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Uso previsto

La prueba cobas® HEV para uso en los cobas® 5800/6800/8800 Systems es una prueba cualitativa de amplificacion de
acidos nucleicos in vitro para la deteccion directa de ARN del virus de la hepatitis E (VHE) (genotipos 1-4) en plasma
humano.

Esta prueba se ha disefiado como cribado de muestras de donantes para detectar ARN de VHE en muestras de plasma de
donantes de sangre individuales, incluyendo donantes de sangre total, componentes sanguineos (glébulos rojos, plaquetas
y plasma) y otros donantes vivos. El plasma de todos los donantes se puede cribar como muestras individuales. En el caso
de las donaciones de sangre total y componentes sanguineos, las muestras de plasma se pueden analizar individualmente
o el plasma en pooles compuestos por alicuotas de muestras individuales.

Esta prueba no esta disefiada para su uso en muestras de sangre del cordéon umbilical.

Esta prueba no esta disefiada para utilizarse como ayuda para el diagndstico de VHE.

Resumen y explicacion de la prueba

Antecedentes: cribado de sangre para la deteccion de infecciones virales que pueden transmitirse por
transfusion

El virus de la hepatitis E (VHE), un virus ARN pequefio no encapsulado del género Hepevirus (familia Hepeviridae), es un
patégeno humano de distribuciéon mundial.' El virus consta de una cépside icosaédrica que alberga ARN monocatenario
positivo gendmico de 7,2 kb.? Se han identificado cuatro genotipos principales de VHE, que pertenecen a un tinico

serotipo, en humanos y animales, incluidos cerdos domésticos, jabalies, ciervos y roedores.">*

La caracterizacion molecular de las diferentes cepas de VHE que circulan entre humanos y animales ha llevado a la
identificacion de cuatro genotipos principales.' El genotipo 1, que se presenta basicamente en Asia, y el genotipo 2,

que ocurre en Africa y México, se limitan a los humanos y se transmiten por via de agua contaminada en paises en
desarrollo.”” Los genotipos 3 y 4 infectan a humanos, cerdos y otras especies de mamiferos y provocan casos esporadicos
de VHE autéctono tanto en paises en desarrollo como en paises desarrollados.® El genotipo 3 es el tinico genotipo que se
ha identificado como causa de infeccidén autdctona en los Estados Unidos’ y provoca la gran mayoria de infecciones en
Europa, Nueva Zelanda y América del Norte."*'* Tanto el genotipo 3 como el 4 estdn presentes en Japon.' Los

genotipos 1, 3 y 4 del VHE son endémicos en China.' La hepatitis E aguda es mas comun que la hepatitis A en China,
Francia, el Reino Unido y Japo6n.'

El principal modo de transmision del VHE es por via fecal-oral a través de agua para beber contaminada,' aunque también
se han dado casos de transmision por consumo de carne de cerdo cruda o poco hecha, visceras o marisco, asi como
transmisiones zoondticas como consecuencia del contacto con cerdos, domésticos o salvajes.” *' Todavia se desconocen
todos los posibles origenes del VHE.!

La infeccion por VHE suele provocar una infeccion leve o subclinica con una enfermedad autolimitada de entre

4y 6 semanas de duracion.”*'" '8 Los sintomas son muy similares a los de otras formas de infeccion por el virus de la
hepatitis, especialmente por la hepatitis A, tales como fatiga, ictericia, fiebre, malestar, nauseas, vomitos, anorexia y dolor
abdominal.' Los pacientes suelen tener niveles altos de alanina transaminasa (~1.500 UI/I) y muchos de ellos presentan
ictericia.' Las infecciones por VHE pueden llegar a ser mas graves ocasionalmente y provocar un fallo hepatico fulminante,
en especial en mujeres embarazadas, poblacion en la que la tasa de mortalidad puede alcanzar el 10% o el 25%, en bebés

y niflos menores de 2 afos, en personas con una enfermedad hepatica subyacente (p. ¢j., cirrosis) y en personas
inmunodeprimidas.”'** La infeccion por VHE provoca mas de 3 millones de casos sintomaticos de hepatitis E aguada
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cada ano, lo que se traduce en unas 70.000 mujeres anuales.** La tasa de mortalidad general oscila entre un 0,2% y un
4,0%." La mayoria de las muertes provocadas por la infecciéon con el genotipo 3 (VHE3) son consecuencia de un fallo
hepatico agudo o subagudo en pacientes con una enfermedad hepatica previa, tales como enfermedad del higado
relacionadas con el alcohol.*>?> 2

El VHE3 genera infeccién crénica, también en hasta un 60% de pacientes inmunodeprimidos, un 10% de los cuales acaba
desarrollando cirrosis.' La infeccion crdnica se define como persistencia de ARN-VHE en suero o heces durante 6 meses
o mas.' La mayoria de los casos se producen en pacientes trasplantados con érganos sélidos, aunque se han detectado
casos de infeccion en pacientes con patologias hematoldgicas receptores de transfusiones y quimioterapia y algunos
sujetos con VIH.”** No se conocen casos de infeccién crénica por VHE1 o VHE2.!

La infeccion por VHE también se asocia a sindromes neuroldgicos, incluido el sindrome de Guillain-Barré, paralisis de
Bell, mielitis transversa aguda, meningoencefalitis aguda, ataxia y encefalitis; los sintomas neuroldgicos suelen desaparecen
en los pacientes que eliminan el virus.' Se han identificado casos de glomerulonefritis membranoproliferativa

y membranosa, asi como de pancreatitis aguda y trombocitopenia aguda durante la infeccién aguda por VHE, aunque no
se han establecido los mecanismos patofisiologicos y relaciones causales, si existen.! Se ha demostrado que el tratamiento
con ribavirina resulta efectivo contra la infeccién aguda grave por VHE3 y los pacientes trasplantados con infeccién
cronica por VHE suelen ser tratados con reduccion de inmunosupresion (sobre todo con farmacos dirigidos a las

células T), interferon-a y ribavirina.'

Motivos para el uso de las pruebas NAT

Como con otras hepatitis, el VHE se puede transmitir por transfusion sanguinea o hemoderivados. Se han detectado casos
de hepatitis E post-transfusion en muchos paises.”*** La tasa de seropositividad para VHE entre los donantes de sangre
del mundo oscila entre un 0,4% y un 20,6%.”* La tasa de infecciones por VHE asintomaticas es alta en todo el mundo vy,
debido a la prevalencia del virus, muchos donantes de sangre pueden estar infectados y transmitir el virus a destinatarios
de sus productos sanguineos. Por ejemplo, un estudio reciente realizado con donantes de sangre britdnicos demostr6 que
el 11 % del suero de los donantes fue reactivo para IgG de HEV, lo que indica una infeccién anterior, mientras que el 0,7 %
del suero resulto reactivo para IgM, lo que indica una infeccién aguda.” Ademads, el 0,7% de los minipooles de plasma de
donantes ingleses contenia ARN de VHE.* En un estudio realizado con donantes de sangre chinos se obtuvieron
resultados similares: el 32,6% del suero de donantes result6 reactivo a IgG; el 0,94% fue reactivo a IgM y el 0,07% de
donaciones presentaron viremia del VHE.* En una investigacion global con pooles de plasma para fraccionamiento,

el 10% de los pooles analizados resultaron positivos para ARN de VHE.*”*

Explicacion de la prueba

La prueba cobas® HEV es una prueba de PCR cualitativa para la deteccién de ARN del VHE que se ejecuta en los
cobas® 5800/6800/8800 Systems. La prueba cobas® HEV permite detectar simultdneamente ARN de VHE y el control
interno en una unica prueba con una donacién individual infectada o un pool de plasma de donaciones individuales.

Principios del procedimiento

La prueba cobas® HEV se basa en la tecnologia PCR a tiempo real en un sistema totalmente automatico para la
preparacion de muestras (extraccion y purificacion de acidos nucleicos), la amplificacion y la deteccion mediante PCR.
El cobas® 5800 System consta de un tnico instrumento integrado. Los cobas® 6800/8800 Systems constan del médulo

de suministro de muestras, el mdédulo de transferencia, el médulo de procesamiento y el mdédulo analitico. La gestion
automatica de los datos se realiza mediante el software cobas® 5800 o el cobas® 6800/8800 Systems, que asigna los
resultados a las pruebas como no reactivos, reactivos o no validos. Si se utiliza el cobas® 5800 System, se recomienda usar
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el software cobas® Synergy para la revision de resultados y la impresion de informes, y este es necesario para enviar los
resultados a un sistema de gestion de informacion del laboratorio (LIS) o a otro sistema de gestion de resultados. Si se
utiliza el cobas® 6800/8800 System, los resultados se pueden revisar directamente en la pantalla del sistema y luego
imprimirlos como informe o bien enviarlos a un sistema de gestion de informaciéon del laboratorio (LIS) o a otro sistema
de gestion de resultados.

