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cobas® HBV

Uso previsto

cobas® HBV es una prueba de amplificacion de acidos nucleicos in vitro para la cuantificacion del ADN del virus de la
hepatitis B (VHB), en plasma humano conservado en EDTA o suero de pacientes infectados con el VHB.

Esta prueba esta disefiada para su uso como ayuda en la gestion de los pacientes con una infeccion crénica por VHB
sometidos a una terapia antivirica. La prueba puede utilizarse para cuantificar los niveles de ADN del VHB iniciales y
durante el tratamiento para valorar la respuesta al tratamiento. Los resultados de la prueba cobas® HBV deben
interpretarse en el contexto de todos los resultados clinicos y de laboratorio relevantes.

Resumen y explicacion de la prueba

Informacion de referencia

El VHB (virus de la hepatitis B) es uno de los virus causantes de la hepatitis virica. Mas de dos mil millones de personas en
todo el mundo han sido infectadas por el VHB y mds de 350 millones de estas son portadoras infectadas de forma crénica.'
El VHB es una de las principales causas de enfermedades del higado en los Estados Unidos (EE.UU.), a pesar del descenso
en la incidencia de infecciones agudas asociadas con las vacunaciones y de las precauciones universales en el uso de
jeringas.” Se estima que la prevalencia global de la infeccién por VHB en los Estados Unidos oscila entre el 0,3% y el 0,5% y
se calcula que entre un 47% y un 70% de los casos son atribuibles a personas nacidas fuera de los EE.UU.? Sin embargo, los
programas de cribado orientados han demostrado tasas de prevalencia superiores al 15% en determinadas poblaciones de
inmigrantes de alto riesgo.’ Los pacientes con infeccion cronica por VHB presentan un alto riesgo de padecer
complicaciones a largo plazo como consecuencia de la infeccidn, incluyendo hepatitis crénica, cirrosis y carcinoma
hepatocelular.*” Los marcadores seroldgicos se utilizan normalmente como indicadores diagndsticos o de prognosis de la
infeccién aguda o cronica por el VHB.® Los centros para el control y la prevencion de enfermedades de EE.UU. han
ampliado las recomendaciones de cribado rutinario de sujetos de alto riesgo para incluir también poblaciones en las que la
prevalencia del antigeno de superficie (HBsAg) del VHB supera el 2%, entre las que figuran personas de regiones
endémicas del mundo (como Asia y Africa), homosexuales y drogadictos que utilizan jeringuillas.?

El marcador mas comun de la infeccién por VHB es la presencia del HBsAg.® A pesar de que los portadores pueden
eliminar el HBsAg y desarrollar anticuerpos contra el HBsAg, persiste el riesgo de padecer complicaciones hepaticas
importantes en etapas posteriores de la vida.>'’ El antigeno e de HB (HBeAg) se utiliza generalmente como marcador
secundario para indicar que el VHB se esta replicando activamente y se asocia con la hepatopatia progresiva. La
imposibilidad de eliminar el HBeAg parece incrementar el riesgo de padecer hepatopatia terminal.”'* Distintas cepas de
mutaciones precore del VHB pueden perder la capacidad de producir HBeAg incluso en presencia de una infeccién activa,
lo que limita el uso de este marcador para el control de la progresion de la enfermedad.”

Motivos para el uso de la prueba del VHB

El ADN del VHB en suero y plasma conservado en EDTA puede cuantificarse mediante técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos como la PCR."""* Son varias las directrices basicas que recomiendan el uso de la metodologia de la PCR a
tiempo real para la cuantificacion del ADN del VHB, principalmente debido a una mayor sensibilidad y un intervalo lineal

mas amplio.'>'¢
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Explicacion de la prueba

La prueba cobas® HBV es una prueba cuantitativa realizada en el cobas® 6800 System y en el cobas® 8800 System. La
prueba cobas® HBV permite detectar y cuantificar el ADN del VHB en suero o plasma conservado en EDTA de pacientes
infectados en laboratorios que realizan ensayos clinicos y en la practica clinica habitual para el tratamiento de pacientes
con VHB. La deteccién y la cuantificacion se realizan mediante una tinica sonda, que no discrimina entre los genotipos
A-H. La carga viral se cuantifica mediante un estandar de cuantificaciéon de ADN diferente del VHB (DNA-QS) y que se
aflade a cada una de las muestras durante la preparacion de las muestras. El DNA-QS también permite monitorizar todo el
proceso de preparacion de las muestras y amplificaciéon mediante PCR. Ademas, la prueba utiliza tres controles externos:
uno positivo de titulo alto, uno positivo de titulo bajo y uno negativo.

Principios del procedimiento

La prueba cobas® HBV se basa en la preparacion de muestras totalmente automatica (extraccion y purificacion de acidos
nucleicos) seguida de un proceso de amplificacion y detecciéon mediante PCR. Los cobas® 6800/8800 Systems constan del
modulo de suministro de muestras, el médulo de transferencia, el médulo de procesamiento y el médulo analitico. La
gestion de datos automatica se realiza mediante el software cobas® 6800/8800, que asigna los resultados de la prueba a
todas las pruebas como fragmento objetivo no detectado, < LLoQ (limite de cuantificacion inferior), > ULoQ (limite de
cuantificacion superior) o ADN de VHB detectado, un valor del intervalo lineal LLoQ < x < ULoQ. Los resultados pueden
revisarse directamente en la pantalla del sistema, exportarse o imprimirse como informe.

La extraccion de dcidos nucleicos de las muestras de paciente, controles externos y moléculas de ADN de lambda afadido
(DNA-QS) se realiza simultdaneamente.

Los acidos nucleicos viricos se liberan al anadir 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 anadidas. Las sustancias sin unir y las impurezas, como
las proteinas desnaturalizadas, los restos celulares y potenciales inhibidores de la PCR se eliminan en los siguientes pasos
con el reactivo de lavado y los acidos nucleicos purificados se eluyen de las particulas de vidrio magnéticas mediante el
tampon de elucidn a temperatura elevada.

La amplificacién selectiva de los acidos nucleicos del fragmento objetivo de la muestra se lleva a cabo mediante cebadores
que van en un sentido y en sentido contrario especificos del virus para el fragmento objetivo que se seleccionan de
regiones altamente conservadas del VHB. La amplificacion selectiva de DNA-QS se realiza mediante cebadores que van en
un sentido y en sentido contrario especificos de la secuencia que se seleccionan de modo que no presenten homologia
alguna con el genoma del VHB. Para el proceso de 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 (amplicon).'"*'”'® La enzima AmpErase, que se incluye en la mezcla para PCR durante
la primera ciclacién térmica, elimina los amplicones contaminados de las series de PCR anteriores. Sin embargo, no se
eliminan los amplicones nuevos porque la enzima AmpErase se inactiva cuando se expone a temperaturas superiores a

los 55 °C.
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cobas® HBV

El reactivo de Master Mix de cobas® HBV contiene sondas de deteccion especificas para las secuencias del fragmento objetivo
del VHB y los acidos nucleicos del QS, respectivamente. Cada una de estas sondas de deteccion especificas para VHB y DNA-
QS se marca con uno de los dos marcadores fluorescentes que actiian como emisor. Ademds, 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 simultineamente el fragmento objetivo amplificado del VHB y el DNA-QS."*"* Cuando
no se une a la secuencia del fragmento objetivo, la sefial fluorescente de la sonda intacta se elimina mediante el marcador
silenciador. Durante el paso de amplificacién mediante PCR, la hibridacion de las sondas con la plantilla especifica de ADN
monocatenario provoca la escision de la sonda por la actividad de la exonucleasa 5' a 3' de la ADN polimerasa, lo que produce
la separacion de los marcadores emisor y silenciador 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 concomitantemente.
Como los dos marcadores emisores especificos se miden en longitudes de onda definidas, es posible detectar y discriminar
simultaneamente el fragmento objetivo amplificado del VHB y el DNA-QS.

