“2016 — Afio del Bicentenario de la Declaracion de la Independencia Nacional”

Ministerio de Salud
Secretaria de Politicas, Regulacién e
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BUENOS AIRES

VISTO, el expediente n° 1_47_3110_5439/15_0,%' Registro de la

Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica v,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma TECNOLAB S.A. solicita
modificacién para el producto para diagnostico de uso “in Vitro” denominado KIT
DE CAPTURA HIBRIDA II GC DIGENE, autorizados por Certificado N° 2893.

Que a fojas 108 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagnéstico que establece que los productos rednen. las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecenila Ley N°
16.463, y Resolucién Ministerial N© 145/98 y Disposicidon N© 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los
Decretos N© 1490/92 y por el Decreto N° 101/15 de fecha 16 de digiembre de
2015. |

Por ello;

EL. ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

<




“2016 — Ailo del Bicentenario de la Declaracién de la Independ

% DISPOSICION N° § § ¢
Ministerio de Salud .-
Secretaria de Politicas, Regulacidon e

Institutos
AN.M AT

ARTICULO 10°.- Autorizase a la firma TECNOLAB S.A. las siguientes m
1) cambio de domicilio de la planta elaboradora: la planta de ¢
Gaitherersburg (1201, Clopper Road Gaithersburg,'MaryIand, USA se
la planta Germatown ( 19300 Germatown Road, Germatown, Mey,
20874 ; 2) cambio de nombre, el cua!l serd Digene HC2 GC-ID DNA tes
2 (Codigo 5140-1220) para el producto para diagndstico de usq
denominado KIT DE CAPTURA HIBRIDA II GC DIGENE.
ARTICULO 2°.- Dése de baja a los productos autorizados mediante Cen
2893 denominados MUESTREADORES CERVICALES y el PANEL DE

CT/GC DIGENE( cddigo 5130-116 IVT), manteniéndose la vigencia del

encia Nacional”

D

odificacién
laboracion
t;'asladé a
Iénd, USA
t , version

» In Vitro

tificado NO
CONTROL

mismo.

ARTICULO 39.- Acéptense los nuevos proyectos de rétulos y Manual de

Instrucciones a fojas 34 a 93. Desglosandose las fs. 74 a 93, dond

constar las modificaciones descriptas en el articulo 1° precedente.

e deberan

ARTICULO 40.- Practiquese la atestacién correspondiente en el Certificado no

2893 cuando el mismo se presente acompanado de la fotocopia autent

presente Disposicion.

cada de la

ARTICULO 50.- Registrese; girese a la Direccién de Gestidon de Informacion

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas nof

ifiquese al

interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Di‘sposicic’nn

junto con la copia de los proyectos de rotulos y Manual de Instrucciones.

Cumplido, archivese.-

Expediente n°: 1-47-3110-5439/15-0

392 §

DISPOSICION NO:

s

Subadministrador Nacl
A N.M.AST.
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS

digene® HC2 GC-ID DNA Test, version 2 (Cédigo del Producto 5140-1220)
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

digene® HC2 GC-ID DNA Test, version 2 (Cédigo del Producto 5140-1220)
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Esta pdgina se dejé intencionalmente en blance,

Prueba de ADN «digene® HC2 GC-ID DNA
Test», version 2.0

Un ensayo de microplacas de hibridacién de dcido nucleico con amplificacién de
sefiales para la deteccion quimioluminiscente del ADN de Neisseria gonorrhoeae
{GC) en especimenes cervicales

Para vso can:

Dispositiva de recoleccién de ADN «digene® HC2 DNA Collection Device»

Kit de recoleccién de especimenes con hisopo vaginal «digene® HC Female Swab
Specimen Collection Kit»

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

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

REF 51401220

W/

26
QUAGEN
19300 Germantown Road
Germantown, MD 20874
UsA

z
‘ ©

1059753ES Rev. 01 MARISOL

BIOQUIMIC
DT - TECN

. Sample & Assay Technologies
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capitai federal - argentina
tel. 54 11 4555 0010

54 11 4859 5300
tax 54 11 4553 3331
info@tecnolab.com.ar
www.tecnolab.com.ar

IS0 9001:2008 certificada
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NOMBRE Y USO INDICADO

La prueba de ADN «digene® Hyhbrid Capture° 2 {HC2)} GCHD DNA Testy es un ensayo de
hibridacion de écido nucleico in vitre con amplificacidn de sefiales usando quimicluminiscencia da
microplacas para la deteccién cualitativa del ADN de Neisseria gonomrhoeae en especimenes
cervicales recolectados usando el dispositive de recoleccitn de ADMN «digene HC2 DNA Collection
Device» (cepillo cervical y el medio de transporte de espetimenes «digene Specimen Transport
Medium» [STM]) o el kit de recoleceién de especimenes con hisopo vaginal «digene Hybrid Capture
(HC} Female Swab Specimen Coflection Kit» (hisopo Dacron” y medic de transporte de
especimenes digene). La ptueba de ADN digene HC2 GCHID estd indicada para su usc con
mujeres sintomdaticas o asintomaticas como evidencia de infeccién con Neissena gonormhoeae.

Puede usarse la prueba de ADN digene HC2 GC-ID como una prueba autdnoma o puede usarse
como una prueba suplermnentaria a la prueba de ADN edigene HC2 CT/GC DNA Testy para la
diferenciacién de Neisseria gonormhoeae en especimenes que son positives por la prueba de ADN
digene HC2 CTIGC.

Para las preebas de produccién de muestras de alte volumen, puede realizarse la prueba de ADN

digene HC2 GC-ID usando la aplicacién de instrumentos del sistema «Rapid Capture" System»
(RCS).

Para uso de diagndstico in vifro

RESUMEN Y EXPLICACION

Neisseria gonormhoeae es el agente causative de gonorrea, una de las enfermedades transmisibles
mas frecuentemente reportadas en los Estados Unidos de Norteamérica. Los Centros para el
Control de Enfermedades (CDC, por su sigla en inglés) registraron més de 300,000 casos de esta
infeccion bacteriana durante 1996." Sin embargo, se estima que Ja mayoria de los casos quedan
sin reportarse debido a un gran nimero de infecciones inicialmente asintomaticas y que hay hasta
un millén de nuevos casos anualmente, 2 ias infecciones genomeicas asintomaticas son de
particular preocupacion no sclamente a causa del potencial cada vez mayor de transmision de
Neisseria gonorrhoeae, sino también a causa de las consecuencias de salud serias enfrentadas
por agueflos individues que quedan sin tratamiento. i bien la mayoria de las infecciones en los
hombres evoluciona rapidamente para producir sintomas obvios que los Wevan a buscar
tratamiento, la incidencia de infecciones asintomaticas en las mujeres es mucho mayor, y l1as
bacterias frecuentemente quedan sin detectarse hasta el desamolla de complicaciones serias, tales
como la enfermedad inflamataria pélvica (&"ID).3 En respuesta a estos desarrcllos, el CDC ha
abogado por el tamizaje de individuos en alto riesgo de forma rutinaria como una medida primaria
para controlar la gonorrea en los Estados Unidos de Norteamérica.

Neisseria gonomhoeae son diplococes Gram negatives e inmoviles gue tienen requisitos de
erecimiento bastante complejos. San aerobios, produciendo un crecimiento éptimo a temperaturas
de 35-37° C en presencia de 3-5% de CO; y > 70% de humedad relativa. Se obtiene
tradicionalmente el presunto diagnéstica para Neisseria gonomficeae aislando crganismos de
cultivos de especimenes dinicos y usando una cepa Gram para &l examen morfoldgico. Puede
obtenerse un diagnéstico definitive con una prueba de oxidasa ylo catalasa pesitiva del cultivo. La
confimnacién adicional de los resultados incluye pruebas de degradacion de carbohidratos,
aglutinacién y fermentacion de azicares. Pruebas méas definitivas y directas para Neisseria
gonorrhosae incluyen pruebas de deteccion antigénica y de sonda de dcidos nucleicos. Se ha
demastrado que un ensayo inmunosorbente con colorante enzimatice es tan sensible y especifico
como fa cepa Gram para detectar gonccocos en especimenes uretrales masculinos y de orina de
primera miccién, perc tiene upa sensibilidad reducida cuande se aplica a endoespecimenes
cervicales. > © Ya que la prueba de deteccién antigénica puede reaccionar de manera cruzada con
las especies de NMeisseria comensales y relacionadas ? sclamente se puede usar esta prueba para
¢l presunto diagnéstico.

Mas recientemente, se ha usado la deteccidn directa de los acidos nucleicos de Neisseria
gonomhopae para evaluar los especimenes clinicos. Se ha encentrado que esie abordaje es
sensible y especifico para [a deteccidén de Neissera gonorrhceae en poblaciones de alto riesgo
usahdc tanto endoespecimenes uretrales masculinos como cervicales.



PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de ADN digane HC2 GC-ID que usa ia tecnologia Hybrid CGapture 2 es un ensayo de
hibridacion de acidos nucleicos con amplificacion de sefiales que utiliza la deteccion
quimiocluminiscente de microplacas. Los especimenes que contienen el ADN blanco se hibridan con
un coctel de sondas de ARN de GC especifico. Se capturan los hibridos de ARN:ADN resultantes
en la superficie de un micropozo cubierta con anticuerpes especificos para hibridos de ARN:ADN.
Posteriormente se reaccionan los hibridos inmovilizados con anticuerpos conjugados con fosfatasa
alcalina especificos para los hibridos de ARMN:ADN, y detectados com un sustrato
quimicluminiscente. Se conjugan varias moléculas de fosfatasa alcalina a cada anticuwerpo.
Miltiples anticuerpas conjugados se unen a cada hibrido capturado dando como resultado una
amplificacién sustancial de sefales. Conforme el sustrato es seginentado por la fosfatasa alcalina
unida, se emite luz, la cual se mide como unidades relativas de luz {{JURL) en un luminémetro. La
intensidad de la luz emitida denota fa presencia o ausencia de ADN blanco en el espécimen. Ura
medicion de URL igual o mayor a una razén especificada al valor de corte {CO) positivo indica ta
presencia de ADN de GC en el espécimen. Una medicion de URL menor a una razén especificada
al valor de corle positivo indica la ausencia de ADN de GC o niveles de ADN de GC por debajo del
limite de deteccion del ensayo.

El coctel de sondas de GC contiene una mezcla de sondas especificamente escagida para eliminar
o minimizar la reactividad cruzada con las secuencias de ADN de célwas humanas, u ctras
especies bacterianas, o la especie Neisseria aparte de Neisseria gonomhoeas. El coctel de sondas
de GC suministrado con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID es complementario a
aproximadamente 9,700 bp 6 ¢.5% del AD genémico de Neisseria gonorhoeae (1.9 x 10° bp). ®
Una sonda es complementaria al 100% del plasmido criptice de 4200 bp.

Pueden realizarse pruebas de produccién de muestras de alto valumen con la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID utilizando un sistema de pipeteado y dilucién automatizada de uso general
referido como el sistema «Ragpid Capture Systerny {RCS). Este instrumento, que usa una aplicacion
especifica a la prueba de ADN digens HC2 GC-ID, procesa. hasta 352 especimenes en ocho horas.
Para dar la posibilidad de pruebas de produccion de muestras de alto volumen, todas las etapas
del procedimiento del ensaya son realizadas por el RCS, con excepcion de la desnaturalizacién de
especimenes, deteccion de sefales quimioluminiscente, y &f reporte de resultados.

REACTIVOS Y MATERIALES PROPORCIONADOS

Hay 96 pruebas en un kit de pruebas de ADN digene HC2 GC-iD (RER 5140-1220). El nimero de
resuftados de pacientes variara dependiendo del nimero de uscs por kit:

3 usos = 72 resultados de pacientes
4 usos = 64 resultados de pacientes

1 uso = 83 resultados de pacientes
2 usos = B0 resultados de pacientes

1x 0.35 mL Colorantg indicador
Cantiene azida de sodio al 0.05% (wiv).
1 x50 mL Reactive de desnaturalizacidn*
Solucion de hidréxido de sodio (NaOH} diluida.
Dituente de sonda*
Solucién amertiguada con azida de sodio al 0.05% (wiv).
1x200uL Sondade GC
Cdctel de sondas de ARN de GC en solucién amoriguada.

1x5mL

1x2mLl Calibrador negativo®
ADN acarreador en STM con azida de sodio al 0.05% (w/v).

1x1mL Calibrador positivo (PC) de GC *
1.0 pg/mL de ADN de GC clonado y ADN acarreador en STM con azida de sedio al
0.05% (wiv).

1x1mL CT de control de calidad (CT de QC)*
5.0 pgimlL de ADN de CT clonado y ADN acarreador en STM con azida de sodio al
0.05% (whv),

1x1mL GC de control de calidad {GC de QC)*
5.0 pg/mL de ADN de GC clonado y ADN acarreador en STM con azida de sodic al
6.05% (wiv).

1x1 Microplaca de captura

. Cubierta con anticuerpos hibrides de ARN:ADN policlonales cabrios.

1x12mL Reactivo de deteccién 1
Anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina a hibridos de ARN:ADN en solucign
amortiguada con 0.05% (w/v) de azida de sodio.

1x 12 mL Reactivo de deteccidn 2
CDP-Star® con Emerald Il (sustrato quimioluminiscente)

1 x 100 mL Concentrada de la solucién amortiguadora de lavado
Contiene azida de sodio al 1.5% (w/v).

* Véase la seccion Alertas y precauciones de este inserto para informacion de salud e inocuidad.
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GLOSARIO DE SiIMBOLOS

«Bajo prescripcién solamenten
Precaucion: las leyes federales de EE.UU. restringen este dispositivo para su venta por o a nombre
de un médico.

MATERIALES REQUERIDOS MAS NO SUMINISTRADOS

Equipo de diagndstico /n vitro y accesorios del sistema Hybrid Capture A

Sistema «digene Hybrid Capture 2 System» {en lo sucesivo, denominade como «sistema digene
HC2»), consistente en un luminémetro aprebado par QIAGEN (en lo sucesivo, denominado como
«lumindémetror}, computadora personal y periféricos para computadora aprobados por QIAGEN
{monitor, tectado, ratén, impresora y cable de impresora), el software del sistema «digene HC2
System Softwarer {en fo sucesivo, denominado como «software de andlisis del ensaya digenes),
los protocolos de ensayo para GC-ID del sistema «digene HC2 System Assay Protocols for GC-
1th», el software de placas «LumiCheck Plate Softwares, y la guia de usuaric del sistema «digens
Hybrid Captum° 2 Systam User Guide»; o el equipo listado anteriormente y el software cualitativo
«digene Qualitative Software» versién 1.3 6 anterior (en lo sucesivo, denominado como gsoftware
de anélisis del ensayo digene») y el manual de usuario del software cualitative «digene Qualitative
Software User Manualy

Agitador giratorio | del sistema «Hybrid Capture System Rotary Shaker I»

Calentador de microplacas | del sistema «Hybrid Capture System Microplate Heater {»

Lavador — o aparato de lavado — de placas automatizade del sistema «Hybrid Capture System

Autarnated Plate Washer -or Wash Apparatus»

Tubo multiespecimenes Vortexer 2 del sistema «Hybrid Capture System Multi-Specimen Tuke
Vortexer 2»; gradilla para especimenes y tapa para gradilla «digene Specimen Rack and Rack
Lid» {opcional)

Pipeta y soporte «EXPAND-4 Pipettor and Stand» {(opcional} ¢

Dispositivo de recoleccién de ADN «digene HC2 DNA Collection Device» {consiste en cedoinn

cervical y medio de transporte de especimenes «digene Specimen Transport Mediums»)

Kit de recoleccién de especimenes con hisapo vaginal «digene HC Female Swah Specimen

Collection Kit» (consiste en 2 hisopos Dacren y medio de transporte de especimenes digena) o

Dispensador de sellador de tubos y dispasitivo de corte (opcionales, usados con el tubo

multiespecimenes Vortexer}

Sisterna «Rapid Capture Systerm» (opcionat para pruebas de produceitn de muestras de alto

volumen} &

Tubos de recoleccion de especimenes

Gradilla para tubos de recoleccién de especimenes {para ajustar los tubos de recoleccion de

especimenes)

Gradilla de tubes de especimenes

Micraplaca de hibridacion

Tapas para microplacas

Tiras para microplacas vacias (dispenibles de Costar, modelo #2581); apcional para uso con el

lavador de placas autematizado

Puntas para pipeta extralargas para remocién de espécimen

Tapa roscas de tubos de recoleccidn de especimenes

Reservorios de reactivos desechables

Pelicula selladora de tubos «DuraSeal® Tube Sealer Film»

Equipo y accesoros para uso general de laboratorio

Bafig maria a 65 + 2° C de suficiente tamario para sujetar ya sea una gradilla para tubos de
multiespecimenes Vortexer (36 x 21 x 9 cm) o dos gradillas para especimenes (cada uno 31.7 x

15.2 x 6.4 cm}

Microcentrifuga (opcional para centrifugar viales de sondas para obtener un volumen de sondas
maximo)

Mezcladora de vértice con accesorio de copa

Micropipeta de un solo canal; configuraciones variables para velumenes de 20-200 pL y 200-100¢
uL

Pipeta de desplazamiento positivo repetidora, como pipeta Eppendorl° Res}eaterm 4

Pipeta de oche canales. con capacidad de suministro de 25-75 pL
Temporizador



Solucién de hipociorito de sodio, 5% viv (0 blanqueador de uso doméstica)
Parafim® o equivalente

Puntas para pipeta con barrera de aerosol desechables para pipeta de un solo canal (20 a 200 uL y

200-1000 pL)
Puntas desechables para pipeta Eppendorf Repeater (25 y 500 pL)

Puntas desechables para pipeta de ocho canales (25 a 200 pL}

Toakas Kimtowels® o toallas de papel can poca pelusa equivalentes

Cubterta de mesa de trabajo desechable

Guantes libres de polvo

Tapa de ajuste a presion de § mL /6 15 mL, tubos de polipropilene de fondo redondo (para la
dilucian de sondas}

Tubos de microcentrifuga de polipropienc de 2.0 mL con tapas

* Solamente el equipe y los accesorios validados con pruebas de ADN «digens HC2 CT/GC DNA Tests»
astan disponibles de GIAGEN. Remitase a un representante de QIAGEN local.

e También se requiere para su usa cuando realice la aplicacién de RCS semiautomatizada.
Articuto personalizada. Pueden usarse stras pipetas multicanales expansibles personalizadas, un espacio
para la punta proporcionado de 3.2 cm es lograble cuando se expande. De forma alternativa, puede usarse
una pipeta de un solo canal capaz de pipetear 75 L.
Se establecieren las caracteristicas de desempeio de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID sclamente con
los kits de recoteccian indicados.

€ Remitase a la Guia de usvario def sisterna Rapid Capture para instrucciones especificas para el uso de ese

sistema para pruebas de preduccian de muestras de alte volumen con este ensayo.

ALERTAS Y PRECAUCIONES

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

Precauciones de seguridad

1. MANEJE TCDOS LOS ESPECIMENES DEL ENSAYO Y MATERIALES DESECHADQS COMO
Si FUESEN CAPACES DE TRANSMITIR AGENTES INFECCIOSOS. Deberan manejarse los
especimenes de los pacientes en el nivel 2 de BSL como es recomendade para cualquier
especimenes sérico o sanguineg humana potencialmente infeccicso en el manual de CDC-NIH,
Biosafefy in Microbiological and Biomedical Laboratories, 3* edicion, 1993, pp. 10—13 vy el
lineamiento M29-A aprobado por Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS, Protection
of Lahoratory Workers from instrument Biokazards and Infactious Disease Transmitted by Blood,
Body Fluids, and Tissue [Proteccidn de trabajadores de laboratorio de biopeligros del
instrumental y enfermedades infecciosas transmitidas por sangre, liquidos corporales y tejido].

2. No pipatee por la boca.

3. No fume, coma o beba en Areas donde se manejen reactives o especimenes.

4. Use guantes libres de polve desechables mientras manipule reactivos o especimenes. Lavese
las manos completamente después de realizar la prueba.

5. Todos los materiales usados en este ensayo, incluyendo los reactivos y especimenes, deberan
desecharse de una manera que inactiven los agentes infecciosos de conformidad conla
normatividad nacionat y Yocal.

