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UTILIZAGAO PRETENDIDA

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 é um teste qualitativo de amplificagéo de
4cidos nucleicosin vitro, destinado a detecgéo dos gendtipos 1 a 6 do ARN do virus da hepatite C (HCV) em
soro ou em plasma EDTA humano, utilizando o equipamento COBAS® AmpliPrep para o processamento
automéatico de amostras e o analisador COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48 para a
amplificagio e detecgéio automética. O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 est4
indicado para doentes que tém evidéncia clinica e/ou evidéncia bioquimica de doenga hepética e evidéncia de
anticorpos para infecgdo por HCV, e dos quais se suspeita que estejam activamente infectados com o HCV.
O teste pode ser utilizado para confirmar amostras positivas para anticorpos. A detecgdo de ARN do HCV
indica que o virus esta em replicagéo e, por conseguinte, € uma evidéncia de infecgéo activa.

0 teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 nio se destina a ser utilizado
como teste de rastreio para determinar a presenca do HCV no sangue ou em produtos derivados do
sangue.

A secgdo Informagéo de Revisdo do Documento encontra-se no final deste documento.
07941706001-04PT 1 Doc Rev. 4.0 (Mfg-US)



RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

0 virus da hepatite C é considerado como o principal agente etioldgico responsavel por 90 a 95% dos casos de
hepatite pos-transfusional’“. O HCV é um virus ARN de cadeia simples, polaridade positiva, apresentando um
genoma de aproximadamente 9.500 nucleétidos que codificam 3.000 aminoécidos. Enquanto virus transmitido
por via sanguinea, o HCV pode ser transmitido através do sangue e de produtos derivados do sangue.
A adopgédo generalizada de medidas de rastreio de HCV no sangue, reduziu significativamente o risco de
hepatite associada a transfusdes sanguineas. A incidéncia de infecgdo por HCV é mais elevada em associagéo
com o abuso de drogas por via intravenosa e, em menor grau, com outras exposi¢des percutaneas‘.
A prevaléncia global de infecgdo por HCV, segundo determinagéo por imunoserologia, varia entre 0,6%, no
Canadé, e 1,5%, no Japdo®. As taxas de depuragdo viral espontanea em individuos expostos sdo muito
varidveis; foram observadas taxas entre 10 e 60% quando medidas clinicamente por normalizagéo das enzimas
hepaticas e depuragéo de ARN do HCV do plasma®.

As particulas virais do HCV ndo podem ser cultivadas a partir de amostras de sangue infectado; por
conseguinte a presenca de anticorpos anti-HCV em doentes infectados por HCV deu origem ao
desenvolvimento de ensaios imunoseroldgicos especificos para estes anticorpos. No entanto, a presenca de
anticorpos-HCV constitui uma medida de exposicédo anterior a infecgdo por HCV, mas ndo pode ser
considerada um marcador para uma infecgéo actual. A medicéo de niveis de alanina aminotransferase (ALT) é
considerada como sendo um indicador de substituigdo de infecgéo por HCV, mas ndo é uma medida directa
de viremia.

Alternativamente, a detecgdo de ARN do HCV por testes de &cido nucleico podera fornecer evidéncia de
infecgdo actual. Utilizando testes de &cido nucleico, é possivel detectar viremia do HCV anterior a
seroconversdo imunoldgica®”. Uma vez que os testes de &cido nucleico conseguem detectar ARN do HCV
directamente, ou seja, independentemente do estado imunoldégico do doente, um teste com base em 4cidos
nucleicos constitui um meio valioso para a detecgdo de ARN do HCV em doentes com insuficiéncia
imunoldgica®.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 é um teste de amplificagdo de acidos
nucleicos, destinado a detecgdo do ARN do virus da hepatite C (HCV) em soro ou plasma EDTA humano.
A preparagéo de amostras ¢ automatizada utilizando o equipamento COBAS® AmpliPrep, com amplificagéo e
detecgéo automatizadas utilizando o analisador COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48.

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 baseia-se em trés processos principais:
(1) preparagéo de amostras para isolar ARN do HCV, (2) transcrigdo reversa do ARN alvo para produzir ADN
complementar (CADN) e (3) realizagdo simultanea de amplificagdo por PCR do cADN alvo e detecgdo das
sondas de detecg&o oligonucleotidicas duplamente marcadas e clivadas especificas do alvo.

Preparacédo de Amostras

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS®™ TagMan® HCV, v2.0 efectua a preparagdo automatica de
amostras no equipamento COBAS® AmpliPrep através de uma técnica genérica de captura a base de silica.
O volume de entrada de amostra é de 650 pl, enquanto que o procedimento processa 500 pl de plasma EDTA
ou soro. As particulas virais do HCV séo sujeitas a lise por incubagéo a temperatura elevada com protease e
lise caotrépica/tampédo de ligagdo que libertam écidos nucleicos e protegem o ARN do HCV libertado de
RNases no soro ou plasma EDTA. Introduz-se a protease e um niimero conhecido de moléculas de ARN de
Controlo Interno (C) do HCV em cada amostra, em conjunto com o reagente de lise e particulas magnéticas
de vidro. Subsequentemente, a mistura é incubada e o ARN do HCV e o ARN do CI do HCV ligam-se a
superficie das particulas magnéticas de vidro. As substancias ndo ligadas, tais como sais, proteinas e outras
impurezas celulares, sdo removidas lavando as particulas magnéticas de vidro. Depois da separagdo das
esferas e conclusdo dos passos de lavagem, os dcidos nucleicos adsorvidos séo eluidos a uma temperatura
elevada com uma solugéo aquosa. A amostra processada, contendo o ARN do HCV e o ARN do CI do HCV
libertados, é adicionada & mistura de amplificag&o e transferida para o analisador COBAS® TagMan® ou para o
analisador COBAS® TagMan® 48.
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Transcricéo reversa e amplificacdo por PCR

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 utiliza transcrigéo reversa do ARN do
HCV para produzir ADN complementar (CADN) e amplificagdo por PCR do cADN utilizando iniciadores que
definem uma sequéncia dentro da regido 5' ndo traduzida, altamente conservada do genoma do HCV®.
A sequéncia de nucleétidos dos iniciadores foi optimizada para se obter uma amplificagdo comparével dos
gendtipos 1 a 6 do HCV. A reacgéo de transcrigéo reversa e amplificagdo por PCR é efectuada com uma
mistura optimizada de enzimas termoestéveis recombinantes: polimerases do ADN Z05 e Z05D. Na presenga
de manganés (Mn?*) e sob condigdes de tamponamento apropriadas, a Z05 e a Z05D apresentam uma
actividade simultaneamente de transcriptase reversa e de polimerase do ADN. Isto permite que a transcrigédo
reversa e a amplificagéo por PCR ocorram em conjunto com a detecgdo em tempo real do amplicon.

As amostras processadas sdo adicionadas a mistura de amplificagdo em tubos de amplificagéo (tubos-K) nos
quais tém lugar a transcrigéo reversa e a amplificagédo por PCR. A mistura de reacgéo é aquecida para permitir
que um iniciador a jusante se ligue especificamente ao ARN alvo do HCV e ao ARN do Cl do HCV. Na
presenca de Mn?* e de trifosfatos de desoxinucledsidos (ANTPs) em excesso, incluindo trifosfatos de
desoxiadenosina, de desoxiguanosina, de desoxicitidina e de desoxiuridina, as polimerases Z05 e Z05D
alongam os iniciadores ligados formando a uma cadeia de ADN complementar do ARN alvo.

