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Domeniul de utilizare

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro (In Vitro Diagnostic, IVD).

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test folosind tehnologia Hybrid Capture® 2 (HC2) este un test
de hibridizare a acidului nucleic cu amplificarea semnalului, utilizand chemiluminiscenta cu
microplaci pentru detectia calitativa a 13 tipuri de ADN HPV de mare risc in esantioane
cervicale si vaginale.

Printre esantioanele cervicale si vaginale care pot fi testate cu digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test se numara:

Esantioane cervicale recoltate de un medic cu digene HC2 DNA Collection Device
Esantioane vaginale auto-recoltate cu digene HC2 DNA Collection Device
Biopsii recoltate in digene Specimen Transport Medium (STM)

Esantioane recoltate folosind un dispozitiv de recoltare de tip matura sau un dispozitiv de
recoltare combinat perie/spatuld, apoi plasate in PreservCyt Solution sau SurePath
Preservative Fluid

Utilizarea acestei testéri are urmatoarele indicatii:

e Pentru detectarea HPV de mare risc, tipurile 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 si
68, demonstrat a fi factorul cauzal primar in dezvoltarea cancerului de col uterin.

e Ca testare initiala de screening general al populatiei, pentru utilizare cu sau fara frotiu de
Papanicolau, pentru a identifica femeile cu risc crescut pentru dezvoltarea cancerului de col
uterin sau prezenta unei boli cervicale de grad Tnalt. Diagnosticul HPV indica din ce n ce
mai mult afectiunea de col uterin, odata cu cresterea varstei.

e Ca testare de monitorizare a pacientelor dupa rezultate anormale de frotiu de Papanicolau
sau afectiune de col uterin, pentru a determina necesitatea trimiterii la colposcopie sau alte
proceduri de monitorizare.

o Ca test de monitorizare a pacientelor cu leziune intraepiteliala scuamoasa de grad scazut
(Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL) sau leziune intraepiteliald scuamoasa
de grad inalt (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL), rezultatele de frotiu de
Papanicolau Tnainte de colposcopie. In cazul acestor paciente, un rezultat cu digene HC2
High-Risk HPV DNA Test va ajuta medicul in managementul pacientei, asistand la

evaluarea riscului pentru femei pentru a determina absenta unei boli de grad inalt.
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Rezumatul si explicarea produsului

Prezenta anumitor tipuri de HPV la nivelul tractului genital feminin este asociata cu o serie de
boli, inclusiv condilom, papulozd bowenoida, neoplazie intraepiteliald cervicald, vaginala si
vulvara si carcinom (1-3). In general, se accepts faptul ca aceste virusuri sunt cu transmitere
predominant sexuald si ca tipurile de HPV de mare risc reprezinta factorul de risc major

recunoscut pentru dezvoltarea cancerului de col uterin (4-8).

Pana in prezent, HPV nu poate fi dezvoltat in cultura in vitro, iar testarile imunologice sunt
inadecvate pentru a determina prezenta infectiei cervicale HPV. Dovezile indirecte ale infectiei
cu HPV anogenital pot fi obtinute prin examinarea fizica si prin prezenta modificarilor celulare
caracteristice asociate cu replicarea virald in esantioanele pe frotiu de Papanicolau sau
esantioanele de biopsie. In mod alternativ, biopsiile pot fi analizate prin hibridizarea acidului

nucleic pentru a detecta direct prezenta ADN-ului HPV.

Istoric, tipurile de HPV 16 si 18 au fost considerate tipuri asociate cancerului de mare
risc (8-10). HPV tipurile 31, 33 si 35 s-au dovedit a avea o asociere intermediara cu cancerul
(2, 11-14). Aceasta asociere intermediara se datoreaza faptului ca aceste tipuri sunt mai
frecvent detectate in leziunile intraepiteliale scuamoase de grad inalt decat in cancere. Prin
urmare, inducerea cancerelor din cauza prezentei acestor tipuri este mai putin probabila decat
atunci cand sunt prezente tipuri de ADN HPV de mare risc (15). Aceste 5 tipuri de HPV
reprezintd impreuna aproximativ 73% dintre infectiile cu HPV (16, 17). Alte tipuri de HPV,
inclusiv 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 si 68, au fost identificate drept principalele tipuri de HPV
detectabile in leziunile remanente (17-27). Aceste tipuri de HPV pot fi, de asemenea, clasificate
n grupuri cu risc intermediar si cu risc ridicat, pe baza distributiei relative in diferite categorii de
diagnostic histopatologic (16, 17, 24-28).

ADN-ul HPV s-a dovedit a fi prezent la aproximativ 10% dintre femeile cu epiteliu cervical
normal, dar prevalenta reald in grupuri de femei specifice este puternic influentata de varsta si
de alte variabile demografice (2, 10, 16, 29). Studiile prospective au demonstrat ca 15-28%
dintre femeile testate pozitiv la ADN-ul HPV au dezvoltat leziuni intraepiteliale scuamoase
(Squamous Intraepithelial Lesion, SIL) in decurs de 2 ani, comparativ cu doar 1-3 % dintre
femeile testate negativ la ADN-ul HPV (30, 31). In special, riscul de progresie pentru tipurile de
HPV 16 si 18 a fost mai mare (aproximativ 40%) decat pentru celelalte tipuri de HPV (30).
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Informatii despre agentii patogeni

Virusurile papiloma umane sunt compuse dintr-o particula virala icosaedrica (virion) care
contine o molecula de ADN cu 8000 de perechi de baze, dublu catenara, circulara inconjurata
de o capsida proteica. In urma infectiei celulelor epiteliale, ADN-ul viral se stabileste pe intreaga
grosime a epiteliului, dar virioni intacti se gasesc doar in straturile superioare ale tesutului.
Astfel, ADN-ul viral poate fi gasit fie in virioni, fie ca secvente de HPV epizomale sau integrale,
in functie de tipul si gradul leziunii.

Principiul procedurii

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, folosind tehnologia HC2, este un test de hibridizare a
acidului nucleic cu amplificare a semnalului care utilizeaza detectia chemiluminescenta cu
microplaci. Esantioanele care contin ADN-ul tinta hibridizeaza cu o sonda ARN HPV specifica.
Hibrizii ARN-ADN rezultati sunt capturati pe suprafata unui godeu al microplacii, acoperit cu
anticorpi specifici pentru hibrizii ARN-ADN. Hibrizii imobilizati intrd apoi n reactie cu anticorpi
conjugati cu fosfataza alcalina specificd pentru hibrizii ARN-ADN si sunt detectati cu un
substrat chemiluminescent. Mai multe molecule de fosfataza alcalina sunt conjugate pentru
fiecare anticorp. Mai multi anticorpi conjugati se leaga la fiecare hibrid capturat, ceea ce duce la
o amplificare substantiala a semnalului. Deoarece substratul este scindat de fosfataza alcalina
legata, este emisa lumina, care este masurata ca unitati relative de lumina (Relative Light Units,
RLU) de un instrument digene Microplate Luminometer (DML). Intensitatea luminii emise indica
prezenta sau absenta ADN-ului tinta in esantion.

O masurare RLU egald sau mai mare decét valoarea de prag (Cutoff, CO) a testului indica
prezenta secventelor de ADN HPV de mare risc in esantion. O m&surare RLU mai mica decat
CO a testului indica absenta secventelor specifice de ADN HPV de mare risc testate sau

niveluri de ADN HPV sub limita de detectie a testarii.
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Prepararea probelor utilizand QlAsymphony SP

Prepararea automatd a probelor de esantioane PreservCyt poate fi efectuatd folosind
QlAsymphony SP cu QIAsymphony DSP HPV Media Kit sau QIAsymphony DSP AXpH
DNA Kit.

Prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

QlAsymphony DSP HPV Media Kit ofera fragmente de proba pe microplaca de hibridizare, care
sunt pregatite pentru testarea automatizatd folosind Rapid Capture® System (RCS) cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. QlAsymphony SP parcurge toate etapele procedurii de

preparare a probelor pentru pana la 88 de probe, in loturi de pana la 24, intr-o singura rulare.

QIAsymphony SP proceseaza 88 de probe de PreservCyt in 2 ore si 15 minute, fara a fi
necesara interventia utilizatorului odata ce instrumentul este incarcat cu probe.

QIAsymphony SP proceseaza 88 de probe de SurePath in 1 ora si 45 minute, fara a fi necesara
interventia utilizatorului odatd ce instrumentul este incarcat cu probe. Prepararea probelor
folosind QlIAsymphony SP este urmata imediat de o incubare de 90 de minute a fragmentelor
de probd in microplaca de hibridizare pe un radiator pentru micropléci. in timpul incubdrii
fragmentelor de proba, calibratoarele si substantele de control al calitatii sunt denaturate
separat intr-o baie de apa, fiind apoi pipetate manual in prima coloana a microplacii de
hibridizare dupa ce incubarea fragmentelor de proba este completa. Prepararea probelor de
esantioane SurePath cu QIAsymphony SP si QlAsymphony DSP HPV Media Kit poate avea loc
fie Tnainte de Inceperea procesarii probelor citologice, fie dupa terminarea procesarii probelor

citologice.

Important: Fragmentele de proba produse ca urmare a prepararii probelor de esantioane
PreservCyt si SurePath folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit pot fi testate numai folosind

RCS. Realizarea manuala a testarii cu fragmente de proba nu este validata.

Cand efectuati prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony, consultati manualele de
utilizare QIAsymphony aplicabile si Instructiunile de utilizare (manualul) QIAsymphony DSP
HPV Media Kit, pe langa aceste instructiuni de utilizare, pentru informatiile procedurale si
descriptive necesare.
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Prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit ofera eluati de ADN pe microplaca de hibridizare care sunt
pregatite pentru testarea manuala sau automatizata prin RCS cu digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test. QlAsymphony SP parcurge toate etapele procedurii de preparare a probelor pentru
pana la 88 de probe, in loturi de pana la 24, intr-o singura rulare. QIAsymphony SP proceseaza
88 de probe in 4 ore si 30 de minute, fara a fi necesara interventia utilizatorului odata ce

instrumentul este incarcat cu probe.

Cand efectuati prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony, consultati manualele de
utilizare QIAsymphony aplicabile si Manualul QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, pe langa

aceste instructiuni de utilizare, pentru informatiile procedurale si descriptive necesare.

Testarea folosind Rapid Capture System

Testarea pe o cantitate mare de probe cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test poate fi
efectuata folosind RCS. Kitul cu 4 placi (nr. cat. 618111) poate fi utilizat doar cu RCS si nu

poate fi utilizat pentru testarea manuala.

RCS este un sistem automat de pipetare si diluare de uz general, care poate fi utilizat cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru testarea pe o cantitate mare de probe. Acest
sistem proceseaza pana la 352 de esantioane in 8 ore, inclusiv o perioada de 3,5 ore in care nu
este necesara interventia utilizatorului; pana la 704 de rezultate ale esantioanelor pot fi

generate in 13 ore.

Prepararea probelor se efectueaza independent de RCS inainte de plasarea pe platforma RCS.
In plus, detectarea semnalului chemiluminescent si raportarea rezultatelor se realizeaza
folosind un instrument DML offline comun atat testarii manuale, cat si testarii automatizate
cu RCS.

Fiecare dintre etapele digene HC2 High-Risk HPV DNA Test se efectueaza in secventa exacta
ca cea a testarii manuale. RCS permite procesarea decalata a pana la 4 microplaci, fiecare
microplaca contindnd probe si calibratoarele de testare necesare si substantele necesare de
control al calitatii.

La efectuarea testarii automatizate cu RCS, consultati Manualul de utilizare Rapid Capture
System si Manualul de utilizare Rapid Capture System — Efectuarea testérilor digene HC2 DNA
Test folosind probe procesate pe QIAsymphony SP, pe langa aceste instructiuni de utilizare,
pentru informatiile procedurale si descriptive necesare.
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Materiale furnizate

Kit cu 1 placa
Exista 96 de testari in digene HC2 High-Risk HPV DNA Test cu 1 placa (nr. cat. 5197-1330).

Atunci cand efectuati testarea manuala folosind kitul cu 1 placa, cel mai mic numar de testari
recomandat pentru fiecare utilizare este de 24. Daca se doresc mai putin de 24 de testari pe
utilizare, numarul total de testari pe kit poate fi redus din cauza volumelor limitate ale reactivilor.
Numarul rezultatelor pacientei va varia, in functie de numarul de utilizari pe kit, dupd cum se

specifica mai jos:

Numar de utilizari Numar de rezultate ale pacientei
1 88
2 80
3 72
4 64

Atunci cand efectuati testari automatizate pe RCS cu kitul cu 1 placa, utilizarea kitului complet
impune testarea unei microplaci complete (88 de probe) pentru fiecare rulare pe RCS. Testarea
unei microplaci partiale este acceptabild; cu toate acestea, intregul kit este utilizat din cauza

volumului golurilor necesar pentru operarea instrumentului.

Kit cu 4 placa
Exista 384 de testari in digene HC2 High-Risk HPV DNA Test cu 4 placi (nr. cat. 618111).

Kitul cu 4 placi poate fi utilizat doar pentru testarea automatizatd pe RCS. Pentru a obtine
384 de teste, kitul cu 4 placi trebuie utilizat in 1 sau 2 rulari pe RCS. Daca se doresc mai mult
de 2 rulari, numarul total de testari pe kit poate fi redus din cauza volumelor limitate ale

reactivilor.
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Continutul kitului

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
Numar de catalog

Numar de testari

5197-1330
96

618111
384

Indicator Dye (colorant indicator)
contine azida de sodiu 0,05% (m/v)

Denaturation Reagent (Reactiv de denaturare)*

Solutie de hidroxid de sodiu (NaOH) diluata

Probe Diluent (Diluant pentru sonda)*

Solutie tamponata cu 0,05% (m/v) azida de sodiu

High-Risk HPV Probe (Sonda HPV de mare risc)

Sonda HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 si 68 ARN in solutie tamponata (capac rosu)
Low-Risk HPV Quality Control

(Substanta de control al calitatii HPV cu risc scazut)

5 pg/ml (500.000 copii/ml) ADN HPV 6 clonat si ADN de
transport in STM cu 0,05% (m/v) azida de sodiu.
High-Risk HPV Quality Control

(Substanta de control al calitatii HPV de mare risc)

5 pg/ml (500.000 copii/ml) ADN HPV 6 clonat si ADN de
transport in STM cu 0,05% (m/v) azida de sodiu
Negative Calibrator (Calibrator negativ)

ADN de transport in STM cu 0,05% (m/v) azida de
sodiu

High-Risk HPV Calibrator (Calibrator HPV de mare risc)
1 pg/ml ADN HPV 16 clonat si ADN de transport in STM
cu 0,05% (m/v) azida de sodiu

Capture Microplate (Microplaca de captura)

Acoperita cu anticorpi hibrid policlonali anti-ARN-ADN
(capra)

Detection Reagent 1 (Reactiv de detectie 1)

Anticorpi conjugati cu fosfataza alcalina la hibrizi
ARN-ADN in solutie tamponata cu 0,05% (m/v) azida
de sodiu

Detection Reagent 2 (Reactiv de detectie 1)

CDP-Star® cu Emerald Il (substrat chemiluminescent)
Wash Buffer Concentrate

(Concentrat solutie tampon de spalare)*

Contine 1,5% (m/v) azida de sodiu

0,35 mi

50 ml

5ml

200 pl

1T mil

1 ml

2mil

1 ml

12 ml

12 ml

100 ml

2,0ml

2 x 100 ml

20 ml

3 x 200 pl

1 mi

1 mil

2 mi

2mi

40 ml

40 ml

2 x 100 ml

*

Consultati ,Avertizari si precautii”’, pagina 20, pentru informatii privind sanatatea si securitatea.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Important: Asigurati-va ca instrumentele utilizate in aceasta procedura au fost verificate si

calibrate In conformitate cu recomandarile producatorului.

Echipamente si materiale pentru diagnosticare in vitro

La QIAGEN sunt disponibile doar echipamentele si materialele validate cu digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test.

*

digene Hybrid Capture 2 System (,digene HC2 System”), constand intr-un luminometru
aprobat de QIAGEN (,instrument DML”), computer personal aprobat de QIAGEN si
periferice de computer aprobate de QIAGEN (monitor, tastatura, mouse, imprimanta si cablu
de imprimanta), digene HC2 System Software (,software digene pentru analiza testelor”),
protocoale digene HC2 System Assay pentru HPV, LumiCheck Plate Software si Manualul
de utilizare digene HC2 System

Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Hybrid Capture System Microplate Heater |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer

Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 (optional)*

Conversion Rack and Lid (optional)*

digene Specimen Rack and Lid (optional)*

Pipeta si suport EXPAND-4 (optional)t

Dozator de sigilare a tuburilor si dispozitiv de taiere (optional, utilizat impreuna cu MST
Vortexer 2)

Rapid Capture System (necesar pentru utilizarea cu kitul cu 4 placi; optional pentru kitul cu 1
placa)

Aparat de spalare

Microplaci de hibridizare

Capace microplaci

Bandelete godeu microplaca RCS*

Compartimente reactiv RCS*

Capace compartimente reactiv RCS*

Varfuri de unica folosintd RCS*

Capace drop-on RCS*

Necesar pentru efectuarea testirii automatizate pe RCS.

Articol personalizat utilizat pentru transferul probelor STM pe microplaca de hibridizare. Pot fi folosite si alte pipete
personalizate, extensibile, cu mai multe canale, cu conditia ca distanta dintre véarfuri de 3,2 cm s3 poati fi atinsi la
extindere.
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Buffer N2*

Buffer D2*

Solutie de spalare albastrad RCST

Varfuri de pipete ultra lungi

Tuburi de recoltare a esantioanelor

Suport pentru tuburi de recoltare a esantioanelor
Capace cu filet pentru tuburi de recoltare a esantioanelor
Rezervoare de reactiv de unica folosinta

Folie de sigilare a tuburilor DuraSeal™
Microtuburi de hibridizare¥

Suport pentru microtuburit

Dispozitive de sigilare a placilor*

Echipamente si materiale de uz general in laborator

Baie de apa de 65 + 2 °C, cu o dimensiune suficientd pentru a integra un suport pentru
esantioane (21 cm latime x 32 cm adancime x 18 cm inaltime)

Microcentrifuga

Agitator vortex cu pahar accesoriu

Pipeté cu un singur canal; setari variabile pentru volumele de 20-200 pl si 200-1000 pl
Pipeta cu dislocuire pozitiva recurenta, cum ar fi pipeta Eppendorf® Repeater®

Pipeta cu 8 canale: setari variabile pentru volumele de 25-200 pl

Temporizator

Solutie de hipoclorit de sodiu, 0,5% v/v

Parafilm® sau echivalent

Varfuri de pipete de unica folosinta cu bariera de aerosoli pentru pipetd cu un singur canal
(20-200 pl si 200-1000 pl)

Varfuri de unica folosinta pentru pipeta cu dislocuire pozitiva recurenta (12,5, 5, 2,5 si 1,25 ml)
Varfuri de unica folosinta pentru pipeta cu 8 canale (25-200 pl)

Prosoape Kimtowels® sau prosoape din hartie echivalente cu continut redus de scame
Husa de unica folosinta pentru banc

Manusi de unica folosinta fara pulbere

Eprubete din polipropilena de 5 ml si/sau 15 ml cu capac cu inchidere prin apasare si cu
fund rotund

Suport pentru eprubete pentru integrarea eprubetelor de 10 sau 15 ml

Eprubete conice din polipropilena, de 50 ml

* Necesar pentru efectuarea testirii cu probe preparate folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit.
T Necesar pentru testarea automatizati cu RCS a probelor procesate cu ajutorul QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

 Necesar pentru efectuarea hibridizirii folosind microtuburi si baie de apa.
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Echipamente si materiale suplimentare pentru prepararea probelor de
PreservCyt

[1d] Consultati Instructiunile de utilizare (manualul) QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru
prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

[T7] Consultati Manualul QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit pentru prepararea automatéd a
probelor folosind kitul QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

[Td] Consultati instructiunile de utilizare digene HC2 Sample Conversion Kit pentru prepararea
manuala a probelor.

Echipamente si materiale suplimentare pentru prepararea probelor de
SurePath

[Td] Consultati Instructiunile de utilizare (manualul) QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru
prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Prepararea manuala a probelor de SurePath necesitd urmatoarele echipamente si materiale

suplimentare:

e Centrifuga cu galeata basculanta, capabila sa atinga 800 £ 15 x g si sa sustina tuburi conice
de 15 ml pentru centrifugd, din polipropilena

e digene HC2 Sample Conversion Tubes sau tuburi din polipropilend de 15 ml VWR® sau
Corning®
Important: digene HC2 Sample Conversion Tubes disponibile de la QIAGEN trebuie
utilizate cu MST Vortexer 2 sau cu RCS.

® Pipete de transfer cu varfuri standard de 7 ml sau echivalent

® digene Specimen Transport Medium
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Avertizari si precautii

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.

Cititi cu atentie toate instructiunile inainte de a utiliza testul.

Avertismente

Atunci cand lucrati cu substante chimice, purtati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica
folosinta si ochelari de protectie adecvate. Pentru informatii suplimentare, va rugam sa consultati
fisele cu date de securitate (FDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online intr-un format
PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.giagen.com/safety unde puteti gasi, vizualiza si

tipari fisa cu date de securitate a fiecarui kit QIAGEN si a fiecarei componente a kitului.

Esantioane

ATENTIE Risc de agenti infectiosi

Esantioanele pot contine agenti infectiosi si trebuie manipulate in consecinta.
Considerati ca toate esantioanele sunt potential infectioase.