07175434001-05ES
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Reactivos y materiales

Reactivos y controles de cobas® HBV

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

Tabla1 cobas® HBV

cobas® HBV
Almacenar a 2-8 °C

Casete para 96 pruebas (P/N 07000979190)

Componentes del kit

Ingredientes del reactivo Cantidad por kit
96 pruebas

Solucidn de proteinasa
(PASE)

Tampon Tris, < 0,05% de EDTA, cloruro de calcio, acetato de 13 ml
calcio, 8% de proteinasa
EUH210: Puede solicitarse la ficha de datos de seguridad.

EUH208: Contiene subtilisina. Puede provocar una reaccién
alérgica.

Estandar de
cuantificacion de ADN
(DNA-QS)

Tampoén Tris, < 0,05% de EDTA, < 0,001% de constructo de 13 ml
ADN diferente de VHB con una regién de unién a cebador

diferente de VHB y una regién exclusiva de unién a sonda

(ADN no infeccioso), 0,002% de ARN Poli rA (sintético),

< 0,1% de azida sédica

Tampon de elucién Tampon Tris, 0,2% de metil-4-hidroxibenzoato 13 mi
(EB)

Reactivo 1 de Master Mix | Acetato de manganeso, hidréxido potésico, < 0,1% de azida 55 ml
(MMX-R1) sodica

Reactivo 2 Tampo6n Tricina, acetato de potasio, 18% de sulféxido de 6 ml
de Master Mix para VHB dimetilo, glicerol, < 0,1% de Tween 20, EDTA, < 0,12% de

(HBV MMX-R2)

dATP, dCTP, dGTP, dUTPs, < 0,01% de cebadores ascendente
y descendente para VHB, < 0,01% de cebadores que van en
un sentido y en sentido contrario para el estdndar de
cuantificacién, < 0,01% de sondas oligonucleétidas marcadas
con fluorescente especificas para VHB y el estandar de
cuantificacién del VHB, < 0,01% de aptamero oligonucleétido,
< 0,01% de ADN polimerasa Z05D, < 0,10% de enzima
AmpErase (uracil-N-glicosilasa) (microbiana), < 0,1% de
azida sédica

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

**  Sustancia peligrosa.

07175434001-05ES
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Tabla2 cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit

cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit
Almacenar a 2-8 °C
(P/N: 06997767190)

Componentes Composicion del reactivo Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia*
del kit por kit
Control positivo < 0,001 % de ARN (Armored) de HIV-1 52 ml
bajo para grupo M encapsulado en proteina (8 x 0,65 ml) -
HBV/HCV/HIV-1 recubierta de bacteriéfago MS2, \ ,
(HBV/HCV/HIV-1 < 0,001 % de ADN (plasmido) sintético de I
L(+)C) HBV encapsulado en proteina recubierta de
bacteriéfago Lambda, < 0,001 % de ARN ADVERTENCIA
(Armored) sintético de HCV encapsulado en H317: Puede provocar una reaccién alérgica en la
proteina recubierta de bacteriéfago MS2, piel.
plasma humano normal, no reactivo segan H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con
las pruebas autorizadas para anticuerpos efectos nocivos duraderos.
frente al HCV,’ antlcuerp0§ frente al HIV-1/2, P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la
HBsAg y anticuerpos anti-HBc; ARN de niebla/los vapores/el aerosol.
HIV-1, ARN de HIV-2, ARN de HCVy ADN . ) B ) )
de HBV no detectables mediante métodos P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
de PCR P280: Utilice guantes protectores.
0,1 % de conservante ProClin® 300** P333 + P313: En caso de irritacion o erupcion
cuténea: 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-4-
isotiazolin-3-ona [n.° CE 2475007] y 2-metil-2H-
isotiazol-3-ona [n.° CE 2202396] (3:1).
Control positivo < 0,001 % de Armored ARN de HIV-1 5,2 ml
alto para grupo M (ARN no infeccioso encapsulado (8 x 0,65 ml) -

HBV/HCV/HIV-1 en bacteriéfago MS2), < 0,001 % de ADN
(HBV/HCV/HIV-1 (plasmidico) sintético de HBV encapsulado
H(+H)C) en proteina recubierta de bacteri6fago
Lambda, < 0,001 % de ARN (Armored)
sintético de HCV encapsulado en proteina
recubierta de bacteriéfago MS2, plasma
humano normal, no reactivo segun las
pruebas autorizadas para anticuerpos frente
al HCVy el HIV-1/2, HBsAg y anticuerpos
anti-HBc; ARN de HIV-1, ARN de HIV-2,
ARN de HCV'y ADN de HBV no detectables
mediante métodos de PCR

0,1 % de conservante ProClin® 300**

) &
ADVERTENCIA

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la
piel.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la
niebla/los vapores/el aerosol.

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

P280: Utilice guantes protectores.

P333 + P313: En caso de irritaciéon o erupcion
cutanea: 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-4-
isotiazolin-3-ona [n.° CE 2475007] y 2-metil-2H-
isotiazol-3-ona [n.° CE 2202396] (3:1).

*
**  Sustancia peligrosa.
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Tabla3 cobas® NHP Negative Control Kit

cobas® NHP Negative Control Kit
Almacenar a 2-8 °C
(P/N 07002220190)

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

Control negativo | Plasma humano normal, no reactivo segin 16 ml

para plasma pruebas autorizadas para anticuerpos del (16 x 1 ml) -—

humano normal VHC, anticuerpos del VIH-1/2, HBsAg y \ ,
(NHP-NC) anticuerpos anti-HBc; ARN de VIH-1, ARN I

de VIH-2, ARN de VHC y ADN de VHB no
detectables mediante métodos de PCR

< 0,1% de conservante ProClin® 300**

ATENCION

H317: Puede provocar una reaccion alérgica
en la piel.

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/

el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P272: Las prendas de trabajo contaminadas
no podrén sacarse del lugar de trabajo.
P280: Utilice guantes protectores.

P333 + P313: En caso de irritacion

o erupcioén cutanea: 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, mezcla de: 5-cloro-2-metil-
4-isotiazolin-3-ona [n.° CE 247-500-7]

y 2-metil-2H-isotiazol-3-ona

[n.° CE 220-239-6] (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 Ingredientes del reactivo Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia**
por kit

cobas omni Particulas de vidrio magnéticas, 480 pruebas No aplicable

MGP Reagent tampon Tris,

(MGP) 0,1% de metil-4 hidroxibenzoato,

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

(P/N: 06997546190)

cobas omni Tampo6n Tris, 4 x 875 ml No aplicable

Specimen Diluent 0,1% de metil-4 hidroxibenzoato,

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

Almacenar a 2-8 °C

(P/N: 06997511190)

cobas omni 43% (p/p) de tiocianato de 4 x 875 ml

Lysis Reagent guanidina®*, =

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

Almacenara 2-8 °C 2% (p/v) de ditiotreitol***,

. citrato de sodio dihidratado

(P/N: 06997538190) PELIGRO
H302 + H332: Nocivo en caso de ingestién o inhalacién.
H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones
oculares graves.
H412: Nocivo para los organismos acuéticos, con efectos
nocivos duraderos.
EUH032: En contacto con 4cidos libera gases muy téxicos.
P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/Ila niebla/los
vapores/el aerosol.
P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de
proteccion.
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
posicion 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
llevay resulta facil. Seguir aclarando. Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.
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, 4,2 | No aplicable

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

(WASH)

Almacenar a 15-30 °C
(P/N: 06997503190)

*  Estos reactivos no estdn incluidos en el kit de la prueba cobas® HBV. Consulte el listado de material adicional necesario (Tabla 7).

**  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 y la Tabla 6.

Cuando los reactivos no estdn cargados en los cobas® 6800/8800 Systems, almacénelos a la temperatura correspondiente

especificada en la Tabla 5.

