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I
1,

VISTO, el expediente nO 1-47-3110-4887/15-1 del Registto de la
I

Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médi~a y,

CONSIDERANDO:

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

modificación del producto diagnóstico de uso "in Vitro" denominado 1) hybrid

Capture 2 HPV DNA Test, 2) HC2 DNA Collectlon Device y la baja del registro del

003025.

Que a fojas 136 consta el informe técnico producido por el S rviclo de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos Júnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley NO

16.463, Y Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición NO 2674/99.

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

Decretos N0 1490/92 Y por el Decreto NO 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAiL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DISPONE:
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ARTÍCULO 1°,- Autorizase a la firma TECNOLAB S,A. las mOdificacion1esque se

detallan en el Anexo del producto para diagnóstico de uso In Vitro denominado

l)lhYbrid Capture 2 HPVDNA Test, 2) HC2 DNA Collection Device.
, .

ARTICULO 2°.- Dése de baja al registro otorgado mediante certificadO N°

00,3025 del producto para diagnostico de uso "in vitro" denominado 3) PANELDE

CqNTROL HPV DIGENE perteneciente a la firma TECNOLAB S.A., mant niéndose,,
la vigencia del mismo

I
ARTÍCULO 3°.- Acéptense los nuevos proyectos de rótulos y Manual de

Instrucciones a fojas 42 a 128. Desglosándose las fojas 105 a 128 en donde

deberán constar las modificaciones mencionadas en el Art 1° precredente y
I

anbo.
I

ARiICULO 4°,- Practíquese la atestación correspondiente en el Cert,jfJcado nO

003025, cuando el mismo se presente acompañado de la fotocopia altenticada

de.la presente Disposición. l
ARTÍCULO 5°,- Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de 'in ormación

Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas notifíquese al interesado Ji' hágasele

entrega de la copia autenticada de la presente Disposición junto con 1, s nuevos

pJyectos de rótulos y manual de instrucciones. Cumplido, archívese.-
I
,
,
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Expediente nO: 1-47-3110-4887/15-1
i

DI?POSICIÓN N°:

Dr. ROBERTO LEDE
Subadmlnlstrador Nacional

A.N .M.A.r.
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ANEXO

Expte. NO 1-47-3110-4887/15-1

PRODUCTO: 1) hybrid Capture 2 HPV DNA Test, 2) HC2 DNA Collection Device

Ampliación y / o
Modificación

*Modificación del
Origen de

elaboración

* Cambio de nombre

* Modificación de la
forma de

Presentación de los
com onentes

Anteriormente
A robada

QUIAGEN GmbH - 1201
Cloper Road, Gaithersburg,

MD 20878, USA.

1) Hybrid Capture 2 HPV
DNA Test.

2) HC2 DNA Collection
Device.

- Diluyente de sonda: 1 x
7 mI.

- Sonda B de HPV: 1 x 150
I

Modificaciones
solicitada~

QUIAGEN - 19300
Germantown Rioad,

Germantown, MD 20874,
USA.

1) digene@ HC2 HPV DNA
Test (cod: 5198-~220).
2) digene@ HC21DNA

Collection Device (cod:
619204 .

- Diluyente de son~a 1 x 5
mI.

- Sonda B de HPV: 1 x 100
I

DISPOSICIÓN NO:
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31 2 6
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PROYECTO DE RÓTULOS EXTERNOS
3 1 2 61'

digene@ HC2 HPV DNA Test

digene@
HC2 HPV DNA Test

0.35 mi Indicator Oye
50 mi Denaturation Reagent

5 mI Probe Diluent
150 ¡JI Low-RiskHPV Probe
100 ¡JI High-Risk HPV Probe

1mi Low-RiskHPV Qualily Contorl
1mI High-Risk HPV Qualily Control

2 mi Negative Calibrator
1 mi Low-RiskHPV Calibralor
1 mi High-Risk HPV Calibralor

1each Capture Microplate
12 mI Detec!ion Reagenl 1
12 mI Detec!ion Reagent 2

100 mI Wash Buffer Concentrate

Q1AGEN
19300 GonnanlDwn Rood
Gormont>wn. MO 20874USA

••
wWw.QIAGEN.com
• ¡'¡¡00421>81 57
PrOduc:t of Unitad SkJIeI
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GERMANY
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1059,7.46Rev.2 Patent6.221,S81

IMPORTADOR: TECNOLAB SA Eslomba N° 964 -
c1427cco. CABA Teléfono: 54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Bioq. Marisol Masino

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

003025
I

AUTORIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD
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digene'" HC2 DNA Collection Device

digene@ HC2 DNA CollectionDevice
~ Precau1ions and Warnings

00 no! use o;rvlc:al bfush Wl'JIPfeg:n/lllt Wl)m('1l,

@] Preventivni apatreni a varováni
NellO\lÍiveile cervlkáfnl ~eIi ü téndrtjch ten.

[ggj Advarsler og forhoktsregler
CtllVixbDr$len m6. ikke llrn'endes til (JI'avide tmder.

~ Sícherhoits. und Warnhínweise
Die lervlxbúrste nIdlt en schwangefen Frauen verwendel'l.

(£JJ nporpuM~W; KOlnpotl&mOllÍat:lt)
Mr]v XP'!O'llfOnOltlTt TflY rpoxr¡.1.w'¡ l3OOPToo en: tyK.Vw;:,

~ Precauciones y ndvertenclas
No uDlt!:ar el escobilón cervical en mujeJes erJt¡¡lfazadas.

[J[] Varotoime1 ja varoitukset
CélvlJ\s.hatjM ei saá kliyttM laskaarta óleviinMisin,

Précautions et mises en garde
Na pas \J1~isefde C)'lobrosse d\elles Iemrnes encelnles

Precauzioni e awertenZe
Non UlJizzare lo spauolloo per tampone oervlc:aIe su donne [n gtavidanza.

VoorzorgsmOQlregeJen en waorschuwingen
De cervicaIe borstel mag n1et wotdM ¡)('Oruld bIj twanaere .,,-ouwen.

Precaul(Oetl e Avisos
Nao tdlal a escova cervical em muberes g.ravIdas.

FOrsiktighetell.tgArdet och Vamíngar.
Mvanlllnle cetvixborsI.e pA gTavkla kVimor
Uyo:nlal ve Q'llernle1
5ervik:s hl~n1 hiWllHekadmlarda kullanmaYIR

C€ W
50

fO\ IJrso'C
\SI 1S'C-1 IRXONlVI

0000••••••••==
QIAGEN
19300 Germanlown Roed
Germanfown, MD 20874
USA
+ 1-801).426-8157
"IIW\N .q!agen,com

1081175 Re•. 01 "':>d",te'¡USA

I EC I REPI QlAGEN GmhH
QlAGEN SItáUtl 1
40724 Hllden
GERMANY
+492103290

IMPORTADOR: TECNOLAB SA Eslomba NO 964
c1427cco. CABA Teléfono: 54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Bioq. Marisol Masino

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

AUTORIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD

CERTIFICADO N°: 003025
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PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS

digenel!> HC2 HPV DNA Test

n::: "
~

•••••"'"'"
Probe Diluent ;:;

contains 5 mi tacetK cad; poIyacrylic acid ••
(][) 1058223 %8'C [EJ $g

2'C :2
.QIAGEN ILOn S

Maryland, USA Produc! 01 United States

¡I¡ji I
"""'"

Detection Reagent 1
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¡;~
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TC ~

~
2
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2"c-1 ~[El
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•• Q1AGEN o Maryland, USA
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,------
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digene'" HC2 DNA Collection Device

Product of United States

~8'C

Tc4

3 1 2 6~
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Prueba de ADN del VPH «(d¡gene~HC2 HPV DNA Test"

Un ensayo de hibridación de ácidos nucleicos in vitro con amplificación de
señales usando quimioluminiscencia de microplacos para la defección cualitativa
del virus del papiloma humano (VPH).tipos 6,11, 16, 18,31, 33, 35, 39, 42,43,44,45.
51,52. 56, 58, 59 Y 68 Yanálisis de los grupos de bajo y alto riesgos de ADN del VPH
en especímenes cervicales: VPH tipos 6/11/42/43/44 Y
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68.

Para su uso con:
Dispositivo de recolección de AON ((digene@HC2 DNA Collection Device"
Medio de transporte de especímenes «digeneC!JSpecimen Transport Medium))
Solución «HOLOGIC PreservCy~ Solution»

CAMBIOS CLAVES DE LA REVISiÓN DEL PROSPECTO ANTERIOR
1. Información del fabricante y fijación de morca del producto actualizados.

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

MARISOL
BloaUIMlCA
DT-TECN

.~.

Se dejó esta página intencionalmente en blanco,

ASINO
.N.9483
AB S.A.

Sample & Assay Technologies

••
5198-1220

QIAGEN

19300 Germantowrl Road
Germantown, MD 2087.4
USA

1059754 Rev. 2

f!@*flG••••••••••QIAGEN~
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PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Los virus del papiloma humano se componen de una particula viral icosaédrica (virión) que contiene una
molécula de ADN circular de doble cadena de pares de base 8000 rodeada de una cápside proteica. Después
de la infección de células epiteliales, el ADN viral se establece a través de todo el grosor del epitelio, pero se
encuentran intactos los viriones solamente en las capas superiores del tejido. Asi, puede enconlrarse el ADN
viral ya sea en viriones o como secuencias de VPH episomáticas o de VPH integradas, dependiendo dellipo y
grado de lesión.

A la fecha, no puede cultivarse el VPH in vitro y las pruebas inmunológicas son inadecuadas para determinar
la presencia de infección cervical por VPH. Puede obtenerse evidencia indirecta de infección anogenital por
VPH a través de un examen fisico y por la presencia de cambios celulares característicos asociados a la
replicación viral en examen de Papanicolaou o especímenes de biopsias. De manera alternativa, las biopsias
pueden ser analizadas por hibridación de ácidos nucleicos para detectar directamente la presencia de ADN
deIVPH.

H¡gtóricamente, se han considerado los VPH 16 Y 18 como tipos asociados de cáncer de a~o riesgo de VPH. 2.
g, 10 Se ha demostrado que los tipos de VPH 31, 33 Y 35 lienen una asociación intermedia con el cáncer. 2, 11

Esta asociación intermedia se debe al hecho de que estos tipos se detectan más frecuentemente en NIC 2--3
que en cánceres. Por lo tanto, los cánceres asociados a la presencia de estos tipos son menos comunes que
los cánceres que se asocian a los tipos de ADN de VPH de alto riesgo 16118.2. 12 Estos cinco tipos de VPH
conjuntamente representan alrededor del 80% de cánceres cervicales. 2,1 ,1~ Se han Jdenliflcado los tipos de
ADN del VPH de riesgo alto e intermedio adicionales, incluyendo los ~os 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 Y 68,
como los VPH principales detectables en los cimceres remanentes. 2,14-

la infección por VPH es común en adultos que han tenido más de una pareja sexual (o una sola pareja que
ha tenido múltiples parejas) y puede persistir por años sin síntomas. La infección con algunos tipos de VPH es
un factor importante de riesgo de cáncer cervical; no obstante, la mayoría de las mujeres con infección por
VPH no desarrolla cáncer cervical o NIC 2-3 Y las infecciones se revierten. La mayoria de las infecciones
causa cambios citológicos leves que se resuelven. Se ha demostrado que el ADN del VPH está presente en
aproximadamente el 10% de mujeres con epitelio cervical normal, pero la prevalencia real en grupos
especiflCOs de mujeres está enormemente influida por la edad y otras variables demográficas. 2, 13, 21 Estudjos
prospeclivos (edad 16-60 años) han demostrado que el 15%-28% de mujeres ADN de VPH positivas
desarrolló lesiones ítllraepite!iales escamosas (Sil) sugestivas de NIC 1-3 ó cáncer dentro de 2 años en
comparación con solamente eI1%-3°A, de mujeres ADN de VPH negativas. ~,22.23 En particular, fue mayor el
rie~o de progresión para los tipos de VPH 16 y 18 (aproximadamente el 40%) que para otros tipos de VPH. ~,
6,10, 3,2~ la mayoría de las Sil fue de grado bajo.

Muy pocas mujeres ADN de VPH positivas desarrollan HSll citológico, indicando N1C 2-3 subyacenle ó
cáncer. :15 No se ha descrito adecuadamente el riesgo absoluto de desarrollar una anormalidad ci!ológica del
il'lcidente después de una infección por VPH con tipos detectados por la prueba de AON del VPH digene HC2
y se sabe que varía en poblaciones distintas. 6

Aunque la literatura científIca actual sugiere que la infección persistente con VPH de alto ri~o es el factor de
riesgo principal para el desarrollo de neoplasia cervlC8l de alto grado y cáncer 2.~,5, ID, 2~, , la persistencia
aparente .puede representar una infección continua con un tipo único de VPH, con múltiples tipos de VPH, o
reinfección. No obstante, parece que las mujeres que son Papanicolaou negativas y VPH de alto riesgo
~~i,~S repetidamente, se encuentran bajo riesgo de tener o desarrollar lesiones precancerosas cervicales

MARISO MASINO
BIOQUIMI A. M.N. 9483
DT. TEC OLAS S.A.

RESUMEN Y EXPLlCACION

La prueba de ADN del VPH "digene~ Hybrld Capture~ 2 (He2) HPV DNA Test» es un ensayo de hibridación
de ácidos nucleicos in vitro con amplifICación de señales que usa quimioluminiscencia de microplacas para la
detección cualitativa de dieciocho tipos de AON del virus del papiloma humano (VPH) en especimenes
cervicales_ La prueba de AON del VPH digene He2 puede diferenciarse entre dos grupos de ADN del VPH:
tipos de VPH de bajo riesgo 6111f42J43144; y tipos de VPH de riesgos atto e intermedio
16118f31f33135139145J51152156158159f68, pero no puede determinar ellipo de VPH especifICO presente.

Precaución: las leyes federales restringen este dispositivo para su venta por o bajo órdenes de un
médico.

los siguientes son especímenes cervicales que pueden probarse con la prueba de ADN del VPH digene He2:

Especimenes recolectados con el dispositivo de recolección de ADN dígene He2
Biopsias recolectadas en medio de transporte de especimenes digene (STM)
Especimenes recolectados usando un dispositivo de recolección tipo escoba y colocados en solución
HOlOG1C PreservCyt«l (remítase a las instrucciones de uso del kit de conversión de muestras «digene
HC2 Sample Conversion Kit» para detalles completos).

El uso de esta prueba está indicado:

1. Para ayudar en el diagnóstico de infecciones de VPH sexualmente transmtlldas con tipos de VPH 6, 11,
16,18,31,33,35,39,42,43,44,45,51,52,56,58,59 Y 68.

2_ Para tamizar a pacientes con resultados de exámenes de Papanjcolaou de ASC-US (células escamosas
atipicas de significancia indeterminada) para determinar la necesJdad de remisión a colposcopia. los
resultados de esta prueba no están indicados para evitar que las mujeres sigan con la colposcopia.

3. En m~eres con resultados de examenes de Papanicolaou de lesión intraepitelia! escamosa de grado bajo
(lSll, por su abreviatura en inglés) o lesión intraepitelial escamosa de grado alto (HSll, por su
abreviatura en inglés), antes de colposcopia, un resultado de la prueba de ADN del VPH digene HC2
ayudará al médico en el control de pacientes asistiendo con la valoración de riesgos de mujeres para
determinar la ausencia de la enfermedad de alto grado.

La prueba de ADN del VPH digene HC2 no esta indicada para su uso como dispositivo de lamizaje en la
población general.

La prueba de AON del VPH digene HC2 está diseñada para aumentar los métodos existentes para la
detección de enfermedad cervical y debera usarse en conjunción con fa información dínica derivada de otras
pruebas de diagnóstico y de tamizaje, exámenes físicos e historia médica completa de conformidad con los
procedimientos de control de pacientes apropiados.

No deberán usarse los resultados de la prueba de ADN del VPH digene HC2 como la única base para
valoración clinica y tratamiento de pacientes.

Para las pruebas de producción de muestras de alto volumen, puede realizarse la prueba de ADN del VPH
digene HC2 usando la aplicación de instrumentos del sistema Rapid Capturell!l (RCS, por su abreviatura en
inglés). Solamente se aprobó la sonda de VPH de alto riesgo para las pruebas de alto volumen para los tipos
de VPH 16f18f31133f35f39/45151/52156158159I68. No se evaluó el desempeño usando la sonda de VPH de
bajo riesgo. Por lo tanto, QIAGEN recomienda usar la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 para
las pruebas con el sistema RapJd Capture

NOMBRE Y USO INDICADO

la prueba de ADN del VPH «digene HC2 HPV DNA Test", que usa la tecnología Hybrid Capture 2, es un
En mujeres, los virus del papiloma humano VPH pueden infectar la cérvix, vagina, vulva, uretra o el área ensayo de hibridación de acidos nucJeicos con amplificación de señales que utiliza la detección de
alrededor del ano_ Se han identífIcado mas de 70 tipos de HPV, y se clasifican generalmente como alto riesgo quimioluminiscencia de microplacas. los especimenes que contienen el ADN blanco se hibridan con un cóctel
o bajo riesgo dependiendo de su asociación o falta de asociación conocidas con el cárlcer y su lesión de sondas de ARN del VPH específico. Se capturan los híbridos ARN:ADN resultantes en la superficie de un
precursora, la neoplasia inlraepitelial cervical de alto grado (NIC 2-3). Se asocia la presencia de ciertos tipos micropozo cubierto con anticuerpos especiftCOs para los hibridos ARN:ADN. Se reaccionan entonces los
de VPH en el tracto genital femenino a varias enfermedades, incluyendo la condiloma, papulosis bov.renoide, hibridos inmovilizados con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina específICOS para los híbridos
neoplasia Jntraepltelial cervical, vaginal y vulvar y cáncer. 1.2 Se acepta generalmente que se transmiten ARN:ADN y detectados con un sustrato quimjoluminiscente. Se conjugan varias moléculas de fosfatasa
sexualmente de manera predominante estos virus y que los tipos de VPH de alto riesgo son un factor de alcalina a cada anticuerpo. Se unen tos múltiples anticuerpos conjugados a cada híbrido capturado, dando
riesgo reconocido mayor para el desarrollo de cáncer cervical. 2, 3. 4, S, 6 Puede asociarse la infección de la como resultado una amplificación de señales sustancial. Conforme el sustrato es segmentado por la fosfatasa
cérvix con tipos de VPH de a~o riesgo a cambios citológicos e histológicos que son detectados por el tamizaje alcalina unida, se emite luz que se mide como unidades relativas de luz (URl) en un luminámetro. la
de Papanicolaou, colposcopia o biopsia. Sin embargo, no se comprende completamente la historia natural de intensidad de la luz emitida denota la presencia o ausencia de ADN blanco en el espécimen
cómo progresa la infección por VPH a cáncer. Se han asociado los tipos de VPH 6 y 11 de bajo riesgo con la
presencia de verrugas genitales, o condilomas, pero se han ligado infrecuentemente con cambios cervicales Una medición de URl igualo mayor al valor de corte (Ca, por su abreviatura en inglés) indica la presencia de

sewencias de AON del VPH en el espécimen. Una medición de URL menor al valor de corte indica la
precancerosos o cancerosos. Hay muchos otros tipos de VPH de bajo riesgo que no se asocian a verruga"_' ':;~~~::~;j:::,,::~a~":,~e~o~,;~a~de las secuencias de AON del VPH especificas probadas o niveles de AON del VPH por debaJO'delgenitales o cáncer cervical. 7,a

~________ limite de detecc"", , ,d','.OO_'"a,o,
--------- ---------_.



REACTIVOS Y MATERIALES PROPORCIONADOS MATERIALES REQUERIDOS MAS NO SUMINISTRADOS

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

1 x 50 ml Reactivo de desnaturalización.
Diluya la solución de hidróxido de sodio (NaOH).

Hay 96 pruebas en un kit de prueba de ADN del VPH digene HC2 (REF 5198-1220). El número de resultados
de pacientes variará, dependiendo del número de usos por kit:

1 x 1 ml Control de calidad del VPH de alto riesgo.
5 pglml (500 000 oopiaslml) de ADN de VPH 16 clonado Y AON acarreador en STM con azida
de sodio al 0.05% (wlv).

Equipo accesortos de diagnóstico in vitro del sistema Hybrid Capture A

El sistema Hybrid Capture 2 (<<sistema digene HC2»), consistente en un lumin6melro aprobado por QIAGEN
(tduminómetro»), oompuladora personal y periféricos de la computadora aprobados por QIAGEN (monitor,
teclado, ratón, impresora y cable de impresora), software del sistema digene HC2 (<<software de análisis de
ensayos digene»), protocolos de ensayo para VPH del sistema digene HC2, software para placas
lumiCheck y Guía del usuario del sistema digene Hybrid Capture 2; o el equipo listado anteriormente con el
software cualitativo digene versión 1.3 6 anterior (<<software de análisis de ensayos digene,,) y Manual del
usuario del software aJalilativo digene.

Agitador giratorio I del sistema Hybrid Capture
Calentador de microplacas I del sistema Hybrid Capture
lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture (opcional)
Tubo de especímenes múltiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2 (opcional)
Gradilla de conversión y tapa de gradilla (opcionales)
Gradilla de especímenes y lapa para gradillas digene (opcionales)
Dispositivo de recolección de ADN digene HC2
Dosifteador del sellador de tubos y dispositivo de corte (opcionales, usados en el MST Vortexer 2)
Sistema Rapid Capture (opcional para pruebas de producción de muestras de alto volumen) o
Aparato de lavado
Microplacas de hibridación
Tapas de microplacas
Tiras de microplacas vacías (disponibles de Costar, modelo #2581); opcionales para su uso con el.lavador de
placas automatizado

Puntas de pipetas extralargas para la remoción de espécimen
Tubos de recolección de especímenes
Gradina de tubos de recolecx:ión de especímenes
Gradina de tubos de especímenes
Tapa roscas de tubos de recolección de especímenes
Reservorios de reactivos desechables
Película selladora de tubos DuraSeafP
Microtubos de hibridación e
Gradillas de microtubos e
Selladores de placas e

40 resultados de pacientes (riesgo bajo) y 40 resultados de pacientes (riesgo alto) u 85
resultados de pacientes (riesgos bajo y alto oombinados usando el método de sondas
combinadas)
32 resultados de pacientes (riesgo bajo) y 32 resultados de pacientes (riesgo alto) 6 74
resultados de pacientes (riesgos bajo y alto combinados usando el método de sondas
oombinadas)

1 uso =

2 usos '"

1 x 1 ml Control de calidad del VPH de bajo riesgo.
5 pgfml (500 000 oopíaslml) de ADN de VPH 6 clonado y ADN acarreador en STM con azida
de sodio al 0.05% (wfv).

1 x 5 ml Diluente de la sonda.
Solución amortiguada con azida de sodio al 0.05% (wfv).

1 x 150 IJl Sonda de VPH de bajo riesgo
C6ctel de sondas de ARN 6f11/42143144 del VPH en solución amortiguada (tapa verde).

1 x 100 IJl Sonda de VPH de alto riesgo
C6ctel de ARN 16118131133l35l39f45151/52156158159/68 de VPH en solución amortiguada (tapa
roja).

