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Informacién general Aptima~

Informacion general

Uso indicado

El Aptima Zika Virus assay (ensayo Aptima para el virus Zika) es una prueba de
amplificacién mediada por transcripcion indicada para la deteccion cualitativa del RNA del
virus Zika en suero, plasma u orina procesada. Las muestras se analizan con el Panther™
system los procedimientos automaticos de procesamiento de muestras, amplificacion y
deteccion. Los resultados esta destinados a la identificacion del RNA del virus Zika.

Resumen y explicacion de la prueba

El virus Zika (ZIKV) es un virus RNA miembro de la familia Flaviviridae y el género
Flavivirus." El virus se transmite a humanos por mosquitos pertenecientes al género Aedes.?
El ZIKV fue identificado por primera vez en macacos rhesus infectados en el bosque Zika de
Uganda en 1947, y los primeros casos en humanos se observaron en la Republica Unida de
Tanzania y Uganda en 1952.° Desde entonces, se han documentado brotes esporadicos del
ZIKV en muchas zonas de Africa y Sudeste asiatico. La primera aparicion de un brote de
ZIKV fuera de Asia o Africa se produjo en 2007, cuando tuvo lugar un gran brote en la isla
de Yap en el Pacifico, en los Estados Federados de Micronesia.*

En 2013 y 2014, se notificdo un gran brote de la enfermedad ZIKV asociada con
complicaciones clinicas en la Polinesia Francesa.® En mayo de 2015, se confirmaron los
primeros casos de infeccidén por ZIKV adquirida localmente en el continente americano,
concretamente en Brasil.*” En diciembre de 2016, la Organizacién Mundial de la Salud
informd que 75 paises y territorios habian notificado desde 2007 evidencias de ZIKV
transmitida pormosquitos. Sesenta y nueve de estos paises notifican casos desde 2015.° El
ZIKV suele estar asociado a una enfermedad humana que va desde infecciones subclinicas
a enfermedades leves similares a la gripe. Sin embargo, la infeccién por ZIKV también se ha
asociado a casos graves, y en ocasiones mortales, de sindrome de Guillain-Barré.® El virus
también se ha asociado a microcefalia y otros defectos de nacimiento en bebés nacidos de
madres infectadas.’® Aunque la principal via de infecciéon parece ser la picadura de un
mosquito, también se ha notificado la transmision sexual™ y la posible transmisién del ZIKV
por transfusion sanguinea™.

Principios del procedimiento

El Aptima Zika Virus assay va dirigido a dos regiones muy conservadas de NS2 y NS4/NS5
para aumentar la tolerancia a posibles mutaciones. El ensayo consta de tres pasos
principales que tienen lugar en un unico tubo en el automatizado Panther system:
preparacion de la muestra, amplificaciéon de la diana del RNA del ZIKV mediante
amplificacién mediada por transcripcion (TMA)® y deteccion de los productos de
amplificacién (amplicén) mediante ensayo de proteccion por hibridacion (HPA).™ Los ensayos
utilizan un control interno (IC) con el fin de controlar la captura, amplificacién y deteccién de
los acidos nucleicos, asi como los errores por parte del usuario o del instrumento.

Durante la preparacion de la muestra, el RNA se aisla de las muestras a través de la
captura de dianas. La muestra se trata con un detergente para solubilizar la envoltura virica,
desnaturalizar las proteinas y liberar el RNA gendémico viral. Los oligonucledétidos
("oligonucledtidos de captura") complementarios a la regiones altamente conservadas
hibridan con la diana del RNA del ZIKV, si estuviera presente, de la muestra analizada.

A continuacién, la diana hibridada se captura sobre microparticulas magnéticas que se
separan de la muestra en un campo magnético. Se realizan lavados para eliminar los
componentes extrafios del tubo de reaccién. La separacion magnética y los pasos de lavado
se realizan con un sistema de captura de dianas.
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La amplificacion de la diana se produce por TMA, que es un método de amplificacion de
acidos nucleicos basada en transcripcion que utiliza dos enzimas, transcriptasa inversa de
MMLV y RNA polimerasa T7. La transcriptasa inversa se utiliza para generar una ADN copia
(que contiene una secuencia promotora para la RNA polimerasa T7) de la secuencia diana.
La RNA polimerasa T7 genera multiples copias del amplicon de RNA a partir del molde de
ADN copia. El Aptima Zika Virus assay utiliza el método TMA para amplificar las regiones
del RNA del ZIKV.

La deteccion se logra mediante HPA a través de sondas de acido nucleico con marcas
quimioluminiscentes que son complementarias del amplicon. Las sondas marcadas de
acidos nucleicos hibridan especificamente con el amplicon. El reactivo de seleccion distingue
entre sondas hibridadas y no hibridadas mediante la inactivacion de la marca en sondas no
hibridadas. Durante el paso de deteccidn, la sefial quimioluminiscente producida por la
sonda hibridada se mide en un lumindmetro y su valor se notifica como unidades relativas
de luz (relative light unit, RLU).

El control interno y el calibrador del ensayo se afnaden a cada muestra analizada a través
del reactivo de captura de dianas. El control interno en el Aptima Zika Virus assay controla
los pasos de procesamiento, amplificacion y deteccion de las muestras. La sefial del control
interno se discrimina de la sefal del ZIKV mediante la cinética diferencial de emisién de luz
procedente de las sondas con marcas diferentes.™ El amplicon especifico del control interno
se detecta usando una sonda con emision rapida de luz (sefial «flasher»). EI amplicon
especifico del ZIKV se detecta utilizando sondas con cinéticas de emision de luz
relativamente mas lentas (sefal «glower»). El Ensayo de cinética doble (Dual Kinetic Assay,
DKA) es un método utilizado para diferenciar entre las sefiales «flasher» y «glower»."™

Los calibradores del Aptima Zika Virus assay se utilizan para determinar el valor de corte del
ensayo Y la validez del ensayo en cada ciclo. Consulte Control de calidad para obtener mas
detalles.

Advertencias y precauciones
A. Para uso diagnéstico in vitro.

B. Para reducir el riesgo de obtener resultados no validos, lea atentamente el prospecto
completo y el Manual del usuario del Panther System antes de realizar este ensayo.

Informacion para laboratorios

C. Este procedimiento solamente debe ser realizado por personal formado adecuadamente
en el uso del Aptima Zika Virus assay y en la manipulacion de material potencialmente
infeccioso. Si se produce algun vertido, desinfecte inmediatamente el lugar siguiendo los
procedimientos adecuados del centro.

D. Utilice unicamente el instrumental de laboratorio desechable suministrado o especificado.

E. 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.

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

Aptima Zika Virus Assay 3 AW-15988-301 Rev. 003



Informacién general Aptima~

G. 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.

H. El reactivo enzimatico contiene azida sédica 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 abundante agua corriente. Se recomienda seguir estas
precauciones para evitar la acumulacion de depdsitos en tuberias de metal, donde
pueden darse las condiciones necesarias para una explosion.

Informacién sobre las muestras

I. Las muestras pueden ser infecciosas. Adopte las precauciones universales''"* al
realizar este ensayo. Deben establecerse métodos de manipulacion y eliminacion
adecuados segun la normativa local.” Este procedimiento solamente debe realizarlo
personal formado adecuadamente en el uso del ensayo Aptima Zika Virus assay y en la
manipulacién de materiales infecciosos.

J. Es necesario realizar los procedimientos de recogida, transporte, almacenamiento y
procesamiento de muestras descritos en este prospecto para obtener un rendimiento
optimo de esta prueba. La recogida, transporte o almacenamiento incorrecto de las
muestras puede dar lugar a resultados incorrectos.

K. 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.

L. Evite la contaminacion cruzada durante los pasos de manipulacion de las muestras.
Tenga especial cuidado para evitar la contaminacién por la difusién 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.

Informacion para los ensayos
M. No utilice los kits de reactivos o los calibradores después de la fecha de caducidad.

N. No intercambie, no mezcle ni combine reactivos de ensayo de kits con numeros de lotes
maestros diferentes. Los fluidos del ensayo pueden ser de numeros de lote diferentes.

O. Evite la contaminacién 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.

Q. 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.
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Informacién general

R. Algunos reactivos de este kit estan etiquetados con simbolos de riesgo y seguridad y
deben manipularse en consecuencia.

Nota: para obtener informacion sobre cualquier aviso de riesgo o precaucion que pueda
estar asociado a los reactivos, consulte la Biblioteca de hojas de datos de seguridad
(Safety Data Sheet Library) en www.hologicsds.com.

