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Disposicién
Nimero: DI-2018-3635-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 17 de Abril de 2018

Referencia: 1-47-3110-5438/16-9

VISTO el expediente N°  1-47-3110-5438/16-9 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma TECNOLAB S.A. solicita la modificacion del registro del Producto
para diagnéstico de uso “in vitro” denominado: digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposicion ANMAT N° 2674/99 y la
documentacion aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnostico que establece que se autoriza la modificacién solicitada.

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.

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

Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la modificacion del Certificado N° 5043 del producto para diagnostico de uso
in vitro denominado: digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test.

ARTICULO 2°.- Acéptase la modificacion para el producto digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test que



amplia el uso con muestras vaginales tomadas por el paciente (auto-toma), ademas de uso previsto ya
autorizado sobre muestras endocervicales tomadas por el médico; y la incorporacion del producto auxiliar
digene® HC2 DNA Collection Device, indicado para la recogida y transporte de muestras cervicales y/o
vaginales que se van a analizar digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test y CT/GC DNA.: -

ARTICULO 3°.- Practiquese la atestacion de la presente disposicién al Certificado de Inscripcion N°
005043.

%

ARTICULO 4°.- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de insrmccignes de uso que obran en
documento N° [F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicién. Girese a la Direccion de Gestion de Informacién Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

Expediente N° 1-47-3110-5438/16-9

fd

Digitally signed by LEDE Roberto Luis
Date: 2018.04.17 09:24:37 ART
Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Roberto Luis Lede
SubAdministrador

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL ELECTRONICA -
GDE

DN; en=GESTION DOCUMENTAL ELECTRONICA - GDE, c=AR.
0=MINISTERIO DE MODERNIZACION, ou=SECRETARIA DE
MODERNIZACION ADMINISTRATIVA, serialNumber=CLIT
30716117584
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS

digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test (5197-1330) - 96 Test

. HC2HighRisk HPVDNA Test

| An in vitro Nucleic Acid Hybridzotion Assay with Signal Amplfication

i using Microglate Chemiluminesc ence ko the Guditaive Detection of

1 13 High®isk types of Humon Po pllomoveus (HPV) DNA incenvicd
specimens

HC2 High-Risk HPV DNA Test

|
0.35ml Indicator Dye ’
30 mi Denaturation Reagent i
5ml Probe Diluent ‘
200 ¢ High-Risk HPV Probe
2 mi  MNegative Colibrator
1 mi  HighRisk HPV Calibrator
I mi LowRisk HPV Quality Control
I ml HighRisk HPV Guality Control
leach Coplure Microplate
12 ml Detection Reagent |
12 ml Detection Reagent 2
100 ml  Wash Buffer Concenirate
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AODUCTO: digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test

CODIGO DEL PRODUCTO: 5197-1330

USO PREVISTO: ensayo de hibridacion de 4cidos nucleicos en placa con amplificacion de sefal
quimicluminiscente para la Deteccién Cualitativa de 13 tipos de virus del Papiloma Humano (HPV) de Alto
Riesgo para usarse en especimenes cervicales y vaginales (auto-toma).

PRESENTACION: placa por 96 determinaciones.

IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N°® 964 - ¢1427cco. C.A.B.A. Teléfono: 54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masina

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN, 19300 Germantown Rd, Germantown, MD 20874, USA.

AUTORIZADO POR A.N.M.A.T. CON NUMERO DE CERTIFICADO: 005043

“MARISOL MASINO
AIOQUIMICA M N. 8483
DT - TECNOLAB S.A.
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digene® HC2 DNA Collection Device (cédigo: 61923)

wHSLy

| PYYIY
| [T 1]

~ HC2 DNA Collection Device

digene®HC2 DNA Collection Device

{#7) Precautions and Wamings [[[] Précautions et mises en garde
Do not use oerdeal brush with DISQREnt wounee. Na pad ublser 8 OyDb ohar wa i '
(€8] Preventivni opatieni a varovani Precauzioni e awerenze i
Mepoudivete corviaini Larthlek o Whowmeon fen Non uthzzars o spoceolng per Wapone cervens s Gonns 0 gavidanca. “
Advamarogsmhom:egm (] Voorzorgsmaatiegelen en waarschuwingen |
 gravide kvinder Do carvcnie borvisl mag rest worden Gatiuk by rwsngs !
(&) smmss umWafrmmme Precaugles e Avisos @
Zervixbirste nicht an s gucen Fraun Hio ulihzar & sscova e g
i ﬁmumxmﬂpmﬁowm [i¥] Forsiktighetsdigarder och Vamingar. I
My gonoauanoRin v Tpogniet Bolpia ot Twloug Anwiind inte cenvichorste ph o avida Kewaot ;
(&) Precauciones y advertencas (] Uysaier ve Onleenie: R i
Mo uticar & CREGCEI B TRl g Servin frgaman T ¥ “

[f] Varotoimet ja varoftukset
Carviks-hanas # 5aa REymsa raskaona clevim nasaen

<:€: ?? 1 Q f mow |
‘ “.‘.

GHAGEN [ECTREP] O!AGEN GmbH

19300 Germantown Rood — CHAGEN Stroasa 1 |
3 74 4 4 |

S&mnmm_ MD 208 pei Hilden |
+1-800-4268157 +49 2103 290

Www ROgen, com
1081175 Rev. 01 Product of USA
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digene®HC2 DNA Collection Device .

FmCMWIdemmbhmw%mwwmz Eoch Pouch Contains
HPY and CT/GC DNA Tests. NOT INTENDED FOR PAP COLLECTION.
Pro odtée a pf avu cervikiinich vzorkd, kieré maji bt podrobeny pouze digene® Hybrid Capiure 2 Katdé pouzdro obschue
HPV o CT/GC lesitim. NEM URCENO PRO ODRER VIRKD) PAP.
1 Flmqmmdww‘mmmwmméWva Hver pose indehaolder
: HPV og CTAGC DNA-tester. IKKE SEREGNET TR INUSANEING AF PAP-PROVER.
£t the Entnahme und den Transport von nur met den digene™ Hybrid Copture 2 HPV- und Joder Beusel enthak

i T CTIGC DNA Tests 7u untersuchenden Zenviproben  NCHT ZUR PAP-ENTNAHME VERWENDEN.
rnmmwwwmmmmmmmuwwcmz K oumouhiin TP

= UV xem CT/GC DINA Tests. AEN APOOPIZETAI MA TYAADTH ENEXPIEMATOL TEXT NATL

o2
=g . .
LB Pora ko recogida y Fansports de muestras cervicouterinas gue se vayan o onalizar solamente con los Coda boba contiene :
;;‘,‘_;5 i MWWCWmehmﬂmddVMyGfGC Pxl [
%59 NO UTILZAR PARA OSTENER MUESTRAS CHOLOGICAS. 1xtmi [omw
> i3 MMWZM!&U/GCMMW Kukin pussi sisobs:
>;§ ohigmiseen j B PAPANAYTTEIDEN KERAAMISEEN.
R (] Pourle préleverment et le fransport des échantiions cervicaux prétvus uniquement pou e lest Choaque éui contient:
L -5 ADN digene® Hybrid Copture 2 HPV et CT/GC. NE PAS UTRISER POUR UN TEST DE BUMNICOLAOU
il ] Per i prelievo e il ¥asporio dei compioni cervicoll do onolizzore esclusivamente con | lest Clgni conkezione contiens:
WWWZ&&WW&&G!G&M“MHWGN&
Voor het afemen en vervoeren van cervicole monsiers die uitslulend gelest mogen worden met Bk zokje bevat
de digene® Hybrid Capiure 2 HPV en CT/GC DINA Tests. NET BEDOELD VOOR UTSTRUKEN OP GLAASIES.
23] Para a Coheta e o Transporte de Amostras Cenvicars a serem testadas apenas com Cada embologem contém:
_ digene™ Hybnid Capture 2 HPV e CT/GT DNA Tests. NAO UTILZAR PARA AMOGTRAS GITOLOICAS.
Fa-mmmhbcmﬂmcmwmﬁammmm’ww2 Varje Pase Inaehaier ¥
HPY och CT/GC DiNA Tester, E5 AVSETT FOR UTSTRYK FOR PAFTEST : FL03
[ir] Yolnzca digene® Hybrid Capture 2 HPY ve CT/GC DNA Tesferiyle test sdlecek Servikol numunelerin Her bir Pogete Agogidakiler 3
i Almmas: ve Tapnmas icindic. PAP ALMA N KULLANEAMAZ. Yer Almoktady

63p p euiBey T
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' digene®HC2 DNA Collection Device

[&] Specimen Transport Madium; | Causes mild skin irritation,

: If skin irritation occurs: Get medical ‘aftention.

| [€5] Specimen Transport Medium: Varovani! slobé podrazdéni kize. Pokud do

] k podrazdéni kiZe: Vyhledejie lékaiské pomoc e

| [E5] Specimen Tronsport Medium: Advarsell Giver let hudirritaticn. Hvis hudiritation forekommer:

sm-.imnrm Madivm; mrwmmw Solllen Hautr
! - Mmm s
| @anfrwmmwwwwWw
g Le Mepimwon Seppariod epefopot: Avalnriote wrpu wrrpecty cupBoudsy/ ppoviida
| (3] Specimen Transport Medium: jAdvertencial Causa irrfocién cutnea leve.
| En caso de irlacién culkdnea, consvlte o un médico.
i [E] Specimen Transport Medium néytieenkuljen Viarciin! Aliouioc levtd ihod
! thodrsytyksen ilmesesst: Kysy boaktirin neuvoa / hokeudu kiakadin. v
3 [] Specimen Tronsport Madium - Avertissement | Provoque une kgbre irritation cutanée.

En cas d'irritotion cutande © consulter un médecin.

| [ Specimen Transport Madium: Avertenzol Couse inilazione cutanea. In presenza

; di iritazione cutanea: rivoigensi o un medico.

i Eﬁlwsmewm | Veroozooks lichte huidirrilotie. indien

! huidicritatie optreadt: Vioog medisch bulp.

| Specimen Transport Madivm: Adverténcial Provoca uma irritagto da

| Eﬂ&mwlﬂm da pele: %WMM .

| = C;umwmmmmssm VuamglOudaandrigMnm.
hudirritation uppstse: Kontokio lak

Specimen Transport ;mammw
| b Cilt sahrisi dnwsu Tibbi aur'i’m

AODUCTO: digene® HC2 DNA Collection Device

cODIGO DEL PRODUCTO: 61923

USO PREVISTO: para la recogida y el transporte de muestras cervicales con las pruebas digene Hybrid
Capture 2 HPV y CT/NG vy para la recogida y transporte de muestras vaginales con la prueba digene® HC2
High-Risk HPV DNA Test.

PRESENTACION: 1 caja conteniendo 50 recolectores (cada recolector presenta : 1 cepillo y 1 tubo
conteniendo 1 ml de Medio de Transportg).

IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N° 964 - ¢1427cco. CAB.A. Teléfono: 54-11- 4-555-0010.
DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN, 19300 Germantown Rd, Germantown, MD 20874. USA.

AUTORIZADO POR A.N.M.A.T. CON NUMERO DE CERTIFICADO: 005043
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test (5197-1330) - 96 Test

E————

Indicator Dye 5

0.35 ml 3

(o j,wc 3

2% g

1058222 =

LOT
ml QIAGEN + Maryland, UsA
Product of United States -/

-

_ Denaturation Reagent
contains

sodium hydroxide 50 ml
2
1058221 /E" e [ %
2C g
QIAGEN ¥ -
Maryland, USA Product of United States }
N
SrsaE R - P
Probe Diluent -
contains 5ml >
acelic acid; polyacrylic acid &
1058223 XB‘C [ 2
2 g
=
‘ QIAGEN Lor
| Maryland, USA Product of United States
b = -

MARISOL) MASINO
BIOQUIMICA- M.N. 9483
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High-Risk HPV Probe
200 pl

[jg TCJQ/S.C

1058230

il QIAGEN + Maryland, UsA
Product of United States

1090975 Rev. 01

Negative Calibrator =
2ml i
1081189 Xa'c BIER
2C g
g s
tal GIAGEN « Moryland, USA
Product of United States =

Capture Microplate X 1

18
sl
1058243
Lot o

ol ciacen - Maryland, USA | 1 Sictes

Pégina 7deg

5344 L

@

1090980 Rev. O1

. a ‘}»w-—_.-‘——w—-+__.
MARISOL |MASINO
BIOQUIMICAL M.N. 9483
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Detection Reagent 1
12 ml )
s
1058224 j’a'c (@ %
7c g
QIAGEN 1]
Mary!clnd USA Product of United States
e SR
Fow \
N -
Detection Reagent 2
12ml 5
&
REF | 1058225 X“ i &
rc g
QIAGEN
il Mcryland, UsA Product of Uniled Shotes §
S = IR a3
. ‘ . ‘ . GRRRE
L1321
EXL YT 1)
& p—

Wash Buffer Concentrate

coniains

sodium ozide ] 00 ml 6
&
N
1~ 30°C T %
1059688 - /i/ LR =
QIAGEN
Matyland, USA Product of United Stafes
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digene® HC2 DNA Collection Device (cédigo: 61923)
evsee () NOY INTENDED FOR PAP COLLECTION,
e e
IKKE SEREGNET TIL INDSAMLING AF PAPFROVER,
digene® HC2 DNA Collection Device S51Cianmramase wameo,
[5-5] NO UTI IZAR PARA OBTENER MUESTRAS CITOLOGICAS,
!« | [BRUSH : 30C €] PAPAMAYTTEIDEN KERAAMISEEN,
o @ (e Q€ Bisrsimiesronmesroe nowwoven
(2] MET BEDOELD VOOR UITSTRUKEN OP GLAASJES,
[ [ s (] NAD UTILIZAR PARAAMOSTRAS CITOLOGICAS.
iy CAGT vasas | [E] EJAVSETT FOR UTSTRYK FOR PAPTEST, \ k
e GEE KON (D A GNRALANA, it k
weRes

44411
QIAGEN
digene® HC2 DNA Collection Device

Date

Physicion

‘ CUAGEN

19300 Germaniown Road 1081184

Sg;mqmown, MD 20874 [E c €

[ECTREFI GAAGEN GmbH
QUCEN Skowe | - g
L GERMANY 1081178 Rev. 01

/

WARISOL |
BIOQUIMICA -M.N. 9483
DT - TECNOLAB S.A.
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digene” HC2 DNA Collection Device PR S e

- Hombre y uso previsto

El digene HC2 DNA Collection Device esta indicado para la recogida y &l transporte
de muestras cervicales recogidas por el médico que se analizardn Gnicamente con las
MmMHMCM2€HC§)HWyCTIGCDNAyﬁmw
recogidas por la paciente que se analizaran Unicamente la prueba digene HC2
High-Risk HPV DNA Test® ESTE DISPOSITIVO NO ESTA INDICADO PARA LA
RECOGIDA DE MUESTRAS PARA CITOLOGIA CERVICOVAGINAL.

Para obtener una resultados oplimos, jos L ws deben leer pri estas
instrucciones antes de comenzar la recogida de la muestra y, amnbmm

reafizar cada paso en el orden indicado. Para ver las instrucciones de conservacion,
informacion sobre el ranspone de las muestras o informacion sobre el procedimiento
de recogida de la muestra por &l médico, consulte las INStrucciones de Uso para
muestras recogidas por ol médico que s& incluyen en la caja de distribucion.
Reactivos y materiales suministrados

1x1[l=] Cepilio

ix!mﬂ Specwmen Transpon Medium (STM, medio de transporte de muestras;
contiene axda sodica al 0.05%)

vert as y pr iones
Kmfrw ﬁmﬂcmmwhhﬁlﬁn
de irritacion de la mmamm inmediatamente la
m:&wtahwamwymvmm

Mo reutilice el producto. No utilice & producto si ¢ envase estad dafado.

- Ho use cepillos cervicouterinos en mujeres embarazadas. Si cree que puede

estar embarazada, informe a su médico.

- No se ponga en la boca ni ingiera el Specimen Transport Medium (liquido del

tubo). Si se pone en la boca o ingiere el liquido del tubo, péngase en contacto

inmediatamente con un médico.

« No inhale (respire) ¢l Specimen Transport Medium (liquido del tubo). Si inhala el

liquido del tubo, respire aire fresco; acuda al médico si tiene molestias.

- Specimen Transport Medium: jAdvertencia! Causa irritacidn cutinea leve. En

caso de iritacion cutinea, consulte 2 un médico,

« En caso de contacto con fos ojos, enjuague el 0jo abierto durante varios

minutos con agua corriente. A continuacion, acuda al médico.

- Considere todas las muestras humanas como potencialmente infecciosas.

-ummmuusmmmzwvcm7mmmmom

para las muestras cervicales recogidas por el médico. Las muesiras recogidas con

25l sistema no pueden usarse para culivo.

- Uthice Umcamente la prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA para las muestras

vaginales recogidas por la paciente. Las muestras recogidas con este sistema no

pusden usarse para cultivo.

-Normpmwwmvmmmwummmodimﬂ

cremas antimicoticas © jaleas anti P

-Nommeiwmsmmemwmdahmhbmm

- No togque con el cepillo ninguna superficie fusra del who de recogida.

-Larecoe.laaporiapm»utjdummuam&zmbﬁommdtm

profesional médico.

& El Specimen Transport Medium contiene azida sodica. que puede reacconar
mmumuamom,wmamm
altamente explosivos. D a la normativa local. Pdngase en
contacto con el representants local de QIAGEN o con el profesional médica
tocal para obtener informacion acerca de cémo eliminar o limpiar los
derramamientos.

MARISOL

Ch-
O ECNOLES B.A. [F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones para la conservacion
s
we s Conserve los kits a 15-30 *C. No use el producto una vez transcurmida la fecha
de caducidad indicada junto al simbolo E en la etiqueta del envase.
Recogida y manipulacion de las muestras
Procedimiento para la recogida de muestras vaginales por la paciente

1. Desenresque o tre del tapin del twbo y coldqueln sobre una superficie plana dura
con el interior del tapén ofentado hacia amiba. Tenga cuidado de no derramar el
Specimen Transport Medium (liquido del tubo).

2 Abra suavemente la parte externa de la vagina e introduzca el cepiio por la abertura
{paseo 2).

3. Continde introduciendo el cepilio girdndolo suavemente hacia la izquierda o hacia
i3 derecha hasila que encuentre resistencia (paso 3). Si nota dolor o molestias
importantes, pare y consulte al profesional de enfermeria o al médico,

4. Mantenga con cuidado el cepilio &n su posicidn. Cuente hasta 10 lentamente antes
de girarlo. Gire en circulo el cepilic 5 veces para recoger la muestra (paso 4).

5. Extraiga ¢i cepillc de la vagina y pongaio en & tubo proporcionado (con el cepilio
orientadgo hac:a abap) hasta que toque e fondo. Rompa & extremo del mango
parténdolo por la linea dei mango mientras sujeta ef tubo firmemente con una mano
y coloca la otra mano cerca del extremo del cepilio (paso 5). Una vez roto ¢l mango,
desache Ia parte rota.

8. Unicamente la parte inferior, con el extremo del cepilio hacia abajo. debe estar
dentro del tubo y sumergida en el Specimen Transport Medium (liquido ded tubo).
Asegure el tapan (paso 8). eliquete claramente ef tubo . a continuacion, entregue el
twbo & un procesional médico.

Q@GOG
38384
$BESE

QIAGEN

www.QIAGEN.com

-

MARISOL])
BIOQUIMICA
O7-TECN

IF-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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| : (ir] digene® HC2 DNA Collediion
Namn och avaedd anvandning dzev & Géel poutiti & ~
dhgans HOZ DNA Collesiion Device #r avaalt @ o i
N e Davba i 2 e Jsenmmu. sy Zafizeni digens HC2 DNA Collechion Davice o urbena k oobdrs » plenasu cendibinich veorky Ugﬂm N
ﬁ%igiﬁiaigéiiiiﬁn? (provadinemu lekalem), iderd budcu analyrovany vylusdod pomodt testy dpans Hybrid
Risic HPY DNA Tost. DET AR INTE AVSE TT FOR PAP-PROVIAGNING. Qeea.uw_:.m..i.ning.xﬁ.g%ﬁﬁiﬁ 0
R BHLY] - Endast o USA: armang! Esdaraltag bagy et formsiiing ach bexalining av Blin Tesr EARIZEN] NEN UREENG X PAP STERD £ DR LD SRy T N.
s PeEument ] icensierade practserance Wisre RX OHIY | Poti pouze pro Spojene stity. Uposomdni V souladi s faderiinim z4mrem
CE-markat visar aff denna prodult upplyllar kravan | det siropesks drekhvet SVATEG 5y sk Yok SaPtebn prodikvit & objedabint pouse kel s piiskinou Josn,
vl Uyoenino. Canaden! SE zamend, be o ¥ : .
Modelior ADMO - o et foh prostiedsl, 0_
Bestk gen.co s 6l TIAGEN s lonals represertans sflsr ring 1-800- £, thodebs Aoad 0
B44IEI fencants USA ooh Kanada) elier COS00-22-44-6000 (1 #viga virdon] for tekska Kprsawnd informace mistniho ZHMDIS Apokinost CIAGEN nadate na atrete www.alsgen, o
Porigniigel; com. V plipsds echmickych dotarl volefs 1-800-344-3531 (poize Spojend stity a Xanada) e
Reaganser och material som medftijer naba DOROD-22-44-5000 {1bytek svita). =
T e Dodévané reagencie s materidly o
1 o 575 E 1x1 54 W
Speceren Ti st (irnehaller 0.05 % natry Vet mi BT ) i
Vamingar och férsiktighet g«if&}! i 0 peprav wZorkd, bsahule 0.05% 2id sadny) ob
B - P
B Fir i bwrarwandus ) Aimcing wntm procisien om Sorpackingen &r skadsd Y ¥ m
B - . @ [+] b badent
Endast fw g Lie alla noga irnan o efvinder dan har n
produtten. 3 Pouze pro paubitl sdbomiky. Plad soubibm hoks produbtu s petivd piedtéie viachng pokyny. )
Cervizborsie fi ints snvindas pil gravida kvinnot, U sihomych den nepoudivets cervikiini bartidel m
Bewakts sl humena prover som polentielt smittsamma, viecnnay o ki vIorty povakulie za potenclaing infekdal.
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19300 Germantown Road
Germanlawn, MD 20874
USA

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
ALEMANIA

105B538ES Rev. 02

—
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Cambios principales respecto de la versin previa de los instrucciones de usa:

® Sc ha afiadido el procedimiento de preporacién de muestras de sedimento celular de
pasgradiente recagidas en SurePath utilizando el kit QlAsymphony® DSP HPV Media juntc
con los datos de rendimiento asociodos.

* Achualizacién en relocidn con el cumplimiente de las direcirices del Globally Hormonized
System of Classification ond labelling of Chemicals {GHS, Sistema globolmente armonizado
de clasificacién y etiquetada de productos quimicos).
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Uso previsto

Para use diagndstico in vitra (VD).

Lo srueba digene HC2 HighRisk HPY DNA con la tecnclogia Hybrid Caplure® 2 {HC2] es vn

ensayo de hibridacién de dcidos nuclei diante amplificacién de la sefal y vt de
quimiolminiscencia en microplaca para o deleccid cuolitativa del ADN de 13 fipos de alto

riesgo del VPH en muesiras cervicales y vaginales.

Las muestras cervicoles y voginales que pueden andlizarse can ki prueba digene HC2 High-
Risk HPY DINA son los siguientes:

® Muestras cervicouterinas recogidas por un médico con el dispositive de recogida de ADN
digene HC2 DNA Collection Device.

® Muesiras vaginales recogidas por la propia pocients con el dispositivo de recogida de ADN
digena HC2 DNA Collection Device.

4

en digene Speci Tronsport Medium [STM, medio de transporte de

® Biopsios
muesiras),

@ Muestras recogidas con un dispositivo de recogida de fipo cepillo o con un disposifivo de
recogida combinado de escobillén/espala y posteriormente colocadas en la solucidn
PreservCyt o en la solucitn conservante SurePath.

El uso de esta prueba estd indicodo:

o Pard la defeccian de los tipas de alio riesgo del VPH 18, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68, que se ha comprobada que son el principal foctor causal para el desarrallo
de cancer de cuello uterino.

e Como prueba de eribado iniciol para la poblacién general, con o sin una ciclogia
cervicovaginal, pora identificr @ los mujeres que presentan un mayor riesgo de desarrollo de
céncer de cuello uterine o de presencia de lesiones cervicoles de alio grade. A medide que
aumenta o edad, el diognostico del VPH es progresivamente indicativo de lesiones
cervicales

& Coma prueba de saguimiento para pacientes que hayan oblenido resultados anormales en
unu cilologia previa o con lesiones cervicales, con el fin de determinar lo necesidod de
solicitar una colposcapio u olres procedimientos de seguimiento

® Como prusha de seguimiento para los poci con resuitados de lesion i
escamosa de baio grada (LSIL, lowgrade squamous infraepitheliol lesion] ¢ lesién
introepitelicl escamasa de alic grada [HSIL, highgrade squomaus introepithelicl lesion} en la

okl

citologia cervicol antes de lo colposcopia. En esias pacientes, el rasubode de la prueba
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digene HC2 High-Risk HPY DNA ayvdaré ol médico en el tratamiento de lo paciente ol
facilisor ko evaluocidn del riesgo mediante la delerminacién de la ousencia de lesiones de allo
grado.

Resumen y explicacién

Lla presencia de ciertos fipos de VPH en el aporoto genilal femenino se osocia o diversas
enfermedades, lales coma el condilama, lo papulesis bowenoide y los carcinomas y neoplasias
intraepilefiales cervicoles, vaginoles y wulvares (13). Generalments se acepla que estos virus se
princip te por sexual y que los tipos de alio riesgo del YPH son el
principal factor de riesgo reconocido pare el desarrollo de cdncer de cuello uterino (4-8).

PR O |

Hasta lo fecha no se puede cultivar el VPH in vifro, y los pruebas inmunolégicas son insuficientes
pora determinar lo presencia de infeccién del cuello uterino por el YPH. Pueden obtenerse dates
indi de infeccion ital por el VPH mediante la exploracién fisica y por lo presencia

de alteroci celulares car isficos asociodas o replicacién viral en muestras de biopsia o
itologias cervicales. Tamblén pueden anali los muesiras de biopsia medionte hibridacion
de dcidos nucleicos para d i le la presencia de ADN del VPH,

Histéricomente se ha considerado que los tipos 16 y 18 del YPH se asocion a un riesgo alio de
cancer {8-10). Se ho demostrado que los fipos 31, 33 y 35 del VPH tienen uno asociacién
intermedia con el cdncer (2,11-14). Eska asociocién intermedia se debe a que estos fipos se

delectan con mayor frecuencio en las lesi intraepiteliales asc de alto grado que en
los i Por consiguiente, la induccién de 15 por la presencia de estos fipos es
menos probable que en el caso de la presencia de ADN de tipos de alfo riesgo del YPH {135]. En
conjunio, estos § tipos de YPH son r bles de aproximad el 73% de las infecciones

por el VPH (18, 17). Se hon identificado otros fipos de VPH, como les fipes 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 y 68, como los principales tipos de VPH deteciables en el resto de los lesiones [17-27).
Estos fipos de VPH tombién pueden clasificarse en grupos de riesgo intermedio y de riesgo alto
segin su distribucion relafiva en varias categorias de diagnéstico hisiopatolégico (16, 17, 24-
28).

Se ha demostrado la presencia de ADN del VPH en apraximadamente el 10% de los mujeres
que tienen un epitelio cervical normal, pero lo prevalencia reol en grupos especificos de mujeres
depende on gran medida de lo edad y de otras varichles demogréficas {2, 10, 16, 29). Estudios
praspectivos han demostrade que en el 15.28% de las mujeres con un resultado positivo en el
andlisis de ADN del VPH aparecieron lesiones introepiteliales escamosas {SIL, squamous
intraepithelial lesions) en los dos afios siguientes, en comparacién con unicamente el 1-3% de las

BIOQUIMICA {M N 2483
DT -TECNQLAB 5.A,

mujeres con un resullado negative en dicho andlisis (30, 31). En paricular, el riesgo de
progresion fue mayor para los tipos 16 y 18 del VPH [aproximodamente el 40%)] que paro ofros
fipes del VPH [30).

Informacién sobre el patdgeno

El virus del papik h estd P por vaa particula viral icosaédrica [viridn} que
contiene una moléeula circular de ADN bicatenario de B.000 pares de bases rodeada de una
cépside prowinica. Tras la infeccion de las células epiteliales, el ADN viral se estoblece en todo
el espesor del epitelio, aunque dnicomente hay viriones infactos en las copas superiores del
tejido. Por fanto, el ADN wiral puede enconirarse en viriones o en forma de secuencias
episdmicas ¢ integradas del VPH, segin el tipo y el grado de la lesion.

Principio del procedimiento

lo pruebo digene HC2 HighRisk HPY DNA, que ufiliza ko lecnologia HC2, es un ensayo de
hibridocién de Gcidos nucleicos con  omplificacin de la  sefial y deteccién por
quimicluminiscencia en microplaca. Las muesias que contienen el ADN diano se hibridon con
una sondo de ARN del VPH especifico. Los hibridos de ARN-ADM resultontes se capluran en la
superficie del podillo de una microplaca recubierto con anlicverpos especificos para-los hibridos

de ARNADN, A conlinuacidn, los hibrides i lizados con P
jugados con fosh lealina especificos para los hibridos ARN-ADN y se detecion
diante un suslrata quimioluminiscente. Coda anlicuerpo se conjuga con varias meléculas de

foskatasa akalina. Mulliples anticuerpos conjugadas se unen a cada hibrido capturado, lo cuol
do lugar a una amplificacion sustancial de la sefal. A medido que la fosfataso akaling unida
divide el sustroto, se emile luz que se mide en unidodes rolativas de luz [RLU, relative light units)
en un instrumento digene Microplate Lumi ter [DML). Lai idad de lo luz emitida indico lo
presencia o ausencia del ADN diana en lo muesira.

Una medicién de RLU igual o superior al valor de corte {CO, cuioff] del ensayo indico la
oresencia de secuencias de ADN del VPH de alto riesgo en lo muesira. Una medicién de RLU
inferior al volor de corte del ensaye indico la ousencia de los secuencios de ADN de VPH de alio
riesgo especificas analizadas o lo presencia de niveles de ADN del VPH infediores uf limile de
deteccién del ensayo.
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Coptura de los hibridos

Detaccién de los hibridos

N | Amplificacién de la sefal

MARISOL [MASINO
BIOQUIMICA} J.N 8483
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Preparacién de los muestras en el GlAsymphony SP

lo preparacién aulomdfica de muestras recogidas en PreservCyt puede redlizarse en el
instrumento QlAsymphany SP con el kit GlAsymphony DSP HPV Media o el kit GlAsymphony DSP
AXpH DNA,

Preparacion de las muestras con el kit GiAsymphony DSP HPY Media

El kit GlAsymphony DSP HPY Media praporciona exiractos de muestro sobre lo microplaca de
hibridocién que estan listos para el examen automético con oyuda del sistemo Rapid Capture®
(RCS) con o prusbo de ADN del VPH digene HC2 HighRisk HPY DNA. El insrument
QiAsymphany SP elsctia lodas los pasos del procedimiento de preparacié de las pora
un méxima de B8 muesiros, en lotes de haska 24, en una Unica serie onalifica.

El QlAsymphony SP p 88 muesiras de PreservCyt en 2 horos y 15 minuos, y no se

%qu‘!&?&%ginﬁnl.ﬁgioﬂmaﬁo&ﬂng.

