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Xpert® HIV-1 Viral Load

Solo para uso diagnostico in vitro.

1 Nombre patentado

Xpert® HIV-1 Viral Load

2 Denominacion comun o habitual

Xpert HIV-1 VL

3 Indicaciones

La prueba Xpert HIV-1 VL es una prueba in vitro de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) para la deteccion y cuantificacion de ARN del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) en plasma
humano de adultos positivos al HIV-1 confirmados con un estado de tratamiento antiviral conocido, utilizando los

sistemas GeneXpert automatizados. La prueba permite cuantificar ARN del HIV-1 a lo largo de un intervalo de 40 a

10 000 000 copias/ml. La prueba Xpert HIV-1 VL esté validada para la cuantificacion de ARN del grupo M (subtipos A, B,
C,D,F, G, H,J, K, CRFO1_AE, CRF02_AG y CRF03_AB), del grupo N y del grupo O del HIV-1.

La prueba Xpert HIV-1 VL esta indicada para utilizarse junto con la presentacion clinica y otros marcadores de laboratorio
para la prognosis de una enfermedad y como ayuda en la valoracion de la respuesta viral al tratamiento antirretroviral,

que se mide por los cambios en los niveles plasmaticos del ARN del HIV-1. La prueba esta indicada para que lo utilicen
profesionales de laboratorio o trabajadores sanitarios especificamente formados.

La prueba Xpert HIV-1 VL no esta indicada para utilizarse como prueba de cribado de donantes para el HIV-1, ni como
prueba de diagnoéstico para confirmar la presencia de infeccion por el HIV-1.

La poblacion prevista de pacientes de la prueba Xpert HIV-1 VL son adultos positivos al HIV-1 confirmados con un estado
de tratamiento antiviral conocido.

4 Resumen y explicaciéon

El virus de inmunodeficiencia humana (HIV) es el agente etioldgico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(sida).1-23 El HIV puede transmitirse por contacto sexual, exposicion a sangre, a liquidos corporales o a hemoderivados
infectados, por infeccion prenatal de un feto o por infeccidn perinatal o posnatal de un recién nacido.*5-6

Una infeccion por HIV-1 sin tratar se caracteriza por una produccion viral de alto nivel y la destruccion de las células
T CD4, pese a una latencia clinica con frecuencia prolongada, hasta la pérdida neta significativa de células T CD4 y el
desarrollo del sida.”-8:9

El diagnostico del HIV ha evolucionado mucho en las dos tltimas décadas y sigue siendo importante para gestionar

el tratamiento y la atencion de los pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana. La medicion de la
concentracion de ARN del HIV-1 en el plasma sanguineo, o carga viral, mediante pruebas de diagndstico molecular
basadas en acidos nucleicos, es el método de referencia establecido para la valoracion de la prognosis de pacientes HIV
positivos y la respuesta a la terapia antirretroviral. La valoracion de los niveles de la carga virica es un potente predictor de
la velocidad de la evolucién de la enfermedad y, por si sola o junto con los recuentos de células T CD4, tiene un gran valor
pronéstico. 10-11.12,13,14,15

La prueba Xpert HIV-1 VL utiliza tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
para lograr una elevada sensibilidad que permita la deteccion cuantitativa de ARN de HIV-1 en plasma humano de personas
infectadas por el HIV-1.
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5 Principio del procedimiento

Los GeneXpert Instrument Systems automatizan e integran la preparacion de muestras, la extraccion y amplificacion de
acidos nucleicos y la deteccion de la secuencia diana en muestras simples o complejas mediante ensayos de PCR con
transcripcion inversa (RT-PCR) en tiempo real. Los sistemas constan de un instrumento, un ordenador personal, y software
precargado para realizar los ensayos y ver los resultados. Los sistemas requieren cartuchos GeneXpert desechables de

un solo uso, que contienen los reactivos de RT-PCR y llevan a cabo los procesos de extraccion de las muestras y de RT-
PCR. Como los cartuchos son auténomos, el riesgo de contaminacion cruzada entre muestras es minimo. Para obtener una
descripcion completa del sistema, consulte el GeneXpert Dx System Operator Manual (Manual del operador del sistema
GeneXpert Dx), el GeneXpert Infinity System Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity) o la
GeneXpert Edge System User’s Guide (Guia del usuario del sistema GeneXpert Edge).

La prueba Xpert HIV-1 VL contiene reactivos para la deteccion de ARN del HIV-1 en las muestras, y dos controles internos
que se utilizan para la cuantificacion del ARN del HIV-1. Los controles internos también se utilizan para monitorizar la
presencia de inhibidores en las reacciones de RT y PCR. El control de comprobacion de la sonda (PCC) comprueba la
rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la integridad de las sondas y la estabilidad del
colorante.

6 Reactivos e instrumentos

6.1 Materiales suministrados

El kit del ensayo Xpert HIV-1 VL contiene reactivos suficientes para procesar 10 muestras de pacientes o de control de
calidad. El kit contiene lo siguiente:

Xpert HIV-1 VL Cartuchos de la prueba con tubos de reaccion 10

integrados

e Microesfera 1, microesfera 2 y microesfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho
e Reactivo de lisis (tiocianato de guanidinio) 2,0 ml por cartucho

e Reactivo de enjuague 0,5 ml por cartucho

e Reactivo de elucion 1,5 ml por cartucho

e Reactivo de union 2,4 ml por cartucho

e Reactivo de proteinasa K 0,48 ml por cartucho
Pipetas de transferencia de 1 ml, desechables 10 por kit

cD 1 por kit

e Archivo de definicién del ensayo (ADF)
e Instrucciones para importar los ADF en el software GeneXpert

e Instrucciones de uso (prospecto)

Las fichas de datos de seguridad (FDS) estan disponibles en www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com, en el

Nota _artado ASISTENCIA (SUPPORT).

La albumina sérica bovina (BSA) del interior de las microesferas de este producto se obtuvo y se fabrico
exclusivamente a partir de plasma bovino originario de Estados Unidos. Los animales no fueron alimentados con
proteinas de rumiantes ni con otras proteinas animales; los animales superaron las pruebas ante y post moértem.
Durante el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros materiales de origen animal.

Nota
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7 Conservacion y manipulaciéon

Almacene los cartuchos de la prueba Xpert HIV-1 VL entre 2 y 28 °C. Deje que los cartuchos alcancen la temperatura
ambiente antes del uso.

No abra la tapa del cartucho hasta que esté listo para realizar la prueba.

Utilice el cartucho antes de que transcurran cuatro horas tras abrir la tapa.

No utilice cartuchos que presenten fugas.

Materiales requeridos pero no suministrados

GeneXpert Dx System, GeneXpert Infinity System o GeneXpert Edge System (el niimero de catalogo varia segtn la
configuracion): Instrumento GeneXpert, ordenador con software GeneXpert patentado version 4.7b GeneXpert Dx
System, Xpertise 6.4b (sistema Infinity), software GeneXpert Edge version 1.0 (GeneXpert Edge System) o posterior,
lector de cddigos de barras y manual del operador

Impresora: Si se requiere una impresora, pongase en contacto con el servicio técnico de Cepheid para organizar la
compra de una impresora recomendada.

Lejia

Etanol o etanol desnaturalizado

Declaraciones de atencion y precaucién

Trate todas las muestras bioldgicas, incluidos los cartuchos usados, como agentes capaces de transmitir agentes
infecciosos. Con frecuencia es imposible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras
biologicas deben tratarse tomando las precauciones habituales. Las directrices para la manipulacion de las muestras
estan disponibles en los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and
Prevention)!© y el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute)!7 de
Estados Unidos.

Siga los procedimientos de seguridad de su centro para trabajar con productos quimicos y manipular muestras
biologicas.

Consulte con el personal de residuos medioambientales de su centro el procedimiento correcto de eliminacion de
cartuchos utilizados y de reactivos sin utilizar. Compruebe la normativa regional, comunitaria y local, ya que podria
diferir de la normativa nacional de eliminacion. Este material puede presentar caracteristicas de residuos peligrosos y
necesitar requisitos de eliminacion especificos. Los centros deben consultar los requisitos de eliminacion de residuos
peligrosos de su pais.

No sustituya los reactivos de la prueba Xpert HIV-1 VL por otros reactivos.

No abra la tapa del cartucho de la prueba Xpert HIV-1 VL hasta que esté preparado para afiadir la muestra de plasma.
No utilice cartuchos que se hayan caido después de extraerlos del empaquetado.

