HOLOGIC Aptima®

Ensayo Aptima® HCV Quant Dx

Instrucciones de uso
Para su uso diagnéstico in vitro

Para exportacion de EE. UU. Unicamente

Informacidon general .. .......... .ot e e e 2
Usoindicado . . ... .o e 2
Resumen y explicacion de laprueba ... ... ... ... . . . . 2
Principios del procedimiento . ... ... . 3
Resumen de seguridad y rendimiento . ........ ... .. 4
Advertencias ¥y PreCauCiONES . . . . ...ttt it e e 4
Requisitos de almacenamiento y manipulacion dereactivos . .. ........... ... ... ... ... .... 8
Recogida y almacenamiento de especimenes . ... ... 9
Muestras conservadas en el Panther System . ... ... .. ... .. . ... . .. 12
Transporte de muestras . .. ... .. ... e 12

Panther System . .......... . i ittt it e, 13
Reactivos y materiales suministrados .. ...... ... ... 13
Material necesario que debe adquirirse porseparado . ................ ... 15
Materiales OpCionales . . . .. ... e 16
Procedimiento de la prueba del Panther System ... ...... ... ... . ... .. . .. .. 16
Notas de procedimiento . .. ... .. .. 20

Controldecalidad . .......... ... . .. i e e e e 21
Calibracion del ensayo . . .. ... .. 21
Controles negativo y positivo . .. ... ... e 21
Calibrador interno/control interno . . . ... ... .. e 21

Interpretacionderesultados ............. ... .. i et e e 22

Limitaciones .. ... ...t it a s 23

Rendimiento analitico ............. . it i i it ittt eeaanenns 24
Limite de deteccion (LDD) utilizando la 2.2 norma internacionaldelaOMS . ................ 24
Limite de deteccion en distintos genotipos de HCV . .. ... ... ... . 24
Rango lineal . .. ... . e 25
Linealidad en genotipos de HCV . .. ... . . . 26
Limite inferior de cuantificacion utilizando la 2.2 norma internacionalde laOMS . ............ 27
Determinacion del limite inferior de cuantificacion (LIDC) en distintos genotipos de HCV ... ... 28
Rastreabilidad con respectoalanormadelaOMS ...... ... .. ... ... ... .. .. . 30
PrecCiSiON . . oo 31
Sustancias potencialmente interferentes . ....... ... .. .. . .. 31
Rendimiento con muestras negativas para HCV ... ... ... .. ... .. . . . . 33
Especificidad analitica . ......... ... . . . . . 33
Muestras clinicas que contienen virus distintos del HCV . . ......... .. ... ... ... .. ........ 35
Equivalenciade matriz . ... ... 35
Dilucion de muestras utilizando diluyente de muestras Aptima (1:3) .. ......... ... ... ..... 36
Dilucion de muestras utilizando diluyente de muestras Aptima (1:100) ..................... 37
Confirmacion del LIDC en muestras clinicas diluidas en diluyente de muestras .. ............ 38
Precision de las muestras diluidas . . . ... ... . e 39
Contaminacion por arrastre ... ... ... i 39
Panel de seroconversion . . ... ... .. e 39
Estudio de reproducibilidad ... ....... .. . . 40

Rendimiento cliniCo ....... ittt ittt ittt ettt eannssnnnsennnnsennnn 42
Correlacion de meétodos . .. ... ... e 42
Estudio de utilidad clinica . . . ... ... ... e 43
Respuesta a laterapia antiviral . ......... ... .. . . . . 47
Estudio de utilidad diagnostica . . ... ... . 50
Reactividad cruzada en sujetos con enfermedad hepatica no relacionada conel HCV ........ 52

Bibliografia . ... e e e 54

Informacién de contacto e historial derevisiones .. ............. ... ... oo, 55

Aptima HCV Quant Dx Assay 1 AW-28216-301 Rev. 001



Aptima® Informacién general

Informacioén general

Uso indicado

El ensayo Aptima® HCV Quant Dx es una prueba de amplificacion mediada por transcripcién

en tiempo real. Este ensayo se utiliza tanto para la deteccion y cuantificacion del RNA del

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

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

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

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

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

Resumen y explicaciéon de la prueba

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

Clinicamente, existe una alta prevalencia de infeccion asintomatica por el HCV, y la infeccién
cronica por el HCV se produce en hasta el 75 % de los pacientes.? Los algoritmos de
pruebas de laboratorio del HCV exigen el diagndstico de infecciones activas por HCV en
individuos con anticuerpos positivos mediante la deteccion del RNA de HCV en plasma o
suero para permitir un vinculo adecuado con la atencion sanitaria.”®*
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La cuantificacién del RNA de HCV (carga viral) ha desempefiado un papel fundamental en la
definicion y la monitorizacién del tratamiento del HCV adecuado. La respuesta viral
sostenida (RVS) definida como RNA de HCV no detectado después de un tratamiento
correcto es un marcador principal de la cura del HCV."" En el tratamiento con interferdn, la
respuesta viral precoz (RVP), definida como una disminucion de 2 log o mayor de la carga
viral del HCV después de 12 semanas de tratamiento, y una respuesta viral rapida (RVR),
definida como niveles no detectables de RNA de HCV después de 4 semanas de tratamiento,
eran predictores positivos de la RVS."™"" Estos marcadores de cinética viral se utilizan en
los métodos de respuesta guiada que adaptan las opciones de tratamiento para detener o
extender la terapia para lograr la RVS."” Ademas, los estudios de seguimiento a largo plazo
han demostrado la durabilidad de la RVS tras un tratamiento adecuado y que la erradicacion
viral evita la progresion de la enfermedad hepatica.”

En la era de los antivirales de accion directa (AAD), la cuantificaciéon del RNA de HCV (carga
viral) ha desempefiado un papel fundamental en la definicion y la monitorizacién del tratamiento
del HCV. La respuesta virologica sostenida (RVS) se define como un RNA de HCV indetectable
(con un ensayo cuyo limite de deteccion <25 Ul/mL) tras el tratamiento."" Las directrices
recientes de la AASLD sugieren realizar pruebas de RNA de HCV no solo al inicio, sino
también periddicamente durante el tratamiento (es decir, a las 4 semanas) y a las 12 semanas
tras la finalizacién del tratamiento.”*"

Principios del procedimiento

El Aptima HCV Quant Dx Assay es una prueba de amplificacion de acidos nucleicos que utiliza
tecnologia de amplificaciéon mediada por transcripcion en tiempo real (TMA) para detectar y
cuantificar el RNA de HCV para facilitar el diagndstico o para establecer la carga viral en el
estado inicial, asi como para la medicidn de las repuestas durante el tratamiento y post-

tratamiento. El ensayo se dirige a una regién conservada del genoma del HCV, detectando y
cuantificando los genotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6. Se trata de un ensayo normalizado contra la 2.2
norma internacional de la OMS sobre el virus de la hepatitis C (codigo NIBSC 96/798)."

El ensayo Aptima HCV Quant Dx implica tres pasos principales, que tienen lugar en un
unico tubo en el sistema Panther: captura de diana, amplificacion seleccionada por TMA y
detecciodn de los productos de amplificacion (amplicdn) a través de sondas marcadas con
fluorocromos (sondas fluorescentes).

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

La amplificacion de la diana se produce por TMA, que es un método de amplificaciéon de
acidos nucleicos basada en transcripcion que utiliza dos enzimas, transcriptasa inversa de
MMLV (virus de la leucemia murina de Moloney) y RNA polimerasa T7. La transcriptasa
inversa se utiliza para generar una copia de DNA (que contiene una secuencia promotora
para la RNA polimerasa T7) de la secuencia diana. La RNA polimerasa T7 genera varias
copias del amplicon de RNA a partir del molde de copia de DNA. El ensayo Aptima HCV
Quant Dx utiliza el método de TMA para amplificar un parte del 5 UTR del genoma del HCV.
La amplificacion de esta regién se logra utilizando primers disefiados para amplificar los
genotipos del HCV 1, 2, 3, 4, 5y 6.
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La deteccion se lleva a cabo utilizando unas sondas fluorescentes de acidos nucleicos
monocatenarios que estan presentes durante la amplificacién de la diana e hibridan
especificamente con el amplicon en tiempo real. Cada sonda fluorescente tiene un fluoréforo
y un inhibidor de fluorescencia. Cuando la sonda fluorescente no se hibrida con el amplicén,
el extintor de fluorescencia esta muy cerca del fluoréforo y suprime la fluorescencia. Cuando
la sonda fluorescente se une al amplicén, el inhibidor se aleja del fluoréforo y emite una
sefal a una longitud de onda especifica cuando es excitado por una fuente luminosa.
Cuantas mas sondas de fluorescencia hibridan con el amplicon, mayor es la sefial
fluorescente generada. El tiempo que tarda la sefial fluorescente en llegar a un umbral
especificado es proporcional a la concentracion inicial de HCV. Cada reaccion tiene un
calibrador interno/control interno (Internal Control, IC) que controla las variaciones del
procesamiento, la amplificacion y la deteccion de las muestras. La concentracién de una
muestra la determina el Panther System Software utilizando las sefales del HCV e IC
correspondientes a cada reaccion y comparandolas con la informacién de la calibracién.

Resumen de seguridad y rendimiento

El resumen de seguridad y rendimiento (SSP, por sus siglas en inglés) esta disponible en la
base de datos europea sobre productos sanitarios (Eudamed), donde esta vinculado a los
identificadores de dispositivos (UDI-DI basico). Para localizar el SSP del ensayo Aptima
HCV Quant Dx, consulte el identificador unico del producto basico (BUDI):
54200455DIAGAPTHCVAJ.

Advertencias y precauciones
A. Para uso diagnéstico in vitro.
B. Para uso profesional.

C. Para reducir el riesgo de obtener resultados no validos, lea atentamente el prospecto
completo y el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion™ System para obtener
informacién sobre el procedimiento antes de realizar el ensayo en el Panther System.

D. Para advertencias, precauciones y procedimientos adicionales especificos sobre el
control de la contaminacion, consulte el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion
System.

Informacion sobre los laboratorios

E. PRECAUCION: Los controles de este ensayo contienen plasma humano. El plasma es
no reactivo para antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos anti-HCV,
anticuerpos anti-HIV-1 y anti-HIV2 y antigeno de HIV cuando se analiza con procedimientos
aprobados por la Administracién de Medicamentos y Alimentos estadounidense. Ademas,
el plasma es no reactivo para RNA de HCV y RNA del HIV-1 cuando se analiza con
pruebas de acidos nucleicos aprobadas utilizando muestras combinadas. Todo el material
proveniente de sangre humana debe considerarse potencialmente infeccioso y manipularse
segun las precauciones universales."""®

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

G. Utilice unicamente el instrumental de laboratorio desechable suministrado o especificado.
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H. Tome las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma,
beba ni fume en las areas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables sin talco,
proteccion para los ojos y batas de laboratorio al manipular las muestras y los reactivos
del kit. Lavese bien las manos después de manipular las muestras y los reactivos del kit.

I. 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).

J. Deseche todo el material que haya entrado en contacto con las muestras y los reactivos
de acuerdo con la normativa local, estatal y comunitaria.™*'*" Limpie a fondo y desinfecte
todas las superficies de trabajo.

K. Los controles contienen azida sodica como conservante. No utilice tubos de metal para
transferir reactivos. Si se desechan soluciones que contengan compuestos de azida
sodica en un sistema de tuberias, dichas soluciones se deben diluir y eliminar enjuagando
el desaglie con abundante agua corriente. Se recomienda seguir estas precauciones
para evitar la acumulacion de depdsitos en tuberias de metal, donde pueden darse las
condiciones necesarias para una explosion.

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

1. Consiga una torunda con punta de algodén y emparéjela con un tubo de alicuotas de
muestras Aptima (Specimen Aliquot Tube, SAT).
2. Etiquete adecuadamente cada SAT.

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

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

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

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

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

8. Analice la torunda con un ensayo molecular.

i

Informacion sobre las muestras

M. Las muestras pueden ser infecciosas. Adopte las precauciones universales *'** al realizar
este ensayo. Deben establecerse métodos de manipulacién y eliminaciéon adecuados
segun la normativa local.” Este procedimiento solamente debe realizarlo personal formado
adecuadamente en el uso del ensayo Aptima HCV Quant Dx y en la manipulacién de
materiales infecciosos.

N. 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.
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0.

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

Informacioén sobre los ensayos

P.

Q.

u.

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

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

Evite la contaminacion microbiana y por nucleasas de los reactivos.