Amplificacdo do Alvo

Apds a transcrigéo reversa do ARN alvo do HCV e do ARN do Cl do HCV, o termociclador do analisador
COBAS®™ TagMan® ou do analisador COBAS® TagMan® 48 aquece a mistura de reacgéo para desnaturar os
hibridos ARN:cADN e expor as especificas sequéncias alvo do iniciador. A medida que a mistura arrefece, os
iniciadores ligam-se ao cADN alvo. As polimerases de ADN termoestéveis (Z05 e Z05D), na presenca de Mn?*
e de trifosfatos de desoxinucleésido (ANTPs) em excesso, alongam os iniciadores ligados ao longo do modelo
alvo para produzir uma molécula de ADN de dupla cadeia denominada amplicon. O analisador COBAS®
TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48 repete automaticamente este processo durante um
determinado niimero de ciclos, cada um duplicando eficazmente a quantidade de ADN amplicon. O ndimero
necessério de ciclos é pré-programado no analisador COBAS® TagMan® ou no analisador COBAS®
TagMan® 48. A amplificagdo ocorre apenas na regido do genoma do HCV que se encontra entre 0s
iniciadores; ndo se amplifica todo o genoma do HCV.

Amplificacdo selectiva

No teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0, a amplificagdo selectiva do écido
nucleico alvo da amostra € conseguida com a utilizagdo de uma enzima AmpErase (uracil-N-glicosilase) e de
trifosfato de desoxiuridina (dUTP). A enzima AmpErase reconhece e catalisa a destrui¢do de cadeias de ADN
que contém desoxiuridina'®, mas néo as de ADN que contém desoxitimidina. A desoxiuridina n&o se encontra
em ADN existente na natureza, mas estd sempre presente no amplicon, devido ao uso de trifosfato de
desoxiuridina como um dos dNTPs do reagente de Mistura Principal; por conseguinte, o amplicon é o Gnico
que contém desoxiuridina. A deoxiuridina torna o amplicon contaminante susceptivel & destruigdo pela enzima
AmpErase antes da amplificagdo do ADN alvo. Igualmente, qualquer produto néo especifico formado apés a
activagdo inicial da Mistura Principal pelo manganés € destruido pela enzima AmpErase. A enzima AmpErase,
que estd incluida no reagente de Mistura Principal, catalisa a clivagem de ADN contendo desoxiuridina em
residuos de desoxiuridina, abrindo a cadeia de desoxiribose na posigdo C1. Quando aquecida no primeiro
passo do ciclo térmico, a cadeia de ADN do amplicon quebra-se na posigéo da deoxiuridina, tornando assim o
ADN n&o amplificavel. A enzima AmpErase permanece inactiva durante um longo periodo de tempo uma vez
exposta a temperaturas acima dos 55 °C, ou seja, durante os passos de ciclismo térmico, pelo que néo destroi
o amplicon alvo formado durante toda a reacgéo de PCR.
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D do de 1 I las e clivadas e de ARN do HCV

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 utiliza tecnologia de PCR em tempo
real’*'®. A utilizagdo de sondas fluorescentes duplamente marcadas permite a detecgéo em tempo real da
acumulagéo de produtos da PCR, monitorizando a intensidade da emissdo dos corantes sinalizadores
fluorescentes libertados durante o processo de amplificagdo. As sondas consistem em sondas
oligonucleotidicas especificas do HCV e do Cl do HCV com um corante sinalizador € um corante supressor. No
teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0, as sondas do HCV e do Cl do HCV estdo
marcadas com diferentes corantes sinalizadores fluorescentes. Quando estas sondas estdo intactas, a
fluorescéncia do corante sinalizador é suprimida pela proximidade do corante supressor devido aos efeitos de
transferéncia de energia do tipo Forster. Durante a PCR, a sonda hibridiza-se para uma sequéncia alvo e é
clivada pela actividade da nuclease 5' — 3' das polimerases do ADN Z05 e Z05D termoestaveis. Uma vez
libertados e separados os corantes de sinalizagdo e de supresséo, a supresséo deixa de ocorrer, e é aumentada
a actividade fluorescente do corante sinalizador. As amplificagbes do ARN do HCV e do ARN do CI do HCV séo
determinadas independentemente a diferentes comprimentos de onda. Este processo é repetido durante um
nimero designado de ciclos, sendo a intensidade da emissdo dos corantes sinalizadores individuais
aumentada eficazmente com cada ciclo, permitindo a identificagédo independente do ARN do HCV e do ARN
do Cl do HCV.

Em processos de amplificagéo de 4cidos nucleicos, a eficiéncia pode ser reduzida por inibidores que possam
estar presentes na amostra. O Cl do HCV foi adicionado ao teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HCV, v2.0 para permitir a identificagio das amostras processadas que contém substancias passiveis
de interferir com a amplificagdo por PCR. O Cl do HCV é uma estrutura de armored RNA (aRNA) néo
infecciosa que contém fragmentos de sequéncias de HCV com locais de ligagdo do iniciador idénticos aos do
ARN alvo do HCV e uma regido (nica de ligagdo da sonda que permite que o amplicon do Cl do HCV se
distinga do amplicon alvo do HCV. E utilizado como um controlo da extracgdo e amplificagédo de cada amostra
processada independentemente.

Durante a fase de prolongamento da PCR no analisador COBAS® TagMan® ou no analisador COBAS®
TagMan® 48, as amostras séo iluminadas e excitadas por luz filtrada, e séo recolhidos dados de fluorescéncia
das emissoes filtradas para cada amostra. As leituras de cada amostra sdo entéo corrigidas tendo em conta as
flutuagdes de equipamentos. Estas leituras de fluorescéncia sdo enviadas pelo equipamento para o software
AMPLILINK e armazenadas numa base de dados. Verificagdes prévias sdo utilizadas para determinar se os
dados de ARN do HCV e de ARN do CI do HCV representam conjuntos vélidos, sendo gerados alarmes
quando os dados se encontram fora dos limites predefinidos. Depois de concluidas e aprovadas todas as
verificages prévias, as leituras de fluorescéncia séo processadas para gerar valores de Ct para o ARN do HCV
e para o ARN do ClI do HCV. Os resultados sdo indicados como positivos ou negativos.

