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Informacion general Panther Fusion™ BKV Quant

Informacion general

Uso previsto

El Panther Fusion™ BKV Quant Assay es una prueba de amplificacion de acidos nucleicos in
vitro totalmente automatizada que utiliza PCR en tiempo real (RT-PCR) para cuantificar el DNA
del virus de BK (BKV) en muestras humanas de plasma y orina.

El Panther Fusion BKV Quant Assay esta concebido para utilizarse como apoyo en el diagndstico
y el abordaje de pacientes receptores de trasplante de visceras macizas o de hemocitoblastos.

El Panther Fusion BKV Quant Assay no esta concebido para utilizarse como un ensayo de
cribado para la presencia de BKV en plasma u orina. El ensayo se ha disefiado para utilizarse
con el Panther Fusion System.

Resumen y explicacién de la prueba

El BKV es un virus pequeio sin envoltura muy prevalente con un genoma de DNA bicatenario
circular cerrado. ElI BKV es un poliomavirus humano que pertenece a la familia papovaviridae.

La exposicién primaria al BKV se produce en la infancia, lo que da como resultado que entre el
80 y el 90 % de los adultos hayan desarrollado anticuerpos contra el BKV. La mayoria de las
infecciones primarias por BKV son asintomaticas o minimamente sintomaticas. Después de la
infeccion primaria, se cree que el virus permanece latente en las vias urinarias sin manifestacion
de enfermedad en pacientes inmunocompetentes.!

La reactivacion virica se produce en pacientes inmunodeprimidos y ocurre con frecuencia en
pacientes con trasplante renal y pacientes con trasplante de hemocitoblastos (HSCT). En
pacientes con trasplante renal, la reactivacion de BKV se asocia con nefropatia (BKVN) y
estenosis ureteral, la BKVN ocurre en aproximadamente el 5 % de los pacientes con trasplante
renal en el plazo de un ano posterior a partir del trasplante. La reactivacién de BKV es
importante para los receptores de HSCT con cistitis hemorragica de inicio tardio que ocurre en
un 6-29 % de los pacientes en el plazo de 2 meses posteriores a partir del trasplante.2

Las pruebas cuantitativas de amplificacion de acidos nucleicos a partir de muestras de plasma u
orina son un marcador de laboratorio importante para el diagnéstico y seguimiento de la infeccion
por BKV en receptores de trasplantes. Las directrices recientes recomiendan que los pacientes
con trasplante de rifion se sometan a pruebas de deteccion periddicas de los niveles de DNA de
BKV en plasma después del trasplante para identificar a los pacientes considerados para el
tratamiento preventivo de la nefropatia. El riesgo de desarrollar BKVN aumenta cuando se
observan niveles altos de DNA de BKV en plasma u orina, pero puede ocurrir en pacientes con
niveles inferiores de BKV.**

Principios del procedimiento

El Panther Fusion System automatiza integramente el procesamiento de muestras, tales como
lisis celular, captura de acido nucleico, amplificacion y deteccién para el Panther Fusion BKV
Quant Assay. El Panther Fusion BKV Quant Assay tiene como diana el gen muy conservado
VP2 para garantizar una cuantificacién exacta del DNA del BKV. El ensayo cumple la 1.2 norma
internacional de la OMS sobre el BKV (cddigo NIBSC: 14/212).5
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Procesamiento de muestras y captura de acido nucleico: Se afade automaticamente un
control interno (IC-B) a cada muestra a través del reactivo de trabajo de captura Fusion Capture
Reagent-B (WFCR-B) para buscar interferencias durante el procesamiento, la amplificacion y la
deteccion de muestras que puedan resultar del fallo del reactivo o de las sustancias inhibitorias.
En primer lugar, las muestras se afaden al Fusion Capture Reagent-B (FCR-B) y al reactivo
potenciador Fusion Enhancer Reagent-B (FER-B) a fin de liberar el acido nucleico para la
hibridacion mediante particulas magnéticas. A continuacion, las particulas de captura se separan
de la matriz de muestra residual en un campo magnético mediante una serie de pasos de
lavado con un detergente suave. El acido nucleico capturado se eluye entonces de las
particulas magnéticas mediante un reactivo de baja fuerza idnica (Panther Fusion Elution Buffer
[tampdn de elucion Panther Fusion]).

Nota: El Panther Fusion System agrega el IC-B al FCR-B. Después de agregar el IC-B al FCR-B,
se denomina wFCR-B.

Amplificacion PCR y deteccion de fluorescencia: La mezcla maestra PCR de dosis Unica
liofilizada se reconstituye con el tampdn de reconstitucion Panther Fusion Reconstitution Buffer |
y, a continuacién, se combina con el acido nucleico de eluciéon en un tubo de reaccion. Se
afnade reactivo de aceite Panther Fusion Oil Reagent para evitar la evaporacion durante la
reaccion de la PCR. La amplificaciéon de diana basada en PCR posteriormente se produce con
cebadores directo e inverso especificos de la diana que generan una sefial de fluorescencia.

El Panther Fusion System ofrece un valor Ct proporcional a la concentracién del BKV en las
muestras del analisis. El software del Panther Fusion System determina la concentracion de la
muestra utilizando los valores Ct del BKV correspondientes a cada reaccién y comparandolos
con la curva de calibracion. Los resultados del BKV se muestran en Ul/mL y log4g Ul/mL tanto
para muestras de plasma como para muestras de orina. Cuando se selecciona el factor de
conversion de orina en el software del Panther Fusion, se aplica automaticamente un factor de
dilucién de 2 a los resultados de carga virica del BKV para considerar el paso de dilucién
durante el procesamiento de las muestras de orina.

Las dianas y los canales utilizados para su deteccion en el Panther Fusion System se resumen
en la siguiente tabla:

Espaiiol Gen diana Canal del instrumento
Virus BK VP2 ROX
Control interno No aplicable Quasar 705
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Advertencias y precauciones

A.
B.

Para uso diagnéstico in vitro.
Para uso profesional.

Lea minuciosamente todo el prospecto y el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion
System antes de efectuar este ensayo.

El Panther Fusion Enhancer Reagent-B (FER-B) es corrosivo, nocivo si se ingiere y provoca
quemaduras graves en la piel y lesiones oculares.

Estos procedimientos debe realizarlos unicamente el personal con la formacién adecuada en
el uso de este ensayo y en la manipulacién de material potencialmente infeccioso. Si se
produce algun derrame, proceda inmediatamente a la desinfeccién siguiendo los
procedimientos adecuados del centro.

Las muestras pueden ser infecciosas. Tome las precauciones universales al realizar este
ensayo. El director del laboratorio debe establecer métodos de manipulacién y eliminacién
adecuados. Solo se debe permitir la realizacion de este procedimiento de diagnéstico al
personal con la formacion necesaria en manipulacion de materiales infecciosos.¢

Tome las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni
fume en las areas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables sin polvo, gafas
protectoras y batas de laboratorio al manipular muestras y reactivos. Lavese las manos
cuidadosamente después de manipular las muestras y los reactivos.

Utilice unicamente el instrumental de laboratorio desechable suministrado o especificado.

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

Deseche todo el material que haya entrado en contacto con las muestras y reactivos
siguiendo las normas regionales, nacionales e internacionales vigentes.

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

Evite la contaminacién cruzada durante los pasos de manipulacion de muestras. Tenga
especial cuidado para evitar la contaminacion por la difusion de aerosoles al aflojar o destapar
los tubos de muestras. Las muestras pueden contener concentraciones extremadamente altas
de virus u otros microorganismos. Asegurese de que los recipientes de especimenes no
entren en contacto entre si y deseche los materiales usados sin hacerlos pasar sobre los
recipientes abiertos. Cambie los guantes si entran en contacto con las muestras.

