Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2018 - Affo del Centenario de la Reforma Universitaria

Disposicion

Niimero: D1-2018-386-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES

Miércoles 17 de Enero de 2018

Referencia; 1-47-3110-3861/16-6

Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

!
i
E
i

" VISTO el expediente N° 1-47-3110-3861/16-6 del Registro de la Administracién i Nacional e

Que por los presentes actuados la firma PRODUCTOS ROCHE S.A.Q. ¢ L. (Division Diagnost ca) solicita
autorizacién para la venta a laboratorios de analisis clinicos de los Productos para dia.gn(')stico1 Uso In Vitr»

denominados: 1) cobas® HCV; 2) cobas® HCV/ HBV/ HIV-1 Control Kit; 3) cobas® 1§00 Systen:

Kit 2.

Sample Preparation Kit 2; 4) cobas® 4800 System Specimen Diluent 2; y 5) cobas® 4800 S)istem Lyss

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos pa:a
Diagnostico que establece que los productos rednen las: condiciones de aptitud requeridas para :u

autorizacién.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial M°

145/98 y Disposicién ANMAT N° 2674/99.

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencién de su competencia.

| Que corresponde autorizar la inscripeion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Ne
Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
' t

|
1490{92 el por -




MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOG{A MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°- Autorizase la inscripcién en el Registro Nacional de Productores y Productos .

Tecnologia Médica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos[y
Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnostico de uso In Vitro denominados;

HCV; 2) cobas® HCV/ HBV/ HIV-1 Control Kit; 3) cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 7;

4) cobas® 4800 System Specimen Diluent 2; y 5) cobas® 4800 System Lysis Kit 2, de acuerdo a Iv
solicitado por la firma PRODUCTOS ROCHE S.A.Q. ¢ L (Division Diagnéstica) cbnl los datos -

caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulos.y Manual de Instrucciones que obran en

el documento N° IF-2018-00621234-APN-DNPM#ANMAT. :

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda

por la ANMAT PM-740-561", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normaliva vigente. .

ARTICULO 4°- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcién en el RPPTM con los dat.i:
caracteristicos mencionados en esta Disposicion. L ‘
e

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en ¢l Registro Nacional de Productores y Productos
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado,

entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizadosy =
Certificado mencionado en el articulo 4°, Girese a la Direccién de Gestién de Informacion fecnica a los

fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1) cobas® HCV; 2) cobas® HCV/ HBW HIV-1 Control Kit; 3) cobas® 4’800 Syster !
Sample Preparation Kit 2; 4) cobas® 4800 System Specimen Diluent 2; 5) cobas® 4800 System Lys:: |

Kit 2.

Indicacién de uso: 1) Prueba de amplificacién de acidos nucleicos para la deteccion y cuantiticacion del
ARN del virus de Ja hepatitis C (HCV) en suero o plasma humano conservado en EDTA; 2) pliu'eba conty. !

|
para cobas® HCV/ HBV/ HIV-1; 3), 4) y 5) reactivos accesorios para los ensayos cobas® HCV/ HBV/

HIV-1.

Forma de presentacién: 1) envases por 120 determinaciones, conteniendo; 1 cassette integralide reactivos,
2) envases conteniendo: CONTROL POSITIVO BAJO (HBV/HCV/HIV-1 L[+]C: 10 J;(l
CONTROL POSITIVO ALTO (HBV/HCV/HIV-1 H[+]C: 10 X 0.75 ML) y CONTROL NEG%TIVO (16 =
0.75 ml); 3) envases conteniendo: MGP2 (10 x 8§ ml) Y EB 2 (10 x 17 ml);4) envases conteniendo: SI)2

(10 x 8 ml); 5) envases conteniendo: LYS2 (10 x 27 ml) y P2 (10 x 1 ml).

Periodo de vida util y condicién de conservacion: 1) a 5) 16 meses, conservado a 2 'y 8°C.

Condicién de venta: venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y direccion del fabricante: ROCHE MOLECULAR SYSTEMS Inc. 1080 US Highway 202 Sou i

Branchburg, NJ 08876, (USA) para ROCHE DIAGNOSTICS GmbH. Sandhofer Strasse
Mannheim. (ALEMANIA).
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PROYECTO DE ROTULO:

Nambre: cobas HGV {catdlogo N° 6897732)
120 tests

Uso In Vitro

Ver Instrucciones de usc

Contenldo del envase -

MMX R1..cocrremieens R 10x1,75mL
HCV MMX Rz.....u-.........-.._.... 10 X 0,5 ITIL
RNA QS..vvrccerieinnes rrevseerennne - 10X 1,75 mL
Conservar entre 2-8°C.

Establecimiento elaborador:

Roche Molecular Systems, Inc.

1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 08876. USA '

“ Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116

68305 Mannheim, Alemania.

Establecimiento importador:

Productos Roche S.A.Q. e 1. (Divisién Diagnostica).

Av, Belgrano 2126

Don Torcuato, Pcia. de Buenos Aires

Republica Argentina '

Director Técnico: Dr. Alde Chiarelli - Farmacéutico

sAutorizado por la AANMAT.”
Certificado N

Lote:
Fecha de vencimiento:
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PROYECTO DE ROTULO:

Nombre: cobas HBV / HCV 7 HiV-1 Controt Kit (catalogo N° 6987767)

10 sets

Uso tn Vitro
Ver instrucciones de uso
Contenido del envase

(A rrererereessorsrsniessasarncassassn 10 x 0,75 mL
HBVHCVHIV-1 L(+C...cvvere. 10% 0,75 mL
HBV/HCVHIV-1 HE)C e eienanne 10 x 0,75 mL

Qonservar entre 2-8°C.

Establecimiento alaborador:
Roche Molecular Systerns, Inc.
1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 08876. USA .
“ Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116
68305 Mannheim, Alemania.

Establecimiento importador:

Productos Roche S.A.Q. e |. {Division Diagnostica).
Av. Belgrano 2126

Don Torcuato, Peia. de Buenos Aires

Republica Argentina

Director Técnico: Dr. Alda Chiarelfi - Farmaceéutico

“ Autorizado por la A.N.lﬁ.A.T."
Certificado N°: '

Lote:
Fecha de vencimiento:

IF-zols-oosz123"'4-APN-DNPM#ANMAT
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PROYECTO DE ROTULQ:

Mombre: cobas 4800 System Sample Preparation Kit 2 (Catdlogo N° 8979513)
240 tests

Uso In Vitro
Ver instrucciones de uso
Contenido del envase

reremsaestererarenassersennmmrnae 10X 17 ML

Conservar enfre 2-8°C.

Establecimiento elaborador:

Roche Nolecular Systems, inc.

1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 0BB76. USA

“ Roche Diagnostics GmbH

Sandhofar Str. 116
58305 Mannheim, Alemania.

Establecimiento importa&or:

Productos Roche S.A.Q. e |. (Divisidén Diagnéstica).
Av. Belgrano 2128

Don Torcuato, Peia. de Buenos Aires

Republica Argentina

Director Técnico; Dr. Aldo Chiarelli - Farmacéutico

«“Autorizado por ta ALN.M.AT.”
Certificado N*:

Lote:
Fecha de vencimiento:
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' PROYECTO DE ROTULO:

Nombre: cobas 4800 System Sample Preparation Kit 2 (Catilogo N° 6879521) | |
960 tests ‘ ’ ' :

. |
Uso tn Vitro ' |
Ver instrucciones de uso : |
Contenido del envase
MGP 2.vrecovressenmcnsiemsenmninee H0 X 46 ML ) | |

=12 ST | B I 4 (N : o

] . Conservar entre 2-8°C.

Establecimiento elaborador:
Roche Molecular Systems, Inc,
1080 US Highway 202 South Branchburyg,
NJ 0BB78. USA '
M Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116
68305 Mannheim, Alemania. ' l ' - |

Establecimiento importador:

Productos Roche $.AQ. e |. (Divisidn Diagnostica).
Av. Belgrano 2126 '

Don Torcuato, Pcia. de Buenos Aires .
Repliblica Argentina . : |
Director Técnico: Dr. Alda Chiarelli - Farmacéutico

“Autorizado por la AN.M.A.T."
Certificado N°:

Lote:
Fecha de vencimiento:

IF-2018-00621234-APN-DNPM#ANMAT
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PROYECTO DE ROTULO:

Nombre: cobas 4800 System Specimen Diluent 2 (Catdlogo N° 6979556)

240 tests

Uso in Vitro
" Ver instrucciones de uso
Contenido def anvase

Conservar entre 2-8°C.

Establecimiento elaborador:
Rache Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 08878. USA ’
“ Reche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116
88305 Mannheim, Alemania,

Establecimiento importador; o
Productos Roche S.A.Q. e I. (Divisitn Diagnéstica).
Av. Belgrano 2126 :

Don Torcuato, Pcia, de Buenos Aires

Republica Argentina

Dirgctor Técnico: Or. Aldo Chiarelli - Famacéutico

“Autorizado porfa ANMAT
Certiflcado N°;

Laote:
Fecha de vencimiento;
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PROYECTO DE ROTULO:

Nombre: cobas 4800 System Lysls Kit 2 (Catdloga N° 6979530)

240 fests

Uso in Vitro

Ver instrucciones de uso

_Contenido del envase

LYS Ziiticrcrncrrnsnsnssiseninnns 10X 27 ML

P 2ueiicriirvasestncsrecirsnenssmassnns 10x1mL

Conservar entre 2-8°C.

Establecimiento elaborador:
Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 08876. USA
d Roche Blagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116
68305 Mannheim, Alemania.

Establecimiento importador:

Productos Rache S.A.Q. e . {Division Diagndstica}.

Av. Belgrano 2126

Don Torcuato, Pciz. de Buenos Alres

Republica Argentina

Director Técnico: Dr. Aldo Chiarelli - Farmacéutico

“Autorizado por la AN.MAT.”
Certificado N°:

Lote:
Fecha de vencimienta:

IF-2018-00621234-APN-DNPM#A
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PROYECTO DE ROTULO:

960 tests .

Uso In Vitro
Ver instrucciones de uso
Contenldo def envase

LYS 2...cccoouen [ weene 10X B4 mL
| T 1 D & I ¢ |

Conservar entre 2-8°C,

Establecimiento elaborador;
Roche Molecular Systems, inc.
1080 US Highway 202 South Branchburg,
NJ 08878. USA '
“ Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116
68305 Mannheim, Alemania.

Egtablecimiento importador:

Productos Roche 8.AQL e [. (Division Diagnostica).

Av. Belgranc 21286

Don Torcuate, Pcia. de Buenags Alres

Republica Argentina

Director Téenico' Dr. Aldo Chiarelli - Farmacéutico

“Autorizado por 1a A.N.M.AT."
Certificado Nf’:

tote:
Fecha de vencimiento:

Nombre: cobas 4800 System Lysis Kit 2 (Catalogo N° 6379548)
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. PROYECTO DE
MANUAL DE INSTRUCCIONES

1F-2018-00621234-APN-DNPM#A
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cobas® HCV

Prueba cuantitativa de dcidos nucleicos

i | para uso en el cobas® 4800 System

b . o ow s -

i S Para diagnéstico in vitro
i g !
cobas® HCV _ 120 Tests P/N: 06973602190 !
cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit 108ets  P/N: 06979572190 '
. . |
cobas® 4800 System Sample Preparation 240 Tests P/N: 06973513180 !
Kit 2 960 Tests P/N: 06979521190
_ : \
&, . 240 Tests P/N: 05235863190 !
cobas™ 4800 System Wash Buffer Kit 960 Tests P/N: 05235671190 1
cobas® 4800 System Specimen Diluent2 240 Tests P/N: 06979556190
cobas® 4800 System Lysis Kit 2 240 Tests P/N 06979530190
960 Tests P/N 08979548190

i
J‘I .

i -
IF:2018-00621234-APN-DNPM#ANMAT
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Limitaciones del procedimiento ... s s sise s e 22

Evaluacién no clinica def rendimiento
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cobag® HCY

Uso previsto

cobus® HCV es una prueba de amplificacitn de dcidas nucleicos in vitro para fa deteccidn y fa cuantificacién del ARN dJel
virus de la hepatitis C (VHC), en plasma humano conservado en EDTA o suero de pacientes infectados con of VHC, Laé
muestras que contienen genotipos del 1 al 6 del VHC estén validadas para la deteccion ¥ la coantificacién en el ensayo.

La prueba se ha concebido como complemento en el diagnéstico de la infeccién del VHC en las poblaciones sigulentes:
paclentes que presentan evidencias de anticuerpos del VHC con cvidencias de hepatopatis, pacierites de los que se

- sospecha que estdn infectados activamente con evidencias de anticuerpos de] VHCy pacientes en riesgo de infeccion par
VHC con anticuerpos del VHC. La deteccidn de ARN de! VHC indica que ! virus se reproduce y, por lo tanto, constituye
unz evidencia de infeccién activa.

" La prucba estd diseiada para utilizarla como ayuda en I gestién de los pacientes infectados por el VHC sometidos a una
terapia antivirica. El ensayo mide los niveles de ARN del VHC iniciales y durante ef tratamiento y se puede utilizar para
predecir la respuesta vicolégica sostenids y no sostenida a la terapia para el VHC. Los resultados deben interpretarse en ¢l
contexto de todos los resultados cifnicos y de laboratorio relevantes,

Resumen y explicacién de la prueba

tnformacion de referencia

El VHC estd considerade el principal agente etoldgico responsable del 90% al 95% de los casos de hepatitls postransfusional
Ef VHC es un virus ARN monocatenario positivo con un genoma constituido por aproximadamente 9.500 nucledtidos que
codifican 3.000 aminodcidos, Como virus transportado en sangre, &l VHC es transmisible a través de la sangre y los productps
‘hemoderivados. La adopci6n més 0 menos generalizada de medidas de deteccién sistemitice del VHC en sangre ha reducido
de forma considerable el riesgo de hepaitis asociado a fas tranifusiones. La incidencia més alta de infecci6n por VHC se asocla
al abuso de drogas por via intravenosa y en menor medida a otras exposiciones percutineas.

La determinacion cuantitativa de ARN del VHC para la medicion de cargas viricas de referencia y la monitorizacién del
tratamiento estd blen establecida para demostrar la eficacia de la respuesta antiviral al tratamiento combinado de
interferén pegilado y ribavirina (peglFN/RBV).™ Las directrices para la gestién y el tratamienta del VHC! recomiendan
realizar pruebas de determinacién cuantitativa del ARN del VHC antes del inicio del tratamiento antiviral, a intervalos de
tiempo especificos durante el tratamiento {terapla guiada para la respuests, TGR} y al cabo de 12 semanas o més tras la
finalizacion del tratamiento.
El objetivo del tratamiento es la ausencla de ARN del VHC detectable mediante una prueba sensible realizada 12 semanis
después de finalizar e] tratamiento, lo que Indica que se ha logrado una respuesta virolégica sostenida (RVS)."
La determinacién de la cinética viral durante el tratamiento se ha utilizado para personalizar ain més la duracién del
mismo gracias a los antivirales de accién directa (AAD) aprobados mids recientemente, los inhibidores de la proteasa
telaprevir y boceprevir '***

07526716001-02ES
Doc. Rev. 1.0
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cobas™ HOV

Motivos para el uso de la prueba def VHC

La presencia de anticuerpos de) VHC Indica que una persona se ha infectado con ¢f VHC. No obstante, el estado posilive
pare anti-VHC no diferencia entre infeccién aguda, crénica Y resuelta. La deteccién de ARN del VHC en suero o plasma

indica que se estd produciendo una replicacién viral: por ella, este método se utiliza para identificar a pacientes con|
infeccion del VHC persistente.

Ante la.crectente disponibilidad de eficaces AAD especlficos para el VHC, incluidos los inhibidores de la proteasa de

segunda genecacién, los inhibidores de I polimerasa y los inhibidores de NS54, ¥ iz dindmica y extensa senda de firnmiacos

descubiertos para el tratamiento del VHC, la monitorizacién de la ¢arga viral continiia siendo fa principal prueba dé
laboratarto para confirmar que se ha conseguido la RVS con regimenes de tratamiento basadgs en AAD. 62!

En resumen, cobas® HCV es una prueba cuantitativa para la deteccidn de ARN del VHC, el diagnéstico de la infoccitn
activa y la determinacién de la cinética viral, para uso er; laboratorios que realizan ensayos clinicos y en la prictica clin

habitual para el tratamiento de pacientes con VHC.

Explicacion de la prueba

cobas® HCV es una prueba de dcidos nucleicos cuaatitativa que se realiza en el cobas® 4800 System. La prueba cobas®
HCV permite la deteccién y cuantificacién de ARN del VHC en suero o plasma conservado en EDT'A de pacientes
infectados. Se emplean sondas dobles que detectan y cuantifican, pero na discriminan, los genotipos 1-6 del VHC. L
¢uantificacién de la carga viral se realiza mediante un estindar de cuantlficacién de Armored RNA diferente del VHC
(RNA QS) que se afiade a cada una de las muestras durante I preparacidn. El RNA QS también actvia como control
interno para monitorizar todo el proceso de preparacion de las muestras y amplificacién mediante PCR. Ademds, Ja
prueba utiliza tres controles externos: uno positivo de titulo alto, uno positivo de titulo bajo y uno negativo.

Principios del procedimiento

La prueba cobas* HCV se basa er la preparacion de muestras totatmente automdtica {extraccién y pt;riﬁcacién de dcid
nucleleos) seguida de un proceso de amplificacion y deteccién mediante PCR. El cobas® 4800 System incluye el
cobas.x 480 instrument y el cobas 7 480 analyzer. La gestién de datos automatica se reafiza mediante el cobas® 4800

ica

08

software, que asigna los resultados de la prueba 2 todas Jas pruebas como fragmento objetivo no detectado, < LLoQ (lfmite

de cuantificacién inferior), > ULoQ (limite de cuantificacidn superior) o ARN de VIHIC detectado, un valor del intectal
lineal LLoQ < x € ULoQ. Los resultados pueden revisarse directamente en la pantalla del sistema, exportarse o imptimi

como informe.