Reactivo de amplificacion
ADVERTENCIA

H315: provoca irritacion cutanea
H319: provoca irritacion ocular grave

Reactivo enzimatico

ADVERTENCIA

H315: provoca irritacion cutanea

H319: provoca irritacion ocular grave

H412: nocivo para la vida acuatica con efectos duraderos

QO

Reactivo de seleccion

Acido bérico al 1-5 %

Hidroxido de sodio <1 %

ADVERTENCIA

H315: provoca irritacion cutanea

H319: provoca irritacién ocular grave

H371: puede provocar lesiones en los 6rganos

H373: puede provocar lesiones en los 6rganos con una exposicion prolongada o repetida

P264: lavarse a fondo la cara, las manos y todas las partes de la piel expuestas después de manipular
P280: utilizar guantes protectores/ropa protectora/proteccion ocular/proteccién facial

P305 + P351 + P338: SI ENTRA EN CONTACTO CON LOS 0OJOS: enjuagar cuidadosamente
con agua durante varios minutos. Quitarse las lentes de contacto si se llevan y resulta sencillo.
Continuar enjuagando

P337 + P313: si persiste la irritacion ocular: recibir atencidon/consejos médicos

P302 + P352: S| ENTRA EN CONTACTO CON LA PIEL: lavarse con abundante agua y jabdn
P332 + P313: si se produce irritacion cutanea: recibir atencién/consejos médicos

P362: quitarse la ropa contaminada y lavarla antes de volver a utilizarla

Requisitos de almacenamiento y manipulacién de los reactivos

A. La tabla siguiente muestra las condiciones de conservacion y la estabilidad de los
reactivos y los calibradores.

Reactivos

Conservacién Kit abierto (descongelado)®

sin abrir Conservacion Estabilidad
Reactivo de amplificacion De-35°Ca-15°C De2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo enzimatico De-35°Ca-15°C De2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo de sonda De-35°Ca-15°C De2°Ca8°C 30 dias®

Control interno

De-35°Ca-15°C

De 15°Ca30°C

8 horas antes de
combinarse con TCR

Reactivo de captura de dianas (TCR) De2°Ca8°C N/A N/A

Reactivo de trabajo de captura o o L
de dianas (WTCR) N/A De2°Ca8°C 30 dias
Reactivo de seleccion De 15°Ca 30 °C De 15°Ca 30 °C 30 dias®

NCAL (calibrador negativo)

De-35°Ca-15°C

N/A

Vial de un solo uso
Para uso en 8 horas

PCAL (calibrador positivo)

De-35°Ca-15°C

N/A

Vial de un solo uso
Para uso en 8 horas

* Las condiciones de almacenamiento y estabilidad del kit abierto se basan en ensayos validados similares.
® Al retirar los reactivos del Panther system, se deben volver a guardar inmediatamente a sus temperaturas de

conservacion adecuadas.

Aptima Zika Virus Assay
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B. Deseche todos los reactivos no utilizados que se hayan preparado previamente y el
reactivo de trabajo de captura de dianas después de 30 dias.

C. Los reactivos almacenados en el Panther system tienen 120 horas (acumuladas) de
estabilidad cuando estan cargados. El Panther system registra cada vez que se cargan
los reactivos.

D. Si se forma un precipitado en el reactivo de captura de dianas (TCR) durante el
almacenamiento, consulte las instrucciones indicadas en Preparacion de un nuevo kit.
NO AGITE CON MEZCLADOR VORTEX. NO CONGELE EL TCR.

E. No vuelva a congelar el control interno, ni los reactivos de amplificacion, enzimaticos y
de sonda después de la descongelacién inicial.

Los calibradores son viales de un solo uso y deben desecharse después del uso.

G. Si se forma precipitado en el reactivo de seleccion, el reactivo de sonda, el calibrador
negativo o el calibrador positivo, consulte las instrucciones indicadas en Procedimiento
de prueba del Panther System.

H. Los cambios en la apariencia fisica del reactivo suministrado pueden indicar inestabilidad
o deterioro de estos materiales. Si se observan cambios en la apariencia fisica de los
reactivos (ej.: cambios evidentes en el color del reactivo o solucion turbia son indicativos
de contaminacién microbiana), no deben utilizarse.

I. Tras descongelar los calibradores, la solucién debe ser transparente, esto es, no debe
estar turbia ni presentar precipitados.

/M J. Elreactivo de sonda es fotosensible. Proteja el reactivo de la luz durante la conservacion
y la preparacion para el uso.

Recogida y almacenamiento de muestras

El Aptima Zika Virus assay puede utilizarse con muestras de suero, plasma y orina
procesada.

Una muestra de orina procesada es orina sin diluir afnadida a un medio de transporte de
orina en un tubo Aptima de transporte de muestras de orina.

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. Pueden producirse falsos resultados positivos si la contaminacion
cruzada de las muestras no se controla adecuadamente durante la manipulaciéon y el
procesamiento de las muestras.

Nota: en el caso de los tubos de recogida primarios, el volumen minimo de suero o plasma
es de 1200 uL, mientras que en el de los tubo de alicuotas de muestras (SAT) es de 700 uL
para obtener un volumen de reaccion de 500 pL.

A. Instrucciones de recogida

Consulte el prospecto del kit de recogida de muestras pertinente para conocer las
instrucciones de recogida.
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Informacién general

1. Muestras de suero y plasma

Pueden utilizarse muestras de sangre completa recogidas en los tubos de cristal o
plastico siguientes segun las instrucciones del fabricante:

Tubos con anticoagulantes de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o de acido
citrato dextrosa adenina (ACD-A) o citrato sédico (NAC)

Tubos de preparacion de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT)
Tubos de suero
Tubos separadores de suero (Serum Separator Tubes, SST)

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

2. Muestras de orina

La recogida de las muestras debe realizarse segun las instrucciones del fabricante.

B. Transporte y almacenamiento de las muestras antes de la prueba

1. Muestras de suero y plasma

Las muestras de plasma y suero pueden almacenarse durante un total de 13 dias a
partir del momento de la recogida hasta el momento de realizar la prueba segun las
condiciones siguientes:

a.

* Las muestras de sangre completa deben centrifugarse en un periodo de
72 horas a partir de la recogida.

* Las muestras deben almacenarse entre 2 °C y 8 °C a menos que se hayan
congelado. Sin embargo, las muestras pueden almacenarse durante 72 horas
a temperaturas de hasta 25 °C, y un maximo de 24 horas durante estas
72 horas a temperaturas de hasta 30 °C.

Si es necesario un almacenamiento mas prolongado, congele el plasma vy el
suero separado de las células y almacene entre -20 °C y -70 °C. No congele la
sangre completa.

No se observo ningun efecto adverso en el rendimiento de la prueba cuando las
muestras de suero y plasma se sometieron a tres ciclos de congelacion y
descongelacion.

Asegurese de que las muestras de suero y plasma tienen suficiente volumen de
muestra por encima del gel separador o la superficie de contacto hematica.

Las muestras con precipitados o material fibrinoso visible deben aclararse por
centrifugacion durante 10 minutos a 1000 a 3000 g antes de la prueba.

2. Muestras de orina

a.

b.

La orina debe transferirse a un tubo de transporte de muestras de orina Aptima
que contenga medio de transporte de orina, y debe mezclarse completamente
dentro de las 72 horas tras la recogida. Consulte el prospecto del kit de recogida
correspondiente.

Almacene la muestra de orina procesada entre 2 °C y 30 °C, y analice en los
30 dias siguientes a su recogida. Si es necesario un almacenamiento mas
prolongado, congele a orina procesada entre -20 °C y -70 °C.

No se observé ningun efecto adverso en el rendimiento de la prueba cuando la
orina procesada se sometid a tres ciclos de congelacién y descongelacion.
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d. Asegurese de que las muestras tienen suficiente volumen de muestra.

e. Las muestras con precipitados o material fibrinoso visible deben aclararse por
centrifugacion durante 10 minutos de 1000 a 3000 g antes de la prueba.

C. Almacenamiento de muestras después de la prueba

1. Las muestras analizadas deben almacenarse en posicién vertical en una gradilla.

2. Los tubos de muestras deben cubrirse con una nueva barrera de aluminio o pelicula
de plastico limpias.

3. Si es necesario congelar o enviar las muestras analizadas, coloque nuevos tapones
en los tubos de muestras. Si es necesario enviar las muestras para su analisis a otro
laboratorio, se deben mantener las temperaturas recomendadas. Antes de destapar
las muestras anteriormente analizadas y tapadas, se deben centrifugar brevemente
los tubos de muestras (5 minutos a 500g) para que todo el liquido pase al fondo del
tubo. Evite salpicaduras y todo tipo de contaminacién cruzada.

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

Los reactivos del Aptima Zika Virus assay 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

Los kits de calibrador del Virus Zika Aptima deben adquirirse por separado. Consulte el
numero del kit del catalogo individual a continuacion.

Aptima Zika Virus Assay Kit, 1.000 pruebas (4 x 250 pruebas) N.° Cat. PRD-04232 (3 cajas
de ensayos)

Caja del Aptima Zika Virus Assay
(conservar entre -35 °C y -15 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad
A Reactivo de amplificacion
P , ) . . ) 4 x 26 mL
Acidos nucleicos no infecciosos en solucion de tampon.
E Reactivo enzimético 4x13.4 mL
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa en solucion de tampon HEPES. ’
P Reactivo d.e §ond§1 , 9 . . 4 x 34,7 mL
Sondas quimioluminiscentes en solucién de tampdn succinato.
IC Reactivo de control interno 4x28mL
Una solucién de tampén HEPES con detergente y un transcrito de RNA. ’
Hoja de cddigos de barras de lote maestro 1 hoja
Caja del Aptima Zika Virus Assay
(conservar entre 15 °C y 30 °C al recibirla)
Simbolo Componente Cantidad
S Reactivo de seleccion
. X 4 x91 mL
Solucién de tampdén borato 600 mM con surfactante.
Caja del Aptima Zika Virus Assay
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)
Simbolo Componente Cantidad
TCR Reactivo de captura
Un tampon de solucién salina con fase sélida unida acidos nucleicos no 4 x 161 mL
infecciosos.
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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 N.° Cat.

