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USO PREVISTO

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, version 2.0 (v2.0), es una prueba de
amplificacién in vitro de acidos nucleicos para la cuantificaciéon del ARN del virus de la inmunodeficiencia
humana de tipo 1 (HIV-1) en plasma humano conservado en EDTA o en muestras de plasma seco
procedentes de una cobas® Plasma Separation Card (PSC) mediante el equipo COBAS® AmpliPrep para
el procesamiento automatizado de muestras y el analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS®
TagMan® 48 para la amplificacion y la deteccion automatizadas. La prueba puede cuantificar el ARN del
HIV-1 en el intervalo de 20 a 10.000.000 copias/ml (entre 33 y 1,67 x 107 unidades internacionales [Ul]/ml
en plasma conservado en EDTA y de 738 a 10.000.000 copias/ml (entre 1.230 y 1,67 x 107 unidades
internacionales [Ul]/ml) en una muestra de plasma seco procedente de una PSC). Una copia de ARN de
HIV-1 equivale a 1,67 Ul segun el primer estandar internacional de la OMS para el ARN de HIV-1 para
técnicas basadas en 4cidos nucleicos (NAT) (NIBSC 97/656)%.

La prueba se emplea junto con presentaciones clinicas u otros marcadores de laboratorio de la evolucién
de la enfermedad para el tratamiento clinico de los pacientes infectados por el HIV-1 grupo M y HIV-1
grupo O. La prueba se puede usar para valorar el prondstico del paciente mediante la determinacion del
nivel de ARN del HIV-1 de la linea de base o para monitorizar los efectos de la terapia antirretroviral por
medio de la determinacién de los cambios de los niveles de ARN del HIV-1 durante el curso del
tratamiento antirretroviral.

La prueba COBAS“ AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, no esta indicada para uso como
prueba de d i i atica de la pr ia del HIV-1 en sangre o hemoderivados ni como
prueba diagndstica para confirmar la pr ia de una infeccion por HIV-1.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) es el agente etioldgico del Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA)'3. La infeccién por HIV se puede transmitir mediante contacto sexual, exposicién a
sangre infectada o hemoderivados o por medio de la madre infectada al feto*. Al cabo de tres a seis
semanas de exposicion al HIV, las personas infectadas, por lo general, desarrollan un sindrome breve,
agudo, caracterizado por sintomas pseudogripales y asociado a niveles elevados de viremia en sangre
periféricas®. En la mayoria de las personas infectadas se produce a continuacién una respuesta
inmunitaria especifica del HIV y una disminucién de la viremia plasmatica, normalmente al cabo de cuatro
o seis semanas del inicio de los sintomas®. Tras la seroconversién, las personas infectadas, por lo
general, entran en una fase asintomatica, clinicamente estable, que puede prolongarse durante afios'-3.
El periodo asintomético se caracteriza por un nivel plasmético bajo de viremia persistente’ y una
disminucién gradual de linfocitos CD4+* T, lo que puede dar lugar a inmunodeficiencia grave, mdltiples
infecciones oportunistas, tumores malignos y la muerte’. Aunque las concentraciones de virus en sangre
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periférica son relativamente bajas durante la fase asintomatica de la infeccidn, la replicacion y eliminacién
del virus son procesos dindmicos en los que los altos indices de produccién de virus y de infeccién de los
linfocitos CD4+ quedan equilibrados por los indices, igualmente altos, de eliminacién virica, muerte de las
células infectadas y reabastecimiento de linfocitos CD4+, lo que da lugar a niveles relativamente estables
de viremia y linfocitos CD4+ plasmaticos'®-'8.

Las determinaciones cuantitativas de viremia por HIV en sangre periférica han demostrado que los niveles
mayores de virus pueden estar relacionados con un aumento del riesgo de evolucién clinica de la
enfermedad producida por el HIV y que las disminuciones de los niveles plasméticos de virus se pueden
asociar con un riesgo menor de evolucién clinica'®?'. Los niveles de virus en sangre periférica se pueden
cuantificar mediante la determinacion sérica del antigeno p24 del HIV por medio de cultivo cuantitativo
del HIV procedente del plasma o mediante la determinacién directa del ARN viral en plasma por medio de
técnicas de amplificacién de dcidos nucleicos o amplificacion de sefiales?2-.

En la actualidad, la OMS también recomienda el uso de muestras secas para ampliar el alcance de las pruebas
de carga viral en situaciones de recursos limitados sin acceso inmediato a servicios de flebotomia u opciones
sdlidas de transporte de muestras de plasma conservadas en EDTA?. Las muestras de plasma seco
procedentes de PSC, que también estabilizan el ARN del HIV en plasma seco, pueden mejorar la cobertura de
las pruebas de carga viral en estas situaciones, ya que permiten transportar las muestras durante distancias
mas largas y en condiciones ambientales mas extremas que el plasma conservado en EDTA.

El antigeno p24 es la principal proteina del nicleo del HIV y se encuentra en el suero en forma libre o
unido al anticuerpo anti-p24. El antigeno p 24 libre se puede determinar mediante enzimoinmunoensayos
(EIA) aunque la utilidad del antigeno p24 como marcador de la carga viral es escasa dado que el antigeno
se detecta s6lo en el 20% de los pacientes asintomaticos y el 40-50% de los pacientes sintomaticos. Los
procedimientos para disociar los complejos antigeno-anticuerpo aumentan la sensibilidad de las pruebas
del antigeno p24 pero la proteina virica permanece indetectable en la mayoria de los pacientes
asintomaticos?2.

El HIV infeccioso en plasma se puede cultivar mediante inoculacién en células mononucleares activadas de
sangre periférica (CMSP) de donantes sanos. La cuantificacion se logra mediante la inoculacién de CMSP con
diluciones sucesivas de la muestra de plasma. El cultivo cuantitativo posee utilidad escasa para la monito-
rizacién de los niveles de virus en personas infectadas, dado que sélo una pequefia fraccién de particulas
viricas es infecciosa in vitro. El virus infeccioso a menudo es indetectable en personas asintomaticas?2.

El ARN del HIV se puede cuantificar en plasma mediante tecnologias de amplificacién de é&cidos
nucleicos, tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)%%. La prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 utiliza la tecnologia de PCR para conseguir la méxima
sensibilidad y el mas amplio intervalo dindmico en la deteccion cuantitativa de ARN del HIV-1 en plasma
con anticoagulante EDTA y muestras de plasma seco procedentes de PSC.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 es una prueba de amplificacion de dcidos
nucleicos para la cuantificacion del ARN del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) en
plasma humano conservado en EDTA o en muestras de plasma seco procedentes de PSC. La prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se basa en tres procesos principales: (1) preparacion
de la muestra para aislar el ARN del HIV-1; (2) transcripcion inversa del ARN del fragmento objetivo para
generar ADN complementario (ADNc) y (3) amplificacién mediante PCR del ADNc del fragmento objetivo
y deteccién simultdnea de sonda de deteccién oligonucledtida doblemente marcada, escindida y
especifica del fragmento objetivo.

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, permite la preparacién automatizada de la
muestra seguida de la transcripcion inversa, la amplificaciéon mediante PCR y la deteccion de ARN del
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fragmento objetivo del HIV-1 y Armored RNA del estdndar de cuantificaciéon (QS) del HIV-1, también
automatizadas. El reactivo de mezcla maestra contiene cebadores y sondas especificos tanto para el ARN
del HIV-1 como para el ARN del estdndar de cuantificacion del HIV-1. La mezcla maestra se ha
desarrollado de modo que se asegure la cuantificacién equivalente de los distintos subtipos del grupo M
del HIV-1 y del grupo O del HIV-1. La deteccién del ADN amplificado se realiza utilizando sondas
oligonucledtidas doblemente marcadas especificas del fragmento objetivo y del QS, respectivamente, que
permiten la identificacion independiente del amplicén del HIV-1 y el amplicén del QS del HIV-1.

La cuantificacién del ARN virico del HIV-1 se realiza empleando el estédndar de cuantificacion del HIV-1.
Este estandar compensa los efectos de inhibicién y controla los procesos de preparacion y amplificacion
para permitir una cuantificaciéon mas exacta del ARN del HIV-1 presente en cada muestra. El estandar de
cuantificacién del HIV-1 es un constructo de Armored RNA no infeccioso que contiene las secuencias del
HIV con regiones de unién de cebadores idénticos al ARN del fragmento objetivo del HIV-1 y una regién
exclusiva de unién a sonda que permite diferenciar el amplicén del estandar de cuantificacién del HIV-1
del amplicén del fragmento objetivo del HIV-1.

El estdndar de cuantificacion del HIV-1 se afiade a cada una de las muestras en un nimero de copias
conocido y estd presente durante los pasos posteriores de preparaciéon de las muestras, transcripcion
inversa y amplificacion mediante PCR y deteccidn simultdanea de las sondas de deteccién oligonucleédtidas
doblemente marcadas, escindidas. El analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48
calcula la concentracién de ARN de HIV-1 presente en las muestras de prueba comparando la sefial del
HIV-1 con la sefial del QS del HIV-1 para cada muestra y control.

Seleccion del fr bj

La seleccién de la secuencia de ARN del fragmento objetivo del HIV-1 depende de la identificacién de
regiones dentro del genoma del HIV-1 que presenten una conservacién méaxima de la secuencia entre las
muestras de los distintos subtipos del grupo M del HIV-1 y del grupo O del HIV-1. Debido a la elevada
variabilidad genética del virus, la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se dirige a
dos regiones del genoma del HIV de forma simultédnea para su amplificacion y deteccion.

Dos sondas oligonucledtidas doblemente marcadas especificas del fragmento objetivo y una sonda
oligonucledtida doblemente marcada especifica del QS permiten la identificacién independiente del amplicén
del HIV-1 y del amplicon del QS del HIV-1. Por lo tanto, resulta crucial una seleccién apropiada de los
cebadores y de la sonda oligonucleétida doblemente marcada para que la prueba pueda amplificar y detectar
los subtipos del grupo M del HIV-1y el grupo O del HIV-1. La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 utiliza transcripcién inversa y cebadores de amplificacién mediante PCR que definen las secuencias
dentro de las regiones altamente conservadas del gen gag del HIV-133 y de la regién LTR del HIV-1.

Preparacion de las muestras

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, utiliza la preparacién automatizada de la
muestra en el equipo COBAS® AmpliPrep mediante una técnica de captura genérica basada en silice.
El procedimiento procesa 850 pl de plasma o extracto basado en SPEX procedente de la PSC. Se lleva a cabo
la lisis de las particulas viricas del HIV-1 mediante incubacién a alta temperatura con una proteasa y un
tampdn de lisis/unién caotrépico que libera los dcidos nucleicos y protege al ARN del HIV-1 liberado de las
RNasas presentes en el plasma. Junto con el reactivo de lisis y las microparticulas magnéticas, se introducen
en cada muestra proteasa y un nimero conocido de moléculas de Armored RNA del estdndar de
cuantificacién del HIV-1. Posteriormente se incuba la mezcla y el ARN del HIV-1y el ARN del estdndar de
cuantificacién del HIV-1 quedan unidos a la superficie de las microparticulas magnéticas. Las sustancias no
unidas, tales como sales, proteinas y otras impurezas celulares, se eliminan mediante el lavado de las
microparticulas magnéticas. Tras la separacion de las microparticulas magnéticas y la completa realizacién de
los pasos de lavado, los 4cidos nucleicos adsorbidos se eluyen a temperatura elevada con una solucién
acuosa. Entonces se afiade la muestra procesada, que contiene las microparticulas magnéticas ademds del
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ARN del HIV-1y el ARN del QS del HIV-1 liberados, a la mezcla de amplificacion y se transfiere al analizador
COBAS® TagMan® o al analizador COBAS® TagMan® 48. EI ARN del fragmento objetivo del HIV-1y el ARN del
QS del HIV-1 se transcriben (transcripcién inversa), amplifican y detectan simultdneamente mediante la
escision de sondas oligonucledtidas, doblemente marcadas, dos especificas del fragmento objetivo y una
especifica del QS.

Transcripcion inversa y amplificacion mediante PCR

La transcripcion inversa y la reaccién de amplificacién mediante PCR se lleva a cabo con la enzima ADN
polimerasa termoestable recombinante de Thermus specie Z05 (Z05). En presencia de manganeso (Mn2+)
y bajo condiciones de tampdn apropiadas, Z05 exhibe actividad tanto de transcriptasa reversa como de
polimerasa de ADN?'32, Esto permite que la transcripcion inversa y la amplificacién mediante PCR tengan
lugar junto con la deteccién a tiempo real del amplicén.

Las muestras procesadas se afiaden a la mezcla de amplificacién en tubos de amplificacién (tubos K),
donde se producen tanto la transcripcién inversa como la amplificacién mediante PCR. La mezcla de
reaccion se calienta para permitir que los cebadores descendentes (downstream) hibriden
especificamente con el ARN objetivo del HIV-1 y el ARN del QS del HIV-1. En presencia de Mn2* y un
exceso de desoxinucledtidos trifosfatos (dNTPs), entre los que se encuentran trifosfatos de
desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxicitidina, desoxiuridina y desoxitimidina, la polimerasa Z05
extiende los cebadores hibridados para formar una cadena de ADN complementaria del fragmento
objetivo del ARN.

Amplificacién del fragmento objetivo

Las muestras procesadas se afladen a la mezcla de amplificacion en tubos de amplificacién (tubos K)
donde se produce la amplificacién mediante PCR. Tras la transcripcion inversa del ARN del fragmento
objetivo del HIV-1 y el ARN del QS del HIV-1, el termociclador del analizador COBAS® TagMan® o del
analizador COBAS® TagMan® 48 calienta la mezcla de reaccién para desnaturalizar los hibridos
ARN:ADNc y exponer las secuencias del fragmento objetivo especificas del cebador. A medida que la
mezcla se enfria, los cebadores se hibridan con el ADN del fragmento objetivo. En presencia de Mn?* y un
exceso de desoxinucledtidos trifosfatos (dNTPs), entre los que se encuentran trifosfatos de
desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxicitidina, desoxiuridina y desoxitimidina, la polimerasa Z05
extiende los cebadores templados para formar moléculas de ADN bicatenario denominadas amplicones.
El analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48 repite automaticamente este
proceso durante un nimero de ciclos predeterminado, con el fin de duplicar en cada ciclo la cantidad de
ADN amplicén. EI ndmero de ciclos requerido se programa previamente en el analizador COBAS®
TagMan® o en el analizador COBAS® TagMan® 48. La amplificacién tiene lugar tnicamente en las dos
regiones del genoma del HIV-1 situadas entre los cebadores. No se amplifica el genoma entero del HIV-1.

Amplificacién selectiva

La amplificacién selectiva del dcido nucleico del fragmento objetivo de la muestra se logra en la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, mediante el uso de la enzima AmpErase (uracil-N-
glicosilasa) y trifosfato de desoxiuridina (dUTP). La enzima AmpErase reconoce y cataliza la destruccién
de las cadenas de ADN que contienen desoxiuridina®, pero no del ADN que contiene desoxitimidina.

El ADN natural carece de desoxiuridina que, sin embargo, estd siempre presente en el amplicén debido al
uso de trifosfato de desoxiuridina como uno de los dNTPs del reactivo de la mezcla maestra; por lo tanto,
solo el amplicén contiene desoxiuridina. La desoxiuridina permite que la enzima AmpErase pueda destruir
el amplicén contaminante antes de la amplificacién del ADN del fragmento objetivo. Ademds, la enzima
AmpErase destruye cualquier producto inespecifico que se pueda formar tras la activacion inicial de la
mezcla maestra por el manganeso. La enzima AmpErase, que se incluye en el reactivo de la Master Mix,
cataliza la escisién del ADN que contiene desoxiuridina en la posicién de los residuos de desoxiuridina

05328268001-19ES 4 Doc Rev. 19.0



abriendo la cadena de la desoxirribosa en la posicion C1. Cuando se calienta en el primer paso del ciclo
térmico, la cadena de ADN amplicén se rompe en la posicién de la desoxiuridina, por lo que el ADN ya no
puede amplificarse. La enzima AmpErase permanece inactiva durante un periodo de tiempo prolongado
una vez expuesta a temperaturas superiores a los 55 °C, es decir, durante los pasos de la ciclacion térmica
y, por consiguiente, no destruye el amplicén objetivo formado durante la amplificacion.

