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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN ¢ a principal fornecedora de tecnologias inovadoras de amostra e ensaio,
permitindo o isolamento e a detec¢do de conteidos de qualquer amostra biolégica. Nossos
avangados servicos e produtos de alta qualidade garantem o sucesso, desde a amostra até

o resultado.

A QIAGEN ¢ referéncia em:

® Purificacdo de DNA, RNA e proteinas

® Ensaios de dcidos nucleicos e proteinas

® Pesquisa em microRNA e RNAi

e Automagdo de tecnologias de amostra e ensaio

A nossa miss@o é possibilitar que vocé alcance sucesso notdvel e progressos. Para obter mais

informagdes, acesse www.giagen.com.
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Uso previsto

A tecnologia do careHPV Test é um ensaio de hibridizacdo de dcido nucleico in vitro com
amplificagdo de sinal usando quimioluminescéncia de microplacas para a detecgdo
qualitativa de 14 tipos de DNA de HPV de alto risco em espécimes cervicais e/ou vaginais.
O:s tipos de HPV detectados pelo teste sdo os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 e 68 de HPV de alto risco.

O uso deste teste é indicado como um teste de triagem primdrio em mulheres com 30 ou mais
anos para defectar infeccdo por HPV de alto risco, que é um fator de risco para o

desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (NIC 2/3+).

Este teste destina-se apenas ao uso profissional por equipes de laboratério treinadas e

validadas. Leia as instrucdes de uso com atencdo antes de usar o teste.

O careHPV Test ndo se destina a mulheres com menos de 30 anos ou que estejam grdvidas.

O uso deste teste ndo foi avaliado para o controle de mulheres:

® com anormalidades citolégicas ou histolégicas prévias
® que tenham sido submetidas a histerectomia

® que estejam na menopausa

® que sejam HIV+ com fatores de risco adicionais

® que sejam imunocomprometidas

® tenham sido expostas a dietilestilbestrol

® que possuam histérico de doencas sexualmente transmissiveis
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Resumo e explicacdo

A presenca de certos tipos de HPV no trato genital feminino estd associada a vérias doencas,
incluindo condiloma, papulose bowenoide, neoplasia intraepitelial cervical, vaginal e vulvar
e cancer (1, 2). Estdo identificados mais de 100 tipos de HPV, os quais sdo geralmente
classificados como de alto ou baixo risco, dependendo da associacdo identificada ou ndo
ao cdncer e sua lesdo precursora, neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (NIC 2/3+).
E geralmente aceito que tfais virus sejam predominantemente transmitidos por via sexual e que
os fipos de HPV de alto risco sejam um importante e reconhecido fator de risco para o
desenvolvimento de céncer cervical (2-6). A infeccdo do colo do dtero com tipos de HPV de
alto risco pode estar associada a alteragdes citoldgicas e histoldgicas detectadas por triagem

de Papanicolaou, colposcopia ou biépsia.

Os virus do papiloma humano sdo compostos de uma particula viral icosaédrica (virion)
contendo uma molécula de DNA circular de cadeia dupla com 8.000 pares de bases rodeada
por um capsideo. Apés infeccdo das células epiteliais, o DNA viral se estabelece por toda a
espessura do epitélio, porém virions intactos sdo encontrados apenas nas camadas superiores
do tecido. Assim, o DNA viral pode ser encontrado tanto em virions ou como sequéncias

epissomais ou integradas de HPV, dependendo do tipo e grau da lesdo.

Historicamente, os tipos 16 e 18 de HPV tém sido considerados tipos associados ao céncer
de alto risco (2, 7, 8) e os tipos 31, 33 e 35 do HPV demonstraram ter uma associagdo
intermedidria com o céncer (2, 9). Essa associagdo intermedidria se deve ao fato de esses
tipos serem frequentemente mais detectados na NIC 2/3+ do que em cénceres. Portanto, os
c@nceres associados & presenca desses tipos sGo menos comuns que os cénceres associados
aos tipos de HPV 16 e 18 de alto risco (2, 10). Esses 5 tipos de HPV combinados representam
cerca de 80% dos canceres cervicais (2, 11, 12). Outros tipos de HPV de alto e médio risco,
incluindo os tipos 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68, foram identificados como os principais
tipos de HPV detectdveis nos demais cdnceres (2, 12-18). O tipo 66 de HPV foi classificado

6 Manual do careHPV Test Kit 08/2018



como um provdvel tipo de alto risco (19) e, devido & maior especificidade do careHPV Test,

o tipo 66 foi adicionado & mistura de sonda.

O risco absoluto de desenvolvimento de uma possivel anormalidade citolégica apds uma
infeccdo por HPV com os tipos detectados pelo careHPV Test ndo foi adequadamente descrito

e é sabido que varia em fungdo das populagdes (6).

Embora a literatura cientifica atual sugira que a infeccéo persistente com HPV de alto risco
seja o principal fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia cervical de alto grau e
céncer (2, 4, 5, 8, 20-26), a aparente persisténcia pode representar uma infecgdo continua
com um tipo Unico de HPV, vdrios tipos de HPV, ou reinfec¢do. No entanto, mulheres com
repetidos resultados negativos no Papanicolaou e HPV de alto risco parecem ter menor risco

de ter ou desenvolver lesdes pré-cancerosas cervicais (5, 20, 27, 28).
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Principio do procedimento

O careHPV Test usa a mesma tecnologia Hybrid Capture®2 desenvolvida para o digene®
HC2 High-Risk HPV DNA Test (HC2 Test) da QIAGEN. O careHPV Test é um ensaio de
hibridizagdo de dcido nucleico com amplificagdo de sinal que usa deteccdo
quimioluminescente por microplaca. Quando hé espécimes contendo DNA de HPV de alto
risco, o DNA de HPV hibridiza com o RNA complementar da mistura de sonda. O suporte
sélido de microparticulas magnéticas exibe anticorpos hibridos anti-DNA-RNA que capturam
os hibridos de DNA-RNA, permitindo a separacdo e remogdo de material ndo especifico ndo
ligado. Em seguida, sdo adicionados anticorpos anti-hibridos ligados & fosfatase alcalina
para ligar e detectar os hibridos capturados. Uma lavagem adicional remove o conjugado
de fosfatase alcalina ndo ligada, deixando a fosfatase alcalina que estd ligada em proporgdo
4 quantidade de DNA de HPV hibridizado. Por fim, adicionase um substrato
quimioluminescente que é hidrolisado pela fosfatase alcalina ligada para produzir luz em
proporcdo direta & quantidade de fosfatase alcalina presente, que se correlaciona com a

quantidade de DNA de HPV hibridizado presente.

O sinal produzido pelo substrato hidrolisado é medido para dar um resultado em unidades
de luz relativa (ULR) quantificadas por um luminédmetro. Um valor de ULR igual ou superior ao
valor de eerte{estoff~CO) indica que o espécime contém quantidade suficiente de DNA de
HPV de alto risco para ser considerado clinicamente positivo. Um valor de ULR abaixo do
CO indica que o espécime contém DNA de HPV de alto risco insuficiente ou inexistente e é

considerado clinicamente negativo.

8 Manual do careHPV Test Kit 08/2018


KT
Riscado

KT
Texto digitado
cut-off (CO)


Materiais fornecidos

Conteddo do kit

careHPV Test Kit (96)
N° de referéncia 614015
Nuomero de testes* 96
Microplaca de ensaio 1
Calibrador negativo [ CAL [ -1 0,5 ml
Calibrador positivo 0,5 ml
Reagente 1 (adesivo de tampa roxo) 3 ml
Corante indicador 0,3 ml
Produtos biolégicos estabilizados (4)
Reagente 2 (adesivo de tampa amarelo) 1
Reagente 3 (adesivo de tampa marrom) 1
Reagente 4 (adesivo de tampa vermelho) 1
Reagente 6 (adesivo de tampa verde) [ REAG | 6 ] 1
Diluentes de reconstituicdo (4)
Diluente de reagente 2 (adesivo de tampa amarelo) DIL 4,5 ml
Diluente de reagente 3 (adesivo de tampa marrom) DIL 3 ml
Diluente de reagente 4 (adesivo de tampa vermelho) DIL 5 ml
Diluente de reagente 6 (adesivo de tampa verde) [ REAG | 6 | DIL 5ml
Reagente 5 (adesivo de tampa azul) 250 ml
Bocal de reagente 5 [ REAG [ 5 | NOZZIE | 1