1 x 2 ml Calibrador negativo.
AON acarreador en medio de transporte de especímenes digene con azida de sodio al 0.05%
(wfv)

1 x 1 ml Calibf"ador de VPH de bajo riesgo.
1 pglml de ADN de VPH 11 clonado y ADN acarreador en STM con azida de sodio al 0.05%
(wfv).

1 x 1 ml CalibradOf" de VPH de alto riesgo.
1 pglml de ADN de VPH 16 clonado y AON acarreador en STM con azida de sodio al 0.05%.

1 x 1 Microplaca de captura
Cubierta con anticuerpos híbridos anti-ARN:ADN policlonales cabrios.

1 x 12 ml Reactivo de detección 1
Anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina a híbridos ARN:ADN en solución amortiguada
con azida de sodio al 0.05% (wfv).

1 x 12 ml Reactivo de detección 2
CDP-Star" con Emerald 11(sustrato quimioluminiscente).

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

Eguipo V accesorios de uso de laboratorio generales

Baño maría a 65:l: 2" C de suficiente tamaño para soportar ya sea una gradilla MST Vortexer 2 (36 x 21 x 9
cm) o dos gradillas de especimenes (cada uno de 31.7 x 15.2 x 6.4 cm)

Microcentrifuga (opcional para centrifugar viales de sonda para obtener un volumen máximo de sonda)
Mezcladora de v6rtice con accesorio de copa
Micropipela de un solo canal, configuraciones variables para volúmenes de 20-200 IJl
Pipeta de desplazamiento positivo repetida, como la pipeta Eppendorf'l RepeatertD o equivalente
Pipeta de ocho canales: configuraciones variables para volúmenes de 25-200 IJl
Temporizador
Soluci6n de hipoclorito de sodio, 5% vfv (o blanqueador doméstico)
ParafiimID o equivalente e
Puntas de pipetas de barrera de aerosol desechables para pipeta de un solo canal (20 a 200 IJl)
Puntas desechables para pipeta EppendOff Repeater (25 y 500 IJl)
Puntas desechables para pipela de ocho canales (25 a 200 IJl)
Toallas KimtowelslD o toallas de papel con poca pelusa equivalentes
Protector contra picos de lensión eléctrica
Cubierta para mesa de trabajo desechable
Guantes libres de polvo
Tapa a presión de 5 ml yfo 15 ml,lubos de polipropileno de fondo redondo (para diluci6n de la sonda)
Pipeta serol6gica de 5 ml desechable o pipeta de un solo canal y puntas con capacidad de volumen de 1000
IJl (para el diluente de sonda y procesamiento de especimenes de la solución PreservCyt)

••V~ase la sección Alertas y precauciones de este inserto para &1formación de salud e inocuidad.

MAl'l15 - MASINO
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Procesamiento de especímenes de la solución PreservCy! equipo y accesorios necesarios

Kit de conversión de muestras digene HC2 A (para el procesamiento de especimenes de la solución
PreservCy1)

Centrifuga flotante capaz de alcanzar 29OO:l: 1SO x 9 y soportar tubos para centrifuga de polipropileno cónicos
de10mLó15mL

Tubos cónicos de 10 mL Sarstedtl!l con tapas (REF 62 9924-283), tubos para centrifuga de pofipropileno de
fondo cónico marca Wo/R o Coming de 15 mL con tapas (para su uso con el procedimiento Vortexer 2 de
tubos para especímenes múltiples)

Puntas desechables para pipeta Eppendorf Repeater (SO y 100 IJL)

Solamente están disponibles de Q1AGEN equipo y accesorios validados con las pruebas de ADN del VPH
digeneHC2
Personalizar artículo. Pueden usarse pipetas de canales múltiples expansibles personalizados, es
lograble cuando se expande el espacio de puntas proporcionado de 3.2 cm. De manera alternativa, puede
usarse una pipeta de un solo canal de 75 IJL de pipeteado.
Se usan estos artículos para el método de baño maria solamente y no se requieren cuando se usa el
método de hibridación de calentador de microplacas 1.
Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapicl Capture para las instrucciones específteas para el uso
de ese sistema para pruebas de producción de muestras de alto volumen con este ensayo.

ALERTAS Y PRECAUCIONES

Para uso de diagnóstico in vitTo.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

1. MANEJE TODOS lOS ESPECIMENES DEL ENSAYO Y LOS MATERIALES DISPENSADOS COMO SI
FUESEN CAPACES DE TRANSMITIR AGENTES INFECCIOSOS. Deberán manejarse los especímenes
de las pacientes en el nivel BSl2 como es recomendado para cualquier suero humano o espécimen
sanguíneo potencialmente infeccioso en el manual CDC-NIH, Biosafety in Micmbiological and Biomedícal
Laboratories, 3a edición, 1993, pp. 10-13 Y elllneamiento M29-A aprobado por el Instituto de Normas
Clínicas y de LaboratoriolNCClS, Protection of Laboratory Worlrer:s fmm Instrument 8iohazards and
/nfectious Disease Transmitted by 81cod, 800y Fluids, and Tissue.

2. No pipetee por la boca.
3. No fume, coma o tome en áreas donde se manejen reactivos o especímenes.
4. Use guantes libres de polvo desechables mientras maneje reactivos o especímenes. lávese las manos

completamente después de realizar la prueba.
5. Deberán eliminarse todos los materiales usados en este ensayo, incluyendo los reactivos y especímenes,

de una manera que inactiven los agentes infecciosos de conformidad con la normatividad nacional y local.
Residuos sólidos: Autoclave
Residuos líquidos: Agregue hipoclorito de sodio a una concentración final del 0.5% (dilución 1:10 de
blanqueador doméstico). Deje 30 minutos para su descontaminacIón antes de su eliminación. 34.3S

6. DERRAMES: limpie y desinfecte todos los derrames de especimenes usando un desinfectante
tuberculocidal como la solución de hipoclorito de sodio al 0.5% (dilución 1:10 de blanqueador doméstico)
u otro desinfectante idóneo. Deberán neutralizarse y secarse con trapo los derrames que contengan base
y posteriormente deberán limpiarse las áreas de derrame con una solución de hipoclorito de sodio al
0.5%.

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

8. Trate todos los materiales de limpieza como residuo nocivo y elimine de conformidad con las
normatividades nacional y local.

PRUEBAS AUTOMATIZADAS POR RCS

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

DECLARACIONES DE SEGURIDAD Y RIESGOS PARA LOS COMPONENTES

Se aplican las siguientes frases de riesgos y de seguridad a componentes del kit de la prueba de ADN del
VPH digene: Concentrado de solución amortiguadora de lavado

~

Contiene: azida de sodio. ¡Alerta! Dañina si se ingiere. Dañina para la vida acuática con
• efectos de larga duración. Evite su liberación al medioambiente. Deseche el

contenidofcontenedor a una planta de desecho residual aprobado.

Reactivo de desnaturalización

Contiene: hidróxido de sodio. iPeligro! Causa quemaduras cutáneas y daños a los ojos
severos. Puede ser corrosivo a los metales. Deseche el contenido/contenedor a una planta
de desechos residuales aprobado. SI ESTÁ EN LOS OJOS: enjuague precautoriamente con
agua por varios minutos. Quítese las lentes de contacto, si están presentes y es fácil de
hacerto. Continúe enjuagando. SI ESTÁ EN LA PIEL (o cabello): quítese inmediatamente
toda la ropa contaminada. EnjuaQ'uese la piel con aguafen regadera. llame inmediatamente
a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o doctor/médico. A1macenela con seguro. Use guantes
protectores/ropa protectora/protección para los ojosfprotección para el rostro.

Diluente de la sonda

~

Contiene: ácido acético; ácido poliacrílico ¡Peligro' Causa quemaduras cutáneas y danos a
los ojos severos. Deseche el contenido/contenedor a una planta de desechos residuales
aprobada. SI ESTÁ EN lOS OJOS: enjuague precautoriamente con agua por varios
minutos. Quítese las lentes de contado, si están presentes y es fácil de hacerio. Continúe
enjuagando. SI ESTÁ EN LA PIEL (o cabello): quitese inmediatamente toda la ropa
contaminada. Enjuaguese la piel con agua/en regadera, llame inmediatamente a un
CENTRO DE TOXICOlOGIA o doctcrfmédico. Almacénela con seguro. Use guantes
protectores/ropa protectoraiprotección para los ojosfprotección para el rostro.

Calibrador de VPH de alto riesgo
¡Alerta! Causa irritación leve de la piel. Si ocurre irritación de la piel: obtenga atención/consulta médica '

Control de calidad del VPH de alto riesgo
¡Alerta' Causa irritación leve de la piel. Si ocurre irritación de la piel: obtenga atención/consulta médica.

Control de calidad del VPH de bajo riesgo
¡Alerta' Causa irritación leve de la piel. Si ocurre irritación de la piel: obtenga atención/consulta médica. '

Calibrador negativo
¡Alerta! Causa irritación leve de la piel. Si ocurre irritación de la piel: obtenga atención/consulta médica.

MÁS INFORMACiÓN

Hojas de datos de seguridad: www.qiagen.comlsafety

-
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Blo,aUIMI A. M.N. ~483
DT -'TEe OLAS S.A.

http://www.qiagen.comlsafety


de AON del VPH digene HC2. El método de dos sondas usa los cócteles de sondas de VPH de bajo y alto
riesgos. Véanse las instrucciones a continuación.

Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para la preparación de la mezcla de la sonda
de VPH de alto riesgo, la solución amortiguadora de lavado, el reactivo de detección 1 y el reactivo de
detección 2, ya que esas instrucciones son específicas para el uso de ese sistema para pruebas de
producción de muestras de alto volumen.

80 IJl
40 IJl
1.81Jl

Volumen de la sonda"

Método de ración
PREPARE PRIMERO:

" Agregue cinco gotas de colorante indicador a la botella de reactivo de
desnaturalización y mezcle completamente. El reactivo de desnaturalización
deberá ser de un color púrpura oscuro y uniforme.

Una vez preparado, el reactivo de desnaturalización está estable por tres meses
cuando se almacena a 2"-8' C. Etiquételo con la fecl1a de caducidad nueva. Si se
desvanece el color, adicione tres golas de colorante indicador y mezcle
completamente antes de su uso.

Alerta; el reactivo de desnaturalización es corrosivo. Use ropa protectora, guantes,
protección para los ojos/el rostro idóneos. Tenga cuidado cuando quite la tapa de
la botella" durante su mani •..•ulación
PREPA~ESE DURANTE LA INCUBACION DE DESNATURAUZACION DE
ESPECIMENES:

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

Nota: deberá tenerse mucho cuidado en esta etapa para prevenir la contaminación
de RNasa de la sonda y la mezcla de sondas. Use puntas de pipeta con barrera de
aerosol para pipetear la sonda. El diluente de la sonda es viscoso.

Deberá tenerse cuidado de asegurar una mezcla completa cuando se
preparen sondas del VPH. Debe fonnarse un vórtice visible en el liquido
durante la etapa de mezcla. Una mezcla incompleta puede dar como
resultado una sefial reducida.

• Centrifugue el vial de la sonda de VPH de bajo riesgo brevemente para llevar
el lfquido al fondo del vial. Golpee suavemente para mezclar

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

• Pase la cantidad requerida de diluente de la sOnda a un contenedor
desecl1able nuevo. Dependiendo del número de pruebas, se recomienda un
tubo de polipropileno de fondo redondo con tapa a presión de 5 ml o de 15
ml. Haga una dilucIón 1;25 de la sonda de VPH de bajo riesgo en el diluente
de la sonda para preparar la mezcla de la sonda.

No. de pruebasfliras Volumen del diluente de la
sonda"

4816 2.0 ml
24/3 1.0 ml

1 prueba 0.045 ml
"Estos valores incluyen el volumen extra recomendado.

" Pipetee la sonda de VPH de bajo riesgo en el diluente de la sonda colocando
la punta de pipeta contra la pared inlema del tubo justo por encima del
menisco y expulsando el contenido, No sumerja la punta en el diluente de la
sonda.

" Pase por vórtice durante por lo menos 5 segundos a velocidad máxima para
mezclar completamente. Debe producirse un vórtice visible. Etiquete como
«lR HPV Proba Cocktail» (Cóctel de sondas de VPH lR). Deberá
desecharse la mezcla de la sonda no usada.

Cóctel de sondas de
VPH de bajo riesgo

Reactivo
Reactivo de
desnaturalización

(Preparado de sonda
de VPH de bajo
riesgo y diluente de
los reactivos de la
sonda)

PRECAUCIONES DE MANEJO

1. Para uso de diagnóstico in vitro
2 Realizar el ensayo fuera del tiempo y rangos de temperatura establecidos puede producir resultados

inválidos. Deben repetirse los ensayos que no caigan dentro del tiempo y rangos de temperatura
establecidos.

3. No use los reactivos más allá de la fecha de caducidad en el marbete de la caja extema.
4. Deben seguirse de manera cercana el procedimiento de prueba de AON del VPH digene HC2, los

controles de calidad, los criterios de calibración y verifIcación del ensayo y la interpretación de los
resultados de especimenes para obtener resultados de prueba confiables.

5 Es importante pipetear el volumen de reactivo exacto indicado y mezclar bien después de cada adición de
reactivo. No hacet10 podría dar como resultado resultados de prueba erróneos. Asegurarse de que
ocurren los cambios de color notados a)1Jdará a confirmar que se han cumplido estas condiciones.

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

7. los ácidos nucleicos son muy sensibles a la degradación de nucleasa medioambiental. las nucleasas
están presentes en la piel humana o en superficies o materiales manejados por los humanos. limpie y
arora las superficies de trabajo con cojinetes desechables y use guantes libres de polvo cuando
realice todas las etapas del ensayo.

8. Deberá tenerse cuidado para prevenir la contaminación de la microplaca de captura y el reactivo de
detección 2 con fosfatasa alcalina exógena durante la realización del ensayo. las sustancias que pueden
contener fosfatasa alcalina incluyen el reactivo de deteccIón 1, bacterias, saliva, cabello y grasas de la
piel. Es especialmente importante cubrir la microplaca de captura después de la etapa de lavado y
durante la incubación del reactivo de detección 2 es especialmente importante ya que la fosfatasa
alcalina exógena puede reaccionar con el reactivo de detección 2 produciendo resultados falsos
positivos.

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

10. Deberá tenerse cuidado de entregar los volúmenes correctos de reactivos a los tubos de reacción y
microplacas en todas las etapas y de mezclar bien después de cada adición de reactivo. Deberá iniciarse
la pipeta repetidora por anticipado de suministro de reactivo y verificarse las burbujas de aire grandes
periódicamente. Cantidades excesivas de burbujas de aire grandes en la punta de la pipeta repetidora
pueden causar una entrega inexacta y pueden evitarse Renando la pipeta, dispensando todo el líquido y
volviendo a llenar. Véanse los manuales de instrucciones de la pipeta para inslnJcciones de uso
específICas

11. Deberá realizarse el pipeteado de canales múltiples usando la técnica de pipeteado reverso para
dispensar los readivos de detección 1 y 2. Verifique cada punta de pipeta en la pipeta de canales
múltiples para un ajuste y llenado apropiados. Remítase al manual del operador de pipetas de canales
múltiples del fabricante.

12 Deberá tenerse cuidado durante el lavado para asegurarse de que se lave completamente cada
micropozo, como es indicado en las instruccIones de lavado manual. Un lavado inadecuado dará como
resullado un fondo incrementado y puede causar resultados falsos positivos. la solución amortiguadora .
del lavado residual en los pozos puede dar como resultado una señal reducida o una reproducibllidad
pobre.

13. El cepillo cervical es para su uso con mujeres no embarazadas solamente.
14. Permita 60 minutos para que se equilibre el calentador de microplacas I del sistema Hybrid Capture a 65

:1:2" C desde un comienzo frío. No permitir este período de calentamiento podrfa dar como resultado el
derretimiento de las microplacas de hibridación. Consulte el Manual de! operador del calentador de
mícroplacas I para detalles.

PREPARACION y ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS

1. Contra entrega, almacene el kit a 2.-8" C. Pueden almacenarse el concentrado de solución
amortiguadora de lavado, el reactivo de desnaturalización y el colorante indicador a 15.-30' C, si se
desea.

2. No se use después de la fecha de caducidad impresa en el marbete de la caja externa o la fecha de
caducidad de los reactivos preparados (véase más adelante).

3. Se proporcionan listos para usarse todos los reactivos, excepto el reactivo de desnaturalización, las
sondas de VPH de bajo y alto riesgos y la solución amortiguadora de lavado.

Para probar los especímenes por presencia de alguno de los 18 tipos de VPH, se ha proporcionado un
método de c6del de sondas combinadas (CPC, por su abreviatura en inglés). Para probar usando esta

. opción, debe prepararse un cóctel de sondas combinadas mezclando el c6ctel de sondas de VPH de bajo
~iesgo diluidas y el c6del de sondas de VPH de alto riesgo diluidas conjuntamente antes de realizar la prueba
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la prueba de ADN del VPH digene HC2 está diseflada para su uso con especímenes recolectadas y
Iransportados usando el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 (cepillo cervical y STM). Pyeden
retenerse los especímenes por hasta dos semanas a temperatura ambiente y embarcarse al laboratorio de
análisis, después de lo cual, pueden almacenarse los especímenes una semana adicional a 2°--80 C. Si se
realiza el ensayo más de tres semanas desde la recolección, pueden ponerse los especímenes a -20" C por
hasta tres meses antes del análisis. Se ha adicionado un conservador al ST para retrasar el crecimiento
bacteriano y para retener la integridad de AON. No astil indicada para conservar la viabilidad de organismos
o células. No deberá usar el dispositivo de recolección de ADN dígene HC2 para la recolección de
especimenes de mujeres embarazadas.

BIOPSIAS CERVICALES.

Pueden embarcarse los especímenes sin refrigeración a un laboratorio de análisis; sin embargo, deberán
embarcarse los especímenes en un contenedor aislado usando ya sea un proveedor de entrega de un dia
para el otro o de 2 días.

CEPILLOS CERVICALES.

Volúmenes para reactivos listos para usarse

Se listan a continuación los tipos de especímenes cervicales recomendados para su uso en la prueba de ADN
del VPH digene HC2. No se han calificado para su uso con este ensayo los especímenes tomados con aIras
dispositivos de muestreo o lransportados en otros medios de transporte. Se desconocen las caracterlsticas
de desempefio de la prueba de AON del VPH digene HC2 con otros tipos de especlmenes y
dispositivos de recolección. Deben recolectarse los especímenes cervicales antes de la aplicación de ácido
acético o yodo si se está realizando un examen colposcópico. Véanse las instrucciones de uso del dispositivo
de recolección de AON dígene HC2 para los procedimientos adicionales de recolección y manejo de
espedmenes.

Reactivo de detección 1 y INMEDIATAMENTE ANTES DE SU USO:
reactivo de detección 2

Mezde el reactivo completamente, posteriormente mida de forma
cuidadosa el volumen apropiado del reactivo de detección 1 (ó reactivo
de detección 2) en un reservorio de reactivo limpio siguiendo los
lineamientos mostrados a continuación. Para evitar contaminación, NO
DEBEN regresarse estos reactivos a las botellas originales: deseche el
material no utilizado después del uso. Si no se está usando una
pipeta de ocho canales, puede sustituirse una pipeta repetidora
apropiada. En este caso, deberán hacerse partes alíalotas del reactivo
en un tubo de polipropileno de sufICiente tamario para soportar el
volumen requerido como se indica a continuación.
No. de nruebasftiras Volumen de los reactivos de detección 1 v 2

96112 Contenido de la botella
72/9 7.0ml
48/6 5,Oml
24/3 3,Oml

1 nruaba 0.125 mL
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Tambiérl pueden analizarse biopsias cervicales recolectadas recientemente, 2--5 mm en la sección cruzada,
con la prueba de AON del VPH dígene He2. Debe colocarse el espécimen de la biopsia inmediatamente en
1.0 rnL de STM y almacenarse congelado a -20' C. Pueden embarcarse los especímenes de la biopsia a 2~-
30' e para una entrega de un día para otro al laboratorio de análisis y conservarse a -20. e hasta que se
procesen. No deberán usarse biopsias menores a 2 mm de diámetro •OOCld ~
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Reactivo Método de re araelón
Cóctel de sondas de La sustitución de la sonda de VPH de alto riesgo para la preparación de la sonda
VPH de alto riesgo de VPH de bajo riesgo es igual que la anterior.

(Preparado de la
Etiquete como «HR HPV Probe Cocktaih, (Cóctel de sondas de VPH de alto riesgo)

sonda de VPH de alto
riesgo y el diluente
de los reactivos de la
sondal
Cóctel de sondas Prepare los cócteles de sondas de VPH de bajo y alto riesgos como se describió
combinadas anteriormente. Agregue todo el contenido del cóctel de sondas de VPH de bajo

riesgo diluido al tubo de cóctel de sondas de VPH de alto riesgo diluido. Mezcle
Nota: para el método completamente colocando en vórtice durante por lo menos 5 segundos a velocidad
de cóctel de sondas máxima. Debe producirse un vórtice visible Etiquete como «Combinad-Proba
combinadas Cocktaih) (cóctel de sondas combinadas).
solamente. No prepare
si debe usarse el
método de dos sondas.
Solución PREPARESE DURANTE LA ETAPA DE CAPTURA:
amortiguadora de Para el lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture, puede
lavado prepararse la solución amortiguadora de lavado como se describe a continuación y

almacenarse en un contenedor cubierto, o prepare 1 L a la vaz y coloque en los
reservorios del lavador de placas automatizado. Véase la tabla a continuación para
los volúmenes de mezcla:

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

de la solución destilada o desionizada solución amortiguadora de
amortinuadora de lavado lavado

33.3 mL 966.7 mL 1L
66.7 mL 1,933.3 ml 2L
100.0 mL 2,900.0ml 3L

Es importante siempre dejar prendida la unidad en todo momento. Esto
pennite que se realice el enjuague de mantenimiento después de ocho horas
de no uso.

Antes de cada ensayo, ase9úrese de que el reservorio de residuos esté 'lacio
y de que el reservorio de enjuague esté lleno de agua desionizada.

Véase el Manual de/ operador del lavador de placas automatizado P"'"
instrucciones adicionales de alidada y mantenimiento.

Método alternativo del lavado manual de placas:

• Mezcle bien el concentrado de solución amortiguadora de lavado .
• Diluya 100 mL de concentrado de solución amortiguadora de lavado con 2.9l de
agua destilada o desionizada en el aparato de lavado y mezcle bien (el volumen
final deberil ser de 3 L) .
• Selle el contenedor para prevenir la contaminación o evaporación.