No utilice los reactivos, los calibradores ni los controles tras su fecha de caducidad. No use
el tubo de transporte de muestras de orina Aptima™ después de su fecha de caducidad.

Guarde los componentes del ensayo bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas. Consulte Requisitos de almacenamiento y manipulacion de reactivos y
Procedimiento de prueba del Panther Fusion System para obtener mas informacion.
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0.

u.

No combine los reactivos ni los fluidos del ensayo. No rellene los reactivos ni los fluidos; el
Panther Fusion System verifica los niveles de reactivo.

Evite la contaminacién microbiana y por nucleasas de los reactivos.

Las muestras de control de calidad deben analizarse en conformidad con los requisitos de
acreditacion o las normativas locales, estatales o federales, y los procedimientos de control
de calidad estandar de su laboratorio.

No utilice el cartucho de ensayo si la bolsa de almacenamiento ha perdido su sello o si la
lamina del cartucho de ensayo no esta intacta. En cualquiera de los dos casos, pongase en
contacto con la asistencia técnica de Hologic.

No use paquetes de fluidos si el sello de aluminio no esta intacto. Si esto ocurre, pongase
en contacto con la asistencia técnica de Hologic.

Manipule los cartuchos de ensayo con cuidado. No deje caer ni invierta los cartuchos de
ensayo. Evite la exposicién prolongada a la luz ambiente.

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

Nota: La comunicacion sobre peligros refleja las clasificaciones de las fichas de seguridad
(SDS) de la UE. Para obtener informacion sobre la comunicacion de riesgos especifica de su
region, consulte la SDS concreta de su zona en la biblioteca de hojas de datos de seguridad en
www.hologicsds.com. Para obtener mas informacion sobre los simbolos, consulte la leyenda en
www.hologic.com/package-inserts.

Informacién sobre riesgos en la UE.

Cartucho Panther Fusion BKV Quant Assay Cartridge
Dextrina 20 %-25 %

H412 - Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos
P273 - Evitar su liberaciéon al medio ambiente
P280 - Llevar gafas/méascara de proteccion

Aceite Panther Fusion
Polydimethylsiloxane 100 %

Atencion

H315 - Provoca irritacion cutanea
H319 - Provoca irritacion ocular grave

O @

)
ped

Panther Fusion Enhancer Reagent-B (FER-B)
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5 %-10 %

Peligro

H302 - Nocivo en caso de ingestion

H314 - Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves

P260 - No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol

P280 - Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccién

P303 + P361 + P353 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las prendas
contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse

P305 + P351 + P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando

P310 - Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico

P280 - Llevar gafas/mascara de proteccion
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Requisitos de almacenamiento y manipulacion de reactivos

A. La siguiente tabla indica los requisitos de almacenamiento y manipulacion de este ensayo.

Almacenamiento Estabilidad en el

Almacenamient

Reactivo del reactivo instrumento/ O una vez
cerrado una vez abierto' abierto
Cartucho Panther Fusion BKV Quant Assay Cartridge Entre2°Cy8°C 60 dias Entre 2°Cy 8 °C?
Panther Fusion Capture Reagent-B (FCR-B) Entre 15°Cy 30 °C 30 dias Entre 15°Cy 30 °C
Panther Fusion Enhancer Reagent-B (FER-B) Entre 15°Cy 30 °C 30 dias Entre 15°Cy 30 °C
Control interno Panther Fusion Internal Control-B (IC-B) Entre2°Cy8°C (En wFCR-B) No aplicable
Tampon de eluciéon Panther Fusion Entre 15°Cy 30 °C 60 dias Entre 15°Cy 30 °C
Aceite Panther Fusion Entre 15°Cy 30 °C 60 dias Entre 15°Cy 30 °C
Tampon de reconstitucion Panther Fusion | Entre 15°Cy 30 °C 60 dias Entre 15°Cy 30 °C

No aplicable; un

Calibradores Panther Fusion BKV Quant (1-5) solo USo

Entre —15°C y-35°C Vial de un solo uso

Control positivo alto Panther Fusion EBV-BKV High
Positive Control

No aplicable; un

Entre —15°C y-35°C Vial de un solo uso
solo uso

Control positivo bajo Panther Fusion EBV-BKV Quant
Low Positive Control

No aplicable; un

Entre —15°C y-35°C Vial de un solo uso
solo uso

Control negativo de trasplante Panther Fusion
Transplant Negative Control (l11)

No aplicable; un

Entre —15°Cy-35°C Vial de un solo uso
solo uso

Cuando se extraen los reactivos del Panther Fusion System, estos deben volver de inmediato a las temperaturas de
almacenamiento adecuadas.

1 La estabilidad en el instrumento comienza en el momento en que el reactivo se coloca en el Panther Fusion System para
el Panther Fusion BKV Quant Assay Cartridge, FCR-B, FER-B e IC-B. La estabilidad en el instrumento comienza para el
Panther Fusion Reconstitution Buffer I, el Panther Fusion Elution Buffer y el Panther Fusion Oil Reagent cuando se utiliza por
primera vez el paquete de reactivo.

2 Sj se retira el cartucho de ensayo del Panther Fusion system, guardarlo en un recipiente hermético con desecante a la
temperatura de almacenamiento recomendada.

B. El Working Panther Fusion Capture Reagent-B (WFCR-B) y el Panther Fusion Enhancer
Reagent-B (FER-B) son estables durante 60 dias cuando estan tapados y se almacenan
entre 15 °C y 30 °C. No lo refrigere.

Se debe desechar cualquier reactivo sin usar que supere su estabilidad.
Evite la contaminacién cruzada durante el almacenamiento y la manipulacién del reactivo.

No congele los reactivos.

mm o o

No vuelva a congelar los controles ni los calibradores.
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Recogida, procesamiento y almacenamiento de muestras bioldgicas

Muestras biologicas: material clinico recogido del paciente y colocado en un sistema de
transporte adecuado. Para el Panther Fusion BKV Quant Assay, esto incluye muestras de orina
recogidas en el contenedor primario, muestras de plasma en tubos que contienen
anticoagulantes EDTA o tubos de preparacién de plasma (PPT).

Muestras: representan un término mas genérico para describir cualquier material para analizar
en el Panther Fusion System, incluidas las muestras bioldgicas, las muestras bioldgicas procesadas
transferidas a un tubo de transporte de muestras de orina Aptima, los calibradores y los controles.

Nota: Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes posiblemente infecciosos.
Respete las precauciones universales.

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

Nota: Para la conservacion de las muestras, solo se recomiendan tubos secundarios de plastico.
A. Recogida de especimenes

1. Para preparar plasma, pueden utilizarse muestras de sangre completa recogidas en los
tubos de cristal o plastico siguientes:

*  Tubos con anticoagulantes EDTA
*  Tubos de preparacién de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT)
2. Las muestras de orina deben recogerse en una cubeta.
a. Después de la recogida, las muestras de orina en el contenedor de recogida principal

deben transferirse a 30 °C en el plazo de una hora al tubo de transporte de muestras
de orina Aptima.

b. Antes de analizar las muestras de orina, la orina de la cubeta principal debe
mezclarse completamente por inversién antes de transferirla al tubo de transporte de
muestras de orina Aptima que contiene el medio de transporte de orina.

B. Procesamiento de especimenes

1. Procesamiento de muestras de plasma: La sangre total se puede almacenar entre 2 °C y
30 °C, y se debe centrifugar en las 24 horas posteriores a la recogida de las muestras.
Es posible preparar el plasma a partir de tubos primarios de PPT o con EDTA. Separe el
plasma del sedimento de eritrocitos siguiendo las instrucciones del fabricante del tubo
utilizado. El plasma puede analizarse en el Panther Fusion System en un tubo primario o
transferirse a un tubo secundario como el tubo de alicuotas de muestras Aptima (SAT).