Panther System —

Kit de fluidos del ensayo Aptima (también denominado Kit de fluidos universales) 303014 (1.000 pruebas)

contiene solucién de lavado Aptima, tampén para fluido de desactivacion Aptima y
reactivo de aceite Aptima

Kit Auto Detect Aptima 303013 (1.000 pruebas)
Unidades multitubo (Multi-tube Unit, MTU) 104772-02

Juego de bolsas de desechos Panther 902731

Tapa del recipiente de desechos Panther 504405

O bien, el kit de ciclo del Panther System 303096 (5.000 pruebas)

contiene MTU, bolsas para desechos, tapas del recipiente de desechos, auto detect y
fluidos del ensayo

Puntas, conductoras de 1.000 pL, para deteccién de liquido 10612513 (Tecan)

Kit de calibrador del Aptima Zika Virus PRD-04233
NCAL. Calibrador negativo, solucién de tampén con detergente, 15 x 2,2 mL

PCAL. Calibrador positivo, transcrito de RNA en solucién de tampén con detergente,
15 x 2,2 mL

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 103036A
Tapones de repuesto para reactivos para frascos de 250 pruebas

Reactivos de amplificacién y de sonda CL0041 (100 tapones)

Reactivo enzimatico 501616 (100 tapones)

TCR y reactivos de seleccion CL0040 (100 tapones)

Cubiertas de bancos de laboratorio con revestimiento de plastico —
Pafios sin pelusa —
Pipeteador —
Puntas —

Pueden utilizarse tubos de recogida primarios de las siguientes dimensiones: —
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga —

Mezclador vortex —
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Materiales opcionales

Material N.° Cat.
Tubos de alicuotas de muestras Aptima (SAT) (pagquete de 100) 503762
Tapdn de tubo de transporte (paquete de 100) 504415

tapén para SAT
Pipetas de transferencia —
Torundas con puntas de algodén —
Balancin para tubos —
Kit de recoleccion de muestras de orina Aptima 301040
O bien, tubos de transporte de muestras de orina Aptima 105575
Sistema de equilibrado de reactivo SB100™ (SB100-RES) —

Bafio de agua —

Procedimiento de prueba del Panther System

Nota: consulte el Manual del usuario del Panther System para obtener mas informacion
sobre los procedimientos.

Nota: consulte la Hoja de aplicacién del sistema de equilibrado de reactivo SB100 para
obtener informacion opcional de preparacion de reactivos.

A. Preparaciéon del area de trabajo

1. Limpie las superficies de trabajo donde se prepararan los reactivos. Limpie las
superficies de trabajo con una solucién 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 continuacién, enjuague con agua
desionizada (DI). No deje que la solucién 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 de limpieza
descrito mas arriba (paso A.1).

B. Preparacion de un nuevo kit

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

Nota: el reactivo de sonda es fotosensible. Proteja el reactivo de la luz durante la
conservacion y la manipulacion.

Nota: los reactivos de amplificacién, enzimaticos y de sonda pueden descongelarse
hasta 24 horas entre 2 °C y 8 °C antes de la preparacion de los reactivos.

Nota: El control interno puede descongelarse un maximo de 24 horas entre 2°C y 8 °C
0 hasta 8 horas a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) antes de la preparacion
del wTCR.
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Preparacion de los reactivos de captura de dianas (TCR), de amplificacidn,
enzimaticos y de sonda

1. Saque un nuevo conjunto de reactivos almacenado. Asegurese de que los numeros
de lote de los frascos de reactivos coincidan con los nimeros de lote de la hoja de
cbdigos de barras del lote maestro.

2. Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C)
utilizando una de las tres opciones descritas a continuacion:

Preparacion del SB100-RES (Opcion 1)

1. Inmediatamente después de sacar el frasco almacenado (entre 2 °C y 8 °C), invierta
vigorosamente el frasco de TCR para mezclar el gel en la solucién (al menos diez
inversiones y hasta que el gel desaparezca de la parte inferior). NO AGITE CON
MEZCLADOR VORTEX.

2. Prepare los reactivos TCR, de amplificacion, enzimaticos y de sonda con el
instrumento SB100-RES.

3. Tras la descarga de LOS reactivos, registre la fecha de descongelacion de los
reactivos de amplificacién, enzimaticos y de sonda en el espacio provisto en la
etiqueta.

Preparacion del bafio de agua (Opcién 2)
Advertencia: la temperatura del barfio de agua no debera ser superior a 30 °C.

Nota: consulte las instrucciones de preparacion a temperatura ambiente (entre 15 °C y
30 °C) para preparar el TCR. No utilice un bafio de agua para preparar el TCR.

1. Después de sacar los reactivos almacenados (entre -35 °Cy -15 °C o entre 2 °C y
8 °C), coloque los reactivos de amplificacion, enzimaticos y de sonda en posicion
vertical en un bafo de agua a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C). Cada
10 minutos como minimo, invierta suavemente los reactivos para mezclar a fondo y
examine visualmente para garantizar la disolucion de los precipitados. Siga
invirtiendo con cuidado y examine visualmente hasta que no se muestre precipitado.

2. Asegurese de que los precipitados se hayan disuelto. No utilice un reactivo si se
produce formacion de gel o precipitado o si la solucion es turbia.

3. Registre la fecha de descongelacién de los reactivos de amplificacién, enzimaticos y
de sonda en el espacio provisto en la etiqueta.

Preparacion a temperatura ambiente (Opcion 3)

Nota: el reactivo de sonda almacenado entre -35 °C y -15 °C puede tardar hasta
4 horas en descongelarse completamente a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C)
con una inversion suave al menos cada 10 minutos.

1. Para preparar el TCR, realice lo siguiente:

a. Inmediatamente después de sacar el frasco almacenado (entre 2 °C y 8 °C),
invierta vigorosamente el frasco de TCR para mezclar el gel en la solucion
(al menos diez inversiones y hasta que el gel desaparezca de la parte inferior).
NO AGITE CON MEZCLADOR VORTEX.

b. Deje el frasco de TCR a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) durante un
minimo de 45 minutos. Cada 10 minutos como minimo, invierta suavemente el
frasco de TCR (al menos 10 inversiones) para mezclar a fondo y examine
visualmente el frasco para asegurarse de que no haya gel presente.

c. Asegurese de que el gel se haya disuelto y que las particulas magnéticas estén
suspendidas antes del uso.
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Nota: si sigue apareciendo gel, no lo utilice. Vuelva a almacenar el frasco de TCR (entre
2 °C y 8 °C) para su posterior uso. Saque un frasco de TCR almacenado (entre 2 °C y
8 °C) y repita los pasos 1.a a 1.c.

2. Para preparar los reactivos de amplificacion, enzimatico y de sonda, realice lo
siguiente:
a. Después de sacar los reactivos almacenados (entre -35 °C y -15 °C o entre 2 °C
y 8 °C), coloque los reactivos en posicién vertical a temperatura ambiente (entre
15 °C y 30 °C). Cada 10 minutos como minimo, invierta suavemente los reactivos
para mezclar a fondo y examine visualmente para garantizar la disolucion de los
precipitados. Continle descongelando hasta que no se muestre precipitado.

3. Asegurese de que los precipitados se hayan disuelto. No utilice un reactivo si se
produce formacion de gel o precipitado o si la solucién es turbia.

4. Registre la fecha de descongelacién de los reactivos de amplificacion, enzimaticos y
de sonda en el espacio provisto en la etiqueta.

Preparacion del control interno y del reactivo de trabajo de captura de dianas
(WTCR)

Nota: no utilice el instrumento SB100-RES para preparar el control interno.

1. Para preparar el control interno, realice lo siguiente:
a. Saque un tubo de control Interno almacenado (entre -35 °C y -15 °C o entre 2 °C
y 8 °C).

b. Después de sacar el control interno almacenado (entre -35 °C y -15 °C o entre
2 °C y 8 °C), déjelo a temperatura ambiente durante un minimo de 30 minutos
(entre 15 °C y 30 °C).

Opcién: el tubo de control interno puede colocarse en un bafio de agua a temperatura
ambiente (entre 15 °C y 30 °C).

c. Cada 10 minutos como minimo, invierta suavemente el tubo de control interno
para mezclar a fondo y examine visualmente la presencia de gel. Asegurese de
que el gel se haya disuelto antes del uso.

Opcién: el tubo de control interno puede colocarse en un balancin para tubos para
mezclarlo completamente durante la preparacion a temperatura ambiente.

Nota: si se forma gel, debe disolverse antes del uso y dentro del periodo de 8 horas de
descongelacion a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C). Si sigue apareciendo gel,
no lo utilice. Deseche el tubo, obtenga un nuevo tubo de control interno, y repita los
pasos 1.a a 1.c.

2. Para preparar el wTCR, realice lo siguiente:
a. Una vez que el TCR esté listo para el uso, vierta todo el contenido del tubo de
control interno en el frasco de TCR. Tape el frasco de TCR e invierta suavemente
para mezclar bien.

b. En el espacio indicado en el frasco de TCR, registre la fecha de adicion del
control interno, la fecha de caducidad del wTCR (la fecha de adicién del control
interno mas 30 dias), el numero de lote del control interno (lote del control
interno) y las iniciales del usuario.

c. Conserve el tubo de control interno para escanear el cédigo de barras en el
Panther system.
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Preparacion del reactivo de seleccion
Nota: no utilice un reactivo si se produce precipitado o si la solucién es turbia.

1. Para preparar el reactivo de seleccién, realice lo siguiente:
a. Saque un frasco de reactivo de seleccién almacenado a temperatura ambiente
(entre 15 °C y 30 °C). Verifique que el numero de lote del frasco de reactivo
coincida con el numero de lote de la hoja de cédigos de barras del lote maestro.

b. Invierta el frasco suavemente para mezclar a fondo y examine visualmente para
asegurarse de que no haya precipitado ni solucion turbia.

c. Registre la fecha en que se abridé por primera vez (Fecha de apertura) en el
espacio provisto en la etiqueta.