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

""
Se recomienda que se limpie el aparato de lavado y la tubería con blanqueador y
se enjuague completamente con agua destilada o desionizada una vez cada tres
meses para evitar una posible contaminacioo de fosfatasa alcalina presente en
bacterias v mohos



Fila Columna, 2 3
A NC E, , Es ec.9
B NC E, 2 Es ec 10
C NC E, oc. 3 Es ec.11
O lRC oHRC E, 4 Es ec.12
E lRC oHRC E, .5 Es ec 13
F LRC oHRC E, .6 Es eco 14
G QC1 LR E, 7 Es ec.15
H QC2~HR E, .8 Es ec.16

Precaución; el reactivo de desnaturalización es corrosivo. Tenga cuidado y use guantes libres de
polvo cuando se manipule.
Importante; algunos especimenes cervicales pueden contener sangre u otro material biológico, los
cuales pueden ocullar los cambios de color en la adición del reactivo de desnaturalizaCIón. Los
especímenes que muestran un color oscuro antes de la adición del reactivo de desnaturalización
pueden no dar los cambios apropiados de color en esta etapa. En este caso, no mostrar el cambio
apropiado de color no afectará los resultados del ensayo.
No quite el dispositivo de recolección de especímenes digene HC2 previo a la desnaturalización.
Durante la etapa de desnaturalización, asegúrese de que el nivel de agua en el baño maría sea
adecuado para sumergir todo el volumen de espécimen en el tubo
Pueden prepararse los calibradores, controles de calidad y especímenes hasta la etapa de
desnaturalización y almacenarse a 2°-8° C de un día para airo, o a-20° C por hasta tres meses.
Puede realizarse un máximo de tres ciclos de congelación/descongelación con un máximo de dos
horas a temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelación. Mezcle bien antes de su uso.
Para evitar resullados falsos positivos, es crítico que todo el material del calibrador, control de
calidad y del espécmen se ponga en contacto con el reactivo de dasnaturalizadón. La mezcla
después de la adición del reactivo de desnaturalización es una etapa critica. Si se usa el tubo de
especimenes múltiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2, asegúrese de que esté
cuesto en 100.imáxlma velocidad) v esté un vórtice visible del liquido durante la mezcla de tal

5. Si se usa el método de cóctel de sondas combinadas (CPe), se prueban NC, LRC y HRC por triplicado
con el c6c1el de sondas combinadas en la misma microplaca. Use los pozos A1, B1 Y C1 para el NC y los
pozos 01, E1, F1, G1, H1 Y A2 para LRC yHRC, respectivamente, Use los pozos B2 para QC1--lR yC2
para QC2-HR. El primer espécimen estará en el pozo 02.

6. Si se usa el método de dos sondas, se prueban NC y LRC por triplicado con el cóctel de sondas de VPH
de bajo riesgo en el costado izquierdo de la microplaca y se prueban el NC y el HRC por triplica.do con el
cóctel de sondas de VPH de allo riesgo iniciando en la columna 7 en el costado derecho de la mlCroplaca.
El software de análisis de ensayos digene determina las posiciones del calibrador y del control de calidad
en la microplaca Véase la guía de usuario del software de análisis de ensayos digene aplicable para la
preparación del calibrador/control de calidad/espécimen en el software. De manera alterna, pueden
usarse dos microplacas separadas para los calibradores, controles y especímenes probados con la sonda
de VPH de bajo y allo riesgos. Se prueban NC y lRC por triplicado con el cóctel de sondas de VPH de
bajo riesgo en una microplaca, y se prueban el NC y el HRC por triplicado con el cóclel de sondas de
VPH de allo riesgo en una segunda microplaca. Use los pozos A1, B1 YC1 para el NC y los pozos 01, E1
Y F1 para lRC o HRC, respectivamente. Use los pozos G1 y H1 para el QC1-LR y aC2-HR,
respectivamente, para cada placa.

7. Pueden probarse los especimenes una vez usando el método de cóclel de sondas combinadas o dos
veces, una vez cada ocasión con el eóclel de sondas de VPH de bajo riesgo y el cóctel de sondas de
VPH de alto riesgo usando el método de dos sondas

DESNATURALIZACiÓN; MÉTODOS DE CÓCTEL DE SONDAS COMBINADAS Y DE DOS SONDAS

Notas;

ESPEclMENES EN SOLUC1ÓN PRESERVCYT DE CYTYC

Pueden usarse los especímenes recoledados con un dispositivo de recolección tipo escoba y puestos en
solución PreservCyt para su uso en la preparación de portaobjetos de la prueba de Papanicolaou ThinPrep@
en la prueba de ADN del VPH digene HC2. Deberán recoleclarse los especimenes de la manera rulir'laria y
deberán prepararse los portaobjetos de la prueba de Papanicolaou ThinPrep de acuerdo con las instrucciones
de HOLOG1C.

Debe haber por lo menos 4 mL de solución PreservCyt remanentes para la prueba de ADN del VPH
digene HC2. Los especfmenes que se han preparado con menos de 4 mL después de la prueba de
Papanicolaou ThinPrep pueden contener material insuficiente y podrían ser falsamente negativos con
la prueba de ADN del VPH digene HC2.

Pueden retenerse los especímenes de la solución PreservCyt por hasta tres meses a 2°-300 C, después de la
recolección y antes del procesamiento para la prueba de ADN del VPH digene HC2. No pueden congelarse
los especlmenes de la solución PreservCyt: Para procesar estos especímenes, remitase a las instrucciones
de uso del kit de conversión de muestras «digene HC2 Sample Conversion Kil». Por conveniencia, también se
han incluido las etapas de procesamiento de especímenes en la sección Procedimiento de /a prueba a
continuación.

.Nota; Para evitar que salgan disparadas las tapas de los especímenes que son embarcados o
almacenados congelados (para especimenes de STM o especímenes convertidos de la solución
PreservCyt):

1. Cubra las tapas con Parafilm o equivalente antes de embarcar los especimenes previamente
congelados. Pueden embarcarse los especímenes congelados a 20°_256 C.

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

I *J.'da.l@"W'i ••• ¡:".'*JII*,.
I Los espeeimenes pueden contener agentes infecciosos y deberán manejarse como corresponda.

PRUEBAS DE PRODUCCiÓN DE MUESTRAS DE AL ro VOLUMEN USANDO EL RCS

El sistema Rapid Capture es un sistema de pipeteado y dilución automatizado de uso general que puede
usarse con la prueba de ADN del VPH digene HC2 (sonda de VPH de ano riesgo solamente) para pruebas de
producción de muestras de alto volumen. Este sistema maneja hasta 352 especímenes en ocho horas,
incluyendo un período de 3.5 horas durante el cual no se requiere la intervención del usuario; pueden
generarse resuftados de hasta 704 especímenes en 13 horas. Se realiza de forma independiente la
desnaturalización de los especimenes en preparación para pruebas del RCS, en el tubo de recolecci6n
ptimario, como se realizó para el método manual de la prueba de ADN del VPH di"gene HC2 descrita a
continuación, antes de colocarse en la plataforma del RCS. Además, se realizan la detección de señales
quimioluminiscentes y el reporte de los resultados usando el sistema de luminámetros fuera de línea común
tanto para el método manual como el del RCS. Cada una de las etapas de procedimiento de la prueba de
ADN del VPH dígene HC2 se realiza en la secuencia exacta como el procedimiento de pruebas manuales. la
aplicación de RCS permite el procesamiento escalonado de hasta 4 microplacas, cada placa conteniendo los
especímenes y los calibradores y controles de calidad del ensayo requeridos. Ya que los accesorios
requeridos para la prueba de AON del VPH dígene HC2 y las etapas de procedimiento son iguales, también
puede realizarse manualmente el ensayo como se desaibe en la siguiente sección.

Cuando use el sistema Rapid Capture, remftase a la Gu/a de usuario del sistema Rapid Capture
proporcionada con el instrumento, además de estas instrucciones de uso, para Infonnación del
procedimiento y descriptiva necesaria. Solamente se aprobó la aplicación del RCS usando la sonda de
VPH de alto riesgo para los tipos de VPH 16118131f33135139/451S1fS2f561S8I59 y 68.

PREPARACiÓN

1. Deje que se equilibre 60 minutos el calentador de microplacas I de HCS a 65:1: 2° C desde un comienzo
fria. Consulte el Manua! del operador del calenfadorde microplacas I para detalles. Confirme que un baño
maría esté a 65° C y que el nivel de agua esté 10 sufICientemente alto para sumergir todo el volumen del
espécimen en los tubos de especímenes.

2. Quite los especímenes y todos los reactivos requeridos del refrigerador antes de comenzar el ensayo.
Dejeros alcanzar 200_2So C durante por lo menos 15-30 minutos.
Nota; Prepare los especímenes de la solución PreservCyt antes de equilibrar cualquier espécimen y
reactivo del kit previamente desnaturalizados a temperatura ambiente.

3. Cree un archivo de distribución de placas usando el software de análisis de ensayos digene con los
protocolos de ensayo para VPH dígene. Véase la Gura de usuario de! software aplicable para detalles.
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4. Ponga los calibradores, controles de calidad y especimenes a probar en una gradilla de tubos de ensaye,
en el mismo orden en el que se probarán. Deben probarse PRIMERO los calibradores de VPH
negativos, de bajo riesgo y de alto riesgo, Deberán probarse el calibrador negativo (NC), el calibrador
de VPH de bajo riesgo (lRC), el calibrador de VPH de alto riesgo (HRC), el control de calidad del VPH de
bajo riesgo (QC1-lR), el control de calidad del VPH de allo riesgo (QC2-HR) y los especí".lenes en una
configuración de columna de ocho micropozos. Véase la distribución de ejemplo a continuaCión para cada
tipo de sonda.

DISTRIBUCiÓN DE EJEMPLO PARA UNA PRUEBA USANDO 24 MICROPOZOS:
Método de dos sondas



fonna que el liquido lave toda la superficie interna del tubo. Si se realiza un vórtice manual,
asegúrese de que sea mezclado cada calibrador, control de calidad y espécimen de forma
individual haciendo vórtice de cada uno durante por lo menos 5 segundos a máxima,
velocidad de tal fonna que el vórtice del líquido lave toda la superficie interna del tubo,
seguido de la inversión del tubo una vez.
Después de la desnaturalización e incubación, ya no se consideran infecciosos los especimenes. 20S

No obstante, el oersonal de laboratorio aún deberá acatar las orecauciones universales orácticas.

Calibradores, controles de calidad y especimenes ST1III (incluyendo biopsia o especimenes del
dispositivo de recolección de AON dlgene HC2)

Nota: Este procedimiento no es para la preparación y desnaturalización de especimenes de la solución
PreservCyI.

1. Quite y deseche las tapas del calibrador, control de calidad y tubos de especimenes
2. Pipetee el reactivo de desnaturalización con colorante indicador en cada calibrador, control de calidad o

espécimen usando una pipeta repetidora o ajustable. Tenga cuidado de no tocar los costados del tubo, ya
que podrla ocurrir una contaminación cruzada de especímenes. El volumen del reactivo de
desnaturalización necesario es equivalente a la mitad del volumen de espécimen. Se lista el volumen
exacto para cada tipo de calibrador, control de calidad y espécimen en la tabla a continuación.

Calibrador, control de calidad o es cimen Vol. del reactivo de desnaturalización uerido
Calibrador ne ativo 1000 L
Calibrador de VPH de be'o o aRo ries s 500 L"
ControldecalidaddelVPHdeba'ooaRorie os 500 L"
Es écimen cervical 500 L"

Diluya el reactivo de desnaturalización remanente en la botella antes de desechar Deseche de
conformidad con la normatividad local, estatal y federal.

3. Mezcle los especimenes usando uno de los dos métodos descritos a continuación:

Método de vórtice de tubos manuaVindividual

a. Vuelva a poner la tapa a los tubos del calibrador, control de calidad y especlmenes con tapa roscas
de tubos de recolección de especímenes limpias.

b. Mezcle cada tubo completamente haciendo vórtice de manera individual, a aRa velociclad, por 5
segundos.

c. Invierta el tubo de espécimen una vez para lavar el interior del tubo, lapa y borde.
d. Regrese el tubo a la gradilla.

Incube en un baño maria a 65 :t 2° C por 45 :t 5 minutos (pueden probarse los calibradores,
controles de calidad y especímenes desnaturalizados inmediatamente, o almacenarse como se
describe en las Notas anteriores). Prepare CPC o cócteles de sondas de VPH de bajo o alto
riesgos durante esta incubación. Véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos.

e. Quite la gradilla del baño maría.
f. Proceda a la etapa de Hibridación a continuación o vea el Punto de paro opcional para el

almacenamiento y tratamiento de especimenes desnaturalizados

Método de tubos de especimenes múltiples (Msn Vortexer 2

Nota: los especimenes de QlAGEN mezclados usando el MST Vortexer 2 deben hibridarse usando la
microplaca de hibridación y el método de calentador de mlcroplacas 1. Véase el Manual del Operador del
MST Vortexer 2 ara más instrucciones, como sea necesario.

a Cubra los tubos del calibradorJconlro1 de calidad/espécimen con pellcula selladora de tubos DuraSeal
jalando la pellcula sobre los tubos en la gradilla.

b. Coloque la tapa de la gradilla sobre los tubos cubiertos de película y asegure la tapa en su lugar con
las dos abrazaderas laterales. Corte la película con el cúter después de que se apriete de manera
segura la tapa.

c. Mueva la patanca con mango rojo hacia arriba para que esté en una posición horizontal.
d. Ponga la gradilla de conversión y la tapa en el MST Vortexer 2 para que la esquina con muesca más

grande de la gradilla de conversión se ubique en la esquina frontal derecha. Posicione la gradilla y la
lapa en la plataforma del MST Vortexer 2 para que se ajuste de forma segura dentro de las gulas.
Asegure la gradilla en su lugar moviendo la palanca con mango rojo hacia abajo a la posíci6n vertical.
Esto asegurará la gradilla en su lugar

e. Verifique que la configuración de la velocidad esté en 100 (máxima velocidad) y que el botón Pulsar
_____ se en~l]tre e~.!~.J)()sición OFF (~paga~~ _

f. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de ON (prendldo}. Pase por vórtice los tubos por
10 segundos.

g. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de OFF (apagado)
h. Quite la gradilla de conversión del Vortexer levantando en la palanca con mango rojo.

Incube en un baño maria a 65:t 2. C por 45:!: 5 minutos (pueden probarse los calibradores, controles
de calidad y especlmenes desnaturalizados inmediatamente, o almacenarse como se describe en
Notas anteriores). Prepare CPC o c6cteles de sonda de VPH de bajo y alto riesgos durante esta
incubación. Véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos.

j. Quite la gradilla del baño maria, seque la gradilla y asegúrela en el Vortexer
k. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición ON (prendido). Pase pot'" vórtice los tubos pot'" 5

segundos.
Ponga el interruptor del Vortexer en la posición OFF (apagado). Quite la gradilla.

m. Quite inmediatamente la tapa de la gradilla y la pellcula selladora de tubos DuraSeal de los
especimenes

n. Proceda a la etapa de Hibridación a continuación o vea el Punto de paro opcional para el
almacenamiento y tratamiento de especímenes desnaturalizados

Independiente del método de vórtice utilizado, debe haber un vórtice visible de liquido dentro de
cada tubo durante la mezcla de lal fonna que el liquido lave toda la superficie interna del tubo.
Deberán tomarse púrpura los calibradores, controles de calidad y especimenes.

Procedimiento de preparación y desnaturalización de especimenes de la solución PreservCyt

Notas:
Consulte las instrucciones de uso del kit de conversión de muestras «digene HC2 Sample
Conversion Kit» para detalles completos.
El procesamiento de una parte alícuota de 4 ml de solución PresarvCyI produce suficiente para dos
pruebas, cuando se prueba manualmente, El volumen mlnimo que puede procesarse es 4 mL.
Prepare los especimenes de la solución PreseTVCyt en lotes de 36 ó mellOs; de lo contrario, púeden
desplazarse los pellets cuando se decante el sobrenadante- Esto es importante para mantener la
integridad del pellet celular durante la etapa de decantación. Si se preparan viales adicionales de
solución PreservCyI, no empiece a prepararlos hasta después de completar la preparación del primer
lote (véase la tabla a continuación).

Preparación de reactivos

Sí no se realiza p.-eviamente, prepare el reactivo de desnaturalización (DNR, por su abreviatura en inglés) del
kit de conversión de muestras digene HC2 adicionando 3 gotas de colorante indicador a la botella de DNR y
mezcle bien. La solución deberá ser de un color púrpura oscuro y uniforme.

se determinan los requerimientos de volumen con base en el número de duplicados a probar por espécimen.
Cuando use el método de dos sondas, los resultados de bajo riesgo requieren un duplicado y el resultado de
allo riesgo requiere otro duplicado (esto es, dos duplicados por espécimen).

Rem'erimientos de volumen: on ~oaración de reactivos
Número de pruebas Volumen de ;~~ución Volumen de solución amortiguadora de

PreservC conversión
1 2 'mL 0.4 ml
3 6mL 0.6ml, BmL 0.8mL
5 10mL 1.0mL
6 12ml 1.2mL

1. Etiquete el tubo Sarstedt cónico de 10 ml o un tubo cónico de marca Wo/R o Coming de 15 ml con el
número de identificación de especímenes apropiado.

2. Manejo de un espécimen a la vez'
a. Agite el vial de PreservCyI vigorosamente con la mano o colocando en vórtice cada vial

individualmente usando una mezcladora en vórtice en una configuración a velocidad máxima por
aproximadamente 5 - 10 segundos para VOlver a suspender las células y asegurar una
homogeneidad.

b. Inmediatamente, conforme se asienten las células muy rápidamente, pipetee el volumen apropiado
del espécimen PreservCyI en el tubo etiquetado. Envle la solución PreservCyI al fondo del tubo
cónico para minimizar la adherencia del material celular al interior del tubo.

3. Agregue el volumen apropiado de solución amortiguadora de conversión de muestras a cada tubo (véase
la tabla Requerimientos de volumen: preparación de reactivos anterior).
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4 Vuelva a poner la tapa y mezcle el contenido de cada tubo completamente usando una mezcladora de
vórtice con accesorio de copa

5. Centrifugue los tubos en un rotor oscilante a 2,900:1: 150 xg por 15:1: 2 minutos.
6. Durante la centrifugación, prepare la mezcla de medio de transporte de especímenes digene (STM) +

reactivo de desnaturalización (DNR) en una razón 2:1. de acuerdo con la tabla Requerimientos de
volumen, STMlDNR anterior.

Nota: Debe prepararse fresca la solución cada día que se esté realizando la prueba

a. Para determinar el volumen total de la mezcla de STMIONR requerida, use el volumen inicial del
espécimen de la solución PreservCyt como guía y luego multiplique los volúmenes de STM y DNR
«por tubo» por el número de especímenes a procesar (véase la tabla Requerimientos de volumen,
STMlDNR a continuación).

Reauerlmientos de volumen: STMIDNR
No. de pruebas Volumen de Volumen de STM Votumen de DNR Mezcla de

solución por tubo para por tubo para la STM+DNR
PreservCyt mezcla de mezcla de adicionada al tubo

S1M+DNR fmal • STM+DNR fmal.
1-2 4ml 120 l 60 l 150 l
3 6ml 170 l 85 l 225 l
4 aml 220 l 110 l 300 l
5 10mL 270 l 135 l 375 l
6 12mL 320 l 160 l 450 l

• No deberán adlClonarse los volumenes listados en estas columnas directamente al tubo de especímenes.

b. Mezcle la solución completamente por vórtice.

7. Quite los tubos de la centrifuga un tubo a la vez y colóquelos en una gradilla o gradilla de conversión del
MST Vortexer 2. Deberá estar presente un pellet rosafanaranjado en el fondo de cada tubo.

8 Manejo de cada tubo individualmente:
a Quite la tapa y apártela en una toalla de papel con poca pelusa limpia.
b Decante cuidadosamente el sobrenadante.
c. Mantenga la posición del tubo invertida y borre suavemente (aproximadamente seis veces) en toallas

de papel absorbente con poca pelusa para quitar el exceso de liquido. Use un área limpia de la toalla
cada vez. No deje que el pellet celular se deslice hacia abajo del tubo durante el manchado.

d. Coloque el turo en una gradilla o la gradilla de conversión de MST Vorlexer 2.

Notas:
No seque en la misma área de la toalla de pape! con poca pelusa.
Es importante quitar la cantidad máxima de solución PreservCyt secando. No obstante, es
normal ver la solución PreservCyl residual después del secado.

Método de vórtice de tubos manuaVindividual

1. Agregue el volumen apropiado de medio de transporte de especimenes digene + reactivo de
desnaturalización a cada pellel. Vuelva a suspender cada pellet poniendo en vórtice cada tubo
individualmente durante por lo menos 30 segundos en la configuración de velocidad más alta. Si es difícil
de volver a suspender LJnpellet, coloque en vórtice por 10-30 segundos adicionales o hasta que el pel!et
flote suelto desde el fondo del tubo, Si un pellet queda sin disolverse después de la colocación en vórtice
adicional (un total de 2 minutos máximo), anote la identificación del espécimen y siga con la siguiente
etapa.

2. Ponga los tubos en baño maría a 65 1: 2. C por 15 1: 2 minutos. Asegúrese de que el nivel de agua sea
suficiente para cubrir todo el líquido y los tubos.

3. Quite la gradilla con especímenes del baño maría y pase por vórtice los especímenes de forma individual
por alrededor de 15-30 segundos.
Nota: asegúrese de que lodos los pellets estén completamente resuspendidos en este punto. los
espedmenes que todavia tengan pellets visibles no son aceptables para pruebas

4. Regrese la gradilla al baño maría a 65:1: 2° C y continúe la desnaturalización por otros 30 1: 3 minutos
5. Proceda a la etapa de Hibridación a continuación o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento

y tratamiento de especímenes desnaturalizados.

Método de tubos de esoecimenes múltiples (Msn Vortexer 2

Notas:

No se ha validado el procedimiento del MST Vortexer 2 para poner en vórtice especímenes de la
solución PreservCyt con solución amortiguadora de conversión de muestras antes de la
centrifugación.
Solamente el MST Vortexer 2 está diseñado para el procesamiento de especímenes de la soluclón
PreservCyt.
la gradilla y tapa de conversiones están diser.adas específicamente para acomodar tubos cónicos de
15 ml marca VWR o Coming. El usuario deberá usar solamente lJn tipo de tubo en la gradilla de
conversiones a la vez. Otras marcas no están validadas para su uso
Se requiere un acatamiento estriclo a los tiempos de vórtice especificados de la gradilla de
conversión y la tapa
No pueden usarse la gradilla de conversión y la tapa para poner en el vórtice los calibradores y
controles de calidad del kit de prueba de ADN digene HC2. La altura de los tubos STM evita el uso
del vórtice con la gradilla de conversión

1. Después de secar cada tubo cónico de 15 ml etiquetado, coloque cada uno en su posición apropiada en
la gradilla de conversión.

2. Agregue 150 IJl de mezcla de medio de transporte de especimenes digene + reactivo de
desnaturalización a cada pelle!.

3. Cubra los tubos cónicos de 15 ml con la película selladora de tubos DuraSeal jalando la película sobre
los tubos en la gradilla.

Coloque la tapa de la gradilla sobre los tubos cubiertos de pelicula y asegure la tapa en su lugar con
las dos abrazaderas laterales. Corle la película con el aíter después de que se apriete de manera
segura la tapa .

4. Mueva la palanca con mango rojo hacia arriba para que esté en una posición horizontal.
5. Ponga la gradilla de conversión y la tapa en el MST Vortexer 2 para que la esquina con muesca mas

grande de la gradiOa de conversión se ubique en la esquina frontal derecha. Posicione la gradilla y la tapa
en la plataforma del MST Vorlexer 2 para que se ajuste de fonna segura dentro de las guias. Asegure la
gradilla en su lugar moviendo la palanca con mango rojo hacia abajo a la posición vertical. Esto asegurara
la gradilla en su lugar.

