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VISTO el expediente N© 1-47-11672/13-8 del Registro de la

Administracién Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma NIPRO MEDICAL CORPORATION
Sucursal Argentina solicita autorizacién para la venta a laboratorios de ania'lisis

clinicos de los Productos para diagnostico de uso “in vitro” denominadgs 1)

PapilloCheck®/ DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA Y LA
GENOTIPIFICACION DE 24 TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMAN? EN
PREPARACIONES DE ADN A PARTIR DE CITOLOGIAS CERVICOUTERINAS
HUMANAS: 2) PapilloCheck® C-c.)IIection Kit/ PARA LA EXTRACCION Y

TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS CERVICALES QUE SE ANALIZARAN [CON

PapilloCheck® .

Que a fojas 662 consta el informe técnico producido por el Servic_lo de
Productos para Diagnéstico gue establecen que los productos reunen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccidn Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervehcion
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece Ia Ley N©

16.463, Resolucién Ministerial N© 145/98 vy Disposicion ANMAT N° 2674/99
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Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N° 1490/92 y 1886/14.

Por ello;

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

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de andlisis clinicos de los
productos de diagnostico para usb in Vitro denominados 1) PapilloCheck®/
DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA Y LA GENOTIPIFICACION DE 24
TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN PREPARACIONES DE ADN A
PARTIR DE CITOLOGIAS CERVICOUTERINAS HUMANAS; 2) PapilloCheck®
Collection Kit/ PARA LA EXTRACCION Y TRANSPORTE DE LAS MUEST?RAS
CERVICALES QUE SE ANALIZARAN CON PapilloCheck®, el que sera elaborado por
1) GREINER BIO-ONE DIAGNOSTICS GMBH. Gewerbepark 2, 4261 RainbaciL im
Muhlkreis (AUSTRIA) para GREINER BIO-ONE GMBH. MaybachstraBe 2, D-72636
Frickenhausen (ALEMANIA) y 2) BLISPAC S.A.S. Rue de la Gare 60250 Balagny/
Thérain. (FRANCIA) PARA GREINER BIO-ONE GMBH. Maybachstrape 2, D-72636
Frickenhausen (ALEMANIA) e importado terminado por la firma NIPRO MEDIICAL
CORPORATION Sucursal Argentina, en envases conteniendo: 1) Envases poir 60
determinaciones conteniendo: Plapillc-Cher:k® PCR MasterMix (5 x 300 lpl),

PapilloCheck® Slidebox (5 x 12 matrices), PapilloCheck® BUF A conc. (2 x 40 ml),

PapilloCheck® BUF B conc. (1 x 15 ml) y PapilloCheck® Buffer de Hibridacién (2 x
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1000 pi); 2) Envases conten‘iendo 10 o 50 kits de recoleccién { kit de recoleccién:
1 cepillo cervical y 1 vial con 5 ml de medio de transporte), con una vida Uutil del)
DIEZ (10) meses, desde la fecha de elaboracién conservado entre 4 y 8 °C y 2)
DOS (2) afos, desde la fecha de elaboracion conservado entre 15 y 30 °C y gue
la composicién se detalla a fojas 263 a 264 . :
ARTICULO 29°.- Acéptense los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciorines a

fojas 286 a 288, 337 a 339, 340 a 342, 469 a 471 y 523 a 661. Desglosandose

fojas 288, 339, 342, 471, 523 a 524, 529 a 572 y 659 debiendo constar en los

mismos que [a fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador impres],o en
los rétulos de cada partida.

ARTICULO 39.- Extiéndase el Certificado correspondiente.
ARTICULO 49.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

meétodos de control, estabilidad y elaboracidn cuando las circunstancias asi lo

determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese, girese a la Direccion de Gestion de Informacion
Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccidn Naciona!'l de
Productos Médicos notifiquese al interesado y hagasele entrega de la copia
autenticada de la presente Disposicidn junto con la copia de los proyectos de
rotulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

archivese.-

EXPEDIENTE N° 1-47-11672/13-8

380 ‘

3 ing. ROGELIO LOPEZ

Administrador Nacional
ANM.AT

DISPOSICION No:
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Kit Diagnostico para la Deteccion y Genotipeo de 24 Tipos de Virus del Papilfoma
Humano en Freparaciones de ADN a partir de Muestras Cervicales
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PapilloCheck® Collection Kit

Rev. 465075_00_01

Contenido,
50x PapilleCheck® Collection Kit

Cada PapilloCheck® Collection Kit cosiste en un cepilic cervical y un vial con
medio de transporte de muestra PapillaCheck® de 5 ml en un envase blister
etiquetado.

Simbclos

g Fecha de Vencimiento

Catdlogo nimero

H

-

eT

Nt‘:n"nero de Lote

Ver instrucciones de uso

@ Un solo uso
#ERRAE H319 - Causa irritacion ocular seria

P280 — Utilizar guantes, ropa de proteccién, proteccion
ocular y facial

c e CE Marca de conformidad

Qf“ Limite de Temperatura

‘ Fabricante

Diagndstico In Vitro

Instrucciones de Uso

Antes de usar Papillocheck® Collaction Kit, lea atentamente las instruccicnes
de uso. Las instrucciones imprentas en este blister proveen sélo informaclon

reducida sobre el manejo del kit.

{Dascargue instrucciones de uso actualizadas, disponibles en varios idiomas)

Uso Previsto

Para la extraccidn y el transporte de las muestras cervicales que se analizardn
con Papillocheck® Collection Kit.

Descripcidn del Producte,

Cepillo cervical:

El cepillo cervical del kit de recoleccién PapilloCheck® es designado para
muestra simultdnea de ambas ecto y endocervix, Esto también viene con una
cabeza recortable como complemento, la gue permanece almacenada en el
vial despugs de recoger la muestra, asegurando asi gue toda la muestra se
recoja.

Vial con medio de transporte de muestra PapilioCheck®:
5 ml medio de transporte de muestras garantiza las condiciones dptimas de
almacenamiente y un transporte libre de contaminacidn y degradacion DNA.

Las dimensicnes del vial de almacenamiento aseguran un manejo facil y seguro

de la muestra para el andlisis descendente, incluso con la cabeza recortable
que gqueda dentro del vial.

[ " Almacenamipnto

y 30°C en un lugar limpio ¥ seco hasta su vencimiento,

Precauciones y Advertenclas

No usar para muestras de endometrio

Mo usar si se sospecha o se confirma embarazo I

Producto para un solo uso. No reutiltzar alguna parte del kit

No usar luego de la fecha de vencimiento

Nao usar si algiin componente estd dafiado

Maneiar tadas las muestras hiologicas y los dispositivos de

recoleccion usados de acuerdo a las politicas y procedimientos de su

institucidn

. Prestar la atencién médica apropiada cuando se manejen fas
muestras bioldgicas, pueden transmitir enfermedades infeccicsas

. Usar guantes y ropa de laboratorio adecuada para reducir los

riesgas de infeccidn. ¢

4

* % & % & 9

Colecclén de muestras para Papillocheck®
{utilizar guantes cuando se manejen muestras cervicales para minimizar
exposicion al peligro}

1. Recolectar muestra del cérvix: Insertar el cepillo cervical en el endocervix v
rotar media vuelta .

2. Abra el vial con medic de transporte de muestras: Inserte el cepillo y rompa
la cabeza del cepillo en el punto de ruptura.

3, Cierre firmemente la tapa del frasco y rotule 1a etiqueta engum;ida.

Disposicién

COhservar normas de higiene generales, nacionales, estatales y regulaciones
locales con raspecto a fa disposicién de muestras y materiales uti!i\zados.

Transporte y Almacenamiento de Muestras I

Para resultados éptimes, las muestras cervicales tomadas con Papillocheck®
Collection Kit no deben ser almacenadas a temperatura ambiente por mds de
14 dias. Las muestras deben transportarse sin refrigeracidn. Las miuestras
dehen ser transportadas en cumplimiento con regulaciones nacionales,

estatales y locales. I
W\RﬂING
Grainet Bio-Ovey (lrnbibd
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PapilloCheck*

Vianual de instrucciones

i

Equipo de diagndstico para la genotipificacion de los tipos del virus del papiloma humano

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44/55, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, €6, 68, 70, 73, 82 en|

muestras cervicouterinas

REF 465 060
Para uso diagndstico in vitro N Revisidn: BQ-0?13-07
unicamente por parte de personal de laboratoric profesional  ,\ ! Agosto dg 2011

Greiner Bio-One GmbH GERHNTE GLNIR M,

PROUMEDIC AL CORY.
Maybachstr. 2 - 72636 Frickenhausen + Alemania " CBUCARG. < >
Teléfono: +49 (0) 7022 948-0 + Fax +49 (0) 7022 948-514
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1. CONTENIDO DEL EQUIPO 3 8 0 9

]

TROETE : 3
Equipo de ensayo PapiiloCheck®™ -Contenido Cantidad
. 5 PapilloCheck®
PCR MasterMix PCR MasterMix? 5 x 300 pi
. . . 1 caja para portaobjetos PapilloCheck®™ .
Caja para portaobjetos, 5 2 12 matrices con § microchips PapilloCheck® 5 x 12 matrices
Tampén de hibridacion 2 PapilloCheck® 2 % 1000
1 -,
BUF A conc. 2 tampones A PapilloCheck 2% 40 ml
concentrado
1 tampon B PapilloCheek®
BUF B conc. concentrado 1x15ml
' Un equipo de ensayo PapilloCheck® es suficienie para €l analisis de 60 muestras.

? Conuene todos los componentes necesarios para PCR, excepto Tag ADN potimerasa y vracil-N-glucosilasa,
¥ Un microchip PapilloCheck® contiene 12 micromaitices PapilloCheck®.
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2. CONSUMIBLES, EQUIPO Y HARDWARE NECESARIOS \\‘(’:o """"
Se recomienda el uso de PapilloCheck® en combinaciéon con los consumibles. el equipo y el
hardware enumerados unicamente por parte de personal profesional.

N.2 de catdlogo de
Grelner Blo-One

vE
Congumibles

- . Equipo de ensayo para
Equipo de ensayo PapilloCheck® 485 060 80 reacciones
Equipp de toma de muestras PapilloCheck® 465 070 10 muesiras
Equipo de extraccién de ADN / 515 040 Equipo de ensayo pare
Preparacidén con una columna oCheck® 50 preparaciones
Equipo de extraccién de ADN / .
Preparacion con banda de 8 columnas oCheck® 515050 12x 8 preparaciones
Puntas de filtro de micropipeta libres de
desoxirribonucleasa estérlles*

Puntas de filiro de 0,5-10 ul 765 288 96/960
Puntas de filtro de 0,5-20 pl 774 288 96560
Puntas de filtro de 10-100 pl 772288 961960
Puntas de filiro de 10-200 pl 739 288 96960
Puntas de filtro de 100-1000 750 288 604800
Microtubos libres de desoxirribonucleasa

Microtubo de 1.5 ml 616 201 50074000
Microtubo de 0,2 mi2 683 201 500/1000
B bandas PCR de 0.2 mi 673 210 12571250
Tiras de tapa para & bandas PCR de 0,2 ml 373270 12501250
Tubo de polipropileno de 5¢ mi* 210 261 251450
Pipetas de plastico para pipeteador

Pipeta de 10 m! B0O7 180 o 607 160 17200
Pipeta de 25 m! 760 180 o 760 160 1/20Q
Pipeta de 50 m{ 786 180 0 768 160 200

* Algunos de los tamafios de puntas mencionados son opcionales segun las micropipetas disponibles.