Deteccién de productos de la PCR en una prueba COBAS® TagMan®

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 utiliza la tecnologia de la PCR en tiempo
real®*®. E| uso de sondas marcadas con doble marcador fluorescente permite detectar a tiempo real la
acumulacién del producto de la PCR mediante la supervision de la intensidad de emision de los
marcadores emisores fluorescentes liberada durante el proceso de amplificacion. Las sondas constan de
sondas oligonucleétidas especificas para el HIV-1 y el QS del HIV-1 con un marcador emisor y un
marcador silenciador. En la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, las sondas del HIV-
1y del QS del HIV-1 estdn marcadas con distintos marcadores emisores fluorescentes. Cuando las sondas
estan intactas, la proximidad del marcador silenciador suprime la fluorescencia del marcador emisor
debido a efectos de transferencia de energia de tipo Forster. Durante la PCR, la sonda se hibrida con una
secuencia del fragmento objetivo y se escinde por la actividad de las nucleasas 5' — 3' de la ADN
polimerasa Z05 termoestable. Cuando se han liberado y separado el marcador emisor y el marcador
silenciador, cesa el enmascaramiento (quenching) y la actividad fluorescente del marcador emisor
experimenta un aumento. La amplificacién del ARN del HIV-1 y el ARN del QS del HIV-1 se miden de
forma independiente en distintas longitudes de onda. Este proceso se repite durante un nimero de ciclos
predeterminado, aumentando en cada ciclo la intensidad de emisién de los marcadores emisores
individuales, lo que permite la identificacion independiente del ARN del HIV-1y el ARN del QS del HIV-1.
El ciclo de la PCR en el que la curva de crecimiento adquiere forma exponencial esta relacionado con la
cantidad de material de partida presente al inicio de la PCR.

Fundamentos de la cuantificacién en una prueba COBAS® TagMan®

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, ofrece resultados cuantitativos de forma
inherente en un rango dindmico muy amplio puesto que la supervisién del amplicén se realiza durante la
fase exponencial de la amplificacion. Cuanto mds alto sea el titulo de HIV-1 de una muestra, antes se
apreciard la fluorescencia del marcador emisor de la sonda del HIV-1 por encima del nivel de
fluorescencia que constituye la linea de base (consulte la llustracién 1). Puesto que la cantidad de ARN
del QS del HIV-1 es la misma para todas las muestras, la fluorescencia del marcador emisor de la sonda
del QS del HIV-1 deberia aparecer en un ciclo similar para todas las muestras (consulte la llustracion 2).
En muestras en las que la fluorescencia del QS se vea afectada, la concentracion se ajusta en
consonancia. La aparicién de las sefiales fluorescentes especificas se comunica como un valor umbral
critico (Ct). El Ct se define como el nimero de ciclo fraccional en el que la fluorescencia del marcador
emisor supera un umbral predeterminado (el nivel de fluorescencia asignado) y comienza la fase de
crecimiento exponencial de la sefial (consulte la llustracién 3). Los valores de Ct més altos indican un
menor titulo del material del fragmento objetivo del HIV-1 inicial. Una duplicacién del titulo se relaciona
con una disminucién de 1 Ct para el ARN del HIV-1 del fragmento objetivo, mientras que una disminucién
de 3,3 Ct se relaciona con un aumento de 10 veces del titulo.

La llustracién 1 muestra las curvas de crecimiento correspondientes al fragmento objetivo para una serie
de dilucién que abarca un intervalo de 5 unidades logi. A medida que aumenta la concentracion del
virus, las curvas de crecimiento se desplazan hacia ciclos mds tempranos. Por lo tanto, la curva de
crecimiento situada mds a la izquierda corresponde al nivel de titulo virico més alto, mientras que la
situada mds a la derecha corresponde al nivel de titulo virico mds bajo.
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La llustraciéon 2 muestra las curvas de crecimiento correspondientes al estandar de cuantificacion (QS)
para las muestras de una serie de dilucién del virus que abarca un intervalo de 5 logi. La cantidad de
estdndar de cuantificacion afiadida a cada muestra es constante para cada reaccion. El valor de Ct
correspondiente al estdndar de cuantificacion es similar con independencia del titulo virico.

lustracion 2

Curvas de crecimiento del estandar de cuantificacion para una serie de dilucion del virus

Fluorescencia normalizada
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La llustracién 3 constituye un ejemplo de la normalizacién de los valores de fluorescencia en cada ciclo de
cada curva de crecimiento. El nimero de ciclo fraccional (Ct) se calcula como el punto donde la sefial de
fluorescencia intersecciona con el nivel de fluorescencia asignado.
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lustracion 3

Valores de fluorescencia obtenidos en cada ciclo normalizados para cada curva de crecimiento
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Cuantificacion del ARN del HIV-1

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, cuantifica el ARN virico del HIV-1 utilizando
una segunda secuencia del fragmento objetivo (estédndar de cuantificacion del HIV-1) que se afiade en
una concentracién conocida a cada muestra de prueba. El estdndar de cuantificacién del HIV-1 es un
constructo de Armored RNA no infeccioso que contiene fragmentos de secuencias del HIV-1 con regiones
de unién a cebadores idénticas a las de la secuencia objetivo del gen gag del HIV-1. El estandar de
cuantificacién del HIV-1 contiene regiones de unién a cebadores del HIV-1 y genera un producto de
amplificacién con la misma longitud y composicién de bases que el ARN del fragmento objetivo del gen
gag del HIV-1. La regién de unién a la sonda de deteccion del QS del HIV-1 ha sido modificada para
diferenciar el amplicén del QS del HIV-1 del amplicén objetivo del gen gag del HIV-1.

Durante la fase de annealing de la PCR en el analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS®
TagMan® 48, las muestras se iluminan y excitan con luz filtrada, lo que permite recoger los datos de
emision de fluorescencia filtrada correspondientes a cada muestra. Las lecturas obtenidas para cada
muestra se corrigen entonces para compensar fluctuaciones instrumentales. El equipo envia esas lecturas
de fluorescencia al programa AMPLILINK y las almacena en una base de datos. Se utilizan
comprobaciones previas para determinar si los datos de ARN del HIV-1 y ARN del QS del HIV-1
constituyen conjuntos vélidos y se generan avisos cuando los datos estan fuera de los limites prefijados.
Una vez completadas y superadas todas las comprobaciones previas, las lecturas de fluorescencia se
procesan para generar valores de Ct correspondientes al ARN del HIV-1 y al ARN del QS del HIV-1. Se
utilizan constantes de calibracion especificas de lote incluidas con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0, para calcular el valor de titulo de las muestras y los controles segtin los valores de
Ct obtenidos para el ARN del HIV-1 y el ARN del QS del HIV-1. La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 esté estandarizada con respecto a un estandar internacional de la OMS para el ARN
del HIV-1. Los resultados de titulo se indican en copias/ml (cp/ml) o unidades internacionales (Ul/ml).
El factor de conversion entre el valor comunicado de cp/ml de ARN de HIV-1y el valor en Ul/ml de HIV-1
ha sido determinado por Roche Molecular Systems, Inc. como 0,6 cp/Ul (1,67 Ul/cp).
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REACTIVOS

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 48 pruebas

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1 1 x 48 pruebas
(Casete de reactivo de microparticulas magnéticas para HIV-1)

Microparticulas magnéticas

93% de isopropanol

HIV-1 v2.0 CS2 1 x 48 pruebas
(Casete de reactivo de lisis para HIV-1)

Citrato de sodio dihidratado

42,5% de tiocianato de guanidina

< 14% de polidocanol

0,9% de ditiotreitol

HIV-1 v2.0 CS3 1 x 48 pruebas
Casete de multirreactivos para HIV-1 que contiene:
Pase 1x38ml
(Solucién de proteinasa)
Tampén Tris

< 0,05% de EDTA
Cloruro de calcio
Acetato de calcio
<7,8% de proteinasa
Glicerol

EB 1x7,0ml
(Tampén de elucién)

Tampén TRIS base

0,2% de metilparabén

HIV-1 v2.0 CS4 1 x 48 pruebas
Casete de reactivo especifico para la prueba HIV-1 que contiene:

HIV-1 QS 1x36ml
(Estandar de cuantificacién del HIV-1)
Tampén Tris-HCI
EDTA
< 0,005% de ARN poli Ar (sintético)
< 0,001% de constructo de Armored RNA del HIV-1 que contiene
secuencias de unién a cebadores del HIV-1y una regién exclusiva
de unién a sonda (ARN no infeccioso en bacteriéfago MS2)
0,05% de azida sédica

HIV-1 MMX 1x25ml
(Master Mix para HIV-1)

Tampén tricina

Acetato de potasio

Hidréxido potasico

20% de dimetilsulféxido

Glicerol

< 0,04% de dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP
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< 0,003% de cebadores ascendentes y descendente
correspondientes a la regién gag y la regién LTR del HIV-1

< 0,003% de aptéamero oligonucleétido

< 0,003% de sondas oligonucleétidas marcadas con

fluorescente especificas para el HIV-1y el estandar de

cuantificacion del HIV-1

< 0,05% de ADN polimerasa Z05 (microbiana)

< 0,1% de enzima AmpErase (uracil-N-glicosilasa)
(microbiana)

0,09% de azida sodica

CAP/CTM Mn2*

(Solucién de manganeso para CAP/CTM)
< 0,5% de acetato de manganeso
Acido acético glacial
0,09% de azida sodica

HIV-1 H(+)C, v2.0
(Control positivo alto del HIV-1, v2.0)
< 0,001% de constructo de Armored RNA de HIV-1 con
secuencias de HIV-1 (ARN no infeccioso en bacteriéfago MS2)
Plasma humano negativo, no reactivo segun pruebas para
anticuerpos frente al HCV, anticuerpos frente al HIV-1/2,
antigeno p24 del HIV y HBsAg; ARN de HIV-1, ARN de
HCV y ADN de HBV no detectables mediante métodos
basados en la PCR
0,1% de conservante ProClin® 300

HIV-1 L(+)C, v2.0
(Control positivo bajo del HIV-1, v2.0)

< 0,001% de constructo de Armored RNA de HIV-1 con
secuencias de HIV-1 (ARN no infeccioso en
bacteriéfago MS2)

Plasma humano negativo, no reactivo segutn pruebas para
anticuerpos frente al HCV, anticuerpos frente al HIV-1/2,
antigeno p24 del HIV y HBsAg; ARN de HIV-1, ARN de
HCV 'y ADN de HBV no detectables mediante métodos
basados en la PCR

0,1% de conservante ProClin® 300

CTM(-)C
[Control negativo para COBAS® TagMan® (plasma
humano)]

Plasma humano negativo, no reactivo segutn pruebas para
anticuerpos frente al HCV, anticuerpos frente al HIV-1/2,
antigeno p24 del HIV y HBsAg; ARN de HIV-1, ARN de
HCV 'y ADN de HBV no detectables mediante métodos
basados en la PCR

0,1% de conservante ProClin® 300

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(Clip de cddigo de barras para control positivo alto del HIV-1, v2.0)

05328268001-19ES 9
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HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 clips
(Clip de cddigo de barras para control positivo bajo del HIV-1, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip 1 x 4 clips
(Clip de cédigo de barras para control negativo del HIV-1, v2.0)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent - 1x5,11
(P/N: 03587797 190) m

PG WR

(Reactivo de lavado COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan®)
Citrato de sodio dihidratado
< 0,1% de N-metilisotiazolona-HClI

® N ® ® :
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen 5x78 ml

Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

SPEX
(Reactivo previo a la extraccién de muestras cobas®)
42,5% de tiocianato de guanidina
0,79% de citrato de sodio
0,01% de &cido citrico
3,6% de polidocanol
1,8% de ditiotreitol
pcional y tni debe utilizarse en combinacion con la PSC
I seco. C Ite las instrucci ms_09411763190,

Nota: este r ivo es
para generar as de
correspondientes a la PSC.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

A PARA DIAGNOSTICO /N VITRO.

B. Esta prueba estd disefiada para su uso con plasma humano recogido en anticoagulante EDTA o
muestras de plasma seco procedentes de PSC.

C. No pipetee con la boca.

No se debe comer, beber ni fumar en las dreas de trabajo del laboratorio. Utilice guantes
desechables, batas de laboratorio y proteccion ocular para manipular las muestras o los reactivos
del kit. Lavese muy bien las manos después de manipular las muestras y los reactivos de las

pruebas.

E. Evite la inacién microbi y con ril | de los r lo extraiga
alicuotas de los viales de control.

F. Ser ienda la utilizacion de pig estériles d hables y de pif sin

ribonucleasa.
No mezcle controles de distintos lotes o de distintas botellas de un mismo lote.
H. No mezcle casetes de reactivos o controles de distintos kits.

l. No abra los casetes COBAS® AmpliPrep ni cambie, mezcle, retire o afiada botellas.
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Elimine los reactivos no utilizados asi como los desechos y las muestras segun las
reglamentaciones nacionales, federales, estatales y locales.

No utilice ningtin kit con posterioridad a la fecha de caducidad.

Puede solicitar Hojas de Datos de Seguridad (Safety Data Sheets, SDS) en las oficinas locales de
Roche.

Las muestras y los controles deben tratarse como si fueran infecciosos, utilizando procedimientos
de seguridad de laboratorio como los descritos en la publicacién Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories® y en el documento M29-A3% del CLSI. Limpie y desinfecte
minuciosamente todas las superficies de trabajo con una solucién recién preparada de hipoclorito
de sodio al 0,5% en agua destilada o desionizada.

Nota: la lejia doméstica comercial i ]/ hipoclorito de sodio en una

cancentracmn del 5,25%. Mediante dilucion en proporcion 1:10 de la lejia
= se ob Ird una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5%.

Nota: si se produce un derrame de de pl: seco pr d de una PSC en
el cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent (SPEX) (que contiene tiocianato de
guanidina), no perm:ta que entre en con solucit de hipoclorito de
sodio que como la lejia. Tales mezclas pueden producir

gases de alta toxicidad.

PRECAUCION: los controles CTM (<) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0 contienen
plasma humano derivado de sangre humana. El material de origen ha sido probado con resultado
no reactivo para la presencia de antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg),
anticuerpos frente al HIV-1/2 y al HCV, y antigeno p24 del HIV. En ensayos del plasma humano
negativo mediante métodos basados en la PCR, no se detecté ARN del HIV-1, ARN del HCV ni ADN
del HBV. Ninglin método de prueba conocido puede garantizar totalmente que un producto
derivado de la sangre humana no transmita agentes infecciosos. Por lo tanto, cualquier material de
procedencia humana debe considerarse potencialmente infeccioso. Los controles CTM (-) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0 deben tratarse como si fueran infecciosos, utilizando
procedimientos de seguridad de laboratorio como los descritos en la publicacion Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories®® y en el documento M29-A3%* del CLSI. Limpie y
desinfecte minuciosamente todas las superficies de trabajo con una solucién recién preparada de
hipoclorito de sodio al 0,5% en agua destilada o desionizada.

Los reactivos HIV-1 QS, CAP/CTM Mn?*y HIV-1 MMX contienen azida sddica. La azida sodica
puede reaccionar con las tuberias de plomo o cobre y formar azidas metalicas muy explosivas.
Cuando elimine soluciones que contengan azida sédica vertiéndolas en fregaderos de laboratorio,
deje correr abundante agua para evitar la formacién de depésitos de azida.

Utilice guantes de laboratorio, batas de laboratorio y proteccién ocular cuando manipule cualquier
reactivo. Evite el contacto de estos materiales con la piel, los ojos o las membranas mucosas. En
caso de contacto, lave inmediatamente la zona afectada con abundante agua. Pueden producirse
quemaduras si no se actiia adecuadamente. Si se derrama alguno de estos reactivos, diltyalo con
agua antes de limpiarlo con un pafio.

No permita que el reactivo HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (utilizado en el procedimiento de las muestras
de plasma seco de una PSC) ni los residuos liquidos del instrumento COBAS® AmpliPrep, que
contienen tiocianato de guanidina, entren en contacto con la solucién de hipoclorito de sodio
(lejia). Tales mezclas pueden producir gases muy téxicos.

El reactivo SPEX es sensible a la luz y se suministra en botellas con proteccion luminica.