6. Verifique que la configuración de la velocidad esté en 100 (máxima velocidad) y que el botón Pulsar se
encuentre en la posición OFF (apagada)

7. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de ON (prendido), Ponga en vórtice los tubos por 30
segundos.

8. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de OFF (apagado).
9. Quite la gradilla de conversión del Vortexer levantando en la palanca con mango rojo.
10. Coloque la gradilla en el baño maría a 65:1: 2. C por 15 1: 2 minutos: Asegúrese de que el nivel de agua

cubra completamente todo el líquido en todos los tubos
11. Después de una incubación de 15 minutos, quite la gradilla con especímenes del baño maria
12. Para evitar una salpicadura, seque la gradilla del exceso de agua antes de colocarla en el MST Vorlexer

2.
13 Asegure la gradilla de conversión en el MSTVortexer 2, como se describe en la etapa 6.
14. Verifique que la configuración de velocidad esté en 100 y ponga el interruptor en la posición de ON

(prendido). Pase por vórtice los tubos por 1 minuto.
15. Ponga el interruptor en la posición de OFF (apagado).
16. Regrese la gradilla al baño maría a 65 1:20 C y continúe la desnaturalización por 30 1: 3 minutos.
17. Quite la gradilla del baño maría, seque la gradilla y asegúrela en el Vortexer.
18. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de ON (prendido). Ponga en vórtice por 10 segundos

en la configuración máxima.
19. Ponga el interruptor del Vortexer en la posición de OFF (apagado). Quite la gradilla.
20. Quite inmediatamente la tapa de la gradilla y la película del sellador de tubos DuraSeal de los

espedmenes.
21. Proceda a la etapa de Hibridación a continuación o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento

y tratamiento de especímenes desnaturalizados.

El método de MST Vortexer 2 está validado para el procesamiento de especímenes de la solución
PreservCyt después de la centrifugación y decantación de! sobrenadante. MARISOL ~$INO
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pipeta de un solo canal (equipado de puntas de 25-200 IJl) en lugar de una pIpeta de ocho
canales

5. Cubra las microplacas de hibridación con una tapa de placa y agite en el agitador giratorio I del sistema
Hybrid Capture puesto a 1100 :1:100 rpm por 3 :1:2 minutos. los calibradores, controles de calidad y
los especlmenes deberán tomarse amarillos después de la agitación. Los pozos que queden
púrpuras pueden no haber recibido la cantidad apropiada de mezcla de sondas. Agregue 25 IJL
adICionales de mezcla de sondas a especímenes que queden púrpuras y ag~e otra vez. Si los pozos
quedan púrpuras después de seguir este procedimiento, deberán volverse a probar los especimenes.
Notas:

Después de agitar, los especímenes de la solución PreservCyI deberán tomarse rosas en lugar de
amarillos.
Cuando coloque las microplacas de hibridación en el calentador de microplacas 1, deberá tenerse
cuidado en no causar una salpicadura.

6. Incube en un calenlador de microplacas I precalentado y equilibrado a 65 :1:2e C por 60 ;t 5 minutos.
Nota: Cree un archivo de distribución de placas usando el software de análisis de ensayos digene con
los protocolos de ensayos digene para el VPH si esto no se ha completado anteriormente.

Método de hibridación usando microtubos y baño maria

Notas:

Punto de paro opcional

Después de la desnaturalización. pueden almacenarse los especimenes a 2"-8e C de un día para otro o a-
20" C por hasta tres meses. Para una refrigeración de un dia para otro, pueden dejarse los especímenes en la
gradilla de conversión con la película nueva DuraSeal y la lapa de la gradilla reemplazadas. Antes del
almacenamiento a -20" C, deben quitarse la tapa de la gradilla y la película DuraSeal y las tapas colocadas en
los tubos. Si se usó el procedimiento de vórtice manual. coloque la gradllla de tubos con tapa en la
temperatura de conservación deseada. En cualquier caso, deben equilibrarse los especímenes a temperatura
ambiente (20"-25. C) Y ponerse en vórtice completamente antes de seguir con la etapa de hibridación

Nota: No almacene o embarque los especímenes desnaturalizados en hielo seco

Puede realizarse un máximo de tres ciclos de congelación/descongelación con un máximo de 2 horas a
temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelación. Para los especímenes procesados usando el
MST Vortexer 2. quite la tapa de la gradilla de conversión y la película selladora de tubos DuraSeal de los
tubos cónicos de 15 ml y ponga la lapa a cada tubo antes de consesvar los especímenes a -20. C.

HIBRIDACIÓN
Hibridación: métodos de cóctel de sondas combinadas (CPC) y de sondas duales

Notas:

Son viscosas las mezclas de sondas de VPH. Deberá tenerse cuidado de asegurar una mezcla
completa y que la cantidad requerida esté completamente dispensada en cada micropozo. Véase la
sección Preparación y almacenamiento de readivos.
Importante: Algunos especimenes cervicales pueden contener sangre u otro material biológico

que pueda ocultar los cambios de color en la adición de la mezcla de sondas. los
especímenes que muestran un color oscuro antes de la adición del reactivo de
desnaturalización pueden no dar el cambio de color apropiado en esta etapa. En
estos casos, no mostrar el cambio apropiado de color no afectará los resultados del
ensayo. Puede verifICarse la mezcla apropiada observando el cambio de color de los
calibradores y controles de calidad.

Método de hibridación usando la placa de hibridación y el calentador de microplacas 1

Notas:

No se ha validado el procesamiento de especímenes recolectados con el dispositivo de recolección
de ADN digene HC2 en STM usando el método M$T Vortexer 2 para la mezcla y el método del
baño maria para la hibridación. Pueden hibridarse los especímenes recolectados COl1el dispositivo
de recolección de ADN digene HC2 en STM y procesados usando el método MST Vortexer 2
usando el método del calentador de microplacas I solamente.
Si se ha almacenado el espécimen desnaturalizado a -20° e, deje que se descongele 8.1 espécimen
a 20"-25" e" """""'8 com"'letamente en vórtice el es••..••ClITlenantes de s~urr con la hlbndacl6n.

1 Etiquete y coloque el número requerido de microtubos de hibridación limpios en la gradilla de microtUbos.
2. Quite los calibradores, controles de calidad y especímenes del baño maria después de la incubación

Ponga en vórtice cada tubo individualmente durante por lo menos S segundos justo antes de quitar las
partes alícuotas.

3. Pipetee 75IJL de cada calibrador, control de calidad o espécimen en el fondo de los microtubos de
Pueden hibridarse los especímenes recolectados en STM con el dispositivo de recolea:ión de ADN hibridación vacios después de la distribución de placas creada bajo Preparación. Use una punta de pipeta
digene HC2 y procesados usando el método MST Vortexef 2 ulilizarn:\o el método de calentador de extra larga y limpia para cada transferencia para evilar una contaminación cruzada de calibradores,
mícroplacas I soCamente. controles de calidad o especímenes. No es necesario quitar el dispositivo de recolección de especímenes
Si se ha congelado o refrigerado el espécimen desnaturalizado, equílíbre a 20"-2S" C y ponga en del tubo de transporte de especímenes. Pueden cubrirse los especimenes desnaturalizados con tapa
vórtice en la configuración de máxima velocidad por 5-10 segundos si se usa el MST Vortexer 2 con roscas de tlbos de recolección de especímenes y almacenarse a -20" C con los díspositivos de
especimenes de la solución PreservCyI. recolección de especimenes restantes en los tubos.
Precaliente el calentador de miaoplacas I a 65 ;t 2" C por 60 minutos antes de su uso. Véase el Nota: Pueden ocurrir resultados falsos posítivos si no se pasan cuidadosamente las partes alicuotas
Manual del operador del calentador de microplacas I para más ínstrucciones, como sea necesario. de los especímenes. Durante la transferencia del espécimen, no toque la punta de pipeta ál

interior del tubo cuando quite la parte alicuota de 75!1L
1. Obtenga y etiquete una micmplaca de hibridación. 4. Después de pasar el último espécimen, incube los microtubos de hibridación por 10 minutos a 20"-
2. Pipetee 75IJl de cada calibrador, oontrol de calidad o espécimen puestos en vórtice en el fondo de los 25" C.

mícropozos de hibridación vacíos después de la distribución de placas aeada bajo Preparación. Evite 5. Divida en partes alícuotas la mezcla de la sonda preparada y puesta en vórtice completamente en un
tocar los costados de los pozos y limite la formación de burbujas de aire. Use una punta de pipeta extra resesvOfio de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 25 IJL de la mezcla de la sonda en cada
larga y limpia para cada transferencia para evitar una contaminación cruzada de calibradores, controles microtubo que contenga calibradores, controles de calidad y especímenes usando una pipeta de ocho
de calidad o especímenes. No es necesario quitar el dispositivo de recolección de especímenes del tubo canales y puntas frescas para cada fila. Dispense el volumen de sonda en cada microtubo de hibridación,
de transporte de especlmenes. Pueden cubrirse los especimenes desnaturalizados con tapa roscas de previniendo una salpicadura de regreso.
tubos de recolección de especímenes y almacenarse a -20" C con dispositivos de recolección de 6. Cubra los microtubos con un sellador de placas. Ponga la cubierta de la gradilla en la parte superior de la
especímenes restantes en los tubos. gradi!la_Agite la gradilla de microtubos en el agitador giratorio I puesto a 1100:1: 100 rpm por 3:1:2
Nota: Pueden ocurrir resultados falsos positivos si no se pasan cuidadosamente las partes alícuotas minulos. los calibl"adores, controles de calidad y los especimenes deberán tomarse amarillos

de los espedmenes. Durante la transferencia del espécimen, no toque la punta de pipeta al después de la agitación. los tubos que queden púrpuras pueden no haber recibido la cantidad
interior del tubo cuando quite la parte alícuota de 75 1Jl. apropiada de mezcla de sondas. Agregue 25IJL adicionales de la mezcla de sondas a los especímenes

3 Después de pasar el último espécimen, cubra con parafilm o una tapa de plástico e incube la que queden púrpuras y ag~e otra vez. Si los tubos quedan púrpuras después de seguir este
microplaca de hibridación por 10 minutos a 20"-25. C. procedimiento, deberán volverse a probar los especimenes

4. Divida en partes alícuotas la mezcla de la sonda preparada y puesta en vórtice completamente en un Nota: Después de agitar, los especímenes de la solución PreservCyI deberán tomarse rosas en lugar
reservario de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 2SIJL de la mezcla de la sonda en cada de amarillos
pozo de las microplacas de hibridación usando una pipela de odlo canales Ypuntas frescas para cada 7. Incube en un baño maría a 65:1: 2" C por 60 :1:5 minutos, Asegúrese de que el nivel de agua en el baño ,N
fila, Dispense el volllTIen de sonda en cada pozo de t1ibridación, previniendo una salpicadura de regreso. maria sea suficiente para cubrir todo el volumen de mezcla de hibridación. Puede dejarse que flote la
Evite locar los costados de los pozos. gradilla de microtubos en el baño maria.

Nota: Para la etapa anterior, use una pipeta de ocho canales que esté equipada de puntas ~d.e~25-:=2~OO::-:_~;;;;;:;~~~;;;;;::::::~~~__ :N~ota: Cree un archivo de distribución de placas usando el software de análisis de ensayos digene ~
______ . _¡JLy..que.sea.capaz.de_~.ministrar_25-7~JJ1-. Para un nú~ero ~ueño d~pozos, lJ~_una con los protocolos de ensayos digene para el VPH si esto no se ha completado anteriormente. :;;-----__

~
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CORRECTO

CAP.TURA HiBRIDA

Quite todo, excepto el número requerido de pozos de la microplaca de captura del marco de placas.
Regrese los micropozos no usados a la bolsa original y vuelva a sellar. Coo un marcador, enumere cada
columna 1, 2, 3 .. Y etiquete la microplaca con un identificador apropiado. Se agregarán los especimenes
a los pozos de acuerdo con la distribución de ejemplo preparada bajo Preparación.

2. Quite cuidadosamente las microplacas de hibridación que contengan calibradores, controles de calidad y
especímenes del calentador de microplacas 1. Quite inmediatamente la tapa de la placa y colóquela en
una superfIcie limpia. De manera alternativa, quite la gradilla de microtubos del baño maría. Quite
inmediatamente la tapa de la gradilla y jale lentamente el sellador de placas hacia arriba y a través de la
gradilla.

3. Pase todo el contenido (aproximadamente 100 1Jl) de cada calibrador, control de calidad y espécimen de
los pozos o microtubos de las microplacas de hibridación al fondo del micropozo de captura
correspondiente usando una pipeta de ocho canales. Use las puntas de pipetas nuevas en la pipeta de
ocho canales para cada columna transferida y deje que se drene bien cada punta de pipeta para asegurar
una transferencia completa de especímenes. Si se desea, puede sujetarse la pipeta restando la mitad de
las puntas de pipeta en el borde superior de los micropozos de captura (véase el Diagrama l' pipeteado
correcto a continuación).

DIAGRAMA 1: PIPElEADO CORRECTO

~@@
No pipetee de forma vertical. Evite una No deje que la punta toque el

salpicadura de regreso. costado del pozo.

4. Cubra la microplaca con la tapa para placas o el sellado de placas nuevo y agite en el agitador giratorio I
a 1100 i: 100 rpm, a 20°_25° C por 60 i: 5 minutos.

5. Prepare la solución amortiguadora de lavado. Si usa el lavador de placas automatizado, veritique el
enjuague y los reseNorios residuales durante esta incubación. Véase la secd6n Preparación y
almacenamiento de reactivos.

6. Cuando se complete la etapa de captura, quite la microplaca de captura del agitador giratorio l y quite
cuidadosamente la tapa para placas o el sellador para placas. Quite el líquido de los pozos desechando
en un lavabo; invierta completamente la placa sobre el lavabo y agite de forma vigorosa con un
movimiento descendente siendo cuidadoso en no causar una salpicadura de regreso decantando
demasiado cerca del foodo del lavabo. No vuelva a invertir la placa; seque dando golpecitos flmlemente
2-3 veces en las toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con poca pelusa equivalentes. Asegúrese
de que se quite todo el líquido de los pozos y que la parte supertor de la placa esté seca

DETECCiÓN HiBRlDA

Notas:
Efectúe adiciones a través de la placa en dirección de izquierda a derecha usando una pipeta de ocho
canales
Se recomienda que se utilice la técnica de pipeteado reverso para mejorar la consistencia del suministro
de reactivos. Con esta técnica, las puntas de pipeta se sobrellenan inicialmente usando el segundo paro
en el control de aspirado/dispensado de la pipeta (émboto). Véase el procedimiento a continuación.
Limpie con loalla las puntas con un reservorio de reactivo desechable o limpie el cojinete con poca
pelusa para quitar el exceso de reactivo antes de suministrar a la placa.
Si se desea, puede sujetarse la pipeta reposando la mitad de las puntas de pipeta en el borde superior
de tos micropozos. Tenga cuidado de no locar los costados de los micropozos, ya que podría ocurrir una
contaminación cruzada de especimenes. Véase el Diagrama 1: pipeteado correcto anterior.

Procedimiento de pipeteado reverso:

a) Inserte las puntas en la pipeta de ocho canales; asegúrese de que todas las puntas estén firmemente
asentadas

b) Empuje el émbolo de la pipeta pasando el primero paro al segundo paro.
e) SlIIl1e~a las puntas en la solución del reactivo de detección 1.
d) Libere el émbolo lentamente y deje que la solución llene las puntas.
e) Dispense 75 IJl de solución en micropozos presionando el émbolo al primer paro. No libere el émbolo

hasta que se hayan vuelto a sumergir las puntas de la pipeta en la solución del reactivo de detección,.
f) Vuelva a llenar las puntas y repita hasta que se llenen todos los pozos. Llene los pozos de

microplaca de izquierda a derecha. Verifique que se hayan llenado exactamente todos los pozos
observando la intensidad del color rosa. Todos los pozos deberán tener una intensidad
similar.

2. Cubra las placas con una tapa para placas o Parafilm limpio o equivalente, e incube a 20°_25° C por 30-
45 minutos

LAVADO

lave la microplaca de captura usando uno de tos dos métodos a continuación.

Método automatizado de lavador de placas

"N¡;;o••••c.,-.S";.¡;;m~p~~;;-;~;;;;";¡t~M;g;a;np~~";¡d"';d;;o~.;,I"a;v;,a;d;o;"d".~p"'a;',;~;;-;a;""to;mati¡;;¡;¡.,;;a;d¡;;o~.¡¡"';;e"g;¡';¡,,;;,,;;;¡d;;.~q;¡";.~e"'"".,.eoN;oo;¡'oOl
de enjuague esté lleno y que el reservorio de residuos esté vacío. El lavador de placas automatizado
enjuagará de manera rutinaria el sistema para su limpieza. Véase el Manual del operador del lavador de
placas automalizado para mayor instrucción, como sea necesario.

Antes de cada uso:
VeriflClue que el reseNOrlo de lavado esté lleno por 10 menos a la marca de 1 L. Si no, prepare la
solución amortiguadora de lavado. Véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos.
Veriftque que el reservorio de enjuague esté lleno de agua destilada o des ionizada.
VeriftqUB que el reseNorio residual esté vacío y que la tapa esté apretada de forma segura
El lavador de placas automatizado iniciara automáticamente por sí mismo antes de.cada lavado y
enjuague después de cada lavado.

1. Quite la tapa para placas y coloque la placa en la plataforma del lavador de placas automatizado.
2 VeriflClue que la energía esté prendida, y que la pantalla lea: «Digene Wash Ready.) (Lavado digene Itsto} -

ó«P1»

Nota: Si solamente se está usando una tira parcial de pozos de captura, necesitarán colocarse los
micropozos vacíos en la microplaca de captura para completar la columna antes del lavado.
Véanse Accesorios ra la información de idos.

3. Seleccione el número de tiras a lavar presionando la tecla ROWS (filas) y luego + o • para ajustar.
Presione la tecla ROWS (filas) para regresar a «Digene Wash Ready» (lavado digene listo} ó «P1 ».

4. Presione STARTISTOP (iniciar/parar) para comenzar.
5. El lavador de placas automatizado realizará seis ciclos de llenado y aspirado, tomando aproximadamente

10 minutos. Habrá una pausa breve durante el programa, por lo que asegúrese de no quitar la placa
prematuramente. Cuando lenTItne de lavar el lavador de placas automatizado, leerá «Digene Wash
Ready» (lavado dígene listo) Ó 1<P1».

6. Quite la microplaca del lavador de placas automatizado cuando termine el programa. la placa deberá
aparecer blanca y no deberá quedar líquido rosa residual en los micropozos.

1. Divida en partes alícuotas el volumen apropiado del reactivo de detección 1 en un reseNorio de reactivos
(véase la sección Preparación y almacenamiento de reactivos para instrucciones). Pipetee
cuidadosamente 75 IJL del reactivo de detección 1 en cada pozo de la microplaca de captura usando una
pipeta de ocho canales y la técnica de pipeteado reverso. Verifique que se hayan llenado exactamente
todos los pozos obseNando la intensidad del color rosa. Todos tos pozos deberán tener una intensidad
similar.
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es > 15%, deseche el valor del calibrador con un valor URl más lejano del promediO como marginal y
vuelva a calaJlar el promedio usando los dos valores del calibrador restantes. Si la diferencia entre el
promedio y cada uno de los valores remanentes es s 15%, siga con la etapa 3; de lo contrario, la
verificación de calibración del ensayo para esa sonda especifica es inválida y debe repetirse la
prueba para todos los especlmenes de la paciente. Por consiguiente, no deberán reportarse los
resultados de los especlmenes de las pacientes.

La verificación de la calibración del ensayo descr[ta anteriormente para los calibradores es realizada
automáticamente por el software de análiSis de ensayos digene y se imprime en los informes de
resuRados de la prueba. Los protocolos para VPH del ensayo digene del software de análisis de ensayos
digene con versión 4.01 ó más reciente automáticamente verifica que el %CV del calibrador de VPH de
bajo y atto riesgos %CV es s 15%. No obstante, versiones anteriores (1.0.2 y 1.0.3) del software
cuamativo digene NO invalidarán el ensayo al menos que el %CV sea> 25% para los calibradores. Por lo
tanto, los usuarios de protocolos para VPH del ensayo del software cualitativo versión 1.0.2 ó 1.0.3
digene deben verificar manualmente que el %CV calculado por el software cualitativo digene sea s
15% tanto para el calibrador de VPH de bajo riesgo como de alto riesgo y siga como está Indicado
para la situación 1 en la tabla a continuación. Si el %CV de los duplicados del calibrador cae entre
15% y 25% para cualquier o ambos calibradores, remítase a las instrucciones en la situación 2 Ó 3
en la tabla a continuación y siga con la Acción del usuario indicada.

• Para CPC, el % CV de LRC, HRC y LRC-HRC combinados deben mostrar un %CV de s 15% Pueden
eliminarse solamente 1 duplicado de lRC 1 duplicado de HRC.

%CV reportado para Acción tomada por el
los duplicados del software cualitativo

Situación calibrador diaene Acción del usuario

1 s15% ~~=::J~l~::~\adocomo Pueden reportarse los resultados~ 00 re
reouiere de maYOr acdón.
Qu[te el valor URL del calibrador mas
lejano del promedlo. Vuelva a calcular el
%CV del calibrador con los dos valores
remanentes. SI el %CV de lo. d~
valores de URL remanentes es >15%, el

Sin marginales qu[tados ensayo e. inv6lido. No deben
2 Entre 15% y25% Y ensayo reportado como reportarse los resultados. Si el %CV de

«Valid» (válido) los dos valores de URL remanenles es s
15%, vuelva , calcular el ""'e del
ensayo. posteriormente vuelva a calcular
la razón URUcorte para cada espécimen
usando •• te corte. Pueden reportarse
estos valores recalculados.

Un marginal removido y El ensayo •• inválido, 00 deben
3 Entre 15% y 25% ensayo reportado como reportarse los resullados. Debe repetirse

«Valid» (válido) el ensayo.
Un marginal removido y El ensayo •• inválkio, 00 deben

4 >25%
=I~~~~})r(~~i= como

reportarse los resultados Debe repetirse
el ensavo.
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CRITERIOS DE VERIFICACION DE LA CALlBRACION DE ENSAYOS

Método de lavado manual

1. Qu[te el reactivo de detección 1 de los pozos colocando toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con
poca pelusa equivalentes en la parte superior de la placa e invierta cuidadosamente. Antes de invertir,
asegúrese de que el papel esté en contacto con toda el área superfICial de la placa. Deje que se drene la
placa por 1-2 minutos. Seque bien en toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con poca pelusa
equivalentes. Deseche cuidadosamente las toallas Kimtowels usadas o toallas de papel con poca pelusa
equivalentes para evitar la contaminación con fosfatasa alcalina de etapas posteriores.

2 Usando el aparato de lavado, lave con las manos la placa seis veces. Debe lavarse cada pozo a
sobreflujo para quitar el reactivo de detección 1 de la parte superior de los pozos. El lavado comienza en
el pozo A1 y continúa de un modo serpentino hacia la derecha y de forma descendente. Después de que
se hayan llenado todos los pozos, decante el líquido en el lavabo con un movimiento descendente fuerte.
Se inicia el segundo lavado en el pozo H12 haciendo un movimiento serpentino hacia la izquierda y de
forma ascendente. Se rep[te esta secuencia de dos lavados dos veces más para un total ele seis lavados
por pozo.