Para garantizar un volumen adecuado de muestra, consulte la siguiente tabla:
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Tabla 1: Volumen minimo de muestra

Tubo (tamaio y tipo) Volumen minimo para 1 réplica

Tubo de alicuotas de muestras

(Specimen Aliquot Tube, SAT) Aptima. 0.6 mL
12 x 75 mm 0,9mL

13 x 100 mm 0,9mL

13 x 100 mm con gel 0,7 ml
16 x 100 mm con gel 1,1 mL

Si no se analiza inmediatamente, el plasma puede conservarse de acuerdo con
Condiciones de conservacion de las muestras.

Si se transfirié a un tubo secundario, el plasma puede congelarse a —20 °C o -70 °C.
No congele las muestras de plasma en tubos primarios de recogida con EDTA.

2. Procesamiento de muestras de orina:

a. Transfiera 2000 ul de orina en el plazo de una hora a 30 °C a un tubo de transporte
de muestras de orina Aptima antes de realizar la prueba en el sistema Panther Fusion
(consulte la seccion sobre manipulacion de muestras Manipulacion de muestras de
orina).

b. Vuelva a taparlo y mezcle la muestra suavemente durante al menos 5 segundos.

C. Condiciones de conservacién de las muestras
Las muestras pueden conservarse en una de las condiciones siguientes:

1. Estabilidad del plasma

* Las muestras no procesadas son estables durante 24 horas entre 2 °C y 30 °C después
del centrifugado.

» Las muestras no procesadas son estables durante 5 dias entre 2 °C y 8 °C después
del centrifugado.

* Las muestras no procesadas y procesadas son estables durante 60 dias a =20 °C o
-70 °C después de la centrifugacion.

* Las muestras congeladas también son estables durante hasta tres ciclos de
congelacién/descongelacion.
2. Estabilidad de muestras de orina
» Las muestras no procesadas son estables durante 6 horas entre 2 °C y 8°C.
+ Las muestras procesadas son estables durante 24 horas entre 2 °C y 30 °C.
* Las muestras procesadas son estables durante 5 dias entre 2 °C y 8 °C.
* Las muestras procesadas son estables durante 60 dias a —20 °C o -70 °C.

* Las muestras congeladas también son estables durante hasta tres ciclos de
congelacion/descongelacion.

Muestras conservadas en el Panther Fusion System

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

Panther Fusion BKV Quant Assay 8 AW-26020-301 Rev. 002
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Informaciéngeneral

Transporte de muestras

Conserve las condiciones de almacenamiento de las muestras durante el transporte segun las
indicaciones de la seccién Recogida, procesamiento y almacenamiento de muestras bioldgicas.

Nota: Las muestras deben enviarse respetando las normativas de transporte regional, nacional
e internacional aplicables.

Panther Fusion BKV Quant Assay 9 AW-26020-301 Rev. 002
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Panther Fusion System

El Panther Fusion System es un sistema integrado de pruebas de acido nucleico que automatiza
por completo todos los pasos necesarios para realizar varios ensayos Panther Fusion, desde el
procesamiento de muestras hasta la amplificacion, deteccién y reduccion de datos.

Reactivos y materiales suministrados
Paquete de ensayo

Componentes Ref. Almacenamiento

Calibradores Panther Fusion BKV Quant Assay
PCAL 1 gBKYV, 3 por caja
PCAL 2 gBKYV, 3 por caja
PCAL 3 gBKYV, 3 por caja
PCAL 4 gBKYV, 3 por caja
PCAL 5 gBKYV, 3 por caja

PRD-07234 Entre -15°Cy-35°C

Controles de ensayo Panther Fusion EBV-BKV Quant Assay Controls
Tubo HPC High Positive Control, 5 por caja

Tubo LPC Low Positive Control, 5 por caja

Tubo NC Ill Transplant Negative Control, 5 por caja

PRD-07158 Entre -15°Cy-35°C

Panther Fusion BKV Quant Assay Cartridge, 96 pruebas

Panther Fusion qBKV Assay Cartridge, 12 pruebas, 8 por caja PRD-07232 Entre 2°Cy 8°C

Panther Fusion Internal Control-B, 960 pruebas

Tubo de control interno Panther Fusion B, 4 por caja PRD-06234 Entre2°Cy8°C

Panther Fusion Extraction Reagent-B, 960 pruebas
Frasco de Panther Fusion Capture Reagent-B, 240 pruebas, 4 por caja PRD-06232 Entre 15°Cy 30 °C
Frasco de Panther Fusion Enhancer Reagent-B, 240 pruebas, 4 por caja

Tampon de eluciéon Panther Fusion, 2400 pruebas

Paquete de tampones de elucion Panther Fusion, 1200 pruebas, 2 por caja PRD-04334  Entre 15°Cy 30 °C

Tampon de reconstitucion Panther Fusion I, 1920 pruebas

Panther Fusion Reconstitution Buffer |, 960 pruebas, 2 por caja PRD-04333 Entre 15°Cy 30 °C

Reactivo de aceite Panther Fusion, 1920 pruebas

Panther Fusion Oil Reagent, 960 pruebas, 2 por caja PRD-04335 Entre 15°Cy30°C
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Material necesario y disponible por separado

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales comercializados por Hologic aparecen en la lista
con su referencia.

Material N.° de catalogo
Declaracion de conformidad de 303095

Panther Fusion™ Module PRD-04173
Panther Fusion™ System PRD-04172
Panther™ System, Continuous Fluid and Waste (Panther Plus) PRD-06067

Kit de fluidos del ensayo Aptima™
(Solucién de lavado Aptima™, tampén para fluido de desactivacion Aptima™ y reactivo
de aceite Aptima™)

303014
(1000 pruebas)

Unidades multitubo (Multi-tube Unit, MTU) 104772-02
Juego de bolsas de desechos Panther™ 902731
Tapa del recipiente de desechos Panther™ 504405

O bien, el kit de ciclo para Panther™ System
contiene MTU, bolsas de desechos, tapas del recipiente de desechos, fluidos del
ensayo y reactivos Auto Detect*

303096
(5000 pruebas)

Puntas, 1000 pL, filtradas, conductoras, desechables y detectan el nivel de liquido. 901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
No todos los productos estan disponibles en todas las zonas. Péngase en contacto con MME-04134 (30180117 Tecan)

Su representante para obtener informacion especifica para su zona. MME-04128
Bandejas de tubos Panther Fusion™, 1008 pruebas, 18 bandejas por caja PRD-04000
Tubos de transporte de muestras de orina Aptima™ 105575
solo para el procesamiento de muestras de orina (100 tubos prellenados por bolsa)

PRD-06720

Tapones solidos de sustitucion Hologic (tapones de tubos desechables) (100 tapones por bolsa)

Lejia, solucion de hipoclorito de sodio del 5 al 8,25 % (0,7 M a 1,16 M) —

Guantes desechables sin polvo —

Cubiertas de bancos de laboratorio con revestimiento de plastico —

Parios sin pelusa —

Pipeteador —

Puntas —

Opciones para tubos de recogida primarios (con EDTAy PPT):
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga —

Mezclador vortex —

* Solo necesario para ensayos Panther Aptima TMA.
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Materiales opcionales

Material N.° de catalogo

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

Tubos de alicuotas de muestras Aptima™ (SAT) (paquete de 100) FAB-18184

Tapones’ de tubos de transporte (paquete de 100) 504415
tapén para SAT

Diluyente de muestras Aptima™ PRD-03003

Kit de diluyente de muestras Aptima™ PRD-03478

contiene diluyente de muestras Aptima, 100 SAT y 100 tapones

Pipetas de transferencia —

Balancin para tubos —

Procedimiento de prueba del Panther Fusion System

Nota: Consulte el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System para obtener mas
informacién relativa al procedimiento.