El QiAsymphony SP procesa 88 muestras de SurePath en 1 hora y 45 minulos, y no se requiere
lo intervencion del uswafio una vez que el instrumenlo esid cargado con muestras.
Inmediatcmente después de ko preparocion de las muesiros con el QlAsymphony 5P, se shectia
una incubacién durante 90 minutos de los extracios de muestra en lo microploca de hibridacién,
sobre un colentader de microplacas.Durante Ja incubacidn de las extractos de muestro, los
3&?&23193@#1833_&&5}5%9_&&: par separodo en un bafic Maria y, o
ién, se pipel te a ko primera columna de lo microploca de hibridocién
una vez finalizoda la incubacion de los extracios de La preparocién de las
recogidas en SurePath con ¢l insirumento QlAsymphony SP y con ef kit QlAsymphany DSP HPY
Media puede realizarse antes de iniciar el procesamiento citolégico © una vez finalizodo este.

Imporiante: los exrocios de muestra producides a consecvencia de la preparocién de las
muestras de PreserCyt y SurePath con el uso del kit QlAsymphony DSP HPY Medio solo se
pueden examinar con el uso del sistema RCS. No se ha validado el desempeiio manudl de le
prueba con extroctos de muesiras.

Si va a efecivor la preporocion Glica de los en el i i QiAsymph
consulte los manuales del usuario correspondientes del instrumento QlAsymphony y el Manual de
uso del kit GlAsymphony DSP HPY {QlAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use
{Handbook)], ademds de estos instucciones de wso, pora obtenar informacitn necesoria
descripliva y relocionada con los procedimientos,
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_w.m.mv.a.ua.nm&: de las .:.:._am#nu con el kit GiAsymphony DSF AXpH DNA

El kit Qaﬁsﬂ}g“gv AXpH DNA proporciona eluidos de ADN en lo microplaca de
hibridaciéi listes para el andlisis manual o para el andlisis auomatizodo con ef sistema RCS con
o’ pruebo digene HG2, HighRisk HPY DINA. El instrumento GlAsymphony SP efectia todos los
pasos del procedimientode prepardeion de los muesras para un méximo de B8 muestras, en
loles de hasta 24, en una Onica serie analitico. El QiAsymphony SP procesa 88 muesiras en 4
horas y 30 minulos, y no se requiere ka infervencitn del usvorio una vez que el instrumento esté
cargado con muestras.

Si va a realizar lo preparocién outomdtica de las muestras en el instrumento QlAsymphony,

consulle los monuoles del usuaria correspondientes del instrumento QiAsymphony y el Manval de

usa del kit GlAsymphony DSP AXpH DNA (QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook],

demés de estas inshucci de uso, pora obfener informacin necesaria descripliva y
da con los procedimi

Andlisis con el sistema Rapid Capture System [RCS)

Puede redlizarss un andlisis de un volumen allo de muesiras con la prueba digene HC2 High-Risk
HPV DNA utilizando el sistemo RCS. El kit de 4 placas (n.° do cat. 618111] solo se puede usar
con el RCS y no se puede usar paro andlisis manuales.

El RCS &3 un siskema de dilucién y pipeteado avtomdico de uso general que puede usarse con la
prueba digens HC2 HighRisk HPY DMA para el andlisis de volimenes alios de muestros. Este
sislema procesa haska 352 muestras en un periodo de 8 horas, incluido un pericdo de 3,5 horas
durante el cuol no se requiere la intervencion del usuario, y se pueden generar hasie 704
resullados de muestras en un periodo de 13 horas.

La preparacién de kas muestros se redliza de manera independiente del sislema RCS anles de la
eolocacitn en la plaiaforma del RCS. Ademds, la deteccion de la seial quimioluminiscente y la
nolificacién de resullodos se realizon con un instrumento DML sin conexién comin para el
andlisis manual y para el andlisis culomatizado con el sislema RCS.

Todos los pasos de lo prveba digene HCZ HighRisk HPY DNA se redlizon en ko secvencia
exacta del andlisis monual. El sislema RCS permite el procesamiento escolonodo de hasta 4
microplacas; coda microploca coniene muesiras, y los contoles de calidad y los calibradores
necesarios para el ensayo.

S va a realizar el andlisis automatizado con el sislema RCS, consulle el manual del usuario del ;

Ropid Capture System [Rapid Capture System User Marual y el Manual del usuario de Rapid

BIOQUIMIC M. 8483
DT - TECHDLAB S.A

Caplure System — Realizocién de pruebas digene HC2 DNA con eluidos de ADN (Rapid
Capture System User Manvol — Pasforming digene HC2 DNA Tests Using QlAsymphony SP
Processed Samples), ademas de esias instruccianes de uso, para cbtener informacién necesario
relacionada con los procedimientos y descripliva.

IF-2018-15203 650-APN-DNP1+#ANMAT
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Materiales suministrados

Kit de 1 placa
Hay 96 pruebas en la prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA de 1 place [n.” cat. 5197-1330).

Si se reoliza el andlisis manual con el kit de uno placa, el nimero minimo de pruebas
recomendade para cada uso es 24. Si se desea realizor menos de 24 pruebas por uso, se
noade reduci el ndmero total de pruebas por kit debido ol volumen limitado de fos reactivos. El
numero de resullodos de pacientes variaré segin el nimero de usos por ki, tl como se indica a

continuacidn:

72
. : WA s e s )
e :HW@%WMM&N&M n.“mw%%mm‘%w%ﬁ

Si se efectuar &l andlisis outomatizado con el kit de una placa, &l uso del kit completo requiere el

andlisis de una micropl pleta (88 muestras) por serie analitica del RCS. Se permite ol
andlisis de microplocas parciales; no obstante, sa uliliza todo el kit debida al volumen de vacio
necesario para el funcis iento del instrumento,

Kit de 4 placas
Hay 384 pruebas en lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA de 4 plocos [n.” eat. 618111).

£l kit de 4 placas solo puede utilizarse para el andlisis outomatizado con el sistema RCS. Pere
conseguir 384 pruebas, el kit de 4 plocos debe uliizarse en 1 o 2 series analilicas del sistema
RCS. 5i se deseo reolizar mas de 2 series analilicos; se puede reducir el nimero tofal de pruebas
por kit debido ol volumen fimitado de los reactivos

[F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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Conténido del kit= - - digene HC2 High-Risk HPV DNA Test Ey
e N.* de cotélogo 5197-1330 618111 ﬁ
digere HC2 High-Risk HPY DNA Tes i s o % 284 @ L
N.* de cobblogo 2 5197-1330 1811 Detection Reagent 2 (Reactivo de deteccién 2| 12l 40 ml I 3
Nimarcsle proskics < .1 S COPSiur® con Emerald I (sustrato quimioluminiscente] T <
Indicater Dye [colorante indicador 035ml 20m : o o
Confiene azida sédica ol 0,05% (p/v) b
2 i . 3 1
: b .
. : * Consulte ol apartado “Advertencias y precavciones”, en la pégin 23, 5i desea oblener informocign sebre
Probe Diluent* (Diluyente de sonda) Sml oy b ; asy en ko pégina
Selucién temponoda con azido sédica of 0,05% (p/v]
% 3
Low-Risk HPY Quality Control {Conirol de calidad pora Tl 1 ml
VPH de bajo riesgo]
5 pg/ml [500.000 copias/ml) de ADN del VPH &
clonado y ADN Iransportador en STM con azida
sédico al 0,05% (p/v]
Nogotive Colibrotor [CoRbredor negotvo) 2ml 2l
ADN tansportadar en STM con azida sédica al
e o 5 G
Capture Microplate [Microplaca de captura) 1 4
Recubierta con anficuerpos policlonales de cabro ank-
MARISOL [MASINO
SIOQUIMICA[{M N 2483
DT - TECNQLAB S.A.
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Materiales necesarios pero no suministrados

Importante: Asegirese de ‘que los instrumentos ufilizados en este procedimiento hayan sido
«ﬁﬁm_dmyc&nbmjm iguienda los daciones del fabricante.

Equipo y materiales para diagnéstico in vitro

QIAGEN dni pone a w disposicié equipos y materioles validados con la prueba digene
HC2 High-Risk HPY DNA.

» digene Hybrid Caplure 2 System {«sistema digene HC24}, formado por un luminémetro
aprobado por GIAGEN [«instrumento DMLs), un ordenadaor personal y dispositivos perifédcos
informalicas [monitor, leckodo, fakn, impresora y cable de la impresora) aprobados por
QIAGEN, software del sistema digene HCZ [«softwors de andlisis de ensayos digenes],
pratocolos de ensayo para el YPH para el sistema digene HC2, softwore LumiCheck Plate y el
monual del usvario del software del sistema digene HC2 (digene HC2 System Software User
Maaual

® Hybrid Copiure System Rotary Shaker |

® Hybrid Capture System Microplate Heater |

® Hybrid Copture System Automated Plate Washer

® Hybrid Copture System Multi-Specimen Tube [MST) Vortexer 2 optional) *

® Grodilla de conversién y topa [opcional]*

* Gradilla de muesiras y topa digene {opcional]”

® Pipeto EXPAND-4 y soporte [opcionall

« Dispensador de idminas sellodoras de tubas y dispositiva de corle {opeional, se utiliza con el
MST Vertexer 2]

® Sistema de coptura répida (necesario para el uso con e kit de 4 plocas, opeional para el kit
de 1 placg]

« Aparoto de lavado

® Microplacas de hibridacién

® Tapas pora microplacas

o Timas de pocillos paro microplocas del RCS*

* Necasorio para reaiizon ol onélisis aulmanizao cor el sidema RCS

1 Elemanto personclizade que se viiiza parala f de muashas idos en STM a ki placa de hibridacin
Pusden uilizarse oiros pipetas mokiconol acpansibles personoizodos siempre que pusda conseguinse uva ssparocitn e
ks puntos da 3,2 cm an axpansian

» Recipientes de reactivos del RC5®

* Topos para recipientes de reactivos del RCS*
# Puntas desechobles del RCS*

» Tapas de juste superior del RCS®

© Tampén N2!

o Tompén D2

+ Bandejo lavadoro Blue TCS!

® Puntas ds pipela extrolorgas

® Tubos de recogida de muestras

« Gradilla para tubos de recogida de muestras

' Tapas roscodos para tubos de recogida de mussiros

Depésitas desechables para reactives
Lémina sefladora de tubos DuraSeal™
Microtubos de hibridacién®

Gradilla para microlubost

o Sellodores de plocas®

* * @

Equipo y materiales de uso general en el laboratorio

* Baito Maria o 65 = 2 °C da lomoiio suficiente pora canfener una gradilia de mueskas
{21 em de ancho x 32 cm de profundidad x 18 cm de alio]

* Microcentrifugodora

® Agitador vorticial con occesorio cancave

® Pipeta monocanal; ajustes variables para volimenas de 20 a 200 pl y de 200 o 1.000

® Pipelo repetidora de desplazomiento positive, como la pipeta Eppendorf® Repeater®

e Pipeta de 8 candles; cjustes voriables para volimenes de 25 0 200 pl

® Reloj temporizader

® Sahién de hipoclonte sédico al 0,5% v/v

* Parafiln® o equivalente

* Punios de pipeta desechables resistentes a aernsoles para pipeta monocanal [volomenes de
200 200 pl y de 200 a 1.000 4}

* [ecasntio paro realizar o andlisi outomasizodo con ol sistemvo RCS.

1 Roguerida para eheciar andlisis can muesras procssadas con ayuda del Lit QlAsymphony DSP AXpH DNA.

1 Mecasodio paro shectunr andlisis culamihed 80 o RCS con mossiras preparodas con ayuda del kit QiArymphony DSP
HPYV

§ Nacesorios para efectuar llideacin con microiubos ¥ hofio matia.

IF-2018-15203650-APN-DNPNI#ANMAT
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* Punlas deséchables para pipeta repefidora de desplazamiento posiivo (12,5, 5, 2,5 y 1,25
mif ;

. Pfgmaidespchubbsmpipﬂudoﬁmuﬁaidel’s a 200 )

. qu!ﬁk:as Kimtowels® u hojos de papel absorbente de poca pelusa equivalentes

o Finda desachable para Jr mesa de trabojo

. Guunlt-s_dcisec%mbles. no empolvados

® Tubos de polipropilenc de 5 ml y/o 15 ml con apa a presién y fondo redendeade

e Gradila para whos de 10 ml o 15 ml

® Tubos cénicos de polipropilenc de 50 mi

Equipo y materiales adicionales para la preparacion de muestras
recogidas en PreservCyt

{71 Pora la preparacién aulomdtica do muestras con el kit GlAsymphony DSP HPV Media,
consulie el manual del kit QlAsymphony DSP HPV Media [QlAsymphony DSP HPV Media Kit
Instructions for Use {Handbook)].

L1 Para lo preparocién ¢ &hica de muestras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA,
consulte el manual del kit GlAsymphony DSP AXpH DNA Kit (GHAsymphony DSP AXpH DNA Kit
Handbook).

] Consulte los instrucciones de uso del kit digens HC2 Sample Conversion para obfener
informacidn sobre ki preparacién manual de muestros.

Equipo y materigles adicionales para la preparacién de muestras
recogidas en SurePath

[T Para la preparacién oviomética de muestras con &l kit GlAsymphony DSP HPY. Media,
consubie el manuol del kit QlAsymphony DSP HPV Media [QlAsymphony DSP HPY Media Kit
Instructions for Use) (Handbook).

La preparocién manvol de muestros con el SurePath requiere of siguiente equipo y materiales
adicionales:
& Centrifugodora de rdlor basculante que pueda ok 800 = 15 x g y alojar Wbos cénicas
de polipropilenc de 15 ml para cenlrifugadera
* Tubos digene HC2 Somple Conversion* o tubos de polipropileno VWR® o Coming® de
15 ml

Importone: Los tubos digene HC2 Sample Convarsion distribuidos por GIAGEN deben
ulilizarse con el MST Vortexer 2 o con el sistema RCS.

® Pipetas de hransferencia de punta convencional de 7 mi ¢ equivalentes
» digene Specimen Tronsport Medium

[F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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Advertencias y precauciones

Patar o diagnéstico in vitro,

L A b
Lea atents todas ks i jones anles de utilizar la prusba.
Advettencias

Siempre que Iraboje con productos quimicos, utilice una bata de loboratorio adecuada, guantes
desechables y gafas protecioras. Si desea obtener més informacién, consulte las fichas de datos
de seguridad {SDS) correspandientes. Dichas fichas estan disponibles online en un formato PDF
cémodo y compacto en www.giogen.com/safety, donde podré encanirar, ver e imprimir lo ficha
de datos de seguridad de codo kit de QIAGEN y de cada componente del kit

Muestras

PRECAUCION
Riesgo de agentes infecciosos
los muesiras pueden genles infecc y deben manipularse
consec Consid todas s como  potencial
infecciosas.

Ningin método de andlisis conocido puede ofrecer una garontio complela de que las muestras
no fransmifirdn ninguna infeccién. Se iend ipular las tras humanas conf a
las directrices nacionales y locales perti en moterio de biaseguridod. Siga estas directrices
sobre bioseguridad con los materiales que conlengan o que se sospechie que contienen agentes
infecciosos.

Estas precaucianes son, entre oiras, kas siguiantes:

* No pipetee con la boca.

*  No fume, coma ni beba en dreas en las que se monipulen reactivos o muestias.

® Use guantes desechables sin talco al manipular reactivos o muestras. Lavese bien los manos
después de realizor la prueba.

® limpie y desinfecte todos los derramamientos de muestras con un desinfecionte tberculicida,
como et hipoclerito sédico ol 0,5% v/v, u airo desinfectante adecuado (32, 33).

® Desconlamine y deseche todas las muestros, todos los reoclivos y todos los demés materiales
potencialmente contaminados conforma o lo normative nacional y local.

Tras lo desnatralizacién y la incubocién, las muestras dejan de considerarse infecciosas (34);

no obstante, el personal del loboratario deberd seguir cumpliendo las precauciones nacionales y

locales.

Azida sédica

Algunas reackivos conlienen ozida sédica. Se ho informade de que lo ozida sédica forma azida
de plomo o de cobre en las tberfas de los loboratorios. Estas azidas pueden explotar si son
sometidas a percusidn, como ol martillear. Para impedir lo formacidn de azida de ploma o de
cobre, vierta obundante aguo en los desagijes después de desechar por ellos soluciones que
contengan ozida sédica. Poro eliminar lo ¢ inocién de desogies anfiguos en los que se
sospeche la acumulacién de arida, la U.5. Occupational Safety ond Health Adminiskation
[Administracién pora la salud y lo seguridad profesional de Estodos Unidos] recomienda la
siguiente:

1. Drene el liquide del colector utilizundo un tubo de goma o de plastico.
2. Uene con una solucién de hidréxido de sodio al 10% v/v.

3. Deje reposar durante 16 horos.

4. Vierla abundants aguo.

Tampén N2

PRECAUCION
@ Riesga de compuestos de lta reacividad

No aiiada lejia ni soluciones deidas direclomente o soluciones o residuos que
contengan fompdn N2.

£l tampdn N2 contiene clorhidrota de guanidine, que puede formar compuestos altomente

reaclivos en combinacidn con lejio.

Si se derrama algin liquido que contenga estas soluciones lompdn, limpielo con ogua y un
defergents de lahoratorio adecuado. 5i el liquido deramode canfiene agentes polencialmente
infecciosas, limpie primero la zona afectoda con agua y defergente de iaboratorio y, a
continuacidn, con hipoclorito de sodio al 1% {v/v).

[F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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Andlisis ocgnannmo con el sistema RCS

Consulte l manual del usvario del Rapid Capture System {Rapid Capture Syskem User Manual) si
desea ver ofras -odvertencios y precauciones especificas del uso de ese sistema para el andlisis
de .Bﬁ_immi«l_wau de muestras.

Frases &mqm....uamc;mnm v riesgo en relacién con los componentas

Los siguientes frases sobre riesgo y seguridad son oplicables o los c del kit digene
HC2 High-Risk HPV DINA Test:

Toampsn de lavad 1

P

Contiene azida sédica. (Adverencial Nocivo por ingestidn, Nocivo para los
organismos ocudlicos con efectos a largo plazo. Evitese su liberacién ol medio

bi Eliml e ido y su recipiente en un punto de eliminocién de
residuos owtorizodo

Contiene: sodium hydroxide. Peligro! Provoca quamaduras graves en la

@ piel y lesiones oculares graves. Puede ser corrosivo para los metales.
Eliminar el confenido/ el recipiente en una planta de eliminacién de
residuos aprobada, EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS$:
Adarar cuidodosamente con ogua durante varios minutos, Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta fécil. Seguir aclarando. EN CASO DE
CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las
prendas conlaminadas. Adlararse la piel con agua ¢ ducharse. Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA 0 a
un médico. Guardar bajo llave. Llevor guantes/ prendas/ gatas/
mascara de proteccion.

LOS OJOS: Aclarar cuidadosomente con agua durante varios minulos. Quitar las
lentes de contocio, si lleva y resulta fécil. Seguir aclorando. EN CASO DE
CONTACTO CON LA PIEL fo el pelo): Quitarse inmedialomente las prendos
contaminadas. Aclararse la piel con agua o duch Liomar inmedic a
un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico. Guardar baje
Hlave. Uevar guantes/ prendas/ gofas/ mascara de proteccidn.

High-Risk HPV Calibrotor {calibrador para VPH de allo riesgo)

jAdvertencial Couso irritocion leve de la piel. En coso de iritacién de lo piel:
Acidase o un médico.

High-Risk HPY Guobty Control (conirol de calidad para VPH de olto riesgo)

jAlenciénl Provoca una leve irrilacién culdnea. En coso de irritacion culdneo:
Consubar a un médico.

Low-Risk HPV Quality Control (control de colidod para YPH de bajo riesgal

jAtencionl Pravoca una leve irritacion culinea. En caso de irritacién cutneo:
Consultor a un médica,

Negative Colibrator {calibrador negativol

Atencidnl Provoco una leve irritocién cutdnea. En caso de iritacidn cutdnea:
Consuliar o un médico.

IF-2018-15203650-APN-DNPNI#ANMAT
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e No use los reactivos después de la fecha da caducidad indicada junto of simbola Benla
efiqueta de la coja externa o después de lo fecha de caducidad de les reactivas preporados.

® Sise redliza la proeba fuera de los plazos de iempo y de los intervalos de semperatura
indicados, pueden obt resultodos no validos. Las pruebas no realizodas dentro de los
plazos de tiempo y de los intervalos de temperatura establecidos no son vélidas y deben
repetirse.

* Deben i losamente el pr

g , la calibrucién del ensayo, el control de
calidod y ko interpretacisn de los resultodos de los muestras de la prueba digene HC2 High-
Risk HPY DNA para abtener resuliodos fiables.

¢ Esimportante pipetear el volumen exacto de reactivos indicodo y mezclar bien después de
cada adicién de reoctive, De lo contrario, los resuliados de la prueba podrian ser erréneos.
Lo comprobacién de que tienen lugor los cambios de color seialad firmara que se hon
cumplida estas condiciones.

& Con lo excepcién del lampén de kaveda concentrado, los componentes del kit se han
probade como una unidad. No intercambie comgponentes de olras fuentes o de lotes
diferentes, No ob , es oceptabh bi P de kits del mismo nimero de
lote para disponer de los volimenes de reactivos necesarios para procesar varias
microplacas en una Gnica serie analilica del RCS.

* Los deidos nucleicos son muy sensibles a la degradocién por los nuch bienlales. Las
nucleasas estén p en lo piel b y en superficies y materiales manipulodos por el
ser humano. Limpie y cubro las supedficies de frabaje con una funda desechable para lo
meso de trabaijo, y use guantes no empolvados al realizar todos los pasos de la prueba.

& Asegirese de evilar la contaminacién de lo microplaca de captura y del reoctivo de
deteccién 2 {DR2) con fostatusa alcalina exdgena durante la realizacién de la prueba. Las
suslancias que pueden contener fosfatasa aicalina son, entre ofas, el reactiva de defeccian 1
{DR1}, bacterias, ko saliva, ol pelo v la grasa de la piel. Es especialmente importante cubrir la
microplaca de captura después del poso de lavado y durante lo incubocién con el DR2,
debido o que la fosfatasa alealing exégena puede reaccionar con el DR2 y producir
resultodos positivos folsos.

® Proteja el DR2 de una exposicién prolongoda o la luz directa, Use &l DR2 justo después de
dispensarlo y evite su exposicién o la luz directa del sol.

e Cebe la pipelo repetidora ontes de la dispensacién del mactive y compruebe periédicomente
si hay burbujas grandes de aire. Una confidad excesiva de burbujos grandes de aire en ka
punta da la pipsta repstidora podria cousar una dispensacion incorrects; eslo puede evilarse
llenando la pipelo, dispensando tado el liquido y lenandola de nuevo. Consulte el manuol
del usuario de la pipeta si desea oblener instrucciones de uso espacificos.

o Dispense con la pipeta multicanal utilizands la técnica de pipeteado inverso (paro la
dispensacién de DRI y DR2, consulte <Deteccisn de los hibridoss en la pagina 58}.
Compruebe que el gjuste y el llenado de todas las puntas de pipeta de lo pipeta mulicanal
son correcias,

® Asegirese de lavar minuciosamente cada pocillo de lo microplaca de captura (consulle
«lovados en la pagina &0). Un lavado insuficiente causard un aumento del fondo y pedria
provocer resultados positivos folsos. Lo presencin de lompén de lavado residual en fos
pocillos de la microplaca de captura puede causar una disminucién de la sefial o una
reproducibilided deficiente.

Conservacién y manipulacién de los reactivos

Componentes del kit

Al recibir el kit, guédelo @ una temperatura de 2 °C o 8 °C. El lampdn de lavado concentrado,
el reactivo de desnaturalizocién y el finte indicadar pueden con: © una lemperatura de
2°C 5 30°C, segin se desee. Todos los reoctivos se suministran listos pora usar, excepto ef
reoctivo de desnalurclizocion (DNR, dencturalion reagenf, ko mezcla de la sonda y el tampén
de lavado.

Reactivos preparados

Una vez preparado, el DINR es esiable durante 3 meses o una lemperaturo de entre 2 °Cy 8 °C.

Uno vez preporado, el tampdn de lovado permanece estoble duronte 3 meses, o una
tlemperatura de 2 °C @ 30 °C.

Si se analizan muestras con el PresenCyt procesadas con el kit GlAsymphony DSP HPY Media o
el kit GlAsymphony DSP AXpH DNA, los calibradores y controles de calidad abieros y no
desnoturalizados permanecen estables durante 3 meses, o una lemperatura entre 2 °C y 8 °C.

Si se analizon muestras procesadas con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, el reactivo de
desnaluralizacion 2 (DNR2) preparado permanece estable durante 8 horas, o una temperaturo
entre 15 °C y 30°C.

MARISOL
SHOQUIMICA
DT - TEGNO
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Recogida y preparacién de las muestras

Reéoin'-y{m:ﬁspom los muestras del cuello uterino y vaginales para analizarlas con lo prueba
digene HC2 HighRisk HPY DNA utilizando uno de los siguientes dispositivos de recogida de
muestras:

+ - digene HC2 DINA Callection Device (formado por un escobillén cervical y STM).

* . Biopsias recogidas en digens STM.

* Dispositivo de recogida de tipo cepillo o dispositivo de recogid binado de

escobillén/espétulo colocado en solucién PreservCyt o en solucidn conservante SurePath,

No se han validodo pora el uso con esta prueba las muestros oblenidas ufilizando ofros

dispositives de recogida de muestras ni fos Iransportodas en ofros medios de franspode. Las
isficas de rendimi de esta prusbo se esiablecieron Unicamente con los kits de

recogido indicados.

El digene HC2 DNA Collection Device no debe usarse en mujeres embarazados. Las
cervicales deben recogerse antes de ka aplicocién de écido acético o yodo si se realiza una
exploracién colposcépica, Consulte las insirucciones de uso del digene HC2 DNA Collection
Device poro obtener informacién adicional sobre los procedimientos pora la gida y ko
manipulocién de las muestras.

las muestras cervicales y voginales recogidos en STM no requieren conversién ontes de su
andlisis con la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA. Las muestras recegidos en PrasenCyt y
en SurePath requieren conversidn antes de su andlisis con la prueba digene HC2 High-Risk
HPV DNA,

Muestras cervicales y vaginales en STM

Imp No oblenga una cervical o voginal recogida en STM si hay concenfraciones

alios de crema anlifingica, gel anticonceptivo o productos pare ducha vaginal.

Llas muestras recogidas en STM pueden conservorse duranfe un méximo de 2 semonas a
temperatura ambiente y enviorse sin refrigerar of loboratario de andlisis. Las muestras deben
enviorse en un contenedor oislado por media de un servicio de mensajeria que garantice la
entrega al dic siguiente o como méximo en 2 dias.

En el loboratorio de ondlisis, los muestras deben conservarse o una temperatura entre 2 *C y
8°C. si lo pruebc va a redlizarse en el plazo de una semana. Si lo pruebo va o redlizarse
después de mas de | semona, cubra las topos de los tubos de muestras con Parafilm y conserve

e

ASING * Preparacion outomética de las muestras con el instrumento GlAsymphony 5P y ef kit

MARISOL !
SIOQUIMICAL M N 6483
DT- TECH AB 8.A

los muestras o 20 °C durante un méximo da 3 meses. Cuondo extraiga las muestras del
congelodor para el andlisis, sustituyo inmedictamente las tapas por tapas roscados para ubos
de recogida de muestras.

Se hao ofiodido un conservante al STM para relrasar el crecimiento bacteriano y mantener la
intlegridad del ADN. No estd concebido para preservar lo viabilided de las microorgonismos o
de las células.

Biopsias cervicales

la pruebo digene HC2 High-Risk HPY DNA permite onalizar muesiras de 2 o 5 mm de grosor
recién obtenidas mediante biopsia cervical. No ulilice biopsias de menas de 2 mm de grosor.
Coloque inmediatamente la muestra de biopsic en 1,0 ml de STM, cubra lo tapa del ubo de
muestra con Parafilm paro evitar que salte ko lopa y conserve lo muesira congelada a —20 *C.
Envie los muestros de biopsia a una temperatura de 2 °C a 30 °C para su entrega ol dio
siguiente ol laboratoric de andlisis.
£n el loboratoria de anélisis, conserve kus muesiras @ —20 °C, hasta su procesamiento. Cuando
iga las del fodor pora su andlisis, sustituye inmediatamente las topas por

g

topes rescadas para fubos de recogida de muestras.

Muestras cervicales en solucién PreservCyt

Imporiante: No recojo una muestra cervical en PreservCyl paro la preparacién de muesiras con
el kit QlAsymphony DSP HPV Media i hay concentraciones olias de crema antifingica, gel
lubricante vaginal o sangre.

Importante: No oblenga une mussiro cervical recogida en PreservCyt paro la preporacitn de
muastras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA si hay gel anficonceptivo,

Recojo los muestias de la manera habilual y prepare los extonsiones paro la prueba ThinPrep®™
Pap conlorme a las instrucciones de uso facilitedos per el fabricante.

Tras su obtencidn, conserve las muestras recogidas en PreservCyt durante un méximo de 3 meses
a una femperaturo de 2:30 °C antes de preparar las muestras pora la prueba digene HC2 High-
Risk HPV DINA. Las muestras recogidas en PresenvCyt no pueden congelarse.

Se dispone de los siguientes métodos para la preparacién de las tras:

QlAsymphony DSP HPV Media.
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....m_ﬂa.pcnw&omsggmn tra [que contiene particulas magnéticas, STM y DNR] que

esti-listo poo el paso de desnoturalizacién de la prusba,
’- ?...a.vnnnnm&:!. Gtica de las con el i QlAsymphony SP y el kit

. m_‘«nu‘.&.ﬁmu.u::ur&n_o&n ADN listo para el peso de desnaturalizacién de la prueba.
Prepaiacidn manual de las muestras con el kit digene HC2 Somple Conversion. El resuliado
de lo preparacién monuol de Jos muesiras es una muesira desnaturalizado lista poro el paso
de hibridacién de lo prueba

Los requisitos de volsmen de Jas muesiras se basan en el siguienie método da preparacién de los
muestras:

® Lo preparacién aulomdtica de muestros con el kit QlAsymphony DSP HPV Media requiere 3
ml de muestra.

® Lo preporocidn automdtica de muestras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA requiere
4 ml de muesira.

® Lo preparacién manual con el kit digena HC2 Sample Conversion requiere por lo menos 4 ml
de muestra.

Las que lianen un vok de muesira inferior al necesario uno vez realizada lo

preparacion de ko prueba de Papoanicokiu no conki ficiente material pora el andlisis y

podrian generar un resultodo negativo falso en la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA.

Muestras cervicales en la solucién conservante SurePath

Importante: No oblenga una muesira cervicouterina recogido en SurePath para la preparacién
de muestas con el kit QlAsymphony DSP HPV Medic en case de presencia de gel

anticoncepiiva, crema antifingica o crema antiinlomateria.

Recojo los muestras en sohicidn conservonte SurePath siguiendo las instrucciones de uso

carrespondientes.

la preparacion de las muestras recogidas en SurePath puede reclizarse ontes de iniciar el
procesamients citolégico o una vez finalizodo este.