Cuando deseche las cubetas de reaccién (SPU) COBAS® AmpliPrep, que contienen tiocianato de
guanidina, evite el contacto con soluciones de hipoclorito de sodio (lejia). Tales mezclas pueden
producir gases muy téxicos.
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T. Consulte la metddica de la PSC ms_09411763190 para conocer las advertencias y precauciones
adicionales.

REQUISITOS DE ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

A No congele los reactivos ni los controles.

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

C. Almacene los reactivos HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 y HIV-1 v2.0 CS4 a
una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C. Si no se utilizan, estos reactivos se mantienen
estables hasta la fecha de caducidad indicada. Una vez usados, los reactivos permanecen estables
durante 28 dias a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C o hasta la fecha de caducidad, lo
que se produzca primero. Los reactivos HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 y
HIV-1 v2.0 CS4 pueden utilizarse para un maximo de 4 ciclos instrumentales, hasta acumular un
maximo de 64 horas totales en el instrumento COBAS® AmpliPrep. Entre ciclos instrumentales, los
reactivos deben almacenarse a una temperatura comprendida entre 2y 8 °C.

D. Almacene los controles HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 y CTM (-) C a una temperatura
comprendida entre 2 y 8 °C. Los controles se mantienen estables hasta la fecha de caducidad
indicada. Una vez abiertos, deben desecharse las partes sobrantes.

E. Almacene los clips de cédigo de barras [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip y
HIV-1 (-) C Clip] a una temperatura comprendida entre 2y 30 °C.

F. Almacene el reactivo PG WR a una temperatura comprendida entre 2 y 30 °C. PG WR se mantiene
estable hasta la fecha de caducidad indicada. Una vez abierto, este reactivo permanece estable
durante 28 dias a una temperatura comprendida entre 2 y 30 °C o hasta su fecha de caducidad, lo
que se produzca primero.

G. Conserve el reactivo SPEX (utilizado en el procedimiento de las muestras de plasma seco de una
PSC) a una temperatura comprendida entre 2 y 8°C. SPEX permanece estable hasta la fecha de
caducidad indicada. Una vez abierto, este reactivo permanece estable durante 28 dias a una
temperatura comprendida entre 2 y 30 °C o hasta su fecha de caducidad, lo que se produzca
primero.

H. Los requisitos para el almacenamiento y la manipulacién de la PSC se especifican en la metddica
ms_09411763190 de la PSC.

MATERIALES SUMINISTRADOS

A, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1
(Casete de reactivos de microparticulas magnéticas para HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS2
(Casete de reactivos de lisis para HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS3
(Casete de multirreactivos para HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS4
(Casete de reactivos especifico para la prueba HIV-1)
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HIV-1 H(+)C, v2.0
(Control positivo alto del HIV-1, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0
(Control positivo bajo del HIV-1, v2.0)

CTM(-)C
[Control negativo para COBAS® TagMan® (plasma humano)]

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(Clip de cédigo de barras para control positivo alto del HIV-1, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(Clip de cédigo de barras para control positivo bajo del HIV-1, v2.0)

HIV-1 (=) Clip
(Clip de cadigo de barras para control negativo del HIV-1)

B. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

(P/N: 03587797 190)

C. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen
Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
Instrumentos y programa

L] Equipo COBAS® AmpliPrep
. Analizador COBAS® TagMan® o analizador COBAS® TagMan® 48
L] Opcional: equipo cobas p 630
L] Opcional: Docking Station
L] Programa AMPLILINK versidn 3.3 o version 3.4 Series
L] Unidad de control para el programa AMPLILINK, con impresora
L] Manuales de equipo y software:
Manual del equipo COBAS® AmpliPrep para su uso con el programa AMPLILINK
version 3.3 y 3.4 Series
- Manual del equipo del analizador COBAS® TagMan® para su uso con el programa
AMPLILINK version 3.3 y 3.4 Series
- Manual del equipo del analizador COBAS® TagMan® 48 para su uso con el
programa AMPLILINK versién 3.3 y 3.4 Series
- Manual de aplicaciones del programa AMPLILINK versién 3.3 Series para uso con
el equipo COBAS® AmpliPrep, el analizador COBAS® TaqMan®, el analizador
COBAS® TagMan® 48, el analizador COBAS® AMPLICOR® y el equipo cobas p 630
o]
- Manual de aplicaciones del programa AMPLILINK versién 3.4 Series
- Opcional: Manual de usuario del equipo cobas p 630, versién del programa 2.2
. Archivo de definiciones de pruebas (TDF). Consulte la tarjeta de informacién del

producto del kit para conocer el nombre y la versién actual del TDF.
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Consumibles

Cubetas de reaccién: SPU

Tubos para introduccion de la muestra (tubos S) con clip de cddigo de barras
Bandejas de puntas K

Caja de tubos K, 12 x 96

OTROS MATERIALES NECESARIOS (SOLO PARA LA APLICACION DE MUESTRAS DE PLASMA EN
EDTA) NO SUMINISTRADOS

. Bandeja de muestras (bandeja de 24 tubos SK)

L] Bandeja de reactivos

L] Bandeja de SPU

L] Taponador de tubos K, motorizado

L] Taponador de tubos K

L] Gradilla de tubos K

L] Transportador de gradillas de tubos K

L] Bandeja de gradillas de tubos K

L] Pipetas con puntas exentas de RNasa con filtro para aerosol o desplazamiento positivo
(capacidad de 1.000 pl)*

. Guantes de laboratorio, sin polvo

L] Agitador vértex

* La precision de las pipetas debe estar dentro del 3% del volumen indicado. Para evitar la contaminacion
cruzada de la muestra y el amplicon, deben utilizarse puntas exentas de ribonucleasa con filtro para
aerosol o desplazamiento positivo cuando asi se especifique.

OTROS MATERIALES Y CONSUMIBLES NECESARIOS (SOLO PARA LA APLICACION DE
MUESTRAS DE PLASMA SECO DE UNA PSC) NO SUMINISTRADOS

o cobas® Plasma Separation Card (P/N 07963084190 o P/N 09411763190)*
L] Férceps o pinzas estériles o desechables™*
L] Capilar de 140 pl (p. ej, tubo de plastico Vitrex) con dispensador compatible

(p. €j., soporte para pipetas Vitrex)*

L] Dispositivo de puncién de un solo uso (p. €j., Greiner Bio-One: MiniCollect® Safety
Lancet, profundidad de penetracién de 2,00 mm)*

L] Bolsa de muestras (de plastico transparente resellable con cierre hermético) y bolsas
desecantes de gel de silice (para un total de 4 gramos. Para obtener més informacion
sobre el almacenamiento y la entrega de la PSC, consulte la metédica ms_09411763190

de la PSC).
L] Bolsa de transporte (p. ej., Wicoseal 180 x 60 x 240 mm)
L] Pipeta (p. €j., pipeta Multistepper)
L] Eppendorf Thermomixer® (p. €j., el modelo R 5355, C o equivalente) con termobloque

para 24 criotubos

* Consulte la metédica ms_09411763190 de la PSC para obtener més informacion sobre la recogida de
muestras en una PSC.

** Para evitar la contaminacién por arrastre, utilice Gnicamente un par de férceps por paciente. Se
recomienda utilizar férceps de metal y esterilizarlos en un autoclave tras cada uso.
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OBTENCION, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE PLASMA EN EDTA

Nota: manipule todas las muestras y los controles como si pudi

infecciosos.
Nota: esta prueba se ha validado tinii para su uso con pl: h recogido en
anticoagulante EDTA o con de pl. seco pr de de una PSC. La

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

A. Ob ion de las as

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ha sido concebida para su uso con
muestras de plasma. La sangre debe recogerse en tubos estériles y utilizar EDTA como anticoagulante;
posteriormente, debe mezclarse adecuadamente segin las instrucciones del fabricante del tubo.

La sangre total debe conservarse a una temperatura comprendida entre 2 y 25 °C durante un periodo no
superior a 24 horas. Separe el plasma de la sangre total en un plazo de 24 horas tras su recogida
mediante centrifugacién a entre 800 y 1.600 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente. Transfiera el
plasma a un tubo de polipropileno estéril. La ilustracién 4 muestra los datos de estabilidad de las muestras
obtenidos de los estudios de estabilidad de muestras realizados con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N: 03543005 190).

llustracion 4
Estabilidad del HIV-1 en sangre entera (recogida en tubos de plasma con EDTA)
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ID de muestra

Promedio (n

B. Tr porte de las as

El transporte de sangre entera o plasma debe cumplir las reglamentaciones locales, estatales, federales y
nacionales para el transporte de agentes etioldgicos™. La sangre total debe transportarse a una temperatura
comprendida entre 2 y 25 °C y procesarse dentro de las 24 horas siguientes a su extraccion. El plasma puede
transportarse a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C o congelarse a una temperatura entre -20 y -80 °C.
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C. Al i de las as

Las muestras de plasma pueden almacenarse a temperatura ambiente (25-30 °C) durante 1 dia o a una
temperatura comprendida entre 2-8 °C durante 6 dias. Las muestras de plasma se mantienen estables
durante seis semanas si se congelan a una temperatura comprendida entre -20 °C y -80 °C. Se
recomienda almacenar las muestras en alicuotas de 1.100-1.200 pl depositadas en tubos de polipropileno
estériles con tapones de rosca de 2,0 ml de capacidad (por ejemplo, los tubos Sarstedt 72.694.006). La
ilustracién 5 muestra los datos de estabilidad de las muestras obtenidos de los estudios de
almacenamiento de muestras realizados con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N:
03543005 190).

llustracion 5
Estabilidad del HIV-1 en plasma conservado en EDTA
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Las muestras de plasma se pueden congelar y descongelar hasta cinco veces sin que se produzca pérdida
significativa de ARN del HIV-1. La ilustracion 6 muestra los datos de congelacién-descongelacion
obtenidos de los estudios realizados con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
(P/N: 03543005 190).
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llustracion 6
Resultados del HIV-1 después de cinco ciclos de gelacion-d lacion (C-D)
(plasma con EDTA)
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RECOGIDA, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE PLASMA SECO EN PSC

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

B iy

Nota: esta prueba se ha validado iinicamente para su uso con pl: recog en
anticoagulante EDTA o con de pl: seco pr d de una PSC. La
realizacion de la prueba en otros tipos de muestras puede dar lugar a resultados inexactos.

A. Recogida de las muestras

Las muestras de plasma seco en PSC se recogen mediante los procedimientos clinicos pertinentes. Antes
de su uso, debe revisarse la fecha de caducidad de la PSC. Utilice la PSC tnicamente si no estd
caducada y si la bolsa en la que estd sellada la PSC estd completamente cerrada e intacta. Etiquete la
PSC con el nombre del paciente, su fecha de nacimiento y la fecha y hora de obtencion de la muestra.
Aplique 140 pl de sangre total en cada uno de los circulos de la membrana de la PSC delineados por la
ldmina de muestras mediante un capilar y un dispensador adecuados. Se recomienda rellenar las tres
muestras de la PSC para posibilitar las repeticiones. No aplique muestras de mas de un paciente en la
misma PSC. Asegurese de que AMBAS caras de las muestras de la PSC (frontal: membrana con sangre;
posterior: muestra con plasma) estdn saturadas transcurridos 5 minutos. Compruebe la cara posterior a
través de la ldmina posterior transparente. No permita que las membranas entren en contacto con
guantes, herramientas o cualquier superficie potencialmente contaminada durante este proceso.

Deje secar la PSC a temperatura ambiente durante 4 horas como minimo (y como maximo durante toda la
noche), protegiéndola de la luz solar directa. No retire la Idmina de muestras. Este paso se realiza en el
laboratorio. Tras el secado, guarde la PSC en una bolsa de muestras individual con 4 gramos de
desecante y séllela (llustracién 7). Las bolsas de muestras recogidas deben empaquetarse en una bolsa de
transporte junto con las hojas informativas de paciente correspondientes. Se recomienda empaquetar un
maximo de 25 PSC por bolsa de transporte.
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B. T porte de las

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 etiolégicos. Las
bolsas de transporte con las PSC deben transportarse en el plazo de 28 dias a una temperatura de
18-45 °C y con una humedad de hasta el 85%.

C. Al i de las as

Tras el transporte, las PSC en bolsas de muestras individuales con 4 gramos de desecante colocadas
dentro de una bolsa de transporte pueden almacenarse a temperatura ambiente (18-30 °C), a 2-8 °C o
a <-10 °C durante un maximo de 56 dias (con y sin separacion de las ldminas).
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INSTRUCCIONES DE USO

h i P Adeotallad- o, P P

Nota: para sobre el funci i una ip
de las posible fig i la impresion de los r los y la interpr ion de los
avisos, jos y )jes de error, Ite: (1) el M: I del equipo COBAS®
AmpliPrep para su uso con el programa AMPLILINK ion 3.3y 3.4 ies; (2) el M /
del equipo del analizador COBAS® TagMan® para su uso con el programa AMPLILINK

6n 3.3 y 3.4 Series; (3) el M. I del analizador COBAS® TagMan® 48 para su uso con
el programa AMPLILINK version 3.3 y 3.4 Series; (4) el Manual de aplicaciones del
programa AMPLILINK versién 3.3 Series para su uso con el equipo COBAS® AmpliPrep, el
analizador COBAS® TagMan®, el analizador COBAS® TagMan® 48, el analizador COBAS®
AMPLICOR® y el equipo cobas p 630 o el M. I de aplicaci del prog
AMPLILINK versién 3.4 Series; (5) Opcional: M: I de io del equipo cobas p 630
version del programa 2.2.

La informacion incluida en las partes A-C y F-J es genérica para ambos tipos de muestras
(muestras de plasma conservado en EDTA y muestras de plasma seco en PSC). La parte D

i infor ion para la p ion y la carga de muestras de plasma conservado en
EDTA dnicamente. La parte E infc 6n para la peticion y la carga de muestras
de plasma seco en PSC tnicamente.

Tamaiio del lote

Cada kit contiene reactivos suficientes para 48 pruebas, las cuales pueden efectuarse en lotes de 12 a
24 pruebas. En cada lote debe incluirse como minimo un reactivo de cada control [CTM (-) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 e HIV-1 H(+)C, v2.0]; consulte el apartado “Control de calidad”.

Flujo de trabajo

La serie se debe iniciar en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador COBAS® TagMan® 48
durante los 120 minutos posteriores a la finalizacién de la preparacién de las muestras y los controles.

Nota: no gele ni o controles pr los a una \peratura compr
entre 2y 8 °C.

Preparacién de las muestras y los controles

Nota: si utiliza gelad. léjelas a P bie hasta guir su
ipleta de igelacion y agitelas di 3-5 segundos antes de las. Los I
se deben extraer de su lugar de all a una Ji iprendida entre 2 y

8 °C con tiempo suficiente para que alcancen el equilibrio con la temperatura ambiente
antes de su uso.

Configuracién del equipo COBAS® AmpliPrep
Parte A. Mantenimiento y cebado
Al.  El equipo COBAS® AmpliPrep estd listo para su funcionamiento en modo Stand-by.

A2.  Encienda la unidad de control del programa AMPLILINK (ON). Prepérela tal como se indica a
continuacion:

1. Inicie una sesion en el sistema operativo Microsoft Windows.
2. Haga doble clic sobre el icono del programa AMPLILINK.
3. Inicie una sesion en el programa AMPLILINK introduciendo el identificador de usuario y la

contrasefia asignados.

05328268001-19ES 19 Doc Rev. 19.0



A3.  Compruebe el suministro de PG WR en la pantalla Status y repéngalo en caso necesario.

A4.  Lleve a cabo todas las tareas de mantenimiento que aparecen en la pestafia Due. El equipo
COBAS® AmpliPrep procedera autométicamente al cebado del sistema.

Parte B. Carga de casetes de reactivos

Nota: todos los de r it se deben de su lugar de almacenamiento a una
comprendida entre 2 y 8 °C para cargarlos ii li en el equip
COBAS® AmlePrep y dejar que alcancen el equilibrio con la temperatura ambiente en el

al 30 mii antes de p der a procesar la primera muestra.
Na,, ita que los de r i la P bie fuera del
equipo, ya que podria farmalse fe ion en las etiq de cédigo de barras. En
caso de ap 6n en las etiqg de cédigo de barras, no trate de

eliminarla con un paiio.