No agite el cartucho. Si el cartucho se agita o se deja caer después de haber abierto su tapa, es posible que se obtengan
resultados no validos.

No coloque la etiqueta de Id. muestra en la tapa del cartucho ni sobre la etiqueta del codigo de barras.

Cada cartucho de un solo uso de la prueba Xpert HIV-1 VL se utiliza para procesar una sola muestra. No vuelva a
utilizar los cartuchos usados.

No utilice un cartucho que tenga un tubo de reaccion dafiado.

La pipeta desechable, de un solo uso, se utiliza para transferir una sola muestra. No vuelva a utilizar las pipetas
desechables.

Use guantes y bata de laboratorio limpios. Cambiese los guantes entre la manipulacion de una muestra y la de la
siguiente.

En caso de que la zona o el equipo de trabajo resulten contaminados con muestras o controles, limpie minuciosamente la
zona contaminada con una dilucion 1:10 de lejia clorada de uso doméstico y, a continuacion, con una solucion de etanol
al 70 %. Seque por completo las superficies de trabajo antes de seguir.

Las muestras biologicas, los dispositivos de transferencia y los cartuchos usados deben ser considerados capaces

de transmitir agentes infecciosos, y requieren las precauciones habituales. Siga los procedimientos de eliminacion

de desechos de su centro para la eliminacioén adecuada de los cartuchos usados y los reactivos no utilizados. Estos
materiales pueden exhibir caracteristicas propias de los residuos quimicos peligrosos que requieren procedimientos
especificos de eliminacion. Si las normativas nacionales o regionales no proporcionan instrucciones claras en cuanto
a los procedimientos de eliminacién adecuados, las muestras biologicas y los cartuchos usados deben desecharse
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de conformidad con las directrices de la OMS [Organizacion Mundial de la Salud] en cuanto a la manipulacion y
eliminacion de desechos médicos.

Para obtener instrucciones de limpieza y desinfeccion del sistema del instrumento, consulte el GeneXpert Dx System
Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Dx), el GeneXpert Infinity System Operator Manual
(Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity) o la GeneXpert Edge System User’s Guide (Guia del usuario del
sistema GeneXpert Edge).

10 Peligros quimicos18.19

Palabra de advertencia: ATENCION
Declaraciones de peligro del SGA de la ONU

e Nocivo en caso de ingestion

e Provoca irritacion cutanea leve

e Provoca irritacion ocular

Declaraciones de precaucion del SGA de la ONU

e Prevencion

e [Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.
o Respuesta

Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.
En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.
EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
e Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.

11 Recogida, transporte y conservacion de las muestras

La sangre total debe recogerse en tubos de preparacion de plasma BD Vacutainer® PPT™ para métodos de pruebas de
diagnostico molecular, o en tubos de recogida estériles utilizando EDTA K2 o ACD como anticoagulante. La sangre total
debe centrifugarse para separar el plasma y los hematies segun las instrucciones del fabricante.

Se requiere 1 ml de plasma como minimo para la prueba Xpert HIV-1 VL. Si se usa la pipeta de transferencia incluida en
el kit, se requieren 1,2 ml de plasma como minimo (consulte las instrucciones que aparecen mas abajo en el Preparacion
del cartucho, Opcién 1). De modo alternativo, si se usa una pipeta de precision, se requiere 1 ml de plasma como
minimo.

La sangre total recogida en tubos de preparacion de plasma BD Vacutainer PPT para métodos de pruebas de diagnostico
molecular, o en tubos de recogida estériles utilizando EDTA K2 o ACD como anticoagulante, puede mantenerse a

una temperatura de entre 15 °C y 30 °C durante 8 horas como maximo, de entre 15 °C y 25 °C durante 24 horas como
maximo o de entre 2 °C y 8 °C durante 72 horas como maximo, antes de la preparacion del plasma. La centrifugacion
debe llevarse a cabo segun las instrucciones del fabricante.

El plasma separado de la sangre total puede mantenerse a una temperatura de entre 15 °C y 30 °C durante 24 horas como
maximo, de entre 2 °C y 8 °C durante 6 dias como maximo o congelado (<18 °C y <-70 °C) durante 6 semanas como
maximo, antes de su analisis. El plasma debera extraerse del tubo de recogida primario después de la centrifugacion para
el almacenamiento.

Las muestras de plasma son estables durante tres ciclos de congelacion y descongelacion como maximo.

12 Procedimiento

12.1 Preparacion de la muestra

1.

2.

Después del centrifugado de las muestras de sangre total se puede pipetear directamente 1 ml de plasma en el cartucho
de prueba. Es esencial utilizar un volumen suficiente para poder obtener resultados validos en la prueba (consulte las
instrucciones que aparecen mas abajo en Preparacion del cartucho, Opcion 1).

Las muestras de plasma congelado deben descongelarse por completo y equilibrarse a la temperatura ambiente (entre
20 °Cy 35 °C) antes de su analisis.

Xpert® HIV-1 Viral Load
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3. Las muestras de plasma conservadas a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C deben extraerse del refrigerador y
equilibrarse a la temperatura ambiente (entre 20 °C y 35 °C) antes de su analisis.

4. Las muestras de plasma conservadas a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C o congeladas y descongeladas deben agitarse
en un mezclador vortex durante 15 segundos antes de su uso. Si la muestra esta turbia, aclarela mediante un centrifugado
rapido (10 segundos).

12.2 Preparacion del cartucho

Cuando utilice el GeneXpert Dx System o el GeneXpert Edge System, comience la prueba en las 4 horas siguientes a
afadir la muestra al cartucho. Si esta utilizando un GeneXpert Infinity System, asegurese de iniciar la prueba y poner

Nota el cartucho en la cinta transportadora en los 30 minutos siguientes a la adicion de la muestra tratada con el reactivo
para muestras al cartucho. El software Xpertise lleva un seguimiento de la vida util restante para que las pruebas se
procesen antes de que transcurra el tiempo de caducidad de 4 horas en el instrumento.

Si se pipetea menos de 1 ml de plasma en el cartucho, se activara un error de volumen insuficiente (ERROR 2097) y el instrumento
no podra procesar la muestra (consulte la Opcion 1 a continuacion).

Nota

Espere a que las muestras y los cartuchos de la prueba Xpert HIV-1 VL alcancen la temperatura ambiente antes de pipetear el
plasma en el cartucho.

1. Lleve guantes de proteccion desechables.
2. Inspeccione el cartucho de la prueba para comprobar que no esté dafiado. Si esta danado, no lo utilice.

3. Abra la tapa del cartucho de la prueba.

Hay una fina pelicula de plastico que cubre el anillo interior de 13 orificios del cartucho de prueba. Esta pelicula no

Nota debe retirarse.

e Opcidn 1: Si se usa la pipeta de transferencia incluida en el kit (Figura 1), llene justo hasta debajo del bulbo, pero
por encima de la linea, para transferir al menos 1 ml de plasma del tubo de recogida a la cdmara de la muestra del
cartucho de prueba (Figura 2). {NO vierta la muestra en la camara!

e Opcion 2: Si se usa una pipeta automatica, transfiera al menos 1 ml de plasma a la camara de la muestra del cartucho
de prueba (Figura 2). jNO vierta la muestra en la camara!

—()

Figura 1. Pipeta de transferencia de la prueba Xpert HIV-1 VL

Numero Descripcion

1 Bulbo

2 Llene con la muestra hasta justo debajo del bulbo y por encima de la marca en la
pipeta.

Xpert® HIV-1 Viral Load 7
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Camara de muestra
(gran apertura)

Figura 2. Cartucho de Xpert HIV-1 VL (Vista superior)

4. Cierre la tapa del cartucho e inicie la prueba.

13 Realizacién de la prueba

e Para el GeneXpert Dx System, consulte el Apartado 13.1.
e Para el GeneXpert Edge System, consulte el Apartado 13.2.
e Para el GeneXpert Infinity System, consulte el Apartado 13.3.

13.1 GeneXpert Dx System

13.1.1 Inicio de la prueba

Antes de comenzar la prueba, asegurese de que:

e Elsistema esta ejecutando la version correcta del software GeneXpert Dx que se muestra en la secciéon Materiales requeridos

Importante ot
pero no suministrados.

e Se haya importado al software el archivo de definicion del ensayo correcto.

