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1. Acerca de estas instrucciones de uso

Estas instrucciones de uso guian al usuario en la utilizacion del kit AltoStar®
HCV RT-PCR Kit 1.5 con el AltoStar® Automation System AM16 (sistema de
automatizacion) (Hamilton; en lo sucesivo, se abreviara como AltoStar® AM16)
con el AltoStar® Connect software (version 1.7.4 o superior, Hamilton) para la
configuracion de PCR automatizada en el CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-
Rad, en lo sucesivo, se abreviara como CFX96™ DW Dx) con el CFX Manager™
Dx software (version 3.1, Bio-Rad) para PCR en tiempo real. Para obtener mas
informacién sobre el uso del AltoStar® AM16, el AltoStar® Connect software, el kit
AltoStar® Purification Kit 1.5, el AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno) y
el CFX96™ DW Dx, consulte las instrucciones de uso respectivas que figuran a
continuacion:

+ AltoStar® Automation System AM16 Manual IVD del operador (Hamilton)

» AltoStar® Connect Software Manual IVD (Hamilton)

+ Instrucciones de uso AltoStar® Purification Kit 1.5

+ Instrucciones de uso AltoStar® Internal Control 1.5

» Sistemas CFX96™ Dx y CFX96™ Deep Well Dx Manual de funcionamiento
(Bio-Rad)

En este manual, los términos PRECAUCION y NOTA tienen los significados
siguientes:

Destaca instrucciones o procedimientos operativos que, si no se
siguen correctamente, pueden provocar lesiones personales o afectar
al rendimiento del producto. Contacte con el soporte técnico de altona
Diagnostics para recibir ayuda.

NOTA

Se ofrece al usuario informacién que es util pero no esencial para la
1 tarea en cuestion.

Lea las instrucciones de uso detenidamente antes de utilizar el producto.
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2. Uso indicado

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 es un test diagnéstico in vitro basado en
tecnologia PCR en tiempo real para la deteccién y cuantificacion de ARN especifico
de virus de la hepatitis C (HCV) (genotipos 1 a 6) en plasma EDTA y suero
humanos. Esta configurado para su uso con el CFX96™ Deep Well Dx System
(Bio-Rad) en combinacion con el AltoStar® Automation System AM16 (sistema de
automatizacion), el kit AltoStar® Purification Kit 1.5 y el AltoStar® Internal Control 1.5
(control interno).

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se ha disefiado para la supervision de la carga
viral en individuos con la infeccion por HCV.

Los resultados generados con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 deben
interpretarse junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se ha disefiado para que lo utilicen usuarios
profesionales formados en técnicas biolégicas moleculares y procedimientos de
diagndsticos in vitro.
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3. Contenido del kit
El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 contiene los siguientes componentes:

Tabla 1: Componentes del kit

Volumen nominal

Color de la tapa Componente Numero de tubos [ul/tubo]

Master A 8
Violeta Master B 8 300%
QS14 2 550
QS24 2 550
QS3% 2 550
QS44 2 550
Blanco NTC® 2 550

" Contiene material bioldgico de origen animal

2 Contiene un volumen adicional de 40 ul para compensar el volumen muerto de la
manipulacion de liquido del AltoStar® AM16

3 Contiene un volumen adicional de 52 ul para compensar el volumen muerto de la
manipulacién de liquido del AltoStar® AM16

4 Estandar de cuantificacion (control positivo)
5 No Template Control (control negativo)

Antes del primer uso, compruebe el producto y sus componentes para
ver si estan completos en cuanto a numero, tipo y relleno. No utilice
un producto incompleto o defectuoso, pues el rendimiento del mismo
podria verse afectado.

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 contiene suficientes reactivos para realizar
96 reacciones en un numero maximo de 8 series.
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El producto se envia en hielo seco. En el momento de la recepcion y antes de su
primer uso, compruebe lo siguiente en el producto y sus componentes:

* Integridad

» Siesta completo en cuanto a numero, tipo y relleno
» Etiquetado correcto

» Fecha de caducidad

» Estado congelado

* Claridad y ausencia de particulas

Si uno 0 mas componentes no estan congelados en el momento de la recepcion,
o si se han puesto en peligro tubos durante el envio, pédngase en contacto con el
soporte técnico de altona Diagnostics para obtener ayuda (consulte el capitulo 11.
Soporte técnico).

4. Almacenamiento y manipulacion

Todos los reactivos incluidos en el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 son soluciones
listas para usar.

4.1 Almacenamiento

Todos los componentes del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 deben almacenarse
entre -25 °C y -15 °C tras su llegada.

Unas condiciones de almacenamiento inadecuadas podrian afectar al
rendimiento del producto.

No use productos cuya fecha de caducidad haya expirado. El uso de
productos caducados puede afectar al rendimiento del producto.

11
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4.2 Manipulacion

A

A

No exceda la secuencia de congelacion y descongelacion ni las
duraciones de manipulacién especificadas en estas instrucciones de
uso, ya que podria afectar al rendimiento del producto.

La manipulacién incorrecta de componentes de productos y muestras
puede provocar contaminacién y podria afectar al rendimiento del
producto:

- No intercambie tapones de viales y botes.

- Almacene los materiales positivos y/o potencialmente positivos
separados de los componentes del kit.

- Utilice areas de trabajo separadas para la preparacion de las
muestras, la configuracion de reaccion y las actividades de
amplificacion/deteccion.

- Deseche siempre los guantes después de manipular material positivo
y/o potencialmente positivo.

- No abra las PCR plates (placas PCR) después de la amplificacion.

No mezcle componentes de diferentes lotes de kits. El uso de diferentes
lotes de kits puede afectar al rendimiento del producto.

4.2.1 Master Ay Master B

Tras la descongelacion, el Master A y Master B permaneceran estables durante

5 horas a una temperatura de hasta +30 °C.

NOTA

1

Si Master A y Master B se han descongelado pero no se han utilizado,
pueden volver a congelarse y a descongelarse para series futuras.
Si se abren, deseche las tapas y utilice nuevas tapas para evitar la
contaminacion de los reactivos.

12
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4.2.2 Estandares de cuantificaciéon y No Template Control
(control negativo)

1. Después de la descongelacion, los Estandares de cuantificacion (QS) y el No
Template Control (NTC, control negativo) son estables durante 5 horas a una
temperatura de hasta +30 °C.

2. Deseche las tapas de los tubos de QS y NTC en cada uso y utilice nuevas
tapas para evitar la contaminacion de los reactivos.

3. Tras el uso, cierre los tubos de QS y NTC con tapas nuevas y congélelos
inmediatamente.

4. No supere la siguiente secuencia de descongelaciéon-congelaciéon para cada
tubo de QS y NTC: Descongelacion 1 — Congelacion 1 — Descongelacion 2
— Congelacién 2 — Descongelaciéon 3 — Congelacion 3 — Descongelacion 4

5. Descripcion del producto

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 es un test diagnostico in vitro para la deteccion
y la cuantificacion de ARN especifico de HCV en plasma EDTA y suero humanos.

Se basa en la tecnologia de RT-PCR en tiempo real, que utiliza la reaccion de la
transcriptasa inversa (RT) para convertir ARN en ADN complementario (ADNc), la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de secuencias
objetivo especificas de HCV y sondas especificas objetivo etiquetadas con
fluorescencia para la deteccién del ADN amplificado.

Ademas del sistema de deteccion y amplificacion especificas de ARN de HCV,
el ensayo incluye oligonucledtidos para la amplificacién y la deteccién del control
interno [en lo sucesivo abreviado como IC; AltoStar® Internal Control 1.5 (control
interno)].

Las sondas especificas para el ARN de HCV se etiquetan con el fluoréforo FAM™.,
La sonda especifica para el IC esta etiquetada con un fluoréforo (JOE™) detectable
en el canal VIC™.

Utilizar sondas conectadas a colorantes distinguibles permite la deteccion paralela
de ARN especifico de HCV y el IC en los canales de deteccion correspondientes
del CFX96™ DW Dx.

13
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5.1 Informacion general

El virus de la hepatitis C (HCV) forma parte de la familia Flaviviridae, compuesta por
7 genotipos [1]. Se trata de un virus con envoltura pequefa (45 nm) con un genoma
de ARN monocatenario de sentido positivo de aprox. 9,6 kb.

Al tratarse de un virus de transmision sanguinea, las formas de infeccion mas
habituales son mediante practicas de inyeccion no seguras, esterilizacion incorrecta
del equipo médico en instalaciones sanitarias y productos sanguineos o sangre no
analizados.

Se calcula que la prevalencia global del HCV virémico era del 1,0 % en 2015,
lo cual equivale a 71,1 millones (62,5-79,4) de infecciones virémicas [2]. La
distribucion geografica de los 7 genotipos diferentes varia en funcion de la region,
y el genotipo 1 es el mas comun.

Las manifestaciones clinicas varian entre enfermedad aguda y crénica. La mayoria
de personas con una infeccién aguda son asintomaticas y no son conscientes de la
infeccion. El riesgo de contraer una enfermedad cronica tras una infeccion aguda
es muy elevado (entre el 55 % y el 85 %). Las infecciones por HCV son una de las
causas principales de enfermedad hepatica crénica a nivel mundial [3]. La infeccion
cronica por HCV normalmente progresa con lentitud y la mayoria de pacientes son
asintomaticos o muestran Unicamente sintomas leves no especificos (p. €j., fatiga,
dolor muscular, pérdida de apetito y nauseas). Se calcula que aproximadamente
un tercio de los individuos con infeccién crénica desarrollaran cirrosis hepatica o
carcinoma hepatocelular durante un periodo de entre 20 y 30 afos. Los sintomas
asociados con la cirrosis incluyen, por ejemplo, hepatomegalia y/o esplenomegalia
detectables mediante exploracion fisica, una concentracion de bilirrubina en suero
elevada y/o hiperalbuminemia.

El objetivo primario del tratamiento del HCV es curar la infeccion, es decir lograr
una respuesta virolégica sostenida (RVS), que se define como un nivel indetectable
de ARN del HCV tras completar el tratamiento.

La eficacia del tratamiento se supervisa mediante mediciones del nivel de ARN del
HCV realizadas en momentos especificos utilizando un método molecular sensible

[4].
14
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5.2 Descripcion de los componentes

5.2.1 Master Ay Master B

Master A y Master B contienen todos los componentes (solucion amortiguadora
de PCR, transcriptasa inversa, polimerasa de ADN, sal de magnesio, cebadores
y sondas) para permitir la transcripcion inversa asi como la amplificacion con
mediacion de PCR y la deteccién objetivo de ARN especifico de HCV y de IC en
una configuracion de reaccion.

5.2.2 Estandares de cuantificacion

Los QS contienen concentraciones estandarizadas de ARN especifico de HCV
(consulte la tabla 2). Se han calibrado con el estandar internacional de la OMS
«5" WHO International Standard for HCV NAT (NIBSC code: 14/150)» [5]. Los QS
se utilizan para verificar la funcionalidad del sistema de deteccion y amplificacion
especificas de ARN de HCV, asi como para generar una curva estandar, lo que
permite la cuantificacion de ARN especifico de HCV en una muestra.

Tabla 2: Estandares de cuantificacion

Estandar de cuantificacion Concentracion [Ul/pl]
QS1 1,00E+04
QS2 1,00E+03
QS3 1,00E+02
QsS4 1,00E+01

5.2.3 No Template Control (control negativo)

EI NTC no contiene ARN especifico de HCV, pero si contiene la plantilla de IC. El
NTC se utiliza como control negativo para el RT-PCR en tiempo real especifico de
ARN de HCV e indica la posible contaminacion de Master Ay Master B.

15
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5.3 AltoStar® Workflow (flujo de trabajo)
El AltoStar® Workflow (flujo de trabajo) incluye los siguientes productos IVD:

AltoStar® Automation System AM16 (sistema de automatizacion) (Hamilton)
AltoStar® Connect software versién 1.7.4 o superior (Hamilton)

CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad) con CFX Manager™ Dx version de
software 3.1 (Bio-Rad)

El flujo de trabajo incluye los pasos siguientes:

4,

Programacion de una AltoStar® run (serie).

Serie de purificacion en el AltoStar® AM16 utilizando el kit AltoStar® Purification
Kit 1.5 y el AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno).

Serie de configuracion de RT-PCR en el AltoStar® AM16 usando el kit AltoStar®
HCV RT-PCR Kit 1.5.

Serie RT-PCR en tiempo real en un CFX96™ DW Dx.

Para mas detalles de los pasos 3 y 4 del flujo de trabajo, consulte el capitulo 7. Uso
del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con el AltoStar® Workflow (flujo de trabajo).
Todo los tipos de muestras y volumenes de muestras especificados para su uso

con el kit AltoStar® Purification Kit 1.5 pueden procesarse simultdneamente en
el AltoStar® AM16. Cada muestra puede analizarse con tantos ensayos PCR en
tiempo real en paralelo como permita el eluido disponible.

NOTA

i Los ensayos con perfiles de temperatura de PCR diferentes se ordenan

automaticamente en placas PCR separadas.