Tabla5 Almacenamiento de reactivos (cuando el reactivo no esta cargado en el sistema)

Reactivo Temperatura de almacenamiento
cobas® HBV 2-8 °C

cobas® HBV/HCV/HIV-1 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

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

controla su fecha de caducidad. Los cobas® 6800/8800 Systems solamente permiten utilizar los reactivos cuando se

cumplen todas las condiciones indicadas en la Tabla 6. El sistema evita automaticamente el uso de reactivos caducados.

La Tabla 6 ayuda al usuario a entender las condiciones de manipulacion de los reactivos de los cobas® 6800/8800 Systems.

Tabla 6 Condiciones de caducidad de los reactivos de los cobas® 6800/8800 Systems

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

cobas® HBV No caducado 30 dias desde Max. 10 series Max. 8 horas

el primer uso

cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit | No caducado No aplicable No aplicable Max. 8 horas

cobas® NHP Negative Control Kit No caducado No aplicable No aplicable Maéx. 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

* El tiempo se calcula desde la primera vez que se carga el reactivo en los cobas® 6800/8800 Systems.
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Material adicional necesario

Tabla7 Materiales y material fungible para uso con 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

Instrumentos y software necesarios

Es necesario instalar el software cobas® 6800/8800 y el paquete de andlisis cobas® HBV en los instrumentos.

El IG (Instrument Gateway) se suministra con el sistema.

Tabla 8 Instrumentos

Equipo P/N

cobas® 6800 System (opcién movil)

05524245001 y 06379672001

cobas® 6800 System (fijo)

05524245001 y 06379664001

cobas® 8800 System

05412722001

Moédulo de suministro de muestras

06301037001

Consulte el Manual de usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para obtener informacién 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.
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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 contaminacion de los reactivos y las mezclas de amplificacion.

Para diagndstico in vitro exclusivamente.

No se ha evaluado el uso de la prueba cobas® HBV para uso como prueba de cribado para la presencia de VHB
en sangre y hemoderivados o como una prueba de diagnostico para confirmar la presencia de una infecciéon

por VHB.

Todas las muestras de paciente 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.'** Solamente el personal competente en la manipulacion de
material biopeligroso y en el uso de la prueba cobas® HBV y los cobas® 6800/8800 Systems deberian llevar a cabo
este procedimiento.

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 0,5% en agua destilada o desionizada (lejia doméstica diluida
a 1:10) o siga los procedimientos apropiados del laboratorio.

El cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit y el cobas® NHP Negative Control Kit contienen plasma procedente de
sangre humana. Se ha analizado el material original mediante las pruebas para anticuerpos autorizadas y no se ha
considerado reactivo para la presencia de anticuerpos del VHC, del VIH-1/2, HBsAg y anticuerpos anti-HBc. En
el andlisis del plasma humano normal con métodos de PCR no se ha detectado ARN de HIV-1 (grupos M y O),
ARN de HIV-2, ARN de HCV y ADN de HBV. 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 ni las muestras almacenadas en tubos primarios.

Utilice solo el material fungible suministrado o que se requiera expresamente para garantizar el 6ptimo
rendimiento de la prueba.

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

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.

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

07175434001-05ES
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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.

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
inmediatamente la zona afectada con abundante agua para evitar quemaduras.

El kit de la prueba cobas® HBV, 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.

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 cobas® HBV y los reactivos
cobas omni para evitar la contaminacion. Evite la contaminacion 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.
Limpie y desinfecte minuciosamente todas las superficies de trabajo del laboratorio usando una solucién recién
preparada de hipoclorito de sodio al 0,5% en agua destilada o desionizada (lejia doméstica diluida a 1:10).

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

Si se produce algin derrame sobre el cobas® 6800/8800 instrument, siga las instrucciones descritas en el Manual
de usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para limpiar y descontaminar correctamente la superficie de los
instrumentos.

Obtencion, transporte y almacenamiento de las muestras

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

Almacene todas las muestras a las temperaturas especificadas.

La estabilidad de las muestras se ve afectada por las temperaturas elevadas.

Si se utilizan muestras congeladas en tubos secundarios, deje que se descongelen a temperatura ambiente
(15-30 °C) por completo y, a continuacion, agitelas unos instantes (entre 3 y 5 segundos) y centrifiiguelas
para que todo el volumen de la muestra se deposite en la parte inferior del tubo.

07175434001-05ES
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Muestras

La sangre deberia recogerse en tubos de separacion de suero SST™, en tubos para preparacién de plasma

BD Vacutainer® PPT™ para métodos de pruebas de diagnodstico molecular o en tubos estériles y utilizar EDTA como
anticoagulante. Siga las instrucciones del fabricante de los tubos de recogida de muestras. Consulte la Ilustracion 1.
La sangre total recogida en tubos de separacion de suero SST™, tubos para preparacion de plasma BD Vacutainer®
PPT™ para métodos de pruebas de diagnéstico molecular o tubos estériles con EDTA como anticoagulante
pueden almacenarse y/o transportarse durante un maximo de 24 horas a una temperatura comprendida entre
2°Cy 25 °C antes de la preparacion del plasma/suero. La centrifugacion debe realizarse conforme a las
instrucciones del fabricante.

Después de la separacion, las muestras de plasma/suero pueden almacenarse en tubos secundarios durante un maximo
de 6 dias a una temperatura comprendida entre 2 °C y 8 °C o durante un maximo de 12 semanas a <-18 °C.

Para el almacenamiento a largo plazo de hasta 6 meses se recomiendan temperaturas < -60 °C.

Las muestras de plasma/suero se mantienen estables hasta un maximo de cuatro ciclos de congelacion/descongelacion
si se congelan a<-18 °C.

llustracion 1 Condiciones de almacenamiento de muestras
25
9 Sangre
c total
()
®
—
S
ol
®
-
)
£
) 8 —
=
Plasma/suero
2 I
1 i 6
Dias
<-18__|
Plasma/suero congelado
(hasta 4 ciclos de congelacion/descongelacion)

Semanas 12

Si las 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 etioldgicos.
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Instrucciones de uso

Notas sobre el procedimiento

e No utilice los reactivos de la prueba cobas® HBV, el cobas® HBV/HCV/HIV-1 Control Kit, el cobas® NHP
Negative Control Kit ni los reactivos cobas omni después de la fecha de caducidad.

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

e Consulte el Manual de usuario de los cobas® 6800/8800 Systems para obtener informacién sobre el correcto

mantenimiento de los instrumentos.

Ejecucion de la prueba cobas® HBV

La prueba cobas® HBV puede ejecutarse con dos volimenes de muestra minimos obligatorios: 350 pl (para el flujo de
trabajo de muestras de 200 pl) y 650 pl (para el flujo de trabajo de muestras de 500 ul). El procedimiento de la prueba se
describe con detalle en el Manual de usuario de los cobas® 6800/8800 Systems. En la Ilustracién 2 se resume el

procedimiento.

llustracion 2 Procedimiento de la prueba cobas® HBV

Carga de reactivos y material fungible segun las indicaciones del sistema:
» Carga del reactivo de lavado, el reactivo de lisis y el diluyente

» Carga de las placas de procesamientoy las placas de amplificacion

» Carga de las particulas de vidrio magnéticas

* Carga de reactivos especificos de la prueba

» Carga de los casetes de control

» Carga de las bandejas de puntas

Sustitucion de los racks para puntas obstruidas

Carga de las bandejas con las muestras

Revision y exportacion de resultados

|
Descarga del material fungible:
» Descarga de las placas de amplificacion del modulo analitico
* Descarga de los casetes de control vacios
» Vaciado de los residuos solidos
* Vaciado de los residuos liquidos

07175434001-05ES
Doc Rev. 5.0 16




cobas® HBV

Resultados

Los cobas® 6800/8800 Systems determinan automaticamente la concentraciéon de ADN de VHB en muestras y controles.
La concentracion de ADN del VHB se expresa en unidades internacionales por mililitro (UI)/ml.