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

No combine ningun reactivo ni liquido del ensayo sin instrucciones especificas. No llene
hasta arriba los frascos de reactivos o liquidos. El Panther System verifica los niveles de
reactivo.

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

Nota: La comunicacion sobre peligros refleja las clasificaciones de las fichas de seguridad
(SDS) de la UE. Para ver la ficha de seguridad especifica de su pais, consulte la Biblioteca
de fichas de datos de seguridad (SDS) en www.hologicsds.com. Para obtener mas informacion
sobre los simbolos, consulte la leyenda de los simbolos en www.hologic.com/package-inserts.

Informacion sobre riesgos en la UE

Reactivo de amplificacion
CLORURO DE MAGNESIO AL 60-65 %

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.

Reactivo promotor
CLORURO DE MAGNESIO AL 60-65 %

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.

Reactivo enzimatico
Triton X-100 al 1-5 %
HEPES AL 1-5%

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.
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Informacion general

Controles del kit HCV VL
AZIDA DE SODIO <1 %

PELIGRO

H300 — Mortal en caso de ingestion.

H410 — Muy téxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

P264 — Lavarse la cara, las manos y las areas de la piel expuestas concienzudamente tras la
manipulacion.

P273 — Evitar su liberacion al medio ambiente.

P301 + P310 — EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

P321 — Tratamiento especifico (véanse las instrucciones complementarias de primeros auxilios en esta
etiqueta).

P330 — Enjuagarse la boca.

P391 — Recoger los derrames.

Calibradores del kit HCV VL
HEPES al 15-20 %

Sal de litio de lauril sulfato al 5-10 %
Hidréxido de litio monohidratado al 1-5 %
Acido succinico al 1-5 %

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.

Solucioén de reconstitucion enzimatica
Glicerol al 20-25 %

Triton X-100 al 5-10 %

HEPES al 1-5%

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.

Reactivo de captura seleccionada
HEPES al 15-20 %

Sal de litio de lauril sulfato al 5-10 %
Hidréxido de litio monohidratado al 1-5 %
Acido succinico al 1-5 %

H412 — Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273 — Evitar su liberacion al medio ambiente.
P501 — Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de eliminacién de residuos autorizada.

Aptima HCV Quant Dx Assay

7 AW-28216-301 Rev. 001




Aptima® Informacién general

Requisitos de almacenamiento y manipulacién de reactivos

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

Almacenamiento Kit abierto (reconstituido)
Reactivo del reactivo
cerrado Almacenamiento Estabilidad
Reactivo de amplificacion gHCV Entre2°Cy8°C
Solucién de reconstitucion de amplificacion Entre 2°Cy 8 °C De 2 °C 2 8 °C 30 dias®
gHCV
Reactivo enzimatico gHCV Entre2°Cy8°C
Solucién de reconstitucion enzimatica gHCV Entre2°Cy8°C De2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo promotor qHCV Entre2°Cy8°C
Solucion de reconstitucion de promotor gHCV Entre2°Cy8°C De2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo de captura qHCV Entre 2°Cy 8 °C De2°Cag8°C 30 dias®
. o o o o Vial de un solo uso
gHCV NC CONTROL — (Control negativo) Entre -15°Cy -35°C Entre 15°Cy 30°C .4 uso en 24 horas
" . o o ° o Vial de un solo uso
gHCV LPC CONTROL + (Control positivo bajo) ~ Entre -15°C y -35°C Entre 15°C y 30°C Para uso en 24 horas
- o o o o Vial de un solo uso
gHCV HPC CONTROL + (Control positivo alto) Entre -15°C y -35°C Entre 15°C y 30°C Para uso en 24 horas
i iti Entre -15°C y -35°C Entre 15°Cy 30°C "/l de un solo uso
gHCV PCAL (Calibrador positivo) - y- y Para uso en 24 horas

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

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

C. Los reactivos almacenados en el sistema Panther tienen 72 horas de estabilidad en el
instrumento. Los reactivos pueden cargarse en el Panther System hasta 8 veces. El
sistema Panther registra cada vez que se cargan los reactivos.

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

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

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

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

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

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

» Tubos con anticoagulantes de EDTA o de acido citrato dextrosa (ACD) o
* Tubos de preparacion de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT)
* Tubos de suero
* Tubos separadores de suero (Serum Separator Tubes, SST)
En el caso del suero, deje que se coagule antes de seguir procesandolo.

A. Recogida de muestras

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

Tubo (tamaino y tipo) Volumen muerto en Panther

Tubo de alicuotas de muestras

(Specimen Aliquot Tube, SAT) Aptima. 0.2 ml
12xX75 mm 0,5 ml

13 x 100 mm 0,5ml

13x100 mm con gel 0,3ml

16 x 100 mm con gel 0,7 ml

Si no se analizan inmediatamente, el plasma y el suero pueden conservarse de acuerdo
con las especificaciones siguientes. Si se transfiere a un tubo secundario, el plasma o
suero puede congelarse a -20 °C. No lleve a cabo mas de tres ciclos de congelacion-
descongelacién. No congele las muestras en tubos de recogida primarios de suero,
EDTA o ACD.
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B. Condiciones de conservacion de las muestras
1. Muestras de plasma con EDTA y ACD

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

2. Muestras de PPT

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 25°C durante

un maximo de 24 horas,

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

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

Sangre completa

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugado < 6 horas tras la recogida

Primario

-/i/25 °C
2°C

<24 horas

Primario

'/E/SDC
2°C

<5 dias

Secundario

*-25 °C
2°C

<24 horas

Secundario

'/ﬂfsoc
2°C

<5 dias

Secundario

O-/ﬂ/' -15°C
-35 °

<60 dias

Figura 1. Condiciones de conservacion de los tubos con EDTA o ACD

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

puede conservarse en una de las condiciones siguientes:

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 25°C durante

un maximo de 24 horas,

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

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

Sangre completa

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugado < 6 horas tras la recogida

Primario

/ﬂ/-25 °C
2°C

<24 horas

Primario

'/ﬂ/é;oc
2°C

<5 dias

Secundario

-/i/-25 °C
2°C

<24 horas

Secundario

'/ﬂfaac
2°C

<5 dias

Primario o secundario

-15°C
-35 °C

<60 dias

Figura 2. Condiciones de conservaciéon de los PPT

Aptima HCV Quant Dx Assay
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3.

4.

Muestras en tubos de suero

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

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

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

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

Sangre completa

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugado < 6 horas tras la recogida

Primario

sto °C
2°C

<24 horas

Primario

/E/BOC
2°C

< 5 dias

Secundario

/ﬂ/fi‘o °C
2°C

<24 horas

Secundario

/E/BOC
2°C

<5 dias

Secundario

/ﬂ/ -15°C
-35°C

< 60 dias

Figura 3. Condiciones de conservacion de los tubos de suero

Muestras en SST

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

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

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

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

Sangre completa

-/i[ 30°C
2°C

Centrifugado < 6 horas tras la recogida

Primario

-/E/SO °C
2°C

<24 horas

Primario

/ﬂfeec
2°C

<5 dias

Secundario

_/E/ 30°C
2°C

<24 horas

Secundario

/E/BDC
2°C

<5 dias

Primario o secundario

-15°C
-35 "C_/ﬂ/

<60 dias

Figura 4. Condiciones de conservacion de los SST
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C. Conservacion a largo plazo de muestras congeladas

Las muestras de suero o plasma pueden conservarse en SAT de -65 °C a -70 °C hasta
un maximo de 60 dias.

D. Dilucion de las muestras de plasma y suero

Las muestras de plasma y suero pueden diluirse en SAT o en un tubo secundario para
su analisis en el Panther System. Consulte el Procedimiento de la prueba del Panther
System, paso E.5 para obtener mas informacion.

/N No se debe hacer una interpretacion diagndstica a partir de un resultado "No detectado" en
muestras diluidas de suero o plasma. Obtenga una nueva muestra sin diluir y repita la prueba.

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

Muestras conservadas en el Panther System

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

Transporte de muestras

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

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

Los reactivos del ensayo Aptima HCV Quant Dx para uso con el Panther System se indican
a continuacién. Los simbolos de identificacién de los reactivos también se indican junto al
nombre del reactivo.

Reactivos y materiales suministrados

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

Es posible realizar el pedido de calibradores y controles por separado. Consulte los numeros

de catalogo correspondientes a continuacion.

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

Simbolo Componente Cantidad
A Reactivo de amplificacion qHCV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucién de tampén.
E Reactivo enzimatico qHCV
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa desecadas en solucién de 1 vial
tampoén HEPES.
PRO Reactivo promotor qHCV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucién de tampén.
AR Solucidn de reconstitucion de amplificacion qHCV %72 mL
Solucién acuosa con glicerol y conservantes. ’
ER Solucidn de reconstitucion enzimatica qHCV 1 %58 mL
Solucién de tampén HEPES con un surfactante y glicerol. ’
PROR Solucién de reconstitucion de promotor qgHCV 1x45mL
Solucién acuosa con glicerol y conservantes. '
TCR Reactivo de captura gHCV
Acidos nucleicos en una solucién salina de tampén con fase sélida, 1x72,0mL
acidos nucleicos no infecciosos y calibrador interno.
Collares de reconstitucion 3
Hoja de cdédigos de barras de lote maestro 1 hoja
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Kit de calibrador Aptima HCV Quant Dx (n.° cat. N.° PRD-03507)
(almacenar entre -15°C y -35°C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

PCAL Calibrador positivo qHCV
Transcrito en solucién de tampon.

5x25mL

Etiqueta de cédigo de barras del calibrador —

Kit de controles Aptima HCV Quant Dx (n.° cat. PRD-03508)
(almacenar entre -15°C y -35°C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

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

LPC Control positivo bajo qHCV
Armored RNA de HCV no infeccioso en plasma humano 5% 0.8 ml
desfibrinado con gentamicina y azida sédica al 0,2 % como '
conservantes.

HPC Control positivo alto gHCV
Armored RNA de HCV no infeccioso en plasma humano 5x0.8mL
desfibrinado con gentamicina y azida sodica al 0,2 % como
conservantes.

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

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

aparecen en la lista con su referencia.

Material

Panther™ System

Panther Fusion™ System

Panther™ System, Continuous Fluid and Waste (Panther Plus)
Kit de controles Aptima® HCV Quant Dx

Kit de calibradores Aptima® HCV Quant Dx

Kit de inicio del Panther System para ensayos en tiempo real (solo para ensayos en
tiempo real)

Kit de fluidos del ensayo Aptima® (también denominado Kit de fluidos universales)
contiene solucién de lavado Aptima®, tampoén para fluido de desactivacion
Aptima® y reactivo de aceite Aptima®

Unidades multitubo (MTU)
Juego de bolsas de desechos Panther™
Tapa del recipiente de desechos Panther™

O bien, el kit de ciclo del Panther™ System
(cuando se procesan ensayos TMA no en tiempo real junto a ensayos TMA en
tiemp real) contiene MTU, bolsas para desechos, tapas del recipiente de
desechos y fluidos del ensayo

Puntas, 1000 L, filtradas, conductoras, desechables y detectan el nivel de liquido.
No todos los productos estan disponibles en todas las zonas. Pongase en
contacto con su representante para obtener informacion especifica para su zona.

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

Guantes desechables sin talco

Tapones no perforables de repuesto

Tapones de repuesto para reactivos
Frascos de reconstitucién de reactivos de amplificacién, enzimatico y promotor
Frasco de TCR

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

Pipeteador

Puntas

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

Centrifuga

Agitadora vorticial

N.° de catalogo

303095

PRD-04172

PRD-06067

PRD-03508

PRD-03507

PRD-03455 (5000 pruebas)

303014 (1.000 pruebas)

104772-02

902731

504405

303096 (5000 pruebas)

901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

103036A

CL0041 (100 tapones)
CL0040 (100 tapones)

Aptima HCV Quant Dx Assay 15

AW-28216-301 Rev. 001



Aptima®

Panther System

Materiales opcionales
Material

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)

Tapdn de tubo de transporte (paquete de 100)
tapon para SAT

Diluyente de muestras Aptima®

Kit de diluyente de muestras Aptima®
contiene diluyente de muestras, 100 SAT y 100 tapones

Pipetas de transferencia

Paneles disponibles en el mercado
Torundas con puntas de algodén
Balancin para tubos

Procedimiento de la prueba del Panther System

N.° de catalogo

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488

Nota: Consulte el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System para obtener mas

informacién sobre los procedimientos.
A. Preparaciéon del area de trabajo

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

2. Limpie una superficie de trabajo aparte para preparar las muestras. Utilice el

procedimiento descrito mas arriba (paso A.1).