Este apartado describe los pasos basicos para realizar la prueba. Para obtener instrucciones detalladas, consulte el GeneXpert

Dx System Operator Manual.

Nota Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema cambi6 el flujo de trabajo

predeterminado del sistema.

1. Encienda el GeneXpert Dx System y, a continuacion, encienda el ordenador e inicie sesion. El software GeneXpert se
iniciara automaticamente. Si no lo hace, haga doble clic en el icono de acceso rapido al software GeneXpert Dx en el
escritorio de Windows®.

Inicie una sesion con su nombre de usuario y contraseia.

En la ventana del sistema GeneXpert, haga clic en Crear prueba (Create Test).

Aparece la pantalla Crear prueba (Create Test). Se abre el cuadro de didlogo Escanear cédigo de barras de
Id. del paciente (Scan Patient ID barcode).

4. Escanee o escriba la Id. paciente (Patient ID). Si escribe la Id. paciente (Patient ID), asegurese de escribirla
correctamente.

La Id. paciente (Patient ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados
(View Results) y en todos los informes. Se abre el cuadro de didlogo Escanear codigo de barras de Id. de la
muestra (Scan Sample ID barcode).

5. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), aseglirese de escribirla
correctamente.

8 Xpert® HIV-1 Viral Load
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Nota

Importante

Nota

La Id. muestra (Sample ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados (View
Results) y en todos los informes. Se abre el cuadro de didlogo Escanear codigo de barras de cartucho (Scan
Cartridge Barcode).

6. Escanee el codigo de barras del cartucho. El software utiliza la informacion del codigo de barras para rellenar

automaticamente los cuadros de los campos siguientes: Seleccionar ensayo (Select Assay), Id. del lote de reactivo
(Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho (Cartridge S/N) y Fecha de caducidad (Expiration Date).

Si el codigo de barras del cartucho no se escanea, repita la prueba con un cartucho nuevo. Si ha escaneado el cédigo
de barras del cartucho en el software y el archivo de definicion del ensayo no esta disponible, aparece una pantalla
que indica que el archivo de definicion del ensayo no esta cargado en el sistema. Si aparece esta pantalla, pongase en
contacto con el servicio técnico de Cepheid.

7. Haga clic en Iniciar prueba (Start Test). En ¢l cuadro de didlogo que aparece, introduzca su contrasefia, si es
necesario.

Abra la puerta del modulo del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.
9. Cierre la puerta. La prueba se inicia y la luz verde deja de parpadear.

Una vez finalizada la prueba, la luz se apaga.
10. Espere hasta que el sistema desbloquee la puerta del médulo antes de abrirla y retire el cartucho.

11. Elimine los cartuchos usados en los recipientes de residuos de muestras adecuados de acuerdo con las practicas
habituales de su centro.

13.1.2 Visualizaciéon e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones mas detalladas sobre
como visualizar e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx.

1. Haga clic en el icono Ver resultados (View Results) para ver los resultados.

2. Una vez finalizada la prueba, haga clic en el boton Informe (Report) de la ventana Ver resultados (View Results) para
ver o generar un archivo de informe en formato PDF.

13.2 GeneXpert Edge System

(Es posible que no esté disponible en todos los paises)

13.2.1 Inicio de la prueba

Antes de iniciar la prueba, compruebe que se haya importado al software el archivo de definicion del ensayo
(Assay Definition File, ADF) correcto.

Este apartado describe los pasos basicos para realizar la prueba. Para obtener instrucciones detalladas, consulte el GeneXpert
Edge System User's Guide.

Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema cambié el flujo de trabajo
predeterminado del sistema.

1. Pongase un par de guantes limpios.
2. Encienda el instrumento GeneXpert Edge. El interruptor de alimentacion se encuentra en la parte posterior del
instrumento.

3. Encienda la tableta e inicie sesion.

*  Windows 7: Aparece la pantalla Cuenta de Windows 7 (Windows 7 account). Toque ¢l icono Cepheid-
Admin para continuar.

*  Windows 10: Aparece la pantalla Bloqueo de Windows (Windows Lock). Deslice hacia arriba para
continuar.

Aparece la pantalla Contrasefia de Windows (Windows Password).

4. Toque Contraseifa (Password) para mostrar el teclado y, a continuacion, escriba su contrasefia.

5. Pulse el boton de flecha a la derecha del area de introduccion de la contraseia.
El software GeneXpert Edge se cargard automaticamente y la pantalla de Bienvenida (Welcome) aparecera poco
después.
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Nota

Nota

Importante

Nota

6. Pulse el boton TOCAR AQUI PARA EMPEZAR (TOUCH HERE TO BEGIN).
Aparecerd inicialmente el boton VER PRUEBAS ANTERIORES (VIEW PREVIOUS TESTS). El boton NUEVA
PRUEBA (NEW TEST) aparecera en la pantalla Inicio (Home) en un plazo de 3 minutos cuando el instrumento esté
listo para funcionar.
7. Toque el boton EJECUTAR NUEVA PRUEBA (RUN NEW TEST) en la pantalla Inicio (Home).
8. Siga las instrucciones que se muestran en la pantalla:
a) Escanee la ID del paciente/muestra con el escaner de codigos de barras o introduciendo manualmente la ID del
paciente/muestra.
b) Confirme la ID del paciente/muestra.
c) Escanee el codigo de barras del cartucho.
El campo Seleccionar ensayo (Select Assay) se rellena automaticamente. Toque SI (YES) si la informacion
mostrada es correcta.

Si el codigo de barras del cartucho no se escanea o su escaneo da un mensaje de error, repita la prueba con un
cartucho nuevo. Si ha escaneado el codigo de barras del cartucho en el software y el archivo de definicién del ensayo
no esta disponible, aparece una pantalla que indica que el archivo de definicion del ensayo no esta cargado en el
sistema. Si aparece esta pantalla, péngase en contacto con el servicio técnico de Cepheid.

d) Confirme la prueba (Confirm test) Una vez seleccionado el ADF, confirme el ensayo.

e) Preparacién del cartucho (Cartridge preparation) La preparacion del cartucho también se describe en el apartado
Preparacion de la muestra. Siga el video o las instrucciones sobre como preparar la muestra.

f) Cargue el cartucho (Load cartridge) Abra la puerta del modulo con la luz verde intermitente. Cargue el cartucho
con el codigo de barras mirando hacia el operador. Cierre la puerta.
La luz verde deja de parpadear y prueba se inicia. Aparece Prueba en curso (Test in Progress) en la pantalla.

g) Remove cartridge (Retire el cartucho)
Cuando la prueba haya finalizado (la luz verde se apaga), la puerta se desbloquea automaticamente. Siga las
instrucciones que se muestran sobre como retirar el cartucho. Deseche los cartuchos y los guantes usados en un
recipiente de residuos de muestras adecuado, de acuerdo con las practicas habituales de su centro.

9. Toque CONTINUAR (CONTINUE) para ver el resultado de la prueba que acaba de finalizar. Toque de nuevo el boton
CONTINUAR (CONTINUE) para volver a la pantalla Inicio (Home).
Esto completa el procedimiento para realizar una prueba.

13.2.2 Visualizaciéon e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones detalladas sobre como
visualizar e imprimir los resultados, consulte el GeneXpert Edge System User's Guide.

Si los resultados se notifican mediante un LIS, confirme que los resultados del LIS coinciden con los resultados del
sistema para el campo Id. paciente (Patient ID); si no coinciden, notifique solamente los resultados del sistema.

1. Toque el boton VER PRUEBAS ANTERIORES (VIEW PREVIOUS TESTS) en la pantalla Inicio (Home).

2. En la pantalla Seleccionar prueba (Select Test), seleccione la prueba tocando el nombre de la prueba o utilizando
las flechas para seleccionarla.

13.3 GeneXpert Infinity System

13.3.1 Inicio de la prueba

Antes de comenzar la prueba, asegtrese de que:

e Elsistema esta ejecutando la version correcta del software Xpertise que se muestra en la seccion Materiales requeridos pero no
suministrados.
e Se haya importado al software el archivo de definicion del ensayo correcto.

Este apartado describe los pasos basicos para realizar la prueba. Para obtener instrucciones detalladas, consulte el GeneXpert
Infinity System Operator Manual.

Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema cambi6 el flujo de trabajo
predeterminado del sistema.
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Nota

1. Encienda el instrumento. El software Xpertise se iniciard automaticamente. Si no lo hace, haga doble clic en el icono de
acceso rapido al software Xpertise en el escritorio de Windows®.