Control de calidad y validez de los resultados

e Con cada serie se procesan un control negativo [(-) C] y dos controles positivos: un control positivo bajo
[HBV L(+)C] y un control positivo alto [HBV H(+)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 La serie se considera valida siempre y cuando no haya avisos para ninguno de los tres controles, es decir, el
control negativo y los dos controles positivos: HBV L(+)C, HBV H(+)C. El resultado del control negativo se
muestra como (-) C, mientras que los controles positivos bajo y alto se presentan como HxV L(+)Cy
HxV H(+)C.

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

Avisos de controles

Tabla9 Avisos de controles para los controles negativo y positivo

Control negativo Aviso Resultado Interpretacion

- nvali n resultado invélido o el resultado del titulo calculado del contro

C Qo2 Invalid u Itad lid I ltado del titulo calculado del control
(Serie de control errénea) negativo no es negativo.

Control positivo Aviso Resultado Interpretacion

HxV L(+)C Q02 Invalid Un resultado invalido o el resultado del titulo calculado para el
(Serie de control errénea) control positivo bajo no esté dentro del intervalo asignado.

HxV HH#)C Q02 Invalid Un resultado invélido o el resultado del titulo calculado para el
(Serie de control errénea) control positivo alto no esta dentro del intervalo asignado.

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

En el software cobas® 6800/8800, HxV L(+)C hace referencia al control positivo bajo cobas® HBV/HCV/HIV-1y HxV H(+)C, al control positivo alto
cobas® HBV/HCV/HIV-1.

07175434001-05ES
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Interpretacion de los resultados

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

e Una serie valida puede incluir resultados de muestras tanto validos como invalidos.

Tabla 10  Resultados de fragmento objetivo para la interpretacion de los resultados de fragmento objetivo individuales

Resultados Interpretacion
Target Not Detected ADN del VHB no detectado.
Los resultados se indican como “VHB no detectado”.
< Titer Min El titulo calculado esté por debajo del limite inferior de cuantificacion (LLoQ) del ensayo.

Los resultados se indican como “VHB detectado, inferior a (titulo minimo)”.

Titulo minimo =10 Ul/ml (500 pl)

Titulo minimo =25 Ul/ml (200 pl)

Titer El titulo calculado estd comprendido en el intervalo lineal del ensayo: mayor o igual que el
titulo minimo y menor o igual que el titulo maximo.

Los resultados se indican como “(Titulo) de VHB detectado”.

> Titer Max?@ El titulo calculado esta por encima del limite superior de cuantificacion (ULoQ) del ensayo.
Los resultados se indican como “VHB detectado, superior a (titulo méximo).”

Titulo méximo = 1,00E4+09 Ul/ml (500 ply 200 ul)

@ Un resultado de muestra “> Titer Max” hace referencia a las muestras positivas para VHB detectadas con titulos superiores al limite de
cuantificacidn superior (ULoQ). Si desea obtener resultados cuantitativos, diluya la muestra original con suero o plasma conservado en EDTA
negativos al VHB (seguin el tipo de la muestra original) y repita la prueba. Multiplique el resultado comunicado por el factor de dilucion.

Limitaciones del procedimiento

e Laprueba cobas® HBV se ha evaluado para ser utilizada unicamente con el cobas® HBV/HCV/HIV-1 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 System:s.

e Laobtencidon de resultados fiables depende de que los procedimientos de recogida, almacenamiento y
manipulacién de muestras sean adecuados.

e Esta prueba se ha validado tinicamente para su uso con muestras de suero o plasma conservado en EDTA.

La realizacion de la prueba en otros tipos de muestras puede dar lugar a resultados inexactos.

e La cuantificaciéon de ADN del VHB depende del nimero de particulas viricas presentes en las muestras y se
puede ver afectada por los métodos de obtencion de las mismas, factores propios del paciente (como la edad o la
presencia de sintomas) y/o la fase de infeccion.

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

e 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.

e Laprueba cobas® HBV no se ha concebido para el cribado de la presencia de VHB en sangre o productos

sanguineos ni como una prueba de diagndstico para confirmar la presencia de una infecciéon de VHB.

07175434001-05ES
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Evaluacion no clinica del rendimiento

Caracteristicas clave de rendimiento

Limite de deteccion (LoD)

Estandar internacional de la OMS

El limite de deteccion de la prueba cobas® HBV se determin6 mediante el analisis de diluciones en serie del estandar
internacional de la OMS para ADN del virus de la hepatitis B en ensayos mediante tecnologia de amplificacion de acidos
nucleicos (segundo estandar internacional de la OMS) para el genotipo A obtenido de NIBSC, en suero y plasma
conservado en EDTA humano negativo al VHB con volimenes de procesamiento de muestras de 500 pl y 200 pl. Se
analizaron paneles con ocho niveles de concentraciéon mas uno negativo para el volumen de procesamiento de muestras de
500 pl y con nueve niveles de concentracion para el volumen de procesamiento de muestras de 200 ul con tres lotes de
reactivo de la prueba cobas® HBV, con multiples series analiticas, dias, operadores e instrumentos.

Los resultados del suero y del plasma conservado en EDTA correspondientes a los dos volumenes de procesamiento se
detallan desde la Tabla 11 hasta la Tabla 14, respectivamente. El estudio demuestra que la prueba cobas® HBV es capaz de
detectar ADN del VHB en una concentracién de 3 Ul/ml con una tasa de positividad de > 95% para el volumen de
procesamiento de muestras de 500 pul y en una concentracién de 17,5 UI/ml con una tasa de positividad de > 95% para el
volumen de procesamiento de muestras de 200 pl en plasma conservado en EDTA. En cuanto a las muestras de suero, el
estudio demuestra que la prueba cobas® HBV es capaz de detectar ADN del VHB en una concentraciéon de 3 Ul/ml con
una tasa de positividad de > 95% para el volumen de procesamiento de muestras de 500 pl y en una concentracion de

15 UI/ml con una tasa de positividad de > 95% para el volumen de procesamiento de muestras de 200 pl.

Tabla 11 Limite de deteccion en plasma conservado en EDTA (500 pl)

Concentracion del titulo de Nuamero de Nuamero de Tasa de posit.
entrada (ADN del VHB en Ul/ml) réplicas validas positivos en %

20,0 189 189 100,00
10,0 189 189 100,00
8,0 189 189 100,00
6,0 189 189 100,00
5,0 189 188 99,47
4,0 189 185 97,88
3.0 189 183 96,83
2,0 189 166 87,83

LoD segin PROBIT con una 2,7 Ul/ml

tasa de positividad del 95% Intervalo de confianza del 95%: 2,4-3,1 Ul/ml
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Tabla 12  Limite de deteccion en suero (500 pl)

Concentracion del titulo de Numero de Numero de Tasa de posit.
entrada (ADN del VHB en Ul/ml) réplicas validas positivos en %

20,0 189 189 100,00
10,0 189 189 100,00
8,0 189 189 100,00
6,0 189 189 100,00
5,0 189 188 99,47
4,0 189 186 98,41
3,0 189 187 98,94
2,0 189 172 91,01

LoD segin PROBIT con una 2,4 Ul/ml

tasa de positividad del 95% Intervalo de confianza del 95%: 2,0-2,7 Ul/ml)

Tabla 13  Limite de deteccién en plasma conservado en EDTA (200 pl)

Concentracion del titulo de Numero de Numero de Tasa de posit.
entrada (ADN del VHB en Ul/ml) réplicas validas positivos en %
50,0 189 189 100,00
30,0 189 189 100,00
25,0 189 188 99,47
20,0 189 189 100,00
17,5 189 182 96,30
15,0 189 179 94,71
12,5 189 170 89,95
10,0 189 142 75,13
5,0 189 87 46,03
LoD segin PROBIT con una 15,5 Ul/ml
tasa de positividad del 95% Intervalo de confianza del 95%: 14,4-16,9 Ul/ml)
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Tabla 14  Limite de deteccion en suero (200 pl)