3. Limpie los pipeteadores que vaya a utilizar. Utilice el procedimiento de limpieza

descrito mas arriba (paso A.1).

B. Preparacion del calibrador y de los controles

Deje que el calibrador y los controles alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C

antes de procesarlos de la manera siguiente:

1. Saque el calibrador y los controles del almacenamiento de conservacién (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 el calibrador y los controles.
La espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther System.

2. Cuando el contenido de los tubos se haya descongelado, seque la parte exterior del

tubo con un pafio desechable limpio y seco.

3. Para evitar la contaminacion, no abra los tubos.
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C. Reconstitucién y preparacion de reactivos de un nuevo kit

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

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

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

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

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

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

de reconstitucién con su reactivo liofilizado.

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

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

ii. Inserte firmemente el extremo ranurado del anillo de reconstitucion (negro) en
el vial (Figura 5, paso 1).

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

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

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

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

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

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

d. Retire con cuidado el anillo de reconstitucion y el vial de cristal (Figura 5, paso 6).
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e. Vuelva a tapar el frasco. Registre las iniciales del usuario y la fecha de reconstitucion
en la etiqueta (Figura 5, paso 7).

f. Deseche el collar de reconstitucién y el vial de vidrio (Figura 5, paso 8).

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

M

Figura 5. Proceso de reconstitucién de los reactivos

D. Preparacién de los reactivos previamente reconstituidos

1.

2.

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

Los reactivos de amplificacion, enzimatico, promotor y TCR previamente preparados
deben alcanzar una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes del inicio del ensayo.

En el caso del TCR previamente preparado, lleve a cabo el paso C.1 descrito mas
arriba antes de cargarlo en el sistema.

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

Opcion: Los reactivos previamente preparados puede prepararse en un balancin
para tubos siguiendo estas instrucciones: Retire los reactivos de su almacenamiento
(entre 2 °C y 8 °C). Ponga los reactivos en un balancin para tubos y déjelos entre
15 °C y 30 °C durante un minimo de 30 minutos para que se atemperen.

No rellene los frascos de reactivo. El Panther System reconocera y rechazara los
frascos que se hayan rellenado.

E. Manipulacién de muestras

1.

2.

3.

4.

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

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 System para obtener mas
informacién sobre la conservacién en el instrumento.

Asegurese de que cada tubo de recogida contenga hasta 1200 ul de muestra o de
que cada SAT contenga al menos 700 pl de muestra. Consulte la tabla que se
proporciona en Recogida de muestras para identificar los requisitos de volumen
muerto para cada tipo de tubo primario y secundario. Si es necesario diluir las
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muestras, consulte el paso E.5 descrito mas abajo para obtener mas informacion.
Diluya una muestra de plasma o suero en la proporciéon 1:3 en un SAT o 1:100 en un
tubo secundario.

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

/\ No se debe hacer una interpretacion diagnostica a partir de un resultado "No detectado”

en muestras diluidas de suero o plasma. Obtenga una nueva muestra sin diluir y
repita la prueba.

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

a. Dilucién de muestras de bajo volumen

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

i. Vierta 240 uL de muestra en un SAT.

ii. Afada 480 ul de diluyente de muestras Aptima.

iii. Tape el tubo.

iv. Invierta suavemente 5 veces para mezclar el contenido.

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

b. Dilucidon de muestras de altos titulos

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

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

iii. Tape el tubo.

iv. Invierta suavemente 5 veces para mezclar el contenido.

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

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

6. Justo antes de cargar las muestras en una gradilla de muestras, centrifugue cada una

a entre 1000 y 3000 g durante 10 minutos. No retire los tapones. La presencia de
burbujas en el tubo afecta a la deteccién del nivel por parte del Panther System.

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

1. Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del Manual del usuario del Panther/
Panther Fusion System y las Notas de procedimiento. Asegurese de que se utilicen
las gradillas para reactivos y los adaptadores de TCR del tamano adecuado.

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

d. Una vez cargadas las muestras en la gradilla de muestras, retire y deseche los
tapones de todos los tubos de muestras de una gradilla de muestras. Para evitar

la contaminacion, no pase ningun tapon sobre otras gradillas de muestras o tubos
de muestras.

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

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

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

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

Notas de procedimiento
A. Calibrador y controles

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

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

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

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

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

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

Calibracion del ensayo

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

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

Controles negativo y positivo

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

Durante el procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los
criterios de validacion de los controles. Para generar resultados validos, el control negativo
debe dar un resultado de "No detectado" y los resultados de los controles positivos deben
estar dentro de unos parametros predefinidos (objetivo nominal LPC: 2,36 logqq 1U/mL,
objetivo nominal HPC: 5,36 log¢g IU/mL). Si cualquiera de los controles tiene un resultado no
valido, el software invalida automaticamente el ciclo. Las muestras de un ciclo invalidado se
pueden volver a analizar utilizando un calibrador recién preparado y controles recién preparados.

Calibrador interno/control interno

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

El software del Panther System se ha disefiado para verificar con precision los procesos
cuando los procedimientos se realizan segun las instrucciones indicadas en estas
instrucciones de uso y en el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System.
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Interpretacién de resultados

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

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

recoger y analizar otra muestra sin diluir.

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

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

Tabla 1: Interpretacion de resultados

Resultado notificado del Aptima HCV

Quant Dx Assay Interpretacion cualitativa
Interpretacion de las concentraciones de RNA de HCV i P L L. . a
diagnéstica del usuario

Ul/mL Valor Logqq"
No detectado No detectado RNA de HCV no detectado. No reactivo para RNA de HCV
<10 detectados <1,00 Se detecta RNA de HCV, pero a un nivel inferior al limite Reactivo para RNA de HCV

inferior de cuantificacién (LIDC)

La concentracion de RNA de HCV esta dentro del rango

102 100.000.000 De 1008800 ool de 10 a 100.000.000 Ul/m.

Reactivo para RNA de HCV

La concentracién de RNA de HCV esta por encima del

> 100.000.000 > 8,00 limite superior de cuantificacion (LSDC)

Reactivo para RNA de HCV

Hubo un error en la generacion del resultado. Es

. . No valido
necesario volver a analizar la muestra.

No valido® No valido®

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

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

La Tabla 2 describe los criterios de aceptacion de cada uno de los controles del ensayo
Aptima HCV Quant Dx.

Nota: El rango de recuperacion que se indica a continuacion cambia segun el valor
asignado a cada lote especifico. Consulte la concentracion asignada que aparece en la hoja
de cédigos de barras de control incluida con cada caja de control.

Tabla 2: Criterios de validacion para el intervalo de recuperacién de los controles del ensayo Aptima HCV
Quant Dx

Componente Rengo de recuperacion para ciclos validos
Control negativo N/A
Control positivo bajo +/- 0,5 logyo lU/mL
Control positivo alto +/- 0,5 logqo IU/mL
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Limitaciones

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

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

C. Aunque es raro, las mutaciones en las regiones muy conservadas del genoma viral de
los cebadores y/o sondas en el ensayo Aptima HCV Quant Dx pueden dar como
resultado la imposibilidad de detectar el virus.
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Rendimiento analitico

Limite de detecciéon (LDD) utilizando la 2.2 norma internacional de la OMS

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

El LDD se determiné analizando paneles de la 2.2 norma internacional de la OMS para RNA
del virus de la hepatitis C (NIBSC 96/798 genotipo 1) diluidos en plasma EDTA y suero humano
negativo para HCV. Se procesaron un minimo de 36 réplicas de cada diluciéon en cada uno
de los tres lotes de reactivos para un minimo de 108 réplicas por cada dilucion. Se realizd
un analisis probit para generar los limites de deteccidn previstos. Los resultados del lote de
reactivos con la mayor concentracién para el limite de deteccién previstos se definen como
LDD. El limite de deteccion del 95 % del ensayo Aptima HCV Quant Dx utilizando la 2.2

norma internacional de la OMS para HCV es de 4,3 IU/mL para plasma y 3,9 IU/mL para suero.

Limite de deteccién en distintos genotipos de HCV

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

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

Concentraciéon (Ul/mL)

Genotipo Limite de deteccién previsto Plasma Suero
; 95 % 4,0 5.2
> 95 % 2,8 4.0
3 95 % 4.3 34
. 95 % 48 23
s 95 % 2,1 33
6 95 % 4,1 3,9
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Rango lineal

El rango lineal se establecié analizando paneles de Armored RNA de HCV 1a diluidos en
plasma y suero humano negativo para HCV segun el documento EP06-A del CLSL.* Las
concentraciones de los paneles fueron de 1,0 log4g a 8,2 log4g IU/mL. El Aptima HCV Quant
Dx Assay demostroé linealidad en todo el rango analizado, con un limite superior de
cuantificacion (LSDC) de 8,0 logq IU/mL, tal como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Linealidad en plasma y suero
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Linealidad en genotipos de HCV

La linealidad y el rango lineal de los genotipos 1 del HCV (1a para plasma y 1b para suero)
al 6 se establecieron analizando positivos clinicos individuales diluidos, uno para cada
genotipo del HCV para el rango inferior del ensayo combinado con aRNA (HCV 1a) para el
rango mas elevado del ensayo (superior a 100.000 Ul/ml). Las disoluciones tanto en plasma
humano negativo como en suero se analizaron para todos los genotipos. Se demostré
linealidad para los seis genotipos en todo el intervalo probado, como muestra la Figura 7
para plasma y la Figura 8 para suero.
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Limite inferior de cuantificacion utilizando la 2.2 norma internacional de la OMS

El limite inferior de cuantificacion (LIDC) se define como la concentracién mas baja a la que
se cuantifica el DNA de CMV de manera fiable dentro de un margen total de error, segun el
documento EP17-A2 del CLSL.*™ El error total se calculé a través de dos métodos: Error
analitico total (TAE) = sesgo + 2DE, y Error total (TE) = SQRT(2) x 2DE. Para asegurar la
exactitud y la precision de las mediciones, el error total del ensayo Aptima HCV Quant se
establecio a 1 log4g IU/mL (esto es, en el LIDC la diferencia entre dos mediciones de mas de
1 logqg IU/mL es estadisticamente significativa).

El LIDC se determind analizando paneles de la 2.2 norma internacional de la OMS para el RNA
del virus de la hepatitis C (NIBSC 96/798 genotipo 1) diluidos en plasma y suero humano negativo
para HCV. Se procesaron treinta y seis (36) réplicas de cada diluciéon en cada uno de los tres
lotes de reactivos para un minimo de 108 réplicas por cada dilucién. Los resultados del lote de
reactivos con la concentracion mas alta igual o superior al limite de deteccién que cumple los
requisitos de TE y TAE se muestran en la Tabla 4 para plasma y la Tabla 5 para suero. El LIDC
de la 2.% norma internacional de la OMS es de 7 IU/mL (0,82 logyq IU/mL) para plasma y 9 IU/mL

(0,93 logqg IU/mL) para suero, tal como se resume en la Tabla 6. El LIDC se establecio en los
distintos genotipos (consulte Determinacion del limite inferior de cuantificacion (LIDC) en distintos
genotipos de HCV). Estos datos de genotipos establecen el LIDC del ensayo a 10 IU/mL.

Tabla 4: LIDC utilizando la 2.2 norma iternacional de la OMS para HCV diluido en plasma

Aptima HCV Aptima HCV Calculado Calculado
Lotede  Quant Dx Quant Dx DE Sesgo TE TAE
reactivo (Ul/mL) (logqg IU/ML) (logqq IU/mL) (logq IU/mL) (logqe IU/mL) (logqq IU/mL)
3 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 5 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
12 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
2 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 7 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
9 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

DE=desviacion estandar

Tabla 5: LIDC utilizando la 2.2 norma internacional de la OMS para HCV diluido en suero

AptimaHCV Aptima HCV Calculado Calculado
Lotede  Quant Dx Quant Dx DE Sesgo TE TAE
reactivo (Ul/mL) (logqg IU/ML) (logqg IU/mL) (logqo IU/mL) (logqq IU/mL) (logqe IU/mL)
4 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 8 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
12 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 8 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
10 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 5 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
9 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

DE=desviacion estandar
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Tabla 6: Resumen de LIDC utilizando la 2.% norma internacional de la OMS para HCV

LIDC del plasma LIDC del suero
Lote de reactivo
Ul/mL logqo IU/mL Ul/mL logqo IU/mL
1 5 0,73 8 0,93
2 7 0,82 8 0,89
3 6 0,76 5 0,71

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

Para los genotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6 en plasma y suero humano negativo para HCV, el LIDC
se determind analizando diluciones de muestras clinicas positivas para HCV. La asignacién
de la concentracion de las muestras clinicas se determind mediante un ensayo comparador
aprobado. Se procesaron un minimo de treinta y seis (36) réplicas de cada muestra del
panel en cada uno de los lotes de reactivo para un minimo de 108 réplicas por muestra del
panel. Los resultados del lote de reactivos con la concentracion mas alta igual o superior al
limite de deteccién que cumple los requisitos de TE y TAE, calculados conforme a CLSI EP
17-A2,"® se muestran en la Tabla 7 para plasma y la Tabla 8 para suero. Solo se informa de
un resultado mayor y menor que el LIDC por genotipo en Tabla 7 y Tabla 8 a continuacién,
ya que estos resultados son los que mas reflejan el LIDC esperado. El LIDC de los
genotipos 1 al 6 en plasma y suero se resumen en la Tabla 9. El genotipo 6 registré el LIDC
mas alto para el suero a 10 lU/mL. Estos valores establecen el LIDC del ensayo a 10 IU/mL.