2. Inicie sesion en el ordenador y, a continuacion, inicie sesion en el software GeneXpert Xpertise con su nombre de
usuario y su contrasefa.

3. En el espacio de trabajo inicial del software Xpertise, haga clic en Solicitudes (Orders). En el espacio de
trabajo Solicitudes (Orders), haga clic en Solicitar prueba (Order Test).
Se mostrara el espacio de trabajo Solicitar prueba — Id. de paciente (Order Test — Patient ID).

4. Escanee o escriba la Id. paciente (Patient ID). Si escribe la Id. paciente (Patient ID), asegtirese de escribirla
correctamente.
La Id. paciente (Patient ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados (View
Results) y en todos los informes.

5. Introduzca toda la informacién requerida por su centro y haga clic en el boton CONTINUAR (CONTINUE).
Aparece el espacio de trabajo Solicitar prueba — Id. muestra (Order Test — Sample ID).

6. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), asegurese de escribirla
correctamente.
La Id. muestra (Sample ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados (View
Results) y en todos los informes.

7. Haga clic en el boton CONTINUAR (CONTINUE).
Se mostrara el espacio de trabajo Order Test — Assay (Solicitar prueba — Ensayo).
8.  Escanee el codigo de barras del cartucho. El software utiliza la informacion del codigo de barras para rellenar

automaticamente los cuadros de los campos siguientes: Seleccionar ensayo (Select Assay), Id. del lote de reactivo
(Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho (Cartridge S/N) y Fecha de caducidad (Expiration Date).

Si el codigo de barras del cartucho no se escanea, repita la prueba con un cartucho nuevo. Si ha escaneado el cédigo
de barras del cartucho en el software y el archivo de definicion del ensayo no esta disponible, aparece una pantalla
que indica que el archivo de definicion del ensayo no esta cargado en el sistema. Si aparece esta pantalla, péngase en
contacto con el servicio técnico de Cepheid.

Una vez escaneado el cartucho, aparece el espacio de trabajo Solicitar prueba - Informacién de la prueba
(Order Test - Test Information).

9.  Verifique que la informacion sea correcta y haga clic en Enviar (Submit). En el cuadro de dialogo que aparece,
introduzca su contrasefia, si es necesario.

10. Coloque el cartucho en la cinta transportadora.
El cartucho se carga automaticamente, se realiza la prueba y el cartucho usado se coloca en el recipiente de residuos.

13.3.2 Visualizaciéon e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones detalladas sobre como
visualizar e imprimir los resultados, consulte el GeneXpert Infinity System Operator Manual.

1. En el espacio de trabajo inicial del software Xpertise, pulse el icono RESULTADOS (RESULTS). Aparece el
ment Resultados (Results).

2. En el menu Resultados (Results), pulse el boton VER RESULTADOS (VIEW RESULTS). Aparece el espacio de
trabajo Ver resultados (View Results) con los resultados de la prueba.

3. Haga clic en el boton INFORME (REPORT) para ver o generar un archivo de informe en formato PDF.

14 Control de calidad

Cada prueba incluye un control de adecuacion del volumen de la muestra (SVA), un estandar cuantitativo interno alto y
bajo (IQS-H e IQS-L), que también es un control de procesamiento de la muestra, y un control de comprobacion de sondas
(PCO).

e Adecuacion del volumen de la muestra (SVA): Confirma que la muestra se afiadio correctamente al cartucho. El SVA
verifica que se ha afiadido el volumen correcto de muestra en la cdmara de la muestra. E1 SVA se considera superado si
cumple los criterios de aceptacion validados. Si el SVA no se supera, se mostrara un ERROR 2096 si no hay muestra o
un ERROR 2097 si no hay suficiente muestra. El sistema no dejara que el usuario reanude la prueba.

e Patr6n cuantitativo interno alto y bajo (IQS-H y IQS-L): el IQS-H y el IQS-L son dos controles Armored RNA® sin
relacion con el HIV en la forma de una microesfera liofilizada que pasa por todo el proceso GX. E1 IQS-H y el IQS-L
son estandares calibrados frente al tercer estandar internacional de la OMS. Se utilizan para la cuantificaciéon mediante
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el empleo de pardmetros especificos de cada lote para el calculo de la concentracion de ARN del HIV-1 en la muestra.
Ademas, el IQS-H y el IQS-L detectan la inhibicién asociada a la muestra de la reaccion RT-PCR. E1 IQS-H y el IQS-L
se consideran superados si cumplen los criterios de aceptacion validados.
e Control de comprobacion de la sonda (PCC): Antes de iniciar la reaccién PCR, el sistema GeneXpert mide la sefial
de fluorescencia de las sondas para monitorizar la rehidratacion de las microesferas, el llenado del tubo de reaccion, la
integridad de la sonda y la estabilidad de los colorantes. El PCC se considera superado si las sefiales de fluorescencia
cumplen los criterios de aceptacion asignados.

e Controles externos: siguiendo las buenas practicas de laboratorio, los controles externos, no disponibles en el kit, deben
utilizarse de acuerdo con los requisitos de las organizaciones acreditadoras locales y regionales, seglin sea pertinente.

15 Interpretacion de los resultados

El sistema GeneXpert interpreta automaticamente los resultados a partir de las sefiales fluorescentes medidas y los

algoritmos de célculo incorporados, y los muestra claramente en la ventana View Results (Ver resultados). Para el
sistema GeneXpert Dx, consulte la Figura 3 y la Figura 5. Para el sistema GeneXpert Edge, consulte la Figura 4 y la Figura
6. Los resultados posibles se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados e interpretaciones del HIV-1 VL

Figura 3 (sistema
GeneXpert Dx) y la
Figura 4 (sistema
GeneXpert Edge).

Resultado Interpretacion
HIV-1 El ARN del HIV-1 se detecta a una concentracion de XX copias/ml.
?HE“-I;EICTADO o E| ARN del HIV-1 tiene valor cuantitativo dentro del intervalo de medicion
DETECTED) analitico.

) IQS-H e IQS-L: SUPERADO (PASS).

XX copias/ml (XX Comprobacion de la sonda: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la
copies/mL) comprobacién de la sonda superan la comprobacion.
Consulte la

HIV-1
DETECTADO
(HIV-1
DETECTED)

>1 x 107 copias/
ml

El ARN del HIV-1 se detecta por encima del intervalo de medicién analitico.

e |QS-H e IQS-L: SUPERADO (PASS).
e Comprobacion de la sonda: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la
comprobacién de la sonda superan la comprobacion.

HIV-1
DETECTADO
(HIV-1
DETECTED)

<40 copias/ml (<
40 copies/mL)

Se ha detectado ARN del HIV-1 por debajo del intervalo de medicién analitico.

o |QS-H e IQS-L: SUPERADO (PASS).
e Comprobacion de la sonda: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la
comprobacion de la sonda superan la comprobacion.

HIV-1 NO
DETECTADO
(HIV-1 NOT
DETECTED)

Consulte la

Figura 5 (sistema
GeneXpert Dx) y la
Figura 6 (sistema

GeneXpert Edge).

No se ha detectado ARN del HIV-1. Este resultado no implica que se descarte que el

paciente tenga el virus.

e |QS-H e IQS-L: SUPERADO (PASS).
e Comprobacion de la sonda: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la
comprobacion de la sonda superan la comprobacion.
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Resultado Interpretacion
NO VALIDO La presencia o ausencia de ARN del HIV-1 no puede determinarse. Repita la prueba
(INVALID) siguiendo las instrucciones del Procedimiento de repeticion de la prueba.
e |QS-H y/o IQS-L: NO SUPERADO (FAIL); los umbrales de ciclo (Ct) no estan
dentro del intervalo valido.
e Comprobacion de la sonda: SUPERADO (PASS); todos los resultados de la
comprobacion de la sonda superan la comprobacion.
ERROR

La presencia o ausencia de ARN del HIV-1 no puede determinarse. Repita la prueba
siguiendo las instrucciones del Procedimiento de repeticion de la prueba.

e Comprobacion de la sonda: NO SUPERADO (FAIL); todos o uno de los
resultados de la comprobacion de la sonda no superan la comprobacion.

SIN RESULTADO
(NO RESULT)

SIN RESULTADO
- REPETIR

PRUEBA®

Consulte Figura 7.