Nota: recuperacién del reactivo de seleccién: Si un reactivo de seleccion se ha
almacenado inadvertidamente entre 2 °C y 8 °C o la temperatura del laboratorio
disminuye por debajo de 15 °C, se puede formar precipitado. Si se forma precipitado en
el reactivo de seleccion durante su almacenamiento, caliente a 60 °C + 1 °C durante no
mas de 45 minutos y mezcle suavemente el frasco con frecuencia (cada 5 a 10 minutos).
Una vez que todo el precipitado se haya disuelto en la solucién, coloque el frasco en un
barfio de agua a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) y deje que se equilibre el
frasco durante al menos 1 hora.

C. Preparacion del calibrador

Nota: evite que se forme demasiada espuma al invertir los calibradores. La espuma
afecta a la deteccién del nivel en el Panther System.

Nota: no utilice el instrumento SB100-RES para descongelar los calibradores.

1. Después de sacar los calibradores almacenados (entre -35 °C y -15 °C), déjelos a
temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) durante un minimo de 30 minutos.

Opcion: los calibradores pueden colocarse en un bafio de agua a temperatura ambiente
(entre 15 °C y 30 °C) para descongelarlos.

2. Cada 10 minutos como minimo, invierta suavemente el tubo para mezclar a fondo.
Asegurese de que el contenido de los tubos se descongele por completo antes de
utilizarlo.

Opcion: los calibradores pueden colocarse en un balancin para tubos para mezclarlos
completamente durante la preparacion a temperatura ambiente.
3. Si se forma gel, invierta suavemente el tubo hasta que desaparezca el gel.

Nota: Si se forma gel, debe disolverse antes del uso y dentro del periodo de 8 horas de
descongelacién a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C). Si sigue apareciendo gel,
no lo utilice. Deseche el/los tubo/s, obtenga un nuevo tubo o tubos de control interno,
y repita los pasos C.1 a C.3.

4. Cuando el contenido de los tubos se haya descongelado por completo, seque la
parte exterior del tubo con un pano desechable limpio y seco.

5. Para evitar la contaminacién, no abra los tubos de calibrador en este momento.

D. Preparacién de los reactivos previamente reconstituidos

Preparacion de los reactivos wTCR, de amplificacién, enzimaticos y de sonda

1. Saque los reactivos WTCR y los reactivos preparados anteriormente que estén
almacenados.
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2. Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C)
utilizando una de las tres opciones descritas a continuacion:

Preparacion del SB100-RES (Opcion 1)

1. Inmediatamente después de sacar el frasco almacenado (entre 2 °C y 8 °C), invierta
vigorosamente el frasco de TCR para mezclar el gel en la solucién (al menos diez
inversiones y hasta que el gel desaparezca de la parte inferior). NO AGITE CON
MEZCLADOR VORTEX.

2. Prepare los reactivos wTCR, de amplificacién, enzimaticos y de sonda con el
instrumento SB100-RES.

Preparacién del bafio de agua (Opcién 2)
Advertencia: la temperatura del bafio de agua no debera ser superior a 30 °C.

Nota: consulte las instrucciones de preparacion a temperatura ambiente (entre 15 °C y
30 °C) para preparar el wTCR. No utilice un bafio de agua para preparar el wTCR.

1. Después de sacar los reactivos almacenados (entre 2 °C y 8 °C), coloque los
reactivos de amplificacion, enzimaticos y de sonda en posicion vertical en un bafo de
agua a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C). Cada 10 minutos como minimo,
invierta suavemente los reactivos para mezclar a fondo y examine visualmente para
garantizar la disolucién de los precipitados. Continle descongelando hasta que no se
muestre precipitado.

2. Asegurese de que los precipitados se hayan disuelto. No utilice un reactivo si se
produce formacion de gel o precipitado o si la solucion es turbia.

Preparacion a temperatura ambiente (Opcion 3)

1. Para preparar el wTCR, realice lo siguiente:
a. Inmediatamente después de sacar el frasco almacenado (entre 2 °C y 8 °C),
invierta vigorosamente el frasco de wTCR para mezclar el gel en la solucion
(al menos diez inversiones y hasta que el gel desaparezca de la parte inferior).
NO AGITE CON MEZCLADOR VORTEX.

b. Deje el frasco de wTCR a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) durante un
minimo de 45 minutos. Cada 10 minutos como minimo, invierta suavemente el
frasco de wTCR (al menos 10 inversiones) para mezclar a fondo y examine
visualmente el frasco para asegurarse de que no haya gel presente.

c. Asegurese de que el gel se haya disuelto y que las particulas magnéticas estén
suspendidas antes del uso.

Nota: si sigue apareciendo gel, no lo utilice. Vuelva a almacenar el frasco de wTCR y los
reactivos correspondientes (entre 2 °C y 8 °C) para su posterior uso.

2. Para preparar los reactivos de amplificacién, enzimatico y de sonda, realice lo
siguiente:
a. Después de sacar los reactivos almacenados (entre 2 °C y 8 °C), coloque los
reactivos en posicion vertical a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C). Cada
10 minutos como minimo, invierta suavemente los reactivos para mezclar a fondo
y examine visualmente para asegurarse de que se haya disuelto el precipitado.
Continte descongelando hasta que no se muestre precipitado.

3. Asegurese de que los precipitados se hayan disuelto. No utilice un reactivo si se
produce formacion de gel o precipitado o si la solucién es turbia.
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Preparacion del reactivo de seleccion
Nota: no utilice un reactivo si se produce precipitado o si la solucién es turbia.

1. Saque un frasco de reactivo de seleccion almacenado a temperatura ambiente (entre
15 °C y 30 °C).

2. Invierta el frasco suavemente para mezclar a fondo y examine visualmente para
asegurarse de que no haya precipitado ni solucion turbia.

Nota: recuperacion del reactivo de seleccion: si un reactivo de seleccion se ha
almacenado inadvertidamente entre 2 °C y 8 °C o la temperatura del laboratorio
disminuye por debajo de 15 °C, se puede formar precipitado. Si se forma precipitado en
el reactivo de seleccién durante su almacenamiento, caliente a 60 °C + 1 °C durante no
mas de 45 minutos y mezcle suavemente el frasco con frecuencia (cada 5 a 10 minutos).
Una vez que todo el precipitado se haya disuelto en la solucién, coloque el frasco en un
bafio de agua a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C) y deje que se equilibre el
frasco durante al menos 1 hora.

E. Manipulacion de muestras

1. Deje que las muestras y los calibradores alcancen una temperatura de entre 15 °C y
30 °C antes del procesamiento.

2. Asegurese de que cada tubo de muestras contenga suficiente volumen para cada
tipo de muestra y tipo de tubo.

3. Mezcle a fondo las muestras frescas o descongeladas.

4. Justo antes de cargar las muestras en una gradilla de muestras, centrifugue cada
muestra durante 10 minutos entre 1.000 y 3.000g. No retire los tapones. La presencia
de burbujas en el tubo afecta a la deteccion del nivel por parte del Panther System.
El usuario debe validar los tiempos y las velocidades de centrifugaciéon para hacer
descender todo el liquido y precipitado. Si el precipitado no pasa a la solucién,
asegurese visualmente de que el precipitado no obstaculice el suministro de la
muestra.

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

F. Preparacién del sistema

1. Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del 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 tamafio adecuado.

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

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

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

b. Cargue el tubo de muestras 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 tapdn sobre otras gradillas de muestras o tubos
de muestras.
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Nota: los tapones perforables del tubo de transporte de muestras Aptima también
deben retirarse y desecharse.

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

f. Cuando haya retirado el ultimo tapon, 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.

Notas de procedimiento
A. Calibradores

1.

Los tubos de calibrador pueden cargarse en cualquier posicion en la gradilla de
muestras y en cualquier carril del compartimento de muestras en el Panther system.
El pipeteo de las muestras comenzara cuando se cumpla una de las dos siguientes
condiciones:

a. El sistema esta procesando actualmente los calibradores.
b. Los resultados validos para el calibrador se registran en el sistema.

Una vez que los tubos de calibrador se hayan pipeteado y estén procesandose para
el kit de reactivos del Aptima Zika Virus assay, las muestras podran analizarse con el
kit asociado durante un periodo maximo de 24 horas a menos que:

a. Los resultados del calibrador 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.

Cada tubo de calibrador puede analizarse solo 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 contaminacion de los tubos abiertos. Se recomienda utilizar guantes
sin talco.
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Criterios de aceptacion para el Aptima Zika Virus Assay
A. Validez del ciclo

Un ciclo (también identificado como lista de trabajo) es valido si el niumero minimo de
calibradores satisfacen sus criterios de aceptacion y son validos (consulte Criterios de
aceptacion para la calibracion y calculo del valor de corte).

1. En un ciclo del Aptima Zika Virus assay, al menos cuatro de las seis réplicas de
calibrador deben ser validas. Al menos dos de las tres réplicas de calibrador negativo
y dos de las tres réplicas de calibrador positivo deben ser validas.

2. El software del Panther System verifica automaticamente los criterios de validacion
del calibrador. Si menos de la cantidad minima de réplicas del calibrador son validas,
el software del Panther System invalidara automaticamente el ciclo.

3. En un ciclo valido, los valores de corte se calcularan automaticamente para el control
interno («flasher») y el analito («glower»).

4. Si un ciclo no es valido, se notifican los resultados de la muestra como no validos y
sera necesario volver a analizar todas las muestras.

B. Validez de la muestra

1. En un ciclo valido, un resultado de muestra es valido si la sefial del control interno es
igual o superior al valor de corte del control interno, con las siguientes excepciones:

a. Las muestras con una sefal de analito (sefal «glower») mayor que el valor de
corte del analito no se invalidan, incluso si la sefal del control interno (IC) esta
por debajo del valor de corte.

b. Las muestra con una sefal de IC por encima de 750.000 RLU son invalidadas
por el software y su estado de reactivo no puede evaluarse. El software también
invalida automaticamente los calibradores positivos con una sefal de control
interno por encima de 750.000 RLU.