16
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5.4 Muestras

5.4.1 Tipos de muestras

Los siguientes tipos de muestras estan validados para su uso con el kit AltoStar®
HCV RT-PCR Kit 1.5:

¢ Plasma humano con EDTA

e Suero humano

iNo utilice otros tipos de muestras! El uso de otros tipos de muestras
puede afectar al rendimiento del producto.

5.4.2 Recogida y manipulaciéon de muestras

Plasma con EDTA

La sangre debe recogerse mediante sistemas de recogida de sangre estandar
y disponibles comercialmente (p. ej., de Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner
o equivalente). El contenido de los tubos debera mezclarse justo después de la
recogida de las muestras. Las muestras de sangre se deben enviar refrigeradas
entre +2 °C y +8 °C. El transporte se debe realizar siguiendo las instrucciones
locales y nacionales para el transporte de material biolégico.

Para la generacion de plasma con EDTA, es necesario centrifugar la sangre entera
en un plazo de 24 horas a partir de la recogida y de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante del sistema de recogida. Antes de su uso, el
plasma con EDTA no deberia permanecer almacenado durante mas de 48 horas
a temperatura ambiente (de +20 °C a +25 °C), 5 dias de +2 °C a +8 °C 0 2 meses
de -25°C a-15°C.

17
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Suero

La sangre debe recogerse mediante sistemas de recogida de sangre estandar
y disponibles comercialmente (p. ej., de Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner
0 equivalente). El contenido de los tubos debera mezclarse justo después de
la recogida de las muestras y debera almacenarse en posicion vertical para la
coagulacion. Las muestras de sangre se deben enviar refrigeradas entre +2 °C y
+8 °C. Eltransporte se debe realizar siguiendo las instrucciones locales y nacionales
para el transporte de material bioldgico.

Para la generacion de suero, es necesario centrifugar la sangre entera en un plazo
de 24 horas a partir de la recogida y de acuerdo con las instrucciones proporcionadas
por el fabricante del sistema de recogida. Antes de su uso, el suero no deberia
permanecer almacenado durante mas de 48 horas a temperatura ambiente (de
+20 °C a +25 °C), 5 dias de +2 °C a +8 °C 0 2 meses de -25 °C a -15 °C.

Trate siempre las muestras como si fuera material infeccioso y
(bio)peligroso conforme a los procedimientos de seguridad y de

A laboratorio. Si se derrama material de las muestras, utilice rapidamente
un desinfectante adecuado. Manipule los materiales contaminados
como si fueran biopeligrosos.

NOTA

J El almacenamiento en congelacién no pone en peligro el rendimiento
I del kit. Cuando trabaje con muestras congeladas, asegurese de que se
hayan descongelado y mezclado correctamente antes de su uso.

18
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6. Advertencias, precauciones y limitaciones

Antes del primer uso, compruebe el producto y sus componentes para ver si
estan completos en cuanto a ndmero, tipo y relleno. No utilice un producto
incompleto o defectuoso, pues el rendimiento del mismo podria verse
afectado.

Unas condiciones de almacenamiento inadecuadas podrian afectar al
rendimiento del producto.

No use productos cuya fecha de caducidad haya expirado. El uso de productos
caducados puede afectar al rendimiento del producto.

No exceda la secuencia de congelacion y descongelacion ni las duraciones
de manipulacién especificadas en estas instrucciones de uso, ya que podria
afectar al rendimiento del producto.

La manipulacion incorrecta de componentes de productos y muestras puede
provocar contaminacion y podria afectar al rendimiento del producto:

> No intercambie tapones de viales y botes.

> Almacene los materiales positivos y/o potencialmente positivos separados
de los componentes del kit.

o Utilice areas de trabajo separadas para la preparacion de las muestras,
la configuracion de reaccion y las actividades de amplificacion/deteccion.

o Deseche siempre los guantes después de manipular material positivo y/o
potencialmente positivo.

> No abra las PCR plates (placas PCR) después de la amplificacion.

No mezcle componentes de diferentes lotes de kits. El uso de diferentes lotes
de kits puede afectar al rendimiento del producto.

iNo utilice otros tipos de muestras! El uso de otros tipos de muestras puede
afectar al rendimiento del producto.

Trate siempre las muestras como si fuera material infeccioso y (bio)peligroso
conforme a los procedimientos de seguridad y de laboratorio. Si se derrama
material de las muestras, utilice rapidamente un desinfectante adecuado.
Manipule los materiales contaminados como si fueran biopeligrosos.

El almacenamiento de eluidos en condiciones incorrectas puede provocar la
degradacion de la secuencia objetivo de HCV y podria afectar al rendimiento
del producto.
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No use una version del protocolo de ensayo distinta de la indicada en el
cédigo de barras 2D de estas instrucciones de uso. El uso de una version
incorrecta del protocolo de ensayo podria afectar al rendimiento del producto.

La ausencia de centrifugacion de los componentes del producto tras la
descongelacién podria provocar la contaminacion con restos de reactivos en
las tapas y podria afectar al rendimiento del producto.

No reutilice los tapones de tubos para evitar la contaminacion de los reactivos,
ya que podria afectar al rendimiento del producto.

Como con cualquier test diagndstico, los resultados se interpretaran teniendo
en cuenta todos los hallazgos clinicos y de laboratorio.

La presencia de inhibidores de PCR (p. €j., heparina) podria provocar falsos
negativos o resultados no validos.

No supere el tiempo de almacenamiento de la mezcla de PCR, ya que esto
podria afectar al rendimiento del producto.

Si la muestra contiene otros patdgenos distintos de HCV, puede darse
competencia con la amplificacién objetivo o reactividades cruzadas, lo que
provocaria unos resultados de examen IVD incorrectos.

La eliminacion de los residuos peligrosos y biolégicos debera cumplir las
normativas locales y nacionales para evitar la contaminacion medioambiental.

Las posibles mutaciones dentro de las regiones objetivo del genoma de HCV
cubiertas por los cebadores o las sondas utilizados en el kit pueden provocar
subcuantificacion y/o fallos al detectar la presencia del patégeno.

20



AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

7. Uso del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con el AltoStar®
Workflow (flujo de trabajo)

La parte siguiente de estas instrucciones de uso describe la utilizacion del kit
AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 junto con el AltoStar® Workflow (flujo de trabajo).
El kit AltoStar® Workflow (flujo de trabajo) esta compuesto por distintos productos
IVD (AltoStar® AM16, AltoStar® Connect software, kit AltoStar® Purification Kit 1.5,
AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno) y CFX96™ DW Dx). La utilizacién de
estos productos se describe con detalle en las respectivas instrucciones de uso.

» AltoStar® Automation System AM16 Manual IVD del operador (Hamilton)
+ AltoStar® Connect Software Manual IVD (Hamilton)

* Instrucciones de uso AltoStar® Purification Kit 1.5

* Instrucciones de uso AltoStar® Internal Control 1.5

» Sistemas CFX96™ Dx y CFX96™ Deep Well Dx Manual de funcionamiento
(Bio-Rad)

7.1 Volumen de muestras

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 esta validado para purificaciones de acido
nucleico de un volumen de muestras de 1000 pl se usa el AltoStar® AM16. Debe
proporcionarse un volumen de muestras adicional para compensar el volumen
muerto del tubo de muestras utilizado (consulte el capitulo 7.2 Tubos de muestras).

NOTA

® . .
Pueden procesarse simultaneamente hasta 48 muestras de 1000 pl en
1 una serie de purificacion.

7.2 Tubos de muestras

Pueden comprarse tubos de muestras adecuados para su uso en el AltoStar®
AM16 a altona Diagnostics (tubo de 7 ml con tapdn, 82 x 13 mm, VK000010). El
usuario puede probar la aplicabilidad de otros tubos de muestras. Para ver detalles,
consulte las instrucciones de uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5.
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7.3 Cébdigos de barras de la muestra

Para la identificacion automatizada de muestras con el AltoStar® AM16, deben

etiquetarse todos los tubos de muestras con un cédigo de barras adecuado. Para

ver detalles, consulte las instrucciones de uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5.

7.4 Material y dispositivos necesarios pero no

proporcionados

El material y los dispositivos que se muestran en la tabla 3 deben solicitarse a

altona Diagnostics.

Tabla 3: Material y dispositivos necesarios

Material

AltoStar® Molecular Diagnostic
Workflow

AltoStar® Detection

AltoStar® Purification Kit 1.5

AltoStar® Internal Control 1.5

PCR Plate

PCR Plate Sealing Foil

1,000 ul CO-RE Tips

Descripcién

El pack de productos contiene el AltoStar®
Automation System AM16 (sistema de
automatizacion), el AltoStar® Connect
software (version 1.7.4 o superior) y
hardware informatico

El pack de productos contiene el
CFX96™ Deep Well Dx System con el
CFX Manager™ Dx software (version
3.1), un escaner de codigo de barras y
hardware informatico

Quimica de aislamiento y purificacion
de acidos nucleicos para el uso con
el AltoStar® Automation System AM16
(sistema de automatizacion)

Extraccién de acido nucleico y control de
deteccion y amplificacion de PCR

Placa de 96 pocillos con codigo de barras,
semifaldén y pocillos blancos

Lamina sellante para PCR plate (placa
PCR)

Puntas de filtro de 1000 pl para usar con
el AltoStar® Automation System AM16
(sistema de automatizacion)
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N.° de
pedido

Material Descripcion

Puntas de filtro de 300 pl para usar con
300 pl CO-RE Tips el AltoStar® Automation System AM16 VK000008
(sistema de automatizacion)

Tubo con cédigo de barras para la

agrupacion de reactivos de PCR VK000002

Pooling Tube

Bolsa estéril apta para autoclave para
Waste Bag usar con el AltoStar® Automation System VK000009
AM16 (sistema de automatizacion)

Tapodn de rosca para tubos de QS1-QS4

Screw Cap - red . VK000012
(rojo)

S G e Tapon de rosca para tubos de Master A VK000013
(azul)

S Gap  UTe Ta.pon de rosca para tubos de Master B VK000015
(violeta)

S e life Tapon de rosca para tubos de NTC VK000016

(blanco)

Tabla 4: Material y dispositivos adicionales de laboratorio

Material Descripcion N.° de pedido

p. €j., AltoStar® Plate Sealer (sellador de

VK000023
placas)

Sellador de placas
p. €]., el PX1 Plate Sealer (Bio-Rad) VK000033

7.5 Material y dispositivos generales
» Agitador vortex
* Guantes sin polvo (desechables)

» Centrifuga para el centrifugado de componentes del kit AltoStar® HCV RT-
PCR Kit 1.5

» Centrifuga para el centrifugado de PCR plates (placas PCR)
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7.6 Procedimiento

7.6.1 Descripcion general del AltoStar® Workflow (flujo de
trabajo)

Los pasos del AltoStar® Workflow (flujo de trabajo) completo se resumen en la
tabla 5. Se proporciona informacién sobre configuraciones especificas para el uso
con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 en el capitulo 7.6.2 Programacién de una
AltoStar® run (serie). Para instrucciones detalladas para los pasos 1-5, consulte
las instrucciones de uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5, el AltoStar® Connect
software y el AltoStar® AM16.

Los pasos 6-11 se describen con mas detalle en los capitulos 7.6.3 Iniciar una serie
de configuracién de PCR hasta 7.6.10 Exportacion de resultados de PCR para la
interpretacion de resultados manual.

Tabla 5: Descripcion general del AltoStar® Workflow (flujo de trabajo)

Accion

1. Iniciar el AltoStar® AM16 * Encienda el AltoStar® AM16.

« Encienda el ordenador y el monitor.

* Inicie el AltoStar® Connect software.

2. Realizar mantenimiento e En la barra de menu, haga clic en Application

— Instrument Maintenance (aplicacion —
mantenimiento del instrumento).

o Si estd pendiente el mantenimiento semanal,
haga clic en Start Weekly Maintenance (iniciar
mantenimiento semanal).

> Siesta pendiente el mantenimiento diario, haga clic
en Start Daily Maintenance (iniciar mantenimiento
diario).
* Siga las instrucciones en pantalla para completar el
proceso de mantenimiento.
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Accioén

3. Programacion de una * En la barra de mend, haga clic en Program Run —
AltoStar® run (serie)

Program Run (AltoStar® Purification) [programar
serie — programar serie (AltoStar® Purification)]. De
forma alternativa, vuelva a la pantalla de inicio y haga
clic en el botén Program Run (programar serie).

¢ Introduzca muestras o importelas del LIMS (por sus
siglas en inglés).

* Seleccione el siguiente ensayo para las muestras a
menos que ya lo haya importado del LIMS:

o AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

* Haga clic en el botén Create Run (crear serie) en
la barra de herramientas para crear la AltoStar® run
(serie).
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4. Iniciar una serie de .

purificacion

Accioén

En la barra de menu, haga clic en Purification — Start
Purification (purificacion — iniciar purificacién). De
forma alternativa, vuelva a la pantalla de inicio y haga
clic en el botén Start Purification (iniciar purificacion).

Seleccione la serie de purificacion que desea iniciar
para mostrar las muestras incluidas en la serie de
purificacion seleccionada.

Prepare los reactivos de purificacion:

Asegurese de que los reactivos de purificacion que
desea utilizar tengan el mismo nuimero de carga
[excepto el AltoStar® Internal Control 1.5 (control
interno)] y no hayan caducado.