3. Después del lavado, seque la placa invirtiéndOla en toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con poca
pelusa equlvalentes y golpeteando firmemente 3-4 veces. Reemplace las toallas y el secado otra vez.
Deje la placa .wersa y deje que se drene por 5 minutos. Seque la placa una vez más

4. La placa deberá parecer blanca y no deberá quedar líquido residual rosa en los micropozos.

AMPURCACI6N DE SEÑALES

Notas:
Use un par de guantes nuevos y limpios para manipular el reactivo de detección 2.
Divida en partes alicuotas solamente la cantidad de reactivo requerida para realizar el ensayo en el
reservorio del reactivo con el fin de evitar contaminación del reactivo de detección 2. Véase la sección
Preparaci6n y almaoenamiento de reactivos. No regrese el reactivo de detección 2 a la botella
original. Deseche el material no utilizado después del uso.
Deberá hacerse sin inlerrupciones la adición del reactivo de detección 2. Debe ser lo más oercano
posible el tiempo de incubación de todos los pozos
Tenga cuidado de no tocar los costados del micropozo ni de salpicar el reactivo de regreso a las puntas,
ya que podría OOJrrir una contaminación cruzada de especímenes {véase el Diagrama 1: pipeteado
correctoi.

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

2. Cubra las mícroplacas con una tapa para placas o Parafilm limpio o equivalente, e incube a 20°-25° C por
15-30 minutos. Ev[te la luz solar directa.

3. Lea la microplaca en elluminómetro después de 15 minutos de incubación (y no más de 30 minutos de
incubación).

4. Si no se usó una microplaca completa, qu[te los mícropozos usados del soporte de mícroplacas, enjuague
el soporte completamente con agua destilada o desionizada, seque y reserve para el siguiente ensayo

Se realiza la verifICaCión de calibración de ensayos para asegurarse de que los reactivos y el material del
calibrador suministrado estén funcionando apropiadamente, perm[tiendo lHla determinación exacta del valor Con el fin de calcular manualmente el %CV como es requerido en la s[tuación 2 anterior, el usuario
de corte del ensayo. La prueba de ADN del VPH digene HC2 requiere calibración con cada ensayo. Por lo deberá dividir la desviación estándar de los valores de URl duplicados entre el promedio de los valores
tanto, es necesario verificar cada ensayo usando los siguientes criterios. Este procedimiento de verificación no de URL duplicados remanentes (LRC o HRC) y multiplicar ese resultado por 100.
está indicado como sust[tuto para pruebas de control de calidad intemas Para calcular el %CV usando Microsoft@>Exoe¡t' (suministrado con el software aJalitalivo digene), el
1. Calibrador negativo usuario puede calcular la desviación estándar de los duplicados del calibrador usando la fórmula

Debe probarse el callbrador negativo por triplicado con cada ensayo. El promedio del calilrador negativo (,STDEV» (Desv. Es!.) y determinar la URL promedio del calibrador usando la fórmula «AVERAGE»
debe ser 2: 10 y:£ 250 URL con el fin de proceder. Los resultados del calibrador negativo deberán mostrar (promedio). Una vez que se obtengan estos dos valores, divida la DESV. EST. entre el PROMEDIO y
un coeficiente de variación (%CV) de s 25%. Si el %CV es > 25%, deseche el valor de control con un multipHque el resultado por 100 para obtener el %CV.
valor URl más lejano del promedio como marginal y vuelva a calcular el promedio usando los dos valores (DESV. EST.fPROMEDIO). 100 =%CV
del calibrador restantes. Si la diferencia entre el promedio y cada uno de los dos valores es s 25%, siga
con la etapa 2; de lo contrario, es invAlida la verificación de la calibración del ensayo y debe Si existe alguna pregunta relacionada con el cálCtllo de %CV, el recálculo del corte del ensayo o el
repetirse la prueba para todos los especimenes de la paciente. Por consiguiente, no deberán recálculo de la URUcorte de los especimenes, favor de llamar a QIAGEN Technical Services
reportarse los resultados de los especlmenes de las pacientes. (servicios técnicos).

2. Calibradores de bajo y alto riesgos _-:; •••='~;::;;;;;~~~;::~:-Para determinar la reprodueibilidad del calibrador y estimar la frecuencia en la cual pueden ser necesarios
----oebe-probarSe.e!(Ios)-celibrador(eS).pof-lriplicado..con.cada.ensayo._losr.esuRados_d~lJ<?libfJldor.de -.YP1:I_ _ los r~lcul~ manuales.'~ compilaron los resultad.os de _tresevaluaciones el.¡nicas que involucraban 15

de alto y bajo riesgos deberán cada uno mostrar un coeficiente de variación (%CV) de::; 15%. Si el %CV



M DODESONDASDUALES
Rangos aceptables de verificación de fa

calibración de ensavos
2.0 s lRClfNClRX s 15.0 costado lR
2.0s HRClfNCHR-1 s 15.0 costado HR

ensayos realizados con la prueba de ADN del VPH digene HC2. Los resultados mostraron que el %CV
promedio para estos 152 ensayos era del 8.1%. Considerando los tres duplicados del calibrador por
ensayo, se observó una reproducibilidad del calibrador mayor al 15%CV para solamente 17 de 152
corridas (11.2%), con 10 de estos 17 ensayos dando como resultado %CV entre 15%--25% (situación 2).
Para los 17 ensayos que produjeron un %CV mayor a 15%, se quitó un marginal sencillo y se recalculó el
%CV. Después de la acción del usuario para la situación 2, solamente uno de los %CVs permaneció
mayor al 15%, invalidando el ensayo. Se calcularon los %CVs de los 151 ensayos restantes para un %CV
promedio de 6%_

3. Se usan los resultados del promedio del calibrador (LRC o HRC X) y el promedio del calibrador negativo
(NCI) para calcular la razón LRCI/NC.I' o HRClfNC:I para cada sonda. Los protocolos para VPH del
ensayo digene versión 4.01 y más reciente automáticamente verifIcan el rango aceptable de la razón
HRCXfNC.I' o LRGXfNCX dentro de 2.0-15.0. No obstante, versiones anteriores (v1.0.2 y v1.0.3) de los
protocolos de ensayo del software aJalitativo dígene no verifican el Umite superior de este rango. Esta
razón debe cumplir los siguientes criterios para verificar la calibracIón del ensayo antes de que puedan
interpretarse los resultados de los especimenes:

M TODOCPC
Rangos aceptables de verificación de la

calibración de ensavos
2.0 oS lRCl/NCI oS 15
2_0 s HRCX/NCX s 15

2.0 s lRC y HRC -1INCI::; 15

4. Cak::ule las razones lRCXINCX o HRC-1/NCI apropiadas para cada uno de los conjuntos de sondas. Si
las razones son <: 2.0 y s 15.0, proceda a la siguiente etapa_ Si alguna de las razones son < 2.0 6 '" 15.0,
el ensayo es inválido para esa sonda específica y debe repetirse. Repita todos los especimenes de la
paciente dentro del ensayo.
Nota: Se han establecido rangos aceptables para el calibrador negativo, calibradores de VPH de bajo
riesgo y alto riesgo solamente para los IumillÓmetros aprobados por alAGEN.

Una vez que se haya validado un ensayo de acuen::lo con los criterios establecIdos anteriormente, los valores
de URl de corte para determinar los especimenes positivos son como sigue.

1) Método de c6ctel de sondas combinadas: <duplicados lRC + duplicados HRC\
# de duplicados

2) Método de sondas duales: Corte de sonda de VPH de bajo riesgo = lRCI
Corte de sonda de VPH de allo riesgo = HRCI

Cála.do de corte de e'em los
Para: Sonda de VPH Sonda de VPH Sonda de VPH Sonda de VPH

de bajo o alto de bajo riesgo de allo riesgo combinada
riesgo MétodoCPC MétodoCPC Método CPC

Método de dos
sondas

Valores de URl Valores de URL Valores de URl Valores de URl Valores de URl
deNC de lRC o HRC delRC de HRC de lRCvHRC
97 312 330 235* 330
101 335 305 295 305
91 307 385 279 385

295
235*
279

Valor de URl 96 318 340 287* 318.8*
nromedio
%CV 4.9 4.7 12.0 3.9* 13.0

lRC-XINC-X NIA 3.31 3.54 3.00 3.32

El valor de URl promedio para el calibrador positivo determina la URL de corte del ensayo, En el ejemplo del
método de dos sondas anterior, el valor de URl de corte es 318.

* El %CV promedio de los 6 duplicados fue de 16,8. Se eliminó el duplicado con un valor de 235 como
marginal. El %CV de los duplicados restantes fue 13.0 con un promedio de 318.8. El %CV inicial de HRC fue
11.5.,~.,
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Deberán convertirse todos los valores de URl de especimenes a una razón al valor de URl de corte (CO)
apropiado. Por ejemplo, deberán expresarse todos los ensayos probados con la sonda de VPH de bajo riesgo
como valor de corte de URLlbajo riesgo de especímenes. lo mismo puede realizarse con especimenes
probados con la sonda de VPH de allo riesgo o el CPC.

Nota: Se calculan y reportan los valores de URUCa y los resullados positivos/negativos para todos los
especímenes probados para cada sonda en los informes de resultados de pruebas del software de
análisis de ensayos digene.

CONTROL DE CALIDAD

Se suministran los controles de calidad con la prueba de ADN del VPH dígene HC2 Consulte la guía de
usuario aplicable del software de análisis de ensayos digene para instrucciones sobre cómo capturar los
números de lote y fechas de caducidad de los controles de calidad. Deben incluirse estos controles en cada
ensayo, y el URUCa de cada control debe caer dentro de los siguientes rangos aceptables para que se
considere válido. los protocolos de ensayo para VPH digene versión 4.01 y más reciente automáticamente
invalidan un ensayo si los controles no se encuentran dentro de los limites especificados. Versiones de los
protocolos anteriores automáticamente invalidarán un ensayo si los controles de calidad no se encuentran
dentro de los límites especificados. Si los controles de calidad no caen dentro de estos rangos, el ensayo es
inválido y debe repetirse. Por consiguiente, no deberán reportarse los resultados de las pacientes para ningún
ensayo inválido.

los resultados esperados para cada espécimen incluidos en la prueba de ADN del VPH dígene HC2 se
resumen a continuación.

Resultado esperado
Control TipodeVPH

soná~~~rVC:;Hu~'{~~~S"O

Minimo Máximo Promedio es ","o
aC1-lR Ries oba.o VPH6 >2 s8 5.0
aC2-HR Ro o alto PH 16 O < 1 0.5

Resultado esperado
Control Tipo de VPH (Valor de URUcor1e)

Sonda de VPH de allo ri~sno
Minimo Máximo Promedio es redo

aC1-lR Ries o ba'o VPH 6 O < 1 0.5
QC2-HR Ries o afio H 16 >2 '8 5.0

Resultado esperado
Control Tipo de VPH (Valor de URUcorte)

Sonda de VPH de CPC
Minimo Máximo Promedio es rada

QC1-lR Ries o ba.o PH6 >2 s8 5.0
OC2-HR Ries o alto H 16 >2 s8 5.0

Usuarios del sistema áigene Hybrid Capture 2: si los controles predefinidos (OC1, OC2, aC3 y OC4) se
encuentran en la lista de controles, elimlnelos dentro del software y defina los controles (OC1-lR y OC2-HR)
listados en la tabla anterior. Si el laboratorio escoge correr los duplicados de OC1 y aC2 en una placa, el
software del sistema digene Hybrid Capture 2 no reportará los resultados de las pacientes si el CV de OC, ó
aC2 excede el 25%.

1. El material del control de calidad del VPH de alto riesgo proporcionado en el kit es el blarK:O de ADN del
VPH clonado y no se deriva del VPH tipo silvestre. El OC2-HR es de 5 pglml de ADN del VPH 16
mientras que el calibrador contiene 1 pglmL del mismo material

2. Este material de control no actuará como un control de procesamiento de especímenes apropiado para el
espécimen de la solucIón PreservCyt.

3. los controles proporcionados con este kit de prueba deben usarse para control de calidad interno. De
manera alternativa, pueden probarse los controles externos de acuerdo con los lineamientos o
requerimientos de normatividad loca!, estatal yfo del país u organizaciones acreditadoras.

los usuarios pueden desarrollar estos materiales de control de calidad, como son definidos por NCClS
(actualmente conocido como ClSl) C24-A. 3lI Favor de remitirse a NCClS C24-A para Ulla guia adicIonal
sobre las prácticas de pruebas de control de calidad internas apropiadas

ASINO
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Interpretación de los resultados

Interpretación de los resultados

Con base en los resultados de la prueba de ADN
del VPH digene HC2, hay una alta probabilidad'
de que no se encuentre~,~~ etapa de la
enfermedad más a~a en la col co ia
Con base en los resultados de la prueba de ADN
del VPH digene HC2, como con el examen de
Papanicolaou repetido, hay una baja, pero
incrementada probabilidad b de que se detede
una etapa de la enfennedad más alta en la
colposcopia. No obstante, si está presente el
VPH, se ha documentado en la literatura médica
de que la progresión a una enfermedad de alto

I ':;rado es-nrobable. 39, <lO

Remitasea
la

colposcopia

Con base en los resultados de la prueba de ADN del VPH d¡gene
HC2, hay ~~~ alta pro~~~i~~ • de que no se encuentre una
enfermedad raYe en col sco ia.
Con base en los resultados de la prueba de AON del VPH digene
HC2, hay una probabilidad moderada b de que se detecte una
enfermedad "rave en col""sco"'ia.Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Nativo

Positivo Negativo
No

N alivo Positivo

ASC-US

Positivo Positivo
S;

Resultado
de citología

ínicíal

lSIL o HSIl

Intercretaci6n de 10$ resultados de esoeclmenes de ASC.US
Resultado Resultado del VPH

de la Sonda de Sonda de
citología de VPHde VPHde
referencia ba;,.,rie"""'o alto ries-;"o

Nativo Ne ativo

" la probabilidad es Igual al valor predictlvo negativo' o POSitIVO del ensayo, la cual es una funclon de
prevalencia para la enfermedad de a~o grado (véase la fabla 7: algoritmo del estatus de fa enfennedad de la iIP •.•
paciente). ~__

Se recomiendan pruebas adicionales en cualquier circunstancia cuando los resultados falsos pos~ivos o falsos ...,.
negativos pudiesen conducir a consecuencias médicas, sociales o psicológicas adversas.

Deberán interpretarse los resultados de esta prueba solamente en conjunción con la información disponible de... ••.
la evaluación clínica del paciente y de otros procedimientos. Remitase a la sección Umitaciones del,."""
procedimiento a continuación.

la prueba de ADN del VPH digene HC2 actualmente contiene 18 sondas de ARN para vaños tipos de'VPH.
la incidencia de estos tipos siendo detectada en el rango de cáncer cervical en los Estados Unidos del 0.05%
para el VPH 42 al 54.5% para el VPH 16 (véase la tabla 1: prevalencia de tipos de VPH en los EStados
Unidos). Estos resultados fueron de espedmenes recolectados antes de la colposcopia donde la paciente
lenia un resultado de examen de Papanicolaou inicial de lSIL o HSIL Si bien la sensibilidad del ensayo y el
desempeño de especificidad no fiJeron afectados ya sea porque el resu~ado del examen de Papanicolaou
inicial fue lSll o HSll, la prevalencia de HS1L en estos dos grupos fue diferente (20.1 % en el grupo de lSIL y
43.7% en el grupo de HSll). Pol" lo tanto, con el fin de interpretar estos resultados, el médico debe tener en
consideración la prevalencia de HSll en la población de pacientes local ya sea con un resultado de examen
de Papanicolaou de lSll o HSIL No deberán usarse los resultados la prueba de ADN del VPH digene HC2
para impedir a las mujeres de proseguir a colposcopia. Remilase a los lineamientos actuales de ACS,
ASCCP, COC, U.S. Public Heallh Service (Servicio de Sanidad de EE.UU.) Y ACOG para la aplicaCIÓn clínica
de los resultados de la prueba de VPH.

la probabilidad es Igual al valor predldlvo negatIVO o POSitiVO del ensayo, la cual es una funclon de
prevalencia para la enfennedad de alto grado (véase la tabla 4: comparadón de la prueba de AON del VPH
digene HC2 versus histología de consenso).
INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS PARA TAMIZAR A PACIENTES CON RESULTADOS DE
EXAMEN DE PAPANICOLAOU DE LSIL O HSll PARA DETERMINAR EL RIESGO DE ENFERMEDAD DE
ALlOGRADO

Inte"'retaci6n de los resultados de los es •••••..lmenes de LSIL o HSIL
Resultado de VPH
Sonda Sonda de
VPH de VPH de

ba' o ñesno a~o riesnn
Nativo Ne alivo

MAl<lilbl., MA~INO
BIOOUIMIC • M,N, 9463
OT. TECN LAS S.A.

1. Se consideran positivos los especímenes con razones de URUCO 2: 1.0 con el CPC para uno o más de
los tipos de VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 Y 68

2. Se consideran positivos los especimenes con razones de URUCO 2: 1.0 con sonda de VPH de bajo
riesgo solamente para uno omás de los tipos de VPH 6, 11,42,43 Ó 44.

3. a) Se consideran positivos los especímenes con razones de URUCO 2: 1.0 con sonda de VPH de alto
riesgo solamente para uno más de los tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39,45,51,52,56, 58, 59 Y 68.
b) Se consideran positivos los especímenes con razones de valores de URUCO 2: 1.0 lanlo para la
sonda de VPH de bajo riesgo como para la sonda de VPH de alto riesgo para uno o más de los lipos
de VPH de cada grupo de sondas.

4. Se consideran negativos los especimenes con razones de valores de URUCO < 1.0 para CPC o tanto la
sonda de VPH de bajo riesgo como la sonda de VPH de a~o riesgo para los dieciocho tipos de VPH
probados y deberán reportarse como «No HPV DNA deteded)} (No hay ADN del VPH detectado). Las
secuencias de ADN del VPH están ya sea ausentes o los niveles de ADN del VPH se encuentran por
debajo del límite de delección del ensayo.

5. Cuando prueben especímenes de la solución PreservCyt, si la razón de URUCO de un espécimen es 2:
1.0 Y < 2.5, debe volverse a probar el espécimen. Si el resullado de la re-prueba inicial es positivo (2: 1.0
URUCO), puede reportarse como positivo el espécimen y no necesita completarse aira re-prueba más
No obstante, si el pñmer resu~ado de la re-prueba es negativo « 1.0), entonces necesita completarse
una segunda re-prueba (tercer resultado) para generar un resultado final. El resultado de la segunda re-
prueba es considerado el resultado final y debe reportarse (véase la Tabla 1: prevalenda de tipos de VPH
en los Estados Unidos a continuación). Si no hay suficiente volumen de especimenes para realizar una
re-prueba, el resultado deberá reportarse como «Quantity No! Sufficient» (cantidad no suficiente).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE ESPECIMENES

Nota: No se asocian los tipos de VPH de bajo riesgo (6, 11,42, 43 Ó 44) al riesgo de cáncer cervical.

la magnitud del resu~ado medido (URl) por encima del corte es indicativa de la cantidad total de AON del
VPH de bajo riesgo o a~o riesgo presente, pero esta medición no tiene una utilidad clínica establecida.

Los resultados del ensayo negativos no descartan completamente la presencia de tipos de VPH de bajo riesgo
6, 11,42,43 ó 44 ó Iipos de VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 6 68,
particularmente en concenlraciones muy bajas.

No se conocen completamente los efectos de la edadi'la positividad del VPH. Se ha demostrado en estudios
que la prevalencia del VPH se reducirá con la edad. 3 Para información sobre el desempeño especifico de la
edad de la prueba de AON del VPH de a~o riesgo «digene HC2 High-Risk HPV DNA Tes!» versus un
diagnóstico histológico de neoplasia de a~o grado, véase la tabla 6: datos del estudio Kaiser: desempefto de
la prueba de ADN del VPHdigene HC2 versus resultados histológicos de consenso (N/e 2-3), características
específicas de la edad.
Se recomiendan pruebas adicionales en cualquier circunstancia cuando los resullados falsos positivos o falsos
negativos pudiesen conducir a consecuencias médicas, sociales o psicológicas adversas.

