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Informacién general

Uso indicado

El ensayo Aptima HCV Quant Dx es una prueba de amplificacion mediada por transcripcion
en tiempo real. Este ensayo se utiliza tanto para la deteccion y cuantificacion del RNA del

virus de la hepatitis C (HCV) en suero humano fresco y congelado de personas infectadas
con HCV.

El plasma puede prepararse en acido etilendiaminotetraacético (EDTA), solucion
anticoagulante de citrato dextrosa (ACD) y tubos de preparacién de plasma (PPT). El suero
puede prepararse en tubos de suero y tubos separadores de suero (PPT). Las muestras se
han analizado con el Panther system, en el que se ha realizado el procesamiento, la
amplificacion, la deteccion y la cuantificacion automaticos de las muestras. Las muestras
que contienen genotipos del HCV 1 a 6 se han validado para la deteccién y cuantificacién
en el ensayo.

El ensayo Aptima HCV Quant Dx esta indicado para utilizarse como ayuda en el diagnoéstico
de la infeccion por el HCV. El ensayo puede utilizarse para confirmar la infeccién activa por
el HCV en pacientes con resultado positivo de anticuerpos del HCV. La deteccion del RNA
del HCV indica que el virus se esta reproduciendo y, por lo tanto, es una prueba de infeccion
activa.

El ensayo Aptima HCV Quant Dx esta indicado para utilizarse como ayuda en el tratamiento
de pacientes infectados con HCV que reciben tratamiento farmacolégico antiviral para el
HCV. El ensayo mide los niveles de RNA del HCV en el estado inicial, durante el tratamiento
y después del tratamiento para determinar la respuesta viral sostenida (RVS). Los resultados
del ensayo Aptima HCV Quant Dx deben interpretarse en el contexto de todos los resultados
clinicos y de laboratorio significativos.

El ensayo Aptima HCV Quant Dx no esta concebido para utilizarse como una prueba de
cribado para la presencia de HCV en la sangre o hemoderivados.

Resumen y explicacién de la prueba

El HCV es un patégeno de transmision sanguinea y un problema de salud publica en todo el
mundo, con hasta 170 millones de personas infectadas en todo el mundo y 350.000 muertes
anuales a causa de enfermedades relacionadas con el HCV, que incluyen cirrosis y cancer
de higado."? La transmision de HCV se realiza a través de la exposicion a la sangre,
hemoderivados o actividades con potencial de exposicion percutanea.** Genéticamente, el
HCV contiene un genoma de RNA de cadena positiva de 9.500 nucleétidos que codifican
proteinas estructurales (nucleo, glicoproteinas E1 y E2, proteina de canal iénico p7) y
proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B) que son proteinas de replicacion y
dianas de los antivirales de accion directa.** Dos regiones no traducidas (RNT) del genoma,
5UTR y 3'UTR, actuan en las funciones de traduccién y replicacién/empaquetado
respectivamente.’ El 5-UTR es la regidon genémica mas conservada en los seis genotipos
principales del HCV.®

Clinicamente, existe una alta prevalencia de infeccion por el HCV asintomatica y, a pesar de
los anticuerpos detectables (normalmente dentro de 5-12 semanas), la infeccién crénica por
el HCV se produce en hasta el 75 % de los pacientes.? Las algoritmos de las pruebas de
laboratorio para el HCV exigen un diagnostico de infecciones activas por HCV en individuos
positivos para anticuerpos a través de la deteccion del RNA del HCV en plasma o suero
para permitir el tratamiento adecuado.”®’
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La cuantificacién del RNA de HCV (carga viral) ha desempefiado un papel fundamental en la
definicion y la monitorizacién del tratamiento del HCV adecuado. La respuesta viral
sostenida (RVS) definida como ARD del HCV no detectado después de un tratamiento
correcto es un marcador principal de la cura del HCV."" En el tratamiento con interferén, la
respuesta viral precoz (RVP), definida como una disminucién de 2 log o mayor de la carga
viral del HCV después de 12 semanas de tratamiento, y una respuesta viral rapida (RVR),
definida como niveles no detectables de RNA de HCV después de 4 semanas de tratamiento,
eran predictores positivos de la RVS.""" Estos marcadores de cinética viral se utilizan en
los métodos de respuesta guiada que adaptan las opciones de tratamiento para detener o
extender la terapia para lograr la RVS." Por otra parte, los estudios de seguimiento a largo
plazo demostraron la durabilidad de la RVS después del tratamiento adecuado, y la
erradicacion viral evita el desarrollo de la enfermedad hepatica.™

En la época de antivirales de accién directa (AAD), las mediciones de carga viral del HCV
se realizan antes del tratamiento para establecer la carga viral en el estado inicial, durante el
tratamiento para conocer la respuesta durante el tratamiento y post-tratamiento para evaluar
la RVS (o recaida). Casi todos los pacientes logran respuestas virales al tratamiento a los
AAD definidos por debajo del limite inferior de cuantificacion (<LIDC) para el ensayo,
seguido de porcentajes superiores al 90 % de RVS a las 12 semanas después del
tratamiento con la mayoria de regimenes.*"" La deteccién y cuantificacion del RNA del HCV
seguira desempenando un papel fundamental en el diagndstico del HCV vy el tratamiento de
los pacientes bajo tratamiento antiviral.

Principios del procedimiento

El ensayo Aptima HCV Quant Dx es una prueba de amplificacién de acidos nucleicos que
utiliza tecnologia de amplificacién mediada por transcripcién en tiempo real (TMA) para
detectar y cuantificar el RNA del HCV antes del tratamiento para facilitar el diagnéstico o
para establecer la carga viral en el estado inicial, asi como para la medicién de las
repuestas durante el tratamiento y post-tratamiento. El ensayo se aplica a una regién
conservada del genoma del HCV para la deteccion y cuantificacion de los genotipos 1, 2, 3,
4,5y 6. El ensayo cumple el 2° Patrén Internacional de la OMS sobre el virus de la hepatitis
C (norma NIBSC 96/798)."

En el ensayo Aptima HCV Quant Dx intervienen tres pasos principales, que tienen lugar en
un solo tubo en el Panther system: captura de la diana, amplificaciéon de la diana por TMA y
deteccién de los productos de amplificacion (amplicén) mediante las sondas marcadas con
fluorescencia (sondas fluorescentes).

Durante la captura de la diana, el RNA viral se aisla de las muestras. La muestra se trata
con un detergente para solubilizar la envoltura virica, desnaturalizar las proteinas y liberar el
RNA gendmico virico. Los oligonucleétidos de captura hibridan con regiones altamente
conservadas de RNA de HCV, si las hay, de la muestra analitica. A continuacion, la diana
hibridada se captura sobre microparticulas magnéticas que se separan de la muestra en un
campo magnético Los pasos de lavado eliminan los componentes extrafios del tubo de reaccion.

La amplificacion de la diana se produce por TMA, que es un método de amplificaciéon de
acidos nucleicos basada en transcripcion que utiliza dos enzimas, transcriptasa inversa de
MMLV (virus de la leucemia murina de Moloney) y RNA polimerasa T7. La transcriptasa
inversa se utiliza para generar una copia de DNA (que contiene una secuencia promotora
para la RNA polimerasa T7) de la secuencia diana. La RNA polimerasa T7 genera varias
copias del amplicon de RNA a partir del molde de copia de DNA. El ensayo Aptima HCV
Quant Dx utiliza el método de TMA para amplificar una parte del 5’UTR del genoma del
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HCV. La amplificacion de esta region se logra utilizando cebadores especificamente
disefiados para amplificar los genotipos del HCV 1, 2, 3, 4, 5y 6.

La deteccion se lleva a cabo utilizando unas sondas fluorescentes de acidos nucleicos
monocatenarios que estan presentes durante la amplificacién de la diana e hibridan
especificamente con el amplicon en tiempo real. Cada sonda fluorescente tiene un fluoréforo
y un extintor de fluorescencia. Cuando la sonda fluorescente no se hibrida con el amplicon,
el extintor de fluorescencia esta muy cerca del fluoréforo y suprime la fluorescencia. Cuando
la sonda fluorescente se une al amplicén, el extintor se aleja del fluoréforo y emite una senal
a una longitud de onda especifica cuando es excitado por una fuente luminosa. Cuantas
mas sondas de fluorescencia hibridan con el amplicon, mayor es la sefial fluorescente
generada. El tiempo que tarda la sefial fluorescente en llegar a un umbral especificado es
proporcional a la concentracion inicial de HCV. Cada reaccion tiene un calibrador interno/
control interno (internal control, IC) que controla las variaciones del procesamiento, la
amplificacion y la deteccion de las muestras. La concentracion de una muestra la determina
el Panther System Software utilizando las sefiales del HCV e IC correspondientes a cada
reaccién y comparandolas con la informacion de la calibracion.

Advertencias y precauciones

A

Para reducir el riesgo de obtener resultados invalidos, lea atentamente el prospecto
completo y el Panther System Operator’'s Manual (Manual del usuario del Panther
System) antes de realizar este ensayo.

Informacién para los laboratorios

&B.

PRECAUCION: Los controles de este ensayo contienen plasma humano. El plasma es
negativo para antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos anti-HCV,
anticuerpos anti-HIV-1 y anti-HIV-2 y antigeno de HIV cuando se analiza con
procedimientos aprobados por la Administracién de Medicamentos y Alimentos
estadounidense. Ademas, el plasma es no reactivo para RNA de HCV y RNA de HIV-1
cuando se analiza con pruebas de acidos nucleicos aprobadas utilizando muestras
combinadas. Todo el material proveniente de sangre humana debe considerarse
potencialmente infeccioso y manipularse segun las precauciones universales.”™'"®"

Este procedimiento solamente debe realizarlo personal formado adecuadamente en el
uso del ensayo Aptima HCV Quant Dx y en la manipulacién de material potencialmente
infeccioso Si se produce algun vertido, desinfecte inmediatamente el lugar siguiendo los
procedimientos adecuados del centro.

