HC /9 Hybrid Capture’2

Instrugcdes de Utilizacéo

digene® HC2 GC-ID DNA Test

Um ensaio in vitro de hibridizacdo em microplacas de acido nucleico com amplificacdo do sinal e
utilizando quimioluminescéncia de microplacas para a detec¢ao qualitativa de ADN de Neisseria
gonorrhoeae (GC) em amostras cervicais.

Utilizar em conjunto com:
digene® HC2 DNA Collection Device

digene® Female Swab Specimen Collection Kit
Hologic PreservCyt® Solution

PRINCIPAIS ALTERACOES RELATIVAMENTE A REVISAO DO FOLHETO
INFORMATIVO

1. Branding de produtos actualizado

2. Referéncias e dados de testes de reflexos eliminados.

Destinado apenas a utilizagcédo profissional por pessoal de laboratdrio com experiéncia e
formacdo adequadas. Ler cuidadosamente estas instru¢cdes antes de utilizar o teste.
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NOME E APLICACOES

0] digene® Hybrid Capture® 2 (HC2) GC-ID DNA Test € um ensaio de hibridizagdo de acidos nucleicos in
vitro com amplificagdo de sinal, utilizando quimioluminescéncia de microplacas para a detecgéo
qualitativa combinada de ADN de Neisseria gonorrhoeae em amostras cervicais recolhidas com o digene
HC2 DNA Collection Device [constituido por uma escova cervical e um digene Specimen Transport
Medium (STM)] e em amostras cervicais recolhidas com o digene Female Swab Specimen Collection
Kit™ (cotonete e STM) ou em amostras recolhidas usando um dispositivo de recolha tipo vassoura e
colocadas em solugdo Hologic PreservCyt®. O digene HC2 GC-ID DNA Test esta indicado para utilizagao
em mulheres sintomaticas ou assintomaticas como prova de infecgdo por Neisseria gonorrhoeae.

Se necessitar de realizar um elevado volume de amostras, o digene HC2 GC-ID DNA Test pode ser
realizado utilizando a aplicagao do instrumento do sistema Rapid Capture® (RCS).

IVD

Para utilizacdo em diagnésticos in vitro

SUMARIO E EXPLICACAO

As Neisseria gonorrhoeae sao diplococos iméveis Gram negativos com requisitos bastante complexos
para a sua multiplicagdo. Sado microrganismos aerébios, que se produzem de forma ideal a temperaturas
entre 35-37 °C na presenca de 3-7% de CO, e uma humidade relativa de = 70%. O possivel diagndstico
de infecgdo por Neisseria gonorrhoeae €, tradicionalmente, obtido isolando microrganismos a partir de
culturas clinicas e utilizando um corante gram para o exame morfoldgico. O diagndstico definitivo pode
ser obtido com um teste positivo para a oxidase e/ou catalase da cultura. Os resultados podem ser,
adicionalmente, confirmados com testes de degradacdo de carboidratos, de aglutinacdo e da
fermentacdo de agucares. Os testes de detecgdo de antigénios e de sondas de acidos nucleicos séo
mais definitivos e directos para deteccdo de Neisseria gonorrhoeae. Um ensaio imunoabsorvente
associado a enzimas demonstrou ser tdo sensivel e especifico como o corante gram na detecgdo de
gonococos em amostras uretrais e de primeira evacuagdo da urina masculinas, mas apresenta uma
menor sensibilidade quando aplicado em amostras endocervicais."? Uma vez que o teste de detecgéo de
antigénios pode apresentar uma reacgéo cruzada com Neisseria comensal e espécies relacionadas®,
este teste s6 pode ser utilizado para possiveis diagnésticos.3

Mais recentemente, tém-se utilizado testes de hibridizagao de acidos nucleicos na avaliagcido de amostras
clinicas para a detecgdo de Neisseria gonorrhoeae em populagdes de alto risco, utilizando tanto
amostras endocervicais como uretrais masculinas.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O digene HC2 GC-ID DNA Test, que utiliza a tecnologia de captura hibrida (digene Hybrid Capture 2), é
um ensaio de hibridizagdo de acidos nucleicos com amplificacdo do sinal que utiliza a detecgao
quimioluminescente de microplacas. As amostras que contém o ADN alvo hibridizam com uma sonda
especifica de ARN de GC. Os hibridos ARN:ADN resultantes sao capturados para a superficie do pogo
de uma microplaca revestida com anticorpos especificos para hibridos ARN:ADN. Os hibridos
imobilizados reagem entdo com anticorpos especificos conjugados com fosfatase alcalina para hibridos
ARN:ADN e sdo detectados com um substrato quimioluminescente. Por cada anticorpo, sdo conjugadas
diversas moléculas de fosfatase alcalina. A cada hibrido capturado ligam-se varios anticorpos
conjugados, o que resulta numa consideravel amplificagdo do sinal. A medida que o substrato é clivado
pela fosfatase alcalina associada, € emitida uma luz que é medida num lumindmetro em unidades
relativas de luz (URL). A intensidade da luz emitida indica a presenga ou auséncia de ADN alvo na
amostra.

Uma medicado de URL igual ou superior a um quociente especificado para o valor de corte (VC) positivo
indica a presenga de ADN de GC na amostra. Uma medi¢cdo de URL inferior ao quociente especificado
para o valor de corte positivo indica a auséncia de ADN de GC ou niveis inferiores ao limite de deteccao
do ensaio.

A sonda GC contém uma mistura de sondas especificamente seleccionada para eliminar ou minimizar a

reactividade cruzada com sequéncias de ADN de células humanas ou outras espécies bacterianas,

espécies de clamidias diferentes da Neisseria gonorrhoeae. A sonda para GC fornecida com o digene
1



HC2 GC-ID DNA Test é complementar a aproximadamente 9.700 bp ou a 0,5% do ADN gendmico de
Neisseria gonorrhoeae (1,9 x 10° bp).* Uma sonda é complementar a 100% do plasmideo criptico de
4200 bp.

O teste de um volume elevado de amostras com o digene HC2 GC-ID DNA Test pode ser realizado
utilizando um sistema de pipetagem e diluicdo automatico de utilizagdo geral designado de sistema de
captura rapida (RCS). Este instrumento, que utiliza uma aplicagdo especifica do digene HC2 GC-ID DNA
Test, analisa um maximo de 352 amostras em oito horas. Para permitir o teste de um volume elevado de
amostras, o sistema RCS realiza todas as fases do método analitico, excepto a desnaturagdo da
amostra, a detecc¢ao do sinal de quimioluminescéncia e o relatério de resultados.

REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS

Em cada conjunto de digene HC2 GC-ID DNA Test existem 96 testes ( [REF] 5140-1330). O numero de
resultados de doente varia em fungao do numero de utilizagdes por conjunto:

1 utilizagdo = 88 resultados de doente

2 utilizagdes = 80 resultados de doente
3 utilizagbes = 72 resultados de doente
4 utilizagdes = 64 resultados de doente

Corante indicador | INDIC| 1x0,35 ml
Contém 0,05% p/v de azida de sddio.

Reagente de desnaturacao* MM‘ 1x50ml
Solugéo de hidréxido de sodio (NaOH) diluido.

Diluente da sondax [ PIL | PROBE 1x5ml
Solugéo tamponada com 0,05% p/v de azida de sédio.

Sonda GC [PROBE| GC| 1x 200 pl

Sonda de ARN de GC em solugéo tamponada.

Calibrador negativo [CAL |- | 1Tx2ml
ADN transportador em Meio de Transporte de Amostras (STM) com 0,05% p/v de

azida de sodio.

Calibrador positivo GC (CP)@M 1x1ml
1,0 pg/ml de ADN de GC clonado e ADN portador no STM com 0,05% p/v de azida de sddio.

Controlo de qualidade CT (CQ CT) M 1Tx1ml
5,0 pg/ml de ADN de CT clonado e ADN portador no STM com 0,05% p/v de azida de sodio.

Controlo de qualidade GC (CQ GC) M 1Tx1ml
5,0 pg/ml de ADN de GC clonado € ADN portador no STM com 0,05% p/v de azida de sodio.

Microplaca de captura | PLATE | CAPTURE | 1 de cada
Revestida com anticorpos policlonais de cabra hibridos anti-ARN:ADN.

Reagente de deteccéo 1 M@ﬂ 1x12ml

Anticorpos conjugados com fosfatase alcalina para hibridos ARN:ADN em solu¢ao
tamponada com 0,05% p/v de azida de sdodio.

Reagente de deteccéo 2 M@ﬂ 1x12ml
CDP-Star® com Emerald I (substrato quimioluminescente).

Tampéo de lavagem concentrado | BUF | WASH [ X 30 | 1 x 100 ml
Contém 1,5% p/v de azida de sddio.

*Ver a seccao Avisos e Precaucdes deste documento para obter informagdes sobre saude e segurancga.

2



MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Equipamento e acessérios de diagnéstico in vitro para o sistema de captura hibrida®

Sistema de Captura Hibrida digene 2 (“sistema digene HC2”),
consistindo num luminémetro aprovado pela QIAGEN
(“luminémetro”), computador pessoal aprovado pela
QIAGEN e periféricos de computador (monitor, teclado,
cabo do rato, impressora e cabo de impressora), software
do sistema digene HC2 (“software de analise de ensaios
digene”), protocolos de ensaio do sistema digene HC2 para
CT/GC, software da placa LumiCheck e manual do
utilizador do sistema digene HC2

Misturador rotativo | para Sistema de Captura Hibrida

Aquecedor de microplacas | para Sistema de Captura Hibrida

Lavador de Placas Automatico para Sistema de Captura
Hibrida

Agitador tipo vortex 2 de Tubos Multi-Amostras (MST) para
Captura Hibrida (opcional)

Suporte e tampa de converséo (opcional para uso manual;
necessaria quando se utiliza o Sistema de Captura Rapida
com o digene HC2 GC-ID DNA Test e amostras PreservCyt)

Suporte e tampa de conversao digene (opcional para uso
manual; (necessaria quando se utiliza o Sistema de Captura
Rapida com o digene HC2 GC-ID DNA Test e amostras
digene HC2 recolhidas com o digene HC2 DNA Collection
Device)

Pipetador EXPAND-4 e suporte (opcional)C

digene HC2 DNA Collection Device P

digene Female Swab Specimen Collection Kit (constituida por
2 cotonetes e digene Specimen Transport Medium)D

Distribuidor de Vedantes para Tubos e Dispositivo de Corte
(opcional, utilizado com o agitador tipo vortex MST 2)

Equipamento e acessdrios para utilizagdo geral em
laboratério

Sistema Rapid Capture (opcional para analisar um volume
elevado de amostras)®

Aparelho de lavagem

Microplacas de hibridizagao

Tampas para microplacas

Tiras de Microplacas vazias (disponiveis da Costar, modelo n°®
2581); opcional para utilizagdo com o lavador de placas
automatico

Pontas de pipeta extra-longas para colheita da amostra
Microtubos de colheita de amostras

Suporte de microtubos de colheita de amostras

Tampas de rosca para microtubos de recolha de amostras
Reservatorios de reagente descartaveis

Parafilm DuraSeal®

Equipamento e acessérios adicionais para processamento
de amostras em solugao PreservCyt

Banho-maria a 65 * 2 °C de dimensao suficiente para conter 1
suporte de converséo (36 x 21 x 9 cm) ou dois suortes de
amostra digene (cada com 31,7 x 15,2 x 6.4 cm)

Microcentrifuga (opcional, para centrifugar os frascos das
sondas para obter um volume maximo da sonda)

Agitador tipo vortex com ligagao para copo

Micropipetador de canal Unico; com volumes variaveis entre
20 e 200 pl e 200-1000 pl

Pipetador de repeticdo com deslocamento positivo, como a
pipeta Eppendorf Repeater® ou equivalente

Pipetador de 8 canais: com volumes variaveis entre 25-200 pl

Cronémetro

Solugao de hipocloreto de sédio, 0,5% na concentragéo final
(de lixivia doméstica)

Parafilm® ou equivalente

Pontas de pipeta descartaveis com protecgao contra aerossdis
para pipetador de canal Gnico (20 a 200 pl e 200 a 1000 pl)

Pontas descartaveis para pipeta Eppendorf Repeater® (25e
500 pl)

Pontas descartaveis para pipetador de 8 canais (25 a 200 pl)

Papel absorvente Kimtowels® ou toalhas de papel de
libertagao reduzida de pélo equivalentes

Revestimento de bancada descartavel

Luvas sem pé de talco

Tubo de polipropileno de fundo redondo e tampa ajustavel de
5 ml e/ou 15 ml (para diluigdo das sondas)

Tubos de polipropileno de 2,0 ml para microcentrifuga com
tampa

Centrifuga de cuba oscilante capaz de atingir 2900 + 150 x g e
com capacidade para tubos de polipropileno de
centrifugagao coénica de 10 ml ou de 15 ml, conforme
especificado em baixo

Pipetas seroldgicas ou de transferéncia de 5 ml

Dispositivo de conversdo de amostras digene HC2*

Pontas descartaveis para pipeta Eppendorf Repeater®
(50 e 100 pl)

Para procedimento do agitador tipo vortex manual:

Tubos para conversdo de amostras digene HC2 (cénicos de
15 ml)F, tubos conicos Sarstedt® de 10 ml com tampa ou
VWR® ou tubos de propileno de fundo cénico de
centrifugagéo da marca Corning® de 15 ml com tampas

Suporte de tubos com capacidade para tubos cénicos de
10 mlou de 15 ml

Para procedimento de agitador tipo vortex 2 de tubos multi-
amostras

Tubos parFa conversdo de amostras digene HC2 (cénicos de
15 ml)

Tubo multi-amostras (MST) para o agitador tipo vortex 2

Suporte e tampa de conversao (especificos para tubos
conicos de 15 ml)

Distribuidor de vedantes para tubos e dispositivo de corte

Parafilm DuraSeal® (utilizado com o agitador tipo vortex
MST 2)

A Somente o equipamento e acessorios aprovados para os digene HC2 CT/GC DNA Tests podem ser adquiridos na QIAGEN.
B Igualmente necessario quando utilizar a aplicacdo RCS semi-automatica.
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C Este ¢ um artigo personalizado. Podem ser utilizadas outras pipetas multicanal expansiveis, desde que seja alcangado um
intervalo entre pontas de 3,2 cm, quando expandidas. Alternativamente, podera utilizar uma pipeta de canal unico capaz de
pipetar 75 pl.

® As caracteristicas de desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test foram estabelecidas unicamente com os kits de colheita
indicados.

E Consulte 0 manual do utilizador do sistema de captura rapida para obter instrugdes especificas sobre a utilizagdo desse sistema
para analisar um volume elevado de amostras.

F Os tubos para conversdo de amostras digene HC2 (marca VWR ou Corning®) disponiveis através da QIAGEN tém de ser
utilizados para garantir um desempenho adequado do ensaio quando utilizar o procedimento de agitador tipo vortex 2 de tubos
multi-amostras.

AVISOS E PRECAUCOES

LEIA CUIDADOSAMENTE TODAS AS INSTRUCOES ANTES DE UTILIZAR O TESTE.

PRECAUGOES DE SEGURANGA

TODAS AS AMOSTRAS devem ser consideradas como potencialmente infecciosas. Nenhum método de
analise conhecido pode assegurar completamente que as amostras ndo venham a transmitir infecgdes.
Recomenda-se que as amostras humanas s%'am manuseadas de acordo com as praticas de
biosseguranga nacionais/locais adequadas.S' "8 Utilize estas praticas de biosseguranca quando
manuseia materiais que contenham ou nos quais se suspeite a presenga de agentes infecciosos. Estas
precaugdes incluem, mas ndo se limitam as seguintes:

1. Nao pipete com a boca.
2. Nao fume, coma ou beba nas areas onde se manuseiam reagentes ou amostras.

3. Use luvas descartaveis sem p6 de talco durante o manuseamento de reagentes ou de amostras. Lave
bem as maos depois de realizar a analise.

4. Limpe e desinfecte todos os vestigios de amostras com um desinfectante tuberculocida, tal como
hipocloreto de sodio a 0,5% p/v ou outro desinfectante adequado.®'®

5. Descontamine e elimine todas as amostras, reagentes ou outros materiais potencialmente
contaminados, em conformidade com os regulamentos nacionais e locais.""""?

Alguns reagentes contém azida de sédio. Registou-se a formacao de azida de chumbo ou de cobre nas
canalizagbes do laboratério. Estas azidas podem explodir por percussdo, como acontece ao martelar.
Para evitar a formacao de azida de chumbo ou de cobre, deixe correr bastante dgua no lavatério depois
de eliminar solugdes que contenham azida de sédio. Para remover contaminagbes em canalizagdes
antigas, onde se suspeite a existéncia de acumulagdo de azida, o National Institute for Occupational
Safety and Health Administration recomenda o seguinte: (1) escoe o liquido através dos sifdes, utilizando
um tubo de borracha ou de plastico, (2) encha com uma solugdo de 10% p/v de hidroxido de sddio, (3)
deixe repousar durante 16 horas e (4) deixe correr agua abundantemente.



INFORMAGOES SOBRE A SEGURANCA E RISCOS PARA A SAUDE

OS MATERIAIS ABAIXO INDICADOS FORAM AVALIADOS DE ACORDO COM OS REQUISITOS
DAS DIRECTIVAS COMUNITARIAS 2001/59/CE E 99/45/CE.

Tampao de lavagem concentrado. Contém azida de sédio: toxico (T)

R25: Toxico por ingestao.

R52/53: Nocivo para os organismos aquaticos, podendo causar efeitos nefastos a longo
prazo no ambiente aquatico.

S36/37/39: Usar vestuario de proteccgéao, luvas e equipamento protector para os olhos/face
adequados.

S45: Em caso de acidente ou indisposi¢ao, consultar imediatamente o médico (se possivel
mostrar-lhe o rétulo).

Reagente de desnaturacdo. Contém hidréxido de s6dio: corrosivo (C)

R35: Provoca queimaduras graves.

S26: Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e
consultar um especialista.

S36/37/39: Usar vestuario de protecgao, luvas e equipamento protector para os olhos/face
adequados.

S45: Em caso de acidente ou de indisposigao, consultar imediatamente um médico (se
possivel mostrar-lhe o rétulo).

Diluente de sonda. Contém BES e acido acético: irritante (Xi)

R36/38: Irritante para os olhos e pele.

S26: Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e
consultar um especialista.

S36/37/39: Usar vestuario de protecgéo, luvas e equipamento protector para os olhos/face
adequados.

INFORMACAO DE EMERGENCIA 24 HORAS

INFORMAGOES DE EMERGENCIA MEDICA EM INGLES, FRANCES E ALEMAO PODEM SER
OBTIDAS 24 HORAS/DIA JUNTO DO:

CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS DE MAINZ, ALEMANHA

TEL: +49-6131-19240

Consulte o manual do utilizador do sistema de captura rapida para obter instru¢c8es especificas
sobre os avisos e precaucfes relativos a utilizacdo desse sistema para analisar um volume
elevado de amostras.



PRECAUGOES DE MANUSEAMENTO

1.
2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

Apenas para utilizagdo em diagndsticos in vitro.

A escova cervical sé deve ser utilizada em mulheres que ndo estejam gravidas.

Nao utilize os reagentes depois do prazo de validade indicado junto ao simbolo g no rétulo da
embalagem exterior.

A realizacdo do ensaio fora dos intervalos de tempo e de temperatura indicados pode dar origem a
resultados invalidos. Os ensaios que nao cumpram estes intervalos estabelecidos sao considerados
invalidos e tém de ser repetidos.

De forma a obter resultados fiaveis no teste, o procedimento para o teste, os critérios de verificagao
da calibragao, o controlo de qualidade e a interpretagdo de resultados de amostras do digene HC2
GC-ID DNA Test tém de ser rigorosamente observados.

E importante pipetar exactamente o volume de reagente indicado e misturar bem apds a adigdo de
cada reagente. Caso contrario, podera obter resultados errados. Assegure que as alteragdes de cor
detectadas confirmam que estas condi¢des foram satisfeitas.

Estes componentes foram testados como uma unidade. Nao misture componentes de outras origens
ou de lotes diferentes.

Os acidos nucleicos sdo muito sensiveis a degradacao da nuclease ambiental. As nucleases estao
presentes na pele humana e nas superficies ou materiais manuseados por seres humanos. Limpe e
cubra as superficies de trabalho com um revestimento de bancada descartavel e use luvas sem po
de talco durante a realizacdo de todos os passos do ensaio.

Tenha cuidado para evitar a contaminagdo da microplaca de captura e do reagente de deteccéo 2
por fosfatase alcalina exdgena durante a realizagdo do ensaio. As substancias que podem conter
fosfatase alcalina incluem o reagente de detecgéo 1, bactérias, saliva, cabelo e gordura da pele. E
especialmente importante cobrir a microplaca de captura depois do procedimento de lavagem
e durante a fase de incubacédo do reagente de deteccdo 2, uma vez que a fosfatase alcalina
exdgena pode reagir com o reagente de deteccdo 2 e dar origem aresultados falsos-positivos.

Proteja o reagente de deteccao 2 da exposigao prolongada a luz directa. Utilize o reagente dentro do
periodo de tempo indicado imediatamente depois de retirar a aliquota e evite o contacto directo com
a luz solar.

O pipetador de repeticdo deve ser regulado antes de comecar a pipetar os reagentes e deve ser
verificado, periodicamente, para que ndo contenha grandes bolhas de ar. Uma quantidade excessiva
de bolhas de ar na ponta do pipetador de repeticao pode provocar uma medi¢ao imprecisa que pode
ser evitada se encher o pipetador, esvaziar todo o liquido e voltar a encher. Consulte os manuais de
instrucdes do pipetador para obter indicagdes especificas de utilizagdo.

A utilizagao da pipeta multicanal deve ser realizada recorrendo a técnica de pipetagem inversa (ver
Deteccao hibrida) para distribuir os reagentes de detecgéo 1 e 2. Verifique se a ponta de cada pipeta
no pipetador multicanal se encontra correctamente encaixada e cheia.

Durante a lavagem tenha o cuidado de assegurar que todos 0s micropogos sao correctamente
lavados, conforme indicado nas instrugbes de lavagem manual. Uma lavagem inadequada provocara
um sinal de fundo aumentado e pode dar origem a resultados falsos-positivos. A presenga de
tampdo de lavagem residual nos pogos pode provocar uma reducdo do sinal ou uma ma
reprodutibilidade.