Si se realiza antes del procesamienio cksldgico, ufilice una froccidn de lo muestro recogida en
SurePath originol que no se haya procesado con ningin atro mélodo diagnastico, incliidos los
productos BD PrepMate™ System y BO PrepSiain® Slide Processor. En astos instrucciones de uso se

hoce reh a estas como “muestras recogidos en SurePath” para  evitor
confusiones,

Si se realiza una vez finalizado el procesami iolégico, utilice una froccién del sedimenta
celular de posgradiente restante después de hober preparado una muestra recogida en SurePath
conforme o las insiucciones correspondientes para jos productos BD PrepMake® System y
BD PrepStoin® Slide Processor. En estos instrucciones de o se hoce referencia o estas muestras
como "muestras de sedi celular de posgradiente con SurePath™ para evitar confusiones.

Se dispone de los siguientes métodos pora la preparacié de las muesiros:

®  Praparcid afica de i gidas en SurePath con el instrumenta
QlAsymphony SP y el kit QlAsymphony DSP HPY Media.
El resubado es un extracto de moestra desnaturalizade (que contiene porticulas mognéticas,
STM y DINR) que estd listo para el paso de hibridocién de la prueba.

® Preporocion oulomalica de iras de sedimento calular de posgradiente con SurePath con
ol insrumentc GiAsymphony SP y el kit GlAsymphony DSP HPY Medio.
El resuliado es un extracto de iro: d lizado fque contiene parficulas magnéficas,
5TM y DNR] que esté listo pora el paso de hibridacion de la presha.

* Preparacién manuol de de sedimenio celular de posgradiente con SurePath.
El resuliodo de la preparacién manual de los tras es una o lizada lista

pora el paso de hibridocién de la prueba.

Los requisitos de vohimen de los muesiras se basan en el mélodo de preparacién de las muesiros

segun se indico a confinuacién:

* lo preparacidn aulomética de muestcas con el kit QlAsymphony DSP HPY Media requiere
@50 4l.

* Lo preparacién manuol de muestras requiere 2,8 ml do muestro de sedimento celular de
posgradiente de muesira recogida en SurePath,

El uso de un volumen inferior al necesario podria cousar un resuliade negativo falso en lo pruebo

digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Praparacion aulemdtica de muestras recogidas en SurePath

Tras su oblencién, conserve los muestras recogidos en SurePath duranke un méximc de
4 semanas o una temperaturo de 5 °C o 25 °C antes de preparar las muestas viilizando ef
instrumento GiiAsymphony SP y el kit QlAsymphony DSP HPV Media. Lo muestra recogida en
SurePath no debe haberse procesodo con ningin oo métode diogndstico, incluides los
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producios  BD PrupMme y BD PrepStain Slide Processor. Lo preparocién cutomética de las
muestras requiere 950 pl de I fuestia recogida en SurePath.

Prepard::iéé‘dpbmé!iw de muestras de sedimento celular de posgradiente con

SurePath - -

Importante: Justo despué delar £ 5n de los extensiones para la prueba de Papanicoléu

SurePalh, pipetes 2,0 ml de soluicion conservonte SurePath en el ubo de ka centrifugndora que

contiene el sedimento celular de posgrodiente. De esto manera se preserva lo integridod del
di celulor de posgradiente para el rendimis de la prueba digene HC2 High-Risk HPV

DNA.

El sedimento ceivlar de posgradiente con solucién conservanie SurePath puede conservarse
durante un maximo de 4 a una sa de 5 °C a 25 °C antes de la preparocion
de la muestra para lo prueba digens HC2 HighRisk HPV DINA. Lo preparacién automdtica de
las muestos requisre 950 i del sedimento celulor de posgradiente con SurePath.

Preparacidn | de de sedimento celular de posgradiente con SurePath

Importande: Justo después de lo preparacidn de las extensiones poro ka prueba de Papanicoléu
SurePath, pipetee 2,0 ml de solucién conservante SurePath en e fubo de lo centifugadora que
conliene el sedimento celular residuol. De esta se p la integridad del sedi
celular de posgradiente para el rendimiento de lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DINA.

El sedimento cslilar de posgradiente con solucién conservante SurePath puede conservarse
durante un méximo de 4 semanas a una temperatura de 2 °C a 30 °C anles de lo preparacién
de lo muestra para lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DA,

Llas muestras de sedi celular de diente recogidas en SurePoth se preparon segin se

pesg

indica en estas instrucciones de uso. El resubtodo de ko preporacién manval de los muestras es
uno muestra desnoturalizada lista pero el paso de hibridacién de la prueba.

MARISOL
BIOGQUIMICAL P
0T - TEGNQYAB S.A.

Procedimiento

Antes de comenzor

® Parag el andlisis manual, deje transcurrir al menas 60 minutos para que el Microplale Heater |
se estobilice 0 65 °C + 2 °C desde un inicio en frio. Si no se deja transcurrir el fiempo
necesario para este periodo de calentamiento, podria producirse lo desnaturalizacién de lo
microplaca de hibridacién. Consulte el manual del usuario del Microplate Heater |
{Microplate Heater | User Manual) si desea més instrucciones.

* Si se utiliza un bofio mario durante los pasos de desnaturalizacion e hibridocion, asegurese
de que el bofio maria se encuentre o 65 °C y de que el nivel de ogua sea suficiente para

gir lodo el volumen de la dal wbo.

Reagent preparation

* Extraige del Frigorifico los ¥ todos los ios onfes de la
prueba. Deje que alconcen una temperatura de 20 °C g 25 °C, durante 15-30 minutos.
Prepare kas muesiras recogidos en PreservCyt y SurePath antes de estabilizor los reactivos y

i daineiilonlar i bi
las pi o lemp

* 5i combina reactivos listos pora usar pora una serie analitica del sistema RCS de moliiples
plocas, mezcle bien los frascos individuales y, o continuacién, combine el volumen adecvado
del reactivo en un wbo cénico de polipropilenc desechable limpio,

® Fora el andlisis monual, los reactivos lampén de lovado y mezcla de le sonda se preparan
durante pasos especificos del ondlisis. Para el andlisis eutomatizado con el sistema RCS,
todos los reactivos se preparan antes de inicior el andlisis con el RCS y se colocon en ko
phitaforma del RCS,

® Prepare los reactivas DNR y DNR2, segiin proceda, anles de preparar ofras reaclivos.

® Deseche todos los reactivos preparados (o menos que se indique lo confrario) y las porciones
de reactivos al final de la prueba.

® Utilice las tablos 1.5, presentodas més odelonte, para determinar el volumen necesario poro
cado reaclivo en funcién del nimero de pruebas/microplacas y del mélodo de andlisis. los
volimenes para el andlisis automofizado con el sislema RCS incluyen el volumen de vacio del
reactivo que requiere el instrumento,
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Tabla 1 <§§.—n§§xw§§a_ﬁdm%i
de gidas en STM, y idas en PreservCyt y SurePath, preporadas

Tabla 2. Yoldmenes i * preporados y listos poro usar para o andlisis
oulomdtico con e RCS de

Tablo 3. Volkimenes necesorios de reactivos preporodos y listos pora usor para el ondlisis
automdtico con el RCS de muestras en PreservCyl, preparodas con el kit QlAsymphony DSP HPV

Mezda de ko

Tompdn da
lavado L bRz

.S>Em3 ASINO
BOGUIMICH [ MM 8483
o7 - TECNPL AB B.A,

Tabla 4. Yolimenes necesarios de readtivos preparadas y listos para usar para el ondlisis monual
de muesiros en PreservCyt, preparadas con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

HNeirmera de

ﬂ.}r9<§§r§iq§nﬂﬂitﬂntaﬁt
automdtico con el RCS, de muesiras en Preserviyt, prep con o kit QlAsymphony DSP

11.0ml 1352 ml

Reactivo de desnaturalizacion

El kit de 1 ploca contiene 50 mi de reactive de desnaturalizocién y ef kit de 4 plocas contiene
2 % 100 ml de reactivo de desnaturalizacion, Asegirese de preparor el DNR segin el volumen
proporcionade con el kit correspondiente.

Notas:

* Una vez preparada, ef DNR es estoble durante 3 meses a ung lemperatra de 2°C a 8 °C.

s Siel color se desvanece, afiado 3 gotas adicionales de finte indicador y mezcle bien anles
de utilizarlo.

Frosca de 50 ml

I, Adoda 5 gotas de finte indicador of frasco de 50 ml de reactiva de desaanralizacion.
2. Mezcle bien.
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B DNR r-!ebe pre: un éolor do ascuro unift
3. Rotle el DNR con lo nueva fecha de caducidad.

qu:oﬁ:lmiﬂ‘ ¥
1. Aﬁoéa ldgorm de finte indicador al frasco de 100 ml de reactivo de desnaturalizocién.
2. Mexcle bien.

El DINR debe p un color do ascuro unif:

3. Raule el DNR con la nuevia fecha de caducidad.
Reactivo de desnaturalizacién 2

Nota: EI DNR2 sclo se requiere para el andlisis con muestras en PreservCyt procesadas con
ayvdo del kit QlAsymphony DSP AXpH DINA.

1. Efiquete un lubo cénico de polipropileno desechable limpio como “DINR2",

2. Afoda el volumen necesorio de lompdén N2 {consulte la tabla 6, mas adelante] ol recipiente

efiquetado.
Tablo 6. Preparacién del DNR2,

25ml 1om 15m 12 gotan

o

3. Afiada el volumen necesario de tampén D2 [consulie la table 6 més arribo) ol recipiente
etiquetado.

4. Adcda la canlidod necesaria de tinte indicador [consulle lo tabla & méds arriba) of
racipienta etiquetado.

SIOQUIMICE] M.N_ 9483
0T - TECN{ILAB S.A.

Nota: Utilice el finte indicodor que se suminisira con el kit digene HC2 High-Risk HPV DINA
Test,

5. Mezcle mediante agitacién vorticial durante al menos 10 segundas,

Nota; Una vez preparado, el DNR2 se mantienen esioble durante 8 haras, a ung
femperalura entre 15 °C y 30 °C

Mezcla de la sonda

* Para el ondlisis manual, prepare la mezcla de lo sonda durante la incubacidn de

desnatrolizacién de ko muestra (segln proceda, consuhte "Desncturalizacién de
calibradores, controles de calided y muesiros recogidas en STM" en lo pagina 50 o

D lizocién de colibradares, les de colidad y eluidos de ADN paro una prueba
manual” en la pagina 47).

* Tengo extremo cuidado pora impedir ko contaminacién con ARNosa. Utilice puntas de pipeta

con barrera contra cerosoles para pipetear la sonda.
El diluyente de sonda es viscaso. Asegirese de conseguir un vérice visible ol preparar ko
mezcla de la sonda; un mezclado incompleto puede reducir la sefial.

* Si combing varios vicles de la sonda para el andlisis automatizodo con el sistema RCS,

combine la sonda en un solo viol y mézcllo mediante pipeteado.

1. Para evitar el atrapamiento de la sonda en la tapa del vial, centrifugue brevemente cada vial

de sonda para llevar el liquido ol fondo del vial.

2. Golpee suavemente el vial para mezdar el contenido.

Determine la cantidad de mezcla de la sonda necesoria:

¢ Jocién: Prepare una cantidad odicional de mezcks de la sonda para tener en cuento
el volumen que puede perderse en las puntas de pipeta o en la pored del vial. Los volimenes
indicados en las toblas 1-5, mds arriba, incluyen el volumen odicional recomendada.

Andlisis monval: Determine los volimenes necesarios para una dilucién de 1:25 de lo sonda
en diluyente de sonda para preparar ko mezclo de lo sondo (25 pl/pruebal. Los volimenes se
indican en la Tabla 1, pagina 35, y en la Tabla 4, pégino 36, segin oroceda.
Andlisis automatizado con el sistema RCS: Ufilice los volmenes especificados en la Tabla 2,
pégina 35, Tabla 3, pdgina 35, o enla Tablo 5, pagina 36, segin proceda..

. Eriquete un recipiente desachable nuevo come "Mezcha de ko sonda de VPH de alio riesgo”.
Segiin el nimero de pruebas, se recomignda usar un tubo de polipropilena de fondo redonde
y cierre par presian de 5 mlo de 15 ml.

. Afiada lo contidod necesoria de diluyente de sondo [consulte la tabla 7 més adelonts) al
tubo efiquetade.
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6. ani._nnnasuﬁ_:ooougn&a_ougnnmn(vxmoﬁvo:gensa_m_ri!l&oun:mu
ﬁnoancu.a _n w&“n 7 més adelante) colocando la punta de pipeta en contacto con la pared
internds el Z_ua justo por encima del menisco y expulsondo el contenido.

rﬁﬂ; Zonwaoq_a_nvuz.nuaa_&rizunug&n

Tobla 7. Tnenaon_. nrr.u.aﬂnc-ru!s_n.

Volumen de merda de ko soada Volumen de sonda de YPH da ohio

BT o
m&uﬁ a«ﬁ

weeﬂ;nmi

R

1. Mezcle bien el lampén de lavado concenirodo y afada el volumen necesario de lompdn de
lavado concentrado [consulte la tabla B mas adelante] of recipiente especificado.

2. Anada el yohimen necesario de agua desionizada o desiilode {consulte lo iablo 8 mas
adelante) al recipienle especiticado,

Tabla 8. Preporacion del tompdn de lavado.

Volumen de tampdn de lavada Canfidod de fompdn de lovado Volumen de ogua desfiada o
mecasario ¥

- 7- Agite durante 5 segundos como minime a velocided méxima para lor bien.
Debe generarse un vidice visible.
Tampén de lavado

® Parg el andlisis monual, prepare el lampén de lavado durante el poso de coptura de los
hibridos [consulte "Coptura de los hibridas” en lo pagina 56).

® Para minimizor ko exposicién, afioda ogua o tampén de lavado cancentrado al prepararia.

* Para el método de lavedo manual de la microplaca, prepare 3 litros de fampdn de lovado en
el aparato de lavode.
Recomendacién: Cada 3 meses, limpie el aparato de lavado y los ubos con una solucidn de
hipoclorito sédico al 0,5%, y enjusguelos bien con agua destileda o desionizada, para evitar
una posible inocidn par la fosk alkealing presente en bacterias y mohos.

* Pora el Avtomated Plote Washer, prepare el tampén de lavodo y consérvelo en un recipiente
tapado, o prepare un litro y coléquelo en el depésito de lavado del Automated Plate Washer.
*® Para el andlisis automatizado con el sistema RCS, prepore la cantidad indicada [segon

proceda, consulte la Tabla 2, pagina 35, Tabla 3, pagina 35, o Tabla 5, pagina 36] en el
frasco de lavodo de RCS,

3. Cologue una hoja limpia de papel absorbente de poca pehusa sobre las abaruras del
recipiente y mezcle bien.
4. Cierre hermélicamente el recipiente para evilor la inacién o la ién, o

eneli pondiente, segun proceda.

Ik
3t

5. Rotule el ampdn de lavado con la nueva fecha de caducidad.

Nota: Una vez preparado, el fampén de lavado permanece esiable durante 3 meses, a uno
temperatura de 2 °C 0 30 °C.

Creacién del disefio de placa

1. Cree un disefio de placa por medio del software de andlisis de ensayos digene con los
protocolos de ensayo digene para el VPH.
Consulte el manual del softwaore correspondiente si desea oblener instrucciones ocerca de
cdma crear un disedo de placa con las pasiciones opropiadas para los calibrodores, los
controles de calidad y los muestras,
Notas:

* los calibradores, los controles de calidod y los muestas se proceson en una configuracion de

columnas de 8 pocillos.

* Analice las calibradares y los controles de calidad en las siguientes posiciones de la

microplaca feonsulte la Figura 1, pagina 41):
* Duplicodes del calibrador negativo [NC] en los pacillos A1, B1 y C1 de la microplaca.

® Duplicados del calibrador para YPH de alto riesgo {HRC] en los pocillos D1, ET y Fl de
lo microplaco.
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. Col'\tri}lda_c;iidodpanPHdahniomfﬁc%ulmdpodlh(il de la microplaca.
* Control de calidod para VPH de alfo riesgo [FC2HR) en ol pocilio H1 de la microplaca.

¢ 10 11 12
e .

Figura 1. Posicion de los colibradores, los coniroles de colidad y las muestras en la microplaca

Imporiante: Si realiza el andlisis automatizado con el sistema RCS, wlilice protocolos de
ensayo especificos del RCS para creor ef diseiio de ploca y generar resullodos. Los
parémetros definidas de las profocolos de ensayo especificas del RCS son diferentes de los
parametres para los protocolos de ensayo de andlisis manual [consulte “Céleulo del volor de
corte” en la pagina 67).

Coloque los calibrodores, los controles de colidad y las muesiros que se van o analizar en
una gradilla para iubos de recogido de muestras o gradilla de muesiras en el orden en el que
se analizaran.

Importante: 5i reclizo el ondlisis cutomaotizodo con el sistema RCS, es undamental que el
disedio de placa coincida con los muestiros correctos analizadas para evilar fa notificacién de
resultados inexactos de los muestras. Pora cada gradilla de muestras y tapa usadas, confirme
que fos nimeros de serie coinciden y, cuondo procedo, efiquete coda gradilla de muestras y

tapa sequn el orden en el que se analizardn en el RCS. Utilice un rotulador que no se borre y
una efiquela que no se dasprenda en el bofio Maria a 65 °C

Preparacién de las muestras

Los muestras recogidas en PreservCyt y en SurePath requieren preparacién antes de su andlisis
con la preba digene HC2 HighRisk HPY DINA. Segun el tipo de preparacién de las muestras
lizada, las preparodos estardn listas para diferentes pases de la prueba digene
HE2 HighRisk HPY DNA.

Los métodos disponibles de preparacién de las muestras son los siguienfes:

* Preparocion outomética de los muestras en PresenvCyt con el kit QiAsymphony DSP HPV
Media.

* Preparacién gtica de i gidas en SurePath y de muesiras de sedimento
celulor de pasgradiente con el kit QlAsymphony DSP HPV Media

® Preporocién outomdtico de las muestros en PreservCyt con el kit QlAsymphony DSP AXpH
DNA.

* Preparocin monual de gidos en PreservCyt.

® Preporocion manval de de sedi celular de posgradiente con SurePath

Preparacion de las muestras en PreservCyt con el kit QlAsymphony DSP HPY Media.

Eﬂ?ombprwudéumnﬂimdem‘nMsumCﬁm el kit GlAsymphony DSP HPV
Media, consulte el manuol del kit QiAsymphony DSP HPY Media (QfAsymphany DSP HPV Media
Kit Instructions for Use {Handbook]).

Imporfante: los extractos de muestra producidos o consecvencio de la preparocién de las
muestras en PreservCyt con el uso del kit GlAsymphony DSP HPY Media solo se pueden
exominar con el uso del sisiema RCS. No se ha volidada el desempefio manual de la pruebo con
extroctos de moestras.

El resvliado de la preporocién de muesiras en PresenCyi con el kit QlAsymphony DSP HFV
Media es la obtencion de extractos de en una microplaca de hibridacién con lo primerc
| vocia. los de muesta cont particul gné STM y DNR, y estén
listos para el onalisis ovlomético con el sislema RCS, en o poso de desnoturalizacion. los
calibradores, conroles de calidod y exrocios de muestra se desnaturalizan al mismo liempo en
la microplaca de hibridocién durante el onalisis auiomdtico en el sislema RCS [véase
“Desnaturclizocidn e hibridacién de muestros preparadas con QlAsymphony SP”, pagina 47},
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[Ti) Cuando etoctie ef andlisis automatizodo con el sislema RCS de ehidos de ADN, consulte ef
Manual del usuario de Ropid Cepture System — Realizacién de pruebas digene HC2 DNA con
eluidos de ADN [Ropid Caplure System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests
Using QlAsymphony SP Processed Samples} para oblener insirucciones para finalizar el andlisis.

Preparacién de muestras recagidas en SurePath y de muestras de sedimento celular de
posgradiente con SurePath con el kit QlAsymphony DSP HPY Medio

T1i] Consutle e monval de instrucciones de uso del kit QlAsymphony DSP HPY Media
(QiAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use [Handbookl) si desea obtener
instrucciones acerco de como preparar muesiras recogidas en SurePath y muestras de sedimento
celular de posgradiente con SurePoth con el kit QlAsymphony DSP HPY Media.

Importante: Los extroctos de muesia producides o ia de lo preparacién de los
muesiros en SurePath con el uso del kit QlAsymphony DSP HPV Media solo se pueden examinar
con el uso del sislema RCS. No se ha validado ol desempeiic manual de la prueba con exiracios
de muestras.

El resubado de lo preparacién de tras o portir de muesias recogidas en SurePath y de
muestras de sedimento celular de posgrodiente con SurePoth con el kit QlAsymphony DSP HPV
Media son calibradores, controles de colidad y de en una microploca de
hibridacién listos pora ¢l ondlisis outomatizado con el RCS en ef paso de hibridacidn del
ondalisis,

1) Cuando efectie el andlisis automatizado con el sislema RCS de pruebas preparadas con el
QiAsymphony SP; consulte el Manuol del usuario de Rapid Copture System — Reclizacién de
pruebas digene HC2 DNA con muestras p das en QiAsymphony SP (Rapid Copture
Systom User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QiAsymphony SP Processed
Samples| pora obfener instrucciones para finalizar el andlisis.

Preparacion de los muestras en PresenvCyl con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

[1i] Consulte el Manval del kit QlAsymphony DSP AXpH DNA (QlAsymphony DSP AXpH DNA
Kit Hondbook] si deseo oblener instrucciones para la preparacién de muestios recogidas en
PresendCyl.

El resultado de lo preporacién de muestas en PresenvCyt con el kit GlAsymphony DSP AXpH
DNA es la oblencién de elvidos de ADN en uno micropkica de hibridecién con la primers
columnio vacia. Los eluidos de ADN astén listes pora el pase de desnaturalizocisn de la prueba.

MARISOL (ASINOS

SIOOUIMICA ._,_..z M.,wm
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Desnaturalice los calibrodores, los controles de calidod y los eluidos de ADN ol mismo tiempo en
la microploca de hibridocién (consulte “Desnaturalizacién e hibridacién de muestras preparadas
con QlAsymphony SF* en ke pagina 47).

Preparacién manual de muestras recogidas en PreservCyl

{71l Consuble las instrucciones de usa del kit digens HC2 Somple Conversion para obkener
informacién sobre la preporacién manval de muesiras recogidas en PresenCyt.

Lo preparacién manual de muestras recogidas en PresenvCyt con ol uso del kit digene HC2
Sample C ion da lugar a fistas para el paso de hibridocién de ka prueba. Prepare
los calibeodores y los controles de colidod por seporado (consulle “Desnaturalizacién de
colibradores, controles de calidad y muestras recogidas en STM” en fa pagina 50).

Preparacién mantal de muestras de sedimento celular de posgrodiente con SurePath

—nqkuvuah,&:g&%ﬂ%v&igl%&gaggiﬂrmuranq
o.nco-wau_..unwuﬂan.vnwcao!gmﬂm?&Fglvn.vigagn%gqfn
controles de calidad por separado ({consulle “D lizacién de calibradores, confroles de
calidad y muestras recogidas en STM™ en la pagina 50}.

Imporfante: 5i ¢l sedimento celular de posgradiente de lo muesira recogida an SurePath porece
contener menos de 1 ml, el sed: celuler de posgradi no es od jo para el ondlisis
con la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA, yo que no se ha ofadido lo sohcion
conservante SurePath después de la citologia.

1. Estobilice los sedimentos celulares de posgrodiente con SurePath o temperciura ambiente y
conhirme que el valumen de liquido ohservodo es da aproximadamente 2,8 ml,

2. Centifugue los sedimentos celulares de posgradiente con SurePath en un rotor basculante a
800 + 15 x g durante 10 = 1 minutos.

3. Exwraiga los tubos de la centrifugadora

4 Justo después de lo centrifugacién, d con cuidodo el sot ! y seque
suavemente cada hibo unas 3 veces con toallitas Kimtowels u hojos de popel absorbente de
poca pelusa equivalentes poro eliminar el exceso de liquido. Observe el sedimento de cada
ubo
imporfante: No permila que las sedimentos celulares se deslicen hocia abajo por el tubo
durante el secado

Caloque los tubos en la gradille
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Adada 200 pl.de STM o cada sedimento, utilizando una pipeta monoconal o repetidora.
Vuelvo & ponér en suspensién.coda sedi gitando cada tuba de forma individual en
el agitedor vorticial durante 15 segundos o alia velocidad.

Si nw dificil volver a poner en suspensién el sedimento, ogitelo en el agilodor vorticial
durnnle 5-30 'segundos més o hasta que el sedimenio flofe suelto del fondo del bo y
parezca disolverse.

Nk Los Wit fionden inaclorss sin Kapar:

Pipetee 100 pl de DNR en cada muestra recogida en SurePoth ulilizando una pipeta
monocanal o repetidora.

Imporfante: Asegirese de no tocor la pared del tubo, ya que de lo contrario podria
producirse una conlaminacién cruzada de las muesiras.

Mezcle bien cada nba de forma individual medic agitacié icial a olta velocidad
durante 5 segundos.

Nota: Los ubos pueden mexclarss sin lapar.

. Etiquete wbas digene HC2 Sample Conversion 6 tubos cnicos de 15 ml con los

correspondientes idenlificador y tipo de la muestra (por ejemplo, «SPs paro una muestra
recogida en SurePath} y coloque los tubos en una grodilla para tubos,

Noto: Para el andlisis automatizado con el sisema RCS deben utilizarse tubds digene HC2
Sample Canversion.

. Transfiera kedo el volumen al iubo cénico correspondiente, de 15 ml, utilizanda una pipeta

de transferencia de punta convencional de 7 ml, desechable, o equivalente.

. Tope los tubos cénicos y coldquelos en una gradilla paro fubos.
. Incube los tubos en vn baio Maria a 65 x 2 °C durante 90 + § minutos.

Moto: Este tiempo de incubocién es mayor que el necesario pora ofros fipos de muestras
aprobados.

Si el andlisis va o complefarse el mismo dia, desnaturalice los calibradores y los controles
de calidod | lte “Desnaturalizacién de cdlibradores, controles de calidad y muestras
recogidas en STM" en la pégina 50).

Extroigo la grodillo para tubos del bafie Mario tras la incubacién.

Si utiliza una gradilla de muestras, no deje que se enfrie antes de quiter lo lapa de la
gradilla. De inmediato, realice ef andlisis o quite ka topo de la grodilla y o kmino
selladora de tubos DuraSeal.

Nota: Si ko gradilic de muestras se enfri, Jos tubos podrian odherirse @ ka lopa de la
gradilla y derramarse.

® Analizadas inmediatomente continte en “Hibridacién de tras recogidas en STM
preparadas y de muesiras de sedimento celular de posgradiente con PresernvCyl y
SurePath preparadas manualmente® en la pagina 53).

* Conservadas [consulte el apartada “Punto de d i6n opcional de muestros recogidas
en STM preparadas y de muestras de sedimento celilar de posgradiente can
PreservCyt y SurePath preparadas manualmente

+ " en la pagina 52).
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Umm:ngm_m«an&:.m hibridacién de muestras preporadas con
QiAsymphony SP

£l resuliodo ‘de lo preparocién de muestros en ol GlAsymphony SP es una microplaca de
hibridacién que confiens, al menos, los muestras preparadas.

Si se han preparado muestras recogidas en PresenvCyt con ayuda dal QiAsymphony SP, la
primera columna de lo microplaca de hibridacién esté vacio. £l contenido de la microploca estd
listo para el poso de desnaturclizacién de la prueba. Los calibraderes y los controles de calidad
se afiaden a o mictoplaca de hibridacién manualmente o durante la prueba outomatizoda con
el sistema RCS, y luega, s efeciia el paso de desnaturalizocidn.

u,“nuaﬁaauinom.magTﬁv&roggua&lagssg%gﬂi&a-g
SurePoth se hon preparado con el QGlAsymphony SP, _ov_non tiene los muestros prep

con los calibradores y les de calidad d li pipeteados en ka primera columna
de la microploca de hibridacién. El ido de la microploca estd listo pora lo prueba
outematizode con el sistema RCS en el paso de desnaturalizacién de la prueba.

gg%&agviﬁ%mogsﬂ!&ngf%&:?f
muestras con el kit QlAsymphony DSP HPY Media solamente se pueden analizar con el sislema
RCS. No se ha validodo el rendimients manual de la prueba con extractos de muestras.

{TH Cuando efectie el andlisis auomatizada con of sistema RCS de prusbes preparodas con el
QlAsymphony SP, consulte el Manual del usuario de Rapid Capture System — Redlizocién de
pruebas digene HC2 DNA con muestras procesadas en QiAsymphony SP [Rapid Capture System
User Manual — Parforming digene HC2Z DNA Tests Using QiAsymphony 5P Processed Samples)
para ohlener instrucciones para finalizar el andlisis.

Desnoturalizacién de calibradores, controles de colidad y eluidos de ADN para una
prueba manual

e Este procedimiento es pora el andlisis manual de muesiras recogidas en PresenvCyt,
procasadas con ayvde del kit QlAsymphony DSP AXpH DNA. Cuando efectie el andlisis
automatizado con el sistema RCS, consulie el Manual del usuario de Rapid Caplure System
— Reclizacién de prusbas digene HC2 DNA con muesiras procesadas en GlAsymphony SP
(Rapid Capture System User Manval — Performing digene HC2 DNA Tests Using
QiAsymphony SP Processed Samples| pora obtener instrucciones para finalizor el endlisis.

¢ Lo desnatralizacién de los colibrodores y de los controles de colidud se realiza con el DNR,
imientras que la desnaturalizacion de los eluidos de ADN se realiza con el DNR2,

DT - qmcz LA

. Agile con el agitador vodiciel cada colibrador y cada control de colidad durante 10

segundos, a la maximo polencia.

. lnvierta cada tubo para recuperar ef moterial de a tapo del wbo.
. Ralire las tapas de los tubos de los calibrodores y los controles da calidad y deséchelas.
. Utlizende una pipets monocanal, ofieda 50 pl del calibrodor © control de calidad

adecuado of fondo del pocilla vacio de la microploca de hibridocidn, confarme ol diseiio
de placa creado.

Si el calibrador y los conoles de calidad se van a utilizor para andlisis odicionales, tape
los tubos con fapas roscadas nvevas para tubes de r gide de Glelos con una
nueva facha de caducidod y almocénelos a una fempercturo de 2 °C a 8 °C.

Nota: Una vez abiertos; los controles de calidad y los calibradores no desnaturalizodos se
martienen estobles durante 3 meses o una temperaturo de 2°C a B °C.

: ?fﬂrwmg:ﬁmﬁzianmgm:%n_gq.oﬂ%u«nnoamo:.&is«&o,q:ﬁ.

depésito desechable para reactives debidomente efiquetado.
rave-;}ﬂnoaaowenmomqn-a&ggo_nnori:nag&_n
microploca de eluidos.

J E.runqiacann_uo.naomagan_?nao&wut_mnozwn_nv_._ziano_s::nmb_o

, de hibridocion que contiene los colibradores y los controles de calidad.

_____ =

. Utilizando una pipeto de 8 canales, afiada 25 pl de DNR2 a cada pocille de la microploca

de hibridacién que contiene un eluido de ADM.

. Cubra lo microplaca de hibridacién con una fopa para microploca y ogitela durante

30 segundos en el Rotary Shaker |,configurado en 1100 2 100 rpm.

. Cologue lo microplaca de hibridacién en el Microplate Heater | estobilizado a 85 £ 2 °C,

aseguréndose de no producir solpicaduros. Incube la microplaca de hibridocién durante
45 = 5 minules.

Prepare la mezcla de lo sonda durante eslo incubacion [consulte "Mezcla de la sonda” en
lo pégina 38).