La presencia o ausencia de ARN del HIV-1 no puede determinarse. Repita la prueba
siguiendo las instrucciones del Procedimiento de repeticion de la prueba. SIN
RESULTADO (NO RESULT) indica que no se han recogido suficientes datos. Por
ejemplo, si el operador detuvo una prueba en curso.

a Solo para el GeneXpert Edge System

Los resultados pueden convertirse de copias/ml a Ul/ml dentro del software. Consulte el GeneXpert Dx System
Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Dx), el GeneXpert Infinity System Operator Manual
Nota (Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity) o la GeneXpert Edge System User’s Guide (Guia del usuario del
sistema GeneXpert Edge) para obtener las instrucciones sobre como cambiar este ajuste. El factor de conversién de la
prueba Xpert HIV-1 VL es de 1 copia = 1,72 unidades internacionales (Ul).

|Assay Name Xpert HIV-1Viral Load = Version 1

| TestResult |1y 1 DETECTED 517 copies/mL (log 2.71)

For In Vitro Diagnostic Use Only.

300

Fluorescence

200

Legend

[V [/] HIV-1; Primary
[Vl [/] 10S-H; Primary
[V [./] 1S-L; Primary

4

Figura 3. HIV-1 detectado, tal como se muestra en el GeneXpert Dx System
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Genexpert”  Tast Result

Patient/Sample ID

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

HIV-1 DETECTED 4.93E05
pies/mL (log

|PRINT RESULT (/=)

Cartridge S/N

Start Time
12/01/21 18:27:48

Test Disclaimer

Forin Vitro

VIEW
PREVIOUS HOME

284986981

Figura 4. HIV-1 detectado, tal como se muestra en el GeneXpert Edge System

| Assay Name Xpert HIV-1Viral Load ~ Version 1

| TestResuit yy.1 NOT DETECTED

For In Vitro Diagnostic Use Only.

400

300

200

Fluorescence

Legend

[v] |/| HIV-1; Primary
[v] | /| 1QS-H; Primary
[vi|/] 1QS-L; Primary

Ll

Figura 5. HIV-1 no detectado, tal como se muestra en el GeneXpert Dx System
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VIEW
Genexpet®  Tast Result

Patient/Sample ID Cartridge S/IN

B123456 239021308 |

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

Result Start Time

HIV-1 NOT DETECTED T

For

PRINT RESULT (=)

Figura 6. HIV-1 no detectado, tal como se muestra en el GeneXpert Edge System

B VIEW
Genexper®  Teast Result

Patient/Sample ID Cartridge SIN

clzasss  [201863204

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

Result Start Time

NO RESULT - REPEAT TESTIF==

Fe

PRINT RESULT (=)

Figura 7. Sin resultado - Repetir prueba, tal como se muestra en el GeneXpert Edge System
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16 Repeticion de pruebas

16.1 Razones para repetir la prueba

Si se obtiene alguno de los resultados de la prueba que se mencionan a continuacion, repita la prueba de acuerdo con las
instrucciones del Procedimiento de repeticion de la prueba.

e Un resultado NO VALIDO (INVALID) indica una o mas de las siguientes causas:

e Los Ctdel IQS-H o el IQS-L no estan dentro del intervalo valido.
e La muestra no se proceso correctamente o la PCR se inhibio.

e Un resultado de ERROR indica que la prueba se canceld. Las causas posibles incluyen: se afiadié un volumen
insuficiente de muestra, el tubo de reaccion no se llend correctamente, se detecté un problema de integridad en la sonda
del reactivo o se excedio el limite maximo de presion.

e SIN RESULTADO (NO RESULT) indica que no se han recogido suficientes datos. Por ejemplo, el operador detuvo
una prueba que estaba en curso o se produjo una interrupcion del suministro eléctrico.

16.2 Procedimiento de repeticion de la prueba
Si el resultado de una prueba es NO VALIDO (INVALID), ERROR (ERROR) o SIN RESULTADO (NO RESULT),

utilice un nuevo cartucho para repetir la prueba en la muestra afectada (no vuelva a utilizar el mismo cartucho).

1. Saque un cartucho nuevo del kit.

2. Inicie otra prueba:

e Para el GeneXpert Dx System, consulte el Apartado 13.1.
e Para el GeneXpert Edge System, consulte el Apartado 13.2.
e Para el GeneXpert Infinity System, consulte el Apartado 13.3.

3. Si una muestra da un resultado de NO VALIDO (INVALID) dos veces, es posible que contenga un inhibidor; no se
recomienda repetir la prueba.

17 Eficacia diagnéstica

17.1 Limite de deteccién

El limite de deteccion (LD) de la prueba Xpert HIV-1 VL se determiné mediante el analisis de cinco diluciones diferentes
preparadas a partir de dos estandares de referencia diferentes del subtipo B del HIV-1, un cultivo celular de partida y dos
muestras clinicas diluidas en plasma con EDTA negativo para el HIV-1. Los materiales del subtipo B del HIV-1 empleados
en el estudio de LD incluyeron material de referencia del laboratorio de garantia de calidad viral (Viral Quality Assurance,
VQA) del Grupo de Ensayo Clinico del Sida, el tercer estandar internacional de la OMS para HIV-1 (NIBSC, cédigo
10/152), aislado BK132 del cultivo celular de partida y dos muestras clinicas. La asignacion de la concentracion nominal del
material de partida del cultivo celular y de las muestras clinicas se realiz6 mediante el ensayo RealTime HIV-1 de Abbott.
El limite de deteccion se determin6 para tres lotes de kits y un total de 72 réplicas por nivel. La evaluacion se realizo de
acuerdo con la directriz E17-A2 del CLSI1.20 La concentracion de ARN del HIV-1 que se puede detectar con una tasa de
positividad de mas del 95 % se determiné mediante analisis de regresion probit. Los resultados para los lotes y muestras
individuales se muestran en la Tabla 2. El LD méximo/mas alto observado con el andlisis probit para el subtipo B del HIV-1
en plasma con EDTA fue 21,1 copias/ml (IC del 95 %: 16,1-26,0). El LD maximo/mas alto observado con el andlisis probit
para el subtipo B del HIV-1 en plasma con EDTA fue 16,3 copias/ml (IC del 95 %: 13,0-19,5).
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Tabla 2. LD estimados de la prueba Xpert HIV-1 VL con regresion probit e intervalos de confianza
superior e inferior del 95 % para muestras del subtipo B del HIV-1 en plasma con EDTA

Muestra Lote LD (copias/ml) IC del 95 %
Lote 1 21,1 16,1-26,0
OMS Lote 2 14,3 11,2-17,5
Lote 3 19,0 14,3-23,7
Lote 1 15,5 12,5-18,6
VQA Lote 2 14,0 11,2-16,7
Lote 3 16,3 13,0-19,5
Lote 1 24,0 18,1-29,9
Muestra clinica 1 Lote 2 255 19,5-31,5
Lote 3 231 17,5-28,7
Lote 1 20,3 15,8-24,7
Muestra clinica 2 Lote 2 15,4 12,0-18,7
Lote 3 28,5 21,3-35,7
Lote 1 18,8 14,6-23,1
puestra de Lote 2 20,0 15,6-24,4
Lote 3 32,0 24,7-39,3

El LD para el material de referencia de VQA se confirm6 también en plasma con ACD mediante un solo lote de reactivos.
El LD estimado para la muestra de VQA del subtipo B del HIV-1 en plasma con ACD fue 15,8 copias/ml (IC del 95 %:

12,1-19,5).

E1 LD del subtipo B del HIV-1 en plasma con EDTA se evalud con dos conjuntos diferentes de patrones y tres lotes de kits
de la prueba Xpert HIV-1 VL utilizando analisis probit:

e LD segln el tercer estandar internacional de la OMS: 18,3 copias/ml (IC del 95 %: 15,9-20,8)

e LD con el material de referencia de VQA: 15,3 copias/ml (IC del 95 %: 13,5-17,0)

El analisis de la tasa de aciertos muestra una tasa de positividad de >95 % a 40 copias/ml para todos los materiales del
subtipo B del HIV-1 seguin se muestra en la Tabla 3. E1 LD para la prueba Xpert HIV-1 VL determinado es 40 copias/ml
para el subtipo B del HIV-1 en plasma con EDTA y ACD.