Aguarde pelo menos 60 minutos até o aquecedor de microplacas | estabilizar a uma temperatura de
65 °C £ 2 °C, a partir de uma temperatura inicial fria. Se ndo respeitar este periodo de aquecimento,
a microplaca de hibridizacdo pode derreter. Consulte o manual do utilizador do aquecedor de
microplacas | para obter mais informacgdes.



PREPARACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES

1. Depois de receber o dispositivo, armazene-o a uma temperatura de 2-8 °C. Se desejar, o tampao de
lavagem concentrado, o reagente de desnaturagao e o corante indicador podem ser armazenados a
uma temperatura de 2-30 °C.

2. Nao utilize o dispositivo depois da data de validade indicada junto ao simbolo g no rétulo da
embalagem exterior ou da data de validade dos reagentes preparados (ver em baixo).

3. Todos os reagentes sao fornecidos prontos a serem utilizados excepto o reagente de desnaturagéo, a
mistura de sondas GC e o tampao de lavagem.

Consulte o manual do utilizador do sistema de captura rdpida para mais informagdes sobre a
preparacdo da mistura de sondas GC, do tampéo de lavagem, do reagente de deteccédo 1 e do
reagente de deteccado 2, uma vez que estas instrucdes séo especificas a utilizacdo desse sistema
para analisar um volume elevado de amostras.

Método de preparacdo de reagentes

Reagente de PREPARAR PRIMEIRO:
desnaturacgao Adicione 5 gotas de corante indicador ao frasco do reagente de desnaturagdo e misture bem. O
reagente de desnaturagédo deve apresentar uma cor purpura escura uniforme.

Uma vez preparado, o reagente de desnaturagdo mantém-se estavel durante trés meses,
quando armazenado a uma temperatura de 2-8 °C. Rotule-o com uma nova data de validade. Se
a cor ficar mais clara, adicione 3 gotas adicionais de corante indicador e misture cuidadosamente
antes de utilizar.

Aviso: O reagente de desnaturagéo é corrosivo. Use vestuario de protecgéo, luvas e
equipamento protector para os olhos/face adequados. Tenha cuidado durante 0 manuseamento.

Mistura de PREPARAR DURANTE A INCUBACAO PARA A DESNATURACAO DA AMOSTRA:
sondas GC
(preparada com | IMPORTANTE: POR VEZES, A SONDA FICA PRESA NA TAMPA DO FRASCO.
asondade GC ) ] ] ] ]
e diluentes da Nota: Tenha muito cuidado neste passo para evitar a contaminagéo da sonda e da mistura de
sonda) sondas por RNase. Utilize pontas de pipetas com protecgéo contra aerossois para pipetar
a sonda. O diluente da sonda é viscoso. Ao preparar a mistura de sondas para GC,
assegure uma mistura cuidadosa. Deve formar-se um vortex visivel no liquido
durante o processo de mistura. Uma misturaincompleta pode provocar um sinal
reduzido.

» Centrifugue brevemente o frasco da sonda de GC para fazer com que o liquido desga para o
fundo do frasco. Bata levemente no tubo para misturar.

+ Determine a quantidade de mistura de sondas necessaria (25 pl/teste). Recomenda-se a
preparacéo de uma porgao extra de mistura de sondas para compensar o volume que se
possa perder nas pontas das pipetas ou nas paredes do frasco. Consulte os volumes
sugeridos, indicados em baixo. O numero minimo de pogos recomendado para cada
utilizagdo é de 24. Se pretender utilizar menos de 24 pogos por ensaio, o0 numero total de
testes por dispositivo pode ser reduzido devido a volumes limitados da sonda e de diluente da
sonda.

» Transfira a quantidade necessaria de diluente da sonda para um novo recipiente descartavel.
Dependendo do numero de testes, recomendamos a utilizagdo de tubos de polipropileno de 5
ml ou de 15 ml com tampa ajustavel e fundo redondo. Prepare uma diluicdo de 1:25 de sonda
de GC em diluente da sonda para preparar a mistura de sondas.




Volume de diluente da

N° de testes/tiras sonda* Volume da sonda*
96/12 4,0 ml 160,0 ul
72/9 3,0 ml 120,0 ul
48/6 2,0 ml 80,0 ul
24/3 1,0 ml 40,0 pl
por pogo 0,045 mi 1,8 ul

*Estes valores incluem o volume extra recomendado.

* Pipete a sonda no diluente da sonda, colocando a ponta da pipeta contra a parede interna do
tubo, mesmo acima do menisco e expelindo o conteudo. Ndo mergulhe a ponta no diluente
da sonda.

« Agite no agitador durante pelo menos 5 segundos a velocidade maxima para misturar
completamente. Deve formar-se um vortex visivel. Rotule como “mistura da sonda GC” e
conserve num recipiente fechado até utilizar. A mistura de sondas néo utilizada deve ser
eliminada.

Tampéo de
lavagem

PREPARAR DURANTE O PROCESSO DE CAPTURA:

O tampao de lavagem para o lavador de placas automatico pode ser preparado conforme
descrito em baixo e armazenado num recipiente tapado ou pode preparar 1 | de cada vez e
coloca-lo nos reservatérios do lavador de placas automatico. Consulte os volumes de mistura na
tabela que se segue.

Consulte o manual do utilizador do lavador de placas automéatico para obter mais
informacdes sobre as instru¢cdes de manuseamento e de manutencgao.

Aviso: O tampéao de lavagem concentrado € toxico por ingestdo. Use vestuario de protecgéo,
luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados. Para minimizar a exposicao,
adicione agua ao tampao de lavagem concentrado durante a sua preparagao.

Quantidade de tampao Quantidade de agua Volume final de tampao

de lavagem concentrado  destilada ou desionizada de lavagem
33,3 ml 966,7 ml 1L
66,6 ml 1.933,4 ml 2L
100,0 ml 2.900,0 ml 3L

Nota: E muito importante deixar sempre o lavador de placas automaético ligado para
permitir que a lavagem de manutencéo seja realizada ap6s oito horas de nao
utilizagéo.

Antes de cada ensaio, assegure-se que o reservatorio de residuos do lavador de placas
automatico esta vazio e que o reservatério de enxaguamento esta cheio com agua
destilada ou desionizada.

Consulte 0 manual do utilizador do lavador de placas automatico para obter mais informagdes
sobre as instru¢gdes de manuseamento e de manutengao.

Para o método de lavagem manual de placas:
* Misture bem o tampé&o de lavagem concentrado.

+ Dilua 100 ml de tampéao de lavagem concentrado com 2,9 | de agua destilada ou desionizada e
misture bem (o volume final deve ser de 3 ).

* Feche o recipiente para evitar a contaminagdo ou a evaporacgao.

Uma vez preparado, o tampao de lavagem mantém-se estavel durante trés meses, quando
armazenado a uma temperatura de 2-30 °C. Rotule-o com uma nova data de validade. Se o
tampao de lavagem tiver sido refrigerado, deixe estabilizar a uma temperatura de 20-25 °C antes
de o utilizar.

Recomenda-se que o aparelho de lavagem e a tubagem sejam limpos com uma solugéo de
hipocloreto de sédio a 0,5% e bem enxaguados com agua destilada ou desionizada de trés em
trés meses para evitar uma eventual contaminagao por fosfatase alcalina, existente nas
bactérias e nos bolores.




Volumes dos real

entes prontos a usar

Reagente de
deteccdo 1 e
reagente de
deteccéo 2

IMEDIATAMENTE ANTES DE UTILIZAR:

Misture bem o reagente, depois meca cuidadosamente o volume adequado de reagente de
deteccao 1 ou de reagente de detecgao 2 para um reservatério de reagente limpo, observando
as orientagdes abaixo indicadas. Para evitar contaminagéo, estes reagentes NAO PODEM ser
novamente colocados nos frascos originais: Descarte todo o material que ndo tenha sido
utilizado. Se nao estiver a utilizar um pipetador de 8 canais, pode ser utilizado um pipetador de
repeticdo. Neste caso, as aliquotas do reagente devem ser recolhidas num tubo de polipropileno
com dimensdes adequadas para conter o volume necessario, conforme indicado em baixo.

N° de Volume de reagente de
testesl/tiras deteccdo 1 ou 2
96/12 Conteudo do frasco
72/9 7,0 ml
48/6 5,0ml
24/3 3,0ml
1 teste 0,125 ml




COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

As amostras cervicais recolhidas e transportadas utilizando o digene HC2 DNA Collection Device
(constituido por escova cervical e meio de transporte de amostras digene) e o digene Female Swab
Specimen Collection Kit (cotonete e meio de transporte de amostras digene) ou amostras recolhidas
usando um dispositivo tipo escova e colocadas em solu¢do Hologic PreservCyt sdo as Unicas amostras
recomendadas para utilizar com o digene HC2 GC-ID DNA Test. As amostras recolhidas com outros
dispositivos de amostragem ou transportadas noutros meios de transporte ndo foram consideradas para
serem utilizadas com este ensaio. As caracteristicas de desempenho deste kit foram estabelecidas
unicamente com os kits de colheita indicados. As amostras cervicais tém de ser recolhidas antes da
aplicacdo de acido acético ou iodo, no caso de se realizar um exame de colposcopia. Consulte as
instrucdes de utilizacdo do digene HC2 DNA Collection Device para obter informagdes adicionais sobre
os procedimentos de recolha de amostras e de manuseamento.

AMOSTRAS CERVICAIS EM STM

As amostras STM podem ser mantidas até duas semanas a temperatura ambiente e enviadas sem
refrigeragcdo para o laboratério de analises. As amostras devem ser enviadas num recipiente isolado,
quando o transporte se realiza de um dia para o outro ou quando a entrega é efectuada no prazo de
2 dias. No laboratdrio de analises, as amostras tém de ser armazenadas a uma temperatura de 2-8 °C,
se os ensaios forem realizados no prazo de uma semana. Se o ensaio for realizado apés 1 semana,
armazene as amostras a uma temperatura de -20 °C até 3 meses. Foi adicionado um conservante ao
meio de transporte de amostras digene para retardar o desenvolvimento de bactérias e para manter a
integridade do ADN. Este conservante ndo se destina a preservar a viabilidade de microrganismos ou
de células. As amostras recolhidas em meio de transporte de amostras digene ndo podem ser utilizadas
para cultura em outros métodos de teste.

A estabilidade das amostras STM durante 2 semanas a temperatura ambiente, mais uma semana
adicional a 2-8 °C baseia-se em testes internos com 90 amostras clinicas simuladas. Estas 90 amostras
incluiam 40 que continham baixas concentragdes de microrganismos de GC [no ou préximo do limite de
deteccdo do ensaio (LOD)], 35 que apresentavam amostras moderadamente positivas
(aproximadamente 2-5 vezes o LOD) e 5 amostras positivas altas que ultrapassavam 10 vezes o LOD.
As restantes 10 amostras apresentaram um resultado negativo a infecgdo por GC. No entanto, 5
continham um elevado nivel de microrganismos CT. As previsdes de desempenho do ensaio baseiam-se
em amostras conservadas a 2-8 °C ou congeladas e analisadas 1-2 semanas apos a sua colheita.

Notas:

1. Submeteu-se uma aliquota nao desnaturada de cada uma das 90 amostras a temperaturas extremas,
com vista a simular as condigées de transporte (armazenamento a -20 °C durante 3 dias, e depois a
50 °C durante 5 dias e 2 semanas adicionais a temperatura ambiente). Embora se tenha observado
uma perda de sinal (URL/VC) passados 8 dias nestas condi¢des, a interpretacdo qualitativa dos
resultados nao foi afectada. Passadas as duas semanas adicionais de incubagao a temperatura
ambiente, ndo se observaram diferengas qualitativas com amostras que continham niveis baixos de
microrganismos.

2. Para evitar que as tampas das amostras que sdo transportadas ou armazenadas congeladas saltem:

. Cubra as tampas com Parafilm® antes de transportar as amostras previamente congeladas. As
amostras podem ser transportadas congeladas ou a uma temperatura de 20-25 °C.

. Quando retirar as amostras do congelador para realizar a analise, substitua imediatamente as
tampas por tampas de rosca.

3. O digene HC2 DNA Collection Device ndo devem ser utilizados em mulheres gravidas. Recolha as
amostras de mulheres gravidas utilizando apenas o digene Female Swab Specimen Collection Kit.
AMOSTRAS CERVICAIS EM SOLUCAO HOLOGIC PRESERVCYT

As amostras recolhidas usando um dispositivo de recolha tipo vassoura e colocadas em solugao Hologic
PreservCyt para serem usadas na elaboragéo de 1dminas Hologic ThinPrep® Pap Test podem ser usadas
com o di%ene HC2 GC-ID DNA Test. As amostras devem ser recolhidas da forma habitual e as laminas
ThinPrep™ Pap Test devem ser preparadas de acordo com as instru¢ées da Hologic.
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As amostras em solugédo PreservCyt podem ser conservadas durante um més a temperatura ambiente
(20-25 °C), apos a colheita e antes do processamento para o digene HC2 GC-ID DNA Test. As amostras
de solugdo PreservCyt ndo podem ser congeladas. Para processar estas amostras, consulte o
Procedimento de preparacéo da amostra PreservCyt.

PROCEDIMENTO PARA O TESTE

As amostras podem conter agentes infecciosos e devem ser manuseadas adequadamente. O
digene HC2 GC-ID DNA Test pode ser realizado manualmente, conforme indicado nas instrucées de
utilizagao ou utilizando o instrumento do sistema de captura rapida para o teste de um volume elevado
de amostras.

TESTE DE UM VOLUME ELEVADO DE AMOSTRAS UTILIZANDO O SISTEMA DE CAPTURA
RAPIDA

O sistema de captura rapida (RCS) é um sistema de pipetagem e diluicdo automatico de utilizagéo geral
que se pode utilizar com o digene HC2 GC-ID DNA Test para testar um volume elevado de amostras.
Este sistema processa até 352 amostras em oito horas, incluindo um periodo de 3,5 horas durante o qual
nao é necessaria qualquer intervengéo do utilizador; podem obter-se até 704 resultados de amostras em
13 horas. A desnaturagdo das amostras em fase de preparagcdo para o teste realiza-se
independentemente do RCS, no tubo de colheita principal, conforme realizado no método manual do
digene HC2 GC-ID DNA Test descrito em baixo, antes de o colocar na plataforma RCS. Além disso, a
deteccgao do sinal por quimioluminescéncia e o relatério de resultados realizam-se utilizando o sistema
do lumindmetro auténomo aprovado pela QIAGEN, comum tanto ao método manual como ao do sistema
RCS. Cada uma das fases do método analitico do digene HC2 GC-ID DNA Test realiza-se segundo a
sequéncia exacta do procedimento da técnica manual. A aplicaggo RCS permite realizar,
escalonadamente, o procedimento com até 4 microplacas, cada uma contendo amostras, bem como os
calibradores e controlos de qualidade necessarios ao ensaio.

Quando utilizar o sistema de captura rapida, consulte o manual do utilizador do sistema de
captura rapida fornecido com o instrumento, para além destas instru¢cGes de utilizagcdo, para obter
as necessarias informacdes descritivas e sobre o procedimento.

METODO MANUAL

Preparacdo
1. Aguarde pelo menos 60 minutos até o aquecedor de microplacas | estabilizar a uma temperatura de

65 °C + 2 °C, a partir de uma temperatura inicial fria. Consulte o manual do utilizador do aquecedor de
microplacas | para obter mais informacoes.

2. Certifique-se que o banho-maria esta a 65 °C e que o nivel de agua é suficiente para mergulhar todo
0 volume dos tubos com as amostras.

3. Retire as amostras e todos os reagentes necessarios do frigorifico antes de iniciar o ensaio. Deixe-
os estabilizar durante 15 a 30 minutos até atingirem uma temperatura de 20-25 °C.

4. Crie um esquema de placas usando o software de analise de ensaios digene com protocolos de
ensaio digene para GC. Consulte o manual do utilizador de software aplicavel para obter mais
detalhes.

5. O calibrador negativo, o calibrador positivo e os controlos de qualidade devem ser preparados de
novo para cada ensaio. Misture bem os calibradores e os controlos de qualidade. Se utilizar o
agitador tipo vortex MST 2, retire 500 yl de cada para tubos vazios destinados a colheita e
correctamente rotulados. Alternativamente, retire 200 ul de cada para tubos de polipropileno de 2 mi
para microcentrifuga correctamente rotulados.

11



6. O calibrador negativo e o calibrador positivo devem ser analisados PRIMEIRO em triplicado para
cada lote de amostras a testar. Os controlos de qualidade e as amostras devem ser testados de uma
s6 vez. Os calibradores, os controlos de qualidade e as amostras devem ser testados numa
configuracdo em colunas de 8 micropogos, de modo a que as réplicas do calibrador negativo (CN)
figuem em A1, B1, C1; o calibrador positivo (CP) em D1, E1, F1; CQ CT em G1; CQ GC em H1; e
depois as amostras comegando em A2. Ver o exemplo de esquema em baixo. Consulte 0 manual do
utilizador do luminémetro aprovado pela QIAGEN e o manual do utilizador do software de anélise de
ensaios digene aplicavel para a preparagdo correcta no software do calibrador/controlo de
qualidade/amostra.

EXEMPLO DE UM ESQUEMA PARA UM TESTE DE 24 MICROPOCOS:

Coluna
Linha 1 2 3
A CN Am. 1 Am. 9
B CN Am. 2 Am. 10
C CN Am. 3 Am. 11
D CP Am. 4 Am. 12
E CP Am. 5 Am. 13
F CP Am. 6 Am. 14
G CQCT Am. 7 Am. 15
H CQGC Am. 8 Am. 16
DESNATURACAO
Notas:

Cuidado: O reagente de desnaturagdo é corrosivo. Use vestuario de protecgdo, luvas e
equipamento protector para os olhos/face adequados. Tenha cuidado e use luvas sem pé de talco
durante o seu manuseamento.

Importante: Algumas amostras podem conter sangue ou outros materiais biolégicos, que podem
dissimular as alteragcdes de cor apds a adicdo do reagente de desnaturagdo. As amostras que
apresentam uma cor escura antes da adicao do reagente de desnaturagdo podem néo produzir as
alteracOes de cor adequadas nestas fases. Nestes casos, a ndo apresentacdo da alteragao de cor
apropriada ndo afecta os resultados do ensaio. A mistura correcta pode ser verificada, observando
as alteragdes de cor dos calibradores e dos controlos de qualidade.

Durante a fase de desnaturagéo, assegure-se que o nivel de agua no banho-maria é adequado
para mergulhar todo o volume de amostra no tubo.

As amostras podem ser preparadas durante a fase de desnaturacdo e armazenadas a uma
temperatura de 2-8 °C de um dia para o outro, ou a uma temperatura de -20 °C durante até 3
meses. Pode realizar até um maximo de 3 ciclos de congelagdo/descongelagdo durante um
periodo maximo de 2 horas a temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelagéo. Misture
bem antes de utilizar.

Os calibradores e os controlos de qualidade podem ser preparados até a fase de desnaturacao e
armazenados a 2-8°C durante a noite, mas ndo podem ser congelados. Se forem congelados,
terdo de ser descartados.

Apébs a desnaturacéo e a incubacdo, as amostras ja ndo sdo consideradas como infecciosas.” No
entanto, o pessoal do laboratério deve continuar a observar as precaugdes nacionais/locais.
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CALIBRADORES, CONTROLOS DE QUALIDADE E PROCEDIMENTO DE PREPARACAO DE
AMOSTRAS STM

Notas:
¢ Nao retire o dispositivo de recolha das amostras antes da desnaturagao.

e Para evitar resultados falsos-positivos, € fundamental que todos os calibradores, controlos de
qualidade e amostras STM entrem em contacto com o reagente de desnaturagdo. A mistura
apos a adicdo de reagente de desnaturagdo é um passo muito importante: assegure-se que o
agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2 esta regulado em 100 (velocidade maxima)
e que observa um vortex visivel de liquido durante a mistura, de forma a que o liquido
cubra toda a superficie interna do tubo. Se realizar uma mistura manual, assegure-se que
cada calibrador, controlo de qualidade e amostra é misturado individualmente, agitando
no vortex durante, pelo menos, 5 segundos a velocidade maxima, de forma a que o vortex
de liquido cubra toda a superficie interna do tubo, devendo depois inverter o tubo uma
vez.

1. Retire e descarte as tampas dos calibradores, dos controlos de qualidade e dos tubos de amostras
STM.

Nota: As tampas retiradas dos tubos das amostras sdo consideradas como potencialmente
infecciosas. Descarte-as de acordo com os regulamentos locais/nacionais aplicaveis.

2. Pipete o reagente de desnaturacdo com o corante indicador em cada calibrador, controlo de
qualidade ou amostra STM, utilizando um pipetador de repeticdo ou ajustavel. Tenha cuidado para
nao tocar nas partes laterais do tubo, pois pode ocorrer contaminagdo cruzada das amostras. O
volume de reagente de desnaturacdo necessario é equivalente a metade do volume da amostra. Na
tabela seguinte indica-se o volume exacto para cada tipo de calibrador, controlo de qualidade e
amostra.

» Dilua o restante reagente de desnaturacdo num frasco antes de descartar de acordo com 0s
procedimentos laboratoriais nacionais/locais.

Volume de reagente de

Calibrador, controlo de qualidade ou amostra desnaturagao necessario
Calibrador negativo, calibrador positivo e controlo de qualidade, 200 ul 100 pl
Calibrador negativo, calibrador positivo e controlo de qualidade, 500 ul 250 pl
Amostra cervical, 1 ml 500 ul

3. Misture as amostras utilizando um dos dois métodos que se seguem.

Método de agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2

Nota: As amostras QIAGEN misturadas com o agitador tipo vortex MST 2 tém de ser hibridizadas
usando a microplaca de hibridizagcdo e o método de aquecedor de microplacas I. Consulte o
manual do utilizador do agitador tipo vortex MST 2 para obter instrugdes adicionais, caso seja
necessario.

a) Cubra os calibradores, controlos de qualidade e os tubos de amostras STM com parafilm

DuraSeal®, puxando a pelicula sobre os tubos no suporte.

b) Coloque a tampa do suporte sobre os tubos cobertos com parafilm e bloqueie através dos dois

clips laterais. Corte a pelicula com o dispositivo de corte.

c) Coloque o suporte no agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2 e fixe o suporte com o gancho.