Nicio metoda de testare cunoscuta nu poate oferi o asigurare completa ca esantioanele nu vor
transmite infectii. Se recomanda ca esantioanele de provenientd umana sa fie manipulate in
conformitate cu practicile nationale si locale de biosecuritate aplicabile. Aplicati aceste practici
de biosecuritate la materiale care contin sau sunt suspectate céa ar contine agenti infectiosi.

Aceste precautii includ, dar nu se limiteaza la urméatoarele:

Nu pipetati prin intermediul cavitatii bucale.
Nu fumati, nu consumati alimente sau bauturi in zonele in care se manipuleaza reactivi sau
esantioane.

® Purtati manusi de unica folosinta fara pudra in timpul manipularii reactivilor sau a
esantioanelor. Spalati-va bine pe méini dupa efectuarea testarii.

e Curatati si dezinfectati toate scurgerile de esantioane folosind un dezinfectant tuberculocid,
cum ar fi 0,5% v/v hipoclorit de sodiu sau alt dezinfectant adecvat (32, 33).

e Decontaminati si eliminati toate esantioanele, reactivii si alte materiale potential contaminate
in conformitate cu reglementarile nationale si locale.

Dupa denaturare si incubare, esantioanele nu mai sunt considerate infectioase (34); cu toate

acestea, personalul laboratorului trebuie sa respecte in continuare precautiile nationale si locale.
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Azida de sodiu

Unii reactivi contin azida de sodiu. Azida de sodiu a fost raportata ca formand azida de plumb
sau de cupru in instalatiile de laborator. Aceste azide pot exploda la percutie, cum ar fi baterea
cu ciocanul. Pentru a preveni formarea de azida de plumb sau de cupru, spalati bine scurgerile
cu apa dupa eliminarea solutiilor care contin azida de sodiu. Pentru a elimina contaminarea din
scurgerile vechi, suspectate de acumularea de azidd, Administratia pentru Sanatate si
Siguranta Ocupationala din SUA (Occupational Safety and Health Administration) recomanda
urmatoarele:

1. Sifonati lichidul din captator folosind un furtun din cauciuc sau din plastic.
2. Umpleti cu solutie de hidroxid de sodiu 10% v/v.

3. Lasati sa actioneze timp de 16 ore.
4

. Clatiti bine cu apa.

Buffer N2

ATENTIE Risc de compusi cu reactivitate ridicata

Nu adaugati solutii de albire sau solutii acide direct in solutia sau deseurile
care contin Buffer N2.

Buffer N2 contine clorhidrat de guanidina, care, in combinatie cu solutiile de albire, pot forma
compusi cu reactivitate ridicata.

Daca lichidul care contine solutia tampon se varsa, curatati cu un detergent adecvat pentru
laborator si cu apa. Daca lichidul varsat contine agenti potential infectiosi, curatati mai intai

zona afectata cu detergent pentru laborator si cu apa, iar apoi cu hipoclorit de sodiu 1% (v/v).

Testare automatizata cu RCS

Consultati Manualul de utilizare Rapid Capture System pentru avertizari si precautii
suplimentare specifice utilizarii sistemului respectiv pentru testarea pe o cantitate mare de
probe.
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Fraze de siguranta si de risc pentru componente

Urmatoarele fraze de risc si siguranta se aplica pentru componentele kitului digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test:

Reactiv de denaturare
Contine: hidroxid de sodiu. Pericol! Poate fi corosiv pentru metale. Provoaca arsuri
grave ale pielii si lezarea ochilor. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/ochelari de protectie/masca de protectie. IN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca
este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti. Sunati
imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un medic.

Calibrator HPV de mare risc
Avertisment! Provoaca iritarea usoara a pielii. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protecitie.

Substanta de control al calitatii HPV de mare risc
Avertisment! Provoaca iritarea usoara a pielii. Purtai manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protectie.

Substanta de control al calitatii HPV cu risc scazut
Avertisment! Provoaca iritarea ugoara a pielii. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protecitie.

Calibrator negativ
Avertisment! Provoaca iritarea usoara a pielii. Purtai manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protectie.

Diluant pentru sonda
Contine: acid acetic; acid poliacrilic. Pericol! Provoacéa arsuri grave ale pielii si lezarea
ochilor. Purtafi manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protectie. IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu
apa, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca
acest lucru se poate face cu usurintd. Continuati sa clatifi. Sunati imediat la un
CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un medic.

Concentrat solutie tampon de spalare
Contine: azida de sodiu. Avertisment! Nociv in caz de inghitire. Nociv pentru mediul
acvatic cu efecte pe termen lung. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.
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Precautii

Utilizatorul trebuie sa respecte intotdeauna urmatoarele precautii atunci cand efectueaza
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test:

Nu folositi reactivii dupa data de expirare indicata in dreptul simbolului 8 de pe eticheta
cutiei exterioare sau data de expirare a reactivilor preparati.

Efectuarea testarii in afara intervalelor de timp si de temperatura prevazute poate produce
rezultate nevalide. Testarile care nu se incadreaza in intervalele de timp si temperatura
stabilite sunt nevalide si trebuie repetate.

Procedura digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, calibrarea testului, substanta de control al
calitatii si interpretarea rezultatelor esantioanelor trebuie urmate indeaproape pentru a
obtine rezultate fiabile ale testarii.

Este important sa pipetati volumul exact de reactiv indicat si sd amestecati bine dupa fiecare
adaugare de reactiv. In caz contrar, se pot obtine rezultate eronate ale testarii. Daca va veti
asigura ca apar modificarile de culoare notate, veti putea confirma daca aceste conditii au
fost indeplinite.

Cu exceptia concentratului de solutie tampon pentru spalare, componentele kitului au fost
testate per ansamblu. Nu interschimbati componente din alte surse sau din loturi diferite. Cu
toate acestea, este acceptabil sé se combine componente din kituri cu acelasi numar de lot
pentru a avea volumele de reactiv necesare pentru testarea mai multor microplaci intr-o
singura rulare pe RCS.

Acizii nucleici sunt foarte sensibili la degradarea nucleazei din mediu. Nucleazele sunt
prezente pe pielea umana si pe suprafetele sau materialele manipulate de oameni. Curatati
si acoperiti suprafetele de lucru cu o husa de unica folosinta pentru banc si purtati manusi
fara pudra atunci cand parcurgeti toate etapele de testare.

Asigurati-va ca preveniti contaminarea microplacilor de captura si a Detection Reagent 2
(DR2) cu fosfataza alcalina exogena in timpul efectuarii testarii. Substantele care pot
contine fosfataza alcalina includ Detection Reagent 1 (DR1), bacterii, saliva, par si grasimi
de pe piele. Acoperirea microplacii de capturare dupa etapa de spalare si in timpul incubarii
DR2 este deosebit de importanta, deoarece fosfatazele alcaline exogene pot reactiona cu
DR2, producand rezultate fals-pozitive.

Protejati DR2 impotriva expunerii indelungate la lumina directa. Folositi DR2 imediat dupa
separarea in parti alicote si evitati lumina directa a soarelui.

Amorsati pipeta de repetare Tnainte de administrarea reactivului si verificati periodic daca se
formeaza bule mari de aer. Cantitatile excesive de bule mari de aer in varful pipetei de
repetare pot genera administrari inexacte si pot fi evitate prin umplerea pipetei, distribuirea
intregului lichid si reumplere. Consultati manualul de utilizare a pipetei pentru instructiuni

specifice de utilizare.
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e Efectuati o pipetare cu mai multe canale folosind tehnica de pipetare inversa (consultati
,Detectie hibrid”, pagina 52) pentru distribuirea DR1 si DR2. Verificati fiecare varf de pipeta
de pe pipeta cu mai multe canale pentru o potrivire si umplere corecte.

e Asigurati-va ca fiecare godeu al microplacii de capturare este spalat temeinic (consultati
~Spalare”, pagina 53). Spalarea necorespunzatoare va duce la cresterea fundalului si poate
genera rezultate fals-pozitive. Solutia tampon de spalare reziduala din godeurile microplacii

de capturare poate duce la un semnal redus sau o reproductibilitate slaba.

Depozitarea si manipularea reactivilor

Componentele kitului

Dupa primire, depozitati kitul la 2-8 °C. Concentratul solutiei tampon de spalare, reactivul de
denaturare si colorantul indicator pot fi depozitate la 2-30 °C, dupa cum doriti. Toti reactivii sunt
furnizati gata de utilizare, cu exceptia reactivului de denaturare (Denaturation Reagent, DNR),

amestecului de sonda si a solutiei tampon de spélare.

Reactivi preparati

Odata preparat, DNR este stabil timp de 3 luni la 2-8 °C.

Odata preparata, solutia tampon pentru spélare este stabila timp de 3 luni la 2-30 °C.

Daca testati probele de PreservCyt procesate folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit sau
QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, calibratoarele deschise, nedenaturate si substantele de

control al calitatii sunt stabile timp de 3 luni la 2-8 °C.

Daca testati probele procesate folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, reactivul de
denaturare preparat (Denaturation Reagent 2, DNR2) este stabil timp de 8 ore la 15-30 °C.
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Recoltarea si prepararea probelor

Recoltati si transportati esantioanele cervicale si vaginale pentru testarea cu digene HC2 High-

Risk HPV DNA Test folosind unul dintre urmatoarele dispozitive de prelevare:

e digene HC2 DNA Collection Device (constand dintr-o perie cervicald si STM)
Biopsii recoltate in digene STM
e Un dispozitiv de recoltare de tip matura sau o combinatie de dispozitive de recoltare cu

perie/spatuld, amplasate in PreservCyt Solution sau SurePath Preservative Fluid

Esantioanele recoltate cu alte dispozitive de prelevare sau transportate in alte medii de
transport nu au fost calificate pentru a fi utilizate cu aceasta testare. Caracteristicile de

performanta ale acestei testari au fost stabilite doar cu kiturile de recoltare indicate.

digene HC2 DNA Collection Device nu trebuie folosit la femei insarcinate. Esantioanele
cervicale trebuie recoltate inainte de aplicarea acidului acetic sau a iodului, daca se efectueaza
examinarea prin colposcopie. Consultati instructiunile de utilizare digene HC2 DNA Collection

Device pentru procedurile suplimentare de recoltare si manipulare a esantioanelor.

Esantioanele cervicale si vaginale recoltate Tn STM nu necesitd conversia probelor inainte de
testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Esantioanele PreservCyt si SurePath

necesita conversia probelor inainte de testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Esantioane cervicale si vaginale in STM

Important: Nu recoltati un esantion cervical sau vaginal in STM dacé exista concentratii mari de

crema antifungica, gel contraceptiv sau gel de dus contraceptiv.

Esantioanele Tn STM pot fi pastrate pana la 2 saptdamani la temperatura camerei si expediate
fara refrigerare catre laboratorul de testare. Expediati esantioane intr-un recipient izolat,

folosind fie un furnizor cu livrarea peste noapte, fie un furnizor cu livrarea in 2 zile.

La laboratorul de testare, depozitati esantioanele la 2-8 °C, daca testarea va fi efectuata in
termen de 1 saptamana. Daca testarea va fi efectuatda mai tarziu de 1 saptdméana, acoperiti
capacele eprubetelor pentru esantioane cu Parafilm si depozitati esantioanele la -20 °C, timp de
pana la 3 luni. Cand scoateti esantioanele din congelator pentru testare, Tnlocuiti imediat
capacele cu capace cu filet pentru eprubete de recoltare a esantioanelor.

In STM a fost ad&ugat un conservant pentru a intarzia dezvoltarea bacteriilor si pentru a pastra

integritatea ADN-ului. Acesta nu este destinat pastrarii viabilitatii organismelor sau a celulelor.
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Biopsii cervicale

Biopsiile cervicale recent recoltate, cu o sectiune de pana la 5mm, pot fi testate cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Nu folositi biopsii cu diametrul mai mic de 2 mm.
Amplasati imediat esantionul de biopsie in 1,0 ml de STM, acoperiti capacul eprubetei pentru
esantion cu Parafilm pentru a preveni iesirea capacului si depozitati in stare congelata, la -
20 °C. Expediati esantioanele de biopsie la 2-30 °C cu livrare peste noapte catre laboratorul de
testare.

La laboratorul de testare, pastrati la -20 °C pana la procesare. Cand scoateti esantioanele din
congelator pentru testare, inlocuiti imediat capacele cu capace cu filet pentru eprubete de

recoltare a esantioanelor.

Esantioane cervicale in PreservCyt Solution

Important: Nu recoltati un esantion cervical PreservCyt pentru prepararea probelor cu
QlAsymphony DSP HPV Media Kit daca existéd concentratii mari de crema antifungica, gel

pentru lubrifiere vaginala sau sange.

Important: Nu recoltati un esantion cervical PreservCyt pentru prepararea probelor cu

QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, daca exista gel contraceptiv.

Recoltati esantioanele ca de obicei si preparati lamelele ThinPrep® pentru testul Papanicolau in
conformitate cu instructiunile de utilizare furnizate de producator.

Dupa recoltare, depozitati esantioanele PreservCyt timp de maximum 3 luni la 2-30 °C Tnainte
de prepararea probelor pentru digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Esantioanele PreservCyt
nu pot fi congelate.

Pentru prepararea probelor sunt disponibile urmatoarele metode:
® Prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony SP si QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Rezultatul este un fragment de probé (care contine particule magnetice, STM si DNR) care
este pregatit pentru a trece la etapa de denaturare a testarii.

® Prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony SP si QlAsymphony DSP AXpH
DNA Kit
Rezultatul este un eluat ADN pregatit pentru a trece la etapa de denaturare a testarii.

® Prepararea manuala a probelor folosind digene HC2 Sample Conversion Kit

Rezultatul prepararii manuale a probelor este o proba denaturata pregatita pentru a trece la

etapa de hibridizare a testarii.
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Cerintele privind volumul esantionului se bazeaza pe metoda de preparare a probelor, dupa

cum urmeaza:

® Prepararea automata a probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit necesita 3 ml
de esantion

® Prepararea automata a probelor folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit necesita 4 ml
de esantion

® Prepararea manuala a probelor folosind digene HC2 Sample Conversion Kit necesita cel
putin 4 ml de esantion

Esantioanele cu un volum mai mic decéat cel necesar al esantionului dupa pregatirea testului
Papanicolau contin material insuficient pentru testare si ar putea genera un rezultat fals-negativ
in digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Esantioane cervicale in SurePath Preservative Fluid

Important: Nu recoltati un esantion cervical SurePath pentru prepararea probelor cu
QlAsymphony DSP HPV Media Kit daca exista gel contraceptiv, crema antifungica sau crema
antiinflamatoare.

Recoltati esantioane Tn SurePath Preservative Fluid conform instructiunilor de utilizare
aplicabile.

Prepararea probelor de esantioane SurePath poate avea loc fie inainte de inceperea procesarii
probelor citologice, fie dupa terminarea procesarii probelor citologice.

Tnainte de a incepe procesarea probelor citologice utilizati o proba din esantionul original
SurePath care nu a fost procesata folosind nicio altd metoda de diagnosticare, inclusiv BD
PrepMate® System si BD PrepStain® Slide Processor. In instructiunile de utilizare de fata,

aceste probe sunt denumite ,probe SurePath” pentru a inlatura confuzia.

Dupa terminarea procesarii probelor citologice, utilizati o proba din peletii celulari post-gradient
ramasi, dupa ce a fost preparat un esantion SurePath conform instructiunilor corespunzatoare
pentru BD PrepMate System si BD PrepStain Slide Processor. n instructiunile de utilizare de
fata, aceste probe sunt denumite ,probe de tip peleti celulari post-gradient SurePath” pentru a
nlatura confuzia.
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Pentru prepararea probelor sunt disponibile urmatoarele metode:

® Prepararea automata a probelor SurePath folosind QIAsymphony SP si QlIAsymphony DSP
HPV Media Kit.

Rezultatul este un fragment de probéa denaturat (care contine particule magnetice, STM si
DNR) care este pregatit pentru a trece la etapa de hibridizare a testarii.

® Prepararea automata a probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath folosind
QIAsymphony SP si QlAsymphony DSP HPV Media Kit.
Rezultatul este un fragment de proba denaturat (care contine particule magnetice, STM si
DNR) care este pregatit pentru a trece la etapa de hibridizare a testarii.

® Prepararea manuala a probelor de tip peleti celulari post-gradient SurePath .
Rezultatul prepararii manuale a probelor este o proba denaturata pregatita pentru a trece la
etapa de hibridizare a testarii.

Cerintele privind volumul probei se bazeaza pe metoda de preparare a probelor, dupa cum urmeaza:

® Prepararea automata a probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit necesita 950 pl

® Prepararea manuala a probelor necesita 2,8 ml de peleti celulari post-gradient SurePath

Utilizarea unui volum mai mic decéat volumul necesar poate genera un rezultat fals-negativ in
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Prepararea automaté a probelor de esantioane SurePath

Dupa recoltare, depozitati esantioanele SurePath timp de maximum 4 saptamani la 5-25 °C
fnainte de prepararea probelor folosind QIAsymphony SP si QlAsymphony DSP HPV Media Kit.
Esantionul SurePath utilizat nu trebuie sa fi fost procesat folosind nicio altd metoda de
diagnosticare, inclusiv BD PrepMate si BD PrepStain Slide Processor. Prepararea automata a

probelor necesita 950 pl de esantion SurePath.

Prepararea automata a probelor de tip peleti celulari post-gradient SurePath

Important: Imediat dupa prepararea lamelei pentru Papanicolau SurePath, pipetati 2,0 ml de
SurePath Preservative Fluid in tubul centrifugei care contine peletul celular post-gradient.
Aceasta actiune conserva integritatea peletilor celulari post-gradient pentru efectuarea digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Peletul celular post-gradient cu SurePath Preservative Fluid poate fi depozitat timp de maximum
4 saptamani la 5-25 °C inainte de prepararea probelor pentru digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test. Prepararea automata a probelor necesita 950 pl de pelet celular post-gradient SurePath.
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Prepararea manuala a probelor de tip peleti celulari post-gradient SurePath

Important: Imediat dupa prepararea lamelei pentru Papanicolau SurePath, pipetati 2,0 ml de
SurePath Preservative Fluid in tubul centrifugei care contine peletul celular rezidual. Aceasta
actiune conserva integritatea peletilor celulari post-gradient pentru efectuarea digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test.

Peletul celular post-gradient cu SurePath Preservative Fluid poate fi depozitat timp de maximum
4 saptamani la 2-30 °C inainte de prepararea probelor pentru digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test.

Esantioanele SurePath sub forméa de peleti celulari post-gradient sunt preparate dupa cum se
specifica in aceste instructiuni de utilizare. Rezultatul prepararii manuale a probelor este o

proba denaturata pregatitd pentru a trece la etapa de hibridizare a testarii.
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Procedura

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere

Pentru testarea manuala, lasati sa treacéa cel putin 60 de minute pentru ca Microplate Heater
| sa se echilibreze la 65 °C + 2 °C de la pornirea la rece. Nerespectarea timpului pentru
aceasta perioada de incalzire poate duce la topirea microplacii de hibridizare. Consultati
Manualul de utilizare Microplate Heater | pentru instructiuni suplimentare.

Daca utilizati o baie de apa in timpul etapelor de denaturare si hibridizare, asigurati-va ca
baia de apa este la 65 °C si nivelul apei este adecvat pentru a scufunda intregul volum al
esantionului in tub.

Prepararea reactivilor

Scoateti de la frigider esantioanele si toti reactivii necesari Thainte de inceperea testarii.
Lasati-le sa ajunga la 20-25 °C timp de 15-30 de minute. Preparati probele PreservCyt si
SurePath Tnainte de a aclimatiza orice esantioane si reactivi denaturati anterior la
temperatura camerei.

n cazul in care combinati reactivii gata de utilizare pentru o rulare pe RCS cu mai multe
placi, amestecati bine flacoanele individuale, apoi combinati volumul de reactiv aplicabil intr-
o eprubeta conica, de unica folosinta, din polipropilena.

Pentru testarea manuald, reactivii pentru solutie tampon de spalare si amestec de sonda
sunt preparati in timpul etapelor respective ale testarii. Pentru testarea automata pe RCS,
toti reactivii sunt preparati inainte de inceperea rularii pe RCS si amplasati pe platforma
RCS.

Preparati DNR si DNR2, dupa caz, inainte de a prepara alti reactivi.

Aruncati toti reactivii preparati (cu exceptia cazului in care se specifica altfel) si partile
alicote de reactiv la sfarsitul testarii.