? Enpnncipio, se recomienda el uso de las bandas PCR con 8 tubos. Los microtubos individuales (0.2 miy son opcionales
1 no hay bandas disponibles.

¥ Solamente necesario si ne hay disponible una centrifuga para portaobjetos.
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N.° de catatogo de
Grelner Blo-One

CheckScanner™ 862 070

Software CheckReport™ basico 862 08O 1

Software CheckReport™ complemento para PapilloCheck® 862 084 1

Camara de hibridacion oCheck® con soporie de portacbjetos 447 070 1

Asa para el soporte de portaobjetos 447 001 k|
Recipiente de lavado oCheck® 447 020 1

oCheck® VacSet 863 080 1 g
oCheck® VacPump® 863070 1 |

Enzimas necesarias

- Taq polimgrasa: Polimerasa ADN HotStarTag® 5 Ufpl (Qiagen: 203203, 203205, 203207, 203209)
» Uracil-N-glucosilasa; Uracil-ADN-glucosilasa 1 U/pl (Fermentas; #ENQ361, #ENO362)

Ctros consumibles necesarios

» Agua grado PCR
« Agua destilada o desionizada
« Guantes de un solg uso

Otro équipo necesario

- Microcentrifuga para microtubos de 1.5y 2 mi

« Centrifuga para tubos de paliproplenc de 50 mi (por ejemplo. BeckmanCoutier, cenirifuga Allegra X-22, rotor de
angulo fyo CO650) o centrifuga para portaobjetos (por ejemplo, Labnet. Shde Spinner, VWR International cenirifuga
Galaxy MinlArray)

« Microcentrifuga para microtubos individuales de 0.2 ml o bandas PCR de 8 tubos {por ejemplo, Labnet centrifuga
Spectrafuge Mini)

* Termaciclador de PCR:
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems}

o Venti ™ 96-Well Thermal Cycler (AppYied Biosystems)
+ Bafio Maria (30 *C)

» Mulipipeta de 8 canales {rango 5 - 50 ul), por ejemplo, Brand Transterpetie®-8 (Brand)
- Pipeteador para pipetas de vidrio y plastice
« Agitador Vortex

Otro hardware necesarlo

+ PC (consulte los reguisitos del sistema en el Manual de instrucciones de CheckScanner™ y el software
CneckReport™)

* Para reatizar el procedimiento de tavado de PapitoCheck®, se necesitan tres recipientes de lavado oCheck®,
3 Solamente necesario en combinacian con n.® de catalogo 515 050,
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3. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO

El transporte del equipo de ensayo PapilloCheck® se realiza a temperatura ambiente. No obsta ‘..
es preciso almacenar el equipo inmediatamente después de recibirlo a 4-8 °C y protegerlo de la luz,
Si se almacenan correctamente, el equipo de ensayo PapilloCheck® y sus componenies se pueden
utilizar hasta la fecha de caducidad indicada. Asimismo, en estas condiciones, la vida util no se
desvia de |la fecha de caducidad una vez abiertos el equipo y sus componentes, ]

4. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD !

El equipo de ensayo PapilloCheck® esta destinado unicamente para el uso en un laboratorio, y I!'!J;J
coma farmaco, para uso domeéstico ni otros fines. Lieve siempre una bata de laboralorio adecuada,
guantes desechables y gafas de seguridad, y siga las instrucciones de seguridad proporcionada’s
en esta seccion.

Los siguientes componentes del equipo de ensayo PapifloCheck® contienen elementos nocivos
peligrosos.

Simbolo de Simbolo de Frases de Frases de Frases de
Componente peligroso petigro riesgo riesgo seguridad
Tocianato de T R 20424722 513
:?Q: i‘;ﬂ:; i?;\ guanidina ';'z Notivoe* R 32 564
(25-60 %) L R 52153 836137
<20 % de
) . R 21722 526
Tampon B dodec:;:il{f)ato de ﬁ Peligroso R 36/37/38 S36/37

* La guqueta de peligro no es necesaria para paquetes pequefios de un maximo de 125 g o mi (sequn 67/548/CEE Art. 25,
1999/45/CE Art. 12 y las normas alemanas GefStofiv § 20{(3) y TRGS 200 7.1). Para obtener mas mformacién, consukte
las fichas de datos de seguridad.

Frases de riesgo

R 21122 Nocive en contacto oon la piel y por ingestidn

R 20021122  Nocivo por inhalacidn, por ingestion y en contacto con ia piel

R 32 En contacto con acidos libera gases muy {Oxicos

R 36/37/38  Irrita los ojos, las vlas respiratorias y la piel

R 52153 Nocivo para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plaza efectos negativos en el medio ambienie
acuatico

Frases de seguridad

513 Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos

526 En caso de contacte con los cjos, (dvese inmediatamente con agua abundante y acuda a un médico
836137 Utihzar indumentaria y guanies de proteccion adecuados

561 Evitar su liberacion al medio ambiente. Consutle las instnucciones especialest/fichas de datos de seguridad.

La version actual de las fichas de datos de seguridad de este producto se puede descargar del sitio
web de Greiner Bio-One: www.gbo.com/biosciencelbiochips_downioad
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5. ELIMINACION DE RESIDUOS

del equipo sin utilizar y [a mezcla de hibridacion no utilizada con los desechos guimicos del
laboratorio. Respete todas las normativas locales, provinciales y nacionales en lo referente al
desecho de materiales.
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6. INTRODUCCION

en mujeres en todo el mundo), se encuentra una infeccion persistenie con un virus del papil
humano (VPH} carcinégeno.’ Hasta la fecha, se han identificado mas de 100 tipos de VPH, 40 de
los cuates son de transmisidn sexual e infectan la mucosa genital. Los tipos de VPH cervicouterino
se clasifican en un grupo de alto riesgo (VPH de alto riesgo o VPHAR) 0 en uno de bajo riesgo
(VPH de bajo riesgo o VPHBRY). Mientras que los tipos de VPH de alto riesgo se asocian a una'
mayor posibilidad de padecer cancer cervicoutering, los tipos de bajo riesgo causan principalmente
condilomas genitales benignos.2No obstante, incluse dentro del grupo de alto riesgo, el riesgo relativo
de desarrollar cancer o lesiones cervicales intraepiteliales (NIC) depende del tipo.? Alrededor del
70 % de todos los casos de cancer cervicouterino estan vinculados a una infeccion persistente de
VPH 16 0 18. Los tipos de bajo riesgo con mayor prevalencia son VPH 6y 11. Partiendo de la base
de un vinculo etiologico practicamente absoluto entre el VPH carcinégeno y el cancer cervicouterino
en la actualidad se estd teniendo en cuenta la realizacién de pruebas del VPHAR para la deteccién
primaria del cancer cervicoutering,*

6.1 Uso previsto
PapiloCheck® es un equipo de diagndstico para la deteccion cualitativa y la genotipificacién de

24 tipos del virus del papitoma humano en preparaciones de ADN a partir de citologias cervicouterinas
humanas. Este equipo Unicamente puede ser utilizado por personal cualificado.

PapilloCheck® cumple los requisitos de la directiva sobre productos sanitarios para diagnéstico in
vitro (98/78/CE) y por tanto presenta la marca de conformidad CE. Todos los resultados diagnc‘:stico!‘.
generados con PapiloCheck® se deben interpretar en combinacién con otros hallazgos clinicos
de [aboratorio.

6.2 Tipos de VPH detectables con PapilloCheck®

PapilloCheck® permite identificar los 18 tipos de a'to riesgo 0 y los 6 tipos de bajo riesgo [ de
virus del papiloma humano (VPH) (Tabta 1).

Tabla'1: Tipos de VPH detectables con PapiloCheck®

* PapilloCheck® no permite diferenciar entre el VPH 44 y el VPH 55.

1 Watboomers, J. et al {1999). Human papillomavirus is a necessary cause of invasive cervical cancer worldwide. J Pathe
1B9{1):12-9.

2 Burd EM. Muman papillomavirus and cervical cancer. Clin Microbiol Rav, 2003;16:1-17.

3 Bosch FX. et al. (2008). Epidemiology and natural history of human papillomavirus infections and type-specilic
implications in cervical neoplasia. Vaccine, 26 Suppt 10.K1-16.

4 Mejjer, C.J, et at, (2009). Guidelines for human papillomavirus DNA test T}
screening »n women 30 years and older. Int J Cancer. 124(3}:516-20.
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6.3  Principio del ensayo by

4
PapilloCheck®es un equipo de ensayo basado en micromatrices para la detecciony la genotipifigacig ﬁ—

de un fragmento del gen E1 del genoma del virus del papiloma humano (VPH). EI procedimienfw—:/o
ensayo se resume en la figura 1. .C e

Antes del andlisis PapilloCheck®, se debe extraer ADN de una muestra de citologia cervicouterina,
La toma de muestras y la extraccion de ADN no forman parte del equipo de ensayo PapilloCheck®.
Greiner Bio-One también ofrece productos especializados para la toma de muestras (equipo de
toma de muestras PapilloCheck®) y la extraccion de ADN (equipo de extraccion de ADN oCheck®);
se deben adquirir por separado {consulte la informacién sobre pedidos en el capitulo 2).

|
Después de la extraccion de ADN gendmico humano y virico de una muestra cervicouterina, se1I
amplifica un fragmento de 350 bp del gen E1 virico mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR}) en presencia de un conjunto de cebadores especificos del VPH, En la misma reaccion, se
ampiifica un fragmento de una copia del gen humano ADAT1 (adenosina desaminasa especifica del
ARNt humano1) con el fin de controlar la presencia de material de muestra humano en la muestra
cervicouterina (contro! de muestra) y una plantilla de control interna presente en el PapilloCheck®
PCR MasterMix para controlar el rendimiento de la PCR (control de PCR). Ademas, el PapilloCheck®
PCR MasterMix contiene dUTP. Por tanto, se puede eliminar la contaminacién cruzada de reacciones
PCR anteriores mediante el uso del tratamiento con uracil-N-glucosilasa (UNG) (consulte el
capitulo 8.2.2).

A continuacién, los productos de la PCR se hibridan segun sondas de ADN especificas y controles
en el microchip enlazados a la superficie det microchip de PapilloCheck®. Cada microchip contiene
12 micromatrices de ADN, lo que permite el analisis simultaneo de 12 muestras cervicouterinas.
Durante la hibridacion, el ADN unido se marca de forma fluorescente y el no unido se elimina en los
pasos de lavado subsiguientes. Se supervisa la eficiencia de la hibridacion {control de hibridacion).

Finalmente, el microchip PapilloCheck?® se escanea, analiza y evalia de forma automatica mediante
CheckScanner™ y el software CheckReport™, respectivamente (consulte la informacién sobre
pedidos en el capitulo 2). CheckScanner™ es un escaner iaser bicolor (longitudes de onda de
excitacion de 532 nm y 635 nm), que permite la deteccidn de la sefal fluorescente generada por
la presencia de productos de la amplificacion especificos de VPH asi como los controles (consulie
el capitulo 6.4.2). El software CheckReport™ permite visualizar, analizar y evaluar los resultados,
y muestra de forma automatica los valores correspondientes tanto de los tipos de VPH detectados
como de los controles en un informe detallado.