Las muestras se pueden analizar de forma individual o bien en pooles de varias muestras.

Si las pruebas se realizan en el cobas® 5800 System, es necesario utilizar el software cobas® Synergy incluso si no se realiza
el pooling. Si el pooling se lleva a cabo en un paso preanalitico, puede utilizarse el software cobas® Synergy con el
Hamilton MICROLAB® STAR/STARIet IVD.

Si las pruebas se realizan en los cobas® 6800/8800 Systems, se puede utilizar el instrumento cobas® p 680 o el software
cobas® Synergy con el pipeteador Hamilton MICROLAB® STAR/STARIlet IVD en el paso preanalitico.

Los acidos nucleicos de la muestra y las moléculas de control interno (IC) de Armored RNA afiadidas (utilizadas como
control del proceso de preparacion de muestras y amplificacion/deteccion) se extraen simultaineamente. Ademads, la
prueba utiliza dos controles de kit: uno positivo y uno negativo. Los acidos nucleicos viricos se liberan al afiadir proteinasa
y reactivo de lisis a la muestra. Los acidos nucleicos liberados se unen a la superficie de silice de las particulas de vidrio
magnéticas afladidas. Las sustancias sin unir y las impurezas, como las proteinas desnaturalizadas, los restos celulares

y potenciales inhibidores de la PCR (como la hemoglobina) se eliminan en los siguientes pasos de reactivo de lavado y los
acidos nucleicos purificados se eluyen de las particulas de vidrio mediante el buffer de elucion a temperatura elevada.

Para llevar a cabo la amplificacion selectiva de los acidos nucleicos de la diana de la muestra del donante se utilizan
cebadores que van en un sentido y en sentido contrario especificos del virus que se seleccionan de regiones altamente
conservadas de los acidos nucleicos viricos. Para los procesos de transcripcion inversa y amplificacion se utiliza una
enzima ADN polimerasa termoestable. El reactivo de Master Mix incluye trifosfato de deoxiuridina (dUTP), en lugar

de trifosfato desoxitimidina (dTTP), que se incorpora al ADN recién sintetizado (amplic6n).*>! La enzima AmpErase
(uracil-N-glicosilasa), que se incluye en la Master Mix para PCR cuando se calienta durante la primera ciclacién térmica,
elimina el amplicén contaminado de la serie de PCR anterior. Sin embargo, no se destruye el amplicén nuevo porque la
enzima AmpkErase se inactiva cuando se expone a temperaturas superiores a los 55 °C.

El reactivo de Master Mix de cobas® HEV contiene sondas de deteccion especificas para los dcidos nucleicos de VHE y IC.
Cada una de estas sondas de deteccion especificas para VHE y IC se marca con uno de los dos marcadores fluorescentes
que actuan como emisor. Ademas, cada sonda dispone de un segundo marcador que actiia como silenciador. Los dos
marcadores emisores se miden en longitudes de onda definidas, lo que permite detectar y discriminar simultdneamente
la diana amplificada de VHE y el IC.>>*’ La sefial fluorescente de la sonda intacta se elimina mediante el marcador
silenciador. Durante el paso de amplificacion de la PCR, la hibridacién de las sondas con la plantilla especifica de ADN
monocatenario provoca la escision de la actividad de la nucleasa 5' a 3' de la ADN polimerasa, lo que produce la
separacion de los marcadores emisores y silenciadores y la emision de una sefial fluorescente. Con cada ciclo de PCR,

se generan cantidades crecientes de sondas escindidas y la sefial acumulada del marcador emisor aumenta concomitante-
mente. Como los dos marcadores emisores especificos se miden en longitudes de onda definidas, es posible detectar

y discriminar simultaneamente el fragmento objetivo del VHE amplificado y el IC.
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Reactivos y materiales

Reactivos y controles de cobas® HEV

Todos los reactivos y controles sin abrir deben almacenarse como se recomienda en la Tabla 1 a Tabla 4.

Tabla 1
(HEV)
Almacenar a 2-8 °C

Prueba cobas® HEV

Casete para 192 pruebas (P/N 09040986190)

Componentes del kit

Composicion del reactivo

Cantidad por kit
192 pruebas

para VHE
(HEV MMX-R2)

de dimetilo, Tween 20, EDTA, < 0,06% de dATP, dGTP, dCTP,
< 0,14% de dUTP, < 0,01% de cebadores ascendentes

y descendentes para VHE y control interno,

< 0,01% de sondas marcadas con fluorescente para VHE,

< 0,01% de sonda marcada con fluorescente para control
interno, < 0,01% de aptamero oligonucleétido,

< 0,01% de ADN polimerasa Z05D, < 0,01% de enzima
AmpErase (uracil-N-glicosilasa) (microbiana),

< 0,1% de azida sédica

Solucion de proteinasa Buffer Tris, < 0,05 % de EDTA, cloruro de calcio, acetato de 22,3 ml
(PASE) calcio, 8 % (p/v) de proteinasa, glicerol

EUH210: Puede solicitarse la ficha de datos de seguridad.

EUH208: Contiene subtilisina de Bacillus subtilis. Puede

provocar una reaccion alérgica.
Control interno Buffer Tris, < 0,05 % de EDTA, < 0,001 % de constructo de 21,2 ml
([0} Armored RNA como control interno (ARN no infeccioso

encapsulado en bacteriéfago MS2), < 0,002 % de ARN Poli rA

(sintético), < 0,1 % de azida sddica
Buffer de elucion Buffer Tris, 0,2 % de metil-4-hidroxibenzoato 21,2 ml
(EB)
Reactivo 1 de Master Mix | Acetato de manganeso, hidréxido potasico, 7,5 ml
(MMX-R1) < 0,1 % de azida sddica
Reactivo 2 de Master Mix | Buffer tricina, acetato de potasio, glicerol, 18% de sulféxido 9,7 ml
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Tabla 2 cobas® HEV Control Kit
(HEV (+) O)

Almacenar a 2-8 °C
(P/N 09040889190)

ARN de VHE no detectable mediante
métodos de PCR

0,1 % de conservante ProClin® 300**

Componentes Composicion del reactivo Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia*
del kit por kit

Control positivo < 0,001% de ARN de VHE sintético (Armored) | 16 ml

para VHE encapsulado en proteina recubierta de (16 x 1ml) \ap/

(HEV (1) O) bacteriéfago MS2, plasma humano normal,

) &
ADVERTENCIA

H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la
piel.

H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos.

P261: Evitar respirar la niebla o los vapores.

P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
P280: Utilice guantes protectores.

P333 + P313: En caso de irritacion o erupcion
cutdnea: consultar a un médico.

P362 + P364: Quitarse las prendas contaminadas
y lavarlas antes de volver a usarlas.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en una
planta de eliminacién de residuos autorizada.

55965-84-9 Masa de reaccion de 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

* Las etiquetas de seguridad del producto se basan fundamentalmente en la regulacion GHS de la UE.

** Sustancia peligrosa.
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Tabla 3 cobas® NHP Negative Control Kit

(NHP-NC)

Almacenar a 2-8 °C
(P/N 09051554190)

humano normal
(NHP-NC)

< 0,1 % de conservante ProClin® 300**

Componentes Composicion del reactivo Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia*
del kit por kit

Control negativo | Plasma humano normal, ARN de VHE no 16 ml

para plasma detectable mediante métodos de PCR (16 x 1 ml) —

) &
ADVERTENCIA

H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la piel.
P261: Evitar respirar la niebla o los vapores.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podrén
sacarse del lugar de trabajo.

P280: Utilice guantes protectores.

P333 + P313: En caso de irritacién o erupcién cutdnea:
consultar a un médico.

P362 + P364: Quitarse las prendas contaminadas
y lavarlas antes de volver a usarlas.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en una planta
de eliminacion de residuos autorizada.

55965-84-9 Masa de reaccién de 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

* Las etiquetas de seguridad del producto se basan fundamentalmente en la regulacion GHS de la UE.