" Observe que os calibradores necessdrios para a verificagdo da calibragdo do ensaio devem ser incluidos com cada
execugdo do feste. Para obter mais informagdes, consulte "Controle de qualidade" na pégina 33.
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartdveis
e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca

(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

e Sistema careHPV Test (n° de ref. 001772), incluindo:

O careHPV Test Controller

O careHPV Test Luminometer

O careHPV Test Shaker

O careHPV Test Magnetic Plate Holder

® Rack de tubos de espécime de espuma para tubos com 15 mm ou 16 mm de diGmetro
® Pipeta de volume fixo de 50 pl”

® Pipeta de repeticdo com capacidade de distribuir 20 pl, 25 pl e 40 plf

e Pontas de pipeta de repeticdo apropriadas para distribuicdo de 20 pl, 25 pl e 40 i

e Pontas descartdveis para pipetas com barreira contra aerosséis extralongas de 200 pl
® Vedantes de placa

e Luvas sem pé de talco

e Toalhetes de papel

® Microplaca de poliestireno de fundo redondo branco com 96 pocos, néo tratada
(Corning® Costar®, produto #3789A)

" Certifique-se de que os instrumentos tenham sido verificados e calibrados de acordo com as recomendagées do
fabricante.
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Avisos e precaugoes

Avisos
Para uso em diagnéstico in vitro.

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartéveis
e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranga
(Safety Data Sheets, SDSs) aplicéveis. Elas estdo disponiveis online em formato PDF
(conveniente e compacto) em www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar

e imprimir a SDS para cada kit da QIAGEN® e para cada componente do kit.

Manuseie todos os espécimes do ensaio e os materiais descartados como se fossem capazes
de transmitir agentes infecciosos. Os espécimes clinicos devem ser manuseados no nivel de
biosseguranca (BioSafety Level, BSL) 2, conforme recomendado para qualquer espécime de

soro ou sangue humano potencialmente infeccioso (29, 30).

Limpe e desinfete todos os derramamentos de espécimes usando um desinfetante adequado,
de acordo com os regulamentos nacionais e locais. Consulte também o capitulo sobre

desinfeccdo e esterilizagdo no Manual de Biosseguranga em Laboratério da Organizacdo
Mundial da Saude (31).

Descontamine e elimine fodos os espécimes, reagentes e outros materiais potencialmente

contaminados de acordo com os regulamentos nacionais e locais.
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Declaragdes de seguranca e risco para componentes

As seguintes adverténcias de perigo e precaugdo se aplicam aos componentes do careHPV

Test Kit, na forma seca ou reconstituida.
Calibrador negativo

Contém: 1% de nonilfenol etoxilado. Avisol Causa irritacdo leve da
pele. Use luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

Calibrador positivo

Contém: 1% de nonilfenol etoxilado. Aviso!l Causa irritacdo leve da
pele. Use luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

Reagente 1

Contém: hidréxido de sédio. Perigo! Pode ser corrosivo
em metais. Causa queimaduras graves na pele e lesdes
oculares. Use luvas de protecdo/vestudrio de
protecdo/protecdo ocular/protecdo facial. EM CASO
DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxdgue
cuidadosamente com dgua por vdrios minutos. Remova
lentes de contato, se presentes e faceis de remover.
Continue enxaguando. Entre em contato imediatamente
com um CENTRO DE CONTROLE DE INTOXICACOES
E ENVENENAMENTOS ou um médico.

2
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Reagente 2

Contém:
22M de dcido  etanossulfnico  2-[bis(2-

hidroxietil)amino]; 2,6% de dacido poliacrilico; 0,7 M
de hidréxido de sédio. Perigo! Causa queimaduras
graves na pele e lesdes oculares. Pode provocar
irritaco  das  vias  respiratérias.  Elimine o
contetdo/recipiente em um local de eliminagdo de
residuos aprovado. Use luvas de protecdo/vestuédrio de
protecdo/protecdo ocular/protecdo facial. EM CASO
DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxdgue
cuidadosamente com dgua por vdrios minutos. Remova
lentes de contato, se presentes e faceis de remover.
Continue enxaguando. Entre em contato imediatamente
com um CENTRO DE CONTROLE DE INTOXICACOES
E ENVENENAMENTOS ou um médico.

Reagente 3

Contém: 0,4% de nonilfenol etoxilado; 0,04% de azida de sédio.
Aviso! Pode ser nocivo se ingerido. Causa irritacdo leve da pele.
Nocivo para a vida aqudtica, com efeitos duradouros. Use luvas de
protecdo/vestudrio de protegdo/prote¢do ocular/protecdo facial.

Reagente 4
Contém: 0,04% de azida de sédio. Avisol Pode ser nocivo se

ingerido. Use luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.
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Reagente 6

Contém: 0,1 M de 2-amino-2-metil-1-propanol. Aviso! Causa
irritagdo leve da pele. Use luvas de protecdo/vestudrio de

protecdo/protecdo ocular/protecdo facial.

Precaucodes

O usudrio deve sempre seguir as seguintes precaugdes ao realizar o careHPV Test:

Os componentes deste kit de teste foram testados como uma unidade e ndo devem ser

trocados por componentes de outras fontes ou de kits de teste diferentes.

Os d4cidos nucleicos sGo muito sensiveis & degradacdo de nuclease ambiental. As
nucleases estdo presentes na pele humana e em superficies ou materiais manuseados por
humanos. Limpe e cubra as superficies de trabalho com toalhas descartdveis; os técnicos

devem usar luvas sem pé de talco ao realizar todas as etapas do teste.

Evite a contaminagdo da microplaca de ensaio e do Reagente 6 (adesivo de tampa verde)
com fosfatase alcalina exégena. As substdncias que podem conter fosfatase alcalina
incluem Reagente 4 (adesivo de tampa vermelho), bactérias, saliva, cabelo e éleos da
pele. E especialmente importante cobrir a microplaca apés a adicdo de Reagente 5 e
durante a incubagdo com o Reagente 6, pois a fosfatase alcalina exédgena pode reagir

com o Reagente 6, produzindo resultados falso-positivos.

Os Reagentes 1, 2, 3, 4 e 6 devem ser preparados antes do inicio do teste e utilizados
no prazo de 8 horas apés a preparagdo, se armazenados entre 15 °C e 30 °C. Os
reagentes preparados podem ser armazenados por 30 dias entre 2 °C e 8 °C para uma
segunda execucdo do teste. Uma nova placa, como observado especificamente na secdo
"Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos", deve ser usada para uma segunda
execugdo. O ndo cumprimento das recomendacdes acima pode causar um resultado

invdlido. Se o ensaio for invalidado, o teste deve ser repetido usando um novo kit.

Manual do careHPV Test Kit 08/2018



® Os volumes de reagentes indicados devem ser distribuidos corretamente. Nao fazer isso
pode resultar em resultados de teste incorretos. A ocorréncia das mudancas de cor

indicadas ajudard a confirmar que os volumes corretos tenham sido distribuidos.

® Ao usar a pipeta de repeticdo, o usudrio deve primeiramente dispensar vérias vezes em
um reservatério de residuos para eliminar quaisquer bolhas de ar da ponta da pipeta e

garantir uma entrega precisa.

® AFolha de registro de dados do teste (consulte "Apéndice: Folha de registro de dados do
teste" na pdgina 55) indica as localizagdes dos pogos de microplaca necessérios para o
calibrador negativo (pogos de microplaca A1, B1, C1), o calibrador positivo (pogos de
microplaca D1, E1, F1) e para os espécimes clinicos (pocos de microplaca G1 e todos os

pocos de microplaca subsequentes).

® Ao redlizar o careHPV Test, consulte os manuais do usudrio adequados do sistema

careHPV Test para obter instrucdes sobre o instrumento e para solugdo de problemas.
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Armazenamento e manuseio dos reagentes

Apds a recepgdo, armazene o careHPV Test Kit entre 4 °C e 25 °C. Ndo use o careHPV Test

Kit apés a data de validade indicada no rétulo.

Armazene os reagentes preparados entre 15 °C e 30 °C por ndo mais de 8 horas ou até 30
dias quando armazenados entre 2 °C e 8 °C. Descarte o kit e fodos os reagentes preparados
que ndo forem usados em testes no prazo de 8 horas, quando armazenados entre 15 °C e

30 °C, ou apés 30 dias, quando armazenados entre 2 °C e 8 °C.