2. También puede invalidarse una muestra debido a errores del instrumento y de
procesamiento de los resultados. Consulte el Manual del usuario del Panther System
para obtener mas detalles.

3. Todos los resultados de muestras individuales que sean no validas en un ciclo valido
deben volver a analizarse.

Criterios de aceptacion para la calibracion y calculo del valor de corte
A. Criterios de aceptacioén del calibrador negativo

El calibrador negativo (NC) se procesa por triplicado en el Aptima Zika Virus assay. Cada
réplica de calibrador negativo debe tener un valor del control interno (IC) superior o igual
a 50.000 RLU e inferior o igual a 500.000 RLU. Cada réplica de calibrador negativo debe
tener también un valor de analito inferior o igual a 40.000 RLU y superior o igual a

0 RLU. Si uno de los valores de réplica de calibrador negativo no es valido debido a un
valor de IC o de analito fuera de estos limites, se recalculara la media del calibrador
negativo (NC,) en funcion de los dos valores aceptables. El ciclo no es vélido y debe
repetirse si dos o mas de los tres valores de réplica de calibrador negativo tienen valores
de IC o de analito que estan fuera de estos limites.
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Determinacion de la media de los valores de calibrador negativo (NC,) para el control
interno [NC, (Control interno)]

Ejemplo:
Control interno
Unidades de luz relativas
Calibrador negativo (Relative Light Units)

1 235.000

2 200.000

3 210.000
RLU total del control interno = 645.000

RLU total del control interno

NC, (Control interno) 3

215.000

Determinacion de la media de los valores de calibrador negativo (NC,) para el analito
[NC, (Analito)]

Ejemplo:
Analito
Unidades de luz relativas

Calibrador negativo (Relative Light Units)
1 14.000
2 16.000
3 15.000
RLU total de analito = 45.000

NC, (Analito) - RLU total de analito 15.000

3

B. Criterios de aceptacion del calibrador positivo

El calibrador positivo (PC) se procesa por triplicado en el Aptima Zika Virus assay. Los
valores de analito de calibrador positivo (PC) deben ser inferiores o igual a 4.000.000 RLU
y superiores o igual a 400.000 RLU. Los valores de IC no pueden exceder de 750.000
RLU. Si uno de los valores de réplica de calibrador positivo esta fuera de estos limites, se
recalculara la media del calibrador positivo (PCy) en funcion de los dos valores aceptables
de réplica de calibrador positivo. El ciclo no es valido y debe repetirse si dos o0 mas de los
tres valores de analito de calibrador positivo estan fuera de estos limites.

Determinacion de la media de los valores de calibrador positivo (PC,) para el analito
[PC, (Analito)]

Ejemplo:
Analito
Unidades de luz relativas
Calibrador positivo (Relative Light Units)
1 1.250.000
2 1.500.000
3 1.150.000
RLU total de analito = 3.900.000
PC, (Analito) = w 1.300.000
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C. Calculo del valor de corte del control interno
Valor de corte del control interno = 0,5 X [NC, (Control Interno)]
Segun los valores indicados en el ejemplo de calibrador negativo anterior:
Valor de corte del control interno = 0,5 X (215.000)
Valor de corte del control interno = 107.500 RLU

D. Calculo del valor de corte del virus del Zika
Valor de corte del analito = NC, (Analito) + [0,03 X PC, (Analito)]

Segun los valores indicados en los ejemplos de calibrador negativo y calibrador positivo
anteriores:

Valor de corte del analito = 15.000 + (0,03 X 1.300.000)
Valor de corte del analito = 54.000 RLU

E. Resumen de los criterios de aceptacion para el Aptima Zika Virus Assay

Criterios de aceptacién

Calibrador negativo

Analito =0y <40.000 RLU

Control interno = 50.000 y = 500.000 RLU

Calibrador positivo

Analito > 400.000 y < 4.000.000 RLU

Control interno <750.000 RLU

F. Resumen de los calculos del valor de corte para el Aptima Zika Virus Assay

Valor d rte del lito = RLU media del analito del NC +
alor de corte del anafito = [0,03 X (RLU media del analito del PC)]

Valor de corte del control interno = 0,5 X (RLU media del IC del calibrador negativo)
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Interpretacion de resultados

El software del Panther System realiza todos los calculos descritos anteriormente. Dos
valores de corte se determinan para cada ensayo: uno para la sefial del analito (senal
«glower»), denominada valor de corte del analito, y otro para la sefial del control interno
(senal «flashery), denominada valor de corte del control interno. Los célculos de estos
valores de corte se indican mas arriba. Para cada muestra se determina un valor de RLU de
la sefal del analito y un valor de RLU de la sefal del control interno. La RLU de la sefial del
analito dividida por el valor de corte del analito se abrevia como senal/valor de corte del
analito (S/CO) en el informe.

Una muestra es negativa si la sefial del analito es inferior al valor de corte del analito (es
decir, la S/CO del analito < 1,00) y la sefial del control interno (IC) es superior o igual al
valor de corte del control interno (IC) e inferior o igual a 750.000 RLU. Una muestra es
positiva si la sefal del analito es superior o igual al valor de corte del analito (es decir, la
S/CO del analito = 1,00) y la sefal del control interno (IC) es inferior o igual a 750.000 RLU.
El software establecera los resultados. Una muestra no es valida si la sefial del analito es
inferior al valor de corte del analito (es decir, la S/CO del analito < 1,00) y la sefal del
control interno es inferior al valor de corte del control interno. Una muestra con valores del
control interno superiores a 750.000 RLU se considera no valida.

Resumen de la interpretacion de muestras

Interpretacion de muestras Criterio
S/CO del analito < 1,00 y
Negativo IC = Valor de corte del IC y

IC <750.000 RLU

S/CO del analito 21,00 y

Positivo IC < 750.000 RLU*

IC >750.000 RLU o
No valido S/CO del analito < 1,00y
IC < Valor de corte

*Para las muestras con una sefial del IC superior a 750.000 RLU, la
muestra sera invalidada por el software.

A. Todas las muestras interpretadas como no validas en el Aptima Zika Virus assay deben
reanalizarse por separado.

B. Las muestras con un valor de control interno valido y con una S/CO del analito inferior a
1,00 en el Aptima Zika Virus assay se consideran negativas para el RNA del ZIKV.

C. Las muestras con una S/CO del analito superior o igual a 1,00 con una seial del IC
inferior o igual a 750.000 RLU se consideran positivas para el RNA del ZIKV.
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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 obtencién de resultados fiables depende de la recogida, el transporte, la conservacion
y el procesamiento correctos de las muestras.

C. El efecto sobre el rendimiento Aptima Zika Virus assay del almacenamiento a largo plazo
de las muestras no ha sido evaluado en su totalidad.

D. Aunque es raro, las mutaciones en las regiones muy conservadas del genoma viral de
union de los cebadores y/o sondas en el Aptima Zika Virus assay pueden dar como
resultado la imposibilidad de detectar el virus.

E. Este ensayo se ha desarrollado para su uso exclusivo con el Panther system.
La contaminacion cruzada de las muestras puede dar lugar a resultados falsos positivos.

G. Los ensayos y la interpretacion de los resultados deben realizarse de acuerdo con los
procedimientos establecidos.

H. Las desviaciones de estos procedimientos, las condiciones adversas de envio y/o
almacenamiento o la utilizaciéon de reactivos caducados pueden producir resultados no
fiables.

I. La imposibilidad de obtener los resultados previstos es una indicacion de un ciclo no
valido. Las posibles fuentes de error incluyen el deterioro del kit de tests, errores del
usuario, rendimiento defectuoso del equipo, muestras deterioradas o contaminacién de
los reactivos.

J. Este ensayo se ha analizado usando solo los tipos de muestras indicados. El
rendimiento con otros tipos de muestras no se ha evaluado.

K. Los resultados del Aptima Zika Virus assay deben interpretarse junto con otros datos
clinicos a disposicion del médico.

L. Un resultado negativo no descarta una posible infecciéon ya que los resultados dependen
de una recogida de muestras correcta. Los resultados de la prueba pueden verse
afectados por la recogida incorrecta de muestras, un error técnico, la mezcla de
muestras o niveles de diana por debajo del limite de deteccién del ensayo.

M. El Aptima Zika Virus assay proporciona resultados cualitativos. Por lo tanto, no se puede
establecer una correlacion entre la magnitud de una sefial positiva del ensayo vy el
numero de organismos existentes en la muestra.

N. Los clientes deberan validar independientemente un proceso de transferencia al LIS.
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Rendimiento

Sensibilidad analitica

Limite de deteccién (LDD) de las muestras de plasma

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

El LDD se determiné analizando una muestra de plasma positiva al ZIKV diluida en serie en
plasma humano libre de fibrina y lipidos. La muestra de plasma positiva se obtuvo a partir
de un donante de sangre durante el brote de Zika en Brasil en 2015. Se utilizaron dos lotes
de reactivos y tres instrumentos Panther para analizar 72 réplicas de cada nivel de copia por
lote de reactivo para un total de 144 réplicas por nivel, excepto para la muestra del panel
con 90 copias/mL, que se analizé en 20 réplicas por lote de reactivo para un total de

40 réplicas. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1: Deteccion del ZIKV en plasma

Concentracién % de positividad (IC del 95 %)
(copias/mL) Lote 1 (n=72) Lote 2 (n=72) Combinado (n=144)
90 100 (84 - 100)° 100 (84 - 100)° 100 (91 - 100)°
30 100 (95 - 100) 100 (95 - 100) 100 (97 - 100)
10 100 (95 - 100) 100 (95 - 100) 100 (97 - 100)
3 86 (76 - 92) 92 (83 - 96) 89 (83 - 93)
1 38 (28 - 50) 60 (48 - 71) 49 (41 - 57)
0,3 19 (12 - 30) 14 (8 - 24) 17 (12 - 24)
0,1 1(0-7) 6(2-14) 3(1-7)
0 0(0-5) 0(0-5) 0(0-3)
IC = Intervalo de confianza
®n=20.
°n=40.