. Exwraiga la microplaca de hibridacién del Microplate Heater |

Los-calibradares, los contoles de colidad y los eluidos de ADN desnatyralizados pueden

sef:

® Almacenadas (cansulie “Pusto de detencién opcionol de los sluidas de ADMN" en la

pégina 4%,
Analizodss inmediatamente [continde en “Hibridacién de los eluidos de ADN" en fa
pagina 49).

astroccionas da g0 pars o prebe digene® HOZ HighRisk HPY ONA 0B/2013
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Punto de detencién opciéi:lal de los eluidos de ADN

Los eluidos de- ADN demc;mrdiaodos, incluidos los calibradores y los controles de calidad,
cubiertos con una fopa para microploca pueden conservarse a una femperotura de 2 °C o 8 °C
durante 2 semanas.

Hibridacién de los eluidos de ADN

1. Sise ha clmacenado la microplaca de hibridocién que conliene los colibeodores, controles
de calidad y elvidos de ADN desnaturalizados, refire la tapa de la microplaca y deje que
la microplaca de hibridacién se estabilice o una temperaiura entre 20 °C y 25°C.

2. Mezcle bien medionts agitacion voriciol la mexcla de ks sonda y dispénsela en un depdsito
desechable para reoctivos.

3. Pipetee con cuidado 25 pl de lo mezcla de lo sonda en cada pocillo de la microplaca de
hibridacién, utilizando una pipeta de 8 canales y punias nuevas para cada odicién de
mezch de la sonda.

Evite solpicar y focor la pared de los pocillos de la microplaca de hibridocién.

4. Cubro la microploca de hibridocion con una tapa para microplaca y ogitela durante
3 + 2 minulos en el Rotary Shaker | configurodo en 1.100 = 100 rpm.

Después de agitar, los calibradores, los controles de calidod y los eluidos de ADN
deberian adquitir un color amarillo.

Las muestras que se mankengan moradas puaden no haber recibido la cantidad apropioda
de mezcla de la sonda. Afada 25 pl mas de mezcla de la sonde o las muestras que

p an moradas y agitelas de nuevo. Si una muesira permanece moroda después de
sequir esle procedimiento, analice de nuevo la muestra.

5. Coloque la microplaca de hibridacidn en el Microplate Heafer | estabilizado 0 65 + 2 °C,
asegurandose de no producir salpicaduras. Incube la microploca de hibridacién durante
40 £ 5 minulos.

4. Prosiga en “Captura de los hibridos®, en la pégina 56, pora continuor el ondlisis.

Desnaturalizacién e hibridocién de muestras recogidas en STM y de
muestras de sedimento celular de posgradiente con PreservCyt y

Deferminadas muestras recogidas en STM pueden contener sangre u olros materiales
biolégicos que pueden aculior los cambios de color cuando se ofiade of DNR. £5 posible que
las muestras que presentan un color oscuro antes de lo adicién del DNR no muestren los
combios de color correctos durante este paso. En estos casos, la imposibilidad de visualizor
el cambio de color no afectaré o los resultados de lo prueba. El mezclodo correcto
puede verificarse ohservando el combic de color de los calibrodores y de los controles de
calidad.

Desnaturalizacion de calibradores, conlrales de calidad y muestras recogidas en STM

No extroiga el disposifivo de recogida de muestras del fubo de muesiros en ningin momento.

Para evitor resullados positivos falsos, es fund | que todo el material de la muesira
enire &n contacle con of DNR. El mezdlado iras la adicién del DINR es un poso critico.

las recogidas en STM desnaturalizodas con el mélodo del MST Vorlexer 2 deben
ulifizar ef método "Hibridacién con una placa y ¢l Microplotle Healer I descrito en la
pagina 53. €l método “Hibridocién con microtbos y bafio Maria” (pégina 55 no se ha
lidodo con gidas en STM di lizadas con el MST Vortexer 2.

Quite y desache las kapas de los ubos.

Importante: Considere p ialmente infecciosas las tapas quitadas de tubos de muestras
recogidas en STM | e " Ak ias y pr iones” en la pdgina 23 si desea

obtener mas informacidn).

Pipetee el volumen indicado [consulte la tabla 9 més adelante] de DNR en los tubos
utilizando una pipeta repetidora o ajusiable.

Asegiirese de no locor la pared de los tubos, ya que de lo cankario pedrio producirse una

contaminacién cruzoda de ks muesiras.

imporfante: Los kits de unc y de cualro plocas tienen volimenes distintos del calibrodor
High-Risk HPV. Asegirese de afiadir el volumen correcto de DNR.

Nota: El valumen de DNR afadide equivole a la mitad del volumen de liquido del ubo.
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® Si se analizan muestres de sedimenta celular de posgradiente con PreservCyt y SurePath
preporadas i , no se requiere el paso de d lizacion pora las muestras.
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Tabla 0.. Adicién del DNR d. Vuelva a colocar el wba en ko gradilla.
Colibrodor, control de colidad & muestra recogida en STM Yolumen de DR nacesario
£l liquido del vbo debe adquirir un color morado.

Caibrodor negativo, 2 el

[F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT

~
8 % 4, Incube los tubos en una gradilla en un bafo Marfa a 65 x 2 °C duronie 45 £ 5 minutos. M
Para el andlisis manval, prepare lo mezclo de la sondo durante esto incubacién [censulte i
“Mezcla de lo sonda” en la pagina 38}, M

5. Exiraiga los lubos del bafio Marfa tras la incubacién, mc

3. Mezle los tubos por medio del método del MST Vortexer 2 o por medio del método de Si ufiiza una grodilla de muesiras, no deje qua se enfrie anies de quitar lo tapa de la ,m..

agikacion voriicial manval de tubos individuoles. grodilla. De inmediato, realice el andlisis o quite la tapa de la gradill y lo kimina
Método del MST Vortexer 2 selladora de tubos DuraSeal.

Nota: Si ko grodilla de muestras se enfria, los tubos podrian adherine o la tapa de la
a. Cubra los tubos con una lamina selladora de ubos DureSeal, diendo lo lomina gradillo y derramarse.

sobre los ubos en la grodilla de muesiras.
b. Cologue la topa de la gradilka sobre los tubos cubiertos con o lemina y fije Ja tfapa con

Los colibradores, los controles de calidad y las muesiras recogidas en STM

las dos pinzos laterales. Cone la lémina con el dispositivo de corte. e Conservadas | lie el apartada “Punto de d idn opcional de muestras recogid
¢. Mueva lo palonca de mango rojo a la posicién superior de e e en STM preparadas y de muesiras de sedimento celular de posgradiente con
horizontal. i PreservCyl y SurePoth preparados manualmente” en la pagina 52}
d. Coloque firmemente lo gradilla de muesiras dentro de las guios del MST Vortexar 2, con ® Analizadas inmedi fe [contine en “Hibridocién de muesiras recogidas en STM

preparadas 'y de muestras de sedimento celulor de posgrodients con PreservCyt y

ks esquina escotoda mas grande de la grodilks en la esquina frontal derecha. Asegure i

la gradillc de jo la pakanca de mango rofo a la posicién inferior de SurePath preparadas manualmente” en la pagina 53).

aa.lwa aomaeedivaied. Punto de detencién opcional de muestras recogidas en STM preporadas y de muestras
e Asegiiress de que el valor de configuracidn de la velocidad es 100 [velocidod | de sedimento celular de posgrodiente con PreservCyl y SurePath preparodes

y encienda el MST Vortexer 2. manualmente

I Agite los ubos en el agitador vorticial durante 10 segundos,
g. Apogue el MST Vortexer 2.

h. Extraiga lo grodille de muesiros del MST Vortexer 2 moviendo la palanca de mango
rojo a lo posicion superior.

Importante: No almacene ni envie en mieve carbdnica muestras desnaturalizad

Todas las muestras preparadas, incluidos los calibrodores y los contrcles de calidad; pueden

conservarse a una lemparatura de 2 °C a 8°C hasta el dia siguiente 0 0 ~20 °C durante un
al de wbos individuales maximo de 3 meses. Se puede:

n realizar coma méximo 3 ciclos de congelocién/descongelacion,

a. Vuelvo a lepar los hubos con fapes roscadas nuevas para lubos de recogida de con un maximo de 2 horas a lemperafura embiente durante cada ciclo da descongelacion.
muestros.

b. Mezcle bien coda tbo de forma individual mediante ogitacién vorticial a aite Para el almocenamiento hasle ef dia siguients o una lemperature de 2 °C a 8 °C en ko gradilla
velocidod durante 5 segundes. de muestras, cubra los muestras con una lémina selladora de tubos DuraSeal y vuelva a colocor
Imporfante: Durante el mezclado debe observarse un vértice visible de liquido que lava la topa de ke gredilk.
todo lo superficie inferna del ubo. Pera la conservacisn a ~20 °C en la gradilla de muestras, quite lo topa de la gradilla y la kimina

. Invierta codo ubo uno vez para lavor el inlerior del tubo, la tapa y el reborde. selladora de iubos DuraSeal, y cologue  los bos una topa corracta.
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Hibridacién de muestras recogidas en STM preparadas y de muestras de sedimento
celular de pasgradiente con PreservCyt y SurePath preparades manualmente

b. Agile la grodilla de muestras durante ol menos 5 segundos, a lo velocidad méxima.
¢. Cologue ki gradilla de muestros inmediatamente sobre la mesa de fobojo y abra los

[F-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT

m , cierres. levante lo tapa de la grodilla cproximad 1 cm y desplécela con m
a“. Cuando ..Hﬁwo-n:&_iugga“«nd&ooga_ sistema RCS de muesiras recogidos en STM o cuidado hacia la izquierda y hocia lo derecha para soltar los fubos que se hayan =
dimento celular de posgradiente con PreservCyl y SurePath preparadas podido adherir @ la lémina selkadora de tubas DuraSeal, Retire lo lapa de la gradilla -
manualmente, consulte el manual del usuario del Rapid Capture System {Rapid Copture System levanténdola verticalmente hasta desprenderla de lo gradilla de muestras. ﬂ
Uter Mook pord e intiucsionas porm Sciaor o sndlis. d. Refire con cuidoda la lémina sellodora de tubos DuraSeal de la tapa de la gradilla y s
Si se han ol do los colibrodores, controles de colidod o muestras desnaturclizados, Hosichio. ,m=
déjelos que se estobilicen o uno temperatura de 20 °C a 25 °C y, si se han almocenado en una edimenta celular de posgradiente con PreservCyt o SurePath con el MST =%
grodilia de muestras, quite y deseche las tapas de los ubos.
a. moo.w_v_ﬁnamo.%_ouegugacgu&smaﬁ_gu&zgcc%msa_n
tapa de la grodille o la grodillo de muesiras.
& Se dispona da dos mélodés. de hibridocisn para las g 46 STM - i s b. Agite lo gradilla de conversién durante ol menos 10 segundos a la velocidod méxime.
muestras de sedimento cellor de posgmdiente con PresenCyt y SurePath preparadas c. Cokque la gradila de muesiras inmediatamente sobre la mesa de trabojo y abra los
monualmente: “Hibridacién con microploca y e Microplate Heater I" & “Hibridacién con cierres. levonte lo topa de la grodilla oproximad te 1 cm y desplacela con
microtubos y bafio Marfa”. cvidado hacia o izquierda y hocia ko derecha para soltar los wbos que se hayon
® los muestros recogides en STM desnaturolizadas con el mélodo del MST Vortexer 2 deben w&&oawﬁ%wf,_.&as sjﬂa&u.mava&.q_. u&H ks tapa de la grodifia
utilizar el método "Hibridocidn con microph y el Microplale Hecter |I* descrito en la s ¥ de la grodilla de enuestras.
pégina 53, El método “Hibridacién con microtubos y bafio Maria” (pégina 535| na se ha d. Retire con cuidado la lémina selladora de tbos DuraSeol de la tapa de ka gradila y
validado con muestras recogidas en STM desnaturalizadas con el MST Vortexer 2. deséchela.
® la mexcla de la sonda es viscosa. Asegirese de gue la mezcla de lo sondo esté bien e J
mezcloda y de que se ho dispensada k lo cantfidad ia en coda pecifio a. - Agite cada tubo de forma individual durante ol menos 5 segundos.
de ko microplaca de hibridocién o microhbo de hibridacién. 3. Usilizando la pipeta EXPAND-4 o una pipela manoconal con una punto de pipela extralarga,
& Al tronsferir la muestra o ko microploca de hibridocién o al microtubo de hibridacién, evite transfiera 75 pl de coda calibrador, control de calidad o muestra al fondo de un pecillo
tocar la pared de los pocillos de la microplaca de hibridacién o de los microtubos de vacio de ka microplaca de hibridacién, conforme ol disefia de placa.
hibridacidn, yo que pueden producirse resultodos positivos falsos si no se ronsheren con Si las muestras se van a olmocenar, tape los colibradores, los controles de calidad y las
cuidado kas muesiras. Limite la formacidn de burbujas de oire. Uslice una punta de pipeto muestras. recogidas en STM desnaturalizodos con tapus roscadas nuevas para whos de
extralarga y limpia para coda Iransferencia, para evilar una contaminaaén cruzada. __recogida de muestras y coloque la fopa originol para coda muestra en los muestros de
i sedimenta celular de pasgradiente con PresenvCyt y SurePath.
Hibridacién con una microplaca y el Microplate Healer | MARISU w.\ o ma&u. Nota: Conserve las conf a los limites indicades en “Punto de detencién
Obleng i ibridacid i QOQ%M.MM&M .w 8.A. opcional de muesiras recogidas en STM preparadas y de muesiras de sedimento celulor de {
1. o una microplaca de hibridacidn y efiquétela. DY -3 posgradiente con PreservCyt y SurePoth preparadas manualmente "
2. Mezcle mediante agitacién vorticial utilizande uno de los métodos siguieates: * an ko pliging 52. i

Calibrodores, controles de colidod o myesios tecogidas.en STM con of MST Vorexer 2 4. Una vez transferida la dlEma muestra, cubra la microploca de hibridacidn con una topa para
a. Segun proceda, cubra los tubos con una Kimina selladore de ubos DuraSeal y fije la microplaca, @ incube la microplaca durante 10 minulos a una temperatura enlre 20 °C y
tapa de la gradilla a lo gradilla de muesiras, #5c.
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5.

6.

8.

Q.

Mezcle bien mediante ogitacién vorficial la mezcla de lo sonda y dispénselo en un depdsito
desechable para reoctivos.

Pipetee con cvidado 25 pl de ka mezcla de ka sonda en cada pocille de la microplaca de
hibridacién, ufilizando una pipeta de 8 canales y puntas nuevas pars cada odicién de
mezcha de lo sonda.

Evite salpicar y tocar la pared de los pocillos de lo microplaca de hibridacién.

. Cubra la microplaca de hibridacién con una topa para microplace y egitela durante

3 + 2 minutos en el Rotary Shaker | configurado en 1.100 + 100 rpm.

Tros lo ogilacién, los calibradores, los cantroles de colidad y las muestras recogidas en STM
y en SurePath deben adquirir un color amarillo y los muestras recogidas en PreservCyt deben
adquirir un color rosa,

E.acn&EalSaggmﬁga&augarnw!ﬁimo_aS:m&mavs&u
de mezcla de lo sondo. Afcda 25 |4 més de mezcla de la sondo o las muesiras que
p das y ogitelas de nuevo. Si una muesira permanece morada después de
seguir este procedimiento, andlice de nueva lo muestro,

Coloque la microplaca de hibridacién en el Microplate Heater | estobilizado 0 65 £ 2 °C,
aseguréndose de no producir salpicaduras. Incube la microploca de hibridacion durante
60 £ 5 minutos.

Prosiga en "Capturo de los hibridos”, en lo pégino 56, pora continuar el andlisis,

Hibridacién con microtubos y bafio Maria

K

2

3.

Eliquete y coloque en ka grodille para microlubos el nimero necesario de microlubos de
hibridacién limpios.

Mezcle mediante agitocién vorficial cada tubo de calibrador, control de calidad y muestra de
forma individual durante al menos 5 segundos antes de extroer la muestra,

Urilizando una pipeta monocanal con una punta de pipefo extralarga, transfiera 75 pl de
cada colibrador, control de colidad o muestra al fondo del microtubo de hibridocién
corespandiente, conforme ol disefio de placa creado..

Si los muestros se van a almacenar, fape los colibradores, los controles de colidad y los
muesicas recogidas en STM desnaturalizados con fupos roscodas nueves para tubos de
recogida de muestras y coloque la topa original pora cada muestra en las muesiras de
sedimento celular do posgrodiente con PraservCyty SurePath.

Nota: Conserve las muestras conforme o los limites indicados en “Punto de detencidn
opcional de muestras recogidas en STM preparadas y de muestros de sedimenta celular de
posgradiente con PreservCyt y SurePath preparadas manvalmente” en la pégina 52.

-

MARISOL| MASING
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o

. Después de transferir la Gllima muestro, incube los microtubos de hibridacion duronte

10 minutos o una remperaitura de 20 °C o 25 °C.

. Mezcle bien mediants ogitacién vorticial la mezcla de la sonda y dispénsela en un depdsito

desechable para reoctivos.

. Pipetee con cuidado 25 pl de la mezcla de lo sonda en cada microtuba de hibridacién

uilizando una pipeta de B canales y punios nueves para cada fila.

Evite salpicar y focar lo pared de los microtubos de hibridacian.

Examine la gradilla por debajo para asegurarse de que todos los microlsbos de hibridacién
hayan recibido fa cantidad odecuada de la mezcla de la sonda.

. Cubra los microtsbos de hibridacién con un sellador de placas. Coloque la fapa de lo

gradilla sobre la grodilla. Agite la gradillo para microtubos durante 3 +2 minutos en el
Rofory Shaker | configurado en 1.100 £ 100 rpm.

Tros la ogitacién, los calibradores, los controles de calidod, las muesiras recogidos en STM y
{as muestras de. sediments celulor de posgradiente con SurePoth deben odguirir un color
amarillo, mientras que las muestras racogidas en PreservCyt deben adquirir un color rosa.
Los que e g das pueden no haber recibido ki canfidad opropiod
de mezcla de la sonda. Afada 25 pl méds de mezclo de o sondo a las muestros que
permanezcan moradaos y ogilelas de nuevo, Si una P morada después de
seguir este procedimiento, andlice de nvevo la muestro.

Incube la gradifla para microfubes durante 60 £ 5 minutos.en un bafio Maria a 65 = 2 ju
Asegirese de que el nivel de oguo del bafio Maria es suficiente para cubrir todo el volumen
del micretubo de hibridacidn.

Nota: La gradilla para microhubos flatard en el bafio Maria.
Prosiga en “Captura de los hibridas”, en lo pagina 56, para continuar ef andlisis.

Captura de los hibridos

1

2.

3

Extraiga del bastidor de placa todos los pocitls de la microplaca de coplura que no sean
necesarias.

Devuelva los pocilios de ke microploca de coptura que no haya wiilizodo o lo bolso ariginal y
séllela de nuevo

Numere de forma secuencial cada columna y rotule ko microploca de copfura con un
ntificador correcto, utilizando un rotsladar.

{as muestras se aiadirgn o los pocillos de la micraplaca de copiura conforme al disefio de
placa creodo.

IF-2018-15203650-APN-DNPM#ANMAT
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4. Segun proceda, extraiga con cuidado la microplaca de hibridacion del Micraplate Heater |,

o exiraiga lo grodille para microlubos del bafio maria.

Retire inmediatamente la Tnnn para microplaca y coléquela sobre una superficie limpia o
retire la tapa de o gradilla y tire lentomente del sellador de plocas hacia arriba a Iravés de
la gradilla para microlsbos,

. Wrilizando una pipeta de B canales, transfiera todo el confenido [unos 100 pl] de los pocillos

de la microploca de hibridacidn o de los microlubos de hibridacién al fondo de los pocillos
correspondientes de la microploca de captura.

Utilice puntas de pipeta nuevas para coda transferencia y deje gue escurra cada punia de
pipeta paro aseg) de transferir compl la Si se deseq, puede
estabilizarse o pipeta opoyando la parte media de las puntas de pipefa sobre el borde
superior de las pocillos de la microplaca de copturo [consulte la Figura 2 mas odelante].

i

Correcto Na pipetee No deje que la punta
verticalmente para toque la pored del
avitar pocillo
salpicaduras
Figura 2. Técnica correcta de pipateado.

6.

Cubra la microploca de coptura con uno topa para microplaca © con un sellador de placas
nuevo, y agitela durante 60 £ 5 minutos en el Ratary Shaker I, @ 1100 = 100 rpm, a una
temperatura entre 20 °C y 25 °C.

Prepare el lompén de lavodo durante esta incubacién (consuffe "Tampén de lovade” en ka
pégina 39).

Una vez finalizoda la incubacién, extraigo o microplaca de cophura del Rotary Shaker 1y
retire con cuidado lo tapa pare microplaca o el sellador de placas.

Deseche el liquido de los pocillos de la microploca de coplura en una pila; invierta totalmente

la microploco de caplura sobre la pila y ogifela enérgicomente con un movimiento
descendente.

Importonte: No vuelva a inverir la microplaca,
Asegiirese de no salpicor decaniondo demasiado cerca del fondo de la pila.

9. Seque dando firmemente 23 golpes suaves sobre toallitas Kimtowels limpias o sobre hojas de
papel absorbente de paca pelusa equivalentes.

Asegirese de eliminar todo el liguido de los pocillos de la microplaca de captura y de que lo
parte superior de la microplaca de coptura estd seca.

10.Prosiga en "Deteccitn de los hibridos”, en lo pégina 58, para continuar el andlisis.

[F-2018-15203650-APN-DNPNI#*ANMAT

Deteccion de los hibridos

* Aiiada los reactivos a ko microploca de coptura de izquierda o derecha ulilizondo una pipeta
de ocho canales. Limpie las punfas sobre el depdsito desechable para reaclives para elimi

" ol axceso de reactivo onles de dispensarlo o o microploca.

® 5i no se utiliza una pipeta de B conales, puede usarse en su lugar una pipeta repetidora
adecuada. Dispense el DR1 en un tubo de polipropileno del tomafio suficiente para contener
el volumen necesario.

® 5o recomienda ulilizar ko Kcnica de pipefeado inverso para mejorar la uniformidod de la
dispensocidn del reoctivo. El procedimiento se describe a confinuacién.

® Sise desea, puede estabilizarse la pipeta apoyando la parte media de las puntas de pipeta
sobre el borde superior de los pocillos de la microplaca de captura, Asegirese de no focar la
pared de los pocillos de la microplaco de copluro, yo que podria producise uno
contfaminacién cruzada de las muesiras [consulte la Figura 2 en la pégina 57).

. Mezcle bien el DR1 y transfiera con cuidado el volumen correcto [segin proceda, consulte
la Tobla 1Tabla | en la pagina 41 o lo Toblo 4 en la pégina 3] a un depdsifo desechable
y limpis para reactivos.

2. Pipetes con cvidodo 75 pl de DR en cada pocillo de la microplaca de captura, uliizando
la téenica de pipeteodo inverso, ful como se indico o confinuacién:
a.  Acople punfas o una pipeta de ocho cancles; asegurese de que lodos las puntos estén

firmemente ajustodas.

Presione el émbolo de la pipets mas alla del primer tope hasta el segundo tope.

Sumerjo las punias en el reactivo

Suelie el émbolo lentomente y deje que el reactivo llene los puntas.

s o n o

Dispense el reactive en los pocillos de la microplaca presionondo el émbolo hasta «f
primer tape. No suelte el émbolo hasta que lus punias de pipeta se hayan sumergido
en el reactivo.
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aean 1]

4 ]
f Vuelva o llenar los puntas y repita el procesa hasla que lodos los pocillos de la

b . . -microploca estén llenos. Lavado
-~ Obsetve la intensidad del color rosa para asegurarse de que se han llenado todos los Lave ka microplaca de captura utilizando uno de los métodos indicados a conlinuacion.
. . pocillos de la microplaca de captura. Todos los pexillos de la microplaca de coptura deben
“tener un color rosa de intensidad similar. Méiodo del Automated Plate Washer
3. Cubra lo microplaca de caphura con una fopa para microplaca, Parafilm limpic o un _— 2 3 =
| tvolante @ incibala durants 3045 minufos & una lemperchura de 20 °C a ga siempre el A Plate Washer. Asegirese de que el depésito de
250¢. enjuogue estd Hleno y de que el depdsito de residuos estd vacio. El Automated Plate Washer

enjuagard sislemdticamente el sisiema para limpiodo. Consulte el manval del usuorio del
Aufomated Plate Washer [Automoted Plate Washer User Manuol si desea oblener mds
insirucciones.

4,  Prosiga en “lovoda®, en o péging 60, para continuar el onélisis.

® Asegirese de que el depdsito de lavada esté rellenado hasta ol mencs la marca de 1 firo
<con lampén de lavado. Si no es asi, prepare el tompdn de lavada [consulie “Tampén de

lavado” en o pégina 39).
® Asegiirese de que el depésito de enjuogue esid reflenado con ogua desionizada o destilada.
® Asegirese de que el depésito de residuos esid vacia y de que lo fopa esté bien ojustoda.
& El Automated Plate Washer realizo outométicamente un cebado antes de cada lavado y un
enjuague después de cada lavado.

® Si Gnicamente se esta ulilizando una fira parcial de pocillos de microplaca de coptura,
coloque pacillos de microploca vacios en ka microploca de coptura pana completor lo
columna antes del lavado.

MARISOL MASINO
BIOQUIMICA { BN, 8483 1. Retire ks lapa pora microplaca y coloque la microplaca de caphira sabre k platoforma del

- DT - TECNORAB S.A. Automated Plote Washer.

2. Asegirese de que el Automoted Plate Washer esté encendido y de que lo pantolia indica
Digene Wash Ready {Lavado de digeae lisio) o P1.

3. Seleccione el nimero de firos que van a lavarse pulsando lo tecla Rows [Fila v, o
confinvacian, los teclas + o = para ajustar el valor.

4, Pukse la tecla Rows para volver a la pantalla Digene Wash Ready o P1.

5. Pulse el hotén Start/Stop {lnicior/Parar] para comenzar.
The Automated Plate Washer will pedorm & filland-aspirate cycles teking approximately El
Automated Plate Washer realizard & ciclos de llenado y aspiracién con una duracisn
aproximoda de 10 minutos. Tendra liger una breve pausa durante el programe; na extraiga
lo microplaca antes de tismpo.
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n:n_.ib el Automated Plate Waosher hayo finalizado el lovado, se mostraré el mensaje
*Digene Wash Ready” o “P1”.

4. Railre la microplaca de captura de la platoforma del Automoted Plate Washer cuando haya
finalizado el programa:
Lo microplaca de caplura debe lener un color blanco, y no debe quedar liquida residual roso
an los pocillos de lo microplaca de captura.

7. Prosiga en “Amplificacién de ka sefial”, en la pagina 62, para continuar el andlisis.
Método de lavado manual

1. Extroigo el DRI de los pocilles de lo microplaca de caphura colocando loollitas Kimtowels u
hojas de papel absorbente de poca peluso equivalentes sobre la microplaco de caphura.

2. Asegirese de que los hojos de papel absorbente estén en contacto can toda la superficie de

la microploca de captura y, a confiniacin, inviera con cuidado la microplaca de coplura,

Deje que la microploca de coptura ascurra durante 1-2 minulos.

Seque bien la microplaca sobre foallitas Kimtowels limpios u hojos de papel absorbente da

Deseche con cuidado las hojas de papel obsorbente usadas para evilar la contaminacién con

fosfotasa alcaling,

5. Utilizando el oparoto de lavado, lave | la microploca de capture seis veces.
Para lovaria corectomente, haga rebosar cada pocillo de la microploca de coptura con
tampsn de lavado, De esta forma se elimincrd el DR de los bordes superiores de los pocilios
de lo microploca de caplura. El lavado comienza en el pocillo Al de la microplaca de
<caplura y confinda da forma serpenteante hocia lo derecha y hacia abajo. Una vez llenados
todas los pocillos de ko microploca de captura, decante el liquido en la pila con un
mavimienio descendente enérgico. El segundo lavado se inicia en el pocillo H12 de la
microplaca de caphura, con un hacia la izquierda y hacia armibo.
Esta secuencia de 2 kevados se repite 2 veces mds para un lotal de 6 lavados por pecillo de
la microploca de captura.

4. Después del lavado, seque la microplaca de captura inviriéndola sobre foallitas Kimtowels u
hojas de papel obsorbente de poca pelusa equivalentes limpias y dandole firmemente 3.4
golpes suoves. Sustituya las hojes de papel obsarbente y seque la microplaca de nuevo.

7. Deje inverida lo microploca de captura para que escurra durante 5 minutos. Seque la
microplaca de caplura una vez mas.

o

La microploca de captura debe tener un color blanco, y no debe quedor liquide residual rasa
en los pocillos de lo microploca de coptura.

B Prosiga en “Amgplificacion de la sedal”, en lo pégina 62, para continuar el andlisis.

Amplificacién de la sefiol

& Utilice un par de guantes nuevos para manipulor el DR2.

. >mn&a$e..nnnm¢onn_nBMn.ov_OnanrocﬁaSn—:uncF&ncmﬂung:&glo::nEvpﬁ

MARISOL MASING
BIoQUIMICA N 8483
OT-TECNOUAR 8.4

de 8 canales.
m..aos.a_._inS_avmv&n?mnn:n_nu.?.&ncuun«un:!rao_.::ov..vn.nav&n_oa
adecuada. Dispense el DR2 en un tubo de polipropileno del tomafio suficiente para confener
el volumen necesorio.

Afioda o DR2 sin interrupcién. E! fismpo de incubocién de kodos los pocillos de la
microplaca de cophura debe ser lo més parecido posible.
gﬁﬁmosanﬂ—nuﬁnmmn_ﬂ.unniamo_nsgloﬂmmngiE__u.nn_.t
reactivo sabre las puntas, ya que podria producitse una confaminacién cruzoda da las
muesiras fconsulte la Figura 2 en la pégina 57].

Mezcle bien el DR1 y tronsliera con cuidado el volumen correcto [segin proceda, consuble
Ja Tabla 1 an la pégina 35 © lo Tabla 4 en la pégina 36) o un depdsito desechable y
limpio para reacfivos.
?vo.ﬂano:nimﬂ_oﬂut_mnUnwoaaon_nv&__omo_n.:ﬁav_ﬂaaosﬂ:aiﬁun:mo
la técnica de pipeteado inverso previ te descrita (cansubte “Deteccién de los hibridos™

en la pagina 58}.

Ohserve la intensidad del color amarilio para asegurarse de que se han llenodo con
exoctitud todos los pacillos de la microplaca de caphurar lodos eflos deben fener un calor
amarillo de intensidad similar.

Cubra la microplaca de captura con una fopa para microploca e incube la microploca a
una femperatura de 20 °C a 25 °C durante 15 minutos |pere no més de 30 minutos de
incubacion).

Importonte: Evite la luz directa del sol

Prosiga en “Medicién de la microplaca de coptura y generacion de resultadas”, en la
pégina 63, para continuar ol andlisis.

IF-2018-1 5203650-APN—DNPML1ANMAT
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1

Medicién de la microplace de coptura y generacion de resullados

1. -Mida ko microploca de coplura ufilizando un instrumento DML,

- Consulte el manual del usuario del softwore corespandiente para obtener informocién ocerca

da la medicién de una microplaca de caplura y lo generacion de informes de resultodos de
- la prueba. El software de andlisis de ensayos digene permite lo introduccitn de informacién
relevante de la prueba.