La exiraccidn de 4cidos nucleicos de las muestras de paciente, controles exlernos y moléculas de Armored RNA QS

o

§
rSe

aftadido se realiza simultineamente. En resumen, los 4cidos nucleicos viricos se liberan al anadir proteinasa y reactivo de

lisis a la muestra, Los dcidos nucleicos liberados se unen a fa superficie de silice de las particutas de vidrio magnéﬁcasl

1
afiadidas. Las sustancias sin unir y las impurczas, como las proteinas desnaturalizadas, los desechos celulares y posibles

inhibidores de la PCR se eliminan en pasos posteriores con el tampdén de lavado, mientras que fos 4cidos nudelcos
purificados se eluyen de las partfcuolas de vidrio magnéticas mediante el tampdn de elucién a temperatura elevada.

La amplificacién selectiva de los dcidos nucleicos del fragmenta objetivo de la muestra de paciente se lleva a cabo meflla;inte
cebadores que van en un sentido y en sentido contrario especificos del virus para el fragmento objetivo que se selcccion?n
de regiones altamente conservadas del VHC. La amplificacién selectiva de RNA QS se realiza mediante cebadores que van
en un sentido y en sentido contrario especificos de la secuencia que se seleccionan de modo que no presenten homologfa

alguna con el genoma de! VHC. Para los procesos de transcripeién inversa y amplificacién mediante PCR se utiliza ADN

polimerasa termoestable. Los reactivos Master Mix incluyen trifosfato de deoxiuridina {dUTP), en lugar de trifosfato
desoxitimidina (dTTP), que se incorpora al ADN recién sintetizado {amplicén).?*' La AmpErase, presente en los

reactivos Master Mix, inactiva Jos amplicones contaminados de las series de PCR anteriores como plantillas de PCR antés
de que se realice el primer paso de desnaturalizacién de la PCR. La AmpErase cataliza la eliminacién de uracil del ADN,
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cobas® HCV

3

) |
pero no presenta actividad en el ARN o ¢l ADN natural, que no contiene uracil. Los amplicones formados durante cich‘

posteriores de Ia PCR no st inactivan porque la AmpErase se inactiva ¢n las temperaturas de hibridacién y
desnaturelizactén de la PCR. - ‘ :

El reactivo Master Mix de cobas* HCV contiene sondas dobles de deteccién especificas para las secuencias objetivo del
VHC y una sonda de deteccién para el RNA QS Las sondas estdn marcadas con marcadores emisores fluarescentes que
permiten la deteccién simultdnea del fragmento objetivo del VHC y of RNA QS en dos canales de deteccién distintos >
Cuando no se unen a Ia secuencia objetivo, las sefiales fluorescentes de 1as sondas Intactas se eliminan mediante un
marcador silenciador. Durante el paso de amplificacién mediante PCR, la hibridacién de fas sondas con Ja plantiila
especifica de ADN monocatenario provocata escislén de la sonda por la actividad de la nucleass 5 a 3' de fa ADN
polimerasa, lo que produce la separacién de los marcadores emisor y silenciador y la emisidn de una sedal fluarescente.
Con cada ciclo de PCR, se generan cantidades crecientes de sondas escindidas y 1a seial acumulada del marcador emisor ;
aumenta concomitantemente. La deteccion y diferenciacién en tiempo real de los productos de PCR se consigue mediagte
la cuantificacién de la fluorescencia generada par los marcadores emisores iberados para los fragmentos abjetivo viricos ir
el RNA QS. : ‘

&
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cobas® HCV

Kit

Componentes e ingredientes
de 105 reactivas

Cantidad
por kit

Simbelo de seguridad y advertancin®

Control Kit

10 juegos

cobas® HBYWHCV/HIVA

{Kit da control cobas®
© |HBVAHCV/EIV-T) |

[P/M: 06979572190)

HBUMHCV/HIV-1 L(H)C

{Control positivo bajo para cohas®
HBV/HCV/HIV-1)

< 0,001% de ARN (Armored) sintético de VIH-1
grupo M encapsulado en proteina recubierta
de bacteridlago MS2, < (,001% de ADN
(plasmida) sintético de VHB encapsulado en
protelna recubierta de bacteridTago Lambda,
< 0,001% de ARN (Armored) simtstice de VHC
encapsuiado en proteina recublena de
bacteriéfago MS2, plasma humano normal, nay
Tesctivo segun las pruebas sutarizadas para
anticuerpos frente al VIH 1/2, anticuetpos
frente al VHC, HBsAg y anticuerpos ant-Hfic;
ARN de WiH-1, ARN de VIH-2, ARN de VHC y
ADN de VHB no detectables mediante
métados de PCR.

0.1%: ds conservante ProClin® 300

10%x075mi

HBWHCV/HIV-1 H{+)C

(Control positivo aito pari cobas®
HBV/HCV/HIV-1)

< D,001% de ARN {Armared) sintélico de VIH-1
grupo M encapsulado en protelna recubierta
de bacieritfega MS2, < 0,001% de ADN
(ptasmida) sintético de YHB encapsutado en
proteina recubierta de becteridfago Lambda,
< 0,001% de ARN (Armaored) sintético de VHG
encepstitado en proleina recublerta de
bacteridfago MS2, plasma humano normal, no
reactivo segtin las pruebas autonizadas para
anticuerpos frerte al VIH 172, snticuerpos
frente &) VHC, HBsAg y anticuerpos anti-HBC;
ARN de ViH-1, ARN de VIH-2, ARN de VHC y
ADN de VHB no detectables mediante
métados de PCR.

0.1% de canservanie ProClin® 300

10 075 ml

=)c .

{Control negativo 2 para cobas™)

Plasma humano normal, no reactivo segdn
pruebas autorizades pam enticuerpos def
ViH-1/2, anticuerpos det VHC, HBsAg y
gnticuerpos anti-HBg ARN de VIH-1, ARIN de
VIH-2, ARN de VHC y ADN de VHB no
detectables mediante métodos de PCR

< 0,1% de conservante ProClin® 300

10 % 0,75 mf

O &

Atencién

H217 Puede provocar una reaccldn
glérgica en (g plel.

P251 Evitar respirar el polvodel huma/

€l gas/la nieblaflos vapores/el aarosal,
P272 Las prendas da trabajo
coniaminadas no padrén sdcarse del lugar
de trabajo,

P280 Utllice guantes protectores.

P333 + P313 £n casp de initaddn o
erupeidn cutdnea: Consultar a un médico,
P362 + P364 Quitarse las prendas
cantaminadas y lavarias antes de valver 2
usarles, )
P501 Efiminar el contenidosel recipients en
una plania de eliminacitn de residuos
sutorizada.

55965-84-9, mezclé de; 5-cloro-2-metil-4- |
isotiazalin-3-ona [n.° CE 247-500-7] y
2-metil-2H-isotiazol-2-0na
[n.2CE 220-239-6] (3:1)
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240 pruebas

(P/N: 06979556190)

Kit c“"”";’,’:::;:;ﬁ:‘”“‘“ c::f:;d Simboto de seguridad y advenen%!a‘
MGP 2 N/A ;
cobas® 4800 System (cobas® 4800 MGP Reagent 23 i
Sample Preparation Kit2 o, e vidrio magnéticas, tampén Tas, |10 < 8 ml l
fn"!::‘:: m‘::"::::‘;" %€ |0.1% e meit4 hicrodbenzosto, < 0,190 ce )
cobas® 480 Systern) azlda sédica . }
240 pruehas B2 : ’
{P/N: 08979513190) {cobas® 4800 Elution Buffer Z 10+ 17 ml
Tampdn Tris, 0.200 de metil-4-hidroxibenzoato
. MGP 2 N/A
cobas® 4800 Systam (cobas® 4800 MGP Reagent 2)
Samge Preparation Kk 2 Particulas de vidrio magnéticas, tampén Tris, (10 » 18 m}
(Kit de preparacién de 0.1% de metil-4 hidroxibenzoate, < 0,1% de
muestras 2 para el azlda sédics
cobas® 4800 System)
(P/N: 06979521150) (cobas® 4800 Eltion Buffer 2) 1017 ml
Tempdn Tris, 0.2% de metll-4-hidroxibenzoata i}
cobas® 4800 System N/A j
Wash Buffer Kit
(Kit de tampdn delavado | WB
para el cabas® 4800 Citrato de sodia dihidratado, 10 * 55 mi
System) 0,05% de N-metilisotiazolona-HC|
240 pruebas '
(F/N: 05235863150
cobas® 4800 System N/A i ,
Wash Buffar Kit "
(Kit de tamptn de lavade W@ {
para el cobas® 4800 Citrata de sodlio dihidratado, 10 + 200 mi {
System) 0,08% de N-metilisotiazoiona-HOY |
960 priebiag !
{P/N: 05235871 180) T
cabas® 4900 System N/A K
Specimen Dilvent 2 “
(Diiuyente de muestras ¢ |SD 2 . g
para el cobas® 4800 Tampon Teis, 0.1% de met-4 hidraxibenzoats, |10 - 8 m!
System) < 0,1% de azida sddica
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cobas®

HCV

Kit

Componertes e ingredierites
de los reactivas

Cantidad por kit

Stmholo de seguridad y advertancia®

cobas® 4800 System
Lysls Kit 2

(Kit de lisis 2 para el
cobas® 4800 System)
240 pruehas

(P/N: 06679530180)

P2
{cabas® 45300 Protease 2)

Tampdn Tris, < 0,05% de EDTA, clorure de
calclo, acetato de caicio, 8% {p/V) de
proleinasa

0= t,0ml

® O b

Peligra

H302+H332 Noclvy en caso de ingestion y
inhelacidn.

H315: Pravaca Imitacién cutdnes.

H318 Provoca lesiones oculares graves, |

H334 Puede provocar sinformas de alergia |
o asma o dificultades respiratartas en caso |
de inhalacicén. i
Ha12 Nocive para los crganismos

ecuaticos, con efectos nocivos duradaros,

EUH032 En coritacte con dcidos Nbera

1YS 2
{cobas® 4800 Lysis Buffer 2)

42,55% (p/p) de tiocianatn de guanidina,
5% (p/v] de polidocanal, 2% (p/v) de
ditigtreitol, citrato de sodio dibidratado

10 % 27 m!

gases muy loxicog.

P261 Evitar respirar el polve/e! humo/
¢ gas/la nieblafios vapores/el asrosol,

P28C Llever guantes/gafas/méscara de
prateccidn.

P284 Liavar equipo de grotescidn
respirstoria.

£305 + P351 + Pa38 + P310EN CASO DE |
CONTACTO CON LOS QJOS: Actarar
cuidadosamente con agua durante varios
minutos. Quitar Yes lentes de contactu, si
leve y resulta facl. Seguir actzrandc,
Llamar inmadiataments a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un
médico.

P342 + P311 En casa de sintomas
respiratorios: tlamar e un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLGGICA 0 3 un
médico,

£362 + P384 Quitarse las prendas
contaminadas y lavarias antes dz volver a
uaarlas.
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cabas® HCV

K

f Kit

Componantes & ingredientes de fos
reactivas

Cantidad o
por prucha Stmbwolo de sequridad y aduenencla"

cobas® 4300 System
Lysis Kit 2

(Kit de lisis 2 parg el
cobas® 4800 System)
950 pruebas

{P/N: 06979548190)

F2

(cohas® 4800 Proteasa 2)

Tampdn Tris, < 0.05% de EOTA, clorurg da
calcio, acetato de calcio, 3% (pAv) da
proteinasa

0@©

Peligro
H302+H332 Nociva en caso de mgesndn y
nhalecién.
H315: Pravaca imitacidn cutsnea.
H318 Provoca lesiones oculares graves.
H334 Puede provocar sintomas de al ergia
0 8sma o dificultedes respiratorias en\
casa da Inhalacién. ‘
H412 Nocivo para los organismas . |
ecudticos, con efectos nocivas duraderos.
)
EUHO032 En contacta con 4cidos libera
gases muy thxlcos,

10 % 1.0 mi

LVS 2
(wahas® 4800 Lysis Buffar 2)

J42.56% (p/p) de ticcianate de guaniting,
5% [nAV) de polidacanal, 2% (piv) de

ditiotreltol, citrato de sadia dihidmtﬂdo

P281 Evitar respirar el polvo/al hume/
el gas/la nishla/ios vapores/e! aerosol,

P20 Llevar quantes/gafes/méscara dé
prateccion.

P284% Llever equipo de proteccion
respiratoria.

P305 + P351 + P338 + P310 EN CASQ DE
CONTACTO CON LOS 0J0S: Aclarer ] §
culdadesamente con agua durante vafios
-jminutas. Quitar las ientes de contacto) si
1Wx8aml  liiavs y resuita facll. Seguir aciarando. |
Llamar inmediatamante 3 un CENTRO DE
INFORMAGION TOXICOLGGICA o @ un
médico, {
P342 + P311 En caso de sintomas |
respiratarias: Llamear a un CENTRO DE
INFORMACIEIN TOXICOLOGICA 0 a un
médico, !
P362 + P364 Quitarse las prendas
contaminadas y iavarfas antes de vnlver q
usartas. H

07629716001-02ES
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cobas®|HCY
Requisitos de almacenamiento y manipulacién
. T d
Reactivo a w m: Petioda de almacenamient
f cobas® HCV g0 . |Estable itasts la fecha de cadueidad
. " lindicads
f, ‘ cobas® HBV/HCV/HIV-1 Gontrot Kit 285 Estabte hasta {a fecha de caducided
! . indicade
cobras™ 4800 System Sample Preparation Kit 2 2-8°C Estable hasta Ia fechs de caducidad
indicada
i cobas® 4900 System Wash Buffer Kit 15-25°C Estable hasta (o fecha de caducidad :
' Indicada
cobas® 4800 System Specimen Diluent 2 28°% Estable hasta le fecha de caducidad
indicada
Ii cabas® 4300 System Lysis Kit 2 28°C Estable hasta la fecha de caducidad
indicada
No cangele log reactives,
Material adicional necesario
k
! Materizl P/N
Placa de extraccitn (pocitos profundos) de 2,0 mi parael  |0648400800%
cobas® 4800 System
o Placa ce ampiificacion y deteccidn (microplaca) de 08 mi 105232724001
5 para el cobas™ 4800 System '
i - T
‘ Sellador 0400383001
_ Punias CORE, 1.000 i, bandeja de 96 04639642001
| Depdsito de reactivo de 200 ml 05232759001
| Depdeito de reactive de 5 mi "~ |eszazzazom
Trenspartador de 24 posiciones 04639502002
Transpartador de 32 posiciones 24839529001
Bolsa para residuos sdlidos 05530873007 {pequeiia) o D46I1889001 (grande)
. Selide de plastico Hamilton STAR ' 04633669601
\ Guantes de laboratorto, sin palvo , Se aceptan todos los tipos de guantes de laboratorig sin polvo.
: Agltador (urs solo tubo) Se aceplan todas los lipos de agitadores,
Centrifuge equipada con un rotor para placas basculante Se aceptan todos los tipos de centtfiugas con cargcteristicas
' cen una FCR minima de 1.500 similares,
Para cbtener mds infermacion sobre ef material de venta independiente, pdngase en contacto con 5U representanta {ocal
da Roche. ’
.-""-s'
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cobas™ HCV

Equipos y programas necesarios pero no suministrados.

Equipes y programas necesarfos, no suministrados !
cobas® 4800 System
cobay x 480 instrument
cobas 2 480 analyzer
Unidad de control

Programa de apliceciones (core} para el cobas® 4600 System versidn 2.1.0 0 posterior
cotns® 4890 System cabas® HCV AP v1.0.0 o posterior

Consulte el Manuel de usuario del cabas® 4800 System, versin de software 2.1

o posterior, para ia prueba cobas®™ HCV para uso con el cohas® 4800 System (de
ehors en edelante Manual da usualo del cobas® 4600 System para la prueba cobas®
HCY) si desea obtener informacién adicianal sobre los tubos primarios y secundartos
compatibles con cada aquipo.

Nota: pdngsase en contacta con su representante local de Roche para obtener una

ista de pedide detalluda para bandejas de muestras, bandejas para punitas obstruidas
y bandejas de racks compatibles con cada equipa.

Precauciones y requisitos de manipulacién

Advertencias y precauciones

Como sucede con cualquier procedimiento analitico, resulta esencial seguir las buenas practicas de laboratorio
recomendadas para obtener un rendimiento correcta del ensayo. Debido a fa elevada sensibilidad analitica de esta prue 4,
deben extremarse [as precauciones para evitar cualquier tipo de contaminacidn de los reactivos, las muestras y las mezclas
de ampitficacién. _

«  Para diagndstico in vitro exclusivamente.

+ Nose ha evaluado el uso de Ja prueba cobas® HCV para el ¢ribado de fa pméencia de VHC en sangre o productos
sanguineos.

+  Todas Jas muestras de pacientes deben tratarse como si fueran infecciosas, utilizando los procedimientos de
faboratorio recomendados que se describen en la publicacién Blosafety in Microbiofogical and Biomedical
Laboratories y en el documento M29-A4 det CLS1.”*Este procedimiento solamente deberia llevarlo a cabo personal
experto en la manipulacidn de material biopeligroso y en el uso de la prueba cobas® HCV y el cobas® 4800 System.

+  Todos los materiales de origen humano deben considerarse potencialmente infecciosos y manipularse teniendo en
cuenta las precauciones generales. :

«  cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit contiene plasma derivadu de sangre humana. Se ha agalizado el matex"iaj
original mediante una prueba para anticuerpos autorizada y no se ha considerado reactivo para la presencia de
anticuerpos del VHC, anticuerpos def VIH-1/2, anticuerpos anti-HBsAg y anticuerpos anti-HBc. Bl andlisis
mediante métodas PCR no ha detectado )z presencia de ARN del YIH-[ ni del VIH-2, ARN del VHC ni ADN del

' VHB. Ningan método de prueba conocido puede garantizar totalmente que un producto derivado de 1a sangre
humana no transmita agentes infeccicsos, l

+  Evile la exposicion del reactivo MGP a fuentes de campos magnéticos.
» Nocongele la sangre total ni las muestras almacenadas en tubos primarios.

+  Utilice solo el materia fungible suministrade o que se requiera expresamente para garantizar el dptimo

rendimiento de Ja prucba. _ 4 i
07529716001 -02ES ' it b d) Lo
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cobas® HCv

Nota:

Buenas pricticas de laboratorio

»

Manipulacién de reactivos

07525716001-02E5

Puede solicitar Hojas de datos de segurided (Safety Data Sheets, SDS) al representante local de Roche,

Siga al pie de Ia letra los procedimientos ¥ las directrices que se sumlnistran para garantizar la correcta realizacios
de Ia prueba. Cualquier variacién de dichos pracedimientos y directrices podria afectar al rendimiento Sptimo de

la prueba.