Utilice unicamente el instrumental de laboratorio desechable suministrado o especificado.

Tome las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma,

beba ni fume en las areas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables sin talco,
proteccién para los ojos y batas de laboratorio al manipular las muestras y los reactivos
del kit. Lavese bien las manos después de manipular las muestras y los reactivos del kit.

Las superficies de trabajo, pipetas y otros equipos se deben descontaminar regularmente
con solucion de hipoclorito de sodio del 2,5 % al 3,5 % (0,35 M a 0,5 M).

Deseche todo el material que haya entrado en contacto con las muestras y los reactivos
de acuerdo con la normativa local, estatal y comunitaria.’>'®"'® Limpie a fondo y
desinfecte todas las superficies de trabajo.
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H. Los controles contienen azida sdédica como conservante. No utilice tubos de metal para

transferir reactivos. Si se desechan soluciones que contengan compuestos de azida
sodica en un sistema de tuberias, dichas soluciones se deben diluir y eliminar
enjuagando el desaglie con agua corriente abundante. Se recomienda seguir estas
precauciones para evitar la acumulacién de depésitos en tuberias de metal, donde
pueden darse las condiciones necesarias para una explosion.

Las buenas practicas estandar para laboratorios moleculares incluyen la vigilancia
medioambiental. Para vigilar el entorno de un laboratorio, se sugiere el procedimiento
siguiente:

1. Consiga una torunda con punta de algodon y emparéjela con un tubo de alicuotas de
muestras (specimen aliquot tube, SAT).

2. Etiquete adecuadamente cada SAT.

Llene cada SAT con 1 ml de diluyente de muestras Aptima.

4. Para recoger muestras de superficie, humedezca ligeramente una torunda con agua
desionizada libre de nucleasas.

5. Ponga en contacto la torunda con la superficie de interés utilizando un movimiento
vertical de arriba abajo. Gire la torunda una media vuelta mientras la mantiene en
contacto con el lugar.

6. Coloque inmediatamente la muestra de la torunda en el tubo y agite suavemente la
torunda en el diluyente para extraer el material absorbido. Exprima la torunda sobre
un lado del tubo de transporte para extraer tanto liquido como sea posible. Deseche
la torunda y tape el tubo.

7. Repita los pasos con las muestras de las torundas restantes.

8. Analice la torunda con un ensayo molecular.

g

Informacioén para las muestras

J.

Las muestras pueden ser infecciosas. Siga las precauciones universales’ '™ para
realizar este ensayo. Deben establecerse métodos correctos de manipulacion y
eliminacién de material.” Este procedimiento solamente debe realizarlo personal formado
adecuadamente en el uso del ensayo Aptima HCV Quant Dx y en la manipulacién de
material infeccioso.

Mantenga las condiciones de almacenamiento apropiadas durante el envio de muestras
para garantizar la integridad de las mismas. No se ha evaluado la estabilidad de las
muestras en condiciones de envio distintas a las recomendadas.

Evite la contaminacion cruzada durante los pasos de manipulacion de las muestras.
Tenga especial cuidado para evitar la contaminacion por la difusion de aerosoles al
aflojar o destapar los tubos de muestras. Las muestras pueden contener concentraciones
extremadamente altas de organismos. Asegurese de que los recipientes de muestras no
entren en contacto unos con otros y deseche los materiales usados sin pasarlos por
encima de los recipientes abiertos. Cambie los guantes si entran en contacto con la muestra.
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Informacién para los ensayos

M.
N.

No utilice el kit de reactivos, el calibrador ni los controles después de la fecha de caducidad.

No intercambie, no mezcle ni combine reactivos de ensayo de kits con numeros de lotes
diferentes. Los fluidos del ensayo pueden ser de numeros de lote diferentes. Los
controles y el calibrador pueden ser de niumeros de lote diferentes.

Evite la contaminaciéon microbiana y por nucleasas de los reactivos.

Tape y conserve todos los reactivos del ensayo a las temperaturas especificadas. El uso
de reactivos conservados incorrectamente pueden afectar a la eficacia del ensayo.
Consulte Requisitos de almacenamiento y manipulacion de los reactivos y Procedimiento
de prueba del Panther System para obtener mas informacion.

No combine ningun reactivo ni fluido del ensayo sin instrucciones especificas. No rellene
los frascos de reactivos o de fluidos que contengan aun liquido. El Panther System
verifica los niveles de reactivo.

Algunos reactivos de este kit estan etiquetados con simbolos de riesgo y seguridad.

Nota: la comunicacion sobre peligros refleja las clasificaciones de las fichas de datos de
seqguridad (SDS) de la UE. Para obtener informacion de comunicacion sobre peligros
especifica de su pais, consulte la Biblioteca de fichas de datos de seguridad (SDS) en
www.hologicsds.com.

HCV VL Kit Controls
Azida de sodio 0,2 %
Human Serum 95-100 %

ATENCION

“)\ H312 - Nocivo en contacto con la piel
\l/ H412 - Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos

P273 - Evitar su liberacion al medio ambiente
P280 - Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion
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Requisitos de almacenamiento y manipulaciéon de los reactivos

A. La tabla siguiente muestra las condiciones de conservacion y la estabilidad de los
reactivos, los controles y el calibrador.

Reactivos Conservacion Kit abierto (reconstituido)
sin abrir
Conservacion Estabilidad

Reactivo de amplificacion gHCV De2°Ca8°C
Soluc.i.c')n de reconstitucion de De 2°C a8 °C De2°Ca8°C 30 dias®
amplificacion gHCV
Reactivo enzimatico gHCV De2°Ca8°C
Solucién de reconstitucion de De 2°C a8 °C De 2°C a8°C 30 dias®
promotor gHCV
Reactivo promotor gHCV De2°Ca8°C
Solucién de reconstitucion de De 2°C a8 °C De 2°C a8°C 30 dias®
promotor gHCV
Reactivo de captura qHCV De2°Ca8°C De2°Ca8°C 30 dias®

ONTRO i De -15 °C a-35 °C De 15°C a 30 °C Vial de un solo uso
gHCV NC CONTROL — (Control negativo) Para uso en 24 horas
qHCV LPC CONTROL + (Control positivo De -15 °C a -35 °C De 15 °C a 30 °C Vial de un solo uso
bajo) Para uso en 24 horas
gHCV HPC CONTROL + (Control positivo De -15 °C a -35 °C De 15 °C a 30 °C Vial de un solo uso
alto) Para uso en 24 horas

i iti De -15 °C a -35 °C De 15 °C a 30 °C Vial de un solo uso

gHCV PCAL (Calibrador positivo) Para uso en 24 horas

* Al retirarlos del Panther System, los reactivos se deben volver a guardar inmediatamente a sus temperaturas de
conservacion adecuadas.
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B.

AE.

Deseche todos los reactivos reconstituidos y el reactivo de captura (target capture
reagent, TCR) no utilizados después de 30 dias o de la fecha de caducidad del lote
maestro, lo que ocurra primero.

Los reactivos almacenados en el Panther system tienen 72 horas de estabilidad
cargados. Los reactivos pueden cargarse en el Panther System hasta 5 veces. El
Panther System registra cada vez que se cargan los reactivos.

Tras descongelar el calibrador, la solucidn debe ser transparente, esto es, no debe estar
turbia ni presentar precipitados.

Tanto el reactivo promotor como el reactivo promotor reconstituido son fotosensibles.
Proteja estos reactivos de la luz durante la conservacion y la preparacién para el uso.

Recogida y almacenamiento de muestras

Nota: Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes potencialmente infecciosos.
Siga las precauciones universales.

Nota: Tenga cuidado para evitar la contaminacion cruzada durante los pasos de
manipulacion de las muestras. Por ejemplo, deseche el material usado sin hacerlo pasar
sobre tubos abiertos.

Nota: Para la conservacion, solo se recomiendan tubos secundarios de plastico.

Pueden utilizarse muestras de sangre completa recogidas en los tubos de cristal o plastico
siguientes:

» Tubos con anticoagulantes de EDTA o de acido citrato dextrosa (ACD) o
* Tubos de preparacion de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPTs)

* Tubos de suero

* Tubos separadores de suero (Serum Separator Tubes, SSTs)

En el caso del suero, deje que se coagule antes de seguir procesandolo.

A. Recogida de las muestras

La sangre completa puede conservarse entre 2 °C y 30 °C y debe centrifugarse en las
6 horas posteriores a la recogida de las muestras. Separe el plasma o el suero del
sedimento de eritrocitos siguiendo las instrucciones del fabricante del tubo utilizado. El
plasma o el suero pueden analizarse en el Panther System en un tubo primario o
transferirse a un tubo secundario como el tubo de alicuotas de muestras (Specimen
Aliquot Tube, SAT) Aptima. Para obtener un volumen de reaccion de 500 pl, el volumen
minimo de plasma o suero para los tubos de recogida primarios es de hasta 1200 ul,
mientras que para los tubos secundarios es de 700 pl. En la siguiente tabla se identifican
los requisitos de volumen muerto para cada tipo de tubo primario y secundario.