Utilizati Tabelele 1-5 de mai jos pentru a stabili volumul necesar pentru fiecare reactiv, pe
baza numarului de testari/microplaci si a metodei de testare. Volumele pentru testarea

automata pe RCS includ volumul de goluri din reactiv, necesar pentru instrument.
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Tabel 1. Volumele necesare de reactivi preparati si gata de utilizare pentru testarea
manuala a esantioanelor in STM si a probelor preparate manual de tip peleti celulari post-
gradient PreservCyt si SurePath

tes:lel;tr?a "::: di?ete Amestec de sonda Solu;iseptéal?rzon de DR1 DR2
24/3 1,04 mi > 1 litru 3ml 3ml
48/6 2,08 ml > 1 litru 5ml 5ml
72/9 3,12 ml > 1 litru 7 mi 7 ml
96/12 4,16 ml > 1 litru 12 ml 12 ml

Tabel 2. Volumele necesare de reactivi preparati si gata de utilizare pentru testarea
automata pe RCS a esantioanelor in STM, probe sub forma de peleti celulari post-
gradient PreservCyt si SurePath preparate manual si SurePath si probe de tip peleti
celulari post-gradient SurePath, preparate folosind QlIAsymphony DSP HPV Media Kit

n':il::T:;Ig:i Amestec de sonda Solutisept;?rzon de DR1 DR2
<1 5,20 ml 3 litri 10 ml 10 ml
<15 6,24 ml 3 litri 14 ml 14 ml
<2 8,32 ml 3 litri 18 ml 18 ml
<25 9,36 ml 6 litri 22 ml 22 ml
<3 10,40 ml 6 litri 26 ml 26 ml
<35 12,48 ml 6 litri 30 ml 30 ml
<4 13,52 ml 6 litri 34 ml 34 ml

Tabel 3. Volumele necesare de reactivi preparati si gata de utilizare pentru testarea
automatizata pe RCS a probelor PreservCyt preparate folosind QlAsymphony DSP HPV
Media Kit

jumirde | own  Amsiecde  Soemmen oy
<1 2,2ml 5,20 ml 3 litri 10 mi 10 ml
<15 2,2ml 6,24 ml 3 litri 14 mi 14 ml
<2 2,4 ml 8,32 ml 3 litri 18 mi 18 ml
<25 2,4 ml 9,36 ml 6 litri 22 mi 22 ml
<3 2,6 ml 10,40 ml 6 litri 26 ml 26 ml
<35 2,6 ml 12,48 ml 6 litri 30 ml 30 ml
<4 2,8 ml 13,52 ml 6 litri 34 ml 34 ml
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Tabel 4. Volumele necesare de reactivi preparati si gata de utilizare pentru testarea
manuala a probelor PreservCyt preparate folosind QlIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Numar de Amestec de Solutie

DNR DNR2 M tampon de DR1 DR2
teste/bandelete sonda <

spalare
24/3 0,6 ml 1,0 ml 1,04 ml > 1 litru 3ml 3ml
48/6 0,6 ml 2,0ml 2,08 ml > 1 litru 5ml 5ml
72/9 0,6 ml 2,5ml 3,12 ml > 1 litru 7ml 7 ml
96/12 0,6 mi 5,0 ml 4,16 ml > 1 litru 12ml 12 ml

Tabel 5. Volumele necesare de reactivi preparati si gata de utilizare pentru testarea
automatizata pe RCS a probelor PreservCyt preparate folosind QlAsymphony DSP AXpH
DNA Kit

rﬂ;’:‘o‘:“;gzi DNR DNR2 Am::;:‘; de tafn‘gﬁﬂ'ie DR1 DR2
spalare

<1 2,2 ml 5,0 ml 5,20 ml 3 litri 10 ml 10 mi
<15 2,2 ml 5,5 ml 6,24 ml 3 litri 14 m 14 m
<2 2,4 ml 6,5ml 8,32 ml 3 litri 18 m 18 ml
<25 2,4 ml 7,7 ml 9,36 ml 6 litri 22 ml 22 ml
<3 2,6 mi 8,8 ml 10,40 m 6 litri 26 ml 26 ml
<35 2,6 ml 10,0 ml 12,48 ml 6 litri 30 ml 30 ml
<4 2,8 ml 11,0 ml 13,52 ml 6 litri 34 ml 34 ml

Reactiv de denaturare

Kitul cu 1 placa este livrat cu 50 ml de reactiv de denaturare, iar kitul cu 4 placi este livrat cu
2 x 100 ml de reactiv de denaturare. Asigurati-va ca preparati DNR in functie de volumul

furnizat impreuna cu kitul respectiv.

Note:

o (Odata preparat, DNR este stabil timp de 3 luni la 2-8 °C.
e In cazul in care culoarea se estompeazé, adaugati 3 picaturi suplimentare de colorant

indicator si amestecati bine inainte de utilizare.

Flacon de 50 ml

1. Adaugati 5 picaturi de colorant indicator in flaconul de 50 ml de reactiv de denaturare.
2. Amestecati temeinic.
DNR trebuie sa aiba o culoare uniforma, violet inchis.

3. Etichetati DNR cu noua data de expirare.

Instructiuni de utilizare digene HC2 High-Risk HPY DNA  12/2018

32



Flacon de 100 ml

1. Adaugati 10 picaturi de colorant indicator in flaconul de 100 ml de reactiv de denaturare.
2. Amestecati temeinic.
DNR trebuie sa aiba o culoare uniforma, violet inchis.

3. Etichetati DNR cu noua data de expirare.

Reactiv de denaturare 2

Nota: DNR2 este necesar numai pentru testarea probelor PreservCyt preparate folosind
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

1. Etichetati o eprubeta conica din polipropilena de unica folosinta ca ,DNR2”.

2. Adaugati volumul necesar de Buffer N2 (consultati Tabel 6 de mai jos) Tn recipientul

etichetat.

Tabel 6. Prepararea DNR2

Volumul de DNR2

necesar Volumul de Buffer N2 Volumul de Buffer D2 Colorant indicator
1,0 ml 0,4 ml 0,6 ml 1-2 picaturi
2,0 ml 0,8 ml 1,2 ml 1-2 picaturi
2,5ml 1,0 ml 1,5 ml 1-2 picaturi
5,0 ml 2,0ml 3,0 ml 1-2 picaturi
55ml 2,2ml 3,3ml 1-2 picaturi
6,5 ml 2,6 ml 3,9 ml 1-2 picaturi
7,7ml 3,1ml 4,6 ml 1-2 picaturi
8,8 ml 3,5 ml 5,3 ml 1-2 picaturi
10,0 ml 4,0 ml 6,0 ml 1-2 picaturi
11,0 ml 4,4 ml 6,6 ml 1-2 picaturi

3. Adaugati volumul necesar de Buffer D2 (consultati Tabel 6 de mai sus) in recipientul

etichetat.

4. Adaugati cantitatea necesara de colorant indicator (consultati Tabel 6 de mai sus) in
recipientul etichetat.

Nota: Folositi colorantul indicator furnizat impreuna cu digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test kit.

5. Vortexati timp de minimum 10 secunde.

Nota: Odata preparat, DNR2 este stabil timp de 8 ore la 15-30 °C.
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Amestec de sonda

e Pentru testarea manuala, preparati amestecul de sondé in timpul incubarii de denaturare a
esantionului (dupa caz, consultati ,Denaturarea calibratoarelor, a substantelor de control al
calitatii si a esantioanelor in STM”, pagina 44 sau ,Denaturarea calibratoarelor, a
substantelor de control al calitatii si a eluatilor de ADN pentru testarea manuala”, pagina 42).

e Actionati cu deosebita atentie pentru a preveni contaminarea cu RNaza. Utilizati varfuri de
pipete cu bariera de aerosoli atunci cand pipetati sonda.

e Diluantul pentru sonda este vascos. Asigurati-va ca este obtinut un vortex vizibil atunci cand
preparati amestecul de sonda; amestecarea incompleta poate duce la un semnal redus.

e 1incazul in care combinati mai multe flacoane ale sondei pentru testarea automata cu RCS,

comasati sonda intr-un flacon si amestecati prin pipetare.

1. Pentru a evita capturarea sondei in capacul flaconului, centrifugati pentru scurt timp fiecare

flacon de sonda pentru a aduce lichidul in partea de jos a flaconului.
2. Atingeti delicat flaconul pentru a amesteca.
3. Stabiliti cantitatea de amestec de sonda necesara.

Recomandare: Creati un amestec de sonda suplimentar pentru a tine cont de volumul care
s-ar putea pierde in varfurile de pipete sau pe partea laterala a flaconului. Volumele

specificate in Tabelele 1-5 de mai sus includ volumul suplimentar recomandat.

Testare manuala: Stabiliti volumele necesare pentru o dilutie 1:25 a sondei in diluant pentru
sonda pentru a prepara amestecul de sonda (25 pl/testare). Volumele sunt oferite in Tabel 1,
pagina 31, si Tabel 4, pagina 32, dupa caz.

Testare automatizata cu RCS: Folositi volumele specificate in Tabel 2, pagina 31, Tabel 3,
pagina 31 sau Tabel 5, pagina 32, dupa caz.

4. Etichetati un recipient nou, de unica folosinta, ca ,Amestec de sonda HPV de mare risc”.

in functie de numarul de testari, se recomanda o eprubeta de 5 sau 15 ml cu capac cu
inchidere prin apasare, cu fund rotund, din polipropilena.
5. Adaugati cantitatea necesara de diluant pentru sonda (consultati Tabel 7, dedesubt) in

recipientul etichetat.

6. Pipetati cantitatea necesara de sonda HPV de mare risc in diluantul pentru sonda (consultati
Tabel 7, dedesubt) prin amplasarea varfului de pipeta pe peretele interior al eprubetei, chiar

deasupra meniscului si prin expulzarea continutului.

Important: Nu scufundati varful in diluantul pentru sonda.
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Tabel 7. Prepararea amestecului de sonda

Volumul de amestec de sonda Volumul de sonda HPV de mare

necesar Volumul de diluant pentru sonda risc

1,04 ml 1,0 ml 40 pl
2,08 ml 2,0 ml 80 pl
3,12 ml 3,0ml 120 pl
4,16 ml 4,0 ml 160 pl
5,20 ml 5,0ml 200 pl
6,24 ml 6,0 ml 240 pl
8,32 ml 8,0 ml 320 pl
9,36 ml 9,0 ml 360 pl
10,40 ml 10,0 ml 400 pl
12,48 ml 12,0 ml 480 pl
13,52 ml 13,0 ml 520 pl

7. Vortexati timp de cel putin 5 secunde la vitezd maxima pentru a amesteca temeinic.0.

Trebuie sa se produca un vortex vizibil.

Solutie tampon de spalare

® Pentru testarea manuala, preparati solutia tampon de spalare in timpul etapei de hybrid
capture (consultati ,Hybrid capture”, pagina 50).

® Pentru a reduce la minimum expunerea, adaugati apa in concentratul solutiei tampon de
spalare in timpul prepararii.

® Pentru metoda manuala de spalare a microplacilor, preparati 3 litri de solutie tampon de
spalare in aparatul de spélare.

Recomandare: La fiecare 3 luni, curatati aparatul de spalare si tubulatura cu solutie 0,5%
de hipoclorit de sodiu si clatiti temeinic cu apa distilatd sau deionizata pentru a preveni
posibila contaminare cu fosfataza alcalina prezenta in bacterii si mucegaiuri.

® Pentru Automated Plate Washer, preparati solutia tampon de spalare si depozitati-o intr-un
recipient acoperit sau preparati 1 litru si amplasati-l in recipientul de spalare al Automated
Plate Washer.

® Pentru testarea automatizata cu RCS, preparati cantitatea specificata (dupa caz, consultati
Tabel 2, pagina 31, Tabel 3, pagina 31 sau Tabel 5, pagina 32) in flaconul de spalare al
RCS.

1. Amestecati bine concentratul solutiei tampon de spélare si addugati volumul necesar de
concentrat al solutiei tampon de spalare (consultati Tabel 8 de mai jos) in recipientul
specificat.

2. Adaugati volumul necesar de apa distilatd sau deionizata (consultati Tabel 8, dedesubt) in
recipientul specificat.
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Tabel 8. Prepararea solutiei tampon de spalare

Volumul de solutie tampon de Volumul de concentrat de solutie Volumul de apa distilata sau
spalare necesar tampon de spalare deionizata
1 litru 33,3ml 966,7 ml
2 litri 66,6 ml 1933,4 ml
3 litri 100,0 ml 2900,0 ml
6 litri 200,0 ml 5800,0 ml

3. Amplasati un prosop de hartie curat, cu continut redus de scame, peste posibilele orificii ale
recipientului si amestecati bine.

4. Sigilati recipientul pentru a preveni contaminarea sau evaporarea sau amplasati-l pe
instrumentul respectiv, dupa caz.

5. Etichetati solutia tampon de spalare cu noua data de expirare.

Nota: Odata preparata, solutia tampon pentru spalare este stabila timp de 3 luni la 2-30 °C.

Crearea configuratiei de placa

1. Creati o configuratie de placa folosind software-ul de analiza a testului digene cu

protocoalele de testare digene pentru HPV.

Consultati manualul de utilizare al software-ului aplicabil pentru instructiuni despre crearea
unei configuratii a placii, cu pozitiile adecvate pentru calibratoare, substantele de control al
calitatii si esantioane.

Note:

® Calibratoarele, substantele de control al calitatii si esantioanele sunt rulate intr-o
configuratie de coloana cu 8 godeuri.
® Testati calibratoarele si substantele de control al calitatii in urmatoarele pozitii de pe
microplaca (consultati Figura 1, dedesubt):
® Calibratorul negativ (Negative Calibrator, NC) este replicat in godeurile microplacii
A1, B1, C1
® Calibratorul HPV de mare risc (High-Risk HPV Calibrator, HRC) este replicat in
godeurile microplacii D1, E1, F1
® Substanta de control al calitatii HPV cu risc redus (Low-Risk HPV Quality Control,
QC1-LR) in godeul microplacii G1
® Substanta de control al calitatii HPV de mare risc (High-Risk HPV Quality Control,
QC2-HR) in godeul microplacii H1
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Figura 1. Pozitia calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si a probelor pe

microplaca.

Important: Cand efectuati testarea automatizata cu RCS, utilizati protocoale de test
specifice RCS pentru a crea configuratia placii si a genera rezultate. Parametrii definiti ai
protocoalelor de test specifice RCS sunt diferiti de cei pentru protocoalele de test pentru
testare manuala (consultati ,Calculul valorii de prag”, pagina 58).

2. Amplasati calibratoarele, substantele de control al calitatii si esantioanele care urmeaza sa
fie testate Intr-un suport pentru eprubete de recoltare a esantioanelor sau intr-un suport

pentru esantioane, in ordinea in care vor fi testate.

Important: Atunci cand efectuati testarea automatizata cu RCS, este esential ca
configuratia placii sa corespunda esantioanelor corecte testate pentru a preveni raportarea
rezultatelor inexacte ale esantioanelor. Pentru fiecare suport pentru esantioane si capac
utilizat, confirmati cd numerele de serie coincid si, dupa caz, etichetati fiecare suport pentru
esantioane si fiecare capac in functie de ordinea in care trebuie testate pe RCS. Folositi un
marker si o eticheta care sa nu se curete in baia de apa la 65 °C.
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Prepararea probelor

Esantioanele PreservCyt si SurePath necesitd prepararea probelor fnainte de testarea cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Tn functie de tipul de preparare a esantioanelor efectuat,
probele preparate sunt gata pentru diferite etape ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Metodele disponibile de preparare a probelor sunt urmatoarele:

® Prepararea automata a probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP
HPV Media Kit

® Prepararea automata a probelor de esantioane SurePath si peleti celulari post-gradient
folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

® Prepararea automata a probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP
AXpH DNA Kit

® Prepararea manuala a probelor de esantioane PreservCyt

® Prepararea manuala a probelor de peleti celulari post-gradient SurePath

Prepararea probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP
HPV Media Kit

[Td] Consultati Instructiunile de utilizare (manualul) QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru
instructiuni de preparare a probelor PreservCyt folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit.

Important: Fragmentele de proba produse ca urmare a prepararii probelor de esantioane
PreservCyt folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit pot fi testate numai folosind RCS.

Realizarea manuala a testarii cu fragmente de proba nu este validata.

Rezultatul prepararii probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP HPV
Media Kit este reprezentat de fragmente de proba dintr-o microplaca de hibridizare cu prima
coloana goala. Fragmentele de proba contin particule magnetice, STM si DNR si sunt gata
pentru testarea automatizatd cu RCS in etapa de denaturare. Calibratoarele, substantele de
control al calitatii si fragmentele de proba sunt denaturate in acelasi timp in placa de hibridizare
in timpul testarii automatizate cu RCS (consultati ,Denaturarea si hibridizarea probelor
preparate folosind QIAsymphony SP”, pagina 41).

['Ti] cand efectuati testarea automatizata cu RCS a probelor preparate folosind QlAsymphony
SP, consultati Manualul de utilizare Rapid Capture System — Efectuarea digene HC2 DNA Tests
folosind probe procesate pe QIAsymphony SP pentru instructiuni pentru testarea completa.
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Prepararea probelor de esantioane SurePath si peleti celulari post-gradient SurePath
folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

[Td] Consultati Instructiunile de utilizare (manualul) QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru
instructiuni de preparare a probelor SurePath si a probelor sub forma de peleti celulari post-
gradient SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Important: Fragmentele de probd produse ca urmare a prepararii probelor de esantioane
SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit pot fi testate numai folosind RCS.

Realizarea manuala a testarii cu fragmente de proba nu este validata.

Rezultatul prepararii probelor de esantioane SurePath si a probelor sub forma de peleti celulari
post-gradient SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit este reprezentat de
calibratoare, substante de control al calitatii si fragmente de proba intr-o microplaca de
hibridizare gata pentru testarea automatizata cu RCS in etapa de hibridizare a testarii.

['Ti] cand efectuati testarea automatizata cu RCS a probelor preparate folosind QlAsymphony
SP, consultati Manualul de utilizare Rapid Capture System — Efectuarea digene HC2 DNA Tests
folosind probe procesate pe QIAsymphony SP pentru instructiuni pentru testarea completa.

Prepararea probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP AxpH DNA Kit

(T3] Consultati QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook pentru instructiuni cu privire la

prepararea probelor de esantioane PreservCyt.

Rezultatul prepararii probelor de esantioane PreservCyt folosind QIAsymphony DSP AXpH
DNA Kit este reprezentat de eluati de ADN dintr-o microplaca de hibridizare cu prima coloana
goala. Eluati de ADN sunt gata pentru etapa de denaturare a testarii. Calibratoarele,
substantele de control al calitatii si eluatii de ADN sunt denaturati in acelasi timp pe microplaca
de hibridizare (consultati ,Denaturarea si hibridizarea probelor preparate folosind QIAsymphony
SP”, pagina 41).

Prepararea manuala a probelor de esantioane PreservCyt

[T7] Consultati instructiunile de utilizare digene HC2 Sample Conversion Kit pentru prepararea

manualé a probelor de esantioane PreservCyt.

Prepararea manuala a probelor de esantioane PreservCyt folosind digene HC2 Sample
Conversion Kit are ca rezultat probe gata pentru etapa de hibridizare a testarii. Preparati
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separat calibratoarele si substantele de control al calitatii (consultati ,Denaturarea

calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si a esantioanelor in STM”, pagina 44).

Prepararea manuala a probelor de peleti celulari post-gradient SurePath

Prepararea manuala a probelor de peleti celulari post-gradient SurePath are ca rezultat probe
gata pentru etapa de hibridizare a testarii. Preparati separat calibratoarele si substantele de
control al calitatii (consultati ,Denaturarea calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si
a esantioanelor in STM”, pagina 44).

Important: Daca peletii celulari post-gradient ai esantionului SurePath par s& contina mai putin
de 1 ml, peletul celular post-gradient nu este potrivit pentru testarea cudigene HC2 High-Risk
HPV DNA Test, deoarece SurePath Preservative Fluid nu a fost adaugat post-citologie.

1. Aclimatizati peletii celulari post-gradient SurePath la temperatura camerei si confirmati ca
volumul de lichid observat este egal cu aproximativ 2,8 ml.

2. Centrifugati peletii celulari post-gradient SurePath intr-un rotor cu galeata basculanta la 800 +
15 x g timp de 10 £ 1 minute.

3. Scoateti eprubetele din centrifuga.

4. Imediat dupa centrifugare, decantati cu atentie supernatantul si stergeti usor fiecare eprubeta de
aproximativ 3 ori pe prosoape Kimtowels sau pe prosoape echivalente din hartie cu continut

redus de scame pentru a indeparta excesul de lichid. Observati peletul din fiecare eprubeta.
Important: Nu |asati peletii celulari sa alunece in josul eprubetei in timpul stergerii.
5. Amplasati eprubetele in suport.

6. Adaugati 200 pl de STM la fiecare pelet, folosind o pipeta de repetare sau o pipeta cu un
singur canal.

7. Resuspendati fiecare pelet prin agitarea rapida a fiecarei eprubete in parte timp de 15 secunde la

viteza mare.

Daca peletul este greu de resuspendat, agitati rapid timp de inca 5-30 de secunde sau pana

cand peletul se desprinde de fundul eprubetei si pare sa se dizolve.
Nota: Eprubetele pot fi amestecate fara sa fie acoperite.

8. Pipetati 100 pl de DNR in fiecare esantion SurePath, folosind o pipeta de repetare sau o
pipeta cu un singur canal.

Important: Asigurati-va ca nu atingeti partile laterale ale eprubetei, in caz contrar, poate
avea loc contaminarea incrucisata a esantioanelor.

9. Amestecati bine fiecare eprubeta in parte, prin agitare rapida la viteza mare timp de 5 secunde.

Nota: Eprubetele pot fi amestecate fara sa fie acoperite.
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10. Etichetati digene HC2 Sample Conversion Tubes sau eprubete conice de 15 ml, cu numarul
de identificare si tipul probei aplicabile (de exemplu, ,SP” pentru un esantion SurePath) si
amplasati eprubetele intr-un suport pentru eprubete.

Important: Pentru testarea automatizata cu RCS, trebuie folosite digene HC2 Sample
Conversion Tubes.

11. Transferati intregul volum in eprubeta conica de 15 ml aplicabila folosind o pipeta de
transfer de 7 ml cu varf standard de unica folosinta sau echivalenta.

12. Acoperiti eprubetele conice cu capace si amplasati-le intr-un suport pentru eprubete.

13. Incubati eprubetele intr-o baie de apa la 65 + 2 °C timp de 90 + 5 minute.

Nota: Aceasta perioada de incubare este mai mare decéat cea necesara pentru alte tipuri de
esantioane aprobate.