Uma nova placa, como observado especificamente na se¢do "Materiais necessdrios, mas néo
fornecidos", deve ser usada para uma segunda execugdo do teste com os reagentes do kit.

Consulte esta secdo para obter informagdes sobre pedidos.

Armazenamento e manuseio de espécimes

Use apenas espécimes coletados no careHPV Collection Medium com uma careBrush.
Consulte as Instructions For Use (Instrugdes de uso) da careBrush para obter mais detalhes

sobre a coleta.

Consulte as respectivas instrugdes de uso da careBrush para obter informagdes adicionais

sobre a coleta de espécime em relagdo & coleta por médico especialista ou autocoleta.

Armazene os espécimes clinicos em careHPV Collection Medium a uma temperatura entre
15 °C e 30 °C durante 14 dias ou entre 2 °C e 8 °C durante 35 dias.
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Procedimento

Fluxo de trabalho do sistema careHPV Test

i A

Coletar
amostras

Hybrid
Capture;
Reagente 2
(amarelo)

Desnaturar;
Reagente 1
(roxo)

Preparar
reagentes

e Colocar em racks de tubos o Adicionar Reagente 1,
e Misturar por 5 minutos amostras e controles de
negativos e positivos

« Colocar no agitador; o Adicionar Reagente 2 (amarelo)
incubar por 30 minutos e Colocar no agitador; incubar por
15 minutos e verificar a mudanca

de cor para amarelo

Adicionar
Reagente 4
(vermelho)

Incubar na
bancada e
secar

Incubar na
bancada

Adicionar
Reagente 3
(marrom)

o Colocar microplacano o Incubar na bancada até e Colocar microplaca no
suporte de placas que o agitador esfrie suporte de placas

o Incubar na bancada o Incubar no agitador

por 3 minutos

o Colocar no agitador;
incubar por 30 minutos
o Incubar na bancada por
3 minutos
o Secar microplaca

Lavar
esferas,
adicionar
Reagente 5
azul)

Adicionar
Reagente 6
(verde)

Detec¢do Resultados

o Adicionar Reagente 5

o Adicionar Reagente 6 ¢ Colocar no agitador o Defecgdio no luminémetro
e Incubar na bancada por o Adicionar vedante de o Incubar por 2 minutos e Resultados negativos ou
3 minutos placa o Remover vedante de placa positivos
e Decantar e secar  Remover do suporte de ¢ Colocar placa no
o Repetir etapas de lavagem placas luminémetro

e secagem mais 4 vezes » Continuar incubagéo por

15 minutos no luminémetro
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Preparacdo de espécimes

1. Registre as seguintes informacdes na Folha de registro de dados do teste (consulte

"Apéndice: Folha de registro de dados do teste" na pdgina 55):
® local do teste
e Data do teste
e D do operador
e Temperatura ambiente
® Nimero de lote do careHPV Test Kit
2. Coloque os tubos de espécimes clinicos no(s) rack(s) de tubos de espécime de espuma.

Na Folha de registro de dados do tfeste, complete o mapa da placa registrando as
localizagdes dos pogos de microplacas aplicdveis, as IDs de todos os espécimes a serem

testados (pogo de microplaca G1 e todos os pogos de microplaca subsequentes).
Nota: Os calibradores ndo séo colocados no rack de tubos do espécime.

3. Verifique se as tampas dos tubos de espécime estdo bem fechadas.

4. Misture os espécimes da seguinte forma:

Inverta a 180 graus o rack de tubos de espécime e agite uma vez com forca, rapidamente,
na posi¢do invertida.
Retorne imediatamente o rack para a posicdo direita e agite com forca uma vez,

rapidamente, na posicdo direita.

Repita esta etapa da mistura seguidamente por 5 minutos.
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Inicializacdo do sistema careHPV Test

Apbds receber energia, o sistema careHPV Test leva aproximadamente 15 segundos para

exibir a tela "Startup" (Inicializagdo).

1. Toque no icone "careHPV" no careHPV Test Controller para iniciar o careHPV Test.
O careHPV Test Controller exibe as 7 etapas do careHPV Test que serdo realizadas.
2. Registre o nimero de corrida da microplaca na Folha de registro de dados do teste.
3. Esquente o careHPV Test Shaker até a temperatura necessdria para a realizacdo do teste.

O sistema careHPV Test requer aproximadamente 13 a 15 minutos para atingir a

temperatura necessdria.
Preporogao de reogentes

Reconstitua os reagentes do careHPV Test conforme descrito abaixo. Use os reagentes
preparados no prazo de 8 horas apés a preparacdo, quando armazenados entre 15 °C e
30 °C, ou até 30 dias quando armazenados entre 2 °C e 8 °C. Néo fazer isso pode levar a

um ensaio invdlido.
Pontos importantes antes de comegar

® O corante indicador ndo apresenta um nimero no frasco; estd emparelhado com o

Reagente 1.

e Os recipientes dos produtos biolégicos estabilizados e dos diluentes sdo codificados por
cores para facilitar o uso.
e Devido & pequena quantidade de material no frasco, os produtos biolégicos estabilizados

do Reagente 4 talvez ndo sejam visiveis.

Nota: Né&o troque as tampas dos frascos de diluente e de produtos biolégicos

estabilizados depois que os reagentes forem reconstituidos
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O que fazer antes de comegar

Para reduzir possiveis erros, alinhe os produtos biolégicos estabilizados pela ordem dos

frascos de diluente que possuem os mesmos nimeros.

Antes de abrir os frascos de produtos bioldgicos estabilizados, bata-os na bancada.

. Adicione 1 gota de corante indicador no frasco de Reagente 1 (adesivo de tampa roxo).

Recoloque a tampa do frasco de Reagente 1 e inverta 10 vezes para misturar bem o reagente.

A cor do reagente muda de transparente para roxa.

. Adicione o contetdo do frasco de diluente de Reagente 2 (adesivo de tampa amarelo) ao

frasco de Reagente 2 (adesivo de tampa amarelo). Recoloque a tampa do frasco de

Reagente 2 e inverta 10 vezes para misturar bem o reagente.

Nota: Misture delicadamente para evitar a formagdo de espuma.

. Adicione o conteddo do frasco de diluente de Reagente 3 (adesivo de tampa marrom) ao

frasco de Reagente 3 (adesivo de tampa marrom). Recoloque a tampa do frasco de

Reagente 3 e inverta 10 vezes para ressuspender bem o reagente.

. Adicione o contetdo do frasco de diluente de Reagente 4 (adesivo de tampa vermelho)

ao frasco de Reagente 4 (adesivo de tampa vermelho). Recoloque a tampa do frasco de

Reagente 4 e inverta 10 vezes para ressuspender bem o reagente.

Nota: O contetdo do frasco de Reagente 4 pode ndo ser visivel.

. Adicione o contetdo do frasco de diluente de Reagente 6 (adesivo de tampa verde) ao

frasco de Reagente 6 (adesivo de tampa verde). Recoloque a tampa do frasco de
Reagente 6 e inverta 10 vezes para ressuspender bem o reagente.

Nota: O Reagente 6 é sensivel & luz. O Reagente 6 estd em um frasco de cor marrom

para protegé-lo da luz solar direta.

6. Remova a tampa do frasco de Reagente 5 (adesivo de tampa azul).

Recorte a embalagem do bocal de Reagente 5.

8. Retire o bocal de Reagente 5 da embalagem e coloque no frasco de Reagente 5.

Naéo coloque o bocal de Reagente 5 na bancada; retire-o diretamente do saco vedado e

coloque no frasco.
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Protocolo 1: Preparacdo da microplaca e incubacdo de 30 minutos

O que fazer antes de comegar

® Llimpe e cubra a superficie de trabalho com toalhas descartaveis e use luvas sem pé de

talco ao realizar todas as etapas do teste.

® Preencha a Folha de registro de dados do teste ("Apéndice: Folha de registro de dados
do teste" na pdgina 55) registrando as IDs dos calibradores a serem pipetados nas
localizacées de pogo de microplaca aplicveis; observe o posicionamento necessdrio do

calibrador negativo (pogos de microplaca A1, B1, C1) e do calibrador positivo (pogos de

microplaca D1, E1, F1).

e Confirme que o local e data do teste, a ID do operador, a temperatura ambiente, o nimero
de lote do careHPV Test Kit, o nimero de corrida da microplaca e as localizacdes de

poco de microplaca de todas as IDs de espécimes clinicos a serem pipetados foram

registrados conforme descrito em "Preparagdo de espécimes" na pdgina 18.