REAGENTES

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV 72 testes

Qualitative Test, v2.0
(P/N: 05480477 190)

HCV QL v2.0 CS1 1x 72 testes
(Cassete de Reagente de Particulas Magnéticas de Vidro HCV) 1x7,0ml
Particulas magnéticas de vidro
Tampdo Tris
0,09% de azida sédica
0,1% de metilparabeno

HCV QL v2.0 CS2 1x 72 testes
(Cassete de Reagente de Lise do HCV) 1x78,0ml
Citrato de sddio dihidratado
42,5% de tiocianato de guanidina
< 6% de polidocanol
0,9% de ditiotreitol
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HCV QL v2.0 CS3 1x 72 testes
Cassete Multi-Reagente de HCV contendo:

Pase 1x38ml
(Solugéo de proteinase)

Tampao Tris

< 0,05% de EDTA

Cloreto de célcio

Acetato de célcio

- 7,8% de Proteinase

Glicerol

EB 1x81ml
(Tampéo de eluigdo)

Tampao base Tris

0,09% de azida sédica

HCV QL v2.0 CS4 1X 72 testes
Cassete de Reagente Especifica de Teste HCV contendo:
IC 1x36ml
(Controlo interno do HCV)
Tampdo Tris
EDTA

< 0,002% de ARN de Poli rA (sintético)

< 0,001% de estrutura de Armored RNA do HCV contendo sequéncias de ligagdo
do iniciador do HCV e uma regigo Gnica de ligagdo da sonda
(ARN néo infeccioso em bacteri6fagos MS2)

0,05% de azida sédica

MMX 1x35ml
(Mistura Principal HCV)
Tampdo de tricina
Acetato de potéssio
Hidréxido de potassio
< 20% de sulféxido de dimetilo
Glicerol
<0,004% de dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0,002% de iniciadores a montante e a jusante para a regido 5' UTR
(ndo traduzida) do HCV
< 0,001% de sondas oligonucleotidicas de marcagéo fluorescente especificas
para o HCV e para o Controlo Interno do HCV
< 0,001% de aptamero oligonucleotidico
< 0,05% das polimerases do ADN Z05 e Z05D
(de origem microbiana)
< 0,1% de enzima de AmpErase (uracil-N-glicosilase)
(de origem microbiana)
0,09% de azida sédica

Mn2* 1x198ml
(Solugéo de Manganés COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

< 0,5% de acetato de manganés

Acido acético glacial

0,09% de azida sodica

HCV (+) C,v2.0 6x 0,85 ml
(Controlo Positivo do HCV)
< 0,001% de estrutura de Armored RNA do HCV contendo sequéncias do HCV
(ARN néo infeccioso em bacteri6fagos MS2)
Plasma humano negativo, ndo reactivo em testes para anticorpos contra HCV,
anticorpos contra HIV-1/2, antigénio p24 do HIV e HBsAg; ARN do HIV-1,
ARN do HCV e ADN do HBV néo detectaveis por métodos de PCR
0,1% de conservante ProClin® 300
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CTM(-)C 6x1,0ml
[Controlo Negativo (Plasma Humano) COBAS® TagMan®]
Plasma humano negativo, nédo reactivo em testes para anticorpos contra HCV,
anticorpos contra HIV-1/2, antigénio p24 do HIV e HBsAg; ARN do HIV-1,
ARN do HCV e ADN do HBV nao detectaveis por métodos de PCR
0,1% de conservante ProClin® 300

HCV (+) C, v2.0 Clip 1 x 6 Clipes
(Clipe de cédigo de barras de Controlo Positivo do HCV)

HCV (-) C, v2.0 Clip 1 x 6 Clipes
(Clipe de cédigo de barras de Controlo Negativo do HCV)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent 1x511

Reagente de Lavagem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(P/N: 03587797 190)

PGWR

(Reagente de Lavagem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)
Citrato de sédio dihidratado
<0,1% de N-Metilisotiazolona-HCI

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES DE PROCEDIMENTO

A semelhanga do que sucede com qualquer procedimento de teste, uma boa técnica laboratorial é essencial

para um desempenho adequado deste ensaio. Em virtude da elevada sensibilidade deste teste, deverdo ser

tomadas as devidas precaugdes para manter os reagentes e as misturas de amplificagéo livres de

contaminagéo.

A.  PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO /N VITRO.

B. Este teste destina-se a ser utilizado com plasma ou soro humano colhido no anticoagulante EDTA.

C. Nao pipetar com a boca.

D. Né&o comer, beber ou fumar em éareas de trabalho laboratorial. Usar luvas protectoras descartaveis, batas
de laboratério e protecgdo para os olhos quando manusear amostras e reagentes do kit. Lavar
cuidadosamente as médos ap6s manusear amostras e reagentes do teste.

E. Evite a contaminagdo microbiana e por ribonuclease dos reagentes quando remover as aliquotas dos
frascos de controlo.

F.  Recomenda-se a utilizagéo de pipetas e de pontas de pipeta isentas de RNase esterilizadas e descartaveis.
G. Néo misture controlos de lotes diferentes nem de frascos diferentes do mesmo lote.
H. Né&o misture cassetes de reagente ou controlos de kits diferentes.

I N&o abra cassetes COBAS® AmpliPrep, nem troque, misture, retire ou acrescente frascos.

J. Elimine os reagentes nédo usados, residuos e amostras em conformidade com os regulamentos nacionais,
federais, estaduais e locais.

K. Néo utilize os kits fora do prazo de validade.

L. Estdo disponiveis Folhas de Dados de Seguranga (SDS, Safety Data Sheets) que podem ser solicitadas
ao representante local da Roche.
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. As amostras e os controlos deverdo ser manipulados como se fossem infecciosos, utilizando

procedimentos de laboratério seguros, tais como os delineados em Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories' e no Documento M29-A3'? do CLSI. Limpe e desinfecte cuidadosamente todas
as superficies de trabalho com uma solugéo recentemente preparada de hipocloreto de sédio a 0,5 % em
4gua desionizada ou destilada.

Os CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0 contém plasma humano derivado do sangue humano. O material de
origem foi submetido a testes e considerado como néo reactivo para a presenga de antigénio de superficie
da Hepatite B (HBsAg), anticorpos contra o HIV-1/2 e o HCV, e antigénio p24 do HIV. Os testes de Plasma
Humano Negativo através de métodos PCR ndo mostraram quaisquer ARN de HIV-1, ARN de HCV ou
ADN de HBV detectéveis. Nenhum método de teste conhecido pode oferecer uma garantia completa de
que os produtos derivados do sangue humano néo transmitirdo agentes infecciosos. Por conseguinte,
todos os materiais de origem humana, incluindo os CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0, deverdo ser
considerados como potencialmente infecciosos.

Os MPG, EB, IC, Mn?* e MMX contém azida sddica. A azida sddica pode reagir com tubagens de
chumbo e de cobre, produzindo azidas metélicas altamente explosivas. Ao eliminar solugdes com azida
sédica pela canalizagéo do laboratdrio, lave os canos com &gua em abundéncia, de modo a evitar a
acumulagéo de azidas.

Use protecgdo para os olhos, batas de laboratério e luvas descartdveis quando manusear qualquer
reagente. Evitar o contacto destes materiais com a pele, olhos ou membranas mucosas. Se ocorrer
contacto, lavar imediatamente com dgua em abundancia. Caso néo seja efectuado tratamento, podem
surgir queimaduras. Caso ocorra derramamento destes reagentes, dilua com dgua antes de limpar.

Néo permita que HCV QL v2.0 CS2 e desperdicios liquidos incluindo Unidades de Processamento de
Amostras (SPUs) COBAS® AmpliPrep usadas do equipamento COBAS® AmpliPrep, que contém tiocianato
de guanidina, entrem em contacto com solugéo de hipocloreto de sédio (lixivia). Estas misturas podem
produzir um gés altamente téxico.

REQUISITOS DE ARMAZENAMENTO E MANUSEAMENTO

A

Antes de utilizar, inspecione visualmente cada cassete de reagente para se assegurar de que ndo
existem sinais de derrame. Se existir algum indicio de derrame, ndo utilize esse material para testes.