Tubo (tamaiio y tipo) Volumen muerto en Panther
Tulbo de a]icuotas de muestras. 0.2 ml
(Specimen Aliquot Tube, SAT) Aptima ’
12X75 mm 0,5 mi
13x100 mm 0,5 ml
13x100 mm con gel 0,3 ml
16x100 mm con gel 0,7 ml
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Si no se analizan inmediatamente, el plasma y el suero pueden conservarse de acuerdo
con las especificaciones siguientes. Si se transfieren a un tubo secundario, el plasma o
el suero pueden congelarse a -20 °C. No lleve a cabo mas de tres ciclos de congelacion-

descongelacién. No congele las muestras en tubos de recogida primarios de suero,
EDTA o ACD.

B. Condiciones de conservacion de las muestras
1. Muestras de plasma con EDTA y ACD

La sangre completa puede conservarse entre 2 °C y 30 °C y debe centrifugarse en
las 6 horas posteriores a la recogida de las muestras. Posteriormente, el plasma
puede conservarse en una de las condiciones siguientes:

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 25 °C
durante un maximo de 24 horas,

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 8 °C
durante un maximo de 5 dias, o

* En el tubo secundario a -20 °C durante un maximo de 60 dias.

Sangre completa

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas después de
la recogida de muestras

Primario Primario Secundario Secundario Secundario

*25”0 *8”0 /ﬂ/25°0 *8”0 -15°C
2°C 2°C 2°C 2°C -35 °C/ﬂ/

<24 horas <5 dias < 24 horas <5 dias <60 dias

Figura 1. Condiciones de almacenamiento para tubos con EDTA/ACD

2. Muestras de PPT

La sangre completa puede conservarse entre 2 °C y 30 °C y debe centrifugarse en
las 6 horas posteriores a la recogida de las muestras. Posteriormente, el plasma
puede conservarse en una de las condiciones siguientes:

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 25 °C
durante un maximo de 24 horas,

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 8 °C
durante un maximo de 5 dias, o

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, a -20 °C durante un
maximo de 60 dias.
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Sangre completa

30°C
2 °C/ﬂ/

Centrifugar < 6 horas después de
la recogida de muestras

Primario

*25 °C
2°C

< 24 horas

Primario

/ﬂ/enc
2°C

<5 dias

Primario o
secundario

/ﬂ/ “15°C
35 °C

<60 dias

Secundario

/ﬂ/ZS °C
2°C

<24 dias

Secundario

/ﬂfswc
2°C

<5 dias

Figura 2. Condiciones de conservacion de los PPT

3. Muestras en tubos de suero

La sangre completa puede conservarse entre 2 °C y 30 °C y debe centrifugarse en
las 6 horas posteriores a la recogida de las muestras. Posteriormente, el suero
puede conservarse en una de las condiciones siguientes:

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 30 °C
durante un maximo de 24 horas,

* En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 8 °C
durante un maximo de 5 dias, o

* En el tubo secundario a -20 °C durante un maximo de 60 dias.

Sangre completa

/i/ 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas después de
Ia recogida de muestras

Primario Primario Secundario

/i/\?() °C
2°C

<24 horas

/R/BDC
2°C

<5 dias

/i/ﬂ) °C
2°C

< 24 horas

Secundario

/ifsnc
2°C

<5 dias

Secundario

/ﬂ/ ‘15 °C
35°C

<60 dias

Figura 3. Condiciones de conservacion de los tubos de suero

Ensayo Aptima HCV Quant Dx
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Informacién general

4. Muestras en SST

La sangre completa puede conservarse entre 2 °C y 30 °C y debe centrifugarse en
las 6 horas posteriores a la recogida de las muestras. Posteriormente, el suero
puede conservarse en una de las condiciones siguientes:

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 30 °C
durante un maximo de 24 horas,

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 8 °C
durante un maximo de 5 dias, o

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, a -20 °C durante un
maximo de 60 dias.

Sangre completa

/i/ 30 °C
2°C

Centrifugar < 6 horas después de
Ia recogida de muestras

<

Primario

/i/(io °C
2°C

< 24 horas

Primario

/i/&ac
2°C

<5dias

Secundario

/E/BO °C
2°C

<24 horas

Secundario

/ifaac
2°C

<5 dias

Primario o
secundario

‘15 °C
35°C

<60 dias

Figura 4. Condiciones de conservacion de los SST

C. Conservacién a largo plazo de muestras congeladas

Las muestras de suero o plasma pueden conservarse en SAT a -70 °C hasta un maximo
de 60 dias.

D. Dilucién de las muestras de plasma y suero

Las muestras de plasma y suero pueden diluirse en SAT o en un tubo secundario para
su analisis en el Panther System. Consulte el Procedimiento de prueba del Panther
System, paso E.6 para obtener mas informacion.

/N La dilucién de las muestras de plasma y suero sélo se puede utilizarse para resultados
cuantitativos. No diluya las muestras de suero o plasma para obtener resultados del diagnéstico.

Nota: Las muestras que se diluyan deberan analizarse inmediatamente después de su dilucion.
No congele las muestras diluidas.

Ensayo Aptima HCV Quant Dx
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Muestras conservadas en el Panther System

Las muestras pueden dejarse sin tapar en el Panther System durante un maximo de
8 horas. Las muestras pueden retirarse del Panther System y analizarse siempre que el
tiempo total transcurrido en el instrumento no supere las 8 horas antes de que el Panther

System pipetee la muestra.

Transporte de las muestras
Mantenga las condiciones de conservacion de las muestras como se describe en Recogida
y almacenamiento de muestras.

Nota: Las muestras deben enviarse de acuerdo con la normativa de transporte nacional,
internacional y regional aplicable.
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Panther System

Panther System

Los reactivos del ensayo Aptima HCV Quant Dx para uso con el Panther System se indican
a continuacion. Junto al nombre del reactivo se muestran también los simbolos de
identificacion del reactivo.

Reactivos y materiales suministrados

Nota: Para obtener informacién sobre cualquier aviso de riesgo o precaucion que pueda
estar asociado a los reactivos, consulte la Biblioteca de hojas de datos de sequridad (Safety
Data Sheet Library) en www.hologic.com/sds.

Kit del ensayo Aptima HCV Quant Dx, 100 pruebas, REF. PRD-03506
(1 caja de ensayo, 1 kit de calibrador y 1 kit de controles)

Es posible realizar el pedido de calibradores y controles por separado. Consulte los nimeros
de catalogo correspondientes a continuacion.

Caja del ensayo Aptima HCV Quant Dx
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo

Componente

Cantidad

A

Reactivo de amplificacion qHCV
Acidos nucleicos no infecciosos secados en solucion de tampon.

1 vial

Reactivo enzimatico qHCV

Transcriptasa inversa y RNA polimerasa secadas en solucién de
tampoén HEPES.

1 vial

PRO

Reactivo promotor qHCV
Acidos nucleicos no infecciosos secados en solucién de tampon.

1 vial

AR

Solucidn de reconstitucion de amplificacion gHCV
Solucién acuosa con glicerol y conservantes.

1x7,2ml

ER

Solucién de reconstituciéon de promotor gHCV
Solucién de tampén HEPES con un surfactante y glicerol.

1x5,8ml

PROR

Solucién de reconstitucion de promotor gHCV
Solucién acuosa con glicerol y conservantes.

1x4,5ml

TCR

Reactivo de captura qHCV
Acidos nucleicos en una solucién salina de tampdn con fase sélida,
acidos nucleicos no infecciosos y calibrador interno.

1x72,0ml

Collares de reconstitucion

Hoja de cdédigos de barras de lote maestro

1 hoja

Ensayo Aptima HCV Quant Dx 13
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Kit de calibrador Aptima HCV Quant Dx (REF. PRD-03507)
(conservar entre -15 °C y -35 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad
PCAL Calibrador positivo qHCV 5y 25 ml
Transcrito en solucién de tampon. '
Etiqueta de cédigo de barras del calibrador —
Kit de controles Aptima HCV Quant Dx (REF. PRD-03508)
(conservar entre -15 °C y -35 °C al recibirla)
Simbolo Componente Cantidad

NC Control negativo qHCV
Plasma humano desfibrinado negativo en HCV con 5x0,8ml
gentamicina y azida sodica al 0,2 % como conservantes.

Control positivo bajo qHCV

LPC Armored RNA de HCV no infeccioso en plasma humano
desfibrinado con gentamicina y azida sédica al 0,2 % como
conservantes.

5x0,8ml

Control positivo alto qHCV

HPC Armored RNA de HCV no infeccioso en plasma humano
desfibrinado con gentamicina y azida sédica al 0,2 % como
conservantes.

5x0,8ml

Etiqueta de codigo de barras de los controles —
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Material necesario que debe adquirirse por separado

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales comercializados por Hologic

aparecen en la lista con su referencia.

Material

Panther System

Kit del ciclo del Panther para ensayos en tiempo real (sélo para
ensayos en tiempo real)

Kit de fluidos del ensayo Aptima (también denominado Kit de fluidos
universales)
contiene solucion de lavado Aptima, tampén para fluido de
desactivaciéon Aptima y reactivo de aceite Aptima

Unidades multitubo (Multi-tube Unit, MTU)
Juego de bolsas de desechos Panther
Tapa del recipiente de desechos Panther

O bien, el kit del ciclo del Panther System

(cuando se procesan ensayos TMA no en tiempo real junto a ensayos
TMA en tiemp real) contiene MTU, bolsas para desechos, tapas del
recipiente de desechos y fluidos del ensayo

Puntas, conductoras de 1.000 ul, para deteccion de liquido
Lejia, solucion de hipoclorito de sodio del 5 % al 7 % (0,7 M a 1,0 M)

Guantes desechables sin talco

Tapones no perforables de repuesto
Tapones de repuesto para reactivos
Frascos de reconstitucion de reactivos
deamplificacién, enzimatico y promotor CL0041 (100 tapones)
Frasco de TCR CL0040 (100 tapones)

Cubiertas de bancos de laboratorio con revestimiento de plastico
Toallitas sin pelusa

Pipeta

Puntas

Opciones para el tubo de recogida primario:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Mezclador vortex

REF.