Verifique se a velocidade esta regulada em 100 (velocidade maxima) e comute o vortex para a
posigédo ON (ligado). Agite os tubos durante 10 segundos.

Método de agitacdo manual/individual de tubos

a) Volte a tapar os calibradores, os controlos de qualidade e os tubos de amostras STM com tampas
de rosca limpas.

b) Misture bem cada tubo, agitando-o individualmente a velocidade maxima durante 5 segundos.

¢) Inverta cada tubo de amostra uma vez para cobrir todo o interior do tubo, a tampa e o rebordo.

d) Volte a colocar o tubo no suporte.
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4. Independentemente do método de agitador tipo vortex utilizado, deve ser visivel um vortex de
liquido dentro de cada tubo durante a mistura, de forma a que o liquido cubra toda a superficie
interna do tubo. Os calibradores, controlos de qualidade e as amostras devem adquirir uma cor
purpura.

5. Incube os tubos no suporte num banho-maria a 65 + 2 °C durante 45 + 5 minutos (os calibradores,
controlos de qualidade e as amostras desnaturados podem ser analisados imediatamente. Os
calibradores e os controlos de qualidade podem ser armazenados a 2-8 °C de um dia para o outro de
acordo com o descrito nas Notas em cima). Para mais informagdes sobre o armazenamento das
amostras, consulte o Ponto de paragem opcional. Durante esta incubacgao, prepare a mistura de
sondas GC. Consulte a sec¢ao de Preparagéo e armazenamento dos reagentes.

PROCEDIMENTO DE PREPARACAO DA AMOSTRA EM SOLUCAO PRESERVCYT

Notas:
e Consulte as instrugbes de utilizagdo do dispositivo de conversao de amostras digene HC2 para
obter pormenores mais completos.

e O processamento de uma aliquota de 4 ml de solugéo PreservCyt produz material suficiente para
2 testes, quando realizar o teste manualmente. O volume minimo que pode ser processado é de 4
ml. Consulte a secgédo Equivaléncia entre amostras em STM e em solugéo PreservCyt para obter
informagdes detalhadas sobre o volume residual minimo.

e Prepare as amostras em solugao PreservCyt em lotes de 36 ou menos; caso contrario, os pellets
podem deslocar-se quando decantar o sobrenadante. Isto € importante para manter a integridade
do pellet de células durante a fase de decantagdo. Se preparar frascos adicionais de solugao
PreservCyt, ndo inicie a sua preparacao até ter terminado a preparacgao do primeiro lote.

Use ou o reagente de desnaturagdo (DNR) fornecido com o digene HC2 GC-ID DNA Test (ver
Preparacdo e armazenamento de reagentes) ou o DNR fornecido com o dispositivo de conversao de
amostras digene HC2. Para preparar o DNR fornecido com o dispositivo de conversdao de amostras
digene HC2, adicione 3 gotas de corante indicador ao frasco de DNR e misture bem. A solugéo deve
apresentar uma cor purpura escura uniforme. Para determinar os requisitos do volume, utilize a Tabela 1.

Tabela 1. Requisitos de volume: Preparagéo do reagente.

Volume de Volume do
Nimero de solucéo tampé&o para
testes PreservCyt conversao
1-2 4 ml 0,4 ml
3 6 ml 0,6 ml
4 8 mi 0,8 ml
5 10 ml 1,0 ml
6 12 ml 1,2 ml

Rotule um tubo de conversdo de amostras digene HC2, um tubo cénico Sarstedt de 10 ml ou um
tubo cénico VWR ou Corning de 15 ml com o nimero correspondente de identificacdo da amostra.

Manuseie uma amostra de cada vez:

a. Agite o frasco de solugao PreservCyt energicamente com a mao até as células parecerem estar
homogeneamente dispersas.

b. Uma vez que as células se depositam muito rapidamente, pipete imediatamente o volume
adequado de amostra em solugédo PreservCyt no tubo rotulado. Verta a solugdo PreservCyt no
fundo do tubo coénico para minimizar a aderéncia do material celular na parte interior do tubo.

Adicione o volume adequado de tampéo para conversao da amostra a cada tubo (ver a Tabela 1).

Volte a tapar e agite o conteudo de cada tubo cuidadosamente usando um agitador tipo vortex com
ligacdo para copo.
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Nota: O procedimento com agitador tipo vortex MST 2 n&o foi validado para agitar amostras em
solucdo PreservCyt com o tampéo para conversao de amostras antes da centrifugagcédo e nao
deve, por conseguinte, ser utilizado neste passo.

5. Centrifugue os tubos num centrifuga de cuba oscilante a 2 900 + 150 x g durante 15 + 2 minutos.

6. Durante a centrifugacdo, prepare a mistura de meio de transporte de amostras digene/reagente de
desnaturacdo (STM/DNR) numa proporg¢ao de 2:1, de acordo com a Tabela 2.

Nota: A mistura de STM/DNR tem de ser preparada de fresco todos os dias em que o teste é
realizado.

a. Para determinar o volume total da mistura de STM/DNR necessario, utilize o volume inicial da
amostra em solugéo PreservCyt como orientagdo e depois multiplique os volumes do STM e do
DNR “por tubo” pelo numero de amostras a processar (ver a Tabela 2).

Tabela 2. Requisitos de volume: STM/DNR.

Volume de Volume de
Volume de STM por tubo DNR por tubo | Mistura STM/DNR
solucéo para a mistura | paraa mistura adicionada por
N° de testes PreservCyt STM/DNR final* | STM/DNR final* tubo
1-2 4 ml 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 ul 225 pl
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 pl
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 pl

* Os volumes indicados nestas colunas ndo devem ser directamente adicionados ao tubo da amostra.
b. Agite cuidadosamente a solugao no vortex.

7. Retire os tubos da centrifuga, um tubo de cada vez, e coloque-os num suporte ou no suporte de
conversao. No fundo de cada tubo deve existir um pellet cor de rosa/laranja.

Nota: As amostras que nao apresentarem um pellet visivel depois da centrifugacdo ndo sao
aceitaveis para o teste e devem ser descartadas.

8. Manuseamento individual de cada tubo:
a. Retire a tampa e coloque-a de lado sobre uma toalha de papel com libertagdo reduzida de pélo
limpa.
b. Cuidadosamente, decante o sobrenadante.
c. Mantenha a posicado invertida do tubo e seque suavemente (aproximadamente 6 vezes) sobre
toalhas absorventes de papel com libertagdo reduzida de pélo até que deixe de sair liquido pelo

tubo. Use uma area limpa da toalha de cada uma das vezes. N&do deixe o pellet de células
deslizar pelo tubo durante a secagem.

Notas:

¢ Na&o seque nha mesma area da toalha absorvente de papel com libertagao reduzida de pélo mais
do que uma vez.

e E importante retirar a quantidade méaxima de solugdo PreservCyt durante a secagem. No
entanto, € normal observar solugao PreservCyt residual depois da secagem.

d. Coloque o tubo num suporte ou no suporte de conversao.
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Agitacdo e desnaturacéo

Procedimento do agitador tipo vortex manual

1.

Adicione o volume adequado de STM/DNR a cada pellet (ver a Tabela 2). Volte a tapar cada tubo e
ressuspenda os pellets, agitando cada tubo individualmente durante pelo menos 30 segundos a
velocidade maxima. Se um pellet for dificil de ressuspender, agite durante mais 10-30 segundos ou
até que o pellet flutue livremente no fundo do tubo. Se um pellet ndo se tiver dissolvido depois da
agitacado adicional (num total de 2 minutos no maximo), anote a identificagdo da amostra e prossiga
para o passo seguinte.

Coloque os tubos num suporte.

Coloque o suporte num banho-maria a 65 + 2 °C durante 15 + 2 minutos. Assegure-se que o nivel de
agua é suficiente para cobrir todo o liquido dentro dos tubos.

Retire o suporte com as amostras do banho-maria e agite as amostras, individualmente, durante 15-
30 segundos.

Nota: Assegure-se de que nesta fase todos os pellets estdo completamente ressuspensos. As
amostras que ainda apresentem pellets visiveis ndo sdo aceitaveis para o teste e devem ser
descartadas.

Coloque novamente o suporte no banho-maria a 65 + 2 °C e prossiga a desnaturagdo durante mais
30 = 3 minutos.

Siga para a Fase de hibridizacdo, conforme descrito em baixo ou consulte Ponto de paragem
opcional para mais informagdes sobre o armazenamento e tratamento de amostras desnaturadas.

Procedimento de agitador tipo vortex 2 de tubo multi-amostras (MST)

Notas:

O procedimento de agitador tipo vortex 2 de tubos multi-amostras (MST) esta validado para o
processamento de amostras em solugao PreservCyt depois da centrifugacdo e decantagédo do
sobrenadante.

e Somente o agitador tipo vortex 2 MST foi concebido para o processamento de amostras em
solugéo PreservCyt.

e O suporte e a tampa de conversao foram especificamente concebidos para receber tubos para
conversado de amostras digene HC2 (tubos conicos VWR ou Corning de 15 ml). O utilizador sé
deve utilizar um tipo de tubo de cada vez no suporte de conversdo. Outras marcas nao estao
validadas para utilizagao.

e E forgoso observar rigorosamente os tempos especificados de agitagdo do suporte e da tampa
de converséo.

e O suporte e a tampa de conversédo ndo podem ser usados para agitar os calibradores ou
controlos de qualidade do digene HC2 DNA Test. A altura dos tubos de STM impede a agitacéo
adequada utilizando o suporte e a tampa de conversao.

Depois de secar cada tubo coénico de 15 ml rotulado, coloque cada um na sua posi¢ao correcta no
suporte de conversao.

Adicione o volume adequado de mistura de STM/DNR a cada pellet (Tabela 2).

Cubra os tubos coénicos de 15 ml com parafilm DuraSeal colocando a pelicula sobre os tubos do
suporte.

Coloque a tampa do suporte sobre os tubos cobertos com parafilm e bloqueie a tampa através dos
dois clips laterais. Corte o parafilm com o dispositivo de corte depois de a tampa estar bem fixa.

Desloque a alavanca de punho vermelho para cima de forma a ficar numa posicdo horizontal.
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11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.
19.

20.

21

Posicione o suporte e a tampa de conversdo no agitador tipo vortex 2 MST de forma a que o maior
canto na diagonal do suporte de conversédo fique localizado no canto direito da frente. Posicione o
suporte e a tampa na plataforma do agitador tipo vortex 2 MST de forma a ficar firmemente
encaixado nas guias. Prenda o suporte posicionado deslocando a alavanca de punho vermelho para
baixo para a posi¢ao vertical. Isto bloqueara o suporte na posigéo correcta.

Verifique se a velocidade esta regulada em 100 (velocidade maxima) e se o comutador Pulser esta
na posi¢ao OFF (desligado).

Rode o interruptor power do agitador tipo vortex para a posi¢cdo ON (ligado). Agite os tubos durante
30 segundos.

Rode o interruptor power do agitador tipo vortex para a posigédo OFF.

. Retire o suporte e a tampa do conversor do agitador tipo vortex 2 MST levantando a alavanca de

punho vermelho.

Coloque o suporte num banho-maria a 65 + 2 °C durante 15 £ 2 minutos. Assegure-se que o nivel de
agua cobre completamente todo o liquido em todos os tubos.

Passados 15 minutos de incubacéo, retire o suporte com as amostras do banho-maria.

Para evitar salpicos, seque o excesso de agua do suporte antes de o colocar no agitador tipo vortex
2 MST.

Fixe o suporte e a tampa de conversao no agitador tipo vortex 2 MST conforme descrito no Passo 6.

Verifique se a velocidade esta regulada em 100 e comute o vortex para a posicao ON. Agite os
tubos durante 1 minuto.

Rode o interruptor power do agitador tipo vortex para a posigdo OFF.

Nota: O procedimento do agitador tipo vortex 2 MST normaliza a velocidade, os tempos e o
processo de agitagdo, eliminando a necessidade de verificar visualmente os pellets
celulares, conforme é necessario quando utiliza o procedimento do agitador tipo vortex
manual.

Coloque novamente o suporte no banho-maria a 65 + 2 °C e prossiga a desnaturagao durante
30 £ 3 minutos.

Retire o suporte do banho-maria, seque-o e fixe-o no agitador tipo vortex.

Rode o interruptor power do agitador tipo vortex para a posigdo ON. Agite durante 10 segundos a
velocidade méaxima.

Rode o interruptor power do agitador tipo vortex para a posigdo OFF. Retire o suporte.

. Retire imediatamente a tampa do suporte e o parafilm DuraSeal das amostras.
22.

Siga para a Fase de hibridizacdo, conforme descrito em baixo ou consulte Ponto de paragem
opcional para mais informagdes sobre o armazenamento e tratamento de amostras desnaturadas.

PONTO DE PARAGEM OPCIONAL

Depois da desnaturagéo, as amostras STM e amostras em solugéo PreservCyt convertidas podem ser
armazenadas a uma temperatura de 2-8 °C de um dia para o outro ou a uma temperatura de -20 °C
durante até 3 meses. No caso de refrigeracdo de um dia para o outro, as amostras podem ser deixadas
no suporte de conversao, substituindo o parafilm DuraSeal e a tampa do suporte por novos. A tampa do
suporte e o parafilm DuraSeal tém de ser retirados dos tubos e substituidos por tampas antes do
armazenamento a -20 °C. Em qualquer dos casos, as amostras tém de ser estabilizadas a uma
temperatura de 20 — 25 °C e cuidadosamente agitadas antes de passar a fase de Hibridizacéo.

Nota: Nao armazene nem transporte amostras desnaturadas em gelo seco.

Pode realizar até um maximo de 3 ciclos de congelagédo/descongelacao durante um periodo maximo de
2 horas a temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelagéo.
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HIBRIDIZACAO

Notas:
* A mistura de sondas GC é viscosa. Tenha o cuidado de garantir uma boa mistura e para que a
quantidade necessaria seja completamente distribuida em cada poco da microplaca de
hibridizagao. Consulte a secgao de Preparacdo e armazenamento dos reagentes.

+ Se a amostra desnaturada tive sido armazenada a uma temperatura de -20 °C, entdo deixe a
amostra descongelar a 20-25 °C e agite-a bem antes de realizar a hibridizagao.

* Antes da sua utilizagdo, o aquecedor de microplacas | deve ser previamente aquecido a uma
temperatura de 65 + 2 °C durante pelo menos 60 minutos. Consulte o manual do utilizador do
aquecedor de microplacas | para obter mais instrucdes a medida que forem necessarias.

1. Obtenha e rotule a microplaca de hibridizagao.

2. Retire os calibradores, controlos de qualidade e as amostras do banho-maria apds a incubacao. Se
estiver a utilizar o agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2, agite todo o suporte de amostras
STM durante, pelo menos, 5 segundos a velocidade maxima. No caso de amostras em solugao
PreservCyt, agite todo o suporte de conversdao durante um minimo de 10 segundos a velocidade
maxima. Alternativamente, agite cada tubo individualmente durante, pelo menos, 5 segundos.

3. Pipete 75 pl de cada calibrador, controlo de qualidade ou amostra para o fundo do pogo da
microplaca de hibridizag&o vazia, de acordo com o esquema de placas criado na sec¢éo Preparacgao.
Evite tocar nas paredes dos pogos e limite a formagao de bolhas de ar. Utilize uma ponta de pipeta
extra longa limpa para cada transferéncia, de forma a evitar a contaminagdo cruzada dos
calibradores, controlos de qualidade ou das amostras. Para amostras STM, n&o retire o dispositivo de
recolha de amostras do tubo de transporte de amostras. As amostras desnaturadas podem ser
tapadas com tampas de rosca e armazenadas com os dispositivos de colheita de amostras que se
encontram nos tubos. As amostras PreservCyt desnaturadas podem ser tapadas novamente com as
suas tampas originais.

Notas:

e Podem verificar-se resultados falsos-positivos se as aliquotas das amostras ndo forem
cuidadosamente transferidas. Durante a transferéncia da amostra, ndo toque com a
ponta da pipeta na parte interior do tubo quando remover 75 pl de aliquota.

4. Depois de transferir a ultima amostra, cubra a placa com a tampa e incube a microplaca de
hibridizacdo durante 10 minutos a uma temperatura de 20-25 °C.

5. Deite as aliquotas da mistura de sondas preparada e cuidadosamente agitada num reservatorio de
reagente descartavel. Com cuidado, pipete 25 pl da mistura de sondas para cada pogo contendo os
calibradores, controlos de qualidade e amostras, utilizando um pipetador de 8 canais e pontas novas
para cada linha. Adicione o volume da mistura de sondas a cada pogo de hibridizagao, evitando que
salpique. Evite tocar nas paredes dos pogos.

Nota: Para o passo em cima, utilize um pipetador de 8 canais equipado com pontas de 25-200 pl e
capaz de administrar 25-75 pl. Para um pequeno numero de pogos, utilize um pipetador de
canal unico (equipado com pontas 25-200 ul) em vez do pipetador de 8 canais.

6. Cubra a microplaca de hibridizacdo com uma tampa de placas. Agite a microplaca de hibridizagado no
misturador rotativo | regulado em 1100 £ 100 rpm durante 3 £ 2 minutos. Os calibradores, controlos
de qualidade e as amostras devem adquirir uma cor amarela depois de agitados. Os pogos que
permanecem purpura podem nao ter recebido a quantidade adequada de mistura de sondas. Adicione
mais 25 pl de mistura de sondas as amostras que permaneceram purpura e volte a agitar. Se os
pocos se mantiverem purpura depois deste procedimento devera testar novamente as amostras.

7. Incube num aquecedor de microplacas | previamente aquecido e estabilizado a uma temperatura de
65 + 2 °C durante 60 + 5 minutos.

Notas:
¢ Quando colocar a microplaca de hibridizacdo no aquecedor de microplacas |, tenha o cuidado de
nao salpicar.
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e Depois de agitar, as amostras em solugéo PreservCyt devem apresentar uma cor rosa em vez
de amarela.

CAPTURA HIiBRIDA

1.

Retire todos os pogos da microplaca de captura que ndo sao necessarios da estrutura da placa. Volte
a colocar os micropogos nao utilizados na embalagem original e volte a selar. Com um marcador,
numere cada coluna 1, 2, 3. . . e rotule a microplaca com um identificador adequado. As amostras
serao adicionadas aos pogos de acordo com o esquema de exemplo anteriormente preparado na
secgdo Preparagéo.

. Cuidadosamente, retire a microplaca de hibridizacdo que contém os calibradores, os controlos de

qualidade e as amostras do aquecedor de microplacas |. Remova imediatamente a tampa da placa e
coloque-a sobre uma superficie limpa.

. Transfira todo o contetdo (aproximadamente 100 pl) dos calibradores, dos controlos de qualidade e

das amostras dos pogos da microplaca de hibridizagdo para o fundo do micropogo correspondente de
captura, utilizando um pipetador de 8 canais. Utilize pontas de pipeta novas no pipetador de 8 canais
para cada coluna transferida e esvazie bem cada ponta para assegurar a transferéncia completa da
amostra. Se desejado, o pipetador pode ser apoiado, colocando o centro das pontas das pipetas no
rebordo superior dos micropogos de captura (ver a figura 1).

FIGURA 1: PIPETAGEM CORRECTA

CORRECTO Né&o pipete na Né&o toque com a
vertical. Evite ponta da pipeta na
salpicos. parede do pogo.

Cubra a microplaca com a tampa e agite no misturador rotativo | a 1100 £ 100 rpm, a uma
temperatura de 20-25 °C durante 60 + 5 minutos.

Durante esta incubacéo, prepare o tampao de lavagem e, se aplicavel, verifique os reservatérios de
enxaguamento e de residuos do lavador de placas automatico. Consulte a secgcédo de Preparagéo e
armazenamento dos reagentes.

. Quando o procedimento de captura estiver concluido, retire a microplaca de captura do misturador

rotativo | e, cuidadosamente, remova a tampa. Retire o liquido dos pocgos, deitando-o para um
lavatorio: inverta completamente a placa sobre o lavatorio e agite com forga para baixo, tendo cuidado
para nao salpicar, o que acontece quando realiza esta operagdo demasiado perto do fundo do
lavatério. Ndo volte a virar a placa para cima; seque batendo firmemente 2-3 vezes sobre papel
absorvente Kimtowels® ou toalhas de papel com libertagdo reduzida de pélo equivalentes. Assegure-
se que todo o liquido € removido dos pogos e que a parte superior da placa esta seca.

DETECCAO HIBRIDA

Notas:

» Faca adigdes ao longo da placa, da esquerda para a direita, utilizando um pipetador de 8 canais.

* Recomenda-se a utilizagdo da técnica de pipetagem inversa para melhorar a uniformidade da
distribuicdo de reagente. Com esta técnica, as pontas das pipetas séo inicialmente enchidas ao
maximo, usando a segunda paragem do émbolo de aspiragdo/esvaziamento do pipetador.
Consulte o procedimento em baixo. Limpe as pontas no reservatoério de reagente ou numa toalha
absorvente de papel limpa com libertacdo reduzida de pélo para remover o excesso de liquido
antes de o transferir para a placa.

» Se desejado, o pipetador pode ser apoiado, colocando o centro das pontas das pipetas no rebordo
superior dos micropogos. Tenha cuidado para n&o tocar nas partes laterais dos micropogos, pois
pode ocorrer contaminagéo cruzada das amostras. Consulte a figura 1 em cima.
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1. Transfira uma aliquota com o volume adequado de reagente de deteccdo 1 para um reservatério de
reagente (consulte a secgdo Preparacdo e armazenamento dos reagentes para mais instrugdes).
Cuidadosamente, pipete 75 pl de reagente de detecgéo 1 para cada pogo da microplaca de captura,
utilizando um pipetador de 8 canais e a técnica de pipetagem inversa descrita em baixo.

Técnica de pipetagem inversa:

a) Ligue as pontas ao pipetador de 8 canais e assegure-se que todas as pontas estdo firmemente
colocadas.

b) Empurre o émbolo do pipetador para além da primeira paragem e até a segunda.

¢) Introduza as pontas na solugéo de reagente de deteccao 1.

d) Solte o émbolo lentamente e deixe que a solugdo encha as pontas.

e) Distribua a solu¢ao pelos micropogos (75 pl), pressionando o émbolo até a primeira paragem. Nao
solte o émbolo até que as pontas das pipetas tenham voltado a ser introduzidas na solugao de
reagente de deteccao 1.

f) Volte a encher as pontas e repita até todos os pogos estarem cheios. Encha os pogos da
microplaca da esquerda para a direita. Verifigue se encheu correctamente todos 0s pocos
observando a intensidade da cor rosa. Todos os po¢os devem apresentar uma intensidade
idéntica.