Si hay precipitados visibles en el Lysis Buffer
(tampon de lisis), caliéntelo (+50 °C) hasta que se
disuelvan por completo.

Descongele el IC [AltoStar® Internal Control 1.5
(control interno)] y aplique un vortex durante 5
segundos.

Aplique un vortex a las Magnetic Bead (esferas
magnéticas) durante 5 segundos sin mojar la tapa.

Prepare las muestras para iniciar la serie de
purificacion como se indica en las instrucciones de
uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5.

Haga clic en el botén Start Run (iniciar serie) en la
barra de herramientas.

Siga los cuadros de didlogo de carga y cargue el
instrumento en consonancia.

Confirme el mensaje Loading complete (carga
completa) haciendo clic en OK (aceptar) o espere 10
segundos.

El sistema realizara a continuacion la serie de purificacién
automaticamente.
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5. Finalizar la serie de .

purificacion

Accioén

Asegurese de que la bandeja de carga esta vacia y
confirme el cuadro de didlogo Run finished (serie
finalizada) haciendo clic en OK (aceptar).

Siga las instrucciones del cuadro de dialogo
Maintenance (mantenimiento) y confirme con OK
(aceptar).

Selle y almacene los componentes del kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 que puedan reutilizarse.

Los eluidos de la eluate plate (placa de eluidos) sin sellar
son estables a temperatura ambiente (max. +30 °C) durante
un total de 4 horas.

Si la serie de configuracion de PCR asociada no se
inicia inmediatamente, selle la eluate plate (placa de
eluidos) con una Eluate Plate Sealing Foil (lamina
sellante para placas de eluidos) y almacénela a una
temperatura de entre +2 °C y +8 °C durante 24 horas.

Vea los resultados de la serie de purificacion para
confirmar el procesamiento correcto de cada muestra.
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6. Inicio de una serie de

configuracion de PCR

7. Finalizar la serie de

configuracion de PCR

Accioén

En la barra de menu, haga clic en PCR Setup —
Start PCR Setup (configuracion de PCR — iniciar
configuracion de PCR). De forma alternativa, vuelva a
la pantalla de inicio y haga clic en el boton Start PCR
Setup (iniciar configuracion de PCR).

Seleccione la serie de configuracion de PCR que
desea iniciar para mostrar la eluate plate (placa de
eluidos) y los reactivos en la serie de configuracion de
PCR seleccionada.

Prepare los reactivos de PCR:

o Asegurese de que los masters y los controles que

se van a utilizar son del mismo lote de kits y no
estan caducados.

o Descongele la cantidad necesaria de tubos de

master y control, aplique un vortex brevemente y
centrifugue.

Si la eluate plate (placa de eluidos) esta sellada,
centrifiguela brevemente y quite el sello con cuidado.

Haga clic en el botén Start Run (iniciar serie) en la
barra de herramientas.

Siga el cuadro de dialogo de Loading (carga) y cargue
el instrumento en consonancia.

Confirme el mensaje Loading complete (carga
completa) haciendo clic en OK (aceptar) o espere 10
segundos.

El sistema realizara a continuacion la serie de configuracion
de PCR automaticamente.

Asegurese de que la bandeja de carga esta vacia y
confirme el cuadro de didlogo Run finished (serie
finalizada) haciendo clic en OK (aceptar).

Siga las instrucciones del cuadro de dialogo
Maintenance (mantenimiento) y confirme con OK
(aceptar).

Selle y almacene los componentes del kit AltoStar®
HCV RT-PCR Kit 1.5 que puedan reutilizarse.

Vea los resultados de la serie de configuracion de
PCR para confirmar el procesamiento correcto de
cada muestra.
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Accién
8. Sellar la PCR plate « Selle la PCR plate (placa PCR) con una PCR Plate
(placa PCR) Sealing Foil (lamina sellante para placa PCR).
9. Iniciar la serie PCR « Encienda el CFX96™ DW Dx, el ordenador conectado

y el monitor.
* Inicie el CFX Manager™ Dx software.
* Abrael CFX96™ DW Dx.

* Centrifugue la PCR plate (placa PCR) e insértela en el
CFX96™ DW Dx.

* Seleccione File — Open — LIMS File... (archivo —
abrir — archivo de LIMS...) en la barra de menu.

* Escanee el codigo de barras de la PCR plate (placa
PCR) con el escaner de codigo de barras de mano.

* Cierre el CFX96™ DW Dx.

e Haga clic en el boton Start Run (iniciar serie) para
iniciar la serie PCR. Ponga nombre al archivo de la
serie PCR y guardelo.

EI CFX96™ DW Dx realizara a continuacion la serie PCR
automaticamente.

10. Separar ensayos para +  Separe todos los ensayos en la serie PCR en grupos
el analisis individual de pocillos diferentes.

11. Analizar los datos e Para cada grupo de pocillos individualmente:

interpretar los resultados «  Realice la correccion de la linea de base en todos los
de la serie PCR pocillos para todos los canales de deteccion utilizados.
*  Excluya los pocillos con sefales de PCR irregulares.

« Establezca los umbrales de todos los canales de
deteccion conforme a los controles.

« Excluya los pocillos que contengan datos no validos.

* Genere el archivo de resultados LIMS para exportar
los resultados al LIMS.

*  Genere el informe de resultados para la interpretacion
de resultados manual.
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provocar la degradacion de la secuencia objetivo de HCV y podria

C El almacenamiento de eluidos en condiciones incorrectas puede
afectar al rendimiento del producto.

7.6.2 Programacion de una AltoStar® run (serie)

Para obtener informacion detallada sobre como iniciar una AltoStar® run (serie),
consulte las instrucciones de uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5, el AltoStar®
Connect software y el AltoStar® AM16. A continuacion figuran las configuraciones
especificas para usar con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5:

» Parala aplicacion de ensayo cuantitativa, se seleccionan QS1-4y NTC y para
la aplicacion de ensayo cualitativa, se seleccionan QS4 y NTC.

* Elvolumen de muestras necesario es de 1000 pl mas el volumen muerto para
el tubo de muestras correspondiente (consulte los capitulos 7.1 Volumen de
muestras y 7.2 Tubos de muestras).

» El volumen de eluido necesario para el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 es
de 45 pl.

* Asegurese de que se usa la version correcta de protocolo de ensayo para
la serie. Para obtener mas informacién sobre la version del protocolo actual,
consulte el capitulo 15. Protocolo de ensayo para el AltoStar® Connect
software e informacioén para la integracion de LIMS. El protocolo de ensayo
respectivo esta codificado en el codigo de barras en 2D que se muestra alli.
Para obtener mas informacion sobre la importacion del protocolo de ensayo
y purificacion en el AltoStar® Connect software, consulte las instrucciones de
uso pertinentes.

No use una versién del protocolo de ensayo distinta de la indicada en
el cédigo de barras 2D de estas instrucciones de uso. El uso de una
version incorrecta del protocolo de ensayo podria afectar al rendimiento
del producto.
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7.6.3 Inicio de una serie de configuracién de PCR

1. Seleccione PCR Setup — Start PCR Setup (configuracion de PCR — iniciar
configuracion de PCR) en la barra de menu. De forma alternativa, vuelva a la
pantalla de inicio del AltoStar® Connect software y seleccione el botén Start
PCR Setup (iniciar configuracion de PCR). Se muestra la pantalla Start PCR
Setup (iniciar configuracion de PCR).

Las series de configuracion de PCR pendientes se muestran en la tabla

Programmed PCR Setup Runs (series de configuracion de PCR programadas) en

la parte izquierda de la pantalla.

2. Seleccione la serie de configuracion de PCR que desea iniciar en la tabla
Programmed PCR Setup Runs (series de configuracién de PCR programadas).

Las muestras incluidas en la serie de configuracion de PCR seleccionada
se muestran en la tabla de la parte superior derecha de la pantalla [Samples
in selected PCR Setup Run (muestras en la serie de configuracion de PCR
seleccionada)].

Los QS y controles necesarios para la serie de configuracion de PCR
seleccionada se muestran en la tabla de la parte central derecha de la
pantalla [Controls in selected PCR Setup Run (controles en la serie de
configuracion de PCR seleccionada)].

El numero de tubos maestros necesarios para la serie de configuracion de
PCR seleccionada se muestra en la tabla de la parte inferior derecha de
la pantalla [Required master tubes for the selected PCR Setup Run (tubos
maestros necesarios para la serie de configuracién de PCR seleccionada)].

NOTA

1

El n.° de muestras priorizadas en una serie de configuraciéon de PCR
se muestra en la columna No. of prioritized Samples (n.° de muestras
priorizadas). Realice series de configuracion de PCR con muestras
priorizadas primero para facilitar un procesamiento mas rapido de las
muestras priorizadas.

Antes de hacer clic en el boton Start Run (iniciar serie) de la barra de herramientas,

prepare los reactivos necesarios como se describe en el capitulo 7.6.3.1 Preparacion

de reactivos para una serie de configuracion de PCR. Si la eluate plate (placa

de eluidos) necesaria para la serie de configuracion de PCR seleccionada se ha

sellado para su almacenamiento, preparela como se describe en las instrucciones
de uso del kit AltoStar® Purification Kit 1.5.
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7.6.3.1 Preparacion de reactivos para una serie de
configuracién de PCR

1. Descongele los QS, los controles y el nimero necesario de tubos maestros
completamente a temperatura ambiente (max. +30 °C).

2. Mezcle los reactivos aplicando un vortex suave.

3. Centrifugue los tubos brevemente para quitar las gotas de la tapa.

la descongelacion podria provocar la contaminacién con restos de

: La ausencia de centrifugacion de los componentes del producto tras
reactivos en las tapas y podria afectar al rendimiento del producto.

7.6.3.2 Carga del AltoStar® AM16 para una serie de
configuracién de PCR

Para obtener informacion mas detallada sobre el proceso de carga, consulte
las instrucciones de uso del AltoStar® Automation System AM16 (sistema de
automatizacion) y del AltoStar® Connect software.

1. Haga clic en el botdn Start Run (iniciar serie) en la barra de herramientas de
la pantalla Start PCR Setup Run (iniciar serie de configuracién de PCR) para
mostrar el cuadro de dialogo Loading (carga).

El cuadro de didlogo Loading (carga) se compone de una representacion visual
de la plataforma del AltoStar® AM16 sobre una tabla que especifica los portadores,
los railes respectivos en la plataforma del AltoStar® AM16 para cada portador, el
material que debe cargarse en cada portador y comentarios sobre la carga de los
portadores.
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NOTA

1

Para visualizar la posicion de un elemento en un portador y la posicion
del portador en la plataforma del AltoStar® AM16, seleccione la fila
respectiva en la tabla del cuadro dialogo Loading (carga).

Se visualiza la posicion del elemento y de su portador:

- Resaltada en rojo en la representacion visual de la plataforma del
instrumento.

- En el AltoStar® AM16, haciendo que parpadeen las luces de carga
sobre los railes en los que debe colocarse el portador seleccionado.

2. Cargue el material necesario, la eluate plate (placa de eluidos) preparada y los
reactivos preparados en los portadores adecuados.

Unicamente cambie bastidores de puntas de 1000 uyl completamente
vacios por bastidores de puntas de 1000 yl completamente llenos en el
portador de puntas.

Unicamente cambie bastidores de puntas de 300 ul completamente
vacios por bastidores de puntas de 300 yl completamente llenos en el
portador de puntas y placas.

NOTA

i

El intercambio de bastidores de puntas que no estan completamente
vacios y la manipulacion de puntas individuales puede interferir con
la gestién automatica de las puntas y provocar cancelaciones de las
series.

Coloque la eluate plate (placa de eluidos) necesaria con el pocillo A1 a la
izquierda de la posicion de la placa negra.

Coloque una PCR plate (placa PCR) con el pocillo A1 a la izquierda de la
posicion de la placa frontal plateada.

Cargue un portador de 24 tubos con un tubo de agrupacion sin utilizar para
cada ensayo en la serie de configuracion de PCR.

Empuje suavemente los tubos hasta la parte inferior del portador y gire los
tubos hasta que los cédigos de barras de los tubos se vean a través de la
ventana del portador.

Cargue el portador de 32 tubos de reactivo con los componentes del
ensayo necesarios para la serie de configuracion de PCR.
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» Empuje suavemente los tubos hasta la parte inferior del portador y gire los
tubos hasta que los cddigos de barras de los tubos se vean a través de la
ventana del portador.

NOTA

1 La posicion de los tubos individuales en los portadores es arbitraria.

NOTA

L El sistema no comprueba el volumen de los componentes cargados
antes del procesamiento. Un volumen de componentes insuficiente
impedira la correcta configuracion de PCR para el ensayo en cuestion.

NOTA

o Iniciar una serie de configuracién de PCR con las tapas aun puestas
I en los tubos podria provocar que la serie se cancelase durante el
procesamiento.

3. Cargue los portadores con el codigo de barras del portador hacia la parte
posterior mirando a la derecha.

4. Inserte los portadores rellenados en los railes respectivos entre los bloques
deslizantes delanteros y traseros de la bandeja de carga hasta que toquen los
ganchos de parada en la parte alejada de la bandeja.