PRD-03455 (5.000 pruebas)

303014 (1.000 pruebas)

104772-02

902731

504405

303096 (5.000 pruebas)

10612513 (Tecan)

103036A
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Materiales opcionales
Material REF.

Opciones para el tubo secundario:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm -

Tubos de alicuotas de muestras Aptima (SAT) (paquete de 100) 503762
Tapdn de tubo de transporte (paquete de 100) 504415
tapon para SAT
Diluyente de muestras Aptima PRD-03003
Kit de diluyente de muestras Aptima PRD-03478

contiene diluyente de muestras, 100 SAT y 100 tapones
Pipetas de transferencia —

Paneles comerciales, por ejemplo: —
HCYV de control de calidad para diagndéstico molecular o
Paneles de HCV SeraCare ACCURUN

Torundas con puntas de algodoén —

Balancin para tubos —

Procedimiento de prueba del Panther System

Nota: Consulte el Panther System Operator’s Manual (Manual del usuario del Panther
System) para obtener mas informacién sobre los procedimientos.

A. Preparacion del area de trabajo

1. Limpie las superficies de trabajo donde se prepararan los reactivos. Limpie las
superficies de trabajo con una solucion de hipoclorito de sodio al 2,5 % - 3,5 %
(0,35 M a 0,5 M). Deje la solucién de hipoclorito de sodio en contacto con las
superficies durante 1 minuto como minimo y, a continuaciéon, enjuague con agua
desionizada (DI). No deje que la solucion de hipoclorito de sodio se seque. Cubra la
superficie de la mesa con una cubierta absorbente con forro de plastico para mesas
de laboratorio limpia.

2. Limpie una superficie de trabajo aparte para preparar las muestras. Utilice el
procedimiento descrito mas arriba (paso A.1).

3. Limpie los pipeteadores que vaya a utilizar. Utilice el procedimiento descrito mas
arriba (paso A.1).

B. Preparacién del calibrador y de los controles

Deje que el calibrador y los controles alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C
antes de procesarlos de la manera siguiente:

1. Saque el calibrador y los controles del almacenamiento de conservacion (entre -15 °C y
-35 °C) y pongalos entre 15 °C y 30 °C. Durante el proceso de descongelacion,
invierta suavemente cada tubo para mezclar bien su contenido. Asegurese de que el
contenido de los tubos se descongele por completo antes de utilizarlo.

Opcién. Los tubos del calibrador y de los controles pueden ponerse en un balancin
para tubos para mezclar bien su contenido. Asegurese de que el contenido de los
tubos se descongele por completo antes de utilizarlo.
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Nota: Evite que se cree demasiada espuma al invertir el calibrador y los controles.
La espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther System.

2. Cuando el contenido de los tubos se haya descongelado, seque la parte exterior del
tubo con un pafio desechable limpio y seco.

3. Para evitar la contaminacion, no abra los tubos.

C. Reconstitucién y preparacion de reactivos de un nuevo kit

Nota: La reconstitucion de los reactivos debe llevarse a cabo antes de iniciar cualquier
tarea en el Panther System.

1. Para preparar reactivo de captura (Target Capture Reagent, TCR), haga lo siguiente:
a. Saque el TCR del almacenamiento de conservacién (entre 2 °C y 8 °C).
Asegurese de que el numero de lote del frasco de TCR coincida con el nimero
de lote de la hoja de cdodigos de barras del lote maestro.

b. Agite de inmediato y enérgicamente el frasco de TCR 10 veces. Deje que el
frasco de TCR permanezca entre 15 °C y 30 °C para que se caliente durante un
minimo de 45 minutos. Durante este periodo, agite e invierta el frasco de TCR al
menos cada 10 minutos.

Opcioén. El frasco de TCR puede prepararse en un balancin para tubos siguiendo
estas instrucciones: Saque el TCR del almacenamiento de conservacion (entre
2 °C y 8 °C) y agitelo de inmediato y enérgicamente 10 veces. Ponga el frasco
de TCR en un balancin para tubos y déjelo entre 15 °C y 30 °C para que se
caliente durante un minimo de 45 minutos

c. Asegurese de que todo el precipitado esté en la solucién y que las particulas
magnéticas estén suspendidas antes del uso.

2. Para reconstituir los reactivos de amplificacion, enzimatico y promotor, haga lo
siguiente:
a. Saque los reactivos liofilizados y las soluciones de reconstitucién
correspondientes del almacenamiento de conservacion (entre 2 °C y 8 °C).
Empareje cada solucion de reconstitucion con su reactivo liofilizado.

b. Asegurese de que las etiquetas de los frascos de la solucién de reconstitucion y
del reactivo liofilizado sean del mismo color. Compruebe los nimeros de lote en
la Hoja de codigos de barras del lote maestro para asegurarse de que estén
emparejados los reactivos adecuados.

i. Abra el vial de reactivo liofilizado retirando el precinto metalico y el tapén de goma.

ii. Inserte firmemente el extremo con muesca del collar de reconstitucion (negro)
en el vial (Figura 5, paso 1).

iii. Abra la botella de la solucién de reconstitucion correspondiente y ponga el
tapon sobre una superficie de trabajo cubierta y limpia.

iv. Ponga el frasco de solucion de reconstitucion sobre una superficie estable
(p. €j., un banco). A continuacion, invierta el frasco de reactivo liofilizado
sobre el frasco de solucion de reconstitucion y acople firmemente el collar en
el frasco de solucién de reconstitucion (Figura 5, paso 2).

v. Invierta lentamente los frascos acoplados (el vial acoplado al frasco de
solucién) para permitir que la solucién pase al vial de cristal (Figura 5, paso 3).

vi. Agite los frascos acoplados durante un minimo de 10 segundos (Figura 5,
paso 4).
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vii. Espere al menos 30 minutos para que el reactivo liofilizado entre en la solucion.

viii. Una vez que el reactivo liofilizado haya entrado en la solucion, agite los
frascos acoplados durante un minimo de 10 segundos y, a continuacion,
balancee ligeramente la solucion en el interior del frasco de cristal hacia
delante y hacia atras para mezclarla bien.

c. Incline lentamente de nuevo los frascos acoplados para hacer que toda la
solucion vuelva al frasco de solucién de reconstitucion (Figura 5, paso 5).

d. Retire con cuidado el collar de reconstitucion y el frasco de cristal (Figura 5, paso 6).

e. Vuelva a tapar el frasco. Registre las iniciales del usuario y la fecha de
reconstitucion en la etiqueta (Figura 5, paso 7).

f. Deseche el collar de reconstituciéon y el frasco de cristal (Figura 5, paso 8).

Advertencia: Evite que se forme demasiada espuma al reconstituir los reactivos.
La espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther System.

1 (2 (3 B
i
3

/4 - ™y

y/
7

Figura 5. Proceso de reconstitucion de los reactivos

D. Preparacion de los reactivos previamente reconstituidos

1.

2.

Saque los reactivos previamente preparados del almacenamiento de conservacion
(entre 2 °C y 8 °C).

Los reactivos de amplificacion, enzimatico, promotor y TCR previamente preparados
deben alcanzar una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes del inicio del ensayo.
En el caso del TCR previamente preparado, lleve a cabo el paso C.1 descrito mas
arriba antes de cargarlo en el sistema.

Agite e invierta los reactivos de amplificacion, enzimatico y promotor para mezclarlos
bien antes de cargarlos en el sistema. Evite que se forme demasiada espuma al
invertir los reactivos.

No rellene las botellas de reactivos. El Panther System reconocera y rechazara las
botellas que se hayan rellenado.
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E. Manipulacion de muestras

1. Asegurese de que las muestras procesadas en los tubos primarios o las muestras sin
diluir en los tubos secundarios se hayan conservado correctamente de acuerdo con
Recogida y almacenamiento de muestras en la pagina 8.

2. Asegurese de descongelar por completo las muestras congeladas. Agite con un
mezclador vértex las muestras descongeladas de 3 a 5 segundos para mezclarlas bien.

3. Deje que las muestras alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes de
procesarlas. Consulte Muestras conservadas en el Panther System para obtener mas
informacién sobre la conservacién en el instrumento.

4. Asegurese de que cada tubo de recogida contenga hasta 1200 ul de muestra o de que
cada SAT contenga al menos 700 ul de muestra. Consulte la tabla que se proporciona
en Recogida de las muestras en la pagina 8 para identificar los requisitos de volumen
muerto para cada tipo de tubo primario y secundario. Si es necesario diluir las
muestras, consulte el paso E.6 descrito mas abajo para obtener mas informacién.

5. Justo antes de cargar las muestras en una gradilla, centrifugue cada muestra entre
1000 y 3000g durante 10 minutos. No retire los tapones. La presencia de burbujas en
el tubo puede afectar a la deteccion del nivel por parte del Panther System.

Consulte Preparacion del sistema, paso F.2, para obtener informacion sobre la carga
de la gradilla y la retirada de los tapones.

6. Diluya una muestra de plasma o suero en la proporcion 1:3 en un SAT o0 1:100 en un
tubo secundario.

Las muestras pueden diluirse en un tubo secundario para su analisis en el
Panther System.

/\ La dilucion de muestras de plasma solamente puede utilizarse para obtener resultados
cuantitativos. No diluya muestras de plasma para obtener resultados diagnésticos.