Residuos sélides: Autoclave.

Residuos liquidos: Agregue hipoclorito de sodio a una concentracion final de 0.5% (dilucién
1:10 ¢e blanqueador de uso doméstico). Permita 30 minutes para una
descontaminacién antes de la dispesicion. **

6. DERRAMES: Impie y desinfecte todos ios derrames de especimenes usando un desinfectante
tuberculocidal, tal coma el hipoclorito de sedio af 0.5%, u otro desinfectante idéneo. Deberan
neutralizarse y secarse con trapo los derrames que contengan base y posteriormente deberan
limpiarse las areas con derrame con una selucion de hipoclorito de sodio al 0.5%.

7. Debera cubrirse el area limpiada con material absorbente, saturado con una solucion de
hipociorito de sodic al 0.5% y dejarse reposar durante por ko menos 10 mimites. Puede usarse
una cubierta o charola de vidric o plastico para reducir [a exposicidn a humos.

8. Trate todos los materiales de limpiaza come residuo nocivo y deseche de conformidad
con la normatividad nacional y local.
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PRUEBAS AUTOMATIZADAS CON RCS

Remitase al Manual de usuario del sistema Rapid Capture para Alertas y precauciones adicionales
especificas para ¢l uso de ese sistema para pruebas de produccién de muestras de alto volumen.

DECLARACIONES DE SEGURIDAD Y RIESGOS PARA COMPONENTES

Se aplican las siguientes frases de riesgos y seguridad a los componentes ded kit de prueba de ADN
sdigens HCZ GC-1Dw:

Concentrada de la solucién amortiguadora de lavado
Contiene: azida de sodio. jAlerta! Dafiino si se {raga. Daiiino para la vida acuética
con efectos de larga duracidn. Evite que se libere af medio ambiente. Deseche el
contenido/contenedor a una planta de desechas residuales aprobada.

Reactivo de desnaturalizacién

Contiene: hidréxido de sodio. ;Peligro! Causa quemaduras severas a la piel y dafios
a los ojos. Puede ser comosivo a metales, Deseche el contenido/contenedor a una
planta de desechos residuales aprobada. S| SE ENCUENTRA EN LOS QJOS:
enjuague cuidadosamente con agua por varios minutos. Quitese las lentes de
contacto, si estan presenies y es facil de hacer. Continle enjuagando. Sl SE
ENCUENTRA EN LA PIEL (o e cabello): quitese inmediatamente toda la ropa
contaminada. Enjuague la piel con aguafregadera. Llame inmediatamente a un
CENTRO TOXICOLOGICO o doctor/médico. Almacene con seguro. Use guantes
protecteras/ropa protectora/proteccién para los ojos/proteccian para el rostro.

Diluente de sonda

Contiene: acido acético; acido poliacrilico. jPeligro! Causa quemaduras severas a la
piel y dafios a los ojos. Deseche el contenido/contenedor a una planta de desechos
residuales aprobada. S SE ENCUENTRA EN LOS 0JOS: enjuague
cuidadosamente con agua por varios minutos. Quitese las lentes de contacto, si
estan presentes y es facil de hacer. Continde enjuagando. S| SE ENCUENTRA EN
LA PIEL (o el cabello): quitese inmediatamente toda la ropa contaminada. Enjuague
la piel con agua/regadera. Llame inmediatamente a un CENTRO TOXICOLOGICO o
doctorimédico. Almacene con  seguro.  Use guantes protectoresfropa
protectora/proteccion para los ojos/proteccion para el rastro.

Calibrador positivo de CGC

jAlertal Causa irritacion leve a la piel. Si ocurre irritacién en la piel: cbtenga consulta/atencién médica,

Control de calidad de CT

jAlerta! Causa imitacién leve a la piel. Si ocurre irritacion en ia piel; obtenga consutta/atenciéon medica.

Control de calidad de GC

jAlertal Causa irritacion leve a la piel. 5i ocurre irritacion en 12 piel: obtenga consutta/atencién médica.

Calibrador negative

Alertal Causa irritacidn leve a la piel. Si oeurre imitacion en la piel: obtenga consulta/atencion médica,
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MAS INFORMACION
Hojas de datos se seguridad: www.qgiagen.com/safety
PRECAUCIONES DE MANEJO

1. Parauso de diagndstico in vitro solamente.
Cepilio cervical para uso con mujeres no embarazadas solamente,
No use los reactivos mas alla de la fecha de caducidad en el marbete de la caja externa.

& owoN

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

5. Los acidos nucleicos son muy sensibles a la degradacién medioambiental de las nucleasas.
Las nucleasas estan presentes en la piel humana y en las superficies o materiales manejados
per humanos. Limpie y cubra las superficies de trabaje con almohadillas desechables y use
guantes libres de polvo cuando realice todas las etapas del ensayo,

6. Debera tenerse cuidado en prevenir la contaminacidn de la micraplaca de captura y el reactivo
de deteccidn 2 con fosfatasa alcaling exdgena durante la realizacién del ensayo. Las
sustancias que pueden contener fosfatasa alcalina incluyen el reactivo de deteccidn 1, las
bacterias, saliva, cabello y aceites de %a piel. Cubrir la microplaca de captura después de fa
etapa de lavado y durante la atapa de incubacién del reactive de deteccion 2 es
especialmente importante porque la fosfatasa atcalina exdgena puede reaccionar con el
reactivo de deteccién 2, prody do resultados falsos positivos.

7. Proteja el reactivo de deteccién 2 de 1a exposicion prolongada a la luz directa. Use el reactivo
inmediatamente después de dividir en partes alicuotas y evitar 1a luz solar directa.

8. Deberd tenerse cuidado en suministrar fos volimenes correctos de reactives a los tubos de
reaceibn y microplacas en todas las etapas y mezclar bien después de cada adicion de
reactive. Debera iniciarse la pipeta repetidora por anticipado del suministro de reactivo y
verificarse por burbujas de aire grandes de forma periddica. Canfidades excesivas de burbujas
de aire grandes en la punta de la pipeta repetidora pueden causar un suministro inexacto y
pueden evitarse llenarde la pipeta, dispensando todo el liquide y rellenando. Véanse los
manuales de instrucciones de las pipetas para indicaciones especificas de uso,

9, Debera realizarse un pipeteado de multicanales usande la técnica de pipeteado reverso para
dispensar los reactivos de deteccidn 1 y 2. Verifique cada punta de pipeta en la pipeta de
multicanales para un ajuste y llenado apropiados. Véanse las indicaciones de uso especificas.

10, Debera tenerse cuidado durante el lavade para asegurar que cada micropozo se lave
completamente, El lavade inadecuado dard como resultado un fondo incrementade y puede
causar resultados falsos positivos. La solucién amertiguadora de favado residual en los pozos
puede dar come resultado una sefial reducida o una pobre reproducibilidad.

11. Permita 60 minutos para que el calentador de microplacas 1 se equilibre a temperatura desde
un inicio frlo. No permitir este periodo de calentamiento podria dar como resultado que se
derrita la microptaca de hibridacidn. Consulte ef Manual de! operador del calentador de
microplacas ! para detalles.
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PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

1. Al recibir, conserve el kita 2-8° C.

2. No se use después de {a fecha de caducidad indicada junto al simbolo g en el marbete de la
caja externa o la fecha de caducidad de los reactives preparados (véase a continuacidn).

3. Todos los reactives proporcionados estan listos para usarse, excepto ¢l reactivo de
dasnaturalizacién, la mezcla de sondas de GC vy fa solucién amortiguadora de lavado.

Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para la preparacion de la mezcla de
sondas de GC, la solucién amertiguadera de lavado, el reactivo de deteccitn 1 y el reactivo
de deteccion 2, ya que esas Instrucciones son especificas para el uso de ese sistema para
pruebas de produccién de muestras de alto volumen.

Método de preparacion de reactivos

Reactivo de
desnaturalizacién

PREPARE PRIMERO:

Agregue cinco gotas de colorante indicador a $a botella de reactivo de
desnaturalizacidn y mezcle completamente. El reactivo de desnaturalizacién
debera ser de un color pirpura oscuro y uniforme.

Una vez preparado, el reactivo de desnaturalizacién esta estable por tres
meses cuando se conserve a
2-8° C, Etiquételo con la nueva fecha de caducidad. Si se desvanece el color,
agregue lres gotas adicionales de colorante indicador y mezcle completamente
antes de usarse.

Alerta: el reactivo de desnaturalizacién es corrosivo. Use ropa protectora,
guantes y proteccién para los ojos/rostro idéneos, Tenga cuidado
cuando se manipule.

senda para preparar l[a mezcla de la sonda.

Na. de Volumen del Volumen de |a

pruebasftiras diluente de sonda sonda *
96/12 4.0 mL 160.0 uL
72/9 30mL 120.0 pL
48/6 2.0mL 80.0 uL
2443 1.0mL 40.0 L

Por pozo 0.045 mL 1.8uL

* Estos valores incluyen el volumen extra recomendado.

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

- Coloque en vérlice durante por lo menos cinco segundos a vefccidad
méaxima para mezclar completamente. Debe producirse un vértice visible,
Etiquete como mezcla de sondas de GG y manténgase en un contenedor
sellade hasta que esta lista para su uso. Debera desecharse la mezcla de
{a sonda no usada.

Mezcla de
sondas da GG
{preparada de los
reactivos de
sondasde GC y
diluente de
sondas}

PREFARE DURANTE LA INCUBACION DE DESNATURALIZACION DE
ESPECIMENES:

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

Nota: debera tenerse mucho cuidado en esta etapa para prevenir una
contaminacion de RNasa de la sonda y la mezcla de sondas. Use puntas
de pipeta con barrera de aerosol para pipetear la sonda. £l diluente de la
sonda es viscoso. Debera tenerse cuidado en asegurar una mezcla
completa cuando se prepare la mezcla de sondas de GC, Un vortice
visible debe formarse en el liguido durante la etapa de mezcla. Una
mezcla incompleta puede dar como resultado una sefial reducida.

= Centifugue el vial de ta sonda de GC brevemente para llevar el liquido al
fendo del vial. Golpee suavemente el tubo para mezclar.

+ Determine Ia cantidad de mezcla de la sonda requerida (25 pUprueba). Se
recomienda que la mezcla de la sonda extra se haga para justficar el
volumen que puede perderse en las puntas de pipeta o en el costado del
vial. Remitase a los volimenes sugeridos listados a continuacién. £l ndmero
méas pequefio de pozos recomendado para cada uso es de 24. Si se desean
menos de 24 pozos por corfida, puede reducirse el ndmera tatal de pruebas
par kit debido a volimenes limitados de sonda y de diluente de sonda.

= Pase la cantidad requerida de diluente de sonda a un contenedor
desechable nuevo. Dependiendo del niimero de pruebas, se recomienda un
tube de polipropilenc de fonde redondo con tapa a presion de
S mL & 15 mt. Haga una dilucién 1:25 de la sonda de GC en el diluente de

Solucion
amortiguadora
de lavadoe

PREPARE DURANTE LA ETAPA DE CAPTURA:

Para el lavador automatizado de placas del sistema Hybrid Capture, puede
prepararse la solucion amortiguadora de lavado como se describe a continuacian
y almacenarse en un conteneder limpio y cerrade o prepararse 1 L a la vez y
colccarse en los reservorios del lavador autematizado de placas. Véase {a tabla a
continuacién para los volumenes de mezela.

Alerta: el concentrade de la solucion amortiguadora de lavado es téxico poer
ingesta. Use ropa protectora, guantes y proteccion para los ojosfrostro
idoneos, Para minimizar la exposicidn, agregue agua al concentrado
de la selucion amortiguadora de lavado cuando se prepare.

Cantidad de Cantidad de Volumen fina! de
concentrado de agua destilada o 1a solucién
solucién desicnizada amortiguadora de
amortiguadora de lavado
lavado
333mL 966.7 mL 1L
66.6 mL 1,933.4 mL 2L
100.0 mL 2,900.0 mL 3L

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

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

Véase el Manual del ocperador del lavador automalizade de placas para
instrucciones adicionales de cuidados y mantenimiento.

De forma alternativa, para el Javado manual:

- Diluya 100 mL del concentrado de la solucién amoertiguadora de lavado con 2.9
L de agua destilada o desionizada en el aparato de lavado y mezcle bien (el
volumen final debera ser de 3 1).
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« Cierre el contenedor para prevenir una contaminacitn o evaporacion.

Una vez preparada, la solucién amortiguadora de lavade esta estable por tres
mesas a 2-25° C. Etiquélela con la fecha de caducidad nueva, Si se ha
refrigerado  la  solucion  amortiguadora  de  lavado, equilibre a
20-25° C antes de su uso.

Se recomienda que el aparato de lavade y la tuberia se limpien con solucion al
0.5% de hipoclorito de sodio y se enjuague completamente con agua destilada o
desionizada una vez cada tres meses para prevenir una posible contaminacién de
fosfatasa alcalina presente en bacterias y mechos.

Yolamenes para
Reactivo de
deteccion 1y
reactivo de
deteccion 2

reactivos listos para usarse

INMEDIATAMENTE ANTES DE SU USO:

Mezcle el reactivo completamente, posteriormente mida cen cuidado el volumen
apropiado del reactivo de deteccidn 1 6 reactivo de deteccién 2 en un reservario
de reactivos limpic siguiendo los lineamientos mostrados a continuacion. Para
evitar contaminacion, NO DEBEN regresarse estos reactivos a las botellas
originales: deseche el material no usado después de su uso. 5i no se esta
usandoe una pipeta de ocho canales, puede sustituirse a la pipeta repetidora. En
este caso, deberdn hacerse las partes alicuotas del reactivo en un tubo de
polipropilens de tamafio apropiado.

RECOLECCION Y MANEJO DE ESPECIMENES

Los especimenes cervicales recolectados y transportados usando el dispositivo de recoleccién de
ADN digene HC2 {(cepillo cervical y medio de transporte de especimenes digene} o e kit de
recoleccion de especimenes con hisopo vaginal digane HC (hisopo Dacron y medio de transporte
de especimenes digene} son los dnicos especimenes recomendados para su uso con la prueba de
ADN digene HC2 GCHD. NO se han calificado para su uso los especimenes tomadas con otros
dispositivos de muestreo o transportados en otros medios de transporte con este ensayo. Deberan
recolectarse los especimenes cervicales antes de 1a aplicacion de acido acético o yodo si se esta
reafizando un examen colposcépico. No debe quitarse el dispositive de recoleccién de
especimenes del tubs que contizne al medio de transporte de especimenes digene antes de
volver a poner la tapa y después de la recoleccién.

Pueden retenerse los espacimenes por hasta dos semanas a temperatura ambiente y embarcarse
sin refrigeracion al laboratorio de andlisis. Deberan embarcarse los especimenes en un contenedor
aislado usando ya sea un proveedor de pagueteria de un dia para otro o de 2 dias. En el
laboratorio de andlisis, deben conservarse los especimenes a 2-8° C si debe realizarse el ensayo
dentro de una semana. Si se realiza el ensayo después de una semana, conserve los especimenes
a -20° C por hasta tres meses. Se ha adicionado un conservador al medio de transporte de
especimenes digene para retardar el crecimiento bacteriano y retener la integridad del ADN. No
esta indicada para censervar |a viabilidad de organismos o células.

La estabilidad de los especimenes por dos semanas a temperatura ambiente, mas una semana

; ru::tc:ég.:iras \.::Iaucrg‘?: ::I adicional a 2-8° C, se basa en pruebas internas de 90 especimenes clinicos simulados. Estos 90
; ‘ prichasiras datecoion 16 2 especimenes incluyeron 40 que contenian bajas concentraciones de organismo de GC (en o casi el
9612 Contenide de 1a limite de deteccidn {LOD, por su abreviatura en inglés] del ensayo), 35 que efan especimenes
729 botella moderadamente positivos (aproximadamente 2-5 veces el LOD), y cincg especimenes posdivos
A8/6 70mL allos que excedieron 10 veces el LOD. Los 10 especimenes restantes fueren negativos para GC.
2473 5'0 mL No obstante, cinco contenian un alto nivel de organismo de CT. Se basan los estimados de
& 1 prueba 3'0 L desempefio para el ensayo en especimenes conservados a 2-8° C o congelados y probados dentro
i o 0‘12"51 mL de 1-2 semanas de la receleccisn.

. 3 Notas:
1. Para que se desprendan las tapas, los especimenes que se embarcan ¢ conservan congelados:
o . Cubra las tapas con Parafilm antes de embarcar los especimenes previamente congelados.

T Pueden embarcarse los especimenes congelados 0 a 15-30° C.
. Cuando quite los especimenes del congelador para pruebas, sustituya las tapas
. inmediatamente con tapa roscas de fubos de recoleccion de especimenes.
2. No debe usarse el dispositivo de recoleccién de ADN digene HC2 para mujeres embarazadas.
Recolecte los especimenes de mujeres embarazadas usando el kit de recaleccién de
especimenes con hisape vaginal digene HC solamente.
m————
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PROCERIMIENTQ DE FRUEBAS

Los especimenss pueden contenar agentes infecciosos y deberin manejarse como
corresponda. Puede reafizarse manualmente la prueba de ADN digene HC2 GC-ID como se
instruyd en estas instrucciones de uso ¢ usando e! instrumento del sistema Rapid Capture para
pruebas de produccion de muestras de alto velumen.

Pruebas de produccién de muestras de alto vol do la aplicacion RCS

El sistema Rapid Capture es un sistema de pipeteado y dilugion automalizado de uso general que
puede usarse con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID para pruebas de produccion de muestras
de alto volumer, Este sistema maneja hasta 352 especimenes en ocho horas, incluyendo un
periodo de 3.5 horas durante el cual ne se requiere la intervencion del usuario; pueden generarse
hasta 704 resultadcs de esgecimenes en 13 horas. Se realiza la desnaturalizacion de los
especimenes en la preparacidn para pruebas independientemente del RCS, en el tubo de
recoleccidn primario, como se hace para el método manual de {a prueba de ADN digene HC2 GC-
ID descrita a continuacién, antes de colocarse en |a plataforma del RCS. Ademds, se realizan la
deteccion de sefales quimicluminiscentes y el reporte de resultados usando el sistema de
lumindmetros fuera de linea comun 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 gue e procedimiento de pruebas manuales. La aplicacién del RCS permite el
precesamiento escalonado de hasta cuatro microplacas, cada placa conteniendo especimenes 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 seccidn.

Cuando use el sisterna Rapid Capture, remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid
Capture proporcienada con el instrumento, ademas de estas instrucciones de uso, para la
informacion de procedimientos y descriptiva necesaria,

Método manual

Preparacion
1. Deje que se equilibre 60 minutos el calentador de microplacas i a 65 + 2° C desde un inicio frio.
Consulte el-Manual del operador del calentador de microplacas | para detalles,

2, Quite los especimenes y todos los reactives requeridos del refrigerador antes de comenzar el
ensayo. Deje que alcancen 20-25* C por 15-30 minutos.

3. Use el software de analisis del ensayo digens con los protacoles de ensayo digene para GC-ID
para crear el archivo de distribucién de placas. Consulte [a guia de usuario del software de
andlisis del ensayo digene aplicable para detalles.

4. Deben prepararse frescos los calibradores y controles de calidad para cada cortida. Mezcle los
calibradores y los controles de calidad bien. Si se usa el Vortexer de tubes muitiespecimenes,
quite 500 L de cada uno en los tubos de recoleccion de especimenes vacios apropiadamente
etiquetados. De forma alternativa, quite 200 pL de cada uno en tubos de microcentrifuga de
polipropileno de 2 mL apropiadamente etiguetados.

5. Quite y deseche las tapas de los calibradores, contreles de calidad y especimenes a probar.
Deben probarse PRIMERO los calibradores negativos y positivos por triplicado para cada
Iote de especimenes probades. Deberan probarse uno par unc los controles de calidad y los
especimenes. Deberdn correrse los calibradores, controles de calidad y especimenes en una
configuracién de columna de 8 micropozos, de tal forma que se coloquen los duplicados del
calibrador negativo (NC, por su abreviatura en inglés) en A1, B1, 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
especimenss comenzando en A2, Véase la distribucion de ejemplo a continuacidn. Consufte la
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guia del usuario del software de andlisis de ensayos cigene apficable para la instalacion
. 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.

