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DISPOSICiÓN W 3 ,,2 5
Ministerio de Salud

Secretaría de Políticas, Regulación e
Institutos

A.N.M.A.T

BUENOS AIRES " 3 ABR. itlt6

VISTO, el expediente nO 1-47-3110-5439/15-0 del Regisro de la

Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Méd ca y,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma TECNOLAB S.. solicita

modificación para el producto para diagnóstico de uso "in Vitro" deno inado KIT !

DE CAPTURA HIBRIDA II GC DIGENE, autorizados por Certificado NO2 93.

Que a fojas 108 consta el informe técnico producido por el ervicio de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos .r únen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N°

16.463, Y Resolución Ministerial NO 145/98 Y Disposición NO2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferid s por los

Decretos NO 1490/92 Y por el Decreto N° 101/15 de fecha 16 de di iembre de

2015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACION L DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:
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DISPOSICiÓN w .3 9 5
Ministerio de Salud

Secretaría de Políticas, Regulación e
Institutos

A.N. M. A.T

ARTÍCULO 10.- Autorizase a la firma TECNOLAB S.A. las siguientes modificación

1) cambio de domicilio de la planta elaboradora: la planta de laboración

Gaitherersburg (1201, Clopper Road Gaithersburg, Maryland, USA se trasladó a

la planta Germatown ( 19300 Germatown Road, Germatown, Me land, USA

20874 ; 2) cambio de nombre, el cual será Digene HC2 GC-ID DNAte t , versión

2 (Código 5140-1220) para el producto para diagnóstico de us In Vitro

denominado KIT DE CAPTURAHIBRIDA II GC DIGENE.

ARTÍCULO 20.- Dése de baja a los productos autorizados mediante Ce ificado NO

2893 denominados MUESTREADORESCERVICALES y el PANEL DE CONTROL

CT/GC DIGENE( código 5130-116 IVT), manteniéndose la vigencia del iSmo.

ARTÍCULO 30.- Acéptense los nuevos proyectos de rótulos y de

Instrucciones a fojas 34 a 93. Desglosándose las fs. 74 a 93, don

constar las modificaciones descriptas en el artículo 10 precedente.

ARTICULO 40.- Practíquese la atestación correspondiente en el

2893 cuando el mismo se presente acompañado de la fotocopia autent cada de la

presente Disposición.

ARTÍCULO 5°.- Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de I formación

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas no ifíquese al

interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente isposición

junto con la copia de los proyectos de rótulos y Manual de Ins rucciones.

Cumplido, archívese.-

.
',",

Dr. R08ERl'
SubadmlnlstradorNael I

A.N.M.A.T .
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PROYECTO DE RÓTULOS EXTERNOS

digene@ HC2 GC-ID DNA Test, versión 2 (Código del Producto 5140-1220)
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PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS

digene@ HC2 GC-ID ONA Test, versión 2 (Código del Producto 5140-1220)
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Prueba de ADN «áigene@ HC2 GC-ID DNA
Test» I versión 2.0
Un ensayo de microplacas de hibridación de ácido nudeico con amplificación de
señales para la detección quimioluminiscente del ADN de Neisseria gonorrhoeae
(Ge) en especímenes cervicales

Para uso con;

Dispositivo de recolección de ADN «digen~ HC2 DNA Collection Oevies»
Kit de recolección de espedmenes con hisopo vaginal «digene~He Female Swab
Specimen Cellaction Kit»

CAMBIOS CLAVES DE LA REVISiÓN DEL PROSPECTO ANTERIOR
1. Información del fabricante y marca de producto actualizadas.

Esta página se dejó intencionalmente en blanco.

Para uso profesional solamente, por personal de laboratorio capacitado y validado.
Lea estas instrucciones cuidadosamente antes de usar la prueba.

5140.1220
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NOMBRE Y USO INDICADO

La prueba de ADN «digene~ Hybrid Capture~ 2 (HC2) GC-IO ONA Tes!:» es un ensayo de
hibridación de ácido nucleico in vitro con amplificación de señales usando qUimioluminiscencia de
microplacas para la detección cualitativa del AON de Neisseria gonorrhoeae en especimenes
cervicales recolectados usando el dispositivo de recolección de ADN «digene HC2 ONA Collectlon
Oevice,) (cepillo cervical y el medio de transporte de especimenes ~{digene Specimen Transport
Medium» [STM]) o el kit de recolección de especlmenes con hisopo vaginal «digene Hybrid Capture
(HC) Female Swab Specimen Collection Kit») (hisopo OaC"on~ y medio de transporte de
especlmenes digene). La prueba de AON digene HC2 GG-ID está indicada para su uso con
mujeres sintomáticas o asintomáticas como evidencia de infección con Neisseria gonorrhoeae.

Puede usarse la prueba de ADN digene HC2 GC-IO como una prueba autónoma o puede usarse
como una prueba suplementaria a la prueba de ADN «digene HC2 CTfGC DNA TesÍll para la
diferenciación de Neisseria gonorrhoeae en especlmenes que son positivos por la prueba de AON
digene HC2 CT/GC.

Para las pruebas de producción de muestras de arto volumen, puede realizarse la prueba de ADN
digene HC2 GC.IO usando la aplicación de instrumentos del sistema ~<RapidCapture~ System»)
(RCS).

Para uso de diagnóstico in vitre lli[]

?

RESUMEN Y EXPLICACiÓN

Neisseria gonorrhoeae es el agente causativo de gonorrea, una de las enfermedades transmisibles
mas frecuentemente reportadas en los Estados Unidos de Norteamérica. Los Centros para el
Control de Enfermedades (COC, por su sigla en inglés) registraron más de 300,000 casos de esta
infección bacteriana durante 1996.1 Sin embargo, se estima que la mayoría de los casos quedan
sin reportarse debido a un gran número de infecciones inicialmente asintomátlcas y que hay hasta
un millón de nuevos casos anualmente. 2 las infecciones gonOlTeicas asintomáticas son de
particular preocupación no solamente a causa del potencial cada vez mayor de transmisión de
Neisseria gonorrhoeae, sino también a causa de las consecuencias de salud serias enfrentadas
por aquellos individuos que quedan sin tratamiento. Sí bien la mayoria de las Infecciones en los
hombres evoluciona rápidamente para producir sintomas obvios que los llevan a buscar
tratamiento, la incidencia de infecciones asintomáticas en las mujeres es mucho mayor, y las
bacterias frecuentemente quedan sin detectarse hasta el desarrollo de complicaciones serias, tales
como la enfermedad inflamatoria pélvica (PIO).3 En respuesta a estos desarrollos, el COC ha
abogado por el tamizaje de individuos en allo riesgo de forma rutinaria como una medida primaria
para controlar la gonolTea en los Estados Unidos de Norteamérica .•

Neisseria gonorrhoeae son diplococos Gram negativos e inmóviles que tienen requisitos de
crecimiento bastante complejos. Son aerobios, produciendo un crecimiento óptimo a temperaturas
de 35-37" C en presencia de 3-5% de CO2 y ~ 70% de humedad relativa. Se obtiene
tradicionalmente el presunto diagnóstico para Neisseria gonorrhoeae aislando organismos de
cultivos de especlmenes cllnicos y usando una cepa Gram para el examen morfológico. Puede
obtenerse un diagnóstico definitivo con una prueba de oxidasa yfo eatalasa positiva del cu1tivo. La
confirmación adicional de los resultados incluye pruebas de degradación de carbohidratos,
aglutinación y fermentación de azúcares. Pruebas más definitivas y directas para Neisseria
gonorrhoeae incluyen pruebas de detección antigénica y de sonda de ácidos nuclelcos. Se ha
demostrado que un ensayo inmunosorbente con colorante enzimático es tan sensible y especifico
como fa cepa Gram para detectar gonococos en especimenes uretrales masculinos y de orina de
primera micción, pero tiene una senSibilidad reducida cuando se aplica a endoespeclmenes
cervicales. S,6 Ya que la prueba de detección antigénica puede reaccionar de manera cruzada con
las especies de Neisseria comensales y relacionadas 7, solamente se puede usar esta prueba para
el presunto diagnóstico. 3

Más recientemente, se ha usado la detección directa de los ácidos nuclelcos de Neisseria
gononhoeae para evaluar tos especlmenes clinicos. Se ha encontrado que este abordaje es
sensible y especifico para la detección de Neisseria gonorrhoeae en poblaciones de arto riesgo '\ \
usando tanto endoespecimenes uretrales masculinos como cervicales. ~
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REACTJVOS y MATERIALES PROPORCIONADOS

Hay 96 pruebas en un kit de pruebas de ADN digene HC2 GC-ID ~ 5140-1220). El número de
resultados de pacientes variará dependiendo del número de usos por kit:

1 x 0.35 mLColorante indicador
Contiene azida de sodio al 0.05% (wlv).

1 x 50 mL Reactivo de desnaturalización*
Solución de hidróxido de sodio (NaOH) diluida.

1 x 5 mL Diluente de sonda*
Solución amortiguada con azida de sodio al 0.05% (w/v).

1 x 200 'IJL Sonda de GC
Cóctel de sondas de ARN de GC en solución amortiguada.

1 x 2 mL Calibrador negativo.
ADN acarreador en STM con azida de sodio al 0.05% (w/v).

1 x 1 mL Calibrador positivo (PC) de GC •
1.0 pg/mL de AON de GC clonado y ADN acarreador en STM con azida de sodio al
0.05% (wfv).

1 x 1 mL Cl de control de calidad (CT de OC).
5.0 pg/mL de ADN de CT donado y AON acarreador en STM con azida de sodio al
0.05% (wlv).

1 x 1 mL GC de control de calidad (GC de OC).
5.0 pglmL de ADN de GC clonado y ADN acarreador en STM con azida de sodio al
0.05% (wlv).

1 x 1 Microplaca de captura
Cubierta'con anticuerpos hibridos de ARN:ADN policlonales cabríos.

1 x 12 mL Reactivo de detección 1
Anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina a hibridos de ARN:ADN en solución
amortiguada con 0.05% (w/v) de azida de sodio.

1 x 12 mL Reactivo de detección 2
CDP.Starlilcon Emerald 11(sustrato quimioluminiscen1e)

1 x 100 mL Concentrado de la solución amortiguadora de lavado
Contiene azida de sodio al 1.5% (wfv) .

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de ADN dígene HC2 GC-ID que usa la tecnología Hytrid Capture 2 es un ensayo de
hibridación de ácidos nucleicos con amplificación de señales que utiliza la detección
quimioluminiscente de miaoplacas. Los especimenes que contienen el ADN blanco se hibridan con
un cóctel de sondas de ARN de GC especifico. Se capturan los hibridos de ARN:ADN resultantes
en la superficie de un micropozo cubierto con anticuerpos especificos para hlbridos de ARN:ADN.
Posterionnente se reaccionan los híbridos inmovilizados con anticuerpos conjugados con fosfalasa
alcalina especificos para los híbridos de ARN:ADN. y detectados con un sustrato
quimioluminiscente. Se conjugan varias moléculas de fosfatasa alcalina a cada anticuerpo.
Múltiples anticuerpos conjugados se unen a cada híbrido capturado dando como resultado una
amplificación sustancial de señales. Confonne el sustrato es segmentado por la fosfatasa alcalina
unida, se emite luz, la cual se mide como unidades relativas de luz (URL) en un luminómetro. La
intensidad de la luz emitida denota la presencia o ausencia de ADN blanco en el espécimen. Una
medición de URL igualo mayor a una razón especificada al valor de corte (CO) positivo indica la
presencia de ADN de GC en el espécimen. Una medición de URL menor a una razón especificada
al valor de corte positivo indica la ausencia de ADN de GC o niveles de ADN de GC por debajo del
limite de detección del ensayo.

El cóctel de sondas de GC contiene una mezcla de sondas específicamente escogida para eliminar
o minimizar la reactividad cruzada con las secuencias de ADN de células humanas, u otras
especies bacterianas, o la especie Neísserla aparte de Neisserla gonorrhoeae. El cóctel de sondas
de GC suministrado con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID es complementario a
aproximadamente 9.700 bp ó 0.5% del AD genómico de Neissarla gonorrhoeae (1.9 x 106 bp). e
Una sonda es complementaria al1 00% del plásmido críptico de 4200 bp.

Pueden realizarse pruebas de producción de muestras de alto volumen con la prueba de ADN
dígene HC2 GC-ID utilizando un sistema de pipeteado y dilución automatizado de uso general
referido como el sistema «Rapid Capture System), (RCS). Este instrumento, que usa una aplicación
específica a la prueba de ADN digene HC2 GC-ID, procesa. hasta 352 especímenes en ocho horas.
Para dar la posibilidad de pruebas de producción de muestras de alto volumen, lodas las etapas
del procedimiento del ensayo son realizadas por el RCS, con excepción de la desnaturalización de
especímenes, detección de señales quimioluminiscente, y el reporte de resultados.

1 uso'" 88 resultados de pacientes
2 usos'" 80 resultados de pacientes

3 usos'" 72 resultados de pacientes
4 usos = 64 resultados de pacientes ,

4

• Véase la sección Afertas y precauciones de este inserto para infonnación de salud e inocuidad.
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GLOSARIO DE SiMBOLOS MATERIALES REQUERIDOS MAS NO SUMINISTRADOS

.-.

[RXONLYI
«Bajo prescripción solamente»
Precaución: las leyes federales de EE.UU. restringen este dispositivo para su venta por o a nombre
de un médico.

Equipo de diagnóstico in vitro y accesorios del sistema Hybrid Capture A

Sistema «digene Hybrid Capture 2 System)) (en lo sucesivo, denominado como «sistema digene
HC2))), consistente en un luminómelro aprobado por QIAGEN (en lo sucesivo, denominado como
«Iuminómetro))), computadora personal y periféricos para computadora aprobados por QIAGEN
(monitor, teclado, ratón, impresora y cable de impresora), el software del sistema «digene HC2
System Software" (en lo sucesivo, denominado como «software de análisis del ensayo digene))),
los protocolos de ensayo para GC-IO del sistema «digene HC2 System Assay Protocols for GC-
ID»), el software de placas «LumiCheck Plate Software}), y la guía de usuario del sistema «digene
Hybrid CapturefJ 2 System User Guide»; o el equipo listado anteriormente y el software cualitativo
«digene Qualitative Software)) versión 1.3 ó anterior (en lo sucesivo, denominado como «software
de análisis del ensayo digenen) y el manual de usuario del software cualitativo «dígene Qualitative
Soflv.'are User Manual»

Agitador giratorio I del sistema «Hybrid Capture Syslem Rotary ShaKer h,
Calentador de microplacas I del sistema (Hybrid Capture System Microplate Heater h)
Lavador - o aparato de lavado - de placas automatizado del sistema «Hybrid Capture System
Automated Plate Washer -or Wash Apparatus})
Tubo murtiespecimenes Vortexer 2 del sistema «(Hybrid CaptureSyslem Multi-Specimen Tube
Vortexer 2): gradilla para especimenes y tapa para gradilla «digene Specimen Rack and Rack
Ud}) (opcional)B

Pipeta y soporte «EXPANO-4 Pipettor and Stand), (opcional) e
Dispositivo de recolección de AON (digene HC2 ONA COllecti.on Oevice)} (consiste en cejilla
cervical y medio de transporte de especlmenes «digene SpeClmen Transport Me<llum»)
Kit de recolección de especlmenes con hisopo vaginal «digene He Female Swab Specimen
Collection Kit, (consiste en 2 hisopos Dacron y medio de transporte de especimenes digene) o
Dispensador de sellador de tubos y dispositivo de corte (opcionales, usados con el tubo
multiespeclmenes Vortexer)
Sistema «Rapid Capture System" (opcional para pruebas de producción de muestras de alto
volumen) E

Tubos de recolección de especlmenes
Gradilla para tubos de recolección de especimenes (para ajustar los tubos de recolección de
especlmenes)
Gradilla de tubos de especímenes
Microplaca de hibridación
Tapas para microplacas
Tiras para microplacas vacías (disponibles de Costar, modelo #2581): opcional para uso con el
lavador de placas automatizado
Puntas para pipeta exlralargas para remoción de espécimen
Tapa roscas de tubos de recolección de especímenes
ReselVorios de reactivos desechables
Pelicula selladora de rubos «DuraSealfJ Tube Sealer Film))
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Equipo y accesorios para uso general de laboratorio
Baño maría a 65 :l: 2. e de suficiente tamaño para sujetar ya sea una gradilla para tubos de
multiespeclmenes Vortexer (36 x 21 x 9 cm) o dos gradillas para especlmenes (cada uno 31.7 x
15.2 x 6.4 cm)
Microcentrífuga (opcional para centrifugar viales de sondas para obtener un volumen de sondas
máximo)
Mezcladora de vértice con accesorio de copa
Micropipeta de un solo canal; configuraciones variables para volúmenes de 20-200 IJL Y 200-1000
,L
Pipeta de desplazamiento positivo repetidora, como pipeta Eppendorr Repeaterl'<
Pipeta de ocho canales. con capacidad de suministro de 25.75 jJL \t\ ,
Temporizador .•• '\j

~~6



1. MANEJE TODOS LOS ESPECIMENES DEL ENSAYO Y MATERIALES DESECHADOS COMO
SI FUESEN CAPACES DE TRANSMITIR AGENTES INFECCIOSOS. Deberán manejarse los
especimenes de los pacientes en el nivel 2 de BSL como es recomendado para cualquier
especimenes sérico o sanguineo humano potencialmente infeccioso en el manual de CDC~NIH,
Biosafefy in Microbiological and Biomedical Laboratories, 3- edición, 1993, pp. 10- 13 y el
lineamiento M29-A aprobado por Clinical and Laboratory Standards InstituteINCCLS, Protection
of Laboratory Workers from Instrument Biohazards and Infectious Diseasa Transmitted by Blood,
Body Fluids, and Tissue {Protección de trabajadores de laboratorio de biopeligros del
instrumental y enfermedades infecciosas transmitidas por sangre, liquidas corporales y tejido].

ALERTAS Y PRECAUCIONES

LEA TODAS LAS INSTRUCCIONES CUIDADOSAMENTE ANTES DE USAR LA PRUEBA.
Remitase al Glosario de simbolos para explicaciones de los simbolos usados en el etiquetado.

Precauciones de seguridad

2. No pipetee por la boca.
3. No fume, coma o beba en áreas donde se manejen reactivos o especimenes.
4. Use guantes libres de polvo desechables mientras manipule reactivos o especimenes. Lávese

las manos completamente después de realizar la prueba.
Todos los materiales usados en este ensayo, incluyendo los reactivos y especfmenes, deberán
desecharse de una manera que ¡nactiven los agentes infecciosos de conformidad con la
normatividad nacional y local.
Residuos sólidos: Autoclave.
Residuos liquidas: Agregue hipoclorito de sodio a una concentración final de 0.5% (dilución

1:10 de blanqueador de uso doméstico). Permita 30 minutos para una
descontaminación antes de la disposición. 3-4,35

6. DERRAMES: limpie y desinfecte todos los derrames de especimenes usando un desinfectante
tuberculocidal, tal como el hipoclorito de sodio al 0.5%, u otro desinfectante idóneo. Deberán
neutralizarse y secarse con trapo los derrames que contengan base y posteriormente deberán
limpiarse las áreas con derrame con una solución de hipoclorito de sodio al 0.5%.

7. Deberá cubrirse el área limpiada con material absorbente, saturado con una solución de
hipoclorito de sodio al 0.5% y dejarse reposar durante por lo menos 10 minutos. Puede usarse
una cubierta o charola de vidrio o plástico para reducir la exposición a humos.

8. Trate todos los materiales de limpieza como residuo nocivo y deseche de confonnidad
con la nonnatividad nacional y local.