Tabla 7: Determinacion del LIDC en distintos genotipos en plasma

AptimaHCV Aptima HCV
Genotipo Quant Dx° Quant Dx° DE Sesgo TE calculado TAE calculado
(Ul/mL) (logq U/mL) (logqg IU/mL) (logqq IU/mL)  (logqq IU/mL) (logqg IU/mL)

4 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 8 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
10 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
4 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 6 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
13 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
3 0,52 0,30 0,26 0,85 0,86
3 6 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
8 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
4 0,61 0,39 0,29 1,11 1,07
4 7 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
10 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
4 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 7 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
14 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
5 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 6 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
14 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

DE=desviacion estandar
?Se ejecutaron niveles adicionales, pero estos datos no se indicaron en la tabla.
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Tabla 8: Determinacion del LIDC en distintos genotipos en suero

Aptima HCV  Aptima HCV

Genotipo Quant Dx° Quant Dx®
(Ul/mL) (logqg IU/mL)

DE

(logqg IU/mL) (logqg IU/mL)

Sesgo

TE calculado
(|°g1o IUlmL)

TAE calculado
(|°g10 IUlmL)

6 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
1 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
1 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
3 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 5 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
8 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
2 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 4 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
4 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 5 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
1 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
4 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 10 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
18 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70
DE=desviacion estandar
?Se ejecutaron niveles adicionales, pero estos datos no se indicaron en la tabla.
Tabla 9: Resumen del LIDC en distintos genotipos en plasma y suero
LIDC del plasma LIDC del suero
Genotipo de HCV
Ul/mL logqo IU/mL Ul/mL logqo IU/mL

1 8 0,88 8 0,88

2 6 0,76 6 0,80

3 6 0,80 5 0,67

4 7 0,82 4 0,65

5 7 0,87 5 0,72

6 6 0,79 10 0,99
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Rastreabilidad con respecto a la norma de la OMS

Se uso 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. Las concentraciones analizadas para la norma de la OMS de HCV estaban entre 4,00
y 2,30 logqg IU/mL, las normas secundarias se situaban entre 1,50 y 8,46 log4q |U/mL.
También se probaron los calibradores y controles Aptima HCV Quant Dx junto a las normas
secundarias y a la norma de la OMS. Todos los paneles obtuvieron resultados similares y
estaban linealmente distribuidos por el rango lineal del ensayo, como se indica en la Figura 9.
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Figura 9. Rastreabilidad entre las concentraciones de la diana de la 2.? norma de la OMS de HCV y la
concentracion observada del Aptima HCV Quant Dx Assay
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Precision

El panel de precision Aptima HCV Quant Dx se establecié diluyendo plasma clinico positivo
en HCV y 1a aRNA en plasma clinico negativo para HCV (los dos miembros mas altos del
panel eran aRNA). Once muestras del panel de cada matriz cubrieron el rango del ensayo
(concentraciones de la diana de entre 1,86 log,, IU/mL y 7,68 log,, lU/mL) y se analizaron
en tres réplicas por ciclo por parte de un usuario, utilizando tres lotes de reactivo en un
sistema Panther a lo largo de 21 dias de pruebas, en dos ciclos por dia.

La Tabla 10 muestra la precision de los resultados del ensayo (en log,, IU/mL) entre ciclos,
dentro de ciclos y en general. La variabilidad total fue < 0,14 en todas las muestras del
panel, principalmente debido a la variabilidad entre ciclos (es decir, debido al error aleatorio).

Tabla 10: Precision del Aptima HCV Quant Dx Assay

N Concentracién media  Concentraciéon media Entre dias  Entre ciclos Intraciclo Total
(Ul/mL) (logqg IU/mL) DE DE DE DE

126 72 1,86 0,02 0,06 0,12 0,14
126 182 2,26 0,00 0,07 0,07 0,10
126 617 2,79 0,00 0,06 0,08 0,10
126 1.950 3,29 0,00 0,07 0,05 0,08
126 8.128 3,91 0,00 0,06 0,07 0,10
126 616.595 5,79 0,03 0,04 0,06 0,08
125° 47.863.009 7,68 0,05 0,05 0,06 0,09

DE=desviacion estandar

 Numero de resultados validos dentro del rango lineal del ensayo.

Nota: La variabilidad de algunos factores podria ser numéricamente negativa, lo que puede ocurrir si la variabilidad debida a dichos
factores es muy pequefia. Cuando esto sucede, la DE se muestra como 0,00.

Sustancias potencialmente interferentes

Se evalud la susceptibilidad del ensayo Aptima HCV Quant Dx a las interferencias causadas
por altos niveles de sustancias endoégenas y por medicamentos que se suelen recetar a las
personas infectadas por HCV. Se analizaron muestras de plasma negativas para HCV vy
muestras enriquecidas con HCV en una concentracién de aproximadamente 15 IU/mL

(1,2 log4g IU/mL) o 1995 IU/mL (3,3 log,o IU/mL) de RNA del HCV.

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

Las muestras clinicas de plasma de pacientes con niveles altos de las sustancias definidas
o de pacientes con las enfermedades (diez muestras por cada sustancia) indicadas en la
Tabla 11 se analizaron con el ensayo Aptima HCV Quant Dx. No se observé ninguna
interferencia en la eficacia del ensayo.
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Tabla 11: Tipos de muestras clinicas analizadas

—
Tipos de muestras clinicas

1 Factor reumatoide (FR)

2 Anticuerpo antinuclear (ANA)

3 Anticuerpo anti-Jo-1 (JO-1)

4 Lupus eritematoso sistémico (LES)

5 Artritis reumatoide (AR)

6 Esclerosis multiple (EM)

7 Hiperglobulinemia

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

1 Mieloma multiple (MM)

12 Lipémico (lipido elevado)

13 Ictérico (bilirrubina elevada)

14 Hemolizado (hemoglobina elevada)

15 Proteina albumina elevada

16 Anticuerpos anti-HBV

17 Anticuerpos anti-HIV-1

18 Anticuerpos anti-HIV-2

No se observo ninguna interferencia en la eficacia del ensayo en presencia de las
sustancias exogenas indicadas en la Tabla 12 a concentraciones de al menos tres veces la
Cinax (plasma humano).

Tabla 12: Sustancias exégenas

Mezcla de sustancias

exogenas

Sustancias exégenas analizadas

Telaprevir, claritromicina, interferén alfa-2a, dolutegravir, azitromicina

Simeprevir, sofosbuvir

Efavirenz, boceprevir, interferén alfa-2b pegilado, emtricitabina, raltegravir, amoxicilina

Sulfato de abacauvir, ribavirina, dasabuvir, rilpivirina, rifampin/rifampicina

Lopinavir, tenofovir, lamivudina, valganciclovir

o |~ |W|N |-

Heparina, EDTA, citrato de sodio
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Rendimiento con muestras negativas para HCV

La especificidad se determiné utilizando 198 muestras clinicas recientes y 538 muestras
clinicas congeladas negativas para HCV. Se confirmé que un total de 370 muestras de
plasma y 366 de suero eran negativas para el HCV mediante los ensayos aprobados. La
especificidad se calculé como el porcentaje de muestras negativas para HCV con resultados
de "no detectado". No se detect6 RNA de HCV en ninguna de las 736 muestras. La
especificidad fue del 100 % (736/736, 95 % IC: 99,6 -100 %).

Tabla 13: Rendimiento en muestras clinicas de suero y plasma negativas para HCV

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

IC=Intervalo de confianza

Especificidad analitica

La posible reactividad cruzada con patdégenos indicada en la Tabla 14 se evalu6 en presencia
0 en ausencia de aproximadamente 15 IU/mL (1,2 log4g IU/mL) y 1995 (3,3 logqo IU/mL) de
HCV en plasma humano negativo para HCV. No se observé ninguna reactividad cruzada. No
se observo ninguna interferencia en la eficacia del ensayo en presencia de los patdégenos.
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Tabla 14: Microorganismos patégenos comprobados para determinar la especificidad analitica

Patégeno Concentracién Patégeno Concentracién
Virus de la hepatitis A 100.000 copias/mL Corynebacterium diphtheriae  1.000.000  UFC/mlf
Virus de la hepatitis B (HBV) 100.000 Ul/mf? Streptococcus pneumoniae 1.000.000 CFU/mL
Virus de la hepatitis G 1.470 genoma/mL Staphylococcus aureus 1.000.000 CFU/mL
HIV-1 100.000 copias/mL Propionibacterium acnes 1.000.000 CFU/mL
HIV-2 100.000 UFP/mI° Staphylococcus epidermidis 1.000.000 CFU/mL
Virus del herpes simple 1 (HSV-1) 100.000 UFP/mL Candida albicans 1.000.000 CFU/mL
Virus del herpes simple 2 (HSV-2) 100.000 UFP/mL Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 CFU/mL
Virus del herpes humano 6B 100.000 copias/mL Chlamydia trachomatis 1.000.000  UFI/mI®
Virus del herpes humano 8 2.667 TCID50 U/ml° Trichomonas vaginalis 1.000.000 células/mL
Virus Iinfotrc’;pico Qe células T 100.000 pv/mld
humano virus fipo 1 (HTLV-1) ®Ul/ml = unidades internacionales por ml.
Virus Iinfotrc')pico dg células T 100.000 pv/mL °UFP/ml = unidades formadoras de placa por ml
humano virus tipo 2 (HTLV-2) °DICT50/ml = unidades de dosis infectiva en cultivo tisular por ml
Parvovirus B19 100.000 ul/mL 9ov/ml = particulas viricas por ml
Virus del Nilo occidental 100.000 UFP/mL °LD50/mL = dosis mortal por ml
Virus del dengue 1 100.000 UFP/mL ;UFC/mI = urTidades formadoras de.colon.ias por mi
UFI/ml = unidades formadoras de inclusién por ml
Virus del dengue 2 100.000 UFP/mL
Virus del dengue 3 100.000 UFP/mL
Virus del dengue 4 100.000 UFP/mL
Citomegalovirus 100.000 UFP/mL
Virus de Epstein-Barr 100.000 copias/mL
Virus de la rubeola 100.000 UFP/mL
Virus del papiloma humano 100.000 células/mL
Adenovirus tipo 5 100.000 DICT50/mL
Virus de la gripe A 100.000 DICT50/mL
Virus de la encefalitis japonesa N/A N/A
Virus de la encefalitis de San Luis N/A N/A
Virus de la encefalitis del Valle 2643 LD50/mL®
Murray
Virus de la fiebre amarilla 100.000 células/mL
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Muestras clinicas que contienen virus distintos del HCV

Los patdgenos indicados en la Tabla 15 se evaluaron obteniendo muestras clinicas individuales
infectadas naturalmente. Se analizaron en presencia o ausencia de aproximadamente 15 Ul/mL
(1,2 logqg Ul/mL) o 1995 Ul/mL (3,3 log4g UI/mL) del virus HCV. No se observé ninguna
reactividad cruzada. No se observé ninguna interferencia

Tabla 15: Muestras clinicas comprobadas para determinar la especificidad analitica

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

Equivalencia de matriz

Se evaluaron ciento setenta y seis juegos de muestras de tubos de recogida de sangre
coincidentes (tubos de suero, SST, PPT, ACD, K2 EDTA, K3 EDTA) para la equivalencia de
matriz. De estos conjuntos de muestras, 68 eran positivos para HCV infectados naturalmente
y 108 eran negativos para HCV. Veintiséis de los 68 positivos se diluyeron ademas con 13
muestras negativas de tubos de recogida de sangre emparejados a 1:10, 1:100 y 1:1000 o
1:100, 1:10.000 y 1:100.000, con concentraciones en todo el rango dinamico del ensayo
(146 réplicas positivas por tubo de recogida). La correlacion se midié utilizando el tubo de
recogida de suero a modo de elemento comparador.