A. Preparacién del area de trabajo

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

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

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

B. Preparacién de los calibradores y los controles

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

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

Opcién. Los tubos del calibrador y de los controles pueden ponerse en un balancin para
tubos para mezclar bien su contenido. Asegurese de que el contenido de los tubos se
descongele por completo antes de utilizarlo.

Nota: Evite que se cree demasiada espuma al invertir los calibradores y los controles. La
espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther Fusion System.
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2.

3.

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

Para evitar la contaminacion, no abra los tubos.

C. Preparacion de reactivos

1.
2.

3.

4.

5.

Retire los frascos de IC-B, FCR-B y FER-B del lugar de almacenamiento.

Mezcle FCR-B hasta que las microesferas queden totalmente suspendidas. Evite que se
forme espuma durante este paso.

Abra los frascos de IC-B, FCR-B y FER-B y deseche los tapones. Abra la puerta de TCR
en el compartimento superior del Panther Fusion System.

Coloque los frascos de IC-B, FCR-B y FER-B en las posiciones adecuadas en el carrusel
de TCR.

Cierre la puerta del TCR.

Nota: El Panther Fusion System afade el IC-B al FCR-B. Tras afadir el IC-B al FCR-B, se
denomina wFCR-B (FCR-B de trabajo). Si el wFCR-B y el FER-B se retiran del sistema, utilice
tapones nuevos y almacene de inmediato segun las condiciones adecuadas de almacenamiento.

D. Manipulaciéon de muestras

Nota: Prepare las muestras segun las instrucciones que se indican en la seccién Recogida,
procesamiento y almacenamiento de muestras biolégicas antes de cargar las muestras en el
Panther Fusion System.

Inspeccione los tubos de muestras antes de cargarlos en la gradilla. Si un tubo de muestras
contiene burbujas o tiene un volumen inferior de lo que se observa generalmente, golpee
moderadamente la parte inferior del tubo para transferir el contenido al fondo.

E. Manipulacion de muestras de plasma

1.

Asegurese de que las muestras procesadas en los tubos primarios o las muestras sin
diluir en los tubos secundarios se hayan conservado correctamente de acuerdo con
Recogida, procesamiento y almacenamiento de muestras biologicas.

Asegurese de descongelar por completo las muestras congeladas. Agite con un
mezclador vortex las muestras descongeladas de 3 a 5 segundos para mezclarlas bien
Deje que las muestras alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes de
procesarlas: Consulte Muestras conservadas en el Panther Fusion System para obtener
mas informacién sobre la conservacién en el instrumento.

Asegurese de que cada tubo primario o secundario contenga suficiente muestra.
Consulte la Tabla 1 para ver el volumen minimo de muestra para 1 réplica.

Justo antes de cargar las muestras en una gradilla, centrifugue cada muestra entre 1000
y 3000g durante 10 minutos. No retire los tapones en este paso.

Consulte el paso G.2 que se encuentra mas adelante para obtener informacién sobre la
carga de la gradilla y la retirada de los tapones.

F. Manipulacion de muestras de orina

1.

2.

Asegurese de que las muestras en los tubos primarios o las muestras procesadas en los
tubos de transporte de muestras de orina Aptima se hayan conservado correctamente de
acuerdo con Recogida, procesamiento y almacenamiento de muestras biolégicas.
Asegurese de que las muestras congeladas en los tubos de transporte de muestras de
orina Aptima estén completamente descongeladas.
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3.

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

Nota: Evite cargar muestras que contengan precipitados en el Panther Fusion System.

Invierta cuidadosamente los tubos de transporte de muestras de orina Aptima al menos
3 veces 0 mézclelos suavemente en un balancin hasta que la orina sea homogénea.

Nota: Evite que se cree demasiada espuma al invertir o mezclar los tubos. La espuma
puede afectar a la deteccion del nivel en el Panther Fusion System.

Consulte el paso G.2 que se encuentra mas adelante para obtener informacion sobre la
carga de la gradilla y la retirada de los tapones.

G. Preparacion del sistema

1.

Para obtener instrucciones sobre como configurar el Panther Fusion System, incluida la
carga de muestras, reactivos, cartuchos de ensayo vy fluidos universales, consulte el
Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System y las Notas de procedimiento.
Cargue las muestras en la gradilla de muestras. Lleve a cabo los pasos siguientes para
cada tubo de muestras (muestra y, cuando sea necesario, calibradores y controles).

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

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

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

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

e. Si es necesario, utilice una pipeta de transferencia desechable nueva para eliminar
las burbujas y la espuma. La presencia de burbujas en el tubo afecta a la deteccion
del nivel por parte del Panther Fusion System.

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

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

g. Repita los pasos 2.a al 2.f con la gradilla de muestras siguiente.

H. Preparacién del sistema: Aplicacién del factor de conversion de muestras de orina

1.

2.
3.

Prepare el sistema de acuerdo con las instrucciones del Manual del usuario del Panther/
Panther Fusion System.

Cargue la gradilla de muestras.

Aplique el factor de conversion de orina a los pedidos de pruebas de ensayo para
muestras de orina.

Nota: El factor de conversion de orina se puede aplicar a una gradilla entera o a un solo
pedido de pruebas.
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Panther Fusion System

Para aplicar el factor de conversion de orina a una gradilla entera de muestras de orina:

a.

En la pantalla Compartimiento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla
de interés. Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla
seleccionada.

Seleccione Diluir todo.
Se abrira la ventana Factor de dilucion (Flgura 1).

Configurar

g
g

3 10003 8KV
Q = Factor de dilucién
5 1 _—
Seleccione el factor de dilucién

s 9| seieccionado Factor de dilucién Indicador de dilucién

1
’ “ Factor de conversion de orina UR
8 1 ‘

Personalizado DILC
9 1 ‘
10 100
2 registros totales

100]

100

10013 BKY

10014 8KV

Figura 1. Ventana de carga Factor de dilucion en la pantalla Carga de gradillas de muestras (ejemplo)

C.

Seleccione Factor de conversion de orina.
Seleccione Aceptar.
La ventana Establecer factor de dilucién para gradilla aparece.

Seleccione Si para aplicar el indicador del factor de conversion de orina a la gradilla
entera de muestras de orina.

Para aplicar el factor de conversion de orina a un solo pedido de pruebas (Figura 2):

a. En la pantalla Compartimento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla

C.

cargada que incluye las muestras de interés.

Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla de muestras
seleccionada.

En la pantalla Carga de gradillas de muestras, haga doble clic en la muestra de interés.

Se abrira la pantalla Detalles de la muestra con los pedidos de pruebas actuales para la
muestra seleccionada.

Seleccione el pedido de pruebas de interés en el panel Pedidos de pruebas.
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d. Seleccione Aplicar dilucién.

Configurar

1 Posicién de la muestra: 1

2 1D de muestra: 10001

3 Tipo: Espécimen

BKV. Seleccione el factor de dilucién No
Seleccionado Factor de dilucién Indicador de dilucion

@ Factor e conversién de orina uR

9 Persanalizado DILC

n 2 registros totales

B

Figura 2. Ventana Factor de dilucion en la pantalla Detalles de la muestra (ejemplo)

e.

f.

Seleccione Factor de conversion de orina.
Seleccione Aceptar para aplicar el indicador del factor de conversién de orina a

todos los pedidos de pruebas seleccionados.

4. Si es necesario, es posible eliminar el factor de orina de los pedidos de pruebas antes
de que comience el procesamiento.

Para eliminar el factor de conversion de orina de una gradilla entera:

a.

e.

En la pantalla Compartimiento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla
de interés.

Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla seleccionada.
Seleccione Diluir todo.

En la ventana Factor de dilucion, anule la seleccion de Factor de conversion de orina.
Seleccione Aceptar.