Solución de hipodorito de sodio, 5% v/v (o blanqueador de uso doméstico)
Parafilm" o equivalente
Puntas para pipeta con barrera de aerosol desechables para pipeta de un solo canal (20 a 200 IJLY
200-1000 IJL)
Puntas desechables para pipeta Eppendorf Repeater (25 y 500 IJL)
Puntas desechables para pipeta de ocho canales (25 a 200 IJL)
Toallas Kimtowels~ o toallas de papel con poca pelusa equivalentes
Cubierta de mesa de trabajo desechable
Guantes libres de polvo
Tapa de ajuste a presión de 5 mL y/ó 15 mL,lubos de polipropileno de fondo redondo (para la
dilución de sondas)
Tubos de microcentrifuga de polipropileno de 2.0 mL con tapas

" Solamenteel equipo y los accesoriosvalidadoscon pruebasde ADN «digene HC2CTIGCDNATests»
están disponiblesde QIAGEN.Remitasea un representantede QIAGENlocal.

B Tambiénse requierepara su usocuandorealice la aplicaciónde RCSsemiautomalizada.
c Artículope~onalizado. Puedenusa~e otraspipetasmulticanalesexpansiblespe~Oflalizadas,un espacio
para la puntapropordonadode 3.2 cmes lograblecuandose expande.De formaalternativa,puedeusarse
una pipetade un solo canalcapazde pipetear75 1Jl.

o Se establecieronlas caracteristicasde desempei'iode la pruebade ADNdil}fJneHC2GC-IDsolamentecon
los kits de recolecd6n indicados.

E Remítasea la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para instruccionesespecíficaspara el usode ese 5.
sistemapara pruebasde producciónde muestrasde alto volumencon este ensayo.

8 9

MARISOL
BlOQUIM1CA -
DT - TECNOL

SINO
N.9483
B S.A.



_u__

PRUEBAS AUTOMATIZADAS CON Res

Remítase al Manual de usuario del sistema Rapid Capture para Alertas y precauciones adicionales
especificas para el uso de ese sistema para pruebas de producción de muestras de alto volumen.

DECLARACIONES DE SEGURIOAD y RIESGOS PARA COMPONENTES

Se aplican las siguientes frases de riesgos y seguridad a los componentes del kit de prueba de ADN
«digene He2 GC-1D»:

Concentrado de la solución amortiguadora de lavado
~ Contiene: azida de sodio. ¡Alerta! Dañino si se traga. Dañino para la vida acuática
"'Y" con efectos de larga duración. EVite que se libere al medio ambiente. Deseche el

contenidofconlenedor a una planta de desechos residuales aprobada.

Reactivo de desnaturalización
A Contiene: hidróxido de sodio. ¡Peligro! Causa quemaduras severas a la piel y daños
V a los ojos. Puede ser corrosivo a metales. Deseche el contenido/contenedor a una

planta de desechos residuales aprobada. SI SE ENCUENTRA EN LOS OJOS:
enjuague cuidadosamente con agua por varios minutos. Quítese las lentes de
contacto. si están presentes y es fácil de hacer. Continúe enjuagando. SI SE
ENCUENTRA EN LA PIEL (o el cabello): quítese inmediatamente toda la ropa
contaminada. Enjuague la piel con aguafregadera. Llame inmediatamente a un
CENTRO TOXICOlÓGICO o doctor/médico. Almacene con seguro. Use guantes
protectoresfropa protectora/protección para los ojos/protección para el rostro.

Diluente de sonda#.- Contiene: ácido acético; ácido poliacrílico. iPeligro! Causa quemaduras severas a la
V piel y daños a los ojos. Deseche el contenido/contenedor a una planta de desechos

residuales aprobada. SI SE ENCUENTRA EN lOS OJOS: enjuague
cuidadosamente con agua por varios minutos. Quítese las lentes de contacto. si
están presentes y es fácil de hacer. Continúe enjuagando. SI SE ENCUENTRA EN
LA PIEL (o el cabello): quítese inmediatamente toda la ropa contaminada. Enjuague
la piel con agua/regadera. Llame inmedíatamente a un CENTRO TOXICOlÓGICO o
doctorfmédico. Almacene con seguro. Use guantes protectoresfropa
protectora/protección para los ojosfprotección para el rostro.

Calibrador positivo de CGC
¡Alerta! Causa irritación leve a la piel. Si ocurre irritación en la piel: obtenga consulta/atención médica.

Control de calidad de Cl
¡Alerta! Causa irritación leve a la piel. Si ocurre irritación en la piel: obtenga consulta/atención médíca.

Control de calidad de GC
¡Alerta! Causa irritación leve a la piel. Si ocurre irritación en la piel: obtenga consulta/atención médica.

Calibrador negativo
¡Alerta! Causa irritación leve a la piel. Si ocurre irritaci6n en la piel: obtenga consultafatención médica.
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MÁS INFORMACiÓN

Hojas de datos se seguridad: YMW.qiagen.comfsafeiy

PRECAUCIONES DE MANEJO

1. Para uso de diagnóstico in vitro solamente.
2. Cepillo cervical para uso con mujeres no embarazadas solamente.

3. No use los reactivos más allá de la fecha de caducidad en el marbete de la caja externa.

4. Se han probado estos componentes como una unidad. No intercambie los componentes de
otras fuentes o de distintos lotes.

5. Los ácidos nucteicos son muy sensibles a la degradación medioambiental de las nucteasas.
Las nucleasas están presentes en la piel humana y en las superficies o materiales manejados
por humanos. Limpie y cubra las superficies de trabajo con almohadillas desechables y use
guantes libres de polvo cuando realice todas las etapas del ensayo.

6. Deberá tenerse cuidado en prevenir la contaminación de la microplaca de captura y el reactivo
de detección 2 con fosfatasa alcalina exógena durante la realización del ensayo. Las
sustancias que pueden contener fosfatasa alcalina incluyen el reactivo de detección 1, las
bacterias, saliva, cabello y aceites de la piel. Cubrir la microplaca de captura después de la
etapa de lavado y durante la etapa de incubación del reactivo de detección 2 es
especialmente importante porque la fosfatasa alcalina exógena puede reaccionar con el
reactivo de detección 2, produciendo resultados falsos positivos.

7. Proteja el reactivo de detección 2 de la exposición prolongada a la luz directa. Use el reactivo
inmediatamente después de dividir en partes alícuotas y evitar la luz solar directa.

8. Deberá tenerse cuidado en suministrar los volúmenes correctos de reactivos a los tubos de
reacción y microplacas en todas las etapas y mezclar bien después de cada adición de
reactivo. Deberá iniciarse la pipeta repetidora por anticipado del suministro de reactivo y
verificarse por burbujas de aire grandes de forma periódica. Cantidades excesivas de burbujas
de aire grandes en la punta de la pipeta repetidora pueden causar un suministro inexacto y
pueden evitarse llenando la pipeta, dispensando todo el líquido y rellenando. Véanse los
manuales de instrucciones de las pipetas para indicaciones especificas de uso.

9. Deberá realizarse un pipeteado de mutlicanales usando la técnica de pipeteado reverso para
dispensar los reactivos de detección 1 y 2. Verifique cada punta de pipeta en la pipeta de
multicanates para un ajuste y llenado apropiados. Véanse las indicaciones de uso especificas.

10. Deberá tenerse cuidado durante el lavado para asegurar que cada micropozo se lave
completamente. El lavado inadecuado dará como resultado un fondo incrementado y puede
causar resultados falsos positivos. La solución amortiguadora de lavado residual en los pozos
puede dar como resultado una señal reducida o una pobre reproducibllidad.

11. Permita 60 minutos para que el calentador de microplacas I se equilibre a temperatura desde
un inicio frio. No permitir este periodo de calentamiento podria dar como resultado que se
derrita la microplaca de hibridación. Consulte el Manual del operador del calentador de
microplacas I para detalles.
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PREPARACiÓN Y ALMACENAMIENTO DE lOS REACTIVOS

3. Todos los reactivos proporcionados están lisias para usarse, excepto el reactivo de
desnaturalización, la mezcla de sondas de GC y la solución amortiguadora de lavado.

1. Al recibir, conserve el kit a 2-80 C.

2. No se use después de la fecha de caducidad indicada junto al símbolo ~ en el marbete de la
caja externa o la fecha de caducidad de los reactivos preparados (véase a continuación).

Remítase a la Guía de usuario del sistema Rapld Capture para la preparación de la mezcla de
sondas de OC, la solución amortiguadora de lavado, el reactivo de detecci6n 1 y el reactivo
de detección 2, ya que esas Instrucciones son específicas para el uso de ese sistema para
pruebas de producción de muestras de alto volumen.

1 L
2L
3L

Volumen de la
sonda *

966.7 mL
1,933.4 ml
2,900.0 mL

sonda para preparar [a mezcfa de la sonda.
No. de Volumen del

pruebas!tiras diluente de sonda

96/12 4~0mL 160.0 IJL
7219 3.0 mL 120.0 lJL
4S/6 2.0 mL SO.O IJL
24/3 1.0ml 40.01JL

Por pozo 0.04SmL 1.SlJl

• Estos valores incluyen el volumen extra recomendado.

Pipetee la sonda en el diluente de sonda colocando la punta de la pipeta
contra la pared interna del tubo justo por encima de! menisco y expulsando
el contenido. No sumerja la punta en el diluente de sonda.

Coloque en vórtice durante por lo menos cinco segundos a velocidad
máxima para mezclar completamente. Debe producirse un vórtice visible.
Etiquete como mezcla de sondas de GC y manténgase en un contenedor
sellado hasta que está lista para su uso. Deberá desecharse la mezcla de
la sonda no usada.

Nota: es muy importante dejar prendido siempre el lavador automatizado de
placas en todo momento. Esto pennite que se realice el enjuague de
mantenimiento después de ocho horas de inactividad.

Antes de cada corrida del ensayo, asegurese de que el reservorio residual
del lavador automatizado de placas esté vacio y el reservona de enjuague
esté lleno con agua destilada o desionizada.

Véase el Manual de! operador de! lavador automatizado de placas para
instrucciones adicionales de cuidados y mantenimiento.

De fonna alternativa, para el lavado manual:
• Diluya 100 mL del concentrado de la solución amortiguadora de lavado con 2.9

L de agua destilada o desionizada en el aparato de lavado y mezcle bien (el
volumen final deberá ser de 3 l).

r;¡S~ol"'"~';~Ó";;--'OPOROEOP~AOR~E~D~U~R¡¡A'N¡¡TTE"LA"E"T~A~P~A¡nD"E'C~A~piiT"U¡¡R~A¡:,----------'
amortiguadora Para el lavador automatizado de placas del sistema Hybrid Capture, puede
de lavado prepararse la solución amortiguadora de lavado como se describe a continuación

y almacenarse en un contenedor limpio y cerrado o prepararse 1 l a la vez y
colocarse en los reservorios del lavador automatizado de placas. Véase la tabla a
continuación para los volúmenes de mezcla.

Alerta: el concentrado de la solución amortiguadora de lavado es tóxico por
¡ngesta. Use ropa protectora, guantes y protección para los ojos/rostro
idóneos. Para minimizar la exposición, agregue agua al concentrado
de la solución amortiguadora de lavado cuando se prepare.

Cantidad de Cantidad de Volumen final de
concentrado de agua destilada o la solución

solución desionizada amortiguadora de
amortiguadora de lavado

lavado
33.3 ml
66.6 mL

100.0 mL

Nota: deberá tenerse mucho cuidado en esta etapa para prevenir una
contaminación de RNasa de la sonda y la mezcla de sondas. Use puntas
de pipeta con barrera de aerosol para pipetear la sonda. El diluente de la
sonda es viscoso. Deberá tenerse cuidado en asegurar una mezcla
completa cuando se prepare la mezcla de sondas de GC. Un vórtice
visible debe fonnarse en el liquido durante la etapa de mezcla. Una
mezcla incompleta puede dar como resultado una señal reducida.

Centrifugue el vial de la sonda de GC brevemente para llevar el liquido al
fondo del vial. Golpee suavemente el tubo para mezclar.

Determine la cantidad de mezcla de la sonda requerida (25 IJUprueba). Se
recomienda que la mezcla de la sonda extra se haga para justificar el
volumen que puede perderse en las puntas de pipeta o en el costado del
vial. Remítase a los volúmenes sugeridos listados a continuación. El número
más pequeflo de pozos recomendado para cada uso es de 24. Si se desean
menos de 24 pozos por corrida, puede reducirse el número total de pruebas
por kit debido a volúmenes limitados de sonda y de diluente de sonda.

Pase la cantidad requerida de diluente de sonda a un contenedor
desechable nuevo. Dependiendo del número de pruebas, se recomienda un
tubo de polipropileno de fondo redondo con tapa a presión de
5 mL ó 15 mL. Haoa una dilución 1:25 de la sonda de GC en el diluente de

IMPORTANTE: ALGUNAS VECES LA SONDA SE QUEDA ATRAPADA EN
LA TAPA DEL VIAL.

Método de oreoaración de reactivos
Reactivo de PREPARE PRIMERO:
desnaturalización Agregue cinco gotas de colorante indicador a la botella de reactivo de

desnaturalización y mezcle completamente. El reactivo de desnaturalización
deberá ser de un color púrpura oscuro y uniforme.

Una vez preparado. el reactivo de desnaturalización está estable por tres
meses cuando se conserve a
2_80 C. Etiquételo con la nueva fecha de caducidad. Si se desvanece el color,
agregue tres gotas adicionales de colorante indicador y mezcle completamente
antes de usarse.

Alerta: el reactivo de desnaturalización es corrosivo. Use ropa protectora,
guantes y protección para los ojos/rostro idóneos. Tenga cuidado
cuando se maninule.

PREPARE DURANTE LA INCUBACION DE DESNATURALlZACION DE
ESPECíMENES:

Mezcla de
sondas de GC
(preparada de los
reactivos de
sondas de GC y
diluente de
sondas)
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• Cierre el contenedor para prevenir una contaminación o evaporación.

Una vez preparada, la solución amortiguadora de lavado está estable por tres
meses a 2-25" C. Etiquétela con la fecha de caducidad nueva. Si se ha
refrigerado la soludón amortiguadora de lavado, equilibre a
20-25" C antes de su uso.

Se recomienda que el aparato de lavado y la tubería se limpien con solución al
0.5% de hipoclorito de sodio y se enjuague completamente con agua destilada o
des ionizada una vez cada tres meses para prevenir una posible contaminación de
fosfatasa alcalina presente en bacterias y mohos.

Volumenes Ilara reactivos listos nara usarse
Reactivo de INMEDIATAMENTE ANTES DE SU USO:
dete~ción 1 'f Mezcle el reactivo completamente, posteriormente mida con cuidado el volumen
reactiv~. de apropiado del reactivo de detección 1 ó reactivo de detección 2 en un reservaría
detecclon 2 de reactivos limpio siguiendo los lineamientos mostrados a continuación. Para

evitar contaminadón, NO DEBEN regresarse estos reactivos a las botellas
originales: deseche el material no usado después de su uso. Si no se está
usando una pipeta de ocho canales, puede sustituirse a la pipeta repetidora. En
este caso, deberán hacerse las partes alicuotas del reactivo en un tubo de
polipropileno eletamaño apropiado.

RECOLECCiÓN Y MANEJO DE ESPECíMENES

los especímenes cervicales recolectados y transportados usando el dispositivo de recolección de
ADN digene HC2 (cepillo cervical y medio de transporte de especímenes digene) o el kit de
recolección de especímenes con hisopo vaginal digene HC (hisopo Dacron y medio de transporte
de especímenes digene) son los únicos especímenes recomendados para su uso con la prueba de
ADN digene HC2 GG-ID. NO se han calíficado para su uso los especímenes tomados con otros
dispositivos de muestreo o transportados en otros medios de transporte con este ensayo. Deberán
recolectarse los especlmenes cervicales antes de la aplicación de ácido acético o yodo si se está
realizando un examen colposc6pico. No debe quitarse el dispositivo de recolección de
especímenes del tubo que contiene el medio de transporte de especímenes digene antes de
volver a poner la tapa y después de la recolección.

Pueden retenerse los especimenes por hasta dos semanas a temperatura ambiente y embarcarse
sin refrigeración al laboratorio de análisis. Deberán embarcarse los especímenes en un contenedor
aislado usando ya sea un proveedor de paquetería de un dia para otro o de 2 días. En el
laboratorio de análisis. deben conservarse los especímenes a 2.8" C si debe realizarse el ensayo
dentro de una semana. Si se realiza el ensayo después de una semana, conserve los especímenes
a -20" C por hasta tres meses. Se ha adícionado un conservador al medio de transporte de
especímenes digene para retardar el crecimiento bacteriano y re1ener la integridad del AON. No
está indicado para conservar la viabilidad de organismos o células.

<,"

No. de
pruebasltiras

96/12
72/9
48/6
24/3

1 prueba
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Volumen del
reactivo de

detección 1 ó 2
Contenido de la

botella
7.0ml
5.0ml
3.0ml
0.125 ml
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La estabilidad de los especlmenes por dos semanas a temperatura ambiente, más una semana
adicional a 2-8" C, se basa en pruebas internas de 90 especímenes clínicos simulados. Estos 90
especímenes induyeron 40 que contenían bajas concentraciones de organismo de GC (en o casi el
límite de detección IlOO, por su abreviatura en inglés] del ensayo), 35 que eran especfmenes
moderadamente positivos (aproximadamente 2-5 veces el lOO), y cinco especímenes positivos
allos que excedíeron 10 veces ellOD. los 10 especimenes restantes fueron negativos para GC.
No obstante, cinco contenían un alto nivel de organismo de Cl. Se basan los estimados de
desempeño para el ensayo en especímenes conservados a 2.8" C o congelados y probados dentro
de 1-2 semanas de la recolección.

Notas:
1. Para que se desprendan las tapas, los especfmenes que se embarcan o conservan congelados:

Cubra las tapas con Parafilm antes de embarcar los especímenes previamente congelados.
Pueden embarcarse los especlmenes congelados o a 15-30" C.

Cuando quite los especímenes del congelador para pruebas, sustituya las tapas
inmediatamente con tapa roscas de tubos de recolección de especímenes.

2. No debe usarse el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 para mujeres embarazadas.
Recolede los especimenes de mujeres embarazadas usando el kit de recolección de
especímenes con hisopo vaginal digene HC solamente.
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Nota: el software de análisis de ensayos dígene evaluará tanto los resultados del calibrador como
de control de calidad con base en su ubicación en la placa para verificar la corrida del
ensayo. La colocación apropiada de los calibradores y controles de calidad y la selección
del protocolo de software apropiado es esencial para resultados válidos.

guia del usuario del software de análisis de ensayos digene aplicable para la instalación
apropiada del calibradorfespécimen en el software.

6. Se consideran potencialmente infecciosas las tapas quitadas de los tubos de especimenes.
Deseche de conformidad con la normatividad local, estatal y federal.

3
Espec.9
Espec. 10
Espec.11
Espec. 12
Espec. 13
Espec. 14
Espec. 15
Espec. 16

1
NC
NC
NC
pe
pepe

CT de QC
GC de QC

Fila
A
B
C
D
E
F
G
H

DISTRIBUCiÓN DE EJEMPLO PARA UNA CORRIDA DE 24 MICROPOZOS:
Columna

2
Espec.1
Espec.2
Espec.3
Espec.4
Espec.5
Espec.6
Espec.7
Espec.8

Desnaturalización
Notas:

Alerta: el reactivo de desnaturalización es corrosivo. Use ropa protectora, guantes y
protección para los ojosfrostro idóneos. Tenga cuidado y use guantes libres de polvo cuando
manipule.

Importante: algunos especimenes pueden contener sangre u otro material biológico que
puedan ocultar los virajes de color en la adición del reactivo de desnaturalización y la mezcla
de la sonda. los espec1menes que muestren un color oscuro antes de la adición del reactivo
de desnaturalización pueden no dar los virajes de color apropiados en estas etapas. En estos
casos, no mostrar el viraje de color apropiado no afectará los resultados del ensayo.