1. Usando a pipeta de repeticGo e uma nova ponta, adicione 25 pl de Reagente 1 (adesivo

de tampa roxo) a cada pogo de microplaca.

2. Usando a pipeta de volume fixo de 50 pl e uma nova ponta limpa para cada calibrador

ou espécime, adicione, da seguinte maneira, os volumes indicados aos pogos de

microplaca especificados:
e Distribua 50 pl de calibrador negativo nos pogos de microplaca A1, B1 e C1.

e Distribua 50 pl de calibrador positivo nos pocos de microplaca D1, E1 e F1.

® De acordo com a Folha de registro de dados do teste, distribua 50 pl de cada espécime
no fundo dos pogos de microplaca restantes, comecando com o poco de microplaca G1.

Registre todos os espécimes que apresentam cores escuras na Folha de registro de dados

do teste.
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6. Toque no icone

Importante: Podem ocorrer resultados de teste falso-positivos devido & contaminagdo do
careHPV Test com hibridos inespecificos de RNA-DNA endégenos aos espécimes
cervicais. E importante que, durante a transferéncia do espécime para o pogo de
microplaca, o espécime seja colocado diretamente no fundo do pogo, sem que a ponta

da pipeta toque nas laterais do pogo de microplaca.

Importante: Espécimes contendo sangue ou outros materiais biolégicos com cores escuras
podem ndo afetar os resultados do teste, mas podem néo apresentar a alteragcdo de cor
adequada apés a adicdo de Reagente 2. Registre amostras com cores escuras na Folha

de registro de dados do teste.

Aplique um novo vedante de placa e cubra bem a microplaca de acordo com o seguinte

procedimento:

Remova o papel do vedante de placa.

b.  Coloque o vedante de placa sobre a microplaca, certificando-se de cobrir todos os
pocos da microplaca.

c.  Pressione o vedante de placa sobre a microplaca e rasgue a aba em cada
extremidade do vedante de placa.

Confirme se o careHPV Test Shaker estd na temperatura adequada para iniciar o feste.

Quando solicitado, abra a tampa do careHPV Test Shaker e coloque a microplaca dentro
dele com o poco de microplaca A1 orientado para o canto superior esquerdo. Feche a
tampa.

"1" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagdo de 30 minutos.

Prossiga para "Protocolo 2: Adicdo de Reagente 2 e incubacdo de 15 minutos",

comecando na pdgina 23.
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Protocolo 2: Adicdo de Reagente 2 e incubagdo de 15 minutos

1. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, remova a microplaca do careHPV Test

Shaker e coloque a microplaca na bancada.

2. Remova cuidadosamente o vedante de placa para evitar respingos e contaminacgdo

cruzada entre os pocos de microplaca; descarte o vedante de placa.
3. Reinsira imediatamente a microplaca no careHPV Test Shaker.

4. Agite o frasco de Reagente 2 (adesivo de tampa amarelo) para misturar e, usando a
pipeta de repeticdo e uma nova ponta, adicione 40 pl de Reagente 2 a cada poco de

microplaca.

5. Aplique um novo vedante de placa e cubra bem a microplaca, conforme descrito

anteriormente na pdgina 22, enquanto a microplaca estiver no careHPV Test Shaker.
6. Feche a tampa do careHPV Test Shaker.
7. Toque no icone "2" no careHPV Test Controller para iniciar a incubacéo de 15 minutos.

8. Prossiga para "Protocolo 3: Adicdo de Reagente 3 e incubagdo de 30 minutos",

comecando na pdgina 24.
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Protocolo 3: Adicdo de Reagente 3 e incubagdo de 30 minutos

. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, remova a microplaca do careHPV Test

Shaker e coloque a microplaca na bancada. Deixe a tampa do careHPV Test Shaker

aberta.

Verifique se a cor de cada amostra mudou de roxo para amarelo. Anote atentamente na

Folha de registro de dados do teste quaisquer amostras que ndo tenham mudado de cor.

Nota: Os espécimes contendo sangue ou outros materiais biolégicos podem ndo
apresentar a alteragdo de cor adequada; estes espécimes foram registrados como sendo
de cor escura na Folha de registro de dados do teste no Protocolo 1. Essa cor escura ndo

afetard os resultados do teste e o usudrio deve prosseguir com o teste desses espécimes.

Quaisquer pogos de microplaca que néo tenham sido anotados como espécimes escuros,
mas que ndo ficaram amarelos, produzirdo resultados invdlidos e deverdo ser eliminados
da interpretagdo dos resultados. Repita o teste para esses espécimes. Anote os espécimes
a serem testados novamente e registre-os na Folha de registro de dados do teste.

Remova cuidadosamente e descarte o vedante de placa.

Reinsira imediatamente a microplaca no careHPV Test Shaker. Agite o frasco de Reagente
3 (adesivo de tampa marrom) para misturar e, usando a pipeta de repeticdo e uma nova

ponta, adicione 20 pl de Reagente 3 a cada poco de microplaca.

Aplique um novo vedante de placa e cubra bem a microplaca, conforme descrito

anteriormente na pagina 22. Feche a tampa do careHPV Test Shaker.
Toque no icone "3" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagéo de 30 minutos.

Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, remova a microplaca do careHPV Test

Shaker. Deixe a tampa do careHPV Test Shaker aberta.

Mantenha a microplaca estével e na horizontal para evitar respingos entre os pogos de

microplaca.
Fixe cuidadosamente a microplaca no careHPV Test Magnetic Plate Holder.

Deixe o careHPV Test Magnetic Plate Holder com a microplaca na bancada. Remova

cuidadosamente e descarte o vedante de placa.
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10.Toque no icone "3" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagdo de 3 minutos.

Nota: Esta incubacdo ocorre na bancada e o careHPV Test Controller faz a contagem

regressiva do tempo de incubagdo.

11.Prossiga para "Protocolo 4: Adicdo de Reagente 4 e incubagdo", comecando na

pdgina 26.
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Protocolo 4: Adicao de Reagente 4 e incubagdo

Importante: Verifique se a incuba¢do de 3 minutos do Protocolo 3 foi concluida antes de

iniciar este procedimento.

Decante e seque a microplaca da seguinte maneira:

a. Segure firmemente a parte inferior do careHPV Test Magnetic Plate Holder e as
laterais da microplaca com uma mao (microplaca voltada para cima).

b. Inverta (180 graus) o careHPV Test Magnetic Plate Holder sobre um coletor de
residuos e decante uma vez o liquido da microplaca com forga.

c.  Enquanto segura o careHPV Test Magnetic Plate Holder nessa posicdo invertida
(microplaca voltada para baixo), coloque-o sobre uma toalha de papel absorvente
limpa e seque a microplaca.

d.  Recoloque o careHPV Test Magnetic Plate Holder na bancada com a microplaca
voltada para cima.

Agite o frasco de Reagente 4 (adesivo de tampa vermelho) para misturar. Usando a pipeta

de repeticdo e uma nova ponta, adicione 40 pl a cada pogo de microplaca.

A microplaca permanece no careHPV Test Magnetic Plate Holder.

. Aplique um novo vedante de placa e cubra bem a microplaca, conforme descrito

anteriormente na pdgina 22.

Remova cuidadosamente a microplaca do careHPV Test Magnetic Plate Holder para evitar
respingos e coloque a microplaca na bancada.

Toque no icone "4" no careHPV Test Controller para iniciar o cronémetro da incubagéo

na bancada.

Nota: Esta incubagdo comeca com a microplaca na bancada para permitir que o careHPV
Test Shaker resfrie. A tampa do agitador careHPV deve permanecer aberta para resfriar.

O restante da incubagdo ocorre com a microplaca no careHPV Test Shaker.

Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, coloque a microplaca no careHPV Test

Shaker e feche a tampa para o restante da incubagdo.
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7. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, remova a microplaca do careHPV Test

Shaker e fixe a microplaca no careHPV Test Magnetic Plate Holder.

8. Remova cuidadosamente e descarte o vedante de placa.

9. Toque no icone "4" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagdo de 3 minutos.
Nota: Esta incubacdo ocorre na bancada.

10.Prossiga para "Protocolo 5: Adigdo de Reagente 5 e lavagem da microplaca"”,

comecando na pdgina 28.
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Protocolo 5: Adicdo de Reagente 5 e lavagem da microplaca

Pontos importantes antes de comecar

Para evitar bolhas e contaminagdo cruzada durante a lavagem, verta as bolhas de
Reagente 5 para um reservatério de residuos e, em seguida, passe diretamente a encher

a microplaca sem interromper o fluxo de Reagente 5.

