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VISTO el expediente NO 1-47-7714/13-1 del Registro de la Administración

Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma PRODUCTOS ROCHE S.A.Q. e 1.

(División Diagnóstica) solicita autorización para la venta a laboratorios de ar¡álisis

clínicos del Producto para diagnóstico de uso "in vitro" denominado COBAS@

AmpliPrep/COBAS@Taqman HCV Quantitative Test, V 2.0 (CAT NO: 5532264)/

Prueba de amplificación de ácidos nucleicos in vitro para la determinación

cuantitativa de los genotipos 1 al 6 del ARN del virus de la hepatitis C (HCV) en

suero o plasma humano; mediante el equipo COBAS@ AmpliPrep para el

procesamiento automatizado de muestras y el analizador COBAS@Taqman@ para

la amplificación y la detección.

Que a fojas 238 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagnóstico que establecen que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización asimismo se deberá

comunicar por nota al Servicio de Productos para Diagnóstico la primer

importación del producto de referencia con el objetivo de efectuar la evaluación"

del primer lote en el país, quedando su comercialización sujeta a los resultados

de las mismas.
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Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley NO

16.463, Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición ANMAT N0 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos NO 1490/92 Y 1886/14.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGiA MÉDICA

DISPONE:

ARTÍCULO 1°.~ Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos del producto

de diagnostico para uso in Vitro denominado COBAS@AmpliPrep/COBAS@Taqman

HCV Quantitative Test, V 2.0 (CAT N°: 5532264)/ Prueba de amplificación de

ácidos nucleicos in vitro para la determinación cuantitativa de los genotipos 1 al 6

del ARN del virus de la hepatitis C (HCV) en suero o plasma humano; mediante el

equipo COBAS@ AmpliPrep para el procesamiento automatizado de muestras y el

analizador COBAS@ Taqman@ para la amplificación y la detección, el que será

elaborado por Rache Diagnostics International Ltd. Forrenstrasse 2, 6343

Rotkreuz (SUIZA) para Rache Molecular Systems Inc. 1080 US Hi9hway 202

50uth Branchburg, NJ 08876 (USA) en envases conteniendo: cassette de

reactivos de mjcropartículas magnéticas para HCV (HCV QT v2.0 CS1) para 72

determinaciones, cassette de reactivos de lisis para HCV (HCV QT v2.0 C52) para

2
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72 determinaciones, cassette de multireactivos para HCV (HCV QT v2.0 C53)

para 72 determinaciones, cassette especifico para la prueba de HCV (HCV QT

v2.0 C54) para 72 determinaciones, control positivo alto del HCV (HCV H(+)C,

v2.0: 6 X 0,85ml), control positivo bajo del HCV (HCV L(+)C, v2.0: 6 X 0,85ml),

Control negativo de COBAS@TaqMan (CTM(-) C: 6 x 1ml), Clip de código de

barras para control positivo alto de HCV (HCV H( +) C, v2.0 Clip: 6), Clip de

código de barras para control positivo bajo de HCV (HCV L( +) C, v2.0 Clip: 6), y

Clip de código de barras para control Negativo de HCV (HCV (-) C, v2.0 Clip: 6),

con una vida útil de DIECIOCHO (18) MESES desde la fecha de elaboración,

conservado entre 2 y 8°C e importado terminado por la firma PRODUCTOS

ROCHE S.A.Q. e 1. (División Diagnóstica)y que la composición se detalla a fojas

26 a 28.

ARTICULO 2°.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones a

fojas 83 a 174 y 188 a 230 (Desglosándose fjs. 83 a 112 y 188 a 199) debiendo

constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el

elaborador impreso en los rótulos de cada partida.

ARTÍCULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias así lo

determinen.

ARTÍCULO 5°.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de Información;J
Técnica

ck~
a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Dirección Nacional de
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Productos Médicos notifíquese al interesado y hágasele entrega de la copia

autenticada de la presente Disposición junto con la copia de los proyectos de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

Archívese.-

EXPEDIENTE N0 1-47-7714/13-1

DISPOSICIÓN

Fd
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J1653
PROYECTO DE RÓTULOS EXTERNOS:

Nombte:

Números de catálogo:

COBAS@AmpliPrep/COBASI!>TaqMan1ID HCV

Quantitative Test v 2.0 I HCVQTV2

5532264,

1

Establecimiento elaborador:

Elaborado por:

Rache Diagnastics Intematianal Ltd

Forrerlstrassa 2; 6343 Rotkreuz, Suiza

para:

Rache Molecular Systems, Ine.

1080 U$ Highway 202 $outh

8ranchburg, NJ 08876, USA

Establecimiento importador: I
ProdJetos Rache SAQ. e 1. (División Dia~nóstica).

Av. Belgrano 2126; Don Torcuato, Peía. de Buenos Aires

República Argentina

Direc10r TéCJ'lico: Dr. Ernesto A. Espino - Farmacéutico
.,

"Autorizado por la AH.M.A.T."

Número de lote o partida:

LoteNI) _

Fech~ de vencimiento:

Vencimiento: __ 1__ f __

"
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Constitución del equipo e indicación di las unidades métricas de cada componente del producto:

HCV 01 v2.0 CS1 1 x 72 Tests

HCV al v2.OCS2 1 x 72 Tests

HCV QT v;;!.,QCS~ 1 x 72 Tests

HCV QT v2.0 CSf 1 x 72 Tests

HCV H(+)C v2.0 I 6 x 0.85 MI

HCV L(+)C v2.0 6xO.85mL

CTM (-) C 6x 1.0mL

HCV H(+)C v2.0 Clip 1 x 6 Clips
,

HCV l(+)C v2.0 Clip 1 x 6 Clips,

HCV (-) C v2.0 C'P 1 x 6 CJips,,,
I

Número de determinaciones posibles siguiendo lals metodologla/s propuestas:

Descripción de la finalidad de uso del ¿reducto:,
,

"Ver instrucciones de uso~

"Para uso diagnóstico in vitro"

72 tests

"Ver instrucciones de uso"

I
Descripción do las precauciones, de los cuidados especiales e Instrucciones fiobre los riesgos

derivados del uso del producto y su de~carte:

"Irritante"

"Nocivo"

!
Indicación de las condiciones adecuadas de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2-8~C.



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS, '1

1I
Nomb~e: HCVQTv2.0CS1

Núm.!. d. 'oto Opartid.,
11

Lote N°:------

Fecha de vencimiento:

Vi t f fenClmlsn o: _

,
Indicación de las unidades métricas d~ cada componente del producto:

I '
1, I

MGP , 7,0 mi I
!
I,

IndiCTión de las condiciones adeCU3drS de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 8G e, I

1

Dr.'
PR,ODIJcroS RO

(;IVISI6N D
DIRECTOR.



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS:

Nombre: HCV QT v2. OCS2

Número de lote o partida:

lote N"; _

Fecha de vencimiento:

Vencimiento: __ ' _

Indicación de las unidades métricas del cada componente del producto:

LYS 78ml

Descripción de las precauciones, de 195 cuidados especiales e instrucciones sobre los riesgos

derivados del uso del producto y su descarte:

'Nocivo"

Indicación de las condiciones adecuadas de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 8° e



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS: I

I

Nombre: HCV QT v2.0 CS3

3,8 mi

NúmerJ de lote o partida:

Lole N°: _

Fecha de vencimiento:

Vencimiento: __ 1__ ' __

Indicación de las unidades métricas de:cada componente del producto:

Pase [1

EB 8,1 mi

Oescrjp~ión de las precauciones. de lOs cuidados especiales e Instrucciones sobre los riesgos

derivados del uso del prOducio y su descarte:

"Nocivo.

I
¡

IndicacIón de las condiciones adecuad~s de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 80 e I
,



Fecha de vencimiento:

Numero de lote o partida:

Lote N": _
:i

HCV QT v2.0 C$4

I,
PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS: '

i

I

I
I

I
I

I

Nombre:

Vencimiento: __ ' __ ' __

I
Indicación de las unidades métricas de:cada componente del producto:

,
as 3,6ml

1
I

19,6 mi

MMX 3.5 mi

Indicación de las condiciones adecuadas de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 8~e I

Dr . N
l'RC:fJllOOS ROet1

DIV1S16NDIA .
DlREcroP.
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PROYEt:;:TO DE RÓTULOS INTERNOS: .

Nombre:

Número de lote o partida:;
Lote N°:!: ~_

Fecha de vencimíento:

HCV H(+)C, v2.0

Vencimiento: __ 1__ 1__

Indicación de las unidades métricas de cada componente del producto: 0.65 mi

Indicación de las condiciorles adecuad~sde almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 80 e

,



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS:

Nombre.

Número,de lote o partida:

Lote N°: I;------

,

HCV L(+)f v2.0

Fecha de vencimiento:

vencimi!nto: __ __1 __

,,
Indicacibn de las unidades métricas de~adacomponente del producto:

I
0,85 mi

1
I

Descripción de las precauciones, de lós cuidados especiales e instrucciones sobre los riesgos
I I

derivados del uso del producto y su descarte:, ,I .
"Nocivo~ I[ ,

I I
Indicación de las condiciones adecuad s de almacenamiento y transporte del producto:

I
Conserv~r entre 2 - 8" C

i,

I
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PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS:

Nombre:

Número de lote o partida:

Fecha de vencimiento:

CTM (-)

Vencimiento: J J

,
Indicación de las Unidades métricas de'cada componente del producto:, 1.0 mi

Indicación de las condicione. adecuad~s de almacenamiento y transporte del producto,

Conservar entre 2 • 30Q e



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS;

Nombre:

Número de lote o partida:

HCV H(+)C v2.0 Cltp

I
I

Fecha de vencimiento:

LoteN~: _

Vencimiento: 1__

I
I
I
I

Indicación do las unidades métricas delcada componente del producto: 6 unidades

Indicación de las condiciones 8deCU8dls de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 • 30° e
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1:

r,
PROVECho DE RÓTULOS INTERNOS: :I 'I I

Nomb'"i HCV LI+)t v2.0 Clip

NúmerJ de lote o partida:
I

Lote N°: I._----.1

Fecha dl vencimiento:
I,

Vellcimiento: __ / __ J __
, I

I ·Indicaci~m de las unidad$s métricas de ICada componente del producto: 6 unidades

I ,
Indicación de las condIciones adecuadas de almacenamiento y transporte del producto:

i IConservar entre 2 - 30° e I

I
l'
1I

li
i
I



PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS:

Nombre:
"

Número de lote o partida:

Fecha de vencimiento:

HCV (-) d v2.0 Clip

6 unidades

Vencimiento: __ 1 _

Indic~~ión de las unidades métricas de1cada componente del producto:

j
,,

Indicación de las condiciones adecuadils de almacenamiento y transporte del producto:

Conservar entre 2 - 309 C

Dr,ERT)PiO
PRODUCTOS ROCH .. Q le l.

DMS¡ONDIAG
DIRECTOR TÉOl ro
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P/N: 05532264190

PAN:035B7797190

72 Tests

5_' LitersPGWR

HCVQTV2

.. @

COBAS AmpIiPrep/CqBAS@ TaqMan@
HCV Quantitative Test, version 2.0

1 .

PARA hlAGNÓSTICO IN VlTRO.