B1.  Coloque HIV-1 v2.0 CS1 en una bandeja de reactivos. Coloque HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3
y HIV-1 v2.0 CS4 en otra bandeja de reactivos distinta.

B2.  Cargue la bandeja de reactivos que contiene HIV-1 v2.0 CS1 en la posicion para bandejas A del
equipo COBAS® AmpliPrep.

B3.  Cargue la bandeja de reactivos que contiene HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 y HIV-1 v2.0 CS4
en la posicién para bandejas B, C, D o E del equipo COBAS® AmpliPrep. (Consulte la tabla 1 para
conocer informacion adicional.)

Parte C. Carga de consumibles

Nota: determine el nimero de casetes de reactivos COBAS® AmpliPrep, cubetas de reaccién
(SPU), tubos de muestras (tubos S), puntas K y tubos K necesarios. Se necesita una SPU,
un tubo S de entrada, una punta K y un tubo K por cada muestra o control.

Hay muiltiples configuraciones posibles de uso del equipo COBAS® AmpliPrep con el analizador COBAS®
TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48. Consulte la tabla 1 que se muestra a continuacién como
referencia. Segun la configuracion utilizada, cargue el nimero apropiado de bandejas de casetes de
reactivos, bandejas de muestras con tubos S de entrada, bandejas de SPU, bandejas de puntas K,
bandejas de tubos Ky gradillas K en las bandejas de gradillas K en las respectivas posiciones de bandeja
del equipo COBAS® AmpliPrep (consulte la Tabla 1 para obtener informacién adicional).

C1.  Coloque las SPU en las bandejas de SPU y cargue las bandejas en la posicion de bandeja J, Ko L
del equipo COBAS® AmpliPrep.

C2.  Dependiendo de la configuracién utilizada, cargue las bandejas llenas de tubos K en la posicién de
bandeja M, N, O o P del equipo COBAS® AmpliPrep.

C3.  Cargue las bandejas llenas de puntas K en la posicion de bandeja M, N, O o P del equipo COBAS®
AmpliPrep.

C4.  Para el flujo de trabajo 3 con el analizador COBAS® TagMan® 48, cargue las gradillas de tubos K

en las bandejas de gradillas de tubos K en la posicién para bandejas My N u O y P del equipo
COBAS® AmpliPrep.
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Posibles flujos de trabajo para utilizar el equipo COBAS® AmpliPrep
® 48

con el

Tabla 1

dor COBAS® Taq ® o el

COBAS® Tag

Modo de transferencia al

Posicion en el

Fluio de trabajo analizador COBAS® Bandejas, transportadores equipo
d ) TaqMan® o al analizador y consumibles COBAS®
COBAS® TagMan® 48 AmpliPrep
Tubos K en bandejas llenas de
M-P
tubos K
Equipo COBAS® Puntas K en bandejas llenas de M-P
AmpliPrep puntas K
més . . Tubos S de entrada con muestras
. . Transferencia automatizada .
1 Docking Station N y controles en bandejas de F-H
; de gradilla de tubos K
mas muestras
analizador SPU en bandejas de SPU J-L
COBAS® TagMan® CS1 en bandeja de casetes A
CS2, CS3, CS4 en bandeja de B-E
casetes
Tubos K en bandejas llenas de
M-P
tubos K
Puntas K en bandejas llenas de
M-P
puntas K
Tubos S de entrada con muestras
X ® y controles en bandejas de F-H
quxfno I(i:I?r:AS Transferencia manual de muestras
2 r[r)lés P tubos K mediante bandejas SPU en bandejas de SPU J-L
analizador de muestras en el analizador CS1 en bandeja de casetes A
® ® N
COBAS® TagMan® COBAS® TagMan CS2, CS3, CS4 en bandeja de BE

casetes

Una vez completado el
procesamiento de las muestras:
tubos K en bandejas de muestras

Igual que arriba

(listas para su transferencia (F-H)
manual)
Tubos K en bandejas de muestras F-H
Puntas K en bandejas llenas de
M-P
puntas K
Tubos S de entrada con muestras
y controles en bandejas de F-H
. ® Transferencia manual de mueslras
EqL/J\IpO FSBAS gradilla de tubos K CSSPU enbbazdlem; de SPU JAL
mpliPrep mediante bandeja(s) de 1 en bandeja de casgtes
3 mds . CS2, CS3, CS4 en bandeja de
. gradillas de tubos K en el B-E
analizador(es) analizador casetes
COBAS" TagMan"® 48 Gradilla de tubos K vacia con
® ®
COBAS® TagMan® 48 cdédigo de barras en bandeja de M-P

gradillas de tubos K

Una vez completado el
procesamiento de las muestras:
tubos K en gradilla de tubos K en
bandeja de gradillas de tubos K

Igual que arriba
M-P)
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Parte D. Peticiones y carga de as: as de

D1.

D2.

D3.

Da4.

D5.

D6.

D7.

Ds8.

conservadas en EDTA

Prepare las bandejas de muestras tal y como se indica a continuacion: coloque un clip de etiqueta
de cddigo de barras en cada posicién de la bandeja de muestras donde se vaya a colocar una
muestra (en tubo S). Coloque uno de los clips de etiqueta de cddigo de barras especificos para los
controles [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0] en cada posicién de la bandeja
de muestras donde se vayan a colocar los controles (en tubo S). Los clips de etiqueta de cédigo de
barras de los controles deben tener el mismo nimero de lote de control que los viales de control
incluidos en el kit. Preste atencién para asignar el control correcto a cada posicién con el clip con
cddigo de barras apropiado. Coloque un tubo S de entrada en cada posicién que contenga un clip
de etiqueta de cddigo de barras.

Con el programa AMPLILINK, seleccione el archivo de definiciones de pruebas (HI2CAP96 para el
equipo COBAS® AmpliPrep mas el analizador COBAS® TagMan®, HI2CAP48 para el equipo
COBAS® AmpliPrep més el analizador COBAS® TagMan® 48), cree peticiones de muestra para
cada una de las muestras y controles en la ventana Orders, carpeta Sample, y guarde para
finalizar.

Asigne las peticiones de muestras y controles en las posiciones de bandeja de muestras en la
carpeta Sample Rack de la ventana Orders. El nimero de bandeja de muestras debe
corresponder a la bandeja preparada en el paso D1.

Imprima el informe Sample Rack Order para usarlo como hoja de trabajo.

Prepare las bandejas de muestras y controles en el drea designada para la adicién de muestras y
controles, tal como sigue: Agite cada una de las muestras y los controles [CTM (-) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0] de 3 a 5 segundos. Evite la contaminacién de los
guantes durante la manipulacién de las muestras y los controles.

Transfiera de 1.000 a 1.050 pl de cada muestra y control [[CTM (<) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 y
HIV-1 H(+)C, v2.0] al tubo S de entrada con la etiqueta de cddigo de barras apropiada utilizando
para ello un micropipeteador con punta sin ribonucleasa y filtro para aerosol o desplazamiento
positivo. Evite la transferencia de particulas o coagulos de fibrina que pudieran estar
pr en la iginal al tubo S de entrada. Las muestras y los controles se deben
transferir a las posiciones de tubo asignadas y registradas en la hoja de trabajo en el paso D4. Los
clips de etiqueta de cédigo de barras de los controles deben tener el mismo nimero de lote de
control que los viales de control incluidos en el kit. Asigne cada control correctamente a la
posicién que tenga el clip con cédigo de barras apropiado. Evite la contaminacion de la parte
superior de los tubos S con muestras o controles. Si utiliza el equipo cobas p 630 para la
preparacion de muestras, consulte el Manual de usuario del equipo cobas p 630.

Para los flujo de trabajo 1y 2, cargue las bandejas de muestras llenas de tubos S de entrada en las
posiciones de bandeja F, G o H del equipo COBAS® AmpliPrep.

Para el flujo de trabajo 3 mediante el analizador COBAS® TagMan® 48, cargue las bandejas de
muestras con tubos S de entrada o tubos K (uno por cada tubo S de entrada, cargados en la
posicién derecha adyacente a los tubos S de entrada) en la posicion de bandeja F, G o H del
equipo COBAS® AmpliPrep.
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Parte E. Peticiones y carga de as: as de pl seco en PSC

E1.

N
AN / \
, S
| N
Lamina de muestras 4 "

E2.

Compruebe la integridad de la bolsa de transporte antes de abrirla. Siga con el procedimiento
Unicamente si la bolsa de transporte estd completamente cerrada.

Abra la bolsa de transporte y proceda con cada bolsa de muestras tinicamente si:

. El formulario de solicitud del laboratorio esté totalmente cumplimentado.

. Los cddigos de barras del formulario de solicitud del laboratorio y la PSC coinciden.

. La bolsa de muestras estd completamente cerrada y contiene una PSC con 4 gramos de
desecante.

. La fecha de recogida de las muestras estd disponible y tuvo lugar durante los ultimos
28 dias y antes de la fecha de caducidad de la PSC.

. La PSC no estd caducada.

. La muestra de plasma seco de la PSC parece homogénea en la cara frontal y

completamente cubierta de plasma si se observa desde la parte posterior (consulte la
llustracion 8).

llustracion 8
Muestras de plasma seco de PSC para procesar
(izquierda: parte frontal. Derecha: parte posterior)

Membranas Muestras de plasma seco de PSC

AN
\,
\.

cobas® Prasma Sepratan Card

PatienT NaHE /Dos |H|||I‘ H" HH“
RO01059

LotiEcTioN DATE /7mE

Es necesario marcar y rechazar las muestras de plasma seco de PSC si:

e Hay derrames de sangre visibles (llustracion 9b) y/o la membrana no esta totalmente
cubierta de sangre (llustracion 9c¢) y, por lo tanto, la PSC no presenta un area frontal
homogénea y/o la cara posterior no estd completamente cubierta con plasma (visible a
través del transportador).

. La membrana estd dafiada (llustracién 9a) y, por lo tanto, la muestra de la PSC no
presenta un drea frontal homogénea y muestra una cara posterior entre rojo oscuro y
marrén (visible a través del transportador).

Nota: las tres muestras permiten realizar repeticiones de la prueba. Una PSC puede
incluir una muestra errénea pero seguir proporcionando una buena muestra para el

alisis. Marque las as erréneas para poder reconocerlas. Evite
marcarlas en la lamina de as. Compare siempre las tres as entre ellas para
valorar su calidad.

d d
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E3.

E4.

ES.

llustracién 9
Criterios de rechazo de las PSC (izquierda: cara frontal; derecha: parte posterior).

Las muestras con derrames de gre (b), par sin cubrir (c)
o isi dafiada (a) no deben procesarse. Las muestras deben
se cl do se rech
a b c c b a
cobas™ naZ,ﬁa Separation Card
R001059

LovlEcTioN DATE [ 7mE

Prepare las bandejas de muestras tal y como se indica a continuacion: coloque un clip de etiqueta
de cddigo de barras en cada posicién de la bandeja de muestras donde se vaya a colocar una
muestra (en tubo S). Coloque uno de los clips de etiqueta de c6digo de barras especificos para los
controles [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0] en cada posicién de la bandeja
de muestras donde se vayan a colocar los controles (en tubo S). Los clips de etiqueta de cédigo de
barras de los controles deben tener el mismo nimero de lote de control que los viales de control
incluidos en el kit. Preste atencién para asignar el control correcto a cada posicién con el clip con
cédigo de barras apropiado. Coloque un tubo S de entrada en cada posicion que contenga un clip
de etiqueta de cddigo de barras.

Con el programa AMPLILINK, seleccione el archivo de definiciones de pruebas adecuado
(HI2PSC96 para el equipo COBAS® AmpliPrep més el analizador COBAS® TagMan®, HI2PSC48 para
el equipo COBAS® AmpliPrep més el analizador COBAS® TagMan® 48), cree peticiones de muestra
para cada una de las muestras y controles en la ventana Orders, carpeta Sample, y guarde para
finalizar.

Asigne las peticiones de muestras y controles en las posiciones de bandeja de muestras en la
carpeta Sample Rack de la ventana Orders. El nimero de bandeja de muestras debe
corresponder a la bandeja preparada en el paso E1. El cddigo de barras del paciente de la parte
posterior de la PSC puede escanearse a través de la bolsa de muestras (llustracién 10). No abra la
bolsa de muestras en este momento y guarde para finalizar.
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E6.

E7.

Nota:

Es.

llustracién 10
Escaneado del cédigo de barras de la muestra
para realizar petici de as de pl; seco en PSC

Imprima el informe Sample Rack Order para utilizarlo como hoja de trabajo y vuelva a verificar
que esta utilizando el archivo de pruebas adecuado.

Realice los pasos del E7 al E11 en una cabina de seguridad. Abra la bolsa de muestras de la PSC
seleccionada y retire la l[dAmina de muestras (llustracién 11). Doble ligeramente la PSC y extraiga
una muestra de plasma seco con férceps o pinzas estériles tirando de ella hacia arriba. Doble la
muestra de plasma seco extraida en la PSC para facilitar la insercion del tubo (llustracién 12).

llustracién 11
Retirada de la lamina de muestras

llustracion 12
dela a de pl

utilice un par de férceps o pinzas por paciente.

Transfiera una muestra de plasma seco de la PSC previamente doblada al tubo S de entrada
correspondiente de forma que la punta inferior de la muestra de plasma seco de la PSC toque el
fondo del tubo y se adhiera a la pared del tubo para evitar errores de pipeteo (llustracién 13 e
llustracion 14).
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seco [ giles tras su al i C I
idado al i

Nota: las as de
los r isitos de al i para las PSC. Manipiilelas con

tubo.

llustracién 13
Transfe ia de la de pl. seco de la PSC al tubo

llustracién 14

Mejor p on de la a de pl. seco de la PSC en el tubo S
Vélida Posible riesgo de codgulo

Nota: asegiirese de que el mimero de posicién del tubo S de entrada en el informe “Sample
Rack Order” es el mismo que el de la posicion de la bandeja SK24.

E9.  Vuelva a colocar la PSC con las muestras de plasma seco restantes en su bolsa de muestras
original con 4 gramos de desecante nuevo para repetir el andlisis, en caso necesario
(llustracién 15). Las PSC pueden almacenarse durante un periodo de 56 dias después del
transporte con o sin separacion de ldmina de muestras (a 18-30 °C, a 2-8 °C o a <-10 °C).
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llustracion 15
PSC en bolsa de as para posible repeticié

‘v WV
o e

Cotlacteins ctorle  w &

E10. Cierre el tubo S de entrada y transfiera el tubo que contiene la muestra de plasma seco de PSC a
la posicién 4-24 de bandeja SK24 (para obtener informacién mas detallada, consulte la Tabla 2).
Repita este paso hasta procesar todas las muestras.

Nota: permita que SPEX ale la Ji i antes del uso.

E11.  Abra los tubos S individualmente, guarde el tapén en un lugar limpio y afiada 1.100 pl de reactivo
SPEX a cada tubo S de entrada (llustracién 16). Vuelva a tapar el tubo S de entrada. Repita este
paso hasta procesar todas las muestras.

llustracion 16
1.100 pl de SPEX aiiadidos a cada a de pl seco en PSC

Nota: evite inar la parte superior de los tubos S de la con las y aseg
de que los tubos estan tapados correctamente para evitar la evaporacion.

E12. Transfiera los tubos S de entrada a un equipo Eppendorf Thermomixer e incube los tubos S de
entrada preparados a 56 °C y 1.000 rpm de agitacién continua durante 10 minutos para extraer el
virus del plasma seco (llustracién 17).
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Nota: inicie Ia i
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llustracion 17
Incubacién durante 10 minutos
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E13.

Nota:

no incube los controles.

de incorporar el SPEX.

Durante el tiempo de incubacion, prepare los controles de la siguiente forma.

Coloque un tubo S de entrada en cada posicién (de la 1 a la 3) de la bandeja SK24 preparada que
contenga un clip de etiqueta de cdédigo de barras de control.

Mezcle 1 vial del control CTM (=) C vigorosamente durante 20 segundos mediante un agitador
vortex. Transfiera 1.000 pl del control CTM (=) C al tubo S de entrada 1 de la bandeja SK24.
Vuelva a tapar este tubo S de entrada inmediatamente.