Tabla 16: Estudio de equivalencia de matriz

Tubo d 95 % de IC de 95 % de IC de
ubo de . . pendiente intercepcion Diferencia media
recogida de Regresion de Deming - — — - g
san Inferior Limite Limite  Superior, (log4o)
gre - . . - cL
Limite superior inferior Limite
SST y =1,00x - 0,01 0,99 1,01 -0,05 0,07 0,998 0,00
K2 EDTA y=1,01x-0,03 0,99 1,02 -0,12 -0,07 0,995 0,00
K3 EDTA y =1,00x - 0,01 0,98 1,01 -0,10 0,07 0,996 -0,02
ACD y =1,00x - 0,14 0,99 1,01 -0,20 -0,08 0,997 -0,13
PPT y =1,00x - 0,01 0,98 1,01 -0,10 0,08 0,996 -0,01
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Dilucién de muestras utilizando diluyente de muestras Aptima (1:3)

Para evaluar la exactitud de la deteccion de RNA de HCV en muestras de plasma o suero
diluidas con diluyente de muestras Aptima, las muestras de 1,67 log,, IU/mL a 6,34 log,, IU/mL
se diluyeron en una relacién 1:3 con el diluyente de muestras Aptima (240 yL de muestra
combinada con 480 uL de diluyente de muestras Aptima). Cada muestra se analizé por
triplicado sin diluir y diluida (1:3). El analisis se realizé empleando un lote de reactivos de
ensayo en un sistema Panther con dos lotes de diluyente de muestras Aptima. La diferencia
entre los resultados de la prueba puros y diluidos se calculd para cada conjunto de muestras
como se muestra en la Tabla 17 para plasma y la Tabla 18 para suero.

Tabla 17: Resumen de comparacién de matriz de dilucién 1:3 de muestra de plasma de Log;, IU/mL

Matriz de plasma Diluyente

Concentracion media notificada Concentraciéon media notificada Diluyente g:a,ffrr\z:fi:;ade plasma
(logqo IU/ML) n =3 (logqo UML) n=6 (log4g U/ML)
174° 157° 0,18
4,56 4,36 0,20
5,62 5,46 047
3,69 3,56 -0,13
265 2,60 -0,05
4,18 4,09 -0,09
325 3,28 0,03
4,12 4,06 0,07
3,54 3,48 0,06
6.20 591 -0,30

®Resultado de dos réplicas. Un resultado "Detectado”, pero no cuantificado.
PResultado de cuatro réplicas. Dos resultados "Detectados”, pero no cuantificados.

Tabla 18: Resumen de la comparativa de la matriz de dilucién 1:3 de muestra de suero de Log10 IU/mL

Matriz de suero Diluyente Diferencia
Concentracion media notificada Concentracion media notificada Diluyente de matriz de suero
(logqp lU/ML)n=3 (logqo lU/ML) N =6 (logqg IU/mL)
1,50° 1,80 0,30
5,32 5,14 -0,18
3,65 3,59 -0,06
4,91 4,71 -0,20
3,66 3,72 0,06
3,81 3,74 -0,07
2,42 2,60 0,18
2,65 2,88 0,23
4,90 4,70 -0,21
6,17 6,00 -0,17

®Resultado de dos réplicas. Un resultado "Detectado”, pero no cuantificado.
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Dilucién de muestras utilizando diluyente de muestras Aptima (1:100)

Para evaluar la precision de la deteccion del RNA de HCV en muestras diluidas con plasma
o suero con diluyente de muestras Aptima, se analizaron por triplicado cinco muestras de
plasma infectadas de forma natural y cinco muestras de suero infectadas de forma natural,
junto con diez muestras de plasma y suero negativos para HCV con aRNA de HCV superior
al LSDC, 8 logyq Ul/mL a 8,30 log,o Ul/mL. Se realizé una dilucién 1:100 con una parte de
muestra y 99 partes de diluyente de muestras Aptima justo antes del analisis. El analisis se
realizé empleando un lote de reactivos de ensayo en un sistema Panther con dos lotes de
diluyente de muestras Aptima. La diferencia entre los resultados de la prueba puros y diluidos
se calculé para cada conjunto de muestras como se muestra en la Tabla 19 para plasma y la
Tabla 20 para suero.

Tabla 19: Resumen de la comparativa de la matriz de dilucién 1:100 de muestra de plasma de Log,o IU/mL

Matriz de plasma Diluyente
Matriz Dilucién Concentracion media notificada Concentracion media notificada Diferencia
(logqo lU/ML)n=3 (logqg IU/ML) n =6
8,03° 7,95 -0,08
8,07° 7,93 -0,15
8,14° 7,97 -0,17
8,16° 7,94 -0,22
8,09° 7,96 -0,13
8,38° 7,97 -0,42
7,987 7,89 -0,09
Plasma 1:100 8,08° 7,89 -0,19
8,14° 7,92 -0,22
8,08° 7,97 -0,11
6,41 6,22 -0,19
6,73 6,58 -0,15
6,88 6,75 -0,14
6,54 6,51 -0,03
6,55 6,29 -0,27

®Muestra enriquecida
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Tabla 20: Resumen de la comparativa de la matriz de dilucién 1:100 de muestra de suero de Log10 IU/mL

Matriz de suero Diluyente
Matriz  Dilucién Concentracion media notificada Concentracion media notificada Diferencia
(logqg lU/mML)n=3 (logqo lU/ML)n=6

8,04° 7,94 -0,09
8,07° 7,91 -0,16
7,99° 7,91 -0,08
8,03° 7,92 -0,11
7,99° 7,89 -0,09
8,05° 7,85 -0,20
8,16° 7,93 -0,23

Suero 1:100 8,16° 7,90 -0,26
8,06° 7,89 -0,17
8,26° 7,92 -0,34
7,34 7,09 -0,25
7,07 6,83 -0,24
7,18 6,80 -0,38
7,35 7,12 -0,23
7,07 6,68 -0,39

a . .
Muestra enriquecida

b . . o - .
Resultado de dos de las tres réplicas analizadas. Una réplica erratica eliminada.

Confirmacién del LIDC en muestras clinicas diluidas en diluyente de muestras

El LIDC del ensayo Aptima HCV Quant se confirmé con muestras clinicas del genotipo 1 de
HCYV diluidas en diluyente de muestras Aptima. Las muestras se prepararon en suero y
plasma humano negativo para HCV a 21, 30 y 45 IU/mL. Cada panel se diluyé en una
proporcién 1:3 en diluyente de muestras Aptima justo antes del analisis para obtener
concentraciones finales de aproximadamente 7, 10 y 15 IU/mL. Se analizaron treinta y seis
(36) réplicas de cada muestra del panel con un lote de reactivos durante un periodo de tres
dias. Se confirmé un LIDC <10 IU/mL para suero y plasma de HCV diluido en diluyente de
muestras Aptima, como se indica en la Tabla 21.

Tabla 21: Confirmacion del LIDC: muestras clinicas en diluyente de muestras Aptima

Concentracién Concentraciéon Aptima HCV Aptima HCV DE

% Sesgo  TE calculado TAE calculado

Matriz diana diana Quant Dx Quant Dx

(IU/mL) (log4o IU/mL) Detectado (UmL)  (logyo IU/mL) (logqp IU/mL) (logg IU/mL) (log4o IU/mL) (logqq IU/mL)
Plasma 7 0,85 100 % 9 0,94 0,25 0,10 0,71 0,60
Suero 7 0,85 100 % 9 0,96 0,21 0,12 0,60 0,54
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Precision de las muestras diluidas

El panel de precision Aptima HCV Quant Dx se establecié diluyendo plasma clinico positivo
en HCV y aRNA en plasma clinico negativo para HCV. Estas se diluyeron ademas en
diluyente de muestras Aptima Los paneles positivos se diluyeron en diluyente de muestras
Aptima. Estos se analizaron en tres réplicas por ciclo por parte de un usuario, empleando un
lote piloto de reactivos en un sistema Panther a lo largo de 21 dias de pruebas, con dos
ciclos al dia.

La Tabla 22 muestra la precision de los resultados del ensayo (en log,, IU/mL) entre ciclos,
dentro de ciclos, entre dias y en general. La variabilidad total fue < 0,15 en todas las
muestras del panel, principalmente debido a la variabilidad entre ciclos (es decir, debido al
error aleatorio).

Tabla 22: Precision de los paneles diluidos en diluyente de muestras Aptima

Concentracion Desviacién estandar
Dilucion N de la diana
(logqo 1U/ml) Entre dias Entre ciclos Intraciclo Total
1:3 126 2,24 0,00 0,05 0,13 0,14
1:100 126 3,86 0,06 0,05 0,12 0,15
1:100 126 7,31 0,03 0,10 0,05 0,12

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

Contaminacién por arrastre

Para establecer que el Panther System reduce al minimo el riesgo de resultados positivos

falsos provocados por contaminacion de transferencia de muestra, se realizé un estudio de
varios paneles enriquecidos en tres sistemas Panther. La contaminacion por transferencia de
muestra se evalud utilizando muestras de plasma enriquecidas con aRNA de titulo elevado
(7 logqg IU/mL) entremezcladas con muestras negativas para HCV en un patron de tablero

de ajedrez. Las pruebas se realizaron en quince ciclos. La tasa global de contaminacion por
transferencia de muestra fue del 0,14 % (1/704)

Panel de seroconversion

Se analizaron once conjuntos de paneles de seroconversion de HCV, con un total de 72 muestras.
Los resultados del Aptima HCV Quant Dx Assay se compararon con los resultados del
analisis de anticuerpos anti-HCV. El numero de dias hasta el primer resultado reactivo se
indica en la Tabla 23. El ensayo Aptima HCV Quant Dx detectaba la presencia de HCV
como media 20 dias antes que los analisis de anticuerpos.
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Tabla 23: Resumen de los datos del panel de seroconversion

Diferencia en dias con el

Numero de muestras reactivas del Dias hasta el primer resultado primer resultado reactivo
panel reactivo (sobre la base de la fecha de
Numero de la obtencion de la muestra)
Identificacién muestras Dias de Dias de
del panel  analizadas deteccion  deteccion

Aptima Prueba1dePrueba2de Aptima Prueba1de Prueba2de

del panel HCV anticuerposanticuerpos HCV anticuerpos anticuerpos anterlorala anteriorala
QuantDx anti-HCV anti-HCV ~ QuantDx anti-HCV  anti-HCV ap;‘t'ii"l’;:pgz prueba rng‘;
anti-HCV anti-HCV
PHV911 4 4 3 3 3° 14 14 1 1
PHV913 4 4 0 2 0 9P 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 1 11 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Total 72 66 35 32 Media 19,36 20,73

Mediana 14 18

El analisis 1 de anticuerpos anti-HCV se realiz6 con el ensayo Abbott Prism HCV

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

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

®La primera obtencion de la muestra no se analizo debido a la falta de disponibilidad de la muestra del proveedor.

PTodas las obtenciones de muestras de este panel fueron no reactivas para anticuerpos anti-HCV. El dia de la ultima obtencién de
muestra se utilizé como "Dias hasta el primer resultado reactivo".

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

Estudio de reproducibilidad

La reproducibilidad se evalué en el sistema Panther en tres centros externos de EE. UU. Dos
usuarios completaron los analisis en cada centro. Cada usuario ejecuté dos ciclos al dia durante
tres dias utilizando 3 lotes de reactivos en el transcurso de la prueba. Cada ciclo consté de 3

réplicas de cada muestra del panel. En total, se analizaron 108 réplicas de cada muestra del panel.

La reproducibilidad se analizé utilizando muestras del panel elaboradas a partir de plasma negativo
para HCV. Los miembros del panel fueron positivos para el genotipo 1, el genotipo 2 o el
genotipo 3 del HCV. Las concentraciones de RNA de HCV abarcaron el rango lineal del ensayo.

La Tabla 24 muestra la reproducibilidad y precisién de los resultados del ensayo para cada
miembro positivo del panel entre centros, entre operadores, entre lotes, entre dias, entre
series, dentro de una misma serie y en general, asi como la proporcién de réplicas con
resultados fuera del intervalo notificable del ensayo Aptima HCV Quant Dx.

El coeficiente de variaciéon se calculd segun la siguiente ecuacion, en la que o° es la varianza
muestral de los datos después de la transformacion a log4g.