COBASI!'"AmpliPrep/COBAsl!!l TaqMan@HCV I
Quantitative Test, v2.0 I

COBASfA'AmpliPrcp/COBAS~TaqMan<!J I
Wash ~eagent I

:::::::;;:ni~: ¡ 1

RESUMf.;N y EXPLICACiÓN DE LA pRUEBr._ _ _ _ _ _ ~ "" " ,,~ ~ 2

PRINCIPIOSDElPROCEDIMIENTO
1

_ _ 2

REACTiVOS , ¡ " _ _ ~ ~ _ " " " 5

ADVERTENCIAS V PRECAUCIONES DEL ~OCEDIMIENTO _ ~.~ ~ , ~8

REQUISITOS DE ALMACENAMIENTO V MANIPULACION ..........................................•..............................•....................9
MATERIAlESSUMINISTRADOS .._ .L _ _ ~ ,..~_~ ~.10

!
MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS _ _ ~..__ _ " ~.. 11

OBTENCiÓN, TRANSPORTE V ALMACENAMIENTO DE lAS MUESTRAS _................................•.....................12
IINSTRUCCIONES DE uso , , _ _ _ _................... . _ _ 12

CONTROL DE CALIDAD .•.......••...........................1... _ _ 15
RESULTADOS 1... : 16
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO 1._ _ _ ", 17

SUSTANcIASINTERFERENTES ~ l,~~ ~~,.___ __ 18

EVAlUACiÓN NO CLiNICA OEl RENDlMl~NTO ..........•...•..•....•..•.......•........~.." ...•........" w•••••••••• _." ••••••••••••••••••••••• _ •••• _ ••••• 19

BIBLlDGRAFIA l............................................ . - 27

uso PREVISTO I
La prueba COBASI1'IAmpliPrep/COBAS3 TaQMan~ HCV Quantilative v2.0 es una prueba. de amplificación de
ácidos nucleicas in virra para la determinaciÓn cuantitativa de los genotipos 1 a 6 del ARN del virus de la
hepatitis e (HCV) en suero o plasma conserVado en EDTA humano mediante el e~uipo COBAS¡¡' AmpliPrea
para el p'rocesamiento automatizado de mue~tras y el analizador COBAS1!ITaqMan o el analizador COBAS
TaqMan"-l48 para la amplificación y la deteCfl6n automatizadas. la prueba está disenada para su uso en el
tra~miento de pacientes con HCV crónical en combi[\8ci6n con marcadores de infeccíón clínicos y de
laboratorio. La prueba puede utilizarse para ¡predecir la probabilidad de una respuesta vlrol6gicn sostenida
(RVS) de farma temprana durante el curso d.e un tratamiento antiviral y para evaluar la respuesta viral a un
tratilmiento antiviral (tratamiento guiado porl'a respuesta) a través de la determinación de cambios en los
niveles de ARN del HCVen suero o plasma conservado en EDTA

La' prueba COBAS~ AmPliPrepícoB~1 TaqManiSl HCV Quantitative v2.0 no está indicada para
utlllzarse como prueba de detección sistemática de la presencia del HCV en sangre o
hemoderlvados ni como prueba diagnóstica para confumar la presencia de una infección por HCV.

" I
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RESUMEN y EXPlICAClON DE,LA PRUEBA <t;.•.•. _ .!..•...~

, I 'O' ."
El virus de la hepatitis e está considernclo corVo el principal agenle etiológico responsable del 90 a195% de 04 OE' E~"\'<'
casos de hepatit¡~ post-transfusional' ..••.El HCV es un virus AR.\1 monocalenario de sentido positivo con un 1
gonomB de aprOlumadamente 9.500 nuclcótidos que codifican 3.000 aminoácidos. Como virus lmnsponado en
sangre, el HCV es transmisible a través de la sangre y los productos hcmoderivados. La adopcIón más o menos
generalizada de medidas de detección sistemática del HCV en sangre ha reducido de fo:mR considerable el
riesgo de hepatitis asocia~o a las transfusi0[ws' La In~dencia mlis art~ ?c infección por HCV se asocia al 1
abuso de drogas por vIa mtravenosa yen menor medida a otras exposIcIones ~rcutáneas-. La prevalencia
mundial de la infección ~r HCV. dctcrmit'da mediante métodos inmunosc:-ol6gicos. varfa del 0.6% en
Canadá ni 1,fAb en Japón. las tasas de elim nación viral espontánea en individuos expuestos varian en gran
medida:.se observan porcentajes de cntrI: el O y el SO%,según los datos c1fnicos obtcnidos con relllclón a la
normalización de las enzimas hep,atlcas y la elIminación deARN del HCV en plasma~.

las: ¡)<J~iculasvlricas del HCV no se pueden bultivar a partir de muestras de sangre infectadas. por lo que la
presencia de anticuerpos anti-HCV en !os Pacientes infectados con HCV ha conducido al desarrolla de
ensayos inmunoscrolOgicos especificas para: dichos anticuerpos. Sin embargo. la presencia de anticuerpos
anti--HCV es una medida de la exposición previa II la infección por HCV, pero no puede considerarse un
marcadordc la Inlección real. la medición de los nfveles de alanina amiootllmsferasa (AlD se considera un
indicador sustituto de la infección pO! HCV, pero no se considera una medición directa de viremia.
_ 1 I

En cambio, la determinación cuantitativa de A.RN del HCV para la medición de cargas vlr1cas de la lrrl"..8de
base y la monitorización del tnuamicnto está bien establecida ~ra demostrar la erreacia de la respuesta
antMral al tratamiento combinado de peginte~erón y ribavirinal>-l . las directrices actuales para la gestión Y el
tratami~nto del HCV mcomiendan realizar pruebas de determinación cuantitativa del ARN del HCV antes dei
inicio del tratamiento anlivíral, durante el tratamiento (terapia guiada por lo respuesta) y generalmente de 12 a
24 semanas tras la finalizaci6n del mismo.! El objetivo del tratamiento es la ausencia de ARN del HCV
detectable mediante una prueba sensible reblizacla 24 semanas después de finalizar el tratamiento, lo que
indica Que se ha logrado uno rpn'lJ)ues18\/iralcSglcasostenida (RVS)II. Durante el tratamiento antMral se sucle
observar una respuesta viral6gica temprana (RVn, definida oomo una disminución de dos Iog o más en el ARN
del HCV tras 12 semanas de tratamiento. Si no se alcanza una RVT, el valor predictivo para alcanzar una RVS
es altamente negativo. par lo que se ha incorPorado a las reglas de futilidad (detenci6n) de los tratamientos de
interfemn pegilado y ribavirina 11<13.Una respuesta viral rápida (RVR}, es decir, niveles no detectables de ARN
del HCV tras 4 semanas de tratamiento. prespnta un valor predictivo altamente positivo para Uf1B RVS1~.Más
recientemente, se ha utilizado la detcrminaclóp de la cinética viral durante el tratamiento para pcffiOnalimr mós
su duración con los nuevos agentes antivlrales de acción directa para el tratamiento de Infecciones del HCV
cmnlcasl5.l1l•

1
PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

la ~rueba COB~ AmpliPreplC08~ Taq[\'1an~ HCV Quantitative. '12.0 es una p~~ba de amplificación de
ácidos nuclelcos para la determinación cuanUtatlva del ARN del ViruS de la hepatItis e (HCV) en suero o
plasma conservado en EDTA humano. La preParación de las muestras se realiza automtiticamente mediante d
equipo ~OB~ AmpliPrep con amp'iflc£clón y detección automáticas mediante el analizador CO~
TaqMan Oel analizador COB~ TaqMan t
La prueba CO~ AmpliPrcp/COBAS'If TaqMan~ HCV Quantita!JVeV2.0 se basa en ues procesos princIpales:
(1) preparación manual de la muestra pora aislar el ARN del HCV: (2) uanscripción Inverna del ARN objetivo
para generar ADN complementario (AOf\tc): y (3) amplificación mediante PCR del AONc objetivO y detección
simultánea de sondas de detección oligonllcie6t1das doblemente marcadas, escindidas y especificas del
rra:mCflto objetivo. I

i

I
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Preparacl6n de las muestras
~

-;.(C';.~-~'f"
<S'~ ,~'i"

0. ~ ft ~EK
La p~bs COBAS AmphPrep/COBAS Taq, sn HCV Ouantltatlve 112.0utiliza la preparación automatizada
de 1sImuestra en el equipo COBASlI'}AmpliPrrlp mediante una técnica de captura genérica basada en sllicc. El
volumen'de introducción de la muestra as del650 ¡JI,mientras que el procedimiento procesa 500 ¡JIde plasma
conservado en EDrA o suero. Se lleva a cabO la lisis de las particulas vfricas del HCV mediante incubación a
nlta temp.emlum con una proteasa 'Yun tnmpón de liSis/unión CBotráplco pam libemr Josócldos nucleicos y
proteger al ARN del HCV liberado de las RNa~as presentes en el suero o el plasma conservado en EDTA Junio
coo el reactivo de lisis 'Ylas mlcroparticulas magnéticas, se introducen en cada muestra protcasa y un número
conocido de moléCulns de ARN del estándar de cuantificación (aS) del HCV. Posteriormente se incuba la
mezcla. y el ARN del HCV y el ARN del QS~del HCV quedan unidos a la superticie de la~ rnicropartIculas
magnéticas. las sustancias no unidas, taleslcomo sajes, prolelnas y otras impul&Os celulares, se eliminan
mediante el lavado de las micropartfculas rjlagnétlcas. Tres la separación de las particulas y la completa
rec,)i7.aciónde los pasos de lavado, se hacen eluir los ácidos nuelelcos odsortlldos a temperatura elevada con
una solución acuosa. Se aflade entonces la muestra procesada, que contiene el ARN del HCV y el ARN del as
del HCV liberados~ a la mezcla de amplifickción que se transfiere al analizador CO~ TaqMnn18 o al
analiZador COBAS TaQMan~ 48. I
Transcripción Inversa y amplificación mediante PCR

; I
LB prueba COB~ AmpIiPrep/CO~ TaqManf) HCV Quantltative v2.0 utiliza la transcripción inversa del ARN
del HCV al ADN complementarlo (AONc) y la amplifICación del PCR del AONc con cebadores (primers) que
definen una sccucnci<l en la reglón muy consCrvada de la reglón ro lraducida 5 del genoma del HCV". Se ha
optimilIldo la secuencia de nucle6tidos de loS cebadores para ,producir una amplificación comparable de Jos
genotipos 1 <16 del HCV. ln tran.'1cripción inversa y la reacción de amplifICación mediante PCR se lleva a cabo
con una mezcla optimizada de enzimas recomh1nantes termocstables: laSpolimemsas de ADN ZOSO y Z05. En
presencia de manganeso (Mn:!') y bajo condidones de tampón apropiadas, Z05 y ZosO exhiben actividad tIlnto
de transcriptaso inversn como de polimemsa cte AON. Esto permite que la transcripción inversa y la ampliflCOClón
mediante PCR tengan lugar junto con la detecdión en tiempo real de Josamplicanes. .

Las ~uestms procesadas se afulden a la m~cla de ampllficación en tubos de amplificación (tubos K) donde
se producen tanto la transcripción inversa cpmo fa amplifrcación mediante PCR La mezcla de rencción se
calienta para pcnnltlr que un cebador descendente hibride especrricomeme con el ARN objetivo del HCV y el
ARN del as del HCV. En presencia de Mn2+ly un eJCccsode desoJClnucle6tidos trifosfatos (dNTPs). entre los
que se encuenlran trilosfatos de desoxia~enos;na, desoxlguanoslna, dcsoxicltidina y desoxiuridina, las
polirncrasas zas y ZOSo extienden los cebadores hlbridados formando una cadeno de AON complementaria
al ARN objetivo.