Mezcle 1 vial del control HIV-1 L(+)C, v2.0 vigorosamente durante 20 segundos mediante un
agitador vértex. Transfiera 1.000 pl del control HIV-1 L(+)C, v2.0 al tubo S de entrada 2 de
la bandeja SK24. Vuelva a tapar este tubo S de entrada inmediatamente.

Mezcle 1 vial del control HIV-1 H(+)C, v2.0 vigorosamente durante 20 segundos mediante un
agitador vértex. Transfiera 1.000 pl del control HIV-1 H(+)C, v2.0 al tubo S de entrada 3 de
la bandeja SK24. Vuelva a tapar este tubo S de entrada inmediatamente.

Tabla 2
P y carga de as de pl. seco en PSC
Muestra ion de peticio Posicién en Posicion en
en AMPLILINK Eppendorf IsoRack bandeja SK24
Muestra Tubo S de entrada Tubo S de entrada Tubo S de entrada
CTM(-)C 1 Vacia 1
HIV-1 L(+)C, v2.0 2 Vacia 2
HIV-1 H(+)C, v2.0 3 Vacia 3
Muestra de plasma
seco en PSC + 4-24 4-24 4-24
1.100 pl de SPEX
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E14. Después de la incubacion, transfiera las muestras en el orden correcto a la bandeja SK24 que
contiene los controles (paso E13) (para obtener méas detalles, consulte la Tabla 2).

Nota: compruebe que la posicion de la de pl: seco de la PSC en el tubo sigue
siendo correcta (llustracion 14) y ajistela con una punta de pipeta estéril en caso
io. Si hay burbujas, eliminelas con una punta de pipeta estéril.

E15. Cargue las bandejas de muestras llenas de tubos S de entrada en las posiciones de bandeja F, G o
H del equipo COBAS® AmpliPrep.
Parte F. Inicio de la serie en el equipo COBAS® AmpliPrep

F1. Inicie el equipo COBAS® AmpliPrep mediante el programa AMPLILINK.

Parte G. Finalizacién de la serie en el equipo COBAS® AmpliPrep y transferencia al
analizador COBAS® TagMan® o al analizador COBAS® TagMan® 48 (tinicamente
para los flujos de trabajo 2 y 3 de la Tabla 1)

G1.  Compruebe si hay algtn aviso o mensaje de error.

G2.  Retire las muestras y los controles procesados del equipo COBAS® AmpliPrep, bien en las bandejas
de muestras (para el analizador COBAS® TagMan® sin Docking Station) o en bandejas de gradillas
de tubos K (para el analizador COBAS® TaqMan® 48), dependiendo del flujo de trabajo. Encontrara
mas informacién en la Parte G.

G3.  Elimine los residuos del equipo COBAS® AmpliPrep.
Nota: las muestras y los controles procesados no deben exponerse a la luz tras finalizar su

preparacion.

Amplificacion y deteccion

C ion del analizador COBAS® TagMan® o del lizador COBAS® TaqgMan® 48

La serie se debe iniciar en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador COBAS® TagMan® 48
durante los 120 minutos posteriores a la finalizacién de la preparacién de las muestras y los controles.

o pr a una P

Nota: no igele ni
comprendida entre 2 y 8 °C.

Parte H. Carga de muestras procesadas

H1.  Dependiendo del flujo de trabajo, lleve a cabo los pasos apropiados para transferir los tubos K al
analizador COBAS® TagMan® o al analizador COBAS® TagMan® 48:

Flujo de trabajo 1:  Transferencia automatizada de la gradilla de tubos K, a través de la Docking
Station, al analizador COBAS® TagMan®. No se requiere intervencién manual.

Flujo de trabajo 2:  Transferencia manual de tubos K en bandejas de muestras al analizador
COBAS® TagMan®.

Flujo de trabajo 3:  Transferencia manual de gradilla de tubos K en las bandejas de gradillas de
tubos K al analizador COBAS® TagMan® 48. Transferencia manual de las
gradillas de tubos K al analizador COBAS® TagMan® 48 mediante el
transportador de gradillas de tubos K.
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Parte I. Inicio de la serie en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador COBAS®
TagMan® 48

1. Inicie el analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48 usando una de las
opciones que se ofrecen a continuacién en funcién del flujo de trabajo utilizado:

Flujo de trabajo 1:  No se requiere intervencion.

Flujo de trabajo 2:  Inicio automético del analizador COBAS® TagMan® tras la introduccién de las
bandejas de muestras.

Flujo de trabajo 3:  Llene la gradilla de tubos K con tubos K vacios si hay menos de 6 tubos K en
la gradilla de tubos K. El programa AMPLILINK guia el proceso de llenado.
Abra la cubierta del termociclador, cargue la gradilla de tubos K en él y cierre
la cubierta. Inicie la serie en el analizador COBAS® TagMan® 48.

Parte J. Finalizacién de la serie en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador
COBAS® TaqMan® 48
J1. Una vez completada la serie en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador COBAS®

TagMan® 48, imprima el informe de resultados. Compruebe que se ha utilizado el archivo de
definiciones de pruebas adecuado y revise si se han generado avisos o mensajes de error en el
informe de resultados. Los resultados obtenidos para muestras con avisos y comentarios se
interpretan tal como se describe en el apartado “Resultados”. Una vez aceptados los datos,
guérdelos en un archivo.

J2. Retire los tubos K usados del analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48.
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RESULTADOS

El analizador COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48 determina automaticamente la
concentracion de ARN del HIV-1 presente en las muestras y los controles. La concentraciéon de ARN
del HIV-1 se expresa en cp/ml o Ul/ml, seguin el archivo de definiciones de pruebas (TDF)
utilizado. El factor de conversiéon entre cp/ml de ARN de HIV-1 y Ul/ml de HIV-1 es de 0,6 cp/Ul,
valor obtenido utilizando el primer estandar internacional de la OMS para ARN de HIV-1 en
técnicas basadas en acidos nucleicos (NAT) (NIBSC 97/656)%”. Para determinar este factor de
conversion, se utilizé la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 y la prueba COBAS® TagMan® HIV-1
para uso con el sistema High Pure.

El programa AMPLILINK:

. Determina el valor de ciclo umbral (Ct) correspondiente al ARN del HIV-1 y al ARN del
estdndar de cuantificacién del HIV-1.

. Determina la concentracién de ARN del HIV-1 segtn los valores de Ct calculados para ARN
del HIV-1 y ARN del QS del HIV-1 y los coeficientes de calibracién especificos del lote
incluidos en los cédigos de barras de los casetes.

. Determina si las cp/ml calculadas para HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0 estin
dentro de los intervalos asignados.

Validacion de lotes: AMPLILINK version 3.3 y version 3.4 Series

Compruebe los posibles avisos y comentarios en la ventana de resultados del programa AMPLILINK o la
impresién de resultados para asegurarse de que el lote es valido. Para peticiones de control, se realiza una
comprobacién para determinar si el valor en cp/ml o Ul/ml correspondiente al control estd dentro del
intervalo especificado. Si el valor en cp/ml o Ul/ml correspondiente al control estd fuera del intervalo
asignado, se genera un aviso para indicar que el control no ha superado la prueba.

El lote es vélido si no hay ningun aviso para los controles [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C, v2.0 y
CTM (-) Cl.

El lote no es valido si aparece cualquiera de los avisos siguientes para los controles del HIV-1:

Control negativo

Aviso Resultado Interpretacion

Un resultado no vélido o un resultado “vélido” que

NC_INVALID Invalid no fue negativo para el fragmento objetivo del HIV-1

Control positivo bajo del HIV-1, v2.0

Aviso Resultado Interpretacion

LPCINVALID Invalid Resultado no vilido o control fuera del intervalo

Control positivo alto del HIV-1, v2.0

Aviso Resultado Interpretacion

HPCINVALID Invalid Resultado no vélido o control fuera del intervalo
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Si el lote no es vdlido, repita todo el lote incluyendo los pasos de preparacién, amplificacién y deteccion
de las muestras y los controles.

delosr

Interpr

Para lotes validos, compruebe los posibles avisos 0 comentarios asociados a cada muestra en la impresion

de los resultados. Interprete los resultados de la siguiente manera:

. Un lote vélido puede incluir resultados de muestras tanto vélidos como no vélidos segun los
avisos y/o comentarios asociados a cada una de las muestras.

Losr de las as se interpretan como se indica a continuacién:
Resultado del titulo Interpretacion
El valor de Ct del HIV-1 estéd por encima del limite del ensayo o no se ha
Target Not Detected | obtenido un valor de Ct para el HIV-1. Comunique los resultados como
“ARN del HIV-1 no detectado”.
< 2,00E+01 cp/ml Las cp/ml calculadas estén por debajo del limite de deteccién del ensayo.
(Plasma) Comunique los resultados como “ARN del HIV-1 detectado, menos de
20 cp/ml de ARN del HIV-1" para plasma y “ARN del HIV-1 detectado,
< 738 cp/ml (PSC) menos de 738 cp/ml de ARN del HIV-1" para PSC.
> 2,00E+01 cp/mly !.os resultados calculados superiores o iguales a 20 cp/ml e |nf§r|ores o
iguales a 1,00E+07 cp/ml se encuentran dentro del intervalo lineal del
<1,00E+07 cp/ml -
- ensayo utilizado con plasma.
£ (Plasma)
~
E Los resultados calculados superiores o iguales a 738 cp/ml e inferiores o
g =738 cp/mly iguales a 1,00E+07 cp/ml se encuentran dentro del intervalo lineal del
8 | < 1,00E+07 cp/mi (PSC) |9 : P

ensayo utilizado con la PSC.

> 1,00E+07 cp/ml
(Plasma y PSC)

Las cp/ml calculadas estdn por encima del intervalo del ensayo.
Comunique los resultados como “més de 1,00E+07 cp/ml de ARN del
HIV-1". Si se desea obtener un resultado cuantitativo, debe diluir la
muestra original en una proporcién 1:100 con plasma humano negativo
para HIV-1 recogido en EDTA y repetir la prueba. Multiplique el resultado
comunicado por el factor de dilucién.

< 3,34E+01 Ul/ml

Las Ul/ml calculadas estén por debajo del limite de deteccién del ensayo.

:_E (Plasma) Comunique los resultados como “ARN del HIV-1 detectado, menos de
33,4 Ul/ml de ARN del HIV-1" para plasma.
>3,34E+01 Ul/mly Los resultados calculados superiores o iguales a 33,4 Ul/ml e inferiores o
<1,67E+07 Ul/ml iguales a 1,67E+07 Ul/ml se encuentran dentro del intervalo lineal del
(Plasma) ensayo utilizado con plasma.

2 Las Ul/ml calculadas estdn por encima del intervalo del ensayo.
" Comunique los resultados como “més de 1,67E+07 Ul/ml de ARN del
= > 1,67E+07 Ul/ml HIV-1". Si se desea obtener un resultado cuantitativo, debe diluir la
b (Plasma) muestra original en una proporcién 1:100 con plasma humano negativo
= para HIV-1 recogido en EDTA y repetir la prueba. Multiplique el resultado

comunicado por el factor de dilucién.
Nota: las cuya ion esté por del intervalo del ensayo y que generen

un resultado no vilido con el aviso “QS_INVALID” no deberian notificarse como
> 1,00E+07 cp/ml ni 1,67E+07 Ul/ml. La muestra original deberia diluirse con plasma
humano negativo para HIV-1 recogido en EDTA con una concentracién de 1:100 y deberia
repetirse la prueba. Multiplique el resultado comunicado por el factor de dilucién.
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Nota: resultado del titulo “Failed”. Interp. ion: la no se ha pr do corr
[ su prep. ion en el equipo COBAS® AmpliPrep.
Nota: resultado del titulo “Invalid”. Interpr ion: el r Itado no es vilido.

CONTROL DE CALIDAD

En cada lote de prueba se debe incluir un CTM (=) C, un HIV-1 L(+)C, v2.0 y un HIV-1 H(+)C, v2.0. El lote
es valido si no hay ningtin aviso para los controles [HIV-1 L(+)C, v2.0, HIV-1 H(+)C, v2.0 y CTM (-) C].

Compruebe la impresion de avisos y comentarios del lote para asegurarse de que el lote es valido.
Control negativo

El control CTM (=) C debe arrojar un resultado “Target Not Detected”. Si el resultado obtenido para
CTM (-) C estd marcado como no vélido, se considerard no vélida la totalidad del lote. Repita todo el
proceso (preparacion, amplificaciéon y deteccién de muestras y controles). Si el resultado obtenido
para CTM (=) C es repetidamente no valido en mdiltiples lotes, péngase en contacto con su oficina
local de Roche para recibir asistencia técnica.

Controles positivos

El intervalo de titulo asignado a HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0 es especifico para cada lote de
reactivos y esta incluido en los cddigos de barras de los casetes de reactivos para la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Los valores en cp del ARN del HIV-1 por ml obtenidos para HIV-1 L(+)C, v2.0 y HIV-1 H(+)C, v2.0
deben estar dentro de los respectivos intervalos de titulos asignados. Si uno o ambos controles positivos
tienen el aviso de no valido, todo el lote serd no vdlido. Repita todo el proceso (preparacion, amplificacion
y deteccién de muestras y controles). Si el titulo de ARN del HIV-1 calculado de uno o ambos controles
positivos estd repetidamente fuera de los intervalos asignados en varios lotes, péngase en contacto con su
oficina local de Roche para obtener asistencia técnica.

PRECAUCIONES DEL PROCEDIMIENTO

Como sucede con cualquier procedimiento analitico, resulta esencial aplicar una técnica adecuada de
laboratorio para obtener un rendimiento correcto del ensayo.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1.

Esta prueba se ha validado para su uso con plasma humano recogido en anticoagulante EDTA
Unicamente. La realizacién de la prueba en otros tipos de muestras puede dar lugar a resultados
inexactos.

El rendimiento de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 no ha sido
evaluado con muestras que contengan el grupo N del HIV-1 ni con muestras que contengan el
HIV-2.

La obtencidén de resultados fiables depende de que los procedimientos de obtencién, transporte y
almacenamiento de las muestras, asi como su procesamiento, sean adecuados.

La presencia de la enzima AmpErase en la mezcla maestra para la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 reduce el riesgo de contaminacién del amplicén. No
obstante, la contaminacién procedente de controles y muestras clinicas positivas para HIV-1 solo
puede evitarse mediante la aplicacién de las précticas de laboratorio recomendadas y la estricta
adhesion a los procedimientos especificados en este boletin técnico.

El uso de este producto debe limitarse a personal con experiencia en el empleo de técnicas de
PCR.

Este producto sélo puede ser usado con el equipo COBAS® AmpliPrep y los analizadores COBAS®
TagMan® o COBAS® TagMan® 48.

Aunque es poco probable, las mutaciones en las regiones muy conservadas del genoma virico
cubierta por los cebadores y/o las sondas de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 pueden causar una cuantificacion a la baja del virus o incluso impedir su deteccién.

La deteccion del ARN del HIV-1 depende del nimero de particulas viricas presentes en la muestra
y se puede ver afectada por los métodos de obtencién de las mismas y factores propios del
paciente (como la edad o la presencia de sintomas y/o la fase de infeccién). Si bien la
especificidad clinica de la prueba es del 99,3% (IC del 95% = entre 98,20 y 99,8%), se han
observado algunos resultados de falsos positivos con concentraciones bajas en sujetos negativos
para el HIV.