%CV = 100 x V(10%"19 - 1)

Para el miembro del panel negativo para HCV, se analizaron 108 réplicas y no se detectd
RNA de HCV en ninguna de ellas (concordancia negativa=100 %, 95 % de IC: de 96,6 % a
100 %). Para todas las muestras del panel positivas para HCV, los valores de concordancia
fueron del 100 %.
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Tabla 24: Reproducibilidad de los niveles de RNA de HCV del Aptima HCV Quant Dx Assay en el Panther
System en muestras del panel positivas

Media observada Entre Entre Entre Entre Dentro Total
centros lotes usuarios/dias® ciclos de ciclos
GT sD Inferior al Superior al
N i Logro sD sD sD sD sD LIDC LSDC
1U/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) n (%) n (%)
1 108 106 10 0,070 0,048 0,000 0,040 0,258 0,274 59 0
: ’ (16,22) (10,98) (0,00) (9,20) (64,93) (69,94) (54.6) (0,0)
107 195 13 0,034 0,035 0,009 0,064 0,169 0,187 9 0
: : 7.77) (7,97) (2,10) (14,91) (40,31) (45,12) (8.4) 0,0)
108 436 16 0,000 0,070 0,000 0,061 0,155 0,180 0 0
: . (0,00) (16,11) (0,00) (14,13) (36,82) (43,39) (0,0) (0,0)
0,042 0,035 0,022 0,023 0,075 0,098 0 0
108 602,7 28 (9.58) (8,02) (5,05) (5,:30) (17.40) (22,81) (0.0 0.0)
0,075 0,045 0,044 0,058 0,071 0,135 0 0
108 227108 43 (17.42) (10,49) (10,08) (13,46) (16,57) (31,74) (0.0) (0,0)
0,007 0,026 0,045 0,000 0,131 0,142 0 0
108 4195539,0 6.6 (1,65) (6,08) (10,43) (0,00) (30,97) (33,50) (0.0) (0,0)
0,010 0,000 0,022 0,035 0,105 0,113 0 1
108 5854927112 78 (2,26) (0,00) (5,10) (8,08) (24,42) (26,43) (0,0) 09)
2 108 13 10 0,062 0,075 0,112 0,000 0,290 0,326 53 0
: ’ (14,29) (17,28) (26,28) (0,00) (75,02) (86,94) (49,1) (0,0)
108 139 » 0,000 0,125 0,128 0,068 0,211 0,285 46 0
' ' (0,00) (29,36) (30,18) (15,83) (51,69) (73.45) (42,6) 0,0)
108 626 18 0,000 0,044 0,101 0,069 0,124 0,180 0 0
: , (0,00) (10,18) (23,48) (16,00) (29,25) (43,24) (0,0) 0,0)
0,022 0,062 0,004 0,045 0,081 0,113 0 0
108 351,0 25 (5.18) (14,38) (1,01 (10,31) (18,70) (26,56) (0,0) (0,0)
0,000 0,051 0,048 0,011 0,092 0,116 0 0
108 14519.2 41 (0,00) (11,78) (11,01) (242) (21,50) (27.25) ©.0) ©0
0,000 0,017 0,041 0,015 0,104 0,114 0 0
108 5810012,3 6,8 (0,00) (4,00) (9,54) (3,53) (24,25) (26,73) (0,0) (0,0)
0,000 0,018 0,028 0,000 0,077 0,084 0 10
108 77499195,7 7,9 (0,00) (4,24) (6,56) (0,00) (17,77) (19,46) (0,0 9.3
Media observada Entre Entre Entre Entre Dentro Total
centros lotes usuarios/dias® ciclos de ciclos
GT sD Inferior al Superior al
N Wil Logro SD sD sD sD sD LIDC LSDC
m U/mL (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) n (%) n (%)
3 107 o6 09 0,049 0,103 0,056 0,000 0,225 0,258 71 0
: : (11,32) (24,05) (12,95) (0,00) (55,47) (65.16) (66.4) (0,0)
108 143 11 0,157 0,000 0,090 0,000 0,178 0,254 36 0
' ' (37,31) (0,00) (21,04) (0,00) (42,88) (63,90) (33,3) 0,0)
107 9.9 17 0,119 0,065 0,047 0,034 0,109 0,183 0 0
: : (27.96) (15,08) (10,80) (7,81) (25,42) (44,15) (0,0) 0,0)
0,324 0,043 0,139 0,063 0,082 0,370 0 0
108 2183 22 (86,23) (10,01) (32,83) (14,64) (19,09) (103,21) 0,0) (0.0)
0,248 0,056 0,151 0,048 0,078 0,309 0 0
107 85411 3.9 (61,97) (12,90) (35,77) (10,99) (18,19) (81,20) (0.0) (0.0)
0,044 0,000 0,000 0,042 0,126 0,140 0 0
107 41287614 6.6 (10,17) (0,00) (0,00) (9,61) (29,65) (33,06) (0,0) 0,0)
0,012 0,000 0,000 0,059 0,092 0,110 0 3
108 638137280 7.8 (2,84) (0,00) (0,00) (13,76) (21,32) (25,71) (0,0) 2.8)

%CV=coeficiente de variacion log normal, Gt=genotipo, DE=desviacion estandar (log4q 1U/mL)

Nota: La variabilidad de algunos factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir si la variabilidad debida a dichos
factores es muy pequefia. En estos casos, la DE y el CV se muestran como 0.

@ Entre usuarios podria confundirse con Entre dias; por lo tanto, las estimaciones Entre usuarios y Entre dias se combinan en Entre
usuarios/dias.
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Rendimiento clinico

Correlacion de métodos

La eficacia del ensayo Aptima HCV Quant Dx se evalu6 contrastando sus resultados con los
de un ensayo comparativo con marca CE, para lo que se analizaron muestras clinicas sin
diluir de pacientes infectados por el HCV en tres sistemas Panthers con cuatro lotes de
reactivos. Para la regresién lineal se utilizé un total de 1.058 muestras de plasma y suero
(872 de plasma y 186 de suero) en todos los genotipos de HCV dentro del rango lineal y
comunes a los dos ensayos, tal como se muestra en la Figura 10.

8.00 -

7.00 - y =1.06x + 0.08

6.00 - R2 =0.97

5.00 -
4.00 A
3.00 A

2.00 A

Ensayo Aptima HCV Quant Dx - (Log, , U/mL)

1.00 - .

0.00 T T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Ensayo comparativo (Log,, IU/mL)

Figura 10. Correlacién entre el ensayo Aptima HCV Quant Dx y el ensayo comparativo
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Estudio de utilidad clinica

El estudio se disefié para demostrar la utilidad clinica mediante la estimacién de las
caracteristicas de rendimiento para lograr una respuesta viroldgica sostenida (RVS) o una
respuesta viroldgica no sostenida (RNVS) en puntos temporales establecidos clinicamente
relevantes durante el tratamiento antiviral de 8, 12 o 24 semanas. Ademas, el estudio
también evalud el impacto de las covariables (es decir, edad, sexo, raza, nivel basal de RNA
del HCV, presencia o ausencia de cirrosis) en la respuesta RVS.

Se recogieron muestras de forma prospectiva de sujetos con infeccién crénica por el HCV
de genotipos 1, 2 y 3 que iniciaban un tratamiento con Sofosbuvir de 8, 12 0 24 semanas de
duracion con farmacos aprobados por la FDA y prescritos de acuerdo con el etiquetado aprobado
por la FDA y/o las directrices de tratamiento del HCV de la AASLD/IDSA.** Fueron elegibles
los sujetos sin tratamiento previo o con experiencia en tratamiento del HCV, y los sujetos sin
cirrosis o con cirrosis compensada, segun corresponda para cada régimen de tratamiento.

La determinacién de la carga viral de RNA de HCV se realiz6 al comienzo del estudio, en la
semana 1, en la semana 2, en la semana 4, en la semana 8, en la semana 12 y en la semana
24 mediante el ensayo Aptima HCV Quant Dx. Los resultados del seguimiento al final del
tratamiento (EOT) y tras el tratamiento en la semana 4 y en la semana 12 se determinaron
por medio del ensayo Aptima HCV Quant Dx y dos ensayos cuantitativos de RNA de HCV
aprobados. La RVS se definid como un nivel de RNA de HCV < LIDC determinado por un
ensayo cuantitativo aprobado para la muestra de la semana 12 posterior al tratamiento.

De los 352 sujetos inscritos en 35 centros clinicos de EE.UU., 274 tenian un estado de RVS
concluyente y eran evaluables para el analisis. 56 sujetos tenian un estado de RVS no
evaluable y no fueron incluidos en el analisis. Otros 22 sujetos tenian un estado de RVS
concluyente, pero no eran evaluables debido a que faltaban los resultados previos al
tratamiento/linea base, todos los resultados durante el tratamiento eran <LIDC o no se
detectaron, o no se establecieron los genotipos con un ensayo aprobado. En este estudio, el
90,5 % (248/274) de los sujetos lograron una RVS y el 9,5 % (26/274) lograron una RVS
(consulte en la Tabla 31 a Tabla 33 los recuentos por genotipo y DRA). La carga viral basal
mas elevada fue de 7,58 log10 Ul/mL, determinada por el ensayo Aptima HCV Quant Dx.
Todos los sujetos evaluables completaron la terapia, sin fracasos en el tratamiento (por
ejemplo, falta de respuesta). Se analizaron un total de 2.449 muestras recogidas en distintos
momentos de cada sujeto en tres centros de pruebas de EE.UU.
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La Tabla 25 recoge los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de los 274 sujetos

evaluables.

Tabla 25: Datos demograficos y caracteristicas clinicas

Caracteristicas

Total N 274
Mujer, n (%) 112 (40,9)
Sexo
Hombre, n (%) 162 (59,1)
n 274
Media 55,1
Mediana 56,0
DE 10,40
Edad (afios) Minimo 23
Maximo 83
21-49, n (%) 61(22,3)
50-70, n (%) 203 (74,1)
>70, n (%) 10 (3,6)
n 274
Hispana o latina, n (%) 65 (23,7)
Etnia No hispana ni latina, n (%) 202 (73,7)
Desconocida, n (%) 6 (2,2)
Rechaza contestar, n (%) 1(0,4)
n 274
Raza blanca, n (%) 223 (81,4)
Negra o afroamericana, n (%) 43 (15,7)
Asiatica, n (%) 1(0,4)
Raza® Indio americano/Nativo de Alaska, n (%) 3(1,1)
Nativo hawaiano/Islefio del pacifico, n (%) 0(0,0)
Otra, n (%) 3(1,1)
Desconocida, n (%) 1(0,4)
Rechaza contestar, n (%) 0(0,0)
n 274
. Genotipo 1, n (%) 158 (57,7)
Genotipo -
Genotipo 2, n (%) 66 (24,1)
Genotipo 3, n (%) 50 (18,2)
n 274
Sin experiencia, n (%) 232 (84,7)
Con experiencia, n (%) 42 (15,3)
Recaida, n (%) 32 (76,2)
] Respuesta nula, n (%) 1(2,4)
Ezt\a/d(r:: <(:|;I)tratam|ento de Sin respuesta, n (%) 2(4,8)
Respuesta parcial, n (%) 3(7,1)
Avance, n (%) 1(2,4)
Rebote, n (%) 0(0,0)
Respuesta desconocida al tratamiento, n (%) 3(7,1)
Sin datos, n (%) 0(0,0)
n 274
Estado cirrético Cirrético, n (%) 98 (35,8)
No cirrético, n (%) 176 (64,2)

% Los sujetos pueden notificar varias razas
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La Tabla 26 recoge las asignaciones finales de la pauta farmacoldgica de los 274 sujetos
evaluables.