Podrian producirse falsos positivos st no se evita la contaminacion por arrastre de las muestras durante Ja
manipulacién y el procesamiente de Jas mismas,

Si desea conocer las ddvertencias, precauclones y procedimientos adicionales para reducir el riesgo de
contaminacién del cobas x 480 instrument o ¢] cobas z 480 analyzer, consulte el Manual de usuario del cobas*

4800 Systern para la prueba cobas* HCV. §i se sospecha de la existencia de contaminacion, efectie una limpteza y

el mantenimiento semanal que se describe en el Manual de usuario del cobas® 4800 System para la prueba cobas?
HCYV y ef Manual del sistema del cobas® 4800 System.

para obtener instrucciones especificas, consuite el apartado “Obtencion, transporte y altmacenantiento de las
rvestras”, |

No pipetee con la boca.
No se debe comer, beber nf fumar en las dreas de trabajo del laboratorio,
Ldvese bien fas manos después de manipular las muestras ¥ los reactivos del kit, y cuando se szque fos guantes,

Utilice guantes de laboratario, batas de laboratorio y proteceion acular cuando manipule los reactivos. Evite el
centacto de estos materiales con la piel, los ojos o Tas membranas mucosas, En caso de contacto, lave
inmediatamente la zona afectada con abundante agua. Pueden producirse quemaduras si no se ectiia
adecuadamente. $i se producen derrames, diluya las manchas con agua antes de secarlas con un pafio,

Limple y desinfecte minuciosamente todas las superficies de trabajo del laboratorio usande una solucién recién
preparada de hipoclorito de sodio al 0,5% en agua destilada o deslonizada (lejia domréstica diluida a 1:10).

A continuacién, limpielas con un trapo impregnado en etanol al 70%. .

Manipule todos los reactives, coatroles y muestras de acuerdo con las buenas précticas de laboratorio para evita
la contaminacién por arrastre de las muestras o los controles,

 Antes de ulilizarlos, revise cada botella de reactivo y vial para asegurarse de que no hay signos de fugas. No utilice

¢l material 5i hay alguna evidencia de fugs.

El cobas® 4800 Lysis Buffer 2 contiene tiocianato de guanidina, una sustancia quimica potencialmente peligrosa,

Evite cl contacto de reactivos con Ja piel, los ojos o las membranas mucosas. En caso de contacto, lave
inmediatamente 2 zona afectada con sbundante agua para evitar quemaduras.

La prueba cobas® HCV, ef cobas® 4800 Sample Preparation Kit 2 ¥ el cobas® 4800 System Specimen Diluent 2
contienen azida sédica como conservante. Evite el contacto de reactivos con la piel, los ojos o las membranas
mucosas. En caso de contacto, lave inmediatamente la zona 2fectada con abundante agua para evitar quemaduras!
Si se producen salpicaduras de reactivos, diluya las manchas con agua antes de secarlas con un pafio.

No permita que el cobas® 4800 Lysis Buffer 2, que contiene tlocianato de guanidina, entre en contacte con una
solucién de hipoclorito de sodio (lejia). Tales mezcias pueden producir gases de alta toxicidad.

I
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cobls' HCvV

Contaminacion

« A fin de evitar fa contaminacion, es abligatorio el uso de guantes durante la manipulacién de las muestras )"-Ios
reactivos para la prueba cobas® HCV, asi como cambiarse los guantes entre un proceso y otro. Evite la
contaminacién de los guantes durante la manipulacién de las muestras y de los controles. Utilice guantes de
laboratorio, batas de laboratorio y proteccién ocular cuando manipule las muestras y los reactivos del kit.

+  Evitela contaminacién microbiana y con ribonuclessa de los reactivos.

e e, .

»  Podrian obtenerse falsos positivos si no sc evita la contaminacidn por arrastre de las muestras durante su
manipulacidn,

integridad

» No utilice los kits después de la fecha de caducidad.
»  No haga pooles con los reactivos,
+  No utilice elementos desechables ciducados,

+ Los elementgs desechables son de un solo uso. No deben reutilizarse,

b

;

]‘ +  Debe realizarse un correcto mantenimiento del equipo, de acuerdo con lo establecido en las instrucciones dél
fabricante.

Ay

Eliminacién de residuos

+  La prueba cobas® HCV, el cobas* 4800 System Sample Preparation Kit 2 y ¢l cabas® 4800 System Specimen
Diluent 2 contienen azida sédica (consulte el apartado “Advertencias y precandiones™. La azida sddica puede
reaccionar con las tuberias de plomo o cobre y formar azidas metalicas muy explasivas. Cuando elimine
soluciones que contengan azida sédica vertiéndolas en fregaderos de laboratorio, deje correr abundante agua fria
parz evitar la farmacién de depdsitos de azida. '

»  Desechelos reactivos no utilizados y los residuos segiin la reglamentacién nacional, federal, estatal y local,
Nota: para la eliminacion de residuos liquidos, consulte el Manual del sistenta corvespondiente del cobas® 4800 Systém.

Limpieza de derrames

»  El cobas*® 4800 Lysis Buffer 2 contiene tioclanato de guanidina. Si se derrama liquido que contenga tiocianato de
guanidina, limpielo con un detergente apto para laboratario y agua, 51 e} liquido vertido contiene agentes
potencialmente infecciosos, limpie PRIMERO el 4rea afeciada con detergente para laboratorio y agua y, a
continuacién, con una solucién de hipoclorito de sodio a1 0,5%.

+ Siel derrame se produce sobre el cabas x 480 instrument, siga las instrucciones de impieza que se detallan € ef
Manual del sistema correspondiente del cobas® 4800 System,

; +  No utilice soluciones de hipoclorita de sadio (iejfa) para limpiar el cobas x 480 instrument o el cobasz 480

| analyzer. Limple el cobas x 480 instrument o ¢l cobas z 480 analyzer segiin las instrucciones detalladas en el

Manual del sisterna correspondiente del cobas® 4800 System.

]

. . Y
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Cbtencién, transporte y almacenamiento de ias muestras

Nota: manipule todas las muestras comao si pudieran transmitir agentes infecciosos,

Almacene todas las muestras a las temperaturas especificadas,
La estabilidad de las muestras se ve afectada por las temperaturas elevadas,
Si se utflizan muestras congeladas e tubos secundarios, deje que se descongelen a temperatura

ambiente (15-3¢ °C) por completo y luego centrifiguelas para depositar todo el volumen de la
muestra en la parte inferior del twbo.

Obtencitn de las muestras

La sangre deberfa recogerse en tubos de separacién de suero SST™, en tubos para preparacién de plasma BD Vacutainer®

PPT™ para métodos de pruebas de diagndstico molectar o en tubos estériles y utilizar EDTA como anticoagulante.

Nota: elusuario debe seguir las instrucciones susintsiradas por el fabricante de los tubos Pava la preparacidn de
suero/plaomng. _

Almacenamiente y estabilidad de las muestras durante el transposte

* Lasangre total recogida en tubos de separacién de suero $ST™, tubos para preparacién de plasma BD Vacutainer

)

PPT™ para métodos de pruebas de diagnéstico molecular o tubos estériles con EDTA como anticoagulante pued °
almacenarse y/o transportarse durante un maximo de 24 horas a upa temperatura comprendida entre 2 °C y 25 °C

antes de la preparacion del plasma/suero ¥ fa realizacién de las pruebas posteriores.

* las muestras de plasma/suero se pueden almacenar en tubos secunderios hasta 24 horas a uma tempera :
comprendida entre 2°C y 25 °C, hasta 72 horas entre 2 °C ¥ 8°C o hasta 6 semanas a < ~18°C, Las muestras de
plasma/suero separadas en tubos secundarios se mantienen estables hasta tres ciclos de congelacion/descongelacién

si se congelana < -18°C,

¢ Silas muestras se van a transportar, es recomendable empagquetarlas ¥ etiquetarlas de acuerdo con fa
reglamentacién estatal y/o internacional relativa al transporte de muestras y agentes etioldgicos,
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; . cobas® HOV

| Instrucciones de uso

Realizacion de Ia prueba

Volumen de procasamiento de muestras

El volumen de procesamiento de muestras predeterminada para la prueba cobas® HGV es de 400 ptl. Para muestras con, un
volumen inferior, se puede clegir un volumen de Pprocesamiento de 200 . En estos casos, el cobas® 4300 System Specimen
Diluent 2 debe cargarse en el sistema como ua reactivo adicionat, El asistente det software Instard al usuario a realizar f4

carga sl durante la creacién de Ja peticién de trabajo se he seleccionado e tipo de muestra “Diluted serum or plasma”.

- Hustracién 1:  Flujo de trabajo de ta prueba cobas® HCY

P | inicie ef sistema.

|_Efectoe af mantenimiento del equipo.

| Extraiga las muestras y los reactivos del almacenamiente.

2
3

4 | Inicie |s serie analitica.

§ T Escanee tss larjetas de perdmatros,
6

7

EENE N

| Cargue las muestras.

Can LIS; confirme la peticidn de trafajo,
Sin LIS: cree la peticidn de Labajo.

5 | Con LIS: envis fos resuliadcs al LiS.

| 8 ]ﬂue &l material fungible (placa de extraceidn, micraplaca, bandejas de puntas). |
D | Cargue los reactivos. |
[__ 10 T iniclen serie de preparacian de las muestras, ]
|_ 1 I Descargus v salle ta micraplacs. _]
12 | Cargue 2 microplaca en el anallzador. ]

13 | Retire Jas muestres, los reactivas utifizados y ia placa de extraceldn, |

14 | Revise los resuitadgs, |

=

=

|
I
l
[
L

1
5 } Descargue el analizador,

|
Nata: consulte el Manual de usuario del cobas® 4800 System pura la prucba cobas® HCV si desea obtener infonna.::ién

detallada sobre el funcionamiento, |

1
i

Tamaito de la serie

Los reactivos genéricos para la preparacidn de muestras (cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2, cobas® 4800
System Lysis Kit 2 y cobas® 4800 System Wash Buffer Kit) estin dispanibles en dos tamaitos de kit, cada uno con

cantidades suficientes para realizar 10 series de 24 6 96 muestras, e incluyen ademds los controles y las muestras necesarids

' para realizar todos los ensayos. La prueba cobas® HCV se suministra en un Qnice tamafio de kit suficiente para ana!_izﬁr

hasta 120 (10x12) muestras, e incluye muestras ¥ controles. El cobas* HBV/HCV/HIV-1 Controt Kit ests disponible en up

tnico tamafio de kit y admite todas las configuraciones de series. En cada serie de pruebas, debe utilizarse un control

positivo bajo para el VHB/VHC/VIH-1, un control pasitivo alto para e} VHB/VHC/VIH-1 y un control negativo, Para ura

serie de andlisis individual, el nimero miximo de muestras permitido es 93 muestras y 3 controles. El procedimiento de

prucba se describe con detalle en el Manual de usnario del cobas® 4300 System para la prueba cobas® HCV. . /“'

' |
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] cobas® HOY

En la llustracién 1 se resume el pracedimiento.

- Nota: para un uso 8ptimo de los reactivos, los reactivos Zenéricos para la preparacidn de muestras pueden utilizarse
para series con un total de entre 1-21 muestras (tarnadio del kit de g pruebade 10x24) o de.extre 1-93 muestras
(tamaiio del kit de la prusba de 10x 96). No obstante, no es posible mezclar tamaiios de kit distintos dei
cobas* 4800 System Wash Buffer Kit, el cobas™ 4800 Systetn Sample Preparation Kit 2 y el cobas® 4800 System
Lysis Kit 2, Por gjesnplo, si s escanea wna botella de veactivo de tmmpdn de lavado para 96 pruebas al inicio de
la serie analitica, también deben utilizarse reactivos con un tamafio para 96 pruebas de los ofros kits de
reactivos para preparacién de niuestras.

: Flujo de trabajo

La prueba cobas* HCV se realiza 2 partir del flujo de trabajo completo del cobas® 4800 software, Consta de la Ppreparacion
de las muestras en ef cobas x 480 instrument y la posterior fase de amplifcacién/deteccion en el cobas z 480 analyzer.
El anilisis puede realizarse solamente con [a proeba para el VHC, o bien en formato de serie.combinada con pruebas que
utilizan el mismo proceso de extraccién de muestras automdtico y perfil de la PCR para la amplificactdn y la deteccién.
El software muestra las prucbas compatibles para el formato de serie combinada con cobas® HCV durante el paso de

seleccién. Consulte el Manual de usuario del cobas® 4300 System para la prueba cobas® HCV a fin de obtener informacién
mds detallada.

L. Lleve a cabo los procedimientos de inicio y mantenimiento del sistema de acuerdo con las Instrucciones indicadas
en ¢l capitulo “Mantenimiento del equipe” del Manual del sistema del cobas® 4800 System para la prueba cobas®
HCV. : i :

2. Obtenga todos los reactivos y el materfal fungible necesarios. Todos los reactivos, excepto HCV MMX R2 y
‘ " MMX R, deben estar a temperatura ambiente antes de introducirlos en el cobas x 480 Instrument. Los reactivos
o HCV MMX R2 y MMX R1 pueden obtenerse directamente del almacenamiento s 2-8 °C, puesto que alcanzardnfia
temperatara amblente pard cuando vayan a ser utilizados después de cargarse en el cobas x 480 instrament.

Nota: tados los reactivos y los depésitos de reactivos tienen cédigas de barras y estdn diseitados para un solo uso, Bl
cobas® 4800 software realiza un seguimiento del uso de los reactivos y de los depésitos de reactivos y rechaza los
reaclivos o depdsitos de reactivos usades previamente.

3. Inicie una serie nueva y defina un4 peticién de trabajo para la misma. Existen tres formas de crear una peticion:

* Moediante el editor de muestras antes de cargar Ja bandeja de muestras en el cobas x 480 instrument {botén
“Editor” a la derecha del meni principal). Lus peticiones de trabajo pueden guardarse, editarse y recargarse en
‘ Caso necesario.

* - Mediante las instrucciones del asistenté del programa pare realizar una seric nueva ¥y ia carga de las muestras
en el cobas x 480 instrument cuando se le solicite. Los cadigos de barras de [as muestras se escanean
autométicamente y deben definirse los resultados solicitados para cada muestra.

+« Medsante el sistema LIS de su centro.

Consulte el Manual de usuario del cobas* 4800 System para fa prucba cobas” HCV a fin de obtener informacién
s detallada, Cuando seleccione los resultados solicitados, elija “HCV™,

4. Cargue las muestras y defina/seleccione la peticién de 1rabajo o utilice ¢l LIS, segiin corresponda. El volumen de
muestra minimo depende del tpo de tubo y su tamafio. Consulte ef Manual de usuario del cobas® 4800 System
para la prueba cobas® HCV a fin de obtener informacién mds detallada.

5. Siga las instrucciones del asistente del software y cargue el material fungible, No cargue ni extraiga puntas

- individuales en una bandeja de puntas parcialmente utilizada puesto que el programa controla el niimero de
puntas que quedan. En el caso de no haber puntas suficientes para realizar la serie, el programa emitira una alerta
para el usuario, ' f
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cobas® Hoy

6. Cargue los reactivos para la preparacién de las muestras en los depdsitos de reactivos con cédigo de barras! Lios
depésitos de reactivos estin dispanibles en dos tamafios: 200 m ¥ 30 ml. Siga las instrucciones del asistente del
Programa para seleccionar ef tamafio correcto de depésito de reactivo. Los cédi g0s de barras de los depbsitos de
reactivos deben estar colocados frepte af latera] derecho de la bandeja, Utilice ef método de doble identificacion y

llenade para cargar los reactivos Para la preparacion de las muestras;

¢ Leer el cédigo de barras de Ja botella de reactivo

* Leerel cédigo de barras del depdsito de reactivo
*  Verter el reactivo en e} depdsito
*  Colocar el depésito lleno de reactivo en Ja posicidn indicada de la bandeja de reactivos

Nota: el cobas* 4800 System dispone de un reloj interno para controlar ol tiempo que llevan cargados los reactivis.
{ Después de escaticar ¢l LYS 2 0 ol WB, hay 1 hore de tiempo parn completar el proceso de carga Y hacer clic en el
I botén “Start”. En la pestana “Workplace” aparece un crondmetro de cuenta atrds, El sistemna no permite tnitiar

' Ia serie si se ha superado el tientpo de carga permitido.

Nota: para garantizar una transferencia precisa de MGP, agite contundentemente el vial de MGP jrsto antes de
dispensario en el depésito de reactivo.

7. Cargue los viales de reactivos de amplificacién/deteccion (HCV MMX R2, MMX Ri y RNA QS), los viales de
controf ([HBV/HCV/HIV-1 L(+)C, HBV/HCV/HIV-1 H(+)Cy {-) ] ¥ los vlales de reactivos genéricos (P2 y
5D2, como corresponda) dicectamente en [a bandeja de reactivos. Para evitar Jag cancelaciones de serjes
innecesarias y la contaminacién, es necesario realizar un movimiento hacia abajo con los viales de reactivo 4 fini de

8. Sila serie de preparacién de las muestras se realiza correctamente, se activan los botones “Sample Preparation
results” y “Unload”. §i lo deses, seleccione el botén “Sample Preparation results” para revisar los resultados|y
luego seleccione “Unload” para descargar los transportadores de placas. También puede seleccionar *Unjoad”
para descargar el transportador de placas sin revisar los resultados. Consulte e Manual de usuario de! cobad* 4800

5

9. Siga las instrucciones indicadas en el Manual de usuario de| cobas* 4800 System para i prucba.cobas® HCV par
sellar la microplaca, Lransportar la placa al egbas 2 480 analyzer ¢ iniciar Ia serie de am plificacién y deteccion.