El informe indica claramente la presencia o la ausencia de uno o varios de los 24 fipos de VPH
detectables y los completos controles en el microchip garantizan la elevada fiabilidad del analisis.
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1. Reaccidén PCR

PAILERLL]
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2. Hibridacidén

Figura 1: Procedimiento del ensayo PapilloCheck®
1.Reaccidn PCR: después de la extraccién del ADN, se amplifican un fragmento de 350 bp del gen E virico y fragmenta

de dos objetivos de control mediante PCR. A continuacién, los productos de la amplificacion se hibridan segin sandg

de ADN complementario en el microchip. ’

2. Hibridacién: se detecta cada upo de VPH mediante una sonda de ADN especlfica presente en cinco replz é. urary
ta hibridacion, se introduce el marcado flugrescente.

3.Lavado y secado; se elimina el ADN sin unir en los pasos de lavado subsiguientes.

4.Escaneo y andlisis; se escanea, analiza y evalla el microchip Papﬁg:check' utilizando CheckScanfie
CheckRepor™. Se crea un informe que indica claramenie lg presengb 1 sencia de uno o variod ge Jod 24hipks d
VPH deteclables.
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6.4

6.4.1

Cada microchip PapilloCheck® contieng 12 micromatrices designadas como pocillos del A1 al B6.
Cada micromatriz PapilloCheck® se compone de 28 sondas diferentes y tiene un reborde elevado.

Disefto del microchip PapilloCheck®

Distribucion del microchip PapilloCheck®

Cada sonda se marca en cinco réplicas. La distribucion de la micromatriz PapilloCheck® se ilustra |
en la figura 2 y los controles del microchip se explican con mas detalle en el capitulo 6.4.2.

(L

canal rojo (835 nm)

a)

canal verde (532 nm}

¢)
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contrel e orientashin cortrel da PCR
VPH § VPH 45
VPH 11 VPH 51
VPH 15 VPH 52
VPH 18 VPH 53
VPH 31 VPH 56
* VPHI3 VPH 58
VPH 35 VPH 59
VPH 39 VPH 66
VPH 40 VPH 68
VPH 42 VPH 70
VPH 43 VPH 73
. VPH 44/55 VPH 82

L eorRrol e Ribrkeuckin

corkrod de muvEle

control da ocdaniackin comral de PCR
VPH G VPH 45
VPH 11 VPH 51
VPH 16 VPH 52
VEH 18 "WPH 53
VPH 31 " VPH 56
VPH 33 VPH 58
VPH 35 VPH 59
VPH33 ~ | " VPHGE6
VPH 40 VPH 68
VPH 42 "VPH 70
7 ‘VPH 43 VPH 13
£ VPH 4ai55 " WPH 82
comtrol dw iordacton | contrat de muestra

Figura 2: Disefo del microchlp PapilloCheck®

a) Dibuio esquematico del microchip PapilloCheck®. b) y ¢) Imagenes mostradas por e! software CheckRepont™ para las

dos longitudes de onda de excitacion diferentes usadas para el escaneo (b} canal rojo: 635 nm; ¢) canal verde: 532 am}

y dibujos esquematcos de la distribucién de [a micromatriz PapifioCheck®. Se indican [as sondas especlficas del lipo de
N .

VPH y lps controles del microchip.
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6.4.2 Controles del microchip

'
v
El disefic del microchip de ADN PapilloCheck® incorpora unos completos coniroles integr (fﬁ]gp?\o

en el microchip. Varios sistemas de contro! supervisan todos los pasos criticos del ensayo y el
procesamiento del microchip, lo que incluye la calidad de la muestra y la extraccion de ADN (control
de muestra)}, la calidad de la reaccion PCR (control de PCRY), la eficiencia de ia hibridacion (con:rol
de hibridacién). asi como la homogeneidad de las marcas y la calidad de impresion (control de}
orientacion y control de impresidn). Ademas de la presencia o ausencia de los tipos de VPH, el

software CheckReport™ muestra de forma automatica tanto los valores correspondientes de’
los controles como los tipos de VPH detectados en un informe detallado. Para la lectura de Ios'
diferentes controles, se utilizan ambas longitudes de onda de excitacién de CheckScanner™. Para
el control del rendimiento del ensayo (control de muestra y de PCR), se usa el canal rojo (Iong!tud
de onda de excitacion de 635 nm), mientras que la calidad de la hibridacidn y el microchip (con:ro!
de hibridacion, orientacidn e impresién) se evalua en el canal verde {longitud de onda de excitacion
de 532 nm),

Control de muestra
PapilloCheck® controla la calidad de la muestra y/o la extraccion de ADN mediante la amplificacion
de un fragmento de una copia del gen humano ADAT1 (adenosina desaminasa especifica del ARN{
humano1). Si hay presente ADN humano en una cantidad adecuada en el ADN extraido de Ia
muestra cervicouterina, se genera una sedfal fluorescente en las marcas de control de muestra.

Si la amplificacion de ADAT 1 es insuficiente o inexistente, el software CheckRepont™ indicara e
error en el cantrol de muestra (Failed) y se debera repetir el analisis, como consecuencia de una
cantidad insuficiente de células en la muestra cervicouterina y/o el rendimiento insuficiente de 13
extraccion {consulte el capitulo 9).

Control de PCR
PapilloCheck® también controla la calidad de la reaccién PCR. La amplificacién de una plantille
de control interna presente en el PapilloCheck® PCR MasterMix genera una sefial en las marcas
de control de PCR en el microchip PapilloCheck®. Ademas, se evalia la calidad de la reaccién
de amplificacién automaticamente en el sofiware CheckReport™. Si el rendimiento de la PCR es
inferior a un umbral predefinido, el software CheckReport™ indicara el error en el control de PCR
(Failed) y se debera repetir el anélisis {(consuite el capitulo 8.

Si la cantidad de ADN de VPH en la muestra es muy elevada, la sefial fluorescente de las marcas
de control de PCR puede ser débil o incluso no aparecer, como consecuencia de la competiciop
durante la reacciéon PCR. En este caso, la sefial fluorescente de al menos una sonda especifica dé
VPH debe superar un umbral predefinido para que el ensayo se considere valido.

Control de hibridacién
PapilloCheck® conirola la eficiencia de a hibridacion mediante una sonda marcada con fluorescencia
en el tampon de hibridacién PapilloCheck®, que hibrida segin secuencias de ADN especificas en
el microchip PapilloCheck®. Una hibridacién con la eficiencia adecuada da como resultado sefalel

fluorescentes en cada marca de la matriz. Los resultados de cinco marcas de control de hibridacidh
en el microchip PapilloCheck® también se evalGan mediante el software CheckReport™,

Control de orientacidn y de impresién
Las marcas de contiol de orientacion del microchip PapilioCheck® generan sefiales fluorescentes
con independencia de la eficiencia del proceso de hibridacion, Estas marcas se usan en el software

CheckReport™ como puntos de guia para la busqueda de marcas correctas, que es,u lrequisiio
previo para analizar las sefiales correctamente, Ademas, se controla la calidad dgl pgroceso de
impresién mediante la presencia de una sefal délYmicrochip

(contro!l de impresién).
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7.1 Instrucciones generales

Al implementar en un laboratorio técnicas de vanguardia de uso actual en la biologia molecular,
se deben tener en cuenta las siguientes instrucciones para garantizar la maxima seguridad del
personal del laboratorio y la elevada calidad de los resultados.

En general, la ejecucion de técnicas de biologia molecular tales como la extraccion de ADN, ia
amplificacion y la deteccién de productos de la amplificacidn requiere de personal con la formacion
adecuada. Ademas, es preciso contar con una secuencia de trabajo clara y bien estructurada que
impida la obiencion de resultados errdneos como consecuencia de la degradacion o la contaminacion
del ADN por productos de la amplificacién. Para garantizar esto, es necesario separar las zonas
dedicadas a la extraccion, la amplificacién y la deteccion, segun se describe en el capitulo 7.2.

Cada zona debe estar provista de equipos, consumibles, batas de laboratorio y guantes diferentes.
No transfiera nunca las batas. los guantes ni el equipo de una zona separada a otra.

7.2  Separacion de las salas

La figura 3 muestra un ejemplo de cémo se puede dividir un [aboratorio en tres secciones diferentes.
Una se utiliza unicamente para la extraccion de ADN, otra se dedica a la preparacién y generacion
de las reacciones PCR y la ultima se dedica a la hibridacion y al andlisis. Cada sala se debe utilizar
exclusivamente para la aplicaciéon o técnica indicadas a fin de impedir la contaminacion de las
muestras. El uso de diferentes colores puede ayudar a evitar un intercambio accidental de equipo
y consumibles entre las zonas.

Sala1 Sala 2 O Salal

O O

L4 L4 UV !

Figura 3: Separacidn de las salas
Sala 1: se debe realizar el procedimientc de extraccion de ADN completo en esta sala,

Sala 2: en esta sala, se prepara la mezcla de reaccidn para PCR v se crean alicuotas (idealmente, bajo una campana;

PCR}. La adicién de las muestras de ADN extraldas en la sala 1 se debe realizar en un espacio diferenie en la sala 2.
Sala 3: en la tercera sala del laboratorio, se llevan a cabo la reaccién de hibridacién, los pasos de lavado y el secado del
microchip. Ademas, se usa CheckScanner™ junto con el software CheckRepori™ para realizar €l analisis final det ensayo
PapitoCheck®.

No se dehen intercambiar equipo ni consumibles enire las diferentes salas y espacios del iaboratorio. Por
tanto, la duplicacién del equipo y los consumibles es necesaria y se debe tener en cuenta g| equipar el

laboratoric. | . . /7
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7.3  Advertencias y precauciones

7.3.1  Prevencion de la contaminacion

Se deben levar guantes durante cada paso del analisis y se deben cambiar con frecuencia,
especialmente durante la extraccién de ADN.

- Ellugar de trabajo se debe descontaminar con un limpiador adecuado.

«  No togue nunca la parte interior de la tapa del microtubo. Para evitar la contaminacion cruzada,
abra solamente un tubo cada vez.

+ Ulilice puntas de filtro de micropipeta anti-aerosol adecuadas (libres de desoxirribonucleasa,
ribonucleasa y ADN humano). Es preciso cambiar siempre las puntas de pipeta tras una
transferencia de liquido.

7.3.2 Instruccién para la manipulacién de microchips de ADN

+ Los microchips de ADN se deben utilizar en un entorno libre de polvo. Se debe evitar la
sedimentacion de polvo y otras particulas en la superficie del microchip.

+ No toque la zona de hibridacion en la superficie del microchip.
« &l unico lado del microchip destinado a ia hibridacién es el etiquetado.

« No utilice rotuladores para identificar los microchips de ADN, ya que pueden producir ung
fluorescencia no especifica en el microchip.

+ Las matiices de ADN son exclusivamente de un solo uso. No se pueden reutilizar los microchips
hibridados.

. Almacene los microchips sin usar en el envase original dentro de |a bolsa con cierre que contiene
¢l desecante.

7.3.3 Precauciones generales

« Este equipo esta destinado unicamente al diagnéstico in vitro y debe ser utilizado exclusivamente
por personal formado en las practicas de laboratorio para el diagnéstico in vitro.