Tabla 26: Resumen de las asignaciones finales de la pauta farmacolégica de los sujetos por genotipo

Genotipo de HCV n (%)

Asignacion de pauta farmacologica

1 2 3
Sofosbuvir y Peginterferén y Ribavirina durante 12 semanas 25 (15,8) - 3(6,0)
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina durante 12 semanas 63 (39,9) - -
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina durante 24 semanas 4 (2,5) - -
Sofosbuvir y Ribavirina durante 12 semanas - 66 (100) -
Sofosbuvir y Ribavirina durante 24 semanas 6 (3,8) - 47 (94,0)
Ledipasvir y Sofosbuvir durante 8 semanas 14 (8,9) - -
Ledipasvir y Sofosbuvir durante 12 semanas 39 (24,7) - -
Ledipasvir y Sofosbuvir durante 24 semanas 7(4,4) - -
Total de pacientes aptos 158 66 50

La Tabla 27 evalua la asociacion de las covariables de linea base (edad, raza, sexo, carga
viral del HCV basal [variable binaria] y estado cirrético) y la RVS mediante |la proporcion de
probabilidades (OR) con analisis de regresion logistica de variable Unica (sin ajustar). Los
resultados de los 274 sujetos evaluables se valoraron en funcién del genotipo del HCV. En
el caso de los genotipos 1y 2, los sujetos cirréticos presentaban menos probabilidades que
los no cirréticos de alcanzar la RVS (OR=0,16 [IC del 95% de Wald: 0,04 a 0,63], P=0,009 y
OR=0,13 [IC del 95% de Wald: 0,02 a 0,70], P=0,017, respectivamente). Los valores del IC
del 95% de otras covariables para los genotipos 1 y 2, y todas las covariables para el
genotipo 3, incluyeron el valor 1 y no fueron estadisticamente significativos.
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Tabla 27: Evaluacién de predictores de linea base de RVS al comienzo del estudio

azoén de momios

Porcentaje R
I (IC del 95% de Wald)

. . o
GT Categoria N Agrupacion N(%) AIc;r\l/ngle Uso del analisis LR Valor P
de variable Unica
= 40 afios 146 (92,4) 91,8 0[0— ) No calculable
Edad 158
< 40 afios 12 (7,6) 100
Hombres 92 (58,2) 90,2 0,44 (0,11 - 1,69) 0,231
Sexo 158 .
Mujeres 66 (41,8) 95,5
Blanco 116 (73,4) 94,0 2,10 (0,63 - 7,03) 0,227
1 Raza 158
No vacio 42 (26,6) 88,1
Carga viral de RNA de > 740,000 IU/mL 111 (71,2) 92,8 1,26 (0,36 - 4,40) 0,721
156
HCV en el estado inicial® < 740,000 IlU/mL  45(28,8) 91,1
Cirrético 57 (36,1) 84,2 0,16 (0,04 - 0,63) 0,009
Estado cirrético 158 —
No cirrético 101 (63,9) 97,0
2 40 afios 60 (90,9) 88,3 1,51 (0,15 - 14,91) 0,722
Edad 66
< 40 afos 6(9,1) 83,3
Hombres 36 (54,5) 86,1 0,69 (0,15 - 3,15) 0,631
Sexo 66 .
Mujeres 30 (45,5) 90,0
Blanco 61 (92,4) 86,9 0[0— ) No calculable
2 Raza 66
No vacio 5(7,6) 100
. > 740,000 IU/mL 44 (66,7) 84,1 0,25 (0,03 - 2,19) 0,211
Carga viral de RNA de 66
HCV en el estado inicial < 740,000 1U/mL 22 (33,3) 955
Cirrético 22 (33,3) 72,7 0,13 (0,02 - 0,70) 0,017
Estado cirrético 66
No cirrético 44 (66,7) 95,5
2 40 afios 44 (88,0) 86,4 0[0— ) NC
Edad 50
< 40 afios 6 (12,0) 100
Hombres 34 (68,0) 85,3 0,39 (0,04 - 3,62) 0,405
Sexo 50 -
Mujeres 16 (32,0) 93,8
Blanco 46 (92,0) 87,0 0 [0 — ) No calculable
3 Raza 50
No vacio 4 (8,0) 100
Carga viral de RNA de > 740,000 IU/mL 30 (61,2) 83,3 0,28 (0,03 - 2,59) 0,261
o 49
HCV en el estado inicial < 740,000 IU/mL 19 (38,8) 94,7
Cirrético 19 (38,0) 78,9 0,26 (0,04 - 1,58) 0,143
Estado cirrético 50 —
No cirrético 31 (62,0) 93,5

IC=intervalo de confianza, GT=genotipo, LR=regresion logistica
®La covariable de carga viral inicial del RNA de HCV no incluye sujetos que no proporcionaron una carga viral cuantitativa del RNA
de HCV antes de comenzar la terapia.
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Respuesta a la terapia antiviral

Se han establecido las caracteristicas de rendimiento del ensayo para los individuos
sometidos a determinados tratamientos de DAA. No hay informacién disponible sobre el
valor predictivo del ensayo cuando se utilizan otros tratamientos combinados con DAA.

Definiciones:

Carga viral (VL) en la semana 1 = RNA de HCV <LIDC = 10 Ul/mL en la semana 1 del
tratamiento antiviral.

Semana 2 VL = RNA de HCV < LIDC = 10 Ul/mL en la Semana 2 de terapia antiviral
Semana 4 VL = RNA de HCV < LIDC = 10 Ul/mL en la Semana 4 de terapia antiviral
Semana 8 VL = RNA de HCV < LIDC = 10 Ul/mL en la Semana 8 de terapia antiviral
Semana 8 VL (EOT): RNA de HCV < LIDC en la semana 8 de terapia antiviral

Semana 12 VL = RNA de HCV < LIDC = 10 Ul/mL en la Semana 12 de terapia antiviral
Semana 12 VL (EOT): RNA de HCV < LIDC en la semana 12 de terapia antiviral
Semana 24 VL (EOT): RNA de HCV < LIDC en la semana 24 de terapia antiviral

Respuesta viroldgica sostenida (RVS)12: RNA de HCV < LIDC en la semana 12 tras
completar la terapia antiviral, medido con una prueba de RNA de HCV independiente.

La Tabla 28 y Tabla 29 recogen la frecuencia de respuesta y falta de respuesta de RVS,
respectivamente, por genotipo y pauta farmacoldgica en general, y para sujetos cirroticos, no
cirrdticos, sin tratamiento previo y con tratamiento previo. La mayoria de los sujetos
alcanzaron la RVS en todos los genotipos: 92,4 % genotipo 1, 87,9 % genotipo 2 y 88,0 %
genotipo 3. En todos los genotipos, las tasas de RVS fueron generalmente mas elevadas en
los sujetos no cirroticos que en los cirroticos, y similares entre los sujetos sin tratamiento y
con experiencia en el mismo.

Tabla 28: Frecuencia de respuesta RVS por genotipo y pauta farmacolégica

Sujetos que responden RVS

n (%)
GT DRA o o Sin tratamiento Con experiencia
General Cirrético  No cirrético previo en tratamiento
13/14 13/14 13/14

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 8 semanas (92,9) N/D (92,9) (92,9) N/D
. . . 39/39 9/9 30/30 34/34 5/5

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 12 semanas (100) (100) (100) (100) (100)
6/7 6/7 6/7

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 24 semanas (85.7) (85.7) N/D N/A (85.7)
Sofosbuvir y Peginterferon y Ribavirina 24/25 77 17/18 22/23 2/2

1 durante 12 semanas 96,0) (100) (94,4) (95,7) (100)
6/6 11 5/5 5/5 11

Sofosbuvir y Ribavirina durante 24 semanas (100) (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina durante ~ 54/63 21/29 33/34 45/54 9/9

12 semanas (85,7) (72,4) (97,1) (83,3) (100)
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina durante 4/4 4/4 N/D 2/2 212

24 semanas (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvir v Ribavirina d 12 58/66 16/22 42/44 53/60 5/6

2 ofosbuvir y Ribavirina durante 12 semanas (87.9) (72.7) (95,5) (88.3) (83.,3)
Sofosbuvir y Peginterferon y Ribavirina 313 3/3 N/D 11 2/2

3 durante 12 semanas (100) (100) (100) (100)
. o 41/47 12/16 29/31 35/39 6/8

Sofosbuvir y Ribavirina durante 24 semanas (87.2) (75,0) (93,5) (89,7) (75,0)

DRA=asignacion de pauta farmacolégica, GT=genotipo, N/A=la pauta farmacoldgica no es aplicable a este grupo de pacientes

Aptima HCV Quant Dx Assay 47 AW-28216-301 Rev. 001



Aptima® Rendimiento clinico

Tabla 29: Frecuencia de falta de respuesta de la RVS por genotipo y pauta farmacolégica

Sujetos que no responden RVS

0,
GT DRA n () . —
s o Sin tratamiento Con experiencia
General Cirrético No cirrético . .
previo en tratamiento
114 114 114

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 8 semanas 7.1) N/D 7.1) 7.1) N/D
0/39 0/9 0/30 0/34 0/5

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 12 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
1/7 1/7 17

Ledipasvir y Sofosbuvir durante 24 semanas (14.3) (14.3) N/D N/A (14.3)
Sofosbuvir y Peginterferon y Ribavirina 1/25 0/7 118 1/23 0/2

1 durante 12 semanas (4,0) (0,0) (5,6) (4,3) (0,0)
) L 0/6 0/1 0/5 0/5 0/1

Sofosbuvir y Ribavirina durante 24 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina 9/63 8/29 1/34 9/54 0/9

durante 12 semanas (14,3) (27,8) (2,9) (16,7) (0,0)
Sofosbuvir y Simeprevir y/o Ribavirina 0/4 0/4 N/D 0/2 0/2

durante 24 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
) L 8/66 6/22 2/44 7/60 1/6

2 Sofosbuvir y Ribavirina durante 12 semanas (12,1) (27,3) (4,5) (11,7) (16,7)
Sofosbuvir y Peginterferon y Ribavirina 0/3 0/3 N/D 0/1 0/2

3 durante 12 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
) L 6/47 4/16 2/31 4/39 2/8

Sofosbuvir y Ribavirina durante 24 semanas (12,8) (25,0) (6,5) (10,3) (25,0)

DRA=asignacion de pauta farmacolégica, GT=genotipo, N/A=la pauta farmacoldgica no es aplicable a este grupo de pacientes

Aptima HCV Quant Dx Assay 48 AW-28216-301 Rev. 001



Aptima® Rendimiento clinico

La Tabla 30 recoge el porcentaje de sujetos con respuesta virologica (definida como
resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx < LIDC) para cada genotipo y pauta
farmacoldgica asignada en cada visita a la semana de tratamiento y postratamiento. La
mayoria de los sujetos alcanzaron la RVS en la semana 4 en todos los genotipos, y todos
los sujetos alcanzaron la RVS en la semana 8.

Tabla 30: Probabilidad de alcanzar la RVS en las semanas de tratamiento y postratamiento

Porcentaje de sujetos con respuesta virolégica por visita® n (%)

RVS Reactivo No reactivo

GT DRA N [) Semanas
% (n) a RVS % (n)
1 2 2 3 12 EOT PTO04
LDV + SOF 14 92,9 7.1 42,9 76,9 100 N/A N/A 100 90
(8 semanas) (13/14) (1/14) (6/14) (10/13) (14/14) (14/14) (9/10)
LDV + SOF 39 100 0,0 11,1 526% 921 100 N/A 100 100
(12 semanas) (39/39) (0/39) (4/36) (20/38) (35/38) (36/36) (39/39) (33/33)
LDV + SOF 7 85,7 14,3 0,0 429 71,4 100 100 100 80
(24 semanas) (6/7) 1/7) (0/6) (3/7) (517) (717) (717) (6/6) (4/5)
1 SOF+PEG+RBV 25 96,0 4,0 40,0 80,0 100 100 N/A 100 100
(12 semanas) (24/25) (1/25) (10/25) (20/25) (25/25) (25/25) (25/25) (25/25)
SOF+RBV 6 100 0,0 16,7 66,7 83,3 100 100 100 100
(24 semanas) (6/6) (0/6) (1/6) (4/6) (5/6) (5/5) (6/6) (5/5) (6/6)
SOF+SIM+RBV 63 85,7 14,3 20,7 67,9 98,4 100 N/A 96,6 90,0
(12 semanas) (54/63) (9/63) (12/58) (38/56) (62/63) (57/57) (57/59) (54/60)
SOF+SIM+RBV 4 100 0,0 66,7 66,7 100 100 100 100 100
(24 semanas) (4/4) (0/4) (2/13) (2/13) (4/4) (3/3) (3/3) (4/4) (4/4)
9 SOF+RBV 66 87,9 12,1 22,2 69,4 95,4 100 N/A 98,5 93,5
(12 semanas) (58/66) (8/66) (12/54) (43/62) (62/65) (64/64) (64/65) (58/62)
SOF+PEG+RBV 3 100 0,0 33,3 100 100 100 N/A 100 100
(12 semanas) (3/3) (0/3) (1/3) (2/2) (3/3) (212) (3/3) (3/3)
3
SOF+RBV 47 87,2 12,8 20,9 70,5 100 100 100 100 89,1
(24 semanas) (41/47) (6/47) (9/43) (31/44) (46/46) (46/46) (47/47) (42/42) (41/46)

DRA= asignacién de pauta farmacoldgica, EOT=fin del tratamiento, N/A=no aplicable porque la visita corresponde al EOT para un
tratamiento dado o excede la ventana de tratamiento, PT0O4=semana 4 posterior al tratamiento

®Respuesta viral durante y después del tratamiento definida como < 10 Ul/mL.