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

INTERPRETACiÓN PARA TAMIZAR PACIENTES CON RESULTADOS DE LA PRUEBA DE
PAPANICOLAOU DE ASC.US PARA DETERMINAR LA NECESIDAD DE REFERENCIA A COLPOSCOPIA

Las pacientes ADN del VPH de atto riesgo negativas o aquellas pacientes positivas para la prueba de tipos de
VPH de bajo riesgo deberán seguirse de acuerdo con la práctica rutinaria y de conformidad con los
lineamientos aduales de ACS, ASCCP, CDC, U.S. Public Health Service (Servicio de Sanidad de EE.UU.) Y
ACOG. Pueden remitirse a las pacienles ADN el VPH de a~o riesgo positivas a colposcopia como se indica en
la tabla a continuación. No se indican los resu~ados de esta prueba para evitar que las mujeres prosigan a
colposcopia

Internretación de resultados nara el tamizaie STO de VPH:
Resultado del VPH Inte~tación

Sonda de VPHde ba. ri, o Sondade VPHde alto ries o ,..~
Negativo Negativo

La paciente no tiene probabilidad
de infectarse COI1VPH

N, t¡vo Positivo
La paciente no tiene probabilidad

Positivo N ",o
Positivo Positivo

de infectarse ccn VPH



LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Remftase a la Gula de usuario del sistema Rapid capture para limitaciones adicionales def
procedimiento especifico para el uso de ese sistema para una producción de muestras de alto
volumen. Se aprobó el desempefto de la producción de muestras de alto volumen usando
solamente Jos tipos de VPH de alto riesgo 16f18f31/33/35/39f45151152f56158159168.
No se recomienda la prueba de ADN del VPH digene HC2 para los tipos de virus de papiloma humano 6,
11,16,18,31,33,35,39,42,43,44,45,51,52,56,58,59 Y 68 para la evaluación de abuso sexual
sospechoso.
la prevalencia de infección por VPH en una población puede afectar el desempeño. los valores
predictivos positivos se reducen ClJando se prueban las poblaciones con prevalencia baja o individuos sin
riesgo de infección.
Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infección por VPH porque niveles muy bajos de
infección o error en el muestreo pueden causar un resultado falso negativo .
Sólo deberá usarse la prueba de AON del VPH digene HC2 con especimenes cervicales recolectados
usando el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 con medio de transporte de especímenes
digene (STM) o especimenes cervicales recolectados usando un dispositivo de recolección tipo escoba y
colocados en solución PreservCyt. Pueden ensayarse los especímenes de la biopsia solamente si se
colocan inmediatamente en STM y se conservan a -20. C hasta que se ensayen.
No deberá usarse el dispositivo de recolección de ADN digene HC2 para la recolección de especimenes
de mujeres embarazadas.
La prueba de AON de! VPH digene HC2 distingue entre dos grupos de tipos de VPH: VPH 6111/42/43/44
Y 16f18131133135139f45f51/52156158f59f68. No distinguirá entre los tipos virales dentro de estos grupos.
Puede observarse una reactividad cruzada en presencia de VPH tipo 13, porque ambas sondas de
prueba de ADN del VPH digene HC2 reaccionan de forma cruzada con el VPH 13. No se considera que
esta reactividad cruzada sea clínicamente relevante para los especímenes anogenitales porque se
detecta comúnmente el VPH 13 en lesiones labiales de ciertas etnias y, en raras ocasiones si las hay, se
detecta en el tracto anogenital. 38.39

La ínfeccl6n con VPH no es un indicador de HSIL citológico o NIC de alto grado subyacente, ni implica
que se desarrolle NIC 2-3 o cáncer. la mayoría de las mujeres infectada con uno o más tipos de VPH de
alto riesgo no desarrolla N1C 2-3 ó cáncer.
Un resuttado de VPH de alto riesgo negativo no excluye la posibilidad de un HSIL cilol6gico o NIC 2-3 ó
cáncer subyacentes futuros. OCurre una pequeña proporción de lesiones de alto grado en mujeres que
son VPH de alto riesgo negativas por tecnologías existentes. 6
Existe una pequeña cantidad de hibridación cruzada entre los tipos de VPH 6 y 42 (tipos de VPH de bajo
riesgo) y la sonda de VPH de alto riesgo. los especimenes con niveles altos (4 nglmL o más alto) de
ADN del VPH 6 ó VPH 42 pueden ser positivos cuando se prueban con ambas sondas. También se ha
reportado en la literatura que los cócteles de sondas complejos similares a aquéllos usados en esta
prueba pueden causar resultados falsos pclsitivos debido a hibridación cruzada con tipos de VPH 11, 40,
53,54,55,66, MM4, MM7, MM8 ó MM9. ~ Aunque varios de estos tipos de VPH son raros o novedosos
no freaJentemente encontrados con enfermedad de alto grado, los pacientes cuyos especímenes
contengan niveles altos de estos tipos de AON del VPH pueden reportarse incorrectamente como
positivos para tipos de VPH de alto riesgo. 12.41

La prueba de AON del VPH digene HC2 está diseñada para detectar tipos de VPH de alto riesgo,
incluyendo 39, 58, 59 Y 68. Estudios analiticos conducidos por QlAGEN, usando ADN plasmídico de VPH
clonado, demuestran que el ensayo usando la sonda de VPH de alto riesgo detecta estos tipos en niveles
que van de 0.62 pglmL a 1.39 pg1mL. Esto es equivalente a las características de detección de los otres
li¡:os de VPH con blanco por la prueba de ADN del VPH digene HC2. QlAGEN pudo validar la detección
de estos tipos de VPH solamente en un número línlitado de especímenes c1inicos. Debido a la
prevalencia baja de estos tipos en la población general (como fue demostrado por Bosch, et ál.), las
caracterlsticas de desempeño de la prueba de AON del VPH digene HC2 para la detección de tipos de
VPH 39, 58, 59 Y 68 no se ha confirmado estadísticamente.
Si están presentes altas concentraciones de crema antifúngica, }alea anticonceptiva o ducha vaginal en el
momento de que se recolecte un espécínlen para las pruebas de VPH, hay probabilidad de obtener un
resultado falso negativo si estos especímenes contienen niveles de ADN del VPH que produzcan valores
de URUCa cerca del corte del ensayo.
Es posible una reactividad cruzada entre ambas sondas de la prueba de AON del VPH digene HC2 yel
plásmido pBR322. Se ha reportado la presencia de secuencias homólogas de pSR322 en especímenes
genitales humanos, y podrian ocurrir resultados falsos positivos en presencia de niveles altos de plásmido
bacteriano.
No existe una utilidad conocida para las pruebas de VPH en los resultados AGUS de Papanicolaou

Cuando procese especímenes de la solución PreservCyt, podrían ocurrir resultados falsos negativos si no
está visible el penet celular después de la centrifugación. Esta observación es indicativa de material
celular inslñleíente disponible para obtener un resultado de prueba confiable
Se consideran inadecuados los especimenes de la solución PreservCyt que contengan volúmenes
menores a 4 mL, después de que se preparen los portaobjetos de la prueba de Papanicolaou ThinPrep,
para la prueba de ADN del VPH digene HC2
Ha sido validado por QIAGEN el procesamiento de hasta 36 especímenes PreservCy1 a la vez. El tiempo
adicional necesario para procesar más de 36 especimenes incrementa la probabilidad de que se
desplacen los pellets celulares durante la decantación del sobrenadante antes de la re-suspensión en
STMlDNR, lo ClJal puede producir un resultado inexacto.
Debe realizarse la etapa de desnaturalización del procedimiento de procesamiento de especímenes como
se indica en estas instrucciones de uso. La ejecución inapropiada de la etapa de desnaturalización del
procedimiento de pruebas de AON del VPH digene HC2 puede condUCIr a resullados falsos positivos. La
colocacl6n en vórtice de especímenes, la inversión de tubo y la agitación inapropiadas podrian dar como
resullado una desnaturalización incompleta de los híbridos de ARN/ADN no específicos endógenos a
especlmenes cervicales. Podrían ocurrir resultados falsos positivos debido a la conlaminación del
espécimen de la prueba de ADN del VPH dígene HC2 con estos hib6dos de ARN/ADN no específicos.
Con el fin de evitar un posible desplazamiento de este material celular no desnaturalizado, es importante
que la punta de micropipeta no toque los costados del tubo de desnaturalización de especimenes durante
la transferencia del espécimen desnaturalizado al microtubo o micropozo usados para la hibridación de
sondas del VPH.

RESULTADOS ESPERADOS

PREVALENCIA DEL VPH

La prevalencia de infección por tipo de VPH, como es medida por la detección de un grupo de riesgo deAON.
del VPH, varia con la población de pacientes. las variables importantes incluyen la edad en el primer COito, el
número de parejas sexuales, las enfermedades sexualmente transmitidas concurrentes y la historia de
exámenes de Papanicolaou anormales. 2,24, 31,~2También se ha reportado que la prevalencia de infección por
VPH se reduce dramáticamente con la edad. 2. 37 Por lo tanto, no es posible definir un patrón típico único de
prevalencia para infección por VPH. la tabla 1 muestra la prevalencia en los Eslados Unidos de cada tipo de
VPH detectado por la prueba de ADN del VPH dígene HC2 como es reportado por dos investigadores
independientes. Estos valores de prevalencia son representativos solamente de las poblaciones probadas y
pueden variar en áreas específicas del pais.

Tabla 1
Prevalencia de ti os de VPH en los Estados Unidos

TI de VPH Prevalencia %
6 0,8
11 0.8
16 54.5
18 9.1
31 9,1
33 0.2
35 0.2
39
42 0.05
43 0.2
44 0.4
45 27.3
51 0.4
52 0.5
56 0.2
58
59
68

• Sosch, et ál., reportaron que los llpos de VPH 39, 58, 59 y68 mostraban una prevalencia a nivel mundial del
1.6%,2.1%,1.7% Y 1.2%, respectivamente; no obstante, no se determinó independientemente ta prevalencia
en los Estados Unidos. 1~

La tabla 2 muestra los resultados de prevalencia del VPH compilados de varios grupos de mujeres remitidos a
tres dinicas ginecológicas dentro de centros médicos metropolitanos (alta prevalencia para infección por VPH)
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Total
383
5<12
885

317
497
814

+
66
5
71

Valor predictivo positivo del
ens o
11.2
21.0
29.7
37.4
44.3
SO.6

+

Total

Tabla 5
Valores predictivos positivos y negativos teóricos

Sonda de VPH de alto riesgo
Resultados del examen de P anicolaou de ASC-US

Resultado del examen de Papankolaou de ASe-
US inicial
Valor predictivo negativo del

ensa
99.4
98.?
98.0
97.2
96.3
95.3

Tabla 4
Comparación de la prueba de AON del VPH digene HC2 versus histología de consenso

Población de Papanicolaou de referencia de ASC-US
Estudio Kaiser

Esnecímenes de la solución PreservCvt
HSll o ma or en el momento de col osco ia

Sensibilidad [TP/(TP+FN)] '" 93.0% (66171)
IC del 95% '" 84.3to 97.7

Especificidad [TN'(TN+FP)] '" 61.1% (497f814)
IC del 95% '" 57.7 a 64.4

Pre"valencia de la enfennedad '" 8.0% (71/885)
Valor predictivo positivo'" 172% (66f383)
Valor predictivo negativo'" 99.0% (497'502)

Prevalencia teórica para NIC 2-3 ó
oán,'"

5
10
15
20
25
30

la tabla 6 ilustra la variación entre los distintos grupos de edad contenidos en este estudio.

la tabla 5 muestra valores predictivos positivos y negativos teóricos con base en varios resultados de
prevalencia para un ASC-US inicial que se considera que es NIC 2-3 ó cáncer con base en los resultados de
la sonda de VPH de alto riesgo.

II!s~oo~da~d,lv~P~Hl!I!de~[
alto riesgo ~
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.N.9483
1'8 S ..A

Ml\.t<I~OL
BIOQUIMICA
OT - TECN

SENSIBILIDAD Y ESPECIRClDAD CLÍNICAS PARA TAMIZAR PACIENTES CON RESULTADOS DE LA
PRUEBA DE PAPANICOLAOU ASC-US PARA DETERMINAR LA NECESIDAD DE REFERENCIA A
COLPOSCOPIA

Se condujo en 1996 un estudio intitulado ((Utility of HPV ONA Testing for Triage of Women wilh Border1ine Pap
Smears» (Utilidad de las pruebas de AON del VPH para la selección de mujeres con exámenes de
Papanicolaou limítrofes) bajo la dirección del Kaiser Foundation Research Instilute y el Kaiser Permanent
Medical Group. Se obtuvieron especímenes cervicales para exámenes de Papanicolaou rutinarios y para las
pruebas de ADN de! VPH digene HC2 de mujeres que asistían a varias instalaciones clínicas Kaiser. se
evaluaron los exámenes de Papanicolaou iniciales de acuerdo con la clasificación de Beihesda. las mujeres
(15 anos de edad o mayores) con resultados de exámenes de Papanicolaou de ASC-US regresaron por
colposcopia y biopsia. los espedmenes histológicos colposcópicamente dirigidos fueron examinados por
patólogos y se hizo un diagnóstico inicial. Cada espécimen histológico también fue revisado por un patóbgo
independiente y las discrepancias entre la revisión inicial y la revisión independiente fueron adjudicadas por un
tercer patólogo.

Se realizó la prueba de AON del VPH digene HC2 en el espécimen inicial y solamente se usó la sonda de
VPH de alto riesgo. Se realizaron las pruebas de ADN del VPH con un prototipo de la prueba de ADN del VPH
digene HC2 que contenía sondas para los 11 de los 13 tipos de VPH incluidos en la sonda de VPH de alto
riesgo, mas no contenía sondas a los tipos de VPH 59 y 68. No se esperaría que esta diferencia diera como
resultado perfiles de desempeño significativamente diferentes para los dos ensayos.

Estuvieron disponibles los resultados de la prueba de ADN del VPH digene HC2 y los diagnósticos
histológicos de 885 mujeres con exámenes de Papanicolaoo de ASC-US. se realizaron las pruebas en la
mayoría de padentes con especímenes recolectados tanto en STM como en la solución PreservCyl. Debido a
las similitudes entre las características de desempeño de la prueba de AON del VPH digene HC2 para STM y
la solución PreservCyl, se presenta el desempeño del ensayo solamente para la solución PreservCyt

la tabla 4 muestra que, entre aquellas que se presentan con un examen de Papanicolaou de referencia de
ASC-US, el valor predictivo negativo de la prueba de AON del VPH digene HC2 por tener HSIL o una
enfermedad mayor en colposcopia es de199.0%.

la labia 3 muestra la prevalencia de tipos sencillos o combinados de VPH de atto riesgo, como es detectado
por la prueba de ADN del VPH digene HC2 como es reportado por seis investigadores independientes. Estos
valores de prevalencia son representativos solamente de las poblaciones probadas y pueden variar de la
prevalencia encontrada en áreas especificas de los Estados Unidos.

Tabla 3
Prevalencia del VPH de alto riesgo. en varias poblaciones

Mu"eres de 30 de edad v mayores
Ubicación PeI1ocIo de estudio Tamano e1e1estudio Prevalencia %

EE.UU. Portland OR 989-1999 13493 9.0
Costa Rica 1993-1995 6991 8.7
Sudáfrica 1998-1999 2925 23.4
China 1999 1940 18.8
Francia 1998-2002 2115 4.8

Alemania 1999-2000 7592 4.2
• Cualquier comblnaClOn de los 13 tipOS de alto nesgo detectados por la sonda de VPH de alto nesgo

CARACTERIST1CAS DE DESEMPENO

por anormalidad cervical y probados usando la prueba de ADN del VPH digene HC2. Estos resultados
demuestran un patrón bastante consistente de resultados de VPH positivos a través de los lugares.

Tabla 2
Prevalencia de los tipos de VPH de bajo y alto riesgos a través de los lugares (ASC-US o población de

PaDanicolaou más oravel
Porcenta'e VPH ositivo # os/#total

LUGar Número de oacientes Ti os de bao ries Ti os de alto ries
1 200 12.5% 251200 62.0% 1241200
2 140 13.6% 19/140 63.6% 89f140
3 184 14.1% 261184 52.7% 97f184

Total 524 13.4% 701524 59,2% 3101524



Tabla 6
Datos del estudio Kaiser

Desempeño de la prueba de ADN del VPH digene HC2 versus los resultados histológicos de consenso (NIC
2-3)

Caraderísticas es""""ificas de la edad
Edad < 30 Edad 30-39 Edad >39

n 287 233 36S
Prevalencia de la enfermedad 12.2 11.2 2.7
Sensiblfldad • 100.00 35/35 88.46 23126 80.00 8/10
Intervalo de confianza del 95% 90.0-100 69.9-976 44.4.97.5
Es mcidad % 31.4 791252 66.2 137/207 79.15 281/355
Intervalo de confianza del 95% 25.7.37.5 59.3--72,6 74.6--83.3
Valor redictivon tivo 100 79/79 97.86 137f140 99,29 281/283
Valor redictivo sitivo % 16.83 351208 24.73 23193 9.76 8182

SENSIBlUDAD y ESPECIACIDAD CUNICAS PARA LA DETERMINACiÓN DEL RIESGO DE
ENFERMEDAD DE AL ro GRADO EN MUJERES CON EXÁMENES DE PAPANICOLAOU DE LSIL O HSIL

La siguiente tabla (tabla 10) indica valores predictivos teóricos de sonda de VPH de alto riesgo positivos y
negativos para un LSIL o HSIL inicial que se encontró que era HSIL o enfermedad más grave en colposcopia.

Sensibilidad (TP/(TP+FN)] '" 92.7% (89196)
IC del 95% '" 85.6 a 97.0

Especificidad fTN/(TN+FP)] '" 39.4% (911231)
IC del 95% '" 33.1 a46.0

Prevalencia de la enfermedad para LSIL de referencia a HSIL final'" 21.4%
Prevalencia de la enfermedad para HSIL de referencia a HSIL final'" 46.6%

Valor predictivo positivo general'" 38.9% (891229)
Valor predictivo negativo general'" 92.8% (91198)

Si bien pareció que la especificidad de la prueba de ADN del VPH digene HC2 era algo baja, no se espera
una correlación estricta entre la ausencia de neoplasia y un resultado del VPH negativo. El ADN del VPH
puede estar presente en mujeres que no han progresado a una enfermedad de grado más alto.

Tabla 9
Características de desempeño

Prueba de ADN del VPH dígene HC2 entre pacientes que tienen un examen de Papanicolaou de referencia de

~

LSIL o más alto" un estatus de enfermedad final de HSIL
" LSIL o HSIL de Pa anicolaou de referencia O enfermedad de HSIL

+ Total
ADN del VPH de + 89 140 229

alto riesgo I 7 91 98
Total 96 231 327

Tabla 8

No se observó ninguna diferencia en los resultados de la sonda de VPH de alto riesgo de los especímenes de
STM y los especlmenes de la solución PreservCyt. La siguiente tabla muestra los resultados de la sonda de
VPH de alto riesgo en esta población:

• No se realizaron biopsia ni/o ECC porque no se observaron anormalidades en la colposcopia o no estaba
disponible el resultado histológico.

Las tablas 8 y 9 representan el desempeño de la prueba de ADN del VPH digene HC2 determinado usando
los 327 especímenes de la solución PreservCyt, 96 de los cuales se recolectaron de mujeres diagnosticadas
con enfermedad cervical de alto grado. Se realizaron las comparaciones usando todas las pacientes del
estudio con resultados de examen de Papaníco!aou de referencia anormales. Se muestran las comparaciones
para los especímenes de solución PreservCyt probados con sonda de VPH de alto nesgo

Las tablas 8 y 9 muestran que la prueba de AON del VPH digene HC2 con sonda de VPH de alto riesgo
demostró una sensibilidad general de aproximadamente 93% para identificar a mujeres con neoplasia de alto
grado en una población remitida a co!poscopia con base en un diagnóstico de examen de Papanicolaou de
LS1L, HSIL o equivalente. La prueba también demostró un valor predictivo negaUvo de casi el 95% en esta
población.

Resultados de la sonda de VPH de alto ries"o
Estatus de la enfermedad final

Resultado del HSIL LSIL N, ativo
examen de Total

Papanicolaou de POS NEG POS NEG POS NEG
referencia
LSIL 44 , 78 33 28 37 22'
HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Total 89 7 107 47 33 44 327

96 154 77
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icoResultado citol
NEG
LSIL
HSIL
Cáncer
NEG
LSIL
LSIL
HSIL
Cáncer
NEG
LSIL
HSIL
HSIL
Cáncer
NEG
LSIL
HSIL
Cáncer
Cáncer

Se condujo un estudio multicéntrico usando la prueba de AON del VPH digene HC2 usando especimenes
recolectados de varias clinicas grandes de colposcopia hospitalaria y de centros médicos de enfermedad
cervical de alto grado y de prevalencia de VPH (tres lugares) en el poniente y sur de los Estados Unidos. Se
realizó la prueba de ADN del VPH digene HC2 en tres lugares de investigación no afiliados con la clínica de
colposcopia de la cual se recolectaron los especimenes. La población para este estudio cllnico estuvo
comprendida de mujeres diagnosticadas ya sea con LSIL o HSIL con base en un examen de Papanicolaou
reciente y remitidas para colposcopia de seguimiento. De 702 pacientes registradas, 327 ter1lan resultados del
examen de Papanicolaou mayores a ASC.US y tenlan información adecuada disponible; 96 de éstas tuvieron
un estatus de enfermedad final de HSIL o mayor. Se obtuvieron especímenes celulares cervicales exfoliados
ya sea con el cepillo cervical, colocados en STM, o con un dispositivo de escoba y enjuagado en PreservCyt.
Se recolectaron los especlmenes en el momento de la colposcopia. Se probaron especímenes con 13 prueba
de ADN del VPH digene HC2 y se compararon los resultados con el estatus de la enfermedad determinado
para cada paciente. El estatus de la enfermedad se basó en los resultados de evaluación histológica; sin
embargo, cuando la histología fue negativa o en ausencia de un resultado histológico, el eslatus de la
enfermedad era determinado por la citologla en el momento del examen colposcópico (véase la tabla 7). Se
realizó la cilologla en un laboratorio patológico de referencia y se efectuó la histologla en las nstituciones que
realizaban la colposcopia. Se compararon los resultados de la prueba de AON del VPH digene HC2 con el
estatus de la enfermedad para valorar la sensibilidad, especificidad y valO( predictivo negativo y positivo de la
prueba para detectar neoplasia cervical de alto grado. Debido a las similitudes entre las características de
desempeño de la prueba de AON del VPH dígene HC2 para STM y solución PreservCyt, se presenta el
desempeño del ensayo solamente para la solución PreservCyI.

Tabla 7
Alaoritmo del estatus de enfermedad del paciente

Resultado histo ica Estatus de la enfermedad
NEG o NO. NEG

NEG LSIL
NEG HSIL
NEG HSIL+
LSIL LSIL
NO. LSIL
LSIL LSIL
LSIL LSIL
LSIL LSIL
HSIL HSIL
HSIL HSIL
HSIL HS1L
NO. HS1L
HSIL HSIL
Cáncer HSIL +
Cáncer HSIL +
Cáncer HSIL +
NO. HSIL+

Cáncer HSIL +



Tabla 11
Resumende los limites de sensibilidad detectables de la prueba de AONdel VPH digene HC2 para cada tipo

da ADN del VPH

se muestra el limite detectable de cada tipo de VPH en la tebla 11. LO! Umitl!Sdetectables variaron de 0.62
pgImL a 1.39 pglmL dependiendo del tipo eleVPH probado. El limite detectable promedio de bs 18 tipos de
AONdel VPH fue de 1.09pglml con una dElsviaci6nestAndarde 0.05 pgImL

....'r",. 1':•

~~;

DESEMPEflo DEL CÓCTEL DE SONDAS COMBINADAS (CPC)
So probó el mismo panel de AON plasmldico de VPH no dlnlto descrito antoriofmente para determinar la
sensibilidad analítica de cada uno de bs 1e tipos de VPH en la prueba de AON del VPH ólflI'Jne HC2 despu6s
del protocolo del c6del de sondas combinadas (CPC), como se desai:le en esto lnserto_ La sensibilidad
analítica del protocolo de CPC vari6 de 0.58 pglml a 1.39 pglmL..dependiendo delt~ de VPH probado. El
lim1l:eprtll'Tledlodetedabte para los 18 tipos de VPH fue de 0.95 pglml con l.'"IS desviación estándar de 0.07.
Esta sensbilidad es equivaklnte a la sensibHidadanalilica onconlracla parn el método de dos sondas de la
prueba da ADN del VPH digene HC2.
EQUIVALENCIA ENTRE LOS ESPECIMENES DE Sll.1 y DE LA SOLUCiÓN PRESERVCYT

Se axami'lóla equivalencia entra los especlmenes do STM y de la solución PreservCyt para una recuperaci6n
igual del AON del VPH 18 do aproximadamente 105 células HeLa positivas que contienen 18 genomas de
VPH i'llegrados adicionados en STM yen una reuni6n celJlar negativa en la soluei6nPreservCyt. Se procesó
cada tipo de espécimen eleacuerdOcon sus procedimientos de procesamientoldesnalumlizaci6n respectivos
desaitos en estas instruo.:iones de uso y probados con la pruebe de AON del VPH digene HC2 usando la
sonda de VPH de alto riesgo. Los resultaclosdemosttaron que la rec:upemd6nde AON del VPH 18 de cétulas
de c:arci'loma tMnano es equivalenta para los dos medios y que el procedimiento de prcparaci6n da la
solucl6n PreservCyt no afecta la sensibilidad analítica de la prueba de AON del VPH digene HC2.

REPRODUCIBIUDAD

se realiz6 U"I estudio mufticénlric:o de reproduClb/Iidadpara detennlnar los dias en modio, los lugares en
medio 'J la reproducibilidad ganoral do la pnJebado AON del VPH digene HC2 usando U"Ipanel de blancos de
AONdel VPH yespecimenescliniCXls VPH positivos yVPH negativos.