Armazene os HCV QL v2.0 CS1, HCV QL v2.0 CS2, HCV QL v2.0 CS3 e HCV QL v2.0 CS4 entre
2 e 8 °C. Sem terem sido usados, estes reagentes mantém-se estéveis até ao fim do prazo de validade
indicado. Uma vez usados, estes reagentes mantém-se estéveis durante 70 dias entre 2 e 8 °C, ou até ao
fim do prazo de validade indicado, o que primeiro se verificar. Os HCV QL v2.0 CS1, HCV QL v2.0 CS2,
HCV QL v2.0 CS3 e HCV QL v2.0 CS4 podem ser utilizados até um méaximo de 96 horas acumuladas a
bordo do equipamento COBAS® AmpliPrep. Os reagentes devem ser armazenados entre 2 e 8 °C entre os
ciclos do equipamento.

Armazene os HCV (+) C, v2.0 e CTM (=) C entre 2 e 8 °C. Os controlos mantém-se estéveis até ao fim
do prazo de validade indicado. Uma vez abertos, qualquer porgéo nédo usada tem de ser eliminada.

Armazene os clipes de cédigos de barras [HCV (+) C, v2.0 Clip e HCV (-) C, v2.0 Clip] a uma
temperatura entre 2 e 30 °C.

Armazene o PG WR entre 2 e 30 °C. O PG WR néo usado permanece estavel até ao fim do prazo de
validade indicado. Uma vez aberto, este reagente mantém-se estavel durante 28 dias entre 2 e 30 °C, ou
até ao fim do prazo de validade indicado, o que primeiro se verificar.
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MATERIAIS FORNECIDOS

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Qualitative Test, v2.0

HCV QL v2.0 CS1
(Cassete de Reagente de Particulas Magnéticas de Vidro HCV)

HCV QL v2.0 CS2
(Cassete de Reagente de Lise do HCV)

HCV QL v2.0 CS3
(Cassete de Multi-Reagentes do HCV)

HCV QL v2.0 CS4
(Cassete de Reagente Especifica de Teste HCV)

HCV (+) C,v2.0
(Controlo positivo do HCV)

CTIM(-) C
[Controlo Negativo (Plasma Humano) COBAS® TagMan®]

HCV (+) C, v2.0 Clip
(Clipe de cédigo de barras de Controlo Positivo do HCV)

HCV (-) C, v2.0 Clip
(Clipe de codigo de barras de Controlo Negativo do HCV)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

Reagente de Lavagem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

PGWR

(Reagente de Lavagem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®)

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Equipamentos e Software

Equipamento COBAS® AmpliPrep
Analisador COBAS® TagMan® ou analisador COBAS® TagMan® 48
Docking Station (Estagdo de Ancoragem) - (opcional)

Equipamento cobas p 630 (opcional)
Software AMPLILINK verséo série 3.3 ou verséo série 3.4

Unidade de controlo para o software AMPLILINK, com impressora

Manuais do equipamento e do software:

Manual do equipamento COBAS® AmpliPrep para utilizagdo com o software AMPLILINK
versdo série 3.3 ou versdo série 3.4

Manual do equipamento para o analisador COBAS® TagMan® para utilizagdo com o software
AMPLILINK verséo série 3.3 ou verséo série 3.4

Manual do equipamento para o analisador COBAS® TagMan® 48 para utilizagdo com o
software AMPLILINK versdes série 3.3 e 3.4

Manual de Aplicagdo do software AMPLILINK Versdo Série 3.3 para utilizagdo com o
equipamento COBAS® AmpliPrep, o analisador COBAS® TagMan®, o analisador COBAS®
TagMan® 48, o analisador COBAS® AMPLICOR e o equipamento cobas p 630

ou
Manual da Aplicagdo do Software AMPLILINK Verséo Série 3.4
Opcional: manual do Operador do equipamento cobas p 630, versédo do software 2.2
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e Ficheiro de Definicdo de Teste (TDF). Para o nome e a verséo actual do TDF, consulte o cartdo
informativo do produto fornecido no Kkit.
Outros materiais
e Rack de amostras (rack SK 24)
e Rack de reagentes
e Rack de SPUs
e Suporte-K
e Transportador de suporte-K
e Rack de suportes-K

e Pipetas com pontas com barreira para aerosséis ou de deslocamento positivo isentas de RNase
(capacidade de 1000 pl); a preciséo das pipetas deve situar-se dentro de 3% do volume indicado.
Devem ser usadas pontas com barreira para aerosséis ou de deslocamento positivo e isentas de
RNase para impedir a contaminag&o cruzada da amostra e do amplicon.

e Luvas descartaveis isentas de p6
e Misturador de agitagéo forte

Produtos descartaveis
e Unidades de processamento de amostras (SPUs)
e Tubos de entrada de amostras (tubos-S) com clipes de cédigos de barras
e Rack de pontas-K
e Caixa de tubos-K de 12 x 96

COLHEITA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

NOTA: M: ie todas as ec los tendo em conta a possibilidade de transmitirem
agentes infecciosos.
C ita e Ar de Amostras

O teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 destina-se a ser utilizado com amostras
de soro ou plasma EDTA. O sangue deveré ser colhido em Tubos de Separagéo de Soro SST®, Tubos de
Preparagéo de Plasma BD Vacutainer® PPT™ para métodos de teste de diagndstico molecular ou em tubos
esterilizados utilizando EDTA (topo lils) como anticoagulante. Para o manuseamento dos tubos de colheita,
siga as instrugdes do fabricante. As amostras acabadas de colher (sangue total) poderdo ser conservadas
entre 2 a 25 °C durante até 24 horas antes da centrifugagéo. Depois da centrifugagéo, transfira o soro ou
plasma EDTA para um tubo de polipropileno esterilizado. Recomenda-se que as amostras sejam armazenadas
em aliquotas de aproximadamente 1.000 pl, em tubos de polipropileno esterilizados de 2,0 ml, com tampas de
enroscar (tais como os micro tubos de 2 ml com tampa de enroscar da Sarstedt). As amostras de soro ou
plasma EDTA podem ser armazenadas:

— Entre 2 e 8 °C durante até 72 horas

— Entre-20 °C e -80 °C durante até 6 semanas
As amostras de soro e plasma EDTA podem ser congeladas e descongeladas até um méximo de 5 vezes sem
perda de ARN do HCV.

Transporte de Amostras

0 transporte de sangue total, soro ou plasma EDTA deve obedecer as regulamentagdes nacionais, federais,
estatais e locais relativas ao transporte de agentes etiolgicos'™. O sangue total deve ser transportado entre
2 e 25 °C e centrifugado no prazo de 24 horas apés a colheita. O plasma EDTA ou o soro podem ser
transportados entre 2 °C e 8 °C ou congelados entre -20 °C e -80 °C.

07941706001-04PT 9 Doc Rev. 4.0 (Mfg-US)



INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Para instrugées de funcionamento detalhadas, uma descrigéo das configuragdes possiveis, impressdo de
resultados e interpretagéo de alarmes, comentdrios e mensagens de erro, consulte os manuais do software
AMPLILINK, vers&o série 3.3 ou 3.4, conforme indicado na lista da secgéo "Equipamentos e Software".

T ho do lote e Confi a

9!

Cada kit contém reagentes suficientes para 72 testes, que podem ser executados em lotes de 12 a 24 testes.
Pelo menos um de cada controlo [CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0] deve ser incluido em cada lote (consultar a
secgdo "Controlo de Qualidade"). A execugéo no analisador COBAS™ TagMan® ou no analisador COBAS®™
TagMan® 48 tem que ser iniciada no prazo de 120 minutos ap6s a conclusio da preparagéo de amostras e
controlos. Ndo CONGELE nem ARMAZENE amostras e controlos processados entre 2 e 8 °C.