No quite el dispositivo de recolección de especímenes antes de la desnaturalización.

Durante la etapa de desnaturalización, asegúrese de que el nivel de agua en el baño maria
sea adecuado para sumergir todo el volumen de espécimen en el tubo.

Pueden prepararse los especimenes hasta la etapa de desnaturalización y conservarse a 2-
8" C de un día para otro o conservarse a -20. C por hasta tres meses. Puede realizarse un
máximo de tres ciclos de congelación-descongelación con un máximo de dos horas a
temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelación. Mezcle bien antes de usarse.

Pueden prepararse los calibradores y controles de calidad hasta la etapa de
desnaturalización y conservarse a 2.8" C de un dia para otro, mas no pueden congelarse.

Para evitar resultados falsos positivos, es crítico que todo el material de calibradores,
controles de calidad y espec[menes se ponga en contacto con el reactivo de
desnaturalización. la mezcla después de la adición del reactivo de desnaturalización es una
etapa crítica: asegúrese de que el Vortexer de tubos multiespeclmenes esté puesto a
100 (velocidad máxima) y que se observe un vórtice visible de liquido durante la
mezcla de tal fonna que el líquido lave toda la superficie interna del tubo. Si se realiza
un vórtice manual, asegúrese de que cada calibrador, control de calidad y espécimen
se mezcle Individualmente poniendo en vórtice cada uno durante por lo menos cinco
segundos a máxima velocidad de tal fonna que el vórtice del liquido lave toda la
superficie interna del tubo seguido de la inversión del tubo una vez.

los especimenes pueden contener agentes infecciosos y deberán manejarse como
corresponda. Puede realizarse manualmente la prueba de ADN digene HC2 GC-ID como se
instruyó en estas instrucciones de uso o usando el instrumento del sistema Rapid Capture para
pruebas de producción de muestras de alto volumen.

Preparación
1. Deje que se equilibre 60 minutos el calentador de microplacas I a 65 :t 2" C desde un inicio fr[o.

Consulte el.Manual del operador del calentador de microplacas I para detalles.

2. Quite los especlmenes y todos los reactivos requeridos del refrigerador antes de comenzar el
ensayo. Deje que alcancen 20-25° C por 15-30 minutos.

3. Use el software de análisis del ensayo digene con los protocolos de ensayo digene para GC-1D
para crear el archivo de distribución de placas. Consulte la guía de usuario del software de
análisis del ensayo digene aplicable para detalles.

4. Deben prepararse frescos los calibradores y controles de calidad para cada corrida. Mezcle los
calibradores y los controles de calidad bien. Si se usa el Vortexer de tubos multiespecimenes,
quite 500 IJl de cada uno en los tubos de recolección de especimenes vacios apropiadamente
etiquetados. De forma altemativa, quite 200 IJl de cada uno en tubos de microcentrifuga de
polipropileno de 2 ml apropiadamente etiquetados.

5. Quite y deseche las tapas de los callbradores, controles de calidad y especímenes a probar.
Deben probarse PRIMERO los calibradores negativos y positivos por triplicado para cada
lote de especímenes probados. Deberán probarse uno por uno Jos controles de calidad y los
especimenes. Deberán correrse los calibradores, controles de calidad y especimenes en una
configuración de columna de 8 micro pozos, de tal forma que se coloquen los duplicados del
calibrador negativo (NC, por su abreviatura en inglés) en A1, 81, C1; el calibrador positivo (PC,
por su abreviatura en inglés) en D1, E1. F1; CT de QC en G1; GC de QC en H1; luego los
especímenes comenzando en A2. Vease la distribución de ejemplo a continuación. Consulte la

Cuando use el sistema Rapid Capture, remitase a la Guía de usuario del sistema Rapid
Capture proporcionada con el instrumento, además de estas instrucciones de uso, para la
información de procedimientos y descriptiva necesaria,

Método manual

Pruebas de producción de muesuas de alto volumen usando la aplicación RCS
El sistema Rapid Capture es un sistema de pipeteado y dilución automatizado de uso general que
puede usarse con la prueba de ADN dígene HC2 GC.ID para pruebas de producción de muestras
de alto volumen. Este sistema maneja hasta 352 especimenes en ocho horas, incluyendo un
período de 3.5 horas durante el cual no se requiere la intervención del usuario; pueden generarse
hasta 704 resultados de especimenes en 13 horas. Se realiza la desnaturalización de los
especímenes en la preparación para pruebas independientemente del RCS, en el tubo de
recolección primario, como se hace para el método manual de la prueba de ADN digene HC2 GC.
ID descrita a continuación, antes de colocarse en la plataforma del RCS. Además, se realizan la
detección de señales quimioluminiscentes y el reporte de resultados usando el sistema de
luminómetros fuera de linea común tanto para el método manual como del RCS. Se realiza cada
una de las etapas de procedimiento de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID en la secuencia
exacta que el procedimiento de pruebas manuales. La aplicación del RCS permite el
procesamiento escalonado de hasta cuatro microplacas, cada placa conteniendo especímenes y
los calibradores y controles de calidad del ensayo requeridos. Ya que los accesorios requeridos
para la prueba de ADN digene HC2 GC.ID y las etapas del procedimiento son iguales, también
puede realizarse el ensayo manualmente como se describe en la siguiente sección.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBAS
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2. Mezcle los especimenes usando uno de los dos métodos a continuación.

Método de Vortexer de tubos multiesoeclmenes
a) Cubra los tubos de calibradores/controles/especimenes con la película selladora de tubos

DuraSeal jalando la película sobre los tubos en la gradilla.
b) Coloque la tapa de la gradilla sobre los tubos cubiertos con película y asegure en el lugar con
los dos clips laterales. Corte la película con el dispositivo cortador.

c) Coloque la gradilla en el Vortexer de tubos mulliespecimenes y asegure la gradilla con la
abrazadera. Verifique que la configuración de velocidad esté en 100 (velocidad máxima), y
gire el interruptor de energia del vortexer a la posición de «oOl} (prendido). Coloque en el
vórtice los tubos por 1Osegundos.

Después de la desnaturalización e incubación, ya no se consideran infecciosos los
especímenes 17, Sin embargo, el personal de laboratorio deberá aun acatar las precauciones
universales prácticas,

1, Pipetee el reactivo de desnaturalización con colorante indicador en cada calibrador, control de
calidad o espécimen usando una pipeta repetldora o ajustable. Tenga cuidado en no tocar los
costados del tubo o podna ocurrir una contaminación cruzada de especímenes. El volumen de
reactivo de desnaturalización necesario es equivalente a la milad del volumen de espécimen.
Se lista el volumen exacto para cada tipo de calibrador, control de calidad y espécimen en la
tabla a continuación.

Diluya el reactivo de desnaturalización restante en la botella antes de su disposición.
Deseche de confonnidad con la nonnatividad local, estatal y federal.

Hibridación
Notas:

Es viscosa la mezcla de sondas de GC. Deberá tenerse cuidado en asegurar una mezcla
completa y que la cantidad requerida se dispense completamente en cada micropozo de
hibridación. Véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos.

Si se ha conservado el espécimen desnaturalizado a ~20° e, enlonces permita que se
descongele el espécimen a
20-25° C, y coloque en vórtice completamente el espécimen antes de proceder con la
hibridación.

Precaliente el calentador de microplacas I a 65 :l::2° C por 60 minutos antes de su uso. Véase
el Manual del operador del calentador de microplacas I para más instrucciones, como sea
necesario.

1. Obtenga y etiquete una microplaca de hibridación.

2. Quite los calibradores, controles de calidad y especímenes del baño maría después de la
incubación. Si se está usando el Vortexer de tubos multiespecímenes, coloque en vórtice toda la
gradilla por un mínimo de cinco segundos en la configuración de velocidad máxima. De forma
alternativa, coloque en vórtice cada tubo de forma individual durante por lo menos 5 segundos.

3. Pipetee 75 ~L de cada calibrador, control de calidad o espécimen en el fondo del micropozo de
hibridación después de que se haya creado la plantilla bajo Preparación. Evite tocar los
costados de los pozos y limite la formación de burbujas. Use una punta de pipeta extralarga y
limpia para cada transferencia para evitar la contaminación cruzada de calibradores, controles
de calidad o especímenes. No es necesario quitar el dispositivo de recolección de especímenes
del tubo de transporte de especímenes. Puede ponerse la tapa a los espec[menes
desnaturalizado con las tapas roscas para lubos de recolección de especimenes y almacenarse
con los dispositivos de recolección de especímenes que queden en los tubos.

Pueden ocurrir resultados falsos positivos si no se transfieren cuidadosamente las
partes alicuotas de especímenes. Durante la transferencia del espécimen. no toque
la punta de pipeta al Interior del tubo cuando quite la parte alícuota de 75 ~l.

Notas:

Volumen de reactivo de
desnaturalización

requerido
100 IJL
250 IJL
100 IJL
250 IJL
500 llL

Calibrador, control de calidad o
espécimen

Control de calidad, 200 IJl
Control de calidad, 500 IJl
Calibrador negativo y positivo, 200 IJl
Calibrador negativo y positivo, 500 IJl
Espécimen cervical, 1 ml

Método de vórtice de lubos manuallindividual
a) Vuelva a poner la lapa a los tubos del calibrador, controles de calidad y espécimen con tapa
roscas para tubos de recolección de especímenes limpias, y mezcle cada tubo
completamente colocando en vórtice de forma individual, a alta velocidad, por cinco
segundos.

b) Invierta cada lubo de espécimen una vez para lavar el interior del tubo, tapa o borde, luego
regrese el tubo a la gradilla.

Importante: algunos especlmenes pueden contener sangre u otro material biológico que
puedan ocultar los virajes de color en la adición de la mezcla de la sonda. Los
especímenes que muestren un color oscuro antes de la adición del reactivo de
desnaturalización pueden no dar los virajes de color apropiados en eslas etapas. En estos
casos, no mostrar el viraje de color apropiado no afectará los resultados del ensayo. Puede
verificarse la mezcla apropiada observando los virajes de color de los calibradores y
controles de calidad.

3. Independiente del mélodo de colocación en vórtice utilizado, debe haber un vórtice visible de
liquido dentro de cada tubo durante la mezcla de tal fonna que el liquido lave toda la
superficie interna del tubo. Deberán tomarse púrpuras los calibradores, controles de calidad y
especímenes.

4. Incube los tubos en la gradilla en un baño maría a 65 1: 2° C por 45 :1:5 minutos (pueden
probarse los calibradores, controles de calidad y especimenes desnaturalizados
inmediatamente o conservarse como se describe en las Notas anteriores). Prepare la mezcla de
sondas de GC durante esta Incubación. Véase la sección Preparación y almacenamiento de
reactivos.

4. Después de pasar el ultimo espécimen, cubra con Parafilm o la lapa de la placa, e Incube la
microplaca de hibridación por 10 minutos a 20-25" C.

5. Divida en partes alícuotas la mezcla de la sonda preparada y completamente colocada en
vértice en un reservarlo de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 25 IJL de la mezcla
de la sonda en cada pozo que contenga los calibradores, controles de calidad y especímenes
usando una pipeta de ocho canales y las puntas frescas para cada fila. Dispense el volumen
de sonda en cada pozo de hibridación, previniendo una salpicadura de regreso. Evite tocar los
costados de los pozos. Inspeccione la gradilla desde abajo para verificar que lodos los pozos
hayan recibido la cantidad de mezcla de la sonda apropiada.

Nota: para esta etapa, debe usarse una pipeta de ocho canales capaz de suministrar 25 ~l-
75 ~L Yequipada con puntas de 25 IJL- 200 1Jl.
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6. Cubra la microplaca de hibridación con una tapa para placa. Agite la microplaca de hibridación
en el agitador giratorio 1 del sistema Hybrid Capture puesto a 1100 :i: 100 rpm por 3 :i: 2
minutos. los calibradores, controles de calidad y especimenes deberiln tomarse
amarillos después de la agitación. los pozos que permanezcan púrpuras pueden no haber
recibido la cantidad apropiada de mezcla de la sonda. Adicione 25 IJl adicionales de mezcla de
la sonda a los especimenes que queden púrpuras y agite otra vez. Si los pozos quedan
púrpuras después de seguir este procedimiento, deberán volverse a probar los especimenes.

7. Incube en un calentador de microplacas 1 precalentado y equilibrado a 65 :t: 2. e por 60 :l: 5
minutos.

Nota: cuando coloque la microplaca de hibridación en el calentador de microplacas 1, deberá
tenerse cuidado en no causar una salpicadura.

4. Cubra la microplaca con la tapa para placas y agile en el agitador giratorio I a 1100:i: 100 rpm. a
20-25' C por 60 :l:5 minutos.

5. Prepare la solución amortiguadora de lavado y verifique los reservorios de enjuague y residuos
del lavador automatizado de placas. Véase la sección Preparación y almacenamiento de
reactivos.

6. Cuando esté completa la etapa de captura, quite la microplaca de captura del agitador giratorio 1
y quite cuidadosamente la tapa para placas. Quite el liquido de los pozos desechando en un
lavabo: invierta completamente la placa sobre el lavabo '1 agile fuertemente con un movimiento
descendente siendo cuidadoso en no causar una salpicadura de regreso decantando
demasiado cerca del fondo del lavabo. No vuelva a invertir la placa; seque golpeando
firmemente 2-3 veces en toallas Kimtowels o toallas de papel con poca pelusa equivalentes.
Asegúrese de que todo el líquido sea removido de los pozos y que la parte superior de la placa
esté seca.

2. Quite cuidadosamente la microplaca de hibridación que contiene los calibradores. controles de
calidad y especimenes del calentador de microplacas 1.-Quite inmediatamente la tapa para
placas '1 coloque en una superficie limpia.

3. Pase todo el contenido (aproximadamente 100 ¡.Jl) de los calibradores, controles de calidad y
especimenes al fondo del micropozo de captura correspondiente usando una pipeta de ocho
canales. Use puntas de pipeta nuevas para cada columna transferida y deje que se drene
cada punta de pipeta bien para asegurar una transferencia completa del espécimen. Si se
desea, puede afianzarse la pipeta descansando la mitad de las puntas de pipeta en el borde
superior de los micropozos de captura (véase el diagrama 1).

Detección hibrida
Notas:

Haga adiciones a través de la placa en una dirección de izquierda a derecha usando una
pipeta de ocho canales.

Se recomienda que se utilice la técnica de pipeteado reverso para mejorar la consistencia de
suministro de reactivo. Con esta técnica, se sobrellenan inicialmente las puntas de pipeta
usando el segundo paro en el control de aspiración/dispensación de la pipeta (émbolo).
Véase el procedimiento a continuación. Limpie las puntas en el reservorio de reactivo o en
una almo/ladiUa con poca pelusa limpia para quitar el exceso de reactivo antes del suministro
a la placa.

Si se desea. puede afianzarse la pipeta descansando la mitad de las puntas de pipeta en el
borde superior de los micropozos. Tenga cuidado en no tocar los costados de los micropozos
o podría ocurrir una contaminación cruzada de los especímenes. Remítase al diagrama 1
mostrado anteriormente.

1. Divida en partes alícuotas el volumen apropiado del reactivo de detección 1 en un reservorio de
reactivo (véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos para instrucciones).
Pipetee cuidadosamente 75 IJl del reactivo de detección 1 en cada micropozo de captura
usando una pipeta de ocho canales y la técnica de pipeteado reverso, descrita a continuación.

Técnica de pipeteado reverso:
a) Inserte las puntas en la pipeta de ocho canales; asegúrese de que todas las puntas estén

firmemente asentadas.
b) Empuje el émbolo de la pipeta pasado el primero paro al segundo paro.
c) Sumerja las puntas en la solución del' reactivo de detección 1.
d) Libere el émbolo lentamente y deje que la solución llene las puntas.
e) Dispense la solución en los micropozos (75 IJl) presionando el émbolo al primer paro. No

libere el émbolo hasta que se hayan resumergido las puntas de pipeta en la solución del
reactivo de detección 1

f) Vuelva a llenar las puntas y repita hasta que se llenen todos los pozos. llene los pozos de la
microplaca de izquierda a derecha. Verifique que se hayan llenado todos los pozos
exactamente observando la intensidad del color rosado. Todos los pozos deberán
tener una intensidad similar,

2. Cubra la placa con la tapa para placas e incube a 20-25' C por 30-45 mInutos.

3
Espec.9
Espec.10
Espec. 11
Espec.12
Espec.13
E'spec. 14
Espec. 15
Espec. 16

1
NC
NC
NC
PC
PC
PC

CT de QC
GC de QC

Fila
A
B
C
O
E
F
G
H

Hybrid Capture
1. Quite todos, excepto el número requerido de micropozos de captura del marco de placas.

Regrese los micropozos no usados a la bolsa original y vuelva a sellar. Con un marcador,
enumere cada columna 1, 2, 3... Y etiquete la microplaca con un identificador apropiado. Se
adicionarán los especfmenes a los pozos de acuerdo con la distribución de ejemplo mostrada a
continuación '1/0 la plantilla previamente preparada bajo Preparación:

DISTRIBUCiÓN DE EJEMPLO PARA UNA CORRIDA DE 24 MICROPOZOS:
Columna

2
Espec. 1
Espec.2
Espec.3
Espec.4
Espec.5
Espec.6
Espec.7
Espec.8

CORRECTO No p'pelee
V«t1C01menle.

Evi!euna
satpica<lurade
~re"o.

Nod,*,~1I
punta toque el

c:c:stado del pozo.
Lavado
Lave la placa de captura usando uno de los dos métodos a continuación.
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Método del lavador aula matizado de placas izquierda y hacia arriba. Se repite esta secuencia de dos lavados dos veces más para un total
de seis lavados por pozo.

Deberá hacerse sin interrupciones la adición del reactivo de detección 2. El tiempo de
incubación de todos los pozos debe ser consistente.

Tenga cuidado en no tocar los costados del micropozo ni salpicar el reactivo de regreso a las
puntas porque podría ocurrir una contaminación cruzada de especímenes (véase el
diagrama 1).

2. Cubra las microplacas con una tapa para placa e incube a 20-25° C por 15 minutos. Evite la luz
solar directa .

1. Pipetee cuidadosamente 75 IJL del reactivo de detección 2 en cada micropozo de captura
usando una pipeta de ocho canales y la técnica de pipeteado reverso como se describió
previamente. Todos los micropozos deberán tornarse de un color amarillo. Verifique que se
hayan llenado exaclamente todos los pozos observando la intensidad del color. Todos los pozos
deberán tener una intensidad similar.

Amplificación de seftales
Notas:

Use un par nuevo de guantes libres de polvo para manejar el reactivo de detección 2.

Divida en partes alicuotas solamente la cantidad de reactivo requerida para realizar el
ensayo en el reservorio del reactivo con el fin de evitar una contaminación del reactivo de
detección 2. Véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos. NO regrese el
reactivo de detección 2 a la botella original. Deseche el material no usado después de
su uso.

si se está usando solamente una tira parcial de los pozos de captura, necesitarán
colocarse los micfOpozOS vaclos en una placa de captura para completar la columna
antes del lavado.

Siempre mantenga prendido el lavador automatizado de placas. Asegúrese de que 3. Después de lavar, seque la placa invirtiendo en toallas Kimtowels o toanas de papel con poca
esté lleno el reservorio de enjuague y que esté vacio el reservorio de residuos. El pelusa equivalentes limpias y golpeando firmemente 3-4 veces. Sustituya las toallas de papel
lavador automatizado de placas enjuagará de forma rutinaria el sistema para su con poca pelusa y seque otra vez. Deje invertida la placa y deje que se drene por cinco minutos.
limpieza. Seque la placa una vez más.