2. Sino se ha utilizodo una microploca de captura completa, retire del bastidor de microplaca
los pocilos usados de ko microplaca de ¢apture, enjuague bien el bastidor de microploca con
ogua desionizada o destilada, séquelo y resérvelo para la siguiente prusba.

3. Deseche lodas los porciones de recclivos y los reaclivos preparados a menos que se
especilique lo contrario,

Diluya el DINR reslante en el frasco antes de desecharko conforme o los procedimientos de
loboratorio nocionales/ locales.

Interpretacién de los resuliados

El volor de conle de la pruebo digene HC2 HighRisk HPY DNA de 1 pg/ml equivale o
100.000 copics de YPH/ml o 5.000 copias de VPH por ensayo.

Resultados del andlisis de muestras recogidas en STM

Llas muesiras recogidas en STM con un volor de RWU/CO 21,0 se consideran “positive”
(positivas] para 1 o mds de los fipos del VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59y
48,

Las muestras recogidas en STM con un valor de RWU/CO < 1,0 se consideran "negative”
|negativas) o “no HPY DNA detected” [sin deleccidn de ADM del YPH] para los 13 fipos del VPH
analizados. No hay secvencias de ADN de YPH de alio riesgo o los niveles de ADN del VPH
son inferiores ol limite de defeccidn de la prueba.

Resultados del andlisis de muestras recogidas en SurePath

Las muesiras recogidas en SwePath con un valor de RWU/CO 2 1,0 se consideran “positive”
|positivas) para 10 mds de los fipos del VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59y
68,

Las muestros recogidas en SurePath con un valor de RIU/CO < 1,0 se consideron “negative”
[negativas) o “na HPV DNA detected” (sin deteccidn de ADN del VPH) para los 13 tipos del VPH
analizades, No hay secuencias de ADN del YPH o los niveles de ADM del VPH son inferiores ol
limite de deteccidn de la prueba.

Resultados del andlisis de muestras recogidas en PreservCyt

Las muestias recogidas en PreservCyl con un yulor de RLU/CO 2 1,0 se consideron “positive”
[positivas) para 1 o més de los tipos del YPH 14, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56,58, 59y
68.

Las muestras recogidas en PreservCyt con un valor de RWU/CO < 1,0 se consideran “negative”
[negativas) o “na HPY DNA delected” (sin deteccidn de ADN del YPH] para los 13 tipos del VPH
analizados. No hay secuencias de ADN del VPH o los niveles de ADN del VPH son inferiores ol
limite de deteccién de la prueba.
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Para Jos muesiras recogidos en PreservCyl con un valor de RIW/CO 21,0 y <2,5, QIAGEN
recomienda repetir el andlisis de lo muestra tal como se indica a confinvacion:

* Si el valor de RW/CQ de lo primera repeticion del andlisis es 2 1,0, clasifique la muestra

" como “positive” [positiva) en el informe. Mo se requiere ningln ondlisis mas.

®  Si el valor de RLU/CO de la primera repelicidn del andlisis es < 1,0, se requiere una
segunda repeticién del andlisis [fercer resuliado). El segund lodo es el resubado final

{< 1.0 es negalivo, > 1,0 es positivol y se incluye en el informe,

Valor de RLU/CO préximo a 1,0

5i el valor de RWU/CO de una muestra esté préximo o 1,0 pero es inferior a dicho volor y se
sospecha infeccidn por VPH de alia riesgo, considere la posibilidod de usar ofros métodos de
anélisis y/o de repefir la muesira.

Ofros tipos del VPH

Debido o que este ensayo dnicomente detecks los lipos de allo riesgo del VPH 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 48, tenga en cuento que ki muesira podria confener olros
tipos de bojo riesgo del VPH. Si desea reclizar especificamente un andlisis de VPH de
fransmisidn sexual de bajo riesgo, uilice la prueba digene HC2 HPY DNA, que detecta ADN de
tipos de bajo riesgo y de alio riesgo del VPH.

Verificacién de la calibracién del ensayo

La verificocion de la colibrocion del ensayo se reclizo para confirmor que los reactivos, los
calibrad y los troles de calidad funci <o te, permitiendo asi uno
determinacién exacta del valor de corfe del ensayo. Lo prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA
requiere una colibracién del ensayo con cada prueba; por consiguiente, es necesorio verificar
cada ensoyo, Este procedimiento de verificacidn no estd destinado a alo prueba de
control de calidad interno. Se hon estoblecido intervalos aceplobles para lo calibrocion del
ensayo y los controles de calidad Unicomente para instrumentos DML aprobades por QIAGEN.

El softwore de ondlisis de ensoyos digene realiza automdticamente ka colibracion del ensoyo y la
imprime en el informe de andlisis de los datos. Sin embargo, los usuarios que fianen la versién
1.03 del programa digene Qualitative Softwore o una versién anlerior deben realizar
manyalmente lo verificocion de la calibracién del ensayo antes de poder generar un informe de
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los resultados de la paciente. Péngase en contacto con el servicio lécnico de GIAGEN si desea
obtener mas informacion.

lo prueba debe cumplir los criterios especificodos de colibracién del ensayo. Si alguno de los
criterios indicados o confinuacién no es vélido, el software no interpretard los resultados de lo
myesira.

Calibrador negalive

£l NC debe analizorse por friplicada con coda prueba, El valor medio del NC debe ser 2 10y
<250 RW y of coeficiente de variocion (CV] debe ser < 25%. Si el CV es > 25%, el software
slimina el volor de RLU mas clejado de Jo media come valor afipica y vuelve 6 cakular la media
y &l CV utilizando los valores restantes.

Si ¢l CV sigue siendo > 25%, ka calibracién del ensayo no es valida y lo prueba debe repefirse
para todas las muestras de pacientes. Por consiguiente, no genere un informe de los resuliados
de las mueshas de pacientes.

Calibrador positive

El HRC debe analizarse por iriplicodo con cado pruebo. El CV del HRC debe ser < 15%. Siel
CV es > 15%, el software elimina el valor de RLU més alejado de la media como valor atipico y
vuelve a calcular ko media y el CV utilizanda los valores restantes.

Si el CV sigue siendo > 15%, la calibrocion del ensayo no es valida y la prueba debe repelirse
para todas las muestras de pacientes. Por consiguiente, no genere en informe de los resuliodos
de las muestras de pacientes.

Media del calibrador positivo/media del calibrador negativo

El software utiliza ef HRCX y el NCE para cakular el cociente Inﬂ&ZﬁN Un cociente ImnN
/NCE vélido se define como 2,0 < HRCX/NCX < 15.

Si &l cociente HRCK/NCK s < 2,0 0 » 15, la calibracion del ensayo no es vélida y le prueba
debe repelirse para todas los muesiras de pocientes. Por consiguiente, no genere un inferme de
los resuliados de las muestras de pacientes
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Céleulo del valor de ccrra-

Bl software de andlisis de ensayos digene colcula y genern informes del valor de RLU/CO y de
los resultadas positivos/negafivos de fodos las muestras. El volor de corte para delerminar
muestras pq&!rvnl es el HRCX. El software de andlisis de ensayos digene utiliza los valores de
RLU de lo muesira paro expresar los resultades coma valor de RLU/CO de la muestra,

Para el andlisis automatizado con el sistema RCS, el protocolo de ensayo del RCS para ef VPH
aplica un fackor de juste de la colibrocin (CAF, eolibration adjustment factor) da 0,8 ol HRCX.
vilido. Este CAF es necesario pora que los carockeristicas de rendimiento del andlisis
outomakizado con el sistema RCS se mantengan equivalentes a las del ondlisis manual. El CAF
inicamente se aplica o los resuliodos del andlisis automatizado con el sislemo RCS; por
consiguiente, es esenciol seleccionar ef profocolo de ensayo correcio para generar resvltados de
lo prueba exocios.

Controles de calidad

Can la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA se suministran mueshas de control de colidad
que deben usarse pora el control de celidad interno. Los controles de calidad suministrados son
dinnas de ADN del VPH clonodas y no proceden de VPH natural. Es el mismo fipo de moterial
usado paro los colibrodores suministrados. Pueden anali troles de colidod odi 1
conforme a las directrices o requisitos de lkas normativas iocales o nocionales o de los organismos
de ocreditocién. Los Jes de calidod ados na servirén como control de calidad
apropiodo pora el procesamiento de lo solucidon PresevCyt ni de la solucidn conservanle
SutePoth,

Consulle el monual del usuaric del software de andlisis de yos digene correspondiente si
deseg instrucciones acerco de cémo intraducir los nimeros de lote y las fechos de coducidod de
los controles de colided. Para que un ensoyo sea vilido, el cociente valor de RLU/volor de corte
de cada confrol de calidad debe encontrarse dentra de los intervalos definidos en los criterios
especificados en la Tabla 10 més adelante.

Si los contrales de calidod no estan dentro de estos intervalos, el ensoyo ne es vélido y la pruebo
debe repetirse. Por consiguiente, no genere un informe de los resuliados de la paciente

483

Tobla 10. Criterios de volidez del ensoyo de los controles de colidod.
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Limitaciones

* Lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA para los tipos del VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59y 68 no se recomienda para ko evaluacién de pr abusas
sexuales.

Lo prevalencia de k infeccion par of VPH an una pablacién puede ofectar al rendimiento. Los

valores prondsticas pesifivos disminuyen cuanda se analizan poblaciones con una

prevalencia baja o personas sin riesgo de infeccién.

® Un resultado negotivo de la pruebo no descarta la posibilided de infeccidn por el VPH
debido a que las niveles muy bajos de infeccidn o los errores en la recogida de los muesiras
pueden causar un resultado negativo falso de la prueba. Ademds, esta prueba no detecka el
ADN de tipos del VPH de bojo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44).

® Llainfeccidn por el VPH no es un indicodor definitive de lo presencia de lesiones cervicales de

alto grado ni implica en todos los casos que se vayan o desarrollar lesiones de alio grado o

cancer.
* Existe un pequeio grado de hibridacia da entre lo sonda de YPH de dllo riesgo y los
tipos del YPH 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 y MM®. Los pacientes que

fienen muestras con niveles altos de estos lipos del VPH pueden ser derivadas incorrectomente
para la realizacién de una colposcopia (15, 35).

® Lo prueba digene HCZ High-Risk HPY DINA estd disefiada para detectar tipos de obio riesgo
del VPH, incluidos los fipos 39, 58, 59 y 68. Los estudios analiticos reclizados por GIAGEN
con ADN plasmidico clonado del VPH demuestran que fa prueba detecta estos tipos o niveles
entre 0,62 pg/mly 1,39 pg/ml. Este rendimiento es equivalente a las cleristicas de
defeccidn de los ofros tipos del VPH pora los que estd indicada la prueba digene HC2 High-
Risk HPY DNA. QIAGEN pudo validar la defeccion de estos tipos del VPH dnicamente en un
numero limitado de muestras clinicas. Debido a la bajo prevalencia de estos lipos en lo
poblacién general (28], no se han confirmado estadisticomente los carocteristicas de
rendimiento de la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA paro la defeccién de los ipos del
VPH 39, 58, 59'y 68.

® Si exislen concentraciones alias de cremas anlifingicas, geles anticonceplivos o productes
para ducha vaginal en el momento de obtener una muestra recogida en 5TM para su
andlisis, existe la posibilidod de abtener un resuliado negative folso si estos muestros
coniienen niveles de ADN del VPH que producen volores de RLU/CO préximos al valor de
<orte del ensayo.

® Si exislen conceniraciones altas de cremas antifingicas, gel lubricante vaginal o sangre en el
mamenta de oblener una muestra cervical recogido en PresenCyl para fo preparacién de lo
muestra con el kit QlAsymphony DSP HPV Madia, existe ko posibilidad de ootener un

9 4mnz.rwm 8.8

resultado negotivo falso si estas muestras contienen canfidodes de ADN del VPH que
producen valores de RLU/CO préximos ol volor de corte del ensayo.

Si existe gel anticonceplivo ea el momento de oblener una muestra cervical recogida en
PreservCyt pare lo preparacidn de tras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, podria
oblenerse un resultado negativo falso de la prueba.

En caso de presencia de gel anticonceptivo, crema ontifingico o crema ankinflamatoria en el

momento de oblener una muesira cervicoulering recogida en SurePath paro la preparacion
de muestras con el kit QlAsymphony DSP HPY Medio, podria oblenerse un resuliado negativo
P el e,

Es posible lo reactivided cruzada entre lo sonda de VPH de alio riesgo y el plasmido
pBR322. Se ha descrito Ja presencia de secuencins homblogas ol pBR322 en muestras
genitales humanas, y podrian obtenerse resuliados positivos falsos en presencia de niveles
alios de plésmidos baclerianas,

® Al realizor un andlisis automatizado con el sistema RCS, si no se comprueba visualmente lo

v.oﬂ%?gaonoavbaﬂasgiga-!!ﬁng&nur—ﬁiﬁﬁe y nose
corrigen las ransh de inadecuodas pueden obilenerse resultados negativos
falsos.
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Caracteristicas del rendimiento
Rendimiento. clinico en el cribado de pacientes con resultados normales
en la cifologia cervical como ayuda en la evaluacion del riesge para el
tratamiento de las pacientes

A confinuacién se describen los resuliados de 8 estudios clinicos independientes realizadas por
repulados inslituciones médicas, acadéimicas y gubemomentoles en centros de Estados Unidos y
da olras paises. Los estudios utilizaron los métodos citolégicos establecidos en uso en los paises
en los que se realizé el esiudio. En lodos los cosos menas en 2 se ulilizé el sistema de

groduocién de Bethesda para P los resuttodos de o citologio. Para conocer lo
terminologia equivalente para el cribado del cancer de cuello ulerino en la Comunidad Europeo,
fie el ds Evropean Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening

{38). Ademas, los lesiones cervicales de clio grado se diagnosticaron mediante uno biopsia

dirigida por colposcopia en todos los estudios. Estos estudios evaluoron lo utilided clinica de la

prueba digene HC2 High-Risk HPV DINA en comparocisn con la prueba de citologia en mujeres

de mayor edad [generalmente, mayores de 30 aiios]. Todos los estudios menos uno redlizaron
bién un andlisis praspectivo del YPH con la prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Se Iraté de estudios fransversales de cribada en la poblacién general con la prueba digene HC2
HighRisk HPY DNA, & menos que se indique lo contrario mas adelante. Dos de los estudios se
reolizaron en Estodos Unidos, 2 an Europa, 2 en Laincamérica, 1 en Africay 1 en Asic.

Se resume el rendimiento de la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA observado en 6 estudias
fansversales [consulte las tablas 11y 12 mds adelonte] para mujeres de 30 ofios de edod o mas
con un diognéstico de neoaplasia cervicol de allo grado confirmada histolégicamenie, que se
define como neoplasic intraepitelial cervical (NIC) de grodo 3 o mayor.

A10aUIMICE f M.
DT - TECNGLA
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Tabla 11. Estimaciones del rendimiento: sensibilidod y especificidod

Sensibilidad (%) Especificidod (%]
in/™ ne
Irvervolo de confianza 0] del 95% 1Cdel 95%
Citologla Y VPH + Giobgla v VPt +
7592 516 963 1000 98.5 %2 951
Evropa 4/27 Re/27) [22/27)  [FAS3/7585) [I75/7565] [7193/7565)
Occddartal 1 120713 810999  A72-  982-938 957946 746954
1000

6174 779 897 241 P41 9.9

Latincomdrica 2° (53/68)  [61/88)  6a4/eB)  [5745/6108] (5742/6108) (5490/6108)
64.2-B7.1

799958 B856-984 934945 93.4-94.6 B9.1-50.6

1938 978 100.0 1000 763 830 48.0
Asia [41/42) |42/42) [42/42)  (1445/1894) [1572/1894] {1287/1894)
: B7.4-99%9 916~ 1.6~ 743-78.2 81.2-85.0 £5.8-70.1
100.0 1000

* Datos dé la prieba digene HC2 High Risk HPV DNA cuando estoban disponibles, datos del HCS en caso
conirario; dotos combinodos.
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Table 12. wm—mwmﬁnmm

T - Provoleacs’ Posiive pradicive valve [X) Magativa pradiciive volos (|
S aNIm (0] /N
: (W] s%a s%a
| 95%Q  Popokme WV HVePp Fopolne  HPWolkne  HWehp
L, '038 1 B &rr POET Loid 1000

77592 27/399)  (4S1/7488)  FRISOTE TI83/7I8Y

4587 997999 91000 79.9-100.0

A2 ey

Lemin &178 Lo 1wy 143 . LF] PRI 988
America 2% 876178 IS3/A16)  RIEIT)  (B4feR2)  [STAS/STEON  (STAZ/ST49
085139 97-163 -ee 7311 6T 99 8-100.0

o T s fgy‘

Asa 1934 27 a3r 115 847 9993 Tooo 1000
H2/1938) 417490 W34y a2/640) (144571488 (FSTRAOISTT (128771267}
157292 &1-102 B4-153 4787 9.4-1000 99 8-1000 &9 7-100.0

T

* digens HC2 HighRisk HPY DNA Test dolo where ovailoble, HCS dota used otherwise; data combined.

En todos los estudios existe una superioridad uniforme y, o muy significativa de la
sensibilidad de la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA frente o la de la citalogia sola. Al
igual que para la sensibilidad, el valor pronéstico negativo del YPH es superior al de o ciislogia
soha en lodos los cases, préxime al 100%. Este valor pranéstico negative d tra la elevod
probabilidad de ausencio de lesiones carvicales de alto grodo o céncer de cuella ulerino en
mujeres con uno citalogia normal que no padecen infeccién por el VPH.

Aungue lo especificidad da la pruebo digene HC2 HighRisk HPY DNA es inferior a la de la
citologia sola, el andlisis de la rozén de pasibilidades ha demostrada que la disminucién de la
espeaificidod abservada no es suficientemente significativa para afectar a lo utilidad clinica del
uso de la prueba para ideatificar @ mujeres que ienen un riesgo bajo o nulo de padecer lesiones
cervicales en el presente o en el futuro. No ob . B imps que la decision de derivar o
vaa paciente para lo reclizacién de lo colposcopia se base en loda la informacidn clinica, los
datos sobre el riesgo y los onlecedentes de lo paciente de los que disponga el médico. Son
voriobles importanies los onfecedentes de infeccidn por el VPH y/o citologia anommal, la edad en
el momento de la pimera relocién sexual, el nimero de parejas sexvoles y ki presencia de
enfermedades de transmision sexual concomitantes [37, 38).

—
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Aunque lo prevalencia de lesiones de alto grado no varia de forma significativa entre los
estudios a partir de los cuoles se determiné el rendimiento, la prevalencia de lo infeccion por el
VPH en una poblacién puede afectar ol rendimiento y generalmente varia con la pablacion de
pacientes. Ademds, se ha d do que la prevalencia de la infeccién por el VPH disminuye
drasticamente con la edad [17, 2429, 38-40}. los valores pronésticos positivos disminuy

lizon pobk con uno pi io bajo o personas con un riesgo bojo de

cuondo se

infeccion.

Se realizé un andlisis longitudinal con los resuliades de dos estudios; uno, llevedo o cabo en
Estodos Unidos, por el National Cancer Institute [NCI, Institute Nacional del Cénear] en Portland
[Oregén}, y el otro, levado o cabo en Francia, en el Laboratoire Pol Bovin C.H.U. [loboratorio
Pol Bowin C.H.U] de Reims. Estos ondlisis longifudinales se llevaron a cabo para demosiror que
los pacientes con un resultado negative, tanto en la cilologia como en la prueba del VPH, lienen
un riesgo menor de padecer lesiones cervicoles que las muj dicional definidas como
de bajo riesgo, cuyo estado respecta del VPH sa de y en comparacién con las pacient
con cifologia negativa y resultado positivo en ko prusba del VPH |consulie los toblas 13 y 14,
mas adelonte).
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Tobla 13, Andlisis longitwdingl: riesgo relativo de lesiones de alto grado

HE Tosa fpar 100
T 1 . )
otdic . fded debaoriesgs s} K dl 95%
; Cisologia 12,054 0043 0897
normal, VN 10.596-1.348)
30 0 més
Ciralagia 17,594 0.056 0678
norwal, YPH 0.514-0.894)
Todas
o, YPH 0307215
30 o mds
Fronca
Todas
* Tk ol PR
1 Dos citologh -
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Tobla 14. Andlisis longitudinl: fasas de enfermedod esirotificodas en funcién del estodo respecto
del VPH en «f momento basol

Tosa fpor 100

Grupa del Coson da podectey.  Hiesgo relatvo

wtvdic Edad Extado basal N HC3s ahod) £ dal 95%
Crologla 1078 24 0.451 1050
noemal, VPH 6.13-18.0

1o utilidad clinica del resubodo del andlisis del VPH se demuesiro, ademés, por el aumento del
riesgo de podecer lesiones cervicales en mujeres con un resulfade VPH+, en comparacidn con las
mujeras con un resuliudo YPH-.

Rendimiento clinico en el cribado de pocientes con resultados de ASC-
US en la citologia cervical para determinar la necesidad de derivacién o
colposcopia

£ 1996 se llevd o cabo en Estades Unidos ef estudio “Utility of HPY DNA Testing for Triage of
Women with Borderline Pap Smears” [Ulilidad del andlisis de ADN del VPH pora ko ckasificacion
de mujeres con citolgia dudosa), bojo ki direccion del Kaiser Foundation Research Institute y del
Koiser Permanente Medicol Group. Se cbiuvieron muestras cerncal para lo realizacion de uno
citologla sistemdfica y de la prusba digene HC2 HighRisk HPY DNA de mujeres que ocudian o
verias centros clinicos Koiser, Las eitologios iniciales se evoluaron conlorme ¢ la clasificacién de
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Jooat

Bethesda. vua conocer la lerminologia equivalente pora el cribodo del cancer de cuello uterino
en la Unién Eurap sulte el d E Guidelines for Quolity Assurance i
Cervical Cancer Screening (42). Las mujeres (de _.m afics © mas) ﬂ.a.n citalogio confirmé r_
_u_.nmu:n_n de célulos escamosas atipicas de significado  indk inodo [ASCUS, aly

q cells of undk n.m_.:mno:na volvieron ol centro para la reclizacién de una
o_ﬁounutmnwcao biopsia. Las muestras histolégicas para colposcopia seron inadas por

s, y se establecié un diogndstico inicial. Coda muestra histolégica fue revisoda
logo independiente, y las discrepancias entre la revisién inicial y la

lias por un tercer anolomopatblogo.

Loy
porun P g
visién independiente fueron r

Lo muestra inicial se analizé con un profotipo de la prueba digena HC2 HighRisk HPV DNA que
contenio sondas de 11 de los 13 fipos del YPH [excepio los tipos del VPH 5% y 68]. No eabria
esperar que esta diferencia produjera un perfil de rendimiento significati
lo prueba.

diferente para

So dispuso de resubados de la prueba de ADN de VPH de alio riesgo y de diagnésiicos
hisiolégicos de B85 mujeres con un resuliodo de ASCUS en ki cilologia. El anédlisis de ko
mayoria de las pocientes ss Bevé o cabo con mueskas recogidcs en STM y en lo solucién
PresenCyl. Debids a las semefanzas entre fas guiis ‘e encimionto ‘e la prba
digene HC2 HighRisk HPY DNA pora STM y para la solucién PreservCyt, se presenia
iinicomente el rendimiento del ensayo paro la sohucién PreservCyt,

Enire las pocientes que tenian un resultodo de ASCUS en ka citologino motivo de derivacién, el
valor prondstico negativa de la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA de presentar HSIL o
lesiones de grado mayor en la colposcopia es del 99% (consulte la tabla 15 mas adelante].

MARISOL
AOQUIMICA
DT - TECN

_.ata 15. %ﬂgtf‘&mgﬁ—{.ﬁizglg
logico de ¢ on con un de ASC-US en la citologic: motivo de
mogn&?;&.og muesiras recogidas en PreservCyt.

HSIL o grado mayor sn ol momeno de la

colposcopia
5,
Prosba digere HCZ IO B .
Whmklevona SEESSTT s o @
Total 71 Bid

Sensibilidad [PT/{PT+NF]) = 93,0% 166/71}

IC del 95% = 84,3977

Especificidad (NT/[NT+PF]) = &61,1% W97/814)

IC dal 95% = 57.764.4

Prevalencia de lesiones - 8,0% (71/885]

Volor prondshico positive det ensaya = 17,2% |66/383)
Valor prosdsfico nagutiva del emayo = 99,0% (£97/502)

4, i piode

Se determinan los valores prondsticos posifive y negativo fedricos b en los
prevalencios para un caso de ASCUS inicial que poster fiene un resullodo de HSIL o
grado mayor en el andlisis de YPH de alto riesgo [consulle lo tabla 16 més odelante].

Tabla 16, Volor pronéstico positive y negalive tedrico del andlisis de YPH de olfo riesgo de
resullodos de ASC-US en la citologia.

Resulvodk iniciol de ASC-US e b chologia
Provalndia tedcica de la HSIL VYaolor prondsticn positive del ensaye  Valor prondstico negative def ensayo
5 12 994
15
el
25

30

Se determina la varincién entre los distintos grupos de edad incluidos en esfe esudio [consulte la
tohla 17 mas odelonie].
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Tobla 17. Etggigrigﬁgig
frente @ los resuliados del de [Hsh); risticas especifica de la

Sensibilidad y especificidad clinicas para la determinacion del riesgo de
padecer lesiones de alto grado en mujeres con resultados de LSIL o HSIL
en la citologia

Se llevé a cabo un estudio clinico mullicéntrico con Ja prueba digene HC2 HighRisk HFV DNA
con muestras recogidas en varias clinicas colposcdpicas grandes de centras médicos y
con ala prevalencio de lesiones cervicales e infeccién por el VPH (3 centros) aaa_oanuwl_ sur
de Estados Unidos. El andlisis del VPH se reclizé en 3 cenlros de investigacion no afiliados a las
clinicas colposcdpicas en las que se recogieron las muestras. la poblocién para este estudio
clinico estoba formada por mujeres que fenian un diagnéstico de LSIL o de HSIL bosado en una
citologia reciente y que hobian sido derivadas para uno calposcopia de seguimiento, De las 702
pacientes inscritas, 327 lenion resultados de grade mayor a ASCUS en lo citologia y suficiente
informocién disponible; 96 de estas pacientes fenian un estado de enfermedad final de HSIL o
grada mayor

L )

Las muestias de células cervicales exfoliadas se obhwieron con el digene HC2 DNA Collection
Device y posteriormente se pusieran en STM o se obfuvieron con un dispositivo de cepillada y
juogaron en la solucidn PreservCyt. las muestras se recogieron en el
momento de la colposcopio. los muestas se analizaron con la pruebo digene HC2 High-Risk
HPV DNA y los resuliados se campararon con el estado de enfermedad determinado para cada
paciente. El estodo de enfermedod se basé en los hados del histolégico. Sin

= e se

embarge, en los casos en los que el examen histolégico era negative o no se disponia de un

BIOQUIMIC

TECH

resultado histolégico, el estada de enfermedad se determing mediante cilclogia en el momento
del colposcopi e ko toblo 18 mas odelante].

La prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA se lievd o cabo en 3 centros médicos metropolitanos
grandes gn*.wnmﬁn_ouaﬂzauna_Onaeuuag.aaafuainwnuun_a&gui la
citologia se realizd en un i tomopaiolégico de ref ia y el histolégi
Ssﬂmnggggggmn@ggfnzgﬂn .wnnos_unad..__ﬁa.._:uwumuru
prueba con el estudo de la enfermedad pora evoluar fa sensibilidad, la especificidad y los
valores prondsticos negativo y positiva de ko prueba paro detectar una neoplasia cervical de alio
grado. Debido a las semejonzas entre las carocteristicas de rendimiento de lo prueba digene
HC2 High-Risk HPV DNA pora STM y para ko solicin PresenCyt, se presenia (nicamente el
rendimiento del ensayo pora lo solucién PreservCyt. Mo se observaron diferencias en Jos
resubiados del andlisis de VPH de alfo riesgo entre las muestras recogidas en STM y las recogidas
en PreservCyl,

Tabla 18. Algoritmo del estodo de lo enfermedad de los pocientes

Concer HSle
U Namalirada® t
Céneor HSiLe

* No s realizaron una biopsia y/o un curetaje endocervical (CEC) debido o qua no se observaron

snomalias an lo colposcopia 0 a que no se dispania del resublada hisiolégics.
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El rendimiento de la prueba digene HC2 HighRisk HPV DNA se determind con 327 muestras
recogidas en PreseryCyl, 96 de las ‘cuales se obiuvieron de mujeres con un diagndstico de
lesiones cenvicales de alio grodo (consulte los lehlas 19 y 20 més odelante). Las comparaciones
se llevaron a cobo con todas las pocientes del estudic que tenion resultados anormales en la
citalogia motiva de derivocién.

i
Tabla 19. Resultodos del andlisis de YPH de alto riesgo.

la pruebo digene HC2 HighRisk HPY DNA demostré una sensibilidod global de
Dnaaggsxo_cuﬁvna identificar o mujerss con neoplasia de clio grodo en una

derivada para una colposcopia sobre lo base de un diognéstico de LSIL, HSIL o
onsa_aa—oo:_nn.o_nﬁ.u [consulte la tobla 20, mdés odelante}. Lo prueba también demosié un
valor pronéstico negativo de casi el 95% en esta poblacién.

DT -

TECH w.r.m S.A

MARISOL [ MIASINO
BIOQUIMICA- 1N 9483
f

Tabla 20. Carocteristicas de rendimiento del andlisis da ADN de VPH de olfo riesgo en pacientes
con un resultodo de LSIL o grado mayor en la citologia motivo de derivacion y un estodo de la
£ A NE%:F

Estoda de enfermedad finol

Resodo del ondbisis de ADN
do VPH de alto riesgo B

Yot
Semutivity [TP/(TP4EM| ~ 92.7% 189/96)
95% Q= 85.6-97.0
Speciicity [TN/(THeFP| = 39.4% (91/231)
05% €= 33.144.0
Disscse prevalence for referal LSH 1o final HSIL = 21.4%

Disae prevolence for refsmal HSL 10 final HSIL - 48 6%
Overl positive predicies vakue = 38.9% (897229
Owaroll nagolive prediciive wolve « 92.6% [71/98}

Aunque la especificidad de ks prusba digene HC2 HighRisk HPY DNA porecia ser algo boja, no
se prevé una correlacion esiricta entre la ia de neoplasia y vn resuliado de YPH negativo,
Puede demctarse ADN del VPH en mujeres que no han presentado progresién a lesiones de
grodo mayor. ?ro%?gamaxiu.nmigzi.%g.?%%?fv&%
[PCR, polymerose chain reaction) del VPH {un ensoyo de uso exclusi e en i i6
con muesiras con resulkados posifivos en la prueba digene HC2 HighRisk HPY UZ)u cuyo
estado de enfermedad comespondiente era inferior o neoplasia de bajo groda, casi el 75% de
los casas fueron positivos.

Se determinaron los valores prandsticos posilivo y negativo ledricos de la prueba digene HC2
High-Risk HPV DINA pora resultades iniciales de LSIL o HSIL en lu citologia con un resultado de
HSiL o de lesiones de gredo mayor en la colposcapia [consulte la tobla 21 més adelants).
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Tabla 21. Valor prondstico posifivo y negafivo iedrico de la prueba digene HC2 High-Risk HPY
Ewﬂn%::&!mn—u__.oﬁ!f&nﬁn

Reswhada iniciol de L51L o HSIL en la diologia
Yalor prondsion negativo del

Valor prondsBen positive del

Rendimiento con muestras vaginales o recogidas por la pacienfe

En la literatura isngggga_iimﬂ—ng&n&ﬂmﬂm%}
HPV DNA con les recogidas por la propia pociente, se incluyd o mas de
141.000 mujeres de ._on_unnﬂg&o.m&. Loz cohortes del estudio incluian a mujeres de
China (41, 42), México (43, 44] y of Reino Unido (45). £l dissio de los estudios presentoba
ligeras variaciones pero, en generol, se ofrecit o las mujeres con un resultado posilive en la
prueba lo posibilidod de somelerse a un examen adidonal mediante colposcopia, y los
resultados se nofificaron en términos de sensibilidad y especificidad frente ol método de
comparacion.