Amoliflcación del fragmento obietiyo

Tms la transcripcll,\n inversa del ARN o~etiVO del HCV y el ARN del as del HCV. el tennoclclador del
analizador COB~ TaqMan~ o del analizador CO~ TaqMan0 118calienta la mezcla de reacción pal1l
desnaturalizar el hlbrido ARN:ADNe y exponer las secuencias objetivo especl'ficas del cebador. A medida que
la mezcla se enfóa. los cebadores se hlbrklan con el ADNe del fragmento objetivo. las pollmerasas de AON
terrnoelltables (ZaS y ZOSO), en presencia be Mn'» y un exceso de dcsoxinucle6tidos trifosfntos (dNTPs),
exliendim los cebadores hibridados a lo larDo de la plantiOa objetivo para producir una molécula de ADN
bicatcnario denomInada ampl¡cón. El analizador COB~ TaqMan* o el anaUzador COBI\S'!l ToqManll'} t¡8
repite automáticamente este proceso dUl1lnt6 un número de clelos predctenninado, con el fin de duplicar en
cada ciclo la eantldad de ADN amplicón. El número de ciclos requerido se programa previamente en el
analizador COBAS'" TaqMan~ o en el anstizador CO~ TaqMan$ 48. La amplificación tiene lugar
únicamente en IR región del genoma del Hci situada entre los cebadores. No se amplifica el genoma entero
del HCV.

i
I
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AmRlíficación selectiva "~----=:~
La ªrr:plificaci6n selectívfl del Ácido nucJeico del fragmento objewo de lA muestra se logra en la prueba EE.~'~"
AmphPrnp/C08A~ TaqMan~ HCV Quantitative \12.0 mediante el uso de la enzima AmpErase (uracl-
glicosilasa) y el trífosfato de desoxiuridina (dUTP). La enzima AmpErase reconoce y cataliza la destrucción de las
cadenas de ADN que contienen desoxiuridina1S, pero no del ADN que contiene desoxitimidina. El ADN naturai
carece de desoxiuridina que, sin embaIDo, es\á siempre presente en el amplIcón debido al uso de tnfosfata de
desoxiuridina COmOuno de los dNTPs del reactivo de la mezcla maestro; por ro tanto, s610el amplicón contiene
desoxiuridina. La desoxiuridina permite que la enzima AmpErase pueda destruir el amplicón contaminante antes
de la amplificflción del ADN del fragmento objetivo. Además, la enzima AmpErase destruye cualquier producto
inespeclfico que se pueda formar tras la activación inicial de la mezcla maestra por el manganeso, la enzima
AmpErase, que se incluye en el reactivo de la mezcla maestra, cataliza la escisión del ADN que contiene
desm:iuridina en la posición de los residuos' de desoxiuridina abriendo la cadena de la desoxirribosa en la
posición Cl. Cuando se calienta en el primer Paso del ciclo térmico, la cadena de ADN amplicón se rompe en la
posición de la desoxiuridina, por lo que el ;\[)N ya no puede amplificarse. La enzima AmpErase permanece
inactiva durante un período de tiempo prolongado una ve2 expuesta a temperaturas superiores a los 55 oC, es
decir, durante los pasos de la ciclación térmica y, por consiguiente, no destruye el amplicón objetivo formado
durante la reacción de PCR

Detección de sondas escindidas y dob~mente marcadas y determinación cuantitativa del ARN
del HCV '

,

la Rrueba COBAS~ AmpIiPrep/COBAS~ TaqMan~ HCV Quantitatlve v2.0 utiliza la tecnalogra de PCRen tiempo
rea¡JIl.J7.El uso de sondas doblemente marcadas con fluorescente permite detectar en tiempo real la
acumulación del producto de la PCR mediante la supervisión de la intensidad de emisión de los marcadores
emisores fluorescentes liberada durante el proceso de amplifiC<lción. Las sondas constan de sondas
olígonucle6tidas específicas para el HCV y lel QS del HCV con un mal"(:ador emisor (reporter dye) y un
marcador silenciador (quencher dye). En la prueba COBA~ AmpliPrep/COB~ TaqManl!> HCV Quantltative
v'2,0, las sondas del HCVy del QS del HCV esMn marcadas con diferentes marcadores emisores fluorescentes.
CWlnrJo las sondas están intactas, la pro~"midad del marcador silenciador suprime la fluorescencia del
marcador emisor debido a efectos de transf rencia de energía de lipo FOrster. Durante la PeA, la sonda se
hibrida con una secuencia del fragmento obj tivo y se escinde por la actividad de las nucleasas 5' ---+ 3' de las
polimerasas de ADN Z05 y Z050 termoesta les. Cuando se han liberado y separado el marcador emisor y el
marcador silenciador, cesa el enmascarami ,10 (quenching) y la actividad fluorescente del marc<Jdoremisor
experimenta un aumento. la amplificación del ARN del HCV y el ARN del QS del HCV se miden de forma
independiente a distintas longitudes de dnda. Este proceso se repite durante un número de ciclos
predetermínado, aumentando en cada ciclo I~ intensidad de emisión de los marcadores emisores individuales.
lo que permite la identificación independiente del ARN del HCVy el QS del HCV. El ciclo de la PCRen el que la
CUNa de crecimiento adquiere forma exponencial está relacionado con lo cantidad de material de partida
presente al inicio de la peR. 1

I
La cuantificación del ARN vlrlco del HCV Sf realiza empleando el OS del HCV. El estándar compensa los
efectos de inhibición y controla los procesoslde preparación y amplificación para pennitir una cuantificación
más exacta del ARN del HCV presente en Ct¡Idamuestra. El QS del HCV es un constructo de Annored RNA
CeRNA) no infeccioso que contiene fragmentos de las secuencias del HCV con sitios de unión a cebadores
idénticos a los del ARN objetivo del HCV y una región exclusiva de unión 8 sonda que permite diferenciar el
amplicón del QS del HCV del amplicón del Ht:;v objetivo.
El QS del HCV se añade a cada una de las mJestras en un número de copias conocido y está presente durante
\a preparación de las muestras, la tranSCílpcl~n inversa y la amplifICación mediante PCR y la detección ~e las
sondas de detección oligonucleólidas doblem~nte marcadas y escindidas. El analizador COBAS<B1TaqMan o el
anali2adorCOB~ TaqManolll 46 calcula la cqncentración de ARN de HCV presente en las muestras de prueba
comparando la señal del HCV con la señal del OS del HCV para cada muestra y control.

Durante la fase de hibridación de la PCR tel analizador C08AS~ TaqMan@oenelanalizadorCOBAS@
TaqMan~ 48, las muestras se íluminan y excit n con luz filtrada, lo que permite recoger los datos de emis¡ó~ de
nuorescencia filtrada correspondientes a cad muestra. Las lecturas obtenidas para cada muestra se cor~gen
entonces para compensar fiuctuaciones in mentales. El equipo envla esas lecturas de fluorescencia al
programa AMPLIUNK y las almacena en una base de datos. Se utilizan co~probaci~nes p~~s para
determinar si los datos de ARN del HCV y ARN del QS del HCV constituyen conjuntos válrdos; aSimismo, se
generan avisos cuando los datos e!ttén fuera ~e Ifmites prefijados. Una vez completadas y superadas todas las
comprobaciones previas, las lecturas de, fluorescencia se procesan para. ge~emr valores de Ct
Cúrrespondientes al ARN del HCVy el ARN df.l QS del HCV. l~s constantes. de.calibración ~~peclficas del lote
incluidas con la prueba COBAS~ AmpliPrepAfOB~TaqMan HCV QuantltatlVe \'2.0 se utrlrzan para calcular
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el ':Ior de ~'ulo de las muastr" y ,,, eon,Ls en fundón de " dife<enei,en'", ~ v?ores~e C~bte , ,_
para el ARN del HCV y el ARN del as del HCV La prueba COBAS@AmphPrep/COBASft TaqMan~ H DE E~
Qua~tltative v2 Oestá estandarizada con resPlfCto al estándar intemacional de la OMS para ARN del virus de la
hepatitis e para ensayos realizados mediante la tecnología de amplificación de ácidos nucleicos (Código
NII3SC96/798)23, y los resultados de titulo se irdiC8n en unidades intemacíonales por milfmetro (UI/ml).

REACTIVOS b
"COBAS~AmpliPrep/C08AS~ TaqMan@H V I HCVQlV2 I 72 pruebas

QI:I3ntitative Test, v2.O I ~---~.
(P/N: 05532264 190)

HCV QT V2.0 CSl
(Casete de reactivo de micropartículas ma nélicas para He\!)

Micropartículas magnéticas
Tampón Tris
1'0,09%de azida sódica
0,1% de metilparabén

1x 72 pruebas

t x 72 prue~asHCV QI II2.D CS2
(Casete de reactrvos de lisis para HCV)

Citrato de sodio djhidratado
42,5% de tiocitlnalo de guanidina
<: 6% de polidocanol
0,9% de ditiotreitol

, ~n IX 142'5% (p/p) de t1Dclanatoe gu,nidin,

Nocivo I
R20/21122-R52/53-R32: NocIVo por ¡nh~lacI6n. por Ingestión y en contacta can la piel. Nocivo para las

organismos acl!látlcos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el
medio ambiente acuático. En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos.

813-561. Manténgase lejos de alimentds, bebidas y piensos. Evítese Sll liberociór. al medio ambiente.
Rccábense instrucciones especfficas de la ficha de datos de seguridad,

~nIxl< 6%de polidocanol

Nocivo
R22-R41-R50: Nocivo por ingestión, Rie 90 de lesiones oculares graves. Muy tóxico para los organismos
" acuáticos. ~

$26-$39-$61: En C11$Ode contacto ca los ojos, lávense inmediata y abundantemente con agua y
acúdase a un médico. sese protección para los ojos/la cara. Evítese su liberación ni
medio ambiente. Recábbnse instrucciones específir:as de la ficha de datos de seguridad.

I

1

1,
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1 x 3,8 m!

8'8 5 3
1 x 72 prue

Irrita las vías respiratorias y la piel. Riesgo de lesiones oculares graves.
Posibilidad de senSibilización por inhalación.

$22-$24-$26-$36/37/39: No resPira~ el polvo. Evítese el contacto C(ln la piel. En caso de contacto con
los ojos, I~Jense inmediata yabundantemente con agua y acúdase a un
médico. Usense indumentaria y guantes adecuados y protección para los
ojos/la ca ra.

HCV QT v2.0 CS3 i
Casete de multireactivos para HCV, que contiene:
Pase
(Solución de proteinasa)

Tampón Tris
< 0,05% de EDTA
Cloruro de calcio
Acetato de calcio I
:57.8% de proteinasa
Glicerol

Xn I)( I$ 7,8% (p/p) de proteln/58

Nocivo
R37138-R'" -R42:

EB
¡(Tampón de elución)

Tampón Tris.base
0,09% de azida sódica I

HCVQT v2.0 CS. ,
Casete de reactivos especirICo para la pruepa HCV, que contiene:

&~tándar de CU<:lrlti11cadóndel HCV) I
11 TampónTris 1

EDTA I

< 0,0021110de ARN poli Ar (sintético) I
< 0,00'% de constructo de ArmorediRNA del HCV que

contienp. ¡:¡ecuencias de unión al cebador del HCV y
una región exolusiva de unión a s nda (ARN no
infeccioso en bacteriófago MS2)

0,05% de alida sódica

1 xB,l mI

1 x 72 pruebas

lx3,6ml

I I

•
MMX
(Mezcla maestra para HCV)

Tampón tricina
Acetalo de potasio
Hidróxido potásico
< 20%de sulfóxido de dimetilo
Glicerol
< 0,004% de dATP, dCTP, dGTP y dU
< O,OO~bde cebadores del HCVase ndentes y

descendentes pal1l la región 5' del HCV
< O,OOl~bde sondas oligonucleótida marcadas con

fluorescenté especIficas para el H V y el estándar de
cuantificación del HCV

< O,OOlOfodeaptámerooligonucleóti o
< 0,05% de poHmerasa de ADN Z05 y Z05D

(microbiana)
< 0,1% de enzima AmpErase (uracil-

(microbiana)
0,09% de azida sódica

6

lx3,5ml
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!'MnH

(Solución de manganeso para CAP/el )
';: 0,5% de acetato de manganeso 1

1
Acido acético glacial
0,00% de ezida sódica ¡

HCV H(+)C,V2.0 I
(Control positivo alto del HCV) I

< O,amOlode constructo de Armored HdvANA con secuencias
" de HCV (ARN no infeccioso en bacreriófago MS2)
Plasma humano negaUvo, no reactivo S~Igún pruebas para
, anticuerpos frente al HCV, anticuerp s frente al HIV-l/2,

antigeno p24 del HIVy HBsAg; ARN e HIV-l, ARN de HCVy
ADN de HBV no detectables median e métodos de peR

iO,l% de conselVante ProClino!1300

X, IVI(3'1) mezda de 5'Clom"'fl etil-2H-lsotiazol-3-ona
, ..,... y 2-metil-2H-lsotlazol-8-Q a

lrntanle
R36/38: Irrita los ojos y la piel. i
A43: Posibilidad de sensibilización en cdntacto con la piel.