NOTA

Empuijar los portadores mas alla de los ganchos de parada puede dafiar
1 el instrumento e interferir con el proceso de carga.

5. Compruebe que la hoja de eyeccion de puntas y el contenedor de puntas
desechadas estén en la posicion correcta y que se haya colocado una nueva
bolsa de desechos en el contenedor.

6. Haga clic en OK (aceptar) en el cuadro de dialogo Loading (carga) para
continuar con el proceso de carga.
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NOTA

o Al hacer clic en Cancel (cancelar), se cancelara la serie de configuracion
I de PCR, pero puede volver a iniciarse (consulte el capitulo 7.6.3 Inicio
de una serie de configuracion de PCR).

El AltoStar® AM16 introduce los portadores en el instrumento y realiza la verificacion
del cédigo de barras.

NOTA

El AltoStar® AM16 verifica automaticamente:

- Tipo y localizacion correctos de los portadores cargados

- Identidad y posicién correctas de los elementos cargados en los
(] portadores

1 - Congruencia de lote de los componentes de los kits de ensayos
AltoStar® individuales

- No caducidad de todos los componentes de ensayos AltoStar®
cargados

- Posicién correcta de la hoja de eyeccion de puntas

Si no se supera alguna de estas comprobaciones, se presenta al usuario un cuadro
de dialogo de mensaje que especifica el problema en cuestion, con instrucciones
para corregirlo adecuadamente. Para obtener mas informacion sobre la gestion de
errores, consulte las instrucciones de uso del AltoStar® Connect software.

NOTA

3 Alterar la posicién de algun elemento cargado cuando el portador ya se
ha introducido en el instrumento puede provocar la cancelacion de la
serie de configuracion de PCR y/o dafos en el instrumento.

Cuando se hayan superado todas las comprobaciones, se muestra el cuadro de
dialogo Loading complete (carga completa).
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7. Confirme el cuadro de didlogo Loading complete (carga completa) haciendo
clic en OK (aceptar) o espere 10 segundos a que se produzca el inicio
automatico del proceso.

NOTA

o Al hacer clic en Cancel (cancelar), se cancelara la serie de configuracion
I de PCR, pero puede volver a iniciarse (consulte el capitulo 7.6.3 Inicio
de una serie de configuracion de PCR).

Se inicia la serie de configuracién de PCR, que se realizara sin interaccion del
usuario.

7.6.3.3 Durante la serie de configuraciéon de PCR

No se requiere mas interaccion del usuario hasta que finaliza la serie de configuracion
de PCR. Se abre la pantalla Processing Status (estado del procesamiento), que
muestra el estado de la serie de configuracion de PCR y una estimacion del tiempo
restante.

NOTA

- Empuijar los portadores o tirar de ellos o de la puerta del AltoStar® AM16
1 durante una serie de configuracion de PCR podria anular la serie.

7.6.4 Fin de la serie de configuracion de PCR

Al final de la serie de configuracion de PCR, se muestra el cuadro de didlogo Run
finished (serie finalizada).

1. Asegurese de que la bandeja de carga esta vacia.
2. Confirme el cuadro de dialogo Run finished (serie finalizada) haciendo clic en

OK (aceptar).

El AltoStar® AM16 descargara los portadores. Asegurese de no interponerse en el
recorrido de los portadores que estan descargandose.
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Tras la descarga, se muestra el cuadro de dialogo Maintenance (mantenimiento).

3. Siga las instrucciones del cuadro de didlogo Maintenance (mantenimiento).

La tabla del cuadro de didlogo muestra el niumero de reacciones en los tubos
maestros que no se han utilizado en la serie de configuracion de PCR.

4. Si se va a iniciar inmediatamente otra serie de configuracion de PCR que
utiliza la eluate plate (placa de eluidos) cargada actualmente, la eluate plate
(placa de eluidos) puede permanecer sin sellar en la posicion del portador. Si
no es el caso, selle y almacene la eluate plate (placa de eluidos). Para obtener
mas informacién, consulte las instrucciones de uso del kit AltoStar® Purification
Kit 1.5.

NOTA

(] Los eluidos de la eluate plate (placa de eluidos) son estables a
temperatura ambiente (max.+30 °C) durante un total de 4 horas tras
completarse la serie de purificacion.

5. Cierre los tubos de reactivo con los tapones de tubos adecuados sin usar.

No reutilice los tapones de tubos para evitar la contaminacion de los
reactivos, ya que podria afectar al rendimiento del producto.

6. Almacene los reactivos para su reutilizacion como se describe en el capitulo
4.2 Manipulacién.

7. Deseche los materiales utilizados (consulte el capitulo 9. Eliminacion).

8. Confirme el cuadro de didlogo Maintenance (mantenimiento) haciendo clic en
OK (aceptar).

7.6.4.1 Resultados de serie de configuracion de PCR

Los resultados de serie de configuracion de PCR se guardan en el AltoStar®
Connect software.
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1. Haga clic en PCR Setup — PCR Setup Results (configuracion de PCR —
resultados de configuracién de PCR) en la barra de menu para acceder a la
pantalla de resultados.

La pantalla Results (resultados) muestra una tabla con todas las muestras utilizadas
en la ultima serie de configuracién de PCR y una columna de Status (estado) a la
derecha que indica si se ha realizado completamente el proceso de configuracion
de PCR para una muestra concreta (consulte la tabla 6).

Tabla 6: Resultados de serie de configuracién de PCR

Status (estado) Resultado de serie de configuraciéon de PCR

*» El eluido se ha procesado correctamente en la serie de
configuracion de PCR.

* La mezcla de RT-PCR resultante esta lista para su uso en una
serie PCR.

» El eluido no se ha procesado correctamente.

* La mezcla de RT-PCR respectiva se omitira automaticamente en
el siguiente analisis de PCR.

2. Para ver los resultados de series de configuracion de PCR anteriores, haga
clic en el botén Load (cargar) de la barra de menu, seleccione la serie de
configuracién de PCR deseada en la lista del cuadro de dialogo Load Results
(cargar resultados) que se abre y haga clic en OK (aceptar).

El AltoStar® Connect software genera automaticamente 3 archivos de resultado de
serie de configuracion de PCR:

e Un archivo LIMS (.xml) para transferir informacion detallada sobre la serie de
configuracién de PCR, incluidos los resultados de nuevo al LIMS

* Un informe (.pdf) que contiene informacion detallada sobre la serie de
configuracién de PCR, incluidos los resultados para fines de documentacion

* Un archivo de ciclador (.plrn) para la programacion automatica del CFX96™
DW Dx

Estos archivos se guardan en la ubicacion especificada en los System Settings
(ajustes del sistema) del AltoStar® Connect software.
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NOTA

Los archivos de resultado de serie de configuraciéon de PCR pueden

. volver a generarse cargando la serie de configuracion de PCR respectiva
y haciendo clic en el botén Create LIMS File (crear archivo LIMS) para

1 generar el archivo LIMS, en el boton Create Report (crear informe)
para generar el informe o en el boton Create Bio-Rad Cycler File

(crear archivo de ciclador Bio-Rad) para generar el archivo de ciclador.

7.6.5 Sellado de la PCR plate (placa PCR)

Tras completar la serie de configuracion de PCR, la PCR plate (placa PCR) debe
sellarse con una PCR Plate Sealing Foil (l&mina sellante para placas PCR). Se
recomienda usar el AltoStar® Plate Sealer (sellador de placas) [4s3™ Semi-
Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)] o el PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad). La
idoneidad de los selladores de placas distintos a los recomendados debe evaluarla
el usuario.

Si va a utilizar los selladores de placas recomendados, proceda de este modo:

1. Encienda el sellador de placas y asegurese de que el adaptador de placas no
esta en el cajon.

2. Asegurese de que los ajustes del sellador de placas son los siguientes:

Tabla 7: Ajustes del sellador de placas

Sellador de placas Configuracion

Temperatura [°C] Tiempo [s]
AltoStar® Plate Sealer

[4s3™ Semi-Automatic 170 2
Sheet Heat Sealer (4titude)]

PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad)

175 3

3. Espere a que se alcance la temperatura configurada. Esto puede tardar unos
minutos.
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4,

Coloque la PCR plate (placa PCR) sobre el adaptador de placas del sellador
de placas.

Coloque una PCR Plate Sealing Foil (lamina sellante para placas PCR) en la
PCR plate (placa PCR) de modo que se pueda leer la impresion «THIS SIDE
UP» (este lado hacia arriba). Asegurese de que todos los pocillos de la PCR
plate (placa PCR) estan cubiertos por la lamina y de que la escritura no oculte
ninguno de ellos.

NOTA

. Si se usa el sellador de placas sin el adaptador de placas colocado en el

1 cajon, el sellador puede averiarse. En este caso, pongase en contacto

con el soporte técnico de altona Diagnostics para conseguir asistencia
(consulte el capitulo 11. Soporte técnico).

NOTA

Si la PCR Plate Sealing Foil (lamina sellante para placas PCR) o el
bastidor estan mal colocados, la lamina podria quedarse pegada a la
placa calentadora del interior del sellador de placas durante el sellado.
[ Esto inutilizara el sellador. En este caso, o si se ha iniciado el paso

1 de sellado sin la PCR Plate Sealing Foil (lamina sellante para placas

6.

10.

PCR), deje que el sellador de placas se enfrie hasta alcanzar la
temperatura ambiente y pongase en contacto con el soporte técnico de
altona Diagnostics para que le ayuden (consulte el capitulo 11. Soporte
técnico).

Ensamble el bastidor de sellado en la parte superior para sujetar la lamina
sellante.

Abra el cajon pulsando el boton Operate (operar)*/ [&**,

Coloque el ensamblaje que se compone del adaptador de placas, la PCR plate
(placa PCR), la PCR Plate Sealing Foil (ldmina sellante para placas PCR) y el
bastidor de sellado en el sellador de placas y pulse el botéon Operate (operar)*/
[&**,

El cajon se cierra automaticamente, sella durante el tiempo configurado y se
vuelve a abrir automaticamente.

Saque la PCR plate (placa PCR) sellada y el adaptador de placas del sellador
de placas y cierre el sellador de placas pulsando el boton Close (cerrar)*/ [&1**,

* AltoStar® Plate Sealer (sellador de placas) [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer
(4titude)]

**PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)
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7.6.5.1 Estabilidad de la mezcla de PCR

Tras completarse la serie de configuracion de PCR, la mezcla de RT-PCR de la

PCR plate (placa PCR) sellada es estable a temperatura ambiente (max. +30 °C)

durante 30 minutos.

esto podria afectar al rendimiento del producto.

é No supere el tiempo de almacenamiento de la mezcla de PCR, ya que

7.6.6 Inicio de una serie PCR

La serie PCR se realiza en un CFX96™ DW Dx bajo el control del CFX Manager™
Dx software.

-

Encienda el CFX96™ DW Dx, el ordenador conectado y el monitor.
Inicie el CFX Manager™ Dx software.

En la barra de menu del CFX Manager™ Dx software, seleccione File — Open
— LIMS File... (archivo — abrir — archivo LIMS...) para abrir el cuadro de
dialogo Open LIMS File (abrir archivo LIMS).

En el cuadro de didlogo Open LIMS File (abrir archivo LIMS) que se abre,
asegurese de que el cursor esta parpadeando en el campo File name (nombre
de archivo) en la parte inferior. Si no es asi, haga clic en el campo File name
(nombre de archivo).

Escanee el codigo de barras de la PCR plate (placa PCR) con el escaner de
codigo de barras de mano para seleccionar y abrir automaticamente el archivo
LIMS correcto. Se muestra el cuadro de dialogo Run Setup (configuracion de
la serie).

NOTA

6.

3 Todos los parametros necesarios para el inicio de la serie PCR se
transfieren automaticamente desde el AltoStar® Connect software al
CFX96™ DW Dx mediante el archivo de ciclador.

Haga clic en el boton Open Lid (abrir tapa) en el cuadro de dialogo Run Setup
(configuracion de la serie) para abrir la tapa del CFX96™ DW Dx.
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7. Centrifugue brevemente la PCR plate (placa PCR) sellada para asegurarse de
que todo el liquido se quede en el fondo de los pocillos.

8. Inserte la PCR plate (placa PCR) sellada en el bloque calentador del CFX96™
DW Dx con el pocillo A1 a la izquierda.

9. Cierre el CFX96™ DW Dx haciendo clic en el botén Close Lid (cerrar tapa) en
el cuadro de dialogo Run Setup (configuracion de la serie).

10. Inicie la serie PCR haciendo clic en el botéon Start Run (iniciar serie) en el
cuadro de didlogo Run Setup (configuracion de la serie).

7.6.6.1 Durante la serie PCR

No se requiere interaccion del usuario hasta que finaliza la serie PCR. Se abre el
cuadro de dialogo Run Details (detalles de la serie) que muestra el estado de la
serie PCR y una estimacion del tiempo restante.

NOTA

Abrir la tapa del CFX96™ DW Dx durante una serie PCR operando
el botén de la parte frontal de la tapa o haciendo clic en Open Lid

1 (abrir tapa) en el cuadro de didlogo Run Details (detalles de la serie)
cancelara la serie y se invalidaran todos los resultados.

Alfinal de una serie PCR, se muestra la ventana Data Analysis (analisis de datos), la
cual muestra las curvas de amplificacion, la disposicion de la placa y los resultados.