Tres laboratorios externos reallza'on las pruebas con el mismo lote de kils de la prueba de AON deI'VPH
digene HC2 en tres dlas d"1Stintoscon un panel de reproducbilidad idéntico. El panel de roprtIducbilidad
inckJy6 los siguientes especImenes: 12 reU"llones de especlmenes de STM dlnlcos desnaturalizados; tres
reuniones de espedmenes de la sokJciOnPresGfVCytdínicos no desnaturalizados; calibrador negativo; y
calibrador da VPH de alto y bajo riesgos positivo en cu Mi .baciollElsde 0.5 pglmL. 1.0 pglmL. 2.5 pgfmL..5
pglml y 10 pgfmL Sa prnban)n todos los miembros del panel cada dla por triplicado usando tanto el método
da sonda de VPH de ello riesgo como de CPC. se muestran los resultados en la tabla 12.

Tabla 12
Resumen de la astadlstica general para la reproducililidad mullicéntrica de la prueba de ADN del VPH digene

He2

los runeros en printeslS lndlCml i'llervalos do 0)I'If18l'lZ8del 95%. Los datos generales son una
combMd6n de todOSbs ensayos en todos los lugares.
Esto indica que la repmducibilidad de la pruetla de ADN del VPH digene HC2 con e!pecimenes dinicos es-- ~Se rea1iz6un segU"Idoestudio usando especlrnenes de sokJci6nPreservCyI sinulados y se condujo en dos -
laboratorios externos y QIAGEN. Cada Iaboratono do pruetlas reaizó dos pnJCbasde AON del VPH dige~
HC2 (sonda de VPH de alto riesgo solamenta) por dia en cinco dias disti'llos. Para cada ensayo, se procesó ~
probó i"tdMdualmente un panel de reprodudblidad do seis ospeclmenes de sotuc:iónPresCfVCytsimulados
por ~icado. Se formUó cada miembro del panel adicionando célutas cultivadas en sotuci6fl Preserve••••. "-
para producir U"I valor do URUCO aproximado simulando dos negativos (1N, 2N), dos positivos bajos (3ft! ~
4P). un positivo medio (SP)Y un positivo afto (6P). Se muestran los restJltadosen la tabla 13.

Sonda dc VPH Resuttado! combinados do la
MI!d}da I!Stadlstica de alto r1esgo • Cpc' sonda de VPH de alto riesgo••epc.

Proporci6n elepo5itivosesperados ,••.. 99 .••• 99 .•••con un rcsu1tadopositivo (99.0-100.0) (98.92.100.0) (99.38-100.0)-..vado
Proporción de negativos espemdos 99 .••• 98 .••• 99 .•••con un resultado negativo (97.49-99.73) (96.79-99.n) (97.68-99.58)-..vado
Con<x>nlardo " 99.5"~, " 99.5"~, te 99.5%

98.70-99.86 98.70-99.86 99.0-99.78\
Ka 0.990 0.989 0.990

Tabla 10
Valores predidlvos posklllos Y negativos teóricos

Sonda de VPH do allo riesgo
Resultados i'lie!ales del examen de Pa~ de LSIl o HSIl

Resultado InIcial del cxumlYl do PII nlcolaou do LSIL o HSlL
ra HSll Valor idlvo del Valor idiYo No del ensa

7A 99.0
14.5 97.9
21.2 96.8
27.6 95.5
33.7 94.1
39.6 92.6
45.1 90.9
50.4 89.0
55.5 86.8
60A 84.3

Prevalencia teórica
5
10
15
20
25
:lO
35
'O
<5
50

SENSIBlUDAD ANAúnCA

se probó U"Ipanel no c:linlcoeleAON p1asmldicode VPH clonado para determinar si cada LrIOde bs 18 tipos
de VPH os detedabkl por la prueba de AON del VPH digene HC2 y para determi'ler la sensibilidad analítica
del ensayo para cada uno de bs tipos de VPH. se probó cada uno de los 18tipo$ deADN del VPH (6, 11, 16,
18,31,33,35,39,42,43,44,45,51,52,56, 58, 59 Y 68) por triplicado con sonda da VPH de bajo riesgo o
sonda de VPH do alto riesgo. como sea apropiado (100 pglmL..10 pgImL, 2.5 pglmL..1.0pglmL.. 0.5 pglml Y
0.2 pglml). se caloJl6 el URl promedio para cada oo•••:altiacl6¡¡ de cada tipo de VPH Y se comparó con el
promedio del caIibraOOrpositivo para el oostadoapropiado del ensayo.

l1po de AON dd Concentración ~~~~I~l Rango de confianza del
VPH VPH detltCtllble l DesvIación estándar '5"• 1.33 0.03 1.22.1.46
11 1.13 0.05 1.00-1.29l. 1.09 0.06 0.94-1.29
1B 1.05 0.05 0.68-1.29
31 1.01 0.05 0.91.1.15
33 1.35 0.02 1.26-1.45
35 1.11 0.05 0.95-1.31
39 1.39 0.09 1.1M.71
<2 1.20 0.05 1.02.1.44

" 0.85 0.03 0.86-1.07

" 1.17 0.0< 1.02-1.36
<5 1.14 0.0< 0.99-1.35
51 0.78 0.10 0.70-0.88
52 1.37 0.06 1.21-1.58
56 0.62 0.0< 0.58-0.67
58 0.82 0.0< 0.73-0.94
59 1.10 0.06 1.00-121
58 1.19 0.0< 1.03-1.39

~~~~ 1.09 0.05 0.97.127
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REPRODUOBIUDAD DE lOS ESPEcfMENES DE LA SOLUCIÓN PRESERVCYT EN LA PRUEBA DE
ADN DEL VPH digcno He2

Se determin6la reproduclbilldad de especlmenes dinicos en la sokJci6n PreservCyt en la prueba de AON del
VPH digene He2 en r..I'l estudio que usaba 24 especlmenes de simulación en U\8 COiloe, lb acJ6¡ i que abarca
un rango de oo••cellbaciolles del ADN del VPH. Los espec:lmencs CCIlSistieron en soax:i6n PreservCyt y
Ieucoc:ilos, con y sin baderias que contengan piásmido de VPH 16.

Se p-obaron los especímenes en replicados de cuatro en cada uno de cinco d1as. para r..I'l total de 20
replicados por espécimen. En ceda uno de los cinco dlas del estuálO. se prnoes6 y probó l.f13 parte a1icuota
de 8 ml de cada espécimen de awerdo con las instruo::iones de uso del kI de conversión de muestras
digeno He2 usando la sonda de VPH de alto riesgo solamente. Se cak:ularon el promedio, desviaci60
estándar e intervalo de conrlallZB (IC) del 95% pafiI cada espéc:inen dentro del die y duranle los cinco días y
duplicad05. se muestrm a contnuaclón el URuca promedio, el Intervalo de confianza acerca del promedio, Y
el porcentaje de duplicados pOSitivos en la labia 18 para cada espéci'nen, en 0I'rlen descendente con base en
el URuca promedio.

Para los seis especlrnenes con un URllCO promedio en el 20% 6 más por enema del corte (Nos. 1~). 114
de 120 duplicados (95.1)%) eran positivos. Para los siete espedmenes oon un URUCO promOÓIO dentro del
20% por encima o por debajo del corte del ensayo (Nos. 7-13). ea de 139 (63.3%; IC de195% '" 54.3-70.9) de
los duplicados fueron positivos y 51 de 139 (36.6%), 41 de 60 (51.3%; IC del 95% = 39.8-62.6) de los
duplicados fueron positivos y 39 (48.7%) fuoron negativos. Para los 11 cspedmenes con el URUGO promecno
en más del 20% por debajo del corte del ensayo, 220 de 220 duplicados (100%) fueron negativos.

Asl, los espedmenes con U"I URllCO promedio del 20% 6 mM por encima del corte fueron positivos mayores
al 95% del tiempo, mientras que los ospecfmenes con !SI URUGO promoálO del 20% 6 més por debajo del
corte fueron negativos 100% delliempo, i1dic:ando que puede esperarse que los espedmenes en el 20% 6
más lejos del corte produzcan resultados consistertes. Los especlmones oen:anos al corte proóJjoron
aproximadamente números '>¡ualcs de resubdos positivos y negativos. Estos datos cIem1Jestmn que los
especImenes de la soIucI6n PreservCyt dan resultados reproducibles en la prueba de AON del VPH alfJOfl6He,

Tabla 18
URLlCO promecflO con Intervabs de confianza y poroentsje positivo

(Orden de:soendenl~RlICO ommtldiCI\
No. " es URUCO io le " s1tlvo
1 21 3.51 3.19-3.83 100 20120
2 12 1.58 1..48-1.69 100 20/20
3 13 1.42 1.32.1.52 100 20/20

• 17 1.38 1.23-1.53 90 18120
5 18 1.36 1.23-1.48 85 19120

• 15 1.32 1.16-1.49 85 17120
7 23 1.11 1,1)6.1.27 75 15120
8 1. 1.14 1.07.1.20 75 15120
8 20 1.10 0.96-1.21 85 17120
10 18 1.06 0.95-1.17 45 9119
11 22 1.05 0.9S-1.10 70 14120
12 11 1.04 0.96-1.11 85 13120
13 14 0.84 0.8$.1.01 25 5120
14 24 0.27 0.73-0.81 O 0120
15 , 0.28 0.25-0.30 O 0120
18 1 0.27 0.24.0.30 O 0120
17 7 0.27 0.25.0.30 O 0120
18 2 0.27 0.25-0.28 O 0120 .
18 5 O.,. 0.24-0.28 O 0120
2<1 • 0.24 0.22.0.25 O 0120
21 9 0.23 0.21.0.25 O 0120
22 8 0.22 0.18-0.27 O 0120
23 10 0.22 0.20.(1.25 O 0120
24 • 0.19 0.17.0.21 O 0120

I
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GUIA DE DETECCION y SOLUCION DE PROBLEMAS DE LA PRUEBA DE AON DEL VPH
drgene HC2

Observación Probables causas Soluciones
Cambio de color Reactivo de VeriflClue que el reactivo de desnaturalización contenga
inapropiado o nulo desnaturalización 00 el colorante indicador y que sea de color púrpura oscuro
observado durante adicionado, o reactivo de
l. desnaturalización 00 VeriflClue qoo ,e adicionó el reactivo de
desnaturalización. preparado desnaturalización al espécimen midiendo el volumen de

apropiadamente. espécimen (se esperan 1.5 ml). Si el volumen indica
que el reactivo de desnaturalización no fue adicionado,
haga la adición apropiada, mezcle y siga con el ensayo
si se observa posteriormente un cambio apropiado de
color.

El espécimen contiene No se espera el cambio de color exacto descrito con
sangre u otros materiales estos tipos de especimenes; no deberán afectarse de
que ocultan el cambio de manera adversa los resultados de prueba del ensayo
color.
Puede ser inusualmente Si no se aplica ninguna de las otras causas. puede ser
ácido el pH del inusualmente ácido el espécimen y no ocurrirá el cambio
espécimen. de color esperado. Recolecte un espécimen nuevo antes

de la aplicación de ácido acético a la cérvix porque el pH
del espécimen inapropiado afectará de forma adversa
los resultados de la orUeba.

L~ controles de Protocolo del software Si el protocolo del software es incorrecto para la prueba
calidad dao incorrecto escogido para que se está realizando. debera leerse de nueva cuenta
resultados la prueba (Vg., protocolo la placa dentro de 30 minutos después de la adición del
incorrectos ~~\usado para el método reactivo de detección 2 y con el protocolo correcto.

Colocación reversa de Volver a probar los especímenes.
QC1-lR v QC2-HR

Cambio de color Mezcla inadecuada del Agite la microplaca de hibridación o la gradilla de
inapropiado cóctel de ~da, roo mierotubos por 2 minutos adicionales. Si hay pozos que
observado durante calibradores todavía quedan púrpuras. adicione 25 ~ más del cóctel
la hibridación. desnaturalizados, de sondas apropiado y mezcle bien. Si. en la adición y

controles de calidad y/o remezcla de la sonda no ocurre el cambio de color
especímenes; o. ""'el apropiado y el espécimen no contenía sangre u otros
de sondas no adicionado; materiales, vuelva a probar el espécimen.
o, volumen incorrecto de
reactivo adicionado.
El espécimen contiene No se espera el cambio de color exacto descrito con
sangre u otros materiales estos tipos de especímenes; no deberán afectarse de
que ocultan el cambio de manera adversa los resultados de prueba. del ensayo.
color.
El espécimen tenia < Verifique el volumen del espécimen origrnal. El volumen
1000 IJl de STM. deberá ser 1350 IJl :l: 20 IJl (después de quitar 75 IJl

cada uno para las sondas de VPH de bajo y alto
riesgos). Si el volumen es < 1350 IJl, el espécimen
o~~~~ contenía < 1000 IJl de STM. Obtenga un
es men nuevo.

El ensayo falla los No se adiciona ninguna Prepare cócteles de sondas como se describe en estas
criterios d. sonda al diluente de la instrucciones de uso. Etiquete loo lubo,
validación. No ~ '0_ cuidadosamente.
observa ninguna Sonda contaminada con Use puntas de pipeta con barrera de aerosol cuando
senal eo el R~~~~ durante ~ pipetee la sonda y use guantes.
calibrador, nre araci6n.
controles d. Mezcla inadecuada de Después de adicionar la sonda al diluente de sonda,
calidad o eo lo' sonda y diluente de la m"". completamente pasando por vórtice • alta
especimenes. sonda velocidad durante por lo menos 5 segundos. Debe

oroducirse un vórtice visible

ObselVación Probables causas Soluciones
Mezcla inadecuada de Después de adicionar .1 cóctel de sondas y el
sonda diluida y espécimen • ~da micropozo o microtubo de
espécimen hibridación, agrte en el ag~ador giratorio I puesto a 1100
desnaturalizado. :l: 100 rpm por 3 :l: 2 minutos. Verifique el cambio de

color de .•.•.',.,:,,'ra a amarillo en cada tubo o pozo
Tiempo o temperatura Hibride por 60 :l: 5 minutos a 65 :l: 2° e Verifique la
incorrectos durante ,. temperatura del calentador de microplacas I o baño
etapa de hibridación maria de hibridación. Asegúrese de que el calentador de

microp!acas I esté puesto para calentar especímenes
para corregir la temperatura y sea precalentado por 60
minutos antes de su uso, Asegúrese de que el nivel de
agua sea el adecuado para calentar los especimenes a
l. temperatura correcta. Deberán calibrarse
""riódicamente los baños marias

Mezcla inadecuada Agite en el agitador giratorio I por 60 :l: 5 minutos a 20°
durante • etapa de 25° C como se describe en estas instrucciones de uso
captura. Verifique la veloCIdad del agitador por calibración como

se resume en la sección Calibración de /a velocidad de/
a ítadar del Manual del ~:::O~dor de/ ;:'itador airatorio l.

Sondas/cócteles de Prepare los cócteles de sondas cuidadosamente y
sondasltubos do etiquete ~,lubo, de cóclel de sondas ~o
hibridación cambiados. corresponda Sea cuidadoso en adicionar la sonda

correcta al juego correcto de tubos o micropozos de
hibridación. Etiquete los rubos del cóctel de sondas,
tubos de hibridación y/o gradillas para minimizar el
I ootencial oor cambios

No adicionar la cantidad Pipetee 75 IJL del reactivo de detección 1 en cada pozo
correcta del reactivo de usando una pipeta de ocho canales Incube a 20°-25° C
detección 1 ó no incubar por 30-45 minutos.

~~~~.
tiempo

No adicionar la cantidad Pipetee 75 IJL del reactivo de detección 2 en cada pozo
correcta del reactivo de usando una pipeta de ocho canales Incube a 20°-25° e
detacción 2 ó no incubar por 15-30 minutos
por un tiempo
especificado.
M.I funcionamiento del Remílase a I.as secciones de mantenimiento/servicio y
luminómetro o de IdentificaCión y soluClón de problemas en la guia de
programación incorrecta. usuario del software de análisis de ensayos digene

aplíca~1e para. m:~~ instrucciones, ,~, llame a QIAGEN
Techmcal Servlces serviCIOS téCllicos

Valores elevados de Reactivo de Verifique que la pipeta repetidora esté suministrando de
URL eo I~ desMturalización 00 f~. exacta antes de adicionar el reactivo de
calibradores, adicionado; o volumen desnaturalización. 500 esenciales las pipetas
controles de incorrecto d. reactivo calibradas. Agregue un volumen medio de reactivo de
calidad ylo adicionado; o mezcla desnaturalización a cada tubo y mezcle bien. Para evitar
especlmenes (-,: 200 inadecuada d. reactivo resultados falsos pos~ivos, asegúrese de que el líquido
URl en muchos o de desnaluralización con lave toda la superficie interna del tubo. Los calibradores,
todos los pozos~ El calibradores, controles controles de calidad y especimenes deberan tomarse
ensayo puede fallar de calidad o púrpura después do ,. adición d.1 reactivo de
en los criterios de especímenes. desnaturalización.
validación. Filtración de "" eo el Realice o"' lectura de fondo (medición de dalas

luminómetro. prel!minares) del luminámetro leyendo una microplaca

Puerta no sellada. vacla. Una lectura mayor a 50 URL indica que puede

Selle
existir una flltraClón de luz, Remitase a las secciones de

alrededor d. l. mantenimiento/servicio y de identificación y solución de
puerta rota. problemas en la guia de usuario del software de análisls

de ensayos digene aplicable para o~:.s instrucciones, o
llame a QIAGEN Techmca! Services servicios 1écnico~1-

r Contaminación d.1 Remítase a la verificación de contaminación en esta
reactivo de detección 2 ó sección de identificaCIÓn v solución de nroblemas.
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Soluciones
cóctel de sondas a los pozos de hibridación El cambIO
de color deberá ser de púrpura oscuro a amarillo en la
adición y un mezclado completo del cóctel de sondas.
Los especímenes de la solución PreservCyt deberán
tomarse rosas en lunar de amarillos.
Conserve el reactivo de detección 1 a 2.-8. C. Usese
antes de la fecha de caducidad en el marbete de la caja
exterior del kit.
Deberá realizarse la etapa de captura usando el agitador
giratorio I puesto a 1100 i: 100 rpm por 60 i: 2 minutos
Valide la velocidad del ""itador """" calibración.
Lave los micropozos completamente con solución
amortiguadora de lavado seis veces, llenando los pozos
a sobfeflujo cada vez o usando el lavador de placas
automatizado.
Si no está contaminado el reactivo de detección 2,
verifique la so!ución amortiguadora de lavado por
contaminación Pipetee 10 lJL de solución
amortiguadora de lavado en 75 lJL del reactivo de
detección 2 en un micropozo de captura en blanco.
Cubra e incube por 15 minutos a 20.-25' C. Lea el
micropozo en el !uminómetro. Las lecturas por encima
de 200 URL indican contaminación_ Véase la sección
Preparación y almacenamiento de reactivos. para
instrucciones sobre la IÍlTIpieza y mantenimiento del
aparato de lavado. Véase el Manual del operadOr del
lavador de placas automatizado para las instrucciones
sobre pruebas para la contaminación o malos
funcionamientos.
Cubra la microplaca de captura durante todas las
inCl.baciones. Evite eJqXlner los tubos a contaminación
de aen;:~l mientras realiza ~7~,ensayo. Use guantes
libres de olvo durante las mani ulaciones.
Tenga cuidado en no contaminar el stock cuando
pipetee el reactivo de detección 2 en los micropozos de
captura. Evite la contaminación del reactivo de detección
2 por aerosoles del reactivo de detección 1 ó del polvo
del laboratorio etc
Véase el Manual del operador del lavador de placas
automatizado para las instrucciones sobre pruebas para
la contaminación o malos funcionamientos.
Verifique la pipeta para asegurarse de que se estén
suministrando los volúmenes reproducibles. Calibre las
ni"",tas de fOfTTlarutinaria.
Mezcle completamente en todas las etapas, Coloque en
vórtice previo a la incubación de desnaturalización y
después de adicionar el cóctel de sondas. Asegúrese de
""ue se nroduzca un vórtice visible.
Tenga cuidado durante la etapa de transferencia de los
mlcropozos o microtubos de hibridación a los
micropozos de captura para asegurar que se transflElf8n
los volúmenes reproducibles.

Lave los micropozos completamente con sotución
amortiguadora de lavado seis veces, llenando hasta el
sobrefujo cada vez o usando el lavador de placas
automatizado y los protooolos del lavador de placa~ ~\
automatizado. n W'- . -<J

de Asegúrese de que todas las superficies de trabajo.~~
reactivo ~~ias y secas. Tenga cuidado cuando use el re1t~ -r.,
~- 'CIet9OCÍÓIt-4:-E •••íte-aerosoles. .

"1) 6
9> '
-"" -'ylóD,

Solución amortiguadora
de lavado contaminada.

Transferencia incompleta
de liquido de los
m,empozos o microtuOOs

de .,,~~~idación,~"~ los
micro zas de ca tura.
Condiciones
inapropiadas de lavado

Fallo del lavador de
placas automatizado

Pipeteado inel(acto.

Mezcla insuficiente.

Lavado inadecuado

Pérdida de la actividad
del reactivo de detección,.
Captura insuficiente.

Probables causas

de Contaminación de
micropozos de captura
durante la manipulación
del ensa"".
Contaminación del
reactivo de detección 2.

Contaminación
_ micropozos de

. -dé"1!étecclón 1.

%CV amplios entre
duplicados.

serie
especlmenes
positivos con
valores de URL
aproximadamente
iguales.

Observación

• j\SINO
MARISOL l' N 946~
8100UIMICA - B. S.A.
OT- TECNO

Lave los micropozos completamente con solución
amortiguadora de lavado seis veces, llenando los pozos
para tener un sobreflujo cada vez o usando el lavador
de placas automatizado. No debe haber ningún liquido
rosa residual visible en los pozos después del lavado.
Véase el Manual del operador del lavador de placas
automatizado para las instrucciones sobre pruebas para
la contaminación o malos funcionamientos.
Asegúrese de que todas las superficies de trabajo estén
limpias y secas. Tenga cuidado cuando use el reactivo
de detección 1. Evite aerosoles.
No reseque en el área previamente usada de la toalla
Kimtowels.

Soluciones

Remítase a la verificación de contaminación en esta
sección de identificación v solución de nroblemas.
Remítase a la verificación de contaminación en esta
sección de identificación y solución de problemas

Use la toalla Kimtowels o toalla de papel con poca
oelusa eouivalente cara el secado
Asegure la colocación correcta de los materiales de
calibración positiva y de control de calidad

Agregue el volumen apropiado de reactivo de
desnaturalización y mezcle completamente a través de
la colocación en vórtice. Para evitar resultados falsos
positivos, asegúrese de que el liquido lave toda la
supeñlCie interna del tubo tanto con el método de
Vortexer manual como de MST (para el método de
Vortel(er manual, invierta el tubo una vez). Para los
especimenes de la solución PreservCyt, asegúrese de
que se complete una mezcla y resuspensión apropiadas
del pellet celular previo a la ncubación de
desnaturaHzación_ Consulte las instrucciones de uso del
kit de conversión de muestras digene HC2 para los
detalles del protocolo. Deberá verse un cambio de color
distinto de púrpura claro a oscuro. Incube por 45 i: 5
minutos a 65 i: 2. C.
Prepare los cócteles de sondas como se describe.
Mezcle completamente a través de vórtice
asegurándose de que se produzca un vórtice visible.
Deben adicionarse los c6cteles de sondas a los tubos
con una pipeta de desplazamief1to positiva o a una
pipeta de multicanales para asegurar un suministro
exacto.