DISTRIBUCION DE EJEMPLO PARA UNA CORRIDA DE 24 MICROPOZOS:

Columna
Fila 1 2 3
A NC Espec. 1 Espec. 9
a NC Espec. 2 Espec. 10
Cc NC Espec. 3 Espec. 11
D PC Espec. 4 Espec. 12
E PC Espec, 5 Espec. 13
F PC Espec. & Espec. 14
G CT de QC Espec. 7 Espec. 16
H GCde QC Espec. 8 Espec. 16

Nota: el software de andlisis de ensayos digene evaluard fanto los resultades del calibrador como
de control de calidad con base en su ubicacidn en la placa para verificar la cotrida del
ensayo. La colocacion apropiada de los calibradores y controles de calidad y 1a seleccién
del pretocolo de software apropiade es esencial para resuftados validos,

Desnaturalizacién
Notas:

- Alerta: el reactivo de desnaturalizacién es corrosiva. Use ropa protectora, guantes y
proteccién para los ojosfrostro idéneos. Tenga cuidado y use guantes libres de polvo cuando
manipule.

+ Importante: algunos especimenes pueden contener sangre u otrc material bioldgice que
puedan ocuttar los virajes de colar en la adicion del reactivo de desnaturalizacidn y la mezcla
de la sonda. Los especimenes que muestren un color ascure antes de la adicidn del reactivo
de desnaturalizacién pueden no dar los virajes de color apropiados en estas etapas. En estos
casos, ne mostrar el viraje de celor apropiado no afectara los resultades del ensayo.

= No quite el dispositive de recoleccion de especimenes antes de la desnaturalizacion,

+ Durante la etapa de desnaturalizacion, asegarese de que el nivel de agua en el bafio maria
sea adecuado para sumergir todo el volumen de espécimen en el tubo.

+ Pueden prepararse los especimenes hasta la etapa de desnaturalizacidn y conservarse a 2-
8° C de un dia para otrc o conservarse a -20° C por hasta tres meses, Puede realizarse un
maxime de tres ciclos de congelacién-descongelacidn con un maximo de dos horas a
temperatura armbiente durante cada ciclo de descongelacion. Mezcle bien antes de usarse.

+ Pueden prepararse los calibradores y controles de calidad hasta la etapa de
desnaturalizacion y conservarse a 2-8° C de un dia para otro, mas no pueden congelarse.

+ Para evitar resultados falsos positivos, es crilico que todo el material de calibradores,
controles de calidad y especimenes se ponga en contacto coh el reactivo de
desnaturalizacion. La mezcla después de la adicién del reactivo de desnaluralizacién es una
etapa critica: asegurese de que el Vortexer de tubos multiespecimenes esté puesto a
100 (velocidad maxima) y que se observe un vértice visible de liquido durante la
mezcla de tal forma que el liguido lave toda la superficie interna de! tubo. 5i se realiza
un vértice manual, asegurese de que cada calibrador, control de calidad y espécimen
se mezcle individualmente poniendo en vértice cada uno durante por lo menos cinco
segundos a mixima velocidad de tal forma que el vortice del liquido lave toda la
superficie interna del tubo sequide de {a inversion del tubo una vez.

-
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< Después de la desnaturalizacién e incubacion, ya no se consideran infecciosos los
especimenes . Sin embargo, el personal de laboraterio debera aln acatar las precatciones
universales practicas.

1. Pipetee el reactivo de desnaturalizacidn con colarante indicador en cada calibrador, control de

calidad o espécimen usando una pipeta repetidora o ajustable. Tenga cuidado en no tocar los
costados del tubc o podria acurrir una contaminacién cruzada de especimenes, El volumen de
reactivo de desnaturalizacion necesario es equivalente a la mitad del volumen de espécimen.
Se lista el volumen exacto para cada tipo de calibrador, control de calidad y espécimen en ia
tabla a continuacion.

+ Diluya el reactive de desnaturalizacion restante en la botella antes de su disposicidn.
Deseche de conformidad con la normatividad local, estatal y federal.

Volumen de reactivo de

Calibrador, control de calidad o desnaturalizacién
espécimen requerido
Control de calidad, 200 yL 100 pL
Control de calidad, 500 uL 250 pL
Calibrador negativo y positivo, 200 pL 100 pL
Calibrador negativo y positivo, 500 pbL 250 plL
Espécimen cervical, 1 mL 500 pL

. Mezcle los especimenes usanda uno de los dos métodoes a continuacién.

Método de Vortexer de tubos multiespecimenes

a) Cubra los tubos de calibraderes/controles/especimenes con la pelicula selladora de tubos
DuraSeal jalando la pelfcula sobre kos tubos en 1a gradilla.

b) Celoque la tapa de la gradilla sobre los tubos cubiertos con pelicula y asegure en el jugar con
los dos clips laterales. Corte la pelicula con el dispositivo cortador.

¢} Celoque la gradilla en el Vorexer de tubos multiespecimenes y asegure la gradilla con la
abrazadera. Verifique que la configuracion de velocidad esté en 100 (velocidad maxima), y
gire el interruptor de energia del vortexer a la posicion de «on» {prendide). Cologue en &
vartice los tubos por 10 segundos.

Método de vortice de tubos manualfindividual

a) Vuelva a poner la {apa a los tubos del calibrador, confroles de calidad y espécimen con tapa
roscas para tubos de recoleccién de especimenes limpias, y mezcle cada tubo
completamente colocando &n vortice de forma individual, a alta velocidad, por cince
segundos,

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

. Independiente del métado de colocation en varlice utilizado, debe haber un vartice visible de

liquido dentro de cada tubo durante la mezcla de tal forma que el liquido lave toda la
superficie interna del tubo. Deberan torarse parpuras los calibradores, contrales de calidad y
especimenes.

. Incube Ios tubos en la gradila en un bafio maria a 65 + 2° C por 45 + 5 mirktes (pueden

probarse los cafibradores, 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 incubacion. Véase la seccidn Preparacion y almacenamiento de
reactivos.

Hibridacién
MNotas:
+ Es viscosa la mezcla de sondas de GC. Debera tenerse cuidado en asegurar una mezcla
completa ¥ gue la cantidad reguerida se dispense completamente en cada micropozo de
hibridacion. Véase la seccion Preparacion y almacenamiento de reactivos.

- Si se ha conservado el espécimen desnaluralizado a -20° C, entonces permita que se

descongele el espécimen a
20-25° C, y colagque en vortice comgletamente el espécimen antes de proceder con la
hibridacién,

« Precaliente el calentador de microplacas | a 65 + 2° C por 60 minutes antes de su uso. Véase
el Mantal del cperador del calentador de microplacas | para mas instrucciones, como sea
necesario,

1. Obtenga y etiquete una micraplaca de hibridacién.

2. Quite los calibradores, controles de calidad y especimenes del bafio maria después de ia
incubacidn. Si se esta usando el Vortexer de tubos multiespecimenes, celoque en virtice toda 1a
gradilla por un minima de cinco segundos en la configuracién de velocidad maxima. De forma
altemativa, coloque en vértice cada tubo de forma individual durante gor lo menos 5 segundos.

3. Pipetee 75 yL de cada calibrador, cantrol de calidad ¢ espécimen en el fonda del micropozo de
hitridacién después de gue se haya creado la plantifla bajo Preparacidn. Evite focar los
costados de los pozos y limite la formacion de burbujas. Use una punta de pipeta extralarga y
limpia para cada transferencia para evitar la contaminacion cruzada de calibradores, controles
de calidad © especimenes. No es necesario quitar el dispositive de recoleccidn de especimenes
del tubo de transporte de especimenes. Puede ponerse la tapa a los especimenes
desnaturalizade con las tapas roscas para tubos de recoleccion de especimenes y almacenarse
con los dispositivos de recoleccion de especimenes que queden en fos tubos.

Notas:

« Pueden ocurrir resultados falsos positivos si no se transfieren cusidadesamente las
partes alicuotas de especimenes, Durante la transferencia del espécimen, no toque
ta punta de pipeta al interior del tubo cuando quite la parte alicuvota de 75 pL.

« Importante; algunos especimenes pueden contener sangre u otro material bioldgico que
puedan ocuMar los virajes de color en la adicign de la mezcla de {a sonda. Los
especimenes que muestren un color oscuro antes de la adicion del reactive de
desnaturalizacién pueden no dar los virajes de color apropiados en estas etapas. En estos
casos, no mostrar el viraje de color aprepiade no afectara ios resultados del ensayo. Puede
verificarse la mezcla apropiada observando los virajes de color de los calibradores y
cantroles de calidad.

4, Después de pasar el dlimo espécimen, ¢cubra con Parafilm o la tapa de la placa, e incube la

micropiaca de hibridacién per 10 minutos a 20-25° G,

5. Divida en parles alicuotas la mezcla de la sonda preparada y completamente colocada en
vértice en un reservorio de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 25 pl de la mezcla
de la sonda en cada poze que contenga los catibradores, confroles de calidad y especitmenes
usando una pipeta de ocho canales y las puntas frescas para cada fila. Dispense el volumen
de sonda en cada pozo de hibridacion, previniende una salpicadura de regreso. Evite tocar los
costados de Jos pozos. Inspeccicne la gradilla desde abajo para verificar que fodos les 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 yl —
75 uL y equipada con puntas de 25 yL - 200 plL.
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7.

Cubra la microplaca de hibridacion con una tapa para placa. Agite la microplaca de hibridacién 4. Cubra la microplaca con la tapa para placas y agite en 1 agitador giratorio 1a 1100 = 100 rpm, a
en el agitador giratario | del sistema Hybrid Capture puesto a 1100 + 100 rpm por 3 £ 2 20-25° C por 60 £ 5 minutos.

minutos. Los calibradores, controles de calidad y especimenes deberan tomarse
amarillos después de la agitacién, Los pozos que permanezcan purpuras pueden no haber
recibido la cantidad apropiada de mezcla de la sonda. Adicione 25 pL adicionales de mezcla de
la sonda a fos especimenes que queden purpuras y agite otra vez. Si los pozos quedan
purpuras después de seguir este procedimiento, deberan volverse a probar los especimenes.

Incube en un calentador de microplacas ! precalentado y equilibrado a 65 + 2° C por 60 £ 5
minutas.

Nota: cuando coleque la microplaca de hibridacidn en el calentador de microplacas 1, debera
tenerse cuidado en Ne causar una salpicadura.

Hybrid Capture

1.

2.

3.

Quite todos, excepte el nimero reguerido de micropozos de captura del marce de placas.
Regrese los micropozos nc 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
adicionardn los especimenes a los pazos de acuerds con la distribucidn de ejemplo mostrada a
continuacién y/o la ptantilla previamente preparada bajo Praparacién.

DISTRIBUCION DE EJEMPLO FARA UNA CORRIDA DE 24 MICROPOZOS:

Columna
Fila 1 2 3

A NC Espec. 1 Espec. &

=} NC Espec. 2 Espec, 10
C NC Espec. 3 Espec. 11
D PC Espec. 4 Espec, 12
E PC Espec. 5 Espec, 13
F PC Espec. 6 Espec. 14
G CTdeQC Espec. 7 Espec. 15
H GCde QC Espec. 8 Espec. 16

Quite cuidadosamente la microplaca de hibridacién que confiene los calibradores, controles de
calidad y especimenes del calentador de microptacas 1. Quite inmediatamente la tapa para
placas y cologue en una superficie limpia.

Pase todo el contenido (aproximadamente 100 ul) de los calibradores, controles de calidad y
especimenes al fondo del micropozo de captura correspondiente usando una pipeta de ocha
canales. Use puntas de pipeta nuevas para ¢ada 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 descansande la mitad de [as puntas de pipeta en el borde
superior de los micropozos de captura (véase el diagrama 7).

DIAGRAMA, 1: PIPETEADO CORRECTO

2@@

CORRECTO No pipsies No deje que la
verticaimente. punta toque ¢
Evite una costada del pezo.
sajpicadura de
regrese,
20

5. Prepare la solucién amortiguadora de lavado y verifique los reservorios de enjuague y residucs

6.

de! favador automatizado de placas. Véase la seccion Preparacion y aimacenamiento de
reactivos.

Cuando esté completa la etapa de captura, quile la microplaca de captura del agitader giratorio |
¥ quite cuidadosamente la tapa para placas. Quite el liquido de los pozos desechando en un
lavabo: invierda completamente 1a placa sobre el lavabo y agite fuertemente con un movimiento
descendente siende cuidadoso en no causar una salpicadura de regreso decantando
demasiado cerca del fondo del lavabo. No vuelva a invertir ta placa; seque golpeando
firmemente 2-3 veces en toallas Kimtowels o foallas de papel con poca pelusa equivalentes.
Aseglrese de que todo el Ifquido sea removido de los pozos y que la parte superior de la placa
esté seca.

Deteccion hibrida
Notas:

1.

2,

+ Haga adiciones a través de la placa en una direccién 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 reactivoe. Con esta técnica, se sobrellenan inicialmente las puntas de pipeta
usando el segundo paro en €] control de aspiracion/dispensacion de la pipeta (émbolo).
Véase el procedimiento a continuacidn. Limpie las puntas en el reservorio de reactivo o en
una almohadilla con poca pelusa fimpia para quitar el excesa de reactive antes del suminisiro
a la placa.

+ i se desea. pueds afianzarse |a pipeta descansando la mitad de las puntas de pipeta en el
borde superier de los micropozos. Tenga cuidado en no tocar los costados de los micropozos
o podria ocurrir una contaminaciéh cruzada de los especimenes. Remitase al diagrama 1
mestrade anteriormente.

Divida en partes alicuotas el volkumen apropiado del reactivo de deteccién 1 en un reservorio de
reactivo {véase la seccién Preparacitn y almacenamiento de reactivos para instrucciones).
Pipetee cuidadosamenta 75 pL del reactive de deteccién 1 en cada micropoze de captura
usando una pipeta de ocho canales y la 1écnica de pipeteado reverso, descrita a continuacién,

Tecnica de pipeteado reverso:

a) Inserte las puntas en la pipeta de ocho canales; aseglrese de que todas las puntas estén
firnemente asentadas.

b) Empuje el émbola de 1a pipeta pasade el primero paro al segundo paro.

¢) Sumerja las puntas en la solucidn del reactivo de deteccian 1.

d) Libere el émbalo lentamente y deje que la solucion llene las puntas.

e) Dispense la solucion en los micropozos (75 WL} presionando el émbolo al primer paro. No
libere el émbolo hasta que se hayan resumergido las puntas de pipeta en la solucion del
reactive de deteccién 1.

f) Vuelva a llenar las puntas y repita hasta que se llenen todos los pozos. Llene los pozas de la
microplaca de izquierda a derecha. Verifique que se hayan lienado todos los pozos
exactamente observando la intensidad del color rosado. Todos los poros deberan
tener una intensidad similar.

Cubra la placa con la tapa para placas e incube a 20-25° C por 30-45 minutos.

Lavado
Lave la placa de captura usando uno de los dos métodos a continuacion.
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Métoda del lavador automatizado de placas

Nota: Siempre mantenga prendido el lavador automatizado de placas. Asegirese de que

esté lleno el reservorio de enjuague y que esté vacio el reservorio de residuos, El
tavador automatizado de placas enjuagard de forma rutinaria el sistema para su
limpieza.

ANTES DE CADA USO:

-

el

W

Verifique que esté lleno el reserveric de lavado por lo menos hasta la marca de 1 L. Sino,
prepare fa solugién  amortiguadora de lavado. Véase la seccién Preparacidn y
almacenamiento de reactivos.

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

«  Verifique que esté vacio el reserverio de residuos y que esté apretada de forma segura la
{apa.

» El lavador autematizado de placas automaticamente se enjuagard antes de cada lavado y
aseglrese gue se lave y enjuague después de cada lavado.

. Quite la tapa para placas y coloque la placa en {a plataforma del lavador autematizado de

placas.

Verifique que la energia esté prendida y que la pantalla lea «Digene Wash Ready» [Lavado
digene listo» & «P1»,

Mota: si se esta usando solamente una tira parcial de les pozos de captura, necesitaran
colocarse los micropozos vacios en una placa de captura para completar [a columna
antes del favado.

. Seleccione el numero de tiras a lavar presionando la tecla «Rowsn» [fifas] y posteriormente «+» 0

«-» para ajustar. Presione la tecla «Rows» [filas] para regresar a «Digene Wash Readys [Lavado
de Digene liston 6 «P1».

4. Presione «Start/Stop» [comenzar/detener] para comenzar.

5. El tavador automatizado de placas realizard seis ciclos de llenado y aspiracién tomando

-

aproximadamente 10 minutos. Habrd una breve pausa durante el programa, por lo tanto,
aseglrese de no quitar la placa de forma prematura. Cuando termine de lavar el lavador
automatizado de placas, leerd «Digene Wash Ready» [Lavado de Digene liston & «P1s.

. Quite la microplaca del lavador cuando se termine el programa. La placa deberd aparecer

blanca y no debera quedar liguide rosado residual en los micropozes.

Método de lavado manual

. Quite &f reactivo de deteccién 1 de fos 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 inverlir, asegurese de que el papel se encuentre en contacto con toda el area
superficial de la placa. Deje que se drene la placa por 1-2 minutos, Seque bien en toallas
Kimtowels © toallas de papel con poca pelusa equivalentes limpias. Deseche cuidadosamente
las tcallas de papel con poca pelusa usadas para evilar una contaminacion con fosfatasa
alcalina de las etapas posteriores.

. Usando el aparato de lavado, lave manualmente {a 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 contindia de un mado sinueso hacia la derecha y hacia abajo. Después de que se
hayan llenade todes fos 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
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izquierda y hacia arriba. Se repite esta secuencia de dos lavados dos veces mas para un total
de seis lavadoes por pozo.

3. Después de lavar, seque la placa invirtiendo en toallas Kimtowels o teallas de papel con poca
pelusa equivalentes limpias y golpeando firmemente 3-4 veces. Sustituya las toallas de papel
con poca pelusa y seque otra vez, Deje invertida la placa y deje que se drene por cinco minutos.
Seque la placa una vez mas.

4. La placa debera aparecer blanca, y no debera quedar liguido residual rosado en los micropozos.

Amplificacion de sefiales

Notas:
+ Use un par nueve de guantes libres de polvo para manejar el reactivo de deteccion 2,

« Divida en partes alicuolas sclamente la cantidad de reactivo requerida para reafizar el
ensayo en el reservoric del reactivo con el fin de evitar una contaminacidn del reactivo de
deteccion 2. Viéase la seccidn Preparacion y almacenamiento de reactivos. NO regrese el
reactivo de deteccidn 2 a la botella original. Deseche el material no usado después de
SU usa.

- Debera hacerse sin interrupciones la adicion del reactivo de deteccién 2. El tiempo de
incubacién de todos los pozos debe ser consistente.

« Tenga cuidado en no tocar los custados del micropozo ni salpicar el reactivo de regreso a las
puntas perque podria ocurdr una contaminacidn cruzada de especimenes {véase &l
diagrama T).

-

. Pipetee cuidadosamente 75 L dei reactivo de deteccion 2 en cada micropozo de captura
usando una pipeta de ochc canales y la técnica de pipeteado reverso como se describié
previamente. Todos los micropozos deberan tornarse de un color amarillo. Verifique que se
hayan lenado exactamente todos los pozos observando la intensidad del color. Todos los pozos
deberan tener una intensidad similar.

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

3. Lea [a microptaca en el lumindmetro después de 15 minutos de incubacion (y no después de 30
minutos de incubacion). Consulte la guia de usuario del software de andlisis de ensayo digene
aplicable para la instrucciones de medicion de placas ¥ de analisis de datos.

4. £l software de analisis de ensayos digere evaluard tanto los resultados del calibrador como del
control de calidad con base en su ubicacion en la placa para verificar |a corrida del ensayo. La
colocacion apropiada de calibradores y controles de calidad y la seleccién del protocolo del
software apropiado son esenciales para resultados validos.

o

. 5i no se ust una microplaca completa, quite los micropozos usados del sujetador de microplaca,
enjuague ef sujetador completamente con agua destilada o desionizada, seque y reserve para el
siguiente ensaya.
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CRITERIOS DE VERIFICACION DE CALIBRACIGN DEL ENSAYD

Se realiza la verificacidon de calibracitn del ensaye para asegurarse de que los reactivos y el
material del calibrador y de control de calidad suministrado estén funcionando apropiadamente,
permitiendo una determinacion exacta de valor de corte del ensayo. Los criterios de verificacion
son calculados y verificades autematicamente valides o invalides por el software de analisis de
ensayos digene. La prueba de ADN digene HC2 GC-ID requiere la calibracidén con cada comida,
por lo tanto, es necesario verificar cada corrida usando los siguientes criterios. Este procedimiento
de verificacion no esta indicado come sustituto para pruebas de control de calidad internos.