Nota: el cobas® 4800 System posee un relof interno que controla el tienipo transcurvido una vez afadidas las imuestra
preparadas a la Master Mix activada. La awmplificaciéu y la deteccion se deben iniciar tan pronio como sea
postble, nunca después de tos 46 minutos posteriores a la finalizacion de la serie del cobas x 480 Instrunent. B
la pestafia “Workplace” aparece un evondmetro de cuenia atrds. Fl sistema cancela la serie si el erandwuelro

i o4

agotq el tiempo. . . i
10. Cuando termine la serie de amplificaci6n y deteccidn, descargue la microplaca del cobas z 480 analyzer.
11. Siga las instrucciones de! Manuat de usvario del cobas® 4800 System para la prueba cobas® HCV para revisary
aceptar los resultados.
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Resultados

- El cobas* 4800 System determina automdticamente ]
concentracién de ARN del VHC se expresa en unid

a concentracién de ARN del VHC en muestras y controles. La
ades internacionales por mililitro (UT)/ml,

Control de calidad y validez de los resultados

* Con cada lote se procesan un control negativo {-) C y dos controles positivos,

HBV/HCV/HIV-{ L{+)Cy un control positivo alto HBV/HCV/HIV-1 H(+)C.

*  Compruebe la validez de Ja seric en €] cobas® 4800 software y/o en el informe.

negativos.

Avisos de controles

un control positivo bajo

*  Elcobas® 4800 software invalida aptomdticaments los resultados <uanda fallan los controles positivos y

Tabia1:  Avisos de eontroles pasa tos contralas negativo ¥ positiva

Cortrol negative 1D de aviso Resultadg | iInterpretacién

e R4803, R4804 invelid Un resultado invélido o el resultaco def titufo caiculado def J
{Serie de contral errdnea) contral negativo no as negativo, .

Control positivo 1D de aviso Resuftado | Interpretacidn |

HBV/HCV/HIV-1 L(+)C R&803, R4804 Invalid Un resultado invdlido o ef ceaudtado def tito calcutodo para &l :
{Serie de control errdnea) control pasitive bajo no estd dentro del intervalo asignad, \

HBWHCW/HIV-1 H(+)C | R4803, R4804 Invatid Un resuitado invélido o ef resultado del titulo caiculado pare ol
{Serie de control errdneg) cohtral posilive alto no esté dentre del intervalo asignado, !

51 la serie no es vélida, repita las prusbas para toda la serie. incluyendo muestras y controles.
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Interpretacion de los resultados

Nota: el cobas* 4800 saftware lleva a caba la validacién de los ensqyos y fas series,

Nota; una serie vélida puede incluir resultados de myestyas tanto vdlidos coma invalidos.

Para que una serfe sea considerada vélida, los resultados de las muestras deben interpretarse tal como se indica ¢n la Tabla 2.

Tabla2:  Resultades de Tragmenta objetivo pars ta interpretacion de Ios res ultados de fragmentg objetivo individusies

cobas® HOV

1
i
i

Notificacion e internretacitn de log resuitados

Target Not Detested

No sz ha detectada ARN del VHE.
Los resultados se Indican sama *"VHC no detectaga”,

i

< Titer Min

H thtulo calculado ests por debajo del limite inferior da cuantificacién (LLoQ) del ensayo.

Los resuitados se Indican como “VHC detactade, inferior & {tirulo mtnima)”,
Tiulo minimo = 1,50E+07 Ulsimi (400 piy
Titulo minima = 2,506 +03 Ui/ml (200 py

Titer

El thula calcilado estd comprendida’ en e intervale lineal dej ensaya: mayor o iguel que et

(Rulo minfma y menor o Igual que el titulo méximo,
Los rasultados se indicen come “(Thulo) de VHC detectado®.

I E Titer Max?

E1 tfiulo colculado estd por encima del imite superior de cuantiieacion (ULaQ) det enRsayo.

Los resultados s2 indigan como “VHC detectadp, Supestor a (Htulo mdxima).”
Titulo méxima = 1,00F+08 Umi (400 pt y 200 pf

* Un resultada de muestra “> Titer Max" hace referencia a las Mmuestras pasitivas par VHC detecladas con
! superiores a} ifmite de cuantficacidn superior (ULoQ}. Si desea obtaner resultados cuantitativos, diuya la muestra

criginal con suero a plasma conseivedo en EDTA negathvas el VHC (segun el tipo de la muestra original} y rapita Ia

prueba. Multiplinue ef resultade camunicado por el factor de difiicidn,
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cobas® HCV

P, XN

Limitaciones del procedimiento

L

1.

12,

. Debido a las diferencias especificas entre tecnologias, se recomlenda @ los usuarios que realicen estudios de corzelacién

El uso de la prueba cobas® HCV se ha evaluado solamente con el cobas®* HBV/HCV/HIV-1 Control Kit, ef cobas® 4800
System Sample Preparation Kit 2, ¢l cobas® 4800 System Lysis Kit 2, el cabas” 4800 System Wash Buffer it y el cobas”
4800 System Specimen Diluent 2, : |

La ¢btencion de resultados fiables depende de que 12 obtencnon, el transporte, &) almacenamiento y el procesamiento
de las muestras sean adecuados. Siga los procedimientas que encontrard en este documento de Instrucciones de uso
(también denominade “metédica del reactivo”™) y en el Manual de usuario del cobas® 4800 System para la prueba
cobas® HCV.

Esta prueba se ha validado (inicamente para su usa con muestras de suero o plasma conservado'en EDTA. L2
realizacién de la prueba er otros tipos de muestras puede dar lugar a resultados inexactos.

La cuantificacién de ARN del VHC depende del nimero de particulas viricas presentes en las muestras y se puede ver
afectada por los métodos de obtencidn de las mismas, factores propios del paciente (como la edad o la presencia de
sintomas) ylo la fase de infeccion.

{
Aungue es poco probable, las mutaciones en las regioncs muy conservadas de! genoma virico cubtertas por la prueba
cobas* HCV pueden afectar [a unién de cebadores y/o sondas y causar una cuantificacion 2 la baja del virus o ind uso
immpedir su deteccién. .
El valor predictivo de un ensayo depende de la prevalencia de la enfermedad en una poblaclén. concreta, '
La incorporacién de la enzima AmpErase a la Master Mix de la prueba cobas® HCV permite realizar una amplificacién
selectiva de los dcidos nuclelcos del fragmento objetivo; no obstante, es imprescindible utilizar las buenas précticas de
laboratorio y cumplir estrictamente fos procedimientos especificados en este documento de instrucciones de uso para
evitar la contaminacion de los reactivos y de fas mezcles de amplificacion.

El uso de este producto debe limitarse al personal con experiencia en & empleo de técnicas de PCRy 2 utilizacidn del
cobas® 4800 System, ‘

Solamente el cobas x 480 instrument y el cobas z 480 analyzer se han validado para su uso con este producto. No
deberia utilizarse ningiin otro equipo de preparacién de muestras ni sisterna de PCR con este producto.

én ¢l lboratorio para deferminar las diferencias tecnolégicas antes de cambiar de una a otra. L.os usuarios deberdn -
adherirse a las politicas y los procedimientos especificos. !
La contaminacién cruzada puede causar resultados filsas positivos. Segin un estudio no clinico, la tasa de
contaminacién cruzada entre muestras de Ia prucba cobas® HCV es del 0,09%. Na se ha observado contaminacién
cruzada entre series. I

La prucba cobas* HCV no se ha concebide para ef cribado de la presencia de VHC en sangre ¢ productos sanguineos
ni como una prueba de diagnéstico para confirmar la prescm.Ia de una infeccién de VHC.

1 A
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Evaluacion no clinica del rendimiento :
Caracterfsticas clave de rendimiento
Limite de deteccitn (LoD}

Estiandar internaclonaf de la OMS

El fsnite de deteccién de la prueba cobas® HCV se determiné mediante ¢f anilisis de diluciones en serie del estindab

internacional de la OMS para ARN del VHC en ensayos mediante tecnologfa de amplificacion de dcidos nucleicos (cuarto

estindar internacional de la OMS) para el genotipa 1a obtenido de NIBSC, en suero o plasma conservado en EDTA!

negativo al VHC con volimenes de procesamiento de muestras de 400 p! y 200 tl, Se analizaron paneles con seis niveles de

concentracién mds uno negativo con tres lotes de reactivos de la prucba cobas® HCV, miiltiples series analiticas, dias,

usuarios y equipos.

Los resultados del suero y del plasma conservado en EDTA correspondientes a los dos volimenes de procesamiento s¢
detallan desde }a Tabla 3 hasta la Tabla 6. El estudio demuestra que la prueba cobas® HCV es capaz de detectar ARN del

VHC en una concentracién de 9,2 Ulfmi en plasma conservado en EDTA y 7,6 Ul/ml en suero con una tasa de positi
de > 95% mediante PROBIT para el valumer de pracesamlento de muestras de 400 {l y en upna concentracidn de

para el volumen de procesamiento de muestras de 200 L

Tabla3: Limite de deteccidn en plasma canservado en EDTA (400 pl}

vidad

15,2 Ulml en plasma conservado en EDTA y 15,3 UF/ml en sucro con una tasa de positividad de > 95% mediante PROBIT

Concentracién del tiula d= entrada Namera de réplices vilidas | Nimero de positivos | Tasa de positividad -

(Ui/mt de ARN del VHC) _
420 125 125 1000% | |
210 124 124 000w | |
150 128 123 9640
ac 124 nz Bad% !
50 126 103 81.8%
3.0 125 .1 S 650% |
0.0 36 : ‘o 0% |
LoD segin PROBIT - 9,2 Ul/ml ’
con una 1esa de positividad det 959 Intervato de confianza del 95 %: 7.8-11,5 Ulfmd ;
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Tabla & Umite de deteccién en svero (400 pl}

Concentractsn del timlo de entreda Ndmero da réplicas vilidas Nimero de positivos | Tasa de positividad -
[X1/m! da ARN del VHC)
420 125 125 100,0% [
78 126 128 oo | |
i 128 128 woak !
90 126 120 95,29 |
50 126 110 gram ||
30 126 gs 63 |,
06 38 0 2,04 : 1
LoD} segiin PROBIT © 7.8 Ul/m! '
con una lese de positividad del 9554 Imtervalo de confianza ded 65 % 6,5-9,5 Ul/mi l ;
!
Yabla 5  Limite de detecclén en plasma canservado en EDTA (200 §1) ;
Concentracion del titulo de entrada Nimero de réplicas vélidas ‘Ndmero de positivos | Tasade posﬂividatj
(tJi/mi de ARN del YHC) ' N
600 178 126 090% |
450 125 125 1000% |
250 125 125 1000% |
180 124 119 96.0% |
12,0 126 108 84,10 -
50 124 63 5% |
0.0 36 0 oo |
LoD segun PROSIT 15,2 Uil v
con une tasa de positividad del 85 Intervalo de confignza dei 95 % 13,7-18,5 Ul/mi
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Tabla 6: Limite de detecclén en suers (200 pi)

Concentracian del tislo de entrada Namero de répfices validas | Numert de positivos | Tasa de poskivided
{Ul/m! de ARN del VHC) , ‘
600 .18 128 100,0%
450 128 : 128 100.0%
%0 126 123 97.6%
180 128 125 '99.2%
100 128 106 B4,10%
50 125 73 58,4%
08 : 36 0 0,0%
LoD segan PROBIT ' 153 Uifmi
con uns tesa de positividad del 95% Intervalo de canflanza del 95 % 13,1-18,7 Ui/mi

Intervalo lineal

La linealidad de la prueba cobas® HCV se determind mediante el andlisis con una serie de diluctones formadas por u
panel de 13 miembros en el que el genotipo predominante del VHC {GT 1a) abarcaba el intervalo lineal del ensayo.
miembros del panel con titulo alto se prepararon a partir de um stock de Armored RNA (arRNA) de titulo elevado
mientras que los miembros del panel con titulo m4s bajo se prepararon a partir de una muestra clinica (MC). El pan

origen.

Para ¢l volumen de pracesamiento de muestras de 400 yl, la prueba cobas* HCV es lineal para suero y plasma conservado
en EDTA desde 15,0 Ul/mi hasta 1,0E+08 Ul/ml y muestra una desviacién mdxima respecto al mejor ajuste de la regresxon no
lineal inferior 2 1 0,08 logw. En el intervalo lineal, la exactitud de la prueba estuvo comprendida dentra de + 0,20 logw para

plasma conservado en EDTA y dentro de £ 0,23 logi para suera.
Para el volumen de procesamiento de muestras de 200 pl, la prueba cobas® HCV es lineal para suero y plasma conservadolen

EDTA desde 25 Ul/mf hasta 1,0E+08 Ul/m] y muestra una desviacién mixima respecto al mejor ajuste de la regresién no lineal

3

Las

el de
linealidad se diseid para que existiera una superposicién de titulos de aproximadamente 2 logio entre fos dos materiales de

inferior a 0,09 logi,. En el intervalo lineal, 1a exactitud dela prueba estuvo comprendlda dentro de + 0,20 logwopara plasma

conservado en EDTA y dentro de + 0,25 logpara sucro.

Consulte la Hustracién 2 a la Hustraclén 5 para conocer los resultados representativos.
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fustracién 2:  Lineslidad en plasma conservado en EDTA (400 ul)
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HCV
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cobaa® HO!

Precision intralaboratorio

La precisién de la prueba cobas® HCV se determiné mediante el andlisis de diluciones en serie de muestras clfnicas (MG)
de VHC (genatipo 1a} y de Armored RNA (arRNA) de VHC en suero y plasma conservado en EDTA negativos para el
VHC. Se analizaron seis niveles de dilucién en 72 réplicas para cada nivel, matriz y volumen de procesamiento de
muestras con los tres lotes de reactivo de la prucba cobas® HCV en dos equipos diferentes y con tres usuarios distintos
durente 12 dias. Cada mucstra se sometid al procedimiento completo de Iz prueba cobas® HCV en cl cobas® 4300 System,
Por lo tanto, Ia precisi6én a la que se hace referencia en este documento engloba todas las fases del procedimiento dela
prueba. Los resultados se muestran de [a Tabla 7 a la Tabla 10.

La prueba cobus® HCV present§ una alta precisién para los tres lotes de reactivo analizados en un intervalo de
concentracidn comprendido entre 1,0E+02 Ul/ml y 1,0E+08 Ul/ml con los volimnes de procesamiento de muestras de
200 ul y 400 ul,

Tabla 7:  Precislén intralaboratorio de Is pruehu cobiag® HOV (muestras de plasma conservado en EDTA ~ volsiaen de
procesamiento de muestras de 400 pi)*

Plasma conservado en EDTA
Concentracién Lote 1 Lote 2 Lote 8 Todas los lotes
nominal Concentracién
UI/mi) asignada (U//m{} | Materiol do origen SD $D sD SD agrupads |
1,0E408 8.5E+07 arfINA 005 - 0.06 0,05 0,08
10E+07 8,56-+06 arRNA 006 0.06 008 0,06
40E-+05 J4E05 arRNA 0.08 0,05 008 0,08 i
" 1,0E+04 9.9E+03 MC 0,0 0.10 G0 0,10
LOE403 . 9.9E+02 MC (LT 0,08 0,07 008

* Se considera que los datos de theulo cuentan con una distribucién log-normal y se analizan segin la transformactén de logyg. Las columnas de
desvinclanes estdndar (SD) presentan o total del titulo log-transformado para cada uno de los tees fotes de reactivo.

Toblas: Precisisn intralaboratorio de la prueba cobas® HOV {musstras de suers - volumen de procesamiento de muestras

de 400 pl}*
_ Suefo
Lote 3 Lote 2 Lota 3 Todos los lotes
Concentracldn Concentracién -
nominat (U/mf) | asignada {U/mf} | Material de origen sD S0 s 5D agrupeda
1.0E+08 6,5E+07 arRNA 0,07 Q12 0,14 012
1.0E+07 6,5E-+H18 arRNA 0,07 007 0,09 0,08
H,0E405 - 28E+05 SrRNA 0487 0,05 0.07 007
1,0E+04 © . 78EH13 MC 0,07 0,65 0,08 007
1,0E-+03 7.8E402 . MC Q.07 005 . 0,06 006 I

07529716001 -Q2ES
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cabas? HCY
Tabla9:  Precisidn imtraloboratorio de Ia prusha cobas® HCY (plasme conservatio en EDTA - volumen de procesamiento dg
muesiras de 20G pl)* '
Plasma conservado an EDTA I j
Concentracitn Concentracion Lotet Lota 2 Lotes Todos los lale;s

nomifial (Wi/mi) | asignada (WW/mi) | Material de origen S0 SO SD SD agrupada

1,0E+08 8.5E+07 arRNA 0.07 009 0,06 007 i1

1,0E-H07 B5E+08 arRNA 005 0,05 005 005 11
4,0E+05 BAEH05 erANA 0,04 0,04 0,07 005 i
1,0E+04 9.9€ 403 MC 0.06 0,05 0,07 nos |
1.0E+03 9.9E+02 MC 0,085 0,07 005 006 |
* Sa considern que los datos de titulo cuentan con una distribuctén log-normal y se analizan segin la transformacidn de log,o. Las columnas d(!

desviaciones estdndar (8D} presentan of total del thulo log-transformado para cada uno delos tres lotes de rcactivo,

Tabla 10: Preclsién intralaboratorio de la pf"ueba cobas® HCV (suero - volumen de procesamionto de muestras de 200 pl)*

Suero ]
Concantracidn " Concentracion Lote ¥ Lota 2 Lote 3 Todas los lotes
nominat (LL/mi) asignada (U/mi} | Materiat de origen S0 sD S0 SD agrupada
1,0E+D8 6,5E+07 arBNA C,06 0.06 608 0405
LOE+7 6,5E+06 arRNA 047 007 0,05 0,06
4,0E405 2,6E+05 arRNA .08 ags 0,07 007
1,0E404 ?9E+03 [ a04 0,04 0,04 0,04
1,06+03 7,98 +02 MG 0.04 0,06 0,05 0,05

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucién log-normal y se analizan segin Ia trengformacidn de log

desviaciones esidndar (SD) presentan el 1otal del tiulo log-translormade parg cada uno de los tres lotes de rezctivo,

Verificacion del genotipo

El rendimiento de la prueba cobas® HCV para los genotipos del VHC se evalué mediante:

s Verificacion del limite de deteccién paralos genotipos del 1b al 6

+ Verificacion de la linealidad para los genotipos del 1bal 6 -

+ Asignadén de titulo realizada mediante cobas® HCV,

Verificacitn del limite de deteccion para fos genotipes def 1b al 6

Se diluyeron muestras clinicas de ARN del VHC de seis genolipos distintos (1b, 2, 3, 4, 5, 6) con suero y plasma
canservado en EDTA utilizando la concentracién LoD de plasma conservada en EDTA del genotipo predominante

1 Las columnes de

(VHCGT 1a) segtin el andlisis de LoD de la tasa de positividad del 95% (15,0 Ul/mi). El andlisis de la tasa de positividad se

realiz6 con 42 réplicas de cada genotipo y matriz de muestras. Los resultados verifican que la praeba cobas® HCV es c{fp:az
de detectar el VHC para los genotipos 1b, 2,3, 4, 5 y 6 del VHC en una concentracion de 15 Ul/mt con un intervalo de

confianza unilateral superior del 95% mayor que la tasa de positividad esperada del 95%.
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cobas® HCV,

Tabla 11: Verlficacion del LoD pars los genotipos 1h-6 det VHC en 400 ! do plasma conservado en EDTA i
. intervalo de confianza
Getotipo Tasa de positividad | L0000 superior del 950%

GT1b 95,20 99,1%

GT2 100,000 100,0%
Gr3 100,6% 100,09
G4 100,0% 100.0%
GT5 100,0% 100.0%
GT & 97.6% 99.9%

Tabla 12: Verificacion del LoD para los genotipos 1b-6 dal VHC en 400 gi de suero '

Geno tipo Tasa de Imervaio de confianza
positividad unilateral superior del 85%
GT e 100,08 100,0%
Grz 100.0% . 100,0%
GT3 100.0% 100.5%
GTa 100.0% 100,0%
Gi5 100,0% 100,0%
Gi 6 100,096 100.0%

Verificacion det inlervalo lineal para los genotipos del thal 6

La serie de diluclones utilizada para la verificacion def estudio de linealidad de los genotipos de la prueba cobas® HCY
consta de un panel de nueve miembros con el que se cubre ef intervalo lineat esperado. Los miembros def panel con titulo
alto se prepararon a partir de up stock de arRNA de titulo elevado mientras que los miembros del panet con titulo més
bajo se prepararon a partir de una muestra clinica (MC) de titulo elevado. Ei panel de linealidad se disen6 parz que '
existiera una superposicién de titulos minima de 2 logi entre los dos materiales de origen. El intervalo lineal dela pruebd
cobas® HCV abarcaba desde el LLoQ (15,0 Ul/ml para un volumen de procesaniento de muestras de 400 pl) hasta el
ULoQ (t,0E+08 U/mi) ¢ incluia al menos dos puntos de decisién médica. Se analizaron 12 réplicas por nivel en plasma

conservado en EDTA.,

El intervalo lineat de la prueba cobas® HCV se verificé para los seis genotipos (1b, 2, 3,4, 5 y 6). La desviacién Tdxima
entre la regresién lincal y el mejor ajuste de la regresién no lineal fue ignal o menor que 0,14 loge.