Las probabilidades de deteccién del ZIKV de 50 % y 95 % en plasma fueron determinadas
por el analisis Probit mediante los datos obtenidos de las pruebas de sensibilidad analitica.
El limite de deteccion del ZIKV en el Aptima Zika Virus assay estaba en el intervalo entre
0,91 copias/mL y 1,22 copias/mL en la probabilidad de deteccion del 50 %, y entre

3,30 copias/mL y 4,41 copias/mL en la probabilidad de deteccion del 95 % (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis Probit para la deteccion del ZIKV en plasma

Lote de Limite de deteccion del 50 % Limite de deteccion del 95%

reactivo (limites fiduciales del 95 %) (limites fiduciales del 95 %)
Lote 1 1,22 (1,01 - 1,47) 4,41 (3,46 - 6,14)
Lote 2 0,91 (0,74 - 1,09) 3,30 (2,63 - 4,44)
Combinado 1,06 (0,92 - 1,20) 3,87 (3,25-4,78)
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Limite de detecciéon de las muestras de orina

El LDD se determiné analizando una muestra de plasma positiva al ZIKV diluida en serie en
una mezcla de orinas negativas. Se prepararon las muestras del panel de sensibilidad en
orinaafiadiendo plasma positivo al ZIKV en la orina, a la concentracion indicada,
anteriormente a la mezcla con UTM a una proporciéon de 1:1 (orina procesada). Se utilizaron
dos lotes de reactivos y tres instrumentos Panther para analizar 30 réplicas de cada nivel de
copias por lote de reactivo para un total de 60 réplicas por nivel. Los resultados se resumen
en la Tabla 3.

Tabla 3: Deteccion del ZIKV en orina

Concentracién

% de positividad (IC del 95 %)

°(copias/mL)  Lote 1 (n=30)

Lote 2 (n=30) Combinado (n=60)

90 100 (89 - 100) 100 (89 - 100) 100 (94 - 100)
30 100 (89 - 100) 100 (89 - 100) 100 (94 - 100)
10 97 (84 - 100) 83 (66 - 92) 90 (80 - 95)
3 63 (45 - 78) 43 (27 - 60) 53 (41 - 65)
1 27 (14 - 45) 30 (17 - 48) 28 (18 - 40)
0,3 7(2-22) 3(0-16) 5(2-14)
0,1 0(0-11) 0(0-11) 0(0-6)

0 0(0-11) 0(0-11) 0(0-6)

IC = Intervalo de confianza
& Concentracion en la orina antes del procesamiento.

Las probabilidades de deteccién del ZIKV de 50 % y 95 % en orina, fueron determinadas
por el analisis Probit mediante los datos obtenidos de las pruebas de sensibilidad analitica.
El limite de deteccion del ZIKV en el Aptima Zika Virus assay estaba en el intervalo entre
2,26 copias/mL y 3,42 copias/mL en la probabilidad de deteccion del 50 %, y entre

8,25 copias/mL y 15,63 copias/mL en la probabilidad de deteccion del 95 % (Tabla 4).

Tabla 4: Analisis Probit para la deteccién del ZIKV en orina®

Lote de Limite de deteccion del 50 % Limite de deteccion del 95%
reactivo (limites fiduciales del 95 %) (limites fiduciales del 95 %)
Lote 1 2,26 (1,67 - 3,00) 8,25 (5,89 - 13,53)
Lote 2 3,42 (2,42 - 4,64) 15,63 (10,70 - 27,30)
Combinado 2,81 (2,23 - 3,47) 11,99 (9,17 - 17,04)

a .1 . .
Concentracion en la orina antes del procesamiento.

Reproducibilidad

Reproducibilidad de las muestras de sangre

Se evaluo la reproducibilidad del Aptima Zika Virus assay en el Panther System analizando
un panel de ZIKV compuesto de muestras del panel positivo a 100 copias/mL y 30 copias/
mL, y una muestra del panel negativo a partir de plasma negativo (Tabla 5). Las muestras
del panel positivo se realizaron afiadiendo plasma positivo al ZIKV a plasma negativo. Tres
usuarios analizaron el panel con tres lotes de reactivo diferentes y en tres instrumentos
Panther durante varios dias. Se generaron un total de 27 ciclos validos con el Aptima Zika
Virus assay. Cada muestra del panel se analizé en un total de 486 réplicas. La tasa global
de andlisis no validos fue del 0 % (0/1458).
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Los analisis de reproducibilidad incluyeron la evaluacion del porcentaje de acuerdo y el ratio
entre la media de la sefal y el valor de corte (S/CO) para las muestras del panel, asi como
la evaluacion de la desviacion estandar (DE) y el porcentaje de coeficiente de variacion

(% CV) de los ratios S/CO para cada uno de los cinco factores de varianza (Tabla 5).

Se analizaron la media del ratio S/CO del analito para las muestras del panel positivo, asi
como los ratios S/CO del control interno para la muestra del panel negativo. El porcentaje de
acuerdo entre los resultados de ensayo y el estado real de cada muestra del panel se
calculd con la S/CO del analito para todas las muestras del panel.

El porcentaje de acuerdo total de los resultados de la prueba fue del 100 % para las
muestras del panel positivo y del 100% para la muestra del panel negativo. No hubo
correlacion entre el numero de copias de las muestras y los factores de varianza evaluados
en este estudio. Con respecto a la variabilidad de la sefal, la variabilidad en el ciclo fue el
factor que mas contribuy6 a la varianza total (medida por los valores de desviacion
estandar) en el Aptima Zika Virus assay.

Tabla 5: Reproducibilidad del Aptima Zika Virus Assay para muestras de sangre

= Entre lotes Entre Entre
Muestra del N #p A S/CO instrumentos  usuarios

panel media
DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV

Entredias En el ciclo Total

?Ilgao copias/mL) 486 486 100 3322 002 0% 034 1% 017 1% 012 0% 133 4% 138 4%
E;gacopias/mL) 486 486 100 3335 017 1% 027 1% 008 0% 008 0% 127 4% 131 4%
Negativo 486 0 100 1,94 002 1% 001 1% 001 0% 000 0% 005 2% 005 3%

N = nimero de muestras del panel combinadas para este analisis; #P = numero de positivos; %A = porcentaje de acuerdo;
S/CO = relacién sefal/valor de corte solo en replicas de reactivo, DE = desviacion estandar; CV = Coeficiente de variacion.
# S/CO media del analito para las muestras del panel positivo (alta y baja); S/ICO media del control interno para la muestra
del panel negativo.

Reproducibilidad de las muestras de orina

La reproducibilidad del Aptima Zika Virus assay en el Panther System se evalué analizando
un panel de ZIKV compuesto de muestras del panel positivo a 100 copias/mL y 30 copias/
mL, y una muestra del panel negativo a partir de orina negativa mezclada (Tabla 6). Las
muestra del panel positivo se prepararon afiadiendo plasma positivo al ZIKV en orina
negativa, a la concentracion indicada. Todas las muestras del panel se mezclaron con UTM
a una proporcion 1:1 para crear paneles de reproducibilidad de orina procesada. Tres
usuarios analizaron el panel con tres lotes de reactivo diferentes y en tres instrumentos
Panther durante varios dias. Se generaron un total de 27 ciclos validos con el Aptima Zika
Virus assay. Cada muestra del panel se analizé en un total de 486 réplicas. La tasa global
de andlisis no validos fue del 0 % (0/1458).

Los analisis de reproducibilidad incluyeron la evaluacién del porcentaje de acuerdo y la
media del ratio entre sefial y valor de corte (S/CO) para las muestras del panel, asi como la
evaluacion de la desviacion estandar (DE) y el porcentaje de coeficiente de variacién (% CV)
de los ratios S/CO para cada uno de los cinco factores de varianza (Tabla 6). Se analizaron
la media del ratio S/CO del analito para las muestras del panel positivo, asi como los ratios
S/CO del control interno para la muestra del panel negativo. El porcentaje de acuerdo entre
los resultados de ensayo y el estado real de cada muestra del panel se calculd con la S/CO
del analito para todas las muestras del panel.

El porcentaje de acuerdo total de los resultados de la prueba fue del 100 % para la muestra
del panel positivo alto, 96,5 % para la muestra del panel positivo bajo y 100 % para la
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muestra del panel negativo. No hubo correlacion entre el numero de copias de las muestras
y los factores de varianza evaluados en este estudio. Con respecto a la variabilidad de la
sefal, la variabilidad en el ciclo fue el factor que mas contribuyd a la varianza total (medida
por los valores de desviacion estandar) en el Aptima Zika Virus assay.

Tabla 6: Reproducibilidad del Aptima Zika Virus Assay para muestras de orina

Entre Entre . .

Muestraadel N 4P %A s/c.ob Entre lotes instrumentos  usuarios Entre dias En el ciclo Total

panel media’ ToETicv DE %CV  DE  %CV DE  %CV DE %CV DE  %CV
Alta . 486 486 100 34,36 0,09 0% 025 1% 0,08 0% 007 0% 1,31 4% 134 4%
(100 copias/mL)
Baja . 486 469 96,5 32,02 1,01 3% 030 1% 046 1% 146 5% 521 16% 553 17%
(30 copias/mL)
Negativo 486 0 100 1,99 0,02 1% 0,01 1% 002 1% 001 0% 004 2% 005 2%

N = nimero de muestras del panel combinadas para este analisis; #P = numero de positivos; %A = porcentaje de acuerdo;
S/CO = relacién sefal/valor de corte solo en replicas de reactivo, DE = desviacion estandar; CV = Coeficiente de variacion.
& Concentracion en la orina antes del procesamiento.