Preparacgéo de Amostras e Controlos

Se utilizar amostras congeladas, coloque as amostras a temperatura ambiente até ficarem completamente
descongeladas e misture com agitag&o forte durante 3 a 5 segundos antes de utilizar. Os controlos deverdo ser
retirados do armazenamento entre 2 e 8 °C, aguardar que atinjam a temperatura ambiente e misturados com
agitacéo forte durante 3 a 5 segundos antes de utilizar.

Configurago do equipamento COBAS® AmpliPrep

Parte A. Manutencéo e Purga

Al. 0 equipamento COBAS® AmpliPrep esta pronto para funcionar em modo de espera (stand-by).

A2. Ligue (ON) a unidade de controlo do software AMPLILINK. Prepare a unidade de controlo da seguinte
maneira:

1. Inicie sessdo no sistema operativo Microsoft Windows.

2. Faga duplo clique no icone do software AMPLILINK.

3. Inicie sessdo no software AMPLILINK introduzindo a ID de utilizador e a palavra-passe.
A3. Verifique a quantidade do PG WR através do ecré Status e substitua, caso seja necessario.

Ad4. Execute todos os itens de manutengéo existentes na lista do separador Due. O equipamento COBAS®
AmpliPrep faz automaticamente a purga do sistema.

Parte B. Carr de C de R
NOTA: Todas as cassetes de reagente devem ser retiradas do entre 2 e 8 °C,
das imedi: no i COBAS® AmpliPrep e delxadas equtllbrar a
] no ] pelo menos 30 mii antes da p.
ser processada. Nao deixe que as de injam a 7 fora
do equipamento, dado que se pode formar 40 nas etil de Sdi de barras.

Néo limpe a condensacéo se esta se formar nas etrquetas de cadigos de barras.

B1. Cologue HCV QL v2.0 CS1 numa rack de reagentes. Coloque HCV QL v2.0 CS2, HCV QL v2.0 CS3 e
HCV QL v2.0 CS4 numa rack de reagentes diferente.

B2. Carregue a rack de reagentes que contém HCV QL v2.0 CS1 na posicdo de rack A do equipamento
COBAS® AmpliPrep.

B3. Carregue a rack de reagentes que contém HCV QL v2.0 CS2, HCV QL v2.0 CS3 e HCV QL v2.0 CS4 na

posigéo de rack B, C, D ou E do equipamento COBAS® AmpliPrep (para informagdes mais detalhadas,
consulte os manuais do equipamento apropriados).
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Parte C. Carregamento de Produtos Descartaveis

NOTA: Determine o nitimero jrio de de COBAS® AmpliPrep, unidades de
de (SPUs), tubos de entrada de amostras (tubos-S), pontas-K e
tubos—l( Para cada ouc lo sdo jrios uma SPU, um tubo-S de entrada,

uma ponta-K e um tubo-K.

Séo possiveis varias configuragdes para a utilizagdo do equipamento COBAS® AmpliPrep com o analisador
COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48. Consoante a configuragéo utilizada, carregue o
nuimero adequado de racks de cassetes de reagentes, racks de amostras com tubos-S de entrada, racks
de SPU, racks de pontas-K, racks de tubos-K e suportes-K em racks de suportes-K nas respectivas
posigdes de rack do equipamento COBAS® AmpliPrep.

¢

. Coloque as SPUs na(s) rack(s) de SPUs e carregue a(s) rack(s) na posigéo de rack J, K ou L do
equipamento COBAS® AmpliPrep.

C2. Consoante a configuracéo utilizada, carregue rack(s) cheia(s) de tubos-K na posigéo de rack M, N, O ou P
do equipamento COBAS® AmpliPrep.

C3. Carregue rack(s) cheia(s) de pontas-K na posigéo de rack M, N, O ou P do equipamento COBAS® AmpliPrep.

C4. Consoante a configuragéo utilizada, carregue suportes-K em rack(s) de suportes-K na posigéo de rack M,
N, O ou P do equipamento COBAS® AmpliPrep.

Parte D. Pedido e Carregamento de Amostras

D1. Prepare as racks de amostras da seguinte maneira: prenda um clipe de etiqueta de cédigo de barras a
cada posigdo de rack de amostras onde serd colocada uma amostra (tubo-S). Prenda um dos clipes de
etiquetas de cédigos de barras especificos para os controlos [CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0] a cada
posigdo de rack de amostras onde os controlos (tubo-S) serdo colocados. Os clipes de etiquetas de
codigos de barras dos controlos devem ter o mesmo ntimero de lote de controlo dos frascos de controlo
do kit. Tenha cuidado para atribuir o controlo correcto a posi¢do com o clipe de cddigo de barras de
controlo adequado. Coloque um tubo-S de entrada em cada posigéo que contém um clipe de etiqueta de
codigo de barras.

D2.

N

Utilizando o software AMPLILINK, crie pedidos de amostras para todas as amostras e controlos no
separador Sample da janela Orders. Seleccione o ficheiro de teste apropriado e conclua guardando.

D

@

. Atribua pedidos de amostras e de controlos as posigdes de rack de amostras no separador Sample Rack
da janela Orders. O nimero da rack de amostras deve ser o mesmo da rack preparada no Passo D1.

D

&

Imprima o relatério Sample Rack Order para o utilizar como uma folha de trabalho.

D5.

s

Prepare racks de amostras e de controlos na drea designada para a adigdo de amostras e controlos, da
seguinte maneira: Misture com agitacéo forte cada amostra e controlo [CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0]
durante 3 a 5 segundos. Evite contaminar as luvas quando manipular as amostras e controlos.

D

>

. Transfira 650 pl de cada amostra e controlo [CTM (=) C e HCV (+) C, v2.0] para o tubo-S de entrada
apropriado com etiqueta de cddigo de barras, utilizando uma micropipeta com uma ponta com barreira
para aerossois ou de deslocamento positivo isenta de RNase. Evite transferir particulas e/ou codgulos
de fibrina da amostra original para o tubo-S de entrada. As amostras e controlos devem ser
transferidos para posigdes de tubos, conforme atribuido e registado na folha de trabalho do passo D4. Os
clipes de etiquetas de cédigos de barras dos controlos devem ter o mesmo niimero de lote de controlo dos
frascos de controlo do kit. Atribua o controlo correcto a posigdo com o clipe de cddigo de barras de
controlo adequado. Evite inar a parte superior dos tubos-S com amostras ou controlos.

D

~

. Se utilizar o equipamento cobas p 630 para a preparagdo de amostras, consulte o Manual do Operador
do equipamento cobas p 630.

Ds.

<3

Consoante a configuracéo utilizada, carregue a(s) rack(s) de amostras cheia(s) com tubos-S de entrada
nas posigdes de rack F, G ou H do equipamento COBAS® AmpliPrep.

Do.

©

Consoante a configuragéo utilizada, carregue a(s) rack(s) de amostras com tubos-S de entrada e tubos-K
(um para cada tubo-S de entrada, carregado na posicéo da direita adjacente aos tubos-S de entrada) na
posigéo de rack F, G ou H do equipamento COBAS® AmpliPrep.
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Parte E. Inicio da execugéo no equipamento COBAS® AmpliPrep

E1. Inicie o equipamento COBAS® AmpliPrep utilizando o software AMPLILINK.