Ao lavar a microplaca, encha cada pogo de microplaca até o topo sem transbordar.

. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, decante e seque a microplaca, como

descrito anteriormente na pdgina 26.

Recoloque o careHPV Test Magnetic Plate Holder na bancada com a microplaca voltada

para cima.

Lave a microplaca enchendo cuidadosamente cada pogo de microplaca com Reagente 5

(adesivo de tampa azul).
Toque no icone "5" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagdo de 3 minutos.
Notas:

O icone "5" terd um halo azul intermitente até que o icone "5" seja tocado para iniciar
a incubacdo de 3 minutos. O careHPV Test Controller faz a contagem regressiva até a

conclusdo da incubacdo.

Ao tocar no icone "5", uma goticula azul com um nimero preto dentro aparece no visor
do careHPV Test Controller.

No final da incubagdo, decante e limpe a microplaca, conforme descrito anteriormente
na pdgina 26.

Nota: O icone "5" mostrard um halo azul intermitente no final da incubacdo.

O careHPV Test Controller repetird a solicitacdo por 4 vezes. Sempre que o careHPV Test

Controller o solicitar, repita a lavagem da microplaca (passos 3 a 5 desse protocolo) até

um total de 5 lavagens.
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Nota: Tocar no icone "5" inicia a incubagdo de 3 minutos; certifique-se de adicionar

Reagente 5 aos pogos de microplaca antes de focar no icone "5".
7. Deixe a microplaca no careHPV Test Magnetic Plate Holder.

8. Prossiga para "Protocolo 6: Adicdo de Reagente 6 e incubacdo", comecando na pdgina
30.
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Protocolo é: Adicdo de Reagente 6 e incubagdo

1. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller, agite o frasco de Reagente é (adesivo
de tampa verde) para misturar e, usando a pipeta de repeticdo e uma nova ponta,

adicione 40 pl de Reagente 6 a cada pogo de microplaca.

2. Aplique um novo vedante de placa e cubra bem a microplaca, conforme descrito

anteriormente na pdgina 22.

3. Remova cuidadosamente a microplaca do careHPV Test Magnetic Plate Holder; coloque

a microplaca coberta no careHPV Test Shaker e feche a tampa.
4. Toque no icone "6" no careHPV Test Controller para iniciar a incubagdo de 15 minutos.

5. Quando solicitado pelo careHPV Test Controller (apés 2 minutos), remova a microplaca
do careHPV Test Shaker.

Remova cuidadosamente e descarte o vedante de placa.

7. Quando solicitado, abra a tampa do careHPV Test Luminometer e levante a tampa da

microplaca.

8. Coloque a microplaca no careHPV Test Luminometer com o pogo de microplaca Al

orientado para o canto superior direito. Feche a tampa da microplaca.
9. Feche a tampa do careHPV Test Luminometer para finalizar a incubagdo.
Notas:

® A incubacdo continuard com o tempo de incubagdo em contagem regressiva e exibindo

um icone "6" ativo.

® No final da incubagéo, o sistema careHPV Test prossegue imediatamente para o Protocolo
7 do teste sem intervencdo do usudrio. O careHPV Test Luminometer inicia a medicdo da

microplaca. A tela exibird um icone "7" ativo durante a medi¢&o da microplaca.

® A medigdo da microplaca demora aproximadamente 3 minutos. Apés a medicdo da

microplaca, serd exibida a tela "Results" (Resultados).

10.Prossiga para "Interpretacdo dos resultados" na pdgina 31.
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Interpretacdo dos resultados

Os resultados dos espécimes s@o interpretados automaticamente pelo sistema careHPV Test.
Os espécimes com uma relagdo ULR/CO (ULR/CO) = 1,0 sdo considerados positivos e os
espécimes com uma ULR/CO < 1,0 sdo considerados negativos ou ndo detectados. Os

resultados sdo exibidos graficamente na tela do careHPV Test Controller.

Quando o careHPV Test Controller exibir a tela "Results" (Resultados) com os resultados dos
testes, transcreva o resultado mostrado para cada pogo de microplaca na Folha de registro
de dados do feste.

Os resultados do teste sdo indicados da seguinte forma:

® Pogos de microplaca verdes indicam espécimes com um resultado de teste negativo (ou
seja, DNA de HPV de alto risco ndo detectado).

Nota: Pogos de microplaca verdes também indicam resultados aceitéveis para os

calibradores de negativos e positivos.

® Pocos de microplaca amarelos (exibindo um "+") indicam espécimes com um resultado

de teste positivo (ou seja, DNA de HPV de alto risco detectado).

® Pogos de microplaca cinzas com um grande circulo vermelho com uma barra no meio da

placa indicam um ensaio invédlido (por exemplo, devido a falhas de calibradores).
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Figura 1. Exemplo de resultados de amostra exibidos no careHPV Test Controller.
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Controle de qualidade

Em conformidade com o Sistema de Gestdo de Qualidade da QIAGEN certificado pela ISO,
cada lote do careHPV Test Kit é testado com relacdo a especificacdes predeterminadas para
garantir a qualidade consistente do produto. Foram estabelecidos intervalos aceitdveis

apenas para o sistema careHPV Test.

O careHPV Test Controller realiza a verificagdo da calibragdo do ensaio para garantir que
os reagentes e os materiais de calibrador fornecidos estejam funcionando adequadamente,
permitindo a determinacdo precisa do resultado do teste. A verificagdo da calibragdo do

ensaio consiste no seguinte:

® O calibrador negativo é testado trés vezes com cada teste. A média do calibrador
negativo (NCy) deve ser > 10 e <750 ULR e o coeficiente de variagdo (CV) resultante

deve ser < 25% para que o ensaio seja vdlido.

® O calibrador positivo é testado trés vezes com cada teste. O CV resultante deve ser < 25%

para que o ensaio seja vdlido.

® A média do calibrador positivo (PC) e os resultados NCy sdo usados para calcular a

relacdo PCji/NCy. A relacdo deve ser > 2,0 e < 15,0 para que o ensaio seja vdlido.

O sistema careHPV Test concluird o célculo dos 3 padrées de controle de qualidade acima.
Quando os padrdes acima sdo atendidos, os resultados do teste sdo vdlidos e o careHPV Test
Controller exibe a tela "Results" (Resultados). Quando os padrées acima ndo sdo atendidos,
os resultados do teste sdo invdlidos e o careHPV Test Controller exibe a tela "Invalid"

(Invélidos).
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Limitacoes

Consulte 0 manual do usudrio do sistema careHPV Test para conhecer outras limitacdes

especificas ao uso desse sistema.

A detecgdo do HPV usando o careHPV Test ndo diferencia tipos ou infecgdes de HPV com

mais de um tipo e ndo avalia a persisténcia de qualquer um dos tipos.

A sensibilidade analitica para o HPV 45 e o HPV 52 é menor em comparagdo a outros

gendtipos testados no careHPV Test.

A infecgdo por HPV ndo é um indicador de alteragdes citolégicas ou NIC 2/3+
subjacente, nem implica que se desenvolva NIC 2/3+ ou céncer. A maioria das mulheres
infectadas com um ou mais tipos de HPV de alto risco ndo desenvolve NIC 2/3+ ou

cdncer.

O careHPV Test ndo detecta tipos de HPV de baixo risco (6, 11, 42, 43, 44 e muitos

outros tipos de baixo risco).

Existe uma ligeira hibridizacdo cruzada entre os tipos é e 42 de HPV (tipos de HPV de
baixo risco) e o careHPV Test. Espécimes com niveis elevados (> 2 ng/ml) de DNA de
HPV 6 ou HPV 42 podem ser positivos.

Foi reportado na literatura que uma complexa mistura de sondas, semelhante & usada
neste teste, pode causar resultados falso-positivos devido & hibridizacdo cruzada com os
tipos de HPV 11, 53, 54, 55, MM4, MM7, MM8 ou MM9 (32). Embora vérios desses
tipos de HPV sejam raros ou novos, nem sempre encontrados em doengas de alto grau,
espécimes que contém niveis elevados desses tipos de DNA de HPV podem ser

incorretamente reportados como positivos com o careHPV Test (10, 33).