En dos estudios de los que se disponia de datos para comparar muestras recogidas por la propia
paciente y muestras recogidas por el médico, los resultodos indican unc sensibilidad alta pora fa
NIC2+ con ombos métodos {42, 45), 81-85% para los muestros recogidas por lo propia
paciente y 96-100% pare los musstras recogidas por el médico. Los resultados de especificidad
fueron similares para la NIC2+ con ambos mélodos (42, 45), B1-82% paro los muestras
recogidas por la propia paciente y 83-85% para las muestras recogidas por el médico. En ofros
estudios de los que se disponia de datos de rendimiento tnicamente con muesiras recogidas por
la propia pociente, el rendimiento de la sensibilidad de la prueba digens HC2 HighRisk HPY
DNA pora lu NIC2+ e 3.4 veces moyor en comparocién con lo citologio {43), con una
sensibilidad del $8% antes del ajuste del sesgo de verificacion [44).

MARISU
BIOQUIMIC

MASINO

- AN 9483

LAB 8.A.

Sensibilidad analitica

Se analizé un panel no clinico de ADN de plasmidos de VPH clonados para determinar si la
prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA es capaz de detectar los 13 fipes de VPH y para
determinar la sensibilidad andlitica del ensayo para coda fipo de YPH. Cado concentracién
diana del VPH {100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/mi, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml y 0,2 pg/ml} de cada
uno de los 13 fipos de ADN del VPH (14, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) se
analizé por fiplicado. Se colculd el volor medio de RLU para coda concenfracién de cada lipe
de VPH y se compard con el calibrador posifivo,

Se determiné el limite de deteccién de cada tipo del VPH en STM [consulie lo tabla 22 mas
odelonte]. Los limites de defeccion varioron enire 0,62 pg/ml y 1,39 pg/ml segin el lipo de VPH
anolizodo. El limike de deteccién medio de los 13 tipos de ADN del VPH fue de 1,08 pg/ml, con
una desviocién esténdar de 0,05 pg/ml.

Tobla 22. R de los limites detectables de sensibilidad de cada fipo de ADN del VPH en
STM.

Cancenirodin detecioble

Tipa de ADN del VPH da ADN del YPH (pg/mil Desviodén eskindor IC dal 95%

1.03-1.39
0.95-1.25
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Equivalencia entre fipos de muestras
Equivalencia entre muestras recogides en STM y muestras recogidas en PreservCyt

Se examiné la equivalencia entre muestros recogidos en STM y muestras recogidos en PresenvCyt
en cuanto o lo recuperacién equivalente de ADM del VPH 18, Se aiiadieron epraximadamente
10* célulos Hela+ que contenian genomas del VPH 18 integrados a 5TM y a un conjunto de
células negativas en solucién PreservCyt. Coda fipo de muestro se procesd conforme o sus

pectivos procedimi de preparccién y di lizacién de las muasias tal como se
describe en los instrucciones de uso correspondientes y se analizd con la pruebo digene HC2
High-isk HPY DNA. Los resuliodos d que la recuperacién de ADN del VPH 18 a

portir de células de corcinoma humane es equivalente con las dos medios y que la preparacisn
de las muesiras recogidos en PreservCyt no afecta a la sensibilidad wnalitica de lo prueba
digene HC2 High-Risk HPY DINA.

Equivalencia entre la preparacién manual de muestras recogidas en PresenCyt y la

preporacién de muestras recogidas en PreservCyt con ayuda del kit GlAsymphony DSP
HPV Media

Se hicieron estudios con muesiras recogidas en PreservCyt, de una subpoblocion de mujeres con
citologia normal (n = 1276) y una subpoblcién de mujeres con una citologia de ASCUS o
superior a ASCUS [n = 402). Se efecluaron una preperocién manvol de muestros y una
preporocion de muestros con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPV Media, por cada muestra
soguida por el andlisis automatizado con el sislema RCS con o prusba digene HC2 High-Risk
HPY DNA [véase la fabla 23, o continuacion),

Tobla 23. Concordancia de los resulfades con recogidas en PreservCyt entrs la
i

g

la sensibilided y la especificidad relativas del ensayo de las muesiras recogidas en PresenCyt,
preparadas con el kit QlAsymphony DSP HPY Media, presentan una correlacién elevada con los
resultados obtenides con el método de preparacién manual de las muesiras, como indica el imike
inferior del IC del 95% comespondiente a los concordancias pasifiva y negotiva.

Equivalencia entre la preporacién manual de muestras recogidas en PreservCyt y la
preparacién de muestros recogidas en PreservCyt con ayuda del kit QlAsymphany DSP
AXpH DNA

Se llevaron @ cobo estudios con muestras recogidas en PresenCyt, obtenidos de uno
subpoblocién de mujeres de 30 aiios de edod o més ,con una cilologia normal [n = 1901] y una
subpoblacién de mujeres con un resubado de ASC-US en la citclogia (n = 398). Se efectuaron
una preparocién manuel de muestras y una preparacién de muestras con ayuda del kit
GlAsymphaony DSP AXpH DNA, por cada muesira seguida por el anélisis la pruebo digene HC2
High-Risk HPV DNA [véase la tabla 24, o continuocién).

Tabla 24. C Jancia de los resultados con muestr gidas en PreservCyt enire ko
preparacién manual de ks ¥ ko preparacién de muestras con e kit QlAsymphony DSP
AXpH DNA (n = 2299
Concordanda positive % Concordancia regafiva (%]
L] In/N
IC del 95% IC del 95%
Regida de posiivos alias Regiin de negativos. dios
Todos les posiiives RUL/CO >2,5] Todos los negaivos RUW/CO <08
927 98.5 991 99
{281/303) {245/254} [1978/1996} (1967 /195%9)
89.3-95.2 w3 4980 986994 93.5-1000

La sensibilidad y lo especificidad relativas del ensayo de las muestras recogidos en PresenCyt,
preparadas con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, presentan una correlacién elevada con fos
resubodos cbtenidos can el método de preparacién manual de los muestras, como indica el limite
inferior del IC del 95% corraspondiente o los concordancios positiva y negativa.

Equivalencia entre la preparocién de muestras recogidos en STM y la preparacion
manual de muestras de sedimento celular de posgrodiente con SurePath

Se reclizé una evaluacion clinico en dos foses en & centros de recogida de muestras y 3 cenlros
de andlisis de Estados Unidos. Eran opios para su inclusidn las pacientes que acudieron a una
clinica de enfermedodes de tronsmision sexual (ETS], uaa clinica obstékica/ginecolégico, uno

preparocién manual de las y la preparacion de muestras con el kit QiAsymphony DSP
HPV Media [n = 1678)
Concordanda povitiva (% Concordondia negativa (%
T/ In/N
IC del 95% I del 95%
Region de positives ahios Region de negotivos dios
Todos lox pasitivos mus/co 2 2,5 Todos los nagatives RLU/CO < 0.9
460 7S 9.2 91
{409/ 426} B72/81} [1204/125) 1M73/1184)
93.7-97.5 554-93.8 95.0-97.1 PBI-995
tsncaness de we pars la sesbe dgere® MU HighRuk HPY DA 0A/2015
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clinica colposcépica, un __293_ o in centro de planificacion familiar segin uno serie de criterios
de inclusian y exclusio inados. En la fose de viabilidad, cuyo finolidad era determinar
Egmmno.ﬁnﬁaﬁ&&nnauov:z&n digene HC2 HighRisk HPV DNA pora su uso con
muestras de sedimento celulor de posgradiente con SurePoth, se inseribié o unos 400 pocientes.
La fose de validacion nas.na a...,n.mi se inscribio @ unos 1.500 pacientes para volidar el valor
de corle slogido, comenzd desouss de gque tn ondlisls intermedio de la fase de viobilidod
demostrora que un valor de core de 1,0 RW/CO con muestras de sedimento celular de
posgrodiente con SurePath dio lugar o una concordancia aceplable con los resuliodos de los
muestras recogidas en STM

En ambas foses de evoksocidn, se recogieron muesi ical emparejoad gidas en
SurePath y en STM de coda participonte que dio su imi A confinvacidn se envid la
55!633@&0!Eﬂ!nsggn_lowaovﬂo_avgﬂ.?&ofm

Tras la prep én citoldgico, los muestras de sedimento celular de posgradiente
con SursPath y la pondi recogida en STM se onclizoron con lo
prueba digens HC2 HighRisk HPY DNA, con un valor de corle de 1,0 RLU/CO [consulte la
tabla 25 a continuacién),

Tobla 25. C dancia de los resultodos de los de sedi cehdar de posgradiente
con SurePath con los resuliodos de las gidas en STM {todas las edades y
dasificaciones citologicas) fn = 1.490}.
Concoedanda positve (4 Concordknda negativa %)
/N /N
IC del 95% I del 95%
Ragidn de porifivos ohos Ragidn de negativos ollos
Todos los positivos MUFCO 2 2.5 Todos ks negathas RLU/CO < 0,80
915 vad 95.3 980
(4017429} {a78/393) far/1061] {1002/1044)
907554 F41-98.0 938945 E6R710

la sensibilided y la especificidad relotivas del ensayo para el andlisis de muesiras de sedimento
celular de posgradiente con SurePoth presenton una correlacién alfa con los resuffados obenidas
en el andlisis de muestras recogidas en STM 1ol como indica el limite inferior del IC del 95%
para los concardancias positiva y negativa,

Equivalencia entre lo preparacién manual de muestras de sedimento celular de
posgradiente con SurePath y la preparacién de muesiras recogidas en SurePath con el
kit GlAsymphony DSP HPY Media

Se hi tudios cen fras recogidos en SurePath, o partic de los siguientes

subpoblaciones:

* mujeres con citologio normal {n = 1189);

® mujeres con una cirologla de ASCUS o superior g ASCUS b = 199).

Para cada muestra recogida en SurePath se reolizd una preporocién de la muesta recogida en

SurePath con ol kit QlAsymphony DSP HPV Media y una preparacidn manuol de ki muestra de
dimento celular de posgrodiente, Se reclizé un-andlisis outomatizado con el sistema RCS con

la prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA (consulie ko tabla 26 a confinuacién] para cada una

de las muestras preparadas.

Tabla 26. Concordancia de los resultad t-!-__n... P én manua de ik
SurePath y la preparacion de gick !m—%gtt_g&iﬂdg‘i
Media {n = 1.388).
Concordansia positiva %) Consordonda negative (%)
W n/H
1 del 95% 1C del 95%
Ragite da pasitivos oltas Ragidn da negetives ohos
Todes ks postivas MU/CO22.5) Todos kot megatves MU0 <08
Nz 975 .0 207
2227242 {12197} (113471 148) [1iza/1127)
87 6-94.6 242-989 98.2-99.4 w229

La sensibilidad y la especificidad relativas del ensayo de las muestres recogidas en SurePath,
preparadas con el kit QlAsymphony DSP HPY Medio, presentan una correlacidn elevada con los
resultados obtenides con el método de preparacién monual de las muestras, como indica el limile
inferior del IC del 93% correspondiente a las concordancias pesifiva y negotiva.
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Equivalencia entre la preparacién manual de muestras de sedimento celular de
posgradiente con SurePath y la preparacién de muestras de sedimento celular de
posgradiente con SurePath con el kit QlAsymphony DSP HPY Media

Se hicieron estdios con muestras recogidos en SurePoth @ pariir de las siguientes
subpoblaciones:

& mujeres con citologia normal [n = 1.200)

® mujeres con una cifologia de ASCUS o superior a ASCAUS (n = 183)

Se efectuaron una preporocién monual de muestras y una preporacién de muestras con el kit
Qlasymphony DSP HPV Media paro coda muestra de sedimento celular de posgradiente con
SurePath seguidas del andlisis izack con el sistemo RCS con ko prueba digene HC2 High-
Risk HPY DNA [consulte ka fable 27 a continuacién).

Tabla 27. C doncia de los resultados oblenidos con de sedi celular de
posgrodiente con SurePuth entre la preporacion manual de les muesiros y la preporocién de los
<on of kit QlAsymphony DSP HPV Media [n = 1.383),

Concordands positive (% Concordande negaliva [
(L] N
IC del 95% IC del 75%.
Regid du pasitvos Rogide de negativos

dites alkos
Todos los positivas wU/CO 25 Todos los negativos RU/CO <0,8

926 974 P44 993
{188,203 naz/151) (111471180} (107871084

B88.2-955 93 4-99.0 F2.9-954 986596

La sensibilidad y la especificidad relativas del ensayo de las muestras de sedimento celular de
posgradiente con SurePath preparadas con el kit QlAsymphony DSP HPY Media presentan una
correlacién elevoda con los resultados oblenidos con el método de preparacién manual de las
muestas, como indica el limite inferior del IC del 95% corespondiente a las concordancias
posifiva y negotiva.

Concordancia entre métodos de andlisis

Se realizé un estudio multicénirico [n = 2270 pocientes} para evaluar los resuliados dlinicas del
andglisis abtenidas con el RCS en comparacidn con los resultados del andlisis obtenidos con el

MARISOL ,3}.@“26
SIOQUIMICH! M.N. 9483
DT - TECHN LAR B.A.

mélodo monual. Les endlisis se reclizaron en 3 centros externos a QIAGEN con muestras de
pacientes obtenidos de 5 centros de recogida de muestras. El conjunto de dalos estoba
compuesto por 1269 muestras carvicol recogidas en solucién PreservCyt y 1001 muestros
recogidas en STM.

Se caleuloron los danci fisticas entre incid lizadas con ef RCS y
con el mélodo manual en esta poblacién de pacientes [consulle las toblas 28 ¥ 29 més
odelante].

Tabla 28. Resumen de la concordancia entre e onddisis outomatizodo con ef sistema RCS y of
andlisis manual: muestras recogidas en STM [n = 1001).

/M 11
IC del 95% IC del 95%

Clasificacién del VPH altos negatives. s
dtelégica M Tedosksposfees  MW/CO»>25 | Todosknmgaives  RUI/CO <08
DIN® 21 993 LAl 73 100.0
s - 1139/ 1401 {1z (538/542) 531/531)

94.1-1000 95.2-100.0

e s e o

98.1
151/52)

* DN = dantro de los limites nosmoles
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Tabla 29. R dela Joncia enre of andlisis ek con o sistema RCS y of
andlisis manual: muestres recogidas en PreservCyt In = 1249).

/N (n/M)

X dal 95% A del 95%

ol Rogidn du positivas Regién de

Closificodin  Prevalenda ohos negaiives olios
citolégico = Todot los positivos  RIU/CO> 2,5 | Todos los negatives  (RLU/CO < 0.8
N <30 0 982 100.0 98.4 99.0

14a/4s {4s/48) Be/8n 183/86}

! No se disponia da los datos de cibblogio de 4 pacientes.

Se realizé un estudio clinico complementario con tras recogidas en PreservCyt residuoles
archivados, cbienidas de una subpoblacién de mujeres de 30 ciios de edad o més con une

citologia normal (consulte la tobla 30 mds adelante] y una prevolencia del VPH del 4,8%.

Tabla 30. Resumen de la concardandia entre of andlisis automatizado con el sistema RCS y el
andlisis monual: resuliodo dentro de Jos limites normales en mujeres de 30 aias de edod o més
(s = 2077).

Concordanda pasitiva (%] Concordanda negoiva [
N U]
IC del 95% IC del 5%
Regin de posifivos altos. Ragitn de negativos alios
Todos las pasitvar w025 Todos box negatives RI/c0 < 03]
920 918 %3 w7
(¥2/100) [Fa/as) (1964/1977) (194471949}
84 84-76.48 83.77-95.462 99.88-97.65 99.40-99.92

Se obsarveron 7 resuadas discordontes entre el andlisis manual y el andlisis automotizado con
el sistema RCS en la region de pasitivos alios, Los resuliodos inicial del andlisis manual para
estas 7 tras estoban fuera del olgoritmo de reandlisis dodo para las
inomwn_ﬂul.v.anﬂ.‘ﬁ%..:oavsg?.%ugl&ﬁmoma_émoggo%ﬁvﬂ
wiplicado de todas las muesiras, se dispuso de resuliodos de repeticién para la lucién de las
discreponcios

Los datos de los ondlisis de repeticidn para coda una de los 7 discordantes sugi

que fodos las discord: son negalivas con resp ol ADN del VPH [conwlte la
jobla 31 més odelanie]. A tenor de los resullados negafives del andlisis de repeficién oblenidos
para los dos duplicodos, todos los resuliack ial posifivas en el ondlisis manual

probablemente fueron positivos falsos.

Tabla 31. Muestras recogidas en PreservCyt discordantes para mujeres de 30 afios de edod o
mds con resullodos dentro de fos limites narmales [n = 7).

Andlisis manecl Andlisis cutomatirado con el siskerma 8CS
Rw/col R/
Muesira  Canto ndcial Repeticidn | Repeiciin 7 Iniciol Repeficién | Repeticén 2

251 0.08 008 0.12
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tos resullodes de este estudio clinico indican uno concordancia global entre ef andlisis
automatizodo con el sistlema RCS y el andlisis monual con muestras recogidas en 5TM o en
PreservCyt.

Reproducibilidad
Reproducibilidad global del andlisis manual

Se Hevé a caba un estudio mulficéntrico de reproducibilidad para determinar la reproducibilidad
entre dics, entre centros y globol de lo pruebo digene HC2 HighRisk HPY DNA utilizando un
panel de dianas de ADN del YPH y muestros clinicos recogidas en 5TM VPH+ y VPH-.

Tres laborotorios exteros realizoron el andlisis con el mismo loke de kits digene HC2 HighRisk
HPV DNA Test en 3 dias diferentes con un panel de reproducibilidod idéntico. El panel de
i F d £ TP e | _g_ia Fh »n '3 e g

® 12 combinoci de muestras clinicas recogidos en STM d

* 3 combinacil de tras clinicas recogidas en PreservCyt no desnoturclizodas
* calibrador negative

.

calibradar para YPH de alio riesgo pasitivo a concentracién de 0,5 pg/ml, 1 pg/ml,

2.5 pg/ml, 5 pg/mly 10 pg/mi

Todos los componenles del panel se analizoron cada dia por triplicodo con lo prueba digene
HC2 HighRisk HPY DNA. los resuliodos indican que lo reproducibilidad de la pruebo digene
HC2 HighRisk HPY DMNA con muestras clinicas es muy buena (consulle ko tobla 32 més
adelante).

Tabla 32, Reproducibilidad global: reproducibilidod multicéntrica (sodas lkos series anclificas en
todos los centros),

Pordmeirs estodisico Rashade
Posiivas previsios con un resulioda pasitivo observodo 100.0%
(IC del 95%)

Negoos pravisios ok nagolen b isordy.

Colssn

Concordancio 99.5%

Reproducibilided con muestras clinicas recogidas en STM
Andlisis manual.

Se llevd a cabo un estudio paro determinor la reproducibilided del endlisis manual de muestras
clinicas recogidas en STM con la pruebo digene HC2 High-Risk HPY DNA. Se preporé un panel
de 20 componentes formado por combinaciones clinicas {10 positivas y 10 negativas]

land: gidas en STM previ analizadas. las muestras se analizaron por
cuadruplicado cada dia durante 5 dias poro un tolol de 20 duplicados por muesira. El andlisis
se realizd ufilizando una mezcla de la sonda combinada conslitiida por la sondo de VPH de allo
riesgo y una sonda de VPH de bojo riesgo. No cabia esperar que la reproducibilidad de la
prueba fuera diferente uiilizando Unicomente lo mezcla de ko sonda en la prueba digene HC2
High-Risk HPY DNA. Se caleulé la media del valor de RIU/CO y el IC del 95% en tomo o la
media {consulte la tabla 33 mas adelonte].

Toblo 33. R Sscthidend o

das en STM: andlisis manuol [orden descendente

en funcidn de ka media del volor de RIU/CO,
Iderviificador de la

0.35 0.32-0.36

[C el 95%) (98.70-99.86) 1 - LSk e BT B
3 e ; e 0990 MARISOL 037 029034
Kepps A b : ety sioGUIMICA LM M. 0483 ey srvE TR
DT - TECNORAR S.A. ey :
o7 0.24-0.30
s e . a0z
Mg genes de vic peea la p igena Rk H 4 5 Ex]
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. decorte, 100 de 100 duplicades [100,0%) fueran positivos. Para los 5 muestros con una media
" del valor de RUU/CO menos de un 20% por encima o por debajo del valor de corle, 60 de 100
duplicados (60%; IC del 95% = 49,769,6) fueron positivos y 40 de 100 {40%) hueron
negativos, Para las 10 muestras con una media del valor de RUWU/CO ol menos un 20% por
debojo del valor de code, 200 de 200 duplicados (100%) lueron negotives.

Los resultados indican que cabe esperar que las con resullados dlejados ol menas un
20% respecio del valor de corie g hod h . los préximas al valor
de corfe proporci un némerc aproximod igual de resultados posifivos y negotivos.

Esios datos demovestran que el andlisis manual de muestras recogidos en STM con lo prueba
digene HC2 High-Risk HPY DNA produce resulfodos reproducibles.

Andlisis automatizodo con el sisterna RCS.

Se realizé un estudio pora valoror la reproducibilidad intraserie, interdiario e inferlak io del
andlisis aulomatizodo con el sislema RCS de muestras recogidas en STM con lo prueba digene
HC2 HighRisk HPY DNA. Se onalizé un panel de 16 componentes de muesiras clinicas
combingdas-{consuls kit 34 mas-adslasie] utilizonds n. dnica Jols: de Teackives; dos. veces

al dia durante 3 dias diferentes. Cada miembro del panel se andlizé por cuadruplicodo.

e 2
Fidsmido de ADN del VPH de bojo riesge sn
lo combmocicn de muesiias clinicas
recogidas en STM negofivos

Dos componentes del ponel (T4XR y 15XR) fueron incluides para evolvor la posibilidad de
hibridocién cruzade de la mezcla de la sonda de la prusba digene HC2 High-Risk HPY DNA
con que ian nic e los tipas de ADN del YPH de bajo riesgo 6, 11, 42, 43
y 44. El componente del panel 16XR estaba compuesto por ADN pGEM® en uno concentrocién
de 1.49 ng/ml y servia como conlrol de vector para el componente del ponel 15XR. Los
resullados de este andlisis no indicoron resuliados positivos falsas de la prueba por la presencia
de lipos de ADN del VPH de bojo riesgo en los muestras clinicos. Estos resultados concuerdan
con las del ondlisis manucl.

La reproducibilidod se cakeuld segin el método descrito en lo norma E5-A del NCCLS* [consulie
lo tobla 35 més adelanie). Este método requiere el calculo de componentes de varionzo para
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. nc&o una de las fuenfes de variabilidad: laboratorio, dia, serie andlilica y error [definida como
S22 é:nnm! inferensayo y enfre ensayos).

Tabla 34. Reproducibilided con muesiras recogidas en PreservCyt: andlisis manuol con i
q&ﬂuﬂ%ggﬂﬂ%!ﬂ;%ﬂ%glg preporacién monuol de las muestras; reproducibilidad cudlitotiva forden descendente en funcién

£ RCS; reproducibilidod cuantitaliva de ko media del volor de RWU/CO
; Menificador da la Resohada posifive del

.nggiﬂg!%%ua

1 Dos o e ol miembro del perfd BP descartaron ol andlisis de los componames de
gglgigffgﬂiu&s.

1 N/D: andltis de lo varionzo imposibla debida o wi nimers merio: de duphcodos qua olkos companeantes del pavel.

MARISOL [MASING
BIOGUIMICA | MM 9485
. 0T - TECN{JLAB S.A.

Reproducibilidad con muestras clinicas recogidas en PreservCyt

le reproducibilided del andlisis manual de muestras recogidas en PreservCyt con lo prueba
digene HCZ High-Risk HPY DNA sa delerming en un estudio con 24 muestros simulados con

diversas concentrociones de ADN del VPH. los tras estaban cc tas de soluci
PresenvCyl y leucocitos, con y sin bacterias que confenian plasmidas del S.I 16. Para las & muestros con una media del valor de RLU/CO ol menos un 20% por encimo del valor
de corte, 114 de 120 duplicados [95,0%) fueron positivos. Pora las 7 muesiras con una medio
las se anali por cvadruplicado coda dia durante 5 dias para un fotal de 20 del valor de RLU/CO menos de un 20% por encima o por debajo del volor de corte, 88 de 139
duplicados por muestra. En cada uno de los 5 dios del estudio, se prepord una muestra de 8 ml duplicades (63,3%; IC del 95% = 54,3.70,9) fueron posifivos y 51 de 139 [34,7%) fueran
a partir de cada muestra simulada, conforme o los instrucciones de uso del kit digene HC2 negotivos. Pora las 4 muestras con un valor menos de un 10% por encima o por debojo del valor
Sample Conversion, y se analizé. Se colkularon la media y el IC del 5% [consulie la tabla 36 de corte, 41 de los 79 duplicados (51,9%) fueron positivas y 38 de los 79 duplicados {48,1%)
mas odelante].

aprucaioaer do w5a para fa proebo digene® HECZ High itk BV UNA 08/2015 o7 irtrsccimes db v porn bk paehe digeos® HE2 Hghid 4PV DNA - 0872015
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_.?Rg.:nmrs..\ow. Para las 11 muesiras con una media del valor de RWU/CO al menos un 20%
vnnn_nm&o del volor de corte, 220 de 220 duplicados {100%] hueron negativos.

Los Sa__snana indican ncm‘ cabe esperar que las muestras con resultodos alejados ol menos un
Wcﬂ.ig&a_ﬂmnnﬁ?ngaﬁaaucr&ourr tes. las préximas al valor
‘de corte proporcionaron un nimera aproximod igual de resvlitadas positivos y negativos.
Ammﬂ. dotos demuestran que el andlisis manuol de muestras recogidas en PreservCyt con la
prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA produce resuliadas reproducibles.

Anclisis automatizado con el sistema RCS con preporocién manual de los muestros.

Se realizd un estudio inferno del andlisis automatizado con el sislema RCS con muesiras clinicas
recogidas en PraservCyt, oblenidas principalmente de mujeres con un resuliodo de ASCUS o de
grado mayor en la citlogia {prevalencia del VPH del 57%). Los muestras se dividieron en 2
porciones iguales; o continuacién, cada porcién se procesd individualmente con el kit digene
HC2 Sample Conversion y se onalizé por duplicodo con la prueba digene HC2 High-Risk HPY
DNA.

Como con olras pruebos cudlitafivas de diognéstico in vitro, la varichilided de los resultodos de
la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA oblenidos con muestas clinicas se asocia
principalmente a uno de los sigui f © a una combinacién de ellos: recogida de o
muesira, preparacion de la y procedimiento de anélisis. Debido o que los resultados del
andlisis comparados se obhuvieron de la misma muestra clinica, el disefio experimental controld
la variabilidad debida a la recogida de kas muesiras. La repetibilidad de los resubladas cbtenidas
de 2 porciones iguales de muestros preporadas individualmente a partir de lo misma muesira
clinica [denominada mas adelante repelibilidad “entre porcianes iguales preparadas”) refleja la
variocién debida o lo combinacién de la preparacidn de la muesira y del procedimiento de
ondlisis. La repefibilidad de los resultodos oblenidos a partir de la misma porcién de la muesira
[denominada mds adelante repetibilidad “en la porcién preporada”) refleja la variacién debida
ani al procedimi de andlisis lte la tabla 37 més adelante}.

Tabla 37. Reproducibilidod con gidas en PreservCyt: andlisis automatizodo con el
sistema RCS con preparacion manual de ks muesiras; reproducibilided cualitativa.
& PES G 5 [ dox
positiva {3 negotiva ghobod P1d
n/N /N /N
Andlisis IC del 95% X del 95% K del 95%
Taks los datas 99.62 947 927

(261/262) [160/169) w21/4314

Se llevé o cabo ofro estudio para evalvor la reproducibilidod i de los resul
obtenides con &l andlisis outomotizode con el sistema RCS de muestros recogidas en PreservCyt
simuladas, En el estudio pariciparon tres cenlros de ondlisis, entre los cuales se encontraba
CHAGEN.

Coda labomtario de andlisis redlizé el ondlisis avlomatizade con el sistemo RCS y el andlisis
manual de lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA dos veces al dia durante 5 dias diferentes
con un panel de reproducibilidad de & componentes suminigirado. Cada componente del panel
estaba farmade por células culivados ogregados o lo selucién PreservCyt con el fin de obtener
un volor de RLU/CO oproximado [consulte la tabla 38 mas adelante].

Los componentes dal panel con posifividod para el ADN del VPH se prepararon afiadiendo
diversas conlidades de célulos SiHo con positividad para el ADN del VPH (de una linea de
célulos de loboratorio). El componente negativo del ponel estabo compuesto por céhlas JurKet
VPH- [de una linea de células de laboratorio diferenie). Lo concentrocidn celular final de los 6
componentes del muﬂ_.&m fe de oproximadaments 5 x 10 células/ml.
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ﬁ&ng-%ﬁaﬂmggigiﬁ.ia%ngl
-ﬁlscnnunggggcl}_nn;‘ﬂ componentes del panel de reproducibilidad

" del ponel Tipa de céda RIL/CO oproximade Resultods sipurado
<10
B

La reproducibilidad se calculd segin el método descrilo en la norma E5-A del NCCLS* [consulte
lo tabla 38 més adelante]. Este mélodo requiere el célculo de componentes de varianza para
coda una de las fuentes de voriobilidod: labortorio, dia, serie andlitica y error [definida como
variacién interensayo y entre ensayos). Cada uno de los & componentes del panel se analizé por
cuadruplicado en cada una de los 10 series analificas (2 series analiticas por dia durante 5 dias
de andlisis) en cada uno de los 3 loborotorios de andlisis.

Tabla 39. Reproducibiidad con gidas en PreservCyt: andlisis automatizodo con el
sistema RCS con preporocién monual de las muesiras; reproducibilidad cuontitativa
Desviadidn t
Enws

Camponente RW/CO  Enlasers eries Endre

del paned n medo  ondifm  onolon  Emredin  lbomtorim  Todl OV W e
N 120 020 444
M0 0 idn
3 120 408 351
a0 s e
¢ 120 2784 105
@ 20 21 a8 w2 e Bs A8 250

El panel estoba formado por 1 componente negative, 2 comp galivas o posifivos bajos
y 2 companentes positivos bajos. Cada componente del panel se preporé ogregondo células
Jurkat y SiHa coltivadas o la solucién PresendCyt para obleser los volores diana de RUW/CO
|consulte ko tabla 40 mas adelante).

Esle centro exlerno realizé el andlisis oulomatizado con el sisema RCS con un inico lofe de
reactivos de la prueba digens HC2 High-Risk HPY DNA paro cada serie analifica, realizando el
andlisis 2 veces al dia durante 3 dios diferentes con un panel de 5 componentes suministrado de
muestras recogidos en PreservCyt simulodas. Coda componente del panel se dividié en

4 tras, y los 4 se onali en lo misma microplaca [consulte lo labla 41 mas
adelonte).
Tobla 40. %ggiliﬁ?&ig&
sisterna RCS con prep b .
“l.it‘ati&ntltlﬁqﬂ
N aprosimado

SR

) r

i et: .“,M.