He'V Le+ le, V2.0
(Control positivo bajo del HCV)

< 0,001% de constructo de Armored HOV RNAcon secuencias
de HCV (ARN no infeccioso en bacterófago MSZ)

~I{lsma humano negativo, no reactivo segun pruebas para
I anticuerpos frente al HCV, anucuerpqs frente al HIV- 112,

ant/geno p24 del HIVy HBsAg; ARN ~e HJV. 1, ARN de HCVy
I ADN de HBV no detectables medianle métodos de PCR
0,1% de conservante ProClin\t.300! J

X'i rvl(3:1) mezcla de 5-cloro-Z-rhetil-2H.isotiazol-3-ona
~ y 2-metil-2H-isotiazol-3-o~a

'nitante l
R36/38: Irrita 105 ojos y la piel.
R1t3; Posibilidad de sensibilización en ca tacto con la piel.

~(-)C I
[Control negativo de COBAS@TaqMan~ (plasma humano)]

Plasma humano negativo, no reactivo sepún pruebas para
anticuerpos frente al HCV, anticuerpos frente al HIV-l/2,

. antígeno p24 del HIVy HBsAg; ARN de HIV-l, ARN de HCVy
ADN de HBV no detectables mediant métodos de peR

0,1% de conservante ProClin@3eo
Xi rvl(3:1) mezcla de 5-c1oro-2- etil-2H-isotiazol-3-ona

~ y 2-metíl-2H-lsotiazol-3-ona

11 Irritante
R3o/3S: Irrita los ojos y la piel.
R43: Posibilidad de sensibilización en contacto con la piel.,

6x 0,85 mi

6xO,85 mi

6xl.0ml

1
1

1

I,
I
I

1
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HCV H( +le.. v2.0 Clip
(Clip de código de barras para control posi ¡VD alto del HC\I)

HCV L(" le. 112.0 Clip I
(Clip de c6digo de barras para control positivo bajo del HCV)

HCV(-JC,v2..oClip J
eqip de código de barras para control neg tú del HCV)

COBAS~ AmpliPrep/COBAS@TaqMan@Wash Rea9¡fnl
Reactivo de lavado COBAS@AmpliPrep/COB~ TaqMan
{P/N: 03587797 ¡90}

PGWR
(Reactivo de lavado COBAS~ AmpliPre ICOBAS~ TaqMan~
Citrato de sodio dihidratado
< 0,1% de N-metilísotiazolon8-HCI

PGWR

8 tr 5

lx6c1ips

1 X 5,1 I

ADVERTENCIAS V PRECAUCIONES DEL P OCEDIMIENTO I
Como sucede con cualquier proCedimientol analftico, resulta esencial aplicar una técnica adecuada de I
laiJomturio para obttlner un rendimiento corr~cto del ensayo. Debido a la elevada sensibilidad de esta prueba,
deben extremarse las precauciones para evitar cualquier tipo de contaminación de ros reactivos y las mezclas
de omplificación.

A PARADIAGNÓSTICOIN Vlmo.

B. Esta prueba está diseñada para su uso con plasma o suero humano recogido en anticoagulonte EDTA.

C. No pipetee con la boca.

D. No se debe comer, beber ni fumar en as áreas de trabajo dellaboralorio. Utilice guantes desechables,
batas de laboratorio y protección ocu¡~r para manipular las muestras o los reactivos del kit Lévese bien
las manos después de manipular las muestras y los reactivos de las pruebas.

E. Evite la contaminación microbiana y c n ribonucleasa de los reactivos cuando extraiga alfcuotas de los
viales de control.

\

l.

J.

F. Se recomienda el uso de pipetas cstéri es desechables con puntas exentas de ribonucteasa.

G. . No mezcle controles de distintos lotes de distintos viales de un mismo lote.

H. No mezcle casetes de reactivos o con les de distintos kits.

No abra los casetes CO~ AmpliPre'p ni cambie, mezcle. retire o añada botellas.

Elimine los reactivos no utilizados asrjcomo los desechos y las muestras según las reglamentaciones
nacionales, federales, estatales y locales.

K. No utilice ningún kit con posterioridad a la fecha de caducidad.

L Puede solicitar Hojas de Datos de S uridad del Material (Material Safety Data Sheets, MSOS) en las
oficinas locales de Rache.

I

I
I

M las muestras y los controles deben tarse como si fueran infecciosos, utilizando procedimientos de
11 seguridad de laboratorio como las qlJ~ se establecen en la publicación Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories19 y en el documento M29_A321l del CLSI. Limpie y desinfecte minuciOSAmente
todas las superficies de tmbajo con uha solución recién preparada de hipoclorito de sodio al 0,5% de
agua destilad<Jo desionizada. I
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T. FOLIO •

-C . 'GO"
Los controles CTM (-) e, HCV L( .•.le, V2.0 yHCV H( +le, v2.0 conti~n ~srl" hurri:no deriva I r
de sangre humana. El material de ori en ha sido probado con resultado no reactivo'pafá"la presenc '\ _._- '"
de ar:tfgena de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos frente al HIV-T/2 y al HCV,y "1 DE ENí';l.~'\:>
antígeno p24 del HIV. En ensayos del plasma humano negativo mediante métodos PCR no se detectó
ARN del HIV-l, ARN del HCV ni AD del HBV. Ningún método de prueba conocido puede garantizar
totalmente que un producto derivado de la sangre humana no transmitirá agentes infecciosos. Por lo
tanto, cualquier material de proceden la humana, como Joscontroles CTM (-) e, HCV l( +)c, v2.0 y
HCV H('" le. v2.o, deberla considera e potencialmente infeccioso.

I

I
I

\

\

Almacene los clips de código de arras [HCV H(+)C. v2.0 Clip. HCV L(+)C, v2.0 Clip y
HCV (-) C. v2.0 Clip) a una lempe atura comprendida entre 2 y 30 oC.

Almacene el reactivo PG WR a una te peratura comprendida entre 2 y 30 oC.El PG WR no utilizado se
mé1lltil:meestable hasta la fecha de caducidad indicada. Una vez abierto, el reactivo se mantiene estable
durante 28 días a una temperatura comprendida entre 2 y 30 oC o nasta su fecha de caducidad, lo que
se produzca primero.

P.

o.

D.

B.

Q

c.

Los reactivos ED, OS, Mn2
+ y MMX ontienen azida sódica. la ezIda sódica puede reacciooar con las

tuberías de plomo o cobre y forma I azidas metélicas muy explosivas. Al desechar soluciones que
contengan azida sódica por los fregaderos del laboratorio, deje correr grandes cantidades de agua por
el desagUe para evitar la acumUl8Ciónfe azidas.

Utilice protección ocular, batas de lah ratorio y guantes clesechables para manipular cualquier reactivo.
, Evite el contacto de estos materiale con la piel, los ojos o las membranas mucosas. En caso de

contacto, lave inmediatamente la zon afectada con abundante agua, Pueden producirse quemaduras
si se deja sin tratar. Si se derrama alg~no de estos reactivos, dilúyalo con agua antes de limpiarlo con

"un paño. I

No permita que el reactivo HCV OT y2.0 CS2 ni los residuos lfquidos como las cubetas de reacción
(SPU) usadas COBAS@ AmpliPrep ~el equipo COBA~ AmpliPrep, que contienen tiocianato de
guallldlna, entren en contacto con la solUCión de hipoclonto de sodiO (lejfa). Tales mezclas pueden
prodUCir gases muy tóxicos. I

REQUISITOS DE ALMACENAMIENTO Y M¡"NIPULACION

A Almacene los reactivos HCV QTv2.0 es1, HCV QTv2.o CS2, HCV QTv2.0 CS3 y HCVQT v2.D CS4
a una temperatura de entre 2 y B oc.ISi no se utilizan. estos reactivas se mantienen estables hasta la
fecha de caducidad indicada. Una vez~usados,Josreactivos permanecen estables durante 70 días a una
temperatura comprendida entre 2 y B oC o hasta la fecha de caducidad. lo que se produzca primero.
los reactivos HCV QT V2.0 CSl, H QT v2.0 CS2, HCV QT v2.0 CS3 ~ HCV QT v2.0 CS4 se
Ij}ueden utilizar hasta acumular un m~imo de 96 horas en el equipo COBAS AmptiPrep. Entre ciclos
instrumentales, deben almacenarse a fa temperatura comprendida entre 2 y 8 oC.

Almacene los controles HCV H(+)O. v2.0. HCV L(+)C, v2.0 Y CTM (-) e a una temperatura
éomprendida entre 2 y 8 oC. los con les se mantienen estables hasta la fecha de caducidad indicada.
yna vez abiertos. deben desecharse la partes sobrantes.

I
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MATERIALES SUMINISTRADOS I
COBAS1.IAmpliPrep/COBAS@TaqMan@"bV Ouantitative Test, '12.0

HCV,.QTv2.0 CSl I
(Casete de reactivo de micmparticulas magnétícas para HCV)

HCV 01 v2.O CS2
(Casete de reactivos de lisis para HCV)

HCV 01 v2.0 CS3
(Casete de multireactivos para HCV)

HCV'al v2.0 CS4
(Casete de reactivo específico para la prueba HCV),
HCV H(+)e, v2.D
(Control positivo alto del HCV)

HCVj;L( +le, v2.0
(Control positivo bajo c}el HCV) I
C1MHC
(Control negativo de COBAS@TaqM<'ln<'.!l(Plasma humano)]

HCV H(+)C, v2.o Clip
(CIlP?e código de barras para control pOSitivoalto del HCV)

HCV L(+)e, v2.0 Clip
(Clip de código de barras para control posi,ivo bajo del HCV)

HCV (-J e, 02.0 CUp I
1

(Clip de código de barras para control neg tivo del HCV)

COBAS~AmpIiPrep/COBAS@TaqMan~ Jash Reagent
Reactivdde lavado CO~ AmpIiPrep/COBAs@TaqManfSl

PGWR
(Reactivo de lavado COBAS~ArnpliPrep/C BAS~TaqMan~

865
HCVQTV2 I

PGWR
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MATERIALES NECESARIOS NO SUMINIS~RADOS

Instrumentos y software

• Equipo COBAS~ AmpliPrep [
I• AnalizadorCOBAS'f9 TaqMan~ o analizador COBAS@TaqManilJ' 48,

• Docking Station (opcional) I
• Equipo cobas p 630 (opcional) ,

t Pmgrama AMPLlLlNK, versión 3.3 Seri~
• Ordenador del programa AMPLlUNK, eÓn Impresom

• Manuales de equipo y software: I
- ManlJal de aplicaciones del programa AMPLlLlNK versión 3.3 Series para uso con el equipo COB~
AmpliPrep, el analizador COBASilJ' ~aqMane, el analizador COBAS@ TaqMon@ 48, el analizador
COBAS~ AMPLlCOR~ y el equipo cobas p 630

~ Manual del equipo COBASI!f)AmpliPkp para uso con el analizador COBAS@TBqMan@,el analizador
COBAS@TaqMan~ 48, el analizadorlcOBAS$ AMPUCORtI o el equipo cobas p 630 Y el programa
f\MPLJUNK versiones 3.2 y 3.3 Series
Manual del equipo del analizador CJBA~,e TaqManl!- (con Docking Station opcional) para uso con el
~anual de aplicaciones del programt AMPLlLlNK versiones 3.2 y 3.3 Series

- Manual del equipo del analizador C{!)BAS~TaqManm.48 para uso con el Manual de aplicaciones del
'programa AMPLlLlNK versiones 3.2"; 3.3 Series

Manual de usuano del eqUipo cobaJp 630 versión del programa 2.2 (opclonaO

Otros materiales J
• Bandeja de muestras (bandeja de 24 tu os)
• Bandeja de reactivos

• Bandeja de SPU

• K-carrier
• Transportador de K-csrrier
• Bandeja de K-carrier
• Pipeteadores con puntas exentas de ¡lNasa con filtro para aerosol o desplazamiento positivo (con
capacidad de 1.000 IJO. La precisión de las pipetas debe estar dentro del 3% del volumen indicado. Para
evitar la contaminación cruzada de I muestra y el amplicón, deben usarse puntas exentas de
ribonucleasa con filtro pllm aerosol o de lazamiento positivo.