Se abre una ventana Establecer factor de dilucion para gradilla.

Seleccione Si para eliminar el factor de conversion de orina de una gradilla entera.

Para eliminar los pedidos de pruebas de ensayo de factor de conversion de orina:

a.

b.

En la pantalla Compartimento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla
cargada que incluye las muestras de interés.

Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla de muestras
seleccionada.

En la pantalla Carga de gradillas de muestras, haga doble clic en la muestra de interés.
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Se abrira la pantalla Detalles de la muestra con los pedidos de pruebas actuales para la
muestra seleccionada.

Seleccione el pedido de pruebas de interés en el panel Pedidos de pruebas.
Seleccione Aplicar dilucion.
En la ventana Factor de dilucién, anule la seleccion de Factor de conversion de orina.

~ 0o a0

Seleccione Aceptar para eliminar el factor de conversién de orina para el pedido de
pruebas.

Notas de procedimiento

A. Calibradores y controles

1.

3.

4.

Los calibradores qBKV (5 tubos), el EBV-BKV low positive control (LPC), EBV-BKV high
positive control (HPC) y los tubos de Transplant negative control (NC Ill) se pueden cargar
en cualquier posicién en la gradilla de muestras y en cualquier carril del compartimento de
muestras en el Panther Fusion System. El pipeteo de los calibradores y controles
empezara cuando las muestras de BKV se hayan cargado en el sistema. El pipeteo de
las muestras comenzara cuando se cumpla una de las dos siguientes condiciones:

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

Después de que los tubos de los calibradores y los controles hayan sido pipeteados y
estén siendo procesados para el Panther Fusion BKV Quant Assay, se pueden analizar
las muestras. Los resultados de la calibracion son validos durante 60 dias y los
resultados del control son validos hasta maximo 30 dias (un administrador configura la
frecuencia) a menos que:

a. Los resultados del calibrador no sean validos.
b. Los resultados de los controles no sean validos.

c. El usuario solicite analizar nuevos controles o calibradores en el software del Panther
Fusion System.

Es necesario efectuar una calibracion para cada nuevo lote de cartuchos de ensayo que
se cargue en el Panther Fusion System antes de usarlo para procesar muestras.

Cada tubo de calibrador y de control se puede usar una sola vez.
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Control de calidad

Calibracién del ensayo

Para generar resultados validos, el ensayo debe calibrarse. Se procesan por triplicado los cinco
calibradores positivos cada vez que se carga un nuevo lote de cartuchos de ensayo en el
Panther Fusion System. Una vez establecida la calibracion del ensayo, sera valida durante un
maximo de 60 dias. El software del Panther Fusion System avisa al usuario cuando hay que
realizar una calibracion.

Durante el procesamiento, el software del Panther Fusion verifica automaticamente la validez de
la curva de calibracién. Si la calibracion no supera las comprobaciones de validez, el Panther
Fusion System invalida automaticamente las muestras afectadas y exige que se analice un
nuevo conjunto de controles de ensayo antes de pipetear nuevas muestras.

Como configuracion predeterminada, el ensayo procesara las muestras como plasma sin diluir.
Para procesar muestras de orina, se debe seleccionar la dilucion del factor de conversién de
orina en la interfaz de usuario del instrumento.

Controles negativo y positivo

Para generar resultados validos, debe analizarse un conjunto de controles del ensayo. Una
réplica del NC Il (control negativo de trasplante), del LPC (control positivo bajo) y del HPC
(control positivo alto) debe analizarse cada vez que un nuevo lote de cartuchos de ensayo se
cargue en el Panther Fusion System, o cuando el conjunto actual de controles validos para un
lote de cartuchos activo haya caducado.

El Panther Fusion System esta configurado para que los controles de ensayo se ejecuten en un
intervalo especificado por el administrador de hasta 30 dias. El software del Panther Fusion
System alerta al usuario cuando es necesario realizar controles de ensayo y no se iniciaran
nuevos andlisis hasta que se hayan cargado los controles de ensayo y haya comenzado su
procesamiento.

Durante el procesamiento, el Panther Fusion System verifica automaticamente los criterios de
aceptacién de los controles de ensayo. Para generar resultados validos, los controles de ensayo
deben superar una serie de comprobaciones de validez realizadas por el Panther Fusion System.

Si los controles de ensayo superan todas las comprobaciones de validez, se consideraran
validos durante el intervalo de tiempo especificado por el administrador. Una vez transcurrido el
intervalo de tiempo, el Panther Fusion System invalida los controles de ensayo y exigira que se
analice un nuevo conjunto de controles de ensayo antes de pipetear mas muestras.

Si alguno de los controles de ensayo no supera las comprobaciones de validez, el Panther
Fusion System invalida automaticamente las muestras afectadas y exigira que se analice un
nuevo conjunto de controles de ensayo antes de pipetear nuevas muestras.
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Control interno

Un control interno se agrega a cada muestra durante el proceso de extraccion. Durante el
procesamiento, el software del Panther Fusion System verifica automaticamente los criterios de
validacion del control interno. La deteccion del control interno no es necesaria para las muestras
que son positivas para BKV. El control interno debe detectarse en todas las muestras que sean
negativas para las dianas de BKYV; las muestras que no cumplan esos criterios se notificaran
como no validas. Todas las muestras con un resultado no valido deberan volver a analizarse.

El software del Panther Fusion System se ha disehado para verificar con precision los procesos
cuando los procedimientos se realizan segun las instrucciones indicadas en este prospecto y el
Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System.
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Interpretacidn de resultados

El Panther Fusion System determina automaticamente la concentracion de DNA de BKV en
muestras y controles al comparar los resultados con una curva de calibracién. Las
concentraciones de DNA de BKV se notifican en Ul/mL y log4g Ul/mL. La interpretacion de los
resultados se indica en la Tabla 2 y la Tabla 3.

Tabla 2: Interpretacion de resultados de plasma

Resultados notificados del BKV Quant Assay

Ul/mL Valor Logqg Interpretacion
No detectado No detectado DNA de BKV no detectado.
Towecaos <20 S e o 100y
ematom  Derase) O o
008 000 " imie suparir do cuantitcacion (LSB0).

Hubo un error en la generacion del resultado. Es

No valido2 No valido2 . .
necesario volver a analizar la muestra.

2 Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.

Tabla 3: Interpretacion de resultados de orina

Resultados notificados del BKV Quant Assay

UlimL Valor Logqg Interpretacién
No detectado No detectado DNA de BKV no detectado.
I
oetezazomm meazienn L
20809 ~9.30 " it superor o cuantfcacion (LSbG).

Hubo un error en la generacion del resultado. Es

No valido2 No valido? . .
necesario volver a analizar la muestra.

2 Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.

Panther Fusion BKV Quant Assay 20 AW-26020-301 Rev. 002



Panther Fusion~ BKV Quant Limitaciones

Limitaciones

A. El uso de este ensayo esta limitado al personal con la formacion debida en este
procedimiento. El incumplimiento de estas instrucciones puede generar resultados erroneos.

B. La obtencién de resultados fiables depende de la adecuacion de la recogida, el transporte, el
almacenamiento y el procesamiento de las muestras.

C. Evite la contaminacion siguiendo las practicas adecuadas de laboratorio y los procedimientos
especificados en este prospecto.

D. Aunque es raro, las mutaciones en las regiones muy conservadas del genoma virico de los
cebadores y/o sondas en el Panther Fusion BKV Quant Assay pueden dar como resultado
una menor cuantificacion o la imposibilidad de detectar el virus.

E. Los resultados negativos no descartan la presencia de infeccion por BKV y no deben utilizarse
como criterio Unico para el tratamiento o la toma de otras decisiones de control del paciente.