* :

Tabla 41, Reproducibilidad con muestras recogidas en PresenvCyt: andlisis outomatizado con el
sisterna RCS con preporocid sal de los muesiras; reproducibifidod cuantitativa proxima ol
valor de corte del ensayo.

* Los comp de varionzo negativos se gjusion igual a caro

Para complementar este esfudio de reproducibilidod inicial con datos procedentes de muastras
muy cercanas ol valor de corte del ensayo, se realizé en un cenfro externo a QIAGEN un estudio
de precision odicicnal con el RCS.

Components MU/CO  Enlosads  Entrwasries

daiposl  n medio oo onolifcm  Ewedin  Tod  TodY(M
N % 014 o0 0 002 002 1512
o M St b R 6 P aREE Y e R
3p 24 1.31 o186 o on 0.19 14.70
P et s e e B e P
5p 4 143 0.24 020 028 0.40 24.43

* Los eomponentas ds vanianzo negativos se ojuston igual o cero.
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. Preparacién de kas muestras con el kit QlAsymphony DSP HPY Media.

Se hizo un esiudio inlema de preporacién de muestras con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPY
Media, con muestras recogidas en PresenCyt oblenidas de mujeres con uno de los dos siguientes
resubodos de la citologio:

. ASC-US o superior o ASC-US;

® negative para lesién inroepiteliol o neoplasia maligna (NILMJ.
Se obtuvieron dos muesiras de coda muesira clinica. Cada se prepard individual
con ayudo del kit QlAsymphony DSP HPV Media y los resuliados se determi dionlk

andlisis automatizado con el sislema RCS, con la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA.

Como con ofras pruebas cualitativas de diognéstico in vitro, la variobilidod de los resuliados de
la prueba digene HC2 HighRisk HPV DMA obtenidos con muestras clinicas se asocia
principolmente @ uno de fos siguientes foclores o a una combinacién de ellos: recogida de la
muestra, preparocién de la muesira y procedimiento de andlisis. Debido o que los resultados del
andlisis comparados se obhwieron de ko misma muestro clinico ({denominada “entre muestras”),
el disefio experimental controlé lo variobilidod debida o la recogida de las muestras. la
reproducibilidad de los resublados [consulle lo tobla 42 mas adelante) obienidos de 2 Z
preparadas de forma individual a portir de lo misma muestro clinica reflejan la variocién debida
a la preparacién de las muestras y al procedimiento de andlisis.

Tobla 42. Reproducibilidad de las muesivos recogidas en PreservCyt: preparacién de los muesiras

con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPY Media; cualitativa enire muestras
Concordancia positive (%) Concordancia negoiva %] Concordandia global %
0] /N I/
K del 95% K del 95% IC del 95%
99.0 96.4 973
195/96] (161167 [256/263)
943998 924983 94.6-987

Se llevé a cabo ofro estudio pora evaluor lo reproducibilided de los resultados con muestras
recogidas en PreservCyt simulodas. Tras lo preparocion de los muestras con el kit QlAsymphony
DSP HPY Media, se hizo un andlisis automatizado con el sistema RCS, con lo prueba digene
HC2 High-Risk HPY DNA. Los ocho componentes positivas del pedil se prepararon mediante la
adicion de célulos SiHa o Hela pesitivas para el ADN del VPH, o células C-33 A negativas pora
el ADN del VPH, mientras que los dos componentes del perfil negativo pora el ADN del YPH
contenian solamente cékdas C-33 A negotivas para el ADN del VPH,

A
BIOQUIMICA
DT - TEGHO)

M. B4AB3

ASINO

Tres usuarios diskintos efectuaron el ondlisis en un solo dio, con ayudo de Ires instrumentos
QlAsymphony SP distintes y tres lotes del kit QlAsymphony DSP HPV Medio, con componentes
2M, 3E, 5P, 7P y 9P del perfil. Los componentes 2N, 3E, SP y 7P del perfil se analizaron con 18
repeticiones, en fres series onaliticos distintas, que dieron 54 datos por cods componente del
perfil. El componente 9P del perfil se analizd con 16 repaticiones en fres series andliticas
distinios, que dieron 48 datos.

Un usuario efectu la prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA en tres dias distintos, con fres
insirumentos QlAsymphony SP distintos y un lote de kit GlAsymphony DSP HPY Medio con los
componentes 1N, 4E, &P, BP y 10P del perfil. Se analizaron los companentes 1N, 3E, 5P y 7P
del perfil en 18 repeficiones de 8 series analilicas, que dieron 144 dalos por cada componente
del perfil, El componente 10P del perfil se andlizé con 16 repeliciones en ocho series analilicas
disfintas, que dieron 128 datos.

Entre los componentes del panel con una media del valor de RLU/CO al menos un 20% superior
ol valor de corte, 572 de 572 {100,0%) fueron positivos. Entre los componentes del pedil con
una medio del valor de RLU/CO hasta un 20% superior o inferior ol valor de corte, 98 de 198
{49,5%) fueron positivos y 100 de 198 [50,5%| fueron negativos. Entre los componentes del
pertil con una media del valor de RLW/CO hasta un 20% inferior ol valor de corle, 198 de 198
{100,0%) fueron negativos [consulte la robla 43, a confinuacidn),

lqrod.u‘md nmm: PreservC pupnmaéndsh:m

Desviocidn esidndor  del andlisis (%] (n/N)

Tipo de cékia RIU/CO modio

0.37 0.05 O [C/144]

3E Heloy CI3A 0.81 an 4 (3/54)
sirk R 88 [95/144).
3.7 ‘ GAs 100 (54/54)
g e AT
Féd Heloy CI3 A 477 0.97 100 [54/54)
L8P SHayC3IA 9.4t T 100 (144714
99 Helay C33 A 1372 281 100 [48/48)

o oe SiHa yCIT A 2813 508 100 {128/128)

Los resullades indican que cabs esperar que los muestras con resultadas dlejodas ol menas un
20% respecto del volor de corle geraren resultodas coherentes. los muestras préximas ol volor
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.de corle proporcionaron un nimero oproximadamente igual de resullados posifivos y negativos.
Estos datos demuestran que la preparecién de muestras recogidas en PreservCyt, con ayuda del
kit QlAsymphony DSP HPV Medio, seguide del andlisis con la prueba digene HC2 High-Risk HPV
DNA, produce resultados reproducibles.

* Se usaron también los resuliodos. del estudia interno poro evaluar la reproducibilidod cuantitativa
de bos resuliados obtenidos con la preparacién de muesiras recogidas en PreservCyl, con oywda
del kit QlAsymphony DSP HPY Media [consulte Jas fablas 44 y 45 confinuacién)..

Tobla 44. Reproducibilidad de las muesiras recogidas en PreservCyt: preparocion de las muestras

T *Enra combinackones de inskumentor QlAsymphony SPy dias dishntos

Tabla 45. Reproducibilidad da fos muesiras recogidas en PreservCyt: preparacidn de ks muesiras
Eit:gﬁigéﬁggi

Desviodan extandar
Dasviadén

Companente BU/CO Enloseris Enirn varies wdindor ool oy o
del ponel " s anclitca e—— stimado ok F]
2N 004 005 Q.06 1584

3t RN i T e P
£ 038 033 0:50 1572 a
7 e T T 73
L 244 1 ._u ) 288 u—.g .

" Una serie onalifica consiste an una binacién de un kit QlAsy
QlAsymphony SP y un usuario.

phony DSP HPY Media, un instrumenta

The quantitotive reproducibility is very high s indicated by all CV values remaining below 25%.
Standard deviations betwsen runs ore comparoble fo the corresponding value within runs, which
indicales consistent results regardless of the instrument or kit lot used.

MARISOL
ANOQUIMICA
0T - TECNOLAB S.A.

La reproducibilidad cuantitativa es muy alla, come se indica por todas los valores de la CV que
se monfienen inferiores ol 25%. las desviociones estindor enire series analiticos son
comparables ol correspondiente valor dentro de las series ondlificos, lo que indica unos
resuliodas unif con independencia del instrumento o del lote de kit usado,

Preparacion de las muesiras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA.

Se hizo un eshudio interno de preparacién de muesiras con oyuda del kit QlAsymphony DSP
AXpH DNA, con muestras recogidas en PreservCyl ablenidas de mujeres con una de los dos
iguient fladas de la citologia: Se obhuvi dos muestras de cada muestra cinica, Cada
tra se prepard individuol con ayuda del kit QGlAsymphony DSP HPY Media y los
ltodos se determinaron medi andlisis do con el sislema RCS, con lo prueba
digene HC2 HighRisk HPY DNA.

Como con ofras pruebas cualitativas de diogndsfico in vitro, la variabilidad de los resullados de
la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA obtenidos con muestras clinicas se asocia
principalmente a uno de los sigui fo o a una combinacién de ellos: recogida de lo
muesira, preparacién do la muestra y procedimiento de andlisis. Debido o qua los resuliados del
andlisis comparados se obhuvieron de lo misma muesira clinica (denaminoda “entre muestras”),
el diseiio experimental controlé la varigbilidod debida o la recogide de las muestras. lo
reproducibilidad de los resullados {consulte lo tobla 46 mas adelonte] obtenidos de 2
preparadas de forma individual a partir de lo misma muestra clinica reflejan lo variocién debida
o la preparacién de las muesiras y ol procedimiento de andlisis.

Tobla 46, Reproducibilidad de las muestras recogidas en PreservCyt: preparacion de las muestras

L] In/Ng b/N
K ded 95% I def 95% IC del 95%

953 thﬂ . o&|u|||
{lei/106 {175/182) (277 /288)

B9.4-98.0 92.3-98.5 IIR79

Se llevé o cabo otro estudio para evaluar la reproducibilidod de los resultodos con muestras
recogidas en FresenvCyt simulados. Tros lo preparacidn de las muesiras con el kit GlAsymphony
DSP AXpH DNA, se hizo un andlisis avtomatizado con el sislema RCS, con lo prueba digene
HC2 HighRisk HPY DNA.

Tres wsuvarios distintos efectuaron la prusba digene HC2 High-Risk HPY DNA en dios distintos,
uiilizando diferentes instrymentos y dislintos lotes de reactivos con un perfil de ¢ componenies.
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hann.- oo_suo:ﬁ:._u del panel se analizd por duplicado en 24 series onaliticos diferentes, que

" -propércionaron 48 puntos de datos para cado componente del ponel. Los ocho componentes

ton,?au&ﬂ!m_uwvﬁﬁnnﬂg:&n:lr_n%nﬂ—&a%m_zno}fnvq&guﬂaa_

. ADN del VPH, a células H9. negafivas para el ADN del VPH, en sokcién PresenvCyt, mientras

;. n.:m.nuuo. camponentes del perfil negativo pora el ADN del VPH contenian solemente célulos
) Io..om&gmnnao_)UZ del YPH,

Entre los componentes del perfil con una media del valor de RLU/CO of menos un 20% superior
al valor de corle, 237 de 240 (98,8%] fueron positivos. Entre los comp: del perfil con una
media del valor de RW/CO hasta un 20% superior o inferior ol valor da core, 95 de 144
{66,0%] fueron posilivos y 49 de 144 (34,0%) fueron negativos. Entre los comp del perfil
con una media del valor de RLU/CO hasta un 20% inferior ol valor de corte, 48 de 48 [100,0%)
fueron negativos {consulte ko rbla 47, o continvacidn).

q&nﬂi&g&riiii&-r;
con-ayuda del kit QlAsymphorry DSP AXpH DNA; o cualitotiva

Resvliodo positivo
RILI/CO meckia Desviockn estindar  dl andlisls (W] [//M

Los resultados indican que cabe esperar que las muestras con resultados alejodos ol menos un
20% respecto del volor de corte g fod b las of valor
de corle proporcionaron un nimero aproximodamente igual de resultados posifives y negativos.
Estos dolos demuestran que lo preparacién de muestras recogidas en PreservCyt, con oyuda del
kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, seguida del anglisis con fo pruebo digene HC2 High-Risk
HPY DMNA, produce resulladas reproducibles,

P

Se vsaron tombién los resultados del estudio interna para evaluar lo reproducibilidod cuantitativa
de Jos resultados obitenidos con la preparacién de muesiras recogidos en PresendCyl, con ayuda
del kit QlAsymphony DSP AXpH DNA [consulfe la tabla 48, o continuacién).

MARTSOT

i
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i

Tabla 48. Reproducibiidad de las gidas en PreservCyt: preparacion de las muesiras

gg&t{f}%%?%&&%

*Entre combinacionss de kit de ondlisis digens HC2 High Risk HPY DINA, kits Gisymphany DSP AXpH DNA, RCS uioda,
GiArymphany 5¢ usado y vsuoric.

Reproducibilidad con muestras clinicas recogidas en SurePath
?Ev -’.i

la reproducibilidod del andlisis manval de muestras de sedimenlo celular de posgradiente con
SurePath con lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA se determing en un estudio en el que se
utilizaron 3 laboratorios diferentes. Los componentes del perfil se andlizaron uliizande un valor
de corte de 1, 0RW/CQ en dias diferentes y con diferenies serins onaliicos ulilizando un
conjunto idénfico de componentes de estodo VPH+ o YPH- canocido. £l peril estaba formado
por 5 componentes positivos, 2 componentes negotivas altos/pasifivos bojos y 5 componentes
negativos,

Codao componente del panel se preparé combinando muesiras clinicas Unicos recogidas en
solucidn conservante SurePath con un estado VPH+ o YPH- conocido para obtener los valores
diona de RW/CO deseados. Coda componente del panel se anolizé por duplicade, dos veces
cl dia, durante un periodo de 5 dias, en cada uno de los 3 laboratorios participantes [consulle la
tabla 49 mas adelante).
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. Tablo 49. Reproducibilidad con muesiras de sedimento celulor de posgrodiente con SursPath:
ondlisis monuol; reproducibifided cudlifofiva.

| Companacte dul ponat’ RLU/CO madke Rasubsado positive del ondlisis 1

g
¥ X 020 0.0(0/60)

Andlisis outomatizado con ef sistema RCS

Se comparé la reproducibilided de los lodos obtenidos con de sadi celdar
de posgrodiente con SurePath con el andlisis automotizado con el sislema RCS con la de los
resultodos oblenidos con el ondlisis monual. Se analizaron dos porciones iguales independientes
de la misma muesira de sedimento celular de posgradiente con SurePoth procesodo (a partic de
lo misma muestra clinical consulte la kabla 50 a confinuacion).

Tabla 50. Reproducibilidod con de sedi celulor de posgrodiente con SurePath:
andlisis outomatizodo con el sistema RCS; concordoncia de los resultados entre of andlisis
outomatizado con el sistena RCS y el ondlisis manual.

Preporacién de las tro idas en SurePath con el kit GlAsymphony DSP HPY Media

S llevé o cobo un estudio para evoluar fo reproducibilidod de los resultados con muestas
recogidos en SurePoth simulodas, Tras la preparacidn de los muestros con el kil QGlAsymphany
DSP HPY Media, se hizo un ondlisis ovtomatizado con el sislema RCS, con la pruebo digene
HC2 High-Risk HPV DNA. los cuatro componentes positivos del perfil se prepararon mediante la
adicién de cilulas Site posifivas para el ADN del VPH, o células H9 negativas para f ADN del
VPH, en solucién SurePath, mientras que el componente del perfil negaliva para ef ADN del VPH
contenia solamente células HY negativas para el ADN del VPH

Tres usuorios disfintos efsciuaron el andlisis en seis dias distinos, con ayuda de Ires insrumentos
QlAsymphony SP distintos y tres lotes distintos del kit QlAsymphony DSP HPV Medio, con
componantes 1N, 2E, 3P, 4P y 5P del peril. los componentes IN, 2E, 3P y 4P del peril se
con 1B repefici en 37 seres andlilicas disfinias, que dieron 666 datos
correspondientes o los p 2E y 3P del perfil, y 665 dalos correspondientes a los
componentes 1N y 4P del perfil. Ei componente 5P del peril se anclizd con 16 repeliciones en
37 series analilicas distintas, que dieron 590 datos. Se excluyeron custro datos debido a ua
volumen insuficiente, como indicd el QlAsymphony SP durante lo preparacién de las muesiras.

Entre los componentes del panel con una media del valor de RLU/CO al menos un 20% superior
ol valor de corte, 1921 de 1921 (100,0%) fueron pasifivos. Entre los companentes del pedil con
una media del walar de RIU/CO hasta un 20% superior o inferior al valor de cone, 410 de 666
61,6%) fueron positivos y 256 de 666 (38,4%) fueron negaks Enire los F fes del
perfil con una media del valor da RIL/CO hasta un 20% inferior ol volor de corte, 664 de 665
(99,8%) tueran negativos [consulte |a tabla 51, a continuacian].

Tabla 51, Reproducibilidod de las muestros racogidas en SurePath: preparacion de los muesiras
con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPY Media; reproducibifidod cualitativa
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Componente det Resvhodo positiv del
peiba ) woiva 8] panel Tipo de oo RLU/CO medio Dusvioudn evindor andlisis (% fn/N)
e /N N He 0.04 0.2 §1/645)
I del 95% IC del 95% e SiHay HR. awv
Region de positrvos akos Esgide de negativos oo ue. . .w.:nv.ze 078
Todas los pasitivas /o 22,5 Todos bos negativos R4L1/CO < 0,800 R T T e
90 1000 Lrdrd w7 sP SiHo y K9 512
41774213 B75/375) {r057/107%) [1050/1064
976997 99.0-100.0 P49-98.75 97.6-99.28
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- de los resultados obtenidos con la preparacion de i

ﬁ:o_ de lhadas posiives y negativos. Estos dotos demuestron que la

g vavn«nn_m: de muestras recogidas en PreservCyl, con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPV
- Media, seguida del andlisis con la prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA, produce resuliodos

" reproducibles.

Se usaron también las resultados del eshudio inferne para evaluar la reproducibilidad cuaniitativa
i gidas en PreservCyl, con ayuda
del kit QlAsymphany DSP AXpH DNA [consute k tobla 51, a confinuacién).

Tres usuarios distintos efectuaron el andlisis en seis dias distintos, con ayuda de tres instrumenios
QiAsymphony SP distintos y tres lotes distinios del kit QlAsymphony DSP HPV Medio, con
componentes 1N, 2E, 3P, 4P y 5P del perfil. Se analizaron los componentes TN, 2, 3P y 4P del
pedil en 18 repeticiones, que dieron 162 datos por coda componente del perdil. £l componente
5P del perfl se analizé con 16 repeticiones, o que dio 144 dotas [véase la fabla 52, o
confinvacidn).

Tabla 52. Reproducibilidad de las muestros recogidas en SurePath: preporacisn de los muesiras
con ayuda del kit QlAsymphony DSP HPY Media; reproducibilidad cuontitativa

* Una serie anallica consiste en una combinocién da un kit GlAsymphony DSP HPV Madia, Gn insitumanto Giksymphony SP
¥ o1 ussana, en un dia cancreo.

La reproducibilidad cuantitativa es muy alta, como se indica por todes los valores de la CV que
se maniienen inferiores al 26%. las desviaciones estdndor entre series analiticas son
comparables al correspondiente valor dentro de los series cnaliticas, lo que indico wnas
resultados uniformes, con independencia del instrumento o del lote de kit usado,

Pr ion de stras de sedi

P

QiAsymphony DSP HPV Media

to celular de posgrodiente con SurePoth con e kit

Se llevé a cabo un estudio pora evaluar la reproducibilidod de los resvliados obtenidas con
muestras de sedimento celulor de posgradiente con SurePath simuladas. Tros fo preparocion de

MARISOL
SIOGUINICA
o7 - TECHN

ASING
M.N. 5453
AR B.A

los muestas con el kit QlAsymphony DSP HPY Media se realizé un andlisis autematizado con el
sisiema RCS con lo prusba digene HC2 HighRisk HPY DNA. Se vilizd moterial de cultivo celuler
en solucién conservante SurePoth ol 70% pora simulor muestros de sedimento celular de
posgradiente con SurePath. Los cualro componentes pasitivos del perfil se prepararan mediante
la adicién de células SiHu positivas pora el ADN del VPH a célulos HY negativas para el ADN
del VPH en solucidn conservante SurePoth, mientras que el componente del perfil negativo pora
el ADN del VPH conkenio solamente céhlilas H? negotivas para el ADN del YPH en solucién
canservonte SurePath.

Cualro usvarios distintos efectuaron el andlisis en 6 dias disintos con 3 instrumentos
QlAsymphony SP distintos y 3 lotes distinios del kit QlAsymphony DSP HPY Medio, con los
componenes 1, 2, 3, 4y 5 del perfl. Los componentes 1, 2, 3 y 4 del perfil se analizaren con
1B repeliciones en 37 series analiticas distintos, que dieron 666 datos correspondientes a los
componentes | y 3 del perfil y 665 datos spondientes a los comp 2 y 4 del perfil.
Se excluyeron dos datos debide o un vol insubciente do por el QlAsymphony SP
duronte la preporocién de las 3] 5 del pedil se anolizé con 16
repeticiones en 37 series analiticas distintas, que dieron 592 datos.

Entre los companentes del perfil con una media del velor de RUU/CO al menos un 20% superior
al valor de corte, 1.923 de 1.923 (100,0%) fueron positivos. Entre los componentes del perfil
con una media del valor de RIU/CO hasto un 20% superior o inferior ol volor de corle, 416 de
665 [62,6%) hueron pasifivos y 249 de 665 (37,4%) fueron negativas. Entre los componentes del
perdil con una media del valor de RLU/CO ol menos vn 20% inferior of volor de corte, 664 de
666 [100%) fueron negativos iconsulie la tebla 53 a continuocién).

Tabla 53. Repr d de las de sedi

celulor de posgrodiente con SurePath:
E?f%glraosui{g«sw:zggu‘&
cualitativa.

Resultado pesitiva del
Components Valor madic analisis
delperfil  Tipa de cékila de RLUICO %) t/N)
1 He 0.0 0/668)
2. SiteyHe o sspleses
3 Sito y B9 g 100, 666/6468]
4. stayhe CoomAk 098 W4E | 1000 65/668
5 SiHa y HY 100,0 592/592)

Los resultodos indicon que cabe esperor que los muestras de sedimento celuler de posgradiente
con SurePath con resultados alejados al menas un 20% respecio del valor de corfe generen
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resuimdos coherentes. Las muesiras de sedimento celular de posgradiente con SurePath préximas
ol valor de code proparcionaron ur nimero aproximodamente igual de resuffodos posifivos y
negativos. Estos datos demus que la preparacién de de sedi celular de
posgradiente con SurePath con el kit GlAsymphony DSP HPY Medio, seguido del andlisis con la
prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA, produce resultados reproducibles.

Se usaron tombién los resullodos del eshdio interno para evaluar la reproducibilidod cuantitativa
de los resullados obtenidas con la preparacién de de sedi celulor de posgradiente
con SurePath con el kit GlAsymphony DSP HPV Meclia.

Cuatro ios disti fech, el andlisis en & dias dishi con 3 insk

GlAsymphony SP distintos y 3 lotes distintos del kit QlAsymphony DSP HPV Media, con los
componentes 1, 2, 3, 4 y 5 del perfil. Se analizaron los componentes 1, 2, 3 y 4 del perfil con
18 repeficiones, que dieron 162 detes por coda componente del pedhil. El componenie 5 del
perfil se analizé con 16 repeficiones, lo que dio 144 dalos [consulie ki fobla 54 o continvacién).

Tobla 54. Reproducibiiided de los de sedi colvior de posgradiente con SurePath:
preparocion de las con el kit QlAsymphony DSP HPY Media; reproducibilidod
cvanfitchiva.

1041

* Entte combinaciones de dios, usuarios, lotes del kit GlAsymphony DSP HPY Madia & instrumantos GlAsymphany 5P
difecanies.

la reproducibilidad cuantilativa es muy alta, como indica el hecho de que todos los valores de
CV se montienen por debajo del 20%. las desviociones estandor entre series analilicos son
comparables al corespondiente valor dentro de los series onoliticas, lo que indica unos
resuitados uniformes con independencia del instrumento o del lofe de kit usado,

g =
MARISOLIMASINO
BIOGUIMICA- M.N. 0483
0T - TEGNPLAR S.A

Reactividad cruzado

Se analizé un conjunio de baclerios, virus y plasmidos presentes habitualmente en el fracto
anogenital femenino, asi como un conjunto de fipos cutunecdpicos del VPH de los que se
disponia de clones, para determinor si se produciria reoctividod cruzada con la prueba digene
HC2 HighRisk HPY DNA. Todes los microorganismos se analizaron a concentraciones de
1 x 10% a 1 x 107 microorganismos por mililitro. Se analizé ADN purificado de virus y plasmid
a una conceniracién de 4 ng/ml.

Se analizaron las siguientes bocterias, todas con un resullodo negativo, en la pruebo digene
HC2 HighRisk HPV DNA:

® Acinetobacter anitratus

* Acinetobacter hwoffi [ATCC 17908]
* Bacleroides fragilis [ATCC 25285)

® Bocteroides melaninogenicus

# Condida olbicans (ATCC 14053 o 10231)
® Chlamydia rachomatis

@ Enlerobacter cloacoe

® Escherichia coli (HB101]*

@ Escherichia coli

* Fusobocterium nucleatum

* Gardnerella vogindis

® Hoemophilus ducreyi

® Klebsiella pneumonioe

® Laciobacillus acidophilus

®  Mobiluncus curisii

®  Mohiluncus mulieris

®  Mycoplosma hominis

& Mycoplasma hyorhinis

® Neisserio gonorrhoeae (ATCC 194724)
® Naissaria lactamica [NRL 2118)

* Neisserio meningitidis (ATCC 13077)

* Sa analizgron ko capa de E. coi uilizada pora o crecmiena de plésmides [HBI01) y una cepa sk de E. cof
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S Neisseria meningitidis {ATCC 29256}
*' Peptostreptococcus anaerobius
Proteus vulgaris [ATCC 21117, 8427, 33420)
® Serrafic marcescens
‘s Staphylococcus aureus cepa de Cowan)
* Stophylococcos epidermidis
* Sireplococcus foecalis (ATCC 14508
* Sireplococcus pyogenes [ATCC27762)
+ Treponema pallidum
® Trichomonas voginalis
® Ureaplasma vrealyticum

Se analizb ¢l siguiente ADN virol o plosmidico o suero humane, en lodos los casos con un
resubiodo negativo, en la prueba digene HC2 High-Risk HPV DNA:

®  Adenovirus 2

* Cilomegalovirus

® Virus de EpsteinBarr

® Suero con positividad para el aatigeno de supericie del virus de la hepotitis B
Virus del herpes simple |

Virus del herpes simple 1t

® Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH, RT-ADN])

Tipos del VPH 1, 2, 3, 4, 5,8, 13y 30

* Virus simio de fipo 40 [SV40}

.

El Snico plésmido que mostré reactividad cruzoda en la prieba digene HC2 HighRisk HPY DNA
fue el pBR322. lo reoctividod cruzado entre el pBR322 y la mezclo de ki sonda no es
imprevista, ya que es dificil eliminar todo el ADN del pBR322 veclorial al aislor el inserto de
YPH. Se ha descrito ko presencia de secuencios homélogos al pBR322 en muestros genitales
humanas, y podricn obtenerse resvltodos positivos folsos en presencio de niveles alios de
plasmidos bocterianos. Sin emborgo, 298 muesiras clinicas con un resuliode positivo en la
prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA no uvieron resullados posilivos por presencia del
pBR322 cuando se analizaron con uno sonde de pBR322. Por tanto, lo probabilidad de un
resultado positivo falso en la prueba digene HC2 HighRisk HPY DINA debido o secuencias
homélogas al pBR322 parece ser boja.

MARISOL
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Hibridacién cruzada

Se analizaron 18 fipos diferentes de VPH [de olta y bajo riesgo] con la prueba digene HC2
High-Risk HPY DINA a concentraciones de 4 ng/ml de ADN del YPH. Todos las dionas de VPH
de alto riesgo fueron positivas. Este estudio demosird lambién que existe un pequedo grado de
hibridocién cruzoda entre los tipos 6 y 42 del VPH y lo prueba digene HC2 High-Risk HPY DNA.
Las muestras de pacientes con niveles alios {4 ng/ml o més) de ADN de los fipos det VPH 6 o 42
pueden mostrar resublodos positives falsos con lo prueba digene HC2 HighRisk HPY DNA. la
importoncia clinica de este hecho rodica en que puede derivarsa innecesariomente para una
colposcopio o pacientes con niveles de ADN de Jos tipos del VPH & ¢ 42 de 4 ng/ml o mas.

Lo prueba digene HC2 HighRisk HPV DNA también ha do reaclividod jo con los
fipos del VPH 40, 53 y 66. Estos tipos son raros y no hay suficientes pruebas para establecer lo
correlacion exocla entre ka infeccién por estos fipos y la oparicién de lesiones de grodo allo
[15). También existen informes en la literalura de que sondas complejas similares a lo utilizada
en esta prueba pueden cousar resuliadas positivos falsos debido o hibridocién cruzade con los
fipos del VEH 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MMB o MM9 (35). Aungoe varios de sstos
tipos de YPH son raros o son fipos nuevos que no se encueniran con frecuencia en las lesiones de
grodo dlio, las pacientes cuyas muesiras conkengan niveles alios de estos lipos de ADN del VPH

pueden ser d das incorr para una colp pi

Efecto de la sangre y de ofras sustancias sobre las muestras recogidas
en STM

Se evalué el efecio de lo sungre y de olras susioncios potencial interferentes definidas o no
definidos en la prueba digene HC2 HighRisk HPV DNA. Se afiadieron sangre completa,
productos para lavado vaginal, cremos onfifingicas y geles anticonceptivos (ogentes que se
pueden encontrar con frecuencia en Jos muestras cervicales] o muestras recogidas en STM,
posifivas y negativas [combinociones de muestras clinicas y muestras no clinicas), o las
concentraciones que pueden enconirarse en los muesiras cervicales.

Ne se cbservaron resultodos pasitivos folsos con ningune de los cuako agentes o ninguna
concentrocién. Sin embargo, puede nofificarse un resubado negativo falso en muestras dinicas
con cantidades de ADN del VPH préximas al valor de corte de la prueba (1 pg/ml] si hoy
niveles alios de crema antifingica o de gel onficoncephive en la muestra. No obstante, es muy

poco proboble que una clinica contenga cosi exclusivamenie una de esias sustancias, yo

que el cuello del Giero se limpia sislematicamente antes de obtener muesiras pora fo ciologia y
para el ondlisis del VPH.
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Efecfo de'la sangre y de ofras sustancios sobre las muestras recogidas
en PreservCyt

Péeparacién manual de fas moestros

Se evalud el efecto de la sangre y de ofros sustancias polencialmenie inferferentes definidas ¢ no
mnma_la que pueden estar p tes en las gidas en PreservCyt con lo prueba
1@!5 HC2 High-Risk' I1< DNA. Se afiadieron sangre completa, producios pora lavado
vaginal, cremas antifingicas y geles anficonceptivos fogentes que se pueden encontrar con
frecuencia en las muesiras cervicales) o fondos comunes de muestras clinicas recogidas en
PreservCyl, posilivas y neg , a las conc que pueden enconfrarse en las muestras
n!<.nnr._ No se observaron i!imen nou.ion falsos ni -.nanaﬁu E_S_ooszaciomo_auh
gentes a ning Ademas, las sustancias inh en clinicas

o inhibon ko defeccién del ADN del VEH con lo prusba digene HC2 HighRisk HPY DNA.