Especificidad

La especificidad de la prueba cobas® HCV se determind mediante el andlisis de muestras de suero y plasma conservado en
tdas de donantes individuales. Se anelizaron 612 muestras individuates de plasma

EDTA negativas para el VHC obten
conservado en EDTA y 613 muestras individuales de suero (1,225 resuitados totales) con tres lotes de reactivos dela

prueba cobas® HCV. Se obtuvieron resulados negativos para ARN del VHC en 609 muestras de plasma conservado en
EDTA y 613 muestras de suero. En el pancl de la prueba, 2 especificidad de Ja prucha cobas® HCV fue del $9,5% en plasm
(limite de confianza del 95%: 2 98,7%) y del 100,0% (timite de conflanza del 95%: 2 99,5%) en suero.
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cobad® HCV

Especificidad analitica

La especificidad analitica de la prueba cobas® HCV se evalué mediante la dilucion de un panel de patdgenos (Tabla 13) &
plasma conservado en EDTA positivo para ARN del VHC y negativo para ARN del VHC. Los patdgenos se anadiero‘jn al
plasma conservado en EDTA negativo al virus y se analizaron con y sin ARN del VHC. 12 prueba cobas* HCV generd
resultades negativos para todas las muestras de patdgenos sin fragmento objetivo del VHCy resultados positivos parg
todas fas muestras de patégenos con fragmento objetivo del VHC. Ademds, el titulo logio medio de cada una de las :
rouestras pasitivas para el VHC con organismos de posible reaccién cruzada se situd en 0,09 logse del tulo logw medio

del control positivo respectivo afadida. -

Tabla 13: Patdgenas anafizados para reactividad cruzada

=

Virus . Bacterias Levadura
Adenavitus lipo 5 " Virus del heepes simple tipos 1y 2 | Proplonipacterium acnes | Candida albicdns
Citomegalovirus Virus del papiloma humano Staphylococcus gureus
Virus del dengue tipos 1, 2,3y 4 Vinis da la gripe A
Virus de Epstain-Barr - Virug de g encefalills del

Valle Murray

Virus FSME (cepa HYPR) Virus de la encafalitis ds St. Louls
Virus de ia hepatitis A Virus de la varicela zdster
Virus de Iz hepatitis B Virus del Nile Occidentel
Virus de inmunodeficlencia humana 1 Virus de la fisbre amarille
Virus linfotrdpico de célules T humanes tinos 1y 2 Virus Zika
Virus del herpes humano tipa 6

Especificidad analitica: sustancfas interferantes

Sc analtzaron niveles elevados de triglicéridos (27,9-29,0 g/}), bilirrubina conjugada {0,18-0,22 g/1}, bilirrubina no
conjugada (0,19-0,2 g/l), albiimina (57,8-60,6 g/), hemoglobina (1.8-2.3 g/l) y ADN humano (2 mg/l} en muestras ¢;
as demostrd que no interferfan con ¢l rendimiento de la
prueba cobas® HCV. Asimismo, se analiz6 Ja presencia de marcadores de enfermedades autoinmunes como lupus

presencia y ausencia de ARN del VHC, El andlisis de las sustanci

ecitematoso sistémico (LES), ariritis reumatoide {AR) y anticuerpos antinucleares {ANA).

Ademis, se analizaron los compuestos farmacolégicos de la Tabla 14 con una concentracién tres veces superior a la Cmax

tanto en presencia como ent ansencia de ARN del VHC.

k=1

Se ha demostrado que ninguna de las posibles sustancias interferentes afecta al rendimiento de ka prucba. La prueba cobas®
HCV generd resultados negativos para todas las muestras sin ragmento objetivo del VHC y resultados positives para todas
010 medio de cada una de las muestras positivas pare dl

las muestras con fragmento objetivo del VHC. Ademds, ¢l titulo ]

VHC con sustancias potenciaimente interferentes se situd en * 0,04 loge del Litulo logse medio del ontral positive respectivo

anadido.
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cobas® HCV 1A
Ly
Tabla 14: Compuestos farmacolégicos analizades pare fa interferencla mediante cuantificacin det ARN del VHC con la prueba t ',E
cobas® HCV - ' ~
Clase de firmaco Nombre genérico de! frmaco
Moduledores del sisterna Peginterferdn o-2e Ribavirina
Inmncldgico Peginterferdn ¢-2b '
inhibidor de 1 entrade del VIH Maraviroc
Inhibidpses de 1a imtegrasa det VIH ENvitegravirfCobiclata Raltegravir !
tnhibidores de ia transcriptesa inversa]  Efavirenz Nevirapina :
no nucledsido del VIH Etravirine Ritpiviring
|nhibidores de i proteasa del VIH Atezdanavir : ' Nelfinavir
Darunavir Ritoravir
Fosamprenavir Saquinavit
Lopinavir Tipranavir
Inhibidores de la proteasa del VHC Bopaeprevir Tetaprevir
) Simaprevic
Inhibidores de la transcriptasa Abacavir BGanciclovir
inversa a de la polimerasa de AON Aciclovir Lamvuding :
Adetovir diplvoxit . Sofosbuvir '
Cidofavir Telbivuding
Emtricitabing Tenofovir
Entecavir Velganciclovic
Fasnarnet ’ Zidovudina
Compuestos para el tratamiento de Azitrormicing Plrazinamida
infecciones opartunistas Ciaritromicing Ritabutina ‘
Etambutol Rifamplcina
fluconazol Sulfametoxazol
Isoniazida Trimetoprima
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eohas® HCV

Correlacion de métadas

Evaluacidn del rendimiento de la prueba cnbas" HCV en comparacitn con la prueha COBAS® Amp![PreplGOﬂAS” '

YagMan® HCV Quantitative, v2.0

Se compard el rendimiento de la prueba cobas* HCV y la prucba COBAS* AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
Quantitative, v2.0 (TagMan*® HCV v2.0) mediante el anilisis de muestras de suero y plasma conservado en EDTA

procedentes de pacientes infectados con el VHC. Un total de 176 muestras de plasma conservado en EDTA y 176 muestras

de suero de todas los genotipos del VHC, analizadas por duplicado, resultaron vilidas y se encontraban dentro del
intervalo de cuantificacién de ambas pruebas. Se realizd el andlisis de la regresion de Deming, La desviacién del tltulo
medio de las muestras anatizadas con las dos pruebas fue de 0,0 loge (intervala de confianza del 95%: -0,01; 0,01).

En la Hustracién 6 se muestran los resultados de la regresién de Deming. Bl simbolo * de las ilustraciones indica una tn
determinacidn. El color representa ¢l genotipo.

llustracién 6:  Comparacion del andilsis de regresida entre ins prucbas cobas® HCV y TaqMan™ HOV, v.0 en myestras de suera

y ptasma conservado en EDTA.
f,'_ - | Genotipo
ol y=1,02x-0,08 ; 5
2
] R*=099 F s .
' 4 &
E . Linaas
,g § Unea de rmgronidn &y Derng
ge -
# ;
o 4 '
£ ;
a’ 5 o :
8 K o
2 G‘%{" ‘ f
w ::
1

Tifusd tode e

;
3
{
g 1 H 3 i 5 ‘ 7 'R .
do 44 pruatio COBAS® AmptiPrep/COBAS® Trgian® HCY. 2o

07529716001-02E8

jCa

Dac. Rev. 1.0

pagina 50 de 79

e s— wm @




L]
1 N

!
cobas® HCV

Equivalencia de matrices: plasma conservado en EDTA frente a suero

Se analizaron 114 muestras de plasma conservado en EDTA y suero emparejadas. para determinar la equivalencia de
matrices. De ellas, 59 muestras emparejadas resultaron positivas para e} VHC, Las muestras positivas para el VHC cubrian
los genotipos del 1 al 5 en toda el intervalo lineal.

La desviacién del titulo medio medida para tas muestras de plasma conservado en EDTA y de suero emparejadas fue de
0,04 logie{intervalo de confianza del 95%: 0,00; 0,08) (Uustracion 7). :

lustracidn 7:  Rendimiento de la equivaleticia de matrices entre muastras de plasma conservado en EDTA y suem
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1 Fallo de todo el sistema

La tasa de fallo de todo el sisterna para l2 prueba cobas® HCV se determind mediante ¢] andlisis de 100 réplicas de plasma '
conservada en EDTA z las que se anadid fragmento objetivo del VHC. Estas mucstras s¢ analizaron con una
concentracion de fragmento abjetivo de aproximadamente 3 x LLoQ (45,0 Ul/ml).

Los resultados del estudio indican que todas las réplicas fueron vélidas y positivas para el VHC, lo que representa una tasa
de fallo de todo el sistema del 0,0%. E! intervalo de conflanza bilateral exacto del 95% fue del 0,09 para el limite inferior ¥ del

3,6% para el limite superior [0.0%: 3,6%).

. Contaminacion cruzada

La tasa de conlaminacion cruzada de la prueba cobas* HCV se determind mediante el andlisis de 230 réplicas de muestras
de plasma conservado en EDTA negative al VHC y 235 réplicas de una muestra de VHC con un titulo alto de
1,8E+08 Ul/ml En total, se realizaron cinco series con muestras positivas y negativas utilizanda un métndo de ensayol'con

configuracién de tablero de ajedrez. .
229 de las 230 réplicas de las muestras negativas resultaron vilidas y se detectaron como negativas, por lo que la tasa de
contaminacién cruzada fue del 0,0% con un limite de conflanza unilateral del 953 de 1,3%. :
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cohas® HCV -

Informacion adicional
Caracterfsticas principales del ensayo
Tipo do muestra Plasma conservado en EBTA suero :
Cantidad minima de muestmn necesaria Consutte el Manua) de usuario dél cobas® 4800 System para' la prueba |

cobas® HCV, :
Volumen de procesamlento de muestas 400 pto 200 pl
Sensiilidad analitica 9.2 W/ml (400 un

15,3 Ul/m1 (200 )
Intervafo fineal 400 pl: 15,8 LB/ml -~ 1.06+08 Ul/mi

200 l: 25,0 UVm| - 1,0E+08 Ul/ml '
Especificidad ' 89.5% (intervalo de confianza unilateral del 95%: 98,754)
Genotipos dotectados Genotipos 1-6 del VHC '
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1 cobas® HCV
] Simbolos '
é Los sfmbolos siguienies s emplean en ¢l ratulado de todos los productos de diagnéstico por PCR de Roche.
‘lﬁ Tahiz 15: Shrbolos utilizados en las etiquetas de los prosductos de diagndstico mediante PCR de Rochie
!
¢
‘ Pragrama auxiliar : fUD| Producto senitario para diagndstics i vitro
, oW
! Representante eutorizede en la .
l tomunidad Europes LLR Limite Infedor del intervalo asignado
' acose]  Hoja de detos det cddigo de barras “ Fabricante
Cadigo de lote @ Almacenar en a oscuridad
‘ (% Riesgo blotdgico W Sufigiente pers <n> pruebas
[}
[REF] Numero de cetslogo X Limite de temporatura
. |
5 Em Consulte fas Instrucciones de uso Archiva de definicidn de pruebas
Contenido del kit Uimite superior de! intervalo asignado
| D | Distribuido por 2 Usar antes de
U Para evaluacidn det rendimieato VI Nimeto mundia! de anfculo comercia)
i dnicamente .
i
' : i
El presente producto cumple con los requerimientos previstos por tg Directiva Europea 98/79/CE
de productos sanitarios pare gl diagngstica /i Wi, ' '
| I
Servicio técnico para clientes de EE. UU.: 1-800-526-1247
z- "
|l
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Fabticante y distribuidores

Tahla 16: Fabricante y distribuidores

Fabricado en tos Estados Unidos
’ Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 1186

68305 Mannheim, Germany

Roche Diagnostics (Schweiz} AG
D industriestrasse 7
6343 Rotkreuz, Switzerland

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Roche Diagnostics, SL. .
Avda. Generalitat, 171-173
E-C8174 Sant Cugat del Valles
Barcelona, Spain

Roche Diagnostica Brasil Lida.
Av. Engenheiro Billings, 1729
Jaguaré, Building 10
05321-010 Sdo Paulo, SP Brazil

Marcas registradas y patentes

Roche Diagnostics

201, Boulevard Armand-Frappier
H7V 4A2 Laval, Québec, Canada
(For Technical Assistance call:

Pour toute assistance technique, -

appeler le: 1-877-273-3433)

Roche Diagnoétics
2, Avenue du Vercors
38240 Meylan, France

Distributore in ltalia:
Roche Diagnostics S.p.A.
Viale G. B. Stucchi 110
26052 Monza, Mifano, italy

Distribuidof em Portugal:

Roche Sistermas de Diagndsticos Lda.

Estrada Nacional, 249-1
2720-413 Amadora, Portugal

Consulte la p4gina http://www.soche-diagnostics.us/patents '

Copyright
©2015 Roche Malecutar Systems, inc.
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REFERENCIAS DEL PRODUCTO
Nombrs de producto:

Nombre: cobas® HCV - Catalogo: 6979602

Nombre: cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit — Catalogo £979572

Nombre: cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2 para 240 tests — Catélogo N° 5979513
Nombre: cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2 para 960 tests - Catalogo N° 8978521
Nombre: cobas® 4800 System Specimen Diluent 2 para 240 tets — Catalogo N° 6979556
Nombre: cobas® 4800 System Lysis Kit 2 para 240 tests — Catalogo N° 6979530

Nombre: cobas® 4800 System Lysis Kit 2 pare 980 tests - Catalogo N° 6978548

YOV N YNV YY

Forma de presentacion y compasicion:
cobas® HCV (6979602): casete para 120 pruebas
» MMX R1 (cobas® Master Mix Reactivo 1): 10%1,75 mL
Acatato de manganeso, hidréxido potésico, < 0,1% de azida sédica
» HCV MMX R2 (cobas® HCV Master Mix Reaclivo 2) ; 10x0,5 mL
Tampon Tricina, acetato de potasio, 18% de sulféxido de dimetilo, glicero, < 0,1% de Tween 20, EDTA, < 0,12% de
dATP. dCTP, dGTP, dUTP, < 0,01% de cebadores para VHC. < 0,01% de cebadores que van en un sentido y en
sentido contrario para el estandar de cuantificacidn, < 0,01% de sondas oligonucledtidas marcadas con flucrescente
especificas para VHC y el estandar de cuantificacion, < 0,01% de aptéamero o!igonucleétido, < 0,01% de AON
polimerasa Z050 {microbiano), |
< 0.01% de enzima AmpErase (uracil-N-glicosilasa) (microbiana), < 0,1% de azida s&dica
» RNA QS (cobas® RNA Quantitation Standard)
Tampén Tris, < 0,05% de EDTA, < 0,001% de constructo de Armored RNA diferante det VHC que contiene regiones
de secuencia especificas det cebador y la sonda (ARN no infeccloso encapsulado en bacterisfago MS2), < 0,1% de
arida sédica

Descripeion de |a finalidad o uso del producto:
U/so previsto

cobae® HCV es una prueba de amplificacion de acidas nuclsicos in vitro para 1a deteccion y la cuantificacién del ARN det
virus de la hepatitis G (VHC), en plasma humano conservado en EDTA o suero de paclentes infectados con el VHC.|Lés
muestras que contienen genotipos del 1 al 6 del VHC estan velidadas para la deteccitn y ta cuantificacion en el ensayé.

La prueba se ha concebido como comptemento en ef diagndstico de la infeccién del VHC en las poblaciones sigutentes:
pacientes que presentan evidencias de anticuerpos del VHC con evidencias de hepatopatia, pacientes de los que s& |
sospecha que estén infectados activamenta con evidencias de anticuempos del VHC y pacientes en riasgo de infeccion. por
VHC con anticuerpos del VHC. La dataccion de ARN del VHC indica que el virus se reproduce y, por o tanto, constituye una
evidencia de infeccion activa. .