2. Cubra a placa com a tampa e incube a uma temperatura de 20-25 °C durante 30-45 minutos.

LAVAGEM
Lave a placa de captura utilizando um dos dois métodos que se seguem.

METODO DE LAVADOR DE PLACAS AUTOMATICO

Nota: Mantenha sempre o lavador de placas automatico ligado. Assegure-se que o reservatorio de
enxaguamento estd cheio e que o reservatério de residuos esta vazio. O lavador de placas
automatico ira enxaguar, regularmente, o sistema para sua limpeza. Consulte o manual do
utilizador do lavador de placas automatico para obter mais instrugdes, se necessario.

ANTES DE CADA UTILIZACAO:
» Verifique se o reservatério de lavagem esta cheio, pelo menos, até a marca de 1 | com solugéo de
tampéao de lavagem. Caso contrario, prepare a solugdo de tampéao de lavagem. Consulte a secgéo
de Preparacao e armazenamento dos reagentes.

» Verifique se o reservatorio de enxaguamento esta cheio com agua destilada ou desionizada.
» Verifique se o reservatério de residuos esta vazio e se a tampa estd bem enroscada.

+ O lavador de placas automatico prepara-se automaticamente antes de cada lavagem e enxagua-se
depois de cada lavagem.

1. Retire a tampa da placa e coloque a placa na plataforma do lavador de placas automatico.
2. Verifique se esta ligado e se o mostrador apresenta a indicagéo “Digene Wash Ready” ou “P1.”.

Nota: Se apenas utilizar uma tira parcial dos pogos de captura, os pogos vazios das microplacas
terdo de ser colocados na placa de captura para completar a coluna antes da lavagem.
Consulte a secgado Acessorios para obter informagdes sobre encomendas.

3. Seleccione o numero de tiras a lavar, pressionando a tecla “Rows” e depois “+” ou “-” para regular.
Pressione a tecla “Rows” para regressar a “Digene Wash Ready” ou “P1.”.

4. Pressione “Start/Stop” para iniciar a lavagem.

5. O lavador de placas automatico necessita deseis ciclos de enchimento e aspiragdo, o que demora
aproximadamente 10 minutos. Durante o programa, verifica-se uma breve pausa, portanto assegure-
se que nao retira a placa prematuramente. Quando o lavador de placas automatico terminar a
lavagem, surgira a indicagédo “Digene Wash Ready” ou “P1.” no mostrador.

6. Retire a microplaca do lavador quando o programa terminar. A placa deve estar branca, ndo devendo
existir qualquer liquido residual cor de rosa nos micropogos.
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METODO DE LAVAGEM MANUAL

Nota: Uma lavagem inadequada provocara um sinal de fundo aumentado e pode dar origem a
resultados falsos-positivos (devido a fosfatase alcalina residual). Para garantir uma lavagem
eficaz com o aparelho de lavagem, este deve ser colocado a, pelo menos, 61 cm e ndo mais de
91 cm acima da area de lavagem, de forma a que a placa fique entre 61 cm e 91 cm abaixo do
aparelho de lavagem durante esta operagao. A torneira do aparelho de lavagem deve ser rodada
para a posigao “aberta” quando estiver a ser utilizado e para a posigao “fechada” quando nao
estiver a ser utilizado. Durante a utilizagdo, o aparelho de lavagem tem de conter, no minimo,
1,0 | de tampéao de lavagem para garantir uma pressédo adequada.

1. Retire o reagente de detecgdo 1 dos pogos, colocando papel absorvente Kimtowels ou toalhas de
papel com libertacdo reduzida de pélo equivalentes sobre a placa e invertendo cuidadosamente.
Antes de inverter, assegure-se que o papel esta em contacto com toda a superficie da placa. Deixe a
placa escorrer durante 1-2 minutos. Seque bem com papel absorvente Kimtowels ou toalhas de papel
com libertagao reduzida de pélo equivalentes. Cuidadosamente, descarte as toalhas de papel com
libertacdo reduzida de pélo usadas para evitar a contaminagdo dos ultimos procedimentos por
fosfatase alcalina.

2. Quando utilizar o aparelho de lavagem, lave a placa manualmente 6 vezes. Cada pogo é lavado até
transbordar para remover o liquido capturado da parte superior dos pogos. A lavagem inicia-se no
poco A1 e prossegue em ziguezague para a direita e para baixo. Depois do enchimento de todos os
pocos, escorra o liquido para o lavatério com um forte movimento descendente. A segunda lavagem
inicia-se no pogo H12 com um movimento de ziguezague para a esquerda e para cima. Esta
sequéncia de 2 lavagens repete-se mais 2 vezes, num total de 6 lavagens por poco.

3. Depois da lavagem, seque a placa invertendo-a sobre papel absorvente Kimtowels ou toalhas de
papel com libertagédo reduzida de pélo equivalentes e batendo-lhe firmemente 3-4 vezes. Substitua as
toalhas de papel de libertacdo reduzida de pélo e seque novamente. Deixe a placa invertida a
escorrer durante 5 minutos. Seque a placa mais uma vez.

4. A placa deve estar branca, ndo devendo existir qualquer liquido residual cor de rosa nos micropogos.

AMPLIFICAGCAO DO SINAL

Notas:
* Use um novo par de luvas sem p6 de talco para manusear o reagente de detecgéo 2.

+ Transfira uma aliquota com apenas a quantidade de reagente necessaria a realizagdo do ensaio
para o reservatério de reagente, de forma a evitar a contaminagdo do reagente de deteccado 2.
Consulte a secgéo de Preparacdo e armazenamento dos reagentes. NAO VOLTE a colocar o
reagente de deteccdo 2 no frasco original. Descarte todo o material que ndo tenha sido
utilizado.

* A adi¢do do reagente de detecgao 2 deve ser realizada sem interrupgdes. O tempo de incubagao
de todos os pogos deve ser tao uniforme quanto possivel.

* Tenha cuidado para ndo tocar nas paredes dos micropogos nem salpicar as pontas com reagente,
uma vez que pode ocorrer contaminagao cruzada das amostras (ver a Figura 1).

1. Cuidadosamente, pipete 75 ul de reagente de detecgédo 2 para cada pogo da microplaca de captura,
utilizando um pipetador de 8 canais e a técnica de pipetagem inversa anteriormente descrita. Todos
0s micropogos devem adquirir uma cor amarela. Verifique se encheu correctamente todos os pogos
observando a intensidade da cor. Todos os pogos devem apresentar uma intensidade idéntica.

2. Cubra as microplacas com a respectiva tampa ou parafilm limpo (ou equivalente) e incube a uma
temperatura de 20-25 °C durante 15 minutos. Evite a exposicao a luz solar directa.

3. Faca a leitura da microplaca no luminémetro aprovado pela QIAGEN apdés 15 minutos de incubacgao (e
nunca passados mais de 30 minutos de incubagao).

4. O software de analise de ensaios digene permite a introdugcdo da informacéo relevante do ensaio
directamente no software.
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5. Se néo tiver sido utilizada uma microplaca completa, retire os micropogos usados do suporte da
microplaca, enxague bem o suporte com agua desionizada, seque e guarde para o ensaio seguinte.

CRITERIOS DE VERIFICACAO DA CALIBRACAO DO ENSAIO

A verificagcdo da calibragdo do ensaio é realizada para garantir que os reagentes e os materiais do
calibrador e do controlo de qualidade fornecidos estdo a funcionar adequadamente, permitindo a
determinagao rigorosa do valor de corte do ensaio. Os critérios de verificagdo sdo automaticamente
calculados e verificados como validos ou invalidos pelo software de analise de ensaios digene. O digene
HC2 GC-ID DNA Test requer a calibragdo com cada ensaio. Por conseguinte, &€ necessario verificar cada
ensaio utilizando os seguintes critérios. Este procedimento de verificagdo ndo se destina a substituir o
controlo de qualidade interno do teste.

1. Calibrador negativo

O calibrador negativo tem de ser testado em triplicado para cada ensaio. O valor médio de URL do
calibrador negativo tem de ser > 10 e < 150 URL para poder continuar. O coeficiente de variagao
(%CV) das réplicas do calibrador negativo tem de ser < 25%. Se o %CV for > 25%, o software
descartard a réplica com o valor de URL mais afastado da média como valor atipico e voltara a
calcular a média e o %CV utilizando as duas réplicas restantes. O %CV novamente calculado deve
ser < 25%; caso contrario, a verificagdo de calibracdo do ensaio € invalida e o ensaio do teste
tem de ser repetido para todas as amostras das doentes. Da mesma forma, os resultados das
amostras das doentes ndo devem ser registados.

2. Calibrador positivo

O calibrador positivo tem de ser testado em triplicado para cada ensaio. O %CV das réplicas do
calibrador positivo deve ser < 20%. Se o %CV for > 20%, o software descartara a réplica com o valor
de URL mais afastado da média como valor atipico e voltara a calcular a média e o %CV utilizando as
duas réplicas restantes. O %CV novamente calculado deve ser < 20%; caso contrario, a verificacdo
de calibragdo do ensaio é invalida e o ensaio do teste tem de ser repetido para todas as
amostras das doentes. Da mesma forma, os resultados das amostras das doentes ndo devem
ser registados.

3. Quociente da média CP/média CN
A médiadas réplicas do calibrador positivo (média CP) e amédia das réplicas do calibrador negativo (média
CN) sfo usadas para calcular o quociente damédia CP/média CN. O software calculara o quociente da média
CP/média CN. Este quociente tem de cumprir os seguintes critérios para verificar a calibragdo dos ensaios antes
de se poder interpretar osresultados das amostras. Se o quociente for > 2,0 e < 20, o software calcularao
valor de corte. Se o quociente for < 2,0 ou > 20, a calibragéo do ensaio éinvalida e o ensaio tem de ser
repetido paratodas as amostr as das doentes. Da mesma for ma, os resultados das amostras das doentes
nao devem ser registados.
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Nota: Para determinar a reprodutibilidade dos calibradores do digene HC2 GC-ID DNA Test, foram
compilados os resultados gerados com o lumindmetro de microplacas digene 2000 (DML 2000)
durante estudos internos envolvendo 62 ensaios realizados utilizando a aplicagdo do sistema de
captura rapida e 43 ensaios utilizando o método manual (Tabela 3). Os resultados mostraram que
0 %CV médio do calibrador positivo destes 105 ensaios foi igual ou inferior a 6,5% e que o0 %CV
médio do calibrador negativo foi igual ou inferior a 14,6%. Conforme indicado pelo valor médio de
URL de 43 do calibrador negativo médio, obtido nos ensaios manuais do teste, comparativamente
a média de 54 da aplicacdo RCS, a aplicagdo RCS demonstrou valores de URL do calibrador
negativo ligeiramente deslocados para cima relativamente ao método manual. Este deslocamento
demonstrou nao ter qualquer influéncia nos resultados do teste gerados usando qualquer um dos
métodos opcionais. A média do limite de URL do calibrador negativo foi definida como 250 URL,
com base num calculo estatistico com um desvio padrao (DP) de + 3 do valor médio de URL do
calibrador negativo observado no sistema do digene HC2 CT/GC DNA Test durante os extensivos
testes realizados durante o desenvolvimento da aplicagdo de RCS. O limite superior deste desvio
padrédo de + 3 foi aumentado em mais 20% para garantir que se alcanga um limite URL do
calibrador negativo (URL CN) na pratica clinica habitual.

O valor médio de URL do calibrador negativo deve observar-se habitualmente em < 150 e 0 CV < 25%.
Cada laboratério deve verificar o desempenho do controlo de qualidade e da calibragao de acordo com o
documento C24-2A do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). A média de URL
com a aplicagcdo de RCS pode, ocasionalmente, ultrapassar 150, possivelmente com a diminuicao
correspondente do quociente CP/CN, que demonstrou produzir, de acordo com a tabela 3, um valor
médio da calibragao de 8,29. Neste caso, os resultados sao aceitaveis sempre que o URL do calibrador
negativo se mantenha < 250 e o quociente CP/CN seja > 2,0. Se o valor de URL do calibrador negativo
(URL CN) ultrapassar 250 ou o quociente CP/CN for inferior a 2,0 ou superior a 20, o ensaio € invalido.
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Tabela 3. Resumo estatistico dos valores do calibrador negativo e do calibrador positivo dos ensaios
tratados com a aplicagdo RCS e com o método manual.

Controlos de qualidade
do kit de teste

N° de Médias CP/CN calculadas (média URL/VC)
Método placas Média Mediana Min. Max. CQCT CQGC
RCS 62 8,29 8,99 3,95 12,72 0,22 4,73
Manual 43 8,22 8,83 2,59 12,88 0,23 4,07
Médias URL calculadas Média de
Método  Calibrador Média Mediana Min. Max. %CV calculado
RCS Negativo 54 46 24 127 14,4
Positivo 399 405 179 606 6,5
Manual Negativo 43 36 16 120 14,6
Positivo 295 309 167 415 47

CALCULO DE CUTOFF

Uma vez verificado um ensaio de acordo com os critérios acima indicados, as réplicas validas do
calibrador positivo serao utilizadas para estabelecer os valores URL/de corte e determinar as amostras
que séo positivas. Os os valores URL/de corte s&o calculados da seguinte forma:

Valor de corte URL = média do calibrador positivo URL

Exemplo do calculo de cutoff:
Valores de URL de CN  Valores de URL de CP

97 312
101 335
91 307
Valor médio 96 318
%CV 4.9 47
Média CP/média CN N/A 3,31

Por conseguinte, o valor de corte URL é (CP médio) = 318

Os valores de URL para todas as amostras serdo convertidos num quociente para o valor de corte URL
(VC) adequado pelo software de analise de ensaios digene. Por exemplo, todos os ensaios devem ser
representados sob a forma de URL/VC amostra.

Nota: Os valores de URL/VC e os resultados positivos/negativos de todas as amostras analisadas serao
incluidos no relatério de analise dos dados do software de analise de ensaios digene.

CONTROLO DE QUALIDADE

As amostras de controlo de qualidade sdo fornecidas com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Consulte o
manual do utilizador do software de analise de ensaios digene para obter instrugées para introduzir os
numeros de lote dos controlos de qualidade e sobre as datas de validade dos controlos de qualidade. Estes
controlos tém de ser incluidos em cada ensaio e os valores de URL/VC de cada controlo de qualidade tém
de cumprir os seguintes intervalos aceitaveis para que o ensaio possa ser considerado valido. Se os
controlos de qualidade nao se inserirem nestes intervalos, o ensaio € invalido e tem de ser repetido.
Da mesma forma, nenhum resultado de doente deve ser registado no caso de ensaios invalidos.

cQct CQGC

URL/VC minimo 0 1,0
URL/VC maximo 0,9999 20,00
%CV maximo 20,00 20,00

24



1. Os controlos de qualidade fornecidos com o kit sdo alvos de ADN de CT e de GC clonados,
constituidos pela mesma estrutura de plasmideos para cada microrganismo individual (um de CT e
outro de GC), da mesma forma que o calibrador positivo fornecido com o digene HC2 GC-ID DNA
Test.

2. Este material de controlo de qualidade ndo € o mesmo que o microrganismo de GC na matriz da
amostra e nao constitui um controlo adequado para o meio de transporte de amostras digene ou
solugao PreservCyt.

3. O calibrador positivo é utilizado para normalizar os resultados das amostras, estabelecendo o valor de
corte URL. Os controlos de qualidade fornecidos com este dispositivo tém de ser utilizados para
controlo de qualidade interno. Os controlos de qualidade adicionais podem ser testados em
conformidade com as orientagdes ou regulamentos locais e/ou nacionais ou de organizagdes
reconhecidas.

4. Para testar a eficacia da lise e desnaturagcdo da amostra, os laboratérios deverao criar,
periodicamente, controlos da preparagcao das amostras adicionando > 5000 CFU/ml de Neisseria
gonorrhoeae (auxotipo 1, 5 ou estirpe Tipo de ATCC) a um novo tubo de STM. Incube a amostra
durante, pelo menos, 1 hora a temperatura ambiente antes de testar da mesma forma que uma
amostra clinica. Deve obter-se um URL/VC > 2,50 se a amostra for correctamente processada.
Alternativamente, para o efeito pode também utilizar painéis de teste de amostras disponiveis no
mercado que contenham microrganismo GC.

5. Os intervalos aceitaveis para os calibradores e controlos de qualidade foram estabelecidos apenas
para os lumindmetros aprovados pela QIAGEN. O calibrador negativo e os controlos de qualidade
detectam uma ineficacia consideravel dos reagentes e ndo garantem a precisdo do ensaio.

INTERPRETACAO DE RESULTADOS DE AMOSTRAS

Segundo os critérios do digene HC2 GC-ID DNA Test:

1. As amostras com quocientes URL/VC > 2,50 sido consideradas como “Positivas para o ADN de
Neisseria gonorrhoeae.” A viabilidade e/ou capacidade de infecgdo do microrganismo nao pode ser
apurada, uma vez que o ADN alvo pode persistir na auséncia de microrganismos viaveis.

2. As amostras com quocientes de URL/VC < 1,00 ndo contém ADN de Neisseria gonorrhoeae nem
contém niveis de ADN inferiores ao limite de detecc¢édo do ensaio. Estas devem ser interpretadas como
“Sem ADN de Neisseria gonorrhoeae detectado.” Um resultado negativo ndo exclui uma infecgao por
Neisseria gonorrhoeae, uma vez que os resultados dependem da colheita adequada da amostra e
ADN suficiente para a sua detecgéao.

3. As amostras com quocientes URL/VC = 1,00 e de < 2,50 sdo consideradas como equivocas. Os
resultados podem ser considerados como, presumivelmente, positivos relativamente a ADN de
Neisseria gonorrhoeae. No entanto, recomenda-se a repeticdo do teste de uma nova amostra da
doente ou a realizagdo do teste segundo um procedimento alternativo, devido ao reduzido valor de
previsdo de um resultado positivo com estes valores de URL/VC.*

4. Recomenda-se a confirmacdo dos resultados positivos através de outro método se duvidar ou
questionar a possibilidade de infecgdo por Neisseria gonorrhoeae quando considerar os resultados
clinicos ou laboratoriais. Estudos analiticos com este teste demonstraram uma reactividade cruzada
limitada a determinadas sequéncias de ADN que poderiam produzir um resultado positivo falso. Para
mais informagdes, consulte a seccdo Especificidade analitica.

Durante a avaliagéo clinica do digene HC2 GC-ID DNA Test, 3/17 resultados nesta gama equivoca
foram confirmados como positivos por teste em cultura; as restantes 14 verificaram-se serem
aparentemente falsos positivos. Numa avaliagdo posterior, 5 amostras apresentaram um URL/VC
inicial entre 1,00 e 2,50, trés das quais positivas por cultura de GC. A repeticdo dos testes com estas
trés amostras com o digene HC2 GC-ID DNA Test apresentou resultados com URL/VC 21,00. As
restantes 2 demonstraram ser negativas em cultura e igualmente negativas quando repetido o teste
duas vezes com o digene HC2 GC-ID DNA Test.
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LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Consulte o manual do utilizador do sistema de captura rapida as limitagdes adicionais ao
procedimento especificas e relativas a utilizagdo desse sistema para analisar um volume elevado
de amostras.

Para utilizagdo em diagnésticos in vitro.

De forma a obter resultados fiaveis no teste, o procedimento para o teste, o controlo de
qualidade e a interpretagdo de resultados de amostras do digene HC2 GC-ID DNA Test tém de
ser rigorosamente observados.

O digene HC2 GC-ID DNA Test s6 pode ser utilizado com amostras cervicais recolhidas
utilizando o digene HC2 DNA Collection Device e colocadas em STM, com amostras cervicais
recolhidas com a digene Female Swab Specimen Collection Kit e colocadas em STM ou com
amostras recolhidas por um dispositivo tipo vassoura e colocadas em solugdo Hologic
PreservCyt.

Os resultados deste teste devem ser interpretados apenas em conjunto com a informacgao obtida
a partir de outras avaliagbes clinicas da doente e de outros procedimentos.

O digene HC2 GC-ID DNA Test fornece resultados qualitativos. Ndo se demonstrou que o valor
numérico (quociente) acima do valor de corte determinado para a amostra da doente esteja
correlacionado com a quantidade de ADN de GC presente na amostra da doente.

Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo por Neisseria gonorrhoeae, uma
vez que a deteccdo depende do numero de microrganismos presentes na amostra e pode ser
afectada pelos métodos de colheita da amostra, pelo estado da infecgdo e/ou a estirpe de
Neisseria gonorrhoeae infectada.

O digene HC2 GC-ID DNA Test n&o se destina a determinar o sucesso terapéutico.

O digene HC2 GC-ID DNA Test s6 foi validado utilizando o lavador de placas automatico com os
valores especificados nas instrugdes do ensaio. Este estudo de validagdo foi realizado
internamente e os dados que apoiam a sua utilizagdo encontram-se nos arquivos da QIAGEN. A
utilizagdo de outros lavadores de placas ou com outros valores ndo € aceitavel com o digene
HC2 GC-ID DNA Test.

Para minimizar a variabilidade dos resultados obtidos com o digene HC2 GC-ID DNA Test, &
necessario que o pessoal do laboratério que realiza o ensaio disponha de um nivel aceitavel de
competéncia técnica. Cada laboratério deve também verificar a competéncia técnica com o
ensaio. Para o efeito, sugere-se a analise periddica de painéis de teste de amostras disponiveis
no mercado que contenham microrganismo de GC e de ou o ADN de GC, em conformidade com
os procedimentos de qualidade do laboratério.
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PREVISAO DE RESULTADOS

PREVALENCIA

A prevaléncia de amostras positivas de Neisseria gonorrhoeae varia em funcdo das caracteristicas da
populacao, tal como idade, sexo e factores de risco. A prevaléncia de Neisseria gonorrhoeae observada
na populacdo do estudo clinico com o digene HC2 GC-ID DNA Test variou entre 1,1% e 13,0%. A
prevaléncia foi calculada assumindo que as 17 amostras com resultados equivocos no estudo eram
positivas relativamente a ADN de GC (tabela 4). Oito dessas 17 amostras foram consideradas como
positivas por cultura de GC ou reac¢ao em cadeia de polimerase (PCR).