** Sustancia peligrosa.
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Reactivos cobas® omni para la preparacion de muestras

Tabla 4 Reactivos cobas® omni para la preparacion de muestras*
Reactivos Composicion del reactivo Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia**
por kit

cobas® omni Particulas de vidrio magnéticas, | 480 pruebas | No aplicable

MGP Reagent buffer Tris, 0,1 % de metil-4

(MGP) hidroxibenzoato,

Almacenar a 2-8 °C < 0,1 % de azida sédica

(P/N: 06997546190)

cobas® omni Buffer Tris, 0,1 % de metil-4 4 x 875 ml No aplicable

Specimen Diluent hidroxibenzoato,

(SPEC DIL) < 0,1 % de azida sodica

Almacenar a 2-8 °C

(P/N: 06997511190)

cobas® omni 42,56 % (p/p) de tiocianato 4 x 875 ml

Lysis Reagent de guanidina**,

(LYS) 5 % (p/v) de polidocanol***,

gmcgg‘gagf% 328?9(3 2 9 (p/v) de ditiotreitol,

citrato de sodio dihidratado PELIGRO

H302: Nocivo por ingestion.
H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves.
H411: Téxico para los organismos acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.
EUH032: En contacto con 4cidos libera gases muy téxicos.
EUHO071: Corrosivo para las vias respiratorias.
P273: Evitese su liberacién al medio ambiente.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccién/
proteccion para los oidos.
P303 + P361 + P353: EN CASO DE CONTACTO CON LA
PIEL (o el pelo): quitar inmediatamente todas las prendas
contaminadas. Enjuagar la piel con agua.
P304 + P340 + P310: EN CASO DE INHALACION: transportar
a la persona al aire libre y mantenerla en una posicién que le
facilite la respiracién. Llamar inmediatamente a un CENTRO
DE TOXICOLOGIA/médico.
P305 + P351 + P338 + P310: EN CASO DE CONTACTO CON
LOS 0JOS: aclarar cuidadosamente con agua durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil.
Seguir aclarando. Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico.
P391: Recoger los derrames.
593-84-0 Tiocianato de guanidina
9002-92-0 Polidocanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutano-2,3-diol

cobas® omni Citrato de sodio dihidratado, 421 No aplicable

Wash Reagent 0,1 % de metil-4 hidroxi-

(WASH) benzoato

(P/N: 06997503190)

Almacenar a 15-30 °C

*  Estos reactivos no estdn incluidos en el kit de la prueba cobas® HEV. Consulte el listado de material adicional necesario (Tabla 8 y Tabla 9).

** Las etiquetas de seguridad del producto se basan fundamentalmente en la regulacion GHS de la UE.

*** Sustancia peligrosa.
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Requisitos de almacenamiento y manipulacion
Los reactivos deben almacenarse y manipularse segun las indicaciones de la Tabla 5, la Tabla 6 y la Tabla 7.

Cuando los reactivos no estan cargados en los cobas® 5800/6800/8800 Systems, almacénelos a la temperatura
correspondiente especificada en la Tabla 5.

Tabla 5 Almacenamiento de reactivos (cuando el reactivo no estd cargado en el sistema)

Reactivo Temperatura de almacenamiento

cobas® HEV - 192 2-8°C

cobas® HEV Control Kit 2-8°C

cobas® NHP Negative Control Kit 2-8°C

cobas® omni Lysis Reagent 2-8°C

cobas® omni MGP Reagent 2-8°C

cobas® omni Specimen Diluent 2-8°C

cobas® omni Wash Reagent 15-30 °C

Requisitos para la manipulacion de reactivos en el cobas® 5800 System

Los reactivos cargados en el cobas® 5800 System se almacenan a la temperatura correspondiente adecuada y el sistema
controla su fecha de caducidad. El sistema solamente permite utilizar los reactivos cuando se cumplen todas las
condiciones indicadas en la Tabla 6. El sistema evita automéaticamente el uso de reactivos caducados. La Tabla 6 ayuda
al usuario a entender las condiciones de manipulacion de los reactivos del cobas® 5800 System.

Tabla 6 Condiciones de caducidad de los reactivos del cobas® 5800 System

Reactivo Fecha de Estabilidad del kit abierto | Series en las que se | Periodo de estabilidad
caducidad puede utilizar el kit (horas acumuladas de
del kit carga fuera de la

nevera)

cobas® HEV - 192 No caducado 90 dias desde el primer uso | Max. 40 series Max. 36 dias

cobas® HEV Control Kit No caducado No aplicable* No aplicable Max. 36 dias

cobas® NHP Negative Control Kit | No caducado No aplicable* No aplicable Max. 36 dias

cobas® omni Lysis Reagent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable

cobas® omni MGP Reagent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable

cobas® omni Specimen Diluent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable

cobas® omni Wash Reagent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable

* Reactivo de un solo uso.

** El tiempo se calcula desde la primera vez que se carga el reactivo en el cobas® 5800 System.

09306820001-03ES
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Requisitos para la manipulacion de reactivos en los cobas® 6800/8800 Systems

Los reactivos cargados en los cobas® 6800/8800 Systems se almacenan a la temperatura correspondiente adecuada y el

sistema controla su fecha de caducidad. El sistema solamente permite utilizar los reactivos cuando se cumplen todas las

condiciones indicadas en la Tabla 7. El sistema evita automaticamente el uso de reactivos caducados. La Tabla 7 ayuda

al usuario a entender las condiciones de manipulacion de los reactivos de los cobas® 6800/8800 Systems.

Tabla 7 Condiciones de caducidad de los reactivos de los cobas® 6800/8800 Systems
Reactivo Fecha de Estabilidad del kit abierto | Series en las que se Periodo de estabilidad
caducidad puede utilizar el kit (horas acumuladas de
del kit carga fuera de la

nevera)

cobas® HEV - 192

No caducado

90 dias desde el primer uso

Max. 40 series

Max. 40 horas

cobas® HEV Control Kit No caducado No aplicable* No aplicable Max. 10 horas
cobas® NHP Negative Control Kit | No caducado No aplicable* No aplicable Max. 10 horas
cobas® omni Lysis Reagent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable
cobas® omni MGP Reagent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable
cobas® omni Specimen Diluent No caducado 30 dias desde la carga** No aplicable No aplicable
cobas® omni Wash Reagent No caducado 30 dias desde la carga*™* No aplicable No aplicable
*  Reactivo de un solo uso.
** El tiempo se calcula desde la primera vez que se carga el reactivo en los cobas® 6800/8800 System:s.
Material adicional necesario para el cobas® 5800 System
Tabla 8 Material y fungibles para el uso en el cobas® 5800 System
Material P/N
cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Puntas CORE TIPS con filtro, 1 ml 04639642001
Puntas CORE TIPS con filtro, 300 pl 07345607001
cobas® omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Bolsa para residuos sélidos 07435967001
) 0
Bolsa para residuos sélidos con complemento 08030073001
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Material adicional necesario para los cobas® 6800/8800 Systems

Tabla 9 Material y fungibles para el uso en los cobas® 6800/8800 Systems

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 05534917001
cobas® omni Amplification Plate 05534941001
cobas® omni Pipette Tips 05534925001
cobas® omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Bolsa para residuos sélidos 07435967001
Recipiente de residuos sélidos 07094361001
0 0

Bolsa para residuos sélidos con complemento 08030073001

Instrumentos y software necesarios

Es necesario instalar el paquete de analisis cobas® HEV para el cobas® 5800 System en el cobas® 5800 System. El software
x800 Data Manager para el cobas® 5800 System se suministran con el sistema. Debe instalarse el software cobas® Synergy.

Es necesario instalar el software cobas® 6800/8800 y el paquete de andlisis cobas® HEV en los instrumentos. El servidor IG
(Instrument Gateway) se suministra con el sistema. El software cobas® Synergy debe instalarse si es necesario.

Tabla 10  Instrumentos

cobas® 6800/8800 Systems P/N

cobas® 6800 System (opcién mavil) 05524245001 y 06379672001
cobas® 6800 System (fijo) 05524245001 y 06379664001
cobas® 8800 System 05412722001

Médulo de suministro de muestras para los cobas® 6800/8800 Systems 06301037001

Licencia electrénica del software cobas® Synergy (solo para el cobas® 5800 System) 09311246001

Opciones de pipeteo y pooling P/N

Instrumento cobas® p 680 06570577001

Licencia electrénica del software cobas® Synergy (cobas® 6800/8800 Systems) (opcional) 09311238001

Hamilton MICROLAB® STAR IVD 04640535001

Hamilton MICROLAB® STAR/let IVD 04872649001

Consulte la Asistencia al usuario del cobas® 5800 System o la Asistencia al usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para obtener informacién
adicional. Consulte la Asistencia al usuario del instrumento cobas® p 680 o la Asistencia al usuario del software cobas® Synergy para obtener
informacidn adicional sobre los tubos primarios y secundarios compatibles con cada instrumento.