• Guantes desechables, sin polvo
• AgItador vórtex

iI
I,

Consumibles

• Cubetas de reacción (SPU)
• Tu.bo para introducción de muestras (tu os S) con clip de código de barra~

• Ba:hdejade punlas K I
"• Caja de tubos K, 12 x 96

I!
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8653
OBTENCiÓN, TRANSPORTE Y ALMACEN lENTO DE LAS MUESTRAS

NOTA:manipule todas las muestras las controles como si pudieran tnmsmirir
infecciosos.

Obtención y almacenamiento de las muestras
I

La prueba COBAS~ AmpliPrep/COBAS$ TaqMan$ HCV Quantitative 1/.2.0ha sido concebida para su uso con
muestras de suero o plasma conservado en JEDTA.La sangre deberfa recogerse en tubos de separación de
suero S~, en tubos para preparación de! plasma SO Vacutaine~ PPT"" para métodos de pruebas de
diagnóstico molecular,o en tubos estériles y ulílizar EDTA (tapón lavanda] como anticoagulante. Siga las
instrucciones del fabricante para la manipuJaq¡ón de tubos de recogida. Las muestras recién obtenidas (sangre
total) se pueden almacenar a una temperatura de entre 2 y 25 ~Cdurante un máximo de 24 horas antes de la
centrifugación. Después de la centrifugación.!transfiera el suero o plasma conservado en EDlA a un tubo de
polipmpileno estéril. Se recomienda almacenar las muestras en alícuotas de un volumen aproximado de
LODO¡.JI en tubos de polipropileno estériles d~2,O mi con tapón de rosca (tales como los microtubos con tapón
de rosca de 2 mi de Sarstedt). Las muestras de suero o plasma conservado en EOlA se pueden almacenar.

- A 4 oC durante un máximo de 72 horas I
- A -20 oC o -80 oC durante un máximo d¿ 6 semanas

I .
Las muestras de suero y plasma conservado ln EDTA se pueden congelar y descongelar hasta cinco veces sin
que haya una pérdida del ARN del HCV.

Transporte de las muestras L
El transporte de sangre total, suero o plasma nservado en EDTA debe cumplir las reglamentaciones locales,
estatales, federales y nacionales para el transPorte de agentes etíológicos2\ La sangre total debe transportarse
a una temperatura comprendida entre 2 y 25 ¡C y procesarse dentro de las 24 horas siguientes a su extracción.
El suero o plasma conservado en EDTA pued~n transportarse a una temperatura comprendida entre 2 y 8 oC o
congelarse a una tempemtura entre -20 y -BO"C.

INSTRUCCIONES DE USO

Para obtener instrucciones detall¡¡das sobre e funcionamiento, una descripción precisa de las configuraciones
pOSibles, la impresión de los resultados y la interpretación de los avisos, comentarios y mensajes de elTor,
consulte los manuales del programa AMP ILlNK versión 3.3 Series, que se muestran en el apartado
"Instrumentos y software". I
Tamafto de lotes y flujo de trabajo I
Cada kit contiene reactivos suficientes para 7~ pruebas. que pueden realizarse en lotes de 12 a 24 pruebas. En
cada lote debe Inciuirse como mínimo uno ~e cada una los controles [CTM (-) e, HCV L(+)C, V2.0 y
HCV H(+)C, v2.~ (consulte el apartado "f+ontrol de calldad'). la serie se debe iniciar en el analizador
COBAS"" TaqMan o en el analizador CO~AS~ TaqMan@ 48 durante los 240 minutos posteriores a la
finalización de la preparación de las muestf8s y los controles. NO CONGELE ni ALMACENE muestras o
controles procesados a una temperatura com rendida entre 2 y B oC.

Preparación de las muestras y los control s

Si utiliza muestras congeladas, déjelas a tem~ratura ambiente hasta conseguir su completa descongelación 'f
agítelas durante 3-5 segundos antes de us~rlas. los controles se deben extraer del almacenamiento de
2 a 8 oC, equilibrar hasta que alcancen la t' mperatura ambiente y agitar durante 3-5 segundos antes de
usartos.

I
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Configuración del equipo COBAS~ AmPIíPrepl 8 6 5 3, .
ParteA Mantenimiento y cebado 1
Al. El equipo COBAS@AmpriPrep está list. para su 1uncionamiento en modo Stand-by.,
A2. Encienda el ordenador del programh AMPLllINK Prepare el ordenador tal y como se indica ti

continuación: '

a. Inicie sesión en W1ndows<8l XP.

,

¡
,

1¡
l'
I

Doc Rev. 1.0059027549°1-01 ES

b, Haga doble clie sobre el icono del programa AMPlILlNK,
c. Inicie una sesión en el progrnm¡l AMPLlUNK Imroduciendo el identificador de usuario y la
contraseña asignados.

A3. Compruebe el suministro de PG WR en la pantalla Status y repóngato en caso necesario.

A4. Lleve a cabo todas las tareas de mantenimiento que aparecen en la pestaf'a Due. El equipo COBAS~
AmpliPrep procederá automáticamente al cebado del sistema.

Parte 8. Carga de casetes de reactivos I
NOTA: todos los casetes de reactjvos !e deben extraer de su lugar de almacenamiento a una

temperatura comprendida entre~2 y 8 oC para cargarlos inmediatamente en el equipo
COBA~ AmpliPrep y dejar que lcancen el eqUIlibrio con la temperatura ambiente en el
equipo durante al menos 30 mín os antes de proceder con el procesamiento de la primera
muestra. No pennita que (os cas tes de reactivos alcancen fa temperatura ambiente fuera
del equipo, ya que podria fonnaq;e condensacián en las etiquetas de código de barras. En
caso de aparecer condensación en las etiquefJISde código de barras, no trate de eliminarla
con un paño. i

81. Coloque HCV QT v2.0 CSl en unal bandeja de reactivos. Coloque KCV QT v2.0 CS2, HCV 01
v2.0 CS3 y HCV Ql v2.0 C54 en Ulla bandeja de reactivos distinta.

B2. Cargue la bandeja de reactivos qLJe ntiene HCV Ql v2.0 CSl en la posición A para bandejas del
equipo COB~ AmpliPrep.

83. Cargue la bandeja de reactivos que contiene HCV Ql v2.0 C52, HCV Ql v2.0 esa y HCV Ql
v2.0 CS4 en la posición para bond 'as B, e, o o E del equipo COBAS@AmpliPrep (para obtener
información adicional y detallada, ca sulte los manuales del equipo apropiados).

Parte C. Carga de consumibles

NOTA: determine el mimBro de caseteS de reactivos COBAs& AmpliPrep, cubetas de reacción
(SPUJ, tubos de mvestra5 (tubos 51.puntas K y tubos K necesarios. Se necesita una Spu. un
tubo S de entrada, una punta K y 1n tubo K por cada muestra o controL

Hay múltiples configuraciones posib~es de uso del equipo CO~ AmpliPrep con el analizador
COBASQb TaqMan~ o el analizador CIJBAS~T8qMan~ 48. Según la configuración utilizada, cargue ei
número apropiado de bandejas de ca~tes de reactivos, bandejas de muestras con tubos S de entrada,
ba,ndejas de SPU, bandejas de puntas' K bandejas de tubos K y K-carricr en las bandejas de K-carrier
en las respectivas posiciones de bandJja del equipo COBAS~ Amp1iPrep.

el, Coloque las SPU en las bandejas de JPU y cargue las bandejas en la posición para bAndejas J, K o L
del equipo COBAS$ AmpllPrep. 1

C2. Según la configuración utilizada, cargue las bandejas llenas de tubos K en la posición para bandejas
M, N, O o P del equipo COBA~ AmpliPrep.

e3. Cargue las handejl'lS llenas de puntas K en la posición para bandejas M, N, O o P del equipo COBAS@

AmpliPrep_ ~

C4. Según la configuración utiiizada, carg e los K-carrier en las bandejas de K-camer en la POSICión para
bandejas M, N, O o P del equipo COB @ AmpllPrep.



Parte O. Peticiones y carga de muestras

D1. P,repare las bandejas de muestras tal como se indica a continuación; coloque un clip de etiqueta d
código de barras en cada posici6n de la bandeja de muestras donde se vaya a colocar una muestra
(en tubo S). Coloque uno de los cl¡p~de etiqueta de código de barras especlficos para los controles
[CTM (-) C. HCV l(+lC. v2.D y HCV H(+)C, V2.0] en cada posición de la bandeja de muestras
donde se vayan a colocar los controles (en tubo S). Los clips de etiqueta de código de barras de (os
controles deben tener el misma núm~ro de lote de control que los viales de control incluidos en el kit.
Preste atención para asignar cada co trol correctamente en posición con el clip con código de barras
apropiado. Coloque un tubo S de e trada en cada posición que contenga un clip de etiqueta de
código de barras.

02.

03.

04.

05.

06.

Con el programa AMPLlUNK, cree p ticiones de muestra para cada muestra IJ control de la pestaña
Sample de la ventana Orders. Seleeei ne el archivo de pruebas adecuado yguarde la información.

A;!igne las peticiones de muestras Yjnrroles en ras posiciones de bandeja de muestras en la pestaf\a
Silmple Rack de la ventana Ord . El número de bandeja de muestras debe corresponder a la
bandeja preparada en el paso Ol.

Imprima el informe Sample Rack Orde para usarlo como hoja de trabajo.

Prepare las bandejas de muestras y ~ontroles en el área designarla para la adición de muestrds y
controles. tal y como se indica a conti~ación: someta al agitador vórtex cada una de las muestras y los
COntroles [CTM (-l e, HCV L(+) v2.D IJ HCV H(+)C, v2.0] durante 3-5 segundos. Evite la
contaminación de los guantes durante la manipulación de las muestras y los controles.