F. Un resultado positivo indica la deteccion de acido nucleico del virus correspondiente. El
acido nucleico puede persistir aun después de que el virus ya no sea viable.
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Rendimiento

Limite de deteccion utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS

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

Limite de deteccion en plasma con la norma de la OMS

El LDD se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la OMS
(codigo NIBSC 14/212) para BKV diluido en plasma humano negativo para BKV. Se analizaron
veinte (20) réplicas con cada dilucion de los tres lotes de reactivo para un total de 60 réplicas
por dilucion. Se realizé un analisis probit para generar los limites de deteccion previstos. Los
resultados del lote de reactivos con la mayor concentracion para el limite de deteccién previstos
se definen como LDD y se muestran en la Tabla 4. EI LDD del Panther Fusion BKV Quant
Assay utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS es de 43,1 Ul/mL para plasma.

Tabla 4: Limite de deteccion para plasma utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV

Limite de deteccion previsto Concentracion (Ul/mL)
10 % 1,6
20 % 2,1
30 % 2,7
40 % 3,5
50 % 4,5
60 % 6,1
70 % 8,6
80 % 13,3
90 % 25,3
95 % 43,1

Limite de deteccién en orina con la norma de la OMS

El LDD se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la OMS
para BKV diluido en orina humana negativa para BKV. Se analizaron veinte (20) réplicas con
cada dilucion de los tres lotes de reactivo para un total de 60 réplicas por dilucion. Se realizé un
analisis probit para generar los limites de deteccion previstos. Los resultados del lote de reactivos
con la mayor concentracion para el limite de deteccion previstos se definen como LDD y se
muestran en la Tabla 5. EI LDD del Panther Fusion BKV Quant Assay utilizando la 1.2 norma
internacional de la OMS es de 143,6 Ul/mL para orina.
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Tabla 5: Limite de deteccién para orina utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV

Limite de deteccién previsto

Concentracién (Ul/mL)

10 % 3,7
20 % 6,0
30 % 9,1
40 % 13,0
50 % 18,5
60 % 26,2
70 % 38,1
80 % 58,1
90 % 99,5
95 % 143,6

Rango lineal

Rango lineal en plasma

El rango lineal se establecié analizando paneles de BKV diluidos en plasma humano negativo
para BKV segun el documento EP06-A del CLSI.® Las concentraciones de los paneles fueron de
1,80 log Ul/mL a 9,08 log Ul/mL. El Panther Fusion BKV Quant Assay demostré linealidad en todo
el rango analizado. El limite superior de cuantificacion (LSDC) del ensayo es de 9,00 log Ul/mL,
como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Linealidad en plasma
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Rango lineal en orina

El rango lineal se establecié analizando paneles de BKV diluidos en orina humana negativa para
BKV segun el documento EP06-A del CLSI.2 Las concentraciones de los paneles fueron de
2,11 log Ul/mL a 9,38 log Ul/mL. EI Panther Fusion BKV Quant Assay demostré linealidad en todo
el rango analizado. El limite superior de cuantificacion (LSDC) del ensayo es de 9,30 log Ul/mL,
como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Linealidad en la orina

Limite inferior de cuantificacion de deteccion utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS

El limite inferior de cuantificacion (LIDC) se define como la concentracion mas baja en la que se
puede cuantificar BKV de forma fiable, segun el documento EP17-A2 del CLSI.7 El error total se
estimoé usando el modelo Westgard: Error total (TE) = [sesgo| + 2 DE. Para garantizar la
precision y la exactitud de las medidas, el error total del Panther Fusion BKV Quant Assay se
establecid en 1,2 log Ul/mL, con un sesgo de exactitud y una desviacion estandar que debe
estar entre < 0,5 log Ul/mL y < 0,35 log Ul/mL respectivamente.

Limite inferior de cuantificacion utilizando la norma de la OMS en plasma

El LIDC se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la OMS
(codigo NIBSC 14/212) para BKV diluido en plasma humano negativo para BKV. Se analizaron
veinte (20) réplicas con cada dilucién de los tres lotes de reactivo para un total de 60 réplicas
por dilucion. Los resultados del LIDC para los tres lotes de reactivos se muestran en la Tabla 6.
El LIDC generado con la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV en plasma es 79 Ul/mL
(1,90 log Ul/mL).
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Tabla 6: Determinacién del LIDC utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV diluido en plasma

Concentracion BKV Quant
Lote de N diana Assay DE |Sesgo| TE calculado
reactivo N detectado (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL)
20 20 1,90 1,95 0,19 0,2 0,5
1 20 20 2,06 2,09 0,14 0,1 0,4
20 20 2,18 2,26 0,12 0,1 0,4
20 20 2,26 2,35 0,15 0,2 0,5
20 20 1,90 1,96 0,14 0,1 0,4
20 20 2,06 2,13 0,16 0,2 0,5
5 20 20 2,18 2,24 0,16 0,1 0,4
20 20 2,26 2,35 0,14 0,1 0,4
20 20 1,90 1,98 0,20 0,2 0,6
20 20 2,06 2,06 0,15 0,1 0,4
3 20 20 2,18 2,27 0,09 0,1 0,3
20 20 2,26 2,35 0,11 0,1 0,4

DE = desviacion estandar < 0,35 (log Ul/mL).
|Sesgo| = sesgo de exactitud < 0,5 (log Ul/mL).
La dilucién correspondiente a la concentracion del LIDC y analizada en cada lote de reactivo esta resaltada en gris.

Limite inferior de cuantificaciéon utilizando la norma de la OMS en orina

El LIDC se determind mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la OMS
(codigo NIBSC 14/212) para BKYV diluido en orina humana negativa para BKV. Se analizaron
veinte (20) réplicas con cada dilucion de los tres lotes de reactivo para un total de 60 réplicas
por dilucion. Los resultados del LIDC para los tres lotes de reactivos se muestran en la Tabla 7.
El LIDC generado con la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV en orina es 162 Ul/mL

(2,21 log Ul/mL).
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Tabla 7: Determinacioén del LIDC utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para BKV diluido en orina

Concentracion BKYV Quant

Lote de N diana Assay DE |Sesgo| TE calculado
reactivo N detectado (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL)
20 20 2,21 2,09 0,24 0,2 0,7
20 20 2,26 2,15 0,20 0,2 0,5
1 20 20 2,30 2,15 0,23 0,2 0,7
20 20 2,38 2,27 0,20 0,2 0,6
20 20 2,21 1,98 0,22 0,2 0,7
20 20 2,26 2,14 0,27 0,2 0,7
2 20 20 2,30 2,23 0,20 0,2 0,6
20 20 2,38 2,27 0,25 0,2 0,7
20 20 2,21 1,97 0,24 0,3 0,7
20 20 2,26 2,03 0,22 0,3 0,7
° 20 20 2,30 2,08 0,18 0,2 0,6
20 20 2,38 2,13 0,23 0,3 0,7

DE = desviacion estandar < 0,35 (log Ul/mL).
|Sesgo| = sesgo de exactitud < 0,5 (log Ul/mL).
La dilucién correspondiente a la concentracion del LIDC y analizada en cada lote de reactivo esta resaltada en gris.

Confirmacion del limite inferior de cuantificacion en distintos genotipos de BKV

Limite inferior de cuantificacion en distintos genotipos en plasma

Se evalud el LIDC determinado con la norma de la OMS mediante el analisis de los genotipos |
(1b-2) y IV del BKV enriquecidos a 3 veces el valor del LIDC en plasma humano negativo para
BKV. Se analizaron 3 réplicas de cada muestra del panel con un lote de reactivos. Los resultados
se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Confirmacién del LIDC en distintos genotipos en plasma

Concentracion BKV Quant

N diana Assay DE |Sesgo|
Aislado (genotipo) N detectado (log Ul/mL) (log Ul/mL) (logUl/mL) (log Ul/mL)
Genotipo | (1b-2) 3 3 2,37 2,59 0,08 0,2
Genotipo IV 3 3 2,37 2,25 0,05 0,1

DE = desviacion estandar.