4. La placa deberá aparecer blanca, y no deberá quedar liquido residual rosado en los micropozos.

Nota:

Seleccione el número de tiras a lavar presionando la tecla (Rows» (filas) y posteriormente «+¡) o
«-» para ajustar. Presione la lecla «Rows» (filas) para regresar a {(Digene Wash Ready,) [Lavado
de Digene listo}) Ó «P1ll.

Presione (<$tartlStop,) [comenzar/detener) para comenzar.

El lavador automatizado de placas realizará seis ciclos de llenado y aspiración tomando 3. Lea la microplaca en elluminómetro después de 15 minutos de incubación (y no después de 30
aproximadamente 10 minutos. Habrá una breve pausa durante el programa, por lo tanto, minutos de incubación). Consulte la gula de usuario del software de análisis de ensayo digene
asegúrese de no quitar la placa de forma prematura. Cuando termine de lavar el lavador aplicable para la instrucciones de medición de placas y de análisis de datos.
automatizado de placas, leerá (,Digene Wash Ready)) [lavado de Digene listo» ó «P1').

4. El software de análisis de ensayos digene evaluará tanto los resultados del calibrador como del
Quite la microplaca del lavador cuando se termine el programa. La placa deberá aparecer control de calidad con base en su ubicación en la placa para verificar la corrida del ensayo. La
blanca y no deberá quedar líquido rosado residual en los micropozos. colocación apropiada de calibradores y controles de calidad y la selección del protocolo del

software apropiado son esenciales para resultados válidos.

5. Si no se usó una microplaca completa, quite los micropozos usados del sujetador de micro placa,
enjuague el sujetador completamente con agua destilada o desionizada, seque y reserve para el
siguiente ensayo.

ANTES DE CADA USO:
Verifique que esté lleno el reservorio de lavado por lo menos hasta la marca de 1 L. Si no,
prepare la solución amortiguadora de lavado. Véase la sección Preparación y
almacenamiento de reactivos.

Verifique que esté lleno el reservorio de enjuague con agua destilada o desionizada.

Verifique que esté vacío el reservorio de residuos y que esté apretada de forma segura la
tapa.

El lavador automatizado de placas automáticamente se enjuagará antes de cada lavado y
asegúrese que se lave y enjuague después de cada lavado.

1. Quite la tapa para placas y coloque la placa en la plataforma del lavador automatizado de
placas.

2. Verifique que la energia esté prendida y que la pantalla lea «(Digene Wash Ready}) [Lavado
digene listo,) 6 {(P1Jl.

Nota:

1. Quite el reactivo de detección 1 de los pozos colocando toallas Kimtowels o toallas de papel con
poca pelusa equivalentes limpias en la parte superior de la placa y cuidadosamente invirtiendo.
Antes de invertir, asegúrese de que el papel se encuentre en contacto con lada el área
superficial de la placa. Deje que se drene la placa por 1.2 minutos. Seque bien en toallas
Kimtowels o toallas de papel con poca pelusa equivalentes limpias. Deseche cuidadosamente
las loallas de papel con poca pelusa usadas para evitar una contaminación con fosfatasa
alcalina de las etapas posteriores.

2. Usando el aparato de lavado, lave manualmente la placa seis veces. Se lava cada pozo a
sobreflujo para quitar el conjugado de las partes superiores de los pozos. El lavado comienza en
el pozo A1 y continúa de un modo sinuoso hacia la derecha y hacia abajo. Después de que se
hayan llenado todos los pozos, decante el liquido en el lavabo con un movimiento descendente
fuerte. Se inicia el segundo lavado en el pozo H12 moviendo en un movimiento sinuoso a la

Método de lavado manual

3.

• 4.,
5.
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CRITERIOS CE VERIFICACiÓN DE CALIBRACiÓN DEL ENSAYO

Se realiza la verificación de calibración del ensayo para asegurarse de que los reaclivos y el
material del calibrador y de control de calidad suministrado estén funcionando apropiadamente,
permitiendo una determinación exacta de valor de corte del ensayo. Los criterios de verificación
son calculados y verificados automáticamente válidos o inválidos por el software de análisis de
ensayos digene. La prueba de ADN digene HC2 GC-ID requiere la calibración con cada corrida,
por lo tanto, es necesario verificar cada corrida usando los Siguientes criterios. Este procedimiento
de verificación no está indicado como sustituto para pruebas de control de calidad internos.

1. Calibrador negativo
Debe correrse el calibrador negativo por triplicado con cada corrida de la prueba. El valor de
URL medio del calibrador negativo debe ser ~ 10 Y ::; 150 URL con el fin de proceder. El
coeficiente de variación (%CV) para los duplicados del calibrador negativo deberán ser::; 25%.
Si el %CV es > 25%, el software desechará el duplicado con el valor de URL más lejos de la
media como un marginal y recalculará la media y el %CV usando los dos duplicados restantes.
El %CV recalculado deberá ser::; 25%; de lo contrario, la verificación de la calibración del
ensayo es inválida y debe repetirse la corrida de la prueba para todos los especimenes de
la paciente. Por consiguiente, los resultados de los especimenes de la paciente no
deberan reportarse.

2. Calibrador positivo
Debe correrse el calibrador positivo por triplicado con cada corrida de la prueba. El %CV para
los duplicados del calibrador positivo deberá ser::; 20%. Si el %CV es > 20%, el software
desechará el duplicado con el valor de URL más lejano de la media como marginal, y
recalculará la media y el %CV usado los duplicados restantes. El %CV recalculado deberá ser:s;
20%; de lo contrario, la Verificación de calibración del ensayo es inválido y debe repetirse
la corrida de la prueba para todos los especimenes de la paciente. Por consiguiente, no
deberán reportarse los resultados de especimenes de la paciente.

3. Razón PC medio/NC medio
La media de los duplicados del calibrador positivo (PC medio) y la media de los duplicados del
calibrador negativo (NC medio) se usan para calcular la razón de PC mediolNC medio, El
software calculará la razón de PC medio/NC medio. Esta razón debe cumplir los siguientes
criterios para verificar la calibración del ensayo antes de que puedan interpretarse los
resultados de los especimenes. Si la razón es ;:: 2.0 y ::; 20, el software procederá a la
siguiente etapa. Si la razón es < 2.0 ó > 20, la calibración del ensayo es inválida y debe
repetirse. Deberán repetirse todos los especimenes de la paciente dentro de la corrida.

Nota: Para determinar la reproducibilidad del calibrador y control de calidad para la prueba de ADN
digene HC2 GC-IO, se compilaron los resultados generados con el instrumento del
luminómetro de microplacas 2000 digene (DML 2000) durante los estudios internos que
involucraban 62 corridas de pruebas usando la aplicación del sistema Rapid Capture y 43
corridas de pruebas usando el método manual (véase la fabla 1). Los resultados mostraron
que el %CV promediO para el calibrador positivo para estas 105 corridas fue igualo menor
al 6.5%, y el %CV promedio para el calibrador negativo fue igualo menor al 14.6%. Como
es indicado por el valor de URL medio del calibrador negativo medio de 43 obtenido para
las corridas de prueba manuales, comparado con la media de la aplicación del RCS de 54,
se ha demostrado que la aplicación del RCS produce valores de URL de NC que se
cambian ligeramente hacia arriba relativo al método manual.

Se ha demostrado que este cambio no tiene ningún efeclo en los resultados de prueba generados
usando cualquier método opcional. Se ha definido el umbral de URL medio para el calibrador
negativo como 250 URL con base en un cálculo estadístico de i:3 Oesv. Es!. del valor de URL
medio para el calibrador negativo observado para el sistema de la prueba de ADN digene HC2
CT/GC observado durante las pruebas extensas que tuvieron lugar durante el desarrollo de
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aplicación del RCS. El extremo superior de ese rango de i:3 Oesv. Es!. se extendió un 20%
adicional para asegurar que el umbral de URL de NC puede lograrse en la práclica clínica rutinaria.

El valor de URL medio del NC deberá observarse rutinariamente a 5 150 Y el CV 5 25%. Cada
laboratorio deberá monitorear el desempeño del control de calidad y de la calibración de acuerdo
con el documento CLSIINCCLS C24-2A del Clinical and Laboratory Standards InslitutefNCCLS. El
URL medio que usa la aplicación del RCS puede exceder ocasionalmente 150, posiblemente con
una reducción correspondiente en el PC/NC, la cual, de acuerdo con la labIa 1, se ha demostrado
que produce un valor promedio en la calibración de 8.29. En este caso, son aceptables los
resultados dado que el URL de NC permanece menor o igual a 250 y la razón PCINC es mayor o
igual a 2.0 y menor o igual a 20. Si el URL de NC excede 250 ó el PCfNC cae por debajo de 2.0 ó
por encima de 20, el ensayo es inválido.

Tabla 1. Resumen estadistico de los valores del calibrador negativo y positivo para la aplicación
del RCS y las corridas del método manual.

Controles de calidad del
kit de pruebas

No. de Medias calculadas de PC/NC (URUCa medios)
Método placas Media Mediana Min. Máx. CT de OC GC de OC
RCS 62 8.29 8.99 3.95 12.72 0.22 4.73
Manual 43 8.22 8.83 2.59 12.88 0.23 4.07

Medias calculadas de URL
Método Calibrador Media Mediana Mín. Máx. Media del %CV calculado
RCS Negativo 54 46 24 127 14.4

Positivo 399 405 179 606 6.5
Manual Negativo 43 36 16 120 14.6

Positivo 295 309 167 415 4.7
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CONTROL DE CALlDAD
CÁLCULO DEL CORTE

Se convertirán todos los valores de URL de especímenes en una razón al valor de corte apropiado
por el software de análisis de ensayos digene. Por ejemplo, deberán expresarse todos los ensayos
como el valor de URUcorte de especímenes.

Calibrador negativo
O
0.9999
25.00

GC de QC
1.0
20.00
20.00

CT de QC
0.0001
0.9999

20.00

URuca minlmo
URUCa máximo
%CVmáximo

1. Los controles de calidad proporcionados en el kil son blancos de ADN de CT y GC donados
CQmpuestosde la misma construcción plasmldica para cada organismo individual (uno para CT
y uno para GC). como es el calibrador positivo proporcionado con esle kit de pruebas. Como es
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards lnstitute/NCCLS (documento C24-A2 de
CLSIINCCLS), el calibrador positivo contiene una concenlración distinta (cinco veces más baja)
del AON blanco para asegurar que el procedimiento de control de calidad proporciona una
valoración independiente de desempeño.

2. Este material de control no es igual que el organismo de GC en la matriz de especimenes y no
actuará como un control apropiado para el medio de transporte de especimenes dígene.

3. Se usa el calibrador posiUvo para normalizar los resultados de los especímenes estableciendo el
corte para cada corrida del ensayo. Deben usarse los especimenes proporcionados con este kit
para control de calidad inlerno, o los usuarios pueden desarrollar su propio material de control
de calidad interno. como es definido por CLSI/NCCLS C24-A2. Pueden probarse controles
adicionales de acuerdo con los lineamientos o requerimientos de la normatividad local. estatal
y/o federal u organizaciones acreditadoras. Favor de remitirse a CLSlfNCCLS C24-A2 para una
guía adicional sobre las prácticas de pruebas de control de calidad interno apropiadas.

4. Para probar la efectividad de lisis y desnaturalización del espécimen, los laboratorios deberán,
periódicamente, crear controles de preparación de especimenes agregando 2:5000 UFC/mL de
Neisseria gonorrhoeae (auxotipo 1. 5 o tipo de cepa de ATCC) a un lubo fresco de STM. Incube
el espécimen duranle por lo menos una hora a lemperatura ambiente antes de las pruebas de la
misma forma que un espécimen clinico. Deberá obtenerse un URUCa 2: 2.50 si se procesa
apropiadamente el espécimen. De forma alternativa, también pueden usarse paneles de prueba
de especlmenes comercialmente disponibles que contengan el organismo de GC para este fin.

5. Se han establecido rangos aceptables para los calibradores negativos solamente para los
luminómelros aprobados por QIAGEN. Los calibradores monitorean por una falla del reactivo
sustancial y no asegurarán la precisión del ensayo.

Se suministran los especímenes de control de calidad con la prueba de ADN digene HC2 GC-IO.
Consulte la guía de usuario del software de análisis de ensayos digene aplicable para instrucciones
sobre cómo capturar los numeras de lote y las fechas de caducidad de los controles de calidad.
Deben induirse estos controles en cada corrida de la prueba, y el URUCa de cada control de
calidad debe caer dentro de los siguientes rangos aceplables para que el ensayo sea válido. Si los
controles de calidad no caen dentro de estos rangos, el ensayo es Inválido y debe repetirse.
No pueden reportarse los resultados de las pacienles.

Valores de URL de PC
312
335
307
318
4.7
3.31

Valor medio
%CV
PC medio/NC medio

Cálculo del corte de ejemplo:
Valores de URL de NC

97
101
91
96
4.9
NIA

Nota: Se reportan 105 valores de URUCa y los resultados positivos/negativos para lodos los
especlmenes probados en los informes de resultados de la prueba del software de análisis
de ensayos digene.

Por lo tanto, el valor de corte es (PC medio) ::::318

Una vez que se haya verificado un ensayo de acuerdo con los criterios establecidos anteriormente,
se utilizarán los duplicados del calibrador positivo para establecer los valores de corte para
<!eterminar los especímenes positivos. Se calculan los valores de corte como sigue:

Valor positivo'" calibrador positivo medio
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INTERPRETACiÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS ESPECiMENES

A través de los criterios de la prueba de ADN digene HC2 GC-lD:

1. Los espedmenes con razones de valor de URUcorte de <: 2.50 se consideran «positivos para el
ADN de Neisseria gonotTIJoeae»).No pueden inferirse la viabilidad y/o infectividad del organismo
porque el ADN blanco puede persistir en ausencia de organismos viables.

2. Los especimenes con razones de valor de URUcorte < 1.00 no contienen ADN de Neisseria
gonotTIJoeae ni contienen ADN por debajo del limite de detecci6n del ensayo. Éstos deberán
interpretarse como «No detectados por el ADN de Neisseria gonorrhooae». Un resultado
negativo no excluye la infecci6n por Neisseria gonotTIJoeae porque los resultados dependen de
la recolección de especímenes adecuada y ADN suficiente a detectar.

3. Los especimenes con razones de valor de URUcorte de <: 1.00 y < 2.50 se consideran
ambiguos. Pueden considerarse los resultados presumiblemente positivos para el ADN de
Neisseria gonotTIJoeae. No obstante, se recomiendan las pruebas repetidas de un espécimen
nuevo de la paciente o pruebas adicionales por un procedimiento de prueba alternativo debido al
valor predictivo reducido de un resultado positivo con estos valores de URUcorte.*

4. Se recomienda que los resultados positivos sean confirmados por otro método si la probabilidad
de infecci6n con Neisseria gonotTIJoeae es incierta o cuestionada aJando se consideran
hallazgos clínicos u otros de laboratorio. Los estudios analíticos con esta prueba han
demoslrado una reactividad cruzada limitada a ciertas otras secuencias de ADN que pueden
causar un resultado falso positivo. Véase Especificidad analítica para información adicional.

5. En el caso cuando la prueba de ADN digene HC2 GC-ID se usa como un seguimiento para
identificar el(los) organismo(s) presente(s) en los especimenes prueba de ADN digene HCZ
CT/GC positivos, si, después de las pruebas de seguimiento con la prueba de ADN digene HCZ
GC-ID el espécimen es negativo, reporte el resultado como «Ningún ADN de Neisseria
gono"hoeae detectado».

Durante la evaluación clínica de la prueba de ADN digene HCZ GC-ID, 3117 resultados en este
rango ambiguo fueron confirmados positivos por pruebas de cultivo de GC: los 14 restantes
fueron falsos positivos aparentes. En una evaluación subsecuente, se observaron cinco
especímenes con un URUCO inicial entre 1.00 y 2.50, tres de los cuales eran cultivo de GC
positivos. Las pruebas duplicadas repetidas de estos Ires especlmenes con la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID produjeron resultados <: 1.00 URUCO. Los dos especimenes .restantes
fueron negativos por cultivo y ambos también fueron negativos cuando se repitieron dos veces
con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID.
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UMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Remítase a 1.. Guía de usuario del sistema Rapid Capture para Limitaciones del
procedimiento adicionales específicas para el uso de ese sistema para pruebas de
producción de muestras de alto volumen,

1. Para uso de diagnóstico in vitro solamente.

2. Deben seguirse el procedimiento, control de calidad y la interpretación de los resultados de
especímenes de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID de forma cercana para obtener
resultados de prueba confiables.

3. Es importante pipetear el volumen exacto de reactivo indicado y mezclar bien después de cada
adición de reactivo. No hacerfo darra como resultado resultados de prueba e"6neos. Asegurar
que los virajes de color notados ocurran ayudará a confilmar que estas condiciones se han
cumplido.

4. Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infección con Neisseria gonotTIJoeae porque
niveles muy bajos de infecciones o un error de muestreo pueden causar un resultado falso-
negativo.

5. Además de la sangre humana. solamente se probaron una ducha vagina comercial. crema
antifúngica y jalea anticonceptiva para la interferencia del ensayo. Se probaron todas las
sustancias en 5% vlv. No se han determinado los efectos de otros materiales exógenos. En
general. deberá evitarse la presencia de sustancias exógenas ya que pueden interferir con
resultados de prueba exactos.

6. Solamente puede usarse la prueba de ADN digene HC2 GC-ID con especímenes cervicales
recolectados usando el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 y colocados en STM, o
con especfmenes cervicales recolectados con el kit de recolección de especfmenes con hisopo
vaginal digene HC y colocados en STM.

7. No deberá usarse el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 para la recolección de
especfmenes de mujeres embarazadas. Para las mujeres embarazadas, deberán recolectarse
especfmenes cervicales usando el kit de recolecci6n de especfmenes con hisopo vaginal
digene HC (hisopo Dacron y STM).

8. Deberán interpretarse los resultados de esta prueba solamente en conjunción con información
disponible de la evaluación clínica de la paciente y de otros procedimientos.

9. La prueba de ADN digene HC2 GC-ID proporciona resultados cualitativos. No se ha
demostrado que el valor numérico (razón) por encima del valor de corte determinado para el
espécimen de la paciente se correlacione con la cantidad de ADN de GC presente en el
espécimen de la paciente.

10. los resultados confiables son dependientes de la recolección adecuada de especímenes. Ya
que el sistema de transporte usado para este ensayo no perml1e la valoración microscópica de
la adecuación del espécimen. es necesaria la capacitación de clínicos en las técnicas de
recolección adecuada de especimenes. Para asegurar la recuperación óptima de las células
epiteliales de columna que forran la endocérvix, deberá quitarse el exceso de moco antes de la
recolección de especímenes, como se describe en los procedimientos del dispositivo de
recolección de ADN digene HC2 y el kit de recolecci6n de especlmenes con hisopo vaginal
digene HC.

11. La detecci6n de Neisseria gonorrhoeae es dependiente del número de organismos presentes
en el espécimen y pueden ser afectados por los métodos de recolección de especímenes, los
factores de las pacientes, la etapa de infección ylo la cepa infecciosa de Neisseria
gonorrhoeae.