Parte F. Final da execugéo no equipamento COBAS® AmpliPrep e feréncia para o lisad
COBAS® TagMan® ou o lisador COBAS® TagMan® 48 (apenas para transferéncia
manual)

F1. Verifique se existem alarmes ou mensagens de erro.

F2. Retire as amostras e 0s controlos processados do equipamento COBAS® AmpliPrep em racks de amostras
(para o analisador COBAS® TaqMan® sem Estagéo de Acoplagem) ou em racks de suportes-K (para o
analisador COBAS® TagMan® 48), consoante a configuragéo.

F3. Remova os desperdicios do equipamento COBAS® AmpliPrep.

NOTA: Todas as e los pr los ndo devem ser expostos a luz depois de
concluida a preparacdo de amostras e controlos.

Amplificacéo e deteccdo

Configurag&o do analisador COBAS® TagMan® ou analisador COBAS® TagMan® 48

A execugo no analisador COBAS® TagMan® ou no analisador COBAS® TagMan® 48 tem que ser iniciada no
prazo de 120 minutos apés a conclusdo da preparagdo de amostras e controlos. Ndo CONGELE nem
ARMAZENE amostras e controlos processados entre 2 e 8 °C.

Parte G. Carregamento de Amostras Processadas

G1. Consoante a configuragéo do equipamento, execute os passos apropriados para transferir os tubos-K para
o analisador COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48.

Parte H. Inicio da f0 no analisador COBAS® TagMan® ou no analisador COBAS® TagMan® 48

H1. Inicie o analisador COBAS® TaqMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48 consoante a configuragéo
utilizada.

Partel. Finalda do no lisador COBAS® TagMan® ou no lisador COBAS® TagMan® 48

1. Apds a concluséo da execugio no analisador COBAS® TagMan® ou no analisador COBAS® TagMan® 48,
imprima o Relatério dos Resultados. Verifique se existem alarmes ou mensagens de erro no Relatério dos
Resultados. As amostras com alarmes e comentdrios séo interpretadas conforme descrito na secgédo
"Resultados". Depois de os aceitar, armazene os dados no arquivo.

12. Retire os tubos-K usados do analisador COBAS® TagMan® ou do analisador COBAS® TagMan® 48.

CONTROLO DE QUALIDADE

Em cada lote de testes, deve ser incluido um Controlo Negativo COBAS® TagMan® e um Controlo Positivo do
HCV. O lote é vélido se ndo aparecer nenhum alarme para quaisquer dos controlos [HCV (+) C, v2.0 e
CTM (-) C].

Néo existe qualquer requisito relativamente a posigéo dos controlos no suporte de amostras.

Verifique a impressdo do lote relativamente a alarmes e comentarios, a fim de se assegurar de que o lote é
valido.
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Controlo Negativo

0 CTM (-) C deve produzir um resultado "Negative". Se o CTM (=) C for assinalado com um alarme de
invalido, todo o lote é considerado invalido. Todo o processo deverd ser repetido (preparagéo de amostras e
controlos, amplificagéo e detecgéo). Se o CTM (=) C for consistentemente invélido em vérios lotes, contacte o
seu representante local da Roche para obter assisténcia técnica.

Controlo Positivo

O HCV (+) C, v2.0 deve produzir um resultado "Positive". Se o HCV (+) C, v2.0 for assinalado com um
alarme de invélido, todo o lote é considerado invélido. Todo o processo deverd ser repetido (preparagdo de
amostras e controlos, amplificagéo e detecgéo). Se o HCV (+) C, v2.0 for consistentemente invalido em varios
lotes, contacte o seu representante local da Roche para obter assisténcia técnica.

RESULTADOS

0 analisador COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48 determina automaticamente
a presenca de ARN do HCV das amostras e controlos.

Software AMPLILINK:
«  Determina o Ct do ARN do HCV e do ARN do CI do HCV.

«  Determina a presenca de ARN do HCV e de ARN do CI do HCV com base nos valores de Ct do ARN
do HCV e do ARN do Cl do HCV.

Validacéo do lote:

Verifique na janela de resultados do software AMPLILINK ou na impresséo se existem alarmes e comentdrios,
para se assegurar de que o lote é vélido.

Para pedidos de controlo, é efectuada uma verificagéo para determinar se o valor de Ct do controlo esté dentro
do respectivo intervalo especifico. Se o valor de Ct do controlo ficar fora do seu intervalo, é gerado um alarme
para indicar que o controlo falhou.

O lote é vélido se ndo aparecer nenhum alarme para quaisquer dos controlos [HCV (+) C, v2.0 e CTM (-) C].

0O lote néo é vélido se aparecer algum dos seguintes alarmes para os controlos do HCV:

Controlo Negativo:

Alarme Resultado Interpretacio

Um resultado invélido ou o resultado

NC_INVALID Invalid do controlo negativo néo é negativo.

Controlo Positivo do HCV:

Alarme Resultado Interpretagéo

Um resultado invélido ou o resultado

PC_INVALID Invalid do controlo positivo ndo é positivo.

Caso o lote seja invalido, repita o lote todo, incluindo a preparacédo de amostras e controlos, a transcrigdo
reversa, a amplificagéo e a detecgéo.
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Interpretacéo dos resultados:

Para um lote valido, verifique cada amostra individual relativamente a alarmes ou comentdrios na impresséo
dos resultados.

= Um lote vélido pode incluir resultados de amostras vélidos e invalidos, dependendo de serem obtidos
alarmes e/ou comentdrios para as amostras individuais.

Os resultados de amostras sdo interpretados conforme se segue:

Resultado Interpretagéio

0 valor de Ct do HCV esta acima do limite para o ensaio ou
Negative néo foi obtido nenhum valor de Ct do HCV. Os resultados devem ser
reportados como "ARN do HCV néo detectado".

Positive Os resultados devem ser reportados como "ARN do HCV detectado".

Se o elemento apresentado do resultado da amostra for “Failed”, “Invalid” ou “Aborted”, consulte o Manual
de Aplicagéo do software AMPLILINK verséo série 3.3 ou 3.4, conforme indicado na secgdo “Materiais
necessdrios mas néo fornecidos”.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

1. Este teste foi validado para utilizagdo apenas com amostras soro humano ou de plasma colhidas em
anticoagulante EDTA. A utilizagdo de outro tipo de amostras pode dar origem a resultados imprecisos.

2. Embora raras, as mutagdes dentro das regides altamente conservadas do genoma viral cobertas pelos
iniciadores e/ou sondas do teste podem resultar na ndo detecg&o do virus.

3. A detecgdo do ARN do HCV depende do nimero de particulas virais presentes na amostra e pode ser
afectada pelos métodos de colheita da amostra, por factores inerentes ao proprio paciente (por ex., idade,
presenca de sintomas) e/ou pelo estadio da infecgéo.

4. A obtencdo de resultados fidedignos estd dependente da execugdo de procedimentos adequados de
colheita, transporte, armazenamento e processamento das amostras.

5. A presenga de enzima AmpErase na Mistura Principal do COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
reduz o risco de contaminag&o do amplicon. No entanto, a contaminag&o proveniente de amostras clinicas
e de controlos positivos do HCV s6 pode ser evitada através de boas préticas laboratoriais e um cuidadoso
cumprimento dos procedimentos especificados neste folheto informativo.