Daca testarea va fi finalizata in aceeasi zi, denaturati calibratoarele si substantele de control
al calitatii (consultati ,Denaturarea calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si a
esantioanelor in STM”, pagina 44).

14. Scoateti suportul pentru eprubete din baia de apa dupa incubare.

Daca utilizati un suport pentru esantioane, nu il lasati sa se raceasca inainte de a scoate

capacul suportului. Continuati imediat testarea sau indepartati capacul suportului si folia de

sigilare a tuburilor DuraSeal.

Nota: Daca suportul pentru esantioane se raceste, eprubetele se pot lipi de capacul

suportului, apoi vor curge.

Probele SurePath preparate pot fi:

® Testate imediat (treceti la ,Hibridizarea probelor in STM preparate si al probelor sub forma de
peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual”, pagina 47)

® Depozitate (consultati ,Punctul de oprire optional al probelor in STM preparate si al probelor sub
forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual”, pagina 46)

Denaturarea si hibridizarea probelor preparate folosind QIAsymphony SP

Rezultatul prepararii probelor pe QIAsymphony SP este o microplaca de hibridizare care
contine cel putin probele preparate.

Daca probele PreservCyt au fost preparate folosind QlAsymphony SP, prima coloana a microplacii
de hibridizare este goala. Continutul microplacii este gata pentru etapa de denaturare a testarii.
Calibratoarele si substantele de control al calitati sunt adaugate pe microplaca de hibridizare fie

manual, fie in timpul testarii automatizate cu RCS, iar apoi se efectueaza etapa de denaturare.

Daca probele SurePath sau probele sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath au fost
preparate folosind QIAsymphony SP, placa contine probele preparate cu calibratoarele si
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substantele de control al calitatii denaturate, pipetate in prima coloana a microplacii de
hibridizare. Continutul microplacii este gata pentru testarea automatizata cu RCS in etapa de
hibridizare a testarii.

Important: Fragmentele de proba produse ca urmare a prepararii probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit pot fi testate numai folosind RCS. Realizarea manuala a
testarii cu fragmente de proba nu este validata.

['Ti] cand efectuati testarea automatizata cu RCS a probelor preparate folosind QlAsymphony
SP, consultati Manualul de utilizare Rapid Capture System — Efectuarea digene HC2 DNA Tests
folosind probe procesate pe QIAsymphony SP pentru instructiuni pentru testarea completa.

Denaturarea calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si a eluatilor de ADN
pentru testarea manuala

® Aceasta procedura este dedicata testarii manuale a probelor de esantioane PreservCyt preparate
folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit. Daca efectuati testarea automatizata cu RCS,
consultati Manualul de utilizare Rapid Capture System — Efectuarea digene HC2 DNA Tests
folosind probe procesate pe QIAsymphony SP pentru instructiuni pentru testarea completa.

e Denaturarea calibratoarelor si a substantelor de control al calitatii se efectueaza folosind

DNR, in timp ce denaturarea eluatilor de ADN se efectueaza folosind DNR2.

1. Agitati rapid fiecare calibrator si substanta de control al calitatii timp de 10 secunde la

setarea maxima.

2. Rasturnati fiecare eprubeta pentru a recupera materialul din capacul eprubetei.

3. Scoateti capacele de pe eprubetele cu calibrator si substanta de control al calitatii si
aruncati-le.

4. Folosind o pipeté cu un singur canal, adaugati 50 ul de calibrator sau substanta de control al
calitatii aplicabil(d) pe fundul godeului gol al microplacii de hibridizare, in functie de
configuratia creaté a placii.

Tn cazul in care calibratorul si substantele de control al calitatii vor fi utilizate pentru testare

suplimentara, acoperiti eprubetele cu noile capace cu filet pentru eprubete de recoltare a
esantioanelor, etichetati-le cu o noua data de expirare si pastrati-le la 2-8 °C.

Nota: Calibratoarele si substantele de control al calitatii deschise si nedenaturate sunt
stabile timp de 3 luni la 2-8 °C.
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10.

Vortexati bine DNR si DNR2 preparate si divizati-le in parti alicote pe fiecare intr-un rezervor

de reactiv de unica folosinta, etichetat corespunzator.

Important: Asigurati-va ca adaugati reactivul corect in coloana corecta a microplacii pentru
eluat.

Folosind o pipeta cu 8 canale, adaugati 25 pl de DNR Tn prima coloana a microplacii de

hibridizare care contine calibratoarele si substantele de control al calitatii.

Folosind o pipeta cu 8 canale, adaugati 25 pyl de DNR2 in fiecare microplaca de hibridizare

care contine un eluat de ADN.

Acoperiti microplaca de hibridizare cu un capac pentru microplaca si agitati timp de 30 de
secunde in Rotary Shaker |, setat la 1100 £ 100 rpm.

Amplasati microplaca in Microplate Heater | echilibrat la 65 + 2 °C, asigurédndu-va ca nu
provocati stropirea. Incubati microplaca de hibridizare timp de 45 + 5 minute.

Preparati amestecul de sonda in timpul acestei incubari (consultati ,Amestec de sonda”,
pagina 34).

Scoateti microplaca de hibridizare din Microplate Heater I.

Calibratoarele, substantele de control al calitatii si eluatii de ADN denaturate pot fi:

® Depozitate (consultati ,Punct de oprire optional al eluatilor de ADN”, pagina 43)
e Testate imediat (treceti la ,Hibridizarea eluatilor de ADN”, pagina 43)

Punct de oprire optional al eluatilor de ADN

Eluatii de ADN denaturati, inclusiv calibratoarele si substantele de control al calitatii, acoperite

Cu un capac pentru microplaca, pot fi depozitate la 2-8 °C timp de 2 saptamani.

Hibridizarea eluatilor de ADN

1.

Daca microplaca de hibridizare care contine calibratoarele, substantele de control al calitatii
si eluatii de ADN denaturati a fost depozitata, scoateti capacul microplacii si Iasati
microplaca de hibridizare sa se aclimatizeze la 20-25 °C.

Vortexati bine amestecul de sonda si divizati-l in parti alicote intr-un rezervor de reactiv de
unica folosinta.

Pipetati cu grija 25 pl de amestec de sonda in fiecare godeu al microplacii de hibridizare
folosind o pipeté cu 8 canale si varfuri noi pentru fiecare adaugare de amestec de sonda.

Evitati stropirea si atingerea partilor laterale ale godeurilor microplacii de hibridizare.
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4.

5.

6.

Acoperiti microplaca de hibridizare cu un capac pentru microplaca si agitati timp de 3 + 2
minute in Rotary Shaker |, setat la 1100 + 100 rpm.

Dupa agitare, calibratoarele, substantele de control al calitatii si eluatii de ADN trebuie sa
devina galbene.

Probele care raman violete este posibil sa nu fi primit cantitatea corespunzatoare de amestec de
sonda. Adaugati inca 25 pl de amestec de sonda in probele care raman violete si agitati din nou.
Daca o proba ramane violetd dupa urmarea acestei proceduri, retestati esantionul.

Amplasati microplaca in Microplate Heater | echilibrat la 65 + 2 °C, asiguréndu-va ca nu

provocati stropirea. Incubati microplaca de hibridizare timp de 60 + 5 minute.

Treceti la ,Hybrid capture”, pagina 50 pentru a continua testarea.

Denaturarea si hibridizarea esantioanelor in STM si a probelor sub forma
de peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual

La testarea manuala a probelor sub forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt si
SurePath preparate manual, etapa de denaturare nu este necesara pentru probe. Cu toate
acestea, calibratoarele si substantele de control al calitatii necesare pentru testare sunt
denaturate in conformitate cu instructiunile de mai jos.

Unele esantioane in STM pot contine sange sau altéd materie biologica, care poate masca
modificarile de culoare la adaugarea DNR. Esantioanele care prezinta o culoare inchisa
inainte de adaugarea DNR pot sa nu ofere o modificare corespunzatoare a culorii in aceasta
etapa. Tn aceste cazuri, lipsa manifestarii unei modificari corespunzatoare a culorii nu va
afecta rezultatele testarii. Amestecarea corecta poate fi verificata prin observarea modificarii
culorii calibratoarelor si a substantelor de control al calitatii.

Denaturarea calibratoarelor, a substantelor de control al calitatii si a esantioanelor in STM

Nu scoateti in niciun moment dispozitivul de recoltare a esantioanelor din eprubeta pentru
esantioane.

Pentru a evita rezultatele fals-pozitive, este esential ca intregul material esantion sa intre in
contact cu DNR. Amestecarea dupa adaugarea DNR este o etapa esentiala.

Esantioanele in STM denaturate folosind metoda MST Vortexer 2 trebuie sa utilizeze
metoda ,Hibridizarea folosind o microplacé si Microplate Heater I” de la pagina 47. Metoda

,Hibridizarea folosind microtuburi si baia de apa” (pagina 49) nu a fost validata cu
esantioane in STM denaturate folosind MST Vortexer 2.

. Scoateti capacele din eprubete si aruncati-le.

Important: Considerati capacele scoase din esantioanele in STM ca fiind potential
infectioase (consultati ,Avertizari si precautii”’, pagina 20 pentru informatii suplimentare).
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2. Pipetati volumul specificat (consultati Tabel 9, dedesubt) de DNR Tn eprubete, folosind o

pipeta de repetare sau o pipeta reglabila.

Asigurati-va ca nu atingeti partile laterale ale eprubetelor, in caz contrar, poate avea loc

contaminarea incrucisata a esantioanelor.

Important: Kiturile cu 1 placa si cu 4 placi au volume diferite pentru calibratorul HPV de

mare risc. Asigurati-va ca adaugati volumul corect de DNR.

Nota: Volumul de DNR adaugat este echivalent cu jumatate din volumul de lichid din

eprubeta.

Tabel 9. Adaugarea de DNR
Calibrator, substanta de control al calitatii sau esantion in STM Volumul de DNR necesar
Calibrator negativ, 2 ml 1000 pl
Calibrator HPV de mare risc, 1 ml 500 pl
Calibrator HPV de mare risc, 2 ml 1000 pl
Substanta de control al calitatii HPV cu risc redus sau HPV 500 pl
demare risc, 1 ml
Esantion in STM, 1 mi 500 pl

3. Amestecati eprubetele folosind metoda MST Vortexer 2 sau metoda manuala, de vortexare

a fiecarei eprubete in parte.

Metoda MST Vortexer 2

a.

Acoperiti eprubetele cu folie de sigilare a tuburilor DuraSeal tragand folia peste
eprubetele din suportul pentru esantioane.

Amplasati capacul suportului peste eprubetele acoperite cu folie si blocati-l pe pozitie
cu cele 2 cleme laterale. Taiati folia cu ajutorul dispozitivului de taiere.

Mutati maneta cu méaner rosu in pozitia UP (SUS), astfel incéat sa fie orizontala.

Amplasati fix suportul pentru esantioane in ghidajele de pe MST Vortexer 2, cu coltul
crestat cel mai mare al suportului amplasat in coltul din dreapta fata. Fixati suportul
pentru esantioane prin deplasarea manetei cu méaner rosu in pozitia ,down” (jos),
astfel incat sa fie verticala.

Asigurati-va ca setarea vitezei este la 100 (vitezd maxima) si PORNITI MST Vortexer 2.
Vortexati eprubetele timp de 10 secunde.

OPRITI MST Vortexer 2.

Scoateti suportul pentru esantioane din MST Vortexer 2 deplasédnd maneta cu maner
rosu in pozitia ,up” (sus).
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Metoda de vortexare manuala a fiecarei eprubete in parte

a. Montati Thapoi capacele pe eprubete, cu capace noi cu filet pentru eprubete de

recoltare a esantioanelor.

b. Amestecati bine fiecare eprubeta in parte, prin agitare rapida la vitezad mare timp de

5 secunde.

Important: Tn timpul amestecarii, trebuie observat un vortex vizibil de lichid care spal&

intreaga suprafata interioara a eprubetei.
c. Rasturnati fiecare eprubetd o singura datd pentru a spala interiorul eprubetei, al
capacului si al marginii.
d. Reintroduceti eprubeta in suport.
Lichidul din eprubeta trebuie sa devina violet.
4. Incubati eprubetele intr-un suport, intr-o baie de apa la 65 + 2 °C timp de 45 + 5 minute.

Pentru testarea manuald, preparati amestecul de sonda in timpul acestei incubari (consultati

~Amestec de sonda”, pagina 34).

5. Scoateti eprubetele din baia de apa dupa incubare.

Daca utilizati un suport pentru esantioane, nu il lasati sa se raceasca Tnainte de a scoate
capacul suportului. Continuati imediat testarea sau indepartati capacul suportului si folia de
sigilare a tuburilor DuraSeal.

Nota: Daca suportul pentru esantioane se raceste, eprubetele se pot lipi de capacul

suportului, apoi vor curge.
Calibratoarele, substantele de control al calitatii si esantioanele in STM denaturate pot fi:

e Depozitate (consultati ,Punctul de oprire optional al probelor in STM preparate si al
probelor sub forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate
manual”, pagina 46)

e Testate imediat (treceti la ,Hibridizarea probelor in STM preparate si al probelor sub forma de

peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual”, pagina 47)

Punctul de oprire optional al probelor in STM preparate si al probelor sub forma
de peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual

Important: Nu depozitati si nu expediati esantioane denaturate pe gheata carbonica.

Toate probele preparate, inclusiv calibratoarele si substantele de control al calitatii, pot fi
depozitate la 2-8 °C peste noapte sau la -20 °C timp de pana la 3 luni. Se pot efectua maximum
3 cicluri de congelare/decongelare, timp de maximum 2 ore la temperatura camerei in timpul

fiecarui ciclu de decongelare.

Instructiuni de utilizare digene HC2 High-Risk HPY DNA  12/2018

46



Pentru depozitarea peste noapte la 2-8 °C Tn suportul pentru esantioane, acoperiti probele cu

folie de sigilare a tuburilor DuraSeal si puneti la loc capacul suportului.

Pentru depozitare la -20 °C in suportul pentru esantioane, scoateti capacul suportului si folia de
sigilare a tuburilor DuraSeal si amplasati un capac potrivit pe eprubete.

Hibridizarea probelor in STM preparate si al probelor sub forma de peleti celulari post-
gradient PreservCyt si SurePath preparate manual

[1d] Atunci cand efectuati testarea automatizata cu RCS a probelor in STM sau a probelor sub
forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual, consultati

Manualul de utilizare Rapid Capture System pentru instructiuni pentru testarea completa.

Tn cazul in care calibratoarele, substantele de control al calitatii sau esantioanele denaturate au
fost depozitate, lasati-le sa se aclimatizeze la 20-25 °C si, daca sunt depozitate intr-un suport

pentru esantioane, scoateti capacele din eprubete si aruncati-le.

e Sunt disponibile doua metode de hibridizare pentru probele in STM si probele sub forma de
peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath preparate manual: ,Hibridizarea folosind
microplaca si Microplate Heater I” si ,Hibridizarea folosind microtuburile si baia de apa”.

e Esantioanele in STM denaturate folosind metoda MST Vortexer 2 trebuie sa utilizeze
,Hibridizarea folosind o microplaca si Microplate Heater I” de la pagina 47. ,Hibridizarea
folosind microtuburi si baia de apa” (pagina 49) nu a fost validata cu esantioane in STM
denaturate folosind MST Vortexer 2.

® Amestecul de sonda este vascos. Asigurati-va ca amestecul de sonda este bine amestecat
si cantitatea necesara este distribuitd complet in fiecare godeu al microplacii de hibridizare
sau microtub de hibridizare.

e Cand transferati proba pe microplaca de hibridizare sau microtubul de hibridizare, evitati sa
atingeti partile laterale ale godeurilor microplacii de hibridizare sau ale microtuburilor de
hibridizare, deoarece pot aparea rezultate fals-pozitive daca probele nu sunt transferate cu
atentie. Limitati formarea de bule de aer. Utilizati un varf de pipeta curat, ultra lung pentru

fiecare transfer, pentru a evita contaminarea incrucisata.

Hibridizarea folosind o microplaca si Microplate Heater |

1. Obtineti si etichetati o microplaca de hibridizare.
2. Vortexati folosind una dintre urmatoarele metode:

Calibratoare, substante de control al calitatii sau probe in STM cu MST Vortexer 2

a. Dupa caz, acoperiti eprubetele cu folie de sigilare a tuburilor DuraSeal si fixati capacul

suportului pe suportul pentru esantioane.
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5.

b.  Vortexati suportul pentru esantioane timp de minimum 5 secunde la setarea vitezei maxime.

C. Amplasati imediat suportul pentru esantioane pe blatul bancului de lucru si eliberati
zavoarele. Ridicati capacul suportului aproximativ 1 cm si miscati-l usor la stanga si la
dreapta pentru a elibera orice eprubeta care s-ar fi putut lipi de folia de sigilare a
tuburilor DuraSeal. Scoateti capacul suportului ridicadndu-I drept in sus, pana céand
suportul pentru esantioane este deschis complet.

d. Desfaceti cu atentie folia de sigilare a tuburilor DuraSeal de pe capacul suportului si
aruncati-o.

Probe sub forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt sau SurePath cu MST Vortexer 2

a. Dupa caz, acoperiti eprubetele cu folie de sigilare a tuburilor DuraSeal si fixati capacul
suportului pe suportul pentru esantioane.

b.  Vortexati suportul de conversie timp de minimum 10 secunde la setarea vitezei maxime.

c. Amplasati imediat suportul pentru esantioane pe blatul bancului de lucru si eliberati
zavoarele. Ridicati capacul suportului aproximativ 1 cm si miscati-l usor la stanga si la
dreapta pentru a elibera orice eprubeta care s-ar fi putut lipi de folia de sigilare a
tuburilor DuraSeal. Scoateti capacul suportului ridicandu-l drept in sus, péna cand
suportul pentru esantioane este deschis complet.

d. Desfaceti cu atentie folia de sigilare a tuburilor DuraSeal de pe capacul suportului si
aruncati-o.

Orice tip de proba cu vortexer

a. Vortexati fiecare eprubeta in parte timp de cel putin 5 secunde.

Folosind pipeta EXPAND-4 sau o pipeta cu un singur canal cu un varf de pipeta ultra lung,
transferati 75 pl din fiecare calibrator, substanta de control al calitatii sau proba pe fundul
unui godeu gol al microplacii de hibridizare in functie de configuratia creaté a placii.

Daca probele vor fi depozitate, acoperiti calibratoarele, substantele de control al calitatii si
probele in STM denaturate cu capace noi cu filet pentru eprubete de recoltare a
esantioanelor si amplasati capacul original pentru fiecare probéa pe probele sub forma de
peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath.

Nota: Depozitati probele conform limitelor detaliate in ,Punctul de oprire optional al probelor
in STM preparate si al probelor sub forma de peleti celulari post-gradient PreservCyt si
SurePath preparate manual”, pagina 46.

Dupa transferul ultimei probe, acoperiti microplaca de hibridizare cu un capac pentru
microplaca si incubati timp de 10 minute la 20-25 °C.

Vortexati bine amestecul de sonda si divizati-l in parti alicote intr-un rezervor de reactiv de
unica folosinta.

Pipetati cu grija 25 pl de amestec de sonda in fiecare godeu al microplacii de hibridizare
folosind o pipeté cu 8 canale si varfuri noi pentru fiecare adaugare de amestec de sonda.

Evitati stropirea si atingerea partilor laterale ale godeurilor microplacii de hibridizare.
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7. Acoperiti microplaca de hibridizare cu un capac pentru microplaca si agitati timp de
3 + 2 minute in Rotary Shaker |, setat la 1100 + 100 rpm.
Dupa agitare, calibratoarele, substantele de control al calitatii, probele in STM si probele sub
forma de peleti celulari post-gradient SurePath trebuie sa devina galbene, iar probele
PreservCyt trebuie sa devina roz.
Probele care raman violete este posibil sa nu fi primit cantitatea corespunzatoare de amestec de
sonda. Adaugati inca 25 pl de amestec de sonda in probele care raméan violete si agitati din nou.

Daca o proba raméane violeta dupa urmarea acestei proceduri, retestati esantionul.

8. Amplasati microplaca in Microplate Heater | echilibrat la 65 + 2 °C, asigurandu-va ca nu

provocati stropirea. Incubati microplaca de hibridizare timp de 60 + 5 minute.

9. Treceti la ,Hybrid capture”, pagina 50 pentru a continua testarea.

Hibridizarea folosind microtuburi si baia de apa

1. Etichetati si amplasati numarul necesar de microtuburi de hibridizare curate in suportul
pentru microtuburi.

2. Vortexati individual fiecare calibrator, substanta de control al calitatii si eprubeta pentru
probe timp de cel putin 5 secunde inainte de a scoate proba.

3. Folosind o pipeta cu un singur canal cu un varf de pipetéa ultra lung, transferati 75 pl din
fiecare calibrator, substanta de control al calitatii sau proba pe fundul microtubului de
hibridizare aplicabil in functie de configuratia creata a placii.

Daca probele vor fi depozitate, acoperiti calibratoarele, substantele de control al calitatii i
probele in STM denaturate cu capace noi cu filet pentru eprubete de recoltare a
esantioanelor si amplasati capacul original pentru fiecare proba pe probele sub forma de
peleti celulari post-gradient PreservCyt si SurePath.