Tabla 3. LD de la prueba Xpert HIV-1 VL para muestras del subtipo B del HIV-1 en plasma con EDTA

Concentracion Tasa de
Muestra nominal N.° de réplicas N.° de positivos I o
. positividad (%)
(copias/ml)
1 72 10 14
2,5 72 18 25
5 72 40 56
OoMSs
10 72 55 76
20 72 65 90
40 72 72 100
1 72 5 7
VQA
2,5 72 20 28
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Concentracion Tasa de
Muestra nor_ninal N.° de réplicas N.° de positivos positividad (%)
(copias/ml)

5 72 30 42

7.5 72 50 69

10 72 61 85

20 72 67 93
40 72 72 100

1 72 11 15

25 72 20 28

5 72 38 53

Muestra clinica 1

10 72 49 68

20 72 69 96

40 72 69 96

1 72 8 11

25 72 17 24

5 71 27 38

Muestra clinica 2

10 72 47 65

20 72 62 86
40 72 72 100

1 72 4 6

25 72 17 24

Muestra de 5 "2 %0 s
cultivo celular 10 72 46 64
20 72 64 89

40 72 70 97

Ademas, se analizaron diluciones de cultivos celulares de partida o muestras clinicas representativas de los subtipos A,
C-D, F-H, J, K, CRF- A/B, CRF-A/E y CRF-A/G del grupo M, el grupo O y el grupo N del HIV-1 en plasma con EDTA
humano negativo, con un solo lote de la prueba Xpert HIV-1 VL y 24 réplicas por nivel de concentracion. La asignacion de
la concentracion nominal de los cultivos celulares de partida y muestras clinicas se determind mediante el ensayo Abbott
RealTime HIV-1. El analisis de la tasa de aciertos muestra una positividad de >95 % para todos los subtipos y grupos a 40
copias/ml, seglin se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de tasa de aciertos de LD de la prueba Xpert HIV-1 VL
para muestras de subtipo distinto a B del HIV-1 en plasma con EDTA

Nivel de concentracion
minima Tasa de

Grupo Subtipo aciertos >95 % Tasa de aciertos (%)
(copias/ml)
Grupo M 20 96
Grupo M 40 100
Grupo M 20 100
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Nivel de concentracion
Grupo Subtipo ?i?;ﬁg:igg ?/f Tasa de aciertos (%)
(copias/ml)
Grupo M F 40 100
Grupo M G 40 96
Grupo M H 20 96
Grupo M J 20 100
Grupo M K 40 96
Grupo M CRF A/B 20 100
Grupo M CRF AJE 20 96
Grupo M CRF A/G 40 96
Grupo N N/A 10 100
Grupo Oa N/A 20 100
Grupo O° N/A 20 100
Grupo O° N/A 10 100

a Tres aislados diferentes

17.2 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC) se define como la concentracion minima de ARN de HIV-1 que puede cuantificarse con un
grado de precision y certeza aceptable, y usando el error analitico total (EAT). El EAT se calcul6 usando valores estimados
determinados a través del analisis de datos del estudio del LD (estandares de la OMS y de VQA) y del estudio de precision/
reproducibilidad, de acuerdo con la directriz E17-A2 del CLSL.!?

El EAT para las diluciones con una concentracion observada igual o proxima al limite de deteccion del ensayo de 40 copias/
ml (1,60 log;o) se presentan en la Tabla 5. E1 EAT se calculé mediante dos métodos diferentes. Los resultados del analisis
del EAT demuestran que la prueba Xpert HIV-1 VL puede determinar 40 copias/ml (1,60 logjo) con un grado de certeza y
precision aceptable, esto es, el LC de la prueba Xpert HIV-1 VL es 40 copias/ml.

Tabla 5. Logaritmo de valores estimados del error analitico total (EAT) del HIV-1 VL (copias/ml)

Concentracién EAT EAT®
Muestra Lote (log copias/ml) Absoluto
(estudio) de DL N Sesgo DE total Sesgo + SQRT (2)
Esperado | Observado (2xDE) | X (2xDE)
Material DL6 72 2,00 1,96 0,04 0,19 0,43 0,55
de . DL7 71 2,00 1,91 0,09 0,19 0,46 0,53
referencia
(precision) DL8 72 2,00 1,92 0,08 0,21 0,51 0,60
Material DL6 70 1,60 1,56 0,04 0,22 0,48 0,62
de . DL7 71 1,60 1,53 0,08 0,28 0,64 0,80
referencia
(precision)( DL8 71 1,60 1,54 0,06 0,22 0,50 0,62
DL6 24 1,60 1,53 0,07 0,23 0,52 0,65
OMS (LD) DL7 24 1,60 1,39 0,21 0,24 0,68 0,67
DL8 24 1,60 1,49 0,11 0,19 0,48 0,52
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(I:oncent_ra(;iér EAT EAT®
(I\:sut?;tir:) de DL N Tog e | sesgo | DEtota QZZZ'Q' | sarT@
Esperado| Observado (2xDE) | * (2xDE)
DL6 24 1,60 1,61 0,00 0,18 0,37 0,51
VQA (LD) DL7 24 1,60 1,54 0,06 0,26 0,58 0,74
DL8 24 1,60 1,58 0,02 0,26 0,54 0,73

a EAT calculado de acuerdo con el modelo Westgard en CLSI EP17-A2 (apartado 6.2).
b EAT basado en la diferencia entre dos enfoques de mediciones.

Los resultados del analisis del EAT demuestran que la prueba Xpert HIV-1 VL puede determinar 40 copias/ml (1,60 logo)
con una certeza y precision aceptables.

17.3 Precision y reproducibilidad

La precision y reproducibilidad de la prueba Xpert HIV-1 VL se determind mediante analisis de diluciones paralelas

de material de referencia del HIV-1 (subtipo B del HIV-1) en plasma con EDTA negativo para el HIV-1. El material de
referencia utilizado se calibr6 segun el tercer estandar internacional de la OMS para el HIV-1 (cédigo NIBSC: 10/152).

El estudio fue de tipo comparativo, ciego, en dos centros, con un panel de siete miembros de material de referencia del
HIV-1 en plasma con EDTA negativo para el HIV-1, con concentraciones de ARN que abarcan el intervalo de cuantificacion
de la prueba Xpert HIV-1 VL. Dos operadores en cada uno de los centros del estudio analizaron un panel de veintiuna
muestras, una vez por dia, durante seis dias de analisis. Un centro utilizé un instrumento Infinity-80 y el otro centro utilizo
instrumentos GeneXpert Dx. Se utilizaron tres lotes de reactivos de la prueba Xpert HIV-1 VL para el estudio. La precision/
reproducibilidad se evalud de acuerdo con el documento EP5-A2 del CLSI «Evaluation of Precision Performance of Clinical
Chemistry Devices; Approved Guideline».2! Los resultados de precision para cada lote de kits y para los tres lotes de kits
combinados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Precision de la prueba Xpert HIV-1 VL para cada lote y para el total de los tres lotes

Concentracion L Precision total
de ARN Precision total por lote
del HIV-1 3 lotes
esperada Lote 1 Lote 2 Lote 3 Total
(log1o
copias/ml) DE’ cv’ DE’ cV’ DE’ cV’ DE’ cv’
1,60 0,24 58,6 % 0,29 73,6 % 0,23 57,6 % 0,25 62,5 %
2,00 0,20 48,8 % 0,20 47,3 % 0,22 53,1 % 0,20 49,1 %
3,00 0,10 22,6 % 0,08 18,2 % 0,10 22,6 % 0,09 20,5 %
4,00 0,06 13,7 % 0,07 17,3 % 0,09 19,8 % 0,07 171 %
5,00 0,06 13,8 % 0,07 16,3 % 0,08 17,7 % 0,08 17,8 %
6,00 0,05 12,4 % 0,07 15,3 % 0,07 16,2 % 0,08 19,3 %
7,00 0,06 14,3 % 0,07 15,5 % 0,09 215% 0,10 22,6 %

a DE total en logo.

b «CV» es el logaritmo normal de CV, obtenido mediante la formula: CV(%) de la distribucion logaritmica normal = sqrt(10°[DE*2 *
In(10)] — 1) * 100CV(%) = coeficiente de variacién porcentual; DE = desviacién estandar; sqrt = raiz cuadrada