1. Calibrador negativo

Debe correrse el cafibrador negative por triplicade con cada corrida de 1a prueba. El valor de
URL medio del calibrader negativo debe ser 2 10 y < 15¢ URL con el fin de proceder. El
coeficiente de variacién (%CV) para ios duplicados del calibrador negative deberan ser < 25%.
Si el %CV es > 25%, el software desechard el duplicado con el valor de URL mds lejos de la
media como un marginal y recalcularé la media y el %CV usando los dos duplicados restantes.
El %CV recalculado debera ser < 25%; de lo contrario, la verificacién de la calibracién del
ensayo es invalida y debe repetirse la corrida de Ja prueba para todoes 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 triplicade con cada cordida de la prueba. El %CV para
los duplicados del calibrador positivo debera ser < 20%. Si el %CV es > 20%, el software
desechara el duplicade con el valor de URL mas lejano de la media come marginal, y
recalculara la media y el %CV usado los duplicados restantes. El %CV recalculado debera ser <
20%; de io contrario, la verificacion de calibracion del ensayo es invaiido y debe repetirse
fa corrida de la prueba para todos los especimenes de la paciente. Por consiguiente, no
deberan reportarse los resultados dae especimenes de la paciente.

3. Razén PC media/NC medio .

l.a media de los duplicados del calibrador positivo (PC medio} y la media de ios duplicados del
calibrador pegative (NC medio) se usan para calcular la razén de PC medio/NC medio. E|
software calculara la razén de PC medio/NC medioc. Esta razdn debe cumplir fos siguientes
criteries para verificar la calibracién del ensayo antes de que puedan interpretarse los
resultados de los especimenes. Si la razén es = 2.0 y < 20, el software procederd a la
siguiente etapa. Si la razén es < 2.0 & > 20, la calibracidn del ensayo es invilida y debe
repetirse, Deberan repetirse todos los especimenas de la paciente dentre de Ja corrda.

Nota: Para determinar la reproducibilidad del calibrador y controf de calidad para la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID, se comgpilaron los resultados generados con el instrumento del
luminémetro de microplacas 2000 digene (DML 2000) durante los estudios internos que
involucraban 62 corridas de pruebas usando la aplicacion del sistema Rapid Capture y 43
cortidas de pruebas usando el método manual (véase la fabla 7). Los resultades mostraron
que &l %CY promedio para el calibrador positivo para estas 105 corridas fue igual & menor
al 6.5%, y el %CV promedio para el calisrador negativo fue igual o menor al 14.6%. Como
es indicade por el valor de URL medio del calibrador negativo medio de 43 abtenide para
las corridas de prueba manuales, comparado con la media de la aplicacién del RCS de 54,
se ha demostrado que la aplicacion del RCS produce valores de URL de NC que se
cambian ligeramente hacia arriba refativo al método manual.

Se ha demostrado que este cambie no tiene ningun efecto en los resultados de prueba generados
usande cualquier método opcional. Se ha definido el umbral de URL medio para el calibrador
negativo como 250 URL con base en un cilculo estadistico de +3 Desv. Est. del valor de URL
medio para el calibrador negativo observado para el sistema de la prueba de ADN digene HC2

CTIGC observado durante las pruebas extensas gue tuviercn lugar durante el desarroi;@
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aplicacién del RCS. El extremo superior de ese range de 3 Desv. Est. se extendié un 29%
adicional para asegurar que el umbral de URL de NC puede lograrse en la practica clinica rutinaria.

El valor de URL medio del NG debera observarse rulinariamente a < 150 y el CV < 25%. Cada
laboratorio deberd monitorear el desempefio del control de calidad y de la calibracidn de acuerdo
con el documente CLSINCCLS C24-2A del Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS. El
URL medio que usa la aplicacion del RCS puede exceder ocasionalmente 150, posiblemente con
una reduccién correspondiente en el PC/NC, la cual, de acuerda con la fabfa 1, se ha demostrado
que produce un valor promedio en la calibracién de 8.28. En este caso, son aceptables los
resultados dado que el URL de NC permanece menor o igual a 250 y la razén FC/MNC es mayor o
igual a 2.0 y menor o igual a 20. Si el URL de NC excede 250 6 ! PC/NC cae por debajo de 2.0 6
por encima de 20, e ensayo es invalido.

Tabla 1. Resumen estadistico de los vatores defl calibrador negativo y positivo para la aplicacion
del RCS y las corridas del método manual.

Controles de cafidad del

kit de pruebas

No. de Medias calculadas de PC/INC {URL/CO medios)

Métado placas Media Mediana Min. Max. CTdeQC

GC de QC

12.72
12.88

D.22
0.23

473
4.07

RCS
Manual

62
43

8.29
822

8.99 3.95
8.83 2.59

Medias calculadas de URL
Mediana Min.

Método  Calibrador  Media Max.

127
606

14.4
6.5

54
399

RCS 46 24

405 179

Negativo
Positivo

Media del %CV calculado

120
415

146
47

43
295

36 18
309 167

Manual Negativo

Positivo

25




v
CONTROL DE CALIDAD

CALCULC DEL CORTE

Se suministran los especimenes de contro! de calidad con la prueba de ADN digene HC2 GC-D.
Consulie la guia de usuario del software de andlisis de ensayos digene aplicable para instruecicnes
sobre cdmo capturar los nimeros de lote y las fechas de caducidad de los contreles de calidad.
Deben incluirse estos contrales en cada corrida de la prueba, y el URL/CO de cada control de
calidad debe caer dentro de los siguientes rangos aceptables para que el ensayo sea valido. Si los
controles de calidad no caen dentro de esteos rangos, el ensayo es invilido y debe repetirse.

Una vez que se haya verificado un ensayo de acuerdo con los crilerios establecidos anteriormente,
se utilizaran los duplicados del catibrador positive para establecer los valores de corte para
determinar los especimenes positivos. Se calculan los valores de corte como sigue:

Valar pesitivo = calibrader pesitivo medio

Célculo del corte de ejemplo: No pueden reportarse los resultados de las pacientes.
Valores de URL de NC Valores de URL de PC _ :
o7 312 CTdeQC GCdeQC _ Calibrador negative
101 335 URL/CO minimo 0.0001 1.0 0
at 307 URL/CO maximo 0.9999 20.00 0.9995
Valor medio 96 318 %CV maximo 20,00 20.00 25.00
%CV 4.9 4.7
PC medio/NC medio NiA 331 1. Los contreles de calidad proporcionados en el kit son blancos de ADN de CT y GC clonados
compuestos de la misma construccion plasmidica pasa cada organismo individual (uno para CT
Par 1o tanto, &l valor de corte es (PC media) = 318 ¥ uno para GC), como es el calibrador positive proporcionado con este kit de pruebas, Como es

L recomendada por el Chnical and Laboratory Standards Institute/NCCLS (documento C24-A2 de
Se convertiran fodos los valores de URL de especimenes en una razén al valor de corte apropiado CLSUNCCLS), el calibrador positivo contiene una concentracién distinta (cinco veces mas baja)
por el software de analisis de ensayos digene. Por ejemplo, deberan expr todes los ensayos del ADN b_lanco para asegurar que gl procedimiento de control de calidad proporciona una
como ¢l valor de URLicorte de especimenes. valoracién independiente de desempefio.

" . 2. Este material de control ne es igual que et organismo de GC en la matriz de especimenes y no
Nota: Se reportan los valores de URL/CO y ios resultados positivos/negativos para todos los actuars como un contrel aprapiado para el medio de transporte de especimenes digene.
ST especimenes probados en los informes de resultados de la prueba def software de analisis ) N ' ! .

de ensayos digens. 3. Se usa el calibrador positiva para normalizar los resultados de los especimenes estableciendo el
corte para cada corrida del ensaye. Deben usarse los especimenes propercionades con este kit
para cantrol de calidad interno, o los usuarios pueden desarrollar su propio material de control
de calidad interno, come es definide por CLSINCCLS C24-A2. Pueden proharse controles
adicionales de acuerdo con los lineamientos o requernimientos de 1a nomatividad local, estatal
y/o federal u organizaciones acreditadoras. Favor de remitirse a CLSINCCLS C24-A2 para una

guia adicional sobre las practicas de pruebas de control de calidad interno apropiadas.

4, Para probar 1a efectividad de lisis y desnaturalizacién del espécimen, los laboratorios deberan,
periddicamente, crear controles de preparacidn de especimenes agregande = 5000 UFC/mL de
Neissena gonorrhoeae (auxotipo 1, 5 o tipe de cepa de ATCC) a un tubo fresce de STM. Incube
el espécimen durante por o menos una hora a femperatura ambiente antes de las pruebas de la
misma forma que un espécimen clinico. Debera obtenerse un URL/CO = 2.50 si se procesa
apropiadamente el espécimen. De forma alternativa, también pueden usarse paneles de prueba
de especimenes comercialmente dispenibles que contengan el organismo de GC para este fin.

5. Se han esfablecido rangos aceptables para los calibradores negativos solamente para los
{uminémetros aprobados por QIAGEN. Los calibradores monitorean por una falla del reactive
sustancial y no aseguraran [a precision del ensayo.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LOS ESPECIMENES
A través de los criterios de fa prueba de ADN digene HC2 GC-ID:

1.

v

F

th

Los especimenes con razones de valer de URLU/corte de = 2.50 se consideran «positivas para el
ADN de Neisseria gonomhoeaer. No pueden inferirse la viabilidad y/o infectividad del erganisme
porque el ADN blanco puede persistir en ausencia de organismos viables.

. Los especimenes con razones de valor de URL/corte < 1.00 no contienen ADN de Neisseria

genorrheaae ni contienen ADN por debajo del limite de deteccién del ensayo. Estos deberan
interpretarse comoe «No detectados por el ADN de Neissera goncrhoeaar. Un resultado
negativo no excluye [a infeccion por Neisseria gonorrhoeae porque los resuttados dependen de
la recaleccion de especimenes adecuada y ADN suficiente a detectar,

Les especimenes con razones de valor de URLfcorte de = 1.00 y < 2.50 se consideran
ambiguos. Pueden considerarse los resultados presumiblemente positivos para el ADN de
Neisseria gonomhosae. No obstante, se recomiendan [as pruebas repetidas de un espécimen
nuevo de la paciente o pruebas adicionales por un procedimienta de prueba alternative debide al
valor predictive reducido de un resultado positivo con estos valores de URL/corte,*

. Se recomienda que los resultades positivos sean confirmados por atro método si la probatilidad

de infeccidn con Neisseria gonomhoeae es incierta o cuestionada cuande se consideran
hallazgos clinicos u otros de laberatorio, Los estudios analiticos con esta prueba han
demostrado una reactividad cruzada limitada a ciertas otras secuencias de ADN que pueden
causar un resultado falso pesitive, Véase Especificidad enalitica para informacién adicional.

. En el caso cuando la prueba de ADN digene HC2 GCHD se usa como un seguimiento para

identificar el(los) organismo(s) presente(s) en los especimenes prueba de ADN digene HC2
CT/GC positivos, si, después de las pruebas de seguimiento con la prueba de ADN digene HC2
GC-ID el espécimen es negative, reporte ef resultade como «Ningin ADN de MNeissena
gonormhoeae detectadon.

Durante la evaluacion clinica de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID, 3/17 resultados en este
rango ambiguo fueren confirmados positives por pruebas de cultivo de GC: los 14 restantes
fueron falsos positivos aparentes. En una evaluacion subsecuente, se observaron cince
especimenes con un URL/CC inicial erfre 1.00 y 2.50, tres de los cuales eran cultive de GC
positivos. Las pruebas duplicadas repetidas de estos tres especimenes con la prueba de ADN
digena HC2 GC-ID produjeron resultados = 1,00 URL/CO. Los dos especimenes restantes
fueron negativos por cultive y ambos también fueron negatives cuande se repitieron dos veces
con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Remitase a la Guia de uswario del sistema Rapid Capture para Limitaciones del
procedimiento adicicnales especificas para el uso de ese sistema para pruebas de
produccion de muestras de alto volumen.

1.
2.

10.

Para uso de diagndstica in vitro solamente.

Deben sequirse el procedimiento, control de calidad y la interpretacion de los resultados de
especimenes de ia prueba de ADM digene HCZ GC-ID de forma cercana para obtener
resultados de prueba confiables.

Es importante pipetear el volumen exacto de reactivo indicado y mezclar bien después de cada
adicidn de reactivo. Ne hacerlo darla como resultado resultados de prueba erréneos. Asegurar
gue los virajes de color notades ocurran ayudard a confimar que estas condiciones se han
cumplido.

Un resultado negativo no excluye |a posibilidad de infeccién con Neisseria gonorrhoeae porque
niveles muy bajos de infecciones ¢ un error de muesireo pueden causar un resultado falso-
negativo.

Ademéas de la sangre humana, solamente se probaron una ducha vagina comercial, crema
antifingica y jalea anticonceptiva para la interferencia del ensayo. Se probaron todas las
sustancias en 5% v/v. No se han determinado los efectas de otros materiales exdgenos. En
general, debera evitarse la presencia de sustancias exdgenas ya que pueden interferir con
resultados de prueba exactos.,

Solamente puede usarse la prueba de ADN digene HC2 GC-ID con especimenes cervicales
recalectados usando el dispositive de recoleccion de ADN digere HCZ y colocados en STM, o
con especimenes cervicales recolectados con el kit de recoleccion de especimenes con hisope
vaginal digene HC y colocados en STM.

No debera usarse el dispositivo de recoleccién de ADN digene HC2 para la recoleccion de
espacimenes de mujeres embarazadas. Para |as mujeres embarazadas, deberan recolectarse
especimenes cervicales usando el kit de recoleccion de especimenes con hisopo vaginal
digene HC (hisope Dacron y STM).

Deberan interpretarse los resultados de esta prueba solamente en canjuncién con informacién
disponible de la evaluacién clinica de la paciente y de otros procedimientos.

La prusha de ADN digene HC2 GC-ID proporciona resultades cualitativas. Mo se ha
demastrado que el valor numeérico {razén) por encima del valor de corte determinado para ef
espécimen de la paciente se corelaciohe con la cantidad de ADN de GC presente en el
espécimen de la pagiente,

Los resultados confiables son dependientes de la reccleccién adecuada de especimenes. Ya
que el sistema de transporte usado para este ensayo no permite la valoracion microscopica de
la adecuacion del espécimen, es necesaria la capacitacién de clinicos en las técnicas de
recoleccion adecuada de especimenes. Para asegurar la recuperacion optima de las células
epileliales de columna que forran la endocérvix, debera quitarse el exceso de moca antes de la
recoleccidn de especimenes, como se describe en los procedimientos de! dispositivo de
recoleccion de ADN digene HC2 y el kit de recoleccidn de especimenes con hisopo vaginal
digene HC.

. La deteccién de Neisseria gonorrhoeae es dependiente del nimera de organismos presentes

en el espécimen y pueden ser afectados por los métodos de recoleccian de especimenes, los
factores de las pacientes, la etapa de infeccién yfo la cepa infecciosa de Neissena
gonorhoeae.

. La prueba de ADN digene HC2 GC-ID no esti indicada para la evaluacién de abuso sexual

sospechoso o para otras indicaciones médico-legales. Se recomiendan pruebas adicionales en
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13.

14,

15.

16.

17.

18.

20.

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

Debera considerarse el cultivo para la confirmacidnn y se requiere para pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana y la retencion para fines médico-legales.

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

Mo se han establecido todavia pardmetros necesarios para determinar el éxite o fracase
terapéuticos para la prueba de ADN digena HC2 GC-ID.

Solamente se ha validado la prueba de ADN digene HC2 GC-ID para su uso con el lavador
autematizado de placas usando las configuracicnes especificadas en tas instrucciones del
ensayo. Se condujo este estudio de validacién internamente, y los datos para apoyar su uso se
encuentran en archivo en QIAGEN. Qtros lavadores automatizados de placas u ofras
configuraciones def avador automatizado de placas no son aceptables para su uso con [a
prueba de ADN digene HCZ GC-ID,

No se ha demostrado la habilidad de la prusba de ADN digene HC2 GC-ID para verificar los
especimenes prueba de ADN digene HCZ CT/GC positives con un suficiente ndmero de
especimenes recolectados con un hisope Dacron como se compard con los especimenes
recalectades con el dispositivo de recoleccion de ADN digens HC2, Ya que el uso del
dispositive de recoleccion de ADN digene HC2 estd contraindicado en la recoleccion de
especimenes cervicales de mujeres embarazadas, puede reducirse ef valor predictivo en esta
subpoblacion de pacientes.

En poblaciones de baja prevalencia, la tasa fatsa positiva de cualquier prueba de diagnostico
sencilla puede exceder Ja tasa verdadera positiva para que &l valor predictivo de una resultado
positivo con esa prueba sea muy baja. Ya que algunas pacientes que estan verdaderamente
infactadas no seran identificadas probando un solo espécimen, no puede necesariamente
determinarse o asumirse la tasa verdadera de falsos positivos de los datos tlinicos.

. Se recomienda que los resultados positivos sean confirmados por otro método si fa

probabilidad de infeccion con Neisserfa gonormhoeae es incierta o cuestionada cuando se
consideran los hallazgos clinicos u ottes de laboratorio. Los estudios analitices con esta
prueba han demostrade una reactividad cruzada a ciertas secuencias de ADN que puedan
causar un resultado falso positive. Aunque no se ha valorado completamente la frecuencia con
la cual pBR322 y otras secuencias de ADN se encuentran en especimenes genitales, no se
observé ninguna reactividad cruzada de pBR322 en una poblacién de 1825 pacientes entre las
cuales 103 especimenes prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos también fueron
probados por la presencia de pBR322. £sta es una poblacion representativa y puede no
reflejar la frecuencia de ocurrencia de pBR322 en todas las poblaciones probadas. Se abservé
una reactividad cruzada moderada que se interpretaria tome supuesta con Chiamydia psittacs
y Neissera lactamica, asi como también una reactividad cruzada con Neisseria meningitidis y
Neisseria mucosa. No obstante, no es probable que la reactividad cruzada de la prueba de
ADN digene HC2 GC-D sbservada con las tres cepas comensales de Neissera y Chlamydia
psittaci conduciria a una interpretacion clinica falsa de un resultado positivo cuando se prueban
especimenes anogenitales. Véase Especificidad analitica para informacion adicional.

Con el fin de minimizar la variabitidad de los resultados obtenidos con la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID, es necesario que el personal de laboratario 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
especimenes cornercialmente disponibles que contengan organismo de GC o ADN de GC
sean probados en una frecuencia consistente con los requisitos de CLIA.
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RESULTADOS ESPERADOS

Provalencia

Varia la prevalencia de especimenes positivos para Neisseria gonorrfipeae dependiendo de [as
caracteristicas de poblacion, tales como la edad, sexo y factores de riesgo. La prevalencia de
Neisseria gononhoeae observada en la pottacion del estudio clinico usando la prueba de ADN
digene HGC2 GC-ID iba del 1,1% al 13.0%. Se calculd la prevalencia suponiendo que los 17
especimenes con resultados ambiguos en el estudic eran positivos para el ADN de GC {véase la
tabla 2). Ocho de estos 17 especimenes fueron confimades positives por el cultivo de GC o 1a
reaccion en cadena de polimerasas (PCR).