7.6.6.2 Asignacion de ensayos a grupos de pocillos

El AltoStar® Workflow (flujo de trabajo) procesa uno o varios ensayos PCR
simultaneamente en una PCR plate (placa PCR). Sin embargo, el usuario debe
analizar cada ensayo por separado conforme a las instrucciones de uso del ensayo
respectivo.

Con este fin, el usuario debe asignar todos los ensayos de una PCR plate (placa
PCR) a grupos de pocillos individuales en el CFX Manager™ Dx software.
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1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), haga clic en el botén Plate
Setup (configuracién de la placa) de la barra de herramientas y seleccione
View/Edit Plate (ver/editar placa). Se muestra el cuadro de didlogo Plate
Editor (editor de placa) (consulte la figura 1).

Plate Editor - L111572.pltd o X
File Settings Editing Tools ?
=] 6 Scan Mode | All Channels B well Groups. &) Trace Styles... (5 Plste Loacing Guide
A Influe p Sample Type v
Influenza B
NTC | 123208051910 Sample 4 | 00000004 Sample 10 | 00000010
AoStar HCV RT-PCR Kt 1.5 AltoStar HCV RT-PCR K& 1.5 Altostar Influenza Screen & Type
T s | Unk
HCV <none>
B <none>
HCV QS1 | 123038051910 Sample 5 | 00000005 <none>
AtoStar HCV RT-PCR Kit 1.5 AtoStar HCV RT-PCR Kt 15
T sa |
HCV ey <none>
C
HCV QS2 | 123048051910 Sample 6 | 00000006
AtoStar HCV RT-PCR Kit 1.5 AoStar HCV RT-PCR Kt 15 <none>
T T sa Unk
HCV
5 ontro
HCV QS3 | 123058051910 Sample 7 | 00000007 Ses
AltoStar HCV RT-PCR Kit 1.5 AtoStar HCV RT-PCR Kt 15
T s Unk
HCV
E 1 :
HCV QS4 | 123068051910 Sample 8 | 00000008 R cate
AtoStar HCV RT-PCR Kit 1.5 AtoStar HCV RT-PCR Kt 15
Unk NTC
v Influenza A % Experiment Settings
F e Infl 'F'i"/? }-Tl“!;‘lhd 09
L dinfluena B [#]  earRepicates
Sample 1 | 00000001 NTC | 115209011912
AtoStar HCV RTPCRKE 15 Altostar Influenza Screen & Type Clear Wells
Unk Pos.
Internl Contr riuenza 0] Exclude Wels n Anayss
G Influenza A HIN1pdmO09
Influenza B
Sample 2 | 00000002 Influenza Screen PC | 115119012004
AtoStar HCV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar Influenza Screen & Type
Unk Unk
HCV Infl za A
H s Influenza A HfNi:rom(w
Influenza B
Sample 3 | 00000003 Sample 9 | 00000009
AoStar HCV RT-PCR K 15 Altostar Influenza Screen & Type
K| W > |
| s Yew oK Cancel
Plate Type: BRWhte @) Target Name (O Concentration [] Sample [] Well Group [ Biological Set [ Wel Note

Figura 1: Cuadro de didlogo Plate Editor (editor de placa)

En el cuadro de dialogo Plate Editor (editor de placa), haga clic en Well
Groups... (grupos de pocillos...) en la barra de herramientas. Se muestra
el cuadro de dialogo Well Groups Manager (gestor de grupos de pocillos)
(consulte la figura 2).

Haga clic en el boton Add (afadir).

Escriba el nombre del primer ensayo en el cuadro de texto.
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5. Seleccione todos los pocillos en el area de la PCR plate (placa PCR) que
pertenezcan al primer ensayo (consulte la figura 2). Los pocillos que
pertenecen a un ensayo individual pueden identificarse en el cuadro de dialogo
Plate Editor (editor de placa) mediante la entrada del campo Biological Set
(conjunto biolodgico).

Well Groups Manager X
Add | [AtoStar HCV RT-PCR Kt 15 ]| Delete

4 5 6 7 8 ) 10 1 12
A
B
c
D
E
F
G
H

OK || Cancel

Figura 2: Cuadro de didlogo Well Groups Manager (gestor de grupos de pocillos)

6. Repita los pasos del 3 al 5 para todos los ensayos en la PCR plate (placa
PCR).

7. Confirme la asignacion de grupos de pocillos haciendo clic en OK (aceptar).
Se cierra el cuadro de dialogo Well Groups Manager (gestor de grupos de
pocillos).

8. Cierre el cuadro de dialogo Plate Editor (editor de placa) haciendo clic en OK
(aceptar).

9. Confirme para aplicar los cambios haciendo clic en Yes (si).
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7.6.7 Analisis de datos PCR

Los resultados de todos los ensayos (grupos de pocillos) en la PCR plate (placa
PCR) deben analizarse en la secuencia que se indica en la figura 3.

Seleccion del grupo de pocillos del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

Ejecute el analisis conforme a estas instrucciones de uso

Correccioén de la linea de base
para los canales de deteccion FAM™ (HCV) y VIC™ (IC)

Exclusion de todos los pocillos que muestren seiiales irregulares de PCR
(p- €j. aumento de sefiales lineales, picos de sefial, etc.)

Ajuste de umbrales
para los canales de deteccion FAM™ (HCV) y VIC™ (IC) conforme a los controles

Exclusién de todos los pocillos que no contengan datos validos
conforme a las especificaciones del laboratorio y las especificadas en estas instrucciones de uso

Si la interpretacion de los resultados Si la interpretacion de los resultados
la realiza el LIMS la realiza el usuario manualmente

Exportacién de resultados de PCR como Exportacién de los resultados de PCR
archivo de resultados de LIMS como informe

(.csv) (-pdf)

Interpretacion de resultados
(p. €j., calculo de concentraciones de muestras)

Figura 3: Proceso de analisis de datos PCR
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En la ventana Data Analysis (analisis de datos), asegurese de seleccionar el Well
Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por tanto, haga clic
en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto al botén Well Group
(grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de herramientas. No utilice el
Well Group (grupo de pocillos) «All Wells» (todos los pocillos). La seleccion de la
figura 4 se usa como vista de ejemplo general.

Antes de analizar los resultados, asegurese de que el grupo de pocillo del kit
AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 contiene todos los pocillos del kit AltoStar® HCV
RT-PCR Kit 1.5 y ningun pocillo de otros analisis.

\1'; ‘ All Wells v

AltoStar HCV
AltoStar aliha H('

Figura 4: Boton Well Group (grupo de pocillos) y menu desplegable Well Group (grupo
de pocillos)

NOTA

[ . . . .
1 Los analisis combinados de mas de un ensayo pueden arrojar resultados

incorrectos.

Como con cualquier test diagnostico, los resultados se interpretaran
~ teniendo en cuenta todos los hallazgos clinicos y de laboratorio.
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7.6.7.1 Correccion de la linea de base

Es posible que sea necesario corregir los ajustes de linea de base utilizados por
el CFX Manager™ Dx software para pocillos individuales del ensayo [Well Group
(grupo de pocillos)] que se estan analizando.

1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.

2. En la parte izquierda de la ventana Data Analysis (analisis de datos) marque
Unicamente la casilla de verificacion FAM para el canal de deteccion del HCV
objetivo.

3. Enlabarra de menu de la ventana Data Analysis (andlisis de datos), haga clic
en Settings — Baseline Threshold... (ajustes — umbral de linea de base...)
para abrir el cuadro de dialogo Baseline Threshold (umbral de linea de base)
(consulte la figura 5).

4. Haga clic una vez en el simbolo ¢ en el encabezado de columna Baseline
End (final de linea de base) para ordenar la tabla por valores ascendentes de
Baseline End (final de linea de base).

5. Seleccione todas las lineas que muestren un valor de Baseline End (final de
linea de base) de 1 a 9 (consulte la figura 5).
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Baseline Threshold ﬂ

Baseline Cycles
© Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
1 [a01 Jeam | 3] 4|
2 B02 FAM 3 4
3 B80T FAM 3 4
4 [C02 FAM 3 ol §
5 Coi FAM 3 23 |T
6 D02 FAM 3 25
7 D01 FAM 3 2%
8 GO1 FAM 3 27
9 FO1 FAM 3 27
10 E02 FAM 3 28
11 E01 FAM 3 28
All Selected Rows:  Begin: [3 B End: [0
Single Threshold &

©@ Auto Calculated: 998.84
© User Defined: 998.84

Lok [ cocel |

Figura 5: Cuadro de didlogo Baseline Threshold (umbral de linea de base)

Establezca el valor en el campo End: (final:) en 45 para las lineas seleccionadas
(consulte la figura 5).

Confirme los ajustes haciendo clic en OK (aceptar).

En la parte izquierda de la ventana Data Analysis (analisis de datos), quite la
marca de la casilla de verificacion FAM y marque unicamente la casilla VIC
para el canal de deteccién de IC objetivo.

Repita los pasos del 3 al 7 para el canal de deteccion VIC™ (IC).
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7.6.7.2 Exclusion de senales de PCR irregulares

Los resultados validos solo pueden derivarse de sefiales de PCR que estén libres
de artefactos de sefiales, que pueden ser provocados, por ejemplo, por impurezas
o burbujas en la mezcla de RT-PCR. El usuario debe excluir las sefales de PCR
que contengan artefactos de sefales.

1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.
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2. Identifique pocillos con sefales de PCR irregulares (aumento de sefal lineal,
picos de sefial, etc.) en cualquiera de los canales de deteccion FAM™ (HCV
objetivo) y VIC™ (IC) (consulte la figura 6).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIatESEtup o

5 |[esrrcy |
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification EI

To00 ]

5000 4

5000

4000 4

RFU

3000 ]

2000

1000 -

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 6: Ventana Data Analysis (analisis de datos): sefial de PCR irregular
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3. Haga clic en cada pocillo afectado con el boton derecho del ratén y seleccione
Well... — Exclude from Analysis (pocillo... — excluir del analisis) (consulte
la figura 7).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIatESEtup o

@| AltoStar HOV v‘

Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification IEI

To00 ]

5000 4

5000

4000 4

RFU

3000 ]

2000

1000 -

Well G1 » View Only

Copy Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Figura 7: Ventana Data Analysis (analisis de datos): exclusién de un pocillo del analisis

Completed
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4. El pocillo seleccionado se excluye del analisis. No se generaran resultados
para este pocillo (consulte la figura 8).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | & |‘
Quartification Quantification Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification EI

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 8: Ventana Data Analysis (analisis de datos): pocillo excluido
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7.6.7.3 Ajuste de umbrales

Los umbrales para los canales de deteccion FAM™ (HCV objetivo) y VIC™ (IC)
debe ajustarlos manualmente el usuario conforme a las sefiales de los controles.

1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.
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2. En la parte izquierda de la ventana Data Analysis (analisis de datos) marque
Unicamente la casilla de verificacién VIC para el canal de deteccion del IC
(consulte la figura 9).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIatESEtup o

N
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint [12] Allelic Discrimination

Amplification IEI

sooo L. ................. ................ .............
qpo0 Lo .................. ................. ................. .............
Sa000d ] RV s L]
o0 & .................. ................ .................. .............
qooo oo .................. ................ .................. .............

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 9: Ventana Data Analysis (analisis de datos): configuracion del umbral VIC™
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3. Seleccione unicamente el pocillo de NTC en la vista de placa de la ventana
Data Analysis (andlisis de datos) (consulte la figura 9).

4. Arrastre el umbral hasta el area exponencial de la sefial de NTC (consulte la
figura 9).

NOTA

i EI NTC contiene la plantilla del IC, que produce una sefial de IC en un

pocillo de NTC valido.

5. En la parte izquierda de la ventana Data Analysis (analisis de datos) quite la
marca de la casilla de verificacién VIC y marque Unicamente la casilla FAM
para el canal de deteccion de HCV objetivo (consulte la figura 10).
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‘e Data Analysis - L111572.pcrd
File  View Settings Export Tools Plate Setup ~ | a |‘

Quantfication Quantfication Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 10: Ventana Data Analysis (analisis de datos): configuracion del umbral FAM™

6. Seleccione unicamente los pocillos que contienen el NTC y el QS en la vista
de placa de la ventana Data Analysis (analisis de datos) (consulte la figura 10).

7. Arrastre el pocillo de umbral por encima de la sefial del NTC hacia el area
exponencial de las sefiales de QS (consulte la figura 10).
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7.6.8 Validez de los resultados de PCR

7.6.8.1 Exclusién de pocillos que contengan datos no validos

El usuario debe excluir los pocillos que no contienen datos validos de la generacion
de resultados.

1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.