Tabela 4. Prevaléncia de resultados positivos do digene HC2 GC-ID DNA Test por centro de analise.
Centro de analise N° de positivas/testadas Prevaléncia (%)

1 60/460 13,0
2 34/302 11,3
3 23/324 7.1
4 10/390 2,6
5 4/349 1,1
Total 131/1825 7,2

VALORES DE PREVISAO POSITIVO E NEGATIVO

Os hipotéticos valores positivos e negativos de previsdo (PPV e NPV) para diferentes taxas de
prevaléncia com o digene HC2 GC-ID DNA Test foram calculados utilizando a sensibilidade e
especificidade global, determinadas individualmente para as amostras recolhidas com o digene HC2
DNA Collection Device (escova cervical) e para as amostras recolhidas com o digene Female Swab
Specimen Collection Kit (cotonete). A tabela 5 representa os PPV e NPV hipotéticos para amostras
recolhidas com escova (sensibilidade global de 92,6% e especificidade global de 98,5%) e a tabela 6
representa os PPV e NPV hipotéticos para amostras recolhidas com o cotonete (sensibilidade global de
93,0% e especificidade global de 98,8%).

Tabela 5. Valores hipotéticos de previsdo do digene HC2 GC-ID DNA Test com diferentes taxas de
prevaléncia (escova).

Taxa de prevaléncia | Sensibilidade (%) Especificidade PPV (%) NPV (%)
(%) (%)
5 92,6 98,5 76,5 99,6
10 92,6 98,5 87,3 99,2
15 92,6 98,5 91,6 98,7
20 92,6 98,5 76,3 99,6

Tabela 6. Valores hipotéticos de previsdo do digene HC2 GC-ID Test com diferentes taxas de

prevaléncia (cotonete).

Taxa de prevaléncia | Sensibilidade (%) Especificidade PPV (%) NPV (%)
(%) (%)
5 93,0 98,8 79,8 99,7
10 93,0 98,8 88,3 994
15 93,0 98,8 91,6 99,1
20 93,0 98,8 93,3 98,7

DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS: RESULTADOS URL/VC DO digene HC2 GC-ID DNA TEST

A distribuicdo dos quocientes URL/VC com o digene HC2 GC-ID DNA Test observados durante o estudo
clinico em varios centros é a seguir indicada (figura 1). Estes dados incluem amostras nas quais foi
realizado o digene HC2 GC-ID DNA Test e para as quais existem resultados da cultura de GC (n=1826).
A interpretacdo dos resultados foi realizada com os seguintes critérios: As amostras com valores de
URL/VC < 1,00 foram consideradas como negativas. As amostras com valores de URL/VC = 2,50 foram
consideradas como positivas. As amostras com URL/VC = 1,00 e de < 2,50 sdo consideradas como
equivocas.
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Observa-se uma separagao clara dos quocientes de URL/VC entre os resultados positivos e os
resultados negativos obtidos com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Noventa e nove por cento (1676/1690)
dos resultados negativos obtidos com o digene HC2 GC-ID DNA Test apresentam valores de URL/VC
entre 0,0 e 0,5. Cinco (5/1690) dos resultados considerados como negativos com o digene HC2 GC-ID
DNA Test apresentaram um URL/VC entre 0,6 e 0,8. Globalmente, menos de um por cento < 0,9%,
17/1825) dos resultados das amostras recairam na zona equivoca do ensaio, 47% (8/17) dos quais
considerados como positivos por cultura de GC ou PCR. Oitenta e nove por cento (93/104) dos
resultados positivos obtidos com o digene HC2 GC-ID DNA Test apresentam valores de URL/VC entre
10 -2500.

Figura 1. Distribuicado de frequéncias dos resultados de URL/VC com o digene HC2 GC-ID DNA Test.

Equivocal Zone 1.0-2.5 RLU/CO

Frequency

- - | [
02 03 04 05 06 07 08 08 1 25 5 10 50 100 2500 5000+

] GC Culture Positive D‘S[llﬂ[Z‘l[llD‘ﬂ‘D[SlS 7 sa[w[u 0

Il GC Culture Negative m|aoa|ssa|1sa| 2s| 8 | 2| 2 | 4 | 2 | |2| 3 |4 | 2 | 2 l u| 0
RLU/CO

*Indica a gama superior e inferior, incluindo o valor apurado.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

RESULTADOS DO ENSAIO CLINICO POR AMOSTRA

As caracteristicas de desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test foram determinadas por comparagao
com os resultados do ensaio com os resultados de culturas de gonorreia. Testaram-se mil e oitocentas e
vinte e cinco (1825) amostras de doentes em 5 centros diferentes incluindo clinicas de DST,
planeamento familiar e de obstetricia e ginecologia. O teste de PCR foi depois realizado com amostras
positivas e negativas em cultura e negativas por DFA com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Os resultados
do digene HC2 GC-ID DNA Test NAO foram clarificados pelos resultados do teste PCR e, por
conseguinte, o PCR nao influencia os célculos das caracteristicas de desempenho do digene HC2 GC-ID
DNA Test. Os resultados do ensaio clinico de amostras recolhidas com o digene HC2 DNA Collection
Device (escova cervical) sdo apresentados na tabela 7 e as amostras recolhidas com o digene Female
Swab Specimen Collection Kit (cotonete) sao apresentados na tabela 8.

As caracteristicas de desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test foram calculadas aplicando um valor
de corte de 1,0 e de 2,5 sem ter em conta as presumiveis amostras positivas que se inseriam na zona
equivoca descrita na secgado Interpretacdo de resultados destas instrugdes de utilizagdo. Por
conseguinte, o desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test pode variar no seu laboratério dependendo
da distribuicdo dos valores que se encontram na zona equivoca e dos resultados da repeticdo obtidos
quando volta a testar as amostras presumivelmente positivas (zona equivoca). Como ponto de
referéncia, menos de 0,9% das amostras (17/1825) testadas durante o estudo clinico em varios centros,
utilizadas para determinar o desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test inseriram-se nesta gama.
Para obter informagbes adicionais, consulte a distribuicdo de frequéncias dos resultados URL/VC na
seccao Resultados previstos destas instrugcdes de utilizagao.

Nao foram gerados dados suficientes para calcular rigorosamente se a sensibilidade equivalente e o
valor previsto positivo do digene HC2 CT-ID DNA Test utilizando o digene Female Swab Specimen
Collection Kit é equivalente a sensibilidade e ao valor positivo de previsao observado com amostras
recolhidas com o digene HC2 DNA Collection Device. Uma vez que a utilizagdo do digene HC2 DNA
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Collection Device esta contra-indicada para a colheita de amostras cervicais em mulheres gravidas, a
capacidade do teste para detectar a presenca de ADN de GC pode ser reduzida nesta populacédo de
doentes ou sempre que um cotonete for utilizado para a colheita da amostra. As previsbes de
desempenho do ensaio baseiam-se em amostras conservadas a 2-8 °C ou congeladas e analisadas 1-2
semanas apoés a sua colheita.

A sensibilidade clinica e especificidade do digene HC2 GC-ID DNA Test para detectar doentes com
infecgao clinicamente activa que pode ser transmitida aos parceiros ou provocar sequelas relacionadas
com GC nao foram determinadas em comparagdo com os métodos, comercialmente disponiveis, de
ensaios por acidos nucleicos com amplificagao do sinal (NAA) para a detec¢do de ADN de GC. Nos
estudos clinicos, o teste com um ensaio NAA comercialmente disponivel n&o alterado apresentou
resultados positivos nalgumas amostras consideradas como positivas com o digene HC2 GC-ID DNA
Test obtidas em doentes com culturas negativas. A sensibilidade prevista baseia-se no nimero de
resultados positivos do digene HC2 GC-ID DNA Test em doentes para as quais se realizou cultura
positiva de Neisseria gonorrhoeae. Por conseguinte, a sensibilidade do digene HC2 GC-ID DNA Test s6
pode ser deduzida relativamente a taxa de resultados positivos com cultura que pode apresentar uma
sensibilidade de 60-85%.

29



Tabela 7. digene HC2 GC-ID DNA Test Versus resultados de cultura de GC em amostras recolhidas com escova cervical. Caracteristicas de desempenho
calculadas utilizando os valores de corte de URL/VC de 1,0 e 2,5 sdo seguidamente apresentados; os valores apresentados entre paréntesis representam o
desempenho considerando um valor de corte de 2,5 URL/VC. Os intervalos de confianga de 95% incluem as duas gamas quando as previsdes diferem entre si

em cada um dos valores de URL/VC avaliado.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID+
Cultura: POS POS NEG NEG Cultura-
Centro? n= POS NEG POS NEG Sensibilidade PPV Especificidade NPV PCR'+
Com sintomas
1 351 39 (38) 7 (3) 1(2) 304 (308) 97,50 (95,00) 84,78 (92,68) 97,75 (99,04) 99,67 (99,35) 5/7 (2/3)
IC de 95% 83,1-99,9 80,1-98,5 97,2-99,8 98,2-100
2 188 13 2 4 169 76,47 86,67 98,83 97,69 1/2
IC de 95% 50,1-93,2 59,5-98,3 95,8-99,9 94,2-99,4
3 233 14 6 (3) 1 212 (215) 93,33 70,00 (82,35) 97,25 (98,62) 99,54 0%6
IC de 95% 68,1-99,8 56,6-96,2 96,0-99,7 97,4-100
4 163 4 0 0 159 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
IC de 95% 39,8-100 39,8-100 97,7-100 97,7-100
Todos 935 70 (69) 15 (8) 6 (7) 844 (851) 92,11 (90,79) 82,35 (89,61) 98,25 (99,07) 99,29 (99,18) 6%15
IC de 95% 83,6-97,1 80,1-95,4 98,2-99,6 98,5-99,7
Sem sintomas
1 101 10 (9) 2 0(1) 89 100,00 (90,00) 83,33 (81,82) 97,80 100,00 (98,89) 2/2
IC de 95% 69,2-100 51,6-97,9 92,3-99,7 95,9-100
2 12 2 0 0 10 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
IC de 95% 15,8-100 15,8-100 69,2-100 69,2-100
3 84 1(0) 0 0(1) 83 100,00 (0,00) 100,00 100,00 100,00 (98,81) N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100 95,7-100 95,7-100
4 226 4 2(0) 1 219 (221) 80,00 66,67 (100,00) 99,10 (100,00) 99,55 1/2
IC de 95% 28,4-99,5 39,8-100 98,3-100 97,5-100 (N/A)
5 1 0 0 0 1 N/A N/A 100,00 100,0 N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100
Todos 424 17 (15) 4(2) 1) 402 (404) 94,44 (83,33)  80,95(88,24) 99,01 (99,51) 99,75 (99,26) 3/4 (212)
IC de 95% 72,7-99,9 63,6-98,5 98,2-99,9 98,6-100
TODOS
1 452 49 (47) 9 (5) 1(3) 393 (397) 98,00 (94,00) 84,48 (90,38) 97,76 (98,76) 99,75 (99,25) 719 (4/5)
IC de 95% 89,4-100 79,0-96,8 97,1-99,6 98,6-100
2 200 15 2 4 179 78,95 88,24 98,90 97,81 112
IC de 95% 54,4-94,0 63,6-98,5 96,1-99,9 94,5-99,4
3 317 15 (14) 6 (3) 1(2) 295 (298) 93,75 (87,50) 71,43 (82,35) 98,01 (99,00) 99,66 (99,33) 0%6
IC de 95% 69,8-99,8 56,6-96,2 97,1-99,8 98,1-100
4 389 8 2 (0) 1 378 (380) 88,89 80,00 (100,00) 99,47 (100,00) 99,74 1/2 (N/A)
IC de 95% 51,8-99,7 63,1-100 99,0-100 98,5-100
5 1 0 0 0 1 N/A N/A 100,00 100,00 N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100
Todos 1359 87 (84) 19 (10) 7 (10) 1246 (1255) 92,55 (89,36) 82,08 (89,36) 98,50 (99,21) 99,44 (99,21) 9%/19
IC de 95% 85,3-97,0 81,3-94,8 98,6-99,6 98,9-99,8

1 Esta informag&o serve apenas para efeitos informativos; os resultados das amostras néo se clarificaram utilizando o teste PCR.
2 0 centro nimero 5 nao dispunha de nenhuma amostras recolhida com escova cervical em doentes com sintomas.

3 Em dois casos, o PCR n3o foi realizado.
N/A = Nao aplicavel
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Tabela 8. digene HC2 GC-ID DNA Test Versus resultados de cultura de GC em amostras recolhidas com cotonete. Caracteristicas de desempenho calculadas
utilizando os valores de corte de URL/VC de 1,0 e 2,5 sdo seguidamente apresentados. Os valores apresentados entre paréntesis representam o desempenho
considerando um valor de corte de 2,5 URL/VC. Os intervalos de confianga de 95% incluem as duas gamas quando as previsdes diferem entre si em cada um
dos valores de URL/VC avaliado.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID+
Cultura: POS POS NEG NEG Cultura-
Centro? n= POS NEG POS NEG Sensibilidade PPV Especificidade NPV PCR'+
Com sintomas
1 354 34 (31) 2(3) 2 (5) 316 (315) 94,44 (87,18) 94,44 (91,18) 99,37 (99,06) 99,37 (98,44) N/A
IC de 95% 81,34-99,32 81,34-99,32 97,75-99,92 97,75-99,92
2 92 13 2(0) 1 76 (78) 92,86 86,67 (100) 97,44 (100) 98,70 (98,73) 0/2
IC de 95% 66,1-99,8 75,3-100 95,4-100 93,2-100
3 5 2 0 0 3 100 100 100 100 N/A
IC de 95% 15,8-100 15,8-100 29,2-100 29,2-100
5 162 0 3(1) 0 159 (161) N/A 0,00 98,15 (99,38) 100 1%/3
IC de 95% 2,5-100 96,6-100 97,7-100
Todos 613 49 (46) 7(4) 3(6) 554 (557) 94,23 (88,46) 87,50 (92,00) 98,75 (99,29) 99,46 (98,93) 1%5
IC de 95% 84,05-98,79 75,93-94,82 97,45-99,50 98,43-99,89
Sem sintomas
1 61 1 0 1 59 50,00 100 100 98,33 N/A
IC de 95% 1,26-98,74 2,50-100 93,94-100 91,06-99,96
2 10 2 0 0 8 100 100 100 100 N/A
IC de 95% 15,8-100 15,8-100 63,1-100 63,1-100
3 2 0 0 0 2 N/A N/A 100 100 N/A
IC de 95% 15,8-100 15,8-100
4 1 0 0 0 1 N/A N/A 100 100 N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100
5 186 1 0 0 185 100 100 100 100 N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100 98,0-100 98,0-100
Todos 260 4 0 1 255 80,00 100 100 99,61 N/A
IC de 95% 28,36-99,49 39,76-100 98,56-100 97,84-99,99
TODOS
1 415 35(32) 5(3) 3(6) 372 (374) 92,11 (84,21) 87,50 (91,43) 98,67 (99,20) 99,20 (98,42) N/A
IC de 95% 78,62-98,34 73,20-95,81 96,93-99,57 97,68-99,83
2 102 15 2 (0) 1 84 (86) 93,75 88,24 (100) 97,67 (100) 98,82 (98,85) 0/2
IC de 95% 69,8-99,8 63,6-100 91,9-100 93,6-100
3 7 2 0 0 5 100 100 100 100 N/A
IC de 95% 15,8-100 15,8-100 47,8-100 47,8-100
4 1 0 0 0 1 N/A N/A 100 100 N/A
IC de 95% 2,5-100 2,5-100
5 348 1 3(1) 0 344 (346) 100 25,00 (50,00) 99,14 (99,71) 100 1°/3
IC de 95% 2,5-100 1,3-98,7 98,4-100 98,9-100
Todos 873 53 (50) 10 (4) 4(7) 806 (812) 92,98 (87,72) 84,13 (92,59) 98,77 (99,51) 99,51 (92,59) 135
IC de 95% 83,00-98,05 72,74-92,12 97,76-99,41 98,74-99,87

1 Esta informagao serve apenas para efeitos informativos; os resultados das amostras nao se clarificaram utilizando o teste PCR.
2 0O centro ntimero 4 nao dispunha de nenhuma amostras recolhida com cotonete em doentes com sintomas.

3 Em dois casos, o PCR néo foi realizado.

N/A = Nao aplicavel
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REPRODUTIBILIDADE

Como parte do ensaio clinico em varios centros, realizou-se um estudo de reprodutibilidade entre
ensaios, entre dias, entre centros e a reprodutibilidade total do digene HC2 GC-ID DNA Test, utilizando
um painel composto por alvos de ADN de Neisseria gonorrhoeae e amostras clinicas positivas e
negativas com o digene HC2 GC-ID DNA Test .

Analisou-se um painel com 10 tipos de amostras clinicas e ndo clinicas desnaturadas e dissimuladas,
constituidas por 8 amostras positivas e 2 amostras negativas. As analises realizaram-se em réplicas de
seis, duas por dia, durante um periodo de trés dias em cada um dos 4 centros (3 centros externos e na
QIAGEN). Cada centro gerou 36 pontos de referéncia para cada alvo testado. Todas as amostras eram
desnaturadas e foram conservadas congeladas antes dos testes. Observou-se uma concordancia de
100% nos 1152 resultados positivos previstos (1152/1152) e uma concordancia de 100% nos 288
resultados negativos previstos (288/288). A concordancia global foi de 100% (1440/1440), com um
intervalo de confianga de 95% de 99,7-100 e kappa = 1,00. Nao se verificou uma variabilidade entre
ensaios, entre dias ou entre centros; por conseguinte, os dados de todos os ensaios em cada centro
foram combinados e s&do apresentados em baixo (tabela 9).

Tabela 9. Reprodutibilidade do digene HC2 GC-ID DNA Test num ensaio em varios centros.

Centro 1 Centro 2 Centro 3 Centro 4 Total

Numero | XURL % XURL % XURL % XURL % XURL Observado/ %

de alvo NC Conc. NC Conc. NC Conc. NC Conc. NC previsto Conc.
1 25 100 2,1 100 2,7 100 2,6 100 25 144/144 100
2 4,8 100 4,2 100 5,0 100 5,2 100 4,8 144/144 100
3 29,4 100 23,3 100 30,1 100 30,4 100 28,3 144/144 100
4 51,5 100 43,0 100 52,1 100 54,1 100 50,2 144/144 100
5 2,5 100 2,0 100 2,5 100 2,5 100 24 144/144 100
6 4,7 100 3,5 100 4,9 100 4,8 100 4,5 144/144 100
7 14,0 100 10,6 100 13,9 100 14,1 100 13,2 144/144 100
8 16,7 100 12,7 100 17,4 100 18,2 100 16,3 144/144 100
9 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100
10 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100

TOTAL 1440/1440 100

Realizou-se um segundo estudo de competéncia/reprodutibilidade utilizando o microrganismo completo
de Neisseria gonorrhoeae (GC) acrescentado a uma matriz de amostras clinicas dissimuladas de células
epiteliais em trés centros externos. As 25 amostras testadas continham representantes de negativos,
positivos baixos (no ou proximo do limite de deteccao) e médios com 2 serotipos de GC, infecgbes
mistas com Chlamydia trachomatis (CT) e amostras que continham sangue. Doze amostras deviam dar
resultados positivos e treze deviam dar resultados negativos. Na tabela 10 apresenta-se a percentagem
de concordancia entre os resultados observados e previstos do digene HC2 GC-ID DNA Test em cada
um dos trés centros de analise e em todos os centros combinados. A sensibilidade, especificidade,
concordancia e valores kappa de cada centro encontram-se na tabela 11.

Tabela 10. % de concordéancia do digene HC2 GC-ID DNA Test por centro.

Centro Observado vs. % de concordancia*
previsto *Os numeros entre paréntesis indicam os
1 25/25 100% (86,28%-100%) intervalos de confianca de 95%.
2 25/25 100% (86,28%-100%)
3 25/25 100% (86,28%-100%)
Centros 75175 100% (95,20%-100%)
combinados
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Tabela 11. Resultados do resumo de estatisticas do digene HC2 GC-ID DNA Test (valor de corte de 1,0).

Medida
estatistica Centro 1 Centro 2 Centro 3 Global
Sensibilidade 100% 100% 100% 100%
(73,54%-100%)* (73,54%-100%) (73,54%-100%) (90,26%-100%)
Especificidade 100% 100% 100% 100%
(75,29%-100%) (75,29%-100%) (75,29%-100%) (90,97%-100%)
Concordancia 100% 100% 100% 100%
(86,28%-100%) (86,28%-100%) (86,28%-100%) (95,20%-100%)
K 1,0 1,0 1,0 1,0

*Os numeros entre paréntesis indicam os intervalos de confianga de 95%.

Em testes de competéncia de rotina, identificaram-se 12 amostras equivocas, apresentadas na tabela
10, todas elas contendo baixas concentragdes do microrganismo de GC (~5x10* microrganismos/ml),
que seriam interpretadas como presumiveis positivas, de acordo com a secgado Interpretacdo de
resultados destas instru¢cdes de utilizagdo. Por conseguinte, o ensaio demonstrou a capacidade de
detectar ADN de GC em amostras com concentragbes de microrganismos detectaveis no ou préximo do
limite de detecgdo. Foram observados dados adicionais a esta constatacdo ao analisar um painel
disponivel que continha amostras com uma concentragdo baixa de microrganismos numa gama que
podia ser detectada por ensaio de acidos nucleicos com amplificagdo do sinal. Os testes nos trés centros
externos e na QIAGEN produziram 100% de resultados positivos (ou presumiveis positivos) para a
amostra do painel que continha microrganismos de GC. Em dois casos, os valores de URL/VC
verificaram-se na zona equivoca do ensaio (consultar a tabela 12 em baixo).

Tabela 12. Resultados do painel de amostras com CT e GC.