Transfiera 650 ¡JIde cada muestra y ntrol [crM (-le, HCV L( +lC, v2.D y HCVH(+le., v2.D] al
tubo S de entrada con la etiqueta de código de balTIls apropiada utilizando para ello un
micropipeteador con filtro para aerosol o punta exenta de RNasa con desplazamiento positivo. Evite la
transferencia de particulas o coág1Jlosde fibrina que pudieran estar presentes en la muestra
original al tubo S de entrada Las {nuestras y los controles se deben transferir a las posiciones de
tubo asignadas y registradas en la hOla de trabajo en el paso 04. Los clíps de etiqueta de código de
barras de los controles deben tener I mismo número de lote de control que los viales de control
incluidos en el kit. Asigne cada contr correctamente a la posición que tenga el clip con código de
barras aprupiado. Evite la cantamin c;ón de la parte superior do los tubos S con muestras o
controles.

,
\
.',•

I

r
07. Si utiliza el equipo cobas p 630 para la preparación de muestras. consulte el Manual de usuario del

equipo cobas p 630.

08. Según la configuración utilizada, cargllJe las bande~as de muestras llenas de tubos S de entrada en las . I
posiciones de bandeja F, G o H del eQtiPo COBAS AmpliPrep.

09. Según la configuración utilizada, carg e las bandejas de muestras con tubos S de entrada o tubos K I
(uno por cada tubo S de entrada, carg~dos en la posición derecha adyacente a los tubos S de entrada) I

en la posición de bandeja F, G o H del equipo COBA~ AmpllPrep.

Parte E. Inicia de la serie en el equipo C BAS~AmpliPrep

El. Inicie el equipo COBAS'!' AmpliPrep m iante el programa AMPLlLlNK.

Parte F. Finalización de la serie en el equipo COBAS@AmpliPrep y transferencia al analizador
COBAS@ TaqMan~ o al analizad r COBAS<1l TaqMan@ 48 (sólo para la transferencia manual)

Fl.

F2.

F3.

Compruebe si hay algun aviso o mens je de error.

RetIre las muestras y los controles grocesada¡ del equipo COBAS"! AmpliPrep, .bien en ban?ejas de
muestras (para el analizador COBAS jTaqMan sin Docklng Statlon), o en bandeJfls de K-carner (para
el analizador COBASm-TaqMan~ 48), en función de la configuración.

Elimine los residuos del equipo COBA iIb AmpliPrep.

I

NOTA: no se pueden exponer a la luz la muestras ni los controles procesados tras completarse la
preparación de muestras y can es.

,
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Amplificación y detección 8 6 5 3
nti .' ndel n lizadorCOBAS@Ta M If!¡ lizadorCOBAS@Ta Man@48

. I
La serie se debe iniciar en el analizador CO~ TaqManG o en el analizador COBAS~ TaqMan@ 48 durante
los 2/jO minutas posteriores a la finalizaci6n d~ la preparaci6n de las muestms y los controles. NO CONGELEni
ALMACENE muestras o controles procesados'a una temperatura comprendida entre 2 y B oC.

Parte G~ Cargade muestras proc~adas

G1. S'cgún la configuración del ,*quipo, lI1Ne a cabo los pasos aRropiados para transferir los tubos K al
analizador COBAS'!)TaqMan o al analizador COB~ TaqMan@48.

Parte H. Iniciode la serie en el analizado coBJ\S'l TaqMan'>o en el analizadorCOBAS@TaqMan~48

H1. Inicie el analizador COB~ TaqMan o el analizador COBAS@TaqMan'b 48 según la configuración
utilizada.

Parte l. Finalización de la serie en el nalizador COB~ TaqMan@o en el analizador COBAS~
TaqMan@48

11. Una vez completada la serie en e analizador COBA~ TaqMan~ o en el analizador COBAS@
TaqMan" 48. imprima el informe de re!sullados.Compruebe si hay algún aviso o mensaje de error en el
ir;¡forme de resultados. los resultados pbtenidos para muestras con avisos y comentarios se interpretan
t~1como se describe en el apartado "R1esultadoS".Una vez aceptados los datos. guárdelos en un smhivo. I

12. Retire los tubos K usados del analizador COB~ TaqMan@o el analizador COBAS@TaqMan~ 48. I
CONTROL DE CALIDAD ~I I

En cada lote de pruebas debe incluirse un c ntrol negativo de COBAS'SlTaqMan~, un control positivo bajo de
HCV y ur control positivo alto de HCV. El lote se considera válido cuando no aparecen avisos pal1l ninguno de
los controles [HCV L( +)e. v2.0, HCV H(+) v2.0 y CTM (-J Cj.

No hay requisitos relacionados con la posició de los controles en la bandeja de muestras.

Compruebe la impresión de avisos y comenta 'os del lote pera asegurarse de que el lota es válido.

Control negativo

El control CTM (-) C debe dar un resultado ''Yergat Not Detectad". Si el resultado obtenido para CTM (-) C
está marcado como no válido, se cansid mm no válida la totalidad del lote. RepitA todo el proceso
(preparación. amplificación y detección de m estras y controles). Si el resultado obtenido para CTM (-J Ces
repetidamente no válido en múltiples lotes. póngase en contacto con su oficina local de Roche para recibir
asistencia técnica.

Controles positivofi

El intervalo asignado para HCV L(+)C, v20 y HCV H(+)C, v2.0 es especifico para cada reactivo y se
suministra en los códigos de barras de los psetes de reactivos de la prueba COBAS;'t AmpliPrep/COBASit

TaqMan@HCVQuanlitativeY2.0. I
Las UIJml del ARN del HCV para HCV l( +)G, v2.0 y HCV H( +)e, v2.D deben estar dentro de los intervalos
asignados. Si lino o ambos controles positivdS tienen el aviso de no válido, todo el lote será no válido. Repita
todo el proceso (preparación. amplificación yl detección de muestras y controles). sr el tftulo de ARN del HCV
de uno o Dmbos controles positivos está petidamente fuera de los inlervalos aSIgnados en varios lotes,
póngase en contacto con su oficina local de oche para obtener asistencia técnica.
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RESUl lADOS %. ':--" '?
I "'1/) '!::J""

El analizador COBA5~ TaqManf,) o el analizador COBASIll TaqMan~ 48 detcnnina automáticamente 'l; ENW~
la concentración de ARN del HCV pres nte en las muestras y los controles. La concentración de
ARN de'l HCV se expresa en unidades lnl rnaclonales (UI)/mL

El programa AMPLlLlNK:

• Dctcnnina el valor de et para el ARN d I HCVyel ARN del QS del HCV.

• Detennina la concentración de ARN dCrHCV según 105valores de et calr:ulados para el ARN del HCV y
el ARN del OS del HCVy los coeficlent s de calibración especificas dellole incluidos en los códigos de
barras de los casetes .

• Determina que las Ul/ml calculadas pa a HCV L(+JC, v2.0 y HCV U(+)C, v2.D se encuentran dentro
de los intervalos asignados.

Validación de lotes:

Compruebe los posibles avisos y comentan s en la ventana de resultados del programa AMPLlLlNK o la
impresión de resultados para asegurar:se de q e el Jotees válido.

Para peticiones de controles, se realiza una mprobaciOn para determinar si el valor de UI/ml correspondiente
al control está dentro del intervalo especifica o. Si el valor de UI/ml correspondiente al control est1 fuera del
intervalo asignado, se genera un aviso para ificarque el control no ha superado la prueba.

El lote se considera válido cuando no apa cen avisos para ninguno de los controles [HCV L( +)e. v2.0,
HCV H(+)C, v2.0 yCTM (-) el

El lote no es válido si aparece cualquiera de los avisos siguientes para los controles del HCV:

Control negativo: I
Aviso

,
NCJNYAUD

";¡

Resultado

Invalid

Interpretación

Un resultado no válido o el resultado del titulo c¡¡lculado
p¡¡ra el control negativo no es negativo. es dp-cir,
no se genera el resultado ''Target Not Detected".

,
•

I
I

I
I
•,

Centrol positivo bajo del HCV:

Aviso

lPCINVAlID

Resultado

Invalid

Interpretación

Un resultado no válido o el resultado
del título caloulado para el control positivo bajo

no está dentro del Intervalo asignado.

Control positivo alto del HCV:

Aviso

HPCINVALlD

Resultado

Invalid

Interpretación

Un resultado no válidD o el resultado
del título calculado para el control positivo alto

no está dentro del intervalo asignado.

Si el lote no es válido, repita todo el 101 incluyendo los pasos de preparación. transcripción reversa,
amplificación y detección de las muestras y I s controles,

OS902754001-01ES
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8653
Interpretación de los resultados:

Para lotes válidos, compruebe los posibles av sos o comentarios asociados a cada muestra en la impre
Jos resul~ados.

:::> Un lote válido puede incluir resultados e muestras tanto válidos como no validos según los avisos y/o
comentarios asociados con cada una de ~s muestras.

los resultados de las muestras se interpr~tan como se indica a continuación:

Resultado InterpretacIón
,

Target NOl Detected El valor e et para el HCV está por encima del límIte para el ensayo
o no se ha obtenido un valor de Ct para el HCV.

Com nlque el resultado como "ARN del HCV no detectado",

< 1.50£+01 IU/mL Las Ul/ml e lculadas están por debajo del límite inferior de cuantificación
lLOQ) del ensayo. Comunique el resultado como

"ARN el HCV detectado, menos de 15 Ul/ml de ARN del HCV'.

2:1:50E+0l IU/mLy Los resu dos calculados superiores o iguales a 15 UI/m! e inferiores
sl.OOE+081U1mL o iguales <I1,{) E+CBUI/ml se encuentran dentro del intervalo lineal del ensayo.

Comuniq e ei resultado como "XX UI/ml de ARN del HCV detectado".

>1.00E+08IU/mL Los resultad s calculados están por encima del íntervalo lineal del ensayo.
Comunique el resultado como "más de 1.00E+OBUtlml de ARN del HCV'.
Si desea o tener resultados cuantitativos, diluya la muestra original con

" plasma c nservado en EDTA o suero humano negativo para el HCV
¡" ún la matriz de la muestra original) y repita la prueba.

Multi lique el resultado comunicado por el factor de dilución.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Si el elemtlnto que aparece como resultado db la muestra es "Failed", "Invalid" o "Aborted", consulte el Manual
de aplicaciones del programa AMPLlLlNK Versión 3.3 Series, que se muestra en el apartado 'Materiales
necesarios no suministrados".

NOTA:i' las muestras c~ concentración estépor encima del i"telJlalo del emwyo pueden producir
tambié" 11" resultado no válido con el aviso "aS INVALID': Si desea obtener resultados
cuantitativos. diluya la muestra riginal con plasma consetvado en EDTA o suero humana
negatillo para el HCV (según la atrlz de la muestra original) y repita la prueba. Muftlplique
el resultado comunicado por el tar de dilución.

1.

2.

3.

4.

5.

Esta prueba se ha validado únicalte para su uso con suero o plasma humano recogido en
<I111icoagulanteEDTA. La realización de la prueba en otros tipos de muestras puede dar lugar a
resultados inexactos.

Aunque es poco probable, las mu ciones en las regiones muy conservadas del genoma vírico
¡;cubiertas por los cebadores y/o las sordas de la prueba pueden causar una cuantificación a la baja del
virus o incluso impedir su detección. I
La cuantificación del ARN del HCV dEnde del número de partículas víricas presentes en la muestra y
se puede ver afectada por los méto os de obtención de las mismas, factores propios del paciente
(como la edad o ia presencia de sínto as) y/o la fase de infección.

La obtención de resultados fta~IP_'l Jepende de que los procedimienws de obtención, transporte y
[¡almacenamiento de las muestras, así ~mo su procesamiento. sean adecuados.

La presencia de la enzima Amp€rase len la mezcla maestra de COB~ AmplíPrep/COBAS~ TaqMan@
HCV reducp. el riesgo de contaminacjón del emplicón. No obstante, la contaminación procedente de
controles y muestras clínicas positivas para HCV sólo puede evitarse mediante la utilización de buenas
práctica!': de laboratorio y la estricta a heslón a los procedimientos especificados en este prospecto.