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

Se ha demostrado que los niveles elevados de triglicéridos (hasta 3.500 mg/dl), bilirrubina (hasta
28 mg/dl), albimina (hasta 8.900 mg/dl), hemoglobina (hasta 900 mg/dl) y ADN humano (hasta 0,4 mg/dl)
en las muestras, asi como la presencia de enfermedades autoinmunes o sus respectivos marcadores como
lupus eritematoso sistematico (LES), artritis reumatoide (AR) o anticuerpos antinucleares (ANA), no
interfieren en la cuantificacion del ARN del HIV-1 ni afectan a la especificidad de la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. La evaluacion se realizé de acuerdo con la directriz EP7-A2 del
CLSI utilizando un lote de reactivos de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Los siguientes compuestos farmacolégicos analizados en concentraciones 3 veces superiores al nivel de
plasma méximo (Cmax) han demostrado no interferir en la cuantificacién de ARN del HIV-1 ni afectar a la
especificidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0:

Farmacos para el HIV:
Inhibidores de la pr Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los
Atazanavir nucleédsidos
Darunavir Abacavir sulfate
Fosamprenavir Didanosina, ddl
Lopinavir/Ritonavir Emtricitabina
Nelfinavir mesylate Lamivudina, 3TC
Ritonavir Stavudina, 4dT
Saquinavir Tenofovir DF
Tipranavir Zidovudina
Inhibidor de la integrasa Inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos
Raltegravir Efavirenz
Nevirapina
Inhibidor de entrada Inhibidor de fusién
Maraviroc Enfuvirtide
Farmacos para el HBV y/o HCV:
Anélogo nucledtido Anélogos nucledsidos
Adefovir dipivoxil Entecavir
Telbivudina
Modul es del si: l4gi
Peginterferén a-2a
Peginterferén a-2b
Ribavirina
Compuestos para el tratamiento de los virus del herpes:
Anélogo nucledtido Derivado de nucleétido
Aciclovir Ganciclovir
Valganciclovir HCI
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EVALUACION NO CLINICA DEL RENDIMIENTO

Caracteristicas clave de r imi para as de pl conservado en EDTA

A. Limite de deteccion

El limite de deteccion de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se determind
mediante el andlisis del 2° estdndar internacional de la OMS sobre el ARN del HIV-1, cédigo NIBSC
97/650, subtipo B del HIV-1, diluido en plasma humano con EDTA negativo para HIV-1. El limite de
deteccion se determind para tres lotes de reactivos. Para cada lote de reactivos se analizaron tres series
de dilucién. En total se analizaron aproximadamente 126 réplicas por nivel de concentracion. La
evaluacion se realizé de acuerdo con la directriz EP17-A del CLSI.

La concentracién de ARN del HIV-1 que se puede detectar con una tasa de positividad superior al 95%,
seglin andlisis PROBIT, es de 20 cp/ml o 33 Ul/ml. Los resultados de los lotes individuales fueron de
17,7 cp/ml (intervalo de confianza del 95%: 13,7-26,9 cp/ml) para el lote 1; 17,0 cp/ml (intervalo de
confianza del 95%: 14,0-22,6 cp/ml) para el lote 2 y 14,2 cp/ml (intervalo de confianza del 95%: 11,2-22,1
cp/ml) para el lote 3. Los resultados combinados para los tres lotes de reactivos se muestran en la Tabla 3.
Para determinar el factor de conversion entre Ul/ml y cp/ml se utiliz6 la prueba COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5 y la prueba COBAS® TagMan® HIV-1 para uso con el sistema High Pure.

Tabla 3
Limite de deteccién de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Entrada nominal Entrada nominal N.° de N.° de Tasa de
(Ul/ml de ARN (cp/ml de ARN réplicas positivos positividad
del HIV-1) del HIV-1)
100 60 126 126 100%
67 40 186 185 99%
50 30 126 125 99%
33 20 126 124 98%
25 15 59 53 90%
17 10 126 108 86%
8 5 125 66 53%
0 0 126 0 0%
27,5 Ul/ml (intervalo de confianza del 95%:
Tasa de resultados positivos del 95% 23,8-33,0 Ul/ml)
segtin PROBIT 16,5 cp/ml (intervalo de confianza del 95%:
14,3-19,8 cp/ml)

También se analizaron diluciones de sobrenadantes de cultivos celulares que representaban los
subtipos A-H del grupo M del HIV-1 en plasma humano con EDTA negativo para HIV-1 con dos lotes
de reactivos. Para cada aislado de subtipo del HIV-1 se analizaron varios niveles de concentracién
(titulos nominales entre 10 y 75 cp/ml) en 24 réplicas por lote de reactivo. La asignacion de las
concentraciones nominales al material en stock de cultivos celulares se realizé con la media de los
titulos de la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, el ensayo VERSANT® HIV-1 RNA 3.0
(bDNA) y del ensayo Abbott RealTime HIV-1. El andlisis de tasa de resultados positivos muestra una
positividad superior al 95% para todos los subtipos a 20 cp/ml o inferior. Los resultados combinados
para los dos lotes de reactivos se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4
Verificacion del limite de deteccion
de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

PR Desi i6n del aislad Nivel de concentracién mas bajo
i Tasa de positividad > 95% (cp/ml)

A 92UG029 10

A 4237A/98 20

B 92TH026 20

B 8E5/LAV 20

c 92BR025 20

Cc 3777A/97 1

D 92UG021 20

D 92UG035 1

CRFO1_AE 92TH022 12

CRFO1_AE 92TH009 14

F 93BR020 20

G ARP173/RU570 13

H HIV V1557 16

B. Precision

La precisién de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se determin mediante el
andlisis de diluciones en serie de una muestra de sobrenadante de cultivos celulares de HIV-1 (subtipo B
del HIV-1) en plasma humano con EDTA negativo para HIV-1. La asignacion del titulo de la muestra de
sobrenadante de cultivos celulares (concentracion de stock) se realizé mediante un método que garantiza
la trazabilidad de acuerdo con el 1°" estdndar internacional de la OMS para el ARN del HIV-1, cédigo
NIBSC 97/656%. Se analizaron tres lotes de reactivos y se llevaron a cabo 15 series por lote de reactivo,
cada una de ellas con 6 niveles de dilucién y 3 réplicas de cada nivel. Cada muestra se sometié a todo el
procedimiento de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, incluyendo la preparacion
de la muestra, la amplificacion y la deteccion. 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 de cada lote de
reactivo y de los tres lotes de reactivos combinados aparecen en la Tabla 5.

Tabla 5
Precision de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Titulo Lote 1 Lote 2 Lote 3 Los tres lotes binad
(cp/mi) SD total en SD total en SD total SD total en CV (%) total
log log en log log de log normal
1,0E+02 0,19 0,16 0,17 0,17 41
1,0E+03 0,07 0,09 0,07 0,08 20
1,0E+04 0,07 0,07 0,06 0,07 16
1,0E+05 0,04 0,05 0,07 0,06 15
1,0E+06 0,10 0,09 0,10 0,10 25
1,0E+07 0,11 0,12 0,14 0,13 33
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C. Intervalo lineal

Se encontrd que la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ofrecia una respuesta lineal
desde 20 (logio = 1,30) cp/ml de ARN de HIV-1 hasta 1,0E+07 (logio = 7,00) cp/ml de ARN de HIV-1. La
evaluacion se realizé de acuerdo con la directriz EP6-A del CLSI usando dos lotes de reactivos de la
prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, y diluciones seriadas de una muestra de
sobrenadante de cultivo celular positivo para el ARN del HIV-1 de titulo elevado. Se analizaron dos lotes
de reactivos y se llevaron a cabo 15 series por lote de reactivo, consistiendo cada una de ellas en
12 niveles de dilucién y 3 réplicas en cada nivel. En la llustracién 18 puede observar los resultados de un
lote de reactivos.

llustracion 18
Linealidad para la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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D. Inclusividad del grupo M del HIV-1

Se han propuesto ocho categorias para el grupo M del HIV-1 segun la divergencia nucleotidica. Estos
subtipos se denominan con letras en mayusculas desde la A hasta la H*'.

El rendimiento de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en subtipos del HIV-1 se
evalué mediante el andlisis de material en stock de cultivos celulares representativos de cada uno de los
subtipos de la A a la H del grupo M del HIV-1. La asignacién de las concentraciones nominales al material
de stock de cultivos celulares se realiz6 con la media de los titulos de la prueba COBAS® AMPLICOR®
HIV-1 MONITOR, v1.5, el ensayo VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) y del ensayo Abbott RealTime HIV-1.
Cada material en stock de cultivos celulares se diluyd en concentraciones nominales de aproximadamente
2,00E+02, 2,00E+04 y 2,00E+06 cp/ml en plasma con EDTA. Las concentraciones se analizaron a
continuacién en 10 réplicas mediante la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
usando un lote de reactivo. Los titulos medios de logio de todas las concentraciones y subtipos se
compararon con los respectivos titulos nominales de logro.

La evaluacion de los 8 aislados de subtipos del HIV-1 por parte de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 demuestra resultados equivalentes para todos los representantes analizados de los
subtipos del grupo M del HIV-1 (consulte la llustracién 19). Los resultados de concentracion media de
logo para todos los subtipos se situaron en + 0,3 logio de la concentracién de entrada asignada.
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llustracion 19
Prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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E. Deteccion del grupo O del HIV-1

Se analizaron diluciones de un sobrenadante de cultivo celular del grupo O del HIV-1 (aislado MVP5180)
en plasma humano con EDTA junto con dos lotes de reactivos. Se analizaron varios niveles de
concentracion (titulos nominales entre 10 y 75 cp/ml) en 24 réplicas por lote de reactivo. La asignacién de
la concentracion nominal al material en stock de cultivo celular se realizé mediante el ensayo Abbott
RealTime HIV-1. El andlisis de tasa de resultados positivos muestra una positividad superior al 95% a
20 cp/ml.

El material en stock de cultivo celular del grupo O del HIV-1 se diluyé en concentraciones nominales de
aproximadamente 2,00E+02, 2,00E+03 y 2,00E+05 cp/ml en plasma con EDTA. Las concentraciones se
analizaron a continuacién en 10 réplicas mediante la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 usando un lote de reactivo. Los titulos medios de log:o de todas las concentraciones fueron
lineales y se encontraban a * 0,3 logio del titulo nominal log:o respectivo (consulte la llustracién 20).
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llustracion 20

Prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Ademds, se analizaron 10 materiales de cultivo celular y una muestra de paciente diluida (11613)
representando el grupo O del HIV-1 junto con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 y el ensayo Abbott RealTime HIV-1. Las 11 muestras resultaron positivas con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (consulte la Tabla 6). Para las 11 muestras, ambas pruebas
arrojaron un titulo medio de logso situado entre 0,1 logo.

Tabla 6
R de los aislados del grupo O del HIV-1
por parte de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Designacién Titulo dg logo _ Titulo de log1o
del aislado Prueba COBAS® AmpliPrep/ Ensayo Abbott
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 RealTime HIV-1
BBI PRD 301, BV-5050 3,09 2,42
BBI PRD 301, BV-5051 2,86 3,35
BBI PRD 301, BV-5003 3,00 2,71
BBI PRD 301, BV-5024 2,87 2,69
MVP5180 2,78 3,25
HIV-1 CA-9 3,31 3,08
BCF01 571 5,61
BCF02 5,16 5,39
BCF07 4,27 4,81
BCF011 5,57 5,26
11613 297 2,05
Titulo medio de logio 3,78 3,69
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F. Especificidad

La especificidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se determiné con dos
lotes de reactivos mediante el anélisis de muestras de plasma con EDTA negativas al HIV-1 de donantes
de sangre. De un total de 660 muestras individuales de plasma conservado en EDTA, todas las muestras
obtuvieron resultados vélidos y todos fueron negativos para el ARN del HIV-1 con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Seguin estos resultados, la especificidad de la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 es del 100% (limite de confianza al 95% unilateral: > 99,6%).

G. Especificidad analitica

La especificidad analitica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se evalué
afiadiendo microorganismos cultivados (virus, bacterias, levadura) o ADN (HTLV-2) en una concentracién
de entrada de 5E+04 particulas/ml a plasma humano con EDTA negativo para HIV-1y a plasma humano
con EDTA positivo para HIV-1 con 1,5E+02 cp/ml de HIV-1 (consulte la Tabla 7).

Ninguno de los microorganismos mostr6 una reacciéon cruzada con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Las muestras positivas al HIV-1 obtuvieron resultados de titulos
entre * 0,5 logio de un control positivo del HIV-1.

Tabla 7
Muestras de especificidad analitica

Virus Bacterias
Adenovirus tipo 5 Staphylococcus aureus
Citomegalovirus Propionibacterium acnes

Virus de Epstein-Barr
Virus del herpes humano tipo 6
Virus del herpes simple tipo 1

Virus del herpes simple tipo 2 Levadura

Virus linfotropico de células T Candida albicans
humanas tipo 1

Virus linfotrpico de células T
humanas tipo 2

Influenza A
Virus de la hepatitis A
Virus de la hepatitis B
Virus de la hepatitis C

H. Correlacion de métodos

El rendimiento de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 se ha comparado con el
de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, con el de la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1y con el ensayo Abbott RealTime HIV-1 mediante el analisis
de 92 muestras clinicas positivas al HIV-1 sin diluir y recogidas previamente y el andlisis de
34 sobrenadantes de cultivos de células diluidos. Las muestras abarcaban los subtipos de la A a la H del
grupo M del HIV-1 ademds de formas recombinantes circulantes del virus y fueron analizadas en dos
laboratorios externos. Se analizaron un total de 126 muestras dentro del intervalo dindmico de la prueba
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 con las cuatro pruebas. Para el andlisis de regresion de
Deming sdlo se consideraron los pares con titulos vélidos dentro de los intervalos lineales de ambos
ensayos (consulte la llustracién 21 a la llustracién 23).

llustracion 21
Correlacion de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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llustracion 22
Correlacién de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

7

y = 1,008x + 0,213

@

R? = 0936

@

S

TagMan® HIV-1, v2.0)
N

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 T

Logo (conc. prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®™ TagMan® HIV-1)

Logo (conc. prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®™
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llustracion 23
Correlacion de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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L Fallo de todo el sistema

La tasa de fallo de todo el sistema para dos lotes del kit de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2 se determiné mediante el andlisis de 113 réplicas para el lote 1y de 114 réplicas para
el lote 2 de plasma conservado en EDTA al que se afiadié HIV-1 del grupo M subtipo B. Dichas muestras
se analizaron con una concentracién de fragmento objetivo de aproximadamente 3 x LoD. Los resultados
combinados (lote 1 y 2) del estudio indican que una réplica obtuvo un resultado negativo para el
fragmento objetivo del HIV-1, lo que representa una tasa de fallo de todo el sistema del 0,4%.

Caracteristicas clave de rendimi para as de pl seco de PSC

A. Limite de deteccién del plasma con la Plasma Separation Card

El limite de deteccion del plasma de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
combinacién con la PSC se determiné mediante el andlisis de titulos de plasma asignados a diluciones en
serie del sobrenadante del cultivo celular del grupo M del HIV-1 en sangre total humana negativa para
HIV. Se analizaron paneles con cinco niveles de concentraciéon mas uno negativo con tres lotes de
muestras de PSC y tres lotes de reactivos de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, con
mliltiples series analiticas, dias, operadores e instrumentos. Se centrifugé una parte del miembro del panel
maés alto y la asignacidn del titulo del plasma se realizé mediante el método de calibradores de referencia
(CBM) a través de la prueba cobas® HIV-1 (en cobas® 6800/8800 Systems) con el tercer estandar
internacional de la OMS para el grupo M, subtipo B, del HIV-1 para la preparacién de los calibradores alto
y bajo.

Los resultados para la PSC se muestran en la Tabla 8. El estudio demuestra que la prueba COBAS®

AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 en combinacién con la PSC detecté ARN del HIV-1 en una
concentracion de 737,9 cp/ml seguin el andlisis Probit con una tasa de positividad del 95%.
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Tabla 8

Limite de deteccién de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Concentracion del plasma

N Niimero de Nimero de réplicas % de
asignada para reactivos vélidas reactividad
HIV-1 grupo M (cp/ml)

1691,1 61 61 100%
1098,1 51 51 100%
22764 61 62 98,39%
845,6 59 60 98,33%
549,1 46 49 93,88%
1138,2 59 60 98,33%
563,7 54 60 90,00%
366 49 53 92,45%
758,8 56 61 91,80%
2819 46 62 74,19%
183 36 49 73.47%
3794 50 62 80,65%
140,9 38 63 60,32%
915 22 54 40,74%
189,7 37 63 58,73%

0 0 63 0,00%

0 0 54 0,00%

0 0 59 0,00%

Tasa de resultados positivos del 95% segtin PROBIT

7379 cp/ml (intervalo de confianza
del 95%: 614,3-938,5 cp/ml)
1.230 Ul/ml (1.023,8-1.564,2 Ul/ml)

Estimacién del LoD en sangre total:

No es posible determinar con exactitud los titulos correspondientes en sangre total de la misma muestra,
dado que la sangre total no es un tipo de muestra adecuado para las pruebas de carga viral. Para la
estimacion del LoD, no se utilizaron los titulos de sangre total basados en la cantidad de ARN del HIV-1
afadida a las muestras de sangre total, ya que la cantidad de ARN afiadido no se corresponde
necesariamente con la cantidad de ARN en plasma. Incluso después de la centrifugacion, el ARN puede
permanecer en la capa leucocitaria o asociado a la fraccién celular de la sangre total. Sin embargo, dado
que existen otras tecnologias (como las muestras de sangre seca) que han utilizado los titulos de sangre
total afiadidos para realizar estimaciones del limite de deteccién en sangre total, se puede proporcionar
una estimaciéon del LoD de sangre total de PSC basada en un factor empirico que se presupone
relacionado con el contenido medio de hematocrito (45%) de las muestras (Tabla 9).