Nota: Depozitati probele conform limitelor detaliate in ,Punctul de oprire optional al probelor
in STM preparate si al probelor sub forméa de peleti celulari post-gradient PreservCyt si

SurePath preparate manual”, pagina 46.
4. Dupa transferul ultimei probe, incubati microtuburile de hibridizare timp de 10 minute la 20-25 °C.
5. Vortexati bine amestecul de sonda si divizati-I in parti alicote intr-un rezervor de reactiv de
unica folosinta.
6. Pipetati cu grija 25 yl de amestec de sonda in fiecare microtub de hibridizare folosind o
pipeta cu 8 canale si varfuri noi pentru fiecare rand.
Evitati stropirea si atingerea partilor laterale ale microtuburilor de hibridizare.

Inspectati de dedesubt suportul pentru a va asigura ca toate microtuburile de hibridizare au
primit cantitatea corecta de amestec de sonda.
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7. Acoperiti microtuburile de hibridizare cu un dispozitiv de sigilare a placii. Amplasati capacul
suportului in partea de sus a suportului. Agitati suportul pentru microtuburi timp de
3 + 2 minute in Rotary Shaker |, setat la 1100 + 100 rpm.

Dupa agitare, calibratoarele, substantele de control al calitatii, probele in STM si probele sub
forma de peleti celulari post-gradient SurePath trebuie s& devina galbene, iar probele

PreservCyt trebuie sa devina roz.

Probele care raman violete este posibil sa nu fi primit cantitatea corespunzatoare de
amestec de sonda. Adaugati inca 25 ul de amestec de sonda in probele care ramén violete
si agitati din nou. Dacé o proba raméne violetad dupa urmarea acestei proceduri, retestati
esantionul.

8. Incubati suportul pentru microtuburi timp de 60 + 5 minute intr-o baie de apa la 65 + 2 °C.
Asigurati-va ca nivelul apei din baia de apa este suficient pentru a acoperi intregul volum al
microtubului de hibridizare.

Nota: Suportul pentru microtuburi va pluti in baia de apa.

9. Treceti la ,Hybrid capture” pentru a continua testarea.

Hybrid capture

1. Scoateti toate godeurile microplacii de capturare Tn exces fatd de numarul necesar din rama
placii.
2. Reintroduceti godeurile microplacii de capturare nefolosite in punga originala si sigilati din nou.

3. Cuun marker, numerotati secvential fiecare coloana si etichetati microplaca de capturare cu
un numar de identificare aplicabil.

Probele vor fi adaugate in godeurile microplacii de capturare, in functie de configuratia
creata a placii.

4. Dupa caz, scoateti cu atentie microplaca de hibridizare din Microplate Heater | sau suportul
pentru microtuburi din baia de apa.

Scoateti imediat capacul microplacii si amplasati-l pe o suprafata curata sau scoateti
capacul suportului si trageti lent dispozitivul de sigilare a placii in sus si pe deasupra

suportului pentru microtuburi.

5. Folosind o pipeta cu 8 canale, transferati intregul continut (aproximativ 100 pl) din godeurile
microplacii de hibridizare sau microtuburile de hibridizare pe fundul godeurilor microplacii de

capturare corespunzatoare.

Utilizati varfuri de pipeta noi pentru fiecare transfer si lasati fiecare varf de pipeta sa se
scurga pentru a va asigura ca exista un transfer complet al probei. Daca doriti, pipeta poate
fi fixata prin sprijinirea centrului varfurilor de pipeta pe marginea superioara a godeurilor

microplacii de capturare (consultati Figura 2, dedesubt).
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Corect Nu pipetati pe Nu lasati varful sa
verticala pentru a atinga partea laterala
evita stropirea. a godeului.

Figura 2. Pipetare corecta.

6. Acoperiti microplaca de capturare cu capacul pentru microplaca sau cu un nou dispozitiv de
sigilare a placii si agitati timp de 60 + 5 minute in Rotary Shaker | la 1100 = 100 rpm, la 20-25 °C.

Preparati solutia tampon de spalare in timpul acestei incubari (consultati ,Solutie tampon de
spalare”, pagina 35).

. Cand incubarea este completa, scoateti microplaca de capturare din Rotary Shaker | si
scoateti cu atentie capacul microplacii sau dispozitivul de sigilare a placii.

. Scoateti lichidul din godeurile micropléacii de capturare si aruncati-I intr-o chiuveta; rasturnati

complet microplaca de capturare in chiuveta si agitati puternic, cu o miscare descendenta.
Important: Nu rasturnati din nou microplaca.
Asigurati-va ca nu va stropiti turnand prea aproape de partea de jos a chiuvetei.

. Stergeti prin atingerea ferma de 2-3 ori de prosoape Kimtowels curate sau prosoape
echivalente din hartie cu continut redus de scame.

Asigurati-va ca tot lichidul este scos din godeurile micropléacii de capturare si ca partea
superioara a microplacii de capturare este uscata.

10. Treceti la ,Detectie hibrid” pentru a continua testarea.
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Detectie hibrid

® Adaugati reactiv deasupra microplacii de capturare, de la stéanga la dreapta, folosind o
pipeta cu 8 canale. Stergeti varfurile de rezervorul de reactiv de unica folosinta pentru a
indeparta excesul de reactiv Tnainte de administrarea pe microplaca.

e Daca nu este folosita o pipeta cu 8 canale, aceasta poate fi inlocuita de o pipeta de
repetare. Divizati DR1 in parti alicote intr-o eprubeta din polipropilena de dimensiuni
suficiente pentru a integra volumul necesar.

® Se recomanda utilizarea tehnicii de pipetare inversa pentru a imbunatati consistenta
administrarii de reactivi. Procedura este descrisa mai jos.

e Daca doriti, pipeta poate fi fixatd prin sprijinirea centrului varfurilor de pipetd pe marginea
superioara a godeurilor microplacii de capturare. Asigurati-va ca nu atingeti partile laterale
ale godeurilor microplacii de capturare, in caz contrar, poate avea loc contaminarea

incrucisata a probelor (consultati Figura 2, pagina 51).
1. Amestecati bine DR1 si transferati cu atentie volumul aplicabil (dupa caz, consultati Tabel 1,
pagina 31 sau Tabel 4, pagina 32) intr-un rezervor de reactiv curat, de unica folosinta.

2. Pipetati cu grija 75 pl de DR1 in fiecare godeu al microplacii de capturare folosind tehnica

de pipetare inversa, dupa cum urmeaza:

a. Atasati varfuri pe o pipeta cu 8 canale; asigurati-va ca toate varfurile sunt bine asezate.

b.  Impingeti pistonul pipetei dincolo de prima oprire, pana la a doua oprire.

c.  Scufundati varfurile in reactiv.

d. Eliberati lent pistonul si lasati reactivul sa umple varfurile.

e.  Distribuiti reactivul Tn godeurile microplacii, apasand pistonul pana la prima oprire. Nu
eliberati pistonul pana cand varfurile de pipeta nu au fost scufundate in reactiv.

f. Umpleti din nou varfurile si repetati pana céand toate godeurile microplacii sunt umplute.

Asigurati-va ca toate godeurile microplacii de capturare au fost umplute, observand
intensitatea culorii roz. Toate godeurile microplacii de capturare trebuie sa o intensitate
similara a culorii roz.

3. Acoperiti microplaca de capturare cu un capac pentru microplaca, Parafilm curat sau

echivalent si incubati timp de 30-45 de minute la 20-25 °C.

4. Trecetila ,Spalare” pentru a continua testarea.
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Spalare
Spalati microplaca de capturare folosind una dintre metodele de mai jos.

Metoda cu Automated Plate Washer

Tineti intotdeauna PORNIT Automated Plate Washer. Asigurati-va ca rezervorul de clatire este
umplut si ca rezervorul pentru deseuri este gol. Automated Plate Washer va clati in mod
obisnuit sistemul pentru curatare. Consultati Manualul de utilizare Automated Plate Washer

pentru instructiuni suplimentare.

® Asigurati-va ca rezervorul de spalare este umplut cel putin pana la semnul de 1 litru cu
solutie tampon de spalare. in caz contrar, preparati solutia tampon de spalare (consultati
~Solutie tampon de spalare”, pagina 35).

® Asigurati-va ca rezervorul de clatire este umplut cu apa deionizata sau distilata.

® Asigurati-va ca rezervorul pentru deseuri este gol si capacul este fixat in siguranta.

e Automated Plate Washer se va amorsa automat inainte de fiecare spalare si se va clati
dupa fiecare spalare.

® Daca se foloseste doar o banda partiala de godeuri ale microplacii de capturare, amplasati
godeurile goale ale microplacii in microplaca de capturare pentru a completa coloana inainte
de spalare.

1. Scoateti capacul microplacii si amplasati microplaca de capturare pe platforma Automated
Plate Washer.

2. Asigurati-va ca Automated Plate Washer este PORNIT si ca pe afisaj apare Digene Wash
Ready (Spalare Digene pregatita) sau P1.

3. Selectati numarul de benzi care trebuie spalate apasand butonul Rows (Réanduri), apoi +
sau — pentru reglare.

4. Apasati butonul Rows (Randuri) pentru a reveni la Digene Wash Ready (Spalare Digene
pregatita) sau P1.

5. Apasati butonul Start/Stop (Pornire/Oprire) pentru a incepe.

Automated Plate Washer va efectua 6 cicluri de umplere si aspiratie, care dureaza
aproximativ 10 minute. Va exista o scurta pauza in timpul programului; nu scoateti
microplaca prea devreme.

Atunci cand Automated Plate Washer a finalizat spalare, aceasta va afisa Digene Wash
Ready (Spalare Digene pregatita) sau P1.
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6. Scoateti microplaca de capturare de pe platforma Automated Plate Washer atunci cand

programul este terminat.

Microplaca de capturare trebuie sa fie alba si nu trebuie sa ramana lichid roz rezidual in

godeurile microplacii de capturare.

7. Treceti la ,Amplificarea semnalului”, pagina 55 pentru a continua testarea.

Metoda de spalare manuala

1. Scoateti DR1 din godeurile microplacii de capturare, amplasand prosoape Kimtowels curate
sau prosoape echivalente din hartie cu continut redus de scame deasupra microplacii de

capturare.

2. Asigurati-va ca prosoapele din hartie intra in contact cu intreaga suprafata a microplacii de

capturare si rasturnati cu atentie.
3. Lasati microplaca de capturare sa se scurga timp de 1-2 minute.

4. Stergeti bine pe prosoape Kimtowels curate sau prosoape echivalente din héartie cu continut
redus de scame.

Aruncati cu atentie prosoapele din hartie folosite pentru a evita contaminarea cu fosfataza
alcalina.

5. Folosind aparatul de spélare, spalati manual microplaca de capturare de 6 ori.

Pentru o spalare adecvata, inundati fiecare godeu al microplacii de capturare cu solutie
tampon de spalare. Aceasta va scoate DR1 din partea de sus a godeurilor microplacii de
capturare. Spalarea incepe de la godeul A1 al microplacii de capturare si continua in
serpentina la dreapta si in jos. Dupé ce s-au umplut toate godeurile micropléacii de capturare,
turnati lichidul in chiuveta cu o miscare descendenta puternica. Cea de-a doua spalare
incepe de la godeul H12 al microplacii de capturare, printr-o miscare de serpentina la
stanga si in sus. Aceasta secventa de 2 spalari este repetata de inca 2 ori pentru un total de
6 spalari pe fiecare godeu al microplacii de capturare.

6. Dupa spalare, stergeti microplaca de capturare prin rasturnare pe prosoape Kimtowels
curate sau prosoape echivalente din hértie cu continut redus de scame si atingénd ferm de
3-4 ori. Tnlocuiti prosoapele din hartie si stergeti din nou.

7. Lasati microplaca de capturare rasturnata si lasati sa se scurga timp de 5 minute. Stergeti
fnca o data microplaca de capturare.

Microplaca de capturare trebuie sa fie alba si nu trebuie sa ramana lichid roz rezidual in

godeurile microplacii de capturare.

8. Treceti la ,Amplificarea semnalului”, pagina 55 pentru a continua testarea.
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Amplificarea semnalului

Utilizati o nouad pereche de manusi pentru manipularea DR2.

Adaugati reactiv deasupra microplacii de capturare, de la stanga la dreapta, folosind o
pipeta cu 8 canale.

Daca nu este folosita o pipeta cu 8 canale, aceasta poate fi inlocuita de o pipeta de
repetare. Divizati DR2 in parti alicote intr-o eprubeta din polipropilend de dimensiuni
suficiente pentru a integra volumul necesar.

Adaugati DR2 fara intrerupere. Perioada de incubare a tuturor godeurilor microplacii de
capturare trebuie sa fie cat mai mica posibil.

Asigurati-va ca nu atingeti partile laterale ale godeurilor microplacii de capturare si ca nu
stropiti varfurile cu reactiv, ih caz contrar, poate avea loc contaminarea incrucisata a
esantioanelor (consultati Figura 2, pagina 51).

. Amestecati bine DR2 si transferati volumul aplicabil (dupa caz, consultati Tabel 1, pagina 31

sau Tabel 4, pagina 32) intr-un rezervor de reactiv curat, de unica folosinta.

Pipetati cu grija 75 pl de DR2 in fiecare godeu al micropléacii de capturare folosind tehnica
de pipetare inversa descrisa anterior (consultati ,Detectie hibrid”, pagina 52).

Asigurati-va ca toate godeurile microplacii de capturare au fost umplute cu precizie,
observand intensitatea culorii galbene; toate godeurile microplacii de capturare trebuie sa
aiba o intensitate similara a culorii galbene.

Acoperiti microplaca de capturare cu un capac pentru microplaci si incubati la 20-25 °C timp
de 15 minute (si nu mai tarziu de 30 de minute de la incubare).

Important: Evitati lumina directa a soarelui.

Treceti la ,Masurarea microplacii de capturare si generarea rezultatelor” pentru a continua
testarea.

Masurarea microplacii de capturare si generarea rezultatelor

1.

Masurati microplaca de capturare folosind un instrument DML.

Consultati manualul de utilizare al software-ului respectiv pentru detalii despre masurarea
unei microplaci de capturare si generarea de rapoarte privind rezultatele testarii. Software-ul
de analiza a testului digene va permite introducerea informatiilor de testare pertinente.

Daca nu s-a utilizat o microplaca de capturare completa, scoateti godeurile folosite ale
microplacii de capturare din rama microplécii, clatiti bine rama microplacii cu apa distilata
sau deionizata, uscati si pastrati pentru urméatoarea testare.

Daca nu se specifica altfel, aruncati toate partile alicote de reactiv si reactivii preparati.
Diluati DNR-ul ramas in flacon inainte de eliminare, conform procedurilor de laborator
nationale si locale.
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Interpretarea rezultatelor

CO a testului digene HC2 High-Risk HPV DNA Test de 1pg/ml este echivalenta cu 100.000 copii
HPV/ml sau 5.000 copii HPV/test.

Rezultatele testarii esantioanelor in STM

Esantioanele Th STM cu o valoare RLU/CO = 1,0 sunt considerate ,positive” (pozitive) pentru 1
sau mai multe tipuri de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 si 68.

Esantioanele ih STM cu o valoare RLU/CO < 1,0 sunt considerate ,negative” (negative) sau ,no HPV
DNA detected” (nu s-a detectat ADN HPV) pentru cele 13 tipuri de HPV testate. Secventele de ADN
HPV de mare risc sunt fie absente, fie nivelurile de ADN HPV sunt sub limita de detectie a testarii.

Rezultatele testarii esantioanelor SurePath

Esantioanele SurePath cu o valoare RLU/CO = 1,0 sunt considerate ,positive” (pozitive) pentru
1 sau mai multe tipuri de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 si 68.

Esantioanele SurePath cu o valoare RLU/CO < 1,0 sunt considerate ,negative” (negative) sau ,no
HPV DNA detected” (nu s-a detectat ADN HPV) pentru cele 13 tipuri de HPV testate. Secventele de
ADN HPV sunt fie absente, fie nivelurile de ADN HPV sunt sub limita de detectie a testarii.

Rezultatele testarii esantioanelor PreservCyt

Esantioanele PreservCyt cu o valoare RLU/CO = 1,0 sunt considerate ,positive” (pozitive)
pentru 1 sau mai multe tipuri de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 si 68.

Esantioanele PreservCyt cu o valoare RLU/CO < 1,0 sunt considerate ,negative” (negative) sau ,no
HPV DNA detected” (nu s-a detectat ADN HPV) pentru cele 13 tipuri de HPV testate. Secventele de
ADN HPV sunt fie absente, fie nivelurile de ADN HPV sunt sub limita de detectie a testarii.

Pentru esantioanele PreservCyt cu o valoare RLU/CO = 1,0 si < 2,5, QIAGEN recomanda

retestarea esantionului, dupa cum urmeaza:

® Daca valoarea RLU/CO a primei retestari este = 1,0, raportati esantionul ca ,positive”
(pozitiv). Nu mai este necesara o alta testare.

® Daca valoarea RLU/CO a primei retestari este < 1,0, este necesara o a doua retestare (al treilea
rezultat). Al doilea rezultat este rezultatul final (< 1,0 este negativ, = 1,0 este pozitiv) si este raportat.
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Valoare RLU/CO apropiata de 1,0

Daca valoarea RLU/CO a unui esantion este apropiata, dar mai mica de 1,0 si se suspecteaza
infectia cu HPV de mare risc, luati in considerare metode alternative de testare si/sau repetarea
unui esantion.

Alte tipuri de HPV

Deoarece acest test detecteaza doar tipurile de HPV de mare risc 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 si 68, retineti ca in esantion pot fi prezente si alte tipuri de HPV cu risc redus.
Daca testati special pentru prezenta HPV cu risc redus cu transmitere sexuald, folositi
digene HC2 HPV DNA Test, care detecteaza tipuri de ADN HPV cu risc redus si de mare risc.

Verificarea calibrarii testului

Verificarea calibrarii testului este realizata pentru a va asigura ca reactivii, calibratoarele si
substantele de control al calitatii functioneaza corect, permitdnd determinarea exacta a CO a
testului. digene HC2 High-Risk HPV DNA Test necesita calibrarea testului la fiecare testare;
prin urmare, este necesar sa verificali fiecare test. Aceastd procedura de verificare nu este
conceputa pentru a inlocui testarea cu substante interne de control al calitatii. Intervalele
acceptabile pentru calibrarea testului si substantele de control al calitatii au fost stabilite numai
pentru instrumentele DML aprobate de QIAGEN.

Calibrarea testului se efectueaza automat de catre software-ul de analizd a testului digene si
Qualitative Software versiunea 1.03 sau anterioara trebuie sa efectueze manual verificarea
calibrarii testului Tnainte de a fi raportate rezultatele pacientelor. Contactati Serviciile Tehnice

QIAGEN pentru mai multe informatii.

Testarea trebuie sa indeplineasca criterile de calibrare a testului specificate. Daca oricare

dintre urmatoarele criterii sunt nevalide, software-ul nu va interpreta rezultatele esantioanelor.

Calibrator negativ

NC trebuie sa fie testat in triplicat la fiecare testare. NC mediu trebuie sa fie = 10 si < 250 RLU,
iar coeficientul de variatie (Coefficient of Variation, CV) trebuie s& fie < 25%. Daca CV este >
25%, software-ul elimina valoarea RLU cea mai indepartatd de medie, ca valoare extrema, si

recalculeaza media si CV folosind valorile ramase.
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Daca CV raméane > 25%, calibrarea testului este nevalida si testarea trebuie repetatd pentru

toate esantioanele pacientelor. in consecintd, nu raportati rezultatele esantioanelor pacientelor.
Calibrator pozitiv

HRC trebuie sa fie testat in triplicat la fiecare testare. CV a HRC trebuie sa fie <15%. Daca CV
este > 15%, software-ul elimina valoarea RLU cea mai indepartata de medie, ca valoare
extrema, si recalculeaza media si CV folosind valorile ramase.

Daca CV raméane > 15%, calibrarea testului este nevalida si testarea trebuie repetatd pentru

toate esantioanele pacientelor. in consecintd, nu raportati rezultatele esantioanelor pacientelor.

Calibrator pozitiv mediu/calibrator negativ mediu

Software-ul foloseste HRCX si NCX pentru a calcula HRCX/NCX. Un raport HRCX/NCX valid
este definit ca 2,0 £ HRCX/NCX < 15. Dacd HRCX/NCX este < 2,0 sau > 15, calibrarea
testului este nevalida si testarea trebuie repetata pentru toate esantioanele pacientelor. n
consecinta, nu raportati rezultatele esantioanelor pacientelor.

Calculul valorii de prag

Software-ul de analizd a testului digene calculeaza si raporteaza RLU/CO si rezultatele
pozitive/negative pentru toate esantioanele. CO pentru determinarea esantioanelor pozitive este
HRCX. Software-ul de analiza a testului digene foloseste valorile RLU ale esantionului pentru a

exprima rezultatele ca RLU/CO esantion.

Pentru testarea automatizata cu RCS, protocolul testului HPV RCS aplica un factor de ajustare a
calibrarii (Calibration Adjustment Factor, CAF) de 0,8 la HRC validX. Acest CAF este necesar astfel
incat caracteristicile de performanta ale testarii automatizate cu RCS sa ramana echivalente cu
testarea manuala. CAF se aplica doar rezultatelor testarii automatizate cu RCS; prin urmare, este
esential sa selectati protocolul de test corect pentru a genera rezultate exacte ale testarii.