2. Identifique todos los pocillos que contengan datos no validos. Un pocillo no es
valido si existe cualquiera de las condiciones siguientes:

a) La serie completa no es valida (consulte el capitulo 7.6.8.2 Validez de
una serie PCR de diagndstico).

b) Los datos de pocillos no cumplen las condiciones de control para un
resultado valido (consulte el capitulo 7.6.8.3 Validez de los resultados
para una muestra).
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3. Haga clic en cada pocillo que contenga datos no validos conforme a los
capitulos que van desde el 7.6.8.2 Validez de una serie PCR de diagnéstico
hasta el 7.6.8.3 Validez de los resultados para una muestra con el boton
derecho del raton y seleccione Well... — Exclude from Analysis (pocillo... —
excluir del andlisis) (consulte las figuras 11y 12).

o Data Analysis - L111572.perd

& | Aostrrcy |
Quantfication Quartification Data |] Gene Expression End Paint @ Allelic Discriminatior

Amplification EI

File  View Settings Export Tools PlatESElup S

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Figura 11: Ventana Data Analysis (analisis de datos): pocillo no valido
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i Data Analysis - L111572.pcrd

N——x
JE Quantification ’@\ Quartification Data EEJ] Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification EI

File  View  Settings Export Tools PlatE Setup -

5000 4

4000

3000 4

RFU

Cycles [] Log Scale

Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Export to Excel...
| Completed | Export to C5V... hannels | Plate Type: BR White

Figura 12: Ventana Data Analysis (analisis de datos): exclusion de un pocillo no valido
del analisis

El pocillo seleccionado se excluye del analisis. No se generaran resultados para
este pocillo.
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7.6.8.2 Validez de una serie PCR de diagnéstico

Una serie PCR de diagnéstico es valida si:

a) se cumplen las siguientes condiciones de control:

Tabla 8: Condiciones de control para una serie PCR valida

Control Canal de deteccion

FAM™
(HCV obijetivo)

+ No aplicable

+

y b) la curva estandar generada alcanza el siguiente valor de parametro de control:

Tabla 9: Parametro de control de curva estandar

Parametro de control Valor valido

R al cuadrado (R?) =0,98

60



AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

El parametro de control de curva estandar se muestra bajo el grafico curva estandar
en la ventana Data Analysis (analisis de datos) (consulte la figura 13).

Curva estandar

34 T
32 L.

Ca

L s e e S B e B S B LA
1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4,0
Cantidad inicial de registro

O Estandar
> Desconocida
—— FAM  E=105,2% R"2=1,000 Slope=-3,204 y-int=36 849

Figura 13: Datos de curva estandar

Una serie PCR de diagnéstico no es valida si:

* No se ha completado la serie.

* No se cumple alguna de las condiciones de control para una serie PCR de
diagnostico valida.

En caso de serie PCR de diagnéstico no valida, excluya todos los pocillos del
andlisis y repita la AltoStar® run (serie) empezando por las muestras originales.

7.6.8.3 Validez de los resultados para una muestra

El resultado de una muestra individual no es valido si las sefiales tanto del canal
de deteccion VIC™ (IC) como del FAM™ (HCV objetivo) son negativas (consulte
la tabla 10). En caso de resultado no valido para una muestra, excluya el pocillo
del andlisis y repita los tests desde la muestra original o recoja y pruebe una nueva
muestra.
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Tabla 10: Validez del resultado

Canal de deteccion

FAM™ Validez del resultado
(HCV objetivo)
i3 & Resultado valido
+ - Resultado valido*
- & Resultado valido

= - Resultado no valido

* La deteccién del IC no es necesaria cuando se detecta el HCV objetivo. Una elevada carga
de ARN de HCV en la muestra puede generar una sefial reducida o ausente del IC.

7.6.9 Exportacion de resultados de PCR para la interpretacion

de resultados automatizada

Para que los resultados de la serie PCR estén disponibles para que un LIMS (por

sus siglas en inglés) conectado para la interpretacion de resultados automatizada,

deben exportarse en forma de archivo de resultados de LIMS (.csv).

2,

En la ventana Data Analysis (analisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.

Asegurese de que se hayan completado todos los pasos del proceso de
analisis (consulte los capitulos que van del 7.6.7.1 Correccion de la linea de
base hasta el 7.6.8.1 Exclusién de pocillos que contengan datos no validos)
para el grupo de pocillos del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5.

En la barra de menu de la ventana Data Analysis (analisis de datos), haga clic
en Export — Export All Data Sheets (exportar — exportar todas las hojas
de datos) para abrir el cuadro de dialogo Browse For Folder (buscar carpeta).

En el cuadro de dialogo Browse For Folder (buscar carpeta), especifique la
ubicacion para los archivos de resultados de LIMS que se van a generar y
haga clic en OK (aceptar).
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NOTA

1

La integracion de LIMS debe implementarse de conformidad con las
especificaciones de altona Diagnostics. Para obtener mas informacion
sobre la integracién de LIMS, consulte el capitulo 15. Protocolo de
ensayo para el AltoStar® Connect software e informacion para la
integracion de LIMS y/o contacte con el soporte técnico de altona
Diagnostics (consulte el capitulo 11. Soporte técnico).

NOTA

1

Si se guardan los resultados de mas de un ensayo (grupo de pocillos)
de una serie PCR en la misma carpeta, se sustituyen los archivos
de resultados de LIMS del primer ensayo (grupo de pocillos) por los
archivos de resultados de LIMS del segundo ensayo (grupo de pocillos).
En este caso, los archivos de resultados de LIMS del primer ensayo
(grupo de pocillos) pueden volver a exportarse.

7.6.10 Exportacién de resultados de PCR para la

interpretacion de resultados manual

Si los resultados no se transfieren a un LIMS para la interpretacion de resultados

automatizada, la interpretacién de resultados debe realizarla manualmente el

usuario. Con ese fin, los resultados de analisis de cada ensayo (grupo de pocillos)

deben exportarse en forma de informe.

1. En la ventana Data Analysis (andlisis de datos), asegurese de seleccionar
el Well Group (grupo de pocillos) del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Por
tanto, haga clic en el menu desplegable Well Group (grupo de pocillos) junto
al boton Well Group (grupo de pocillos) (consulte la figura 4) de la barra de
herramientas.

2. En la parte izquierda de la ventana Data Analysis (analisis de datos), marque
la casilla de verificaciéon VIC y la casilla FAM.

3. Asegurese de que se hayan completado todos los pasos del proceso de
analisis (consulte los capitulos que van del 7.6.7.1 Correccion de la linea de
base hasta el 7.6.8.1 Exclusion de pocillos que contengan datos no validos)
para el grupo de pocillos del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5.
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En la barra de menu de la ventana Data Analysis (analisis de datos), haga clic
en Tools — Reports... (herramientas — informes...) para abrir el cuadro de
didlogo Report (informe).

Asegurese de que se seleccione al menos el siguiente contenido para la
generacion de informes en la parte superior izquierda del cuadro de dialogo
Report (informe) (consulte la figura 14):

] Header
Report Information
LI Notes

[ Run Setup

1 Run Information
Protocol

{"] Plate Display
EAqQuantification

1 Analysis Settings

—{ A Amplification Chart
A Standard Curve Chart
_{]Data

[1 Gene Expression - Bar Chart
A Analysis Settings
Chart

Target Names
—/]Sample Names

—] Data

L[] Target Stability

Figura 14: Cuadro de dialogo Report (informe)

Seleccione o anule la seleccion del contenido adicional del informe marcando
las casillas de verificacion respectivas como proceda.

En la barra de menu del cuadro de dialogo Report (informe), haga clic en File
— Save As... (archivo — guardar como...) para abrir el cuadro de didlogo Save
Report (guardar informe).

En el cuadro de didlogo Save Report (guardar informe), especifique el nombre
y la ubicacion para el archivo de informe que se va a generar y haga clic en
Save (guardar).

7.6.10.1 Interpretacion manual de los resultados

Abra el archivo de informe generado para el grupo de pocillos del kit AltoStar®
HCV RT-PCR Kit 1.5 (consulte el capitulo 7.6.10 Exportacion de resultados de
PCR para la interpretacion de resultados manual).
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2. Consulte la tabla Quantification Data (datos de cuantificacion) en el informe
(consulte la figura 15). La tabla se compone de 2 filas para cada Sample
(muestra): una para el HCV Target (objetivo) y otra para el Internal Control
(control interno) Target (objetivo).

Quantification Data

] T o] e | PO a3, o8 S Sl 50 T5955 | warnan
not|Fam| Hov [ onte | MIEL | ey [ A | 000 | 0000 NA NA  |0.00E+00| 0.00E+00

A2[FAM| HCV | Unkn e | ity | a| 000 | 0000 NA WA [000E+00] 0.00E+00 | COnCeTITaen factor
Bo1|FaM| oy | s | HOVOSTI | AteSterHeY ioag7 2397| 0000 | 1.000E+04 4000 [100E+04| 0.00E+00

B02|FAM| hoy | Unkn gg;“c'l’l']‘;gg R’;‘iﬂpsc'ggﬂ’s 134,65 34.65 | 0.000 | 4.855E+00 0686  |4.85E+00| 0.00E+00 C““Z’g'ggf&‘,;‘:lm"
cot|ram| Hov | s | R | e Y 2728 2728 | 0000 | 1.000E+03 3000  [1.00E403| 0.00E+00

coz(Fam| HOV | Uni | Samplefl | AtaSarHEY sl g00 | 0000 NA WA [000E+00] 0.00E+00 | COncentreton factor:
DoifFam| Hov | s | HOVESEL e js054 3054 | 0000 | 1.000E+02 2000 |1.00E+02| 0.00E+00

Eor[Fam| HOV | s | MOV Ol | ey [b3se| 3356 | 0.000 | 1.000E+01 1000 1.00E#01| 0.00E+00

EO2|FAM| HCV | Unkn g;’n“g"]%ga‘ R‘I"E"'fc‘;’:ﬂ 5 2822 2822 | 0.000 | 4.924E+02 2692  |4.92E+02| 0.00E+00 C"“z‘a‘:g?&‘,ﬁ““
Fot|Fam| Hcv | Unkn e | Oy hs.14| 2614 | 0000 | 21958403 3341 [220E+03) 0.00E+0p | Concenaton factor:
Ho1|Fam| HOV | unkn | SommeS) | AteSterdOV | wa| oo | oo NA WA [000E+00] 0.00Es00 | COnCgIen fector
A01| vic 'g:"l’::: NTC 1232';;:1:5‘19m R?'i"'fc';’:‘c‘w’ﬁ [25.27| 25.27 | 0.000 NA N/A NA | 0.00E+00

Ag2| vic | 1Ml ynkn e Y| paostarHOY  fas 03| 26.08 | 0.000 NA NIA A | 0.00E+00 | Concentiaen factor:
Boz| vic | emal | unkn | GorRe | e [25:46| 2545 | 0.000 NA NA Nia | 0.00E+0p | Conceniation foctor
co2| vic 'g:"l’::: Unkn g;gg,';gs‘ R‘;'i‘fc';’:ﬂ 5 [5:33( 25:33 | 0000 NA NIA NA | 000E+00 C““Z‘B"g;ﬁ&‘,ﬁm"
go2| vic | Zemel | unkn ety | patostareY | f25.25[ 2625 | 0.000 NA NiA WA | 0.00E+00 | Concentiaen factor:
For[vic | el [ unn | gemmell | RSt MOV S [esas| 2545 | 0.000 NA NA Nia | 0.00E+0p | Concepiaton foctor
Hot| vic ‘a‘fn’l’::: Unkn 33?;";33‘ R‘;‘i"sc":"i%s 25.70| 25.70 | 0.000 NA NIA NA | 000E+00 C““z‘a‘:&‘f&m"“‘

Figura 15: Informe: Datos de cuantificacion

Los resultados se marcan con un Concentration factor (factor de concentracion)
en la columna Well Note (nota de pocillo) de la tabla Quantification Data (datos de
cuantificacion) (consulte la figura 15).

3. Consulte la columna Starting Quantity (SQ) (cantidad inicial) en cuanto a la
concentracion del HCV objetivo medido en el eluido de la Sample (muestra)
respectiva. Para calcular el resultado de la muestra del paciente original, el
usuario debe multiplicar el valor de Starting Quantity (SQ) (cantidad inicial)
por el Concentration factor (factor de concentracion) respectivo (incluida la
unidad).

4. Consulte la tabla 11 para ver la interpretacion de los resultados.
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Tabla 11: Interpretacion del resultado

Starting Quantity (SQ) (cantidad inicial)

del HCV objetivo Interpretacion del resultado

Se ha detectado ARN especifico de HCV.
Multiplique el valor de la Starting Quantity
(SQ) (cantidad inicial) por el Concentration
factor (factor de concentracion) en la
columna Well Note (nota de pocillo)
(incluida la unidad) para calcular la
concentracion de la muestra original del
paciente.

>0

No se ha detectado ARN especifico de
N/A HCV. La muestra no contiene cantidades
detectables de ARN especifico de HCV.

8. Datos de rendimiento
El rendimiento del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se evaluo utilizando el estandar
internacional de la OMS «5" WHO International Standard for HCV NAT (NIBSC
code: 14/150)» proporcionado por el NIBSC (National Institute for Biological
Standards and Control) y material disponible comercialmente del HCV calibrado
con el WHO International Standard.

8.1 Plasma

8.1.1 Sensibilidad analitica

Para la determinacion del limite de deteccion (LoD), se generé una serie de dilucion
del estandar internacional de la OMS «5" International Standard for HCV NAT
(NIBSC code: 14/150; genotype 1a)» en plasma con EDTA de entre 1,00E+02 y
5,00E-01 Ul/ml.
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Cada dilucién se probo en 8 réplicas en 3 series diferentes (total n = 24 por dilucién)
usando combinaciones de:

+ 3 lotes del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

+ 3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5

* 3 lotes del AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno)
+ 3 instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Los datos de todas las series se combinaron y se realizé un analisis de probit para
determinar el valor de LoD del 95 %.