- Cuando reciba el equipo, compruebe que los componentes no estén dafados. Si uno de los
componentes estuviera danado (por ejemplo, frascos de tampon), pdngase en contacto con st
distribuidor local de Greiner Bio-One. No utilice los componentes dafados del equipo, ya que
podria obtener unoes resultados deficientes.

+ No utilice e! equipo de ensayo PapilloCheck® después de la fecha de caducidad.
+ No utilice reactivos caducados.
+ No mezcle reactivos procedentes de lotes diferentes.

»  Use unicamente los reactivos y el equipo proporcionados con el equipo y aquellos recomendados
por el fabricante.

» Se debe realizar la calibracién y el mantenimiento de las micropipetas, el bafo Maria y el bloqut
de calentamiento con regularidad.

- El pipeteado de pequeras cantidades de liquido en el intervalo de microlitros resulta dificultosa.
Por lo tanto, realice el pipeteado con la mayor precisién posible. ;)

+ Para evitar la contaminacién microbiana de los reactivos, tenga cuidado al extraer alicuot
!

i

+  Se debe llevar una bata de laboratorio durante el procedimiento y utilizar una bata diferente para -
cada sala del laboratorio.

los microtubos.
n . . -
+ Todos los pasos de centrifugado deberian realizarse a te {18-25 JCJ. /
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7.3.4 Segqguridad en el trabajo

origen humano potencialmente infeccioso. Para minimizar el riesgo de infeccién con maten
polencialmente infeccioso, se recomienda trabajar en una cabina de flujo laminar hasta que
complete la lisis de las muestras. Manipule y elimine todas las muestras biolégicas como si
pudieran transmitir agentes infecciosos.

» No pipetee nunca las soluciones utilizando la boca.
+  No coma, beba, fume ni aplique productos cosméticos en las zonas de irabajo.
- Evite el contacto directo con las muestras bioldgicas y evite salpicarlas o pulverizarlas.

« Lleve siempre una bata de laboratorio, guantes y gafas de seguridad cuando trabaje con muesirasy
humanas.

+ Lavese las manos de forma exhaustiva después de manipular muestras y reactivos.

& NZALO GOUK
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8. PROCEDIMIENTO DE PAPILLOCHECK®

resultado un informe detallado que indica claramente la presencia ¢ la ausencia de uno o varios de—

los 24 tipos de VPH detectables en cada muestra cervicouterina analizada. La figura 4 muestra un

resumen de los diferentes pasos de trabajo necesarios. También indica el apartado correspondiente

donde se describe el paso de ensayo especifico. Los pasos de trabajo se deben realizar en el orden
indicado en este capitulo. Los pasos practicos especificos se indican con una flecha azul =.

La toma de muestras, la extraccton de ADN y el anlisis con el software CheckReport™ no forman parte
del equipo de ensayo PapillloCheck®, Por tanto, la descripcidn de estos pasos de trabajo ofrecida en este
capitulo esta abreviada. Para obtener informacién mas detallada, consulte los manuales de instrucciones
correspondientes, por ejemplo, del equipo de toma de muestras PapilleCheck®, el equipo de extraccion de
ADN oCheck® y el software CheckReport™,

8.1 Toma de muestras y extraccion de ADN
8.1.1 Toma de muestras

La toma de muestras no forma parte del equipo de ensayo PapilloCheck®. Greiner Bio-One también
ofrece un equipo de toma de muestras especializado (equipo de toma de muestras PapilloCheck®);
consulte la informacion sobre pedidos en el capltulo 2.

PapilloCheck® se ha validado con ADN preparado con el equipo de extraccion de ADN oCheck® a
pariir de citologias cervicouterinas humanas con uno de los siguientes sistemas o medios de toma
de muestras:

» Equipo de toma de muestras PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania)
+ PreservCyt?® (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)

« Surepath™ (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.)

« STM™ (Qiagen, Hilden, Alemania)

Para obtener mas informacion sobre los sistemas de extraccion de ADN o los medios de tfransporte
adecuados, péngase en contacto con el distribuidor local de Greiner Bio-One o visite el sitio web de
Greiner Bio-One: www.gbo.com/bioscience/biochips_download

I
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Capitulo 8.1.2 Extraccion de ADN

—_

Capituto 8.2 PCR

Capitulo 8.3.2 Hibridacidn
Capitulo 8.3.3 Lavado y secado
Capitulo 8.4 Escaneo y evaluacion

&

Figura 4: Resumen de los diferentes pasos de trabajo de Papill
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B.1.2 Extracciéon de ADN \2
La extraccion de ADN no forma parte del equipo de ensayo PapilloCheck®. La extraccion d'é‘
antes del analisis PapilloCheck® se debe realizar con el equipo de extraccion de ADN oCheck”,
también suministrado por Greiner Bio-One (consulte la informacién sobre pedidos en el capitulo 2).
Siga Ias instrucciones de uso detenidamente cuando utilice el equipo de extraccion de ADN oCheck®,

Para la extraccién de ADN con el equipo de exiraccidn de ADN oCheck®, se deben utilizar 250 pl de
solucidn de muestra.

Las muestras de citologias cervicouterinas humanas que se tomen

« con el equipo de toma de muestras PapilloCheck® {Greiner Bio-One; n.° de catalogo 465 070)
+ en medio de toma de muesiras PreservCyt® (Hologic, Bedford, MA, EE. UU.)

se pueden procesar directamente.

Las muestras de citologias cervicouterinas que se tomen en

« el medio de toma de muestras Surepath™ (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) se deben lavar
anies de usarlas; centrifugue 250 pi de la muestra durante 5 minutos a 11.000 g y resuspenda
el pellet en 250 pl de agua destilada. Después, se pueden procesar los 250 ul con el equipo de
extraccién de ADN oCheck®.

Las muestras de citologias cervicouterinas que se tomen en

» ¢l medio de toma de muestras STM™ (Qiagen, Hilden, Alemania} se deben diluir; use 100 pl
de la muestra y afiada 150 ! de agua destilada. Después, se pueden procesar los 250 pl de la
muestra diluida con el equipo de extraccion de ADN oCheck®,

En general, si la muestra de |a citologia cervicouterina parece estar muy concentrada y ya agregada,
es necesario diluir y homogeneizar la muestra antes de comenzar el proceso de extraccion de ADN. |
Las muestras de citologias cervicouterinas que estén muy diluidas y no presenten células visibles
deben concentrarse a fin de obtener un mayor volumen de células para ia extraccion de ADN:
centrifugue un maximo de 1000 pl de la muestra durante 5 minutos a 11.000 g y resuspenda el pellet
en 250 ul de agua destitada. Después, se pueden procesar los 250 pl con el equipo de extraccién

de ADN oCheck®. i

Este paso de concentracidon solo es adecuado para las muestras de citologias cervicoutennas que se
tomaran ¢en el equipe de toma de muestras PapilloCheck®, en el medio de toma de muestras PreservCyt® o
Surepath™, Si se ust el medio de foma de muestras STM™, no es posible concentrar mediante centrifugado |
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8.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

h
La PCR es un método muy sensible que puede detectar cantidades exiremadamente redus fdy

ADN. Se deben extremar las precauciones para evitar la contaminacion de Ia reaccion (conSuffe

capitulo 7). Se requieren polimerasa HotStarTaq®? y uracil-N-glucosilasa, las cuales no se sumini
con el equipo de ensayo PapilloCheck® y deben adquirirse por separado (consulte el capitulo

3809

o

na,

stqan
2),

El equipo de ensaye PapifoCheck® se ha validado con polimerasa HotStarTaq* de Qiagen y uracil-
glucosilasa de Fermentas (consulte Ja informacion sobre pedidos en el capitulo 2). Es obligaterio usar est
enzimas para lograr el rendimiento establecido,

N '
as

B8.2.1 Preparacion del termociclador

El equipo de ensayo PapilloCheck® se ha validado con los siguientes termocicladores:
+  GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
« Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)

establecido.

Es absolutamente necesario usar uno de los termocicladores mencionados antes para lograr el rendimienn!

E) programa del termociclador de la PCR PapilloCheck® se resume en fa tabla 2,

Tabla 2: Programa del termociclador para la PCR PapilloCheck®

Tlempo Temp. *C N.° de ciclos
20min 37 °C 1
15 min 85 *C i
30s 95°*C
25 55C 40
45s 72*C
30s 895 °C 15
458 72*C
Espera i0*C

Ademads, se deben establecer los siguientes pardmetros de ejecucién en cada termociclador.
obtener una descripcidn de como establecer estos parametros, consulte el manual de instrucci
del termociclador en cuestion.

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
Establezca el volumen de reaccién en 26 i, la velocidad de incremento en “8600° y use la temper,
de tapa 103 °C.

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)

P ara
ones

]
b
atura

Use la herramienta de conversién de método (Convert Method) del termociclador Veriti™ 96-Well

Thermal Cycler para intfroducir el programa de PCR PapiloCheck® y elija el modo “9600 Emu
Mode". Establezca el volumen de reaccidén en 26 pl y la temperatura de tapa, en 103 °C. -
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8.2.2 Tratamiento de uracil-N-glucosilasa (UNG)® 3

ElPapilloCheck® PCR MasterMix contiene dUTP, que se incorpora a [os productos dela ampliﬁcécn
durante la PCR PapilloCheck®, lo que convierte los productos de la PCR en susceptibles\'a‘-
degradacion mediante UNG. La UNG divide el producto de la PCR en los sitios donde se ha
incorporado un residuo de desoxiuridilato. Los productos de fa PCR dividides no se amplificara‘;n
en una reaccidon subsiguiente. Por tanto, se puede utilizar un tratamiento de UNG para eliminar la
contaminacion cruzada de anteriores reacciones PCR.® ;
= Diluya la uracil-N-glucosilasa 1:200 en agua grado PCR. Use una nueva dilucién de UNG pa?ra
cada reaccion PCR PapilloCheck® preparada (consulte el capitulo 8.2.3). No reutilice la UNG
diluida.

= Mezcle |a dilucion de UNG con cuidado; para hacerlo, mézclela con un Vortex durante 2 segundos
y después centrifiguela, o bien pipetéela arriba y abajo varias veces.

La concentracion original de uracil-N-glucosilasa es 1 U/l Por consiguiente, la concentracion de'la
dilucién es 0,005 Utul.

El equipo de ensayo PapilloCheck® se ha validado con uracil-N-glucositasa de Fermentas {consulie el
capitulo 2}. Es obligatorio usar esta enzima para lograr el rendimiento establecido.

= Afada 1 pl de esta dilucién a cada reaccion PCR PapilloCheck® (consulte el capitulo 8.2.3,
Tabla 3).