Nota: pongase en contacto con su representante local de Roche para obtener una lista de pedido detallada para racks de muestras, racks para
puntas obstruidas y bandejas de racks compatibles con cada instrumento.

09306820001-03ES
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Precauciones y requisitos de manipulacion

Advertencias y precauciones

Como sucede con cualquier procedimiento analitico, resulta esencial seguir las buenas practicas de laboratorio

recomendadas para obtener un rendimiento correcto del ensayo. Debido a la elevada sensibilidad de esta prueba, deben

extremarse las precauciones para evitar cualquier tipo de contaminacién de los reactivos y las mezclas de amplificacion.

Para diagnostico in vitro exclusivamente.

Todas las muestras deben tratarse como si fueran infecciosas, utilizando los procedimientos de laboratorio
recomendados tal como se describe en la publicacion Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
y en el documento M29-A4 del CLSI.>** Este procedimiento solamente deberia llevarlo a cabo personal experto
en la manipulacion de material biopeligroso y en el uso de la prueba cobas® HEV, los cobas® 5800/6800/8800
Systems, el instrumento cobas® p 680 (para los cobas® 6800/8800 Systems) o el pipeteador Hamilton
MICROLAB® STAR/STARIet IVD con el software cobas® Synergy.

Todos los materiales de origen humano deben considerarse potencialmente infecciosos y manipularse teniendo
en cuenta las precauciones generales. En caso de que se produzca un derrame, desinfecte de inmediato con una
solucién recién preparada de hipoclorito de sodio al 0,6 % en agua destilada o desionizada o siga los
procedimientos apropiados del laboratorio.

El cobas® HEV Control Kit y el cobas® NHP Negative Control Kit contienen plasma procedente de sangre
humana. El analisis del plasma humano normal mediante métodos de PCR no muestra niveles detectables de
ARN del VHE. Ningun método de prueba conocido puede garantizar totalmente que un producto derivado de
la sangre humana no transmita agentes infecciosos.

No congele la sangre total.

Se recomienda la utilizacion de pipetas estériles desechables y puntas de pipetas sin nucleasa. Utilice solo el
material fungible suministrado o que se requiera expresamente para garantizar el 6ptimo rendimiento de la
prueba.

Siga al pie de la letra los procedimientos y las directrices que se suministran para garantizar la correcta
realizacion de la prueba. Cualquier variacion de dichos procedimientos y directrices podria afectar al
rendimiento 6ptimo de la prueba.

La alteracion de la superficie de contacto entre las células y el plasma o la difusién de material generado por

la centrifugacion puede provocar tasas mas elevadas de resultados no validos.

Podrian producirse resultados falsos positivos si no se evita la contaminacion por arrastre de las muestras
durante la manipulacion y el procesamiento de las mismas.

Informe a la autoridad competente local y al fabricante de cualquier incidente grave que pueda tener lugar
durante la realizacion del ensayo.

Manipulacion de reactivos

Manipule todos los reactivos, controles y muestras de acuerdo con las practicas de laboratorio recomendadas
para evitar la contaminacién por arrastre de las muestras o los controles.

Antes de utilizarlos, revise cada casete de reactivo, diluyente, reactivo de lisis y reactivo de lavado para asegurarse
de que no hay signos de fugas. No utilice el material si hay alguna evidencia de fuga.

09306820001-03ES
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El cobas® omni Lysis Reagent contiene tiocianato de guanidina, una sustancia quimica potencialmente peligrosa.
Evite el contacto de reactivos con la piel, los ojos o las membranas mucosas. En caso de contacto, lave inmediata-
mente la zona afectada con abundante agua para evitar quemaduras.

Los kits de la prueba cobas® HEV, el cobas® omni MGP Reagent y el cobas® omni Specimen Diluent contienen
azida sddica como conservante. Evite el contacto de reactivos con la piel, los ojos o las membranas mucosas.

En caso de contacto, lave inmediatamente la zona afectada con abundante agua para evitar quemaduras. Si se
producen salpicaduras de reactivos, diluya las manchas con agua antes de secarlas con un pafio.

No permita que el cobas® omni Lysis Reagent, que contiene tiocianato de guanidina, entre en contacto con la
solucion de hipoclorito de sodio (lejia). Tales mezclas pueden producir gases de alta toxicidad.

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

Elimine todos los materiales que hayan estado en contacto con las muestras y los reactivos de acuerdo con la
reglamentacion nacional, estatal y local.

Buenas practicas de laboratorio

No pipetee con la boca.

No se debe comer, beber ni fumar en las areas de trabajo.

Utilice guantes, bata de laboratorio y proteccion ocular cuando manipule las muestras y los reactivos. Es
necesario cambiarse los guantes entre la manipulacion de las muestras y de los kits de la prueba cobas® HEV

y los reactivos cobas® omni para evitar la contaminacién. Evite la contaminacién de los guantes durante la
manipulacion de las muestras y de los controles.

Lavese bien las manos después de manipular las muestras y los reactivos del kit, y cuando se saque los guantes.
Si el derrame se produce sobre un instrumento cobas® 5800, siga las instrucciones descritas en la Asistencia al
usuario del cobas® 5800 System para limpiar y descontaminar correctamente la superficie del instrumento.
Limpie y desinfecte minuciosamente todas las superficies de trabajo del laboratorio usando una solucién recién
preparada de hipoclorito de sodio al 0,6% en agua destilada o desionizada. A continuacién, limpielas con un
trapo impregnado en etanol al 70 %.

Si el derrame se produce sobre un instrumento cobas® 6800/8800, siga las instrucciones descritas en la Asistencia
al usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para limpiar y descontaminar correctamente las superficies de los
instrumentos.

Recogida, transporte, almacenamiento y pooling de muestras

Nota: manipule todas las muestras y los controles como si pudieran transmitir agentes infecciosos.

Almacene todas las muestras de donantes a las temperaturas especificadas.
La estabilidad de las muestras se ve afectada por las temperaturas elevadas.

Muestras de donantes vivos

Puede utilizarse plasma recogido en anticoagulante EDTA, CPD, CPDA1, CP2D y citrato de sodio al 4 % para
la prueba cobas® HEV. Siga las instrucciones del fabricante de los tubos/las bolsas de recogida de muestras para
conocer los procesos de manipulacién y centrifugacion.

La sangre recogida en anticoagulante EDTA, tubos para preparacion de plasma con EDTA Becton-Dickinson
(BD PPT™) o tubos con gel para andlisis de plasma Greiner Vacuette® K2EDTA puede someterse a procesos
adicionales de centrifugacién a 600 x g durante 5 minutos antes de la carga, procedimientos de pooling
opcionales o repeticiones de analisis.

09306820001-03ES
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e Lasangre recogida en anticoagulante EDTA puede almacenarse hasta 12 dias en las siguientes condiciones:
o Las muestras deben centrifugarse en el plazo de 72 horas desde el momento de la extraccion.
o Para un almacenamiento superior a 8 °C, las muestras pueden almacenarse durante 72 horas a una
temperatura maxima de 25 °C y hasta los 30 °C durante 24 de las 72 horas.
En casos distintos a los anteriores, las muestras se almacenan a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C. Asimismo,
el plasma separado de las células se puede almacenar hasta 12 meses a una temperatura < -18 °C con tres ciclos de
congelacion/descongelacion. Consulte la Ilustracion 1.

llustracion 1 Condiciones de almacenamiento de muestras recogidas en anticoagulante EDTA
30— .
Anticoagulante EDTA
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e Lasangre recogida en anticoagulante CPD, CPDA1 o CP2D, los tubos para preparacion de plasma con EDTA
Becton-Dickinson (BD PPT™) o los tubos con gel para analisis de plasma Greiner Vacuette® K2EDTA pueden
almacenarse durante un maximo de 12 dias en las condiciones siguientes:

o Las muestras deben centrifugarse en el plazo de 72 horas desde el momento de la extraccion.
o Para un almacenamiento superior a 8 °C, las muestras pueden almacenarse durante 72 horas a una
temperatura maxima de 25 °C y hasta los 30 °C durante 24 de las 72 horas.