Tabla 2. Prevalencia de los resultades prueba de ADN digens HC2 GC-ID positives par of lugar de
prueba.
Lugar de prueba

No. Positive/No. % de prevalencia

probado
1 60/460 13.0
2 34/302 1.3
3 231324 74
4 104290 26
5 4/349 1.4
Total 131/1825 7.2

Valcres predictivos positivos y negativos

Se calcularon los valores predictivos positivos y negatives hipotéticos (VPP y VPN) para las
distintas tasas de prevalencia usando la prueba de ADN digene HC2 GC-ID que usa la sensibilidad
y especificidad generales determinadas individualmente para especimenes recolectados con el
dispositive de recoleccion de ADN digene HC2 (cepillo cervical) y para especimenes recolectades
ton el kit de recoleceidn de especimenes con hisope vaginal digene HC (hisopo Dacron). La tabla 3
representa los VPP y VPN hipotéticos para especimenes de cepille {(sensibilidad general del 52.6%
y especificidad del 98.5%) y la tabla 4 representa los VPP y VPN hipatétices para los especimenes
de cepillo (sensibilidad general del 95.2% y especificidad del 98.9%).

Tabla 3. Valcres predictivos hipotéticos de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID en tas distintas
tasas de prevalencia (cepillo).

Tasa de Sensibilidad Especificidad VPP (%) VPN (%}
prevatencia (%} (%) (%)
92.6 98.5 76.5 99.6
10 92,6 88.5 87.3 99.2
15 926 88.5 91.6 98.7
20 92.6 88.5 768.3 99.6¢

Tabta 4. Valores prediclivos hipotéticos de ta prueba de ADN digene HC2 GC-ID en distintas tasas
de prevalencia {(hiscpo).

Tasa de Sensibilidad Especificidad VPP (%) VPN (%}
prevalencia (%} (%) (%)
5 95.2 889 8.7 99.8
1 95.2 989 90.4 995
15 95.2 989 93.8 99.2
it] 95.2 989 95.5 98.8

Distribucién de Ja frecuencia: resultados de URL/COQ de la prueba de ADN digene HC2 GTHD

Se indica a continuacion la distribucion de ias razones de URL/CO de la prueba de ADN digene
HC2 GCHD ubservadas durante el estudio ¢linico multicéntrico (vease la ilustracion 1). Estos datos
incluyen todos los especimenes para los cuales se realizd la prueba de ADN digene HC2 GC-ID y
estuvieron disponibles los resultados del cultive de GC (n = 1826). Se realizo la interpretacién de
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los resultados de acuerdo con los siguientes criterios. Se consideraron negativos los especimenes
con valores de URL/CO < 1.00, Se consideraron positivos los especimenes con valores de
URL/CC > 2.50. Se consideraron ambiguos los especimenes con valores de URLICO 2 1.00 y <
2.50.

Se observa una separacion distintiva de las razones de URL/CQ entre los resultados prueba de
ADN digane HC2 GC-ID positives y los resultados prueba de ADN digene HC2 GC~ID negatives. El
noventa y nueve por ciento (1676/1690) de los resultados prueba de ADN digene HC2 GC-ID
regativos tiene valores de URL/CO entre un valor de URL/CO de 0.0 y 0.5. Cinco {5/1690) de los
resullados prueba de ADN digene HC2 GC-ID negatives produjeron un URL/CO entre 0.6 y 0.8. En
general, menos del uno por ciento (< $.9%, 17/1825) de los resultados de especimenes caen enla
zona ambigua del ensayo, 47% (8/17) de los cuales fue positivo por el cultivo de GC ¢ PCR, El
ochenta y nueve por ciento (93/104)} de los resultados prueba de ADN digene HC2 GC-ID positives
tiene valores de URL/CO entre un URL/CO de 10-2500.

llustracion 1. Distribucién de la frecuencia de los resultados de URL/CO de la prueba de ADN
digene HC2 GC-ID.

Zona ambigua 1.0-2.5 URL/CO

Frecuencia

Q T
Q1 02.03 04 05 06 07 08 09 1

501902500 ot -
EE] cunivodeGCpositivo [ | 3| 1faf 2(1]1|o|ojo{a|e |7 [aafis[a] 0

Ml cultivo de GC negative [173|608(698(162) 28| 8 | 2| 2| 4| 2{12|3 [4 |2 |2 |0]| @

* indica el extremo superior del rango, inckrsive del valor establecido.
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CARACTERISTICAS DEL DESEMPENO

Resultados de los estudios clinicos por espécimen

Se determinaron las caracteristicas de desempefio de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID
comparando los resultados del ensayo con los resultades del cultive de gonorrea. De cince lugares
distintos {incluyendo STD, planificacion familiar y elinicas gineco-obstétricas), se recolectaron 1823
especimenes de pacientes y se probaron mas farde. Se realizaron pruebas de PCR para
especimenes que eran prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos/cultivo negativos. Los
resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID NO fueron resueltos por los resultados de
prueba de PCR y, por lo fante, la PCR no tuvo ningan impacto en los célculos de las caracteristicas
de desempefo de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se muestran fos resuttados del estudic
clinico para especimenes recolectados con el dispositiva de recoleccion de ADN digene HC2
{cepillo cervical) en la fabla 5 y se muestran los especimenes recolectados con el kit de recoleccion
de especimenes con hisopo vaginal digene HC (hisopo Dacren) en la tabla 6.

Se calcularon las caracleristicas del desempefio de 1a prueba de ADN digene HC2 GC-HD
aplicando tanto un corte de 1.0 como de 2.5 sin consideracion de los supuestos especimenes
positivos que caen en la zona ambigua descrita en la seccion fnferpretacion de resuffados de estas
instrucciones de uso. Por lo tanto, puede variar el desempefic de la prueba de ADN digene HC2
GC-ID en los laboraterios dependiende de la distribucidn de valores que caen dentro de la zona
ambigua y los resultados repetidos obtenidos cuando se realizan la pruebas de supuestos
especimenes positivos (zona ambigua). Como punte de referencia, menos del 0.5% de los
especimenes {17/1825) probados durante el estudio clinico multicéntrico usado para establecer et
desempeno de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID cayd en este rango. Véase la Distribucion de
fa frecuencia de los resultados de URL/CO en la seccién Resultados esperados de este inserto
para informacion adicional.

No se han generado datas suficientes para detemminar de forma exacta si la sensibilidad y el valor
predictivo positivo de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID usando el kit de recoleccion de
especimenes con hiscpa vaginal digene HC es equivalente a la sensibifidad y vator predictivo
posiliva observades con especimenes recolectados usando el dispositivo de recoleccion de ADN
digane HC2. Ya gue esta centraindicado el uso dal dispositivo de recoleccién digene HC2 DNA en
la recoleccién de especimenes cervicales de mujeres embarazadas, puede reducirse la habilidad
de la prueba para detectar la presencia de ADN de GC en esta poblacién de pacientes o cuando se
usa un hisopo Dacron para la recelecsion de especimenes. Se basan los estimados de desempefio
para el ensayc en los especimenes conservados a 2-8° C o congeladas y probados dentro de 1-2
semanas de recaleccion,

No se han determinadc la sensibilidad y especificidad clinicas de la prueba de ADN digene HC2
GC-ID para detectar a aquéllas pacientes con infeccion clinicamente activa que pueda transmitirse
a parejas o causar secuefas relacionadas con GC en comparacién con todos los métedos de
amptificacion de Acidos nucleicos (NAA, por su abreviatura en inglés) comercialmente disponibles
para la deteccion de ADN de GC. En estudios clinicos, las pruebas por un ensayo NAA comercial
modificado mostrd positividad en algunos especimenes prueba de ADN digene HG2 GC-ID
positivos obtenidos de pacientes cultive negatives. ]
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Tabla 5. Prueba de ADN digene HC2 GC-ID versus resuftados de cultivos de GC para
especimenes de cepillo. Se presentan a continuacian las caracteristicas del desemperio calculadas
utilizando los valores de corte de URL/CO de 1.0 y 2.5; los valcres establecidos parentéticamente
representan el desempefio considerando el corte de URL/CC de 2.5. Les intervalos de cenfianza
del 95% son incluyentes de ambos rangos cuando tos estimados de puntos diferian en cada uno de
los valores de corte de URL/CO evaluados.

digene
digens HCz GC-
HC2 10+
GCAD: POS POS NEG NEG PCR de
Cuttiva: POS NEG FOS NEG Sensibilided VPP Especificidad VPN cuttive'+
Lugar® 0=
Sintomatica
1 351 39 T 1@ 304 97.50 B4.76 97.75 (99.04) 92.67 57 (2/3)
(38) (308} {95.00) {92.68) {89.35)
ic 83.1-598 a0.1- ar.2-893 98.2-
95% 285 100
2 188 13 2 4 169 78.47 88.67 93,83 97.69 12
ic 50.1-82.2 58.5- 85.8-98.9 04.2-
95% 88.3 0g.4
3 233 14 6(3) 1 212 93.33 70.00 97.25 (28.82) 99.54 o5
(215) {82.35)
Ic 68.1-98.3 56,6 06.0-987 o7
95% 96.2 100
4 163 4 a a 159 100.00 100.00 100.00 100.00 NA
ic 39.8-100 39.8-100 97.7-100 B7.7-
95% 100
Todos 915 T0 15 &7 g44 9z.11 82.35 90,25 (29,07 99,29 [F3L
(69) {B) (3s51) {90.75) {89.61) {93.18)
c 83.6-97.1 20.1+ 98.2.996 98.5+
85% 5.4 9.7
Asintomitica
1 104 10 2 oy 89 10C.00 £3.33 87.80 100.00 22
(9 {90.00} {81.82} {95.89)
[+ 69,2100 51.6- 92.3-09.7 95.8-
25% 97.9 100
2 12 2 1] a 10 100.00 100.00 10C.00 100.00 NA
Ic 16,8100 16.8-100 69.2-100 69.2-
5% 100
3 B4 t{0) 0 o a3 100.00 100.00 100.00 100.00 N/A
{0.00) {9s.81)
ic 2.5-100 2.5-100 85,7100 5.7~
95% 100
4 228 4 2{0) 1 218 80.00 66.67 89,10 89,55 12
(221) (100.00) £106,00)
Ic 284.89.5  39.8-100 88.3-100 97.5- (NIAY
95% 100
5 1 1] 1] a t NiA N/A 100.00 100.0 WA
ic 25100 25100
95%
Todos 424 17 4{2) 13 402 94.44 80.95 99.01 (99.51) 93.75 314 (212)
{15) (404} (83.33) (88.24) {98.26}
© TLT-99.9 $3.6- 98.2-99.9 98.6-
95% 94.5 100
TCDAS
1 452 49 85 1(3 3\ 88.00 8448 9776 (98.76) BO.75  ViD(4/5)
(47) (397) (94.00) (90.38) {99.25)
ic 89.4-100 78.0- 97.1-996 88.6-
95% 96.8 100
2 200 15 2 4 179 78.95 89,24 98.90 97.81 172
c 54.4-54.0 6.6 95.1-59.9 84.5-
95% 98.5 9%.4
3 7 15 6{3) 1{2) 295 93.75 71.43 98.01 (99.00) 99.66 o's
(14) (268) (87.50) (B2.35) {09.33)
ic £9.6-99.6 36.6- 97.1-59.6 08.1-
95% 96.2 100
4 38¢ [:] 2(0) 1 378 88,88 80.00 0047 09.74 12 (N/A)
(380) (100.00) {100.00)
ic 51.8-99.7 63.1-100 99.0-100 928.5-
95% 100
5 1 [+ 0 o 1 NA WA 100.00 100,00 NA
Ic 2.5-100 2.5-100
95%
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Todos 1359 &7 19 T 1245 92,55 52.08 98,50 (99.21) 99.44 %19

a4 {16y  {10) (1255) (89,36} {89.38) (99.21)
c 85.3-97.0 1.3 97.7-99.9 98.5%-
5% 34,8 99.8
TEstair ién es proporci para ¥ solamente; no se resatvieron |os resultados de aspeacimenes usandoa la PCR.
Z El namero de lugar § ne tuve ningin i de cepilio de
3 En dos cases, no se hizo la PCR.
N/A = Mo aplica

Tabla 6. Prueba de ADN digere HC2 GC-ID versus resulftados del cultivo de GC para especimenes
de hisopos. Se presentan a continuacién las caracteristicas de desempefio calculadas utilizande
los valores de corte de URL/CO de 1.0 y 2.5. Los valores establecidos parentéticamente
representan el desempefio considerando el corte de URL/CO de 2.5. Los intervalos de confianza
del 95% con incluyentes de ambos rangos cuande los estimados de puntos diferian en cada uno de
los valores de corte de URL/CQ evaluados.

digene
digena HC2 GC-
HC2 o+
GCHD: POS PGS NEG HEG PCR de
" Culive POS NEG POS NEG  Sensiblidad wpp Especificidad VPN cultiva+
Lu n=
Sintoméitica
4 7 2 0 0 5 100.00 100.00 100.00 100.00 WA
Ic 158100 15.6-100 478100 47.8-100
95%
92 132 A 76 92.85 86.67 o744 $B.70 o2
78) (100,00 (100.00) (98.73)
©c 66.1-98.8 753100 95.4-900  93.2-100
95%
3 5 2 0 0 3 +00.00 100.00 100.00 160.00 KiA
Ic 15.8-100 15.8-100 20.2-500 29,2100
95%
162 e afy o 158 NA 0.00 88.15 (96.38)  100.00 13
{181)
Ic 2.5-100 96.6-100 87 7-100
85%
Todos 268 1T s¢y 1 243 2444 7727 ST.99(59.60)  99.59 1%5
(247) (84.44) (99.60}
© 727999  54.699.9 95,4100  97.8-100
95%
Aslntomatica
1 1 [ 0 0 1 WA NA 100,00 100.00 NiA
Ic 25100 2.5-100
85%
2 10 2 0 0 8 100.00 100.00 100.00 100.00 NiA
ic 15800 158100 631-100  63.1-100
B5%
3 2 0 ] 0 2 NiA A 100.00 100.00 NA
Ic 15,8-100 15.8-100
95%
4 1 [ 0 [ 1 WA NA 100.00 100,00 NiA
Ic 2.5-100 2.5-100
95%
5 188 4 0 0 185 100.00 100.00 106.00 10000 NiA
[ 25100 2.5-100 9B.0-100  ¢8.0-100
a5%
Todos 200 3 [ 0 187 100.00 100.00 100.08 100,00 NIA
c 29.2100 29.2-100 98.1-100 48.1-100
95%
TODAS
! E 2 0 0 [ 100.00 100.00 190,00 100.00 NiA
Ic 158100 155100 544100  54.1-100
85%
2 102 LT+ I 34 83.75 86,24 a7.87 98.82 o2
(86) {100.00) (100.00) (68.25)
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Ic £9.8-99.8 63.6-100 91.8-100 92.6-100
85%
3 7 2 a a 5 100.00 100.00 100.00 100.00 N/A
1C 15.8-100 15.8-100 47.8-100 47,8100
95%
4 1 1] a Q 1 WA Nra 100.00 100.00 NiA
I 2.5-100 2.5-100
95%
5 248 1 I(1) [} 344 100.00 25,00 59.14 (99.71) 100,00 173
{345} {50.00)
Ic 2.5-100 1.3-98.7 92.4-100 98.8-100
95%
Todos 468 20 501 1 440 95.24 40.00 98.88 {92.7B) 99.77 15
(4a4) (36.24)
< 76.2-99.% £3.3-93.9 57,4100 98.0-100
95%
Kma esta i i para i no s it los da usando la PCR.

1 5¢ prop

2 €l nimero dé lugar 4 no luvo ningdn espécimen de hizopa de pacientes simtom:dticas.
3 £n dos casos, no se hizo la PCR,

N/A = No aphca

Re-prueba de los especimenes prueba de ADN digene HC2 CT/GC positivos usando la
prueba de ADN digene HC2 GCHD

Se presenta a continuacion un resumen del desempefio de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID
cuando se usa para ia re-prueba de especimenes inicialmente pesitives con la prueba de ADN
digene HC2 CT/GC, Los resultados han sido estratificados por el dispositive de recoleccién usade
para recolectar el espécimen, el dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2 (designada en la
tabla 7 como «cepillos) y el kit de recoleccion de especimenes con hisopo genital digene HC
(designado en la tabla 7 como «hisopos). Un total de nueve especimenes (todos usando el cepilio)
que fueron positives por cultivo y PCR combinados probd ser negative con la prueba de ADM
digene HC2 CT/GC (0.6%, 9/1550). Doce de los 144 especimenes prueba de ADN digene HC2
CT/GC positivos que probaron ser negativos con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID también
probaron ser negativos con la prueba de ADN digens HC2 CT-D. Solamente dos de esos 144
especimenes fuercn cultivo de GC/PCR positivos, y se determiné que 118 eran cultive de CT
positivos. No se realizd ninguna prueba NAA adicional en estos especimenss.

Como se indicd en la fabia 7, cinco de los nueve especimenes prueba de ADN digene HC2 CT/GC
positivos que cayeron en la zona ambigua en la re-prueba con la prueba de ADN digane HC2 GC-
ID confirmaron ser positives por cultive de GC y PCR combinados. Como se sugirid por estos cince
especimenes, la utilidad de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID para confirmar la presencia de
ADN de GC en especimenes que prueban ser positives por la prueba de ADN digene HC2 CT/GC
no estd comprometida interpretando los especimenes ambiguos de la prueba de ADN digene HC2
GC-ID como supuestos positivas, come se instruyd en fa seccidn interpretacion de resultados de
estas instrucciones de uso.

Tabla 7. Resumen de los resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID obtenidos para
especimenes probados con la prusba de ADN digene HGZ CT/GC (n = 1825).

De particular interés son los 32 especimenes positivos por la prueba de ADN digene HC2 CTIGC y
determinados por cultivo de GC y cultivo de CT/DFA a coinfectar con estos organismos; todos,
exceplo dos {6.3%) de estos especimenes coinfectados confirmaron ser positives per la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID. Con base en estos datos, la prueba de ADN digene HC2 GC-ID es
efectiva para confirmar la presencia de ADN de GC en especimenes gue producen un resultado
positiva inicial con la prueba de ADN digene HC2 CT/GC.

Reproducibitidad

Como parle del estudio clinico multicénirico, se realizd un estudic de reproducibilidad para
determinar la reproducihilidad corrida por corrida, dia por dia, fugar por lugar y total de la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID usando un panel compuesio de blancos de ADN de Neissera
gonorrhaeae y los especimenes clinicos prueba de ADN digene HC2 GC-ID positivos y prueba de
ADN digena HG2 GC-ID negalivos.

Un panel de 10 miembros de especimenes encubiertos, desnaturalizados, dinicos y no clinicos,
consistente en ochg especimenes positives y dos especimenes negativos, se probd por replicados
de seis, dos veces por dia, durante un periode de tres dias, en cada une de cuatro lugares (tres
lugares extemaos y QIAGEN). Cada lugar genert 36 puntos de datos para cada blanco probade. Se
desnaturalizaron y conservaron congelados todos los especimenes antes de fas pruebas. Se
observé una concordancia del cien por ciento para fos 1152 resultados positivos esperados
(1152/1152) y se observd una concordancia del 100% para los 288 resultados negatives esperados
(286/288). En general, la concordancia fue del 100% (1440/1440), con un intervalo de confianza del
95% de 99.7-100 y kappa = 1.00. No hubo una variabilidad significativa corrida por corrida, dia por
dia, o lugar por lugar observada. Por lo tanto, se combinaron los datos de todas las corridas en
cada hugar y se presentan a continuacion {véase la fabla 8).