La prusba esté diseilada para utilizarta como ayuda-en la gestion de los pacientes infectados por e VHC sometidos a una
terapia antivirica. E| ensayo mide los niveles de ARN del VHC iniciales y durante el tratamiento y se puede utilizar parg
predeci la respuesla virolégica sostenida y no sostenida a 1a lerapia para el VHC. Los resultados deben interpretarse en el
contexto de todos los resultadas clinicos y de iaborataric relevantes.

Resumen y explicacion de la prueba

Informacién de referencie .

£l VHC esta considerado el principal agente atiologico responsable def 90% al 95% de los casos de hapatitis
postransfusienal.”™ _ :

El VHC es un virus ARN monocatenario positivo €on un gencma constituido por aproximadamente 9.500 nucledtidos que
codifican 3.000 aminoécidos. Como virus transportado en sangre, el VHC es transmisible a través de la sangre y los La
produclos hemoderivados. La adopcitn mas o menos generallzada de medidas de detecclén sistematica del VHC enisangre
ha reducido de farma considerable el riesgo de hepatitis asociado a las transfusiones. La incidencia mas alta de infeccion
por VHC se asocia al abuso de drogas por via intravenosa y en menof medida a otras exposiciones percuténeas.‘

La determinacién cuantitativa de ARN del VHC para la mediclén de cargas viricas de referencia y la monitorizacién del
tratamienlo estd bien establecida para demostrar la eficacia de la respuesta antiviral al tratamiento combinado de interferdn
pegilado y ribavirina (peglFN/RBV).>® Las directrices para la gestion y el tratamiento dét VHC'™"' recomlendan realpé!r
pruebas de determinacion cuantitativa del ARN del VHC entes del inicio del tratamiento antiviral, a intervalos de tismpo
especificos durante el tratamienlo (terapia guiada para la respuesta, TGR) y el cabo de 12 semanas 9 mas tras 12
finalizacién del tratamiento,
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El objetivo del tratamiento es 1a ausencia de ARN del VHC detectable mediante una prueha sensible realizada 12 semanas
después de finalizar el tratamiento, Io que indica que se ha logrado una respuesta viroldgica sostenida (RVE)." | !
La determinacién de la cinética viral durante el tratamiento se ha utilizado para personatizar ain mas la duracion del mismo

A

gracias a log antivireles de accién directa (AAD) aprobados més recientements, los inhibidores de |a proteasa lelaprevir y
bocepravir.

Motivos para el uso de la prueba del VHC ,

La presencia de anticuerpos del VHC indica que una persona se ha infectado con el VHC. No obstants, el estado pasitivo
para anti-VHC no diferencia entrs Infeccion aguda, crbnica y resuslta. La deteccion de ARN de! VHC en suero 0 plasma
indica que se esta produciende una replicacién viral, por elio, este método se utiliza para identificar a pacientes con infeccidn
del VHC persistente. |

Ante la creclente disponibilidad de eficaces AAD espacificos para el VHC, incluidos los inhibidores de ls proteasa de |
segunda generacidn, los inhibidores de la polimerasa y los inhibidores de NSBA, v la dindmica y extensa senda de frmacos
descubiertos para ef tratamiento del VHC, la monitorizacién de ta carga viret continle sierdo la principal prueba de i
laboratoric para confirmar que se ha conseguido ia RVS con regimenes de tratamiento basados en AAD.'®#

En resumen, cobas® HCV es una prueba cuantitativa para ia deteccion de ARN del VHC, ef diagridstico de la infeccidn
activa y la determinacidn de la cinatica viral, para uso en laboratorios que realizan ensayos clinicos y en la practica clinica
habitual para el tratamiento de pacientes can VHC. ' , H

Explicacién de la prasba
cobas® HCV es una prueba de écidos nucleicos cuantitativa que se regliza en el cobas® 4800 System. La prueba cobas®
HCV permite la deteccion y cuantificacién de ARN det VHC en sugro 0 plasma conservado en EDTA de pacientes'
infectados. Se empiean sondas dobles que detectar: y cuantifican, pero no discriminan, los genotipos 1-6 det VHC. La
cuantificacidn de la carga viral se realiza medianta un estandar de cuantificacién de Armored RNA diferente del VHC (RNA
015} que se afiade a ceda una de las muestras durante la preparacion. El RNA QS también actia como control intermo para
monitorizar {odo el proceso de& preparacion de las muestras y amplificacién mediante PCR. Ademas, la prueba utiliza tres
controtes externos; uno positivo de titulo alto, uno positivo de tiiulo bajo y uno negativo. !
Principlos del procedimiento i

La prueba cobas® HCV se basa en la preparacion de muestras totalmente automatica (extraccion y purificacion de &cidos
nucleicos) seguida de un proceso de amplificacion y deteccion mediante PCR. E! cobas® 4800 System incluye el cobas x
480 instrument v ef cobas z 480 analyzer. La gestidn de datos automatica se realiza mediante el cobas® 4800 software,
que asigna los resuitados de fa prueba a todas las pruebas como fragmento objetivo no detectado, < LLoQ (limite dé
cuantificacion inferior), > ULeQ (limite de cuantificacién superior) o0 ARN de VHC detectado, un valor del intervaiojiinba?
LLoQ s x S ULoQ. Los resultados pueden revisarse directamente en la pantalla del sistema, exportarse 0 imprimirse’

como informe. |

La extraccin de #cidos nucleicos de las ruestras de pacienté, controles externos y moléculas de Armored RNA QS
afiadido se realiza simultdneamente. En rosurien, los acidas nucieicos viricos s& tiberan al afadir proteinasa y reactivo de
lisle a ia muestra. Los acidos nuoclelcos liberados se unen a la superficie de silice de fas particulas de vidrio magnéticas
afiadidas. Las sustancias sin unir y las impurezas, como las proteinas desnaturalizadas, los dasechos celulares ¥y posibles
inhibidores de la PCR se eliminan en pasos posteriores con el tampén de [avado, mientras que los acidos nucleicos’
purificados se eluyen de [as particulas de vidrio magnéticas mediante el tampdn de elucién a temperatura elavada. |

La amplificacién selectiva de los acides nucleicos det fragmento objetivo de la muestra ds paciente se llevaa cabo mediante
cebadores gue van en un sentido y en sentido contrario especificos del virus para el fragmento objetivo que se seleccionan
de regiones altamente conservadas def \WHC. La ampiificacién selectiva de RNA QS sa realiza mediante cebadores que van
en un sentida ¥ en sentido contrario especificos de la secuencia que se seleccionan de modo que no presenten homologt’a
alguna con el genoma del VHC. Para los procesos de transcripcidn Inversa y amplificacién mediante PCR se utiliza'ADN
polimerasa termoestable. Los reactivos Master Mix incluyen trifosfato de deoxiuridina (JUTP), en lugar de trifosfato]
desoxitimiding (dTTP), que se incorpora al ADN recién sintetizado (ampticon).”> > La AmpErase, presente en fos reactivas
Master Mix, inactiva los ampliconas contarninados de las series de PCR anteriores coma plantililas de PCR antes, de que se
realica el primer paso de desnaturalizacion de la PCR. La AmpEtase cafeliza la eliminacién de uracil del ADN, pera no
presenta actividad en &l ARN o el ADN natural, que no contiene uracil. Los amplicones formados durante ciclos ﬁcsleriores
de la PCR no se inactivan porque la AmpErase se inactiva en las temperaturas de hibridacion y desnaturalizacidn de Ia
PCR. i

E{ reactivo Master Mix de cobas® HCV contiene sondas dobles de deteccion especificas para las secuencias o‘tijeiivo del
VHC y una sonda de deteccién para el RNA QS. Las sondas estan marcadas con marcadores amisores fluorescerites que
permiten la deteccion simultanea def fragmento ebjetivo del VHC y ef RNA QS en dos canales de deteccin distintos.”
Cuando no se unen a la secuencia objetivo, las sefiales fluorescentes de las sondas intactas se eliminan mediantg un
marcador silenciador. Durante el paso de amplificacion mediante PCR, ia hibridacién de las sondas con la plantitte’
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especifica de ADN monocatenario provoca ia escisidn de Iz sonda por la aclividad de la nucleasa &' a 3' de la ADN ]
polimerasa, lo que produce la separacion de los marcadores emisor y silenciador y la emision de una sefial flucrescente. K
+ Con cada ciclo de PCR, se generan cantidades creclentes de sondas escindidas y la sefial acumulada del marcador emisor
" guments concomitantements. La deteccidn y diferanciacion en tiempo real de los productos de PCR se consigue meidiénte
Ia; gﬁ';tiﬂgacidn de la fluarescencia generada por fos marcadores emisores liberados para los fragmentos objetivo visicos y
E e Qs. | ‘
! l

Fl

| Descripcién de las precauciones, de los euidados especiales y esclarecimientos sobre los riesgos provenientes del
manipweo del producto y su descarte l

Limitaciones del Procedimiento ' '

1. Eluso de fa prueba cobas® HCV se ha svaluado solamente con el cobas® HBV/HCV/HIV-1 Controt Kit, el cobas®
48C0 System Sample Praparation Kit 2, el cobas® 4800 System Lysis Ki 2, el cobas® 4800 System Wash Bufier Kit y
el cobas® 4800 System Specimen Biluent 2. i

2. La obtenclon de resultados fiables depende de que fa obtencion, el transporte, ef almacenamiento y el procesamiento de
las muesiras seap adecuados. Siga los procedimientos que encontrara en este documento de instrucciones de uso
{también denominado “metadica del reactivo®) y en el Manual de usuario def cobas® 4800 System para la prueba |
cobas® HCV. ||

3. Esta prueba se ha validado tnicamente para su uso con muestras de suero o plasma conservado en EDTA. La
realizacion de la prueba en otros tipos de muestras puede dar lugar a resultados inexaclos. :

4. La cuantificacion de ARN del VHC depende de! ntimero de particulas viricas presentes en las muestras y se puede ver
afectada por los métedos de obtencién de las mismas, factores propios del paciente (como la edad o la presencia de
sintomas) yio la fase de infeccion.

5. Aunque es poco probable, ias mutaciones en las regiones muy conservadas del genoma virico cubiertas por la prueba
cobas® HCV pueden afectar la unién de cebadores yfo sondas y causar una cuantificacion a la baja del virus o incluso
impedir su deteccién.

6. Elvalor pradictivo de un ensayo depende de la prevalencia de Ja enfermedad en una poblacién concreta.

7. La incorporacion de la enzima AmpErase a la Master Mix de la prueba cobas® HCV permite realizar una amplificacion
celectiva da los cidos nucleicos del fragmento objetivo; nc obstante, es imprescindible utilizar las buenas précticas de
laboraterio y cumplir estrictamente los procedimientos especificados en este documento de instrucciones de uso para
avitar 2 contaminacion de los reactivos y de las mezclas de amplificacion.

8. Eluse de este producto debe fimitarse al personal con experiencia en el empleo de técnicas de PCR y la utilizacién del
¢obas® 4300 System.

9. Soilamente el cobas x 480 instrument y el cabas z 480 analyzer se han validado para su uso con este producto. No
deberfa utliizarse ningun ofro equipo de preparacién de muestras ni sistema de PCR con este producto.

10. Debide & las diferencias especificas entre tecnologlas, se recomienda a los usuarios que realicen estudios de

: correlacién en ef laboratorio para determinar las diferencias tecnolégicas antes de cambiar de una a otra. Los usuarios

! deberan adherirse a 1as politicas y los procedimientos especificos.

11. La contaminacién cruzada puede causar resultados falsos positivos. Segun un estudio no clinico, la tasa de |

contaminacién cruzada entre muestras de la prueba cobas® HCV es del 0,0%. No ss ha observado contaminacion

i cruzada entre series, |

{12 La pruebg cobas® HCV no se ha concebido para el cribado de la presencia de VHC en sangre o productos .

sanguinecs ni como una prusba de diagndstico para confirmar la presencia de una infeccion de VHC.

Precauciones y requisitos de manigulacién

Advertencias y precauciones

Como sucede con cualquier procedimiento analitico, resulta esencial seguir las buenhas practicas de laboratorio
. recomendadas para obtener un rendimiento correcto del ensaya. Debido a la elevada sensibiidad analitica de esta prueba,

deben extremarse las precauciones para eviter cualquier tipo de contaminacién de los reactivos, las muestras y las mezclas
de amplificacidn. :

- Para diagndstico in vitro exclusivamente. i
. No se ha evaluado el uso de (a prueba cobas® HCV para el cribado de la presencia de VHC en sangre o product?s
5anguineos, i

- Todas {ag muestras de pacientes deben tratarse como si fueran infecciosas, utilizando los procedimientos de iaboratorio
recomendados que se describen an la publicacion Biosafety in Microbiologicat and Biomedical Laborataries y en et |
documento M26-A4 del CLSE.27,28 Este procedimianto solamente deberia llevario a cabo personal expertoenta |
manipulacién de material biopeligroso y en el uso de la prueba cobas® HCV vy el cobas® 4800 System. | "
ALLDA.C
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P . Todos los materiales de origen humano deben considerarse potencialmente infecciosos y manipularse teniendo en cuenta
’ tas precauciones generales.

. cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit contiene plasma derivado de sangre humana. Se ha analizado el materiat original
mediante una prueba para anticuerpos autorizada y no se ha considerada reactivo para la presencia de anticuarpos del
VHC, anlicuerpos del ViH-1/2, anticuerpos anti-HBsAg y anficuerpos anti-HBc. El analisls mediante métodos PCR no ha
deiectado 1 presencia da ARN del \IH-1 ni del VIH-2, ARN def VHC ni ADN del VHB. Ningin método de prueba conocido
puede garantizar iotalmente que un producto derivado de la sangre humana no transmita sgentes infecciosos.
- Evite la exposicion del reactivo MGP a fuentes de campos magnéficos.

- No congela la sangre total ni las muestras almacenadas en tubos primarios.

. Utilice solo & material fungible suministrado o que se requiera expresamente para garantizar el 6ptimo
rendimienio de 1a prueba.

Contaminacion
. A fin de evitar la contamninacion, s obligatorio el uso de guantes durante Ia manipulacién de las muestras y los reactivos
para la prueba cobas® HCV, asf como cambiarse los guantes entre un proceso y otro. Evita ta contaminacion de ios |
- guantes durante la manipulacion de las muestras y de ios controles. Utilice guantes de laboratorio, batas de kzboratorio
! ‘ proteccidn ocular cuando manipule las muestras y los reactivos del kit.

o " Evite la contaminacion microbiana y con ribonucleasa de los reactivos.
i . Podrlan chtenerse falsos positivos si no se evita la contaminacion par arrastre de las muestras durante su manipulacién.

‘ {ntegridad

- . No utitice los kits después de la fechz de caducidad.

; . No haga pooles con los reactives.

. No utilice elementos desechables caducados.

| . Los elementos desechables son de un solo uso. No deben reutilizarse.
- Debe realizarse un correcto mantenimiento del equipo, de acuerdo con fo establecido en las instrucciones del fabricante,

Eliminacién de residuos

- La prueba cobas® HCV, ol cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2 y el cobas® 4800 System Specimen Diluent 2

contienan azita sodica. La azida sédica puede reaccionar con las tuberias de plomo o cobre y formar azidas metdficas muy
explosivas. Guando alimine soluciones que contengan azida sadica vertiéndolas en fregaderas de taboratorio, deje correr
abundante agua fria para evitar fa formacion de depésitos de azida. '

- Deseche los reactivos no utilizados y los residuos sequn fa regiamentacion nacional, federal, estatal y locai.

, Limpleza de derrames
§ . El cobas® 4800 Lysis Buffer 2 contiene tiogianato de guanidina. Si se derrama liquido que contenga tiocianato de
i guanidina, limpielo con un detergente apto para laboratorio y agua. Si el liquido vertido contiene agentes potenciaimente

infecciosos, limpie PRIMERQ el area afactada con detergerite para laboratorio ¥ agua y, a continuacién, con una dotucion de-

hipociorito de sodio 2l 0,5%.

. Si el derrame se produce sobre el cobas x 480 instrument, siga las instrucciones de fimpieza que se detallan en el Manua!
del sistema correspandiente det cobas® 4800 System.

. No utilice soluciones de hipoclorite de sodio (lejia) para limplar el cobas x 480 instrument o el cobas z 4380 analyzer.
Limpie ef cobas x 480 instrument o ¢! cabas z 480 anatyzer segln las instrucciones detalladas en el Manual del sistema

correspondiente del cobas® 4800 System.

Método de evaluacién det producto empleado por el establecimiento elaborador y resultados que expresen las
caracteristicas especificas de desempefio )

\ Limite de detaccién (LoD}

1

Estandar internacional de la OMS ' |

El limite de deteccion de la prueba cobas® HCV se determind mediante el analisis de diluciones en serle del esté‘ndlar
internacional de la OMS para ARN del VHC en ensayos mediante tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos (cuarte
estandar internaclonal de la OME) para el genotipo 1a obtenido de NIBSC, en suero o plasma conservado en EDT.
negativo al VHC con volumenes de procesamiento de muestras de 400 pi y 200 . Se analizaron paneles con seis ivelas
de cancentracién més uno nagative con tres lotes da reactivos de la prusha. cobas® HCV, multiples series anallticas, dias.
usLiatios y equipos. [
LA LN 3
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Tabla 4:

Concentracian del
(Ul/mi de ARN det VHC)

con una lasa de positivi

Limite de deteccitn en sueio (s00 pi}

tiulo de entrada

LoD segin PROBIT
ded del 85%

Los resultados del sUerc y del plasma conservado en EDTA corespondientes a los dos volimenes de procesamiento se
detalian desde la Tabla 3 hasta fa Tabla €. E! estudio demuestra qué ia prueba cobas® HCV es capaz de detectar ARN del
VHC enuna concentracion de 9.2 UYmi en plasma conservado en EDTA Y 7,8 Ulimi en suero con una tasa de positividad de
> a5% mediante PROBIT pera & volumen dé pmoesamiento de muestras de 400 Wy en una concentracién de 15,2 Uifmi en
plasma conservado en EDTAY 15,3 Uliml en suero con una tasa de positividad de = 95% mediante PROBIT para el |
-volumen de procesamiento de muestras de 200 i
Tabla3: Limite de dateccion en plasma conservado n EDTA {400 pi} i{
Concentracién del tiulo de antrada Namero de réplicas validas Namero de positivos Tasade posi:iviidaﬂ
Ui/ de ARN del VHC) | '
125 125 100,0% 1
124 126 - 10040% |
150 125 3 g% |
90 124 17 \ aa 4 |
e e
50 128 : 03 g1.8% |
30 25 80 k 6a.0 |
I
04 36 0 \ 0.0 |
] !
LoD segiin PROBIT g2 Uim! '
con una tasa de positividad del /5% Intervalo de confianza del 05 W 7.8-11.6 UVml

tntervalo de co

|

]

7.6 Ul/mi
nfianza del 95 ¥

6.5-9.6 Ul/ml .