La reproducibilidad de la prueba Xpert HIV-1 VL se evalu6é mediante analisis de varianza anidado con términos para el
centro/instrumento, lote, dia, operador, dia, ciclo e intraciclo. Se calcularon la desviacion estandar (DE) y el porcentaje de
variabilidad debido a cada componente de las concentraciones transformadas del HIV-1 mediante log;o (consulte la Tabla 7).
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Tabla 7. Contribucion de la prueba Xpert HIV-1 VL a la varianza total y a la precision total

Concentracion Precisié
de ARN del HIV-1 Contribucion a la DE de la varianza total (CV%) ":":s:m
(logo copias/ml) ota
Real Centro Lote Dia Ope!'ador/ Intraciclos Total
Esper- a ciclo
ado | (Pro- N
medio) DE | (%) | DE | (%) | DE | (%) | DE | (%) | DE | (%) | DE | cv°
1,60 1,54 212 0,00 |10,0% | 0,00 |0,0% | 0,00 [0,0% | 0,09 11,7 %| 0,23 |88,3 %| 0,25 62,5 %
2,00 1,93 215 0,00 10,0% | 0,00 |0,0% | 0,00 [0,0% | 0,04 [4,8% | 0,20 |95,2 %| 0,20 |49,1 %
3,00 2,98 215 0,01 {0,9% | 0,01 [1,2% | 0,00 |0,0% | 0,01 |2,6% | 0,09 |95,3 %| 0,09 (20,5 %
4,00 3,98 214 0,00 {0,0% | 0,01 [3,5% ]| 0,01 |1,7% | 0,02 |9,1% | 0,07 |85,7 %| 0,07 13/;1
5,00 4,99 213 0,00 [ 0,0% | 0,04 [21,8 %| 0,00 | 0,0% | 0,03 |15,0 %| 0,06 |63,2 %| 0,08 (17,8 %
6,00 5,96 215 0,00 [0,0% | 0,05 [42,1 %| 0,02 |4,4% | 0,02 |6,9% | 0,06 |46,7 %| 0,08 (19,3 %
7,00 6,94 213 0,00 (0,0% | 0,07 [45,3 %| 0,01 |10,9% | 0,02 |53 % | 0,07 |48,5%]| 0,10 (22,6 %
a Numero de réplicas validas dentro del intervalo de la prueba
b «CV» es el logaritmo normal de CV, obtenido mediante la formula: CV(%) de la distribucion logaritmica normal = sqrt(10*[DE"2 *
In(10)] — 1) * 100CV(%) = coeficiente de variacién porcentual; DE = desviacién estandar; sqrt = raiz cuadrada
17.4 Intervalo lineal
El intervalo lineal de la prueba Xpert HIV-1 VL se determiné mediante analisis de un panel de nueve miembros que iban de
30 (1,48 logyo) a 1 x 107 (7 logy) copias/ml, preparados mediante diluciones paralelas de material de referencia del HIV-1
(subtipo B del HIV-1) en plasma con EDTA K2 negativo para el HIV-1. El material de referencia utilizado se calibr6 segun
el tercer estandar internacional de la OMS para el HIV-1 (codigo NIBSC: 10/152). Dos operadores analizaron el panel en
réplicas de tres, en tres dias diferentes, usando un solo lote del kit. Ademas, el mismo panel se analiz6 en réplicas de tres en
un dia de analisis usando dos lotes del kit adicionales, dando como resultado un total de 30 réplicas por miembro del panel.
El analisis de linealidad se realizé de acuerdo con la directriz EP06-A del CLSI.22 Los resultados combinados para el total
de los tres lotes se muestran en la Figura 8. La prueba Xpert HIV-1 VL es lineal dentro de un intervalo de 30 (1,5 log) a
1 x 10E7 (7 logy) copias/ml con un valor RZ de 0,9935.
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Linealidad

y = 1.0099x - 0.0775
R* =0.9935

Logaritmo del resultado de HIV-1 VL (copias/ml)

0 = MW 8 W o~

T T T T T 1

] 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracién nominal (log copias/ml)

Figura 8. Linealidad de la prueba Xpert HIV-1 VL

17.5 Reactividad analitica (inclusividad)

La reactividad analitica de la prueba Xpert HIV-1 VL se evalué mediante el analisis del sobrenadante del cultivo celular
representativo de los subtipos A-D, F-H, CRF A/G y A/E del grupo M, del grupo N y del grupo O del HIV-1. La asignacioén
de concentraciones nominales a los sobrenadantes del cultivo celular se realiz6 mediante el ensayo Abbott RealTime HIV-1.
Cada sobrenadante de cultivo celular se diluyo a concentraciones de 1 x 102, 1 x 10*y 1 x 10¢ copias/ml en plasma con
EDTA negativo para el HIV-1. Cada concentracion se analizd en réplicas de seis en un solo dia usando un lote del kit de

la prueba Xpert HIV-1 VL. Las concentraciones medias de log;( obtenidas con la prueba Xpert HIV-1 VL para todos los
subtipos y grupos se compararon con las concentraciones nominales de log;o. Los resultados presentados en la Figura 9
muestran una eficacia equivalente para todos los representantes analizados de los subtipos del grupo M y del grupo O del
HIV-1. Los resultados del log;o medio para todos los subtipos analizados y el grupo O estuvieron dentro de +/-0,5 logo de la
concentracion de partida asignada.
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Figura 9. Inclusividad de la prueba Xpert HIV-1 VL

17.6 Especificidad analitica (exclusividad)

La especificidad analitica de la prueba Xpert HIV-1 VL se evalu6 afiadiendo el organismo cultivado a una concentracion
de partida de 5 x 104 particulas o copias/ml en plasma con EDTA negativo para el HIV-1 y en plasma que contenia 1000

copias/ml de material de referencia del HIV-1 (subtipo B del HIV-1). Los microorganismos analizados se indican en la Tabla

8.

Tabla 8. Microorganismos de especificidad analitica

Virus de inmunodeficiencia humana 2

Virus de la hepatitis B

Virus linfotropico humano de células T 1

Virus de la hepatitis C

Virus linfotrépico humano de células T 2

Virus herpes simple 1

Candida albicans

Virus herpes simple 2

Citomegalovirus

Virus herpes humano 6

Virus de Epstein-Barr

Gripe A

Virus de la hepatitis A

Staphylococcus aureus

Ninguno de los organismos analizados mostr6 reactividad cruzada y todas las réplicas positivas para el HIV-1 dieron como

resultado una titulacion dentro de + 0,5 log del control positivo del HIV-1 cuando se analizaron mediante la prueba Xpert

HIV-1 VL.
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17.7 Sustancias potencialmente interferentes

Se evaluo la sensibilidad de la prueba Xpert HIV-1 VL a las interferencias producidas por niveles elevados de

sustancias enddgenas, por fAirmacos prescritos a pacientes infectados con el HIV-1 y por marcadores de enfermedades
autoinmunitarias. Se analizaron el plasma con EDTA negativo para el HIV-1 y el plasma que contenia 1000 copias/ml de
material de referencia del HIV-1 (subtipo B del HIV-1).

Se demostrd que los niveles elevados de sustancias enddgenas indicados en la Tabla 9 no interferian con la cuantificacion de
la prueba Xpert HIV-1 VL ni afectaban a la especificidad de la prueba.

Tabla 9. Sustancias endégenas y concentracion analizada

Sustancia Concentracion analizada
Albumina 9 g/dl
Bilirrubina 20 mg/dI
Hemoglobina 500 mg/dl
ADN humano 0,4 mg/dl
Triglicéridos 3000 mg/dl

Los componentes de farmacos que se presentan en la Tabla 10 demostraron no interferir con la cuantificacion de la prueba
Xpert HIV-1 VL ni afectar a la especificidad de la prueba cuando se analizaron al triple de la concentraciéon maxima en
cinco grupos de farmacos.

Tabla 10. Grupos de farmacos analizados

Grupo Farmacos
Control N/A
1 Zidovudina, saquinavir, ritonavir, claritromicina
2 Sulfato de abacavir, peginterferon 2b, ribavirina
3 Fumgrato de tenofovir_diso_proxi_lo, Igmivudina, (STC), sulfato de indinavir, ganciclovir,
clorhidrato de valganciclovir, aciclovir, raltegravir
4 Estavudina (d4T), efavirenz, lopinavir/ritonavir, enfuvirtida (T-20), ciprofloxacino
5 Nevirapina, nelfinavir mesilato, azitromicina, clorhidrato de valaciclovir
6 Fosamprenavir calcico, interferéon alfa-2b

Pruebas con muestras de cinco individuos positivos para un marcador de enfermedad autoinmunitaria --de lupus eritematoso
sistémico (LES), anticuerpos antinucleares (ANA) o factor reumatoide (FR)-- no mostraron interferencia utilizando la
prueba Xpert HIV-1 VL.
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17.8 Equivalencia de entre anticoagulantes (EDTA, PPT-EDTA y ACD)

Para cada anticoagulante EDTA, PPT-EDTA y ACD, se recogieron muestras de 25 personas HIV-1 positivas apareadas y 25
muestras HIV-1 negativas apareadas, y se analizaron mediante un solo lote de kit de la prueba Xpert HIV-1 VL.