Concentracion del titulo de Numero de Numero de Tasa de posit.
entrada (ADN del VHB en Ul/ml) réplicas validas positivos en %

50,0 189 189 100,00
30,0 189 189 100,00
25,0 189 189 100,00
20,0 189 187 98,94
17,5 189 189 100,00
15,0 189 184 97,35
12,5 189 174 92,06
10,0 189 170 89,95
5,0 189 107 56,61

LoD segin PROBIT con una 12,5 Ul/ml

tasa de positividad del 95% Intervalo de confianza del 95%: 11,6-13,8 Ul/ml)

Intervalo lineal

El estudio de linealidad de la prueba cobas® HBV se llevé a cabo con una serie de diluciones formadas por un panel de

15 muestras con el que se cubria el intervalo lineal esperado para el genotipo predominante (GT A). Los miembros del
panel con titulo alto se prepararon a partir de un stock de ADN plasmidico de VHB de titulo elevado, mientras que los
miembros del panel con titulo mas bajo se prepararon a partir de una muestra clinica. El panel de linealidad se disefi6 para
que existiera una superposicion de titulos aproximada de 2 logi, entre los dos materiales de origen. El intervalo lineal
esperado de la prueba cobas® HBV se extiende desde el LLoQ (10 UI/ml para el volumen de procesamiento de 500 pl y

25 Ul/ml para el volumen de procesamiento de 200 pl) hasta el ULoQ (1,00E+09 Ul/ml). El disefio del panel de linealidad
permitia abarcar desde un concentracién inferior al LLoQ (p. €j., 7,5 UI/ml) hasta una concentracion superior al ULoQ
(p. €j., 2,0E+09 Ul/ml), asi como incluir puntos de decisiones médicas. Asimismo, el panel de linealidad estaba disefiado
para admitir parcialmente pasos de 1,0 logy a lo largo del intervalo lineal. Para cada miembro del panel se indicé la
concentraciéon nominal en UI/mly el origen del ADN de VHB.

Para el volumen de procesamiento de 500 pl, la prueba cobas® HBV es lineal para suero y plasma conservado en EDTA
desde 10 UI/ml hasta 1,00E+09 UI/ml y presenta una desviacion absoluta respecto al mejor ajuste de la regresion no lineal
inferior a £ 0,2 logio. En el intervalo lineal, la exactitud de la prueba estuvo comprendida entre + 0,24 log;,.

Para el volumen de procesamiento de 200 pl, la prueba cobas® HBV es lineal para suero y plasma conservado en EDTA
desde 25 UI/ml hasta 1,00E+09 UI/ml y presenta una desviacion absoluta respecto al mejor ajuste de la regresion no lineal
inferior a + 0,2 logio. En el intervalo lineal, la exactitud de la prueba estuvo comprendida entre + 0,24 logio.

Consulte la Ilustracion 3 a la Ilustracion 6 para conocer los resultados representativos.
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llustracion 3 Determinacion del intervalo lineal en plasma conservado en EDTA (500 pl)
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llustracion 5

Determinacion del intervalo lineal en suero (500 pl)
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Determinacion del intervalo lineal en suero (200 pl)
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Precision intralaboratorio

La precision de la prueba cobas® HBV se determiné mediante el analisis de diluciones en serie de muestras clinicas (MC)
de VHB (genotipo A) o de ADN plasmidico de VHB en suero o plasma conservado en EDTA negativos para el VHB.
Se analizaron entre 10 y 12 niveles de dilucién en 48 réplicas para cada nivel y volumen de procesamiento con los tres lotes

de reactivo de la prueba cobas® HBV en tres instrumentos diferentes y con tres usuarios distintos durante 12 dias. Cada
muestra se sometio al procedimiento completo de la prueba cobas® HBV en los cobas® 6800/8800 Systems totalmente
automatizados. Por lo tanto, la precision a la que se hace referencia en este documento engloba todas las fases del

procedimiento de la prueba. Los resultados se muestran desde la Tabla 15 a la Tabla 18.
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La prueba cobas® HBV present6 una alta precision para los tres lotes de reactivo analizados en un intervalo de
concentracion comprendido entre 5,00E+01 Ul/mly 1,0E+09 Ul/ml con el volumen de procesamiento de muestras de
500 pl y entre 1,00E+02 UI/mly 1,0E+08 UI/ml (para plasma conservado en EDTA) y 1,0E+09 Ul/ml (para suero) con el
volumen de procesamiento de muestras de 200 pl.

Tabla 15  Precision intralaboratorio de la prueba cobas® HBV (muestras de plasma conservado en EDTA - volumen de procesamiento de 500 pl)*

‘. Concentracion . Plasma conservado en EDTA
Concentracion . Material de
nominal (Ul/mI) asignada origen Lote 1 Lote 2 Lote 3 Todos los lotes
i/mi) SD SD SD SD agrupada

1,00E+09 9,32E+08 ADN plasmidico 0,04 0,07 0,09 0,07
1,00E+08 9,32E+07 ADN plasmidico 0,04 0,08 0,05 0,06
1,00E+07 9,32E+06 ADN plasmidico 0,06 0,05 0,04 0,05
1,00E+06 9,32E+05 ADN plasmidico 0,06 0,07 0,04 0,06
1,00E+05 9,32E+04 ADN plasmidico 0,06 0,06 0,07 0,06
2,00E+04 1,71E4+04 Muestra clinica 0,05 0,03 0,03 0,04
2,00E4+03 1,86E+03 ADN plasmidico 0,05 0,04 0,07 0,05
1,00E+03 8,54E+02 Muestra clinica 0,04 0,05 0,04 0,04
1,00E+03 9,32E+02 ADN plasmidico 0,06 0,06 0,05 0,06
1,00E+02 8,54E+01 Muestra clinica 0,07 0,08 0,07 0,07
1,00E+02 9,32E+01 ADN plasmidico 0,10 0,08 0,09 0,09
5,00E+01 4,27E4+01 Muestra clinica 0,09 0,04 0,08 0,08

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucion log-normal y se analizan segun la transformacion de log,,. Las

columnas de desviaciones estandar (SD) presentan el total del titulo log-transformado para cada uno de los tres lotes de reactivo.

Tabla 16  Precision intralaboratorio de la prueba cobas® HBV (muestras de suero - volumen de procesamiento de 500 pb)*

Concentracién Conc_e ntracion Material de Suero
nominal (UI/mI) asignada origen Lote 1 Lote 2 Lote 3 Todos los lotes
(Ul/ml) SD SD SD SD agrupada

1,00E+09 5,47E4+-08 ADN plasmidico 0,05 0,06 0,03 0,05
1,00E4-08 5,47E+07 ADN plasmidico 0,03 0,04 0,03 0,04
1,00E4-07 5,47E+06 ADN plasmidico 0,05 0,05 0,03 0,05
1,00E+06 5,47E4+-05 ADN plasmidico 0,04 0,06 0,06 0,05
1,00E+05 5,47E4+-04 ADN plasmidico 0,04 0,03 0,03 0,04
2,00E4+-04 1,12E+04 Muestra clinica 0,10 0,07 0,08 0,08
2,00E+03 1,09E+03 ADN plasmidico 0,05 0,05 0,03 0,05
1,00E+03 5,62E+02 Muestra clinica 0,03 0,14 0,03 0,09
1,00E+03 5,47E4+-02 ADN plasmidico 0,04 0,05 0,04 0,04
1,00E+02 5,62E4+01 Muestra clinica 0,09 0,06 0,07 0,07
1,00E4-02 5,47E4+01 ADN plasmidico 0,05 0,07 0,04 0,06
5,00E+01 2,81E4+01 Muestra clinica 0,07 0,06 0,10 0,08