Nota: Las muestras que se diluyan deberan analizarse inmediatamente después de
su dilucién.

a. Dilucidon de muestras de bajo volumen

El volumen de las muestras de plasma puede aumentarse hasta el volumen
minimo requerido (700 pl) utilizando el diluyente de muestras Aptima. Las
muestras con un minimo de 240 ul de plasma pueden diluirse con dos partes de
diluyente de muestras (1:3) de la manera siguiente:

i. Vierta 240 ul de muestra en un SAT.

ii. Afada 480 ul de diluyente de muestras Aptima.

iii. Tape el tubo.

iv. Invierta suavemente 5 veces para mezclar el contenido.

Las muestras diluidas 1:3 pueden analizarse utilizando la opcién 1:3 del Panther
System (consulte el Panther System Operator’s Manual [Manual del usuario del
Panther System] para obtener mas informacion). El software indicara
automaticamente el resultado correspondiente a la muestra sin diluir aplicando el
factor de dilucion. Estas muestras se marcaran como muestras diluidas.

Ensayo Aptima HCV Quant Dx 19 AW-13249-301 Rev. 004



Panther System Aptima-

b. Dilucion de muestras de altos titulos

Si el resultado de una muestra esta por encima del limite superior de
cuantificacién, puede diluirse con 99 partes de diluyente de muestras Aptima
(1:100) de la manera siguiente:

i. Vierta 30 pl de muestra en un SAT o en un tubo secundario.
ii. Afada 2970 pul de diluyente de muestras Aptima.

iii. Tape el tubo.

iv. Invierta suavemente 5 veces para mezclar el contenido.

Las muestras diluidas 1:100 pueden analizarse utilizando la opcion 1:100 del
Panther System (consulte el Panther System Operator’s Manual [Manual del
usuario del Panther System] para obtener mas informacion). El software indicara
automaticamente el resultado correspondiente a la muestra sin diluir aplicando el
factor de dilucion. Estas muestras se marcaran como muestras diluidas.

Nota: Para las muestras diluidas con concentraciones sin diluir superiores al
LSDC, los resultados se emitiran con notacién cientifica.

F. Preparacién del sistema

1. Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del Panther System Operator’s Manual
(Manual del usuario del Panther System) y las Notas de procedimiento. Asegurese
de que se utilicen las gradillas para reactivos y los adaptadores de TCR del tamafo
adecuado.

2. Cargue las muestras en la gradilla de muestras. Lleve a cabo los pasos siguientes
para cada tubo de muestra (muestra y, cuando sea necesario, calibrador y controles).

a. Afloje el tapon de un tubo de muestras, pero no la retire aun.

Nota: Tenga especial cuidado para evitar la contaminacion por la difusiéon de
aerosoles. Afloje suavemente los tapones de los tubos de muestras.

b. Cargue el tubo de la muestra en la gradilla de muestras.
Repita los pasos 2.a y 2.b para cada muestra restante.

Una vez cargadas las muestras en la gradilla de muestras, retire y deseche los
tapones de todos los tubos de muestras de una gradilla de muestras. Para evitar
la contaminacion, no pase ningun tapon sobre otras gradillas de muestras o tubos
de muestras.

e. Si es necesario, utilice una pipeta de transferencia desechable nueva para
eliminar las burbujas y la espuma.

f. Cuando haya retirado el ultimo tapén, cargue la gradilla de muestras en un
compartimento de muestras.

Nota: Antes de cargar la gradilla de muestras en un compartimento de muestras,
fije el retén de las muestras si esta procesando otros ensayos y tipos de
muestras al mismo tiempo.

g. Repita los pasos 2.a al 2.f con la gradilla de muestras siguiente.
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Notas de procedimiento
A. Calibrador y controles

1. Los tubos del calibrador positivo gHCV, del control positivo bajo qHCV, del control
positivo alto qHCV y del control negativo qHCV pueden cargarse en cualquier
posicion de la gradilla de muestras y en cualquier carril del compartimento de
muestras del Panther System. El pipeteo de las muestras comenzara cuando se
cumpla una de las dos siguientes condiciones:

a. El sistema esté procesando actualmente el calibrador y los controles.
b. Se registran resultados validos para el calibrador y los controles en el sistema.

2. Una vez que los tubos de calibrador y controles se hayan pipeteado y estén
procesandose para el kit de reactivos del ensayo Aptima HCV Quant Dx, las
muestras podran analizarse con el kit reconstituido asociado durante un periodo
maximo de 24 horas a menos que:

a. El resultado del calibrador o los resultados de los controles no sean validos.
b. Se retire del sistema el kit de reactivos del ensayo asociado.
c. El kit de reactivos de ensayo asociado ha excedido los limites de estabilidad.
3. El calibrador y cada tubo de control se puede utilizar una vez. Los intentos de
pipetear mas de una vez del tubo pueden dar lugar a errores de procesamiento.
B. Talco de guantes

Como sucede en cualquier sistema de reactivos, el exceso de talco en algunos guantes
puede ser causa de contaminacién de los tubos abiertos. Se recomienda utilizar guantes
sin talco.
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Control de calidad

Los usuarios pueden invalidar resultados de ciclos o muestras si observan y documentan
dificultades técnicas o relacionadas con el usuario o el instrumento durante la realizacion del
ensayo. En este caso, es necesario volver a analizar las muestras.

Calibracion del ensayo

Para generar resultados validos, el ensayo debe calibrarse. Se procesa por triplicado un
unico calibrador positivo cada vez que se carga un kit de reactivos en el Panther System.
Una vez establecida la calibracion, sera valida durante un maximo de 24 horas. El software
del Panther System avisa al usuario cuando hay que realizar una calibracién. El usuario
escanea un coeficiente de calibracion en la hoja de cédigos de barras del lote maestro
incluida en cada kit de reactivos.

Durante el procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los criterios
de aceptacion del calibrador. Si son validas menos de dos de las réplicas del calibrador, el
software invalida automaticamente el ciclo. Las muestras de un ciclo invalidado se pueden
volver a analizar utilizando un calibrador recién preparado y controles recién preparados.

Controles negativo y positivo

Para generar resultados validos, debe analizarse un conjunto de controles del ensayo. Se
deben analizar una réplica del control negativo, una del control positivo bajo y una del
control positivo alto cada vez que se carga un kit de reactivos en el Panther System. Una
vez establecidos los controles, seran validos durante un maximo de 24 horas. El software
del Panther System avisa al usuario cuando se requieren controles.

Durante el procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los
criterios de aceptacion de los controles. Para generar resultados validos, el control negativo
debe dar un resultado de «No detectado» y los resultados de los controles positivos deben
estar dentro de unos parametros predefinidos. Si cualquiera de los controles tiene un resultado
no valido, el software invalida automaticamente el ciclo. Las muestras de un ciclo invalidado se
pueden volver a analizar utilizando un calibrador recién preparado y controles recién preparados.

Calibrador interno/control interno

Cada muestra contiene un calibrador interno/control interno (Internal Control, 1C). Durante el
procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los criterios de
aceptacioén del IC. Si el resultado del IC no es valido, el resultado de la muestra se invalida.
Todas las muestras con un resultado de IC no valido se deberan volver a analizar para
obtener un resultado valido.

El software del Panther System se ha disefiado para verificar con precision los procesos
cuando los procedimientos se realizan segun las instrucciones indicadas en este prospecto y
el Panther System Operator’'s Manual (Manual del usuario del Panther System).
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Interpretacién de los resultados

El Panther System determina automaticamente la concentracién de RNA de HCV en
muestras y controles comparando los resultados con una curva de calibracion. Las
concentraciones de RNA de HCV se notifican en IU/ml y log,, IU/ml. La interpretacién de los
resultados se indica en la Tabla 1. Si se utiliza la dilucion 1:3 o 1:100 para las muestras
diluidas, el Panther System calcula automaticamente la concentracion de HCV
correspondiente a la muestra sin diluir, multiplicando la concentracién diluida por el factor de
dilucion. Las muestras diluidas se indican como diluidas.

Nota: En el caso de las muestras diluidas, los resultados indicados como «no detectado» o
«< 10 detectados» pueden generarse diluyendo una muestra con una de las
concentraciones indicadas mas arriba, pero cercana al LDD (limite de deteccion) o al LIDC
(limite inferior de cuantificacion). Si no se obtiene un resultado cuantitativo, se recomienda
recoger y analizar otra muestra sin diluir.

El Panther System no ofrece un resultado cualitativo (esto es, «reactivo» o «no reactivo»)
para uso diagndstico. El usuario debe interpretar la concentracién de RNA de HCV notificada
para generar un resultado cualitativo (Tabla 1). Las muestras con resultados indicados de
«no detectado» son no reactivas para RNA de HCV. Las muestras con resultados de

«< 10 detectados» con resultados dentro del rango lineal, y > 100.000.000 (limite superior
de la cuantificacion) indican que se detecté RNA de HCV vy, por lo tanto, las muestras son
reactivas para RNA de HCV.

Tabla 1: Interpretacion de resultados

Resultado notificado del ensayo Interpretacion cualitativa
Aptima HCV Quant Dx Interpretacién de las diagnéstica del usuario®
Ul/mi Valor Logyo" concentraciones de RNA de HCV
10
No detectado No detectado RNA de HCV not detectado. No reactwagsra RNA de
Se detecta RNA de HCV, pero a un
< 10detectado < 1,00 nivel inferior al limite inferior de Reactivo para RNA de HCV

cuantificacion (LIDC)

La concentracion de RNA de HCV esta
10 a 100.000.000 1,00 a 8,00 dentro del rango lineal de 10 a Reactivo para RNA de HCV
100.000.000 Ul/ml.