Tabla 12: Resultados de PCR utilizados para calcular la sensibilidad analitica del kit
AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

Concentracion

[Ul/mI] N [total] N [positivo] indice de éxito [%]
1,00E+02
____
2,00E+01
____
7,00E+00
____
2,50E+00
____
5,00E-01

El LoD del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 para la deteccion de HCV en plasma
con EDTA es de 11,1 Ul/ml (intervalo de confianza 95 %: 7,8-18,5 Ul/ml).
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El LoD para los genotipos de HCV 1b y del 2 al 6 se confirmé de conformidad
con el protocolo descrito en la guia del CLSI EP17-A2 («Evaluation of Detection
Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures; Approved Guideline-
Second Edition»).

Para cada genotipo de HCV, el plasma con EDTA negativo se enriquecié con HCV
hasta una concentracién final del valor del LoD (11,1 Ul/ml) determinado para el
estandar internacional de la OMS «5" WHO International Standard for HCV NAT
(NIBSC code: 14/150; genotype 1a)». A continuacion, se analizaron las muestras
en 3 series diferentes usando combinaciones de 3 lotes del kit AltoStar® HCV
RT-PCR Kit 1.5, 3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5 y 3 lotes del AltoStar®
Internal Control 1.5 (control interno) (n = 20 por serie; 60 réplicas en total).

La siguiente tabla muestra los resultados para los diferentes genotipos analizados:

Tabla 13: Confirmacion de la sensibilidad analitica para los genotipos de HCV 1by 2 a 6

Genotipo de HCV N [total] N [positivo] indice de éxito [%]
1b 60 60 100
2 60 60 100
3 59* 59 100
4 60 60 100
5 60 60 100
6 59* 59 100

* No se proceso 1 réplica de cada uno para los genotipos 3 y 6.

Los resultados confirmaron un LoD de al menos 11,1 Ul/ml para los genotipos de
HCV 1by2a6.
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8.1.2 Especificidad analitica

La especificidad analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se garantiza
mediante la seleccion exhaustiva de los oligonucledtidos (cebadores y sondas).
Los oligonucledtidos se comprobaron mediante un analisis de comparacion con
secuencias disponibles publicamente para asegurar que se detectaran todos los
genotipos relevantes de HCV.

Para la verificacion de la especificidad analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCRKit 1.5,
se realizaron los siguientes experimentos (consulte los capitulos desde el 8.1.2.1
Muestras negativas hasta el 8.1.2.3 Reactividad cruzada).

8.1.2.1 Muestras negativas

Se analizaron 100 muestras de plasma con EDTA negativas en HCV de donantes
individuales con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Todas las muestras (100
de 100) dieron negativo para el ARN especifico de HCV y positivo para el IC. La
especificidad analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 para muestras de
plasma con EDTA es de 299 %.

8.1.2.2 Sustancias interferentes

Para evaluar la influencia de sustancias endoégenas y exdégenas potencialmente
interferentes en el rendimiento del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5, se afiadieron
las sustancias seleccionadas a las muestras de plasma con EDTA. Estas muestras
de plasma contenian HCV en una concentracion de 3 x LoD (3,33E+01 Ul/ml),
1,00E+03 Ul/ml y sin HCV, respectivamente.

Los resultados obtenidos para las muestras que contenian sustancias
potencialmente interferentes se compararon con los resultados generados para
muestras de plasma con EDTA que no se enriquecieron con interferentes. Cada
muestra se proceso en 3 réplicas.

69



AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

No se observo interferencia para las muestras que contenian niveles elevados de:

» Sustancias endogenas

o Bilirrubina

> Hemoglobina

> ADN gendmico humano

> Albumina de suero humano
o Triglicéridos

» Sustancias exdgenas

o Daclatasvir
o Interferén a
o Ribavirina

o Sofosbuvir

Ademas, se analizaron muestras de plasma con EDTA de pacientes que padecen
enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide) con
el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5, enriquecidas y sin enriquecer con HCV hasta
una concentracion final de 3,33E+01 Ul/ml y 1,00E+03 Ul/ml, respectivamente.
No se observaron interferencias en términos de especificidad, sensibilidad y
cuantificacion fiable.

La presencia de inhibidores de PCR (p. €j., heparina) podria provocar
falsos negativos o resultados no validos.
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8.1.2.3 Reactividad cruzada
Se evaluo la especificidad analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con
respecto a la reactividad cruzada con otros patdgenos distintos de HCV mediante
analisis:

» Virus relacionados con HCV

» Virus que provocan sintomas similares a una infeccion por HCV

* Virus que es probable que estén presentes en pacientes que padecen una

infeccién por HCV

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 no mostré reacciones cruzadas con ninguno
de los siguientes patdgenos:

Virus de Epstein-Barr (EBV)
Virus del herpes simple 1 (HSV-1)

» Citomegalovirus (CMV) * Virus 1 de la inmunodeficiencia

humana (HIV-1)

Virus linfotrépico T humano |

* Virus del herpes simple 2 (HSV-2) (HTLV-)
- Virus de Ia hepatitis A (HAV) * Virus linfotrépico T humano Il
(HTLV-II)

* Virus de la hepatitis B (HBV)
* Virus de la hepatitis D (HDV)
» Virus de la hepatitis E (HEV)

» Parvovirus B19
* Virus del dengue (DENV)
» Virus del Nilo occidental (WNV)

» Virus de la fiebre amarilla (YFV)

competencia con la amplificacion objetivo o reactividades cruzadas, lo

: Si la muestra contiene otros patdgenos distintos de HCV, puede darse
que provocaria unos resultados de examen VD incorrectos.
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8.1.3 Rango lineal

Para la determinacion del rango lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5, se
analizé una serie de dilucion de HCV en plasma con EDTA negativo de entre
1,00E+07 y 2,50E+01 Ul/ml:

» Se analizaron diluciones con una concentracion de entre 1,00E+07 y
1,00E+05 Ul/ml en 4 réplicas.

* Se analizaron diluciones con una concentracion de entre 1,00E+04 y
2,50E+01 Ul/ml en 8 réplicas.

El andlisis se realiz6 basandose en una regresion polindmica.

El rango lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 para la cuantificacion de HCV
en plasma con EDTA es de entre 2,50E+01 y 1,00E+07 Ul/ml. Se muestra una
representacion grafica de los datos en la figura 16.

Concentracion estimada log10 frente a concentraciéon nominal
log10 del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

y =1,0021x+0,3608
i R?=0,9967

Concentracion estimada [log10 Ul/ml]

0 1 é 3 -Jl 5 é 7 é 9 16
Concentracion nominal [log10 Ul/ml]

Figura 16: Analisis de regresion lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con muestras
de plasma con EDTA
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8.1.4 Precision

Se evalud la precision del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 usando un panel
compuesto por:

* 1 muestra de plasma con EDTA de HCV de carga viral alta (1,00E+03 Ul/ml)

* 1 muestra de plasma con EDTA de HCV de carga viral baja [1,25E+02 Ul/ml
(5 x limite de cuantificacién inferior (LLoQ))]

* 1 muestra de plasma con EDTA negativa para HCV
Cada miembro del panel se probé en al menos 4 réplicas por serie.
Se ejecutaron 5 series en 5 dias diferentes usando combinaciones de:

+ 3 lotes del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

+ 3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 lotes del AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno)
* 3instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Se determind la repetibilidad (variabilidad intraserie), la variabilidad interlote y la
reproducibilidad (variabilidad total) en funcién de:

» Valores de cuantificacion de muestras positivas para el HCV con carga viral
alta y baja (consulte la tabla 14)

* Valores de ciclo de umbral (C) del IC en las muestras negativas para el HCV
(consulte la tabla 15)

Tabla 14: Datos de precision (datos de cuantificacion basados en los resultados en log10
y expresados en CV %) para muestras de plasma con EDTA positivas para el HCV con
carga viral alta y baja

Muestra de HCV de carga | Muestra de HCV de carga
viral alta (1,00E+03 Ul/ml) | viral baja (1,25E+02 Ul/ml)

0,26-1,21 1,65-3,45
1,33 2,80
1,87 3,37
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Tabla 15: Datos de precision (valores Cq expresados en CV %) del IC en las muestras de
plasma con EDTA negativas para el HCV

0,44-1,32

1,36

2,74

Ademas, se evalud la variabilidad de un centro a otro mediante el analisis de un panel
de muestras en 3 laboratorios diferentes. El panel de muestras estuvo compuesto
por muestras de plasma con EDTA positivas para HCV en 3 concentraciones
diferentes [1,00E+03 Ul/ml, 1,25E+02 Ul/ml (5 x LLoQ) y 3,33E+01 Ul/ml (3 x LoD)]
ademas de por muestras negativas en HCV. Los resultados obtenidos para la
muestra de 1,00E+03 Ul/ml y 1,25E+02 Ul/ml se resumen en la tabla 16.

Tabla 16: Datos de precision (datos de cuantificacion CV % log10) para la variabilidad de
un centro a otro

Muestra de HCV de carga | Muestra de HCV de carga
viral alta (1,00E+03 Ul/ml) | viral baja (1,25E+02 Ul/ml)

8.1.5 indice de fallo total

La solidez del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se evalué analizando 100 muestras
de plasma con EDTA negativas en HCV de donantes individuales enriquecidas
con HCV hasta una concentracion final de 3 x LoD (3,33E+01 Ul/ml). Todas las
muestras (100 de 100) analizadas dieron positivo en el canal de deteccion de
fluorescencia especifico de HCV (FAM™).
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8.1.6 Arrastre

La contaminacion por arrastre es un riesgo que depende del flujo de trabajo y
no del ensayo PCR que se utilice. Para el AltoStar® Workflow (flujo de trabajo),
se utilizd el kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 como modelo de ejemplo.
Se evalud la posible contaminacion cruzada por arrastre de muestras de carga
viral alta analizando muestras alternativas de parvovirus B19 de carga viral alta
(1,00E+07 Ul/ml) y muestras negativas (n = 23 cada una por serie, 5 series) con el
kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. No se observo arrastre, es decir, todas las
muestras negativas para el parvovirus B19 dieron negativo.

8.1.7 Rendimiento clinico

ElkitAltoStar® HCV RT-PCRKit 1.5 se evalud en un estudio comparativo con el Abbott
RealTime HCV assay (Abbott Molecular), con marcado CE. Retrospectivamente se
analizaron 250 muestras de plasma con EDTA procedentes de la monitorizacion
rutinaria de HCV analizadas previamente con el Abbott RealTime HCV assay
utilizando el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5.

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se utilizd en combinacion con el kit AltoStar®
Purification Kit 1.5 y el AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno) en el AltoStar®
AM16 y el CFX96™ DW Dx.
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Para analizar la sensibilidad y la especificidad diagndstica se utilizaron 250 muestras
validas. Los resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Resultados de la evaluacion de la sensibilidad y la especificidad del diagnéstico
para HCV en muestras de plasma con EDTA

Abbott RealTime HCV assay (Abbott Molecular)

POSITIVO NEGATIVO
e
7o) =
2 E
< z 140 4
X
Sx [
g8
<k Q
5 = 7 99
I O
L
=z

La sensibilidad y la especificidad del diagndstico del kit AltoStar® HCV RT-PCRKit 1.5
en comparacion con el Abbott RealTime HCV assay (Abbott Molecular) fueron
del 95 % (intervalo de confianza del 91,5 % al 98,5 %) y del 96 % (intervalo de
confianza del 92,2 % al 99,8 %), respectivamente.

Para la correlacion cuantitativa, se han excluido las muestras que dieron negativo
en uno 0 ambos ensayos y las muestras con un resultado cuantitativo por debajo
del LLoQ de uno o ambos ensayos.

Se utilizaron las 130 muestras restantes para la correlacion cuantitativa mediante
analisis de regresion lineal (consulte la figura 17).
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Abbott RealTime HCV assay (Abbott Molecular)
frente al AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

. * y=1,0073x + 0,2124
11 R? = 0,8961

Abbott RealTime HCV assay
(Abbott Molecular) [log10 Ul/ml]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 [log10 Ul/ml]

Figura 17:Analisis de regresion lineal de los resultados obtenidos con el Abbott RealTime
HCV assay (Abbott Molecular) (referencia) y el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

Se muestra una muy buena correlacion entre los resultados cuantitativos obtenidos
con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 y el Abbott RealTime HCV assay (Abbott
Molecular) [coeficiente de correlacion R = 0,95 (R? = 0,90)].

8.2 Suero

8.2.1 Sensibilidad analitica

El LoD para HCV en suero se confirmo6 de conformidad con el protocolo descrito
en la guia del CLSI EP17-A2 («Evaluation of Detection Capability for Clinical
Laboratory Measurement Procedures; Approved Guideline-Second Edition»).
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El suero negativo para HCV se enriquecio con HCV hasta una concentracion final
del valor del LoD obtenido para el plasma con EDTA (11,1 Ul/ml) para el estandar
internacional de la OMS «5" WHO International Standard for HCV NAT (NIBSC
code: 14/150; genotype 1a)». A continuacion, se analizaron las muestras en 3 series
diferentes usando combinaciones de 3 lotes del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5,
3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5 y 3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5
(control interno) (n = 20 por serie; 60 réplicas en total).