6. A utilizagdo deste produto deve ser limitada a pessoal com formagéo no funcionamento do equamento
cobas p 630 (opcional), o equipamento COBAS® AmpliPrep e o analisador COBAS® TagMan® ou o
analisador COBAS® TagMan® 48. O operador devera ter um conhecimento profundo das aplicages
executadas nos equipamentos e devera seguir boas préticas laboratoriais.

7. Este produto s6 pode ser utilizado com o equamento cobas p 630 (opcional), o equipamento COBAS®
AmpliPrep e o analisador COBAS® TagMan® ou o analisador COBAS® TagMan® 48.

8. Devido a diferengas bésicas entre tecnologias, recomenda-se que, antes de mudarem de uma tecnologia

para outra, os utilizadores realizem estudos de correlagdo de métodos nos seus laboratérios, para avaliar
as diferengas tecnolégicas.
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SUBSTANCIAS INTERFERENTES

Niveis elevados de triglicéridos (3300 mg/dl), bilirrubina conjugada (25 mg/dl), bilirrubina ndo conjugada
(20 mg/d), albumina (6000 mg/dI), hemoglobina (200 mg/dl) e ADN humano (40 mg/dl) nas amostras, assim
como a presenca de doengas autoimunes tais como Lipus Eritematoso Sistémico (LES), Artrite Reumatdide
(AR) e Anticorpo Antinuclear (ANA) néo interferiram com a detecgdo do ARN do HCV pelo teste qualitativo
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0.

As combinagdes de farmacos seguintes, testadas ao Nivel Méximo de Plasma (Crax) € a 3 vezes 0 Cmax Né0
interferiram com a detecgéio do ARN do HCV pelo teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®

HCV, v2.0:

Inibidores Nucleétidos da Transcriptase Inibid Naio Nucleésidos da
Reversa e da Polimerase do ADN Transcriptase Reversa
Tenofovir Efavirenz
Adefovir dipivoxil Nevirapina
Inibidores da Protease do HIV Inibidores Nucleédsidos da Transcriptase
Atazanavir Reversa
Saquinavir Lamivudina
Ritonavir Zidovudina
Lopinavir/Ritonavir Stavudina
Nelfinavir Abacavir
Darunavir Didanosina
Tipranavir Emtricitabina
Fosamprenavir Entecavir

Telbivudina
Inibidor de Fus&o do HIV Inibidor de Entrada do HIV
Enfuvirtida Maraviroc
Comp paraoT dos Virus da Imuno-Moduladores
Herpes Peginterfero alfa-2b
Ganciclovir Ribavirina
Valganciclovir Peginterferéo alfa-2a
Aciclovir
Inibidor da Integrase do HIV
Raltegravir
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AVALIACAO DO DESEMPENHO NAO CLINICO

A. Limite de Detecgéio

O limite de detecgéo do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 foi determinado por
andlise de diluides em série do Padréo Internacional da OMS para o ARN do virus da Hepatite C para Ensaios
de Tecnologia de Acidos Nucleicos, genétipo 1a, obtidos da NIBSC, em soro ou plasma EDTA humano
negativo para o HCV. Foram analisadas 3 séries de diluigbes independentes para cada matriz. Para cada tipo
de matriz foi testado um total de até 252 exemplares por nivel de concentragdo. O estudo foi realizado
utilizando 3 lotes de reagentes do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0.

Os resultados para o plasma EDTA e o soro estéo apresentados nas Tabelas 1 e 2, e demonstram que o teste
qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 detectou ARN do HCV em concentragdes de
15 Ul/ml ou superiores com uma taxa de positividade = 95%. A diferenga entre o soro e o plasma EDTA néo foi

estatisticamente significante.

Tabela 1

Limite de detec¢do em Plasma EDTA determinado com o Padréo Internacional da OMS
para o ARN do virus da Hepatite C para Ensaios de Tecnologia de Acidos Nucleicos

Titulo de Entrada Niimero de Niimero de Taxa de
(ARN do HCV em UlI/ml) Exemplares Validos Positivos Positividade (%)
50 314 314 100
25 314 313 100
15 314 308 98
10 315 291 92
5 315 228 72
25 314 157 50
0 313 0 0
LOD por PROBIT a uma 12 U/ml
taxa de positividade de 95% Intervalo de confianca de 95%: 10 a 13 Ul/ml
LOD por taxa de positividade 15 Ul/ml
Tabela 2
Limite de de 40 em Soro de inado com o Padréo Internacional da OMS

para o ARN do virus da Hepatite C para Ensaios de Tecnologia de Acidos Nucleicos

Titulo de Entrada Niimero de Niimero de Taxa de
(ARN do HCV em UlI/ml) Exemplares Validos Positivos Positividade (%)
50 251 251 100
25 251 250 100
15 252 248 98
10 252 232 92
5 252 185 73
25 252 116 46
0 251 0 0
LOD por PROBIT a uma 11 U/ml
taxa de positividade de 95% Intervalo de confianca de 95%: 10 a 13 Ul/ml
LOD por taxa de positividade 15 Ul/ml
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B. Precisdo

A preciséo do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 foi determinada por andlise
de diluigdes em série do Padréo Internacional da OMS para o ARN do virus da Hepatite C para Ensaios de
Tecnologia de Acidos Nucleicos, em soro ou plasma EDTA humano negativo para o HCV.

Foram testados 2 niveis de diluicdo (6 Ul/ml e 50 UI/ml) em até 168 exemplares, em 12 execugdes, em 4 dias.
Cada amostra foi submetida ao procedimento completo do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan®™ HCV, v2.0, incluindo preparagdo de amostras, amplificagédo e detecgdo. O estudo foi realizado
utilizando 3 lotes de reagentes do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0. Todos os
dados de preciséo validos foram avaliados calculando a taxa de positividade em % para cada membro do
painel por lote de reagente (ambas as matrizes combinadas).

0 teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 demonstrou um desempenho consistente
a niveis de concentragéo de 5 Ul/ml e 50 UI/ml para amostras de plasma EDTA e soro em todos os 3 lotes de
reagente testados (Tabela 3).

Tabela 3
Precisdo do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0
(amostras de plasma EDTA e soro combinadas)

@ " S Taxa de positividade (%)
(UI/ml) Lote 1 Lote 2 Lote 3
5 74 70 74
50 100 100 100
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C. Inclusividade

0 desempenho do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 em gendtipos do HCV foi
avaliado verificando o Limite de Detecgéo dos gendtipos 1 a 6.

Foram diluidas amostras clinicas de ARN do HCV de 8 diferentes gendétipos/subtipos (1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5 € 6)
a 3 diferentes niveis de concentragdo em plasma EDTA ou em soro, e foi efectuada uma determinagéo da taxa
de positividade para cada nivel, com até 63 exemplares. O estudo foi realizado utilizando 1 lote de reagentes do
teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0.

Os resultados para o plasma EDTA e para o soro estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5, e mostram que o teste
qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 detectou ARN do HCV dos 8 diferentes
gendétipos/subtipos em concentragdes de 15 Ul/ml ou superiores com uma taxa de positividade = 95%.
A diferenga entre o soro e o plasma EDTA néo foi estatisticamente significante.