Resultado do digene HC2 GC-ID DNA Test

Centro  URL/VC Interpretacéo Resultado previsto
1 0,12 NEG NEG
10,45 POS POS
10,26 POS POS
9,74 POS POS
0,14 NEG NEG
2 0,09 NEG NEG
9,31 POS POS
9,93 POS POS
9,69 POS POS
0,09 NEG NEG
0,11 NEG NEG
11,00 POS POS
3 12,08 POS POS
9,45 POS POS
0,10 NEG NEG
0,07 NEG NEG
8,54 POS POS
4 7,27 POS POS
8,09 POS POS
0,08 NEG NEG
PRECISAO

Realizou-se um estudo de precisdo em trés centros para determinar a precisdo entre ensaios e a
precisdo total do digene HC2 GC-ID DNA Test utilizando um painel de amostras clinicas positivas e
negativas simuladas e dissimuladas. Adicionalmente, avaliou-se a preciséo intra e inter-instrumento,
observada com dois lumindmetros independentes e utilizando o mesmo painel. Entre os dois modelos de
lumindmetros incluia-se o DML 2000, recomendado para ser utilizado com o digene HC2 GC-ID DNA
Test, € o lumindmetro MLX; o MLX foi um dos modelos de lumindmetro utilizado durante a avaliagcao
clinica e que ja nao esta disponivel. Um dos trés centros verificaram dificuldades com outros digene HC2
DNA Test que foram realizados como parte deste estudo que foram atribuidas a técnica do ensaio, mais
provavelmente, a erro técnico provocado por formacéao incorrecta ou inadequada. Embora a precisao dos
resultados do digene HC2 GC-ID DNA Test ndo tenha sido afectada, o técnico recebeu nova formagao
relativamente a técnica de ensaio correcta.
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A tabela 13 apresenta o desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test em todos os centros combinados
(incluindo o centro que verificou o problema técnico antes de o técnico ter recebido formagao adequada
relativa a técnica correcta do ensaio). O ensaio demonstrou uma precisdo equivalente depois da
formacéao do técnico. No entanto, nos membros do painel 3, (que apresentavam baixas concentra¢des do
microrganismo de GC), os valores de URL/VC observados encontravam-se na ou proximo da zona
equivoca do ensaio de 1,0-2,5. Para efeitos destas analises de dados, todos os valores de URL/VC que
se encontravam na zona equivoca ou ultrapassaram os 2,5 foram considerados como positivos. Embora
ndo seja evidente a partir desta tabela, os resultados qualitativos apresentaram uma concordéancia de
100% (54/54) (93,4%-100% IC 95%) com os resultados previstos nos trés centros.

Tabela 13. Previsdes da previsao intra e inter-instrumentos, entre ensaios e total de URL/VC por teste e

alvo.
Intra-instrumento Inter-instrumento No ensaio Total
Desvio
Membro Média padrao
painel n URL/VC (DP) (%CV) (DP) (%CV) (DP) (%CV) (DP) (%CV)
1 54 0,0974 0,0104 10,6818 0,0017 1,7328 0,0275 28,2556 0,0275 28,1978
2 54 0,0967 0,0111 11,5031 0,0015 1,5618 0,0338 34,9362 0,0342 35,4230
3 54 3,2335 0,1502 4,6462 0,0356 1,0997 0,3520 10,8869 0,3866 11,9551
4 54 3,8407 0,2078 5,4092 0,0525 1,3671 0,3401 8,8541 0,3487 9,0802
5 54 16,1676 1,0507 6,4986 0,1122 0,6940 2,1788 13,4766 2,1437 13,2589
6 54 18,0704 1,0539 5,8321 0,3456 1,9124 2,3701 13,1158 2,3316 12,9027

Para efeitos destas anadlises de dados, todos os valores de URL/VC que se encontravam na zona
equivoca ou ultrapassaram os 2,5 foram considerados como positivos. Um estudo adicional de precisdo
foi realizado na QIAGEN para determinar a precisao total do digene HC2 GC-ID DNA Test utilizando o
DML 2000. Preparou-se um painel de precisao de seis membros utilizando uma matriz de amostras
clinicas simuladas constituidas por células epiteliais de cultura suspensas em meio de transporte de
amostras (STM) digene e que incluia duas amostras negativas, duas amostras positivas baixas e duas
amostras positivas de nivel médio, todas contendo um dispositivo de colheita de escova. Cada painel foi
testado em triplicado, dois painéis por placa, por dois técnicos ao longo de 5 dias. Utilizou-se um painel
desnaturado novo por placa. Os resultados de precisao total do digene HC2 GC-ID DNA Test compilados
durante os cinco dias de testes sdo apresentados na tabela 14. Embora ndo seja evidente a partir destas
tabelas, a interpretagéo qualitativa dos resultados teve uma concordancia de 100% com o resultado
previsto (120/120; 96,97%-100% IC de 95% ), utilizando um URL/VC de 1,0.
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Tabela 14. Preciséo total do digene HC2 GC-ID DNA Test.

Membro Média Média Média
painel n URL/VC DP CV% -2xSD  +2xSD
1 120 0,11 0,0361 32,28 0,04 0,18
2 120 0,11 0,0283 26,45 0,05 0,16
3 120 3,03 0,3212 10,62 2,38 3,67
4 120 4,06 0,4151 10,23 3,23 4,89
5 120 14,41 2,2239 1544 9,96 18,85
6 120 13,34 1,7298 12,97 9,88 16,80

PRECISAO COM AMOSTRAS EM SOLUGAO PRESERVCYT

Realizou-se um estudo em varios centros para caracterizar a precisdo do ensaio entre laboratérios e
entre dias nos ensaios com amostras em solugéo PreservCyt. Dois centros externos a QIAGEN testaram
um painel de doze membros de amostras de doentes recolhidas em solugdo PreservCyt. Cada
laboratério procedeu depois ao ensaio do painel em triplicado, duas vezes por dia ao longo de trés dias
usando o mesmo lote de reagentes. O painel de doze membros das amostras simuladas em solugao
PreservCyt foi preparado com quantidades diferentes de GC (auxotipo 22; ATCC 27631) para criar um
painel conforme indicado na Tabela 15.

Tabela 15. Painel de precisdo de amostras simuladas em solugao PreservCyt para o digene HC2 GC-ID
DNA Test.

Resultado esperado do
Loteda | 1o mbros painel* | digene HC2 SC.ID DNA URL/VC
amostra Test aproximado
A 1P, 2P, 7P, 8P GC baixo positivo ~5
B 3P, 4P, 9P, 10P GC médio positivo ~10
C 5N, 11N Negativo ~0,20
D 6N, 12N Negativo ~0,20

*O identificador da amostra indica estado conhecido de Neisseria gonorrhoeae [positivo (P) ou negativo

(N)].

Para efeitos de analise de dados, os membros do painel derivados do mesmo lote de amostras foram
combinados.

Tabela 16. Resultados qualitativos por lote de amostras — Procedimento do digene HC2 GC-ID DNA Test

.Conjunto do lote de GC Positivo Equivoco Negativo Total
amostras n (%) n (%) n (%)
Negativo
(5N, 11N) 0(0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
Negativo
(6N, 12N) 0(0,0) 0 (0,0) 108 (100) 108
Total de negativos 0 (0,0) 0(0,0) 216 (100) 216
Positivo baixo
(1P, 2P, 7P, 8P) 216 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 216
Positivo médio
(3P, 4P, 9P, 10P) 216 (100) 0(0.0) 0(0,0) 216
Total de positivos 432 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 432
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Tabela 17. Desvios-padrao (DP) e coeficientes de variagao (CV) relativos a precisédo por laboratério e

por dia: digene HC2 GC-ID DNA Test em solug&o PreservCyt
Adi No Entre .
Amostra N | Media |0 ios |Entredias| Entre | oo %y
URL/VC DP | local DP
DP DP
Negativo .
(5N, 11N) 108 0,201 0,037 0,019 0 0,032 0,052 25,9
Negativo
(6N, 12N) 108 | 0198 | 0055 | 0016 | 0019 | 0,021 0,064 323
Positivo médio GC
(3P, 4P, 0P, 10p) | 216| 7981 | 0806 ) 1203 0 0,243 1,526 191
Positivo baixo GC
(1P, 2P 7P, 8p) | 216| 4648 | 06751 0478 | 0,308 0 0,883 19,0

*Os componentes de variagdo negativa foram definidos em zero.

SENSIBILIDADE ANALITICA

A sensibilidade analitica (limites de detecgdo) do digene HC2 GC-ID DNA Test foi determinada
analisando directamente diluicdes de um painel n&o clinico constituido por 114 isolados separados de
Neisseria gonorrhoeae. Os 114 isolados representavam 13 auxotipos, 5 serotipos, 10 estirpes resistentes
a antibidticos, 6 isolados de estirpes sem plasmideos e 2 isolados ndo caracterizados considerados
discordantes no ensaio nos varios centros. Analisaram-se quatro séries de diluicdes para cada isolado
com o digene HC2 GC-ID DNA Test para estabelecer os limites de deteccdo do teste. O limite de
deteccdo para cada auxotipo Neisserria € apresentado na tabela 18. O limite de detecgéo estabelecido
foi a diluicdo de cada auxotipo detectado na ou acima da zona equivoca do ensaio de 1,0-2,5 URL/VC.

A sensibilidade analitica do digene HC2 GC-ID DNA Test foi entre 25 a 50.000 CFU/ensaio para os 114
isolados de Neisseria testados, incluindo auxotipos, serotipos e estirpes sem plasmideos e resistentes a
antibiéticos. Apenas uma das seis extirpes sem plasmideos e um dos cinco serotipos de Neisseria
gonorrhoeae 1A-5 testados foram detectados a 50.000 CFU/ensaio; nenhum dos outros 112 isolados
foram detectados a concentragdes superiores a 5000 CFU/ensaio. O limite de deteccdo médio de todos
os 114 isolados variou entre 974 e 2887 CFU/ensaio quando se consideraram as diluicbes dos isolados
que recairam na zona equivoca do ensaio e acima das 2,5 URL/VC. O limite global de detecgao foi de
1931 CFU/ensaio (3,8 x 10* CFU/ml). As amostras clinicas que contém microrganismos no ou proximo
do limite de deteccao podem ter de ser novamente testadas por um procedimento de teste alternativo ou
numa nova amostra da doente, conforme definido na seccdo Interpretacdo de resultados destas
instrugdes de utilizagao.
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Tabela 18. Resumo dos limites de deteccéo da sensibilidade dos auxotipos, serotipos e estirpes sem
plasmideos e resistentes a antibidticos de GC.

Concentragao detectavel

Auxotipo CFU/mI CFU/ensaio
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 1 1000 50
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 12 500-5000 25-250
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 16 10°-10* 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 22 10%-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 5 500-5000 25-250
Neisseria gonorrhoeae auxotipo 9 5x10* 2500
Neisseria gonorrhoeae auxotipo AHU (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Arg (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae auxotipo AU (5 isolados) 10%-10* 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae auxotipo PAU (5 isolados) 10%10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Pro (5 isolados) 10*-10° 500 - 500
Neisseria gonorrhoeae auxotipo Proto (5 isolados) 10%-10* 50 - 500
Nglsserla gonorrhoeae intermédia a ciprofloxacina (Cipl) (5 103105 50 - 5000

isolados)

N?;islzcrjlgsg);onorrhoeae resistente a ciprofloxacina (Cip R) (4 10310 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae CMRNG (5 isolados) 10%-10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae Outro-5423 10*-10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae Outro-5658 10%-10* 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae PenR (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PenR (5 isolados) 10%-10° 50 - 50,000
Neisseria gonorrhoeae estirpes sem plasmideos (6 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PenR 3.05 (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PPNG 3.2 10°-10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae PPNG 4.4 (4 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae serotipo | A-1 ou IA-2 (5 isolados) 10*-10° 500 - 50,000
Neisseria gonorrhoeae serotipo | A-5 (4 isolados) 10%-10* 50 - 500
Neisseria gonorrhoeae serotipo | B-1 (5 isolados) 10%-10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae serotipo | B-4 ou IB-15 (5 isolados) 10%-10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae resistente a espectinomicina (SpecR) 10° 5000
Neisseria gonorrhoeae TetR (5 isolados) 10%10° 50 - 5000
Neisseria gonorrhoeae TRNG American (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae TRNG Dutch (5 isolados) 10*-10° 500 - 5000
Neisseria gonorrhoeae estirpe tipo 500-5000 25 - 250

CONSIDERACOES ADICIONAIS SOBRE AS AMOSTRAS EM PRESERVCYT

O limite dos estudos de deteccao descritos na secgéo anterior para STM nao foram repetidos usando
amostras em solugao PreservCyt uma vez que se espera que a sensibilidade analitica do ensaio seja
independente do tipo de amostra STM ou em solugdo PreservCyt, especificamente porque as amostras
em solugéo PreservCyt sdo sujeitas a um procedimento de conversao (para mais pormenores, consulte
as instrugdes de utilizacdo do dispositivo de conversao de amostras digene HC2) que torna as amostras
em solugao PreservCyt semelhantes, em composi¢cdo, as amostras em STM antes da utilizagdo do
digene HC2 GC-ID DNA Test.

No entanto, uma vez que a amostra em solugdo PreservCyt é sujeita a uma fase de centrifugagao
durante o procedimento de conversao, foi necessario avaliar qualquer potencial impacto da centrifugagéo
na sensibilidade analitica do digene HC2 GC-ID DNA Test. Para avaliar o potencial impacto da
centrifugacdo na sensibilidade analitica, prepararam-se oitenta e oito (88) pares de amostras Neisseria
gonorrhoeae DNA negativas STM e em solugcdo PreservCyt com as quantidades correspondentes de
microrganismos Neisseria gonorrhoeae (estirpe sem plasmideos NRL 33151). As amostras combinadas
foram testadas e a sensibilidade analitica calculada comparando os valores médios de URL/VC obtidos
[(PreservCyt:STM) x 100].
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Tabela 19. Comparacgéao da sensibilidade analitica - digene HC2 GC-ID DNA Test
— Amostras combinadas em solugéo PreservCyt e STM.

digene HC2 GC-ID DNA Test PC:STM
STM PreservCyt URL/VC
Numero de amostras 88 88 -
Média URL/VC 3,97 4,91 1,24
URL/VC mediana 4,01 4,93 1,23
Desvio padréo 0,34 1,00 -
URL/VC minimo 3,06 2,30 -
URL/VC méaximo 4,77 7,10 -

Um estudo adicional forneceu uma comparagdo semelhante com amostras de doentes combinadas e
simuladas. As amostras dos doentes recolhidas em solugdo PreservCyt foram obtidas a partir de um
centro externo a QIAGEN e monitorizadas pelo digene HC2 GC-ID DNA Test para identificar amostras
positivas. Estas amostras positivas dos doentes foram depois combinadas para gerar um total de 10
conjuntos de amostras concentradas em solugado PreservCyt. Destes conjuntos, duas aliquotas foram
preparadas e processadas para formar pellets de células. Os pellets de células foram ressuspensos
numa solugdo salina de fosfato tamponada (PBS). A aliquota A foi preparada adicionando o pellet
ressuspenso ao STM e a aliquota B foi preparada adicionando o pellet ressuspenso a PreservCyt. As
duas aliquotas foram testadas com o digene HC2 GC-ID DNA Test apresentando os seguintes
resultados:

Tabela 20. Comparagéao da sensibilidade analitica - digene HC2 GC-ID DNA Test
— Amostras de doentes simuladas (conjunto) em solu¢do PreservCyt
combinadas com STM.

digene HC2 GC-ID DNA Test PC: STM
STM PreservCyt URL/\VC
NUimero de amostras 10 10 -
Média URL/VC 4,80 4,32 0,90
URL/VC mediana 2,66 2,47 0,93
Desvio padréo 5,44 5,08 -
URL/VC minimo 1,16 1,02 -
URL/VC méaximo 18,97 17,26 -
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ESPECIFICIDADE ANALITICA

Analisou-se um conjunto de bactérias, virus, plasmideos e material celular humano ou produtos
sanguineos que se podem encontrar no aparelho anogenital feminino para determinar se se verificava
reactividade cruzada com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Todos os microrganismos foram testados a
concentragbes de 10° e de 10’ microrganismos ou CFU por ml, e sempre que possivel com 10°
microrganismos ou CFU por ml, excepto quando indicado o contrario a seguir. O ADN purificado de virus
e plasmideos foi testado com uma variedade de concentragdes, conforme a seguir indicado.

Segue-se uma listagem das bactérias analisadas.

Acinetobacter anitratus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter iwoffi
Achromobacter xerosis
Actinomyces israelii
Alcaligenes faecalis

Bacillus subtilus

Bacteroides fragilis

Bacteroides melaninogenicus
Branhamella catarrhalis (6 isolados)
Candida albicans

Candida glabrata

Chlamydia pneumoniae b
Chlamydia psittaci ® (2 estirpes)

Chlamydia trachomatis ° (serotipo B, Ba, E, J, L3) ©

Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (isolado clinico) '
Escherichia coli (HB101) '
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis
Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Kingella denitrificans °
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii
Mobiluncus mulieris
Moraxella lacunata
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

Neisseria caviae (2 isolados) °

Neisseria cuniculi (3 isolados)

Neisseria cinera (6 isolados)

Neisseria flavescens (4 isolados)

Neisseria species® *

Neisseria lactamica (6 isolados) °

Neisseria meningitidis (grupo A, B, C, W135, Y)
Neisseria mucosa (6 isolados)“I

Neisseria polysaccharea

Neisseria sicca (6 isolados)

Neisseria subflava

Neisseria subflava biovar flava (5 isolados)
Neisseria subflava biovar perflava (4 isolados)
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus asaccharalyicus
Peptostreptococcus productus

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa ?

Salmonella minnesota

Salmonella typhimurium

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus (ProtA +)
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae (Grp B)
Streptococcus pyogenes (Grp A)
Streptomyces griseus

Treponema pallidum

Trichomonas vaginalis !

Ureaplasma urealyticum

h

Concentrac8es testadas (microrganismos/ml ou CFU/mI para espécies de Neisseria):

25x10%,5x107, 5x 108, 8 x 104, 8 x 10¢, 8 x 108, 9 x 104, 9 x 10¢, 9 x 108

®2x105,2x107 e 2 x 108
c1x105 1x107e 1 x 108
45x 108, 5x 107, 5x 108

e1,1x 105, 1,1x 107, 1,1 x 10°
79,7 x 105, 9,7 x 106, 9,7 x 108
92x107,2x102e2x10°
n4,8x 104 4,8 x 109, 4,8 x 108
i1x10%e 1 x 108

T Analisou-se tanto a estirpe de E. coli utilizada para cultivar os plasmideos (HB101) como um isolado clinico de E. coli.
* Estirpe de Neisseria de ATCC que apresenta caracteristicas tanto de Neisseria gonorrhoeae como de Neisseria meningitidis (n° de ATCC 43831).



Todas as outras bactérias, excepto Neisseria gonorrhoeae potencialmente encontradas no tracto
urogenital, & excepcao das trés estirpes de Neisseria comensal e de Chlamydia psittaci, verificaram-se
negativas com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Com Chlamydia psittaci e Neisseria lactamica apenas se
observou uma reactividade cruzada moderada que pode ser interpretada como presumivelmente
positiva. Essa reactividade cruzada ndo tem qualquer influéncia na interpretagcéo dos resultados do
digene HC2 GC-ID DNA Test de amostras urogenitais. Os microrganismos que demonstraram algum
grau de reactividade cruzada sao:

Concentragdo a qual foi observada

Interpretagao reactividade cruzada
Chlamydia psittaci (1 de 2 isolados) Presumivel positivo* 1 x 107 microrganismos/mi
Neisseria lactamica (1 de 6 isolados) Presumivel positivo* 1x 109 CFU/mI
Neisseria meningitidis (grupo Y, 1 de 2 isolados) Positivo 1x 10" CFU/mI
Neisseria mucosa (1 de 6 isolados) Positivo 5x 10° CFU/mI

* URL/VC verificadas na zona equivoca do ensaio de 1,00 a 2,50.

As trés estirpes de Neisseria comensal, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidise Neisseria mucosa
encontram-se principalmente na nasofaringe e nas vias respiratorias superiores. Raramente, ou até
mesmo nunca, estdo isoladas do sistema urogenital.”*' Além disso, a reactividade cruzada do isolado
do grupo Y Neisseria meningitidis foi determinada como sendo um lipopolissacarideo sem tipificagdo
raramente encontrado na populagdo em geral. Chlamydia psittaci pode ser detectada na pele de
algumas p?sssoas que trabalham ou manuseiam espécies de aves, mas ndo foi detectada no tracto
anogenital.

Nem todos os isolados de uma estirpe em particular produziram reactividade cruzada com o digene HC2
GC-ID DNA Test, diminuindo a probabilidade de obter um resultado positivo falso com uma amostra
clinica no caso da presencga dessa estirpe. Por exemplo, cinco de seis isolados de Neisseria lactamica
ou Neisseria mucosa analisados provaram-se negativos no digene HC2 GC-ID DNA Test, assim como
uma das duas estirpes de Chlamydia psittaci testadas. Assim, ndo se espera que a reactividade cruzada
do digene HC2 GC-ID DNA Test observada com as trés estirpes de Neisseria comensal e Chlamydia
psittaci venham a conduzir a uma interpretacao clinica falsa de um resultado positivo através do teste de
amostras anogenitais.

Segue-se uma listagem de ADN viral, plasmideo de ADN e material celular humano ou produtos
sanguineos testados e as concentragbes a que foram testados:

Citomegalovirus® Papilomavirus Humano de tipo 6 f
Virus de Epstein—Barrb Papilomavirus humano tipo 11
Soro antiogénio de superficie da hepatite B° Papilomavirus humano tipo 16'
Herpes simples N Papilomavirus humano tipo 18
Herpes simples I1° pBR322'

Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)>? sv40!