A possivel ocorrer reatividade cruzada entre o careHPV Test e o plasmideo pBR322. Foi
reporfada a presenca de sequéncias homdlogas de pBR322 em espécimes genitais
humanos e podem ocorrer resultados falso-positivos na presenga de niveis elevados de

plasmideos bacterianos.
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e Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo por HPV. Pode existir
infeccdo por HPV abaixo do limite de detecgdo do teste ou ocorrer um resultado de teste

falso-negativo devido a erro de amostragem durante a coleta de espécimes.

e Um resultado negativo de HPV de alto risco ndo exclui a possibilidade de futuras
anormalidades citolégicas, NIC 2/3+ subjacente ou cdncer. Uma pequena proporgdo de
lesdes de alto grau ocorre em mulheres negativas para HPV de alto risco com as

tecnologias existentes (6).

® Se houver creme antifingico no momento em que um espécime é coletado para o teste de

HPV, é provéavel que se obtenha um resultado falso-positivo.

® Se existirem elevadas concentracdes de sangue, gel contraceptivo ou ducha vaginal no
momento em que um espécime é coletado para o teste de HPV, é provdvel que se obtenha
um resultado falso-negativo caso o espécime contenha uma concentracdo de DNA de HPV

préxima ao CO.
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Caracteristicas de desempenho

Desempenho clinico do uso de careHPV Test na triagem de cancer
cervical e lesdes pré-cancerosas

Um estudo clinico multicéntrico usando o careHPV Test foi realizado no Cancer Institute and
Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences (CICAMS), no Sun Yat-Sen University Cancer
Center e no Drum Tower Hospital de Nanjing, China. Os espécimes cervicais foram coletados
usando a careBrush e o careHPV Collection Medium de mulheres (30-59 anos) dentro de
uma populacdo de triagem geral e de clinicas ambulatoriais. 1279 mulheres no total foram
incluidas neste estudo, representando uma distribuicdo relativamente igual entre os 3
hospitais; 1241 participantes completaram o estudo. Os trés locais de estudo coletaram
espécimes de aproximadamente 147 pacientes diagnosticadas com cancer cervical ou lesdes
pré-cancerosas (NIC 2/3+), 162 pacientes com lesdes benignas (inflamagdo/neoplasia

intraepitelial cervical leve, NIC 1) e 932 casos de controle normal.

Também foi realizada coloragdo com dcido acético para exame visual (visual examination
with acetic acid, VIA). Foi realizada citologia em meio liquido em cada hospital e os
resultados foram registrados usando a classificagdo de Bethesda. Foram realizados o
careHPV Test, o HC2 Test e testes de PCR para cada espécime de paciente. Todos os testes
do careHPV foram realizados em temperatura ambiente (15-30 °C)*. Os resultados dos
testes foram comparados ao status patolégico de cada paciente. O status patolégico foi
baseado nos resultados da avaliagdo histolégica. As mulheres com um resultado positivo para
HC2 Test ou VIA foram remetidas para colposcopia e bidpsia. Os resultados do teste foram
comparados ao status patolégico para avaliar a sensibilidade clinica do teste, a
especificidade clinica e os valores preditivos negativos e positivos para a deteccdo de

neoplasia cervical de alto grau (consulte a Tabela 1 abaixo).

" Dados clinicos adicionais sobre testes careHPV realizados em Hyderabad, india, demonstram um desempenho vdélido
do ensaio em temperaturas de até 36,6 °C com uma umidade relativa méxima de 75% para temperaturas de até
31 °C, diminuindo linearmente para 27% a 36,6 °C.
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Tabela 1. Caracteristicas de desempenho do careHPV Test em uma populagéo de triagem geral

Diagnéstico patolégico
careHPV Test Positivo (NIC 2/3+) Negativo (< NIC 2) Total
Positivo 129 160 289
Negativo 18 934 952
Total 147 1094 1241
Em que:

® Sensibilidade [TP/(TP+FN]] = 87,76% (129/147); IC de 95% = 81,69-92,34%

o Especificidade [TN/(TN+FP|] = 85,37% (934/1094); IC de 95% = 83,19-87,38%
® Valor preditivo positivo = 44,64% (129/289)

® Valor preditivo negativo = 98,11% (934/952)

A prevaléncia de infecgdo por HPY em uma populagdo pode afetar o preditivo positivo, jé
que os valores diminuem ao testar populacdes com baixa prevaléncia ou individuos sem risco

de infeccdo.

A taxa de positividade do careHPV Test e do HC2 Test foi de 23,29% (289/1241) e 25,06%
(311/1241), respectivamente. O HC2 Test e o careHPV Test detectam os mesmos 13 tipos
de HPV, sendo que o careHPV Test ainda detecta o HPV tipo 66. Ndo é esperado que essa

diferenca resulte em perfis de desempenho significativamente diferentes para os dois festes.

A concordéncia entre o careHPV Test e o HC2 Test foi de 93,71%, como mostra a Tabela 2

abaixo.
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Tabela 2. Comparagéo do careHPV Test com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
careHPV Test Positivo Negativo Total
Positivo 261 28 289
Negativo 50 902 952
Total 311 930 1241

Kappa = 0,829 (P < 0,0001)

Taxa consistente = 1163/1241 = 93,71% (IC de 95% = 92,26%-94,97%)

A concorddancia entre o careHPV Test versus a deteccdo de HPV baseada em PCR foi de
90,89%, como mostra a Tabela 3 abaixo. O é&cido nucleico de HPV foi amplificado usando um

kit de detecgdo fluorescente baseado em PCR (Ganglong Biotechnology [Shenzhen] Co., Lid).

Tabela 3. Comparagéo do careHPV Test versus detecgéo de HPV baseada em PCR

Detecgdo de HPV baseada em PCR
careHPV Test Positivo Negativo Total
Positivo 263 26 289
Negativo 87 865 952
Total 359 891 1241

Kappa = 0,763 (P < 0,0001)

Taxa consistente = 1128/1241 = 90,89% (IC de 95% = 89,20%-92,40%)
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Desempenho da autocoleta

Na literatura mencionada em nossa andlise de desempenho do careHPV Test com espécimes
vaginais autocoletados, foram englobadas mais de 27.000 mulheres entre as idades de 25 a
60 anos. As coortes do estudo incluiram mulheres da China (34, 35), india (36), Nicardgua
(36) e Uganda (36). Os modelos dos estudos variaram ligeiramente, mas, em geral, as mulheres
com resultado positivo foram submetidas a exames de colposcopia posteriores e os resultados

foram registrados em termos de sensibilidade e especificidade versus o método comparativo.

Nos estudos que compararam espécimes autocoletados versus espécimes coletados por
médicos, os resultados indicaram sensibilidade reduzida, mas semelhante, para NIC2+ (34~
36), 70-83% para autocoletados versus 82-96% para coletados por médicos. Os resultados
de especificidade foram semelhantes para NIC2+ em ambos os métodos (34-36), 87-91%

para espécimes autocoletados versus 83-92% para coletados por médicos.
Condicdes dos testes de desempenho analitico

Estudos sobre sensibilidade analitica, reatividade cruzada e substéncias interferentes foram
realizados & temperatura ambiente (15 a 30 °C) em um ambiente de laboratério controlado.
Testes analiticos adicionais foram realizados em uma cdmara ambiental, mostrando um
desempenho vdlido do teste entre 15 a 40°C e 15 a 75% de umidade relativa (sem
condensac¢do); umidade relativa mdxima de 75% para temperaturas de até 31 °C,

diminuindo linearmente para 50% de umidade relativa a 40 °C.
Sensibilidade analitica

Para demonstrar a sensibilidade analitica do careHPV Test, um painel de alvos de DNA do
plasmideo HPV foi testado para verificar se cada um dos 14 tipos de HPV de alto risco foi
detectado com uma razdo PCy/NCy7 > 2,0. Cada um dos 14 tipos de DNA de HPV foi
preparado a uma concentracdo alvo de HPV de 1,0 pg/ml (5000 cépias/ensaio) em
calibrador negativo. A concentracdo preparada replica a concentracdo plasmidica alvo do

calibrador positivo.
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Cada tipo de HPV foi testado em réplicas de 8. O sinal médio, o CV e a relagdo sinal/ruido

para cada tipo de HPV foram calculados. Os resultados sdo exibidos na Tabela 4, abaixo.