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucion log-normal y se analizan segun la transformacién de logio. Las
columnas de desviaciones estandar (SD) presentan el total del titulo log-transformado para cada uno de los tres lotes de reactivo.
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Tabla 17  Precision intralaboratorio de la prueba cobas® HBV (muestras de plasma conservado en EDTA - volumen de procesamiento de 200 pi)*

‘s Plasma conservado en EDTA
Concentracion

Con_centracmn asignada Mate?rlal de Lote 1 Lote 2 Lote 3 Todos los lotes
nominal (Ul/ml) (UI/mD) origen
SD SD SD SD agrupada

1,00E+08 1,28E+08 ADN plasmidico 0,04 0,05 0,03 0,04
1,00E+07 1,28E+07 ADN plasmidico 0,06 0,04 0,02 0,04
1,00E+06 1,28E+06 ADN plasmidico 0,03 0,04 0,04 0,03
1,00E+05 1,28E+05 ADN plasmidico 0,02 0,06 0,05 0,05
2,00E+04 1,71E+04 Muestra clinica 0,03 0,05 0,03 0,04
2,00E+03 2,57E+03 ADN plasmidico 0,05 0,06 0,05 0,05
1,00E+03 8,54E4+02 Muestra clinica 0,07 0,05 0,03 0,05
1,00E+03 1,28E+03 ADN plasmidico 0,06 0,07 0,03 0,05
1,00E+02 8,54E+01 Muestra clinica 0,09 0,09 0,07 0,09
1,00E+02 1,28E+02 ADN plasmidico 0,06 0,09 0,11 0,09

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucién log-normal y se analizan segtin la transformacion de log,,. Las columnas

de desviaciones estandar (SD) presentan el total del titulo log-transformado para cada uno de los tres lotes de reactivo.

Tabla 18  Precision intralaboratorio de la prueba cobas® HBV (muestras de suero - volumen de procesamiento de 200 pb)*

. Suero
Concentracion Conc_e ntracion Material de
. asignada i Lote 1 Lote 2 Lote 3 Todos los lotes
nominal (UlI/ml) (UI/mi) origen
SD SD SD SD agrupada
1,00E+09 7,92E+08 ADN plasmidico 0,04 0,03 0,03 0,04
1,00E+08 7,92E+07 ADN plasmidico 0,07 0,05 0,06 0,06
1,00E+07 7,92E4+-06 ADN plasmidico 0,04 0,03 0,04 0,04
1,00E+06 7,92E4+-05 ADN plasmidico 0,03 0,05 0,04 0,04
1,00E+05 7,92E4+-04 ADN plasmidico 0,06 0,07 0,03 0,06
2,00E+04 1,12E+04 Muestra clinica 0,16 0,08 0,03 0,11
2,00E+03 1,58E+03 ADN plasmidico 0,05 0,04 0,05 0,05
1,00E+03 5,62E4+-02 Muestra clinica 0,07 0,04 0,04 0,05
1,00E+03 7,92E4+02 ADN plasmidico 0,07 0,05 0,06 0,06
1,00E+02 5,62E4+01 Muestra clinica 0,09 0,10 0,07 0,09
1,00E+02 7,92E+01 ADN plasmidico 0,08 0,09 0,09 0,08

* Se considera que los datos de titulo cuentan con una distribucién log-normal y se analizan segtin la transformacion de log,,. Las columnas

de desviaciones estandar (SD) presentan el total del titulo log-transformado para cada uno de los tres lotes de reactivo.
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Determinacion y verificacion del genotipo
El rendimiento de la prueba cobas® HBV para los genotipos del VHB se evalué mediante:

e Determinacion del limite de deteccion para los genotipos B-H y la mutacion precore predominante con suero y
plasma conservado en EDTA para volimenes de procesamiento de 500 pl

e Verificacion del limite de deteccion para los genotipos B-H y la mutacién precore predominante con suero y
plasma conservado en EDTA para volimenes de procesamiento de 200 pl

e Verificacion de la linealidad para los genotipos B-H y la mutacién precore predominante

Limite de deteccion para los genotipos B-H y la mutacion precore predominante

El limite de deteccion de la prueba cobas® HBV se determiné mediante el analisis de diluciones en serie para siete
genotipos distintos (B, C, D, E, F, G, H) y la mutacién precore predominante (G1896A; C1858T) en suero y plasma
humano conservado en EDTA negativo al VHB con volimenes de procesamiento de muestras de 500 pl. Se analizaron
paneles con ocho niveles de concentraciéon mas uno negativo con tres lotes de reactivo de la prueba cobas® HBV, con
multiples series analiticas, dias, operadores e instrumentos.

Los resultados del suero y del plasma conservado en EDTA correspondientes al volumen de procesamiento de 500 pl se
detallan en la Tabla 19 y Tabla 20, respectivamente. El estudio demuestra que la prueba cobas® HBV es capaz de detectar
todos los genotipos del VHB analizados con un LoD similar al del genotipo A del VHB.

Tabla 19 Limite de deteccién para los genotipos de ADN del VHB en plasma conservado en EDTA (500 pl)

Genotipo Lo_D del 95% Intervalo de confianza
mediante PROBIT del 95%

GTB 3,45 Ul/ml 2,95 Ul/ml-4,32 Ul/ml

GTC 4,13 Ul/ml 3,32 Ul/ml-5,82 Ul/ml

GTD 4,52 Ul/ml 3,59 Ul/ml-6,49 Ul/ml

GTE 3,21 Ul/ml 2,76 Ul/ml-3,98 Ul/ml

GTF 1,87 Ul/ml 1,66 Ul/ml-2,24 Ul/ml

GTG 2,49 Ul/ml 2,17 Ul/ml-3,02 Ul/ml

GTH 6,55 Ul/ml 5,33 Ul/ml-8,77 Ul/ml
Mutacién precore 2,38 Ul/ml 2,08 Ul/ml-2,90 Ul/ml

Tabla20 Limite de deteccion para los genotipos de ADN del VHB en suero (500 pl)

Genotipo Lo_D del 95% Intervalo de confianza
mediante PROBIT del 95%

GTB 3,30 Ul/ml 2,76 Ul/ml-4,30 Ul/ml

GTC 3,34 Ul/ml 2,83 Ul/ml-4,23 Ul/ml

GTD 2,59 Ul/ml 2,17 Ul/ml-3,42 Ul/ml

GTE 2,67 Ul/ml 2,25 Ul/ml-3,49 Ul/ml

GTF 1,98 Ul/ml 1,72 Ul/ml-2,45 Ul/ml

GTG 2,07 Ul/ml 1,75 Ul/ml-2,66 Ul/ml

GTH 3,48 Ul/ml 2,89 Ul/ml-4,60 Ul/ml
Mutacién precore 1,65 Ul/ml 1,43 Ul/mI-2,03 Ul/ml
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Verificacion del limite de deteccion para los genotipos B-H y la mutacion precore predominante

Se diluyeron las muestras clinicas de ADN del VHB de todos los genotipos (B, C, D, E, F, G, H) y la mutacién precore
predominante (G1896A; C1858T) en tres concentraciones distintas de suero y plasma conservado en EDTA. La
determinacion de la tasa de positividad se llevo a cabo con 63 réplicas para cada nivel. El andlisis se realizo con tres lotes de
reactivo de la prueba cobas® HBV. En la Tabla 21 y en la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos con el suero y el
plasma conservado en EDTA con un volumen de 200 pl. Estos resultados verifican que la prueba cobas® HBV puede
detectar ADN del VHB para los siete genotipos distintos y la mutacién precore predominante en concentraciones de

12,50 UI/ml con una tasa de positividad de > 93,65% y un intervalo de confianza unilateral superior del 95% de 97,80%.