® S/CO media del analito para las muestras del panel positivo (altas y bajas); S/CO media del control interno para la muestra
del panel negativo.

Interferencia

Sustancias de interferencia de las muestras de sangre

Se evalud el potencial de interferencia de las sustancias endégenas mediante el analisis de
muestras de pacientes con enfermedades autoinmunes y otras afecciones. Se evaluaron
diez muestras de plasma de cada grupo de pacientes con las siguientes enfermedades
autoinmunes y otras afecciones: ictericia, lipemia, hemdlisis, anticuerpos antinucleares,
mieloma multiple, lupus eritematoso sistémico y factor reumatoide. Cada muestra se dividié
en dos alicuotas. A una de las alicuotas de afiadié plasma positivo al ZIKV a una
concentracion de 18 copias/mL. Las alicuotas positiva y no positiva a ZIKV se analizaron
con el Aptima Zika Virus assay. Todas las muestras sin plasma positivo a ZIKV fueron
negativas. Todas las muestras con plasma positivo a ZIKV fueron positivas, excepto una
alicuota de un paciente con lupus eritematoso sistémico. Se prepard y reanalizé una nueva
alicuota de la muestra. El resultado fue positivo después de repetir el analisis.

El potencial de interferencia de las sustancias endégenas fue nuevamente evaluado
mediante el analisis de plasma con las sustancias siguientes: albumina (60.000 mg/L),
hemoglobina (2.000 mg/L), bilirrubina (200 mg/L) y lipidos (30.000 mg/L). No se observo
ninguna interferencia al evaluar la especificidad y la sensibilidad.

Para evaluar la interferencia de los anticoagulantes y el dispositivo de recogida, se comparo
el rendimiento de las muestras de suero y plasma en el Aptima Zika Virus assay. Se recogi6
sangre de 10 donantes normales con los siguientes anticoagulantes y tipos de tubos: 1)
acido etilendiaminotetraacético dipotasico (K2 EDTA), 2) acido etilendiaminotetraacético
tripotasico (K3 EDTA) 3) acido-citrato-dextrosa-adenina (ACD-A), 4) citrato de sodio (NAC),
5) tubos de preparacion de plasma (PPT), 6) tubos separadores de suero (SST) y 7) tubo de
suero (suero). Para cada uno de los 10 donantes, la extraccién de sangre se realizé
utilizando cada uno de los siete tipos de tubos. Cada muestra de donante se dividid en dos
alicuotas. A una de las alicuotas de afadié plasma positivo al ZIKV a una concentracion de
18 copias/mL. Las alicuotas positivas y negativas se analizaron con el Aptima Zika Virus
assay.
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Para las alicuotas negativas, todas las 70 muestras fueron negativas en el Aptima Zika Virus
assay. La media de los ratios S/CO medias de control interno tenian unos valores entre
1,83 y 1,90 con el % CV entre el 2 % y el 3 % para cada tipo de tubo (Tabla 7). Para las
alicuotas positivas, todas las 70 muestras fueron positivas en el Aptima Zika Virus assay.
La media de los ratios S/CO del analito para cada uno de los siete tipos de tubos estaba
entre 31,90 y 34,20 con el % CV entre el 3 % y el 4 % (Tabla 8). No se observd ninguna
interferencia de los anticoagulantes y el dispositivo de recogida.

Tabla 7: Resultados del Aptima Zika Virus Assay para muestras de plasma y suero negativas y recogidas en
diferentes tipos de tubos

Tubo de S/CO del control S/CO del analito

; N #P %P interno
recogida - -
Media DE Ccv Media DE Ccv

K2EDTA 10 0 0 % 1,89 006 3% 0,00 0,01 N/A
K3EDTA 10 0 0 % 1,87 004 2% 0,00 0,00 N/A
ACD-A 10 0 0% 1,87 004 2% 0,00 0,00 N/A
PPT 10 0 0% 1,83 004 2% 0,00 0,00 N/A
NAC 10 0 0% 1,84 006 3% 0,00 0,00 N/A
Suero 10 0 0% 1,85 006 3% 0,00 0,00 N/A
SST 10 0 0% 1,90 005 3% 0,00 0,00 N/A

N = nimero de muestras; #P = nimero de positivos; %P = porcentaje de positivos; IC = control interno;
S/CO = relacion sefial/valor de corte; DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion; N/D = no disponible.

Tabla 8: Resultados del Aptima Zika Virus Assay para muestras de plasma y suero positivas recogidas en
diferentes tipos de tubos

S/CO del control

Tubo _de N 4p 9%p interno S/CO del analito
recogida Media DE Ccv Media DE Ccv
K2EDTA 10 10 100% 2,05 045 22% 3277 123 4%
K3EDTA 10 10 100% 1,99 039 20% 3263 082 3%
ACD-A 10 10 100% 1,88 0,44 23% 3202 132 4%
PPT 10 10 100% 1,92 025 13% 32,32 124 4%
NAC 10 10 100% 1,91 050 26% 31,90 1,31 4%
Suero 10 10 100% 1,78 031 18% 3420 134 4%
SST 10 10 100% 1,77 051 29% 3252 132 4%

N = ndmero de muestras; #P = nimero de positivos; %P = porcentaje de positivos; IC = control interno;
S/CO = relacion sefal/valor de corte; DE = desviacién estandar; CV = coeficiente de variacion; N/D = no disponible.

Sustancias de interferencia de las muestras de orina

Para comprobar los efectos de los metabolitos de orina, el control Urinalysis con
Urobilinégeno KOVA-Trol | High Abnormal se diluyd en medio de transporte de orina (UTM)
en lugar de orina. Este material de control de analisis de orina humana contiene
interferentes potenciales tales como proteinas (albumina), glucosa, cetonas, bilirrubina,
glébulos rojos, nitritos, urobilindgeno y leucocitos. Ademas, se analizé la orina que contenia
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sangre completa a una concentracién de 5 % de volumen/volumen. No se observo
interferencia con ninguna de las sustancias cuando se enriquecieron con ZIKV a una
concentracion final de 18 copias/mL o sin enriquecer con ZIKV en el Aptima Zika Virus
assay.

Reactividad cruzada

Reactividad cruzada de las muestras de sangre

Se analizé la reactividad cruzada y la interferencia de otros patégenos de transmision
sanguinea en las muestras de sangre. La reactividad cruzada del Aptima Zika Virus assay
se evalué mediante el analisis de muestras clinicas de 10 pacientes que presentaban las
siguientes infecciones virales: Virus del dengue, virus de la hepatitis A (VHA), virus de la
hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH
1y 2), parvovirus B19, y virus del Nilo Occidental (VNO). También se analizaron muestras
de 10 sujetos a los que se les habia administrado la vacuna del VHB. Las muestras se
obtuvieron de un proveedor comercial y estaban caracterizadas por los proveedores a través
de métodos validados. Ademas, se evaluaron muestras de plasma negativo y plasma al que
se habia afadido virus de la hepatitis E (VHE) a 1 x 10° copias/mL y muestras de plasma
negativo y plasma al que se habia afiadido virus de Chikungunya a 1 x 10° U/mL. Cada
muestra anterior se dividié en dos alicuotas. Una alicuota se utilizé para la evaluacion de la
reactividad cruzada. A la otra alicuota se le afiadié plasma positivo al ZIKV y se utilizé como
muestra artificial en la evaluacién clinica. Para la reactividad cruzada, se analizaron una sola
vez alicuotas de muestras de donantes con infecciones de origen natural a los que se les
habia administrado la vacuna contra el VHB. Las muestras con VHE vy virus del
Chikungunya se analizaron en réplicas de 10.

Los resultados del Aptima Zika Virus assay fueron negativos para todas las muestras. No se
observé reactividad cruzada en las muestras de sujetos infectados con otros patégenos de
transmision sanguinea ni en las muestras de sujetos a los que se les habia administrado
vacunas contra el VHB, ni en las muestras con virus VHE y Chikungunya. Se analizé el
potencial de interferencia mediante una alicuota de cada muestra con ZIKV a 18 copias/mL,
y todos los resultados fueron positivos. No se observé reactividad cruzada ni interferencia en
las muestras que contenian otros patégenos de transmisién sanguinea.

Se analizé la reactividad cruzada y la interferencia con microorganismos. Se utilizé plasma
negativo para preparar las muestras con 1 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC/mL)
o unidad formadora de inclusién por mL (IFU/mL) con cada uno de los siguientes
microorganismos: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium
diphtheriae, Propionibacterium acnes, Candida albicans, Neisseria gonorrhoeae o Chlamydia
trachomatis. La reactividad cruzada se analizd mediante muestras sin ZIKV, y todos los
resultados fueron negativos. Se analizé el potencial de interferencia microbiana mediante
una alicuota de cada muestra con ZIKV a 18 copias/mL, y todos los resultados fueron
positivos. No se observé reactividad cruzada ni interferencia en las muestras que contenian
bacterias u hongos.