Substante de control al calitatii

Probele de control al calitatii sunt furnizate impreuna cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test si
trebuie utilizate pentru controlul intern al calitétii. Substantele de control al calitatii furnizate sunt tinte
ADN HPV clonate si nu sunt derivate din HPV de tip salbatic. Acesta este acelasi tip de material
folosit pentru calibratoarele furnizate. Substantele suplimentare de control al calitatii pot fi testate in
conformitate cu instructiunile sau cerintele reglementarilor nationale sau locale sau ale organizatiilor
de acreditare. Substantele de control al calitatii furnizate nu vor actiona ca substanta de control al
calitatii adecvata pentru procesarea PreservCyt Solution sau SurePath Preservative Fluid.
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Consultati manualul de utilizare al software-ului de analizé a testului digene aplicabil pentru
instructiuni privind introducerea numerelor de lot si a datelor de expirare ale substantelor de
control al calitatii. Pentru ca un test sa fie valid, valoarea RLU/CO a fiecarei substante de
control al calitatii trebuie sa se incadreze in criteriile definite, dupa cum este specificat in
Tabel 10 de mai jos. Daca substantele de control al calitidti nu se incadreazad in aceste
intervale, testul este nevalid si testarea trebuie repetata. in consecinta, nu raportati rezultatele
pacientelor.

Tabel 10. Criterii de validitate a testului cu substante de control al calitatii

Substanta de control al calitatii  Valoare RLU/CO minima Valoare RLU/CO maxima CV (%)
QC1-LR 0,001 0,999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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Limitari

® digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru tipurile de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 si 68 nu este recomandat pentru evaluarea suspiciunii de abuz sexual.

® Prevalenta infectiei cu HPV in rAndul unei populatii poate afecta performanta. Valorile
predictive pozitive scad la testarea populatiilor cu prevalenta scazuta sau a persoanelor fara
risc de infectie.

e Un rezultat negativ al testarii nu exclude posibilitatea unei infectii cu HPV, deoarece
nivelurile foarte mici de infectie sau eroarea de recoltare a esantionului pot genera un
rezultat fals-negativ al testarii. De asemenea, aceasta testare nu detecteaza ADN-ul tipurilor
de HPV cu risc redus (6, 11, 42, 43 si 44).

® Infectia cu HPV nu este un indicator definitiv al prezentei unei boli cervicale de grad inalt,
nici nu implica in toate cazurile faptul ca se va dezvolta o boala cervicala de grad inalt sau
cancer.

e Exista un nivel redus de hibridizare incrucisata intre sonda HPV de mare risc si tipurile de
HPV 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 si MM9. Pacientele cu esantioane care
contin niveluri ridicate ale acestor tipuri de HPV pot fi trimise Th mod eronat la colposcopie
(15, 35).

® digene HC2 High-Risk HPV DNA Test este conceput pentru a detecta tipuri de HPV de
mare risc, inclusiv 39, 58, 59 si 68. Studiile analitice efectuate de QIAGEN, folosind ADN de
plasmide de HPV clonat, demonstreaza ca testarea detecteaza aceste tipuri la concentratii
cuprinse Tntre 0,62 pg/ml si 1,39 pg/ml. Aceasta este echivalenta cu caracteristicile de
detectie a celorlalte tipuri de HPV vizate de digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
QIAGEN a putut valida detectia acestor tipuri de HPV doar pe un numar limitat de
esantioane clinice. Din cauza prevalentei scazute a acestor tipuri la populatia generala (28),
caracteristicile de performanta ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru detectia
tipurilor de HPV 39, 58, 59 si 68 nu au fost confirmate statistic.

e in cazul in care sunt prezente concentratii mari de crema antifungica, gel contraceptiv sau
crema de dus contraceptiva la momentul recoltarii unui esantion in STM pentru testare,
exista probabilitatea obtinerii unui rezultat fals -negativ daca aceste esantioane contin
niveluri de ADN HPV care genereaza valori RLU/CO apropiate de CO a testului.

e in cazul in care sunt prezente concentratii mari de crema antifungica, gel lubrifiant vaginal
sau sange la momentul recoltérii unui esantion cervical PreservCyt pentru prepararea
probelor cu QlAsymphony DSP HPV Media Kit, exista probabilitatea obtinerii unui rezultat
fals-negativ in cazul in care aceste esantioane contin niveluri de ADN HPV care genereaza
valori RLU/CO apropiate de CO a testului.
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n cazul prezentei de gel contraceptiv la momentul recoltarii unui esantion cervical
PreservCyt pentru prepararea probelor cu QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, poate aparea
un rezultat fals-negativ al testarii.

n cazul prezentei de gel contraceptiv, crema antifungica sau crema antiinflamatoare la
momentul recoltarii unui esantion cervical SurePath pentru prepararea probelor cu
QlAsymphony DSP HPV Media Kit, poate aparea un rezultat fals-negativ al testarii.

Este posibila reactivitatea incrucisata intre sonda HPV de mare risc si plasmida pBR322.
Prezenta secventelor omoloage pBR322 a fost raportaté la esantioanele genitale umane si
s-au putut produce rezultate fals-pozitive in prezenta unor niveluri ridicate de plasmida
bacteriana.

Atunci cand efectuati testarea automatizata cu RCS, daca nu observati vizual placa de
hibridizare pentru a va asigura de transferul corect al esantioanelor si dacé nu corectati

posibilul transfer inadecvat al esantioanelor puteti obtine rezultate fals-negative.
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Caracteristici de performanta

Performanta clinica la screeningul pacientelor cu frotiu normal de
Papanicolau este un ajutor in evaluarea riscului pentru managementul
pacientelor

Mai jos sunt descrise rezultatele a 8 studii clinice independente efectuate de institutii medicale,
academice si guvernamentale importante la centrele din Statele Unite si din strainatate. Studiile
au utilizat metodele Papanicolau consacrate, utilizate in tarile in care a fost realizat studiul. n
toate studiile, cu exceptia a 2 cazuri, sistemul de clasificare Bethesda a fost utilizat pentru a
interpreta rezultatele Papanicolau. Pentru terminologia echivalenta cu screeningul cancerului de
col uterin in Comunitatea Europeana, consultati Ghidul european pentru asigurarea calitatii in
screeningul cancerului de col uterin (36). Tn plus, boala cervicald de grad fnalt a fost
diagnosticata prin utilizarea biopsiei prelevate prin colposcopie pentru fiecare studiu. Aceste
studii au evaluat utilitatea clinica a digene HC2 High-Risk HPV DNA Test in comparatie cu
frotiul Papanicolau pentru femeile cu varsta mai mare (in general peste 30 de ani). Toate
studiile, cu exceptia unui caz, au efectuat testarea pentru HPV prospectiva, folosind
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Studiile au fost studii transversale de screening la populatia generala, utilizadnd digene HC2
High-Risk HPV DNA Test, cu exceptia cazului in care se mentioneaza altceva mai jos. Doua
dintre studii au fost efectuate in Statele Unite, 2 in Europa, 2 in America Latina, unul in Africa si

unul Tn Asia.

Performanta digene HC2 High-Risk HPV DNA Test observata la 6 studii transversale este
sintetizatd (consultati Tabelele 11 si 12 de mai jos) pentru femei cu varsta de minim 30 de ani
inclusiv, diagnosticate cu neoplazie cervicala de grad fnalt confirmatd histologic, care este
definitd ca neoplazie cervicala intraepiteliala (Cervical Intraepithelial Neoplasia, CIN) cel putin
stadiul 3.
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Tabel 11. Estimari ale performantei — sensibilitate si specificitate

Sensibilitate (%)

Specificitate (%)

(n/N) (n/N)
95% interval de incredere (Ii) 11 95%
Doar Doar
Populatie n Papanicolau  Doar HPV HPV + Pap  Papanicolau Doar HPV HPV + Pap
Europa de 7592 51,6 96,3 100,0 98,5 96,2 95,1
Vest 1 (14/27) (26/27) (27/27) (7453/7565)  (7275/7565)  (7193/7565)
32,0-71,3 81,0-99,9 87,2-100,0 98,2-98,8 95,7-96,6 94,6-95,6
America 6115 58,4 94,8 97,4 98,7 93,9 93,4
Latina 1 (45/77) (73/77) (75/77) (5962/6038)  (5669/6038)  (5637/6038)
46,68-69,6 87,2-98,6 90,9-99,7 98,4-99,0 93,3-94,5 92,7-94,0
America 6176 77,9 89,7 94,1 94,1 94,0 89,9
Latin 2 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6108)  (5742/6108)  (5490/6108)
66,2-87,1 79,9-95,8 85,6-98,4 93,4-94,6 93,4-94,6 89,1-90,6
Africa 2925 84,1 89,7 92,5 86,4 80,0 76,4
(90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818)  (2253/2818)  (2152/2818)
75,8-90,5 82,4-94,8 85,8-96,7 85,1-87,7 78,4-81,4 74,8-77,9
Asia 1936 97,6 100,0 100,0 76,3 83,0 68,0
(41/42) (42/42) (42/42) (1445/1894)  (1572/1894)  (1287/1894)
87,4-99,9 91,6-100,0 91,6-100,0 74,3-78,2 81,2-85,0 65,8-70,1
SUA 1 1040 50,0 100,0 100,0 97,6 96,2 95,5
(112) (212) (212) (1013/1038)  (999/1038) (991/1038)
1,26-98,7 15,8-100,0 15,8-100,0 96,5-98,4 94,9-97,3 94,0-96,7

* Date ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, daca acestea sunt disponibile, altfel fiind folosite datele HCS; date combinate.
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Tabel 12. Estimari ale performantei — valoare predicitiva pozitiva si negativa

Prevalenta Valoare predictiva pozitiva (%) Valoare predictiva negativa (%)
CIN 3 (%) (n/N) (n/N)
(n/N) 1195% 1195%
n i 95% Doar Doar HPV + Doar
Populatie ° Papanicolau HPV Pap Papanicolau Doar HPV HPV + Pap
Europa 7592 0,36 11,1 8,23 6,77 99,83 99,99 100,0
de Vest 1 (27/7592) (14/126) (26/316) (27/399) (7453/7466) (727517276) (7193/7193)
0,23-0,52 6,2-17,9 5,5-11,8 4597 99,7-99,9 99,9-100,0 99,9-100,0
America 6115 1,26 37,2 16,5 15,8 99,47 99,93 99,96
Latina 1 (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) (5962/5994) (5669/5673) (5637/5639)
0,99-1,57 28,6-46,4 13,2203  12,6-19,4 99,3-99,6 99,8-100,0 99,9-100,0
America 6176 1,10 12,7 14,3 9,4 99,74 99,88 99,93
Latina 2* (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) (5745/5760) (5742/5749) (5490/5494)
0,86-1,39 9,7-16,3 11,1-18,0 7,3-11,8 99,6-99,9 99,8-100,0 99,8-100,0
Africa 2925 3,66 19,1 14,5 12,9 99,31 99,51 99,63
(107/2925) (90/472) (96/661) (99/765) (2436/2453)  (2253/2264)  (2152/2160)
SIEAL 15,6-22,9 11,9417,4  10,6-15,5 98,9-99,6 99,1-99,8 99,3-99,8
Asia 1936 217 8,37 11,5 6,47 99,93 100,0 100,0
(42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) (1445/1446) (1572/1572) (1287/1287)
1,57-2,92 6,1-11,2 8,4-15,3 47-8,7 99,6-100,0 99,8-100,0 99,7-100,0
SUA 1 1040 0,19 3,85 4,88 4,08 99,90 100,0 100,0
(2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014) (999/999) (991/991)
0,02-0,69 0,1-19,6 0,6-16,5 0,5-14,0 99,5-100,0 99,6-100,0 99,6-100,0

* Date ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, daca acestea sunt disponibile, altfel fiind folosite datele HCS; date combinate.

n toate studiile, exista o imbunatatire uniforma si, adesea, foarte semnificativa, a sensibilitatii
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, raportat doar la Papanicolau. La fel ca in cazul
sensibilitatii, valoarea predictiva negativa a HPV o depaseste pe cea a testului Papanicolau in
toate cazurile, apropiindu-se de 100%. Aceasta valoare predictiva negativa demonstreaza
probabilitatea ridicata a absentei unei boli cervicale de grad inalt sau a cancerului la femeile cu

o citologie normala, care nu sunt infectate cu HPV.

Desi specificitatea digene HC2 High-Risk HPV DNA Test este mai mica decéat cea a testului
Papanicolau, analiza raportului de probabilitate a demonstrat ca scaderea specificitatii
observate nu este suficient de semnificativa pentru a afecta utilitatea clinica a utilizarii testarii
pentru identificarea femeilor care prezinta un risc redus sau care nu prezinta niciun risc de a
avea sau de a dezvolta o afectiune cervicala. Cu toate acestea, este important ca decizia de a
trimite o pacienta la colposcopie sa se bazeze pe toate informatiile clinice si de risc si pe
istoricul pacientei, aflat la dispozitia medicului. Variabilele importante includ istoricul infectiei cu
HPV si/sau al unui frotiu anormal de Papanicolau, varsta la primul act sexual, numarul

partenerilor sexuali si bolile concomitente cu transmitere sexuala (37, 38).
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Desi prevalenta bolii de grad fnalt nu variazd semnificativ in randul studiilor din care a fost
determinata performanta, prevalenta infectiei cu HPV in randul unei populatii poate afecta
performanta si variaza de obicei Tn functie de populatia de paciente. in plus, prevalenta infectiei
cu HPV s-a dovedit a scadea dramatic odata cu varsta (17, 24-29, 38-40). Valorile predictive
pozitive scad la testarea populatiilor cu prevalentd scazutd sau a persoanelor cu risc redus de
infectie.

Analiza longitudinala a fost efectuata folosind rezultatele a 2 studii; unul realizat in Statele Unite
de Institutul National al Cancerului (National Cancer Institute, NCI) din Portland, Oregon, iar
celdlalt realizat in Franta la Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims. Aceste analize
longitudinale au fost intreprinse pentru a demonstra ca& pacientele negative la
Papanicolau/negative la HPV prezinta un risc mai mic de a avea afectiuni cervicale, comparativ
cu femeile cu risc redus, definit traditional, a caror situatie HPV nu este cunoscuta si comparativ

cu pacientele negative la Papanicolau/pozitive la HPV (consultati Tabelele 13 si 14 de mai jos).

Tabel 13. Analiza longitudinala - risc relativ de afectiune de grad inalt

. . . Risc relativ
Grup de Clasificare Cazuri Rata (la 100 ~
studiu Varsta risc redus n de CIN 3 ani-pacient) (1195%)
Pap normal, 12.054 28 0,043 0,897
HPV negativ (0,596-1,348)
Peste 30 de
ani inclusiv Teste . 9429 19 0,048 1,000
Papanicolau
normale
consecutive®
NCI
Pap normal, 17.594 48 0,056 0,678
HPV negativ (0,514-0,894)
Toate Teste 13.392 44 0,082 1,000
Papanicolau
normale
consecutive®
Pap normal, 1690 3 0,084 0,849
HPV negativ (0’307_235)
Peste 30 de
ani inclusiv Teste . 2026 4 0,099 1,000
Papanicolau
normale
consecutivet
Franta
Pap normal, 2180 3 0,066 0,491
HPV negativ (0,221-1,09)
Toate Teste 2650 7 0,136 1,000
Papanicolau
normale
consecutivet

*Trei teste Papanicolau normale in aproximativ 2 ani.
T Doua teste Papanicolau normale in aproximativ 2 ani.
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Tabel 14. Analiza longitudinala - rate de imbolnavire stratificate dupa stadiul HPV la linia
de baza

o i . Risc relativ
Grup de Stadiu linie Cazuri Rata (la 100 .
studiu Varsta de baza n de CIN 3 ani-pacient) (11 95%)
Pap normal, 1078 24 0,451 10,50
Peste30de TV PoZiV (6,13-18,0)
ani inclusiv Pap normal, 12.054 28 0,043 1,00
HPV negativ
NCI
Pap normal, 2561 63 0,096 10,64
HPV pozitiv (7,33-15,5)
Toate ’ ’
Pap normal, 17.594 48 0,056 1,00
HPV negativ
Pap normal, 419 14 2,346 27,3
Peste30de Y POZItY (8,41-88,3)
aniinclusiv Pap normal, 1696 3 0,084 1,00
HPV negativ
Franta
Pap normal, 619 22 2,520 37,0
HPV pozitiv (11,8-116)
Toate ’
Pap normal, 2180 3 0,066 1,00
HPV negativ

Utilitatea clinica a rezultatului testarii HPV este demonstrata in continuare de riscul crescut de
boli cervicale la femeile pozitive la HPV, comparativ cu femeile negative la HPV.

Performanta clinica la screeningul pacientelor cu rezultate de frotiu de
Papanicolau ASC-US pentru a determina necesitatea trimiterii la
colposcopie

Un studiu intitulat ,Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap Smears”
(Utilitatea testarii pentru ADN HPV pentru triagjul femeilor cu frotiuri Papanicolau la limitd) a fost
realizat in SUA in 1996, sub indrumarea Kaiser Foundation Research Institute si Kaiser Permanente
Medical Group. Esantioanele cervicale pentru frotiul de Papanicolau de rutind si pentru
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test au fost obtinute de la femeile care s-au prezentat la mai multe
unitati ale clinicii Kaiser. Frotiurile initiale de Papanicolau au fost evaluate conform Clasificarii
Bethesda. Pentru terminologia echivalenta cu screeningul cancerului de col uterin Th Comunitatea
Europeana, consultati Ghidul european pentru asigurarea calitatii in screeningul cancerului de col
uterin (36). Femeile (cu varsta de 15 ani inclusiv) cu rezultate de frotiu Papanicolau cu celule
scuamoase atipice cu semnificatie nedeterminata (Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance, ASC-US) au revenit pentru colposcopie si biopsie. Esantioanele histologice prelevate
prin colposcopie au fost examinate de patologi si a fost pus un diagnostic initial. De asemenea,
fiecare esantion histologic a fost examinat de un patolog independent, iar discrepantele dintre

examinarea initiala si examinarea independenta au fost solutionate de un al treilea patolog.
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Esantionul initial a fost testat cu un prototip al digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, care a
continut sonde pentru 11 dintre cele 13 tipuri de HPV (cu exceptia tipurilor de HPV 59 si 68).
Aceasta diferenta nu ar fi de asteptat sa conduca la un profil de performanta semnificativ diferit

pentru testare.

Rezultatele testarii pentru ADN HPV de mare risc si diagnosticele histologice au fost disponibile
de la 885 de femei cu frotiuri de Papanicolau ASC-US. Testarea la majoritatea pacientelor a
fost efectuatd cu esantioane recoltate atat in STM, céat si in PreservCyt Solution. Datorita
asemanarilor dintre caracteristicile de performanta ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
pentru STM si PreservCyt Solution, performanta testului este prezentatd numai pentru

PreservCyt Solution.

Printre cele care se prezinta cu un frotiu Papanicolau cu trimitere pentru ASC-US, valoarea
predictiva negativa a digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru depistarea HSIL sau a unei
afectiuni mai serioase la colposcopie este de 99% (consultati Tabel 15 de mai jos).

Tabel 15. Compararea digene HC2 High-Risk HPV DNA Test cu histologia de consens;
populatie de Papanicolau cu trimitere pentru ASC-US; studiu Kaiser, esantioane
PreservCyt

HSIL sau mai grav la momentul

colposcopiei
+ - Total
Rezultat digene + 66 317 383
HC2 High-Risk HPV
DNA Test - 5 497 502
Total 71 814 885

Sensibilitate [TP/(TP+FN)] = 93,0% (66/71)

1195% = 84,3-97,7

Specificitate [TN/(TN+FP)] = 61,1% (497/814)

I195% = 57,7-64,4

Prevalenta bolii = 8,0% (71/885)

Valoare predictiva pozitiva a testului = 17,2% (66/383)
Valoare predictiva negativa a testului = 99,0% (497/502)

Se determina valorile predictive pozitive si negative teoretice, pe baza diferitelor prevalente
pentru un ASC-US initial, depistat ca HSIL sau mai grav, pe baza rezultatelor testarii pentru
HPV de mare risc (consultati Tabel 16 de mai jos).
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Tabel 16. Valoarea predictiva pozitiva si negativa teoretica a testérii pentru HPV de mare
risc a rezultatelor frotiului Papanicolau ASC-US

Rezultat initial frotiu Papanicolau ASC-US

Prevalenta teoretica pentru HSIL Valoare prcta:sitt:lt‘il\llj? pozitiva a Valoare prt::ist:ﬂ:luéi negativa a
5 11,2 99,4
10 21,0 98,7
15 29,7 98,0
20 37,4 97,2
25 443 96,3
30 50,6 95,3

Se determina variatia dintre diferitele grupe de varsta incluse in acest studiu (consultati

Tabel 17 de mai jos).

Tabel 17. Datele studiului Kaiser: Performanta digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
comparativ cu rezultatele histologice de consens (HSIL) — caracteristici specifice varstei

Varsta < 30 de ani Varsta c_:uprinsé iptre 30 Varsta > 39 de ani
si 39 de ani

n 287 233 365
Prevalenta bolii (%) 12,2 11,2 2,7
Sensibilitate (%) 100 88,46 80,0
(n/N) (35/35) (23/26) (8/10)

11 95% 90,0-100,0 69,9-97,6 44,4-97,5
Specificitate (%) 31,4 66,2 79,15
(n/N) (79/252) (132/207) (281/355)
11 95% 25,7-37,5 59,3-72,6 74,6-83,3
Valoare predictiva negativa (%) 100,0 97,86 99,29
(n/N) (79/79) (137/140) (281/283)
Valoare predictiva pozitiva (%) 16,83 24,73 9,76
(n/N) (35/208) (23/93) (8/82)
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Sensibilitate si specificitate clinica pentru determinarea riscului de boala
de grad inalt la femeile cu frotiuri Papanicolau LSIL sau HSIL

Un studiu clinic multicentric folosind digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a fost realizat
folosind esantioane recoltate de la mai multe spitale mari, cu prevalenta de afectiuni cervicale
grave si HPV si clinici medicale de colposcopie (3 unitati) din vestul si sudul Statelor Unite.
Testarea pentru HPV a fost efectuata in 3 unitati de investigatie care nu sunt afiliate cu clinicile
de colposcopie de unde au fost recoltate esantioanele. Populatia pentru acest studiu clinic a
fost formata din femei diagnosticate cu LSIL sau cu HSIL, pe baza unui frotiu Papanicolau
recent si trimise la colposcopie de monitorizare. Din 702 de paciente inscrise, 327 au avut
rezultate de frotiu Papanicolau mai grave decat ASC-US si au avut la dispozitie informatii

adecvate; 96 dintre acestea au avut un stadiu de boala terminal HSIL sau mai grav.