Tabla 21  Verificacién del limite de deteccion de los genotipos de ADN del VHB en plasma conservado en EDTA (200 pl)

6,25 Ul/ml 12,50 Ul/mli 18,75 Ul/ml
Tasa de Tasa de Tasa de
G . Nuamero posit. Nuamero posit. Nuamero posit.
enotipo . . .
de Numero en % de Numero en % de Numero en %
réplicas de (IC del réplicas de (IC del réplicas de (IC del
validas positivos 95%*) validas positivos 95%*) validas positivos 95%*)
80,95 100,00 100,00
B 63 51 63 63 63 63
(88,63) (100,00) (100,00)
71,43 98,41 100,00
C 63 45 63 62 62 62
(80,65) (99,92) (100,00)
80,33 100,00 98,39
D 61 49 63 63 62 61
(88,63) (100,00) (99,92)
80,95 100,00 100,00
E 63 51 63 63 63 63
(88,63) (100,00) (100,00)
85,71 100,00 100,00
F 63 54 63 63 63 63
(92,34) (100,00) (100,00)
73,02 100,00 100,00
G 63 46 63 63 63 63
(82,02) (100,00) (100,00)
52,38 93,65 93,65
H 63 33 63 59 63 59
(63,26) (97,80) (97,80)
i0 85,71 98,41 100,00
Mutacion 63 54 63 62 63 63
precore (92,34) (99,92) (100,00)

* Intervalo de confianza unilateral superior del 95%
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Tabla 22  Verificacion del limite de deteccidn para los genotipos de ADN del VHB en suero (200 pl)

6,25 Ul/ml 12,50 Ul/ml 18,75 Ul/ml

Tasa de Tasa de Tasa de

Nuamero posit. Nuamero posit. Nuamero posit.

de Nidmero en % de Numero en % de Numero en %

réplicas de (IC del réplicas de (IC del réplicas de (IC del

Genotipo validas positivos 95%*) validas positivos 950%%*) validas positivos 95%%)

B 63 51 80,95 63 62 98,41 63 63 100,00
(88,63) (99,92) (100,00)

C 63 54 85,71 63 62 98,41 63 63 100,00
(92,34) (99,92) (100,00)

D 63 53 84,13 63 62 98,41 63 63 100,00
(91,13) (99,92) (100,00)

(92,34) (100,00) (100,00)

F 63 59 93,65 63 63 100,00 62 62 100,00
(97,80) (100,00) (100,00)

G 63 59 93,65 62 62 100,00 63 63 100,00
(97,80) (100,00) (100,00)

H 63 47 74,60 63 61 96,83 63 62 98,41

(83,37) (99,43) (99,92)

Mutacion 63 60 95,24 63 62 98,41 63 63 100,00
precore (98,66) (99,92) (100,00)

* Intervalo de confianza unilateral superior del 95%

Linealidad para los genotipos B-H y la mutacion precore predominante

La serie de diluciones utilizada para la verificacion del estudio de linealidad de los genotipos de la prueba cobas® HBV
consta de un panel de 10 miembros que cubre el intervalo lineal esperado. Los miembros del panel con titulo alto se
prepararon a partir de un stock de ADN plasmidico de titulo elevado, mientras que los miembros del panel con titulo mas
bajo se prepararon a partir de una muestra clinica de titulo elevado. El panel de linealidad se diseii6 para que existiera una
superposicion de titulos aproximada de 2 logy, entre los dos materiales de origen. El intervalo lineal de la prueba cobas®
HBYV abarca desde el LLoQ (10 UI/ml para un volumen de procesamiento de muestras de 500 pl, 25 UI/ml para un
volumen de procesamiento de muestras de 200 pl) hasta el ULoQ (1,00E+09 UI/ml) e incluia al menos un punto de
decisién médica. Se analizaron 21 réplicas con los tres lotes de reactivo de la prueba cobas® HBV con cada nivel de suero y
plasma conservado en EDTA.

Se verificd la linealidad del intervalo lineal de la prueba cobas® HBV para los siete genotipos (B, C, D, E, F, G, H) yla
mutacion precore predominante (G1896A; C1858T). La desviacion maxima entre la regresion lineal y el mejor ajuste
de la regresion no lineal fue igual o menor que * 0,2 logio.
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Especificidad

La especificidad de la prueba cobas® HBV se determind mediante el analisis de muestras de suero y plasma conservado en
EDTA negativas para el VHB obtenidas de donantes individuales. Se analizaron 300 muestras individuales de plasma
conservado en EDTA y 300 muestras individuales de suero (600 resultados totales) con dos lotes de reactivo de la prueba
cobas® HBV. Todas las muestras dieron negativo para ADN del VHB. En el panel de la prueba, la especificidad de la
prueba cobas® HBV fue del 100% (limite de confianza unilateral del 95% DE 99,5%).

Especificidad analitica

La especificidad analitica de la prueba cobas® HBV se evalué mediante la dilucion de un panel de microorganismos en
plasma conservado en EDTA positivo para ADN del VHB y negativo para ADN del VHB. Los microorganismos se
afladieron al plasma humano conservado en EDTA negativo al virus y se analizaron con y sin ADN del VHB. Ninguno de
los patégenos distintos del VHB interfiri6 en el rendimiento de la prueba. La prueba cobas® HBV gener¢ resultados
negativos para todas las muestras de microorganismos sin fragmento objetivo del VHB y resultados positivos para todas
las muestras de microorganismos con fragmento objetivo del VHB. Ademas, el titulo logi, medio de cada una de las
muestras positivas para el VHB con organismos de posible reaccion cruzada se situd en + 0,3 log;, del titulo log;o medio
del control positivo respectivo anadido.

Tabla23  Microorganismos analizados para reactividad cruzada

Virus Bacterias Levadura
Adenovirus tipo 5 Virus del Nilo Occidental Propionibacterium acnes Candida albicans
Citomegalovirus Virus de la encefalitis de St. Louis ~ Staphylococcus aureus
Virus de la hepatitis A Virus del dengue tipos 1,2, 3y 4
Virus de la hepatitis C Virus FSME (cepa HYPR)
Virus de la hepatitis D Virus de la fiebre amarilla

Virus de inmunodeficiencia humana 1 Virus del papiloma humano

Virus linfotrépico de células T humanas Virus de la varicela z6ster

tipos 1y 2
Virus del herpes humano tipo 6 Influenza A
Virus del herpes simple tipos -1y 2 Virus Zika

Especificidad analitica: sustancias interferentes

Se analizaron niveles elevados de triglicéridos (34,5 g/1), bilirrubina conjugada (0,25 g/1), bilirrubina no conjugada

(0,25 g/1), albimina (58,7 g/1), hemoglobina (2,9 g/l) y ADN humano (2 mg/l) en muestras en presencia y ausencia de
ADN del VHB. El andlisis de las sustancias interferentes endégenas demostr6 que no interferian con el rendimiento de la
prueba cobas® HBV.

Asimismo, se analizo la presencia de enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (LES), artritis
reumatoide (AR) y anticuerpos antinucleares (ANA).

07175434001-05ES

Doc Rev. 5.0 29



cobas® HBV

También se analizaron los compuestos farmacolégicos de la Tabla 24 con una concentracién 3 veces superiorala C .

tanto en presencia como en ausencia de ADN del VHB.

Se ha demostrado que ninguna de las posibles sustancias interferentes afecta al rendimiento de la prueba. La prueba cobas®
HBYV generd resultados negativos para todas las muestras sin fragmento objetivo del VHB y resultados positivos para todas
las muestras con fragmento objetivo del VHB. Ademas, el titulo logi, medio de cada una de las muestras positivas para el
VHB con sustancias potencialmente interferentes se situd en + 0,5 logio del titulo logi, medio del control positivo

respectivo afadido.