En casos distintos a los anteriores, las muestras se almacenan a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C. Asimismo,
el plasma separado de las células se puede almacenar hasta 30 dias a una temperatura < —-18 °C con tres ciclos de
congelacion/descongelacion. Consulte la Ilustracion 2.
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llustracion 2 Condiciones de almacenamiento de muestras
30 .
Anticoagulante CPD, CPDA1 o CP2D, tubos BD PPT™ o tubos con gel
para analisis de plasma Greiner Vacuette® K2EDTA
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e El plasma obtenido en anticoagulante de citrato de sodio al 4% puede almacenarse hasta 30 dias a una
temperatura comprendida entre 2y 8 °C.
o Para un almacenamiento superior a 8 °C, las muestras pueden almacenarse durante 72 horas a una
temperatura maxima de 25 °C y hasta los 30 °C durante 24 de las 72 horas.
En casos distintos a los anteriores, las muestras se almacenan a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C. Asimismo,
el plasma separado de las células se puede almacenar hasta 12 meses a una temperatura < -18 °C con tres ciclos de
congelacion/descongelacién. Consulte la Ilustracion 3.
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llustracion 3 Condiciones de almacenamiento de muestras recogidas en anticoagulante de citrato de sodio al 4%
30— . . .
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¢ Silas muestras se van a transportar, es recomendable empaquetarlas y etiquetarlas de acuerdo con
la reglamentacion estatal y/o internacional relativa al transporte de muestras y agentes etiologicos.
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Instrucciones de uso

Pipeteo y pooling de muestras automatizado (opcional)

Tanto el instrumento cobas® p 680 como el software cobas® Synergy con el pipeteador Hamilton MICROLAB® STAR/
STARlet pueden utilizarse como un instrumento opcional de los cobas® 6800/8800 Systems para el pipeteo y el pooling
automatizados de alicuotas de varias muestras primarias en un pool de muestras.

El software cobas® Synergy con el pipeteador Hamilton MICROLAB® STAR/STARIet IVD se puede utilizar como un
accesorio del cobas® 5800 System para el pipeteo y el pooling automatizados de alicuotas de varias muestras primarias
en una muestra en pool.

Si desea obtener mas informacion, consulte la Asistencia al usuario del instrumento cobas® p 680 o la Asistencia al usuario
del software cobas® Synergy.

Notas sobre el procedimiento

¢ No utilice los reactivos cobas® HEV, el cobas® HEV Control Kit, el cobas® NHP Negative Control Kit ni ningtin
reactivo cobas® omni después de la fecha de caducidad.

e No reutilice el material fungible. Son de un solo uso.

e Consulte la Asistencia al usuario del cobas® 5800 System para obtener informacion sobre el correcto
mantenimiento de los instrumentos.

e Consulte la Asistencia al usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para obtener informacién sobre el correcto
mantenimiento de los instrumentos.

09306820001-03ES
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Ejecucion de la prueba cobas® HEV en el cobas® 5800 System

El procedimiento de la prueba se describe con detalle en la Asistencia al usuario del cobas® 5800 System. En la
Ilustracion 4 se resume el procedimiento. Consulte la Asistencia al usuario del software cobas® Synergy segun
corresponda para obtener informacion detallada sobre los procedimientos de pooling opcionales.

llustracion 4 Procedimiento de la prueba cobas® HEV en el cobas® 5800 System

Pipeteo y pooling

Carga de los racks de muestras en el sistema:
e Cargue los racks de muestras en el sistema.
o Solicite las pruebas manualmente si no hay peticiones del LIS disponibles.

Cargue los reactivos y el material fungible segun las indicaciones del sistema:
Cargue el casete de reactivo especifico de la prueba.
Cargue los miniracks de control.

Cargue las puntas de procesamiento.

Cargue las puntas de elucion.

Cargue las placas de procesamiento.

Cargue las placas de residuos liquidos.

Cargue las placas de amplificacion.

Cargue el casete de MGP.

Cargue el diluyente de muestras.

Cargue el reactivo de lisis.

Cargue el reactivo de lavado.

Inicie la serie analitica seleccionando el botdn de inicio manualmente en la
interfaz. Las series siguientes se iniciaran de manera automatica si no se
posponen manualmente.

Revise los resultados.

Retire los tubos de muestra.

Limpieza del instrumento:

¢ Vacie los casetes de reactivo.

e Vacie los miniracks de control.

Vacie el cajon de placas de amplificacion.
Vacie los residuos liquidos.

o Vacie los residuos sélidos.
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Ejecucion de la prueba cobas® HEV en los cobas® 6800/8800 Systems

El procedimiento de la prueba se describe con detalle en la Asistencia al usuario de los cobas® 6800/8800 Systems; consulte
la Asistencia al usuario del instrumento cobas® p 680 o la Asistencia al usuario del software cobas® Synergy segin
corresponda para obtener informacién detallada sobre los procedimientos de pooling opcionales. En la Ilustraciéon 5

se resume el procedimiento.

llustracion 5 Procedimiento de la prueba cobas® HEV en los cobas® 6800/8800 Systems

n Pipeteo y pooling
H Creacion de la peticién
|

Cargue los reactivos y el material fungible segun las indicaciones del sistema:
e Carga del reactivo de lavado, el reactivo de lisis y el diluyente
e Carga de las placas de procesamiento y las placas de amplificacion
e Carga de las particulas de vidrio magnéticas
o (Carga de reactivos especificos de la prueba
e Carga de los casetes de control
e Carga de las bandejas de puntas
o Sustitucion de los racks para puntas obstruidas
|

Inicie la serie analitica:

e Carga de las bandejas con las muestras

e Seleccién del botén de inicio en la interfaz
I

Revise y exporte los resultados.

Descarga del material fungible:

e Descarga de las placas de amplificacién del médulo analitico
e Descargue los casetes de control vacios.

e Vacie los residuos sélidos.

o Vacie los residuos liquidos.
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Resultados

Los cobas® 5800 o cobas® 6800/8800 Systems detectan automaticamente el ARN de VHE simultdneamente en muestras

y controles.

Control de calidad y validez de los resultados en el cobas® 5800 System

El cobas® 5800 System se suministrara con la configuracién predeterminada de los controles (positivo y negativo)
programados con cada serie, pero se puede modificar por un programa de controles menos frecuente avisando a un
ingeniero técnico de Roche o poniéndose en contacto con el servicio técnico de Roche, segtin los procedimientos de
laboratorio y la reglamentacién local.

e Se procesan un control negativo [(-) C] y un control positivo [HEV (+) C] al menos cada 24 horas o con cada
lote de kit nuevo.

e Compruebe los avisos y los resultados asociados tanto en el cobas® 5800 System como en el informe para
garantizar la validez del control.

e Las muestras asociadas se consideran validas cuando no hay avisos para ninguno de los controles.

El cobas® 5800 System invalida automaticamente los resultados cuando los controles positivos o negativos fallan.

Resultados del control en el cobas® 5800 System
Los resultados de los controles se muestran en el software cobas® 5800, en la aplicacion de controles.

e Los controles se marcan como “Valid” en la columna “Resultados de control” cuando todas las dianas del control
se han notificado como validas. Los controles se marcan como “Invalid” en la columna “Resultados de control”
cuando todas o alguna de las dianas del control se han notificado como no validas.

e Los controles marcados como “Invalid” muestran un aviso en la columna “Aviso”. En la vista de detalles podra
encontrar mas informacién sobre el motivo por el que el control se ha notificado como no vélido, ademds de
informacion sobre el aviso.

e Siel control positivo no es valido, repita el analisis de los controles positivos y de todas las muestras asociadas.

Si el control negativo no es valido, repita el andlisis de todos los controles y de todas las muestras asociadas.

Tabla 11 Avisos de control para controles negativos y positivos procesados en el cobas® 5800 System

Control negativo | Aviso Resultado Interpretacion
de control
-)C Se muestra un aviso Invalid Toda la serie se considera invalida si el resultado del (-) C no es valido.
Control positivo Aviso Resultado Interpretacion
de control
HEV (+) C Se muestra un aviso Invalid Toda la serie se considera invélida si el resultado de HEV (+) C no es valido.
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cobas® HEV

Control de calidad y validez de los resultados en los cobas® 6800/8800 Systems

e Con cada serie se procesa un control negativo [(-) C] y un control positivo [HEV (+) C].

e Compruebe los avisos y los resultados asociados tanto en el software cobas® 6800/8800 como en el informe para
garantizar la validez de la serie.

e Laserie se considera valida cuando no hay avisos para ninguno de los dos controles.

El software cobas® 6800/8800 invalida automaticamente los resultados cuando los controles positivos y negativos fallan.

Avisos de controles en los cobas® 6800/8800 Systems

Tabla 12  Avisos de controles para los controles negativo y positivo

Control negativo Aviso Resultado Interpretacion

-)C Q02 Invalid Toda la serie se considera invalida si el resultado del (-) C no es vélido.
Control positivo Aviso Resultado Interpretacion

HEV (+) C Q02 Invalid Toda la serie se considera invalida si el resultado de HEV (+) C no es valido.