Preparacién de las muestras con el kit QlAsymphony DSP HPY Media

Se evaluaron los efectos de la sangre y de olras susloncias que intedieren en las muesiros
recogidas en PreservCyt, con aywdo del kit QlAsymphony DSP HPY Media pora la preparacién
de muestras y andlisis automalizede con el sislema RCS, con el oni.oo an ] v..cmra %Quaa
HC2 High-Risk HPY DNA. Se onalizaron los efectos de los si ur

interferentes:

Crema antifingica

Crema onfiinflamatoria
Sangre

Gel anticanceplivo

Producta para ducha voginal
Supositorios desod h

Gel lubricante

Codo sustoncia se afadié a fondos comunes negafivas y positivos. No se observd ningin
resuliado positivo falso ni nagativa falso con ninguna de las ias, o una Geidn que
pudiera enconfrarse en las muesiros cervicoles. Sin emborgo, puede nofificarse un resultode
negativo falso en muesiras clinicas con cantidades de ADN del VPH préximas of volor de core

de la prueba si hay canfidades allas de crema ontifingico o de gel anficonceptivo en Jo muestra.

Na obstante, es muy poco probable que una muestra clinica contenga casi exclusivamente una

MARISOL MASINO
SIO0UIMICA R M.N. 9483
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de esfas sustancios, yo que el cuello del Gtero se limpio sistemdticomente onies de oblener
mueskas para la citologia y para el andlisis del YPH.

Preparacion de las muestras con el kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

Se evolus el efecto de la songre completa en muestros recogidas en PreservCyt utilizando el kit
GAsymphony DSP AXpH DNA para la preparacién de muestos y lo prueba digene HC2 High-
Risk HPY DNA. Se seleccionaron muestras clinicas con sangre visible y se anclizaron ufilizando
el método de preparacién monval de las muestras y el método avtomatizado de preparacién de
musstras con oyuda del kit QlAsymphony DSP AXpH DINA. Se compararon los resuliodos de 238
muestras, y se observaron una concordoncia global del 94,12% y un volor de p de McNemar de
0,2850, ko que indica que no exisle una diferencia estodisticamente significativa en el
desempefio clinico entre el método de preparocién manval de las muestras y el mélodo
outomatizado de preparacién de las muestros, con ayuda del kit QlAsymphony DSP AXpH DNA.

Se anclizoron los electos de las siguientes sustancias potencialmente interferenies:

Producio pora ducho voginal

Crema anfifingico

Gel onficonceplivo

Células mononucleares en sangre periférica (CMSP)
Gel lubricante

Espray femeninc

Espermicida

Particulas magnéticas

Solucitn TopElute

Cada sustancia se ofiodié o fondos comunes celulares negotivos y pasitives, a concentraciones
que pueden encontrarse en mueshas cervicoles o que pueden ahadirse duranle la preparacion
de los muesiras: No se observaron resullados positivos falsos con ningune de estas sustancias o
ninguna concentracién. MNo se observaron resultados negativos falsos con lo excepcitn del gel
anficanceptivo. Mo cblenga una muestra cervical recogida en PreservCyt para la preparocién
outomatizado de muesttos con el kit GllAsymphony DSP AXpH DNA si hay gel anticonceptivo.
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Efecto de la sangre y de ofros sustancias sobre las muestras recogidas
en SurePath '

Preparacion de las muestras recogidas en SurePoth con el kit QlAsymphony DSP HPV
Media

Vi
Se evaluaron los efectos de la sangre y de ofras sustancias potenciclmente inferferentes en
muestros recogidos en SurePath utilizando el kit QlAsymphony DSP HPY Media para lo
preparacién de las muestros y el andlisis aulomalizado con ef sistema RCS utilizando la prueba

digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Se analizoron los efectos de los siguientes susioncias potencialmente inferferentes:
Crama anfifingica

Crema antfiinflamatoria

Sangre

Gel onficonceptiva

Producto pora ducha vaginal
Supositorios. desodorantes k

Gel lubriconte

Espermicida

Coda sustoncia se ofiodié a fondas
resullodo positive folso con ninguno de los suslancios, o una concentracién que pudiero
enconkarse en los muestras cervicales.

« & & & & & 8 @

galivos y posil No se observd ningin

No se observé ningdn resullado negativo foiso, con la excepcidn de las siguientes suskancias:

® £l gel anliconceplivo produjo resuliados negativos folsos o una concentracién muy baja.

® Si en yno muesira hay presencio de una concentracién olta de crema antifingico, puede
informarse un resubiado negative folso en muestas clinicas con cantidades de ADN del YPH
cerconas of volor de corte paro la prueba. No obstante, es muy poco proboble que uno
muestra clinico contenga casi exclusivemente crema enfifingica, porque el cuella del dtero se
limpia sistematicamente onfes de oblener muestras para la citologia y para el andlisis del
VPH.

Na oblenga una muestra cervicoutering recogida en SurePath pora lo preparacion avlematizoda

de muestras con el kit GlAsymphony DSP HPY Medic en caso de presencia de gal anticonceptivo

o crema antifingica.

BI0QUIMICAHIM N, 9483
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Preparacién de muestras de sedimento celular de posgradiente con SurePath con ef kit
QlAsymphony DSP HPY Media

Se evaluaron los efectos de lo sangre y de otras sustoncias potencialmente inlerferentes en
de sedi celulor de posgrodiente con SurePoth utilizando el kit QlAsymghony DSP
HPY Media para la preparocion de las tras y el andlisis aulomatizado con el sistemo RCS

wtilizaindo ka proebo digens HC2 HighRisk HPY DNA.

Se analizaron los efectos de las siguientes sustancias potenciclments interforentes:

Crema ontifingica

Crema ontiinflamotorio
Sangre

Gel onficonceptivo

Producto pora ducha voginel
Supositorios desodorantes
Gel lobricante

Esparmicida

Coda sustancia se ofadié o mezclas clinicas negativas y posifivas que, o conlinuocion, se
procesaron a través del sislema BD PrepMate System para simular uno muestra de sedimento
celular de posgrodiente con SurePath, Se observé un Gnico resullado positivo falso tanto para
sangre como para crema antifingica; sin embargo, el andlisis estadistico no moshé una
interferencia significoliva. No se observd ningin resulloda positive folse con ninguna de las ofras
sushancios a una conc i6n que pueda

¢« & & 8 & & B @

se en muesicos cervicouterinas.
Se observaron resultados negativos folsos para crema antifingica, cremo antiinf io y gel
anficonceptivo. No oblengo una cervicoulerina recogida en SurePoth pora ka
preparacién automatizada de musstros con el kit QlAsymphony DSP HPY Media en caso de
presencia de gel anticonceptivo, crema antifingica o crema anfiinfiomatoria

Arrasire

El RCS sa ha disedado para minimizor ko contaminacion de las muestras o el arrastre de
lostatasa clealing residucl mediante el uso de puntas de pipete desechables para lo aspiracién
de reactivos y de muestros. Poro confirmar esta caracteristica de disefio, QIAGEN reclizé varios
estudios para evoluor si el uso del RCS qumenta la probabilidad de arrastee o de contaminacién
cruzado de muestras en comparocidn con el mélodo monual. Se uiifizaron vorios instrumentos
RCS para evaluar la probabilidod de arasire entre sistemaos
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Instrummanto RCS Dl Dia 2
hed | Reochvas envejacidos Raochvos frescon
2 Rooctvos fmscos Reactorus envejecidos

En la figuro 3 mas adelonte se muestra un grofico de todos los puntos de dotos de RLU/CO. El
gréfico y el andlisis de regresién de los reactivos envejecidos frente a los reactivos frescos
indican una concordancia entre ambos lipos de reactivos.

hged Rmagert TLUTS
a
L )
i
L 88

Figura 3. Gréfico de dispersion que compara los volores del colibrodor y del control del ensayo
wtilizando readtivas envejecidas y frescos,

Un detallodo de los resuliodos de concordancio muestra que no se produje ningln
cambio de los resullades cuclitativos si se ulilizabon reactivos envejecidos [consulte la tobla 54
mas adelante].

Tobla 56. Concorduncia de los reactivos frescos frenie o los reactivos envejecidos,

Pariametro extodisi Rasdhrio
Concordancia global (%] 100.0%
N werve)

97.97-100.0

El andlisis de fos datos tra que los resultodos son estodisti idénticos en los reoctivas
frescos y en los envejecidos, lo que indica que los reoctivos son suficientemente esiables si
permanecen en el instrumento durante un periodo méxima de 16 horas.
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Guia de resolucién de problemas

C o5y 3

Cambio de color incorracto o ausencia de combia de color durante lo desnoturalizacién.

qf

b)

<

d

Mo se !m preparade
correckiments el DNR.

No se ha oiadido el DINR.

La muestra contiene sangre

u olros materiales que
enmascaron el cambio de
color.

El pH de lo muestra puede

ser inusualmente dacido.

Asegirese de que el DNR confiene el linte indicodar y de
que fiene un color morado oscuro.

Mida el volumen de la muestro para asegurarse de que se
ha afiadido el DNR a la tra [deberia ser de 1,5 mi).
Si el volumen indica que no se ha afadido el DNR,
anada el volumen correcto, mezcles y efectie lo prueba si
s& observa el cambio de color correcio.

Mo se espera ¢l combio de color exacto descrito con estos
fipos de muestras; los resullados de ko prueba no deberian
verse afeclados negotivamente.

S5i se descortan los demés cousas, es posible que la
mussira sea inusuaimente dcida, en cuyo caso no se
producird el cambio de color esperado. Recoja una nveva
muestra antes de la aplicacion de écido ocético ol cuello
del itero, ya que un pH inadecuado de lo muestra
afectard negativomente a los resullodos de la prueba,

Los controles de colidad generan resultados incorrectos.

a] Se ha elegido un protacole

bj

d

de ensoyo incorrecto para la
prueba.

EIQCT4R y el QC2HR se
han colocado ol ravés

£ HRC y o QC2:HR se
han colocada ol revés.

Si el protocolo de ensayo es incorecto para lo prueba
que s& vo a reclizar, lea de nuevo la microploco en los
30 minutos siguienies o la edicién del DR2 utilizando el
profocolo de ensayo correcto.

Vuelva o andlizor las muestras.

Vuela o anolizor los muestras.

e
MARISC

SOCQUIM
oY - TEC

yi] MASING
(Cq)- M.N. 2483
nbLaB 8.4

Comentuarios y sugerencias

Se ohservo un cambio de color incorrecto durante lo hibridacién

al

<l

Meiclado inadecuado de
Ia mezch de la sonda con
colibradores, controles de
calidod y/o muestras
desnaturalizados, o no se
ha oiadido la mezcla de

Agile la microplaca de hibridacion o la grodilla para
tubos que los microtubos durante 2 minutos
mas. Si ain quedan microtubos o pocilles de lo
microplaca de color morado, oiada 25 pl més de la
mezcla de la sonda odecuada y mezcle bien. Si tras la
adicion y el remezclodo de la mezcla de la sonda no
tiene lugar el cambio de color correclo y la muestra na

tenia sangre ni olros materiales, vuelva o analizar la

la sonda, o se ho afiadido
un vol i cto de
reaclivo. muastra,

La muesira contiene sangre:
u ofros materiales que
enmascoron el cambio de
color,

Lo muesira lenic < 1000 pl
de STM.

Na se espera el cambio de color exacto descrito con estos
tipos de mueshas; los resultados de la prueba no deberian
varse ofectodos negativamente.

Compruebe el volumen de la muestro original. El volumen
debe ser de 1425 pl = 20 pl (después de quitar la porcidn
de 75 pl para el andlisis). Si el volumen es < 1425 pl, la
muestra original contenia < 1000 yl de STM. Oblenga
una muesira nueva,

Test fails assay vofidation; no signal observed in posifive colibrators, quality contrals or in
specimens

al

b)

<|

4}

Mo se ha ofiadido la
sonda ol diluyente de
sonda.

Sonda contominada con
ARNasa duranie ja
preparocidn,

Mezclado inadecuado de

la mezch de lo sonda

Mezclado inadecucda de
la mezcio de la sondo y lo

Prepare la mezcla de la sonda segin se describe on estas
instrucciones de uso. Etiquete los lubos con cuidado.

Uilice puntas de pipeta con barrera contra aerasoles pora
pipetear ko sonda y use guantes. Prepare la mezcla de lo
sonda en un recipiente estérl. Utilice dnicamente
depésitos desechables para reactivas nuevos limpios.
Después de afiadir lo senda ol diluyente de sonda,
mezcle muy bien medionte agitacian vorticial a alta
velocidad durante ol menos 5 segundos. Debe generarse
un vorice visible.

Después de afiadir lo mezcla de la sonda y la muestra o
coda porille de la microplaca de hibridacién o microtubo
de hibridocién, agite en el Rotary Shoker | configurado en
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: Comentarios y sugerencias Comentorics y sugerencias M,
Fais 1.100 +100 o 32 2mi ] se ha oiadido un volumen  pipetas estén calibradas. Afeda un semivolumen de DNR o=
Bcwn_dw. iz ) . _.m_a.mc an”&nn =_5A<_Bu ﬂcam:cﬂva 3 incorrecio de reaclivo, ose @ cada tubo y mezcle bien. Para evitor resuliodos ﬁ -
cambio de color de mo a omarillo en cada pocilio de bia Fonsakateide icnan positivas falsas, asegirese de que el liquido love toda la N e
la microploca o en coda microtubo. g supericie interior del tubo. Los calibradores, los controles S
3 . - inadecuada &l DNR con de calidad y los muestras deberian adquirir un color QJM M
e Tiempo o temperatura Hibride durante 60 = 5 minutos a 65 £ 2°C. Compruebe las muestras, los io ras la adician del DIR. - ol
incorrectos durante ¢l pase 10 femporatura del Microplate Heater | o del bofio Maria. colibradares o los e co
de hibridacién Asegirese de que el Microplate Heoter | o el bafio Maria controles de colidod. m m
estdn preparodos para calentor las muestras a lo b} Fugadeluzenel Reclice una leciura de fondo [medicién de La_on sin o =T}
lemperatura correcta y que se precalientan durante mthe DML ko pracesar] del insh to DML, leyendo uno pl =] ,m.
e dica 5
60 minutos anles de su uso. Asegirese de que el nivel de 6 asl arrarls vacia. ::nrngaa.il:o.amog_q_ acuaxmu_u :
3 Snrénmotﬂﬁaauqfn_sgca_&c@n:om& ]
ogua es suficiente para calentar kas muestras a la herméticamente; el sello o DML cos B A
lemperatura correcta. Los bafios de agua deben colibrorse que rodea lo puerta esid instrucciones, o pdngase en contacto con el servicio
periédicamente. roko. Kenico de QIAGEN.,

h)

Yalores de RIU elevodos en los calibradores, los controles de calidad y/o los muesiras
(2200 RLU en muchos o en todos los pocilles de lo microploca). Es posible que ko pruebo no

Mezclodo inodecuado
duronte el paso de captura

No se ha ofadido la
contidad correcia de DR1
© 0o se ha incubado
durante el tiempa
especificodo.

No se ho afiadido la
contidad correcta de DR2
o no se ho incubado
durante el iempo
especificodo.

Fallo de funcionamiento o
programacién incorrecia
del inshumenic DML

supere la validacién del ensayo.

o)

Mo se ho aiadida DNR, o

Agite en un Rotary Shaker | durante 40 £ 5 minulos a una
temperatura de 20 "C a 25 °C segim se describe en estas
instrucciones de uso. Calibre el Rotary Shaker | para
comprobar su velocidad. (Consulte el monual del usvanio
del Rotary Shaker | {Rotary Shaker | User Manual).
Pipetee 75 pl de DR en coda pocillo de la microploca
utilizendo una pipeta de 8 canales. Incube a una
temperaturo de 20 °C a 25 °C durante 3045 minutos.

Pipetee 75 pl de DR2 en coda pocille de la microplaca
utilizando una pipeta de 8 canales. Incube a una
temperatura de 20 °C a 25 *C durante 15-30 minutos.

Consulte el manual del usuario del instrumento DML
correspondiente y el manual del usuorio del software si
desea oblener instrucciones, o pdngase en cantacto con ef
servicio téenico de QIAGEN.

w“OOC_I_n
-TECN

Asegirese de que la pipeta repetidora dispensa con
exachtud ontes de anadir el DNR. £s esencial que los

<l

e

g

hj

Comaminocién del DR2 o
de s podiiks de ka
microplaca de captura con
DR1 o fosfatasa alealina
exégena

TamgiGnde kovado
contominado

£l Automoted Plate
Waosher esté conlominado.

Lavado inadecuada de los
pocillos de la microplaca
de captura tras lo
incubocién con al DR1

Contominocién de los
pocillos de la microplace
con DRI

Se ho secodo lo solucidn
de hibridocion en ko
misma zona de los loallitos
Kimtowels o de hojas de
papsl absarbente de poca

Consulle "Control de contaminacién del DR2” en la
pagina 139,

Consulte “Control de contaminocién del aparato de
lavodo y/o de la fuente de aguo” en la pégina 139.

Consulfe *Control de contaminacién del aparato de
lavado y/o de ko fuente de agua” en la pégina 139,

Lave bien los pocillos de la microplaca de copluro con el
tampén de lavado 6 veces, haciendo rebosor los pocillos
o utilizando el Automated Plate Washer. No debe verss
ningtin Fquido rosa residual en los pociflos de la
microploca tros el lavado. Consulle el manual del usuario
del Automaoted Plate Washer [Automated Plate Washer
User Manual) si desea obiener instrucciones para
comprobor si existen contaminacion o fallos de
funcionamiento.

Aseglrese de que todas las superficies de rabajo estan
limpiass y secas. Tenga cvidodo ol usar el DR1. Evite
generar ceroscles.

Na vuelva o secor con toallifas Kimtowels u hojos de
papel absorbente de poca pelusa equivalentes
praviamente usadas.

frstru
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_ Comentarios y sugerencios

i

Cocontes PC/NC bojos o ndmero olto de muesiras positivas baijas con codentes <2,0 (> 20%.

pelusa BcTo_s.Fu_.

Se han usedo roallites de
secado incorrectas.

" “Use toallitas Kimtowels u hojas de papel obsorbente de

poca pelusa equivalentes para el secado.

Es posible que la prueba no supere ko validocion del ensayo.
a] Preparacién inadecvada

b)

<

de la muestra

No se ha mezclodo
odecuadamente la mezcla
de la sonda o se ha
ciadido una cantidad
insuficiente de mezcla de
la senda.

Se ha aiadido un volumen
inadecvado de mezcla de
la sonda a cada microtubo
de hibridacién o pocillo de
les microplaca.

Pérdida de ocfividad del
DR1

Caplura insuficiente

* Adioda ¢l volumen correcio de DINR y mezcle bien,

mediante agitocién vorlicial. Para evitar resuliodos
positivos falsos, asegirese de que el liquide lave toda la
superficie interior del ubo.

Para las muestras recogidos en PreservCyl, aseginese de
que se realiza un mezclado aprapiado y de que se vuelve
a poner en suspension el sedimento celular ontes de la
incubacidn para desnaturalizocién.

Debe observarse un cambio de color evidente de
ransparenie o morado oscuro. Incube durante

45 £ 5 minutos, 0 65 £ 2 °C.

Prepare la mezcla de la sonda tal como se describe.
Mazcle bien medionte ogilacion vorticial, asegurand

de que se produce un vértice visible, Lo mezcla de la
sonda debe aftodirse a los lubos con una pipeta de
desplazamiento positivo o con una pipela multicanal pere
garaniizar una dispensacion exacko,

Asegirese de que la pipelo de 8 canales dispensa con
exachitud antes de aiadir lo mezcla de la sonda. Aioda
25 pl de la mezcla de la sonda a cada microtubo o
pocillo de la microplaca gue contenga colibradores,
controles de colidad y muestras desnaturalizados. Debe
observarse un combio de color de morade oscuro o
amarillo iras lo adicion y el mezclado correcto. Los
muesiras racogidas en PreservCyt deben adquinr un color
roso en lugar de omarill.

Canserve el DR1 a una temperatura de 2 °C o 8 °C.
Utilicelo antes de lo fecha de coducidad.

El paso de capture debe realizarse con un Rolary Shaker |
configurado en 1100 £ 100 rpm. Calibre el agitader

Comentarios y sugerencios

i

lavado inadecvado

Tampén de lavado
confaminado

pora validar su velocidad.

Lave bien los pocillos de la microplaca con el tampén de
lavado 6 veces, haciendo rebosar los pecillos o utilizando
el Automated Plote Washer.

Consulte el apariado “Control de contaminacién del
aporato de lovado y/o de lo fuente de agua”, en lo
pégina 139.

Serie de muestras positivas con valores de RLU oproximadomente iguales

o

bl

<l

Contaminacién de los
pocillos de ka microploca
de coplura duronte la
prueba

Contaminacién del DR2

Fallo de funcionamiento
del Avtomated Plate
Washer

CV amplios entre duplicodos

a)

b)

<

Pipeleado inexacto

Mezclodo insuficiente

Tronsferencia incomplela
del fiquido de los
microtuhos de hibridacidn
o de los pocillos de la
microploca de hibridacion

Cubro la microplaca de captura durante lodas los
incubaciones. Evite lo expasicién de los ubos a la
contaminacién por verosoles al realizor el ensayo. Use
guantes sin kalco durante ka manipulacién.
Asegirese de no ¢ inar la solucién pairén al
pipeter el DR2 en los pocillos de lo microplaca de
captura. Evite la conlominocién del DR2 con aerosoles
procedentes del DR1 o del polvo del laboratorio, etc.
Consolte “Control de confaminacién del aporalo de
lavado y/o de ki fuente de agua” en la pagina 139 o
consulte el manval def usuario del Automoted Plate
Washer {Automated Plote Washer User Manual) si desea
obtener instrucciones para comprobar si existen

iricin o els. do R

Compruebe la pipeta pora asegurarse de que se
dispensan volumenes reproducibles. Colibre las pipetas
de forma sistemdtica.

Mezcle bien en todos los posos. Mezcle mediante
ogitacién vorticial antes y después de la incubacion para
desnaturolizacién y después de afiadir lo mezcla de la
sonda. Asegirese de que se produce un vrfice visible.
Asegiirese de que se fieren voli reproducibles
de lo microplaca de hibridacién o de los microfubos de
hibridocién o las pocillos de la microploco de captura.

IF-2018-15203650-APN-DNPNI#ANMAT

pagina 83 de 87

Instrucciones dé v para Ja prucha diganed® HC D FaghRish HFV DA 05201

Aina clatens de ux para i prusho digene® HOZ MghRisk HPY DHA - GB72075



Comenturios y sugerencias

a los pocillos de lo
microplaca de captura

dl Condiciones inadecvodos

el

de lavodo

Contaminacién de los
pocillos de lo microplaca
con DRI

Lave bien los pocillos de la microplaca con el tompdn de
lavado & veces, haciendo rebosar los pociflos o utilizondo
el Avtomated Plate Washer.

Asegurese de que lodas las superficies de irabajo estn
limpias y secas. Tenga cuidado ol usar el DR1. Evite
generor oerosoles.

o}

b)

<)

DR2 vdo

A

g de que no se produzca una contaminacian

Contaminocidn de los

pecillos de lo microploca
con DR1

Secado en la misma zona
de lodllitas Kimtowels o de
hojas de papel absorbente
de poca pelusa
equivalentes en varios filos

cruzada de las muesiras ol distribuir el DR2 entre las
muestras. Si dnicomente se utiliza parte de un kif,

disy el vol ic para esa prueba en un
depésito desechable para reactivos limpio antes de flenar
la pipeta.

Lave bien los pocillos de la micraplaca con ef tampén de
lavado 6 veces, haciendo rebosor los pocilles o utilizando
el Avtomated Plate Washer. No debe verse ningin liquido
rosa residual en los pociflos de la microplaca tras el
lovado.

No seque en una zona que se hoya usado previnmente.

DT - TECNGUABR S.A.

G Soay .

Condiciones inodecuadas
de lovodo

Contaminacién de la punta

Conversion.

Debe obssrvarse un cambio de color evidente de
Iransparente a morado ascuro. Incube duranie

45 + 5 minutos o 65 £ 2°C. Para la preparacién manual
de gidas en SurePath, asegirese de que las
muestras se incuben durante 90 + 5 minulos a 65 £ 2 °C.

Lave bien los pocillos de la microplaca con el tompdn de
lavodo & veces, hociendo rebosar los podiflos o uilizendo
el Automated Plate Washer.

El paso de desaaturalizacid del procedimiento de

de pipeta con ial
desnaturalizedo durante la
transferencia de lo musstra
desnaturalizeda ol
microtubo de hibridacion o
al pocilko de la microplace
de hibridacién

p jenl da kos mussiros debe rsalizorse segin s
indica en esias instrucciones de uso. La realizocién de
forma incorrecta de la ogilacién vorficial, la inversidn del
wbo y lo agitacién puede cavsar una desnalvralizacién
incompleta de hibridos de ARN-ADN inespecificos
enddgenos da las muestros cervicoles. Paro las muestras
recogidas en PreservCyt o SurePath en pariicular, es
probable la presencia de estos hibridos en la pared
interna del lubo de desnaturclizocion de muestras. Para
evitor el arrosire de esle material celulor no
desnaturdlizado, la punta de pipeta no debe locor la
pared del ubo de desnaturalizacién de muestras duronte
la transferencia de la muestra desnaturalizada ol
microlubo de hibridocién o al pocillo de la microplaca de
hibridacian.
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dl  Preporacién inadecvada Anada el volumen correcto de DNR y mezcle bien,
de la muestra mediante agitacién voriicial, Para evitar rasubades Valores elevodos de RLU del NC > 200 RLU). H resto de Ja prueba sz redliza segin lo previsto,
pos-!:vm B:.tlzos., asegirese de que el liquida lave toda la &) Se ha incubada ol DI g Vuelva o realizar lo prueba y asegirese de que los pasos
ApRdicis Tomiine cel ho. una temperaturg superior o  9e caphiray d ién se incuban @ una femp de
Pora la preporacién manual de muestras recogidas en 2025 °C. 20"Co25°C.
PreservCyt, asegirese de que se realiza un merclado . . s
apropiado y de que se vuelve a poner en suspensién bj Se haincubado el DR2 Lea la microplaca WG’ de 15 minutos (pero no mas
0 L B m celular ontes de o duionte nids de 30 30 minutos) de incubocidn a uno temperature de 20 "C a
incubacion  pora  desnofurdlizocion Consulte  los minutos. 25
instrucciones de uso del kit digene HC2 Somple o Contominocidn del DR2 ¢ Consulte “Control de contaminocién del DR2” en la
stiuseiones da o pare fo priebo digane® HC2 Highlisk HPY DNA - 0B/2015 7 REFUCTIDW U L) PATS @ prosha dpene HT2 HighRak HPY DMA 08,7015 38



Comentarios y sugerencias
del tampdn de lavado con  pagina 139 o “Control de contaminacién del aparato de
fosfotasa alealina o DR1 lavado y/o de lo fuente de aguo” en la pégina 139.
ummmhdmamcqumx-hm

EJ HRC y ef QC2-HR s han Vuelva a analizor las Lea con cuidade las
colocado ol revés. etiquetas de los violes del calibrador y del control de
S calidad para evilor colocor al revés estos reactivos.

Control de contaminacion del DR2

. Pipstee 75 pl del vial de DR2 distribuido, residual u eriginal en un pocille de lo microplaca
de coptura vacio.

Nota: El andlisis del DR2 por Iriplicada proporciona una evaluacién dptima del
rendimiento.

2. Incube o una lemperatura de 20 °C a 25 °C durante 15 minutos. Evile la luz directo del sol.

3. Mido la microploca utilizando un instrumento DML,
£l valor del control del DR2 debe ser < 50 RIU.
Si los volares del DR2 son < 50 RLU, puede usorse of DR2 para repetic la prueba.
Si esta inada (> 50 RLU), oblenga un kit nuevo y repita la prueba.

Control de contominacién del aparato de lovado y/o de la fuente de

agua

1. Etiquete los pocillos 1-4. Pipelee 75 pl de DR2 en 4 pacillos diferentes de lo microploca de
captura,
El pocilio 1 sirve como control del DR2.

2. Pipetee 10 pl del lampén de lavado desde el frasco de lavodo ol podille 2 de la
microplaca.

3. Deie que el tampén de lavado fluya o ravés del ubo del oparato de lavado Pipetes 10 pl
del tampdn de lavoda desde el lubo ol pecillo 3 de o microploca,

4. Qblenga vna porcidn del aguo vsada para preparor el lampén de lavado. Pipetee 10 pl
del agua en el pocille 4 de la microplaco.

5 Incube o uno lemperatura de 20 °C a 25 °C durante 15 minutos. Evite la luz directo del sal.

“ai0QUIMICAH M.N 8423
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6. Mida la microplaca ulilizando un instrumento DML
El valor del control del DR2 {pocilla 1] debe ser < 50 RLU.

Compore el volor de RLU de los pocillos 2, 3 y 4 con el valor de RLU del control def DR2.
El valor individual de RW de los pocillos 2, 3 y 4 no debe superar en mas de 50 RLU el
valor de RLU def control del DR2.

Los volores que superen en mas de 50 RLU el volor del control del DR2 indican
contaminacién. Consulte "Mélodo de lavado manuol” en la paging 61 si desea oblener
instrucciones acerca de lo limpieza y el mantenimiento def aparoto de lavado.

Control de conteminacién del Automated Plate Washer

1. Ehiquete bos pocillos 1-5. Pipetee 75 pl de DR2 en 5 pocillos dilerenies de la microploco de
caphro.

El pocillo 1 sirve como control del DR2.

2 Pipetee 10 pl del ampén de lavado desde el frasco de tompén de lavado para &l kavador
de placas, ol pocillo 2 de la microplaca.

3. Pipetee 10l del liquido de enjuague desde &l frasco de liquido da enjuague para el
lavador de placas ol porillo 3 de la microploca.

4 Pulse el botén Prime [Cebar] en el leclodo del lavador de placas, dejonds que ef fompon
de lovado fluya a iravés de las vias. Pipelee 10 pl del fompdn de lavado desde la cubeta ol
pocitle 4 de la microplaca.

5. Pulse el botén Rinse {Enjuagar} en el teclado del lavador de placas, dejando que lo sokucion
de enjuogue Auya o través de las vias. Pipetes 10 pl del lampén de lavado desde lo cuber
af pacillo 5 de lo microploca,

& Cubro e incube durante 15 minutos a uno temperotura de 20 °C 6 25 °C. Evite la luz
directo del sol.

7. Midao lo micreploca ulizando un instrumento DMLE! valor del control del DRZ |pocills 1)
debe ser < 50 RLU
Compare sl valor de RLU de los pocillos 2, 3, 4 y 5 con el valor de RIU dal control del
DR2. El volor individuol de RIU de los pocillos 2, 3, 4 ¥ 5 no debe superar en mas de
50 RLU el valor de RLU del canirol del DR2.

Las valores que superen en mas de 50 RLU el valor del control del DR2 indican
contominacién del kavador de placas

Caonsulle & monual del usuario del Automated Plote Washer Monval [Automated Plate
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Washer User Manual] si desea obtener informocién sobre el procedimiento de
&ouno:_ﬂ-..m:gg

..w_ QUM A-M.N. 0483
BT TECHOLAB S.A.

Informacién de contacto

Usilice lo hoja de informacion de contacto de QIAGEN que se incluye en el kit de lo prueba para

ponerse en conlocto con el representante local de IAGEN.
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