12. la prueba de AON digene HC2 GC-ID no esta indicada para la evaluación de abuso sexual
sospechoso o para otras indicaciones médico-legales. Se recomiendan pruebas adicionales en
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RESULTADOS ESPERADOS

Tabla 4. Valores predictivos hipotéticos de la prueba de ADN digene HC2 GG-ID en distintas lasas

13.0
11.3
7.1
2 .•
1.1
7.2

% de prevalenciaNo. Positivo/No.
probado
60/460
341302
23/324
10/390
41349

131/1825

1
2
3
4
5

Total
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Distribución de la frecuencia: resultados de URUCO de la prueba de ADN dlgene HC2 GT-ID
Se indica a continuación la distribución de las razones de URuca de la prueba de ADN d;gene
HC2 GC-ID observadas durante el estudio clínico muJticéntrico (véase la ilustración 1). Estos datos
induyen todos los especímenes para los cuales se realizó la prueba de AON digene HC2 GG-ID y
estuvieron disponibles los resultados del cultivo de GC (n = 1826). Se realizó la interpretaci6n de

Tabla 2. Prevalencia de los resultados prueba de ADN digene HC2 GC-ID posítivos por el lugar de
prueba.

Lugar de prueba

Valores predictivos positivos y negativos
Se calcularon los valores predictívos positivos y negativos hipotéticos (VPP y VPN) para las
distintas tasas de prevalencia usando la prueba de ADN digene HC2 GG-ID que usa la sensibilidad
y especificidad generales determinadas indiVIdualmente para especímenes recolectados con el
dispositivo de recolección de AON digene HC2 (cepillo cervical) y para especímenes recolectados
con el kit de recolección de especimenes con hisopo vaginal digene HC (hisopo Dacron). La tabla 3
representa los VPP y VPN hipotéticos para especímenes de cepillo (sensibilidad general del 92.6%
y especificidad del 98.5%) y la tabla 4 representa los VPP y VPN hipotéticos para los especimenes
de cepillo (sensibilidad general del 95.2% y especificidad del 98.9%).

Tabla 3. Valores prediclivos hipotéticos de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID en las distintas

Prevalencia
Varia la prevalencia de especimenes positivos para Neisseria gonorrhoeae dependiendo de las
características de población, lales corno la edad, sexo y factores de riesgo. la prevalencia de
Neísseria gonorrhoeae observada en la población del estudio clínico usando la prueba de ADN
digene HC2 GC.ID iba del 1.1% al 13.0%. Se calculó la prevalencia suponiendo que los 17
especímenes con resultados ambiguos en el estudio eran positivos para el ADN de GC (véase la
tabla 2). Ocho de estos 17 especimenes fueron confirmados positivos por el cultivo de GC o la
reacción en cadena de polimerasas (peR).

de prevalencia (hisODO'.
Tasa de Sens/.~~lidad Espe~~\cidad VPP(%) VPN(%)

Drevalenci~ /0/.\ %
5 95.2 98.9 81.7 99.8

10 95.2 98.9 90.4 99.5
15 95.2 98.9 93.8 99.2
20 95.2 98.9 95.5 98.8
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.N.9483
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tasas de nrevalencia (ce ilIo).
Tasa de Sensibilidad Espec~;cidad VPP(%) VPN(%)

prevalencia (%) 1%\ 1%
5 92.6 98.5 76.5 99.6
10 92.6 98.5 87.3 99.2
15 92.6 98.5 91.6 98.7
20 92.6 98.5 76.3 99.60
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19. Se recomienda que los resultados positivos sean confirmados por otro método si la
probabilidad de infección con Neisseria gonorrhoeae es incierta o cuestionada cuando se
consideran los hallazgos dinicos u otros de laboratorio. los estudios analiticos con esta
prueba han demostrado una reactividad cruzada a ciertas secuencias de ADN que puedan
causar un resultado falso positivo. Aunque no se ha valorado completamente la frecuencia con
la cual pBR322 y otras secuencias de ADN se encuentran en especímenes genitales, no se
observó ninguna reactividad cruzada de pBR322 en una población de 1825 pacientes entre las
cuales 103 especimenes prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos también fueron
probados por la presencia de pBR322. Ésta es una población representativa y puede no
reflejar la frecuencia de ocurrencia de pBR322 en todas las poblaciones probadas. Se observó
una reaclividad cruzada moderada que se interpretarla como supuesta con Chlamydia psittaci
y Neisseria lactamica, así como también una reactividad cruzada con Neísseria meníngitidis y
Neisseria mucosa. No obstante, no es probable que la reactividad cruzada de la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID observada con las Ires cepas comensales de Neisseria y Chlamydia
psittaci conducirla a una interpretación c1inica falsa de un resultado positivo cuando se prueban
especímenes anogenilales. Véase Especificidad analitica para información adicional.

20. Con el fin de minimizar la variabílldad de los resultados obtenidos con la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID, es necesario que el personal de laboratorio que realiza el ensayo logre un
nivel aceptable de competencia técnica. Cada laboratorio también debe monitorear la
competencia técnica con el ensayo. Para lograr esto, se sugiere que los paneles de prueba de
especímenes comercialmente disponibles que contengan organismo de GC o ADN de GC
sean probados en una frecuencia consistente con los requisitos de ClIA.

cualquier circunstancia cuando resultados falsos positivos o falsos negativos pudiesen conducir
a consecuencias médicas, sociales o psicol6gicas adversas.

13. Deberá considerarse el cultivo para la confirmaci6n y se requiere para pruebas de
susceptibilidad anlimicrobiana y la retención para fines médico-Iegales.

14. Como también se aplica para métodos sin cultivo, no puede interpretarse un espécimen
positivo como indicador de la presencia de Neisseria gonorrhoeae viable.

15. No se han establecido todavía parámetros necesarios para determinar el éxito o fracaso
terapéuticos para la prueba de ADN digene HC2 GC-ID.

16. Solamente se ha validado la prueba de ADN digene HC2 GC-ID para su uso con el lavador
automatizado de placas usando las configuraciones especificadas en las instrucciones del
ensayo. Se condujo este estudio de validación internamente, y los datos para apoyar su uso se
encuentran en archivo en QIAGEN. Otros lavadores automatizados de placas u otras
configuraciones del lavador automatizado de placas no son aceptables para su uso con la
prueba de ADN dígene HC2 GC-ID.

17. No se ha demostrado la habilidad de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID para verificar los
especimenes prueba de ADN digene HC2 CTIGC positivos con un suficiente número de
especímenes recolectados con un hisopo Dacron como se comparó con los especímenes
recolectados con el dispositivo de recolección de ADN digene HC2. Ya que el uso del
dispositivo de recolección de ADN digene HC2 está contraindicado en la recolecci6n de
especfmenes cervicales de mujeres embarazadas, puede reducirse el valor predictivo en esta
subpoblación de pacientes.

18. En poblaciones de baja prevalencia, la tasa falsa positiva de cualquier prueba de diagnóstico
sencilla puede exceder la tasa verdadera positiva para que el valor predictivo de una resultado
positivo con esa prueba sea muy baja. Ya que algunas pacientes que están verdaderamente
infectadas no serán identificadas probando un solo espécimen, no puede necesariamente
determinarse o asumirse la tasa verdadera de falsos positivos de los datos dínicos.
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los resultados de acuerdo con los siguientes criterios. Se consideraron negativos los especímenes
con valores de URUCa < 1.00. Se consideraron positivos los especimenes con valores de
URUCa .=:...2.50.Se consideraron ambiguos los especímenes con valores de URUCa;::: 1.00 y <
2.50.

Se observa una separación distintiva de las razones de URUCa entre los resultados prueba de
ADN digene HC2 GC.ID positivos y los resultados prueba de ADN digene HC2 GG-ID negativos. El
noventa y nueve por ciento (1676/1690) de los resultados prueba de ADN digene HC2 GC-1D
negativos tiene valores de URUCa entre un valor de URUCa de 0.0 y 0.5. Cinco (5/1690) de los
resultados prueba de ADN digene HC2 GC-ID negativos produjeron un URUCa entre 0.6 y 0.8. En
general. menos del uno por ciento « 0.9%, 17/1825) de los resultados de especímenes caen en la
zona ambigua del ensayo. 47% (8117) de los cuales fue positivo por el cultivo de GC o PCR. El
ochenta y nueve por ciento (93/104) de los resultados prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos
tiene valores de URUCa entre un URUCa de 10-2500.

CARACTERisTICAS DEL DESEMPEÑO

Resultados de los estudios cllnicos por espécimen
Se determinaron las características de desempeño de la prueba de ADN digene HC2 GG-ID
comparando los resultados del ensayo con los resultados del cultivo de gonorrea. De cinco lugares
distintos (incluyendo STO. planificación familiar y clinicas gineco-obstétricas). se recolectaron 1825
especímenes de pacientes y se probaron mas tarde. Se realizaron pruebas de PCR para
especímenes que eran prueba de AON digene HC2 GC-ID positivos/cultivo negativos. Los
resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-IO Na fueron resueltos por los resultados de
prueba de PCR y. por lo tanto, la PCR no tuvo ningún impacto en los cálculos de las caracteristicas
de desempeño de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se muestran los resultados del estudio
c1inico para especimenes recolectados con el dispositivo de recolección de AON digene HC2
(cepillo cervical) en la tabla 5 y se muestran los especimenes recolectados con el kit de recolección
de especimenes con hisopo vaginal digene HC (hisopo Oacron) en la tabla 6.

Ilustración 1. Distribución de la frecuencia de los resultados de URUCa de la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID.
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0003873315.1
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Se calcularon las caracterlsticas del desempeño de la prueba de AON digene HC2 GC-ID
aplicando tanto un corte de 1.0 como de 2.5 sin consideración de los supuestos especimenes
positivos que caen en la zona ambigua descrita en la sección Interpretaci6n de resultados de estas
instrucciones de uso. Por lo tanto. puede variar el desempeño de la prueba de AON digene HC2
GC-ID en los laboratorios dependiendo de la distribución de valores que caen dentro de la zona
ambigua y los resultados repetidos obtenidos cuando se realizan la pruebas de supuestos
especímenes positivos (zona ambígua). Como punlo de referencia, menos del 0.9% de los
especímenes (17/1825) probados durante el estudio clínico multicéntrico usado para establecer el
desempeño de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID cayó en este rango. Véase la Distribución de
la frecuencia de los resultados de URUCa en la sección Resultados esperados de este inserto
para información adicional.

No se han generado datos suficientes para determinar de forma exacta sí la sensibilidad y el valor
predictivo positivo de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID usando el kit de recolección de
especimenes con hisopo vaginal digene HC es equivalente a la sensibilidad y valor predictivo
positivo observados con especímenes recolectados usando el dispositivo de recolección de ADN
digene HC2. Ya que está contraindicado el uso del dispositivo de recolección digene HC2 DNA en
la recolección de especimenes cervicales de mujeres embarazadas, puede reducirse la habilidad
de la prueba para detectar la presencia de AON de GC en esta población de pacientes o cuando se
usa un hisopo Dacron para la recolección de especímenes. Se basan los estimados de desempeño
para el ensayo en los especímenes conservados a 2-8. C o congelados y probados dentro de 1-2
semanas de recolección .

URUCO

• tl1dica el e><lremosuperio< del rango. incklsfve del Italor establecido.
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No se han determinado la sensibilidad y especificidad clínicas de la prueba de ADN digene HC2
GC-ID para delectar a aquéllas pacientes con infección c1inicamente activa que pueda transmitirse
a parejas o causar sectJelas relacionadas con GC en comparación con todos los métodos de
amplificación de acidos nucleicos (NAA. por su abreviatura en inglés) comercialmente disponibles
para la detección de AON de GC. En estudios dinicos, las pruebas por un ensayo NAA comercial
modmcado mostró positlvidad en algunos especimenes prueba de ADN digene HC2 GC-IO
positivos obtenidos de pacientes cultivo negativos. ]
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Tabla 5. Prueba de ADN digene He2 GC-ID versus resultados de cultivos de GC para
especímenes de cepillo. Se presentan a continuación las características del desempeño calculadas
utilizando los valores de corte de URUCa de 1.0 y 2.5; los valores establecidos parentélicamente
representan el desempeño considerando el corte de URUCa de 2.5. los intervalos de confianza
del 95% son incluyentes de ambos rangos cuando los estimados de puntos diferían en cada uno de
los valores de corte de URUCa evaluados.
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Tabla 6. Prueba de ADN digene He2 GC~ID versus resultados del cultivo de GC para espec[menes
de hisopos. Se presentan a continuación las características de desempeño calculadas utilizando
los valores de corte de URUCa de 1.0 y 2.5. Los valores establecidos parentéticamenle
representan el desempeño considerando el corte de URUCa de 2.5. Los intervalos de confianza
del 95% con induyentes de ambos rangos cuando los estimados de puntos diferian en cada uno de
los valores de corte de URUCa evaluados.
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Reproducibilidad
Como parte del estudio c1inico multicéntrico, se realizó un estudio de reproducibilidad para
detenninar la reproducibilidad corrida por corrida, dia por dia, lugar por lugar y total de la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID usando un panel compuesto de blancos de ADN de Neisseria
gonorrhoeae y los especimenes c1inicos prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos y prueba de
ADN digene HC2 GC-ID negativos.

De particular interés son los 32 especimenes positivos por la prueba de AON digene HC2 CT/GC y
detenninados por cultivo de GC y cultivo de CT/oFA a coinfectar con estos organismos; todos,
excepto dos (6.3%) de estos especlmenes coinfeclados confirmaron ser positivos por la prueba de
ADN digene HC2 GC-Io. Con base en estos datos, la prueba de AON dígene HC2 GC-Io es
efectiva para confinnar la presencia de ADN de GC en especimenes que producen un resultado
positivo inicial con la prueba de AoN digene HC2 CT/GC.

Un panel de 10 miembros de especimenes encubiertos, desnaturalizados, dinicos y no c1inicos,
consistente en ocho especimenes positivos y dos especimenes negativos, se probó por replicados
de seis, dos veces por dia, durante un periodo de tres días, en cada uno de cuatro lugares (tres
lugares externos y OIAGEN). Cada lugar generó 36 puntos de datos para cada blanco probado. Se
desnaturalizaron y conservaron congelados todos los especlmenes antes de las pruebas. Se
observó una concordancia del cien por ciento para los 1152 resultados positivos esperados
(1152/1152) y se observó una concordancia del 100% para los 288 resultados negativos esperados
(2881288). En general, la concordancia fue del 100% (144011440), con un intervalo de confianza del
95% de 99.7-100 y kappa'" 1.00. No hubo una variabilidad significativa corrida por corrida, dla por
dia, o lugar por lugar observada. Por lo tanto, se combinaron los datos de todas las corridas en
cada lugar y se presentan a continuación (vease la tabla 8).

Tabla 8. Reoroducibilidad de la orueba de ADN diqene HC2 GC-ID en un estudio multicéntrico.
Lugar1 Lugar2 Lugar3 Lugar4 Total

%de %de %de %de,,~ con- con- con-
cor- "'- "'- "'- %de

Número :WRL dan- XURL dan- XURL dan- XURL dan- XURL Observado/ concor-
blanco leo '" leo '" leo cía leo cia leo esnerado dancía, '.5 100 ,., 100 ,., 100 26 100 '.5 144/144 100, ,., 100 ,., 100 5.' 100 5.' 100 ,., 144/144 100, 29.4 10' 23.3 100 30.1 100 30.4 100 28.3 144/144 100, 51.5 100 43.0 100 52.1 100 54.1 100 50.2 1441144 100
5 '.5 100 ,., 100 '.5 100 '.5 100 'A 1441144 100
6 ,., 100 '.5 100 ,., 100 " 100 '5 1441144 100, 14.0 '00 10.6 100 13.9 100 14_1 100 13.2 144/144 100, 16.7 '00 12.7 100 17.4 100 18.2 100 16.3 144/144 100, ,., 100 o., 100 02 100 ,., 100 0.2 1441144 100
10 ,., '00 0.2 100 o., 100 ,.2 100 o., 144/144 100

1001440/1440TOTAL

, se prop<>rciona esta infOrmación para información .olamen!e; no MI ,",,$<>IoIieronlo. resullado. de npecimene. usando la PCR.
2 El """'''''0 de lugar 4 JlO tuvo ningún espécimefl de hisopo de ~cienle.oiltomálicas.
3 En dos ca,,,,. no "'hizol. PCR
NI" ~ No apJca

Como se indicó en la tabla 7, cinco de los nueve especimenes prueba de ADN digene HCZ CT/GC
positivos que cayeron en la zona ambigua en la re-prueba con la prueba de ADN digene HC2 GC-
ID confinnaron ser positivos por cultivo de GC y PCR combinados. Como se sugirió por estos cinco
especlmenes. la ulllidad de la prueba de ADN dígene HC2 GC-ID para confinnar la presencia de
ADN de GC en especimenes que prueban ser positivos por la prueba de ADN digene HC2 CTiGC
no está comprometida interpretando los especimenes ambiguos de la prueba de ADN digene HC2
GC-1D como supuestos positivos. como se instruyó en la sección Interpretación de resultados de
estas instrucciones de uso.

Re.prueba de los especímenes prueba de AON digene HC2 eT/Ge positivos usando la
prueba de ADN digene HC2 GC-ID
Se presenta a continuación un resumen del desempeño de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID
cuando se usa para la re-prueba de especímenes inicialmente positivos con la prueba de ADN
digene HC2 CT/GC. Los resultados han sido estratificados por el dispositivo de recolección usado
para recolectar el espécimen, el dispositivo de recoleCCión de ADN digene HC2 (designada en la
tabla 7 como «cepillo») y el kit de recolección de especimenes con hisopo genital dígene HC
(designado en la tabla 7 como «(hisopo»)).Un total de nueve especimenes (todos usando el cepillo)
que fueron positivos por CUltiVOy PCR combinados probó ser negativo con la prueba de ADN
digene HC2 CTlGC (0.6%, 9/1560). Doce de [os 144 especimenes prueba de ADN digene HC2
CT/GC positivos que probaron ser negativos con la prueba de AON dígene HC2 GC-ID también
probaron ser negativos con la prueba de ADN digene HC2 CT-ID. Solamente dos de esos 144
especimenes fueron cultivo de GC/PCR positivos. y se determinó que 118 eran culllvo de CT
posllivos. No se realizó ninguna prueba NAA adicional en estos espedmenes.

~
" 69.8-99.8 63.6-100 91.1>-100 93.6-100,,.

100,00 100.00 100.00 100.00 WA

" 15.8-100 15.8-100 '17.6-100 47.8-100,,.
WA WA 100.00 100.00 ,,.

" 2.6-100 2.5-100

'" '" 3 (1) "" 100.00 25.00 99.14 (99.71) 100.00 ,'/3
(346) (50.00)

'C 2.5-100 1.3-98.7 98,4-100 98.9-100,,.
'''~'" " 5(1) AA<> 95.24 80.00 98.83 {99. lB} 99.n 1'/5

'+<A' (96.24)
'C 76.2-99.9 59.3-99.9 97.4-100 98.0.100".

Tabla 7. Resumen de los resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID obtenidos para
esoecimenes orobados con la orueba de ADN digene HC2 CT/GC In = 18251.

ResultadosdelapruebadeAON CultivodeGC PCRcombinados
diooneHC2. Cepillo HisOllO

CTlGC ocm , 'OS "G 'OS NEG
'OS 'OS "' " , 21 O

EQUN 9 5 , O ,
"G 'AA , '" , "TOTAL '" " 121 22 28

'EG 'OS , , , O ,
EQUIV , , , , ,
"G 1550 6 1130 O A1'
TOTAL '''' , 1135 , '"

Se condujo un segundo estudio de competencia/reprodudbilidad usando todo el organismo de
Neisseria gonorrhoeae (GC) adicionado a una matriz de especlmenes c1inicos de simulación de
células epiteliales en tres lugares externos. Los 25 especlmenes probados contenian
representantes de positivos bajos (en o casi ellfmite de detección) y medios con dos cepas de GC,
infecciones mezcladas con Chlamydia frachomatis (CT) y especimenes que contenian sangre. Se
esperó que doce especimenes fuesen positivos, y se esperó que 13 especimenes fuesen
negativos. Se muestra la concordancia porcentual entre los resultados observados y esperados de
la prueba de ADN digene HC2 GC-ID en los tres lugares de pruebas individuales y para todos los
lugares combinados en la labIa 9. Se incluyen los valores de sensibilidad, especificidad,
concordancia y kappa para cada lugar en [a fabla 10.
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• NúmerosenparéntesisIndicanIntervalosdeconfianzadel95%.