Si la serie no es vélida, repita las pruebas para toda la serie, incluyendo muestras y controles.

Interpretacion de los resultados

En las series validas, compruebe cada muestra para detectar avisos en el software cobas® 5800/6800/8800 Systems y/o en
el informe. La interpretacion de resultados se debe realizar del siguiente modo:

e  Una serie valida puede incluir resultados de muestras de donantes tanto validos como invalidos, segtin los avisos
obtenidos para cada muestra.

e Losresultados de las muestras se consideran validos solamente si los respectivos controles positivo y negativo de
la serie correspondiente también son validos.

Para cada muestra se miden simultdneamente dos parametros: HEV y el control interno. El software informa de los
resultados finales de las muestras obtenidos con la prueba cobas® HEV. Ademas de los resultados globales, el software
cobas® 5800/6800/8800 Systems también muestra los resultados individuales para cada diana, que deberian interpretarse
como se indica a continuacion:

Tabla 13  Resultados de diana para la interpretacién de los resultados de diana individuales

Resultados de la diana Interpretacion

HEV Non-Reactive No se ha detectado ninguna sefial del fragmento objetivo para el VHE y se ha detectado sefial del IC.
HEV Reactive Se ha detectado sefial del fragmento objetivo para el VHE y la sefial del IC puede detectarse o no.
Invalid No se ha detectado sefial de la diana ni del control interno.

Si utiliza el software cobas® Synergy, la revision del calculo del resultado final deberia realizarse mediante el software del
cobas® Synergy.
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Informacidn adicional para la interpretacion de los resultados en el
cobas® 5800 System

Los resultados de las muestras se muestran en el cobas® 5800 System. Se recomienda revisar los resultados en el software

cobas® Synergy.

Las muestras asociadas a una serie de control valida (segtin la definicion de la configuracion de control del
sistema) se muestran como “Valido” en la columna “Resultados de control”. Las muestras asociadas a una serie
de control erronea se muestran como “No Valido” en la columna “Resultados de control”.
Si los controles asociados al resultado de una muestra no son validos, se afiade un aviso especifico al resultado
de la muestra de la siguiente manera:
o QO5D: fallo de validacién del resultado por un control positivo no valido
o QO6D: fallo de validacion del resultado por un control negativo no valido
Los valores en la columna “Resultados” para el resultado de la diana de la muestra individual deben interpretarse
como se muestra en la Tabla 13 anterior.
e El cobas® 5800 System muestra los resultados individuales de cada diana. El resultado general solo se
muestra en la vista de resultado del software cobas® Synergy.
e Para obtener informacion detallada sobre los resultados de las muestras y los avisos, consulte la
Asistencia al usuario del cobas® 5800 System.

Repeticion de pruebas de muestras individuales

Es necesario repetir las pruebas para los tubos de muestra cuyo resultado final no es valido para la diana.

Una centrifugacion adicional a 600 x g durante 5 minutos puede ayudar a reducir la repeticion de resultados no validos de

sangre recogida en anticoagulante EDTA, tubos para la preparacion de plasma con EDTA Becton-Dickinson (BD PPT™)

o tubos con gel para andlisis de plasma Greiner Vacuette® K2EDTA.

Limitaciones del procedimiento

La prueba cobas® HEV se ha evaluado para ser utilizada Ginicamente en combinacion con el cobas® HEV Control
Kit, el cobas® NHP Negative Control Kit, el cobas® omni MGP Reagent, el cobas® omni Lysis Reagent, el
cobas® omni Specimen Diluent y el cobas® omni Wash Reagent en los cobas® 6800/8800 Systems.

La obtencion de resultados fiables depende de que los procedimientos de recogida, almacenamiento

y manipulacién de muestras sean adecuados.

No utilice plasma heparinizado con esta prueba porque se ha demostrado que la heparina inhibe la PCR.

La deteccion del ARN del VHE depende del nimero de particulas viricas presentes en la muestra y se puede ver
afectada por los métodos de obtencion de las mismas, el almacenamiento y la manipulacion, factores propios
del paciente (como la edad o la presencia de sintomas) o la fase de infeccion y el tamaiio del pool.

Aunque es poco probable, las mutaciones en regiones muy conservadas de un genoma virico cubiertas por la
prueba cobas® HEV pueden afectar la unién de cebadores y/o sondas y causar errores en la deteccién de la
presencia del virus.

Debido a las diferencias especificas entre tecnologias, se recomienda a los usuarios que realicen estudios de
correlacion en el laboratorio para determinar las diferencias tecnoldgicas antes de cambiar de una a otra.

Los usuarios deberan adherirse a las politicas y los procedimientos especificos.
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Equivalencia entre sistemas/Comparacion de sistemas
La equivalencia entre el cobas® 5800 System y los cobas® 6800/8800 Systems se demostro a partir de estudios de equivalencia.

Los resultados incluidos en las Instrucciones de uso se basa en el rendimiento equivalente entre todos los sistemas.
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Evaluacion no clinica del rendimiento realizada en los
cobas® 6800/8800 Systems

Caracteristicas clave de rendimiento — muestras de donantes vivos

Limite de deteccion (LoD)

Estandar internacional de la OMS

El limite de deteccion (LoD) de la prueba cobas® HEV para el ARN del VHE se ha determinado segtn el estandar
internacional de la OMS para el VHE (cddigo PEI 6329/10).

Para el estdandar internacional de la OMS, se prepararon 3 series de dilucién independientes del estandar virico con plasma
humano normal conservado en EDTA negativo al virus (VHE). Cada serie de dilucion se analizé con 3 lotes distintos

de kits de la prueba cobas® HEV, con unas 63 réplicas por lote, lo que supone un total aproximado de 189 réplicas por
concentracién. Para estimar el limite de deteccion (LoD) del virus VHE se utilizo el andlisis PROBIT 95% (Tabla 14)

y PROBIT 50% (Tabla 15) con los datos combinados de series de dilucion y lotes de reactivos, junto con el limite inferior
y superior de los intervalos de confianza del 95%. En la Tabla 16 se resumen las tasas de reactividad observadas en los

estudios de LoD para VHE.
Tabla 14  Resultados del andlisis PROBIT 95 % sobre los datos del LoD obtenidos con el estdndar virico en plasma conservado en EDTA
Analito Unidades de LoD Limite inferior del intervalo de Limite superior del intervalo
medicion confianza del 95 % de confianza del 95 %
VHE Ul/ml 18,6 15,9 22,6
Tabla 15 Resultados del andlisis PROBIT 50 % sobre los datos del LoD obtenidos con el estdndar virico en plasma conservado en EDTA
Analito Unidades de LoD Limite inferior del intervalo de Limite superior del intervalo
medicion confianza del 95 % de confianza del 95 %
VHE Ul/mi 39 3,4 43
Tabla16  Resumen de las tasas de reactividad para el VHE en plasma conservado en EDTA
Concentracién de Niimero de Nimero de Limite inferior del intervalo de
ARN de VHE . - - % de reactividad confianza al 95 %
(UI/mD) reactivos réplicas validas (unilateral)
40 187 187 100,0 % 98,4 %
20 179 188 95,2 % 91,8 %
10 165 189 87,3 % 82,6 %
6 113 187 60,4 % 54,2 %
2 52 189 27,5 % 22,2 %
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Reproducibilidad

La reproducibilidad de la prueba cobas® HEV en los cobas® 6800/8800 Systems se ha determinado a partir del estandar
internacional de la OMS para el VHE (cédigo PEI 6329/10). El estudio se basé en el analisis de 3 paneles de VHE con
concentraciones aproximadas de 0,5 x, 1 X y 2 x el LoD de la prueba cobas® HEV. Las pruebas se han realizado para
determinar los siguientes componentes de variabilidad:

e Variabilidad entre dias durante 3 dias
e Variabilidad entre lotes con 3 lotes de reactivos diferentes de la prueba cobas® HEV
e Variabilidad entre instrumentos con 3 cobas® 8800 Systems diferentes

Se analizaron aproximadamente 21 réplicas con cada uno de los 3 paneles, lo que supone un total de 63 réplicas con cada
lote de reactivos. Todos los datos de reproducibilidad véalidos se evaluaron calculando el porcentaje de resultados reactivos
para cada nivel de concentracion en todos los componentes variables.