Esta cantidad es suficiente para eliminar la contaminacion cruzada de PCR. Tenga cuidado de'no
usar una solucién de UNG con mayor concentracion, ya que esto podria tener un efecto negativo
sobre el rendimiento de la PCR, lo que reduciria la sensibilidad de PapilloCheck®,

En general, para el tratamiento de UNG, la mezcla de la reaccién PCR se incuba durante 20 minutos
a 37 °C. Después, se inactiva la UNG con un paso de incubacion adicional de 15 minutos a 95yC.
Estos dos pasos ya estan incorporados en la PCR PapilloCheck® y se corresponden con los dos
primeros pasos del programa del termociclador (consulte |a tabla 2). Durante el segundo péso
{15 minutos a 95 °C). se producen tanto la inactivacién de la uracil-N-glucosilasa como la activadion
de la polimerasa HotStarTag®. i

1
El sistema de UNG incorporado de la PCR PapilloCheck® solamente eliminara |a contaminacidn cruzada
con productos de la PGR de reacciones PCR anteriores. No se podra eliminar otro tipe de contaminacié
por ejemplo, la que se produce durante la preparacion de las muestras, la extraccion de ADN o la adicton
de la plantilla de PCR. Por lo tanto, es necesario seguir las instrucciones y las precauciones especiales parg
impedir la contaminacidn, descritas en el capliulo 7.
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8.2.3 Preparacion de la reaccion PCR 3 8 0 g ,
l

A excepcidn de la polimerasa HotStarTaq®y la uracil-N-glucosilasa, el PapilloCheck® PCR Maé\?
ya conliene todos los componentes necesarios para realizar la reaccion PCR {tampon de
MgCl, dNTPs, cebadores. plantilta de control de PCR).

_________

El equipo de ensayo PapilloCheck® se ha validado con la polimerasa HotStarTag® de Qiagen (consutte el

capltuto 2). Es obligatoric usar esta enzima para lograr el rendimientc establecido.
;

idealmente. la preparacion de la mezcla de reaccién se debe realizar €n un entorno con protecmén
como una campana PCR, para evitar la contaminacion de la reaccion.

= Prepare la mezcla de reacciéon (compuesta por PapilloCheck® PCR MasterMix, polimerz-;sa
HotStarTag® y uracil-N-glucosilasa) para la cantidad necesaria de reacciones PCR segun lo
descrito en la Tabla 3.

Para analizar varias muestras, se debe preparar la mezcla de reaccidn en un lote (en la canti ad
necesaria para todos los analisis). Para adaptarse a las variaciones de volumen durante el plpeteado
se recomienda aumentar el niimero de reacciones (n) a tenor de 1 por cada microchip (=n+1),

gjemplo, prepare un volumen de mezcla de reaccion para 13 reacciones de amplificacion si se van
a analizar 12 muestras (consulte la tabla 3). Utilice siempre una ampolla de MasterMix para las
reaccicnes de un microchip.

Se recomienda incluir un control negativo para ¢ada lote de PapilloCheck® PCR MasterMix preparado
Se pueden usar como control negativo el tampdn de elucién del ADN del equipo de extraccion de ADN
adecuado o agua de categoria PCR.

= Mezcle exhaustivamente la mezcla de reaccién; para hacerlo, mézclela con un Vortex durante
2 sequndos vy después centrifiguela, o bien pipetéela arriba y abajo varias veces.

= Divida la mezcla de reaccion en alicuotas pipeteando 21 pl de la mezcla de reaccién para cada
reaccion PCR en un microtubo para PCR fino de 0.2 ml,

Realice la adicién del ADN mensajero en una zona de trabajo diferente a la de la preparacion de la
mezcla de reaccion (consulte el capitulo 7.2).

= Afada 5 pl del ADN extraido a cada reaccidn PCR y mézclelo con un Vortex durante 2 segurdos
y después centrifiiguelo, o bien pipetéelo arriba y abajo varias veces. El volumen total de,luna
reaccién PCR es 26 pl.

= Coloque los microtubos en el termociclador e inicie la reaccion PCR con el programa. del
termociclador descrito en el capitulo 8.2.1 (Tabla 2).

Una vez completada la PCR, se deberian usar los productos de la amptificacion inmediatamente para La
hibridacién, o bien se deberian almacenar a oscuras a -20 *C durante una semana.
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Tabla 3: Preparaclén de la reaccién PCR PapitloCheck®

1 reacgién .

{1 microchip)

13 reacciones 26 reacclones 39 reacclones 52 reacb!or‘iéa;.
{2 microchlips) (3 microchlps) (4 microchips)

PaplloCheck®
PCR MasterMix 18,8 257.4 514.8 pl 772.2 1029.6 i f
]
Polimerasa HotStarTag® 4
{5 Ulpl} 0.2 2.6l 52 ul 7.8 10,4 pl
:
Uracil-N-glucosilasa
{dilucidén de 1:200, 1Ml 13 264l 39t 52 pi
0,005 Uipl}
Volumen tolal antes de 21 273 546 i 819 1092
anadir ¢l ADN de muestra H Y v H i
ADN extraido de muestra
cervicouterina 5l
(ADN mensajero)
Volumen total por reaccién 28w
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8.3 Hibridacion y lavado
8.3.1 Preparacion

La hibridacion se debe realizar a temperatura ambiente (20-25 °C). Comience con los preparalivos
necesarios para la hibridacion y los pasos de lavado al menos 30 minutos antes de iniciar el
procedimiento de hibridacidn. .

= Para disolver los potenciales precipitados en los tampones de lavado e hibridacién, expdngalos
a temperatura ambiente (20-25 °C} durante 30 minutos y mézclelos bien antes de usarlos.

El almacenamiento del equipo de ensayo PapilloCheck® a 4-8 °C puede dar como resultado la
precipitacion de dodecilsulfato de sodio en los tampones B y de hibridacion. Deje que las soluciones
se equilibren a temperatura ambiente y después mezcle el tubo en el Vortex o agite el frasco hasta
que se disuelvan los precipitados.

= Prepare la caAmara de hibridacion oCheck® cologue una nueva toaliita de papel humedecida en
la cdmara de hibridacion y cierre |a tapa para crear una atmoésfera saturada de humedad.

Para evitar la evaporacion de! pequefio volumen de mezcla de hibridacién utilizada en el microchip,
es necesario realizar la hibridacién en una atmésfera saturada de humedad. Greiner Bio-One
suministra una camara de hibridacidén especializada para el analisis PapilloCheck® (consulté el
capitule 2).

= |ncube |la cantidad necesaria de microchips PapilloCheck® en la cdmara de hibridacién preparada
a temperatura ambiente {20-25 °C) durante al menos 10 minutos.

El soporte de portaobjetos magnético de la ¢dmara de hibridacidn contiene un iman solamente en uno d
sus exiremos. Si se van a hibridar en paralelo menos de cuatro microchips PapilloCheck®, enga cuidado ¢
llenar el soporte con microchips PagilloCheck® empezando desde el Jado opuesto al iman, De 1o con!rané.
los microchips PaptloCheck® no quedaran sumergidos durante el procedimiento de lavado.

e -

L1

= Prepare las soluciones de lavado |, L y Il segun las siguientes instrucciones,

Preparacion de las soluciones de lavado |, Il y lli:

= Prepare la mezcla de solucion de lavado para las soluciones de lavado |, 1l y |ll adecuadas para
el nimero de microchips PapilloCheck® que se vayan a analizar, como se muestra en la tabjla 4.

= Divida tres alicuotas con el mismo volumen de mez¢la de solucidén de lavado en tres recipie'ntes
de lavado oCheck?® diferentes y etiquételas como solucién de lavado 1, I y 1ll. Cada reciplente
de lavado oCheck® contiene una escala grabada, que indica |a cantidad correcta de so!ucié_n de
lavado necesaria para un maximo de 4 microchips. Use esta escala para comprobar la cantidad
de tampédn. ;

= Precaliente la solucién de lavado Il a 50 °C en un bafio Maria con temperatura controlada
durante al menos 20 minutos antes de usarla. Asegurese de que el nivel de llenado del bafto
Maria sea equivalente al de 1a solucién de lavado 1.
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Tabla 4: Preparacléon de la mezcla de solucién de lavado a
Los volimenes rasumidos en esta tabla son suficientes para los tres pasos de lavado (sORIC

el numero indicado de microchips PapilloCheck™

iones de lavado |,

Ntumero de microchips PapilloCheck®

Compopanms 2 3

Agua destilada o desionizada 140 ml 280 ml 420 mi s60mi |

Tapén A PapilicCheck® 14 ml 28 mi 42 ml 56 m

Tapdn B PapilloCheck® 1.75 ml 3.5ml 5.25ml 7mi

Volumen total 155,75 ml 311,50 mi 467.25 ml 623 ml | .
No reutilice nunca las solucicnes de lavado, ya que esto podria resultar en una acumulacion del productd

de PCR efiminado, o que podria interferir con los resultados de PapilloCheck®. Use soluciones de lavadd
nuevas para cada ensayo.

La mezdla de solucidn de lavado preparada se puede aimacenar durante un maximo de una semana 3
temperatura ambiente. Compruebe si hay precipitados de dodecilsulfato de sodio. De habertos, calienté
la mezcta de solucion de lavado hasta que se disuelvan y equilibrela de nuevo a temperatura ambiente, A
continuacion, realice los preparativos para el siguiente experimento de hibridacién.
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8.3.2 Hihridacion

La hibridacién se debe realizar a temperatura ambiente (20-25 °C). Los pasos de trabaj
principio para hibridar los productos de PCR de la reaccion PCR PapilloCheck® en el microc
PapilloCheck® se muestran en la figura 5.

= Mezcle los productos de la PCR antes de usarlos, Centrifiguelo brevemente, .

Si los productos de la PCR se almacenaron a -20 °C hasta la hibridacién, primero descongélelos

antes de mezclarlos y después continue segun lo descrito. '
{
= Mezcle el tampon de hibridacién en el Vortex antes de usarto, Centrifuguelo brevemente. |

= Mezcle 30 pl del tampén de hibridacién PapilloCheck® en un microiubo nuevo de una banda
PCR con 8 tubos con 5 u! del producto de la PCR mezclandolo con un Vortex, o bien plpeteandolo
arriba y abajo varias veces, !
= Centrifuguelo brevemente.
= Transfiera 25 pi de la mezcta de hibridacidn a cada pocillo del microchip usando los seis canales
de una multipipeta. Evite la formacién de burbujas de aire.

Se recomienda procesar seis muestras en paralelo usando una multipipeta de 8 canales y bandas
PCR con 8 tubos (consulte la figura 5). Esto aumenta la eficiencia y velocidad de la mampulambn lo
que reduce el riesgo de evaporacion. Si se va a procesar mas de un portaobjetos al mismo tuempo,
es obligatorio usar una multipipeta para lograr el tiempo correcto de hibridacion.

Si es posible, hibride los 12 pocillos del microchip. Si va a procesar menos de 12 muestras, deje
vacios los pocillos sin usar. Los pocillos sin usar de un microchip procesado no se pueden usar para
muestras futuras.

Manipule el microchip con cuidado para no derramar Ja mezcla de hibridacién. Los derrames puedeln
ocasionar la contaminacion cruzada de muestras y resultados falsamente positivos.

Incube el microchip durante exactamente 15 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) déntro
de la cdmara de hibridacién preparada en una atmésfera oscura y saturada de humedad. Tenga
cuidado de no mover la camara de hibridacién durante el proceso. |
!
No cambie nunca el tiempo ni 1a temperatura de incubacién de la reaccién de hibridacin, ya gque podlila

causar una pérdida de intensidad en la sefal fluorescente o un aumento de ta flucrescencia no especifica.
1

No deje que ios microchips hibridados entren en contacto directa con la luz del sol.

!
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Prepare una aimosfera saturada de
humedad en la camara de hibridacion.