La concentracion de RNA de HCV esta
> 100.000.000 > 8,00 por encima del limite superior de Reactivo para RNA de HCV
cuantificacion (LSDC)

Hubo un error en la generacion del
resultado. Hay que volver a analizar la
muestra. Es necesario volver a analizar

la muestra.

No valido® No valido® No valido

?Se puede hacer una interpretacion diagnéstica a partir de muestras no diluidas de suero o plasma.
b - .

El valor se muestra con dos digitos decimales.
° Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.
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Limitaciones

A. El uso de este ensayo esta limitado al personal con la debida formacién para realizar el
procedimiento. El incumplimiento de las instrucciones indicadas en este prospecto puede
producir resultados erréneos.

B. La obtencion de resultados fiables depende de la adecuacién de la recogida, el
transporte, la conservacion y el procesamiento de las muestras.
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Eficacia

Limite de detecciéon (LDD) utilizando el Segundo Patron Internacional de la OMS

El limite de deteccién (LDD) se define como la concentracion de RNA de HCV que se
detecta con una probabilidad de 95 % o superior segun el documento EP17-A2 del CLSI."

El LDD se determind analizando paneles del Segundo Patrén Internacional de la OMS para
RNA del virus de la hepatitis C (NIBSC 96/798 genotipo 1) diluidos en plasma y suero
humano negativo para HCV. Se procesaron un minimo de 36 réplicas de cada dilucién en
cada uno de los tres lotes de reactivos para un minimo de 108 réplicas por cada dilucion. Se
realizé un analisis Probit para generar los limites de deteccidn previstos. Los resultados del
lote de reactivos con la mayor concentracién para el limite de deteccion previstos se definen
como LDD y se muestran en la Tabla 2. El limite de deteccién del ensayo Aptima HCV
Quant Dx utilizando el Segundo Patrén Internacional de la OMS para HCV es de 4,3 Ul/ml
para plasma y 3,9 Ul/ml para suero.

Tabla 2: Limite de deteccion utilizando el Sequndo Patrén Internacional de la OMS para HCV

Concentracién (Ul/ml)
Limite de deteccion previsto

Plasma Suero
10 % 0,3 0,3
20 % 0,4 0,5
30 % 0,5 0,6
40 % 0,7 0,8
50 % 0,9 1,0
60 % 1,1 1,2
70 % 1,5 1,5
80 % 2,0 2,0
90 % 3,0 2,9
95 % 43 3,9
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Limite de deteccién en distintos genotipos de HCV

Para los genotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6 en plasma y suero humano negativo para HCV, el LDD
se determind analizando diluciones de muestras clinicas positivas para HCV. Las
concentraciones se determinaron con un ensayo comparador aprobado por la CE. Se
procesaron un minimo de 20 réplicas de cada muestra del panel en cada uno de los lotes
de reactivo para un minimo de 60 réplicas por muestra del panel. Se realizé un analisis
Probit para generar el 50 % y el 95 % de los limites de deteccién previstos. Los resultados
del lote de reactivos con la mayor concentracion para el limite de deteccion previstos se
definen como LDD y se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Limite de deteccion en distintos genotipos de HCV utilizando muestras clinicas

Genotipo Limite de deteccién Concentracién (Ul/ml)
previsto Plasma Suero
1 50 % 0,8 13
95 % 38 51
5 50 % 1,0 11
95 % 2.8 40
3 50 % 1,1 1.0
95 % 4,3 34
4 50 % 1,3 0.7
95 % 4,8 23
5 50 % 0,8 0.9
95 % 2.1 32
6 50 % 0,6 0.9
95 % 3,9 3.9
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Rango lineal

El rango lineal se establecié analizando paneles de Armored RNA de HCV diluidos en
plasma y suero humano negativo para HCV segun el documento EP06-A del CLSL.” Las
concentraciones de los paneles fueron de 1,0 a 8,2 log Ul/ml. El ensayo Aptima HCV Quant
Dx demostro linealidad en todo el rango analizado, con un limite superior de cuantificacion
(LSDC) de 8,0 log Ul/ml, tal como se muestra en la Figura 6.
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Suero  R?=0,9985

Ensayo Aptima HCV Quant Dx (log Ul/ml)
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Concentracion de la diana (log Ul/ml)

Figura 6. Linealidad en plasma y suero
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Linealidad en genotipos de HCV

La respuesta lineal de los genotipos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 se confirmd analizando paneles
compuestos por transcrito de HCV diluido en tampdén a concentraciones de entre

1,36 log Ul/ml hasta 7,36 log Ul/ml. Los analisis se realizaron en tres sistemas Panther
System con tres lotes de reactivo. Se observo linealidad en el rango comprobado para todos
los tipos analizados, tal como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Linealidad en los genotipos HCV 1 al 6

Limite inferior de cuantificacion de deteccién utilizando el 2° Patron Internacional
de la OMS para HCV

El limite inferior de cuantificacion (LIDC) se define como la concentracién mas baja a la que
se cuantifica el RNA de HCV de manera fiable dentro de un margen total de error, segun el
documento EP17-A2 del CLSI."” El error total se calculd a través de dos métodos: Error
analitico total (TAE) = sesgo + 2SD, y Error total (TE) = SQRT(2) x 2SD. Para asegurar la
exactitud y la precisién de las mediciones, el error total del ensayo Aptima HCV Quant Dx se
establecio a 1 log Ul/ml (esto es, al LIDC, la diferencia entre dos mediciones de mas de

1 log Ul/ml es estadisticamente significativa).
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El LIDC se determind analizando paneles del Segundo Patrén Internacional de la OMS para
el RNA del virus de la hepatitis C (NIBSC 96/798 genotipo 1) diluidos en plasma y suero
humano negativo para HCV. Se procesaron un minimo de 36 réplicas de cada dilucién en
cada uno de los tres lotes de reactivos para un minimo de 108 réplicas por cada dilucién.
Los resultados del lote de reactivos con la concentracion mas alta igual o superior al limite
de deteccion que cumple los requisitos de TE y TAE se muestran en la Tabla 4 para plasma
y la Tabla 5 para suero. El LIDC del 2° Patrén Internacional de la OMS es de 7 Ul/ml

(0,82 log Ul/ml) para plasma y 9 Ul/ml (0,93 log Ul/ml) para suero, tal como se resume en la
Tabla 6. Se verificé el LIDC en varios genotipos (consulte la seccion siguiente
"Determinacién del limite inferior de cuantificacion [LIDC] en genotipos de HCV"). Estos
datos de genotipos establecen el LIDC del ensayo a 10 Ul/ml.

Tabla 4: LIDC utilizando el Segundo Patrén Internacional de la OMS para HCV diluido en plasma

Concentracion  Concentracion Aptima HCV

Lote de diana diana Quant Dx DE |Sesgo| TE calculado TAE calculado
reactivos (Ul/ml) (log Ul/iml) (log Ul/iml) (log Ul/ml)  (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
3 0,48 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 6 0,78 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
8 0,90 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
3 0,48 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 6 0,78 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
8 0,90 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,48 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,78 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,90 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

DE = desviacién estandar

Tabla 5: LIDC utilizando el Segundo Patrén Internacional de la OMS para HCV diluido en suero

Concentracion  Concentracion Aptima HCV

Lote de diana diana Quant Dx DE Sesgo TE calculado TAE calculado
reactivos (Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)  (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
3 0,48 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 6 0,78 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
8 0,90 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,48 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 6 0,78 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
8 0,90 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,48 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 6 0,78 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
8 0,90 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

DE = desviacién estandar
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Tabla 6: Resumen de LIDC utilizando el segundo Patrén Internacional de la OMS para HCV

Lote de LIDC del plasma LIDC del suero
reactivos T logUlimi)  (UUmi)  (log Uliml)  (Uimi)

1 0,73 5 0,93 9

2 0,82 7 0,89 8

3 0,76 6 0,71 5

Determinacion del limite inferior de cuantificacion (LIDC) en distintos genotipos de HCV

Para los genotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6 en plasma y suero humano negativo para HCV, el LIDC se
determiné analizando diluciones de muestras clinicas positivas para HCV. La asignacién de la
concentracion de las muestras clinicas se determinaron con un ensayo comparador aprobado
por la CE. Se procesaron un minimo de 36 réplicas de cada muestra del panel en cada uno
de los lotes de reactivo para un minimo de 108 réplicas por muestra del panel. Los resultados
del lote de reactivos con la concentracion mas alta igual o superior al limite de detecciéon que
cumple los requisitos de TE y TAE se muestran en la Tabla 7 para plasma y la Tabla 8 para
suero. El LIDC de los genotipos 1 al 6 en plasma y suero se resumen en la Tabla 9. Estos
valores establecen el LIDC del ensayo a 10 Ul/ml.

Tabla 7: Determinacion del LIDC en distintos genotipos en plasma

Concentracion Concentracion  Aptima HCV

Genotipo diana diana Quant Dx DE Sesgo TE calculado TAE calculado
(Uliml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
3 0,48 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 6 0,78 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
8 0,90 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
3 0,48 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 4 0,60 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
6 0,78 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
6 0,78 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 10 1,00 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
12 1,08 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
8 0,90 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 10 1,00 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
12 1,08 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
3 0,48 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 6 0,78 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
10 1,00 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
2 0,30 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 3 0,48 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
6 0,78 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

DE = desviacion estandar
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Tabla 8: Determinacion del LIDC en distintos genotipos en suero

Concentracion

Concentracion

Aptima HCV

Genotipo diana diana Quant Dx DE Sesgo TE calculado TAE calculado
(Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/iml)
6 0,78 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,90 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
10 1,00 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,78 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
10 1,00 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
6 0,78 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 10 1,00 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
12 1,08 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
1 0,00 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 2 0,30 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
3 0,48 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,46 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 6 0,76 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
9 0,94 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
3 0,48 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 6 0,78 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
10 1,00 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70
DE = desviacién estandar
Tabla 9: Resumen del LIDC en distintos genotipos en plasma y suero
Genotipo de HCV LIDC del plasma LIDC del suero
(log Ul/iml) (Ul/ml) (log Ul/ml) (Ul/ml)
1 0,88 8 0,88 8
2 0,76 6 0,80 6
3 0,80 6 0,67 5
4 0,82 7 0,65 4
5 0,87 7 0,72 5
6 0,79 6 0,99 10
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Precisién
Para evaluar la precisién, se elabor6é un panel de 10 muestras diluyendo muestras clinicas

positivas de HCV o armored RNA en plasma y suero negativo para HCV. Tres usuarios
analizaron el panel con tres lotes de reactivos en tres Panther systems durante 21 dias.