ADN gendmico humano® PGEM®3Z

ADN placentario humano® PGEM®3Zf(-Y

Sangue total humano” Células epiteliais humanas®

Concentracgtes testadas:

Z 1x 102, 1x 10; 1x 102 particulas virais/ml
1x10,1x10,1x10 particulas virais/ml
"2,9x 10°, 1,1 x 103 particulas virais/ml
. 6,1 x 102, 2,4 x ‘103 particulas virais/ml
. 2,7 X 103’ 1,1x 108 copias/mi
1,1x10, 4,6 x 10 particulas virais/ml
92x10°, 2x10', 2 x 10° particulas virais/ ml
ihs%, 10%,50%
2,1x10, 8,3x 10 copias/ml
Jk1 ng/ml, 4 ng/rrﬁﬂ ,
1x10,1x10,1x10 células/ mi
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Nenhum dos virus testados apresentou reactividade cruzada no digene HC2 GC-ID DNA Test; no
entanto, a reactividade cruzada foi observada com os plasmideos pBR322, pGEM® 3Z e pGEM® 3Zf(-).
Todas as restantes preparagdes de ADN, incluindo ADN humano, foram negativas. O sangue e as
células epiteliais ndo apresentaram reactividade cruzada com o digene HC2 GC-ID DNA Test. A
reactividade cruzada entre o pBR322 e o digene HC2 GC-ID DNA Test ndo é inesperada devido a forma
como a sonda GC é criada. Registou-se a presenga de sequéncias homologas de pBR322 em amostras
genitais humanas, podendo ocorrer resultados falsos-positivos na presenga de elevados niveis de
plasmideo bacteriano. No entanto, nenhuma amostras das 103 testadas num estudo em varios centros
nos Estados Unidos consideradas como positivas para Neisseria gonorrhoeae com o digene HC2 GC-ID
DNA Test foram identificadas como positivas falsas devido a reactividade cruzada das sequéncias de
pBR322. Assim, a probabilidade de se verificarem resultados falsos-positivos com o digene HC2 GC-ID
DNA Test em amostras clinicas provocados por reactividade cruzada com sequéncias homologas de
pBR322 parece ser reduzida. Embora o digene HC2 GC-ID DNA Test possa apresentar, potencialmente,
reactividade cruzada com Chlamydia psittaci, pBR322, pGEM e vérias espécies de Neisseria comensal,
a probabilidade de estes microrganismos afectarem a interpretacdo do teste é remota, conforme
demonstrado pelos resultados do estudo clinico realizado em varios centros.

HOMOLOGIA DE SONDAS RELATIVAMENTE A ADN DE PLASMIDEOS TOTAIS E A ADN
GENOMICO

As sondas genémicas sdo homadlogas a aproximadamente 0,5% dos genomas de Neisseria
gonorrhoeae. Seguidamente apresentam-se os dados para cada sonda no digene HC2 GC-ID DNA Test:

Dimenséo aprox. de introdugéo

Sonda Tipo (bp) % do genoma
pGC1 Genomico 6 400 0,34%
pGC2 3300 0,17%

9 700 (Total) 0,51%
pGC3 Plasmideo criptico 4200 N/A*

*Representa toda a sequéncia da sonda.

EFEITO DO SANGUE E OUTRAS SUBSTANCIAS NAS AMOSTRAS STM

O efeito do sangue e de outras substancias, definidas, que possam potencialmente interferir, foi avaliado
no digene HC2 GC-ID DNA Test. Adicionou-se sangue total, um produto de marca para higiene vaginal,
creme anti-fungico e gel contraceptivo (agentes que podem ser, normalmente, encontrados nas amostras
cervicais) a conjuntos de amostras negativas e positivas a concentragdes que podem ser encontradas
nas amostras cervicais (consultar a tabela 21). Nao se observaram resultados falsos-positivos com
qualquer um dos quatro agentes a qualquer concentragdo. Um estudo de substancias ndo definidas
presentes numa populagédo de 100 amostras clinicas negativas mostrou que as substancias ndo
definidas ndo inibem a geragéo de um sinal positivo no digene HC2 GC-ID DNA Test, comparativamente
ao sinal gerado quando testadas em relagao a microrganismos de GC em STM.
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Tabela 21. Efeito de substancias que provocam interferéncias nos resultados do teste.

Resultado do digene HC2 GC-ID DNA Test

Meio de transporte de
Conjunto de amostras clinicas amostras (STM)

Substancia
que provoca Negativo Positivo* Positivo*
interferéncia Conc. URL/VC Observado URL/VC Observado URL/VC Observado
Nenhuma
(controlo) 0,15 NA 3,41 NA 2,70 NA
Sangue 1% 0,21 +37% 3,17 7% 3,21 +19%

5% 0,19 +22% 3,11 -9% 3,05 +13%
Prod. higiene 4o, 0,21 +37% 348 +2% 2,80 +4%
vaginal

5% 0,18 +20% 3,47 +2% 3,20 +18%
Creme anti- 1% 0,19 +20% 3,60 +5% 2,95 +9%
fungico

5% 0,20 +30% 3,562 +3% 3,09 +14%
Gel 1% 0,08 -54% 3,18 7% 2,98 +10%
contraceptivo ’ ’ ’

5% 0,08 -54% 3,24 +5% 3,10 +15%

*Acrescentado com 10° CFU/ml do auxotipo 1 do microrganismo Neisseria gonorrhoeae.

EFEITO DO SANGUE E OUTRAS SUBSTANCIAS NAS AMOSTRAS PRESERVCYT

As avaliagbes de substancias especificas de interferéncia, conforme descrito na secg¢éo anterior para as
amostras STM, nao foram realizadas com amostras em solugédo PreservCyt. No entanto, ndo se espera
que as amostras em solucao PreservCyt apresentem perfis de interferéncia diferentes dos das amostras
STM, porque o local anatdmico da colheita de amostras endocervicais é idéntico para amostras em
solugdo PreservCyt e STM, e ainda porque uma amostra em solugdo PreservCyt é sujeita a um
procedimento de conversdo (conforme especificado nas instrugées de utilizagdo do dispositivo de
conversdo de amostras digene HC2), que a torna comparavel, em termos de composi¢cdo, a uma
amostra STM.

Pode existir um tampao residual para conversdao de amostras (SCB)1 em pequenas quantidades nas
amostras em solugdo PreservCyt totalmente convertidas. Por conseguinte, um estudo analitico foi
realizado para verificar o desempenho analitico do digene HC2 GC-ID DNA na presenga de varias
quantidades de SCB. As diferentes concentragbes de ADN de GC de plasmideos foram preparadas em
STM. Os volumes excessivos de SCB foram depois adicionados as amostras e testaram-se trés
aliquotas de cada amostra para obter a URL/VC médio de cada uma na presenca de solugédo PreservCyt
ou de SCB. A comparacao destes valores médios de URL/VC de cada amostra relativamente aos
valores médios de URL/VC para cada amostra de controlo STM n&o demonstrou qualquer resultado
positivo ou negativo falso.

1

O tampéo para conversédo de amostras € uma solugdo tamponada com eosina Y e 0,05% (w/v) de azida de sédio, necessarios
para a conversao de uma amostra de PreservCyt. Para mais pormenores, consulte as instrugdes de utilizagado do dispositivo de
conversao de amostras digene HC2 da QIAGEN.
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PRECISAO NO VALOR DE CORTE DO digene HC2 GC-ID DNA TEST COM AMOSTRAS CLINICAS
RECOLHIDAS EM STM

A reprodutibilidade do digene HC2 GC-ID DNA Test com amostras clinicas recolhidas em STM foi
determinada num estudo com 30 conjuntos clinicos (15 positivos e 15 negativos), preparados através da
combinagdo de amostras recolhidas com uma escova cervical para STM, previamente desnaturadas e
testadas. Analisaram-se quatro réplicas por amostra em cada um dos cinco dias, num total de 20 réplicas
por amostra. O teste foi realizado usando o digene HC2 GC-ID DNA Test. A tabela 22 apresenta o valor
médio de URL/VC, os intervalos de confianga préximos da média (IC de 95%) e a percentagem de
resultados positivos calculados para cada amostra ao longo de cinco dias.

Tabela 22. Valores de URL/VC médios com intervalos de confianca e
percentagem de resultados positivos com o digene HC2 GC-ID
DNA Test (por ordem descendente em fungao dos valores
médios de URL/VC).

N° URL/N/C IC de 95% % positivos
1 1,92 1,31-2,00 100 (20/20)
2 1,22 1,16-1,29 100 (20/20)
3 1,21 1,16-1,25 100 (20/20)
4 1,21 1,16-1,25 90 (18/20)
5 1,17 1,03-1,28 100 (20/20)
6 1,14 1,09-1,18 90 (18/20)
7 1,08 1,04-1,12 80 (16/20)
8 1,05 1,00-1,09 70 (14/20)
9 1,05 1,01-1,09 70 (14/20)
10 1,02 0,98-1,06 65 (13/20)
11 1,00 0,96-1,03 65 (13/20)
12 1,00 0,97-1,03 45 (9/20)
13 1,00 0,96-1,03 40 (8/20)
14 0,98 0,95-1,02 45 (9/20)
15 0,91 0,89-0,94 10 (2/20)
16 0,90 0,87-0,92 0 (0/20)
17 0,87 0,84-0,91 5 (1/20)
18 0,86 0,83-0,89 0 (0/20)
19 0,84 0,82-0,85 0 (0/20)
20 0,82 0,79-0,85 0 (0/20)
21 0,79 0,75-0,82 0 (0/20)
22 0,77 0,78-0,80 0 (0/20)
23 0,76 0,74-0,79 0 (0/20)
24 0,75 0,78-0,79 0 (0/20)
25 0,73 0,70-0,75 0 (0/20)
26 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
27 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
28 0,56 0,53-0,59 0 (0/20)
29 0,54 0,52-0,56 0 (0/20)
30 0,12 0,11-0,13 0 (0/20)

As amostras com um valor médio de URL/VC de 20% ou mais acima do valor de corte foram
consideradas como positivas ou presumivelmente positivas em 97% das vezes, enquanto que as
amostras com um valor médio de URL/VC de 20% ou mais abaixo do valor de corte foram consideradas
como negativas em 100% das vezes. Estes resultados indicam que é de esperar que as amostras com
URL/VC médios de 20% ou mais afastados do valor de corte apresentem resultados consistentes com o
digene HC2 GC-ID DNA Test.

As amostras com valores proximos do valor de corte do ensaio apresentaram-se largamente positivas ou
negativas; as que tinham valores acima do valor de ensaio do corte, mas dentro dos 20% continuaram a
ser consideradas como positivas ou presumivelmente positivas 69,4% das vezes. As amostras abaixo do
valor de corte, mas dentro da gama dos 20% continuaram a ser consideradas como negativas 91,4% das
vezes.

Estes dados demonstram que o digene HC2 GC-ID DNA Test produzem resultados reprodutiveis com
amostras clinicas recolhidas em STM, cujos valores de URL/VC se encontrem dentro de uma gama de
20% do valor de corte do ensaio.
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INFORMACAO HISTORICA

Anteriormente, utilizava-se o luminémetro Dynex modelo MLX, para além do DML 2000 para gerar dados
e determinar as caracteristicas de desempenho do digene HC2 GC-ID DNA Test. O luminémetro MLX ja
nao esta disponivel, utilizando-se apenas o DML 2000 para gerar resultados. Os seguintes dados foram
gerados a partir do ensaio em varios centros para determinar a reprodutibilidade do calibrador positivo e
do calibrador negativo, indicados a seguir como informagéo histérica.

Para determinar a reprodutibilidade do calibrador positivo e do calibrador negativo e calcular a frequéncia
com que pode ser necessario efectuar novos calculos manualmente, foram compilados os resultados das
avaliagbes clinicas que envolveram 79 ensaios com o digene HC2 GC-ID DNA Test (tabela 23). Os
resultados demonstraram que o %CV médio desses 79 ensaios foi de 5,79% e que nenhum ensaio
apresentou valores médios do calibrador negativo superiores a 150 URL. Tendo em conta todas as trés
réplicas do calibrador por ensaio, foi observada uma reprodutibilidade do calibrador superior a 20% CV
em apenas 1 dos 79 ensaios (1,3%), tendo o %CV sido novamente calculado. Depois do novo calculo, a
%CV dos ensaios mantiveram-se inferiores a 15%, o que indica que todos os ensaios foram validos.

Tabela 23. Desempenho do calibrador positivo e do calibrador negativo. Dados combinados do ensaio
clinico em varios centros e do estudo de precisdo. (n = 79 ensaios)

Média das médias calculadas

(URL) Média do %CV calculado
Ajustado
Média de Ajustado para

N°de quocientes Tipo de para valores valores

Instrumento ensaios S/N calibrador Trés réplicas atipicos Trés réplicas atipicos
DML2000 9 7,71 Negativo 40,300 34,470 18,960 12,240
Positivo 292,370 292,370 6,670 6,670

MLX* 70 4,52 Negativo 0,076 0,070 13,830 12,360
Positivo 0,292 0,292 5,674 5,674

*Ja nao disponivel.

EQUIVALENCIA ENTRE AMOSTRAS EM STM E EM SOLUCAO PRESERVCYT

A equivaléncia entre amostras STM e em solugcdo PreservCyt foi analisada numa avaliagdo clinica de
1252 amostras cervicais combinadas. Uma amostra em solugédo Preservcyt foi processada de acordo
com as instrugdes de utilizagdo do dispositivo de conversdo de amostras digene HC2 e testada em
conjunto com uma amostra STM combinada com o digene HC2 GC-ID DNA Test. Os resultados desta
avaliagao sao apresentados na Tabela 24. O desempenho clinico foi estabelecido utilizando amostras de
solugdo PreservCyt Solution com um volume residual superior a 6,5 ml. A andlise de amostras
com volumes residuais entre 4,0 e 6,5 ml devera ser validada pelo laboratério.

Tabela 24. Resumo dos dados estatisticos da concordancia do digene HC2 GC-ID DNA entre amostras
cervicais combinadas recolhidas em STM e em solug&o PreservCyt.

Concordancia Concordancia Concordéancia

Grupo Kappa positiva negativa geral

IC de 95% (n/A) (n/A) (n/A)
IC de 95% IC de 95% IC de 95%

Exclusédo de dados da 0,96 28,00 99,75 99,68
zona equivoca (49/50) (1181/1184) (1230/1234)
0,92, 0,99 89,35, 99,95 99,26, 99,95 99,17, 99,91

Algoritmo de novo 0,93 91,80 99,75 99,36
teste da zona (56/61) (1188/1191) (1244/1252)
equivoca* 0,88, 0,98 81,90, 97,28 99,27, 99,95 98,74, 99,72

*As amostras numa gama de 1,0 a 2,5 URL/VC foram novamente testadas em duplicado. A classificagéo
das amostras foi depois determinada usando uma regra de dois para trés.

A reprodutibilidade do digene HC2 GC-ID DNA Test foi avaliada como parte da avaliagao clinica para
demonstrar que se obtém resultados equivalentes de digene HC2 GC-ID DNA Test quando se testa um
painel de 20 amostras em solugéo PreservCyt ao longo de 3 dias em trés laboratérios. Os resultados
deste estudo de reprodutibilidade séo apresentados na Tabela 25 que se segue.
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Tabela 25. Concordancia da percentagem do digene HC2 GC-ID DNA Test — Por centro.

Centro Observado vs. previsto % de concordancia
(IC de 95%)
1 60/60 100 (94,04, 100)
2 60/60 100 (94,04, 100)
3 59/60 98,33 (91,06, 99,96)
Todos os centros combinados 179/180 99,44 (96,94, 99,99)

*20 membros x 3 dias x 3 centros.
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GUIA PARA A RESOLUCAO DE PROBLEMAS

digene HC2 GC-ID DNA TEST

OBSERVACAO

CAUSAS PROVAVEIS

SOLUCOES

Alteracédo de cor
incorrecta ou nao
observada durante a
desnaturacgao

Reagente de desnaturagéo nao
adicionado ou reagente de
desnaturagao incorrectamente
preparado.

1. Verifique se o reagente de desnaturagédo contém o corante
indicador e apresenta uma cor purpura escura.

2. Verifique se o reagente de desnaturagao foi adicionado a
amostra, medindo o volume de amostra (em principio,
1,5 ml). Se o volume indicar que o reagente de desnaturagédo
ndo foi adicionado, proceda a sua adi¢éo, misture e prossiga
com o ensaio se observar a alteragéo correcta de cor.

A amostra de sangue pode
dissimular a alteragao de cor.

N&o é de esperar que ocorra exactamente a alteragao de cor
descrita com estes tipos de amostras; os resultados do ensaio
testado ndo deverao ser negativamente afectados.

O pH da amostra pode ser
invulgarmente acido.

A amostra pode ser invulgarmente acida, ndo se verificando a
alteragao de cor prevista. Recolha uma nova amostra antes da
aplicagao de acido acético no colo do utero, uma vez que um pH
da amostra incorrecto ira afectar negativamente os resultados do
teste.

Os controlos de
qualidade dao
resultados
incorrectos

Protocolo de software incorrecto
seleccionado para o teste

Se o protocolo de software for incorrecto para o teste a realizar,
devera proceder a uma nova leitura da placa no prazo de 30
minutos depois da adigao do reagente de detecgdo com o
protocolo correcto.

Posicionamento invertido do CQ CT
edo CQGC

Volte a testar as amostras.

Alteracédo de cor
incorrecta
observada durante a
hibridizagao

« Mistura inadequada da mistura de
sondas com o calibrador, controlo
de qualidade e/ou as amostras
desnaturados.

« Mistura de sondas nao adicionada.

« Volume incorrecto de reagente
adicionado.

Agite a microplaca de hibridizagdo durante mais 2 minutos. Se
alguns pocos se mantiverem purpura ou cinzentos, adicione mais
25 pl de mistura de sonda e misture bem. Se depois da adigéo
da sonda e de voltar a agitar ndo ocorrer a alteragao de cor
prevista e a amostra ndo contiver sangue ou outros materiais,
volte a testar a amostra.

A amostra de sangue pode
dissimular a alteragéo de cor.

N&o é de esperar que ocorra exactamente a alteragao de cor
descrita com estes tipos de amostras; os resultados do ensaio
testado ndo deverao ser negativamente afectados.

A amostra apresenta < 1000 pl de
meio de transporte de amostras
(STM) digene.

Verifique o volume da amostra original. O volume deve ser 1425
pl £ 20 pl (depois de retirar 75 pl). Se o volume for < 1405 pl, a
amostra original continha < 1000 yl STM. Obtenha uma nova
amostra.

O ensaio néo
cumpre os critérios
de verificagdo da
calibracdo. Nao se
observa qualquer
sinal nos
calibradores
positivos, no
controlo de
qualidade ou nas
amostras.

Nenhuma sonda adicionada ao
diluente da sonda.

Prepare a mistura da sonda GC, conforme descrito na secgao de
Preparagéo e armazenamento de reagentes destas instrugbes
de utilizagdo. Misture bem. Rotule o tubo adequadamente.
Repita o ensaio com uma mistura de sondas recém preparada.

Sonda contaminada com RNase
durante a preparagéao.

Utilize pontas de pipetas com proteccao contra aerossois para
pipetar a amostra e use luvas sem po6 de talco. Dilua a sonda
num recipiente estéril. Utilize apenas reservatérios de reagente
descartaveis limpos e novos.

Mistura inadequada mistura da sonda
com o diluente da sonda.

Depois de adicionar a sonda ao diluente da sonda, misture bem
com o vortex a velocidade maxima durante, pelo menos,
5 segundos. Deve formar-se um vortex visivel.

Mistura inadequada da sonda diluida
com a amostra desnaturada.

Depois de adicionar a mistura de sondas a amostra desnaturada,
cubra a microplaca de hibridizagéo e agite no misturador rotativo
I'a 1100 = 100 rpm durante 3 + 2 minutos, conforme descrito no
Procedimento do teste, secg¢édo Hibridizagao, passo 6 destas
instrugdes de utilizagdo. Verifique se ocorreu alteragdo da cor de
purpura para amarelo em todos 0s pogos.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST

OBSERVACAO

CAUSAS PROVAVEIS

SOLUCOES

Tempo ou temperatura incorrectos
durante a fase de hibridizagao.

Hibridize durante 60 + 5 minutos a uma temperatura de

65 + 2 °C, conforme descrito no Procedimento do teste, secgao
Hibridizagao, passo 7 destas instrugdes de utilizagdo. Verifique a
temperatura do aquecedor de microplacas |. Assegure-se que o
aquecedor esta regulado para aquecer as amostras a
temperatura correcta e que foi previamente aquecido durante 1
hora antes da utilizagéo.

Mistura inadequada durante a fase
de captura.

Agite no misturador rotativo | a 1100 100 rpm durante

60 + 5 minutos a uma temperatura de 20-25 °C, conforme
descrito no Procedimento do teste, secgdo Captura hibrida,
passo 7 destas instrugdes de utilizagao. Verifique a velocidade
do misturador rotativo | calibrando-o, conforme descrito na
secgao de Calibragéo da velocidade do agitador do Manual do
utilizador do misturador rotativo .

« Nao adicionou a quantidade
correcta de reagente de detecgao
1.

« Nao incubou durante o tempo
especificado.

Pipete 75 pl de reagente de detecgdo 1 em cada pogo, utilizando
um pipetador de 8 canais.

Incube a uma temperatura de 20-25 °C durante 30 -45 minutos.

« Nao adicionou a quantidade
correcta de reagente de deteccao
2.

« Nao incubou durante o tempo
especificado.

Pipete 75 pl de reagente de detecgdo 2 em cada pogo, utilizando
um pipetador de 8 canais.

Incube a uma temperatura de 20-25 °C durante 15 a 30 minutos.

Funcionamento ou programacao
incorrectos do luminémetro.

Para mais informagdes, consulte as secgdes referentes a
manutengao/assisténcia e resolugédo de problemas no manual do
utilizador do software de analise de ensaios digene aplicavel ou
contacte os servigos técnicos da QIAGEN.

Valores elevados de
URL nos
calibradores,
controlos de
qualidade e/ou nas
amostras (= 150
URL em muitos ou
todos os pogos). O
ensaio pode ndo
cumprir os critérios
de validagéo

« Reagente de desnaturagéo nao
adicionado; ou volume incorrecto
de reagente adicionado; ou mistura
inadequada do reagente de
desnaturagéo com os calibradores,
controlos de qualidade e/ou as
amostras.

« Temperatura do banho de agua e
nivel de agua inadequados.

« Verifique se o pipetador de repeticao esta a distribuir com
precisdo antes de adicionar o reagente de desnaturagéo. E
essencial utilizar pipetadores calibrados. Adicione metade do
volume de reagente de desnaturagao a cada tubo e agite
bem. Para evitar resultados falsos-positivos, assegure-se que
o liquido cobre toda a superficie interna do tubo (inverta o
tubo uma vez se estiver a misturar manualmente). Os
calibradores, controlos de qualidade e as amostras devem
adquirir uma cor purpura apo6s a adi¢do do reagente de
desnaturagao. Verifique a calibragéo da velocidade do
agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2.

« Verifique o nivel da dgua e a temperatura do banho.

« Ligeira fuga no luminémetro.
« A vedagéo esta partida.

« Porta ndo selada.