Se calcularon los limites de los intervalos de confianza del 95% bilaterales de cada tasa de reactividad para cada uno de
los tres niveles de VHE analizados durante 3 dias, con 3 lotes de reactivos y 3 cobas® 8800 Systems distintos. La prueba
cobas® HEV ofrece reproducibilidad durante varios dias, en varios lotes de reactivos y en diferentes equipos. En la
Tabla 17 se resumen los resultados de la variabilidad entre lotes.

Tabla 17 Resumen de la reproducibilidad entre lotes de reactivos de la prueba cobas® HEV
% de reactividad Limite inferior del Limite superior del
Analito Concentracion r:;zzii\(ligs (réplicas reactivas/ intervalo de confianza intervalo de confianza
validas) del 95 % del 95 %
VHE 2 x LoD 1 100,0 % (61/61) 94,1 % 100,0 %
VHE 2 x LoD 2 100,0 % (63/63) 94,3 % 100,0 %
VHE 2 x LoD 3 100,0 % (63/63) 94,3 % 100,0 %
VHE 1 x LoD 1 88,9 % (56/63) 78,4 % 95,4 %
VHE 1 x LoD 2 96,8 % (60/62) 88,8 % 99,6 %
VHE 1 x LoD 3 100,0 % (63/63) 94,3 % 100,0 %
VHE 0,5 x LoD 1 82,5 % (52/63) 70,9 % 90,9 %
VHE 0,5 x LoD 2 95,2 % (60/63) 86,7 % 99,0 %
VHE 0,5 x LoD 3 84,1 % (53/63) 72,7 % 92,1 %
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Verificacion del genotipo

El rendimiento de la prueba cobas® HEV para la deteccion de los 4 genotipos del VHE se ha determinado mediante

el analisis de un total de 16 muestras clinicas exclusivas y 7 aislados en cultivo de VHE con genotipo conocido. Se
cuantificaron todas las muestras segtn el estandar de la OMS para el VHE. Las 16 muestras clinicas se analizaron tras la
dilucién con plasma humano normal conservado en EDTA negativo al VHE afadido a una concentraciéon de 5 x LoD de

la prueba cobas® HEV. Del total de muestras, 10 se analizaron también sin diluir. Los 7 aislados en cultivo se analizaron
tras la dilucion con plasma humano normal conservado en EDTA negativo al VHE afnadido a una concentraciéon de

5 x LoD de la prueba cobas® HEV. Todas las muestras clinicas y los aislados en cultivo se detectaron sin diluir y/o con

una concentracién de 5 x LoD (Tabla ).

Tabla 18  Muestras clinicas y aislados en cultivo de VHE
Muestras clinicas Muestras clinicas Aislados en cultivo
Genotipo % de reactividad % de reactividad % de reactividad
(muestras reactivas/analizadas) (muestras reactivas/analizadas) (muestras reactivas/analizadas)
sin diluir diluidas a5 x LoD diluidas a5 x LoD
1 No analizado* No analizado* 100,0 % (3/3)
2 No analizado* No analizado* 100,0 % (1/1)
3 100,0 % (10/10) 100,0 % (10/10) No analizado*
4 No analizado* 100,0 % (6/6) 100,0 % (3/3)

* Volumen insuficiente para el analisis sin dilucién/diluido
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Especificidad analitica

Se evaluo la especificidad analitica de la prueba cobas® HEV mediante la reactividad cruzada con 28 microorganismos

a una concentracion de 10° particulas, copias 0 UFP/ml, incluyendo 21 aislados viricos, 6 cepas bacterianas y 1 aislado

de levadura (Tabla 19). Los microorganismos se afiadieron a plasma humano normal conservado en EDTA negativo al

virus y se analizaron con y sin virus del VHE afiadido a una concentracion de aproximadamente 3 x LoD de la prueba

cobas® HEV. Los microorganismos analizados no interfieren con la prueba cobas® HEV.

Tabla 19

Microorganismos analizados para la especificidad analitica

Virus

Flavivirus

Bacterias

Levadura

Adenovirus 5

Virus del Nilo Occidental

Escherichia coli

Candida albicans

Citomegalovirus

Virus del dengue tipo 1

Propionibacterium acnes

Virus de Epstein-Barr

Virus Usutu

Staphylococcus aureus

Virus del herpes simple tipo 1

Staphylococcus epidermidis

Virus del herpes simple tipo 2

Streptococcus viridans

Virus de la hepatitis A - Staphylococcus haemolyticus -

Virus de la hepatitis B - - -
Virus de la hepatitis C

Virus de la hepatitis G - - _
Virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1 grupo M)

Virus de inmunodeficiencia humana (VIH-2)

Virus linfotrépico de células T humanas tipo | - - -

Virus linfotrépico de células T humanas tipo Il - - -

Virus del herpes humano tipo 6 - - -

Virus de la gripe A - - -

Parvovirus B19 - - -

Virus Chikungunya - - -

Virus de la varicela zéster - - _

Se analizaron las muestras de plasma de cada uno de los estadios de la enfermedad (Tabla 20) sin y con VHE afadido
a una concentracion aproximada de 3 x LoD de la prueba cobas® HEV. Estos estadios de la enfermedad no interfieren
con la prueba cobas® HEV.

Tabla20 Muestras de cada estadio de la enfermedad analizadas para la especificidad analitica

Estadio de la enfermedad Estadio de la enfermedad Estadio de la enfermedad

Adenovirus tipo 5 Virus de la hepatitis B Virus linfotrépico de células T humanas tipo |

Citomegalovirus Virus de la hepatitis C Virus linfotrépico de células T humanas tipo Il

Virus del dengue Virus del herpes simple tipo 1 Parvovirus B19

Virus de Epstein-Barr Virus del herpes simple tipo 2 Virus del Nilo Occidental

Virus de la hepatitis A Virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) -
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Especificidad analitica: sustancias interferentes

Sustancias endégenas causantes de interferencias

Se analizaron las muestras de plasma con niveles anormalmente elevados de triglicéridos (hasta 33,2 g/I), hemoglobina
(hasta 4,7 g/1), bilirrubina no conjugada (hasta 0,28 g/1), albumina (hasta 60 g/I) y ADN humano (hasta 0,004 g/1) con y sin
VHE anadido a una concentracion de 3 x LoD de la prueba cobas® HEV. Las muestras que contienen estas sustancias
enddgenas no influyeron en la sensibilidad o especificidad de la prueba cobas® HEV.

Sustancias exdgenas causantes de interferencias

Se analizaron muestras de plasma humano normal conservado en EDTA negativo al virus (VHE) con concentraciones
anormalmente elevadas de firmacos (Tabla 21) sin y con VHE afiadido a una concentracion de 3 x LoD de la prueba
cobas® HEV. Estas sustancias exdgenas no influyeron en la sensibilidad o especificidad de la prueba cobas® HEV.

Tabla 21 Muestras clinicas analizadas con farmacos

Nombre del farmaco analizado Concentracion
Acetaminofeno 1.324 pmol/I
Acido acetilsalicilico 3.620 pmol/I
Acido ascérbico 342 pumol/I
Atorvastatina 600 pg eq/I
Fluoxetina 11,2 pmol/I
Ibuprofeno 2.425 pmol/I
Loratadina 0,78 pmol/I
Nadolol 3,88 pmol/I
Naproxeno 2.170 pymol/I
Paroxetina 3,04 pmol/I
Fenilefrina HCL 491 pmol/I
Sertralina 1,96 ymol/I
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Correlacion

Evaluacion del rendimiento de la prueba cobas® HEV mediante comparacion con la prueba
Realstar® HEV RT-PCR Kit 1.0

Se compard el rendimiento de la prueba cobas® HEV con el de la prueba Realstar® HEV RT-PCR Kit 1.0 (Altona
Diagnostics) mediante 100 muestras de plasma individuales positivas para VHE mediante NAT. Se analizaron

100 muestras positivas sin diluir y 67 muestras positivas con una dilucion de 1:6. También se analizaron 100 muestras
de plasma negativas para VHE sin diluir con ambos métodos.

Las muestras seronegativas mostraron una especificidad del 100% al generar 100 de 100 resultados no reactivos con ambos
métodos.

En el caso de las muestras positivas, ambos métodos generaron resultados concordantes en la prueba McNemar, lo que
demuestra que el rendimiento de la prueba cobas® HEV y de la prueba Realstar® HEV RT-PCR Kit 1.0 es equivalente
(Tabla 22).