Resultadoesperado
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG

Interpretaci6n
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG

lugar URUCa
0.12
10.45
10.26
9.74
0.14
0.09
9.31

2 9.93
9.69
0.09
0.11
11.00

3 12.08
9.45
0.10
0.07
8.54

4 7.27
8.09
0.08

Tabla 11. Resultados del panel de especimenes de CT y GC.

Resultadode la pruebade ADN digene HC2GG-ID

Precisión
Se realizó un estudio de precisión en tres lugares para determinar la precisi6n dentro de la corrida
y total de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID usando un panel de especímenes clínicos positivos
y negativos ocultos y simulados. Además, se valoró la precisión intra e inter-instrumentos
observada con dos lumin6metros separados usando el mismo panel. Los dos modelos de
luminómetros incluyeron el instrumento DML 2000, el cual es uno de los lumin6metros aprobados
por Q[AGEN recomendado para su uso con [a prueba de ADN digene HC2 GC.ID, y elluminómetro
MLX; elluminómetro MLX fue uno de los modelos de luminómetros usado durante la evaluación
clínica que ya no está disponible. Uno de los tres lugares experimentaron dificultades con otras
pruebas de ADN digene HC2 que se están realizando como parte de este estudio. Estas
dificultades fueron atribuibles a la técnica de ensayo que más probablemente fue causada por una
capacitación inapropiada o inadecuada. Aunque no tuvieron afectaciones las pruebas de precisión
de la prueba de ADN digene HC2 GC-[D. se volvió a capacitar al tecn610go que realizaba las
pruebas en la técnica de ensayo apropiada.

En general
100%

(90.26%-100%)
100%

(90.97%-100%)
100%

(95.20%-100%)
1.0

GC-ID por lugar.

Lugar 3
100%

(73.54%-100%)
100%

(15.29%-100%)
100%

(86.28%-100%)
1.0

Concordancia

Especificidad

Tabla 10. Resultados de la estadística en resumen de la prueba de AON dígene He2 Gc.lD (corte
de 1.0).

Medida
estadística

Sensibilidad
lugar 1 Lugar 2
100% 100%

(73.54%-100%)' (73.54%-100%)
100% 100%

175.29%-100%) (75.29%-100%)
100% 100%

(86.28%-100%) (86.28%-100%)
K 1.0 1~

• Númerosenparéntesisindicaronintervalosdeconfianzadel95%.

Tabla 9. Concordancia porcentual de la prueba de AON diaene HC2

lugar Observadovs. % de concordancia'es""rado
1 25/25 100% 86.28%-100%
2 25/25 100% 86.26%-100%
3 25/25 100% 86.28%.100%

Lugares 7sns 100% (95.20%-100%)combmados

En pruebas de competencia rutinarios, 12 de los 25 especímenes presentados en la fabla 9 se
encontraban en la zona ambigua, los cuales todos contenian bajas concentraciones del organismo
de GC (-5 x 10' organismosJmL), esto seria interpretado de acuerdo con la sección Interpretación
de resultados de eslas instrucciones de uso como supuestamente positivo. Por lo tanto, el ensayo
ha demostrado la habilidad de detectar AON de GC en especímenes con concentraciones de
organismo detectable en o casi el limite de detección del ensayo. Se observó una evidencia
adicional de eslo cuando se probaba un panel que contenfa especímenes con bajos números de
organismos en un rango indicado en ser detectado por ensayos de amplificación de ácidos
nucleicos. Las pruebas en tres lugares externos y en QIAGEN produjeron resultados 100%
positivos (o supuestamente positívos) para el espécimen en el panel que contenía el organismo de
GC.

La tabla 12 muestra el desempeño de la prueba de ADN digene HC2 GC.ID para todos los lugares
combinados (incluyendo el lugar que experimentó problemas técnicos antes de la recapacitación
del tecnólogo en la técnica de ensayo apropiada). El ensayo demostró una precisión equivalente
después de la recapacitación del tecnólogo. Sin embargo, para el miembro 3 del panel (el cual
contenía bajas concentraciones del organismo de GC), los valores de URUCa observados se
encontraban dentro o casi en la zona ambigua del ensayo de 1.0-2.5. Para los fines de estos
análisis de datos, todos esos valores de URUCa que cayeron dentro de la zona ambigua o
excedieron 2.5 fueron interpretados como positivos. Aunque no fue evidente de esta labia, los
resultados cualitativos estuvieron 100% (54f54) (93.4%~100% IC del 95%) en concordancia con fas
resultados esperados en los tres lugares.

%

Total

y total para

(Desv.
E".%C

lnlraconída

(Desv.
Es!.%CV

Interirtstrumenlo

(Desv.
Es\.%C"

Miem.
bro del

.001

Tabla 12. Estimados de precisión intrainstrumento, interinstrumento, intracorrida
URuca or rueba blanco.

Inlrainstrumenlo
Desvia-
o;"

estándar
(Desv.
E.c
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, '" 0.0974 0.0104 10.6816 0.0017 1.7328 0.0275 28.2556 0.0275 28.1978
2 '" 0.0967 0.0111 11.5031 0.0015 1.5618 0.0338 304.9362 0.0342 35.4230
3 '" 3.2335 0.1502 4.6462 0.0356 1.0997 0.3520 10.8869 0.3866 11.9551• '" 3.8407 0.2078 5.4092 0.0525 1.3671 O,~Ol 8.8541 0.3487 9.0802
5 '" 16.1676 1.0507 6.4986 0.1122 0.6940 2.1788 13.4766 2.1437 13.2589, '" 18.0704 1.0539 5.8321 0.3-456 1.9124 2.3701 13.1158 2.3316 12.9027

Sensibilidad analitica
Se determinó la sensibilidad anatítica (límites de detección) de la prueba de AON digene HC2 GC.
ID probando directamente una serie de diluciones de un panel de especímenes consistente en 114
aislados separados de Neisseria gonorrhoeae. los 114 aislados representaron 13 auxotipos, cinco
serovars, 10 cepas resistentes a antibióticos, seis aíslados de cepas sin plásmido, y dos aislados
no caracterizados encontrados discordantes en el estudio multicéntrico. Se probó una serie de
diluciones de cuatro puntos de cada uno de los aislados una vez usando la prueba de ADN digene
HC2 GC-IO para establecer los límites de detección para la prueba. Se resumen el Ilmile de
detección para cada auxotipo de Neisseria en la tabla 14. El rango de límites detectables declarado
fue la dilución de cada auxotipo que se detectó dentro o muy cerca de la zona ambigua del ensayo
de 1.0-2.5 URuca.

la sensibilidad analítica de la prueba de ADN dígene HC2 GC-tD varió de 25 a 50,000 UFC/ensayo
para los 114 aislados de Neisseria probados, incluyendo auxotipos, serovars, y cepas sin plásmido
y resistentes a antibióticos. Solamente una de las seis cepas sin plásmido y uno de cinco de los
serovars IA-5 de Neisseria gonorrhoeae probados se detectaron en 50,000 UFC/ensayo; ninguno
de los otros 112 aislados se detectó en concentraciones en exceso de 5000 UFC/ensayo. El límite
detectable promedio para los 114 aislados iba de 974 a 2887 UFCfensayo cuando se tomaban en
consideración las diluciones de aislados que cayeron ambas dentro de la zona ambigua del ensayo
y por encima de 2.5 URuca. El límite de detección promedio general fue de 1931 UFCfensayo
(3.8 x 10~ UFC/ml). los especimenes c1inicos que contienen el organismo en o casi el límite de
detección puede necesitar ser re-probado por un procedimiento de prueba alterno o un espécimen
nuevo del padente. como fue definido en la sección Interpretación de resultados de estas
instrucciones de uso.

CV'1o
32.28
26.45
10.62
10.23
15.44
12.97

Desv.
Est.

0.0361
0.0283
0.3212
0.4151
2.2239
1.7298

0.11
0.11
3.03
4.06
14.41
13.34

URuca
media

'20
120
120
120
"O
'20

Miem-
bro del
panel,
2
3
•
5,

Tabla 13. Precisión total para la prueba de AON digene HCz GC.IO.
.2 x .j-2 x

Desv. Desv.
Es!. Es!.

media media
0.04 0.18
0.05 0.16
2.38 3.67
3.23 4.89
9.96 18.85
9.88 16.80

Para los fines de estos análisis de datos, todos esos valores de URUCa que caían dentro de la
zona ambigua o excedían 2.5 fueron interpretados como positivos. Se realizó un estudio de
precisión adicional en QIAGEN para determinar la precisión lotal de la prueba de AON digene HC2
GC.ID usando el instrumento DML 2000. Se preparó un panel de precisión de seis miembros
usando una matriz de especímenes clínicos simulados consistente en células epiteliales cultivadas
suspendidas en el medio de transporte de especímenes digene (STM). El panel consistió en dos
especímenes negativos, dos especímenes positivos bajos y dos especímenes positivos de nivel
medio, todos conteniendo un dispositivo de recolección de cepillo. Se probó cada panel por
triplicado, dos paneles por placa, por dos técnicos durante el curso de cinco días. Se usó un panel
recientemente desnaturalizado por placa. Se presentan los resullados de la precísión lotal para la
prueba de AON digene HCZ GC.IO compilados por los cinco días de pruebas en la fabla 13.
Aunque no es evidente de estas tablas, la interpretación cualitativa de los resultados fue del 100%
en concordancia con el resullado esperado (120/120; 96.97%-100% IC del 95%) cuando se usa un
URUCa de 1.0.
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Tabla 14. Resumen de los límites detectables de sensibilidad para auxotipos de GC, serovars, y
cepas sin plásmido y resistentes de antibióticos.

Especificidad analítica
Se probó una batería de bacterias, virus, plásmidos y material celular humano o productos
sanguineos potencialmente encontrados en el tracto anogenital femenino para determinar si la
reactividad cruzada ocurnese con la prueba de ADN digene HC2 GC.ID. Se probaron todos los
microorganismos en concentraciones de 105 y 107 organismos o UFC por mL, y cuando es posible
con 109 organismos o UFC por mL, al menos que se indique lo contrario a continuación. Se probó
el ADN purificado de virus y plasmidos en una variedad de concentraciones, como es indicado más
adelante.
A continuación se encuentra una lista de las bacterias probadas.

Neisseria lactamica (6 aislados) d
Neisseria meningitidis (grupo A, B, e,

Neissen'a mucosa (6 aislados) d

Neísseria polysaccharea
Neisseria sicca (6 aislados)
Neisseria subflava
Neisseria subnava biovar flava (5 aislados)
Neísseria subfJava biovar perflava (4

Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus asaccharalyicus
Peptostreptococcus productus
Proteus mira bilis
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa a
Salmonella minnesota
Salmonella typhimurium
SetTatia marcescens
Staphylococcus aureus (ProrA +)
Slaphylococcus epídermidis
Strepfococcus aga/actiaa (grupo B)
Streptococcus pyogenas (grupo A)
Streptomyces griseus
Treponama pallidum
Trichomonas vaginalis ;
Ureaplasma urealyticum

Alcafigenes faecalis
Bacillus subtilus
W135, Y)
Bacteroides fragílis
Bacteroides me/aninogenícus
Branhamella catarrhalis (6 aislados)
Candida albicans
Gandida glabrat
Chlamydia pneumoniae b

aislados) ~
Chlamydia psittaci' (2 cepas)
Ch/amydia trachomatis b (serovar B, Ba, E, J, L3) e
Enterobacter cloacas
Enterococcus avium
Enferococcus faecalis
Escherichia coIi (aislado clínico) t
Escherichia coli (HB101) t
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis
Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemophifus influenzae
Kingella denitrifiC8ns d

Klebsíella pneumoníae
Lacfobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisif
Mobifuncus mulieris
Moraxella lacunata
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

"5. 10',5.10'. 5'10', e. lO',a. 10',a.10', 9'10', 9. 10'.9.10'

'2.10'.2"O'y2.10'

".lO'.l.'O'yl.,O"

'5"0".5'10',5'10'

"1.1.10',1.1.10',1.1.10'

'9,7. lO', 9.7x lO',9.7x lO'

•2. lO'.2.10' 12.10'

'.(,a. lO',~,8. 10'. ~.a.10'
• 1 x 10'y1> lO'

f se prob..-on tante la a!plI <lilE. (:OfiU"';8 p8ra cultivarpl/lsmidos (HBI01) y un aislado dlnicode E, coló

, l8 cepa de ATCC '1ei5Sen~ que llene cara<:lerl$llCa' lanlo de '1eisuria ganonhoeu amo
'1~i$Sflri8 meningitidjs (ATCC 1.(3.93\).

Concentraciones probadas (organismos/mL o UFC/mL para la especie Neisseria):

50.500

50.5000
50.5000
50 - 500

500 - 5000
50.50,000
500 - 5000
500 - 5000
50.5000

500 - 5000
500 - 50,000

50.500
50.5000
50.5000

5000

50 - 5000
500.5000
500 - 5000

25 - 250

50
25.250
50.500

500 - 5000
25 - 250

2500
500 - 5000
500.5000

50 - 500
50 - 5000
500.500
50 - 500

50 - 5000

UFC10nsayc

103_1O~

104_10~
10'.10~
103_10'
104_105

103.106

10'.105

10'_105

103.105
10~_105
10'_105

103_104

103_105

10J_105

10'

103_105
10'_105

10'_105

500-5000

1000
500-5000

103_10~
10~_105

500-5000
5-10~

10~-10~
10~.10~
103_10~
103.10~
104_10~
103_10~

103_105

Concentración detectable

UFClmLAuxotipo

Naisseria gonorrhoeae auxotipo 1
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 12
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 16
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 22
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 5
Neisseria gononhoeae auxotipo 9
Neisseria gonorrhoeae auxotipo AHU (5 aislados)
Neisseria gonontlOeae auxotipo Arg (S aislados)
Neisseria gonorrhoeae auxotipo AU (S aislados)
Neisseria gonorrhoeae auxotipo PAU (5 aislados)
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Pro (5 aislados)
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Prole (5 aislados)
Neisseria gononhoeae intermediario de ciprofloxacina
(CipO (5 aislados)
Neisseria gonorrhoeae resistente a ciprofloxacina (Cip R)
(4 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae CMRNG (5 aislados)
Neisseria gúnorrlJoeae otr0-5423
Neisseria gonorrlJoeae otr0-5658
Neisseria gonorrlJoeae PenR (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae PenR (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae cepas sin plásmido (6 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae PPNG 3.05 (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae PPNG 3.2
Neisseria gonorrhoeae PPNG 4.4 (4 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae Serovar I A-1 Ó IA-2 (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae Serovar I A-S (4 aislados)
Neisseria gonorrhoeae Serovar I B-1 (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae Serovar I B-4 ó 18-15 (S aislados)
Neisseria gonorrlJoeae resistente a espectinomicina
(SpecR)
Neisseria gúnorrhoeae TetR (5 aislados)
Neisseria gonorrlJoeae TRNG americano (5 aislados)
Neisseria gonorrhoeae TRNG holandés (5 aislados)
Cepa de tipo Neisseria gonorrlJoeae

,

Acinetobacter anitratus
Acinetobacter ca/coaceticus
Acinefobacter Iwoffi
Achromobacter xerosis
Actinomyces israelíi

Neisseria caviae (2 aislados) e
Neisseria cuniculi (3 aislados) f

Neisseria cinera (6 aislados)
Neisseria flavescens (4 aislados)
Neisseria species ~ •
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La siguiente es una lista del ADN viral, ADN plasmídico, y material celular humano o productos
sanguineos probados y las concentraciones que se probaron:

Todas las bacterias aparte de Neissen'a gonorrhoeae potencialmente encontradas en el tracto
urogenital, con excepción de las tres cepas comensales de Neisseria y Chlamydia pSittaci,
probaron ser negativas con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se observó solamente la
reactividad cruzada moderada que se interpretaría como supuestamente positiva con Chlamydia
psittaci y Neisseria lactamica. Dicha reactividad cruzada no deberá impactar en la interpretación de
los resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID de especimenes urogenitales. Los
organismos que demostraron algún grado de reactividad cruzada son:

Las tres cepas comensales de Neisseria. Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis y Neisseria
mucosa, se encuentran todos principalmente en la nasofaringe y el sistema resftiratorio superior.
En raras ocasiones, si es que llega ocurrir, se aíslan del sistema urogenital. ',18 Además, se
determinó que el aislado de Neisseria meningitidis del grupo Y reactivo cruzado no es capaz de
tipificarse como lipopolisacárido y, en raras ocasiones, se encuentra en la población general.
Chlamydia psittaci puede detectarse de la piel de la gente que trabaja con o manejar especies
avicolas, mas no se ha detectado en el tracto anogenital. 19

0.34%

0.17%

0.51%.,.

%de~oma

,~
'.=

9,7oo(tclal)

4.200

Tamaflo aprox. delln.erto (bp)Tipo

Genónllco

S""da

Concentraciones probadas:

a 1 X 105, 1 X 107, 1 X 10
9
particulas viraleslmL

b1 X 105, 1 X 10', 1 X 10
9
partículas viraleslmL

e2.9 X 106, 1.1 X 10
9
partículas virales/mL

d6.1 X 10
6
, 2.4 X 10

7
partículas viraleslmL

.2.7 X 10
2
, 1.1 X 10

3
copias/mL

f 1.1 x 10
8
, 4.6 X 10

6
partículas virales/mL

g 2 X 106, 2 X 10
7
, 2 X 10

6
partículas viralesl mL

h5%, 10%, 50%
12.1 x 106, 8.3 x 10ecopiasJmL
I 1 ng/mL, 4 ngfmL
k 3.4 x 10B

, 1.4 X 109 copias/mL
12.9 x 106, 1.1 X 109 copiaslmL
m1 X 105, 1 X 10

6
,1 X 10

7
células/mL

Ninguno de los virus probados mostró una reaclívidad cruZáda con la prueba de ADN digene HC2
GC-ID. No obstante, se observó !.Jnareactividad cruzada con los plásmidos pBR322, pGEM 3Z Y
pGEM 3ZfH. Todas las demás preparaciones de AON probadas, incluyendo el ADN humano,
fueron negativas. La sangre humana y las células epiteliales no reaccionaron de forma cruzada con
la prueba de ADN digene HC2 GC*ID. No se espera una reactividad cruzada entre pBR322 y la
prueba de AON digene HC2 GC~IO debido a la manera en que se crea la sonda de GC. Se ha
reportado la presencia de secuencias homólogas de pBR322 en los especimenes genitales
humanos, y podrían ocurrir resultados falsos positivos en presencia de altos niveles de plásmido
bacteriano. Sin embargo, ningún espécimen de 103 probados de un estudio clínico multicéntrico de
EE.UU. encontrado positivo por Neisseria gonorrhoeae con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID
se identificó como falso positivo debido a secuencias pBR322 reactivas cruzadas. Así, parece que
es baja la probabilidad de los resultados falsos positivos de la prueba de ADN dígene HC2 GC-1D
con especfmenes clínicos causados por reactividad cruzada con secuencias pBR322 homólogas.
Aunque la prueba de ADN digene HC2 GC-ID tiene el potencial de reaccionar de forma cruzada
con Chlamydia psittaci, pBR322, pGEM Y varias especies comensales de Neisseria, es remota la
probabilidad de estos organismos afectando la interpretación de la prueba, como es demostrado
por los resultados del estudio clínico multicéntrico.

pGC3 Plá.m!do cripticc

• Esto repre.entalcdala se<:Uel1cia Ge la sond.