I

'.
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"El uso de este piOducto debe limitarse al personal con formación en el funcionamiento del e ----..- ':o

cob~ P 630 (opcional),el equipo¡COBAS'!!AmpliPrep y el analizadorCOB~ TaqMan"" VeE 1\'.1'0'\:1••••
analizador COBAS$ TaqManl!l 48. El:usuario debe contar con un conocimiento avanzado de la N
aplicaciones que se ejecutan en los equipos y debe seguir buenas prácticas de laboratorio.

Este producto s610se puede UtilizaJ con el equipo cobas p 630 (opcional), el equipo COBAS~
AmpliPrep y el analizador COBAS~ TaJManilll o el analizador COBASilr'TaqMan@ 4B.

Debido a las diferencias específicas bntre tecnologías. se recomienda a los usuarios que, antes de
cambiar de una a otra, realicen estudids de correlación en el laboratorio para determinar las diferencias
tecnológicas.

SUSTANCIAS INTERFERENTES

I,
¡

I

I,,
I

1,

I
Modulador del sistema inmunológico
Peginteneron alfa-2b
Ribavirina
Pegintenerón alfa-2a

Inhibidores de la transcriptilsa inversa
nucleósldos .
Lamivudina
Zidowdina
Estavudina
Abacavir
Didanosina
Emtricitabina
Entecavir
Telbivudina
Inhibidor de la entrada del HIV
Maraviroc

Inhibldores de la transcriptasa Inversa no
nucleósldos
Efavírenz
Nevirapina

Inhibidor de fusión del HIV
Enfuvirtide

Compuestos para el tratamiento de 101 virus
del herpes
Ganciclovir
Valganciclovir
Aciclovir I
Inhibidor de la integrasa del HIV I
Raltegravir

Darunavir

Ti.pranavír
Fosamprenavir

los niveles elevados de triglicéridos (3.300 mg/dl), la bilirrubina conjugada (25 mg/d1) y la bilirrubina no
conjugada (20 mg/dl). la albúmina (6.000 m Idl), la hemoglobina (200 mg/dO y el AON humano (40 mg/dl)
en las muestras, así como la presencia de el fermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistemático
(LES), artritis reumatoide (AR) o anticue os antinucleares (ANA) no interfieren en la determinación
cuantitativa del ARN del HCV de la prueba dOBAS~AmpliPrep/COBAS@TaqMan@HCVQuantitativeV2.0.

los siguientes compuestos farmacológicos a~alizados al nivel de plasma m~ximo CCrnaJ.l a 3 veces el C...,x no
interfieren en la determinación cuantitativa Idel ARN del HCV de la prueba COBAS AmpliPrep/COBAS~
TaqMan@HCVQuantítatívev2.[J: '

Inhibiaores de la transcriptasa inversa ~ de
la poljmerasa de ADN análogos a los
nuc[e'ótidos
Tenof8vir
AdefeNir dipivoxil

Inhlbidores de la proteasa del HIV
Ataza~avir
Saquinavir
Ritonavir
Lopin~vir/R¡tonavir
Nelflnavir

[J5902754001-0l ES DDC Rev. 1.0



EVALUACIÓNNO CÚNICA DEl RENDlMI NTO

251 250 '00
'51 246 9B
'5' 236 B'
252 lBO 11

'51 121 '"250 O O

11 Ullml
Intervalo de confianza del 95%: 10 - 13 Ulfml)

15Ul/ml

Lon según PROBIT con tasa de
resultados positivos del 95%

lOD según tasa
de resultadas poshivos

A Umitede detección

El rrmite de detección de la prueba COBASlII AimpliPrep/COBASe TaqMan* HCV Quantitat1ve '12.0 se determinó
mediante el análiSis de diluciones en serie del estándar Internacional de la OMS para ARN del virus de la
hepatitis C para ensayos realizados mediantella tecnologra de amplificación de ácidos nucleicos, genotipo la,
obtenido del NIBSC. en suero o plasma conservado en EDTA humano negativo para el HCV. Pam cada matriz
se analizaron tres series de dilucIón independientes. En cuanto a 'as réplicas por nivel de concentraciOn, se
analizó un lotal de hasta 252 réplicas por ~da ti~ de matriz. El eswdlo se llevó a cabo con tres lotes de
reactivos de la prueba COBASs AmPIiPreplCiB/IS IsqManG HCV Quantitative \1.2.0.

los resultados del suero y el plasma conservaao en EDTA se muestran en las tablas 1 y 2 Y demuestnln que la
prueba COB~ AmpliPrep/COBAS~ Taq~anll!i HCV Quantitatlve '12.0 detectó el ARN del HCV a
concentrtlciones de 15 Ul/ml o superiores cort¡una tasa de n:sultados positivos superior al i!: SS%.La diferencia
entre el suero y el plasma conservado en EDT.P.I

1

no fue estadlsticamente significativa.
Tobla 1

Umlte de detección en el plasma conservado en EDTAdetcnnlnado con el estiJndar Internacional
de la OMS paro ARN Jlcllllros de la hepatitis epara ensayos

realizados mediante la te~ologla de amplificaci6n de ácidos nuele/eos

Titulo deentrada I Númerode Nllmerode Tasadeposit
(ARNdelHCVenUI/ml) h!plieasvátidas positivos en %,

50 I 251 251 100

25

15

10

5

2,5

O
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Tabla 2

UmiCede detección en el suero detenninada can el esMndar Internacional
de la OMS para ARN~eJ v/ros de la hepatitis epara ensayos

realizados mediante la techologfa de amplificación de ácidos nuclclcos,

La precIsión de la prueba COBAS Ampll rnp/COBAS TaqMan HCV QuanUtatiVe \12.0 se determmó
mediante el análisis de diluciones en serie de ~uestras elroieas del HCV (genotipo la) o de Armored HCV ANA
(aRNA) en suero o plasma conservado en ED1A humano negativo para el HCV.

Se analizaron seis niveles de dilución en 3 réplicas par nivel en 12 series en el plazo de ~ dras. cada muestra se
sometió a todo el procedimiento de la proe!' COBASfl AmpliPreplCOBASIt TaqMan«l HCV Quantitative v2.0,
incluida la preparación de la muestra, la amp ilicación ~ la detección. El estudio se llevó a cabo con tres lotes
de reactivos de la prueba COBAS$ AmpliPre ,COBAS TBqMan" HCV Quantitative \12.0, y los resultados se
muestrnn en la Tabla 3.

la prueba COB~ AmpliPrep/COBAS* Taq an~ HCV QuanUtatlvc v2.0 muestra una buena precisión para
tres lotes de reactivos en un intervalo de co ntraclón de 3,OE+02 Ul/mla t,OE+08 Ul/ml.

Titulo de entrada Número de Número de Tasa de posiL
(ARN del HCV en Ul/mO réplicas vélidas positivos en 'lo

50 168 lB8 100

25 189 168 99

15 189 185 98

10 189 172 91

5 189 140 74

2,5 189 92 49

O 189 O O

LOO según PROBIT con tasa de 12 Ullml
resultados positivos del 95% Intervalo de confianza del 95%: 10 - 14 Ul/ml)

lOO según tasa
15 UI/mlde resultados positivos

B. Precisión

• • •

Tabla 3
Preclsion de la prueba C08A~ pliPreplCOBA5I' T8qMan~HCV Quantltative v2.0

(muestras de suo a plasma conservado en EDrAr

Concentracl6n
I Precisl6n como 50 total [loglol

nominal Plasma conserva6o en mTA Suero
[UI/mll

,
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 lote 2 Lote 3 f

3,OE+02 0,22 0,07 0,09 0,07 0,05 0.09

3,OE+03 0,t5 0,07 0,07 0,08 0,06 0,06

J,OE+04 0,06 0,05 0,07 0,05 0.07 0,08

J,OE+05 0.08 0.07 0,08 0,05 0,05 0,04

3.0E+06 O,lil 0,04 0,07 0.11 0.06 0,07

l,OE+08 0,07 0,05 0,11 0,07 0.06 0,06

I

1

Doc Rev. 1.020

n uno distribución de lag normal y se onll5zan segun la l.rtlnsforma~n
la desviaclÓfl estándar (SO) total del Ululo de lag transformado para

So consIdera que los datos de tItulo.cuentan
de LogIO"Las columnas de la 2 11la 7 presen
ClIda uno de los tres lotes de reactivos.
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IntQrvalo lineal

Se utilizaron dos paneles lineales para eval ar el intervalo lineal de la prueba COBAS~ AmpliPrep/COBAS@l
TaqMan~ HCV QU8lititative v2.0. Estos P8nelS consistían en diluciones de una muestra clfnica positiva para
ARN del HCV para la parte inferior y medi del intervalo dinámico (hasta 3,OE+05 UI/mO y aRNA para el
extremo superior del intervalo dinámico (has 2,OE+08 Ul/ml) tanto en suero como en plasma conservado en
£OlA. El estlJdio se realizó con dos lotes d reactivos de la prueba COBAS'!l AmpliPrep/COB~ TaqMan@
HCV Quantitative v2.0, según los métodos del nidos en la directriz CLSI EP6_A72. Se analizaron los 11 miembros
del panel del plasma conservado en EDTA y I s 14 miembros del panel del suero en hasta 16 réplicas por nivel
de concentración, matriz y lote de reactivos.

La prueba COBAS~ AmpliPrep/COBAS@Ta Man0 HCV Quantitatlve v2.a es lineal de 15 UI/ml de ARN del
HCV a al menos 1,aE+OB UI/rnl de ARN el HCV utilizando una desviaci6n absoluta aceptable de la
linealidad de +1- 0,2 logIa (para obtener r ultados represent1l.tivos, consulte (as ilustraciones 1 y 2). En el
intervalo lineal, la exactitud de la prueba se ncuentran dentro de +/- 0,2 Jog10'

Ilustración '1
Detenninación del intervalo Hnealdel la prueba COBA~ AmpliPrep/C08A~ TaqMan~ HCV
, Quantltadve v2.0 en ueslras de plasma conservado en EDrA

c.

o 2 4 6 8

Titu o asignado de log10 (UVml}

£1 gráfico de regresión muestra los promedi s de los resultados de muestros observados para las muestras
clínicas (rombO coloreado) y las muestras e aRNA (rombo en blanco) en relaeiófI con el titulo de Log1o
asignado. La línea de regresión (en negrita; e 11 a 1,lE+08 UVml) se muestra junto con la Ifnea de unidad
(gris) para visualizar el comportamiento lin I de If prueba. La desviación estándar del título de LOGIOse
mlJestra en forma de barras de error, y se pr enta R ,

05902754001-01 ES Doc Rev. 1.0
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I I ilustración 2

Oetenn¡nac;ón del intervalo Hneal de!1aprueba C08A~ AmpliPreplCD~ TaqManr& HCV
Quantítatí~v2.0 en muestras de suero

8

I R2=O,99B 1

2

o
O

~ 8

~
o

i 6 -_.-
~•~
o~ 4
~••~
•• 2
o~~

1
46

TIt lo asignado de L09To [UUml]

Elgráfico de regresión muestre los promedl de ',,, resul"'d" de muestres ob,e",.d" pare las muestres
clínicas (rombo Cúloreado)y las muestres e aRNA (rombo en blanco) en relación con el título de Log¡o
asignado. la línea de regresión (¡legra; de 11 a 1,2E+06 Ul/ml) se muestro junto con la línea de unidad (gris)
para visualizar el comportamIento lineal de la rueba. La desviación estándar de los títulos de LogIn se muestra
en forma de barras de error, y se presenta RZ

.