Tal como se muestra en la Figura 10 y Figura 11 se demostr6 la eficacia equivalente de la prueba Xpert HIV-1 VL para

el EDTA frente al ACD y para el EDTA frente al PPT-EDTA. Todas las muestras HIV-1 positivas recogidas en medios
con PPT-EDTA produjeron concentraciones de ARN de HIV-1 dentro del intervalo +£0,5 log;¢ copias/ml de la muestra
HIV-1 positiva recogida en medios de EDTA cuando se analizaron mediante la prueba Xpert HIV-1 VL. Ninguna de las 25
muestras HIV-1 negativas apareadas fue detectada por el ensayo.

]

y = 1.0092x+ 0.0305
R =0.994

Log copias/ml ACD

1 2 3 4 5 B
Log copias/ml EDTA

Figura 10. Diagrama de dispersion de las copias/ml en escala
logaritmica en ACD frente a las copias/ml en escala logaritmica en EDTA
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Figura 11. Diagrama de dispersion de las copias/ml en escala logaritmica
en PPT-EDTA frente a las copias/ml en escala logaritmica en EDTA

18 Limitaciones

La prueba es una combinacion de varios oligonucleodtidos pensada para adaptarse a polimorfismos del genoma, que
tiene como diana una sola parte conservada de la regiéon LTR. Mutaciones, cambios de base, eliminaciones o inserciones
infrecuentes que tienen lugar en el interior de la region LTR de la prueba Xpert HIV-1 VL pueden afectar a la union

de los cebadores o las sondas, lo que lleva a una subestimacion de la presencia del virus o a que este no se detecte.

Se aconseja a los usuarios que consideren estos acontecimientos al evaluar los resultados de carga virica de HIV-1;

los resultados de la prueba Xpert HIV-1 VL indicativos de supresion viral pueden requerir mas pruebas con otras
tecnologias con dianas gendmicas diferentes en circunstancias en las que el cumplimiento inadecuado de la toma de
medicacion, los datos de laboratorio complementarios u otra informacion clinica indiquen que puede ser posible que
haya una viremia subyacente. También se aconseja al laboratorio que realice estudios de correlacion de métodos si los
métodos de analisis del HIV cambian de una tecnologia a otra, ya que las diferencias entre plataformas y tecnologias
pueden arrojar resultados variables de carga virica de HIV.

La prueba Xpert HIV-1 VL se ha validado solamente para su uso con plasma con EDTA K2 (incluido PPT-EDTA) y
ACD. El uso de esta prueba para analizar otros tipos de muestras pueden dar lugar a resultados inexactos.

Un resultado negativo de la prueba no excluye la infeccion por HIV-1. Por lo tanto, esta prueba no debe utilizarse como
prueba de diagnéstico para confirmar la presencia de infeccion por el HIV-1.

Los pacientes que han recibido tratamiento CAR-T pueden mostrar resultados positivos con Xpert (HIV-1 Qual XC,
HIV-1 VL, etc.) como resultado de la presencia de la diana LTR presente en determinados productos de linfocitos T con
receptor de antigeno quimérico (CAR-T). Deben realizarse otras pruebas de confirmacion para determinar el estado de
VIH del paciente en personas que han recibido tratamiento CAR-T.
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19 Eficacia diagnéstica — Rendimiento clinico

19.1 Especificidad

La especificidad de la prueba Xpert HIV-1 VL se evalu6 usando 109 muestras de plasma con EDTA de donantes de sangre
HIV-1 negativos. Ninguna de las 109 muestras analizadas fueron detectadas por la prueba Xpert HIV-1 VL, lo que equivale
a una especificidad del 100 % (IC del 95 % = 96,7-100,0).

19.2 Correlacion de métodos

Se realiz6 un estudio multicéntrico para evaluar la eficacia de la prueba Xpert HIV-1 VL en relacion al ensayo Abbot HIV-1
RealTime (ensayo de comparacion) usando muestras de plasma humano recientes y congeladas procedentes de personas
infectadas por el HIV-1. De las 724 muestras elegibles, cada una de personas tnicas, 519 (71,7 %) se recogieron de sujetos
masculinos. La edad promedio fue de 44,5 + 11,3 afios con edades comprendidas entre los 18 y los 83 afios.

De las 724 muestras, 390 estaban dentro del intervalo de cuantificacion de ambas pruebas, incluidas 47 subtipos distintos al
B del grupo M del HIV-1, incluidos los subtipos similar a A, C y similar a C, D, F, G, H, J, AE, AG y varias otras formas
recombinantes circulantes (CRF). La regresion de Deming muestra una correlacion muy buena entre la prueba Xpert HIV-1
VL y el método de comparacion con una pendiente de 1,0589 y una ordenada en el origen de 0,1771. El R2 fue 0,9696.

Xpert frente a método comparativo (log copias/ml)

70

6.5

Deming: y = -0,1771+1,0589x & -
50 " R2=0,9696

55 |

50 |

a5

a0

Xpert

35

3.0

2.3 |

0

10
1 2 3 4 5 [ 7

Método comparativo

—— Linea sin sesgo
..... Lineal (Dem Reg)

Figura 12. Eficacia de la prueba Xpert HIV-1 VL en relaciéon al método de comparacion
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21 Oficinas centrales de Cepheid

Corporate Headquarters

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telephone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

European Headquarters

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telephone: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

22 Asistencia técnica

Antes de ponerse en contacto con el servicio técnico de Cepheid, reuna la informacion siguiente:

Nombre del producto

Numero de lote

Numero de serie del instrumento
Mensajes de error (si los hubiera)

Servicio técnico en los Estados Unidos

Teléfono: + 1 888 838 3222
Correo electronico: techsupport@cepheid.com

Servicio técnico en Francia

Teléfono: + 33 563 825 319
Correo electronico: support@cepheideurope.com

Version de software y, si corresponde, «Numero de servicio técnico» (Service Tag) del ordenador

La informacion de contacto de todas las oficinas del servicio técnico de Cepheid esta disponible en nuestro sitio web:

www.cepheid.com/en/CustomerSupport.
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23 Tabla de simbolos

Simbolo Significado
REF Numero de catélogo
C € Marca CE — Conformidad europea
IVD Producto sanitario para diagnéstico in vitro
® No volver a utilizar
LOT Cédigo de lote

(]
o |

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene una cantidad suficiente para n pruebas

Control

Fecha de caducidad

Limites de temperatura

Riesgos bioldgicos

@@%Dﬂl@@‘%

Advertencia

CH |REP

Representante autorizado en Suiza

E

Importador
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il

Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna,
Sweden

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH

Zircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800
Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH

Zircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800
Switzerland

C €2797

24 Historial de revisiones

Descripcion de los cambios: De 301-3068-ES Rev. M a Rev. N

IVD

Propésito: Especificar que los tubos de recogida de EDTA K2 son el tipo de tubos de recogida de EDTA que estan

validados para su uso con la prueba Xpert HIV-1 VL.

de las muestras

Apartado Descripcién del cambio
Recogida,
transporte y - | g0 sustituido «<EDTA» por «EDTA K2».
conservacion

Limitaciones

Se ha sustituido «La prueba Xpert HIV-1 VL se ha validado solamente para su uso
con plasma con EDTA y ACD. El uso de esta prueba para analizar otros tipos de
muestras pueden dar lugar a resultados inexactos» por «La prueba Xpert HIV-1
VL se ha validado solamente para su uso con plasma con EDTA K2 (incluido PPT-
EDTA) y ACD. El uso de esta prueba para analizar otros tipos de muestras pueden
dar lugar a resultados inexactos».

Asistencia técnica

Se ha actualizado al disefio estandar.

Historial de
revisiones

Se ha actualizado el apartado Historial de revisiones.
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