Verificacdo do Limite de Deteccédo deT ;zi?ﬂ;os de ARN do HCV em Plasma EDTA
5 Ul/ml 15 Ul/ml 45 Ul/ml
Genétipo| N.°de o Taxa de N.de ) Taxa de N.de o Taxa de
la 63 44 70 63 63 100 63 63 100
1b 63 47 75 63 62 98 63 63 100
2a 63 43 68 63 61 97 62 61 98
2b 62 57 92 62 62 100 62 62 100
3 62 58 94 63 63 100 62 62 100
4 63 43 68 63 62 98 63 63 100
5 63 46 73 62 62 100 62 62 100
6 63 54 86 62 62 100 63 63 100
Tabela 5
Verificagcdo do Limite de Deteccdo de gendtipos de ARN do HCV em Soro
5 Ul/ml 15 Ul/ml 45 Ul/ml
Gengtipo| N.°de N°de Tz_n_(a_ de N.de N°de Tz_n_(a_ de N.de N°de Te_n_(a_ de
exemplares oo positividade| exemplares ... " _[positividade) exemplares oo positividade|

vélidos | POSIVOS ™00 validos | POSVOS T (o) | validos | POSTHVOS | (o)

la 63 45 71 62 62 100 63 63 100
1b 62 50 81 63 63 100 63 63 100
2a 62 47 76 61 60 98 63 63 100
2b 63 42 67 63 62 98 63 63 100
3 63 58 92 63 63 100 63 63 100
4 63 40 64 63 62 98 63 63 100
5 62 46 74 61 60 98 62 62 100
6 63 51 81 63 63 100 63 63 100
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D. Sensibilidade do diagné

A sensibilidade do diagndstico do teste qualitatvo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 foi
determinada analisando amostras individuais de plasma EDTA ou soro positivas para o ARN do HCV
(337 resultados totais) com 2 lotes de reagentes do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HCV, v2.0. Todas as amostras tiveram resultados positivos para o ARN do HCV. Neste painel, a sensibilidade do
diagnéstico do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 é de 100% (limite inferior de
confianga de 95% unilateral: = 99,1%).

Além disso, a sensibilidade do diagndstico do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV,
v2.0 foi avaliada durante a seroconversdo. Os membros de 10 painéis de seroconversdo do HCV disponiveis
no mercado, cada um destes colhido de um dador de plasma individual durante um periodo de
seroconverséo de anticorpos do HCV, foram testados com um lote de reagentes do teste qualitativo COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0. Quando comparado com os imuno-ensaios enzimaticos (IEE)
Abbott HCV 2.0 de referéncia seroldgica, o teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV,
v2.0 detectou o HCV mais cedo em 10 dos 10 painéis de seroconversdo. Quando comparado com outro teste
NAT (o teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0), o teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV,
v2.0 detectou 0 ARN do HCV mais cedo (em 2 dos 10 painéis) ou no mesmo dia depois da data da primeira
colheita de sangue (em 8 dos 10 painéis).

E. Especificidade

A especificidade do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 foi determinada
analisando amostras de soro ou de plasma EDTA negativas para 0 ARN do HCV e sero-negativas, obtidas de
dadores de sangue. Foram testadas amostras individuais de plasma EDTA e soro (500 resultados totais) com
2 lotes de reagentes do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS®™ TagMan® HCV, v2.0. 499 amostras
tiveram resultados negativos para o ARN do HCV. Neste painel, a especificidade do teste qualitativo COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 € de 99,8% (limite inferior de confianga de 95% unilateral: 2 99,1%).

F. Especificidade analitica

A especificidade analitica do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 foi avaliada
diluindo stocks de titulo elevado de diferentes agentes patogénicos (consulte a Tabela 6) com amostras
clinicas de plasma EDTA positivas para o ARN do HCV e negativas para o ARN do HCV. Nenhum dos agentes
patogénicos ndo HCV interferiu com o desempenho do teste ou apresentou um resultado falso positivo com o
teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0.

Tabela 6
Amostras de Especificidade Analitica

Flavivirus ndao HCV Virus
Virus do Nilo Ocidental Adenovirus Tipo 5

Virus da Encefalite de St. Louis
Virus da Encefalite de Murray Valley
Virus da Dengue, tipos 1,2,3 e 4
Virus da Febre Amarela

Virus Zika

Virus FSME (estirpe HYPR)

Bactérias
Propionibacterium acnes
Staphylococcus aureus

Leveduras
Candida albicans

Citomegalovirus

Virus de Epstein Barr

Virus da hepatite B

Virus da hepatite A

HIV-1

Virus linfotrépico da célula T humana dos tipos 1 e 2
Virus do herpes humano do tipo 6
Virus do herpes simples dos tipos 1 e 2
Influenza A

Virus do papiloma humano

Virus da varicela-zoster
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G. Desempenho comparado ao Teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0

0 desempenho do teste qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 e o desempenho do
Teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0 foram comparados por andlise de amostras de soro e plasma EDTA
de doentes infectados com o HCV. Foi analisado em duplicado um total de 463 amostras dos genétipos
1 a 6 de plasma EDTA e genétipos 1 a 4 de soro. Os resultados de 436 amostras de plasma EDTA e de
soro foram positivas e estavam dentro do intervalo de detecgédo de ambos os testes, levando a uma
concordancia positiva de 100% entre o teste qualitativo COBAS™ AmpliPrep/COBAS™ TagMan® HCV, v2.0
e o Teste COBAS®™ AMPLICOR HCV, v2.0. Foram excluidos da andlise de dados os resultados de
27 amostras; 3 amostras ndo possuiam volume suficiente para o Teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0,
4 amostras produziram resultados de "Target Not Detected" em todas as medigcdes de ambos os testes,
8 amostras produziram resultados discrepantes nas 2 réplicas em cada um dos testes, 12 amostras
produziram resultados discrepantes entre os dois testes [razdo para exclusdo: todas estas amostras
possuiam concentragdes de HCV abaixo do limite de detecgdo do Teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0,
limite de detecgdo de plasma (95% de velocidade de detecgéo): 50 Ul/ml, limite de detecgéo de soro:
60 Ul/ml]. Todas as amostras negativas de plasma EDTA e de soro testadas (200 resultados totais) eram
vélidas e tiveram resultado negativo, levando a uma concordancia negativa de 100% entre o teste
qualitativo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV, v2.0 e o Teste COBAS® AMPLICOR HCV, v2.0.
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Os seguintes simbolos séo utilizados actualmente em todos os rétulos de produtos

de diagnéstico por PCR da Roche.

e Software auxiliar

Representante autorizado
na Comunidade Europeia

1] 1]
BARCODE Folha de dados de cédigos de barras

Consulte as instrugdes de utilizagdo
Contetdo suficiente para <n> testes

Contetido do kit

Distribuido por

Dispositivo médico para diagndstico
in vitro

CISECRHRCR=

Ficheiro de definigéo de teste
TDF

Limite superior do intervalo atribuido

Data do fabrico
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Rx Only

Cddigo da corrida

Risco biolégico

Referéncia de catdlogo

Apenas para avaliagéo de
desempenho do IVD

Limite inferior do intervalo atribuido

Fabricante

Armazenar no escuro

Limite de temperatura

Prazo de validade

Global Trade Item Number

Apenas nos EUA: a lei federal dos
Estados Unidos restringe a venda
deste dispositivo a ou a pedido
de um profissional licenciado.

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79/CE
para dispositivos médicos de diagnéstico in vitro.
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