Nota: EOT no esta incluido en la semana de tratamiento.

En el caso de aquellos con genotipo 1, el 95,5 % (150/157) de los sujetos evaluados
presentaron respuestas virales durante el tratamiento en la semana 4. Los 7 sujetos con
genotipo 1 que no habian respondido en la semana 4 (3 sujetos tratados con LDV + SOF
[12 semanas], 2 sujetos tratados con LDV + SOF [24 semanas], 1 sujeto tratado con SOF +
RBV [24 semanas] o SOF + SIM £ RBV [12 semanas]) presentaron respuestas virales en el
tratamiento en la semana 8. Dos (2) sujetos tratados con SOF + SIM = RBV (12 semanas)
habian recaido al término del tratamiento, y 6 (1 sujeto tratado con LDF + SOF [8 semanas],
1 sujeto tratado con LDF + SOF [24 semanas], y 4 sujetos tratados con SOF + SIM + RBV
[12 semanas]) habian recaido en la semana 4 postratamiento.

En el caso de aquellos con genotipo 2, el 95,4 % (62/65) de los sujetos evaluados
presentaron respuestas virales durante el tratamiento en la semana 4. Los 3 sujetos con
genotipo 2 que no habian respondido en la semana 4, presentaron respuestas virales en el
tratamiento en la semana 8. Un (1) sujeto tratado con SOF + RBV (12 semanas) habia
recaido al término del tratamiento, y 4 sujetos con la misma asignacién de pauta
farmacoldgica habian recaido en la semana 4 posterior al tratamiento.
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En el caso de aquellos con genotipo 3, el 100 % (49/49) de los sujetos evaluados
presentaron respuestas virales durante el tratamiento en la semana 4. Ningun sujeto (0)
habia recaido al término del tratamiento, y 5 sujetos tratados con SOF + RBV (24 semanas)
habian recaido en la semana 4 posterior al tratamiento.

Basandose en los resultados de este estudio, el ensayo Aptima HCV Quant Dx puede
emplearse como ayuda en el tratamiento de pacientes infectados por el HCV sometidos a
terapia antiviral basada en sofosbuvir y para determinar la respuesta y la falta de respuesta
a la RVS. Los resultados del ensayo pueden utilizarse para medir cuantitativamente los
niveles de RNA de HCV en plasma humano al comienzo y durante el tratamiento.

Estudio de utilidad diagnéstica

La sensibilidad se evalué en 338 sujetos con anticuerpos positivos del HCV de una poblacion
de alto riesgo. La Tabla 31 recoge las caracteristicas demogréficas y clinicas del sujeto.

Tabla 31: Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos con anticuerpos positivos del HCV

Caracteristicas

Total

Sexo

Edad (afios)

Razalorigen étnico®

. b
Factores de riesgo

Estado de infeccion por

HCV

N 338
Muijer, n (%) 80 (23,7)
Hombre, n (%) 258 (76,3)
Media 48,2
Mediana 51,0
DE 11,01
<21, n (%) 2(0,6)
21-49, n (%) 152 (45,0)
50-70, n (%) 182 (53,8)
>70, n (%) 2(0,6)
Raza blanca, n (%) 86 (25,4)
Negra, n (%) 118 (34,9)
Asiatica, n (%) 1(0,3)
Hispana, n (%) 123 (36,4)
Origen étnico mixto, n (%) 4(1,2)
Otra, n (%) 10 (3,0)
Desconocida, n (%) 0(0,0)
Consumo de drogas inyectables, n (%) 294 (87,0)
Receptores de factores de coagulacion fabricados antes de 1990, n (%) 0(0,0)
Diagnosticados/tratados por hepatitis, n (%) 172 (50,9)
Diagnosticados/tratados por HIV, n (%) 13 (3,8)
Antecedentes de encarcelacion, n (%) 311 (92,0)
Recibir una transfusion de sangre o componentes sanguineos, n (%) 39 (11,5)
Recibir un trasplante, n (%) 0(0,0)
Hemodidlisis, n (%) 3(0,9)
Niveles de ALT persistentemente elevados, n (%) 2(0,6)
Nacidos entre 1945y 1965, n (%) 192 (56,8)
RNA positivo en HCV, n (%) 259 (76,6)
RNA negativo en HCV, n (%) 79 (23,4)

ALT = alanina aminotransferasa, HIV=virus de inmunodeficiencia humana
®Puede notificar varias razas.
b g . .

Puede notificar varios factores de riesgo.
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Las muestras se analizaron con una prueba cualitativa aprobada de RNA de HCV, una prueba
aprobada de anticuerpos contra el HCV y el ensayo Aptima HCV Quant Dx. El estudio incluyé
338 sujetos reactivos a los anticuerpos del HCV. Segun las pautas actuales de la AASLD, se
debe utilizar una NAAT aprobada por la FDA con un nivel de detecciéon de 25 Ul/mL o menos?®
para confirmar un estado de infeccién por HCV positivo luego de un resultado reactivo de la
prueba de anticuerpos contra el HCV. La concordancia entre el estado de infeccién del
paciente y los resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx se determiné utilizando un punto
de corte de 25 Ul/mL. Las muestras < 25 Ul/mL se consideraron "no detectadas", mientras
las muestras con resultados = 25 Ul/mL se consideraron "detectadas". Ver Tabla 32.

Los resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx se compararon con un estado de infeccion
del paciente basado en los resultados de las pruebas de anticuerpos del HCV aprobadas y
los resultados de las pruebas cualitativas de RNA aprobadas. El estado de infeccion del
paciente se considerd positivo para el HCV si tanto la prueba de anticuerpos del HCV
aprobada como la prueba cualitativa aprobada arrojaban resultados reactivos. El estado de
infeccion del paciente se considerd negativo si la prueba de anticuerpos del HCV aprobada
arrojaba un resultado no reactivo.

De los 338 sujetos con resultados reactivos de anticuerpos del HCV, 256 fueron detectados
por el ensayo Aptima HCV Quant Dx (% de concordancia positiva = 98,8 %). De los tres
sujetos en los que el RNA de HCV se cuantificé por debajo de 25 Ul/mL o no se detectd, en
dos sujetos se detectd un resultado, pero no cuantificado (RNA de HCV <10 Ul/mL) y un
sujeto tuvo un resultado cuantitativo de RNA de HCV de 12 Ul/mL.

Tabla 32: Concordancia entre los resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx y el estado de infeccion del
paciente empleando un valor de corte de 25 Ul/mL

;;ptin:a ';C\é Qluant Dx Estado de infeccién del paciente Total
esultado del ensayo Positivo HCV _ Negativo HCV
RNA de HCV cuantificado 256 0 256

igual o superior a 25 Ul/mL

RNA de HCV cuantificado
o detectado por debajo de 25 Ul/mL 3? 79 82
0 no detectado

Total 259 79 338
% de concordancia positiva 98,8
N/A N/A
(95 % de puntuacion del IC) (96,7-99,6)
% de concordancia negativa 100
N/A N/A
(95 % de puntuacién del IC) (95,4-100)

IC (Cl)= Intervalo de confianza, N/A = no aplicable
? El ensayo Aptima HCV Quant Dx detectd, pero no cuantificé, el RNA de HCV (<10 Ul/ml) en dos sujetos, y al tercer sujeto se le
cuantificd el RNA de HCV a 12 Ul/ml.

Este estudio demuestra la utilidad clinica del ensayo Aptima HCV Quant Dx para diagnosticar
correctamente a sujetos con infeccion activa por RNA de HCV en curso y distinguirlos de
aquellos con infecciones inactivas en una poblacion con exposicion previa al HCV (serologia
positiva a anticuerpos del HCV).
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Reactividad cruzada en sujetos con enfermedad hepatica no relacionada con el HCV

Se obtuvieron muestras de suero y plasma (n=214) de individuos con otras enfermedades
hepaticas (donde la infeccién activa por el HCV no se indicaba como causa subyacente).
Las muestras se analizaron con una prueba anti-HCV aprobada y una prueba cualitativa de
RNA de HCV aprobada para confirmar que las muestras eran negativas para el HCV. Se
excluyeron diecisiete (17) muestras positivas para el HCV (con resultados positivos en la
prueba anti-HCV y/o resultados reactivos en la prueba cualitativa de RNA del HCV) y tres
muestras descalificadas. Las pruebas del ensayo Aptima HCV Quant Dx se realizaron
internamente con tres lotes de kits de reactivos. La Tabla 33 recoge los datos demograficos
y el estado de la enfermedad hepatica de los 194 sujetos evaluables.

Tabla 33: Caracteristicas demograficas de los sujetos y estado de la enfermedad hepatica

Caracteristicas Todos
Total N 194
n 193
Sexo Mujer, n (%) 116 (60,1)
Hombre, n (%) 77 (39,9)
n 194
Media 55,2
Mediana 56,0
DE 12,19
Edad (afios) Minimo 25
Maximo 82
21-49, n (%) 60 (30,9)
50-70, n (%) 114 (58,8)
>70, n (%) 20 (10,3)
n 194
Hispana o latina, n (%) 9 (4,6)
Etnia No hispana ni latina, n (%) 147 (75,8)
Desconocida, n (%) 38 (19,6)
Rechaza contestar, n (%) 0(0,0)
n 194
Raza blanca, n (%) 122 (62,9)
Negra o afroamericana, n (%) 20 (10,3)
Asiatica, n (%) 17 (8,8)
Raza® Indio americano/Nativo de Alaska, n (%) 0 (0,0)
Nativo hawaiano/lIslefio del pacifico, n (%) 1(0,5)
Otra, n (%) 34 (17,5)
Desconocida, n (%) 2(1,0)
Rechaza contestar, n (%) 0(0,0)
n 194
Hepatitis autoinmune, n (%) 31(16,0)
Enfermedad hepatica alcohdlica, n (%) 51 (26,3)
Enfermedad del HBV crénica, n (%) 34 (17,5)
higado® Cirrosis biliar primaria, n (%) 37 (19,1)
NASH, n (%) 39 (20,1)

Multiples enfermedades hepaticas

notificadas, n (%) 2(1,0)

HBV = virus de la hepatitis B, NASH = esteatohepatitis no alcohdlica
% Los sujetos podrian indicar varias razas.
®Los sujetos con multiples enfermedades hepaticas informaron tanto hepatitis autoinmune como cirrosis biliar primaria.
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La Tabla 34 indica la especificidad del ensayo Aptima HCV Quant Dx por enfermedad
hepatica y la distribucion de los resultados del ensayo Aptima HCV Quant Dx entre las
distintas categorias de carga viral. La especificidad fue del 100 % en sujetos con hepatitis
cronica por virus B (HBV), cirrosis biliar primaria, esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) y
multiples enfermedades hepaticas notificadas. Se detectaron niveles muy bajos de RNA de
HCV en 1 sujeto con hepatitis autoinmune (< 10 Ul/mL) y en 4 sujetos con hepatopatia
alcohdlica (< 10 Ul/mL en 3 sujetos y 16 Ul/mL en 1 sujeto). En uno de los 5 sujetos se
detectdé RNA de HCV mediante un ensayo cuantitativo del HCV aprobado.

Tabla 34: Especificidad del ensayo Aptima HCV Quant Dx y resultados de distribucion en sujetos negativos
para anticuerpos de HCV y RNA con enfermedades hepaticas no relacionadas con el HCV

. Especificidad (%) No <10 10a<25 25a100.000.000 >100.000.000
Enfermedad del higado 95 9% IC® Detectado UUmL  UlimL UlimL UmL  Total
Heoatit _ 96,8 30 1 0 0 0 "
epatitis autoinmune (83,8-99,4) (96,8) 3,2) (0,0) (0,0) (0,0)
‘ - . 92,2 47 3 1 0 0 51
Enfermedad hepéatica alcohdlica (81,5-96,9) (92,2) (5,9)b 2,0) (0,0) (0,0)
L 100 34 0 0 0 0 34
HBV crénica (89,8-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0
T 100 37 0 0 0 0 37
Cirrosis biliar primaria (90,6-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
s 100 39 0 0 0 0 39
NASH (91,0-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Multiples enfermedades 100 2 0 0 0 0 9
hepaticas® (34,2-100) (100) (0,0 (0,0) (0,0) (0,0)
97,4 189 4 1 0 0 194
Total (94,1-98,9) 074) 21  (05) 0,0) 0,0)

HBV = virus de la hepatitis B, NASH= esteatohepatitis no alcohdlica

®Puntuacion de IC.

®Aun sujeto se le detectdé RNA de HCV mediante un ensayo cuantitativo del HCV aprobado por la FDA.
°Los sujetos tenian hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria.
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