Los valores del LoD en sangre total son estimaciones basadas en la relacion:

Estimacion del LoD en sangre total = LoD del plasma de PSC/1,8

Tabla 9

del LoD en sangre total

LOD segtin andlisis PROBIT (tasa de positividad del 95%)

[ 439,0 cp/ml

Intervalo de confianza del 95%

| "366,1-557,6 cp/ml
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B. Precision con la Plasma Separation Card

La precisién de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en combinacién con la PSC
se determiné mediante el andlisis de diluciones en serie de una muestra positiva alta para HIV-1 (muestra
de sobrenadante de cultivo celular positiva para el ARN del HIV-1 de titulo elevado) en sangre total
conservada en EDTA negativa para el HIV. Se analizaron cinco niveles de dilucién en 48 réplicas para cada
nivel y volumen de procesamiento en dos lotes de PSC y dos lotes de reactivos para la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en dos sistemas CAP/CTM diferentes y con dos usuarios
distintos durante 12 dias. Cada muestra se analizé siguiendo el flujo de trabajo completo para la PSC y el
procedimiento de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Los resultados de
precisién mostrados en este documento engloban todos los aspectos del procedimiento de la prueba. Los
resultados se muestran en la Tabla 10.

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en combinacién con la PSC mostr una
elevada precision para dos lotes de PSC y reactivos analizados en un intervalo de concentracién de
7,38E+02 cp/ml a 1,00E+07 cp/ml.

Tabla 10
Precision intralaboratorio de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HIV-1, v2.0
en combinacién con la PSC

C acion lida (cp/ml) Material de origen SD agrupada
6,31E+06 Cultivo celular 0,08
1,05E+06 Cultivo celular 0,09
1,02E+05 Cultivo celular 0,12
1,05E+04 Cultivo celular 0,19
2,29E+03 Cultivo celular 0,25
C. Intervalo lineal con la Plasma Separation Card

El estudio de linealidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en combinacién
con la PSC se llevo a cabo con una serie de diluciones formadas por un panel 9 miembros con el que se
cubria el intervalo lineal del grupo M, subtipo B, del HIV-1. Los miembros del panel se prepararon a partir
de una muestra de sobrenadante de cultivos celulares positivos para ARN del HIV-1 de titulo elevado. La
evaluacion se realizé de acuerdo con la directriz EP06-AE del CLSI?. Se analizaron dos PSC y dos lotes de
reactivos en dos sistemas CAP/CTM distintos, con tres usuarios diferentes y un total de 20 réplicas por
nivel de concentracion.

Se centrifugé una parte de un miembro del panel y la asignacion del titulo del plasma se realizé mediante
el método de calibradores de referencia (CBM) a través de la prueba cobas® HIV-1 (en cobas®
6800/8800 Systems) con el tercer estandar internacional de la OMS para el grupo M, subtipo B, del HIV-1
para la preparacion de los calibradores alto y bajo.

En combinacién con la PSC, la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 es lineal de
7.38E+02 cp/ml a 1,00E+07 cp/ml y presenta una desviacion absoluta respecto al mejor ajuste de la
regresion no lineal inferior a £ 0,16 logio con la PSC (consulte la llustracion 24). En el intervalo lineal, la
exactitud de la prueba estuvo comprendida entre + 0,3 logro.
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llustracion 24

Linealidad para la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
en combinacién con la Plasma Separation Card
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D. Verificacion del subtipo con la Plasma Separation Card

Si bien el subtipo del HIV no deberia afectar al rendimiento de la PSC, las muestras del HIV-1 cultivadas
para los subtipos comunes del grupo M del HIV-1 (A, Cy D) se diluyeron a un nivel de concentracién en
sangre total. La determinacion de la precision y exactitud se llevd a cabo con 12 réplicas para cada
muestra. El andlisis se realizé con 1 lote de PSC y 1 lote de reactivos para la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Se centrifugd cada muestra de sangre total y la asignacion del titulo del plasma se realizé mediante el
método de calibradores de referencia (CBM) a través de la prueba cobas® HIV-1 (en cobas® 6800/8800
Systems) con el tercer estandar internacional de la OMS para el grupo M, subtipo B, del HIV-1 para la
preparacion de los calibradores alto y bajo.

Los resultados se muestran en laTabla 11. Estos resultados verifican que la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en combinacién con la PSC detectd HIV para HIV-1M (A, Cy D).

Verificacion de los subtipos A, C y D del grupo M del HIV-1

Tabla 11

Namero de Equivalencia entre
Subtipo HIV-1 M P . Exactitud Precision plasma y plasma
réplicas validas
de PSC
Subtipo A 12 -0,02 0,09 017
Subtipo C 12 0,13 0,16 0,06
Subtipo D 12 0,07 0,15 0,05
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E. Especificidad con la Plasma Separation Card

La especificidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en combinacién con la
PSC se determind mediante el andlisis de muestras de sangre total conservada en EDTA negativas para el
HIV obtenidas de donantes individuales. Se analizaron 160 muestras de sangre total conservada en EDTA
individuales con dos lotes de PSC y dos lotes de reactivos para la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. Una muestra resulté positiva y 159 negativas para el ARN del HIV-1. En el panel de
la prueba, la especificidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
combinacion con la PSC fue del 99,4% (limite de confianza del 95%: > 97,07%).

F. Tasa de fallo de todo el sistema con la Plasma Separation Card

La tasa de fallo de todo el sistema de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
combinacién con la PSC se determiné mediante el andlisis de 100 réplicas de sangre total conservada en
EDTA a la que se afiadié subtipo B del grupo M del HIV-1. Dichas muestras se analizaron con una
concentracién de fragmento objetivo de aproximadamente 3 x LoD. Los resultados del estudio indican que
ninguna réplica obtuvo un resultado negativo para el fragmento objetivo del HIV-1, lo que representa una
tasa de fallo de todo el sistema del 0%.

EVALUACION CLINICA DEL RENDIMIENTO

Caracteristicas clave de rendimi para as de pl conservado en EDTA

Reproducibilidad

Se evalug la reproducibilidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en plasma
conservado en EDTA mediante 2 flujos de trabajo diferentes (sistema del analizador COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® y sistema del analizador COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48).
El estudio se realizé utilizando paneles creados a partir de cultivos de virus conocidos subtipo B del
grupo M del HIV-1 bien caracterizados y de plasma conservado en EDTA negativo para ARN del HIV-1y
anticuerpos del HIV-1/2. El panel cubria el rango dindmico de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 y los puntos clave de las decisiones médicas para los fines establecidos segun las
directrices del Departamento de salud y servicios humanos de 2008 para el uso de agentes
antirretrovirales en adultos y adolescentes infectados por el HIV-1'3. El estudio se disefié para evaluar las
variables clave que contribuyen a la variacién de la precisién total, como el lote, el centro/equipo, el
usuario, el dia/la serie analitica y la variacién dentro de una serie analitica. Se realizaron andlisis
adicionales para comparar las caracteristicas de rendimiento y la variabilidad de la precisién comparativa
entre los dos flujos de trabajo. Dos usuarios en cada uno de los 3 centros realizaron 5 dias de pruebas con
cada uno de los 3 lotes de kits de reactivos a partir de cada flujo de trabajo. Cada serie analitica consistia
en un conjunto de controles (1 positivo alto, 1 positivo bajo y 1 negativo) y un panel de 7 miembros
analizado por triplicado (21 resultados de muestras) en el equipo COBAS® AmpliPrep. Las muestras y
controles preparados se amplificaron y detectaron en el analizador COBAS® TagMan® o en el analizador
COBAS® TagMan® 48.

Se evalué la reproducibilidad mediante un modelo de efectos aleatorios que incluye factores para (a) lote,
(b) centro/equipo, (c) usuario anidado de un centro/equipo, (d) dia/serie anidados de un lote, un
centro/equipo y un usuario, y (e) componentes intraensayo para alicuotas, todo ello utilizando resultados
de PROC MIXED y de logio transformados. Se calculé el porcentaje de variabilidad derivado de cada
componente y el coeficiente de variacién de la concentracién de ARN del HIV-1 log:o transformado. Sélo
se investigaron los datos del rango de la serie analitica (de 2,00E+01 a 1,00E+07 cp/ml).

La Tabla 12 muestra la variacién de la precision total y la desviacién estdndar de la precision total
obtenidas con el sistema del analizador COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®, segin determiné el
andlisis de variacién. En general, el componente intraensayo genera mayor variabilidad que otros
componentes.
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Tabla 12
Porcentaje atribuible de variacion total, d de la precision total
y CV de log normal de la concentracion de ARN del HIV-1 (logio cp/ml)
de pruebas del rango de la serie analitica

Concentracion de ARN P, I i
0
del HIV-1 (logso cp/mi) Contribucion a la variacion total (%) Precision total
N.° de Dla./ Desviacion estandar
Observada Centro/ . |Serie| Intra-
Esperada . .| pruebas | Lote . Usuario (% de CV de log
(promedio)| ~, . " Equipo ana- | ensayo
validas s normal)
litica
1,699 1,832 270 5% 2% 0% 8% 850% 0,20 (48%)
2,602 2,676 275 6% 1% 0% 17% 77% 0,11 (25%)
3,000 3,067 274 16% 0% 4% 12% 69% 0,10 (24%)
3,699 3,822 273 20% 6% 0% 17% | 57% 0,10 (23%)
4,699 4,746 273 27% 0% 0% 14% 59% 0,07 (17%)
5,699 5,644 274 33% 10% 0% 19% | 38% 0,10 (23%)
6,699 6,751 259 27% 14% 0% 20% 39% 0,12 (27%)

Nota: los resultados del rango de la serie analitica van de 20 cp/ml a 1,00E+07 cp/ml (de 1,30 logio
cp/ml a 7,00 logio cp/ml), ambos incluidos.

' Ntimero de pruebas del rango de la serie analitica
Los resultados obtenidos del flujo de trabajo del sistema COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 se

resumen en la Tabla 13. En general, el componente intraensayo genera mayor variabilidad que otros
componentes, a excepcion del miembro del panel con el titulo més alto.

Tabla 13
Porcentaje atribuible de variacién total, d de la precision total
y CV de log normal de la concentracion de ARN del HIV-1 (logio cp/ml)
de pruebas del rango de la serie analitica

Concentracion de ARN I S cio
0
del HIV-1 (logso cp/mi) Contribucion a la variacion total (%) Precision total
o Dia/ facid s
Observada N.° de Centro/ . | Serie | Intra- Desviacién estandar
Esperada . .| pruebas | Lote . Usuario (% de CV de log
(promedio)| ~, . " Equipo ana- | ensayo
validas litica normal)
1,699 1,804 266 7% 2% 0% 2% 89% 0,21 (52%)
2,602 2,672 273 26% 0% 2% 5% 68% 0,10 (24%)
3,000 3,048 272 17% 0% 0% 6% 77% 0,09 (21%)
3,699 3,814 271 39% 0% 2% 13% 46% 0,08 (19%)
4,699 4,756 272 30% 0% 0% 10% | 61% 0,07 (16%)
5,699 5,647 272 35% 0% 6% 16% 43% 0,11 (25%)
6,699 6,727 269 45% 0% 4% 13% 38% 0,11 (26%)

Nota: los resultados del rango de la serie analitica van de 20 cp/ml a 1,00E+07 cp/ml (de 1,30 logiocp/ml a
7,00 logio cp/ml), ambos incluidos.
" Ntmero de pruebas del rango de la serie analitica
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Los resultados de la llustracién 25 muestran el gréfico de la desviacion estandar de la precision total con
los correspondientes intervalos de confianza aproximados del 95% y el promedio de las concentraciones
de ARN del HIV-1 de log. Estos resultados indican un rendimiento de precisién comparable entre las
configuraciones del sistema COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (CAP/CTM) y el sistema COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 (CAP/CTM48).

llustracion 25
Desviacié andar de la precision total (IC aproximado del 95%)

W

Plataforma: === CAP/CTM  *+= CAP/CTM48

o
s

=
"

0,0 1 T T ] T Ll T Ll

| 2 3 4 5] 6 7

Desviacién estandar de la precision total

Promedio de la concentracion de ARN del HIV-1 (log:, cp/ml)

Nota: el IC aproxi 1o del 95% corresy di a la desviacio andar de
la precision total se calculo lo la raiz cuadrada de los limites de
IC del 95% de la variacion de la precision total.
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Sensibilidad y especificidad y acion de

Metodologia

El principal objetivo de este estudio era evaluar la especificidad y sensibilidad clinicas de la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en muestras de sujetos negativos para el HIV y
positivos para el HIV-1. Se analizaron ambas muestras, tanto la nueva (nunca congelada) como la
congelada de plasma con EDTA, en cada una de las evaluaciones. Los objetivos secundarios consistian en
comparar los resultados y evaluar la concordancia de porcentaje de positivos y la concordancia de
porcentaje de negativos de los resultados de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
con los resultados obtenidos en las pruebas aprobadas por la FDA, la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1y la prueba COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5.

Se evalu6 la especificidad clinica con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
mediante el andlisis de 148 muestras nuevas (nunca congeladas) y 418 muestras congeladas extraidas de
donantes de sangre negativos para los anticuerpos del HIV-1/2. Se evalu6 la sensibilidad clinica de la
prueba con la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 mediante el andlisis de
117 muestras nuevas y 301 muestras congeladas en plasma con EDTA extraido de sujetos infectados por
el HIV-1 (las muestras congeladas se distribuyeron de aleatoriamente entre los centros de pruebas
mediante la categoria de recuento celular CD4). Se compararon los resultados obtenidos con la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 con los resultados obtenidos con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1y la prueba COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5. Las pruebas
se realizaron en 3 centros de pruebas, con 1 sistema COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® por centro.
Se utilizaron 3 lotes de reactivos de COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Métodos estadisticos

Se analizaron muestras nuevas y congeladas de sujetos negativos para el HIV y positivos para el HIV-1 con
la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1y la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5. Los sujetos negativos para el HIV
eran evaluables para andlisis estadisticos de la especificidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 si generaban resultados vélidos en la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 v2.0. Los sujetos positivos para el HIV-1 eran evaluables para andlisis estadisticos de la sensibilidad
de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 si generaban resultados vélidos en la
prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y presentaban resultados vélidos en la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 dentro del rango lineal del ensayo.

Se calculd la especificidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 como
el porcentaje de sujetos negativos para el HIV evaluables con resultados “Target Not Detected” mediante
la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. También se proporcioné el intervalo de
confianza (IC) exacto del 95% asociado. Se calculé la sensibilidad clinica de la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 como el porcentaje de sujetos positivos para el HIV-1 evaluables
con carga viral de HIV-1 detectable mediante la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0. También se proporcioné el intervalo de confianza (IC) exacto del 95% asociado. La comparacion de
métodos evalué los resultados de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
individualmente con ambas plataformas comparativas (prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 y prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5). Se calcularon las concordancias de
porcentajes de positivos y negativos entre la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y
cada una de las plataformas comparativas. Se compararon las muestras pareadas de sujetos positivos
para el HIV-1 que obtuvieron resultados dentro del rango lineal de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 mediante gréficos de
dispersion. El andlisis de dichas muestras se realizé mediante la regresion de Deming.
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Resultados

Se incluyeron un total de 566 muestras de pacientes negativos para el HIV y 418 muestras de pacientes
positivos para el HIV-1 evaluables en andlisis de especificidad y sensibilidad clinicas. Aproximadamente el
75% de las muestras de pacientes eran congeladas, mientras que el 25% eran nuevas. La distribucion
especifica de cada plataforma se resume en la Tabla 14.