La Tabla 10 muestra la precision de los resultados de los ensayos (en log Ul/ml) entre
instrumentos, entre usuarios, entre ciclos y en total. La variabilidad total fue del < 13,31% en
todas las muestras del panel, principalmente debido a la variabilidad en el ciclo (es decir,
debido al error aleatorio).

Tabla 10: Precision del ensayo Aptima HCV Quant Dx

Entre

. Concentl:acién instrumentos Entre usuarios Entre lotes Entre ciclos Intraciclo Total

Matriz N media

(log Uliml) DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV DE  %CV
Plasma 98? 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 3,35 0,06 4,54 0,12 9,84 0,14 11,34
Plasma 162 2,06 0,05 2,23 0,00 0,00 0,07 3,20 0,03 1,47 0,10 4,91 0,14 6,88
Plasma 162 3,02 0,03 0,89 0,01 0,24 0,04 1,47 0,01 0,33 0,09 3,08 0,11 3,77
Plasma 162 4,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,60 0,04 0,86 0,06 1,13 0,10 2,04
Plasma 162 7,16 0,02 0,21 0,01 0,20 0,04 0,52 0,00 0,00 0,05 0,75 0,09 1,27
Suero  132° 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 5,16 0,00 0,00 0,15 12,17 0,17 13,31
Suero 162 2,17 0,02 0,99 0,04 1,71 0,07 3,01 0,05 2,15 0,08 3,63 0,12 5,61
Suero 162 3,09 0,02 0,67 0,00 0,00 0,06 1,79 0,03 0,90 0,07 2,26 0,11 3,44
Suero 161 4,86 0,00 0,00 0,04 0,78 0,08 1,67 0,00 0,00 0,08 1,72 0,13 2,65
Suero 162 7,16 0,00 0,00 0,05 0,70 0,05 0,73 0,02 0,31 0,04 0,55 0,10 1,35

CV = coeficiente de variacion, DE = desviacion estandar
@ Numero de resultados validos dentro del rango lineal del ensayo.

Nota: La variabilidad de algunos factores podria ser numéricamente negativa, lo que puede ocurrir si la variabilidad debida a dichos
factores es muy pequefia. Cuando esto ocurre, la DE y el CV se muestran como 0.

Substancias potencialmente interferentes

Se evalué la susceptibilidad del ensayo Aptima HCV Quant Dx a las interferencias causadas
por altos niveles de sustancias enddégenas y por medicamentos que se suelen recetar a las
personas infectadas por HCV. Se analizaron muestras de plasma negativo para HCV y
muestras enriquecidas con HCV hasta obtener una concentracién de 3,3 log Ul/ml de RNA
de HCV.

No se observaron interferencias en la eficacia del ensayo en presencia de albumina (90 mg/ml),
hemoglobina (5 mg/ml), triglicéridos (30 mg/ml) o bilirrubina conjugada (0,2 mg/ml).

Las muestras clinicas de plasma de pacientes con niveles alto de las sustancias definidas o
de pacientes con las enfermedades indicadas en la Tabla 11 se analizaron con el ensayo
Aptima HCV Quant Dx. No se observd ninguna interferencia en la eficacia del ensayo.
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Tabla 11: Tipos de muestras clinicas analizadas

Tipos de muestras clinicas

1 Factor reumatoide (FR)

2 Anticuerpo antinuclear (ANA)

3 Anticuerpo anti-Jo (JO-1)

4 Lupus eritematoso sistémico (LES)

5 Artritis reumatoide (AR)

6 Esclerosis multiple (EM)

7 Hiperglobulinemia

8 Alanina aminotransferasa elevada (ALT)
9 Aspartato aminotransferasa elevada (ALT)
10 Cirrosis alcohdlica (AC)

1 Mieloma multiple (MM)

12 Lipémico (lipido elevado)

13 Ictérico (bilirrubina elevada)

14 Hemolizado (hemoglobina elevada)

15 Proteina albumina elevada

16 Anticuerpos anti-HBV

17 Anticuerpos anti-HIV-1

18 Anticuerpos anti-HIV-2
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No se observé ninguna interferencia en la eficacia del ensayo en presencia de las
sustancias exdégenas indicadas en la Tabla 12 a concentraciones de al menos tres veces la
Cinax (plasma humano).

Tabla 12: Sustancias exégenas

Mezcla de Sustancias exdégenas analizadas

sustancias

exdégenas
1 Telaprevir, claritromicina, interferén alfa-2a, dolutegravir, azitromicina
2 Simeprevir, sofosbuvir
3 Efavirenz, boceprevir, interferén alfa-2b pegilado, emtricitabina, raltegravir, amoxicilina
4 Sulfato de abacauvir, ribavirina, dasabuvir, rilpivirina, rifampin/rifampicina
5 Lopinavir, tenofovir, lamivudina, valganciclovir
6 Heparina, EDTA, citrato de sodio

Especificidad

La especificidad se determiné utilizando 198 muestras clinicas recientes y 538 muestras
clinicas congeladas negativas para HCV. Se analizaron un total de 370 muestras de plasma
y 366 muestras de suero. La especificidad se calculé como el porcentaje de muestras
negativas para HCV con resultados de "No Detectado". EI RNA de HCV no se detect6 en las
736 muestras. La especificidad fue de 100 % (736/736, 95 % IC: 99,6-100 %).

Tabla 13: Especificidad en muestras clinicas de suero y plasma

Plasma Plasma Total del Suero Suero Total del .
R . Combinado
reciente congelado plasma reciente congelado suero
Réplicas validas (n) 100 270 370 98 268 366 736
No detectado 100 270 370 98 268 366 736
Especificidad 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
(IC del 95 %) (97,1-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (97,0-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (99,6-100)

IC = Intervalo de confianza
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Especificidad analitica

La posible reactividad cruzada con patégenos indicada en la Tabla 14 se evalud en
presencia o en ausencia de 3,3 log Ul/ml de HCV en el plasma humano negativo para el
HCV. No se observo ninguna reactividad cruzada. No se observé ninguna interferencia en la
eficacia del ensayo en presencia de los patdégenos.

Tabla 14: Patégenos comprobados para determinar la especificidad analitica

Patogeno Concentracién Patogeno Concentracién
Virus de la hepatitis A 100.000 copias/ml Corynebacterium diphtheriae 1.000.000 UEC/mIf
Virus de la hepatitis B (HBV) 100.000 Ul/ml® Streptococcus pneumoniae 1.000.000 UFC/ml
Virus de la hepatitis G 1.470 UFP/mIP Staphylococcus aureus 1.000.000 UFC/ml
HIV-1 100.000 copias/ml Propionibacterium acnes 1.000.000 UFC/ml
HIV-2 100.000 UFP/ml Staphylococcus epidermidis 1.000.000 UFC/mlI
Virus del herpes simple 1 100.000 UFP/m Candida albicans 1.000.000 UFC/ml
(HSV-1)
Virus del herpes simple 2 100.000 UFP/mI Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 UFC/ml
(HSV-2)
Virus del herpes humano 6B 100.000 copias/ml Chlamydia trachomatis 1.000.000 UFI/mI®
Virus del herpes humano 8 2.667 TCID50 U/ml° Trichomonas vaginalis 1.000.000 células/ml
Virus linfotrépico de células T d
humano virus tipo 1 (HTLV-1) 100.000 pv/ml & Ul/ml = unidades internacionales por ml

Virus linfotrépico de células T ® UFP/ml = unidades formadoras de placa por ml

Irus linto FOPICO .e celulas 100.000 pV/ml c _ . .. . . .

humano virus tipo 2 (HTLV-2) DICT50/ml = unidades de dosis infectiva en cultivo tisular por ml
Parvovirus B19 100.000 ul/ml ? pv/ml = particulas viricas por ml
100.000 UFP/mI ® DL/ml = dosis mortal por ml

i i i . m
Virus def Nilo occidental "UFC/ml = unidades formadoras de colonias por ml
Virus del Dengue 1 100.000 UFP/mI 9 UFI/ml = unidades formadoras de inclusion por ml
Virus del Dengue 2 100.000 UFP/ml
Virus del Dengue 3 100.000 UFP/mI
Virus del dengue 4 100.000 UFP/ml
Citomegalovirus 100.000 UFP/ml
Virus de Epstein-Barr 100.000 copias/ml
Virus de la rubéola 100.000 UFP/ml
Virus del papiloma humano 100.000 células/ml
Adenovirus tipo 5 100.000 DICT50/ml
Virus de la gripe A 100.000 DICT50/ml
Virus de la encefalitis japonesa ND ND
Vir.us de la encefalitis de San ND ND
Luis
Virus de la encefalitis del Valle 2643 DL/mi®
Murray
Virus de la fiebre amarilla 100.000 células/ml
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Muestras clinicas que contienen virus distintos del HCV

Los patdgenos indicados en la Tabla 15 se evaluaron obteniendo muestras clinicas
individuales infectadas naturalmente. Estos patégenos se evaluaron en presencia o en
ausencia de 3,3 log Ul/ml de RNA de HCV. No se observé ninguna reactividad cruzada. No se
observo ninguna interferencia.