1F-201 8-00621 234-APN-DNPM# ANMAT
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Tehia$: Limite do deteccién en plazma conservado en EDTA (200 )

I

Concentracién del titulo de entrada Numero da réplicas vélidas Nimero de positivos | Tasa de positividad ]

(UI/m! de ARN ded VHC) ]

60.0 ‘ 126 126 100.0% |

-46.0 126 128 oo |

250 125 ‘ 125 10008 |

18=0_ 124 - 19 960% |

100 ' 126 106 aa.wé |
50 124 6 s |

. 0.0 ‘ 36 0 0.0%
LoD segiin PROBIT ' 5.2 Ul/ml
con una tasa de positividad del 95% Intervelo de confianza del 95 %: 13.1-18,5 Ul/An)

Tablag:  Lmite de deteccién en suero (200 )

i

ton una tasa de positividad del 35% ]

Concenbracién del thulo de entrada Nimero da répi!cas_vélidas : Nﬂﬁm de positivos | Tesade p&_;iﬂwdad ‘
(LH/mi de ARN del VHE) ’ I
60,0 128 126 100,0%
450 128 126 ‘. 100,0%
250 128 128 | 97.6%
180 ' ‘ 126 125 | 03.2%
10,0 126 ' 106 841%
50 125 73 58.4% |
] 0.0 36 0 | 0.5
| LoD segun PROBIT 153 Livml
intervelo de confianza det 85 %: 13,1-18,7 Ul/mi

Intervato lineal

La linealidad de la prueba cobas® HCV se determind mediante g andlisis con una serie de diluciones formadas

§ por un pane! de 13 miembros en el gue el genotipo predominante del VHC (BT 1a) abarca
ensayo. Los miembros del panel con titulo alto sa prepararon a partir de un stock de Armared RNA {arRNA) de
titulo alevado mientras que fos miembros del panel con titulo méas bajo se prapararon a partir de una muestra

2 log10 entre los dos materiales de origen.

Para ef volumen de procesamiento de muestras de 400 pl, la prueba cobas® HCV es lineal para suero y plasma

ajuste de la regresion no lineal inferior & £ 0,08 log10. En &f intervalo lineal, la exactitud de la prueba estuvo
comprendida dentro de £ 0,20 log10 para plasma conservado en EDTA vy dentro de £ 0,23 log10 para suero.

pigina 64 de 79
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clinica (MC). El pane! de Hinealidad se disefié para que existiera una superposicion de titulos de aproximadament:

f conservado en EDTA desde 15,0 Ul/mi hasta 1,06+08 Ulimi y muestra una desviaclbn maxima respecto al mejor
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uastras de 200 i, la prueba cobas® HCV es fineal para suero y

plasma conservado en EDTA desde 25 Uliml hasta 1.0E+08 Ul/ml y cnuestra una desviacion maxima | -
C . respecto al mejor gjuste de la ragresion no lineal inferior a £ 0,09 log10, En el intervale fineal, la exactitud
de la prueba estuvo comprendida dentro de + 0,20 log10 para plasma conservado en EDTAy dentro det
0,25 log10 para suer. : :
Consulte a llustracion

Para el volumen de procesamiento de m

2ala lustracién 5 para conocer los resultados reprasentativos.

fustracién 2: Lineslided en plazma conzetvado en EDYA (400 i)

Qbservadomes -
et Efldlnmaloespecmm . ‘ : i .
! Lines daragrasian . ' .
Modelo cuadritico ) . v
. L{mtle de desviacibn superior ) X Y
. | Limitede desviacion |rferor // . !
i
/‘/ )

. g-l”"i

Tiuo log ohserva do |unidadas da conoentrackni
[1.3
\\

a- . . ) R .
0. 1 2. 3 4 s 6 7 ] ¢ ot H\f-“‘;*“é’t
.» g b “ R E
Tn’hﬂolonasiumdniunidades de concentracion] ) ’“‘f;gr;;--:::ﬁ ‘t:tf, ;
. ST ‘pGoub i
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HestrecitnS: tLinenfidad en suers {408 pl)

9 e San R e
.r Observatiores :
- 'I..-Eyw!inwvdoespacﬁcado i
B Linca deregresién R
! .. Maodelacuadritico
' X Lim#te de desviacionsuperior L
. Limite de desviacian irfertor /'
o ;
g .
é 5. -
5 « ¢
!
£ .
g et
5 .}
'_. A .
LUl . . . o . . . N -
o ' 2 3 4 5 6 L4 ) 9
Titwlo logasighago funidades de caneentradbng
justracibna;  Lineakidnd en plasma conservada en EDTA(200 i)
9.:..._.......".‘..-....:..........‘.'....--.- .
Ohservadones
+ + « Enetintervai especiicado i .
8 Lfneademgres!én . :

'\:} odelo cibicn ]
7. mite de desviaciin superor - /

Li{mite de desviacidn frfedar -

Tituto log cbesrvedo [uridades o caoncertrecion)
X 2 s @
="
,

/] 1 2 1 4 6 6 7 . ] e i
Titulo loqasianadofunidades de concentraciinl '

1F-2018-00621234-APN-DNE M#ANMAT

pégina 66 de 79




lustraciéns:  Linesfdad en suero (200 i)

Observadores .-
g.]* * * Enelintervaio aspacticado : /'
Linea deregrestin 4
quom . - ",,"
7 , Limite de desviacion superior "/
Litite de desviaciin inferior -

T log obssrvado (unidades da concentracidn|
: ’ »
=

0 1 2 3 4 : 8 7 8 ®
Tituie log asignado funkides de concartracian)

Preclsién intralaboratorio

La precision de la prueba cobas® HCV se determind mediante el analisis de diluciones en serie de muestras
clinicas (MC) de VHC {genotipo 1a) y de Armored RNA {(arRNA) da VHC en suero ¥ plasma conservado en EDTA
negativos para ot VHC. Se analizaron sels niveles de dilucién en 72 réplicas para cada nivel, matriz y volumen de
procesamiento de muestras con los tres lotes de reactivo de la prueba cobas® HCV en dos equipos diferentes Y
con tres usuarios distintos durante 12 dias. Cada muestra se sometis al procedimiento completo de la pruebs
cobas® HCV en el cobas® 4800 System. Por lo tanto, la precisién a la que se hace reterencia en este documento
engloba todas las fases del procedimiento de la prueba. Los resultados se muestran de la Tabla 7 2 la Tabla 10.

La prueba cobas® HCV presenté una alta precision para los tres lotes de reactivo analizados en un intervalo de
concentracién comprendida entre 1,0E+02 Ul/ml y 1,0E+08 Ul/ml con los volumnes de procesamiento de muestras
de 200 il y 400 pl. ' )

IF-2018-00621234-APN-DNPM#ANM/
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Tabla7: . Precision intralaboratorio de la prueba cobas® HCV (muestras de plasma conservado en

EDTA - vplumen de procesamiento de muestras da 400 ph*

Piasma conservado en EDTA ]

Concentracidn - .
tominal Concentracién ‘ Lote ¥ lota2 lote3 Todos los liotep
(Ut/mf) asignada (Ut/ml) | Material de origen sD SD sp SO agrupada
1.0F+08 8.5E+07 arANA 0,05 0,05 0,05 0061 |
1.0E+07 - 8,5E+08 arRNA 0,06 0,06 0,06 001 |
4,0FE+05 ' 3AE405 arRNA 0,06 9,05 0,06 008 L |
1.0E+04 9.9F+03 MO 610 0.10 0,10 g 1
1,0E+03 59E+02 e (.09 0,08 0,07 008 ) |

* Se consldara que los datos da titulo cuentan con una distribucian lo
de desviaciones estandar (S0) presentan el lotal de! tiulo log

g-normal y s& anabzan segon la transfarmacion de log10. Las columnas
-fransformado para cada urn de los fres Ioles de reactivo.

Tabla8: Precisién intralaboratorio de la prucha cobas® HCV (muestras de suero - volumen de
procesamiento de muestras de 400 pf)*
Suero
Concentracion Concentracion ﬁ..__Lﬂt 9_1_ _._._-__..i.' ote 2 Lote3 Todos los Iof_es -
nominal (W/mi) | asignada (Ul/mD | Msterial de origen 5D SO SD SD apreipada
1,0E+08 6.5E+07 arRNA 007 0,12 0,14 0,12

1,0E+07

6,5E+06

arRNA

0,07

0.07 0,09

0,08

4,0E+05

286405

arBNA

- 007

0.08 0.07

0,07

1,06+ 04

7.9£+03

MC

Q.07

0.05 0.08

0.57

1,0E+03

7.8E+02

MC

0,07

0.05 0.06

0,06

de desviacicnes esténdar (S0) presentan el fotal det titulo log-transformade para cada uno de los res Ioles de reactivo.

Tabla®:  Precisién intralzboratosio de la prueba cobas® HCV (plasma conservada en EDTA - volumen
de procesamiento de muestras de 200 pl)

-

1

I

i

|

i

* Ge considera que los detos de Hiulo cuentan con una distribucion lag-normal y se analizan segin fa transfomacion de log10. Les columnas I
|

* Se considera que los datos da titulo cusntan con una distibucian log-narmal y se analizan segin 1a tansformacion de {ogt0. Las columnas
de desvisgiones eslandar (SD) presentan el total del fiufo log-transformado para cada uno da los tres lotes de reactive.
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Plasma conservado en EDTA
. Lote 3 Lote 2 ioted Todos loé lotes
Concentracién Concentracién
naminal (1/ml) asignada (Ut/ml) Material de origen sD 8§D 50 8D agrupada
1,0E+08 8,5E+07 arRNA 007 009 0.06 007 1|
1.0E+07 8.5E+06 arRNA 0,05 1,05 0.05 005 |
4,08+05 3.4E+05 orRNA 004 0,05 0,07 005 |
1,6E+04 9,9E+03 MC 0,05 006 0,07 0,08 |
1,06+03 "9.9E+02 MC 0,05 0.07 0.05 006 |




-

Tabla 10: Precisién Intratahoratorio de Ia prusba cobas® HCV (suero - valumen de procesamiento de

muestras de 20¢ pl)*
Suero | E |
Concentracién Concantracién Lote 1 Lote 2 Lote 3 Todos los Igtés

nominat (Ul/ml) | asignada (U/mf) | Material de origen SD S0 $D SD agrupatia
1,0E+08 6.5E+07 arRNA 0,05 0,06 0,08 006 |
1,0E+07 8.5E+06 arRNA \ 0.07 0,07 0.05 0.06 {1
40F+05 2.6E+05 arANA 0,08 0,05 0,07 007 | |
1.9E+04 7.9E4+03 MC .04 0,04 . 004 g4 ||

1,0E+03 : 78E+02 me ; 0,04 0,06 0.05 0.05

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucidn log-rormal y se mnalizan segin la transformacion de log10. I.as columnas
de desviaciones estandar (S0) presentan el total del titulo fog-transformade para cada unp de los tres lotes de reactive. - '

Verlificacidn del genotipo
€l rendimiento de la prueba cobas® HCV para los genotipos del VHC s8 evalué mediante:

* Vetificacion del iimite de deteccién para los genctipos del 1b al 6
¢ Verificacion de fa linealidad para los genotipos del 1b al 6
* Asignacién de titulo realizada mediante cobas® HCV.,

Verificacién del limite de deteccitn para los genotipos del 1b ai 6

Se diluyeron muastras clinicas de ARN del VHC de seis genotipos distintos (1b, 2, 3. 4, 5, 6) con suera y plasma
conservado en EDTA utilizando fa concentracion LoD de ptasma conservado en EDTA del genotipo predominante
(VHC GT 12) seglin el andlisis de LoD de la fasa de positividad del 5% (15,0 UWi/ml). B analisis de fa tasa de
positividad se realizé con 42 réplicas de cada genotipo y matriz de muestras. Los resuitados verifican que la
prugba cobas® HCV es capaz de detectar el VHC para los genotipos 1b, 2, 3, 4, 5 y 6 del VHC en una
conceniracidén de 156 Uifm! con un intervalo de confianza unilateral superior del 85% mayor que [ fasa de
positividad esperada del 95%.

Tabla 1¥: Verificacion del LoD para los genotipos 1h-8 det VHC en 400 fil de plasma conservado en EDTA

_ L Intervato de conflanza
Genotipo | Tasa de positividad unilateral superior del 95%
et 9.2% sl
GT2 100,08 100.0%
6T 4 100,03 100,00
oTe 97.8% | s0.9% | s i, EAARELS

4

-,
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Tabla 12: Verificaci6n del LoD para los genotipos 1h-6 du! VHC en 400 p! de suerp

comen | it | e ] |
GT1b 160.0% 1000% | —

[ oT2 100.0% 1000% 1
QT3 100,0% 100, 0% )
GT4 100,0% 100,00
GTS 100,0% 100,0% ;
GTe 100,0% 100,0% i ;

Variﬁcacién.del intervaio lineal para los genotipos del 1b al 6

La serie de difuciones utilizada para la verificacion del estudio de linealidad de los genotipos de la prueba cobas®
HCV cansta de un panef de nueve miembros con el que se cubre el intervalo lineal esperado, Los miembros del
panel con titulo alto se prepararon a partir de un stock de arRNA de titule elevado mientras que los miembros dal
panel con titule mas bajo se piepararon a partir de una muestra clinica (MC) de titulo elevado. El panel de linealidad

analizaron 12 réplicas por nivel en plasma canservado en EDTA,

El intervalo lineal de la prueba cobas® HCV se verifico para los seis genotipos (1b, 2, 3, 4, 5y 6). La desviacién
méaxima entre la regresién fineal ¥ el mejor ajuste de |a regresién no lineat fue igual o menor que 0,14 iog10,
Especificidad

La especificidad de la prueba cobas® HCV se determing mediante el analisic de muestras de suero ¥ plasma
conservado en EDTA negativas pars &l VHC obienidas de donantes individuales. Se analizaron 612 muestras

medio de cada una de las muestras positivas para el VHC con organismos de posible reaccién cruzada se sifud en ¢

0,08 fog10 dei tituio log10 medio del control positivo respeciive afiadido.

IF-2018-00621234-APN-DNPM#ANMAT
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Tabla 13: Patégenos analizados para reactividad crurada

Virus Bactarias tevadurh |
Adenovirus tipo 5 Virus def herpes simple tipes 1y 2 | Proplonibacterium acnes | Candida albicans
Citomegalavirus Virus det papiloma humano Staphyfococeus aureus
Virus del denguetipos 1,2,3y 4 Virus de la gripe A
Virus de Epsteln-Barr . Virus de Ia encefalitis dal
Valle Murray )
Virus FSME (cepa HYPR) Virus de la encefalitis de St Louis
Visus de la hepatitis A Visua de la varicela 26ster
Virus de fa hiepatltis B Virus del Nilo Occidental .
-| Virus de inmunodeficiencia humana . Virus ds la fiebre amarilla
Virus linfotrdpico de células T humanas lipos 1y2  Vinus Zika
Vinus del herpes humano lipo 6 ¥

ispecificidad analitica: sustanclas Interferentes

je analizaron nivelas elevados de triglicéridos (27,9-28,0 gfl), bilirubina conjugada (0,18-0,22 g/l), bilirubina no
onjugada {0,19-0,2 g/f), albémina (57,8-60,6 g/l), hemogtabina (1,8-2,3 g/M y ADN humano (2 mg/l} en muestras en
wesencia y ausencia de ARN del VHG. El andlisis de las sustancias deméstrd que no interferfan con el rendimiento
le la prueba cobas® HCV. Asimismo, se analizd-la presencia de marcadorgs de enfermedades autoinmunes come
Jpus eritematoso sistemico (LES), artritis reumatoide (AR) y anticuerpos antinucleares (ANA).

\demés, se analizaron los compuestos farmacolégices de la Tabla 14 con una concentracion tres vecas superior a
3 Cmax tanto en presencia como en ausencia de ARN de! VHC,

je ha demostrado que ninguna de fas posibles sustancias interferentes afecta al rendimiento de la prueba. La
rueba cobas® HCV generd resultados nepativos para todas las muestras sin fragmenio objelivo del VHC y
ssultados positivos para todas las muestras con fragmento objativo del VHC. Ademas, el titulo log10 medio de cada
ina de las muestras positivas para el VHC con sustancias potencialmente interferentes se situd en £ 0,04 log10 del
‘tulo log10 medio del control positivo respectivo afiadido.

Tabla Y42 Compuestos farmacolfgicos anafizados para la interferencia medianta cuantificacién det ARN del
VHC con la prueba cobas® HCY

Clase de farmaco Nomibre genérico del finmace |
Moduladores det sistema Peginterferén a-2a Ribavirina
Inmuncidgico Peginteiferon a-2b
Inhibidor de la entrada de! VIH Maraviroo ! ‘
Inhibldores de la integrasa del VI | Eivitegravir/Cobicistat Raltegravir T
Inhibidores de |a transciiptasa inversa|  Efavirenz Nevirapina ‘ 1
no nucledsida del ViH Etravirina Rligivirina {
inhibidares de la pgié;;; del VIH 1 Atazanevir . - o Nelfinavir s

Darunavir ) Ritonavir

Fosamprenavir Saquinavir

Lopinavir 7 Tipranavir ' }
Inhibidgres de fa proteasa del VHC Boceprevir Telaprevir

. Simeprevir

Wi
s Lo
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Inhibidores de la transcriptasa - Abacavir . — ' Gangiclovir

Inversa 0 de la polimerasa de ADN Aciclovir Lomivuding ig ‘
Adefovir dipivaxil Soiosbuvir
Cidofovir - - Telbivudina | ;
Emtricitabina Tenafovir : !
Entecavir : Velganciclovir j 1
Foscamel : Zidovudina f .