Volumen inadecuado de Verifique que la pipeta esté suministrando el(actamente
sonda diluida adicionada antes de adicionar el cóctel de sondas a la microplaca
a cada micropozo de de hibridación o microtuOOs. Deberán adicionarse
hibridación o microtubos. veinticinco lJL de sonda diluida al espécimen

desnaturalizado en el fondo de cada micropozo o
- -micFOtubo~Verifique..queJa.pipelade~ocho caoales.esté

suministrando de forma exacta antes de la adición del

Sonda inadecuadamente
mezclada o sonda
insuficiente adicionada a
los ensayos

Contaminación de
micropozos del reactivo
de detección 1.
Solución de hibridación
de secado en la misma
área de toalla Kimtowels
Toallas de secado
incorrectas usadas.
Material de control de
calidad usado como
calibrador positivo El
ensayo falla en la razón
de calibrador de
validación/calibrador
ne=tivo> 15.
Preparación inadecuada
de especímenes.

Probables causas
mlcropozos de captura
por el reactivo de
detección 1 ó fosfatasa
alcalina exmena.
Solución amortiguadora
de lavado contaminada
Lavador de placas
automatizado
contaminado.
Lavado inadecuado de
micropozos de captura
después de la incubación
del reactivo de detección
1.

Razones de PClNC
bajas o alto número
de especimenes
positivos bajos con
razones < 2.0 (>
20%). El ensayo
puede fallar en los
criterios de
validación.

Observación



ObselVación
Resultados falsos
positivos obtenidos
de especimenes
negativos
conocidos.

Resultados falsos
positivos obtenidos
de especlmenes
negativos
conocidos.

(continuación)

Valores de URL
negativos del
.calibrador elevado
;:;.. 200 URLl. El

Probables causas
Reactivo de detección 2
contaminado.

Contaminación de
micropozos de reactivo
de deteo:::ión 1.

Contaminación de la
punta de pipeta con
material no
desnaturalizado durante
la transferencia de
espécimen
desnaturalizado al
microtubo o micropozo
usados para la
hibridación de sondas del
VPH.

Durante la decantación y
secado de la microplaca
de captura, se secó la
microplaca en la misma
área de las toallas
Kimtowels o toallas de
papel con poca pelusa
eauivalentes
Preparación inadecuada
de especímenes.

Condiciones
inapropiadas de lavado.

Se incubó el reactivo de
detección 2 a una
temperatura mayor a 20-
25°C.

Soluciones
Tenga cuidado de no contaminar de forma cruzada los
especimenes conforme divida en partes alícuotas el
reactivo de detección 2 entre especimenes. Si
solamente se usa parte de un kit, divida en partes
alicuotas el volumen necesario para ese ensayo en un
reservorio de reactivo desechable y limpio antes de
llenar la ni.,.,ta.
Lave los micropozos completamente con solución
amortiguadora de lavado seis veces, llenando hasta el
sobrefujo cada vez o usando el lavador de placas
automatizado. No debe haber ningún líquido rosa
residual visible en los microrY1zos des';'és del lavado.
Debe realizarse la etapa de desnaturalización del
procedimiento de procesamiento de especímenes como
se indica en estas instrucciones de uso. la colocación
en vórtice de especimenes, la inversión de tubos y la
agitación inapropiadas pueden dar como resultado una
desnaturalización incompleta de los híbridos de
ARNfAON no específicos endógenos a los especímenes
cervicales. Cuando use especímenes de la solución
PreservCyt en particular, estos hibrldos tienen la
probabilidad de estar presentes en las paredes internas
del tubo de desnaturaHzación de especímenes. Con el
flO de evitar un posible desplazamiento de este material
celular no desnaturalizado, la punta de la micropipeta no
debe tocar los costados de! tubo de desnaturalización
de especimenes durante la transferencia del espécimen
desnaturalizado al microtubo o micropozo usados para
la hibridación de sondas del VPH.
No seque en e! área que se ha usado previamente ya
que podría OCUfTiruna contaminación cruzada.

Agregue el volumen apropiado de reactivo de
desnaturalización y mezcle completamente a través de
la colocación en vórtice. Para evitar resultados falsos
positivos, asegúrese de que el líquido lave toda la
superficie interna de tubo tanto con el método Vortexer
manual como de MST (para el método de vórtice
manual, invierta el tubo una vez). Para los especímenes
de solución PreservCyt, asegúrese de que se complete
una mezcla y resuspensión apropiadas del pellet celular
previo a la incubación de desnaturalización. Consulte las
instrucciones de uso del kit de conversión de muestras
digene HC2 para los detalles del protocolo. Para todos
los especímenes, deberá verse 1Xl cambio de color
distinto al púrpura oscuro. Incube por 45 :t 5 minutos a
65:t2'C.
lave los micropozos completamente con solución
amortiguadora de lavado seis veces, llenando los pozos
a sobreflujo cada vez o usando el lavador de placas
automatizado y los protocolos apropiados del lavador de
nlacas automatizado.
Repita la prueba y asegúrese de que las etapas de
captura y detección se incuben a 20'-25" C.
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Observación
resto del ensayo se
desarrolla como lo
esperado.
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Probables causas
Se incubó el reactivo de
detección 2 más de 30
minutos
Se contaminó el reactivo
de detección 2 ó la
solución amortiguadora
de lavado con fosfatasa
alcalina o reactivo de
detección 1.

Soluciones
lea la placa después de 15 minutos de incubación (y no
más de 30 minutos de incubación) a 20'-25. C.

Verífique el reactivo de detección 2 divido en partes
alícuotas por contaminación pipeteando 75 IJl en un
micropozo de captura vacío. Incube a 20'-25. e por 15
minutos y lea en el luminómetro. las lecturas por
encima de 200 URl indican contaminación del reactivo
de detección 2. Tenga cuidado cuando pipetee el
reactivo de detección 2. Use guantes y evite tocar las
puntas para cualqurer superficie de trabajo. Repita el
procedimiento de identificación y solución de problemas
en el vial maestro del reactivo de detección 2, y si no
está contaminado, repita el ensayo usando este
material. Si está contaminado, obtenga un kit nuevo y
reprta el ensayo, Si no está contaminado el reactivo de
detección 2, verifique la solución amortiguadora de
lavado por contaminación. Pipetee 10 IJl de solución
amortiguadora de lavadO en 75 IJl del reactivo de
detección 2 en un micropozo de captura vacío. Cubra e
incube por 15 minutos a 20'-25" C. lea el micropozo en
el lumin6metro, las lecturas por encima de 200 URl
indican contaminación de la soluCÍón amortiguadora de
lavado. Véase la sección Preparación y almacenamiento
de reactivos para instrucciones sobre la limpieza y
mantenimiento del aoarato de lavado



VERIFICACiÓN DE CONTAMINACiÓN

Reactivo I Procedimiento de verificación de contaminación Interpretación de los resultados
evaluado
Nota: Tenga cuidado cuando pipetee el reactivo de detección 2 para evitar contaminación. Use guantes y

evite tocar las ountas de nioeta en cualauiera de las suoerfPcies de trabaio
Reactivo de o Pipetee 75 IJL del vial dividido en partes o El control del reactivo de detección
detección 2 alicuotas, residual ylo original del reactivo de 2 deberá ser < SOURL.

detección 2 en un micropozo de captura vado o SI 1" vatores del reactivo d,
o Incube a 20-25° C por 1S minutos. Evite la luz detección 2 son < SO URL, puede

solar directa. usarse el reactivo de detección 2
o Lea tos micropozos en elluminómelro. para repetir el ensayo.

Nota: Probar el reactivo de detección 2 eo
o Si está contaminado (>50 URL),

duplicados de 3 proporciona una valoración óptima obtenga un kit nuevo y repita el

de desempeño ensayo.

Solución o Pipetee 75 IJL del reactivo de detección 2 en 3 o El control del reactivo de detección
amortigua- micropozos separados de captura. 2 (pozo 1) deberá ser < 50 URL.
dora d.l o Etiquete los pozos 1-4. o Compare el valor de URl de los
aparato d. o El pozo 1 sirve como el control del reactivo de pozos 2, 3 Y 4 con el valor de URl
lavado ,lo detección 2. d.l oootrol d.l reactivo d.
fuente d. o Pipetee 10 IJl de solución amortiguadora de detección 2 (pozo 1). los valores
agua lavado de la botella de lavado al pozo 2. de URL individuales para los pozas

o Deje que fluya la solución amortiguadora de 2, 3 y 4 no deberán exceder 50
lavado a través de la tuberia del lavador. URL del valor de URL de control

o Pipetee 10 IJL de solución amortiguadora de del reactivo de detección 2 (pozo

lavado de la tuberia al pozo 3. ')
o Obtenga una parte alicuota del agua usada o Los valores que excedan 50 URL

para preparar la solución amortiguadora de del control del readivo de

lavado, Pipetee 10 IJl del agua en el pozo 4. detección 2 indican contaminación.

o Incube a 2O-2S. C por 1S minutos. Evite la luz Véase la sección Preparación y

solar directa. almacenamiento de reactivos para

o lea los micropozos en elluminómetro. instrucciones sobre la limpieza y
mantenimiento d.l aparato d.
lavado.

lavador de o Pipetee 7S IJl del reactivo de detección 2 en 5 o El control del reactiva de detección
placas micropozos separados de captura. 2 (pozo 1) deberá ser < 50 URL.
automati. . Etiquete los pozos 1-5. o Compare el valor de URl de los
udo . El pozo 1 ,sirve como el control del reactivo de pozos 2, 3, 4 Y 5 con el valor de

detección 2. URL del control del reactivo de
o Pipetee 10 IlL de solución amortiguadora de detección 2 (pozo 1). los valores

lavado de ~botella lavadora de ,""" de URL individuales para los pozos
etiquetada Wash (lavado) en el pozo 2. 2, 3, 4 Y S no deberán exceder 50

o Pipetee 10 IJL del liquido de enjuague de la URL del valor URl de control del
botella lavadora de placas etiquetada Rinse reactivo de detección 2 (pozo 1)
(enjuague) en el pozo 3. o Los valores que excedan 50 URl. Oprima la tecla Prime (iniciar) en eltec1ado del d.l control d.l reactivo de

lavador d. placas, dejando q", '"" "

detección 2 indican contaminación

solución amortiguadora de lavado a través de del lavador de placas.

las líneas. o Véase ~ sección Manual del
o Pipetee 10 IJl de la solución amortiguadora de operador del lavador de placas

lavado del abrevadero al pozo 4 automatizado, procedimiento de
o Presione la tecla Rinse (Enjuagar) en el teclado descontaminación.

del lavador de placas, dejando que fluya el
liquido de enjuague a través de las lineas.

o Pipetee 10 IJl de solución amortiguadora de
lavada del abrevadero al pozo 5.

o Cubra e incube por 15 minutos a 20-2S" C.
Evite la luz solar directa.. lea k:!s microoozos en elluminómelro

INFORMACION DE PEDIDOS DE LA PRUEBA DE ADN DEL VPH dlgene HC2

Reactivos
Prueba de ADN del VPH «digene HC2 HPV DNA Test" (96 pruebas)
Dispositivo de recolección de ADN «digene HC2 DNA Collection Device»
Kit de conversión de muestras «digene HC2 Sample Conversion Kit);
Concentrado de solución amortiguadora de lavado «digene Wash Buffer Concentrate»
Solución «HOLOGIC PreservCyt Solution);

Accesorios
Microtubos
Gradilla de microtubos
Selladores de placas
Puntas de pipeta exltalargas
Gradilla de tubos de recolecci6n de especimenes
Tapa roscas de tubos de recolección de especímenes
Reservados de reactivos desechables
Tubos de recolección de especimenes
Tapas de microplacas
Gradilla de tubos de especimenes múltiples y tapa
Sellador de tubos de pelicula DuraSeal
Dosifteador del sellador de tubos y cúter de sellador
Microplaca de hibridación
Tiras para micropozos

Equipo
luminómetro
Sistema PC
Cable de impresora
Impresora
CD del software del sistema digene Hybrid Capture 2 (con software del sistema digene Hybód Capture 2,
protocolos para VPH de ensayo del sistema digene Hybrid Capture 2, software para placas lumiCheck)
Agitador giratorio I del sistema Hybrid Capture
Calentador de microplacas I del sistema Hybrid Capture
lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture
Tubo de especimenes múltiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2
Aparato de lavado
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Use la hoja de información de contactos de QIAGEN proporcionada en el producto para ponerse en contacto
con QIAGEN Technical Set'Vices (set'Vlcios téa1icos) o su representante local de QIAGEN.

MARCAS REGISTRADAS Y PATENTES

QlAGEN Il!l, digene e, Hybrid Capture Il!l, Rapid Captura e (QlAGEN Group); Parafilm e (BEMIS Company, Ine.);
Coming e ~oming Incorporated); DvraSeal e (OrversitIed Bioted1); Eppendorf Il!l, Repeater e (E~ndorf AG~
Kimtowels (Kimberty-elark Corporation); CDP-5tar ~ (Lite Tedmologies Corporation); Excel ,Microsoft
(Microsoft Corporation); PreservCyt Il!l, ThinPrep Il!l (Hologic, Inc.); pGEM fl> (Promega Corp); Sarstedt e
(SARSTEDT AG & Col; WVR fl> 0/WR Intemational, lne.).

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

Este producto y su método de uso están cubiertos por una o más de las siguientes patentes'

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

Patentes de VPH de EE.UU.:
5,876,922.5,952,487.5,958,674.5,981,173

@2012-2015Q1AGEN, todos los derechos reservados.

MARlSO.
BIOOU!MJC.
DT.TECN

MASINO
M.N.9483
AS SA

Se dejó esta página intencionalmente en blanco.



•

Se dejó esta pagina intencionalmente en blanco Se dejó esta página intencionalmente en blanco.

-
MARISOL
810QUIMICA -
OT_TECNOL

INO
9483
S.A.



Se dejó esta página intencionalmente en blanco. Resumen de la prueba de ADN del VPH lldigene<!l HC2 HPVDNA Test»

Importante: es importante familiarizarse completamente con el procedimiento
detallado antes de usar este resumen.

Procedimiento
Ofln<::l"'""baclón Mj¡oda de vórll,," manual Método de tubo <le e.pecímene. múltlple. (M$T)
(Poro y Cr••" lo d"hibueión de lo, plocas. Etiquete lo, "'arlexer 2
espedmene< d, microtubo' " hibridación. Prepare • Y Cree lo d"hibución de k" plocas. Eiiquete lo
mkJeión ,eaclivo de desnoturoiización. placo de hibridoc""n. Prepar" el reoetivo de
1'fe<ervCyt, véa,e Y Pipelee el reactivo de desnaluralizodón (el desnoturar~oción.

" procedimiento volumen ~equivalent •• O " mitad d. y . Pipetee el reactivo de de,naturalizad6n (~
de preparación de volumen d,' mpédmenj ~calibradores. volumen ~equivolen!e O " milod d.
e,pedmenes d, controle, de calidad y e,pecimene, volumen d, e,pécimen) ~coli::nodore<,
,0kJciófl y Coloque en vórtice cado cofibrodor, control controle<de ca~dod ye,pecimene,.
P,••.•ervCyt) de calidad y espécimen individualmente por Y V",lique que todo, lo, tubo, mue,lren un

5 ,egundos a alto velocidad e invierto (véo,e color púrpura.
el pro,pecto paro deto~es¡. y Cubro logrodilo Con películo y topa.

y Vernique que todo< lo, lubo, mue,tren un Y Coloque ~vórtice '" " ,egundo, o
color pÚfpUfO. m6ximovelocidad.

y Incube a 65 o>2"C por ~5 o>5 minutos. Y Incube O65 '" 2"'C par 450> 5 minutos.
,. Pre re lo melclo de ,onda< de Vl'H. Y ec, e lo melda de sondm del VPH.

Hibridación Método d. baño maria Mj¡odo de calenlodo< <temlc:rap!oca. I
Metodo de cóctel y Melde el e,pécimen de,noturofizodo bien y Y Mezcle el espécimen desnoturor"odo bien. y
d, .andos pipetee " .' d, cofibrodor. control d• pipetee " "' d,' calibrador. control de
combinados co~dod ° espécimen desnoturolizado, en lo; colOdodo e,pectmen desnaturalizado, en los

tubos de hibridoc""n. micropozo,
Metodo d. d~ Y IflCUbepor 1O:l:2 mnutos O20-25"C, y Incube POI10minutoso 20-25°C.
sonda< Y Pipetee " o' d., cóctel " sondo, Y Pipetee " "' d, cóctel d, sondo<

corrbir.odm en mlcrotubo, de hib<idoción. combinadas '" ", micropozos
O O
MOlde el •••péclmen de,no!urolizodo bien y Mezcle el espécimen de,no!urolimdo bien y
pipetee 75 lit en microlub", "LR. y 75 III en pipetee 75 III en micropo¡o, "lR. y 75 IlLen
microlubo, "HR•. micropozo, "HR».

y Incube por 1O:l:2 mnuto, o 20".25°C. y Incube por lOt 2minuta<o 20-25"C.
y Pipetee 25 I'Lde la mezclo de ,onda< de VPH y Pipetee 25 ~l de lo melclo de sondas de VPH

de bajo riesgo en tubos «Lh de bOjo'ie'9" en micropozo, "lRo.
y Pipetee 25 lit de lo melclo de sonda< de YPH Y Pfpelee 25 III de mezclo de ,ondas de VPH

de alto r;.,.,goen tubos .HR., de alto riesgo en mic,opolo, .HR•.
y Cubro ", microtubo, con un ,ellodor d. y Cubro lo microploco Can una topo poro

placo, y agite en el agitador giralario Io 1100 ploco> y ogile en el agitador giroto'io Io 1100
'" 100rpm por 3,. 2 minuto,. ,. 100rpm por 3,. 2minutO'!.

y Ver~ique que lo< tubo, rnJe.lf.,n un color Y Verifique que lodos lo; tubo, m••••••hen un
amorilo ''', e,peclmenes do " .olución coiol OlT<lrllo110'e,pedmene, de la ,olución
Pr",,,,vCyt ,e torn(l'6n ro,o,). P,eservCylse !ornorónr",,,,I.

y Incube o 65 z 2"'e por 60 o>5 minuto,. P,epare Y Incube o 65 z 2"e po, 60 o>5minuto,.
lo micro loco de ca tura. Y P,,, ore lo micro bco de C ""Cap\lln:lhíbridcl y Pa,e el conlenido de codo pOlOde ploco de hlbridod6n °microtubo 01pOlOcorre'pondiente en
10microplaco de copturo usando uno pipeta de 6 canole •.

y Cubro con una topo poro placas o •••Ilador de ploco<. Agite o 1100:l:100rpm o 20-25' C por 6O:l:5

Y =o~;~Pr:~~: ~ ~~:~o"cr:d;~;d~:~ 1v~:eo:r"'r", eeto Oradetolle,'.
D•••••clón hlbrkkl Y Pipetee 75 lit de reactivo de dete=ión 1 en codo micropozo de capluro. Cubro lo microploco de

copturo con uno topo pora ploco< o Porofim o equivalen le.
Incube a 2O.2S"e ,30.~ minutos. Lave la aea usondael rnetodo de••••do.

,,"o," Mj¡odo de lavado manual Método de Iovador de placa. ouloft'ICIltzada
y Decante y seque lo microploco de copturo y Co"'que lo ploco en el lavador de placO<

(véase el pro,pecto paro detol1e<¡. automatizado , pre,ione START{STOP
y lave 6 veces. Ilniciar/Porarlporo comenzar.
y seoue en tool1o,de con oca elu.o.

Amplificación do T Pipetee 751'l del reactivo de detección 2 en codo micropozo de capMa.
señale. Cubf<lcon uno k.DCl"." ••!>be••• " .ellado< de ploca •. I""ubea 20.25"e Por 15,30minuta",.- y leo lo microploca de copturo en ellumínómelro.

y Valide el cma ••inle;";ete lo, re,ullodo, de lo, •••"ecimene,.

'..:.'
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~ Recogida y manipulacIón de laa muestras

~ Consulle en el reoerso las adoartenciae y p<O'Clluciones.
Racoje le muealm para citol","!a ceMco"aglnal anle. de obtener le muestra
para el an~lIsl~ de ADN. Recoja le muestra pa,a el análisis de ADN antes de
aplicar ~cldo a~tloo oyodo sl.e va a realizar una oolposcopla.

l. ReUre el eXceso de mUCD6ldad del orificio elrtemo del cuello uterino y de los
alrededores del DdocérvI. con une torunda de algodón, Desa~ la torunda con
forma e la normat!vllloCIII

2. :::'r'J: :lrt,:.rc~:~:~~1~~I:'g~ld~~~II':,lrt~~~~1 :~~~~~~::a~~ g~~a~

mi ;ÑfRObUZC;:~~~~ltt~t"~~~..ll&~+~E~U~tS¿OIJOllJ¿-1-6ENDO-

00"'''''''-3. Retire el C\'lplllo del oondueto. Evita que las cerdas Ioquen la p..,e axterlo< del tubo
o cualquier otro oblelO .

•. Introduzca el copilla hasta el fondo del tubo de transporte. Rompa el cuerpo<lel
cepillo por la linea de me"", (2) y tape 01tubo de forma $O¡JU'" (3)

Biopsia corvicOU\erina (únicamente pera al VPH):
lal biopsles cerviCQIJlerinas roci!n recogldaa da hast~ 5 mm de grosord~ colo-
carse Inmediatamente en e,1Spaclman Transport Madlu,,:, y conSeMl,"" congeladas
e .20 .C. Las biopsias COfVlcoutcrinae procesadas con "Iado,es hisloléoglcos no
pueden analizarse con las pruebas digene HC2 ONA.

Traneporte de In mueatru
Las mueatras cervicoutarinas puedan conSelVorse durante un málÓmo do 2
semanaa e lemparatu,. ambianta yenviarse eln rehigarar elleboralooo de análi,"s
En elleboralono da análisis, l•• mueol". pueden conlelVortla une semana m.is a
una tamperatura da 2-8.C c>3 mese. a .20'C antes de analiZaria •. Consuna les
Inatru<:cionea de ueo oorresp<Jndlentea da la prueba diIJeno HC2 DNAal desee
oblenar Inltruceionea acerca de cOmo rOllizar 1"" ensayos. Para e\Óler que se

~~~nl~~Sta~:s~~ 1~~U~~,)d:n~~a;~~:n~;,sportadOS o canseNados congelados,

Conservo las muestres ceIVicootflrinas a .20 .C. las muestras de bl~lo pueden
transporiarse e uno temper"tura de 2-30.C para IU entrega al dI. Ilgulenle al
laberalmc> da an~lisla y congela,," de nuevo a .20 .C tras su recepción
Pare envlos nlcio""les e internacionales, 1•.• muestras daben acondldonaraa y et-
iqucterae do conlormidad con la normaUve e-statal, federal e internacional opllcabla
rela~v. eltrtlnsporte de muestras cUnlcas y sustancias inlaecioses.
Parafilm el uno mofCll reglatrada de American Can Co


	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009
	00000010
	00000011
	00000012
	00000013
	00000014
	00000015
	00000016
	00000017
	00000018
	00000019
	00000020
	00000021
	00000022
	00000023
	00000024
	00000025
	00000026
	00000027
	00000028
	00000029
	00000030
	00000031
	00000032
	00000033
	00000034
	00000035
	00000036
	00000037
	00000038
	00000039
	00000040