Tabla B. Reproducibilidad de |a prueta de ADN digene HCZ GC-ID en un estudio multicéntrico.
Lugar 1 Lugar 2 Lugar3 Lugar 4 Total
% de % de % de % de
con- con- con- con-
cor- cor- cor- car- % de
Mamero | BURL  dan- | ZURL  dan- | ZURL  dan- | ZURL dan- | ZURL Obserado!  concor-
blanco fCO cia CO cia ICO cia /CO cia ICO esperado dancia
1 25 100 2.1 100 27 100 28 100 25 1441144 100
2 4.8 100 4.2 100 59 100 52 100 48 1441144 100
3 29.4 100 233 100 301 100 304 100 28.3 1441144 100
4 51.5 100 43.0 100 821 100 54.1 100 50.2 1441144 100
5 25 100 2.0 100 25 100 25 100 24 144{144 100
& 4.7 100 35 100 49 100 4.8 100 4.5 144144 100
7 14.0 100 10.6 100 13.9 100 14.1 100 13.2 144144 100
8 16.7 100 127 100 7.4 100 168.2 100 16.3 1441144 100
] 0.2 100 0.2 100 02 00 0.2 100 02 144144 100
10 0.2 100 0.2 100 0.2 100 0.2 100 02 1441144 100
TOTAL 14401440 100

Se condujo un segundo estudio de competencia/reproducibilidad usando {odo el organismo de
Neisserfa gonorrhoeae (GC) adicionado a una matriz de especimenes clinicos de simulacion de
células epileliales en tres lugares externos. Los 25 especimenes probados contenian

Resultados de la prueba de ADN Cultive de GC y PCR combinados
digeng HC2 Cepillo Hiscpo representantes de positivos bajos {en o casi el limite de deteccidn) y medias con dos cepas de GC,
CT/GC G40 n Pas NEG POS NEG infecciones mezcladas con Chiamydia trachomalis (CT) y especimenes que contenian sangre. Se
PO E’:)%?V 1;2 asa g 201 bt asperd que doce especimenes fuesen positivos, y se esperd que 13 especimenes fuesen
NEG 144 1 18 1 2 negativos. Se muestra la concordancia porcentual entre los resultados observades y esperados de
TOTAL 265 94 121 22 28 la prueba de ADN digene HC2 GC-ID en los tres lugares de pruebas individuales y para todos los
NEG EF(’)?J?V g ; g [} 2] lugares combinados en la fabfa 9. Se inchkryen les valores de sensibilidad, especificidad,
0 2 -
NEG 1550 by 1930 0 4 concordancia y kappa para cada lugar en la tabla 10.
TOTAL 1660 9 1135 o 416
3G [t ™, 37
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Tahla 9. Concordancia porcentual de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID por lugar.

Lugar Ob::;f:go“' % de concordancia *

+ 2525 100% (86.28%-100%)

2 25/25 100% [86.28%-100%)

3 25/25 100% (86.28%-100%)

Lugares 75075 100% (95.20%-100%)
combinados

* NGmeros en paréntesis indican intervalos de confianza del 95%.

Tabla 10. Resuttados de la

distica en resumen de la prusba de ADN digens HC2 GC-ID {corte

de 1.0}
Medida
estadistica Lugar 1 Lugar 2 Lugar 3 £n general

Sensibilidad 100% 100% 100% 100%
(73.54%-100%)" (73.54%-100%) (73.54%-100%) (90.26%-100%})

Especificidad 100% 100% 100% 100%
{75.29%-100%) (75.29%-100%) (75.29%-100%) (90.97%-100%}

Concardancia 100% 100% 100% 100%
{86.,28%-100%} (BE.28%-100%) (86.268%~100%) (95.20%-100%}

K 1.0 1.0 1.0 1.0

* Nitmeros en paréntesis indicaron intervales de confianza def 95%.

En pruebas de competencia rutinarios, 12 de fos 25 especimenes presentados en la fabla 9 se
encentraban en la zona ambigua, los cuales todos contenian bajas concentraciones del organismo
de GC (~5 x 10" organismes/mL), esto serfa interpretado de acuerda con |a seccion interpretacion
de resultados de estas instrucciones de uso como supuestamente positivo, Por lo tanto, € ensayo
ha demostrado la habilidad de detectar ADN de GC en especimenes con concentracicnes de
organisme detectable en o casi el limite de deteccion del ensayoc. Se observéd una evidencia
adicional de esto cuando se probaba un panel que contenia especimenes con bajos numeros de
organismos en un rango indicade en ser detectade por ensayos de amplificacion de acidos
nucleices. Las pruebas en fres lugares extemos y en QIAGEN predujeron resultados 100%
positivos (o supuestamente positivos) para el espécimen en el panel que contenta el organismo de
GC.

38

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

Resuitado de la prueba de ADN digene HC2 GCAD

Lugar URL/CO Interpretacién Resultado esperadg
c.12 NEG NEG
10.45 PCS POS
1 10.26 POS POS
9.74 POS POS
0.14 NEG NEG
Q.09 NEG NEG
9.31 POS POS
2 9.93 POS POS
9.69 PQOS POS
0.09 NEG NEG
on NEG NEG
11.00 POS POS
a 12.08 POS POS
9.45 PQOS POS
0.10 NEG NEG
0.67 NEG NEG
8,54 POS POS
4 7.27 POS POS
8.09 POS POS
0.08 NEG NEG

Precision

Se realizé un estudio de precision en tres lugares para determinar la precision dentro de la corrida
y total de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID usando un panel de especimenes clinicos positivos
y negativos ocultos y simulados. Ademé&s, se valord la precisidn intra e inter-instrumentos
observada con dos lumindmetros separados usando el mismo panel. Los dos modelos de
luminémetros incluyeron el instrumento DML 2000, el cual es una de los lumindrnetros aprobados
por QIAGEN recamendado para su uso con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID, y el luminémetro
MLX; el lumindmetro MLX fue una de los modelos de luminémetros usade durante la evaluacion
dinica que ya no esta disponible. Uno de los tres lugares experimentaron dificultades con otras
pruebas de ADN digene HC2 que se estan realizando como parte de este estudio. Estas
dificultades fueron atribuitles a la técnica de ensayo que mas probablemente fue causada por una
capacitacidn inaprepiada o inadecuada. Aungue no tuvieron afectaciones las pruebas de precisién
de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID, se volvid a capacitar al tecnologo que realizaba las
pruebas en |a técnica de ensayo apropiada.

La fabla 12 muestra el desempefic de fa prueba de ADN digene HC2 GC-ID para todos los lugares
combinados (incluyendo el lugar que experimentéd problemas téchicos antes de fa recapacitacian
del tecnologo en la técnica de ensayo apropiada). £l ensayo demastrd una precision equivalente
después de la recapacitacion del tecnélogo. Sin embargo, para €! miembro 3 det panel (el cual
contenia bajas concentraciones del crganismo de GC), los valores de URL/CO cbservados se
encontraban dentro o casi en la zona ambigua del ensayo de 1.0-2.5. Para los fines de estos
andlisis de datos, todos esos valores de LURL/CO que cayeron dentro de la zona ambigua o
excedieron 2.5 fueron inferpretados como positivos. Aunque no fue evidente de esta tabla, los
resultados cuaiitativos estuvieron 100% (54/54) (83.4%-100% [C del 95%} en concordancia con fas
resultados esperados en los tres lugares.

Tabla 12. Estimados de precision intrainstrumento, interinstrumento, intracorrida y total para

URL/CO por prueba y blanco.
Inrainstrumento Internstrumento Intracarrida Tota!
Desvia-
cién
Migm- estindar
biro det {Desv. {Desv. {Desv. {Desv.
panel n Medla Est) (%Cwvy Est.) (%CV) Est.) (%CVv) Est.) (%CV)
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Mo & ) A=
TRERRR

0.0974
0.0967
3.2335
3.8407
16,1676
18.0704

0.0104
0.0
0.1502
0.2078
1.0607
1.0539

10.6618
11.5031
4.6462
5.4002
6.4986
5.831

0.007
0.0015
0.0356
0.0525
0.1122
0.3456

1.7328
1.5618
1.0997
1.3671
0.6940
1.9124

0.0275
0.0238
0.3520
0.3401
21788
2.3701

28.2556
34.9362
10.8869
8.8541

13.4766
13.1158

0.0275
0.0242
0.3866
0.3487
21437
2.3316

28.1978
35.4230
11.9551
9.0802
13,2588
12.8027

Para los fines de estos andlisis de datos, todos esos valores de URL/CQO que caian dentro de la
zona ambigua o excedian 2.5 fueren interpretados como positivos. Se realizd un estudio de
precisién adicional en QIAGEN para determinar la precisién total de la prueba de ADN digene HC2
GC-ID usando el instrumente DML 2000. Se preparé un panel de precision de seis miembros
usando una matriz de especimenes clinicos simulades consistente en células epiteliales cultivadas
suspendidas en el medic de transporte de especimenes digene (STM). El pane! consistio en dos
especimenes negativos, dos especimenes positivos bajos vy dos especimenes positivos de nivel
medio, todes conteniendo un dispositivo de recoleccién de cepillo, Se probd cada panel por
triplicado, dos paneles por piaca, por dos técnices durante el curse de cinco dias. Se usé un panel
recientemente desnaturalizade por placa. Se presentan los resultados de la precision total para la
prueha de ADN digene HC2 GC-ID compilados por los cinco dias de pruebas en la tabla 73.
Aunque no es evidente de estas tablas, {a interpretacion cualitativa de los resuftados fue del 100%
en concordancia con el resultado esperado (120/120; 96.97%-100% IC del 95%) cuando se usa un
URUCO de 1.0.

Tabla 13. Precision fotal para la prugba de ADN digene HC2 GC-ID,

2% +2x

Miemn- Desv. Desw.
bro del URLICO  Desv. Est. Est.

panel n meadia Est. CVv% media  media
1 120 011 0.0361 3228 0.04 0.18

2 120 0.11 0.0283 2645 005 C.16

3 120 3.03 0.3212 1082 238 3.67

4 120 4.06 04151 1023 333 4.89

5 120 14.41 2.2239 1544 9.9 18.85

6 120 13.34 1.7208 1297 9.88 16.80
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Sensibilidad analitica

Se determind la sensibilidad analitica (limites de deteccitn) de la prueba de ADN digane HC2 GC-
iD probando directamente una serie de difuciones de un panel de especimenes consistente en 114
aislados separados de Neissena gonomhosae. Los 114 aislados representaron 13 auxotipos, cinco
serovars, 10 cepas resistentes a antibidticos, seis aislados de cepas sin plasmido, y dos aislados
no caracterizados encontrados discordantes en el estudio multicénirico. Se probdé una serie de
diluciones de cuatro puntos de cada uno de los aislados una vez usando la prueba de ADN digene
HC2 GC-ID para establecer los limites de deteccidn para la prueba. Se resumen el I'mite de
deteccion para cada auxotipo de Neisseria en la tabla 14. El rango de lirmites detectables declarado
fue Ja dhucién de cada auxotipo que se detectd dentro o muy cerca de la zona ambigua del ensayo
de 1.0-2.5 URL/CO.

La sensibilidad analitica de la prueba de ADN digene HC2 GC-1D varié de 25 a 50,000 UFC/ensayo
para los 114 aislados de Neisseria probados, inctuyendo auxotipos, serovars, y cepas sin plasmido
y resistentes a antibiéticos. Sclamente una de las seis cepas sin plasmido y uno de cinco de los
serovars |A-5 de Nsisseria gonomhoeae probados se detectaron en 50,000 UFCiensaye; ninguno
de los ofros 112 aistados se detecté en concentraciones en exceso de 5000 UFClensaye. El limite
detectable promedio para las 114 aislades iba de 974 a 2887 UFC/ensayo cuando se tomaban en
consideracion {as diluciones de aislados que cayeron ambas dentro de la zona ambigua del ensayo
y por encima de 2.5 URL/CO. El limite de deteccidn premedio general fue de 1931 UFC/ensayo
(3.8 x 10* UFC/mL). Los especimenes clinicos que contienen el organisma en o casi el limite de
deteccién puede necesitar ser re-probado por un procedimiente de prueba afterna o un espécimen
nuevo del paciente, como fue definido en la seccién Interpretacion de resulfados de estas
instrucciones de usa.
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Tabta 14. Resumen de los limites detectables de sensibifidad para auxotipos de GC, serovars, y

cepas sin plasmido y resistentes de antibidticos.

Concentracion detectable

Auxaotipo UFGimL UFCrensaye
Neisseria gonomrhoeae auxotipo 1 1000 30
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 12 500-5000 25-250
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 16 10°-10* 50 - 500
Neisseria gonorrioeae auxotipo 22 10*10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeas auxotipo 5 500-5000 25-250
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 9 5.10* 2500
Neisseria gonorioeas auxotipo AHU (5 aislados) 10*10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Arg {5 aislados) 10%10° 500 - 5000
Neisseria gonormoeae auxotipo ALt (5 aislados) 10%10* 50- 500
Neisseria gonorhoeae auxatipo PAU (5 aislados) 10%10° 50 - 5000
Neisseria gonomhoeae auxotipo Pro {5 aislados) 10%10° 500 - 500
Neisseria gonomhoeae auxotipo Proto (5 aislados) 10%10* 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae intermedianio de ciprofloxacina 3 a5
(Cipl) (5 aislados) 101 50 - 5000
::eg:g;i g)ononhoeae resistente a ciprofloxacina (Cip R) 10510 50 - 500
Neisseria gonorrhosae CMRNG (5 aislados) 10°-10° 50 - 5000
Neisseria gonomhoeae otro-5423 19%10° 50 - 5000
Neisseria gonomhoeae otro-5658 10%-1¢* 50 - 500
Neisseria gonomhoeae PenR (5 aislados) 10*10° 500 - 5000
Neisseria gonomhoeae PenR (5 aislados) 10°-10° 50 - 50,000
Neisseria qonorrhoeae cepas sin plasmido (6 aislados) 10%10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PPNG 3.05 (5 aisiados) i0%10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PPNG 3.2 10°10° 50 - 5000
Neissetia gonorrhoeae PPNG 4.4 (4 aislados) 1wh1o® 500 - 5000
Neisseria gonommhoeae Serovar | A-1 6 |1A-2 (5 aisfados) 10%-10° 500 - 50,000
Neisseria gonorhoeae Serovar | A-5 (4 aislados) 1610 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae Serovar | B-1 (5 aislados) 10_3-1 o 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeas Serovar | B4 6 [B-15 {5 aislados) 16%10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae resistente a espectinomicina 5 5000
{SpecR) 19
Neisseria gonorrhoeae TetR (5 aislados) 10°-19° 50 - 5000
Neissera gonorrhoeae TRNG americano (5 aislados) 19*10° 500 - 5000
Neisseria gonormhoeae TRNG holandés (5 aislados) 19%10° 500 - 5000
Cepa de tipo Neisseria goncrmhoeae S00-5000 25- 250

Especificidad analitica

Alcaligenes faecalis

Baciflus sublilus

W135, Y)

Bacteroides fragilis

Bacleroides melaninogenicus
Branhamefla catarrhalis (6 aislados)
Candida albicans

Neisseria lactarnica { aislados) ©
Neisseria meningitidis (grupo A, B, C,

Neisseria mucoss (6 aislados)
Neisseria polysaccharea
Neissaria sicca {6 aislados)
Neisseria subflava

Candida glabrat Neissena subflava biovar flava (5 aislados)
Chramydia preumoniae ° Neissenia subflava biovar perfiava (4
afsrados)

Chlamydia psittaci * (2 cepas}
Chiamydia trachomatis ® (serovar 8, Ba, E, J, L3} °
Enterpbacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (aislado clinico) '
Escherichia coli (HB1GT) 7
Fusobactedum nucleatum
Gardnerella vaginalis

Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemaphilus influenzae

Kingefia denitrificans ©

Klabsisla pneumoniae
Lacfobaciflus acidophius
Mobilurcus curisif

Mobiluncus mulieris

Moraxelia facunata

Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyortinis

Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptocaccus asaccharalyicus
Paptostreptococeus productus
Proleus mirabilis

Proteus vuigaris

Pseudomonas aeruginosa *
Salmoneliz minnesota

Saimoneifa typhimurium

Semratia marcescens
Staphylococcus aureus (ProtA +)
Staphylococcus epidermidis
Streptococeus agalactiae (grupo B}
Streptococcus pyogenes (grupo A)
Streptomyces griseus

Treponema paltidurm

Trichornonas vaginalis *
Ureaplasma urealyticum

Concentraciones prohadas (organismos/mi. o UFC/mL para la especie Neisseria):

ERIM S A0 S0, B IO Bx 105 8 x 104, 9 x 10+, Bx 104, 9 x 107

2x 108 2 X 1IF y 2 X 10Y
1108 1x10y 1 x10°
A0, 5% 10%, Sx 100
ARSI R RE RILARE S
T %105 0.7 2 105, 8.7 x 10¢
12x10°, 2x 100y 2 x 107
4.8 x 104 4.6 x 10 £8x 10

Se probd una bateria de bacterias, virus, pladsmidos y material celular humane ¢ preductos
sanguineos potencialmente encontrados en el tracto anogenital femenine para determinar si la
reactividad eruzada ocummiese con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se prokaron todos los
mlcrnorgamsmos en concentraciones de 10° ¥ 107 organismos ¢ UFC por mL, ¥ cuando es posible
con 10° organismos o UFC por mL, al menos que se indique lo contrario a continuacion. Se probé
el ADN purificado de virus y plasmidos en una variedad de concentraciones, como es indicado mas
adelante.

A continuacion se encuentra una lista de las bacterias probadas.

Acinefabacter anitratus Neisseria cavize (2 aislados) ©
Acinefobacter calcoacelicus Neisseria cuniculi (3 aislados) "
Acinetobacter iwolfi Neisseria cinara (6 aislados)
Achromobacter xerosis Neissaria flavescens (4 aislados)

Actinomyces israeli Neisseria spocies * *

C1x 1Py 1 x e .
T 5 probaron 1anto ta cepa da £, colf usada para culivar plasmidas (HBWI)y un ailado clinico de £, coll.
*La capa de ATCC Neissena que tiene car i tanto de Nad: COMma

Neisseria meningilidis (ATCC #43831).
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Todas las bacterias aparte de Neisseria gonorrhoeas potencialmente encontradas en el fracte
urogenital, con excepcién de las tres cepas comensales de Neisseda y Chlamydia psiftaci,
probaron ser negativas con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID. Se observd sofamente fa
reactividad cruzada moderada que se interpretaria como supuestamente positiva con Chlamydia
psittaci y Meisseria lactamica. Dicha reactividad cruzada no deberd impactar en |a interpretacion de
los resultados de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID de especimenes urogenitales. Los
organismos que demostraron algin grado de reactividad cruzada son:

Corcentracion en |a cual s cbseng una

Interpretackin reactividad cruzada
Chiamydfa psittaci (1 de 2 alslados) Supuestarmente positivo = 1 x 107 organismaosiml
Neissera iactamica (1 de & aislados) Supugsiamente poskivo * 1% 16% UFC/mL

Nsissen meningitidis
(grupo Y, 1 de 2 mislados)
Neigseria mucosa (1 de 6 aislades)

1% 107 UFCImL
5 x 105 UFC/mL

Posilve
Posillva

TURLICO cays deniro oe @ 20na smbigum o ensayo ds 100 & 250,

Las tres cepas comensales de Nejsseria, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis y Neissefia
mucosa, se encuentran todos principalmente en la nasofaringe y el sistema respiraton'o superior.
En raras ocasiones, si s que llega ocurrir, se aislan del sistema urogenital. ™ '® Ademas, se
determind que el aislado de Neisseria meningitidis del grupo Y reactivo cruzado no es capaz de
. fipificarse como lipopolisacarido y, en raras ccasiones, se encuentra en la poblacién general.
Chiamydia psiltaci puede detectarse de la prel de la gente que trabaja con o manejar especies
avicolas, mas ne se ha detectado en el tracto anagenital. *°

Ademas, no todos los aislados de la cepa particular fueron reactivos cruzados con la prueba de
ADN digene HC2 GC-ID, reduciendo ta probabilidad de que un resultado falso positivo se genere
con un espécimen dinico si esa cepa estd presente. Por gjemplo, cinco de los seis aislados de
Neisseria factamica © Neisseria mucose probados negativos con la prueba de ADN digene HC2
GC-ID, como fueron una de las dos cepas de Chlamydia psittaci. Asi, no se espera que la
reactividad cruzada de la pruetra de ADN digene HC2 GC-ID observada con las tres cepas
comensales de Neisseria y Chlamydia psittaci condujesen a una interpretacion clinica falsa de un
resultado positivo cuando se prueban los especimenas anogenitales.

.La siguiente es una lista del ADN viral, ADN plasmidico, y material celular humanec o productas
sanguinecs probados y las concentraciones que se probaron:

Citomagalovirus ° Virus del papdoma humana tige 8

Virus Epstein Barr © Virus del papiloma humano tigo 117
Suero positivo de antigenc de superficie de hepatitis B © Virus del papiloma humano tipo 16"
Herpes Simplex | Virus de| papiloma humano tige 18

Herpes Simplex it pBR322
Virus de inmunodeficiencia humana (vIH) ® 9 Sv4p!