Homologla de sondas al AON plasmidico y genómico total
Las sondas genómicas son homólogas a aproximadamente el 0.5% del genoma de Neisseria
gonorrhoeae. Se presenta a continuación una descomposición para cada sonda en la prueba
digenfl HC2 GC-IO:

Ccneernrac,Óf1 mla cual se observó una
reactividad cruzada

1 • 107 organi.mosImL
1 • 109 UFClmL

1 • 107 UFClmL

5.1051JFClmL

Virus del papiloma humano tipo s'
Virus del papiloma humano tipo 111

Virus del papiloma humano tipo 161

Virus de.1papiloma humano tipo 181
pBR3?21
SV401

pGEM«>3zl
pGEM 3Zf(-Y
Células epiteliales humanas m

interpretación

Supueslamente pcs~ivo •
Supueotamente pos~1II0 •

Pos~rvc

Po.~lvo

Chlamydia pslltad(l de 2 al,lad",)

Neísuri.lacr.mica (1 de 6 ai.lad",)
Neí.uri. me,,;ng;tjdis
(gNpo Y, 1 de 2 "51adosl
Neissaria mucosa (1 de 6 ai.lado.)

• IJIU1COcol"'>_""" " ""'" _guo ••• ......", •• '.00 02-50

Citomegalovirus •
Virus Epstein Barr b

Suero positivo de antígeno de superficie de hepatitis B e
Herpes Simplex Id
Herpes Simplex Ud
Virus de inmunodeficiencia humana (VIH) b,g
ADN genómico humano.
ADN placentario humano e
Sangre total humana h

Además, no todos los aislados de la cepa particular fueron reactivos cruzados con la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID, reduciendo la probabilidad de que un resultado falso positivo se genere
con un espécimen clinico si esa cepa está presente. Por ejemplo, cinco de los seis aislados de
Neisseria lactamica o Neisseria mucosa probados negativos con la prueba de ADN dígene HC2
GC-ID, como fueron una de las dos cepas de Chlamydía psittací. Así, no se espera que la
reactividad cruzada de la prueba de ADN digene HC2 GC*ID observada con las tres cepas
comensales de Neisseria y Chlamydia psittaci condujesen a una interpretación clínica fiil'sa de un
resultado positivo cuando se prueban los especímenes anogenitales.

Efecto de la sangre y oUas sustancias en los especimenes de STM
Se evaluó el efecto de la sangre y otras sustancias definidas potencialmente interferentes en la
prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se agregaron sangre total y una marca comercial de ducha
vaginal, crema antifúngica y jalea anticonceptiva (agentes que pueden encontrarse comúnmente en
especímenes cervicales) a especímenes positivos (reuniones de especimenes clínicos) en
concentraciones que pueden encontrarse en especimenes cervicales (véase la fabla 15). No se
observaron resultados falsos positivos con ninguno de los cuatro agentes en ninguna
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concentración. Un estudio de sustancias indefinidas presentes en una poblaci6n de 100
especimenes dinicos negativos mostró que las sustancias indefinidas no parecían inhibir la
generación de una señal positiva dentro de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID cuando se
comparan con la señal generada cuando se prueban para el organismo de GC en STM.

Tabla 15. Efecto de sustancias interferentes en los resultados de la llrueba.
Resultado de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID

Me<I,osM transporte de
E5¡)ecimenes clínicos <lela reunióll es¡>ecimenes

NegatiYos P",i(iwg • PodiO'OS"
Sustancia de ,
lainlerfar '"'< URUCO t. observado URLJCQ observado URLJCO t.OboefVadO
NingUM 0.15

""
W "' 2.70 "'(conlrol)

,~" " 0.21 .,~ 3.17 -~ 3.21 .,~
•• 0.19 +22% 3.11 -~ 3.05 +13%

Dvc:havaginal ,. 0,21 .,~ 3,~5 ." 2.50 ..,
•• 0,16 ."'" 3.~7 .'" 3.20 +1M¡'- ,. 0,19 ."'" 3.60 ••• 2.95 -antI!únglc:a

•• 0>, ."'" '" .,. '.00 +1~%

'" " 0,06 ,.. 3.18 -~ 2.96 .,,,.
anliC<lOC<'plivo

•• 0.06 -~. '" ••• 3.10 +15%

• Adicionado con 1\1'UFCJmL del au.otJpo 1 del organismo Nelsserla gonolrfloe •••••

Precisión en el corte de la prueba de AON digene HC2GC-ID con especimenes clínicos
recolectados en STM
Se determinó la reproducibilidad de la prueba de ADN digene HC2 GG-ID con especímenes
c1inicos recolectados en STM en un estudio usando 30 reuniones c1inicas (15 positivas y 15
negativas) preparadas combinando previamente especimenes cervicales de cepillo
desnaturalizados y probados, recolectados en STM. Se probaron los especímenes en duplícados
de cuatro en cada uno de cinco días por uno de 20 duplicados por espécimen. Se realízaron las
pruebas usando la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se calcularon el valor de URUGa medio,
los intervalos de confianza del 95% acerca de la media (le del 95%) y los resultados positivos
porcentuales para cada espécimen durante cinco dias y se muestran en la fabla 16.

46

Tabla 16. URUGa medio con intervalos de confianza y positivos porcentuales de la prueba de
ADN digene HC2GG-ID (orden descendiente por URUGa medio).

No, URUCO ICdel9S% % Positivo
1 1.92 1.31-2.00 100 (20120)
2 1.22 1.16-1.29 100 (20120)
3 1.21 1.16-1.25 100(20120)
4 1.21 1.16-1.25 90(18120)
5 1.17 1.03-1.28 100(20120)
6 1.14 1.09-1.18 90 (18/20)
7 1.08 1.04-1.12 80 (16/20)
8 1.05 1.00-1.09 70 (14/20)
9 1.05 1.01-1.09 70 (14120)
10 1.02 0.98-1.06 65 (13120)
11 1.00 0.96-1.03 65 (13120)
12 1.00 0.97-1.03 45 (9120)
13 1.00 0.96-1.03 40 (8120)
14 0.98 0.95-1.02 45 (9120)
15 0.91 0.89-0.94 10 (2I20)
16 0.90 0.87-0.92 0(0/20)
17 0.87 0.84-0.91 5 (1/20)
18 0.86 0.83-0.89 O(0/20)
19 0.84 0.82-0.85 O(0/20)
20 0.82 0.79-0.85 0(0/20)
21 0.79 0.75-0.82 0(0120)
22 0.77 0.78-0.80 0(0/20)
23 0.76 0.74-0.79 0(0/20)
24 0.75 0.78-0.79 0(0120)
25 0.73 0.70-0.75 0(0120)
26 0.56 0.54-0.59 O(0120)
27 0.56 0.54-0.59 O(0120)
28 0.56 0.53-0.59 O(0120)
29 0.54 0.52-0.56 0(0120)
30 0.12 0.11-0.13 0(0120)

Los especímenes con un URUCa medio del 20% 6 más por encima del corte fueron positivos o
supuestamente positivos el 97% del tiempo, mientras que los especímenes con un URUCa medio
del 20% Ó más por debajo del corte fueron negativos el 100% del tiempo. Estos resultados indican
que puede esperarse que los especimenes en el 20% ó más lejos del corte produzcan resultados
consistentes con la prueba de ADN digene HG2GG-ID.

Los especimenes con valores cercanos al corte del ensayo permanecieron en su mayor!a positivos
o negativos; aquéllos que se encontrabanpor encima del corte del ensayo, pero dentro del 20% del
mismo permanecieron positivos o supuestamente positivos el 69.4% del tiempo. Aquellos
especimenes por debajo del corte, pero dentro del 20% del mismo, permanecieron negativos el
91.4% del tiempo.

Estos resu"ados demuestran que la prueba de ADN digene HG2 GC-ID produce resultados
reproducibles con especimenes clínicos recolectados en STM cuyos valores de URUCa se
encuentran dentro del 20% del corte del ensayo.

Infonnación his1órica
Hist6ricamente, se usaron los luminómetros Dynex modelos MLX y ML 2200 además del
instrumento DML 2000 para generar datos y determinar las características de desempeño de la
prueba de ADN digene HC2 GG-ID. como es indicado en la tabla 17.Ya no están disponibles para
su uso los lumin6metros MLX y ML 2200, Y solamente se usa el instrumento DML 2000 para
generar resultados. Se generaron los siguientes datos del estudio cUnico multicéntrico para
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determinar la reproducibilidad de los calibradores positivos y negativos y se proporcionan a
continuación como información histórica.
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Media de 105 %CV
calCUlados

Ajustado
P'ffi

marginales
12.24
6.67
12.36
5.67

Tres
duplicados

18.96
6.67
13.83
5.67

Luminómetro
ML 2200~
ML 2200*
MLX
MLX
MLX

DML 2000
DML 2000

MLX o ML2200
DML 2000

DML 2000 YMLX
DML2000
DML2000

Tres
duplicados
40.30
292.37
0.076
0.29

TIpo de
calibrador
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo

Lugar
1
2
3
4
5

QIAGEN
QIAGEN

1er. protocolo (4 lugares)
20 protocolo

(3 lugares c1inicos)
QIAGEN
QIAGEN

4.52

Media
d,

razones
SIN
7.71

72

No. de
corridas

9
Instrumento
Instrumento
DMl2000
MlX.

Tabla 17. Instrumentación usada para establecer las características de desempeño de la prueba
de ADN diqene HC2 GG-ID.
Estudio
Estudio clínico multicénlrico

Precisión
Estabilidad del espécimen
Sustancias interferentes
Reproducibilidad dentro del
20% de corte QIAGEN MLX
* Los luminómetros ML2200 y MLX (Dynex, Chantilly VA) ya no están disponibles y han
sido reemplazados por el instrumento DML 2000 equivalente.

Sensibilidad analítica
Especificidad analitica
Reproducibilidad

Tabla 18. Desempeño de los calibradores positivos y negativos. Datos combinados del estudio
clínico mul!icéntrico y el estudio de precisión (n '" 79 corridas)

Mediade medias
calculadas(URl)

Ajustado
P'ffi

marginales
34.47
292.37
0.070
0.29

Para determinar la reproducibilidad del calibrador y estimar la frecuencia en la cual pueden ser
necesarios recálculos manuales, se compilaron los resultados de las evaluaciones clinicas que
involucran 79 corridas de ensayo realizadas con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID (véase la
labia 18). Los resultados mostraron que el %CV promedio para estas 79 corridas fue del 5.79%, y
ninguna corrida de prueba tuvo valores medios negativos del calibrador en exceso de 150 URL.
Consideran los tres duplicados del calibrador positivo por corrida de prueba, se observó la
reproducibilidad del calibrador de más del 20% CV para una de las 79 corridas (1.3%) y se
recalculó el %CV. Después del recalculo, el %CV de la corrida de la prueba permaneció por debajo
del 15%, indicando que fueron válidas todas las corridas de la prueba,
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GUiA DE IDENTIFICACiÓN Y RESOLUCiÓN DE PROBLEMAS

PRUEBA DE ADN d'gene HC2 GC.ID

OBSERVACIÓN PROBABLES CAUSAS SOLUCIONES,. CTdeQCrGC Protocolo de softWare incorrecto Si el protocolo del software es incorrecto para la pweba
do QC dan un escogido para la prueba (eslo es, que se está corriendo, deberá leerse otra vez la placa tan
resultado corrido el protocolo de CT en la pronto como sea posible con el protocolo correcto.
IncofT&Cto. coni<:la de GC).

Vuelva a correr los especimenes.
Colocación reversacla de OC de
CT y de GC en la placa.

• Viraje de color Reactivo de desnaturalización no ,. Verifique que el reactivo de desnaturalización
Inapropiado o adicionado, o reactivo de contenga el colorante indicador y que sea da un color
nulo observado desnaturalización no preparado purpura oscuro.
durante la apropiadamente.

2. Verifique que se adicionó e! reactivo dedesnaturali:taci6
o. desnallr.llización al espécimen midiendo el volumen

de espécimen (se esperan 1.5 mL}. Si el volumen
indica que el reactivo de desnaturalización no se
adicionó, haga la adición apropiada, mezcle y proceda
con el ensayo si el viraje de color apropiado es
posterionnenle obseNado.

El espécimen sanguineo puede No se espera el viraje de colorel:8cto descrito con eslos
acullar el viraje de color. tipos de especlmenes; no deberán afectarse de forma

adversa los resultados de la prueba del ensayo.

El pH del espécimen puede ser El espécimen puede ser inusualmente ácido, de ese
inusualmertle ácido. modo. no ocurrira ellriraje de color esperado. Recolecte

un espécimen nuevo antes de la ap~caeión de ácido
acébco a la cérvix porque el pH de espÍlCÍmen
inapropiado afectará de forma adversa los resultados de
la prueba.

3. Viraje de color Mezda inadeala(\a de la mezcla Agite la microplaca de hibridación pardos minutos
Inapropiado de la sonda con el calibradO<". adicionales. Si hay pozos quetodavia quedan purpuras o
obseNado conlrol de ca~dad y/o grises, agregue 25 ~L adicionales de sonda y mezcle
durante la especrnenes desnaturalizados. bien. Si en la adición de sonda y la remezda no Oalrre el
hlbrl(\aclón. viraje de color apropiado y el especimen no contenia

Mezda de la sonda no sangre u otros materiales. vuelva a probar el espécimen .
adicionada.

Volumen inCOfrecto del reactivo
adicionado.

El espécimen sangulneo puede No se espera el lIiraje de color el:8cto descrito con estos
OQIIt~r ellriraje de color. tipos de especímenes: los resultados de prueba del

ensayo no deberá alectarse de fOlTTla adversa.

El espécimen tenIa" 1000 IIL del Chequee el votumen del espécimen original. El votOOlen
medio de transporte de debenj serde 142511L.t 20 ¡JL (despUés de qUilar75I1L).
especlmenes dlgene {STM). Si el voltrnen es" 1405¡JL, el espi!cimen original

contenla" 1000 lit de STM. Obtenga un espécmen
nuevo.

< El ensayo falla Ninguna sonda adicionada al Prepare la mezda de sondas de GC, como se describe
los criterios de diluente de sonda. en la sección Preparación y almacenamiento de reactivos
verfficac:lón de la de estas instrucciones de uso. Mezde completamente,
calibración. No Etiquete el tubo de forma apropiada. Repita el ensayo
haysenal usando la mezda de la sonda recientemente preparada,
OblSOrYllda ene!
calibrador Sonda contaminada con RNasa Use las puntas de pipeta con barrera de aerosol OJando
posl1lvo,los durante la preparación, pipetee la sOnda y use guantes tibres de polvo, Diluya la
controles de sonda en un contenedor estéril. Solamente use
calidad o los reseNOfios de reactivo desechables nuevos y limpios.
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espedmenn. Mezda inadealada de la sooda y Después de adicionar la sonda al diloonte de sonda,
diluente de sonda. mezcle complelamente colocando en vórtice a aKa

velocidad durante por lo menos dnco segundos. Debe
producirse un vórtice lrisible.

Mezda Inadecuada de la SO!lda Después de ad!clOl1ar el espécimen desnaturalizado a la
diluida y espécá"nen mezda de la sonda, cubra la micmplaca de hibridación y
desnaturalizado. agne en elllllrtador giratorio I puesto a 1100 t 100 rpm

por 3 1 2 minutos, como se describe en la sección
Procedimiento de la prueba, h,bridadórl, erapa 3 de estas
ins\nH::ciones de uso. Chequee por ellriraje de color de
purpura a amanllo en cada pozo. Si no hay lriraje de color,
deberán VQ/verse a probar los especlmenes.

Tiempo o temperatura IrlCOfredos Hibride por 60 t 5 minutos a 65 1 2' C, como se desctibe
durante la etapa de hibridación. en la sección ProcedImiento de la prueba, hibridación,

etapa 4 de estas instrucciones de uso. Chequee la
temperatura del calentador de micmplacasl. Asegúrese
de que el calentador estl! puesto para ca\elltar los
especimenes para corregir la temperatura y se precalentó
por una hora antes de su uso.

Mezda Inadecuada durante la Agite en el agitad<x giratorio I a 1100 1100 rpm por 60 t 5
etapa de captura. minutos a

20-25" C, como se describe en la sección Procedimienlo
de la prueba. Hybrid Capture, etapa 4 de estas
instrucciones de uso. Verifique la velocidad del agitador
giralorlo I porcafibración como se resume en la sección
Calibración de la velocidad del agitador del Manual del
operador drJI agitador giratorio l.

Falla en la adición de agregar la Pipetee 7511L del reactivo de detección 1 en cada pozo
cantidad correcta del reactivo de usando una pipeta de ocho canales. Inalbe a 20-25° C
detección 1, por 3Q-.45 minutos.

Falla en illCllbar por el tiempo
especifICado.

FaNa en la adir:l6n de agregar la PIpetee 7511L del reactivo de detección 2 en cada p~o
cantidad correda del readivo de usando una pipeta de ocho canales. Incube a 20-25" C
detección 2. por 15 a 30 minutos.

FaNa en illCllbar pore! tiempo
especificado.

Mal funcionamiento o Remítase a las secciones de manterimientofservicio e
programación incorrecta del identr1icación y reSOlución de problemas en la guia de
Itrninómelro, usuario del so\lware de análisis del ensaYtl digene

aplicable para más instrucciones, o llame a su
representante QlAGEN tocal.

.. Valores de URL Reactivo de desnaturaización no Verifique que la pipeta repetidora esté suministrando
elevados en los adicionado; o voltrnen incorrecto exactamente antes de adicionar el reactivo de

,-'"' del readivo adicionado; o mezda desnaturallzadón. Las pipetas calibradas son esenciales
manuales del inadecuada del reactiw de Agregue la m~ad de vollnlen de readivo de
ensayo ylo desnaturalización con desnaturalización a cada tubo y mezde bien. Para ewar
llspeclmenes calibradores, controles de resultados falsos positivos. asegurese de que el liquido
~150URLen calidad o espec/mefles. lave toda la superficie interna del tubo (invierta el tubo
muchos atados una vez si se mezda manualmente). El calibrador,
los pozos). El conlroles de calidad yespec/menes deberán tomarse
ensayo puede purpuras después da la adición del reactivo de
fallar los desnarurallzllclón. Chequee la calibración de la
crltoflos d. W!loodad del MST Vortexer.
validación. Temperatura y nivel de lIllua del

O
bailo maria inadeoJados

CheqlJ!!fl el nivel y temperatura del a~ua del balio maria.
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PRUEBA DE ADN dlgene HC2 GC.ID

OBSERVACIÓN PROBABLES CAUSAS SOLUCIONES

Valores de URL Fi~ración de ~ en el Realice una lectura de fondo (medición de los datos
elevados en los lumfnómelro. preliminares) del h.rninómelro leyendo los micropozos
f;ontroles del

El sello está roto.
vacíos. Una lectura de mas de 50 URL indica que puede

ensayo tleRCS existir una filtradón de luz. Remifase a las secciones
ylo especimonea Puerta no senada. mantenimientoJservicio e identificación y resolución de
lO!: 250 URloen problemas en la guia de usuario del software de análisis
mu<;hos o todos del ensayo digene aplicable para mas instruedones, O
los pozos). El llame a su representante QIAGEN local.
ensayo puede
fallar los
crlterios de Contaminación del reactivo de Haga referencia de la Verifialción de la contaminación en
valida<;lón. detección 2 ó micropozos de esfa sección IdentifICación y resolución de problemas.

captura por el reactivo de
defección 1 o foslatasa alcalina
exógena.

Soludón amortiguadora de lavado Haga referencia de la Verifi<::aClón de la contaminación en
contaminada. esta sectión Identificación y I9so1ucióll de problemas.

Lavador aufomatizado de placas Haga referencia de la Venficaci6n de la contaminación en
contaminado. esta sección Idenlir~ción y resolución de problemas.