Tabela 4. Resumo da sensibilidade andlitica do careHPV Test para cada tipo de DNA de HPV a 1 pg/ml

Tipo de HPV Sinal médio (ULR) Coeficiente de variacdo Relagdo sinal-ruido
16 672 15% 5,3
18 611 14% 4,9
31 623 12% 4,9
33 564 8% 4,5
35 678 10% 5,4
39 611 7% 4,4
45 321 9% 2,5
51 676 12% 5,4
52 370 8% 2,7
56 739 10% 5,8
58 558 10% 4,4
59 686 8% 5,4
66 636 12% 4,6
68 534 11% 3,8

Reatividade cruzada

Reatividade cruzada com microrganismos

Estudos indicam que o careHPV Test ndo reage de maneira cruzada com os seguintes

microrganismos (consulte a Tabela 5 abaixo) nas seguintes concentragdes:

e C. trachomatis (3,5¢2-2,0e3 UFC/ml)

e T. vaginalis (8e5 células/ml)

® Patégenos listados na Tabela 5 abaixo (1.5e4-9.8e9 UFC/ml)
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Tabela 5. Patégenos com potencial reatividade cruzada

Patégeno

Patégeno

Acinetobacter sp.
Acinetobacter Iwoffi
Bacteroides fragilis
Candida albicans
Chlamydia trachomatis
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis (Streptococcus)
Escherichia coli (HB101)*
Escherichia coli
Gardnerella vaginalis
Haemophilus ducreyi
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii

Mobiluncus mulieris

Mycoplasma hominis
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria lactamica
Neisseria sicca
Peptostreptococcus anaerobius
Prevotella melaninogenica
Proteus vulgaris

Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Treponema phagedenis
Trichomonas vaginalis

Ureaplasma urealyticum

*

testados.

Tanto a cepa de E. coli usada para cultura de plasmideos (HB101) como um isolado clinico de E. coli foram

Reatividade cruzada com DNA viral ou plasmideo

Os seguintes tipos de DNA foram tfestados quanto & reatividade cruzada nas seguintes

concentfragoes:

e Herpes simplex Il (1e6 PFU/ml)
® pBR322 (4 ng/ml)

O Herpes simplex Il nGo demonstrou reatividade cruzada.
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O plasmideo pBR322 demonstrou reatividade cruzada no careHPV Test, o que ndo é
inesperado. O pBR322 é usado como o vetor para o plasmideo HPV e ¢ dificil remover todo
o DNA do vetor pBR322 ao isolar a insercdo do HPV. A presenca de sequéncias homélogas
de pBR322 foi reportada em espécimes genitais humanos, e resultados falso-positivos podem

ocorrer na presen¢a de niveis elevados de DNA pBR322.

Reatividade cruzada com DNA gendémico humano

Estudos indicam que o careHPV Test ndo reage de maneira cruzada com o DNA gendmico

humano a 250 ng/ml.

Reatividade cruzada determinada pelo método BLAST

Foram concluidas andlises de sequéncia (método BLAST) para os seguintes, para garantir que

ndo houvesse sequéncias com reatividade cruzada sobrepostas:

e HIV, HBY, EBYV, CMV
e Adenovirus 2

® Neisseria meningitides
Substancias interferentes

O efeito das substancias que podem ser encontradas em espécimes cervicais (sangue total,
ducha vaginal, creme antifingico, gel contraceptivo e lubrificante vaginal) foi avaliado no
careHPV Test. As substéncias foram adicionadas em 2 quantidades diferentes (50 pl e 100 pl)
ao calibrador negativo, ao calibrador positivo e 5 pg/ml de HPV 16 no calibrador negativo.
O calibrador negativo, o calibrador positivo e 5 pg/ml de HPV 16 no calibrador negativo

também foram testados sem as substancias.

Foram observados resultados falso-positivos com o creme antifingico em ambas as
concentragdes, mas nenhum resultado falso-positivo foi observado com qualquer uma das

outras substdncias em qualquer concentracdo testada.
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Um resultado falso-negativo pode ser reportado em um espécime clinico com uma
concentracdo de DNA de HPV préxima & de CO (1 pg/ml) se niveis elevados de sangue, gel
contraceptivo ou ducha vaginal estiverem presentes no momento em que um espécime é

coletado.
Repetibilidade

Um estudo de repetibilidade foi realizado para determinar a precisdo do careHPV Test entre
laboratérios, instrumentos, lotes de kits do teste e operadores; usando um painel de precisdo
de alvos de HPV artificiais, diferentes niveis de espécimes clinicos positivos para HPV

agrupados e espécimes clinicos negativos para HPV agrupados.

O painel era composto por 28 amostras de HPV artificiais em uma matriz de amostras clinicas
negativa, 4 niveis de amostras clinicas agrupadas e 1 agrupamento de amostras clinicas
negativas. As 28 amostras de HPV artificiais consistiam cada uma em 14 amostras de DNA
plasmidico, representando os gendtipos detectados pelo careHPV Test. As amostras clinicas
do painel consistiam em: 1 amostra clinica negativa para HPV agrupada, 1 amostra clinica
positiva para HPV agrupada a 2X o pente—de—certg, 1 amostra clinica positiva para HPV
agrupada a 1,5X o pente—de—eertg, 1 amostra clinica agrupada com niveis de sinal
aproximadamente entre C20 e C95 e 1 amostra clinica agrupada com nivel de sinal

aproximadamente entre C5 e C20.

Foram utilizados no estudo 3 lotes de kits do careHPV Test, 1 lote de membros do painel e 2
sistemas careHPV. As amostras foram testadas em 12 dias, com 3 corridas por dia, 2
repeticdes por corrida e 1 corrida para cada lote de kit do teste por dia. Cada sistema
careHPV foi testado em cada dia; no entanto, um dos sistemas foi testado duas vezes por dia
e isso alternou ao longo do estudo. 2 operadores executaram as corridas do careHPV Test

durante todo o estudo. Os resultados sdo exibidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Resumo da proporcéo de resultados positivos com o intervalo de confianca de 95% exato bilateral
correspondente a cada amostra

Limite de confianca de

Variaveis de agrupamento Proporcéo 95% bilateral
Amostra ggglstdr: Fracao Porcentagem Inferior Superior
CTS1 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 7272 100,00% 95,01% 100,00%
CTS2 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CTS3 2xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CTS4 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 7272 100,00% 95,01% 100,00%
CTS5 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CTS6 2xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CTS7 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 7172 100,00% 92,50% 99,96%
CTS8 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CTS9 2xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 69/72 95,83% 88,30% 99,13%
CTS10 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 7272 100,00% 95,01% 100,00%
CTS11 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 70/72 97,22% 90,32% 99,66%
CTS12 2xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 71/72 98,61% 92,50% 99,96%
CTS13 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 70/72 97,22% 90,32% 99,66%
CTS14 2xCO 7272 100,00% 95,01% 100,00%
Cos 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CLS1 2xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CSL2 1.5xCO 72/72 100,00% 95,01% 100,00%
CSL3 Cos 70/72 97,22% 90,32% 99,66%
CSL4 Cs—Cyo 1/72 1,39% 0,04% 7,50%
CSL5 Negativo 1/72 1,39% 0,04% 7,50%

CO = Cuteff, Esses dados indicam que o careHPV Test pode ser repetido com 3 lotes de kits de teste, 2 operadores e

2 sistemas de instrumento.
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Reprodutibilidade

Um estudo de reprodutibilidade multicéntrico foi realizado para determinar a
reprodutibilidade entre dias, entre locais e global do careHPV Test usando um painel de alvos
de HPV artificiais, diferentes niveis de espécimes clinicos positivos para HPV agrupados e

espécimes clinicos negativos para HPV agrupados.

Dois laboratérios externos, um na Escécia e outro em El Salvador, além de um laboratério
interno nos Estados Unidos, realizaram os testes com o mesmo lote de kits do careHPV Test em
5 ou 6 dias diferentes. Todos os locais usaram um painel de precisdo idéntico, consistindo em
28 amostras artificiais de HPV, 4 niveis de amostras clinicas agrupadas e 2 agrupamentos de
amostras clinicas negativas. As 28 amostras arfificiais de HPV consistiam cada uma em
14 amostras de DNA plasmidico em uma matriz de amostras clinicas negativa, representando
os gendtipos defectados pelo careHPV Test, e elas foram formuladas diluindo os DNAs nos
niveis de eertg clinicos respectivos C95 e 2X. As amostras clinicas do painel de precisdo
consistiam em: 1 amostra clinica negativa para HPV agrupada, 1 amostra clinica positiva para
HPV agrupada a 2X pente—de—eertg, 1 amostra clinica positiva para HPV agrupada a 1,5X
ponte-de—eerte, 1 amostra clinica agrupada com niveis de sinal aproximadamente entre C20 e

C95 e 1 amostra clinica agrupada com nivel de sinal aproximadamente entre C5 e C20.