Tabla 18: Confirmacion de la sensibilidad analitica para HCV en suero

N [total] N [positivo] indice de éxito [%]

5N WHO International

Standard 60 60 100

Los resultados confirmaron un LoD de al menos 11,1 Ul/ml para HCV en suero.

El LoD para los genotipos de HCV 1b y del 2 al 6 se confirmé de conformidad
con el protocolo descrito en la guia del CLSI EP17-A2 («Evaluation of Detection
Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures; Approved Guideline-
Second Edition»).

Para cada genotipo, se enriquecié suero negativo para HCV con HCV hasta
una concentracion final del valor del LoD obtenido para el plasma con EDTA
(11,1 Ul/ml) para el estandar internacional de la OMS «5%" WHO International
Standard for HCV NAT (NIBSC code: 14/150; genotype 1a)». A continuacion, se
analizaron las muestras en 3 series diferentes usando combinaciones de 3 lotes
del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5, 3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5 y
3 lotes de AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno) (n = 20 por serie; 60 réplicas
en total).
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La siguiente tabla muestra los resultados para los diferentes genotipos analizados:

Tabla 19: Confirmacion de la sensibilidad analitica para los genotipos de HCV 1by 2 a 6

Genotipo de HCV N [total] N [positivo] indice de éxito [%]
1b 60 60 100
2 60 60 100
3 59* 59 100
4 & 59 100
5 60 60 100
6 60 60 100

* No se proceso 1 réplica de cada uno para los genotipos 3 y 4.

Los resultados confirmaron un LoD de al menos 11,1 Ul/ml para los genotipos de
HCV 1by2a6.

8.2.2 Especificidad analitica

La especificidad analitica del HCV RT-PCR Kit 1.5 de AltoStar® se garantiza
mediante la seleccion exhaustiva de los oligonucleétidos (cebadores y sondas).
Los oligonucledtidos se comprobaron mediante un analisis de comparacion con
secuencias disponibles publicamente para asegurar que se detectaran todos los
genotipos relevantes de HCV.

Para la verificacion de la especificidad analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCRKit 1.5,
se realizaron los siguientes experimentos (consulte los capitulos desde el 8.2.2.1
Muestras negativas hasta el 8.2.2.3 Reactividad cruzada).
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8.2.2.1 Muestras negativas

Se analizaron 105 muestras de suero negativas en HCV de donantes individuales
con el kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5. Todas las muestras (105 de 105) dieron
negativo para el ARN especifico de HCV vy positivo para el IC. La especificidad
analitica del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 para muestras de suero es de 299 %.

8.2.2.2 Sustancias interferentes

No se analizaron sustancias interferentes adicionales para el suero, ya que es
probable que en las muestras de suero se encuentren las mismas sustancias
analizadas para el plasma con EDTA. Para consultar la evaluacion de la
influencia de sustancias enddgenas y exdgenas potencialmente interferentes en
el rendimiento del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5, consulte el capitulo 8.1.2.2
Sustancias interferentes.

La presencia de inhibidores de PCR (p. €j., heparina) podria provocar
falsos negativos o resultados no validos.

8.2.2.3 Reactividad cruzada

No se analizaron patégenos adicionales para el suero, ya que el espectro de
virus distintos del de la hepatitis C que se hallan con frecuencia en las muestras
de suero es idéntico al hallado en las muestras de plasma con EDTA. Se evalud
la especificidad analitica del AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con respecto a la
reactividad cruzada con otros patogenos distintos del HCV, consulte el capitulo
8.1.2.3 Reactividad cruzada.

competencia con la amplificacion objetivo o reactividades cruzadas, lo

: Si la muestra contiene otros patdgenos distintos de HCV, puede darse
que provocaria unos resultados de examen VD incorrectos.

80



AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

8.2.3 Rango lineal

Para la determinacion del rango lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se
analizé una serie de dilucion de HCV en suero negativo de entre 1,00E+07 y
2,50E+01 Ul/ml:

» Se analizaron diluciones con una concentracion de entre 1,00E+07 y
1,00E+05 Ul/ml en 4 réplicas.

* Se analizaron diluciones con una concentracion de entre 1,00E+04 y
2,50E+01 Ul/ml en 8 réplicas.

El andlisis se realiz6 basandose en una regresion polindmica.

El rango lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 para la cuantificacion de HCV
en suero es de entre 2,50E+01 y 1,00E+07 Ul/ml. Se muestra una representacion
grafica de los datos en la figura 18.

Concentracion estimada log10 frente a concentraciéon nominal
log10 del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

y =1,0064x+0,3446
1 R2=0,9978

Concentracion estimada [log10 Ul/ml]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentraciéon nominal [log10 Ul/ml]

Figura 18: Andlisis de regresion lineal del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 con muestras
de suero
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8.2.4 Precision

Se evalud la precision del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 usando un panel
compuesto por:

* 1 muestra de suero de HCV de carga viral alta (1,00E+03 Ul/ml)

* 1 muestra de suero de HCV de carga viral baja [1,25E+02 Ul/ml (5 x limite de
cuantificacion inferior (LLoQ))]

e 1 muestra de suero negativa para HCV
Cada miembro del panel se probé en al menos 4 réplicas por serie.
Se ejecutaron 5 series en 5 dias diferentes usando combinaciones de:

+ 3 lotes del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

+ 3 lotes del kit AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 lotes del AltoStar® Internal Control 1.5 (control interno)
* 3instrumentos AltoStar® AM16

* 3instrumentos CFX96™ DW Dx

Se determind la repetibilidad (variabilidad intraserie), la variabilidad interlote y la
reproducibilidad (variabilidad total) en funcién de:

» Valores de cuantificacion de muestras positivas para el HCV con carga viral
alta y baja (consulte la tabla 20)

* Valores de ciclo de umbral (C) del IC en las muestras negativas para el HCV
(consulte la tabla 21)

Tabla 20: Datos de precision (datos de cuantificacion basados en los resultados en log10
y expresados en CV %) para muestras de suero positivas para el HCV con carga viral alta
y baja

Muestra de HCV de carga | Muestra de HCV de carga
viral alta (1,00E+03 Ul/ml) | viral baja (1,25E+02 Ul/ml)

0,67-1,71 0,80-2,14
1,24 1,67
2,35 3,05
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Tabla 21: Datos de precision (valores Cq expresados en CV %) del IC en las muestras de
suero negativas para el HCV

0,35-1,09

3,34

2,64

Se analizé la variabilidad de un centro a otro para muestras de plasma con EDTA
(consulte la tabla 16 en el capitulo 8.1.4 Precision).

8.2.5 indice de fallo total

Se evaluo la robustez del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 analizando 105 muestras
de suero negativas para el HCV de donantes individuales enriquecidas con HCV
hasta una concentracion final de 3 x LoD (3,33E+01 Ul/ml). Todas las muestras
(105 de 105) analizadas dieron positivo en el canal de deteccion de fluorescencia
especifico de HCV (FAM™).

8.2.6 Arrastre

La contaminacion por arrastre es un riesgo que depende del flujo de trabajo y
no del ensayo PCR que se utilice. Para el AltoStar® Workflow (flujo de trabajo),
se utilizo el kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 como modelo de ejemplo.
Se evalud la posible contaminacion cruzada por arrastre de muestras de carga
viral alta analizando muestras alternativas de parvovirus B19 de carga viral alta
(1,00E+07 Ul/ml) y muestras negativas (n = 23 cada una por serie, 5 series) con el
kit AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. No se observo arrastre, es decir, todas las
muestras negativas para el parvovirus B19 dieron negativo.
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9. Eliminacion
Elimine los desechos peligrosos y biolégicos conforme a las regulaciones locales y

nacionales. No debe permitirse que los componentes sobrantes de producto ni los
desechos lleguen al alcantarillado, a cursos de agua o al suelo exterior.

Trate siempre las muestras como si fuera material infeccioso y
(bio)peligroso conforme a los procedimientos de seguridad y de

A laboratorio. Si se derrama material de las muestras, utilice rapidamente
un desinfectante adecuado. Manipule los materiales contaminados
como si fueran biopeligrosos.

las normativas locales y nacionales para evitar la contaminacion

: La eliminacion de los residuos peligrosos y bioldgicos debera cumplir
medioambiental.

NOTA

i La PCR plate (placa PCR) debe eliminarse sellada, ya que no se puede

retirar la PCR Plate Sealing Foil (lamina sellante para placa PCR).

10. Control de calidad

De acuerdo con el sistema de control de calidad con certificacion EN ISO 13485
de altona Diagnostics GmbH, cada lote del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 se
somete a tests con especificaciones predeterminadas para asegurar una calidad
del producto uniforme.
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11. Soporte técnico

Si necesita asistencia, pongase en contacto con el soporte técnico de altona

Diagnostics:
email: support@altona-diagnostics.com
teléfono: +49-(0)40-5480676-0

NOTA

] Cualquier incidente grave que se haya producido en relaciéon con este
producto, se notificara a altona Diagnostics y a la autoridad competente
del pais.
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13. Marcas comerciales y aviso legal

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); CFX96™, CFX Manager™ (Bio-
Rad); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.); FAM™, VIC™ (Thermo Fisher Scientific).

Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. usados en este documento,
incluso si no estan marcados especificamente como tales, no se deben considerar
privados de proteccion legal.

El kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 es un kit de diagnéstico con marcado CE de
conformidad con la directiva 98/79/CE de diagndstico in vitro.

Producto sin licencia de Health Canada y no aprobado ni autorizado por la FDA.
No disponible en todos los paises.

© 2021 altona Diagnostics GmbH; reservados todos los derechos.
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14. Simbolos
I I

IVD Dispositivo médico de diagnostico in vitro

GTIN Numero mundial de articulo comercial

LOT Cédigo de lote
Contenido
A Color del tapén

Numero de catalogo

Numero

Componente

Consultar instrucciones de uso

Contiene suficiente para «n» pruebas/
reacciones (rxns)

Limite de temperatura

Fecha de vencimiento

Fabricante

Precaucion

feore-<B JEHEEEEEE

AT Numero de material
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S e e
E]:l Versién

i Nota

Contiene material biolégico de origen animal
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15. Protocolo de ensayo para el AltoStar® Connect
software e informacién para la integracion de LIMS

El cédigo de barras en 2D en la figura 19 se debe usar para instalar el ultimo
protocolo de ensayo para el uso del kit AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5 en el
AltoStar® AM16. El cédigo de barras solo se puede escanear en forma impresa.
Puede escanear el codigo de barras directamente desde el manual o imprimirlo
en una hoja independiente. Tenga en cuenta que el tamafio de la impresién afecta
a la capacidad de escaneo del cédigo de barras. Asegurese de que el tamafo de
la escala es del 100 %. Para escanear, dirija el escaner hacia la linea roja en el
codigo de barras. Para obtener mas informacién sobre la gestion de los protocolos
de ensayo, consulte el capitulo respectivo en las instrucciones de uso del AltoStar®
Connect software. Para obtener mas informacion para la integracion de LIMS,
consulte la tabla 23.

AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

Checksum: 5BC983CF9771F385FBF649174ECF416AFETBBADF

Figura 19: Cddigo de barras para el protocolo de ensayo para el AltoStar® HCV RT-PCR
Kit 1.5
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Tabla 22: Registro de cambios para el protocolo de ensayo

Version del protocolo Actualizaciones de versiones

1 Version inicial

Tabla 23: Informacion para la integracion de LIMS

Uso Data (datos)

Pedido de prueba (LIMS — AltoStar® AM16) AltoStar® HCV RT-PCR Kit 1.5

Resultado de la prueba (CFX96™ DW Dx — HCV
LIMS) canal 1

Para LOINC® (Logical Observation Identifiers Names and Codes), consulte el

sitio web de altona Diagnostics GmbH (www.altona-diagnostics.com) o péngase
en contacto con el soporte técnico de altona Diagnostics (consulte el capitulo 11.
Soporte técnico).
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16. Historial de revisiones
Tabla 24: Historial de revisiones

Fecha de

Identificador emision

Modificaciones

[mes/aio]

MAN-AS0211510-

E£S-505 10/2021

Adaptaciéon de una nueva estructura para todas
las instrucciones de uso

Adaptacioén del uso indicado en el capitulo 2

Adaptacion de la tabla 3 «Material y dispositivos
necesarios» en el capitulo 7.4

Adaptacion de la descripcion del proceso de
sellado con la nueva PCR Plate Sealing Foil
(lamina sellante para placas PCR) en la que
se lea la impresion «THIS SIDE UP» (este lado
hacia arriba) y un sellador de placas adicional en
el capitulo 7.6.5

Adicion del simbolo «Contiene material biolégico
de origen animal» en el capitulo 14

Introduccion de un coédigo de barras para el
protocolo de ensayo en el nuevo capitulo 15
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pagina en blanco a propésito
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pagina en blanco a propésito
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pagina en blanco a propésito
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