ADN genomica humano * pGEM®3Z
ADN placentario humano ® PGEM 3Zf(-Y

Sangre total humana h Células epiteliales humanas ™
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Concentraciones probadas:

1x10°, 1107, 1x 10" particulas virales/mL
1x 105. 1% 107, 1%x10° particulas virales/imL -
:2.9 X 10:, 11x 102 particulas virales/mL
. B.1x 102. 24 1-5)3 particulas virales/mL
2.7x10, 1.1 x 10 copias/mL
Flax 108. 4.8 x 103 particutas virales/mL
‘ax 106, 2x 107, 2x10° particulas virales/ mL
:5%. 10%, 50%
21x10,83x 10 copias/mL
L1 ng/mL, 4 ngiml
34x10, 1.4 x 10 copias/mL
'29x 108, 11x10° copias/mL
"1x10° 1x 10°, 1x 10 células/mL

b

Ninguno de los virus probadaos mostré una reactividad cruzada con la prueba de ADN digene HC2
GC-ID. Mo obstante, se observé una reactividad cruzada con los plasmidos pBR322, pGEM 3Z y
PGEM 3Zi(-). Todas las demas preparaciones de ADN probadas, incluyendo el ADN humana,
fueron negativas. La sangre humana y las células epiteliales no reaccionaron de forma cruzada con
1a prueba de ADN digene HC2 GC-ID. No se espera una reaclividad cruzada entre pBR322 y la
prueba de ADN digene HC2 GC-ID debido a la manera en que se crea la sonda de GC. Se ha
reportado ia presencia de secuencias homdlogas de pBR322 en los especimenes genitales
humanos, y podrian ocurrir resultados falsos positivos en presencia de altos niveles de plasmido
bacteriano. Sin embargo, ningdn espécimen de 103 probados de un estudio clinico multicéntrice de
EE.UU. encontrado positivo por Neisseria gonomfioeae con la prueba de ADN digene HC2 GC-D
se identificd como falso positive debido a secuencias pBR322 reactivas cruzadas. Asi, parece que
es baja la probabilidad de los resultados falsos posHivos de la prueba de ADN digene HC2 GC-1D
con especimenes clinicos causados por reactividad cruzada con secuencias pBR322 homélogas.
Aunque la prueba de ADN digene HC2 GC-ID tiene el potencial de reaccionar de forma cruzada
con Chiamydia psittaci, pBR322, pGEM y varias especies comensales de Neissera, es remota la
probabilidad de estos organismos afectando la interpretacion de la prueba, como es demostrado
por los resuttades del estudio clinice multicéntrico.

Homologia de sondas al ADN plasmidice y genémico total

Las sondas gendmicas son homdlogas a aproximadamente el ¢.5% del genoma de MNeissera
gonorrhoeae. Se presenta a continuacién una descomposicion para cada sonda en la prueba
digena HCZ GC-ID:

Sonda Tipe Tamefa aprox. del nseito (bp) % de genoma
pGC1 Gendmico 6,400 0.34%
paC2 3,300 0.17%
9,700 (totat 0.51%
pGC3 Ptasmido criptico 4,200 NA*

* Esto representa loda ia secuencia de |a sonda.

Efecto de 1a sangre y otras sustancias en los especimenes de 5TM

Se evalud el efecto de la sangre y ctras sustancias definidas potencialmente interferentes en la
prueba de ADN digane HC2 GC-ID. Se agregaron sangre total y una marca comercial de ducha
vaginal, crema antifiingica y jalea anticonceptiva (agentes que pueden encontrarse comimmente en
especimenes cervicales) a especimenes positivos {reuniones de especimenes clinicos) 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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concentracion. Un estudio de sustancias indefinidas presentes en una poblacién de 100
especimenes clinicos negativos mostré que las sustancias indefinidas no parecian inhibir la
generacidn de una sefial positiva dentro de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID cuandc se
comparan con la sefial generada cuando se prueban para el organisme de GC en STM.

Tabta 15. Efecto de sustancias interferentes en los resufados de |a prueba.

Resultade de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID
Medios de transporte de
Especimenes clinicos de {a reunion especimenas
Negatieos Positives = Positives *
Sustancia de a
|a interfaz Cone. URL/ICO A chservado URLICE observado URL/CO Avbservado
Ninguna
(control) Q.15 A I NA 270 NA
Sangre 1% oz +3T 317 % Az +Ho%
5% .19 +22% an % 3.05 +HI%
Ducha vaginal 1% g.21 +3T% 348 +2% 280 %
5% X 1:] +20% 247 +2% 3.20 +18%
Crema
antitingica 1% o18 +20% 360 +5% 2895 +o%
5% cio +30% 3s? +3% 3o 1A%
Ged 1% .08 B4 318 % 298 “10%
srticoncepliva ) : -
5% 0.08 -54% 324 +5% 3.10 +15%

~Adidonado con 10° UFC/mL del auxotipe 1 del organisme Nelsserla gonomhoese.

Precisidn en el corte de |a prueba de ADN digene HC2 GC-ID con especimenes clinicos
recolectados en 5TM

Se determind la reproducibilidad de la prueba de ADN digene HC2 GC-ID con especimenes
clinicos recolectados en STM en un estudio usando 30 reunicnes clinicas (15 positivas y 15
negativas) preparadas combinande previamente especimenes cervicales de cepillo
desnaturalizados y probados, recolectades en STM, Se prabaron los especimenes en duplicados
de cuatro en cada uno de cince dias por uno de 20 duplicados por espécimen. Se realizarcn las
pruebas usande {a prueba de ADN digene RC2 GC-D. Se calcularon el valor de URL/CO medio,
los intervalos de confianza del 95% acerca de la media (IC del 95%) y los resultados pesitivos
porcentuales para cada espécimen durante cinco dias y se muestran en I3 tabla 16.
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Tahla 16. URL/CO medio con intervalos de confianza y positivos percentuales de la prueba de
ADN digene HC2 GC-iD {crden descendiente por URL/CO medio}.

Mo, URLICQ IC del 95% % Pogitivo

1 1.92 1.31-2.00 100 (20/20)
2 1.22 1.16-1.29 100 (20/29)
3 1,21 1.16-1.25 100 {20/20)
4 1.21 1.16-4.25 90 (18720)
5 117 1.03-1.28 100 (20/20)
[ 1,14 1.09-1.18 90 (18/20)
7 1.08 1.04-1.12 80 (16/20)
) 1.05 1.00-1.09 70 (147200
g 1.08 1.01-1.09 70 {14/20)
10 1.02 0.98-1.06 65 (13/20)
11 1.00 0.96-1.03 65 (13/20)
12 1.00 0.97-1.02 45 {9/20)
13 1,00 0.96-1.03 40 {8/20)
14 0.98 0.95-1.02 45 (9/20)
15 0.91 0.89-0.94 10 {2/2¢)
16 0.90 0.87-0.92 0(0/20)
17 0.87 0.84-0.91 5(1/20)
18 0.86 0.83-0.689 0 (0/20)
19 0.84 0.82-0.85 0 (0/20)
20 0.82 0.79-0.85 0 (6/20)
21 0.79 0.75-0.82 0 (0/20)
22 0.77 0.78-0.80 0(0/20)
23 0,76 0.74-0.79 0{0/20)
24 Q.75 0.78-0.79 0 {020)
25 0.73 0.70-0.75 0{0/20)
26 0.56 0.54-0.59 0 {0/20)
27 0.56 0.54-0.59 0 (0/20)
28 0.56 0.53-0.59 0 {0/20)
29 0,54 0.52-0.58 0(0/20)
30 0.12 0.11-0.12 0{0720)

Los especimenes con un URL/CO medio del 20% 6 mas por encima del corte fueron positivos o
supuestamente positivos el 97% del tiempo, mientras que los especimenes con un URL/CO medio
del 20% 6 mds por debajo del corte fueron negativas el 100% del tiempo. Estos resultados indican
que puede esperarse que los especimenss en el 20% 6 mas lejos del corte produzean resultados
consistentes con la prueba de ADN digene HC2 GCHD.

Los especimenes con valores cercanos al corte del ensayo permanecieron en su mayorla positivos
a negativos; aguélles que se encontraban por encima del corte del ensayo, pero dentro del 20% del
misme permanecieron positivos ¢ supuestamente positives 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 resultades demuestran que la prueba de ADN digene HC2 GC-ID produce resultados
reproducidles con especimenes clinicos recolectados en STM cuyos valores de URL/CC se
encuentran dentra del 20% del corte del ensayo.

Infortnacién histérica

Histéricamente, se usaron los lumindmetras Dynex modefos MLX y ML 2200 ademds del
instrumento DML 2000 para generar datos y determinar las caracteristicas de desempefio de la
prueba de ADN digene HC2 GC-ID, come es indicado en la tabia 17. Ya no estan disponibles para
SU uso los luminémetros MLX y ML 2200, y solamente se usa el instumento DML 2000 para
generar resultados. Se generaron los siguientes datos del estudio clinico multicéntrico para
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dsterminar la reproducibilidad de los calibradores positivos y negativos y se proporcionan a
continuacion como infermacién histdrica,

Tabla 17, Instrumentacion usada para establecer [as caracteristicas de desempefio de la prueba
de ADN digena HCZ GC-ID.

Estudio Lugar Luminémetro
Estudio clinico multicéntrico 1 ML 2200*

2 ML 2200*

3 MLX

4 MLX

5 MLX
Sensibilidad analitica QIAGEN DML 2000
Especificidad analitica QIAGEN DML 2000
Repreducibilidad 1er. pretocolo (4 lugares) MLX ¢ ML 2200

2% protecolo DML 2000

Precision (3 lugares clinicos) DML 2000 y MLX
Estabilidad del espécimen QIAGEN DML 2000
Sustancias interferentes QIAGEN DML 2000
Reproducibilidad dentro dei
20% de corte QIAGEN MLX

* Los lumindmetros ML2200 y MLX (Dynex, Chantilty VA) ya no estan disponibles y han
side reemplazados por el instrumento DML 2000 equivalente.

Para determinar la reproducibilidad del calibrador y estimar la frecuencia en la cual pueden ser
necesarios recalculos manuales, se compilaron los resultados de las evaluaciones dlinicas que
inveolucran 79 corridas de ensaye realizadas con la prueba de ADN digene HC2 GC-ID (véase la
tabla 18). Los resultados mostraron que el %CV promedio para estas 79 corridas fue del 5.79%, y
ninguna carrida 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 observéd la
reproducibilidad del calibrader de mas del 20% CV para una de las 79 comidas (1.3%) y se
recaleuld el %CV. Después del recélculo, el %GV de la comrida de la prueba permanecié por debajo
del 15%, indicando que fueron validas todas las corridas de {a prueba.

Tabla 18. Desempefic de los calibradores positivos y negatives. Datos combinados det estudic
clinico multicéntrico y el estudio de precision {n = 79 corridas)
Media de medias

Media de los %CV

Media calculadas (URL} ¢alculados
de Ajustado Ajustado

Mo.de  razones Tipo de Tres para Tres para

Instrumente _carridas SIN calibrador dupficados margnales  duplicadk marginales
Instrumento g el Negativo 40,30 34.47 18.96 12.24
DML 2000 Positivo 292.37 292.37 6.67 6.67
MLX" 72 452 Negativo 0.076 0.070 13.83 12.36
Positivo 0.29 0.29 567 5.67

* Ya no esta disponible para su uso.
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digene HC2 GC-ID

PROBABLES CAUSAS

GUiA DE IDENTIFICACION ¥ RESOLUCIGN DE PROBLEMAS

SOLUCIONES

PRUEBA Al

OBSERVACION

1. CTdeQCyGC
de QC dan un
resultado
Incorecto.

Protocolo de software incomrecto
escogido para Ja prueba (esto es,
comido el protocolode CTen la
corida de GC).

Colocacién reversada de GC de
CTy de GC enla placa.

Si el protocolo de) software es incormectt para la prugba
que se esti comiendo, debera keerse otra vez la placa tan
pronto como sea pasible con el protocolo comrecto.

Vuetva a correr los especimenes.

2. Virajo de color
Inapropiado o
nula ehservada
durante la
desnaturalizacio
o

Reactive de desnaturalizacién no
adicionado, o readtivo de
desnaturalizacién no preparado
aprepiadamente.

1. Verifique gue el reactive de desnaturalizacion
contenga el colorante indicador y que sea de un color
PpUIpurd oscura.

2. Verifique que se adiciond & reactive de
desnaturalizacién al espécimen midiendo el volumen
de espécimen (se esperan 1.5 mL}. Si el volumen
indica que el reactivo de desnaturalizacién ne se
adiciond, haga la adicién apropiada, mezcle y proceda
con el ensayo si el viraje de color apropiadeo es
posterionmenie observado.

El espécimen sanguineo puade
ocultar el viraje de color.

No se espera el viraje de color exacto descrito con estos
tipos de especimenes; no deberdn afectarse de forma
adversa los resuttados de fa prueba gel ensaya.

Bl pH del espécimen puede ser
inusuaimente dcido.

El espécimen puede ser inusualmente dcido, de ese
muedo, no ocurrird el viraje de color esparade. Recolecte
un espécimen nuevo antes de la apkcacion de cide
acében a la cérvix porgue el pH de espécimen
inapropiado afectard de forma adversa los resultados de
la prueba.

3. Viraje de color
inaproplade
obisarvado
durante la

ot hibridaclén.

Mezda inadecuada de la mezcla
e [a sonda con ef calibrador,
centrol de cakidad yio
#specimenes deshaturalizados.

Mezcla de la sonda no
adidonada.

Volumen incormecta del reaclive
adicionado.

Agite la micreplaca de hibridacién por dos minutos
adidonales. 5i hay pozos gue todavia quedan plrpuras o
grises, agregue 25 L adicionales de sonda y mezcle
bien. Si en la adicidn de sonda y la remezcla no acurre e
viraje de color aprepiado y el espécimen na contenia
sangre u otros materiales, vuelva a probar el espécimen.

El espécimen sanguineo puede
ocutlar el viraje de colar.

Ne se espera el viraje de color exacto descito con estos
tipos de especimenes; los resutados de prueba del
ensayo no deberd afectarse de forma adversa.

El espécimen tenia < 1000 pl del
medio de transporie de
especimenes digene (STM).

Chequee &l volumen del espécimen original. E! volumen
debera ser de 1425 pL 2 20 pl (despues de quiar 75 pL).
Si el volumen es < 1405 pL, el espécimen original
contenia < 1000 pL de STM. Obtenga un espécimen
nuevo.

PRUEEA DE ADN digere HC2 Gi

OBSERVACION

PROBABLES CAUSAS

SOLUCIONES

aspeacimenes.

Mezcia inadecuada de la sonda ¥
diluente de sonda.

Después de adicionar la sonda al diluente de sonda,
mezcle completamente calocando en wirtice 2 atta
velocidad durante por lo menos cinco segurdos. Debe
producirse un vorics visible,

Mezcla inadecuada de la sonda
diluida y espécimen
desnaturalizado.

Después de adicionar el espécimen desnaturalizade a la
mezcla de la sonda, cubra la microplaca de hibridacion y
agite en el agitador giraterio | pueste a 1100 & 100 rpm
por 3 £ 2 minutes, como se describe en la seccion
Procedimianto de la pruebz, hiliridacién, etapa 3 de estas
instructiones de uso, Chequee por &l viraje de color de
purpura a amarillo en cada pozo. Si no hay viraje de color,
deberdn volverse a probar kos especimenes.

Tlempo o temperatura incarmectos
durante la etapa de hibridacion.

Hibride por 60 + § minutas a 65 + 2 C, como se describe
en la seccidn Procadimikento de le prueba, hibridacid
etapa 4 de estas instrucciones de uso. Chequee la
temperatura del calentador de microplacas |. Aseglrese
de que ef calentador esté puasto para catentar los
especimenes para corregir 1a temperatura y se precalentd
por una hora antes de su Lsa.

Mezdla inadecuada durante Ya
etapa de captura.

Agite en el agitador giratorio 12 1100 £100 pm por60 £ &
minutos a

20-25" C, come $& deschbe en la secdon Procedimiento
de Ia prueba, Hybrid Capture, elapa 4 de eslas
instrucciones da uso. Verifique fa velocidad del agitador
giratorio | por cakibracién come se resume en la seccidn
Calibracitin de fa velocidad del agitador del Manual del
operador del agitador giratorio I

Falla en la adicion de agregar la
cantidad correcta ded reactivo de
deteccidn 1.

Falla en incubar por el iempe
especificado,

Pipetee 75 pL del reactivo de deteccén 1 en cada pozo
usando una plpeta de acho canales. Incube a 20-25° C
por 30-45 minutos.

Falla en la adicidn de agregar la
cantidad comecta del reactiva de
deteccion 2.

FaMz en incubar por el tiempo
especificade.

Plpgtee 75 pl del reactivo de deteccian 2 en cada pozo
usando una pipeta de ocho canales. incube a 20-25° C
per 15 a 30 minutos.

Mal funcicnamiento o
programadién incorrecta del
lumindmeiro,

Remitase a las secciones de mantenimiento/servicio e
identfizacion y resolucién de problemas en la guia de
usuarie del software de andlisis del ensayo digare

plicable para mas ir 1es, o llame a su
representante QLAGEN local.

5. Valores de URL
levados en los

Reaclivo de desnaturazadén no
ic o volumen incomrecta

El snsaya falla
los criterios de
verfficacidn de a
callbracidn. No
hay sefial
obsarvada en el
calibrador
positivo, fos
controles de
calidad o los

Ninguna sonda adicionada al
diluente de sonda.

Prepare la mezcla de sondas de GC, como se describe
en la seccidn Preparacidn y almacenamiente de reactivos
de estas instrucciones de uso. Mezdle P

del reactivo adicionado; o mezcla

Etiguete el tubo de forma apropiada. Repita el ensayo
usando la mezda de la sonda recientemente preparada.

Senda contaminada can RNasa
durarte la preparacidn.

Use las puntas de pipeta con barrera de aercsol cuzndo
pipetee la sonda y use guanies Ebres de poivo, Diluya |2
sonda en un contenador estérl. Solamente use
reservorios de reaclivo desechables nuevos y limpios.
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les del ded reactivo de
ensayo ylo desnaturafizacion con
ente, pech callbrads 4
{> 150 URL en calidad o especimenas.
muchos o todos
los pozos). El
ensayo pueds
fallar los
criterios de
valldackén. Temperatura y nivel de agua def

bafio maria inadecuados.

Verifique que la pipela repetidora esté suministrando
exactamente antes de adicionar el reactive de
desnaturalizacién. Las pipetas cafibradas son esenciales.
Agregue la mitad de volumen de reactive de
desnaturalizacion a cada tubo y mezde bien. Para evitar
resultados falsos pasitivos, asegurese de que el liquida
lave toda la superficie intema del tubo (invierta el tubo
una vez =i se mezcla manualmente). £ calibrador,
coniroles de calidad y especimenes deberan tomarse
pirpuras después da la adicion del reactivo de

d #n. Chequee Ia calibradén de la
veloadad dei MST Vortexer.

Cheques &l nivel y {ermperatura del agua de bafio maria,
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OBSERVACION

PRUEEA DE ADN digene HC2 GC-ID

Valores de URL
elevados en los
controles del

ensayo de RCS

PROBABLES CAUSAS

SOLUCIONES

PRUEBA DE ADN digene HC2 GCAD

OBSERVACION

PROBABLES CAUSAS

SOLUCIONES

Filtracidn de hz en et
{umindmetra.

El sella esté roto.

Realice una lectura de fonde (medicion de los datos
prefiminares) del luminometro leyendo los micropozos
vacios. Una lectura de mds de 50 URL indica que puede
-exisbir una filtracidn de luz. Remilase a las secciones
mantenimiento/servicia e identificacion y resolucidn de

ylo espacimanes
{= 250 URL en Puania o sellada. problemas en la guia de usuario del software de andlis's
muchas o todos del ensayo digene aplicable para mas instrucciones, o
los pozos). El {lame a su representante CIAGEN local.
ensayo pusde
fallar los

tterl L] Contari del reactivo de Haga referencla de la Verificacion de la contaminacion en
validacién. deteccién 2 & micropozos de esta seccion identificacion y resolucion de problemas.

captura por el reactive de
deteccitn 1 o fosfatasa atcalina
exbgena,

Soluddn amartiguatora de lavada
contaminada.