™ Incube la cantidad necesaria de microchips

: PapiltoCheck™ en la camara de hibndacion
T a temperatura ambiente {20-25 °C) (consulte
| el capitulo 8.3.1).

P

e
 §

Mezcle 30 yl del tampodn de hibridacion
PapdioCheck® en un microtubg de 0,2 ml de
una banda PCR con 5 pl del producto de la
PCR. Mézclelo bien.

. o Tope
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2l =™ Transfiera 25 1 de la mezcta de hibridacién
Y a cada pocillo del microchip PapilloCheck®
- usandg una multipipeta.
P
s -
gL f
&
joh
YE w  Gierre la camara de hibridacion e incube
PR et microchip PapilloCheck® durante
- exactamenie 15 minutos a temperatura
e ambignte (20-25 *C).
i
w27
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Figura 5: Pasos de trabajo del procese de hibridaclén
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8.3.3 Lavado y secado 3 8 0 ,‘.;'

El equipo especializado suministrado por Greiner Bio-One permite realizar el lavado en parale
hasta cuatro microchips PapilloCheck® (consulte el capitulo 2). El equipo adicional necesario p
procesar los microchips PapilloCheck® se compone de tres recipientes de lavado oCheck™ y un asa
para el soporte de portaobjetos magnético de la camara de hibridacién,

Los diferentes pasos de trabajo se muestran en la figura 6.

= Retwre cuidadosamente el soporte de portacbjetos magnético que contiene los portaobjeios
hibridados de la camara de hibridacion.

= Coloque el soporte de portaobjetos que contiene los portacbjetos directamente en el recipiepte
de lavado oCheck® con la solucién de lavado |. Asegurese de que el [ado magnético esté
orien{fado hacia arriba,

= Encaje el asa oCheck® en el soporte de portacbjetos y comience el primero de los tres pasos

de lavado J

= Lave el microchip a temperatura ambiente (20-25 °C) en la solucion de lavado | moviéndolo
rapidamente arriba y abajo durante 10 segundos. Las matrices deben mantenerse sumergitias
en la solucién de lavado en todo momento.

= Lave e! microchip durante 60 segundos en |a solucién de lavado Il a 50 °C moviendo el
soporte de portacbjetos arriba y abajo con {uerza.

= Lave el microchip a temperatura ambiente (20-25 °C) en la solucién de favado Il moviénc‘oio
rapidamente arriba y abajo durante 10 segundos.

= [nmediatamente, retire el liquido de la superficie del microchip mediante cenirifugado. Si se
utitiza una microcentrifuga especial para micromatrices, centrifiguelo durante 1 minuto. Si se
usa una centrifuga apta para tubos de 50 ml, coloque cada microchip PapilloCheck® [avado en
un tubo de 50 ml y centrifiguelo a temperatura ambiente durante 3 minutos a 500 g.

El microchip PapilloCheck® estd ahora listo para escanearse, lo que se deberia hacer de inmediato.
Para limpiar los recipientes de lavado oCheck?®, enjuaguelos varias veces en agua después de ¢ada
procedimiento completo de lavado y secado.

e —
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Primer paso de lavado
= Retire con cuidado el soporte de portaotyetos %
magnético de la camara de hibridacion. '

Coloque rapidamente el soporte de poriaobjelos
en el recipiente de lavado oCheck® con la
solucién de tavado |

Encaje el asa oCheck®

Lave el microchip o los microchips PapilloCheck®
en la solucidn de lavado | a temperatura
ambiente durante 10 segundos subiendoy
bajandc el soporte de portaohjetos

Segundo paso de lavado

= | ave el microchip o los microchips
PapilloCheck® en la solucidin de lavado
Il en un bano Maria a 50 °C durante
60 seqgundos subiendo y bajando e soporte
de portaohjetos.

Tercer paso de lavado

-= | ave el microchip o los microchips
PapitloCheck® en la sotucidn de lavade
Il a temperatura amblente duranie
10 segundos subtendo y bajando el soporte
de portaohyetos

Secado

= |nmediatamente, retire el liquido de la
sugerlicie de los microchips PapilloCheck®
mediante centrifugado.

3 minutos 1 minuto
5009 max. velocidad

Figura 6: Pasos de trabajo del proceso de lavado
Duferentes pasos de lavado y procedimienio de secado antes del andlisi

s del microchip Papillg gorfCheckScanng
y et softiware CheckReport™ .
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8.4 Escaneado y evaluacion del microchip PapilloCheck® S@
Cologue el microchip o los microchips PapilloCheck® en CheckScanner™ y realice el esc§n¢~

como se describe con mas detalle en el manual del usuario delf software CheckReport™. {mo

Para obtener informacion mas detallada sobre la instalacidon de CheckScanner™ y el software l
CheckReport™, asi como los requisitos del sistema informatico, consulte los manuales de
instrucciones correspondientes de CheckScanner™ y el software CheckReport™,

Siempre que se analicen datos con el software CheckReport™, asegu-ese de que la version del |
software CheckReport™ instalada en el PC coincida con la indicada en el equipo PapilloCheck®
usado actualmente. Si las versiones no coinciden, actualice el software CheckReport™. La version |
mas reciente del software se puede descargar en el sitio web de Greiner Bio-One:
www.gbo.com/bioscience/biochips_download i
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9. SOLUCION DE PROBLEMAS

PapilloCheck® genera un error debido a controles especificos en el microchip, proceda como se

describe a continuacitn. No dude en ponerse en contacto con el distribuider local de Greiner Bio- :
One si tiene alguna duda o experimenta dificultades al usar PapilloCheck®.

. ow -
L

' #ROBLEMA y causa

MENSAJE DE ERROR "COULD
NOT READ BARCODE" {NO SE
PUDO LEER EL CODIGO DE
BARRAS)

Cédigo de barras dafado

El microchip no se cargd
cofrectamente

Comentarios ¥ sugerenclas

Compruebe s1 hay dafos en el codigo de barras Escnba el cédigo de barras
manualimente ¢uandc aparezca la ventana correspondiente,

Compruebe la orientacidn del microchip y escanéelo en la orientacidn correcta.

MENSAJE DE ERROR "MISSING
SPOTS" [FALTAN MARCAS),
ERROR EN EL CONTROL DE
IMPRESION O EN EL CONTROL
DE QRIENTACION

Polvo en el microchip

Formacién de burbujas de aire
durante la transferencla de
liquido en el micrachlp

Repita la hibridacion del producto ¢ los productos de PCR en otro microchip,

Repita ia hibndacion del producto o los productos de PCR en otro microchip
Pipetee con cuidado para eviiar la formacion de burbujas de aire.

ERROR DEL CONTROL DE
HIBRIDACION

Temperatura incorrecta de la
solucidn de lavado Bl

Temperatura incorrecta del
bafio Maria

Preparacién incorrecta de la
mezcla de hibridacién

El segundo paso de lavado se debe realizar a 50 "C. Asegirese de que la
solucidn de lavado |l se caliente 2 50 °C

El sequndo paso de lavado se debe realizar & 50 °C. Compruebe la temperaiura
del baho Maria. Asegurese de que el befio Maria esté a una lemperatura de
50 *C. Si es necesario, confirme la temperatura con un termomelro.

Repita la preparacidn de la mezcla de hibndagion con los volumenes Correcios
e hibride los productos de la PCR en otro microchp.

PapilloChock® - Manual de instrucciones
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PROBLEMA y causa Comentarios y sugerencias

ERROR DEL CONTROL DE PCR Y%
N
Polimerasa de ADN Repita el andlisis PapilloCheck® a partr de la preparacion de [a reaccitn
HotStarTaq® no afiadlda al PCR.
MasterMix
Adicién de una polimerasa Repita el andlisis PapilloCheck® a partir de la preparacidn de |a reaccion
de ADN HotStarTag® con PCR.
funcionamiento incorrecto al
MasterMix

Adiclén de uracil-N-glucosilasa | Repita el andlisis PapiioCheck® a partir de (a preparacidn de la reaccidon
sin diluir 2l MasterMix PCR

Mezclado insuficiente de la Repita el andlisis PapiloCheck® a parbr de la reaccion PCR. Asegurese de
mezcla de reaccidn mezclar bien la mezcla de reacaion,

Inhibidores de PCR presentes Repita la exiraccion de ADN y el andlisis PapilloCheck®.
en la muestra

Hibridacidn realizada sin afiadir | Repita |a hibridacidn.
el producto de PCR '

Mezclado insuficiente de la Repita fa hibridacion,
mezcla de hibridaciéon

Problemas con ¢l termociclador | Compruebe el funcionamiento del termociclador. asi como la programacion
cofrecla del mismo (pasos de PCR, incrementa {érmico, volumen),
Atencion use el termociciador GeneAmp® PCR System 9700 {Appled
Biosystems) o Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) en
combinacion con PaplloCheck®.

ERROR DEL CONTROL DE
MUESTRA

ADN de muestra no afiadido a Repita el analisis PapiloCheck™ a partir de [a reaccién PCR
la reaccién PCR

Error de preparacion del ADN Repita la exiraccidén de ADN.

Material de muestra Toma de muestras incorrecta. La muestra esta muy poco concenirada.
inswiciente Concénirefa de acuerdo con la descripadn en el capitulo 9.1 y repita la
extraccion de ADN ¢ la toma de muestras.

LOS CONTROLES DE MUESTRA Este resultado se considera valido si el software CheckReport'™ detecta

¥/Q DE PCR NO GENERAN como minimo un tipo de VPH en la muestra con una sefal por encma de un
ERROR PERO MUESTRAN UN umbral definide. Entonces, es posible que el control de muestra yfo de PCR
VALOR DE SNR 0 muestre sefales fluorescentes débiles 0 no las muestire en absoluto debido a

competicidn durante la PCR.

10. ASISTENCIA TECNICA

Greiner Bio-One cuenta con un departamento de servicio técnico compuesto por cientificos con
amplia experiencia tanto practica como tedrica en biologia molecular y en los productos oCheckﬂf. 2
Si se tiene alguna duda o experimenta dificultades con los productos oCheck®, d : en ponerse

en contacto con el distribuidor local de Greiner Bio-One.
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11. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE PAPILLOCHECKE
w ..........
11.1  Rendimiento analitico de PapilloCheck®

11.1.1 Sensibilidad analitica
El limite de deteccidn (LD} se establecidé usando plasmidos de referencia para cada tipo de VPH |

detectable que contenga la regidn E1 que es el objetivo de PapilloCheck®. Los LD se resumen en
la tabla 8.