Tabla 14

Sujetos negativos y positivos para el HIV-1 evaluables por tipo de muestra

Tipo de muestra

Muestras negativas para el HIV

Muestras positivas para el HIV-1

Nuevas 148 (26,1%) 117 (28,0%)
Congeladas 418 (73,9%) 301 (72,0%)
Total 566 418

Las caracteristicas demograficas de las 418 muestras positivas para el HIV-1 evaluables se resumen en la
Tabla 15. Los recuentos celulares CD4 de los sujetos se distribuyeron de forma casi uniforme en las
categorias de recuento celular CD4 (< 200, 200-500, > 500 células/pl). La mayoria de los sujetos eran
hombres (74,2%) de edades comprendidas entre los 30 y los 49 afios (72,5%). La distribucién étnica es
comparable a la que se observa en la poblacion de HIV-1 de los Estados Unidos®2.
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Tabla 15
Caracteristicas demograficas de los sujetos positivos para el HIV-1 evaluables

Caracteristica demografica Categoria Sujetos positivos para el HIV-1
Global Total 418
< 200 130 (31,1%)
Recuento celular CD4
- 0
(células/pl) 200-500 152 (36,4%)
> 500 136 (32,5%)
Nuevas 117 (28,0%)
Tipo de muestra
Congeladas 301 (72,0%)
Hombres 310 (74,2%)
Sexo
Mujeres 108 (25,8%)
18-29 23 (5,5%)
30-39 100 (23,9%)
Edad (aiios) 40-49 203 (48,6%)
50-59 74 (17,7%)
>60 18 (4,3%)
Caucésicos 129 (30,9%)
Hispanos 46 (11,0%)
0
Etnia Negros 223 (53,3%)
Asidticos/Islefios del 3 (0,7%)
Pacifico
Otros 17 (4,1%)
Si 240 (57,4%)
Con tratamiento antirretroviral
No 178 (42,6%)

La especificidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (Tabla 16) fue del
99,3% (562/566; IC del 95% = entre 98,2% y 99,8%), con 4 muestras clasificadas como falsos positivos.
Tres de estas muestras generaron resultados < 20 cp/ml, por debajo del LLoQ del ensayo. La muestra
restante de las 566 analizadas se encontraba dentro del rango lineal, pero con un titulo muy bajo
(28,8 cp/ml). La especificidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 fue
similar tanto para las muestras nuevas (99,3% [147/148; IC del 95% = entre 96,3% y 100%]) como para las
muestras congeladas (99,3% [415/418; IC del 95% = entre 97,9% y 99,9%]).
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Tabla 16
Especificidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0
Grupo de
i N Especificidad clinica
sujetos - . p
Positiva Negativa total (IC del 95% exacto)
Negativo 4 (0,7%) 562 (99,3%) 566 99,3% (98,20, 99,8%)
para HIV

Se definié la sensibilidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 como el
porcentaje de sujetos positivos para el HIV-1 evaluables con un resultado positivo en la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. La sensibilidad clinica se resume en la Tabla 17. La sensibilidad
clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 fue del 100% (418/418; IC del 95%
= entre 99,1% y 100%). Ningln sujeto obtuvo un resultado de falso negativo en la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Se analiz6 la sensibilidad clinica en una poblacién de pacientes
con HIV que reflejaba la propia poblacién de los Estados Unidos con respecto al género, la edad, la etnia y
la exposicion al tratamiento antirretroviral®. La prueba obtuvo un resultado del 100% de sensibilidad
clinica, independientemente de los datos demogréficos mencionados anteriormente, el recuento celular
CD4 o el tipo de muestra (nuevas y congeladas).

Tabla 17
Sensibilidad clinica de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0
Grupo de — —
sujetos . - N Sensibilidad clinica
Positiva Negativa total (IC del 95% exacto)
Positivo
0/ 0, 0/ 0 0/
para HIV-1 418 (100,0%) 0 (0,0%) 418 100,0% (99,19, 100,0%)

Comparacién de métodos clinicos
Prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®

TagMan® HIV-1

La Tabla 18 recoge la comparacion de los resultados de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 de los 950 sujetos elegibles para el
andlisis. El porcentaje de concordancia de positivos de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 con respecto a la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 fue del 99,5% (427/429;
IC del 95% = entre 98,3% y 99,9%). El porcentaje de concordancia de negativos de la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 con respecto a la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 fue del 98,1% (511/521; IC del 95% = entre 96,5% y 99,1%). Habia 10 muestras con
resultados positivos en la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y resultados
negativos en la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1. Tres muestras presentaban titulos
por debajo del LLoQ de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, probablemente como
reflejo del aumento de la sensibilidad de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Tres muestras eran resultados de falsos positivos en la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0, realizada con sujetos negativos para el HIV identificados en el anélisis de especificidad clinica
que, de nuevo, se situaban por debajo del LLoQ. Cuatro muestras presentaban titulos que oscilaban entre
24,9 cp/ml y 158 cp/ml y que probablemente reflejaban la conocida variabilidad asociada a la baja
cuantificacion de los titulos.
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Tabla 18
Comparacion de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Prueba CAP/CTM HIV-1
Prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0

Positiva Negativas Total
Positiva 427 10 437
Negativas 2 511 513
Total 429 521 950
Por je de dancia de 99,5%
positivos (IC del 95% exacto) (98,3%, 99,9%)
Porcentaje de jancia de 98,1%
negativos (IC del 95% exacto) (96,5%, 99,1%)

IC = intervalo de confianza; prueba CAP/CTM HIV-1= prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
prueba CAP/CTM HIV-1,v2.0 = prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Nota: en esta tabla de resumen se han incluido los sujetos negativos para el HIV y positivos para el HIV-1
que obtuvieron resultados vélidos tanto con la prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0 como con la prueba
CAP/CTM HIV-1.

Un total de 417 muestras pareadas positivas para el HIV-1 generaron resultados dentro del rango lineal de
ambos ensayos y fueron evaluables para el andlisis de comparacién de métodos. En la Tabla 19 se
muestra el promedio de diferencia de las muestras pareadas y el IC del 95% para la discriminacién entre la
prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1. La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 genera titulos superiores a
los de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, excepto en el rango superior (> 5 logio
cp/ml) y el rango inferior (< 2 logio cp/ml), donde genera titulos que son inferiores (consulte la Tabla 19).
Se estima que la discriminacion sistemética global es de 0,2591 logio cp/ml.

Tabla 19
Promedio de diferencia de las muestras pareadas e IC del 95%
para la discriminacién entre la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Niimero de muestras positivas para el HIV-1 pareadas
dentro del rango lineal de ambos ensayos = 417

Promedio de diferencia
(logio cp/ml) Error estandar IC del 95%

0,2591 0,0122 (0,235, 0,283)

IC = intervalo de confianza; prueba CAP/CTM HIV-1= prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
prueba CAP/CTM HIV-1,v2.0 = prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Nota: en esta tabla de resumen se han incluido los sujetos positivos para el HIV-1 que obtuvieron
resultados vélidos dentro del rango lineal de cada ensayo tanto con la prueba CAP/CTM HIV-1 como con
la prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0.
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En la Tabla 20 se indican los resultados del andlisis de la regresiéon de Deming realizado entre la prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
para muestras pareadas positivas para el HIV-1 dentro del rango lineal de ambos ensayos. Dichos
resultados se muestran en un grafico en la llustracion 26 (donde la linea discontinua indica una

concordancia perfecta entre los dos métodos de pruebas, es decir, y = x).

Tabla 20

Estimaciones de parametros del andlisis de la regresion de Deming realizado

entre la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Niimero de muestras positivas para el HIV-1 pareadas
dentro del rango lineal de ambos ensayos = 417

Estimacion de parametro

Parametro logio cp/mi Error estandar IC del 95% 2
Punto de 0,3871 0,0488 (0,291, 0,483) 0,9375
interseccion
Pendiente 0,9669 0,0122 (0,943, 0,991)

IC = intervalo de confianza; prueba CAP/CTM HIV-1= prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;

prueba CAP/CTM HIV-1,v2.0 = prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Nota: en esta tabla de resumen se han incluido los sujetos positivos para el HIV-1 que obtuvieron
resultados vélidos dentro del rango lineal de cada ensayo tanto con la prueba CAP/CTM HIV-1 como con
la prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0.
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llustracion 26
s de la regresion de Deming realizado entre la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 y la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

=

E 73
~ 3

S ]

o 1

2 ]

=2 ]
2 61
= 1
N ]
~ ]

= ]
— ]

[l 54
= 1
T ]
5 3
S 4
o ]
< ]
&) 1
g 4

© 37

> 1

=

a3
< ]

[} ]
< 2 1

o 3
o ]

5l ]
= ]

a | E +7 Ecuacién de la linea de regresion de Deming: Y = 0,9669X + 0,3871
CGCJ L Numero de muestras positivas para el HIV-1 pareadas dentro del rango lineal

. e amhns ensavns = 417
I B L N R AR N RN REEEREEE R
1 2 3 4 5 6 7

Resultado de la prueba CAP/CTM HIV-1 (log:, cp/ml)

05328268001-19ES 56 Doc Rev. 19.0



Prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,v2.0 y prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5

En la Tabla 21 se muestra la comparacion de los resultados de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 y la prueba CA HIV-1 MONITOR, v1.5 para 991 sujetos elegibles para el andlisis.
El porcentaje de concordancia de positivos de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 con respecto a la prueba COBAS® AMPLICOR (CA) HIV-1 MONITOR, v1.5 fue del 100% (419/419; IC
del 950% = entre 99,1% y 100%). El porcentaje de concordancia de negativos de la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 con respecto a la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5 fue del 97,4% (557/572; IC del 95% = entre 95,7% y 98,5%). De los 15 sujetos con
resultados positivos para la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 y negativos para la
prueba COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5, se obtuvieron 4 resultados falsos positivos para la
prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 de pacientes negativos para el HIV
identificados en el andlisis de especificidad clinica y con un valor inferior al LLoQ. De los once sujetos
positivos para el HIV-1 segun los resultados de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0, se obtuvieron resultados con valores comprendidos por debajo del LLoQ hasta las 223 cp/ml y
resultados negativos para COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5.

Tabla 21
Comparacion de la prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0
y la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5

Prueba CA HIV-1 MONITOR, v1.5
Prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0

Positiva Negativas Total
Positiva 419 15 434
Negativas 0 557 557
Total 419 572 991
Por je de i
de positivos 100,0% (99,1%, 100,0%)
(IC del 95% exacto)
Por je de d
de negativos 97,4% (95,7%, 98,5%)
(IC del 95% exacto)

IC = intervalo de confianza; prueba CAP/CTM HIV-1= prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1;
prueba CAP/CTM HIV-1,v2.0 = prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Nota: en esta tabla de resumen se han incluido los sujetos negativos para el HIV y positivos para el HIV-1 que
obtuvieron resultados vélidos tanto con la prueba CAP/CTM HIV-1, v2.0 como con la prueba CA HIV-1
MONITOR, v1.5.
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Conclusion
Plasma conservado en EDTA

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 muestra altos niveles de concordancia con
la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 en los anélisis cuantitativos (> = 0,9375) y en los
andlisis de concordancia (porcentaje de concordancia de positivos = 99,5%; porcentaje de concordancia
de negativos = 98,1%). Por lo general, ofrece una cuantificacion de las muestras clinicas 0,2591 logio
cp/ml superior a la de la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, con una cuantificacién
menor en el rango superior (> 5 logio cp/ml) y en el rango inferior (< 2 logio cp/ml).

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 también muestra altos niveles de
concordancia con la prueba COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 en los anélisis de concordancia
(porcentaje de concordancia de positivos = 100,0%; porcentaje de concordancia de negativos = 97,4%).

Estos resultados de pruebas evidencian la utilidad de la prueba para el uso previsto de valorar la progresién de
la enfermedad y realizar el seguimiento del tratamiento antirretroviral en pacientes infectados por el HIV-1.

Caracteristicas clave de r para as de pl seco de PSC

de las as de pl Seco pr | de una PSC en comparacion con las
muestras de plasma en EDTA

El rendimiento de las muestras de plasma seco procedentes de una PSC se compard con las muestras de
plasma conservado en EDTA centrifugadas mediante el andlisis de 325 muestras procedentes de
pacientes infectados por el HIV-1 y 2 muestras de sangre total negativa para el HIV a las que se aiiadié
sobrenadantes de cultivos celulares. Se analizaron 85 muestras que obtuvieron un titulo cuantificable
tanto para plasma como para PSC. Las muestras comprendian muestras de HIV-1 M (FP = recogida
prospectiva mediante venopuncién y de sangre capilar, VL = andlisis de carga viral de rutina,
CD = recuento de células CD4+ de muestras sobrantes, SP = muestras adicionadas) y se analizé una
réplica de cada una (PSC y plasma) en un centro externo. Los titulos inferiores al intervalo de
cuantificacién se excluyeron del andlisis. Se realizé una regresion de Deming con los titulos log-
transformados.

En la llustracién 27 se muestran los resultados de la regresion de Deming. Los simbolos * y e de la
llustracién 27 muestran determinaciones Unicas.
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llustracion 27
Regresion de Deming

y = 1,06x - 0,23

& R? = 0,92 Ry
N
g 44 -' &
2 3
3 ‘.
8 E
2
2
« FP N=5
A e VL N=25
e CD N=53
e SP N=2
N
3 3 3 3 5 3 7
Titulo logto de PL
Tabla 22
R der Itados de la eq | de matriz
Equivalencia | Ntimero de Anilisis de Bland Altman Anilisis de regresion de Deming
de matriz as - N
(tipa de con titulo D:if: :znc.a IC del 95% Pendiente Pli]r':tt:rde R cuadrado
plasma) valido 9o [inferior/superior] .
medio seccion
Ps?i;u?i)sma 85 0,05 [-0,01; 0,11] 1,06 -0,23 0,92
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Los siguientes simbolos se emplean actualmente en el rotulado de todos los
productos diagnésticos por PCR de Roche.

Dispositivo no apto Ul de QS por reaccion de
Age/DOB E:zs'n?ef:t(;ha de @ para pruebas cerca PCR, utilice las unidades
del paciente internacionales (Ul) de QS

Dispositivo no apto por reaccioén de PCR para
Software auxiliar P P! el célculo de los
para autoexamen
resultados.

i Dlstnbuldor
Rssigned Range copies/mi] | Va0 (Hot: et i o et s @ Nimero de serie

(copias/ml) A/eba/u de este simbolo)

Centro

Assigned Range [IU/mL] I(rllJlervla)lo asignado ® No deben reutilizarse

I/mi

Comunidad Europea

f[ Para evaluacion del Esterilizado con éxido de
rendimiento IVD STERILE|EO| .
- etileno
Gnicamente

Representante
autorizado en la Mujeres Procedimiento estdndar

Global Trade Item
Number Almacenar en la
(nimero mundial de oscuridad

un articulo comercial)

fg’;)\ Riesgo biolégico @ Importador /#/ Limite de temperatura
Producto sanitario . L
Numero de catdlogo - para diagnéstico rrjggfsde definicién de

Marcado CE de o
Cf’"fm_"_'idad; este .lelte |nfer{or del T T Este lado hacia arriba
dispositivo cumple con intervalo asignado

c E los requisitos aplicables

para el marcado CE de Procedimiento
Hombres UltraSensitive "

un pro.duct? S_a""?”‘? 6‘ [Pocedure | UaSarsi | ultrasensible

para diagnéstico /n vitro.

Collect Date| Fecha de recogida “ Fabricante Identificacidn exclusiva

del dispositivo
Consulte las _ . Limite superior del
instrucciones de uso EMH Control negativo intervalo asignado
Suficiente para Sin ili Urine Fill Line| Linea de llenado de orina
<n> pruebas

Contenido del kit ? Nombre del paciente Solamente para EE. UU.:
la ley federal de los

Estados Unidos solo

Cédigo de serie

Control *# Ndmero del paciente Rx On|y autoriza la venta de este
dispositivo a través de un
< facultativo autorizado
& Fecha de fabricacién Abrir aqui o bajo prescripcion
& médica.
Dispositivo para pruebas . .
EE cerca del paciente CONTROL | +| Control positivo Fecha de caducidad

Dispositivo para Copias QS por reaccion de PCR, utilice
!‘H P P QS copies / PCR | copias QS por reaccién de PCR para el
autoexamen

cdlculo de los resultados.
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