Lavado inadecuado de Lave los micro pozos completamente con solución
micropozos de captura después amortiguadora de lavado seis veces. llenando los pozos
de la iOOJbación del reactivo de al sobfenujo cada...ez o usando el lavador aufomatizado
defeedón 1. de placas. No deberá haber nIngún liquido rosado

residual visible en los pozos despl.'és del lavado. Véase la
secd6fllden/ifi<;1JCión y resolución de problemas del
Manual del operador del lavador automatizado de placas
para inslnJcciones sobre pruebas para la contaminación o
malos funcionamientos

Contaminación del reactivo de Asegúrese de que todas las superficies de trabajo estén
deteedón 1 de los micropozos. limpias y secas. Tenga cuidado cuando use el reactivo de

deteedón 1. Evite aerosoles.

Secado de la solución de No vuelva a secar en la m¡Sma área de las toallas
hibridación en la misma área de Kirntowels o toallas de papel con poca pelusa
toallas Kimtowels o toallas de equivalentes.
papel con poca pelusa
equrvalentes

Use toanas Kimtowels o toallas de papel con poca pelusa
Uso de toallas de secado equivalentes para el secado.
I eQuivocadas.

6. Razones de Preparación inadecuada de Adicione el vollmen apropiado de reactivo de
PClNC bajas o especimenes. desnaturalización y mezde completamente colocando en
número alto de vórtice. Para evitar resuKados falsos positivos. asegúrese
especlmenes de que el liquido lave toda la superficie interna del tubo
bajos positivos (> colocando en VÓrtice con el método del Vortexer de tuboS
20% de los mulliespedmenes durante por lo menos cinco segundos
especimenes (para el mélodo de vortexer manual, coloque en vórtice
totales) con una durante por lo menos cinco segundos e invierta el tubo
ra.zónURUCO< una ...ez). Deberá verse un viraje de color distintivo de
2.0. El ensayo púrpura daro a oscuro. Incube por 45! 5 minutos a 65:l:
puede lanar los 2°C.
f;riteriosde
YlIl1daclón. Sonda inadecuadamente Prepare la mezcla de la sonda como se desClibe. Mezcle

mezclada o insuficiente sonda completamente colocando en vórtice. asegurándose de
adicionada a los ensayos. que se produzca un vórtice visible. Debe agregarse la

mezda de la sonda a los tubos con una pipela
mufficanales o repetidora para asegurar un suministro
exacto.
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OBSERVACiÓN PROBABLES CAUSAS SOLUCIONES

Volumen inadecuado de mezda Verifoque que la pipeta de ocho canales esté
de la sonda adicionada a cada suministrando exactamente antes de adicionar la mezda
micropozo de hiblldación. de la sonda a la microplaca de hibridación. Agregue 25 ~L

de mezcla de ta sonda a cada micropozo que contiene los
calibradores. controles de calidad y espedmenes c1inicos
desnaturalizados. El viraje de color deberá ser de púrpura
oscuro a amarillo en la adición y una mezcla completa de
la mezda de la sonda.

Pérdida de la actividad del Conserve el reactivo de detecci6n 1 a 2-8. C. ÚSese
reactivo de deteedón 1. antes de la fecha de caductdad en el marbete de la caja

externa del kit.

Captura Insuficiente de híbridos Deberá realizarse la etapa de captura usando el agitador
de ARNADN. giratooo l puesto a 1100! 100 rpm. Verifique la velocidad

del agitador. como se desClibe en la seedón Calibración
de la velOCIdad del agitador del Manual del operador del
agitador giratorio ,.

Lavado inadecuado. Lave los micro pozos completamente con solución
amortiguadora de lavado SeiS \leeeS, .enando los pozos a
sobreftujo <;ada vez o usando el lavador automatizado de
placas.

Solución amortiguadora de lavado Chequee la solución amortiguadora de lavado por
contaminada. contaminación. Pipetee 10 IlLde solución amortiguadora

de lavado en 751lL del reactivo de deteedón 2 en un
micropozo de captura blanco. Cubra e incube 15 minutos
a 2()-25° C. Lea el micropozo en elluminómetro. Las
lecturas por encima de 150 URL indIcan contaminación
de la solución amortiguadora de lavado. Véase la seCCIón
Preparación y almacenamiento de reactivos de estas
Instrucciones de uso para instruedones sobre la limp<ez:a
y mantenimiento del aparato de lavado. Véase la seedón
Idenlificadón y resolución de problemas del Manual del
operador del lavador automalizado de placas para
instrucciones sobre descontaminación o malos
furlCionamlentos.

7. Series de Contaminación de micropozos de Cubra los mi<::ropozos de captura durante todas las
especlmenes captura durante la manipulación incubaciOnes. Ev¡fe exponer los micropozos a
positivos cOn los del ensayo. contaminación de aerosol mientras realice el ensayo. Use
valores de URL guantes Ibres de polvo duranle las manipulaciones.
aproximadamente
iguales.

Contamlfl8cion del reactivo de Sea cuidadoso en no contamtrlarel stock cuando pipetee
detección 2. el reacliV<l de deteedón 2 en los micropozos de captura.

Evite la contaminación del reaclillO de detección 2 por
aerosoles del reactillO de deteedón 1 o del polvo da
laboratorio. elc.

Mal funcionamiento del lavador Véase la seedón Identificación y resolución de problemas
automatizado de placas. del Manual del operador del lavador automatizado de

placas para instruedones sobre las pruebas por
contaminación o malos funCIonamientos.

8. CV pon:entualfl$ Pipeteado Inexacto (esto es. Chequee la pipeta para asegurarse de que se estén
amplios entre burbujas. plpeta no calibrada). suminislrando los volúmenes reproducibles. Calibre las
duplicados. pipetas de forma rutinaria.

Mezcla insuficiente. Mezde completamente en todas las etapas. Coloque en
el vórtice antes y después de la incubación de
desnaturalización y después de adicionar la mezda de la
sonda. Asegúrese de que se produzca un vórtice visible.
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PRUEBA DE ADN d'gene HC2 GC-ID

OBSERVACiÓN PROBABLES CAUSAS SOLUCIONES

Transferencia incompleta de Tenga cuidado durante la etapa de transterencia de la
liquido de la microplaca de microplaca de hibridación a la micrr;>placa de captura para
hibridación a los micropozos de asegurarse de que se pasan los volUmenes
captura. reproducibles.

Condiciones de lavado lave los micropozos completamente con solución
inapropiadas. amortiguadora de lavado seis veces, .enando los pozos a

sobrefiujo cada vez o usando el lavador automatizado de
placas y los protocolos aprr;>plados de! lavador
automatizado de placas.

ContamiNlción con reactivo de AsegUrese de que todas las sUjlerficies de trabajo estén
detección 1 de los mkropozos. limpias y secas. Tenga cuidado cuando use el reactivo de

detección 1. Evite aerosoles.

secado en la misma área COll No vuelVa a secar en la misma área de las toaMas
toallas de Kímtowels sobre varias Kimtowels,
filas,

9. Resultados falsos Reactivo de detección 2 Sea cuidadoso en no contaminar de forma cruzada los
posltlvos contaminado. especimenes cuando adicione el reactivo de detección 2
obtenidos de entre los especímenes. Si solamente se usa parte de un
especimenes kit, divida en partes alicuotas en volumen necesario para
neg~tlvos ese ensayo en un reservorlo ~mpio de reactivo antes de
conocidos. llenar la pipeta

Conlamtnaclón con reactivo de lave los micropozos completamente 0011 solución
detección 1 de los micropozos. amortiguadora de lavado seis veces, .enando a sobrellujo

cada vez o usando el lavador automatizado de placas. No
deber<i haber liquida rosado residual visiblt! en los
mlcropozos después del lavado.

Preparación ;nade<:uada del Adicione el volumen apropiado del reactivo de
espécimen. desnaturalización 'f mezcle completamwte colocando en

vórtice. Para evitar resullados falsos positivos, asegúrese
de que el liquido la\llltoda la superficie Interna del tubo
colocando el1 \/Órtica con el método de MST Vortexer
durante por lo mellOS cinco segundos (para el método de
vortexer manual, invierta el tubo ul1a vez). Deberá verse
un viraje de color distintivo de purpura daro a oscuro.
Incube por 45:!: 5 minutos a 65 i: 2' C.

Condiciones inapropiadas de la"'" los micropozos completamente con solución
lavado. amortiguadora de lavado seis veces, llenando los pozos a

sobrellujo cada \IllZ o usarnlo ellawdor automatizado de
placas y los protocolos apropiados de! lawdor
automatizado de placas.
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10. V ••lo""s de se incubó el reactivo de detección la prueba es inválida debido a valores del calibrador
URl del 2 a una temperatura mayor a 20- negativos allos. Vuelw a correr la prueba y asegúrese de
calibrador 25' C que las etapas de captura y detección se incuben a 20-25'
nl19ativo del c.
ensayo manual
elllvados (> se incubó el reactivo de detección lea la placa después de 15 minutos de incubación (y no
150 URLI. El 2 más de 30 minutos. mas de 30 minutos de incubación) a 20-25' e,
resto del
ensa'fo se
desempeña
t;omolo

Chequee el reactivo de detección 2 por contaminaciónesperado, se con1amlnamn el reactivo de
detecdón 2 o la sOlución pipeteando 75 ~l en un pozo de microplaca de captura

O amortiguadora de lawdo con blanco. lnalbe a 20-25' C por 15 minutos y lea en el

Valores da
fosfatasa alcalina o raact",o de luminómetro. las lecturas por encima de 150 URl indican
delección 1, contaminación del reactivo de detección 2. Tenga cuidado

URl del cuando pipetee el reactillO de detección 2, Use guantes
Clllibrador ~bres de polvo y evfIe tocar las puntas en cualquier
negativo del superficie de Ir'abajo. Repita el procedimienlo de
ReS ele'o'lldos identfficación y resolución de problemas en el vial maestro
(> 250 URL). El del reactivo de detección 2, y si no está contaminado, repita
resto del el ensayo usarnlo este material. Si está contaminado,
enu'fo se obtenga...,a prueba de AON digene HC2 GC-lO nueva y
desampeñ •• repita el ensayo.
como lo
esperado. Si no está contaminado el reactivo de detección 2, verifique

la solución amortiguadora de lavado por rontaminactón.
Pipetee 10 .•.•l de la solud6n amortiguadora de lavado en 75
¡.¡l del reactivo de detección 2 en un micropozo de captura
blanco. Coora e incube 15 minutos a 20-25' C. lea el
micropozo en e1luminómelro. Las lecturas por encima de
150 URl indican contaminación de la solución
amortiguadora de lavado. Véase la sección Preparaci6n y
almacenamiento de reactivos en estas instrucciones de uso
para ins\r1.Jcdones sobre la limpieza y mantenimiento del
aparato de lavado. Véase el Manual del operador del
lavador automatizado de placas para las instrucciones sobre
pruebas por contaminación o malos funcionamientos.
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Verificación de la contaminación
Reactivo I ,procedimiento de verificación de la Interpretación de resultadosevaluado contaminación
Nota: tenga cuidado cuando pipetee el reactivo de detección 2 para evitar contaminación. Use guantes y evite

tocar las untas de ni';'ta sobre cualnuier sunerficie de trabaio.
Reactivo de o Pipetee 75 IJl del vial dividido en partes o El control del reactivo de detección
detección 2 alícuotas, residual yfu original del reactivo de 2 deberá ser <; 50 URl.

detección 2 en un micropozo de captura blanco. o Si los valores del reactivo de
o Incube 20-25' C por 15 minutos. Evite la luz detección 2 son <; 50 URl, puede

solar directa. usarse el reactivo de detección 2
o lea los micro pozos en elluminómetro. para repetir el ensayo.

o Si se contamina (> 50 URl),
Nota: las pruebas del reactivo de detección 2 en obtenga un kit nuevo y repita el

replicados de tres proporciona una valoración ensayo.
ó";l1madel desem";eño.

Aparato de la . Pipetee 75 IJl del reactivo de detección 2 en tres o El control del reactivo de detección
solución micropozos de captura separados. 2 (pozo 1l deberá ser <; 50 URl.
amortiguadora . Etiquete los pozos 1-4. o Compare el valor de URl de los
de lavado ylo . El pozo 1 sirve como el control del reactivo de pozos 2, 3 Y4 para el valor URl
fuente de detección 2. del control del reactivo de
agua . Pipetee 10 IJl de solución amortiguadora de detección 2 (pozo 1). los valores

lavado de la botella de lavado al pozo 2. de URl individuales para los pozos. Deje que fluya la solución amortiguadora de 2, 3 Y4 no deberán exceder 50
lavado a través del entubado del lavador. URl del valor de URl de control. Pipetee 10 IJl de la solución amortiguadora de del reactivo de detección 2 (pozo
lavado del entubado al pozo 3. 1).

o Obtenga una parte alícuota del agua usada para o los valores que excedan 50 URl
preparar la solución amortiguadora de lavado. del control del reactivo de
Pipetee 10 IJl del agua al pozo 4. detección 2 indican contaminación.. Incube 20-25° C por 15 minutos. Evite la luz Véase la sección Preparación y
solar directa. almacenamiento de reactivos para

o lea los micropozos en el luminómetro. instrucciones sobre la limpieza y
mantenimiento del aparato de
lavado.

lavador o Pipetee 75 IJL del reactivo de detección 2 a cinco o El control del reactivo de detección
automatizado micropozos de captura separados. 2 (pozo 1) deberá ser <; 50 URL
de placas o Etiquete los pozos 1-5. o Compare el valor de URl de los

o El pozo 1 sirve como el control del reactivo de pozos 2, 3, 4 y 5 con el valor URl
detección 2. del control del reactivo de

o Pipetee 10 IJl de la solución amortiguadora de detección 2 (pozo 1). los valores
lavado de la botella del lavador de placas URl individuales para los pozos 2,
etiquetada como Wash (lavado) al pozo 2. 3,4 Y 5 no deberán exceder 50

o Pipetee 10 IJl del liquido de enjuague de la URl del valor URl de control del
botella del lavador de placas etiquetada como reactivo de detección 2 (pozo 1l.
Rinse (enjuague) al pozo 3. o los valores que excedan 50 URl. Presione la tecla Prime (iniciar) en elleclado del del control del reactivo de
lavador de placas, dejando que fluya la solución detección 2 indican contaminación
amortiguadora de lavado a través de las !fneas. del lavador de placas.

o Pipetee 10 IJl de la solución amortiguadora de o Véase el Manual del operador del
lavado desde la fosa hasta el pozo 4. lavador automatizado de placas,

o Presione la tecla Rinse (enjuagar) en el teclado Procedimiento de
del lavador de placas. dejando que fluya el descontaminación.
I!quido de enjuague a través de las líneas.

o Pi"etee 1O "t. de la solución amorti"uadora de
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lavado desde la fosa hasta el pozo 5.
o Cubra e incube 15 minutos a 2Q..2S.C. Evite la

luz solar directa. ' .
o lea los micro"ozos en elluminómetro.
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INFORMACiÓN DE CONTACTO MARCAS REGISTRADAS Y PATENTES

Use la hoja de información de contacto de QIAGEN proporcionada con el producto para ponerse en
contacto con QIAGEN Technical Services (servicios técnicos) o su representante QtAGEN local.

QIAGEN", digene", Hytrid Capture", Rapid Capturefl (QIAGEN Group)~parafilml!l (BEMIS
Company, Inc.); DuraSea("l (Diversified Biotech); Epgendorfl, Repeater (Eppendorf AG);
Kimtowelsll'>(Kimberly~Clar1c:Corporation); CDP-Star (Ufe Technologies Corporation); pGEM"
(Promega Corp).

los nombres registrados, marcas registradas, etc. usados en este documento, incluso cuando no
se marquen como tales especificamente, deben considerarse protegidos por la ley.

Este producto y su melado de uso están cubiertos por una o más de las siguientes patentes:
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Patente de EE.UU. de Hybrid Capture
6,228,578

@2012-2015 QIAGEN, todos los derechos reservados
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Esta página se dejó intencionalmente en blanco.
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1

Resumen de la prueba de ADN «d¡gene> HC2 GC-ID DNA Tesl.
Importante: es importante estor familiarizado completamente con el procedimiento detallado antes de usar este
resumen.

Procedimiento

Desnaturalización Método de vórtice manual Método vortexer de tubos muhiespedmenes.• Cree el marbete de distribución de placas. .. Cree lo distribución de placas. Etiquete la
E1iquctela placo de hibridación. Prepare el placo de hibridación.
readivo de desnaturalización. .• Prepare el reactivo de desnoturalización..• Pipetee el reactivo de desnaturalización (el .• Pipetee el reactivo de desnaturalización (el
volumen es equivalente o la mitad del volumen volumen es equivalente o lo mitad del
del espécimen) en calibradores, controles de volumen de espécimen) en calibradores,
calidad y especimenes. Coloque en vórtice cada controles de calidad yespecimenes.
calibrador, control de calidad y e'pécimen de .. Verifique que todo, los tubos muestren un
Formaindividual por cinco segundos o alto color púrpura.
velocidad e invierta (véme el prospedo poro .• Cubro lo gradilla con película y tapa
detalles). .• Coloque en vórtice por 10 segundos o.• Verifique que todos lo, tubos muedren un color móximo velocidad.
púrpura. .• Incube o 6S ~ 2" C por 4S ~ S minuto,..• Incube o 6S ;l;r C por 45 ;l;S minutos. .• Prepare lo mezclo de sondas de Gc..• Preoore lo mezclo de sondo de Gc.

Hibridación .• Coloque en vórtice 1m calibradore', controles de calidad y especimenes desnoturoliwdas bien, luego
pase 751lL en lo micraploco apropiado... Cubro lo microploco con una tapo poro placas e incube por 10 minutos o 20-25" C. Quite lo cubierto ..• Pipetee 25 ~l de lo mezclo de sondas de GC en los micropozos ..• Cubro lo microplaca con uno topo poro microplacos y agite en el agitador giratorio IO 1100;l; 100
rpm por 3 ;l;2 minutos. Verifiqueque todos los pozos muestren un color amarillo..• Incube o 65 ;l;2" C OOr60;l; S minutos. Preoore lo microoloca de cooturo .

Hybrid Capture .• Pose el contenido de codo pozo de placo de hibridación 01 pozo correspondiente en lo microploco de
[capturo híbrido) capturo u,ondo uno pipeta de ocho canale,..• Cubra con uno topo poro placas. Agite o 1100 :!: 100 rpm o 20-25" C por 60 :!: S minutos. Prepare lo

solución amortiguadora de lavado... Decante V ,eaue lo microolaca de caoturo (véa,e el orosoecto coro detalle,l.
Detección híbrido Pipetee 7S ¡.tLdel reactivo de detección 1 en codo pozo de lo microplaco de captura. Cubro lo microploca

de capturo con uno topo para placas. Incube o 20-2S0 C por 30-45 minutos. Lave la placa usando el
método deseado.

lo"oo" Método manual de lovodo Método de lavador automatizado de placas.• Decante y seque la microplaca de captura (véase .• Coloque lo placo en ellovador automatizado
el prospecto para detallesl. de placas y presione cSTART/STOP... lave seis veces . (pore/inicie) poro comenzor..• Seaue en toallas de POpelde poco pelusa. .• Voyo a la siauiente etaoo.

Amplificación de .. Pipetee 75 ~Ldel reactivo de detección 2 en codo pozo de lo
$eñale$ microplaca de captura. ,¡¡¡¡oo.e.• Cubra lo microplaca con uno tapo paro placas ..• Incube a 20-2S0 C por 1S.30 minutos •••••lectura .• Leo lo microplaca de capturo en elluminómetro ..• Valide el en~avo e interorete la, resultados del esoocimen . ••••QIAGEN
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