Tahla 8; Limites de deteccidn de los tipos de VPH detectables
Geiiotlpo de Coplas / -
VPH reaccion pgimi
VPH & 30° 0.052
VPH 11 150° 0,26
VPH 16 50° 0.086
VPH 18 300° 0.516
VPH 31 00° 0.522
VPH 33 300 0,519
VPH 35 750" 1,29
VPH 3% o 0.052
VPH 40 Kl 0.052
VPH 42 30° 0,052
VPH 43 100° 0.175
VPH 44 30° 0.052
VPH 45 50° 0,087 |
VPH 51 30° 0,051
VPH 52 100° 0174
VPH 53 30° 0.052
VPH 56 30" 0,652
VPH 58 150° 0,255
VPH 59 50° 0,087
VPH 66 100° 0,474
VPH 68 30" 0.052
. ZALD
VPH 70 30 0,052 GERYNTE mf* t u”\‘l
. NIPRG MUDH A wagutit,
VPH 73 200" 0.338 . [SEC. At
VPH 82 30 0.052 .
* La concentracion validada de cada plasmido de referencia de VPH se prepard en dos series de dilucidn independientes A
y se midid en tres repeticiones de la conceniracidn analizada (es decir. un {otat de 6 repeticiones por concentracion).
Ademas, cada analisis contenla 10 ng de ADN humano. En caso de variacién respecte a los datos validados, las P
concentracion del plasmido concreto se aumentaron o redujeron y después se volvieron a anatizar (6 repeticiones de ;
dos seres de dilucion independientes). El limite de deteccidn fue la concentracion mas baja en que las 6 repeticiones) (
fuercn positivas.
** Analizado directamente, sin consideracién de la preparacion del ADN. L3 carmd fiere al ADN de VPH contenido
en el.plasmido,
34
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11.1.2 Especificidad analitica - Tipos de VPH :"1 8 O

Los plasmidos de referencia para los tipos de VPH enumerados se analizaron con 2,12 x 10® ¥
reaccion PCR. \

VPH &b, VPH 11, VPH 13, VPR 16, VPH 18, VPH 26, VPH 30, VPH 31, VPH 33, VPH 34, VPH 35,
VPH 39, VPH 40, VPH 42, VPH 43, VPH 44, VPH 45, VPH 51, VPH 52, VPH 53, VPH 54, VPH 55,
VPH 56, VPH 58, VPH 59, VPH 61, VPH 66. VPH 67, VPH 68, VPH 69, VPH 70, VPH 71, VPH 73,
VPH 74, VPH 81, VPH 82, VPH 84, VPH 85, VPH 91,

Se detectaron las siguientes hibridaciones cruzadas:
VPH 55 da una sefial en |z sonda de VPH 44. Como resultado, el software CheckReport™ muestra
un resultado combinado de VPH 44/VPH 55.

Es posible que VPH 13 tenga una reaccién cruzada con la sonda de VPH 11, pero no da como
resultado una sefal de falso positivo, ya que VPH 13 no esta presente en las muestras cervicouterinas.

11.1.3 Especificidad analitica - Organismos no VPH

l.os siguientes organismos no VPH se han analizado con PapilloCheck® (5-10 ng de ADN gendmico).
No se detectaron sefales positivas.

Acinelobacter baumannii, Acinelobacler calfcoacelicus, Acinelobacter hwoffii, Aclinobaciflus actinomycetemcomitans
Serovar ¢, Actinormyces odontolylicus, Actinomyces viscosus, Bacillus subtilis, Bifidobacterium adolescentis,
Brfdobacterium breve, Campylobacler concisus, Campylobacler gracilis, Campylobacter rectus, Candida atbicans,
Capnocylophaga gingivelis, Capnocylophaga ochracea, Capnocytophaga spuligana, Cilrobacler amealonaticus, Cilrobacter

freundii, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter koseri, Closirigium difficile, Closindium perfringens, Eikenella’
corrodens, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacler sakazeakii, Enterococcus durans, Enlerococeus]

faecah, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Eubacterium nodatum , Fusobacterium nucleaturn, Gardnerella vaginals,
Halnia slvel, Kingella denitrificans, Klgbsielia oxylocs, Klebsiella pneumoniae. Laciobacillus casel, Lactobacillus crispalus,
Laciobacilius gasser, Lactohacilius iners, Lactohacillus rhamnosus,Lactobaciius vaginalis, Mogbactenum timidum,
Morganella morganii, Mycoplama hominis, Mycoplasma buccate, Mycopiasma faucium, Mycoplasma fermentans
Mycoplasma genilalium, Mycoplasma orale, Mycoplasma pirum, Mycoplasma saliviium, Mycoplosma pneumoriag,
Neissena  elongata, Neisseria gonorrhoeae, Peptoniphlus  asaccharolylicus, Peptostreplococcus  anaerobius,
Peptosireptococcus micros, Porphyromonas gingivalis, Prevolella inlermedia, Frevotella nigrescens, Proleus hauser,
Proteus mirabilis, Proteus vuigens, Proteus vuigarns, Pseudomonas aeruqinose, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas]
fhiorescens. Pseudomonas putida, Serratia marcescens, Staphylococeus aureus $sp. aurcus, Staphylococcus epidermichs
Staphytococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus, Stenoirophomonas mattophia, Streplococcus agelactiae
Stireplococcus constellstus, Streptococcus criceli, Sireplococcus cristalus, Streplococcus gordann, Streplococcus
intermedius, Streptococcus mitis, Streplococeus mutans, Streptococcus oralis, Streptococens parasanguinis, Streplocogeus
pneumoitiae, Streplococcus pyogenes, Streplococcus salivanius, Slreptococcus sanguins, Slreptococcus sobrinus,
Tannarelia forsythensis (ontes: Bacleroides forsythus), Treponems denticols, Ureaplasma uralyticum, Veillonglla parvula
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11.2 Repetibilidad

plantillas de referencia de VPH diferentes y ADN gendmico humano con PapilloCheck®. Se variaron
los numeros de copias de los diferentes objetivos de VPH presentes en las muestras, asi como el
ADN humano de fondo (consulte la tabla 9). Cada muestra se analizé con PapilloCheck® en ¢inco
réplicas independientes. Las réplicas las analizo el mismo técnico en un plazo de tres dias.

Tabla 9: Composiclén de las muestras para ¢l andllsis de repetibilidad

; Cantidad de ADN Maltipio del limite de
Tipo de VPH mensajero detecclén
muestra 1 VPH 16 180 copas 3
VPH 18 1.500 copias 10
VPH 31 1.400 copias 30
ADN gendmice humano tng
muestra 2 VPH 16 180 copias 3
VPH 18 1,500 copias 10
VPH 31 1.400 copias 30
ADN genomice humano Sng
muestra 3 VPH 16 1.800 copias 30
VPH 18 450 copias 3
VPH 45 300 copias 10
ADN genémico humano Sng
muestra 4 VPH 16 10.000 copias -
VPH 18 5.000 copias .
VPH 45 20.000 copias .
ADN gendmico humano 2,5ng -
muestra § VPH 18 4,500 copias 30
VPH 31 500 copias 10
VPH 45 90 copias 3
ADN gendmico humano 2,5ng

Para las cinco muestras y cada andlisis repetido, se detectaron los tres tipos de VPH correctos
y el analisis fue negativo para el tipo no incluido. Por tanto, 75 de los 75 resultados de andlisis
individuates (5 muestras x 5 réplicas x 4 plantillas de VPH diferentes usadas) fueron correctos.
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11.3 Reproducibilidad "
La reproducibilidad del equipo de ensayo PapilloCheck® se determiné usando 22 muestras cl??'ig §RO
{consulte la tabla 10) con concentraciones de VPH proximas al limite de deteccidn, La determinacién !
se realizd mediante el mismo método. con maferial de muestra idéntico, por diferente personal en
diferentes laboratorios con instrumental diferente, Los resultados se clasificaron de acuerdo con las
muestras positivas, si se detectaron lipos de VPH idénticos en infecciones unicas o dobles. o bien

si se detectaron dos o tres tipos de VPH idénticos en infecciones multiples con tres o cuatro tipos, |
respectivamente.

Tabla 10: Resultados de los andlisis de reproducibilidad

e
.“;wi L

i N2 da fi‘l‘ul_estra Resultado de laboratorio 1 Resultado de laboratorio 2 Concordancia

1 VPH 33 VPH 33 +
2 VPH 35 VPH 35 *
3 negativo negativo +
4 VPH 45 VPH 45 +
5 VPH 51, vPH 52 VPH 51, VPH &2 *
6 VPH 51, VPH 56 VPH 51, VPH 56 *
7 VPH 16, VPH 39, VPH 68 VPH 16, VPH 35, VPH 68 VPH 82 *
B VPH 39, VPH 68 VPH 39, VPH 68 +
9 VPH 18 VPH 16 +

10 negativo negativo + I

11 VPH 56, VPH 44/55 VPH 56, VPH 44155 + ‘
12 negativo negativo +
13 VPH 11, VPH 18, VPH 56 VPH 11, VPH 18, VPH 56 +
14 VPH 51, VPH 44155 VPH 51, VPH 44755 +
15 VPH 53, VPH 58, VPH 43 VPH 53, VPH 58, VPH B8. VPH 43 +
16 negativo negatvo *
17 VPH 16 VPH 16 *
18 VPH 16 VPH 16 +
19 VPH 45 VPH 45 .
20 VPH 16 VPH 16 +
21 VPH 53, vPH 58 VPH 53, VPH 58 +
22 VPH 31 VPH 31 +

’

Se obiuvieron resultados concordantes para todas las muestras clinicas, Las sefiales de tipos-
adicionales detectados por el laboratorio 2 para muestras con infecciones multiples 7 (VPH 82)
y 15 (VPH 68) quedaron justo por encima del umbral definido y los resultados disc

clasificaron como no problematicos.
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11.4 Solidez

%
Con el fin de evaluar la solidez del sistema de ensayo PapilloCheck®, se consideraron variaci
de los siguientes parametros:

«  Temperatura de hibridacién

+ Tiempo de hibridacién
Temperatura de lavado
+ Tiempo de lavado

Todos los analisis se realizaron en réplicas de 3 con concentraciones elevadas de plantilla (1 ng de
plasmido de referencia de VPH o aproximadamente 200 x 10® copias por muestra). Los intervalos
de valores de parametros determinados en los que es posible una deteccidn robusta de VPH con

PapilloCheck® se resumen en |a tabla 11.

Tabla 11: Solidez de PapilloCheck®

Intefvalo

Temperatura de hibridacién

20-25°'C

Tiempo de hibridacién

13-17 minutos

Temperatura de lavado

48-52 °C

Primer paso de lavado
10-15 segundos

Tiempo de lavado

Sequndo paso de lavado
60-75 segundos

Tercer paso de lavado
10-15 sequndos

Darniela Croce
Farlnacdulien
P20070
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y sensibilidad clinicas, se realizo un estudio comparativo con PapilloCheck® y el ensayo GP5+76+-
PCR-EIA.? Para este estudio, se analizaron muestras de 1.437 mujeres representativas con
citologias normales (grupo de conirol} de mas de 40 anos de edad (mediana de edad, 49 afos;
intervalo de edades, entre 40 y 60 afios) y de 192 mujeres representativas {mediana de edad, 34
anes, intervalo de edades, entre 30 y 60 anos) can lesiones CIN3+ confirmadas mediante histologia
{grupo de caso). Todas las muestras usadas en este estudio se tomaron originariamente duranie la
ronda de referencia a mujeres en el grupo de intervencion del ensayo de implementacion controlado
aleatorizado basado en poblacion POBASCAM.?

Después de restringir el analisis PapilloCheck® a los 14 tipos de VPHAR objetivo de GP5+/6+- |
PCR-EIA, PapilloCheck® tenia una sensihilidad clinica para 2 CIN3 del 95,8 % (184/192; IC del
95 %: 92,8-98.,8) y una especificidad clinica para 2 CIN2 def 96,7 % (IC del 95 %: 95,7-97.7). En
comparacion, estas cifras fueron 96,4 % (185/192; IC del 95 %: 93,9-98.9) y 97.7 % (IC de! 95 %:
96,9-98.5). respectivamente, para GP5+6+-PCR-EIA (consulte las tablas § y 6).