Esantioanele de celule scuamoase cervicale exfoliate au fost obtinute fie cu digene HC2 DNA
Collection Device si apoi amplasate in STM, fie cu un dispozitiv de tip matura care a fost apoi
clatit in PreservCyt Solution. Esantioanele au fost recoltate la momentul colposcopiei.
Esantioanele au fost testate cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, iar rezultatele au fost
comparate cu stadiul bolii determinat pentru fiecare pacienta. Stadiul bolii s-a bazat pe
rezultatele evaluarii histologice. Cu toate acestea, cand histologia a fost negativa sau in
absenta unui rezultat histologic, stadiul bolii a fost determinat prin citologie in momentul
examinarii de colposcopie (consultati Tabel 18 de mai jos).

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a fost efectuat la 3 mari centre medicale metropolitane
neafiliate la unitatile care au recoltat esantioanele la colposcopie. Citologia a fost efectuata la
un laborator de patologie de referintd, iar histologia a fost efectuatd la institutile care
efectueaza colposcopia. Rezultatele testarii au fost comparate cu stadiul bolii pentru a evalua
sensibilitatea, specificitatea si valorile predictive negative si pozitive ale testarii pentru detectia
neoplaziei cervicale de grad inalt. Datoritd asemanarilor dintre caracteristicile de performanta
ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru STM si PreservCyt Solution, performanta
testului este prezentata numai pentru PreservCyt Solution. Nu s-a observat nicio diferenta intre
rezultatele testarii pentru HPV de mare risc din esantioane in STM si esantioane in PreservCyt.
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Tabel 18. Algoritmul de determinare a stadiului bolii pacientei

Rezultat citologic Rezultat histologic Stadiul bolii
Negativ Negativ sau nerealizat* Negativ
LSIL Negativ LSIL
HSIL Negativ HSIL
Cancer Negativ HSIL+
Negativ LSIL LSIL
LSIL Nerealizat* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Cancer LSIL LSIL
Negativ HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Nerealizat* HSIL
Cancer HSIL HSIL
Negativ Cancer HSIL+
LSIL Cancer HSIL+
HSIL Cancer HSIL+
Cancer Nerealizat* HSIL+
Cancer Cancer HSIL+

*

Biopsia si/sau chiuretajul endocervical (Endocervical Curettage, ECC) nu au fost efectuate deoarece nu au fost
observate anomalii la colposcopie sau nu a fost disponibil rezultatul histologic.

Performanta digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a fost determinata folosind 327 de
esantioane PreservCyt, dintre care 96 au fost recoltate de la femei diagnosticate cu boala
cervicald de grad inalt (consultati Tabelele 19 si 20 de mai jos). Comparatiile au fost facute
folosind toate pacientele studiate cu rezultate anormale la trimiterea pentru testare Papanicolau.
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Tabel 19. Rezultatele testarii pentru HPV de mare risc

Stadiu Stadiu Stadiu
terminal al terminal al terminal al
bolii HSIL bolii LSIL bolii negativ
Rezultat H_PV _ . _ + _ Total
de mare risc
Rezultat LSIL 44 4 78 33 28 37 224
trimitere frotiu
Papanicolau HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Total 89 7 107 47 33 44 327
Total 96 154 77 327

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a demonstrat aproximativ 93% sensibilitate generala
pentru identificarea femeilor cu neoplazie de grad inalt intr-o populatie trimisa la colposcopie pe
baza diagnosticului de frotiu Papanicolau de LSIL, HSIL sau echivalent (consultati Tabel 20 de

mai jos). De asemenea, testarea a demonstrat o valoare predictiva negativa de aproape 95% la

aceasta populatie.

Tabel 20. Caracteristicile de performanta ale testarii ADN HPV de mare risc la pacientele cu
trimitere pentru un frotiu Papanicolau LSIL sau mai grav si un stadiu terminal al bolii HSIL

Stadiu terminal al bolii

HSIL LSIL sau negativ Total

Rezultat digene HC2 High- + 89 140 229
Risk HPV DNA Test _ 7 91 98
Total 96 231 327

Sensibilitate [TP/(TP+FN)] = 92,7% (89/96)

I195% = 85,6-97,0

Specificitate [TN/(TN+FP)] = 39,4% (91/231)

1195% = 33,1-46,0

Prevalenta bolii pentru LSIL la trimitere pana la HSIL terminal = 21,4%
Prevalenta bolii pentru HSIL la trimitere pana la HSIL terminal = 46,6%
Valoare predictiva pozitivd generala = 38,9% (89/229)

Valoare predictiva negativa generala = 92,8% (91/98)

Desi specificitatea digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a parut sa fie oarecum scazuta, nu se
asteapta o corelatie strictd intre absenta neoplaziei si un rezultat negativ la HPV. ADN-ul HPV
poate fi prezent la femeile care nu au progresat in boala de grad superior. De fapt, la testarea
pentru HPV prin reactie de polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction, PCR) (un test
destinat exclusiv cercetarii) pe esantioane cu rezultate pozitive la digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test si a carei stadiu corespunzator al bolii a fost mai mic decat neoplazia de grad redus,

aproape 75% au fost pozitive.
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Au fost determinate valorile predictive pozitive si negative teoretice ale digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test pentru rezultatele initiale LSIL sau HSIL de frotiu Papanicolau, care s-au dovedit

a fi HSIL sau o boala mai grava la colposcopie (consultati Tabel 21 de mai jos).

Tabel 21. Valoarea predictiva pozitiva si negativa teoretica a digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test pentru rezultatele initiale LSIL sau HSIL de frotiu Papanicolau

Rezultat initial frotiu Papanicolau LSIL sau HSIL

Prevalenta teoretica pentru HSIL Valoare prcta:sitt:ltjil\llj pozitiva a Valoare pret:ist:ﬂ:luéi negativa a
5 7.4 99,0
10 14,5 97,9
15 21,2 96,8
20 27,6 95,5
25 33,7 94,1
30 39,6 92,6
35 45,1 90,9
40 50,4 89,0
45 55,5 86,8
50 60,4 84,3

Performanta vaginala sau autorecoltare

Tn literatura de specialitate citatd pentru performanta digene HC2 High-Risk HPV DNA Test din
esantioane vaginale auto-recoltate, au fost inscrise peste 141.000 de femei cu varsta cuprinsa
intre 16 si 54 de ani. Grupurile de studiu au inclus femei din China (41, 42), Mexic (43, 44) si
Regatul Unit (45). Modelele de studiu au variat usor, dar, in general, femeilor cu un rezultat
pozitiv al testarii li s-a oferit o examinare suplimentara prin colposcopie, iar rezultatele au fost

raportate din punct de vedere al sensibilitatii si specificitatii fatd de metoda comparativa.

Tn doué studii in care au fost disponibile date pentru compararea esantioanelor auto-recoltate
cu esantioanele recoltate de medic, rezultatele indica o sensibilitate ridicatd pentru CIN2+
pentru ambele metode (42, 45), 81-85% pentru esantioane auto-recoltate fatd de 96-100 %
pentru esantioane recoltate de medic. Rezultatele specificitatii au fost similare pentru CIN2+
pentru ambele metode (42, 45), 81-82% pentru esantioane auto-recoltate fatd de 83-85%
pentru esantioane recoltate de medic. Tn alte studii doar cu date de performanta auto-recoltate
disponibile, performanta sensibilitatii digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru CIN2+ a fost
de 3,4 ori mai mare decét citologia (43) si o sensibilitate de 98% inainte de ajustarea abaterii de

verificare (44).
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Sensibilitate analitica

A fost testat un panel non-clinic de ADN de plasmida de HPV clonat pentru a stabili daca
fiecare dintre cele 13 tipuri de HPV pot fi detectate de digene HC2 High-Risk HPV DNA Test si
pentru a stabili sensibilitatea analitica a testului pentru fiecare tip de HPV. Fiecare concentratie
a tintei HPV (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml si 0,2 pg/ml) pentru fiecare
dintre cele 13 tipuri de ADN HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68) a fost
rulata in triplicat. RLU mediu pentru fiecare concentratie a fiecarui tip de HPV a fost calculat si

comparat cu calibratorul pozitiv.

A fost determinata limita detectabila a fiecarui tip de HPV in STM (consultati Tabel 22 de mai
jos). Limitele detectabile au variat de la 0,62 pg/ml la 1,39 pg/ml, in functie de tipul de HPV
testat. Limita detectabila medie pentru toate cele 13 tipuri de ADN HPV a fost de 1,08 pg/ml cu
o abatere standard de 0,05 pg/ml.

Tabel 22. Rezumatul limitelor detectabile de sensibilitate pentru fiecare tip de ADN HPV
in STM

Concentratie detectabila

Tip de ADN HPV de ADN HPV (pg/ml) Abatere standard 11 95%
16 1,09 0,06 0,94-1,29
18 1,05 0,05 0,88-1,29
31 1,01 0,05 0,91-1,15
33 1,35 0,02 1,26-1,45
35 1,11 0,05 0,95-1,31
39 1,39 0,09 1,16-1,71
45 1,14 0,04 0,99-1,35
51 0,78 0,10 0,70-0,88
52 1,37 0,06 1,21-1,58
56 0,62 0,04 0,58-0,67
58 0,82 0,04 0,73-0,94
59 1,10 0,06 1,00-1,21
68 1,19 0,04 1,03-1,39
Medie (toate tipurile) 1,08 0,05 0,95-1,25
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Echivalenta intre tipurile de esantioane
Echivalenta intre esantioanele in STM si PreservCyt

Echivalenta intre esantioanele in STM si PreservCyt a fost examinatd pentru recuperarea
uniforma a ADN-ului HPV 18. Aproximativ 106 celule HelLa pozitive contindnd genomurile
HPV 18 integrate au fost imbogatite in STM si intr-un grup de celule negative PreservCyt.
Fiecare tip de esantion a fost procesat in conformitate cu procedurile de preparare si
denaturare ale probelor respective, asa cum este descris in instructiunile de utilizare aplicabile
si testat cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Rezultatele au demonstrat ca recuperarea
ADN-ului HPV 18 din celulele carcinomului uman este echivalenta pentru cele doud medii si
ca prepararea probelor in PreservCyt Solution nu afecteaza sensibilitatea analitica a
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Echivalenta dintre prepararea manualé a probelor de esantioane PreservCyt si prepararea
probelor de esantioane PreservCyt folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Studiile au fost efectuate folosind esantioane PreservCyt recoltate dintr-o subpopulatie de femei
cu citologie normala (n = 1276) si o subpopulatie de femei cu o citologie a ASC-US sau mai
mare decat ASC-US (n = 402). Prepararea manuala a probelor si prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit au fost efectuate pentru fiecare esantion, urmate de testarea
automatizata cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (consultati Tabel 23 de mai jos).

Tabel 23. Acordul rezultatelor esantioanelor PreservCyt intre prepararea manuala a
probelor si prepararea probelor folosind QlIAsymphony DSP HPV Media Kit (n = 1678)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic pozitiva Regiune puternic negativa
Toate pozitive RLU/CO 2 2,5 Toate negative RLU/CO < 0,8
96,0 97,6 96,2 99,1

(409/426) (372/381) (1204/1252) (1173/1184)
93,7-97,5 95,6-98,8 95,0-97,1 98,3-99,5

Sensibilitatea relativa a testului si specificitatea esantioanelor PreservCyt preparate folosind
QIAsymphony DSP HPV Media Kit se coreleaza foarte mult cu rezultatele obtinute folosind
metoda de preparare manuald a probelor, astfel cum rezultd din limita inferioard a 95% i atat

pentru acordul pozitiv, cat si pentru acordul negativ.
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Echivalenta dintre prepararea manualé a probelor de esantioane PreservCyt si prepararea
probelor de esantioane PreservCyt folosind QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Studiile au fost efectuate folosind esantioane PreservCyt recoltate dintr-o subpopulatie de femei
cu varsta de cel putin 30 de ani inclusiv cu citologie normala (n = 1901) si o subpopulatie de
femei cu o citologie ASC-US (n = 398). Prepararea manuala a probelor si prepararea probelor
folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit au fost efectuate pentru fiecare esantion, urmate de
testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (consultati Tabel 24 de mai jos).

Tabel 24. Acordul rezultatelor esantioanelor PreservCyt intre prepararea manuala a
probelor si prepararea probelor folosind QlIAsymphony DSP AXpH DNA Kit (n = 2299)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic pozitiva Regiune puternic negativa
Toate pozitive RLU/CO 2 2,5 Toate negative RLU/CO < 0,8
92,7 96,5 99,1 99,9

(281/303) (245/254) (1978/1996) (1967/1969)
89,3-95,2 93,4-98,1 98,6-99,4 99,6-100,0

Sensibilitatea relativa a testului si specificitatea esantioanelor PreservCyt preparate folosind
QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit se coreleaza foarte mult cu rezultatele obtinute folosind
metoda de preparare manuald a probelor, astfel cum rezultd din limita inferioard a 95% Ii atat

pentru acordul pozitiv, cat si pentru acordul negativ.

Echivalenta dintre prepararea probelor in STM si prepararea manuala a probelor

de tip peleti celulari post-gradient SurePath

A fost realizatd o evaluare clinica Tn doua faze folosind 6 centre de recoltare si 3 unitati de
testare din Statele Unite. Pacientele care s-au prezentat la o clinica de BTS, o clinica de
obstetrica/ginecologie, o clinica de colposcopie, un spital sau un centru de planificare familiala
au fost eligibile pentru inscriere in conformitate cu criteriile prestabilite de includere si excludere.
Faza de fezabilitate, destinata determinarii unei valori CO digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
aplicabile pentru utilizarea cu probe sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath, a
Tnscris aproximativ 400 de paciente. Faza de validare clinica, care a inscris aproximativ 1500 de
paciente pentru a valida valoarea CO aleasa, a inceput dupa ce o analiza intermediara a fazei
de fezabilitate a demonstrat ca o CO de 1,0 RLU/CO folosind probe sub forma de peleti celulari

post-gradient SurePath a produs un acord acceptabil cu rezultatele esantioanelor in STM.
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In ambele faze de evaluare, au fost recoltate perechi de esantioane cervicale SurePath si STM
de la fiecare participant de sex feminin care si-a exprimat consimtamantul. Dupa aceea,
esantionul SurePath a fost trimis la un laborator de citologie pentru prepararea lamelelor. Dupa
prepararea citologica, probele sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath ramase si
esantionul in STM corespondent au fost testate cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
folosind o CO de 1,0 RLU/CO (consultati Tabel 25 de mai jos).

Tabel 25. Acordul rezultatelor probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath cu
rezultatele esantioanelor in STM (toate véarstele si clasificarile citologice) (n = 1490)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic pozitiva Regiune puternic negativa
Toate pozitive RLU/CO 22,5 Toate negative RLU/CO < 0,8
93,5 96,4 95,3 96,0

(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)
90,7-95,6 94,1-98,0 93,8-96,5 94,6-97,1

Sensibilitatea relativd a testului si specificitatea testarii probelor sub forma de peleti celulari
post-gradient SurePath se coreleaza foarte mult cu rezultatele obtinute la testarea
esantioanelor in STM, astfel cum rezulta din limita inferioara a 95% T atat pentru acordul pozitiv,

cat si pentru acordul negativ.

Echivalenta dintre prepararea manuala a probelor sub forma de peleti celulari
post-gradient SurePath si prepararea probelor de esantioane SurePath folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Studiile au fost efectuate folosind esantioane SurePath recoltate de la urmatoarele subpopulatii:

® Femei cu citologie normala (n = 1189)
® Femei cu o citologie ASC-US sau mai grava decat ASC-US (n = 199)

Pentru fiecare esantion SurePath, s-au efectuat prepararea probelor de esantion SurePath
folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit si pregatirea manuala a probelor sub formé& de peleti
celulari post-gradient. Testarea automatizatd cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
(consultati Tabel 26 de mai jos) a fost efectuata pentru fiecare dintre probele preparate.
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Tabel 26. Acordul rezultatelor dintre prepararea manuala a probelor SurePath si
prepararea probelor de esantioane SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit
(n =1388)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic pozitiva Regiune puternic negativa
Toate pozitive RLU/CO 2 2,5 Toate negative RLU/CO < 0,8
91,7 97,5 99,0 99,7

(222/242) (192/197) (1134/1146) (1124/1127)
87,6-94,6 94,2-98,9 98,2-99,4 99,2-99,9

Sensibilitatea relativa a testului si specificitatea esantioanelor SurePath preparate folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit se coreleaza foarte mult cu rezultatele obtinute folosind
metoda de preparare manuald a probelor, astfel cum rezultd din limita inferioard a 95% i atat
pentru acordul pozitiv, cat si pentru acordul negativ.

Echivalenta dintre prepararea manuala a probelor sub forma de peleti celulari
post-gradient SurePath si prepararea probelor sub formé de peleti celulari
post-gradient SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Studiile au fost efectuate folosind esantioane SurePath recoltate de la urmatoarele subpopulatii:

® Femei cu citologie normala (n = 1200)
® Femei cu o citologie ASC-US sau mai grava decat ASC-US (n = 183)

Prepararea manuala a probelor si prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media
Kit au fost efectuate pentru fiecare proba sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath,
urmate de testarea automatizatd cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (consultati
Tabel 27 de mai jos).
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Tabel 27. Acordul rezultatelor probelor sub forma de peleti celulari post-gradient
SurePath intre prepararea manuala a probelor si prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit (n = 1383)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic pozitiva Regiune puternic negativa
Toate pozitive RLU/CO 2 2,5 Toate negative RLU/CO < 0,8
92,6 97,4 94,4 99,3

(188/203) (147/151) (1114/1180) (1078/1086)
88,2-95,5 93,4-99,0 92,9-95,6 98,6-99,6

Sensibilitatea relativa a testului si specificitatea probelor sub forma de peleti celulari post-
gradient SurePath preparate folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit se coreleaza foarte
mult cu rezultatele obtinute folosind metoda de preparare manuald a probelor, astfel cum
rezult din limita inferioara a 95% Il atat pentru acordul pozitiv, cat si pentru acordul negativ.

Acordul intre metodele de testare

Un studiu multicentric (n = 2270) a fost realizat pentru a evalua rezultatele testarilor clinice cu
RCS in comparatie cu rezultatele testarii folosind metoda manuala. Testarea a fost efectuata la
3 unitati, externe fatd de QIAGEN, cu esantioane ale pacientelor recoltate de la 5 unitati de
recoltare. Setul de date a fost format din 1269 de esantioane cervicale recoltate in PreservCyt
Solution si 1001 de esantioane recoltate in STM.

Acordurile statistice intre esantioanele pereche testate cu RCS si cu testarea manuala au fost
calculate pentru aceasta populatie de paciente (consultati Tabelele 28 si 29 de mai jos).
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Tabel 28. Rezumatul acordului dintre testarea automatizata cu RCS si cea manuala —
esantioane in STM (n = 1001)

Acord pozitiv (%)
(n/N)
1195%

Regiune puternic

Acord negativ (%)
(n/N)
1195%

Regiune puternic

Clasificare Prevalenta pozitiva negativa
citologica HPV (%) Toate pozitive (RLU/CO 2 2,5) Toate negative (RLU/CO <0,8)
WNL* < 30 ani 21 99,3 99,1 99,3 100,0
(139/140) (112/113) (538/542) (531/531)
96,1-100,0 95,2-100,0 98,1-99,8 99,3-100,0
WNL 2 30 ani 15 92,0 93,8 100,0 100,0
(23/25) (15/16) (143/143) (142/142)
74,0-99,0 69,8-99,8 97,5-100,0 97,4-100,0
ASC-US 65 98,1 100,0 96,4 100,0
(51/52) (47/47) (27/28) (26/26)
89,7-100,0 92,4-100,0 81,7-99,9 86,8-100,0
LSIL+ 96 100,0 100,0 66,7 66,7
(65/65) (62/62) (2/3) (2/3)
94,5-100,0 94,2-100,0 9,4-99,2 9,4-99,2
Altele 33 100,0 100,0 100,0 100,0
(111) (1/1) (212) (212)
2,5-100,0 2,5-100,0 15,8-100,0 15,8-100,0
Toate 28 98,6 99,2 99,2 99,9
?rfg’ma”e'e (279/283) (237/239) (712/718) (703/704)
96,4-99,6 97,0-99,9 98,2-99,7 99,2-100,0

* WNL = in limite normale.
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Tabel 29. Rezumatul acordului dintre testarea automatizata cu RCS si cea manuala —

esantioane in PreservCyt (n = 1269)

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%)
(n/N) (n/N)
1195% 1195%
Regiune puternic Regiune puternic
Clasificare Prevalenta pozitiva negativa
citologica HPV (%) Toate pozitive (RLU/CO 2 2,5) Toate negative (RLU/CO <0,8)
WNL* < 30 ani 20 96,2 100,0 98,4 99,0
(75178) (64/64) (301/306) (293/296)
89,2-99,2 94,4-100,0 96,2-99,5 97,1-99,8
WNL 2 30 ani 8 88,7 92,1 99,1 99,5
(47/53) (35/38) (578/583) (571/574)
77,0-95,7 78,6-98,3 98,0-99,7 98,5-99,9
ASC-US 36 100,0 100,0 96,6 96,5
(48/48) (46/46) (84/87) (83/86)
92,6-100,0 92,3-100,0 90,3-99,3 90,1-99,3
LSIL+ 77 100,0 100,0 89,5 88,9
(64/64) (62/62) (17/19) (16/18)
94,4-100,0 94,2-100,0 66,9-98,7 65,3-98,6
Altele 11 100,0 100,0 100,0 100,0
(3/3) (3/3) (24/24) (24/24)
29,2-100,0 29,2-100,0 85,6-100,0 85,8-100,0
Toate 20 96,4 98,6 98,5 98,9
esantioanele
n PresenCytt (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
93,2-98,3 96,0-99,7 97,6-99,2 98,0-99,4

*WNL = in limite normale.