Reactividad cruzada de las muestras de orina

Se analizé la reactividad cruzada y la interferencia de los microorganismos en orina para el
Aptima Zika Virus assay. Se utilizdé orina negativa para preparar las muestras con 1 x 10°
unidades formadoras de colonias (UFC/mL) o unidad formadora de inclusién por mL
(IFU/mL) con cada uno de los siguientes microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Chlamydia
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trachomatis (5 x 10° IFU/mL), Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium, Gardnerella
vaginalis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii o Proteus
mirabilis (1 x 10° rRNA/mL). La reactividad cruzada se analizé mediante muestras sin ZIKV,
y todos los resultados fueron negativos. Se analizé el potencial de interferencia microbiana
mediante una alicuota de cada muestra con ZIKV a 18 copias/mL, y todos los resultados
fueron positivos. No se observé reactividad cruzada ni interferencia en las muestras que
contenian estos microorganismos.

Evaluacién clinica

Evaluacidn clinica de las muestras de sangre

Se obtuvieron veintiséis (26) muestras de plasma de tres proveedores comerciales. Los
proveedores determinaron que las 26 muestras eran positivas al ZIKV segun los resultados del
Ensayo CDC TrioPlex (dos proveedores) o segun una prueba validada RT-PCR en tiempo
real. Las muestras se reanalizaron con una prueba validada diferente RT-PCR en tiempo real,
y se confirmdé que 24 de las 26 eran positivas. Las dos muestras que eran negativas en el
nuevo analisis se consideraron negativas para el resultado de referencia en los analisis
siguientes. El Aptima Zika Virus assay fue positivo para el total de las 26 muestras clinicas.
La Tabla 9 indica los resultados de las 24 muestras positivas de referencia.

Tabla 9: Resultados del Aptima Zika Virus Assay de 24 muestras clinicas positivas al ZIKV

rInDu(;ztlrz Pais de origen Ct/Cp de referencia stpl,::;?go S/CO Aptima
08847156 Colombia 34,14 Positivo 30,5
08847163 Colombia 34,90 Positivo 31,3
08847229 Colombia 31,43 Positivo 31,3
08847260 Colombia 32,75 Positivo 32,5
08847264 Colombia 36,32 Positivo 32,8
08847284 Colombia 33,14 Positivo 32,5
08847325 Colombia 36,22 Positivo 31,2
08847716 Colombia 31,76 Positivo 29,8
1043-TDS-0112 Republica Dominicana 31,80 Positivo 30,9
1043-TDS-0114 Republica Dominicana 35,20 Positivo 31,8
1043-TDS-0115 Republica Dominicana 24,74 Positivo 32,3
1043-TDS-0119 Republica Dominicana 30,69 Positivo 321
1043-TDS-0122 Republica Dominicana 35,05 Positivo 30,6
1043-TDS-0129 Republica Dominicana 37,24 Positivo 31,8
1043-TDS-0130 Republica Dominicana 34,23 Positivo 33,4
1043-TDS-0131 Republica Dominicana 29,66 Positivo 30,3
1043-TDS-0134 Republica Dominicana 37,30 Positivo 31,0
1043-TDS-0135 Republica Dominicana 34,07 Positivo 321
1043-TDS-0137 Republica Dominicana 29,54 Positivo 31,7
1043-TDS-0141 Republica Dominicana 30,71 Positivo 32,0
1043-TDS-0143 Republica Dominicana 28,73 Positivo 29,6
1043-TDS-0144 Republica Dominicana 34,19 Positivo 29,8
1043023924 Colombia 34,69 Positivo 30,3
8798593 Colombia 22,75 Positivo 31,7
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Se prepararon un total de 90 muestras artificiales afadiendo plasma positivo de ZIKV en
muestras de plasma a una concentracion de 18 copias/mL. Las 90 muestras incluyeron
10 muestras de plasma de pacientes que eran positivos al parvovirus B19, dengue, VHA,
VHB, VHC, VIH o VNO; 10 muestras de plasma de un donante vacunado contra el VHB;
y 10 muestras de plasma de donantes normales.

Se utilizaron un total de 72 muestras de plasma como muestras negativas al ZIKV. Setenta
(70) muestras incluyeron 10 muestras de plasma, cada una con anticuerpos antinucleares
positivos, hemolizadas (niveles elevados de hemoglobina), ictéricas (bilirrubina), lipémicas
(niveles elevados de lipidos), con mieloma multiple, artritis reumatoide o lupus eritematoso
sistémico. También se incluyeron dos muestras positivas mediante analisis inicial pero
negativas al analizarlas de nuevo. Estas dos muestras resultaron positivas en el Aptima Zika
Virus assay. Los resultados de la evaluacion clinica se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10: Resultados de la evaluacion clinica para el Aptima Zika Virus Assay

Aptima Zika Virus Assay

Categoria de muestra i . . Neagativo al
Nimero analizado Positivo al ZIKV g

ZIKV
Muestras positivas al Zika naturales 24 24 24 0/24
Muestras clinicas positivas al Zika artificiales N
(3 x LDD) 90 90/90 0/90
Muestras clinicas negativas al Zika previstas 72° 2/72 70/72
Porcentaje de concordancia positiva 100 % (114 /114)

J P IC de 95 %: 96,7 % al 100 %

97,2 % (70 / 72)°

Porcentaje de concordancia negativa
IC de 95 %: 90,4 al 99,2 %

IC = Intervalo de confianza.

? Incluye las alicuotas enriquecidas con ZIKV de 90 muestras de plasma evaluadas en los estudios de interferencia.

® Incluye dos muestras de pacientes que eran positivas en las pruebas de referencia iniciales y negativas al analizarlas
de nuevo mediante un método PCR alternativo, y se consideraron como falsas positivas.

Evaluacién clinica de las muestras de orina

Se obtuvieron diez (10) muestras emparejadas (muestras emparejadas de plasma/suero/orina
recogidas de 10 pacientes sintomaticos) de un proveedor comercial. El proveedor determiné
que los 10 pacientes sintomaticos eran positivos al ZIKV segun los resultados de las muestras
de suero analizadas con una prueba diferente RT-PCR validada en tiempo real. Las muestras
de orina se procesaron antes del andlisis. Los 10 muestras de orina procesadas se analizaron
junto con las muestras de plasma y orina de cada uno de los 10 pacientes que utilizaron el
Aptima Zika Virus assay. Todas las muestras fueron positivas tras el andlisis inicial. La Tabla 11
indica los resultados de las 10 muestras.

Tabla 11: Resultados del Aptima Zika Virus Assay de 10 muestras clinicas positivas al ZIKV emparejadas

. Cpade Plasma Suero Orina procesada
ID de la Pais de P . P
. referencia
muestra origen (suero) Resultado S/CO Resultado S/CO Resultado S/CO
1043-TDS-0159 _epublica 36,31 Positivo 331 Positvo 317  Positivo 32,9
Dominicana
1043-TDS-0163 _epublica 32,54 Positivo 33,4 Positivo 33,4 Positivo 17,0
Dominicana
1043-TDS-0165 _epublica 40,38 Positivo 32,8 Positivo 32,6 Positivo 33,7
Dominicana
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Tabla 11: Resultados del Aptima Zika Virus Assay de 10 muestras clinicas positivas al ZIKV emparejadas

. Cpade Plasma Suero Orina procesada
ID de la Pais de P . P
. referencia
muestra origen (suero) Resultado S/CO Resultado S/CO Resultado S/CO
1043-TDS-0173 _Republica 33,15 Positvo 32,6  Posivo 328  Positivo 34,1
Dominicana
1043-TDS-0206 _epublica 36,62 Positivo 31,6 Positivo 30,8 Positivo 32,4
Dominicana
1043-TDS-0221 _Republica 38,11 Positivo 17,8 Positivo 33,5 Positivo 32,8
Dominicana
1043-TDS-0223 _Republica 32,50 Positivo 34,0 Positivo 33,4 Positivo 31,9
Dominicana
1043-TDS-0224  _Republica 31,81 Positivo 33,8 Positivo 31,6 Positivo 33,6
Dominicana
1043-TDS-0230 _epublica 30,51 Positivo 33,8 Positivo 33,7 Positivo 34,7
Dominicana
1043-TDS-0231 _epublica 35,63 Posivo 31,6  Posivo 338  Positivo 34,4
Dominicana

Se prepararon un total de 99 muestras de orina afiadiendo plasma positivo al ZIKV en
muestras de orina: 33 muestras a 20 copias/mL, 33 muestras a 36 copias/mL y 33 muestras
a 100 copias/mL. Cada muestra de orina se proceso antes del analisis con el Aptima Zika
Virus assay. Todas las muestras de orina procesadas fueron positivas.

Se utilizaron un total de 123 muestras de orina como muestras negativas al RNA del ZIKV. De
estas muestras, se recogieron 87 muestras de orina de una poblacién normal: Se obtuvieron
36 muestras de orina de mujeres a partir de una poblacion de pacientes (7 pacientes con
cancer de mama, 6 pacientes con enfermedad renal crénica, 6 pacientes con lupus
eritematoso sistémico, 4 pacientes con neumonia, 8 pacientes con diabetes y 5 pacientes con
infeccion del tracto urinario). Cada muestra de orina se proces6 antes del analisis con el
Aptima Zika Virus assay. Todas las muestras fueron negativas. Los resultados de la evaluacion
clinica se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12: Resultados de la evaluacion clinica para muestras de orina procesadas

Aptima Zika Virus Assay

Categoria de muestra aﬁ;ﬁ”ggo Positivo al ZIKV  Negativo al ZIKV
Muestras positivas al Zika naturales 10 10/10 0/10
Muestras clinicas positivas al Zika artificiales 99 99/99 0/99
Muestras clinicas negativas al Zika previstas 123 0/123 123/123

100 % (109/109)
IC de 95 %: 96,6 % al 100 %

100 % (123/123)
IC de 95 %: 97,0 % al 100 %

Porcentaje de concordancia positiva

Porcentaje de concordancia negativa

IC = Intervalo de confianza
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