Tabta 5: Comparaclén de los resultados de PapilloCheck® (14 tipos de VPHAR]} y GP5+/6+-PCR-EIA estratificados
para confroles y casos.

PapilloCheck® GP5+/6+-PCR-EIA
(14 tipos de
_ VPHAR) +
Controles - 1.386 (96,5 %) 4(0.3 %) 1390 (96,7 %) | |
+ 18 (1.3 %) 29 (2.0 %) 47 (3.3 %) t
total 1.404 {87.7 %) 36 (2.3 %) 1.437 '
l
Casos - 4(2.1%) 4(2.1 %) (42 %)
+ 3(1.6 %) 181 (94 3 %) 184 (95.8 %)
total 7(3.6%) 185 (95 4 %) 192

Tabla 6: Especificidad y sensibilidad clinicas de PapiiloCheck® y GP§+i6+-PCR-EIA {resultados de uno o varios de
los 14 tipos de VPHAR VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 o 68).

PapitoCheck® GP5+i5+ i

Sensibilidad clinica o o

para 2 CIN3 85.8% 96,4 % ‘
Especlficidad clinlca N {/
para 2 CiN2 96.7 % 97.7 %

miela Croce
.n“\céulica
20070 GLRINTI G v 2R AL
NIPROGMEDIC.A. CORP,

SUC. AKG. )

7 Comparisan of the clinicat performance of PapilloCheck™ human papilfomavirus detection with that“of the GP5+/6+-
PCR-enzyme immungassay in population-based cervical screening. Hesselink AT, Heideman DA, Berkhof J, Topal F, Pol
RP. Meijer CJ, Snijders PJ. J Clin Microbiol, 2010 Mar;48(3):797-801. Epub 2008 Dec 20.

8 Butkmans, N. W., L. Rozendzal, P. J. Snijders, F. J. Voorhorst, A, J. Boeke, G, R. Zandwijken, . J. van Kemenade, R.
H. Verheijen, K. Groningen, M. E. Boon, H. J. Keuning, M. van Ballegooijen, A. J. van den Brule, and C. J. Meijer. 2004,
POBASCAM, a population-based randomized controlled trial for implementation of high-risk HPV testing in cervical
screenng: design, methods and baseline data of 44,102 women. Int. J. Cancer 110:94-101, 3
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de toma de muestras STM* (Qiagen, H|Iden Alemania), El mas comun fue ef VPH 16 con una‘%l
de deteccion del 19,4 %. Los siguientes tipos mas frecuentes fueron VPH 31, VPH 39, VPH
VPH 52, Las prevalencias para todos los tipos detectabies se muestran en |a tabla 7.

Talla 7: Prevalencla especifica del tipo para tipos de VPH detectados por PapifioCheck®

Prevatencia con

Genotipo de VPH

PapilloCheck®

VPH 16 19,40 %

VPH 31 14,40 %

VPH 39 9.30%

VPH 51 9,10 %

VPH 52 7.50 %

VPH 56 7.40 %

VPH 58 6.10%

VPH 53 6.10 %

VPH 42 5,80 %

VPH 66 5,90 %

VPH 68 5,60 %

VPH 45 450 %

VPH 33 4,40 %

VPH 18 4.00 % 1'
VPHT0 4,10 % {
VPH 44/55 3.10%

VPH 59 250% |

VPH 82 1,90 % \

VPH 35 1,60 % '

VPH 73 1.50 %

VPH 43 0.80 %

VPH § 0.60 %

VPH 11 0.60 %

' VPH 40 0.40 %

|
GERINTIE GLAERAL
NIPRD MEDICAL CORD,
SUC. ARG,

9 Evaluation of the performance of the novel PapllloCheck® HPV genotyping test by companson with two other genotyping
systems and the HC2 test. Schopp B, Holz B, Zago M, Stubenrauch F, Petry KU, Kjaer SK, Iftner T. J Med Virol. 2010
Apr,82(4)605-15. 40
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12. PROTOCOLO BREVE DE PAPILLOCHECK®
12.1 Sala 2: PCR - Preparacion de la mezcla deaa&Q >

= Diluya la uracil-N-glucosilasa 1:200 en agua grado PCR
= Mezcle la dilucion de UNG con cuidado

= Prepare la mezcla de reaccidn para la cantidad necesaria de reacciones PCR

1.8 13 .26 .39 ¢ 52
reaccién. reacclones  reacciones .  reacclones  reacciones’
o @ Q- “
. microchip) rnicrochlps}_ microchips)  microchips)
Pap#ioCheck®
PCR MasterMix 19,8 ¢l 257 4 ul 514,81 7r2.zul 10286 pl
Polimerasa
HotStar Tag® 02 2.6yl 52l 7.8 ul 10,4 pt
{5 Uiul)
Uragil-N-
glucosilasa
(dilucién de 1ul 13pl 26 39 ul 52 yl
1:200, 0,005 Wipl)
Volumen total
anies de afadir
ol ADN de 21 273 pl 546 pl B19 ul 1092 1
muestra 1

w Mezcle con cuidado la mezcia de reaccidn

= Divida en allcuotas la mezcla de reaccion: adada 21 pl de la mezcla de reaccitn
para cada reaccidn PCR en un microtubo para PCR de 0,2 m! de una banda
PCR

Lro IFPE GENERAL
Farjnaceulied NIPRO MEDICA, CORP,
.Po:20070 -, UC. :\RG.
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12.2 Sala 2: PCR - Adicion de ADN mensajero /

reaccién PCR 3 8 O

=  Afada 5 pl de ADN mensajero para cada reaccion PCR
=  Mézclelo bien

= Inicie la reaccién PCR con el programa del termecicladar preparado

NZALO GOUK 2
SERENTI G gk g,
NIRO MEDIC w1, (O gL

SUC. ARG, K Ky

jela Croce
macnticd
d.P..20070

L :

3 1 sk
& PapilloCheck® - Manual de instrucciones
,. evision: BQ-013-07 / Agosto de 2011

Lk B .




-
12.3 Sala 3: Hibridacién - Preparacion /
Reaccion de hibridacion

3809

g Comience los preparativos al menos 30 minutgs antes de la hibridacidn.

= Disuelva los posibles precipitados en los tampones de lavado e hibridacion y mezcle
bien

= Prepare la mezcla de solucidn de favado para la cantidad de microchips
PaptfoCheck® que se vayan a analizar

RN RN

Agua destilada o desionizada 140 mi 280 ml 420 ml 560 mil

Tampdn A PapilloCheck® 14 ml 28 ml 42 mi 56 ml
Tampén B PapilloCheck® 1,75 mi 3.5ml 525mi 7ml

Volumen total 155,75 ml 311.50ml 467,25 ml 623 ml

= [ivida allcuotas de la mezcla de solucidn de lavado en tres recipienles de
lavado oCheck®

- Precaliente la solucidn de lavado Il en un baho Marla a 50 °C

4+

= Incube la cantidad de microchips PapiloCheck® que se vayan a analizar enh la
camara de hibridacién preparada a temperatura ambiente

= Mezcle los productos de la PCR y centrifiguelos brevemente
Mezcle el tampén de hibridacion y centrifiiguelo brevemente

= Mezcle 30 p! de tampdn de hibridacién PapilloCheck® con 5 pl de producto de
PCR

= pézclelo bien y centrifiguelo brevemente

|

= Transfiera 25 ! de 1a mezcia de hibridacion a cada pocillo del microchip
Pap#floCheck® usando una multipipeta

~  Evite la formacidn de burbujas de aire

Y]

w  |ncube el microchlp PapilloCheck® durante exactamente 15 minutog.a
temperatura ambiente (20-25 °C)
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12.4 Sala 3: Lavado y secado /
Escaneo y evaluaciéon

= Relire e} soporte de portaobjetos magnético de la camara de hibridacion

‘= Cologue el soporte de portaobjetos en el recipiente de lavado oCheck® con la
solucion de tavado |

=  Encaje el asa oCheck®

= | ave el microchip o los microchips PapilloCheck® en la selucion de lavado 1 a
temperatura ambiente durante 10 segundos

= |ave el microchip o los microchips PapilloCheck® en la sotucion de lavado |l
precalentada en un bafic Maria a 50 °C durante 60 segundos

= [ave el microchip o los microchips PapilloCheck® en la solucidn de favado I a
temperatura amblente durante 10 segundos

=  Retire el liquido e la superficie del microchip PapilloCheck® mediante
centrifugado

1 minuto

3 minutos o max.
500g velocidad

= Escanee €l microchip o los microchips PapilloCheck® con CheckScanner™

= Realice el escaneo y el andlisis segun lo descrito en el manual del usuario del
software CheckReport™

= (Cree los informes

&[a Lroce
macéutica
M. P..20070
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n® 1-47-11672/13-8
Se autoriza a la firma NIPRO MEDICAL CORPORATION Sucursal Argentina a

— e —— e

importar y comercializar el Producto para diagnéstico de uso in vitro denominado
1) PapilloCheck® DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA LA
GENOTIPIFICACION DE 24 TIPOS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMAN? EN
PREPARACIONES DE ADN A PARTIR DE CITOLOGIAS CERVICOUTERINAS
HUMANAS; 2) PapilloCheck® Collection Kit/ PARA LA EXTRACCION Y

TRANSPORTE DE LAS-MUESTRAS CERVICALES QUE SE ANALIZARAN| CON

PapilloCheck®. Envases conteniendo: 1) Envases por 60 determinac%iones
conteniendo: PapilloCheck® PCR MasterMix (5 x 300 pl), PapilloCheck® Slidebox
(5 x 12 matrices), PapilloCheck® BUF A conc. (2 x 40 ml), PapilloCheck® éUF B
conc. (1 x 15 ml) y PapilloCheck® Buffer de Hibridacién (2 x 1000 ul); 2) Envases
conteniendo 10 o 50 kits dé recoleccion ( kit de recoleccién: 1 cepillo cervical y 1
vial con 5 ml de medio de transporte). Vida Gtil: 1) DIEZ (10) meses, desde [a
fecha de elaboracion conservado entre 4 y 8 °C y 2) DOS (2) anos, desde la
fecha de elaboracion conservado entre 15 y 30 ©C. Se le asigna la cate:_;oria:
venta a Laboratorios de andlisis clinicos por hallarse en las condic’:iones
establecidas en la Ley N© 16.463 y Resolucién Ministerial N® 145/98. Lugar de

elaboracion: 1) GREINER BIO-ONE DIAGNOSTICS GMBH. Gewerbepark 2,|4261

Rainbach im Muhlkreis (AUSTRIA) para GREINER BIO-ONE GMBH. Maybachstrape

2, D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA) y 2) BLISPAC S.A.S. Rue de Ia' Gare

!
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60250 Balagny/ Thérain. (FRANCIA) PARA GREINER BIO-ONE GMBH.
Maybachstrape 2, D-72636 Frickenhausen (ALEMANIA). En las etiquetas de fos
envases, anuncios y prospectos debera constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO

USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICA

Buenos Aires, 17 MAY 2018

Adiinistrador Naclonal
AN M.A T,

f Ing ROGEUTOIGPEZello
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