Limite inferior de cuantificacion en distintos genotipos en orina

Se evaluo el LIDC determinado con la norma de la OMS mediante el analisis de las diluciones
de los genotipos | (1b-2) y IV del BKV en orina humana negativa para BKV. Se analizaron

3 réplicas de cada muestra del panel con un lote de reactivos. Los resultados se muestran en la
Tabla 9.
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Tabla 9: Confirmacioén del LIDC en distintos genotipos en orina

Concentracion BKV Quant

N diana Assay DE |Sesgo|
Aislado (genotipo) N detectado (log Ul/mL) (log UI/mL) (log Ul/mL) (log Ul/mL)
Genotipo | (1b-2) 3 3 2,69 2,43 0,27 0,0
Genotipo IV 3 3 2,69 2,57 0,16 0,2

DE = desviacién estandar.

Rastreabilidad con respecto a la 1.2 norma internacional de la OMS

Se us6 una serie de normas secundarias con concentraciones conocidas a lo largo del
desarrollo y fabricacion del producto para determinar la rastreabilidad con respecto a la norma
de la OMS. La 1.2 norma internacional de la OMS de BKV se diluyé y analizé junto con las
normas secundarias y los controles de ensayo, y se usaron calibradores en el Panther Fusion
BKV Quant Assay para evaluar la rastreabilidad segun el documento EP32-R del CLSI.° Las
concentraciones de las normas secundarias fueron de 2,30 a 6,30 log4q Ul/mL.

Rastreabilidad con respecto a la norma de la OMS utilizando plasma

Las concentraciones analizadas para la 1.2 norma de la OMS de BKV estuvieron entre 2,07 y
4,70 log Ul/mL. La recuperacion de los paneles de plasma de la OMS, las normas secundarias,
los controles de ensayo Yy los calibradores de ensayo fue la esperada en el rango lineal del
ensayo, como se puede observar en la Figura 5.
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Figura 5. Rastreabilidad entre las concentraciones de la diana de la 1.7 norma de la OMS de BKV y las
concentraciones notificadas en el Panther Fusion BKV Quant Assay (norma de la OMS diluida en plasma)
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Rastreabilidad con respecto a la norma de la OMS utilizando orina

Las concentraciones analizadas para la 1.2 norma de la OMS de BKV en orina estuvieron entre
2,38 y 5,00 logqg Ul/mL. La recuperacion de los paneles de orina de la OMS, las normas
secundarias, los controles de ensayo y los calibradores de ensayo fue la esperada en el rango
lineal del ensayo, como se puede observar en la Figura 6.
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Figura 6. Rastreabilidad entre las concentraciones de la diana de la 1.7 norma de la OMS de BKV y las
concentraciones notificadas en el Panther Fusion BKV Quant Assay (norma de la OMS diluida en orina)

Precision intralaboratorio

Orina

Para analizar la precision intralaboratorio, se efectué un panel negativo y un panel de 3 muestras
mediante la dilucidon de DNA de BKV en orina negativa para BKV. 2 usuarios analizaron los
paneles positivos y negativos con 3 lotes de reactivos en 3 sistemas Panther Fusion System a lo
largo de 6 dias no consecutivos de andlisis. Cada usuario ejecut6 2 ciclos al dia y cada muestra
del panel se analizé por triplicado en cada ciclo. El estudio se disend y analizé segun las
recomendaciones del documento EP-05-A3 del CLSI.1

En la Tabla 10, se indica la reproducibilidad de los resultados del ensayo (en log Ul/mL) para el
panel positivo entre instrumentos, usuarios, lotes de cartuchos, ciclos, dias, en el ciclo y en total.
La variabilidad total se debié principalmente a la variabilidad en el ciclo (es decir, debido al error
aleatorio). Todas las réplicas del panel negativo fueron negativas.

Tabla 10: Reproducibilidad del Panther Fusion BKV Quant Assay en orina

Concentraciéon Entre Entre Entre Entre Entre Intra-

N media lotes instrumentos  usuarios dias ciclos ciclo Total
(log Ul/mL) DE DE DE DE DE DE DE
54 2,59 0,06 0,08 0,02 0,08 0,14 0,13 0,16
54 3,55 0,08 0,04 0,01 0,02 0,05 0,25 0,10
54 4,58 0,07 0,01 0,01 0,01 0,06 0,28 0,07

DE = desviacion estandar.
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Sustancias potencialmente interferentes

Se evaluod la susceptibilidad a la interferencia del Panther Fusion BKV Quant Assay debida a
una cantidad elevada de sustancias endégenas, anticoagulantes y farmacos que se recetan
usualmente a pacientes receptores de trasplantes. Se evalu6 mediante matrices negativas para
BKV en presencia o ausencia de 2,37 log Ul/mL en plasma y de 2,69 log UI/mL de BKV en
orina. Las concentraciones del analisis para cada una de las sustancias interferentes se
selecciono a partir de las referencias bibliograficas y directrices disponibles proporcionadas en
los documentos EPO7" y EP37'2 del CLSI.

No se observé ninguna interferencia en la exactitud de la cuantificacién en muestras de plasma
ni en muestras de orina en la presencia de las sustancias potencialmente interferentes
enumeradas en la Tabla 11 y Tabla 12.

Tabla 11: Sustancias enddgenas en el plasma

Sustancias potencialmente Numero de Concentracion
interferentes réplicas analizada
Albumina 3 6000 mg/dL
Bilirrubina conjugada 3 40 mg/dL
Hemoglobina 3 10 mg/dL
DNA genémico humano 3 0,2 mg/dL
Triglicéridos 3 3,45 mg/dL
Bilirrubina no conjugada 3 40 mg/dL

Tabla 12: Sustancias enddégenas en la orina

Sustancias potencialmente Numero de Concentracion
interferentes réplicas analizada
Albumina 3 6000 mg/dL
Bilirrubina conjugada 3 40 mg/dL
Estradiol 3 8E-05 mg/dL
Glucosa 3 200 mg/dL
Mucina 3 6 mg/dL
Células mononu_c!egres de sangre 3 1E+06 células/mL
periférica
pH, acido (HCI) 3 2mM
pH, alcalino (NaOH) 3 0,2 mM
Semen 3 5%
Sangre completa 3 2%
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No se observé ninguna interferencia en la exactitud de la cuantificacién en la presencia de las

sustancias exdgenas enumeradas en la Tabla 13 y la Tabla 14.

Tabla 13: Sustancias exégenas en el plasma

Sustancias potencialmente Numero de Concentracion
interferentes réplicas analizada
Aciclovir 3 6,6 mg/dL
Azatioprina 3 0,258 mg/dL
Cefotetan 3 71,1 mg/dL
Cidofovir 3 12,4 mg/dL
Clavulanato de potasio 3 1,47 mg/mL
Ciclosporina 3 0,180 mg/dL
Everolimus 3 0,0183 mg/dL
Fluconazol 3 2,55 mg/dL
Foscarnet 3 108 mg/dL
Ganciclovir 3 3,96 mg/dL
Letermovir 3 3,9 mg/dL
Micafungina 3 6,6 mg/dL
Micofenolato de mofetilo 3 18,1 mg/dL
Com_puesto relacionado B de 3 18.1 mg/dL
micofenolato de mofetilo
Naproxeno 3 36 mg/dL
Piperacilina 3 110 mg/dL
Prednisona 3 0,0099 mg/dL
Sirolimus 3 0,0213 mg/dL
Sulfametoxazol 3 35,7 mg/dL
Tacrolimus 3 0,0144 mg/dL
Tazobactam sodico 3 10,2 mg/dL
Ticarcilina disédica 3 151 mg/dL
Trimetoprima 3 4,2 mg/dL
Valganciclovir 3 4,83 mg/dL
Vancomicina 3 12 mg/dL
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Tabla 14: Sustancias exégenas en la orina