Tabla 15: Muestras clinicas comprobadas para determinar la especificidad analitica

Microorganismo Matriz N (donantes)
HBV suero 5
HBV plasma 5
Virus del dengue plasma 10
Virus de la hepatitis A plasma 10
HTLV-1 plasma 10
HTLV-2 plasma 10
HIV-1 plasma 10
Virus del Nilo occidental plasma 10

Repetibilidad de las muestras clinicas

La repetibilidad se evalud analizando tres réplicas de muestras clinicas de plasma y suero
positivas para HCV infectadas naturalmente. La concentracion media y la desviacién
estandar de las muestras de plasma y suero se muestran en la Tablas 16 y 17.

Tabla 16: Repetibilidad de las muestras clinicas Tabla 17: Repetibilidad de las muestras clinicas
de plasma de suero
- -
ID de la muestra de Concentl:acién ID de la muestra de Concentfacién
media DE media DE
plasma (log Uliml) suero (log Ul/mlI)

1 1,68 0,05 1 1,67 0,07

2 1,69 0,17 2 1,74 0,10

3 1,73 0,06 3 1,86 0,15

4 1,73 0,06 4 1,67 0,07

5 1,84 0,05 5 2,00 0,07

6 2,30 0,10 6 2,51 0,08

7 2,71 0,09 7 3,12 0,23

8 2,80 0,06 8 3,29 0,02

9 3,22 0,04 9 3,70 0,18

10 3,80 0,05 10 3.99° 0,13

1 4,12 0,08 1" 4,35 0,05

12 4,21 0,11 12 5,48 0,12

13 4,90 0,14 13 5,74 0,07

14 6,94 0,11 14 5,80 0,13

15 7,05 0,04 15 7,15 0,10

®Resultado de dos de las tres réplicas analizadas. Una
réplica erratica eliminada.
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Dilucién de muestras utilizando diluyente de muestras

Para evaluar la recuperacion del RNA de HCV en muestras diluidas con diluyente de
muestras Aptima, se diluyeron muestras de plasma y suero dentro del rango lineal, a una
concentracion de 1:3 con diluyente de muestras Aptima. Ademas, se diluyeron muestras
clinicas infectadas naturalmente y muestras enriquecidas con Armored RNA con
concentraciones por encima del limite superior de cuantificacion del ensayo, a una
concentracion de 1:100 con el diluyente de muestras Aptima. Cada muestra fue analizada
sin diluir y diluida (1:3 o 1:100) por triplicado. Las diferencias entre la concentracion
promedio reportado (factor de dilucion aplicado al resultado de la muestra diluida) y la
concentracion ordenada promedio se muestran en la Tabla 18 para muestras de plasma y en
la Tabla 19 para suero. Las concentraciones de muestra se recuperaron de forma exacta en
las muestras diluidas.

Tabla 18: Dilucién de muestras con el diluyente Aptima - Plasma

Concentracion Concentracién
Dilucién media sin diluir media notificada® Diferencia
(log Ul/ml) (log Ul/ml)
1,68 1,89 -0,21
1,69 1,69 0,00
1,73 2,11 -0,38
1,73 1,78 -0,05
1,84 1,80 0,04
2,30 2,23 0,07
2,71 2,76 -0,05
1:3 2,80 2,76 0,04
3,22 3,28 -0,06
3,80 3,71 0,09
4,12 4,06 0,06
4,21 4,07 0,14
4,90 4,68 0,22
6,94 6,72 0,22
7,05 6,91 0,14
1100 7,05 6,59 0,46
> 8,00 (8,45)" 8,38 0,07

?La concentracion notificada es el valor calculado después de aplicar el factor de dilucion.
® Muestra enriquecida.

Nota: Todos los resultados de > 8,00 log Ul/ml se calcularon con analisis adicionales.
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Tabla 19: Dilucién de muestras con el diluyente Aptima - Suero

Factor de Concentracion media sin diluir Concentracion media Diferencia
dilucion notificada®
(log Ul/ml)
(log Ul/ml)

1,67 1,85 -0,18

1,74 1,72 0,02

1,86 1,66 0,20

1,67 1,85 -0,18

2,00 1,91 0,09

2,51 2,37 0,14

3,12 3,01 0,11

1:3 3,29 3,35 -0,06
3,70 3,53 0,17

3,99° 3,87 0,12

4,35 4,30 0,05

5,48 5,25 0,23

5,74 5,62 0,12

5,80 5,50 0,30

7,15 6,86 0,29

7,15 6,65 0,50

1:100

> 8,00 (8,44) 8,46 -0,02

®La concentracion notificada es el valor calculado después de aplicar el factor de dilucion.
®Muestra enriquecida.
°Resultado de dos de las tres réplicas analizadas. Una réplica erratica eliminada.

Nota: Todos los resultados de > 8,00 log Ul/ml se calcularon con analisis adicionales.
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Correlacion de métodos

La eficacia del ensayo Aptima HCV Quant Dx se evalud contrastando sus resultados con los
de un ensayo comparativo con marca CE, para lo que se analizaron muestras clinicas sin
diluir de pacientes infectados por el HCV en tres Panther systems con cuatro lotes de
reactivos. Para la regresién lineal se utilizé un total de 1.058 muestras de plasma y suero
(872 de plasma y 186 de suero) en todos los genotipos de HCV dentro del rango lineal y
comunes a los dos ensayos, tal como se muestra en la Figura 8.

8,00 -

700 - y=1,06x + 0,08
R =097

6,00

5,00 A

4,00 4

3,00 A

Ensayo Aptima HCV Quant Dx (log Ul/ml)

2,00 -

1,00 4 -

0,00 T

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Ensayo comparador (log IU/ml)

Figura 8. Correlacién entre el ensayo Aptima HCV Quant Dx y el ensayo comparativo

Acuerdo diagnoéstico

Para evaluar el acuerdo diagnédstico, se analizaron 227 muestras de plasma y suero
personas de pacientes positivos para HCV utilizando el ensayo Aptima HCV Quant Dx y un
ensayo cualitativo de HCV con marca CE comparativo. Todos los resultados que arrojaron
un resultado cuantificable o detectable se categorizaron como «Detectado». Todos los
resultados de dianas no detectados se clasifican como "Diana no detectada" El acuerdo
diagnéstico entre los ensayos era del 100 %, tal como se indica en la Tabla 20.

Tabla 20: Acuerdo diagnéstico entre el ensayo Aptima HCV Quant Dx y el ensayo comparativo

Ensayo Aptima HCV Quant Dx

Detectado Diana no detectada
Detectado 99 0
E ti i
nsayo comparativo Diana no 0 128
detectada
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Contaminacién por arrastre

Para establecer que el Panther system reduce al minimo el riesgo de resultados positivos
falsos provocados por contaminacion de arrastre, se realizdé un estudio de varios paneles
enriquecidos en tres Panther systems. La contaminacion por arrastre se evalué utilizando
muestras de plasma enriquecidas con RNA (7 log Ul/ml) entremezcladas con muestras
negativas para HCV en un patron de tablero de ajedrez. Las pruebas se realizaron en quince
ciclos. La tasa global de contaminacién por arrastre fue del 0,14 % (1/704).

Panel de seroconversion

Se analizaron once conjuntos de paneles de seroconversion de HCV, con un total de

72 muestras. Los resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx se compararon con los
resultados del analisis de anticuerpos anti-HCV. El nimero de dias hasta el primer resultado
reactivo se indica en la Tabla 21. El ensayo Aptima HCV Quant Dx detectaba la presencia
de HCV como media 20 dias antes que los analisis de anticuerpos.

Tabla 21: Resumen de los datos del panel de seroconversion

Diferencia en dias con el
primer resultado reactivo
(sobre la base de la fecha de
la obtencion de la muestra)

Numero de muestras reactivas del panel Dias hasta el primer resultado reactivo

Numero de
Identificacion muestras
del panel analizadas Dias de Dias de
del panel deteccion deteccion
Aptima HCV Pru_eba 1de Pru.eba 2 de Aptima HCV Pru'eba 1de Pru_eba 2de anteriorala anteriorala
anticuerpos anticuerpos anticuerpos  anticuerpos
Quant Dx anti-HCV anti-HCV Quant Dx anti-HCV anti-HCV prueba1de prueba2de
anticuerpos  anticuerpos
anti-HCV anti-HCV
PHV911 4 4 3 3 3° 14 14 11 11
PHV913 4 4 0 2 0 o° 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 11 11 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Total 72 66 35 32 Media 19,36 20,73

Mediana 14 18

La prueba 1 de anticuerpos anti-HCV se realiz6 con el ensayo Abbot Prism HCV.

La prueba 2 de anticuerpos anti-HCV se realizé con el ensayo Ortho Enhanced SAVE, con las excepciones siguientes:

Los paneles 6227 y 6229 se analizaron con el ensayo Ortho ELISA Anti-HCV 3.0.

?La primera obtencion de la muestra no se analiz6 debido a la falta de disponibilidad de la muestra del proveedor.

®*Todas las obtenciones de muestras de este panel fueron no reactivas para anticuerpos anti-HCV. El dia de la Ultima obtencion de
muestra se utilizé como "Dias hasta el primer resultado reactivo".

°La segunda obtencién de muestras no se analizé debido a la falta de disponibilidad de la muestra del proveedor.
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