Haga referencia de la Verificacion de fa contaminacién en
esta secdon dentificacién y resofucion de problemas.

tavador avlematizado de placas
contaminado.,

Haga referencia de la Venficacidn de la comtaminacicn en
esla seccidn ientificacion y resolucion de problemas.

Lavado inadecuado de
micrepozos de captura después
de la incubacién del reactiva de
detecgion 1.

Lave lps micropozos completamente con solucidn
amertiguadora de lavado seis veces. flenando los pozos
al sobreflufe cada vez o usando el lavader automatizade
de placas. No debera haber ninglin liguide resada
residual visible en los pozos después del lavado. Véase 1a
Seccitn identificacion y resolucion de problemas del
Manual del operador def lavador automatizado de piacas
para instrucciones sobre pruebas para la contaminacién o
malos funclonamientos.

Cantaminacion del reactivo de
deteccidn 1 de los micropozas,

Asegurese de que todas las superficies de trabajo estén
limpias y secas. Tenga cuidado cuanda use el reactivo de
deteccidn 1. Evite aerosoles.

Secada de la solucién de
hibridaciéa en la misma area de
toallas Kimiowels o toallas de
papel con poca pelusa
equrvalentes.

Usa de 1oallas de secado

No vuelva a secar en la misma area de las toallas
Kimtowels o foallas de papel con poca pelusa
equivalentes.

Use toallas Kimtowels o toallas de papel con poca pelusa
equivalentes para el secado.

equivacadas.
6. Razones de Preparacién inadecuada de Adicione el volumen apropiado de reactivo de
PCING balas o especimenes. d lizacién y mezdle lelamente colocando en

nitmero aito de
sapecimanes
bajos positivos (>
20% de las
especimencs
totales) con una
razén URLICO <
2.0. El ensayo
puede fafiar los.

vdrtice. Para evitar kados falsos p gl

de que el liquide lave toda fa superficie interna del tuba
celocando en vbrice con el método de! Vortexer de tubos
mitiespacimenas durante por lo menos cinco segundos
{para el métcdo de vorfexer manual, cologue en vortice
durante per lo menos cinco segundos & invierta 1 tube
una vez). Deberd verse un viraje de color distintivo de
plrpura claro a ascurs. Incube por 45 & Sminutes A 65 £
2" C.

criterios de
validacian.

Sonda inadecuadamente.
mezdada o insuficiente sonda
adicionada a los ensayos.

Prepare la mezcla de fa sonda como se describe. Mezcle
completamente colecando en wirtice, asegurdndose de
que se produzea un vértice visibte. Debe agregarse la
mezcla de la scnda a los tubos con una pipeta
mutiicanales o a para aseg un ini:
exacto,

Velumen inadecuado de mezcla
de la sonda adicionada a cada
micropozo de hibridacian.

Verifique que la pipeta de ocho canales este
sumimsirande exactamente antes de adicionar la mezcla
de la sonda a fa micreplaca de hibridacidn. Agregue 25 WL
de mezcla de fa sonda a cada micrepozo que centiene kos
calibradores, controles de calidad y aspecimenes clinicos
desnaturalizadas. El viraje de color debers ser de pirmpura
oscuro & amarillo en la adicién y una mezcla completa de
la mezcla de la sonda.

Pérdida de la actividad del
reaclivo de deleccidn 1.

Conserve el reactivo de deteccin 1 a 2-5° C. Usese
antes ¢e la fecha de caducidad en el marbele de la caja
extemna del kit.

Captura insuficiente de hibridos
de ARNADN,

[Cebera realizarse Iz etapa de captura usando el agitador
giratorio | puesto a 1100 £ $00 rpm. Verifique fa velocidad
del agitador, como sa describe en la seccidn Calitracion
de la velocidad del agitador del Manual del operador del
agitador giratorio f.

Lavado inadecuado.

Lave las microps campl con
amortiguadora de lavado seis veces, lenando los pozos a
sobreflujo cada vez o usande el lavader automatizado de
pracas.

Solucién amortiguacora de lavada
coniaminada.

Chequee ta sofucidén amortiguadora de lavado por
contaminagidn. Pipetee 10 pL de sofucién amortiguadora
de lavado en 75 jiL del reactiva de deteccion 2 en un
micropaza de captura blanco. Cubra @ incube 15 minutos
a 20-25* C. Lea el micropoza 2n el luminometro_ Las
fecturas por encima de 150 URL indican ¢ontaminacién
da la sofucién amertiguadora de favade. Vease la seceidn
Preparacion y slmacenarmiento de reactivos de estas
instrucciones de uso para instrucciones sobre la limpieza
¥ mantenimiento del aparato de lavado. Véase la seccitn
Identificacion y resolucion de problemas de! Manual del
operadar del lavador automatizedo de placas para
instrucciones sobre descontaminacidn o malos
funcionamientos.

7. Series do
easpecimenes
positives con los
valores de URL
apreximadamente
iguales.

Contaminacién de micrepozos de
captura durante la manipulacién
del ensaye.

LCubra los micropozos de captura durante todas las
incubaciones. Evite expener los micropozos a
contaminacian de aerosol mientras realice el ensayo. Use
guantes libres de polva durante 1as manipulaciones.

Contaminacién del reaclivo de
deteccién 2.

Sea cuidadeso en no contaminar ef steck cuande pipstee
el reactive de deteccion 2 en los micropezos de captura.
£vite a contaminacidn ded reactivo de deteccidn 2 por
acrosoles del reactivo de deteccidn 1 o del polvo de
laboratorie, etc.

Maf funcicnamiento del lavader
automatizade de placas.

Véase la seccidn Identificacion y resolucidn de problemas
del Manual def operador def lavador automatizado de
placas para instrucciones sobre las pruebas por
conlaminacidn o majos funcenamientes,
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amplios entre
duplicados.

Pif {esto es,
burbujas. pipeta no calibrada).

Chequee la pipeta para asegurarse de que se estén
suministrando los volimenes reproducibles. Calibre fas
pipetas de forma rutinaria,

Mezdla inguficiente,

Mezcle completameniz en todas las etapas. Cotoque en
el vértica antes y después de la incubacidn de
desnaturatizacion y después de adicionar la mezclade la
sonda. Aseglrese de que se produzca un vortice visible.
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FRUEBA DE ADN digene HCZ GC-ID

OBSERVACGION

PROBABLES CAUSAS

SOLUCIONES

10. Valores de

Se incubé el reactivoe de deteccion

La prueba es invalida debldo a valores del calibrador

T " : URL det 2 a una temperatura mayor a 20- negativos altes. Vuelva a commer la prueba y asegirese do
Iransferencia incompeta de Tenga cuidada durante la etapa d transferencia de la callbrador 25°C. e Y que fas etapas de captura y detenc'i:ﬂn se ir\m:egn a 20-25°
fiquido de la microplaca de microplaca de hiridacitn a la microplaca de captura para negativo del c.

a los mi de

de que se pasan los volumenes

captura.

reproducibles.

ensayo manual
elevadaos (>

Contaminacién con raactive da
deteccion 1 de los micropozos.

Lave fos micropozos completamente con solucién
amortigueadora de lavade seis veces, Kenando a sobreflujo
cada vez 0 usando el lavador automatizado de placas. No
debera haber liquido rosado residual visible en los
micropozos después del lavado.

P ion i da del

espécimen.

&l volumen apropiads def reactivo de

izacidn y mezcle ente colocandc en
virtice. Para evitar resultados falsos positivos, asegurese
de que el liguide lave toda la superficie interna del tubo
calocando en vortice con el métado de MST Vortexer
duranie por lo menos cinco segundos (para el método de
vortexer manual, invieria el tubo una vez). Debera verse
un viraje de color distintivo de purpura claro a oscura.
Incube por 45 + 5 minutes a 55+ 2° C.

Se ncubé el reactive de deteccidn

Lea fa placa después de 15 minutos de incubacion (y no

Condiciones de lavade Lave los micropozas completamente con solucién ::':t: ::: & 2 més da 30 minutos, més de 30 minulos d incubacidn) a 20-25° C.
inapropiadas. amprtiguadara de lavade seis veces, lenanda les pozos a ensayo se
sobreflujo cada vez o usando el lavadar izado de .
placas y los protocolos apropiados det lavador come IB
autematizado de placas. esperado, Se contaminaren el reactivo de Chequee el reactivo de deteceidn 2 por conlaminacién
- - - deteccién 2 o fa solucién pipeteanda 75 pL en un poro de microplaca de captura
Contaminacién con reactivo de Aseglrese de gue lodas las superficies de trabajo estén [+] amortiguadora de lavado con blance. Incube a 20-25* C por 15 minutos y lea en ef
dateccidn § de los micropozas, limpias y secas. Tenga cuidado cuanda use el reactiva de fosfatasa alcaling ¢ reactvo de furnindmetro. Las lecturas por encima de 150 URL indican
deteccion 1, Evile aerosales. :‘RI;.”::{“ deteccitn 1. contaminacién del reaclive de deteccian 2. Tenga cuidado
- " cuando pipetee el reactivo de deleccién 2. Use guantes
Secado en la misma drea con No vuelva a secar en la misma drea de las toakas calibrador Ebres de polvo y evite tocar las puntas en cualquier
toallas de Kimtowels sobre varias | Kimtowels, regativo del superficie de frabajo. Repila el procedimiento de
filas. RCS slevados identificacién y resolucion de problemas en el vial maestro
~ — - (> 250 URL).EI del reactivo de deteccion 2, ¥ si no esta contaminado, repila
8. Resultados falsos | Reactivo de deteccion 2 Sea cuidadaso en no contaminar de forma cruzada ks rosto del el ensaya usando este material. Si estd contaminado,
p contaminado. especimenes cuanda adicione el reactivo de deteccion 2 ensayo se obtenga una prueba de ADN digene HC2 GGA-D nueva y
obtsnidos de entre los especimenes. 5i solamente se usa parte de un dasempedia repita el ensayo.
espacimenes kit, givida en partes alicuotas en volumen necesario para comoe lo
negativos ese ensayo en un reservoric kmpic de reactiva antes de esperado. Si ne estd contaminado el reaclivo de deteccion 2, verifique
conacldos, llenar la pipeta. fa solucion amortiguadora de lavade par contaminacian.

Pipetee 10 p de la solucién amortiguadora de lavada en 75
L del reactive de deteccion 2 en un microl da captura
blanco. Cubra e incube 15 minutos a 20-25" C. Lea of
micTepeza en el lumindmetro. Las lecturas por encima de
150 URL indican contaminacion de l2 selucion
amortiguadora de lavado. Véase la seccién Preparscidn y
almacenamiento ds reactivos en estas instrucciones de uso
para instrucciones scbre (a limpieza y mantenimiento del
aparato de lavado. Véase el Manual def operador def
favador automatizado de pfacas para las instrucciones sabre
pruabas por ¢ inacion o malos funcionami

Condiciones inapropiadas de
lavado.

Lave los micropozos completamente con solucién
amortiguadora de lavade sels veoes, Renando fos pozos a
sobreflujo cada vez o usando el lavader aviematizado de
placas y los protacolos apropiados def lavador
automatizado de placas.
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Verificacién de la contaminacion

Reactive
evaluado

Procedimiento de verificacion de la
contaminacion

I Interpretacion de resultados

lavado desde la fosa hasta el pozo 5.

Cubra e incube 15 minutes a 20-25° C, Evite a
luz solar directa.

Lea los micropozos en el luminémetro.

Nota: tenga cuidado cuando pipetee el reactivo de deteccion 2 para evitar contaminacion. Use guantes y evite
tocar las puntas de pipeta sobre cualquier superficie de trabajo.

Reactivo de
deteccion 2

* Pipetee 75 pL del vial dividido en partes
alicuotas, residual yiu original del reactivo de
deteccion 2 en un micropozo de captura blanco.

« Incube 20-25° C por 15 minutes. Evite la luz
solar directa.

« Lea los micropazos en el luminémetro.

Nota: las pruebas del reactive de deteccion 2 en
replicados de tres proporciona una valoracién
dptima del desempefic.

+ Etcontrel del reactive de deteceitn
2 debera ser < 50 URL.

+ Silos valores del reactivo de
dateccidn 2 son < 50 URL, puede
usarse el reactivo de deteccion 2
para repetir el ensaya.

« Si se contamina {> 50 URL},
obtenga un kit nuevo ¥ repita ef
ensayo.

Aparato de la

+ Pipetee 75 UL del reactivo de deteccitn 2 en tres

= El control del reactive de deteccion

+ Elpozo 1 sirve como el control del reactivo de
deteccién 2.

+» Pipetee 10 pL de la solucién amortiguadora de
lavado de |a batella del lavador de placas
etiquetada comao Wash (lavado) al pozo 2.

« Pipetee 10 pL del liquido de enjuague de fa
botella del lavador de placas etiquetada como
Rinse (enjuague) al pazo 3.

+ Presione la tecla Prime (iriciar) en el teclado del
lavadaor de placas, dejando que fluya la solucian
amortiguadora de lavado a través de las [fneas.

» Pipetee 10 L de la solucién amortiguadora de
lavado desde la fosa hasta el pozo 4.

« Presione la tecla Rinse (enjuagar) en el teclado
del lavador de placas, dejando que fluya el
liquido de enjuague a través de |as lineas.

« Pipetee 10 pL de ia solucién amortiguadora de

solucion micrapozos de captura separados. 2 (pozo 1) debera ser < 50 URL.
amortiguadora | « Etiquete los pozos 1-4. + Compare el valer de URL de los
de lavado yfo » Elpozo 1 sirve como el control del reactivo de pozos 2, 3 y 4 para el valor URL
fuente de deteccidn 2. del control del reactivo de
agua + Pipetee 10 uL de sofucidn amertiguadora de deteccion 2 (pozo 1). Los valores
lavade de 1a betella de lavado al pozo 2. de URL individuales para los pozos
» Deje que fluya la solucién amortiguadora de 2, 3y 4 no deberan exceder 50
lavado a través del entubado del lavador. URL del valor de URL de control
« Pipetee 10 uL de la solucién amorfiguadora de del reactivo de deteccion 2 (pozo
lavado del entubado al pozo 3. 1),
« Obtenga una parte alicuota def agua usada para | * Los valores que exc_edan 50 URL
preparar la solucién amortiguadora de lavada, del control del reactivo de
Pipetee 10 yL del agua al pozo 4. deteccién 2 indican contaminacion.
« Incube 20-25° C por 15 minutos. Evite [a fuz Véase la seccibn Preparacion y
solar directa, almacenamiento de reactivos para
« Lea los micropozos en el luminémetro. instruccicnes sobre la limpieza y
mantenimiento del aparato de
lavado.
Lavador » Pipetee 75 pi del reactivo de deteccién 2 acinco | » Ef control del reactivo de deteccion
automatizado micropozos de captura separados. 2 (pozo 1) debera ser < 50 URL.
de placas « Etiquete los pozos 1-5. « Compare el valor de URL de los

pozos 2, 3, 4 y 5 con el valor URL
del control del reactivo de
deteccion 2 (pozo 1). Los valores
URL individuales para los pozos 2,
3, 4 y 5 no deberar exceder 5§
URL del valor URL de control del
reactivo de deteccion 2 {pozo 1).

« Los valores que excedan 50 URL
del centred del reactivo de
deteccion 2 indican contaminacion
ded lavador de placas.

« Véase el Manual del operador del!
favador automatizado de placas,
Procedimiento de
descontaminacion.
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INFORMACION DE CONTACTO

Use la haja de informacién de contacto de QIAGEN proporcionada con el producte para ponerse en
contacto con QIAGEN Technical Services (servicios técnicos) o su representante QIAGEN lecal.
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MARCAS REGISTRADAS Y PATENTES

QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); Parafilm® (BEMIS
Company, Inc.); DuraSeal® (Diversified Biotech); Epgendorfs. Repeatet” (Eppendorf AG);
Kimtowels® (Kimberly-Clark Corporation); CDP-Star® (Life Technologies Caorporation); pGEM°
(Promega Corp).

Los nombres registrados, marcas registradas, etc. usados en este documente, incluso cuando no
se marguen como tales especificamente, deben cansiderarse pretegidos por la ley.

Este producto y su método de uso estin cubiertos por una o mas de las siguientes patentes:

Patente de EE.UU. de Hybrid Capture
6,228,578

© 2012-2015 QIAGEN, todos los derechas reservados
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Esta pigina se dejo intencionalmente en blanco,

Resumen de la prueba de ADN «digens® HC2 GC-ID DNA Test»

Importante: es importante estar fomiliarizado completamente con el procedimiente detallade antes de uscr este

resumen.

- Procedimiento
Desnaturalizacién | Método de vértice manual Método vortexer de tubos multiespecimenes
¥ Cree ef marbete de distribucién de placas. ¥ Crea la distribucin de placas. Etiquete Ja
Etiquete la placa de hibridacian. Prepare ef placa de hibsidacion.
reactive de desnaturalizocisn. ¥ Prepare el reactivo de desnaturalizacion.

¥ Pipetee ¢l reactivo de desnoturalizacion [el ¥ Pipetee el reactivo de desnaturalizacién [el
vofumen es equivalerte a kr mitad del volumen volumen es equivalente a lo mitad del
del espécimen) en calibroderes, controtes de volumen de espécimen) en calibraderes,
calidad y especimenes. Coloque en vérice cada controles de calidad y especimenes.
calibradar, control de calided y espécimen de ¥ Verilique que todos los tubos muestren un
forma individual por cinco segundos a atta calor pirpura.
velocidad e invierta {véase el prospecto para ¥ Cubra fa gradilla con pelicda y tapa.
delalles). ¥ Cologue en vérlice por 10 segundos a

¥ Verifique que lodes los lubos muesiren un color méxima velocidad.
pdrpura. ¥ Incube a 65 £ 2° C por 45 £ 5 minutos.

¥ incube a 65 = 2° C por 45 = 5 minutos. ¥ Prepare la mezcla de sondas de GC.

¥ Prepare la mezcla de sondo de GC.

Hibridacién ¥ Celogue en vortice los calibradores, confroles de calidad y especimenes desnaturalizedas bien, luego

pase 75 pL en la microplaca apropioda.

¥ Cubra la microplace con und tapa para placas e incvbe por 19 minutes o 20-25° C. Quite la cubierta.

¥ Pipetee 25 pl de la mezclo de sondos de GC en los micropozos.

¥ Cubra la microplaca con una tapa pare microplacas y agite en el agitador giratorio [ 1100 £ 10¢
rpm por 3 = 2 minutos. Verifique que todos los pozas muestren un color amarillo.

¥ Incube a 45 + 2° C por 80 + 5 minutos. Prepare la microploca de captura,

Hybrid Caplure ¥  Pese el conlenido de cada pezo de placo de hibridacidn ol poza correspondienie en la microplaca de

[captura hibrida) captura usando una pipets de ocha canales.
¥ Cubra con una fopa para plocas. Agite a 1100 2 100 rpm a 20-25° C por 60 + 5 minutos. Prepare fn

solucién amertiguadora de kavade.
¥ Decanle y seque la microplaca de captura [véase el prospecto para delalles).

Deteccién hibrida | Pipatee 75 L dei reactivo de deleccion 1 en cada pozo de fa microplaca de captura. Cukre la microplaca
de coplura con une topa para places. Incube o 20-25° C por 3045 minutas, Lave la placa usando el
método deseado.

Lovado Método manual de lavade Método de levador automatizade de placas
¥ Decante y seque la microplaca de captura véase | ¥ Cologue la placa en el lavador autematizade

el prospecto para detalles}. de plocas y presione «START/STOPs
¥ ‘tave seis veces. (pore/inicie) pora comenzer.
¥ _Seque en foallas de papel de poca pelusa. ¥ __Vayo g Ja siguiente elopa.

Amplificacién de | ¥ Pipetee 75 pl del reactive de deteccion 2 en cada pozo de la

seiioles microplaca de captura. e
¥ Cubra la microplaca con una tapa para placas. %@@
¥ [ncube 0 20:25° C por 15-30 minuios, @@@@@

Lectura ¥ Lea lo microplaca de captura en el lumindmetro,
¥ Vaolide &l ensayo e interprete |os resultados del espécimen. ....
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