Todos os membros do painel foram testados cada dia por trés vezes em 2 corridas separadas.

Um operador diferente executou cada corrida didria. Os resultados séo exibidos na Tabela 7.
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Tabela 7. Proporgéo de resultados positivos com o intervalo de confianca de 95% exato bilateral correspondente a

cada amostra

Intervalo de Intervalo de
confianca de confianca de
;—rir?c?s(tjrz Amostra AEEED | HEREETIE p%??ob::iagglrzle p?alsr?ob::?\l/tz{zle
positividade positividade
observado (N=102) lesperado (N=102)
Clinica 1.5XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% | 94,66%, 99,98%
2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
c5-c20 0/102 0,00% 0,00%, 3,55% 1,61%, 28,65%
c95 98/98* 100,00% 96,31%, 100,00% | 88,93%, 98,39%
neg 2/102 1,96% 0,24%, 6,90% 0,00%, 3,55%
Artificial neg 1/98* 1,02% 0,03%, 5,55% 0,00%, 3,55%
dnalé_2XCO 97/97* 100,00% 96,27%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dnal6_c95 101/102 99,02% 94,66%, 99,98% | 88,93%, 98,39%
dnal8 2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dnal8_c95 98/100* 98,00% 92,96%, 99,76% | 88,93%, 98,39%
dna31l_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna31_c95 98/102 96,08% 90,26%, 98,92% | 88,93%, 98,39%
dna33_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna33_c95 99/102 97,06% 91,64%, 99,39% | 88,93%, 98,39%
dna35_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna35_c95 100/101* 99,01% 94,61%, 99,97% | 88,93%, 98,39%
dna39_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna39_c95 96/102 94,12% 87,64%, 97,81% | 88,93%, 98,39%
dna45_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dnad5_c95 90/101* 89,11% 81,35%, 94,44% | 88,93%, 98,39%
dna51_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna51_c95 101/102 99,02% 94,66%, 99,98% | 88,93%, 98,39%
dna52_2XCO 101/101* 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna52_c95 98/102 96,08% 90,26%, 98,92% | 88,93%, 98,39%
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Intervalo de
confianga de

Intervalo de
confianca de

Tipo de Amostra Fragio |Porcentagem 95% bilgteral 95% bilgteral
amostra para o nivel de para o nivel de
positividade positividade
observado (N=102) lesperado (N=102)
dna56_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna56_c95 95/101* 94,06% 87,52%, 97,79% | 88,93%, 98,39%
dna58 2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna58 c95 99/102 97,06% 91,64%, 99,39% | 88,93%, 98,39%
dna59_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna59 c95 100/102 98,04% 93,10%, 99,76% | 88,93%, 98,39%
dna66_2XCO 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% |96,45%, 100,00%
dna66_c95 93/102 91,18% 83,91%, 95,89% | 88,93%, 98,39%
dna68 2XCO 99/100* 99,00% 94,55%, 99,97% |96,45%, 100,00%
dna68_c95 102/102 100,00% 96,45%, 100,00% | 88,93%, 98,39%

CO = Cutoff. Os dados globais sGo uma combinacdo de todas as corridas em todos os locais
* Valores aberrantes excluidos da andlise de dados
Esses dados indicam que o careHPV Test é reproduzivel em 3 locais de 3 paises
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Simbolos

Os seguintes simbolos podem aparecer na embalagem e nos rétulos:

Simbolo

Definicdo do simbolo

IVD

REF

LOT

MAT

[enN]

Contém o suficiente para <N> testes

Data de validade

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

NUmero de referéncia

Nimero de lote

NiUmero de material

Hidréxido de sédio

Némero global de item comercial

Manual do careHPV Test Kit 08/2018

53



Limites de temperatura

Fabricante

EE Consulte as instrucdes de uso

Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de suporte técnico
em www.giagen.com/Support ou contate um dos Departamentos da Assisténcia técnica ou
distribuidores locais da QIAGEN (veja o verso do manual ou visite-nos em www.giagen.com).
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Folha de registro de dados do teste
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Informagdes sobre pedidos

Produto Contetdo N° ref.
Sistema careHPV Test Isso inclui os seguintes itens: 9001772
e careHPV Test Controller
e careHPV Test Luminometer
e careHPV Test Shaker
o careHPV Test Magnetic Plate
Holder
careHPV Test Luminometer Instrumento de deteccdo 9002140
quimioluminescente de microplacas
para uso com o sistema careHPV Test
careHPV Test Controller Dispositivo de tela de toque com 9002142
software de aplicativo para uso com o
sistema careHPV Test
careBrush Pacote com 50 dispositivos de coleta 619024
de escova cervical com abertura fécil
careHPV Collection Medium Pacote de 50 tubos, cada um contendo 619025
1 ml de careHPV Collection Medium
careHPV Test Magnetic Plate Suporte de placas magnéticas para o 9019960
Holder careHPV Test
Vedantes de placa 100 vedantes de placa 5070-1010
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Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade
especificas do produto, consulte o manual do usudrio ou o manual do kit QIAGEN
correspondente. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu

distribuidor local.

Histérico de revisdes do documento

Rev. 7 Atualizagdo dos materiais necessdrios, mas ndo fornecidos para
esclarecimento de instrugdes e substituicdo de produtos que ndo estdo mais
08/2018 | disponiveis.

Remocdo do nimero do lote.

Atualizagdo das declaragdes de seguranca e risco para identificagdo de

compostos que causam potencial irritagdo.

Atualizagdo da coleta de espécimes para inclusdo de informagdes

especificas sobre dispositivos de coleta.

Melhoria da descri¢do do rétulo, para corresponder aos adesivos das
tampas nos frascos de reagentes. Informacdes adicionadas sobre como

registrar amostras de cor escura.

Novo estilo de marca, informagdes de contato atualizadas para direcionar

os clientes ao site.

Pontas de pipeta extralongas excluidas (5075-1011) das informagdes

sobre pedidos.

Atualizacdo da secdo de materiais necessdrios, mas ndo incluidos: racks
de tubos de espécimes de espuma frocados por um novo produto,
atualizagéo do tamanho da pipeta de volume fixo, pipeta de repeticdo e

pontas de pipeta de repeticdo.
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Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, digene®, careBrush®, careHPV®, Hybrid Capture® (QIAGEN Group); VWR® (VWR Infernational LLC).

CARE ¢ uma marca comercial registrada da COOPERATIVE FOR ASSISTANCE AND RELIEF EVERYWHERE, INC. ("CARE"). CARE e os membros e dfiliados da CARE
International néo séo dfiliados & QIAGEN e ndo patrocinam, promovem, apoiam, participam ou controlam o desenvolvimento, a fabricagdo, o uso ou a venda de
qualquer produto QIAGEN.

Os nomes registrados, marcas registradas, etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo marcados especificamente como tais, ndo devem ser considerados
como ndo protegidos pela lei.

Acordo de licenga limitada

A utilizagdo deste produto implica a aceitagéio por parte de qualquer comprador ou usudrio do careHPV Test Kit dos termos seguintes:

1.

O careHPV Test poderd ser usado exclusivamente de acordo com o Manual do careHPV Test e apenas com os componentes contidos no Kit. A QIAGEN ndo
concede qualquer licenga ao abrigo da sua propriedade intelectual nem incorpora os componentes deste careHPV Test Kit com nenhum componente ndo incluido
neste careHPV Test Kit, exceto conforme descrito no Manual do careHPV Test e nos protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com.

Com excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este careHPV Test e/ou os seus usos ndo infrinjam os
direitos de ferceiros.

O careHPV Test Kit e seus componentes estéo licenciados para uso Unico e ndo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN renuncia especificamente a quaisquer outras licencas, expressas ou implicitas, & excecdo das expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do careHPV Test concordam em né&o realizar nem permitir que outra pessoa realize qualquer etapa que possa levar a ou facilitar
qualquer um dos atos proibidos acima. A QIAGEN pode impor as proibicdes do presente Contrato de Licenciamento Limitado em qualquer tribunal e devera
recuperar todas as custas de tribunal e de investigagdo em que incorra, incluindo honorérios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o
presente Contrato de Licenciamento Limitado ou qualquer um dos seus direitos de propriedade infelectual relativos ao careHPV Test Kit e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.qgiagen.com.

© 20152019 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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