Sustancias potencialmente Nidmero de Concentraciéon
interferentes réplicas analizada
Paracetamol 3 3 mg/dL

Acido acetilsalicilico 3 3 mg/dL
Clotrimazol 3 0,5 mg/dL
Ibuprofeno 3 21,9 mg/dL

Metronidazol 3 12,3 mg/dL
Naproxeno 3 36 mg/dL

Clorhidrato de fenazopiridina 3 79,5 mg/dL

Propilenglicol 3 130 mg/dL
Talco 3 5 mg/dL

Especificidad analitica

La posible reactividad cruzada a los microorganismos patégenos enumerados en la Tabla 15 se
evalu6 en matrices negativas para BKV en presencia o ausencia de 2,37 log Ul/mL y 2,69 log Ul/mL
de BKV en plasma y orina, respectivamente. Se evaluaron los microorganismos patégenos en la
mayor concentracion disponible. No se observo reactividad cruzada ni interferencia en la

exactitud de la cuantificacion.

Tabla 15: Microrganismos patégenos comprobados para determinar la especificidad analitica

Microorganismo/patogeno

Concentracion

Microorganismo/patégeno

Concentracion

ADV-5

1,00E+05 TCIDso/mL

Virus del herpes humano 7

1,00E+03 TCIDso/mL

Aspergillus niger

1,00E+06 UFC/mL

Virus del herpes humano 8

1,00E+05 TCIDso/mL

Bacillus cereus

1,00E+06 UFC/mL

Klebsiella pneumoniae

1,00E+06 cp/mL

Bacillus subtilis

1,00E+06 UFC/mL

Lactobacillus acidophilus

1,00E+06 UFC/mL

Candida albicans

1,00E+06 UFC/mL

Lactobacillus crispatus

1,00E+06 UFC/mL

Candida glabrata

1,00E+06 UFC/mL

Listeria monocytogenes

1,00E+06 UFC/mL

Candida parapsilosis

1,00E+06 UFC/mL

Mycobacterium avium

1,00E+06 UFC/mL

Candida tropicalis

1,00E+06 UFC/mL

Mycoplasma pneumoniae

1,00E+06 CCU/mL

Chlamydia trachomatis

1,00E+06 UFI/mL

Neisseria gonorrhoeae

1,00E+06 UFC/mL

Clostridium perfringens

1,00E+06 UFC/mL

Parvovirus humano B19

1,00E+05 Ul/mL

CMV

1,00E+05 cp/mL

Propionibacterium acnes

1,00E+06 UFC/mL

Corynebacterium diphtheriae

1,00E+06 UFC/mL

Proteus miribalis

1,00E+06 UFC/mL

Cryptococcus neoformans

1,00E+06 UFC/mL

Pseudomonas aeruginosa

1,00E+06 UFC/mL

EBV

1,00E+05 cp/mL

Salmonella enterica

1,00E+06 UFC/mL

Enterobacter cloacae

1,00E+06 UFC/mL

Staphylococcus aureus

1,00E+06 UFC/mL

Enterococcus faecalis

1,00E+06 UFC/mL

Staphylococcus epidermidis

1,00E+06 UFC/mL

Enterococcus faecium

1,00E+06 UFC/mL

Staphylococcus saprophyticus

1,00E+06 UFC/mL

Escherichia coli

1,00E+06 UFC/mL

Streptococcus agalactiae

1,00E+06 UFC/mL
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Tabla 15: Microrganismos patégenos comprobados para determinar la especificidad analitica (continuacién)

Microorganismo/patégeno Concentracion Microorganismo/patégeno Concentracion
HBV 1,00E+05 Ul/mL Streptococcus bovis 1,00E+06 UFC/mL
HCV 1,00E+04 Ul/mL Streptococcus oralis 1,00E+06 UFC/mL
HIV-1 1,00E+05 Ul/mL Streptococcus pneumoniae 1,00E+06 UFC/mL
HIV-2 1,00E+04 Ul/mL Streptococcus pyogenes 1,00E+06 UFC/mL
VHS-1 1,00E+06 TCID5o/mL Trichomonas vaginalis 1,00E+05 trofozoitos/mL
VHS-2 1,00E+04 TCIDsg/mL|  Ureaplasma urealyticum 1,00E+06 cp/mL
HPV':n?égf’a'gf:) SiHa 4 00E+05 celulasimL|  Virus varicela-zoster 1,00E+05 cp/mL
Virus del herpes humano 6 1,00E+05 cp/mL — —

CCU/mL = unidades de colonias cambiantes/mL
UFC/mL = unidades formadoras de colonias por mL.

cp/mL = copias viricas por mL.

UFI/mL = unidades formadoras de inclusion por mL.
Ul/mL = unidades internacionales por mL.
TCIDgo/mL = dosis infecciosa en cultivo tisular por mL.

Correlacion de métodos

Este estudio se disefio segun el documento EP09c del CLSI.*

Correlacion de métodos de plasma

Se compard el rendimiento del Panther Fusion BKV Quant Assay con el de un ensayo comparador
mediante el analisis de muestras recogidas retrospectivamente y muestras artificiales que
abarcan todo el rango lineal. Se utilizé un total de 108 muestras dentro del intervalo lineal
comun a ambos ensayos para la regresion de Deming, tal como se muestra en la Figura 7.

Panther Fusion BKV Quant (logqg Ul/mL)
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Figura 7. Correlacién entre la carga virica de BKV en el Panther Fusion BKV Quant Assay y el ensayo
comparador en el analisis de muestras de plasma
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Correlacion de métodos de orina

Se comparé el rendimiento del Panther Fusion BKV Quant Assay con el de un ensayo comparador
mediante el analisis de muestras recogidas retrospectivamente y muestras artificiales que
abarcan todo el rango lineal. Se utilizé un total de 153 muestras dentro del intervalo lineal
comun a ambos ensayos para la regresion de Deming, tal como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Correlacién entre la carga virica de BKV en el Panther Fusion BKV Quant Assay y el ensayo
comparador en el andlisis de muestras de orina

Arrastre/contaminacion cruzada

La contaminacién por arrastre se evalud utilizando muestras de STM enriquecidas con BKV de
titulo elevado (1,00E+09 Ul/mL) entremezcladas con muestras negativas para BKV en un patrén
de tablero de ajedrez. Las pruebas se realizaron en 5 ciclos. La tasa global de contaminacion
por arrastre fue del 0,00 % (0/150).
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Informacion de contacto

u K UK Responsible Person:
IVD c E Hologic Ltd.

C n Oaks Business Park, Crewe Road
Diagenode S.A. Wythenshawe, Manchester, M23 9HZ
3, Rue du Bois Saint Jean United Kingdom

4102 Seraing, Bélgica Patrocinador australiano:

Hologic (Australia & New Zealand) Pty Ltd
Macquarie Park, NSW 2113

Para obtener las direcciones de correo y los teléfonos del soporte técnico y la atencién al cliente especificos de
cada pais, visite www.hologic.com/support.

Hologic, Aptima, Panther y Panther Fusion y sus logotipos asociados son marcas comerciales y/o registradas
de Hologic, Inc. y/o sus filiales en Estados Unidos y/o en otros paises.

Quasar es una marca comercial registrada y esta licenciada por Biosearch Technologies, Inc.

Todas las demas marcas comerciales que puedan aparecer en este prospecto pertenecen a sus respectivos
propietarios.

Este producto puede estar cubierto por una o mas patentes estadounidenses identificadas en www.hologic.com/
patents.
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