Compueslas para el atamiento de Azitromicing Pirazinamida . i 1

" |infecciones apartunistas Claritromicina . Rifabutina )

Etambutol Rifamplcina c 1
Flucorszol ) Suifametoxazol | . , :
Isoniazida Trimetoprima | i

Correlacién de métodos :
Evaluacién del rendimienio de la prueba cobas® HCV en comparacion con la  prueba COBASE
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative, v2.0 .

Se compard el rendimiento de la prueba cobas® HCV y fa prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HC‘:II
Quantitative, v2.0 (TaqMan® HCV v2.0) mediante el analisis de muestras de suero y plasma conservado en EDTA
procedentes de pacientes Infectados con el VHC. Un totaf de 176 muestras de plasma conservado en EDTA y 176
muestras de suero de todos los genotipos del VHC, analizadas por duplicado, resultaron vélidas y se encontraban
dentro del intervalo de cuantificacién de embas pruebas. Se realizé el andlisis de la regrasion de Deming. La
desviacion del titufo medic de las muestras analizadas con {as dos pruebas fue de 0.0 logt0 (intervalo de
confianza del 95%; -0,01; 0,01). ' : ’

En fa llustracién 6 se muestran los resultados de la regresién de Deming. El simbolo * de las ilustraciones indica
una tnica determinacién. E!l color representa el genotipo.
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¢ _ llustracién 6: Comparacién del anélisis de regresidn entre las pruebas cobas® HGV y TagMan® HCV, v2.0 en
muestras de suern y plasma canservado en EDTA
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Equivalencia de matrices: ptasma conservado en EDTA frente a suero

Se analizaron 114 muestras de plasma conservado en EDTA y suero emparejadas para determinar la equivalencia
de matrices. De elias, 58 muestras emparejadas resultaren positivas para el VHC, Las muestras positivas para el
VHC cubrisn los genotipos del 1 al § en todo el intervalo lineal.

La desviacidn del titulo medio medida para las muesiras de plasma conservade en EDTA y de suero emparejadas
fue de 0,04 logt0 (intervalo de confianza de! 85%: 0,00, 0,08) (llustracidn 7) ] .

© o v i e
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listracidn 72 Rendimiento de la equivalencia de matrices entre musstras de plasma conservado en EDTA y J
suern ‘

Gentan
o y=098x+0,11 oz
1.4 R2=0’99 » . : ;
"4 [T T
§ ¢ ‘,’?’“ © Unis 0o reqrasin o Den'ng
<
E%ps‘ ..0
280 , 8
ﬁ; 'R %3,
2 * .
i 2 |
! L ]
o w |
» . H
14
S S B SIS S S SN B S S

Thees i,
SB (AT MTOREXY O G uRa oTmt OX0 WY

Fallo de todo el sistema

tatasa de fallo.de todo el sisterna para la prueba cobas® HCV se determind mediante el analisis de 100 réplicas| |
de plasma conservado en EDTA a las que se afadié fragmento objetive del VHC. Estas muestras se analizaron
con una concentracion de fragmento objetivo de aproximadamente 3 x LLoQ (45,0 UI/ml).

Los resultados del estudio Indican que todas las réplicas fueron validas y positivas para ¢l VHC, lo que representa
una tasa de fallo de todo el sistema del 0,0%. El intervalo de confianza bilateral exacto del 95% fue del 0,0% para
el limite inferior y del

3,6% para el limite superior {0,0%: 3,6%).

Contaminacién cruzada

La tasa de contaminacion cruzada de la prueba cobas® HCV sa determind mediante ef andlisis de 230 réplicas de

muestras de plasma conservade en EDTA negativo al VHC y 235 réplicas de una muestra de VHC con un titulo
! afto de 1,8E+08 Ul/m|. En total, se reallzaron cinco series con muestras positivas y negativas utilizando un métedo
‘ de ensayo con configuracion de tablero de ajedrez.

' 229 de las 230 réplicas de las muestras negativas resultaron vélidas y se detectaron como negativas, por 1o que a -
: tasa de contaminacidn cruzada fue del 0,0% con un limite de conflanza unifateral det 95% de 1,3%. .
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Informacién adicional

Caractoristicas principales de} ensayo

Tipo de muestra

Cantidad minima de muestra nacesaria

Volumen de procesamiento de muestras

Sensivilidad analitica
Infervala lineal
Especificidad
Genatipos detectados
Valores de reforencia

Kit cobas 4800 HCV

Plasma conservado en EDTA, suero

Consulte el Manual de usuario del cobas® 4800

System para fa prueba
cobas® HCV,

400 ul o 200 i

9,2 Ul/mi (400 pl)

15.3 Ulm! (200

400 pl: 15,0 Uml — 1,0E+08 Ulm}

200 pl: 25,0 Ulfmi - 1,0E+08 Ulfmi

83,5% (intervale de confianza unitateral del 95%:
98,7%)

Gendtipos 1-6 del VHC

Test

Especificacion

Inspeccion visual

10 x ¢4800 HCV MMX R2, 0,5 mL.: microtubo negro y tapa
con inserto color oro, conteniendo un liquido color azul claro
casi purpura, firmemente colocado en un contenedor rotuladao,
10 x 4800 HCV MMX R1, 1,75 mL: microtubo color natural
con un inserto en color verde-azulado conteniendo un liquido
claro incoloro firmementa colocado en un contenedor
rotuladg.

10 x c480C RNA QS, 1,75 mL: microtubo eolor natural y {apa
con inserto color violeta, conteniendo un liquido claro e
incolore, firmemente colecado en un contenedor rotulado.

Verificacion de instrucciones de
uso electrénicas

Comprobar la existencia de las instrucciones de uso
eleclrdnicas, '

Test de funcion — CAL HI2

HCV CAL HI2
Andlisis del primer muestreo

Analisis del segundo muestreo — combinacién del primer y
segundo muestreo -

Exaclitud:
o Criterio de aceptacién: 100% de las réplicas estan
dentro de +/-0.5 log10 del titulo asignado.
-0 Criterio para rechazo: <90% de tas réplicas estan
dentrc de +-0.5log10 del tiulo asignado,
Pracision
o Criterio de-aceptacion: SD del log10 del titulo es
=0.18 para todas las réplicas.
o Criterio para rechazo: SD del log10 del titulo es >0.22
para todas ias réplicas.

Exactitud;
o Criterio de aceptacion: 298% de las rénlicas estdn
dentro de +/-0.5 log10 del ttulo asignado.
o Criterig para rechazo: <98% de Jas réplicas estdn
dentro de +/-0.5log10 de! fitulo asignade,

iy
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-~ Precision
o Criterio de aceptacidn: SD det log10 del titulo es
£0.18 para todas las réplicas.
o Criterio para rechazo: SD del tog10 del titulo es >0.18

Test de funcion - CAL LO2

para todas las réplicas.
HCV CAL LO2 -
"Andiisis del primer muestreo
- Exactifud;- )
o Criterio de aceptacion: 100% de las réplicas estan
dentro de +/-0.5 log10 dei titulo asignado.
o  Criterio para rechazo: <90% de las féplicas estén
dentro de +/-0.5log10 del titulo asignado.
- Precisién
o Criterio de aceptacion: SD de| log10 del titulo es
* 50.30 para todas las réplicas.
o Criterio para rechazo: SO del log10 del titulo e5 >0.36
para todas las réplicas. '
Anélisis de! segundo muastreo - combinacién de! primer y
segundo muestreo
- Exactitud:
o Criterio de aceptacion: 298% de las réplicas estan
dentro de +/-0.5 log10 del titulo gsignado.
o Crlterio para rechazo: <98% de lag réplicas estan
déntro de +/-0.5log10 del titulo asignado.
- Precision .
o Criterio de aceptacion: SD de! log10 det titufo s
=0.30 para todas las réplicas.
o Criterio para rechazo: SD det log10 del titulo es >0,30
para lodas Ias réplicas.

Test de funcién - 5X LOD

HCV 5X LOD ,

Anélisis del primer muestrec

- Sensibilided;

o Criterio de aceptacién: 100% de las réplicas son
target pasilivo,

o Critario para rechazo: <90% de las réplicas son target
positivo. .

Analisis del segundo muestreo — combinacién del primer y

segundo muestrac

- Sensibilidad:

o Criterio de aceptacion: 296.7% de las réplicas son
largat positivo,

o Criterlo para rechazo: <95.7% de las réplicas son
target positivo.

Test de funcién NHP

NHP

Anélisis del primer muestreo

-~ Negatividad; :

o Criterio do aceptacion: 100% de las replicas son
target negativo.

o Criterio para rechazo: <80% de ias réplicas son target

: negativg.

Andlisis del segundo muesireo — combinacion dol primery

segundo muestreo

- Negatividad; . .

o Criterlo de aceptacion: 286.7% de las réplicas son

- ———

targst negativo.
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o Criterio para rechazo: <96.7% de las réplicas son

target negativo.
Kit cobas 4800 HxV controles .
Test Especificacion )

Inspeccion visual

10 x gdaptador cobas 4800 NC, 0.75 mL !
Microtubo color natural y tapa con Inserto en color azul, conteniendo .
un liquido ligeramente turbio, color pardo, fibre de particulas

‘frmemente colocado en un adaptador/contenedor rotulada,

10 x adaptador cobas 4800 LPC, 0.75 mL

Microtubo natural con tapa con inserto en color amarille, conteniendo
un fiquido ligeraments turbio, color pardo, libre de particulas
firmemente colocado en un adaptader/contenetlor rotulado.

10 x adaptador cobas 4800 HPC, 0.76 mL

Microtuba natural con tapa con inserto en color rojo, conteniendo un .
liquide ligeramente turbio, color pardo, libre de particulas firmementa
colocado en un adaptador/contenedor rotutado.

Verificacion de Ia velidez del rango de control
El rango de validez encriptade en la *Assay Vaiue Card” deben
coincidir con los registrados en el sistema (SAP)

Test de funcion — HCV HPC

HCV HPC

Andlisis del primer muesireo

- Criterio de aceptacién: 100% de ias réplicas estan dentro de +/-
0.5 1og10-del titulo asignado.

- Criterio para rechazo: <87.5% de las réplicas estan dentro de +/-
0.5l0g10 del titulo asignado (= 2 réplicas fuera de rango).

Anéfisis del segundo muestreo - combinacion del primer y segundo

muastreo : . :

- Criterio de aceptacién: 298% de las réplicas estan dentro de +-
0.5 log10 del Htulo asignado (1 réplica fuera de ranga).

- Criterio para rechazo: <98% de las réplicas estan dentro de +/-
0.510g10 del titulo asignado (2 2 réplicas fuera ds rango).

Test de funcion - HCV LPC

HCV LPC
Andlisis del primer vestrea

- Lriterio de aceptacion: 100% de las réplicas estin dentro de +f-
0.5 log10 del titule asignado.

— Criterio para rechazo: <87,5% de fas réplicas estan dentro de +/-
0.5log10 del titulo asignado (= 2 réplicas fuera de rango).

Andlisis del sequndo muestreo — combinacion def primer y segundo
muestreo ’

.= Criterio de aceptacion: 288% de las réplicas estin dentro de +/-

0.5 log10 del titulo asignado {1 réplica fuera de rango).
— Criterio para rechazo: <98% de fas réplicas estan dentro de +/-
0.5l0g10 det titulo asignade (2 2 réplicas fuera de rango).
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Test de funcion —~ HCV NC

HCV NC

Andlisis del primer mussireq
- Criterio de aceptacian: 100% de las réplicas son negativas .
— Criterks de rechazo; <87.5% de las réplicas son negativas !

Andlisis del sagundo muestreo — combihacidn del primer y segundo”
muestreo - ‘
~  Criterio de aceptacion: 298% de las réplicas son negativas
~  Criterio de rechaze; <98% de les réplicas son negativas

Test de funcién HIV-T HPC

HIV-1 HPC

Andlisis del primer muestreo :

— Criterio de aceptacisn; 100% de las réplicas estan dentro de +/-;
0.5 log10 del titulo asignade. !

- Criterio para rechazo: <87.5% de las réplicas estan dentrg de +:
0.5log10 det titulo asignado (2 2 réplicas fuera de rango). ‘

Analisis del segundo muestreo ~ combinacion def primer y segundo |

muestreo o

- Criterio de ateptacion: 288% de las réplicas estan dentro de +/-
0.5 og10 del titulo asignado (1 réplica fusra de rango).

—  Criterio para rechazo: <98% de las réplicas estan dentro de +/-

0.5log10 de! tilulo asignado (= 2 réplicas fuera de 123ngo). B

Test de funcidn HiV-1 LPC

HIV-1 LPC

Anélisis del primer muestreo

~ Criterio de aceptacidn: 100% de las réplicas estan dentro de +/-
0.6 log10 del titulo asignado.

—  Criterio para rechazo: <87.5% de las réplicas esian dentro de +/.
0.5log10 del titulo asignado (2 2 réplicas fuera de rango).

Andlisis del segundo muestreo — combinacion de! primer y segundo

muesireo

- Criterio de aceptacién: 298% de las réplicas estan dentro de +/-
0.5 10910 del {ftulo asignado {1 réplica fuera de rango).

- Criterio para rechazo: <98% de las réplicas estan dentro de +/-

Test de fungidn HIV-1 NC

0.5l0g10 del titulo asignado (> 2 réplicas fuera de rango).
HIV-1 NC .

Andlisis def primer muastreo )
~  Criterio de aceptacién: 100% de las réplicas son negativas
- Criterio de rechazo: <87.5% de las réplicas son fiegativas

Anélisis def segundo muestreo — combinacion daf primer y segundo
muastreo

- Criterio de aceptacion: 298% de las réplicas son negativas
- Criterio de rechaza: <98% de las réplicas son negativas

Test de funcién HBV HPC

HBV HPC

Andlisis del primer muestreo :

- Criterio de aceptacitn: 100% de las réplicas estan dentro de
£.80-6.80 log dei thulo. ;

~  Criterio de rechazo; <87.5% de ias réplicas estan dentro de
5.80-8.80 log del titulo (22 réplicas fuera del ranga) :
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Anéfisis dol segundo muestreq — combinacién del primer y segundo
muasireo .
- Criteria de aceptacion; 298% de las réplicas estdn dentro de
5.80-8.80 log del titulo (1 réplica fuera de rango)
- Criterko de rechazo: <98% de las réplicas estdn dentro de
5.80-6.80 log de! titulo (22 réplicas fuera da rango)

Test de funcién HBV LFC HBV LPC !

Anéalisis del primer muestreo
-~  Criterio de aceptacion: 100% de las réplicas estan dentro de
1.80-2.80 log del titulo.
- Criterio de rechazo: <87.5% de fas réplicas estan dentro de
1.80-2.80 log del titulo (22 réplicas fuara del rango)

Anglisis del segundo muestreo — combinacion del primer y segundo
muestreo .
- Criterio da aceptacién: 298% de fas réplicas estan dentro da
1.80-2.80 log del titulo (1 réplica fuera de rango)
- Criterio de rechazo: <98% da las réplicas estdn dentro de
1.80-2.80 log dei titulo (22 réplicas fuera de ranga)

Test de funcion HBV NC HBV NC

. Anélisis daf primer muestreo '
i - Criterio de aceptacion: 100% de ias réplicas son negativas
' - Criterio de rechazo: <87.5% de las réplicas son negativas ,

Andlisis del segundo mueslreo — combinacion def primer y segundo
muesfreo :
- Criterio de aceptacién: 298% ds las réplicas son negativas
- Criterio de rechazo: <98% de [as réplicas son negativas
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ANMAT

'CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USQ IN VITRO

Expediente n® 1-47-3110-3861/16-6

La Adminiétracién Nacional de Medicameritos,_ Aiim'erntos y Tecnologia Médica
'(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la PRODUCTOS ROCHE
S.A.Q. e I. (Division Diagnéstiﬁa), se autoriza la inscripcién en el Regi’stro
Nacion’él de Productores y Productos dé Tecnologia Medica (RPPTM), de los
productos para wdiagn()sticd de. Gsd in vitro con'.lo;, s"i'gu,ientes datos
caracteristicos: o | |

Nombre comercial: 1) cobas® HCV; 2) cobas® HCV/ HBV/ HIV-1 Control'
Kit; 3) cobas® 4800 System Sample Preparation Kit 2; 4) cobas® 4800t
System Specimen Diluent 2; 5) cobas® 4806 System Lysis Kit 2
Indicaciéon de uso: '1) Prueba de ampliﬁca%én‘#de-écidos nucleicos para la
deteccién y cuantificacion del ARN del virus de la hepatitis C (HCV) en suero o
plasma humano conservado en EDTA; 2) prueba control para cobas® HCV/
HBV/ HIV-1; 3), 4) y 5) reactivos accésorios para los ensayos cobas® HCV/
HBV/ HIV-1. |

Forma de presentacion: 1) envases por 120 determinaciones, conterjiendo: 1
cassette integral de reactivos; 2) envases conteniendo: CONTROL POSITIVO

BAJO (HBV/HCV/HIV-1 L[+]C: 10 X 0.75 ML), CONTROL POSITIVO ALTO

(HBV/HCV/HIV-1 H[+]C: 10 X 0.75 ML) y CONTROL NEGATIVO (10 x 0.75

mi); 3) envases conteniendo: MGP2 (10 x 8 ml) Y EB 2 (10 x 17 mi); 4)

7 | -




€nvases conteniendo: SD2 (10 x 8 ml); 5) envases conteniendo: LYS2 (10 x

27ml)y P2 (10 x 1 ml).

Periodo de vida (il y condicién de conservacién: 1) a 5) 16 meses,
conservado a 2 y 8°C.,
Condicibn de' venta: venta 3 Laboratorios de analisis clinicos. USO
PROFESIONAL EXCLUSIVO. |

Nombre y direccion del fabricante- ROCHE MOLECULAR SYSTEMS Inc. 1080
us nghway 202 South Branchburg, NJ 08876 (USA) para ROCHE
DIAGNOSTICS GmbH. Sandhofer Strasse 116: 68305 Mannheim. (ALEMANIA).
Se extiende el _presente - Certificado de' Autorizaciéon e Inscripcién dei

PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM-740-561.
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