!
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O. 'nclu,ivldad 1 8 6 5 3 ~
"'~El rendimiento de la, prueba CO~S8 ~mp1iP p/~06AS~TBqManctHCV Qua~titativev2.0 en los genotipos " ~ ErfTf\'t<fJ"'e;,

HCV se evaluó mediante (i) la venficaclón del' limite de detección de los genotIpos' e 6 y (ii) la verificaclór1de
Intervalo lineal de los genotipos I a 6.

V ., '."1 .".". del"""'-' l. S

Se diluyeron muestras clfnicas de ARN del H V de 8 genotipos/subtipos diferentes (la. 1b. 2a. 2b. 3, 4, 5 Y 6) a
tres niveles de concentraciÓn diferentes en uero o plasma conselV8do en EDTA y se deterrninó la tasa de
resultados positivos para cada nivel con has 70 réplicas. El estudio se realizó con un lote de reactivos de la
prueba COBl\Sll AmpliPrep/COB~TaqMan HCV Quantitative \'2.0.

Los resultados del suero y el plasma consen do en EDTA se muestran en las ttlblas 4 y 5 Y verifican que la
prueba COBASdlI AmpnPrep/COBAS~ TaqMa HCV Quanmative v2.0 detectó el ARN del HCV de 8 genotiposl
subtipos diferentes a concentraciones de 15 I/ml o superiores con una tasa de resultados positivos superior al
C!: 95%. La diferencia entre el suero IJ el plasm conservado en EDTA no fue estadrsticamente significativa.

Tabla 4
Verificación del genodpo del ARN del H Vdel limite de detecc1ón en plasma conservado en EDrA

SUl/ml 15Ul/mt 45 UI/ml

Genotipo Numero d Número de asa dE úmerode Número Tasa de Número de Número Tasa de
réplicas positivos posiL réplicas de pasit. réplicas de posit.
válidas en '"' válidas positivos en,", válidas positivos en '"'

la 63 •• 70 63 63 , 'DO 63 63 100
,

'DOlb 63 '7 75 I 63 62 98 63 63

2' 63 43 68 63 61 97 62 61 98

2b 62 57 92 62 62 100 62 62 100

3 62 58 9. 63 63 'DO 62 62 lOO
4 63 43 68 63 92 99 63 63 lOO
5 63 '7 75 1 62 92 100 62 92 100

6 63 55 87 63 92 98 63 63 'DO

Tabla 5
Verificación del genoripo de i ARN del HCV del límIte de detección en suero

SUI/ml lSUVml 45 UI/ml

Genotipo lNúmero d, asa '" Número de Número Tasa de Número de Número Tossde
réplicas Nómero de posiL réplicas da posll réplicas de pos"-
válidas positNOS

en '"' válidas positivos en,", válidas positivos en% ¡

la 63 '5 7' 92 92 100 63 63 'DO
,b 62 •• 77 63 63 lOO 63 63 100

2. 63 47 75 6' 00 98 63 63 100

2b 63 42 67 63 6' 97 63 63 100

3 63 58 92 63 63 100 63 63 100

• 63 ., 65 63 92 99 63 63 100

5 92 4B 7' 6' 00 98 62 62 100

6 70 58 63 70 00 99 00 69 100

I/'
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Verificación del intervalo lineal de los penotiP<1sde 1 El 6

Se analizaron muestras clfnicas del HCV de 8 benotiPostsUbtiPOSdiferentes (la, lb, 2a, 2b. 3. 4. 5 Y 6) en ha ~ -- ~~
22 niveles de concentración, Estos paneles consistían en diluciones de muestras clínicas de genotipos positivas <S'~ DE EN'~~
para ARN del HCV para la parte inferior y meaia del intervalo dinámico y aRNA especffico del genotipo para el
extremo superior del intervalo dinámico (gen tipos la, lb, 3 Y 4 hasta el limite superior de cuantificack'.in) o el
intefValo dinÁmico completa (genatlpos 2a, b, 5 Y 6) en plasma conservado en EDTA El estudio se llevó {I

cabo con un lote de reactivos de la prueba BAS~ AmpliPreplCOBAS$ TaqMan@ HCV Quantitative v2.0. Se
analizaron las 22 miembros del panel en hast 15 réplicas.

El intervalo lineal de la prueba COBA~ Ampli rep/CO~ TaqMan~ HCV {)uantitativeV2.0 se verificó can jos
genotipos 1 a 6 del HCV de 13 UVml de AR del HCV a al menos l,4E+OB UVml de ARN del HCV utilizando
una desviación absoluta aceptable de la lineal dad de +/~0,2 10glO.

E. ,Sensibilidaddiagnóstica

La sensibilidad diagnóstica de la prueba C BA~ AmpljPrep/COBAS~ TaqMans HCV Quantitalive v2.0 se
determinó mediante el análisis de muestras in ividuales de plasma conservado en EDTA o suero positivas para
ARN del HCV (4B8 resultados totales) con d s lotes de reactivos de la prueba COBASQP AmpliPrepfCO~
TaqMan'lJ HCV Quantitative v2.0. Todas las uestras dieron positivo para ARN del HCV. En este panel, la
sensibilidad diagnóstica de la prueba COB @ AmpliPrep/COBAS@ TaqMan@ HCV Quantitative V2.0 es del
100% (nivel inferior unilateral del intel'\'alo de onfianza al 95%: <!: 99,4%).

F. Especificidad

La especificidad de la prueba COBAS0 AmpliPrep/COBAS0 TaqMan0 HCV Quantitative v2.0 se detenninó
mediante el análisis de muestras de suero o plasma conservado en EDTA de ARN det HCV seronegativas de
donantes de sangre. Se analizaron muestras de suero y plasma conservado en EDTA individuales
(600 resultados totales) con dos lotes de reactivos de la prueba COBA~ AmpliPrep/COBAS'* TaqMan@ HCV
Quantitative v2.0. Todas las muestras dieron egativo para ARN del HCV. En este panel, la espeCifiCidad de la
prueba COBAS@AmpliPrep/COBASlS TaqMa ifiIHCV Quantitative v2.0 es del 100% (nivel inferior unilateral del
intervalo de confianza al 95%::::=99,5%).

G. Especificidadanalítica

La esP~lficidad analítica de la prueba COBN ~ AmpliPrep/COBASS' TaqMan@HCVQuantitativev2.0seevaluó
diluyendo cultivos de. títulos elevados de di intas patógenos (consulte la Tabla 6) con muestras cllnicas de
plasma conservado en EDTA posItivas para RN del HCV y negativas para ARN del HCV. Ninguno de los
patógenos sin presencia del HCV intertiri6 n el rendimiento de la prueba o mostn.J un resultado de falso
positivo en la prueba COBAsWAmpliPmp/COBr-s'!l TaqMan@HCVQuantitativev2.0.

l. Tabla6
Muestm$ de especificidad analítica

FlavivinlS sin presencia del HCV
Virus del Nilo Occidental
Virus de la encefalitis de 51 Louis
Virus de la encefalitis del Valle Murray
Virus del dengue tipos 1. 2. 3 Y 11-

Virus de la fiebre amarilla
Virus Zika
Virus FSME(cepa HYPR)

Ba~l'lrias
Propionibac¡enum acnes
S/aphylococcus aureus

Levadura
CtJndida albicans

Virus
Adenovirus tipo 5
Citomegalovirus
Virus Epstein-Barr
Virus de la hepatitis B
Virus de la hepatitis A
HIV-1
Virus linfotrúplCOde célulasT humAna" tipos 1y 2
Virus del herpes humano tipo 6
Virus del herpes simple tipos 1 y 2
Virus de la gripe A
Virus del papiloma humano
Virus de la varicela zóster

I

I
I
I

I

I
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H. 'iend;miento comparado con el dell18prueba COBAS

oil AmpliPrep I COBAS~TaqMan@HCV
I

El rendimiento de la ~rueba COBAS$ Am.flliPrep/COBAS@ TaqMan~ HCV Quantitative v2.0 se comparo con el
de la prfJeba COBAS AmpliPrep/COBAS'" T qMan~ HCV mediante el análisis de muestros de suero y plasma
conselV?odo en EDlA de pacientes infectado JXlr el HCV (dituidas y sin diluir), Un total de 412 muestras de
suero y plasma conservado en EDTA de tod los genotipos, analizadas por duplicado. resultaron Vlllidas y se
mostraron dentro del intervalo de cuantificac ón de ambas pruebas. Se realizaron la regresión de Deming yel
análisis de Bland Altman. Los resultados de la regresión de Deming se muestran en la Ilustración 3.

Correlación de la prueba C08A~
y la prueba ca

Ilustracifm 3
'P1iPrep/COBAs" TaqMan'1J HCV Quantítative v2.0

AmpliPrep/CO~ TaqMan@HCV
CGT",Genotipo)

~
8,0

AGTl

• '>OT2
,~ con

~
7,0 om,

• +m •, Xmo
> 8,0

'"'"g= ='• e 5,0:;;,~- o."~-•. "~~ 4,0
'" o=~
O."'~'a.2• a 3,0" '"..~=..e Regresión SPC'"ll, 2,0 o y = 0,942 • X + 0,261? R2=0.B6:ao ;/
'" 1,0 '/ N=412•~

/•2..
0,0
0,0 1,0 2,0 30 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Prlleba COBAS~AmpliPreplCOBAstt TaqMan~ HCV
TiMo de logll1 [U1/ml]

Se realizó el análisis de la regresión de Deming El valor de ra(z cuadrada fue de 0,88 para todas las muestras yde
094 si se excluían del ancllisis las muestras ~el genotipo 4. Tras el análisis de Bland-Altman, la c:orrelación
~ostrobEl una diferencia media de título de lOglO de 0,1 (todas las muestras analizadas) o de -0,1 (muestras del
genotipo 4 excluidas). respectivamente.
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1. Rendimiento comparado con el d la prueba COBAS$TaqMan~ HCVv2.0 para uso con

sistema High Pure

El rendimiento de la Erueba COBAs'lll AmpliPíep/COBASs TaqMan~ HCV QuantitBtive v2,O se comparó con el
de la prueba COBAS TaqMan$ HCV 1/.2.0paro uso con el sistema High PtIre mediante el análisis de muestras
de suero y plasma conservado en EDTA de p lentes infectados por el HCV. Un total de 412 muestras de suero
y plasma conservado en EDTA da tOOo.'1I genotipos, analizadas por duplicado. resultaron válidas y se
mostraron dentro del intervalo de cuantificaci n de ambas pruebas. Se realizaron la regresión de Deming y el
análisis qe Bland A1tman. Los resultados de la regresión de Deming se muestran en la ilustraciÓn 4.

lIustraci6n 4
Carrelación de la prueba COBA~ 'PfIPrep/COIJASb TaqMan/8JHCV QuanritaUve lI2.0

y la prueba COBA~ TaqMa (¿l HCV v2.0 para uso con el sistema High Puro
(GT=Genotipo)

Q 8,0

~ ll.GT1

~
QGT2
ti GT,3

~
7,0 o GT4 I

C +GT5 ¡•, XGTe

'" 6,01l
::.-c-• • 6,0:;;"~".->- o. -~ll' 4,0"'~m_
O~uQ

1
'a-
f~ 3,0
~>-
~• Regresión SPC
" 2,0 Y = 0,923 • X + 0,434 I•~ /'A R2=O,91;:¡
O

/U 1,0 N=412•~ /-2 /~ 0,0
0,0 1,0 20 3,0 4,0 6.0 6,0 7,0 8,0

Prueba COBAS@ToqMsn HCV v2.0 para uso con el sistema High Pure
'ílUlo de logl~ (Ullml)

Se realizó el análisis de la regresión de Demi 9 y el valor de raíz cuadrada fue 0,91. Tras el análisis de Bland-
Altman, la correlación mostró una diferencia ledia de título de LoglO de 0.1.
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