Faga uma leitura do sinal de fundo (medi¢do dos dados brutos)
do luminémetro, lendo uma microplaca vazia. Uma leitura
superior a 50 URL indicia a possivel existéncia de uma fuga de
luz. Para mais informagdes, consulte as secgdes referentes a
manutengao/assisténcia e resolugédo de problemas no manual do
utilizador do software de andlise de ensaios digene aplicavel ou
contacte os servigos técnicos da QIAGEN.

Contaminacgéo do reagente de
detecgéo 2 ou dos micropogos de
captura pelo reagente de detecgéo 1
ou por fosfatase alcalina exégena.

Consulte o tépico Verificagdo da Contaminagao nesta secgao
de Resolugéo de Problemas.

Tampéo de lavagem contaminado.

Consulte o tépico Verificagdo da Contaminagao nesta secgao
de Resolugéo de Problemas.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST

OBSERVACAO

CAUSAS PROVAVEIS

SOLUCOES

Lavador de placas automatico
contaminado.

Consulte o tépico Verificagdo da Contaminagao nesta secgao
de Resolugéo de Problemas.

Lavagem inadequada dos
micropogos de captura depois da
incubagéo com o reagente de
detecgdo 1.

Lave cuidadosamente os micropogos com tampéao de lavagem, 6
vezes, enchendo os pogos até transbordar cada uma das vezes
ou utilizando o lavador de placas automatico. Ndo devem existir
qualquer liquido residual cor de rosa nos pogos depois da
lavagem. Consulte o Guia para a resolugéo de problemas do
manual do utilizador do lavador de placas automatico para obter
instrugdes sobre os testes de contaminacgéo e falhas do
aparelho.

Contaminagao dos micropogos com o
reagente de deteccdo 1.

Assegure-se que todas as superficies de trabalho estdo limpas e
secas. Tenha cuidado quando utilizar o reagente de detecgéo 1.
Evite os aerossois.

Manchas de solucao de hibridizagéo
na mesma area do papel absorvente
Kimtowels ou das toalhas de papel
com libertagao reduzida de pélo
equivalentes.

Uso incorrecto do papel.

N&o volte a secar na mesma area do papel absorvente
Kimtowels ou das toalhas de papel com libertagéo reduzida de
pélo equivalentes.

Para a secagem, utilize papel absorvente Kimtowels ou toalhas
de papel com libertagédo reduzida de pélo equivalentes.

Material de controlo de qualidade GC
utilizado como calibrador positivo. O
ensaio falha a validagao

Confirme o posicionamento correcto dos calibradores e dos
controlos de qualidade.

Quocientes CP/NC
baixos ou numero
elevado de
amostras positivas
baixas (> 20% do
total das amostras)
com um quociente
URL/VC<2,0.0
ensaio pode nao
cumprir os critérios
de validagéo

Preparagéo inadequada das
amostras.

Adicione o volume adequado de reagente de desnaturagéo e
agite bem com o vortex. Para evitar resultados falsos-positivos,
assegure-se que o liquido cobre toda a superficie interna do
tubo, utilizando o método de agitador tipo vortex de tubos multi-
amostras 2 durante, pelo menos, 5 segundos (para o método de
agitador tipo vortex manual, agite durante pelos menos 5
segundos e inverta o tubo uma vez). Deve observar-se uma
alteragao clara da cor de incolor para purpura escuro. Incube
durante 45 + 5 minutos a uma temperatura de 65 +2 °C. Quando
usar amostras em solugéo PreservCyt, é provavel que estes
hibridos existam nas paredes internas do tubo de conversao da
amostra. Para evitar uma possivel transferéncia deste material
celular ndo desnaturado, a ponta da pipeta n&o pode tocar nos
lados do tubo de conversédo da amostra durante a transferéncia
da amostra desnaturada para o pogo da microplaca utilizado
para a hibridizagado da sonda GC. Consulte as instru¢des de
utilizagéo do dispositivo de conversao de amostras digene HC2
para mais informagdes sobre o procedimento.

Sonda inadequadamente misturada
ou quantidade insuficiente de sonda
adicionada aos ensaios.

Prepare a mistura de sonda conforme descrito. Misture bem com
o agitador tipo vortex MST I, assegurando que se forma um
vortex visivel. A mistura de sondas tem de ser adicionada aos
pogos com um pipetador multicanal ou de repetigédo, de forma a
assegurar uma distribuicao rigorosa.

Volume inadequado de mistura de
sondas adicionada a cada pogo da
microplaca de hibridizagao.

Verifique se o pipetador de 8 canais esta a distribuir com
preciséo antes de adicionar a mistura de sondas a microplaca de
hibridizagéo. 25 pl de mistura de sonda deve ser adicionada a
amostra desnaturada no fundo de cada micropogo. Verifique se o
pipetador de 8 canais esta a distribuir com precisdo antes de
adicionar a mistura de sondas aos pogos de hibridizagdo. Deve
verificar-se uma alteragdo de cor de purpura escuro para
amarelo depois da adigéo e da agitacao da mistura de sondas.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST

OBSERVACAO

CAUSAS PROVAVEIS

SOLUCOES

Perda de actividade do reagente de
detecgéo 1.

Armazene o reagente de detecgéo 1 a uma temperatura de
2-8 °C. Utilize-o antes do final do prazo de validade indicado no
rétulo da embalagem exterior.

Captura insuficiente de hibridos de
ARN: ADN.

O procedimento de captura deve ser realizado utilizando o
misturador rotativo | regulado para 1100 +100 rpm. Verifique a
velocidade do agitador, conforme descrito na seccéo de
Calibragéo da velocidade do agitador do manual do utilizador do
misturador rotativo I.

Lavagem inadequada.

Lave cuidadosamente os pogos da microplaca com tampéao de
lavagem, 6 vezes, enchendo os pogos até transbordar cada uma
das vezes ou utilizando o lavador de placas automatico.

Tampao de lavagem contaminado.

Consulte o topico Verificagdo da Contaminagéo nesta secgdo de
Resolucéo de Problemas.

Séries de amostras
positivas com
valores de URL
aproximadamente
iguais

Contaminagao dos pogos da
microplaca de captura durante a
manipulagédo do ensaio.

Cubra os pogos da microplaca de captura durante todas as
incubagodes. Evite expor os pogos da microplaca a contaminagéo
por aerossois durante a realizagao do ensaio. Use luvas sem pé
de talco durante a manipulagéo.

Contaminacao do reagente de
detecgéo 2.

Tenha cuidado para ndo contaminar o lote quando pipeta
reagente de detecgado 2 para os pogos da microplaca de captura.
Evite a contaminagéo do reagente de detecg¢éo 2 por aerossois
do reagente de detecgéo 1 ou de poeiras do laboratorio, etc.

Falha do lavador de placas
automatico.

Consulte o topico Verificagdo da Contaminagéo nesta secgao de
Resolugédo de Problemas ou consulte o Guia para a resolugéo de
problemas do manual do utilizador do lavador de placas
automatico para obter instrugdes sobre os testes de
contaminagao ou a identificagdo de falhas do aparelho.

Grande %CV entre
as réplicas

Pipetagem pouco precisa (i.e., bolhas
de ar, pipete sem calibrar).

Verifique o pipetador para assegurar que estéo a ser transferidos
volumes reprodutiveis. Calibre os pipetadores periodicamente.

Agitagao insuficiente.

Misture cuidadosamente em todos os passos. Misture no
agitador antes e depois da incubagéo para a desnaturacgéo.
Assegure-se que se forma um vortex visivel.

Transferéncia incompleta do liquido
da microplaca de hibridizagao para
os pogos da microplaca de captura.

Tenha cuidado durante a fase de transferéncia da microplaca de
hibridizagéo para a microplaca de captura, de forma a assegurar
a transferéncia de volumes reprodutiveis.

Condigdes de lavagem inadequadas.

Lave bem os pogos da microplaca com tamp&o de lavagem, 6
vezes, enchendo os pogos até transbordar cada uma das vezes
ou utilizando o lavador de placas e protocolos adequados ao
lavador de placas.

Contaminag&o dos micropogos com o
reagente de deteccdo 1.

Assegure-se que todas as superficies de trabalho estdo limpas e
secas. Tenha cuidado quando utilizar o reagente de detecgéo 1.
Evite os aerossois.

Contaminag&o da ponta da pipeta
com material ndo desnaturado
durante a transferéncia de amostras
desnaturadas para o pogo da
microplaca utilizado para a
hibridizagédo da sonda GC.

A fase de desnaturagéo do procedimento de processamento da
amostra tem de ser realizado de acordo com estas instrugdes de
utilizagdo. Uma mistura incorrecta da amostra, a inversao do
tubo e agitacdo podem fazer com que a desnaturagéo fique
incompleta de hibridos endégenos de ARN:ADN né&o especificos
das amostras cervicais. Quando usar amostras em solugéo
PreservCyt, em particular, € provavel que estes hibridos existam
nas paredes internas do tubo de conversao da amostra. Para
evitar uma possivel transferéncia deste material celular ndo
desnaturado, a ponta da pipeta ndo pode tocar nos lados do tubo
de conversdo da amostra durante a transferéncia da amostra
desnaturada para o microtubo ou o pogo da microplaca utilizado
para a hibridizagdo da sonda GC.

Manchas na mesma area do papel
absorvente Kimtowels em varias
linhas.

Nao volte a secar na mesma area do papel absorvente
Kimtowels.
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OBSERVACAO

CAUSAS PROVAVEIS

SOLUCOES

Resultados falsos-
positivos obtidos
em amostras
negativas
conhecidas.

Reagente de deteccéo 2
contaminado.

Tenha cuidado para néo se verificar contaminagao cruzada das
amostras quando adicionar o reagente de detecgéo 2 entre
amostras. Se utilizar apenas uma parte do dispositivo, retire uma
aliquota com o volume de que necessita para esse ensaio para
um reservatorio de reagente antes de encher o pipetador.

Contaminagao dos pogos da
microplaca com o reagente de
detecgdo 1.

Lave cuidadosamente os micropogos com tampéo de lavagem, 6
vezes, enchendo os pogos até transbordar cada uma das vezes
ou utilizando o lavador de placas automatico. Nao devem existir
qualquer liquido residual nos pogos da microplaca depois da
lavagem.

Contaminagao da ponta da pipeta
com material ndo desnaturado
durante a transferéncia de amostras
desnaturadas para o pogo da
microplaca utilizado para a
hibridizagdo da Sonda GC.

A fase de desnaturagéo do procedimento de processamento da
amostra tem de ser realizado de acordo com estas instrugdes.
Uma mistura incorrecta da amostra, a inverséo do tubo e
agitacdo podem fazer com que a desnaturagao fique incompleta
de hibridos endégenos de ARN:ADN néo especificos das
amostras cervicais. Quando usar amostras em solugao
PreservCyt, em particular, é provavel que estes hibridos existam
nas paredes internas do tubo de conversao da amostra. Para
evitar uma possivel transferéncia deste material celular néo
desnaturado, a ponta da pipeta ndo pode tocar nos lados do tubo
de conversao da amostra durante a transferéncia da amostra
desnaturada para o microtubo ou o pogo da microplaca utilizado
para a hibridizagado da Sonda GC.

Preparagao inadequada das
amostras.

Adicione o volume adequado de reagente de desnaturagéo e
agite bem com o vortex. Para evitar resultados falsos-positivos,
assegure-se que o liquido cobre toda a superficie interna do
tubo, utilizando o método de agitador tipo vortex de tubos multi-
amostras 2 durante, pelo menos, 5 segundos (para o método de
agitador tipo vortex manual, inverta o tubo uma vez). Deve
observar-se uma alteracao visivel da cor de incolor para purpura
escuro. Incube durante 45 + 5 minutos a uma temperatura de 65
+2 °C. Quando usar amostras em solugao PreservCyt, é provavel
que estes hibridos existam nas paredes internas do tubo de
conversao da amostra. Para evitar uma possivel transferéncia
deste material celular ndo desnaturado, a ponta da pipeta nao
pode tocar nos lados do tubo de conversédo da amostra durante a
transferéncia da amostra desnaturada para o pogo da microplaca
utilizado para a hibridizagcdo da Sonda GC. Consulte as
instrugdes de utilizagdo do dispositivo de conversdo de amostras
digene HC2 para mais informagdes sobre o procedimento.

Condigoes de lavagem inadequadas.

Lave bem os pogos da microplaca com tampao de lavagem, 6
vezes, enchendo os pocos até transbordar cada uma das vezes
ou utilizando o lavador de placas e protocolos adequados ao
lavador de placas.

Valores de URL para
o calibrador
negativo elevados
(> 150 URL). O resto
do ensaio apresenta
o desempenho
previsto.

O reagente de detecgdo 2 foi
incubado a uma temperatura superior
a 20-25 °C.

O teste ¢ invalido devido a valores elevados do calibrador
negativo. Volte a testar e assegure que a fase de Captura e
Detecgéao incuba a 20-25 °C.

O reagente de detecgdo 2 foi
incubado durante mais de 30
minutos.

Leia a placa aos 15 minutos de incubagéo (e nunca passados
mais de 30 minutos de incubagéo) a uma temperatura de 20-
25°C.

O reagente de detecgéo 2 ou o
tampéo de lavagem foi contaminado
com fosfatase alcalina ou reagente
de detecgao 1.

Consulte o tépico Verificagdo da Contaminagéo nesta secgéo de
Resolugéo de Problemas
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VERIFICACAO DA CONTAMINACAO

Reagente
avaliado

Procedimento de verificagdo da contaminagéo

Interpretacdo dos resultados

Nota: Tenha cuida
pontas da pipeta e

do quando pipetar o Reagente de detecgéo 2 para evitar a contaminagéo. Use luvas e evite tocar com as
m nenhuma superficie de trabalho.

Reagente de

Pipete 75 pl de aliquotas, volume residual ou frasco

O controlo de Reagente de detecgéo 2

deteccéo 2 original de Reagente de detecgao 2 para um pogo de devera ser < 50 URL.
microplaca vazio. e Se os valores do Reagente de
e Incube a 20-25°C durante 15 minutos. Evite a luz detecgéo forem < 50 URL, o Reagente
directa do sol. de detecgao pode ser utilizado para
e Faca a leitura nos pogos da microplaca no repetir o ensaio.
luminémetro. e Em caso de contaminagéo (>50 URL),
obtenha um novo dispositivo e repita o
Nota: A analise do Reagente de detecgao 2 em replicados ensaio.
de 3 fornece uma avaliagdo 6ptima do desempenho.
Aparelho de e Pipete 75 pl de Reagente de detecgao 2 para 4 pogos e O controlo de Reagente de detecgéo 2

lavagem e/ou
Fonte de agua

separados da microplaca de captura.

Rotule os pogos 1-4.

O poco 1 serve como controlo do Reagente de
detecgéo 2.

Pipete 10 pl de tampéo de lavagem do frasco de
lavagem para o poco 2.

Deixe o tampao de lavagem correr através da tubagem
do lavador.

Pipete 10 yl de tampao de lavagem da tubagem para o
poco 3.

Obtenha uma aliquota da agua utilizada para preparar
o tampéo de lavagem. Pipete 10 pl de agua no pogo 4.
Incube a 20-25°C durante 15 minutos. Evite a luz
directa do sol.

Faca a leitura nos pogos da microplaca no
luminémetro.

(pogo 1) devera ser < 50 URL.
Compare o valor de URL dos pogos 2,
3 e 4 com o valor URL de controlo do
Reagente de detecgdo 2 (poco 1). Os
valores URL individuais dos pogos 2, 3
e 4 ndo devem exceder 50 URL do
valor de URL de controlo do Reagente
de deteccdo 2 (pogo 1).

Os valores que excedam 50 URL do
controlo de Reagente de detecgéo 2
indicam a existéncia de contaminagao.
Consulte a secgéo Preparagéo e
armazenamento dos reagentes para
obter instrugdes sobre a limpeza e
manutencao do aparelho de lavagem.

Lavador de
placas
automatico

Pipete 75 pl de Reagente de deteccgao 2 para 5 pogos
separados da microplaca de captura.

Rotule os pogos 1-5.

O poco 1 serve como controlo do Reagente de
detecgéo 2.

Pipete 10 pl de tampéo de lavagem do frasco do
lavador de placas rotulado Lavagem para o pogo 2.
Pipete 10 pl do liquido de enxaguamento do frasco
lavador de placas rotulado Enxaguamento para o po¢o
3.

Prima a tecla Prime no teclado do Lavador de placas,
permitindo o fluxo de tamp&o de lavagem pelos tubos.
Pipete 10 yl de tampao de lavagem da cuba para o
poco 4.

Prima a tecla Rinse no teclado do Lavador de placas,
permitindo o fluxo do liquido de enxaguamento pelos
tubos.

Pipete 10 pl de tampao de lavagem da cuba para o
pogo 5.

Cubra e incube durante 15 minutos a 20-25°C. Evite a
luz directa do sol.

Facga a leitura nos pogos da microplaca no
luminémetro.

O controlo de Reagente de detecgdo 2
(pogo 1) devera ser < 50 URL.
Compare o valor de URL dos pogos 2,
3,4 e 5 com o valor URL de controlo
do Reagente de deteccéo 2 (pogo 1).
Os valores URL individuais dos pogos
2, 3, 4 e 5 ndo devem exceder 50 URL
do valor de URL de controlo do
Reagente de detecgédo 2 (pogo 1).

Os valores que excedam 50 URL do
controlo de Reagente de detecgéo 2
indicam a existéncia de contaminagéo
do lavador de placas.

Consulte o Procedimento de
descontaminagdo no Manual do
utilizador do lavador de placas
automatico.
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CONTACTOS DA QIAGEN

Utilize a lista de contactos fornecida com este produto para contactar o seu representante local da
QIAGEN.

QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture® e Rapid Capture® sdo marcas registadas da QIAGEN.

A tecnologia Hybrid Capture esta protegida pela patente europeia n® 0 667 918 registada na Austria, Bélgica, Suica,
Liechtenstein, Alemanha, Dinamarca, Espanha, Franga, Reino Unido, Grécia, Irlanda, Italia, Luxemburgo, Paises
Baixos e Suécia.

Numeros das patentes para o sistema de captura hibrida nos EUA: 6,228,578B1
Reconhecimentos de marcas comerciais:

ThinPrep® e Preseeryt®: Hologic Corporation
Kimtowels®: Kimberly-Clark Corporation
Epp(—:tndorf® e Repeater®: Eppendorf-Netheler-Hinz
CDP-Star®: Tropix, Inc.

Parafilm®: American Can Co.

DuraSeal®: Diversified Biotech, Inc.

Sarstedt”: SARSTEDT AG & Co.

pGEM®: Promega Corporation

VWR®: VWR International, Inc.

Corning®: Corning, Inc.
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RESUMO DO digene HC2 GC-ID DNA TEST

Importante: E importante estar ja bem familiarizado com o procedimento pormenorizado antes de utilizar este resumo.

PROCEDIMENTO

Desnaturagéo
(Sobre as
amostras em
solugéo
PreservCiyt,
consultar o
Procedimento
de preparagao
de amostras em
solugéo
PreservCyt)

Método de agitador tipo vortex manual

Crie o esquema da placa
Rotule a placa de hibridizagéo.
Prepare o reagente de desnaturagéo.

Pipete o reagente de desnaturagédo (o volume é equivalente a metade do
volume da amostra) para os calibradores, controlos de qualidade e as
amostras.

Agite cada amostra, calibradores e controlo de qualidade individualmente
no vortex durante 5 segundos a alta velocidade e inverta (consulte as
instrucdes de utilizagdo para mais informagdes).

l

Verifique se todos os tubos apresentam uma cor purpura.
Incube a uma temperatura de 65 + 2 °C durante 45 + 5 minutos.
Prepare a mistura de sondas GC.
|2

|
\

Método de agitador tipo vortex de tubos multi-amostras 2
Crie o esquema da placa.
Rotule a placa de hibridizacéo.
Prepare o reagente de desnaturagéo.

Pipete o reagente de desnaturagédo (o volume € equivalente a metade do
volume da amostra) para os calibradores, controlos de qualidade e as
amostras.

Verifique se todos os tubos apresentam uma cor purpura.
Cubra o suporte com pelicula e tampa.

Agite durante 10 segundos a velocidade maxima.

Incube a uma temperatura de 65 + 2 °C durante 45 + 5 minutos.

1

Prepare a mistura de sondas GC.

Hibridizagao

Agite bem as amostras desnaturadas e pipete 75 pl de amostra desnaturada, calibrador ou controlo de qualidade para os pogos da microplaca.

Incube durante 10 minutos a uma temperatura de 20-25 °C.

Pipete 25 pl da mistura de sondas de GC para os pogos da microplaca.

Cubra a microplaca com a respectiva tampa e agite no misturador rotativo | a 1100 £100 rpm durante 3 +2 minutos.
Verifique se todos os pocos apresentam uma cor amarela. (As amostras em solugdo PreservCyt ficam cor-de-rosa.)

Incube a uma temperatura de 65 + 2 °C durante 60 + 5 minutos.

Prepare a microplaca de captura.

Captura
hibrida

Transfira o conteudo de cada pogo da placa de hibridizagéo para o pogo correspondente na microplaca de captura usando um pipetador de 8 canais.
\)

Cubra com a respectiva tampa ou vedante.

Agite a 110 £100 rpm a uma temperatura de 20-25 °C durante 60 +5 minutos. Prepare o tamp&o de lavagem.

Escorra e seque a microplaca de captura (consulte as instrugdes de utilizagdo para mais informagdes).

Deteccgéo
hibrida

Pipete 75 pl de reagente de detecgéo 1 para cada pogo da microplaca de captura.
Cubra a microplaca de captura com a respectiva tampa, Parafilm ou equivalente.
Incube a uma temperatura de 20-25 °C durante 30 - 45 minutos. Lave a placa utilizando o método desejado.

Lavagem

Método de lavagem manual

Escorra e seque a microplaca de captura (consulte o folheto informativo
para mais informagdes).

Lave 6 vezes.
\2

Seque sobre toalhas de papel com libertagdo reduzida de pélo.
\2

Método de lavador de placas automatico

Coloque a placa no lavador e pressione START/STOP para comegar.

e

Amplificag@o
do sinal

Pipete 75 pl de reagente de detecgdo 2 para cada pogo da microplaca de captura.
Cubra com arespectiva tampa. Incube a uma temperatura de 20-25 °C durante 15 -30 minutos.

Leitura

Leia a microplaca de captura no luminémetro aprovado pela QIAGEN.

Valide o ensaio e interprete os resultados da amostra.
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