Tabla24  Compuestos farmacoldgicos analizados para la interferencia mediante cuantificacion del ADN del VHB con la prueba cobas® HBV

Clase de farmaco

Nombre genérico del farmaco

Moduladores del sistema inmunoldgico

Peginterferén a-2a

Peginterferén a-2b

Ribavirina

Inhibidor de la entrada del VIH Maraviroc

Inhibidor de la integrasa del VIH Elvitegravir/Cobicistat Raltegravir

Inhibidor de la transcriptasa inversa no Efavirenz Nevirapina

nucledsido del VIH Etravirina Rilpivirina

Inhibidor de la proteasa del VIH Atazanavir Lopinavir
Tipranavir Nelfinavir
Darunavir Ritonavir
Fosamprenavir Saquinavir

Inhibidor de la proteasa del VHC Boceprevir Telaprevir
Simeprevir

Inhibidor de la transcriptasa inversa o Abacavir Tenofovir

de la polimerasa de ADN Emtricitabina Adefovir dipivoxil
Entecavir Telbivudina
Foscarnet Zidovudina
Cidofovir Aciclovir
Lamivudina Valganciclovir
Ganciclovir Sofosbuvir

Compuestos para el tratamiento de Azitromicina Pirazinamida

infecciones oportunistas Claritromicina Rifabutina
Etambutol Rifampicina
Fluconazol Sulfametoxazol
Isoniazida Trimetoprima
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Correlacion de métodos

Evaluacion del rendimiento de la prueba cobas® HBV en comparacién con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TaqMan® HBV, v2.0

El rendimiento de la prueba cobas® HBV y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBV, v2.0 (prueba TagMan®
HBYV, v2.0) se compard mediante el analisis de muestras de suero y plasma conservado en EDTA de pacientes infectados
por el VHB. Un total de 103 muestras de plasma conservado en EDTA y 85 muestras de suero de todos los genotipos del
VHB, analizadas por duplicado, resultaron validas y se encontraban dentro del intervalo de cuantificacién de ambas
pruebas. Se realizo el analisis de la regresion de Deming. La desviacion del titulo medio de las muestras analizadas con las
dos pruebas fue de -0,03 log;,.

Los resultados de la regresion de Deming se muestran en la Ilustracion 7.

llustracion 7 Andlisis de regresion de la prueba cobas® HBV vs TagqMan® HBV, v2.0 en muestras de suero y plasma conservado en EDTA
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Titulo log1o medio de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HBV, v2.0
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Equivalencia de matrices: plasma conservado en EDTA frente a suero

Se analizaron 50 muestras de plasma conservado en EDTA y suero emparejadas para determinar la equivalencia de
matrices. Las muestras positivas para el VHB cubrian la mayoria de los genotipos con unos titulos comprendidos en todo
el intervalo lineal.

La equivalencia de matrices en las muestras analizadas presenta una desviacion de titulo media de 0,05 logio
(Tlustracion 8).

llustracion 8 Rendimiento de la equivalencia de matrices entre muestras de plasma conservado en EDTA y suero
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Titulo log1o para suero con cobas HBV

Fallo de todo el sistema

La tasa de fallo de todo el sistema para la prueba cobas® HBV se determin6 mediante el analisis de 100 réplicas de plasma
conservado en EDTA y 100 réplicas de suero a las que se anadio VHB, lo que supone un total de 200 réplicas. Estas
muestras se analizaron con una concentracion de fragmento objetivo de aproximadamente 3 x LoD. El estudio se realizo
mediante el cobas® 6800 System.

Los resultados del estudio indican que todas las réplicas fueron reactivas para cada fragmento objetivo, 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 para cada matriz [0%: 3,62%].
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Contaminacion por arrastre

La tasa de contaminacion por arrastre de la prueba cobas® HBV se determiné mediante el analisis de 240 réplicas de una
muestra de plasma humano normal conservado en EDTA negativa al virus (VIH, VHC y VHB) y de 225 réplicas de una
muestra de VHB con un titulo alto de 1,00E+09 Ul/ml. En total, se realizaron cinco series con muestras positivas y
negativas utilizando un método de ensayo con configuracién de tablero de ajedrez.

Las 240 réplicas de la muestra negativa resultaron no reactivas, por lo que la tasa de contaminacion por arrastre es del 0%. El
intervalo de confianza bilateral exacto del 95% fue del 0% para el limite inferior y del 1,53% para el limite superior [0%: 1,53%].

Informacion adicional

Caracteristicas principales de la prueba
Tipo de muestra Plasma conservado en EDTA, suero
Cantidad minima de muestra necesaria 650 pl o350 pli

Volumen de procesamiento de muestras 500 pl 0 200 pl

Sensibilidad analitica 500 pl 200 pl
Plasma conservado en EDTA 2,7 Ul/ml 15,5 Ul/ml
Suero 2,4 Ul/ml 12,5 Ul/ml
Intervalo lineal 500 pl: 10 Ul/ml-1,0E4+09 Ul/ml

200 pl: 25 UI/ml-1,0E4+09 Ul/ml
Especificidad 100% (intervalo de confianza unilateral del 95%: 99,5%)

Genotipos detectados Genotipos A-H del VHB y mutacion precore predominante
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Simbolos

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

Tabla25 Simbolos utilizados en las etiquetas de los productos de PCR para diagnéstico de Roche

@ Software auxiliar |VD Producto sanitario para diagndstico in vitro
SW
Representante autorizado LLR| Limite inferior del intervalo asignado
en la Comunidad Europea 9

Hoja de datos del cédigo de barras Fabricante

Cadigo de serie Almacenar en la oscuridad

30

Riesgo bioldgico Suficiente para <n> pruebas

Numero de catalogo

Limite de temperatura

Archivo de definicién de pruebas

Contenido del kit Limite superior del intervalo asignado

Fecha de caducidad

[:Ii] Consulte las instrucciones de uso

Distribuido por

Global Trade ltem Number

f . o
Para evaluacion del rendimiento IVD
(nimero mundial de un articulo comercial)

Unicamente

Solamente para EE. UU.: la ley
federal de los Estados Unidos solo

Rx Only autoriza la venta de este dispositivo
a través de un facultativo autorizado
0 bajo prescripcion médica.

Marcado CE de conformidad; este dispositivo cumple los requisitos aplicables para el marcado CE
de productos sanitarios para diagndstico in vitro

Fecha de fabricacion

L wEO~<9do L

Servicio técnico para clientes de EE. UU.: 1-800-526-1247
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Fabricante y distribuidores

Tabla 26 Fabricante y distribuidores
Fabricado en los Estados Unidos

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Fabricado en los EE. UU.

Roche Diagnostics GmbH Roche Diagnostics
D Sandhofer Strasse 116 9115 Hague Road
68305 Mannheim, Germany Indianapolis, IN 46250-0457 USA

(For Technical Assistance call the
Roche Response Center
toll-free: 1-800-526-1247)

Marcas registradas y patentes

Este producto esta cubierto por una o mas patentes de EE. UU. con n.° 8962293, 9102924, 8609340, 9234250, 8097717,
8192958, 10059993, 10358675, 8129118 y 6727067, y por las patentes equivalentes extranjeras.

COBAS, COBAS OMNI, AMPERASE, AMPLIPREP y TAQMAN son marcas comerciales de Roche.
La marca comercial “Armored RNA®” es propiedad de Asuragen, Inc. y Cenetron Diagnostics, Ltd.
ProClin® es una marca registrada de Rohm and Haas Company.

Vacutainer® es una marca registrada de Becton Dickinson & Company.

El resto de nombres de productos y marcas comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios.

La tecnologia de prevencion de contaminacion cruzada de la enzima AmpErase® estd protegida por la patente
estadounidense 7,687,247 propiedad de Life Technologies y con licencia para Roche Molecular Systems, Inc.

Consulte la pagina http://www.roche-diagnostics.us/patents

Copyright
©2020 Roche Molecular Systems, Inc.
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Revision del documento

Informacion de revision del documento

Doc Rev. 5.0
12/2020

Se ha incluido el simbolo Rx Only en la primera pégina.

Se han actualizado las advertencias de peligro.

Se ha actualizado la pagina de simbolos armonizados.

Se ha actualizado la direccién del distribuidor.

Se ha actualizado el apartado Marcas registradas y patentes.
Se ha incluido la declaracion “Fabricado en”.

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