Tabla22 Correlacién de muestras positivas (sin diluir)

Métodos Métodos Resultado de VHE Resultado de VHE
Prueba Realstar® HEV RT-PCR Kit 1.0 cobas® HEV Sin diluir Dilucion 1:6

No reactivo No reactivo 0 3
Reactivo No reactivo 0 3
No reactivo Reactivo 1 9

Reactivo Reactivo 99 52

Total Total 100 67

Prueba de McNemar, valor p Prueba de McNemar, valor p 100 0.09
(bilateral, a = 0,05) (bilateral, a = 0,05) ’ ’

Fallo de todo el sistema

La tasa de fallo de todo el sistema para la prueba cobas® HEV se determin6 mediante el andlisis de 100 réplicas de plasma
conservado en EDTA a las que se aftadié VHE. Estas muestras se analizaron con una concentracion de la diana de
aproximadamente 3 x LoD y se ejecutaron en pooles de 1 (sin diluir). El estudio se realizé con el cobas® 8800 System y el

instrumento cobas® p 680 (pipeteo y pooling).

Los resultados del estudio indican que todas las réplicas fueron reactivas para VHE, lo que representa una tasa de fallo de
todo el sistema del 0%. El intervalo de confianza bilateral exacto del 95 % fue del 0 % para el limite inferior y del 3,62 %
para el limite superior [0 %: 3,62 %].
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Informacion adicional

Caracteristicas principales de la prueba

Tipo de muestra Plasma
Cantidad de muestra necesaria 1.000 pl*
Cantidad de muestra procesada 850 pl

* Otros tubos utilizados para el analisis pueden tener volimenes muertos diferentes y requerir un volumen minimo menor o mayor. Péngase en
contacto con su representante local del servicio técnico de Roche para obtener mas informacion.
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Simbolos

Los simbolos siguientes se emplean en el rotulado de todos los productos de diagndstico por PCR de Roche.

Tabla 23

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL] |

EC|REP

[ERRRRRRRRND]
BARCODE

LOT

REF

C€

CONTENT

Edad o fecha de nacimiento

Software auxiliar

Intervalo asignado
(copias/ml)

Intervalo asignado
(UI/mb

Representante autorizado
en la Comunidad Europea

Hoja de datos del c6digo
de barras

Cddigo de serie

Riesgo bioldgico

Numero de catélogo

Marcado CE de conformidad;
este dispositivo cumple con los
requisitos aplicables para el
marcado CE de un producto
sanitario para diagndstico

in vitro.

Fecha de recogida

Consulte las instrucciones
de uso

Suficiente para
<n> pruebas

Contenido del kit

Control

& Fecha de fabricacion

e

3

Dispositivo para pruebas
cerca del paciente

@' Dispositivo no apto para
pruebas cerca del paciente
Dispositivo no apto para
autoexamen

&P Distribuidor
(Nota: el pais o la region se indicard
debajo de este simbolo.)

No deben reutilizarse

Mujeres

Para evaluacién del
rendimiento IVD
Unicamente

Global Trade Item Number
(niimero mundial de un
articulo comercial)

GTIN

Importador

&

Producto sanitario para
diagnéstico in vitro

IVD

Limite inferior del intervalo

L I' R asignado

& Hombres

Fabricante

Control negativo

Sin esterilizar

*? Nombre del paciente

*# Numero del paciente
4

Abrir aqui
<4

Control positivo

Dispositivo para

‘ autoexamen
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Simbolos utilizados en las etiquetas de los productos de PCR para diagndstico de Roche

Ul de QS por reaccién de
PCR, utilice las unidades
QS |U/PCR internacionales (Ul) de QS
por reaccién de PCR para
el célculo de los resultados.

Numero de serie

SN

Centro

Site

| Procedure | Standard | Procedimiento estéandar

Esterilizado con 6xido
de etileno

® Almacenar en la oscuridad
-/ﬂ/ Limite de temperatura
@ Archivo de definicion

TDF

|STERILE[FO

de pruebas

Este lado hacia arriba

—

| Procedure | UltraSensitive | Procedimiento ultrasensible

Identificacion exclusiva del
dispositivo

UDI
Limite superior del intervalo

U I-R asignado
Urine Fill Line| Linea de llenado de orina

Solamente para EE. UU.:

la ley federal de los Estados

Unidos solo autoriza la venta
RX On Iy de este dispositivo a través

de un facultativo autorizado

o bajo prescripcién médica.

2 Fecha de caducidad

- Copias QS por reaccion de PCR, utilice copias QS
|0.s coples/ PCR | por reaccion de PCR para el célculo de los
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Asistencia técnica

Para obtener asistencia técnica, pongase en contacto con su afiliada local:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Fabricante e importador

Tabla24  Fabricante e importador

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876, USA
www.roche.com

Fabricado en los EE. UU.
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Marcas registradas y patentes

Consulte https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Copyright

©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

Roche Diagnostics GmbH
EC|REP Sandhofer Str. 116 c €
68305 Mannheim

Germany 2797
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Revision del documento

Informacion de revision del documento

Doc Rev. 2.0 Se ha incluido la mencién al instrumento cobas® 5800 a lo largo de todo el documento.
09/2023 Se ha actualizado el apartado Principios del procedimiento.

Se ha afiadido el apartado Requisitos para la manipulacion de reactivos en el
cobas® 5800 System.

Se ha afiadido el apartado Material adicional necesario para el cobas® 5800 System.
Se ha actualizado el apartado Instrumentos y software necesarios.

Se ha actualizado el apartado Precauciones y requisitos de manipulacion.

Se ha actualizado el apartado Instrucciones de uso.

Se ha actualizado el apartado Resultados y se ha afiadido el apartado Equivalencia entre
sistemas/Comparacion de sistemas.

Se ha actualizado la marca cobas®.

Péngase en contacto con su representante local de Roche para cualquier consulta.

Doc Rev. 3.0 Se ha actualizado la marca cobas®.

08/2024 Se ha corregido la Tabla 6 en referencia al periodo de estabilidad, que pasa de 10 horas a 36 dias
para cobas® HEV Control Kit y cobas® NHP Negative Control Kit.

Se ha actualizado la pagina de simbolos armonizados.

Péngase en contacto con su representante local de Roche para cualquier consulta.

Puede consultar el resumen del informe de seguridad y rendimiento en el siguiente enlace:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

09306820001-03ES
Doc Rev. 3.0 38




	cobas® HEV
	Uso previsto
	Resumen y explicación de la prueba
	Reactivos y materiales
	Reactivos y controles de cobas® HEV
	Reactivos cobas® omni para la preparación de muestras
	Requisitos de almacenamiento y manipulación
	Requisitos para la manipulación de reactivos en el cobas® 5800 System
	Requisitos para la manipulación de reactivos en los cobas® 6800/8800 Systems

	Material adicional necesario para el cobas® 5800 System
	Material adicional necesario para los cobas® 6800/8800 Systems
	Instrumentos y software necesarios

	Precauciones y requisitos de manipulación
	Advertencias y precauciones
	Manipulación de reactivos
	Buenas prácticas de laboratorio

	Recogida, transporte, almacenamiento y pooling de muestras
	Muestras de donantes vivos

	Instrucciones de uso
	Pipeteo y pooling de muestras automatizado (opcional)
	Notas sobre el procedimiento
	Ejecución de la prueba cobas® HEV en el cobas® 5800 System
	Ejecución de la prueba cobas® HEV en los cobas® 6800/8800 Systems

	Resultados
	Control de calidad y validez de los resultados en el cobas® 5800 System
	Resultados del control en el cobas® 5800 System

	Control de calidad y validez de los resultados en los cobas® 6800/8800 Systems
	Avisos de controles en los cobas® 6800/8800 Systems

	Interpretación de los resultados
	Información adicional para la interpretación de los resultados en el cobas® 5800 System
	Repetición de pruebas de muestras individuales
	Limitaciones del procedimiento
	Equivalencia entre sistemas/Comparación de sistemas

	Evaluación no clínica del rendimiento realizada en los cobas® 6800/8800 Systems
	Características clave de rendimiento — muestras de donantes vivos
	Límite de detección (LoD)
	Estándar internacional de la OMS

	Reproducibilidad
	Verificación del genotipo
	Especificidad analítica
	Especificidad analítica: sustancias interferentes
	Sustancias endógenas causantes de interferencias
	Sustancias exógenas causantes de interferencias

	Correlación
	Evaluación del rendimiento de la prueba cobas® HEV mediante comparación con la prueba Realstar® HEV RT-PCR Kit 1.0

	Fallo de todo el sistema


	Información adicional
	Características principales de la prueba
	Símbolos
	Asistencia técnica
	Fabricante e importador
	Marcas registradas y patentes
	Copyright
	Bibliografía
	Revisión del documento

	Word Bookmarks
	Key_performance_characteristics
	bookmark36
	REF1