T Date citologice indisponibile de la 4 paciente.

Un studiu clinic suplimentar a fost realizat folosind esantioane PreservCyt reziduale arhivate,
recoltate de la o subpopulatie de femei cu varsta de cel putin 30 de ani inclusiv cu citologie

normala (consultati Tabel 30 de mai jos) cu o prevalenta a HPV de 4,8%.

Tabel 30. Rezumatul acordului dintre testarea automatizata cu RCS si cea manuala —
WNL femei cu varsta de cel putin 30 de ani inclusiv (n = 2077)

Acord pozitiv (%)
(n/N)
1195%
Regiune puternic pozitiva

Toate pozitive (RLU/CO 2 2,5)

Toate negative

Acord negativ (%
(n/N)
1195%
Regiune puternic negativa
(RLU/CO < 0,8)

92,0 91,8
(92/100) (78/85)
84,84-96,48 83,77-96,62

99,3 99,7
(1964/1977) (1944/1949)
98,88-99,65 99,40-99,92
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Au existat 7 rezultate discordante intre rezultatele testarii manuale si cele ale testarii automatizate cu
RCS 1in regiunea puternic pozitiva. Rezultatele initiale ale testari manuale pentru aceste
7 esantioane au fost in afara algoritmului recomandat pentru retestarea esantioanelor PreservCyt; cu
toate acestea, deoarece modelul studiului a necesitat testarea tuturor esantioanelor in triplicat,
rezultatele repetarii au fost disponibile pentru solutionarea discrepantelor.

Datele testarii repetate pentru fiecare din cele 7 esantioane discordante sugereaza ca toate
esantioanele discordante sunt negative pentru ADN HPV (consultati Tabel 31 de mai jos). Pe
baza rezultatelor negative repetate obtinute pentru ambele replicate, fiecare dintre rezultatele

initial pozitive ale testarii manuale au fost probabil fals-pozitive.

Tabel 31. Esantioanele PreservCyt discordante pentru femeile WNL cu varsta de cel putin
30 ani inclusiv (n =7)

Testare manuala (RLU/CO) Testare automatizata cu RCS (RLU/CO)
Proba Unitate Initial Repetare 1 Repetare 2 Initial Repetare 1 Repetare 2
1 A 2,51 0,08 0,08 0,12 0,17 0,14
2 20,18 0,08 0,09 0,19 0,24 0,20
3 A 3,88 0,12 0,11 0,17 0,22 0,22
4 A 9,37 0,09 0,09 0,15 0,21 0,20
5 A 6,01 0,17 0,13 0,25 0,30 0,30
6 B 2,97 0,71 0,99 1,59 0,89 0,90
7 C 11,01 0,16 0,14 0,19 0,15 0,21

Rezultatele acestui studiu clinic indica un acord general intre testarea automatizatéd cu RCS si

testarea manuala folosind fie esantioane in STM, fie esantioane in PreservCyt.
Reproductibilitate

Reproductibilitatea generala a testarii manuale

Un studiu multicentric pentru reproductibilitate a fost efectuat pentru a determina
reproductibilitatea intre zile, intre unitati si reproductibilitatea generald ale digene HC2
High-Risk HPV DNA Test folosind un panel de tinte ADN HPV si esantioane in STM clinice
pozitive la HPV si negative la HPV.

Trei laboratoare externe au efectuat testarea cu acelasi lot de kituri digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test in 3 zile diferite, cu un panel de reproductibilitate identic. Panelul de
reproductibilitate a inclus urméatoarele esantioane:

® 12 grupe de esantioane in STM clinice denaturate
e 3 grupe de esantioane in PreservCyt clinice nedenaturate
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e Calibrator negativ
e Calibrator pozitiv HPV de mare risc la concentratii de 0,5, 1, 2,5, 5 si 10 pg/ml.

Toti membrii panelului au fost testati in fiecare zi in triplicat, folosind digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test. Rezultatele indica faptul ca reproductibilitatea digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

cu esantioane clinice este foarte buna (consultati Tabel 32 de mai jos).

Tabel 32. Reproductibilitate generala — reproductibilitate multicentrica (toate rularile din
toate unitatile)

Masura statistica Rezultat
Pozitive preconizate cu un rezultat pozitiv observat 100,0%

(11 95%) (99,0-100,0)
Pozitive preconizate cu un rezultat negativ observat 99,0%

(11 95%) (97,49-99,73)
Acord 99,5%
(I195%) (98,70-99,86)
Kappa 0,990

Reproductibilitatea cu esantioane in STM clinice

Testare manuala

A fost realizat un studiu pentru a accesa reproductibilitatea testarii manuale a esantioanelor in
STM clinice cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. A fost pregatit un panel de 20 de membri
format din grupuri clinice (10 pozitive si 10 negative) prin combinarea esantioanelor in STM
testate anterior. Esantioanele au fost testate in replicate de 4 in fiecare din cele 5 zile pentru un
total de 20 de replicate pe esantion. Testarea a fost efectuata folosind un amestec de sonda
combinat format din sonda HPV de mare risc si o sonda HPV cu risc redus. Nu este de asteptat
ca reproductibilitatea testarii sa difere atunci cand se utilizeaza doar amestecul de sonda in
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. S-au calculat RLU/CO mediu si 95% Il cu privire la
medie (consultati Tabel 33 de mai jos).
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Tabel 33. Reproductibilitatea esantioanelor in STM — testare manuala (ordinea
descrescatoare dupa RLU/CO mediu)

Specimen ID (ID N Rezultat pozitiv al testarii

esantion) Valoare RLU/CO medie 1195% (%) (n/N)
10 3,18 3,02-3,35 100 (20/20)
20 1,43 1,36-1,50 100 (20/20)
11 1,25 1,20-1,28 100 (20/20)
12 1,21 1,15-1,27 100 (20/20)
15 1,20 1,14-1,25 100 (20/20)
13 1,07 1,01-1,11 80 (16/20)
16 1,06 1,01-1,09 75 (15/20)
17 1,04 1,00-1,06 80 (16/20)
14 0,98 0,92-1,02 45 (9/20)
18 0,92 0,87-0,96 20 (4/20)
19 0,72 0,68-0,75 0 (0/20)
7 0,40 0,33-0,46 0 (0/20)
4 0,38 0,35-0,39 0 (0/20)
9 0,37 0,32-0,41 0 (0/20)
1 0,35 0,32-0,36 0 (0/20)
2 0,35 0,31-0,37 0 (0/20)
8 0,32 0,29-0,34 0 (0/20)
3 0,30 0,27-0,31 0 (0/20)
6 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
5 0,26 0,23-0,28 0 (0/20)

Pentru cele 5 esantioane cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 100 din 100 de
replicate (100,0%) au fost pozitive. Pentru cele 5 esantioane cu un RLU/CO mediu de 20%
peste sau sub CO, 60 din 100 (60%; 95% I = 49,7-69,6) dintre replicate au fost pozitive si
40 din 100 (40%) au fost negative. Pentru cele 10 esantioane cu un RLU/CO mediu de 20% sau
mai mult sub CO, 200 din 200 de replicate (100%) au fost negative.

Rezultatele indica faptul ca esantioanele aflate la 20% sau mai mult de CO este de asteptat sa
genereze rezultate concordante. Esantioanele apropiate de CO au generat un numar
aproximativ egal de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreaza ca testarea
manuald a esantioanelor in STM cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza rezultate

reproductibile.
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Testare automatizata cu RCS

A fost realizat un studiu pentru a evalua reproductibilitatea in rulare, de la o zi la alta si intre
laboratoare a testarii automatizate cu RCS a esantioanelor in STM cu digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Un panel cu 16 membri de esantioane clinice comasate (consultati Tabel 34 de
mai jos) a fost testat folosind un singur lot de reactivi, de doua ori pe zi, in 3 zile diferite. Fiecare
membru al panelului a fost testat in cvadruplicat.

Tabel 34. Reproductibilitatea esantioanelor in STM — componenta panelului de testare
automatizata cu RCS

Membru al panelului Valoare RLU/CO aproximativa Rezultat preconizat al testarii

1N <04 Negativ

2N 0,4-0,8 Negativ
3P 0,8-1,2 Puternic negativ/slab pozitiv
4P 0,8-1,2 Puternic negativ/slab pozitiv
5P 0,8-1,2 Puternic negativ/slab pozitiv
6P 1,2-2,0 Slab pozitiv
P 1,2-2,0 Slab pozitiv
8P 1,2-2,0 Slab pozitiv
9P 2,0-5,0 Slab pozitiv

10P 5,0-10,0 Moderat pozitiv

11N <0,4 Negativ

12N <04 Negativ

13N <04 Negativ

14XR Materialul clinic pozitiv de ADN HPV cu risc Puternic negativ/slab pozitiv

redus fn grupul negativ clinic STM

15XR Plasmida de ADN HPV cu risc redus in grupul  Puternic negativ/slab pozitiv
negativ clinic STM

16XR Substanta de control plasmida vectoriala de Puternic negativ/slab pozitiv
ADN fin grupul negativ clinic STM

Doi membri ai panelului (14XR si 156XR) au fost inclusi pentru a evalua potentialul de hibridizare
fncrucisata al amestecului de sonda al digene HC2 High-Risk HPV DNA Test cu esantioane
care contin doar tipuri de ADN HPV cu risc redus 6, 11, 42, 43 si 44. Membrul de panel 16XR a
fost compus din ADN-ul pGEM® la o concentratie de 1,49 ng/ml si a servit ca o substantd de
control vectorial pentru membrul de panel 15XR. Rezultatele acestei testari nu au indicat
rezultate fals-pozitive ale testarii, datoritd prezentei tipurilor de ADN HPV cu risc redus din

esantioanele clinice. Aceste rezultate sunt in concordanta cu testarea manuala.
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Reproductibilitatea a fost calculatda conform metodei descrise de NCCLS E5-A (46)
(consultati Tabel 35 de mai jos). Aceasta metoda necesita calculul componentelor de variatie
pentru fiecare dintre sursele de variabilitate: laborator, zi, rulare si eroare (definitd ca variatie
inter-teste si variatie intre teste).

Tabel 35. Reproductibilitatea esantioanelor in STM — testarea automatizata cu RCS;
reproductibilitate cantitativa

Abatere standard
Valoare R

Membru al RLU/CO R R Intre
panelului n medie In rulare Intre rulari Intre zile laboratoare Total CV total (%)
1N 72 0,13 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 15,10
2N 72 0,36 0,03 0,01 0,03 0* 0,04 11,69
3P 72 0,96 0,06 0,06 0,04 0* 0,09 9,55
4P 72 1,03 0,06 0,18 0,06 0* 0,19 18,81
5P 72 1,41 0,11 0,14 0,15 0,06 0,24 17,00
6P 72 1,73 0,10 0,27 0* 0,11 0,31 18,10
7P 72 1,74 0,12 0,21 0* 0* 0,24 13,78
8Pt 70 1,95 nu se nu se nu se nu se 0,47 23,80

aplica* aplica* aplica* aplica*
9P 72 5,21 0,34 0,44 0,21 0* 0,59 11,36
10P 72 7,67 0,46 0,63 0,71 0* 1,05 13,70
11N 72 0,13 0,01 0,01 0,01 0* 0,02 16,89
12N 72 0,17 0,03 0,06 0,03 0* 0,07 39,14
13N 72 0,15 0,02 0,02 0* 0,01 0,03 17,01

* Componentele de variatie negativa sunt setate ca fiind egale cu zero.

T Doua replicate nevalide pentru membrul de panel 8P au exclus analiza componentelor de variatie din cauza grupurilor de
dimensiuni inegale comparate.

* Nu se aplica: analiza variatiei nu este posibila din cauza unui numar mai mic de replicate comparativ cu ceilalti membri ai
panelului.

Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt clinice

Testare manuala

Reproductibilitatea testarii manuale a esantioanelor PreservCyt cu digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test a fost determinata intr-un studiu folosind 24 de esantioane simulate la diferite
concentratii de ADN HPV. Esantioanele au constat din PreservCyt Solution si globule albe
sanguine, cu si fara bacterii care contin plasmide HPV 16.

Esantioanele au fost testate in replicate de 4 in fiecare din cele 5 zile pentru un total de 20 de
replicate pe esantion. In fiecare din cele 5 zile ale studiului, s-a preparat cate o prob& de 8 ml
din fiecare esantion, conform instructiunilor de utilizare digene HC2 Sample Conversion Kit,
apoi acestea au fost testate. Au fost calculate media si 95% IT (consultati Tabel 36 de mai jos).
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Tabel 36. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testare manuala cu prepararea
manuala a probelor; reproductibilitate calitativa (ordine descendenta dupa RLU/CO mediu)

Specimen ID N Rezultat pozitiv al testarii

(ID esantion) Valoare RLU/CO medie 1195% (%) (n/N)
21 3,51 3,19-3,83 100 (20/20)
12 1,58 1,48-1,69 100 (20/20)
13 1,42 1,32-1,52 100 (20/20)
17 1,38 1,23-1,53 90 (18/20)
18 1,36 1,23-1,48 95 (19/20)
15 1,32 1,16-1,49 85 (17/20)
23 1,17 1,06-1,27 75 (15/20)
16 1,14 1,07-1,20 75 (15/20)
20 1,10 0,96-1,21 85 (17/20)
19 1,06 0,95-1,17 45 (9/19)
22 1,05 0,99-1,10 70 (14/20)
11 1,04 0,96-1,11 65 (13/20)
14 0,94 0,86-1,01 25 (5/20)
24 0,77 0,73-0,81 0 (0/20)
3 0,28 0,25-0,30 0 (0/20)
1 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
7 0,27 0,25-0,30 0 (0/20)
2 0,27 0,25-0,28 0 (0/20)
5 0,26 0,24-0,28 0 (0/20)
4 0,24 0,22-0,25 0 (0/20)
9 0,23 0,21-0,25 0 (0/20)
8 0,22 0,18-0,27 0 (0/20)
10 0,22 0,20-0,25 0 (0/20)
6 0,19 0,17-0,21 0 (0/20)

Pentru cele 6 esantioane cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 114 din 120 de
replicate (95,0%) au fost pozitive. Pentru cele 7 esantioane cu un RLU/CO mediu de 20% peste
sau sub CO, 88 din 139 (63,3%; 95% Ii = 54,3-70,9) dintre replicate au fost pozitive si 51 din
139 (36,7%) au fost negative. Pentru cele 4 esantioane cu 10% peste sau sub CO, 41 din 79
(51,9%) dintre replicate au fost pozitive si 38 din 79 (48,1%) au fost negative. Pentru cele 11
esantioane cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult sub CO, 220 din 220 de replicate
(100%) au fost negative.
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Rezultatele indica faptul ca esantioanele aflate la 20% sau mai mult de CO este de asteptat sa
genereze rezultate concordante. Esantioanele apropiate de CO au generat un numar
aproximativ egal de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreaza ca testarea
manuala a esantioanelor in PreservCyt cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza
rezultate reproductibile.

Testarea automatizata cu RCS cu prepararea manuala a probelor

A fost realizat un studiu intern al testarii automatizate cu RCS folosind esantioane PreservCyt
clinice obtinute preponderent de la femei cu un rezultat citologic ASC-US sau mai grav decét
ASC-US (prevalenta HPV 57%). Esantioanele au fost impartite in 2 parti alicote; fiecare parte
alicota a fost apoi procesata individual folosind digene HC2 Sample Conversion Kit si testata in
duplicat cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Ca si in cazul altor testari IVD calitative, variabilitatea in rezultatele digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test obtinute din esantioanele clinice este asociata in primul rand cu una dintre urmatoarele
sau o combinatie a acestora: recoltarea esantioanelor, prepararea probelor si procedura de
testare. Deoarece rezultatele testarilor comparate au fost obtinute din acelasi esantion clinic,
modelul experimental a controlat variabilitatea cauzatd de recoltarea esantioanelor.
Repetabilitatea rezultatelor obtinute din 2 parti alicote de proba preparate individual din acelasi
esantion clinic (denumite mai jos ,intre partile alicote preparate”) reflecta variatia cauzata de
combinatia dintre prepararea probelor si procedura de testare. Repetabilitatea rezultatelor obtinute
din aceeasi parte alicotéd de proba (denumitd mai jos ,in partea alicotd preparata”) reflectéa doar

variatia din procedura de testare (consultati Tabel 37 de mai jos).
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Tabel 37. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testarea automatizatd cu RCS
cu prepararea manuala a probelor; reproductibilitate calitativa

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%) Acord total (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Analiza 1195% 11 95% 1195%
Toate datele 99,62 94,7 97,7
(261/262) (160/169) (421/431)
in partea 97,9-100,0 90,1-97,5 95,8-98,9
alicota
preparati Regiuni puternic 100,0 98,2 99,3
pozitive si puternic (249/249) (160/163) (409/412)
negative
98,5-100,0 94,7-99,6 97,9-99,9
Toate datele 99,6 98,2 99,1
(264/265) (163/166) (427/431)
intre partile 97,9-100,0 94,8-99,6 97,6-99,8
alicote
preparate Regiuni puternic 100,0 99,4 99,8
pozitive si puternic (249/249) (161/162) (410/411)
negative
98,5-100,0 96,6-100,0 98,7-100,0

A fost realizat un studiu suplimentar pentru a evalua reproductibilitatea cantitativa a rezultatelor
obtinute cu testarea automatizatd cu RCS a esantioanelor PreservCyt simulate. La studiu au
participat trei unitati de testare, inclusiv QIAGEN.

Fiecare laborator de testare a efectuat atat testarea automatizatd cu RCS, céat si testarea
manuala ale digene HC2 High-Risk HPV DNA Test de doua ori pe zi in 5 zile diferite, cu un
panel de reproductibilitate furnizat de 6 membri. Fiecare membru al panelului a fost compus din
celule de cultura imbogatite Tn PreservCyt Solution, destinate sa genereze o valoare RLU/CO
aproximativa (consultati Tabel 38 de mai jos).

Membrii panelului pozitivi la ADN HPV au fost preparati prin adaugarea unor cantitati diferite de
celule SiHa pozitive la ADN HPV (dintr-o linie de celule de laborator). Membrul negativ al
panelului a fost compus din celule Jurkat negative la HPV (dintr-o linie de celule de laborator
diferitd). Concentratia celulara finala a tuturor celor 6 membri ai panelului a fost de aproximativ

5x 10 # celule/ml.
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Tabel 38. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testarea automatizatd cu RCS
cu prepararea manuala a probelor; reproductibilitate cantitativa membri ai panelului

Membru al
panelului Tip celula Valoare RLU/CO aproximativa Rezultat preconizat al testarii
1N Jurkat <1,0 Negativ
2N Jurkat <1,0 Negativ
3P SiHa si Jurkat 5,0-8,0 Slab pozitiv
4P SiHa si Jurkat 5,0-8,0 Slab pozitiv
5P SiHa 30,0-50,0 Moderat pozitiv
6P SiHa 200,0 Puternic pozitiv

Reproductibilitatea a fost calculata conform metodei descrise de NCCLS E5-A (46)
(consultati Tabel 39 de mai jos). Aceasta metoda necesita calculul componentelor de variatie
pentru fiecare dintre sursele de variabilitate: laborator, zi, rulare si eroare (definita ca variatie
inter-teste si variatie intre teste). Fiecare dintre cei 6 membri ai panelului a fost testat in
cvadruplicat in fiecare dintre cele 10 rulari (2 rulari pe zi in 5 zile de testare) la fiecare dintre
cele 3 laboratoare de testare.

Tabel 39. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testarea automatizatd cu RCS
cu prepararea manuala a probelor; reproductibilitate cantitativa

Abatere standard

Valoare R

Membru al RLU/CO . . Intre

panelului n medie In rulare Intre rulari Intre zile laboratoare Total CV total (%)
1N 120 0,20 0,04 0,01 0,01 0,08 0,089 444
2N 120 0,20 0,06 0,01 0* 0,08 0,10 52,2
3P 120 4,05 0,76 1,17 0* 0,26 1,42 35,1
4P 120 4,23 0,74 0,86 0* 0,31 1,18 27,8
5P 120 28,6 5,00 5,61 4,41 0* 8,71 30,5
6P 120 2146 33,95 27,25 18,09 25,53 53,61 25,0

* Componentele de variatie negativa sunt setate ca fiind egale cu zero.

Pentru a suplimenta acest studiu initial al reproductibilitatii cu date de la esantioane foarte
apropiate de valoarea de prag a testului, a fost efectuat un studiu suplimentar de precizie la o
unitate externa fatd de QIAGEN, folosind RCS.

Panoul a fost format din 1 membru negativ, 2 membri negativi sau slab pozitivi si 2 membri slab
pozitivi. Fiecare membru al panelului a fost preparat prin imbogatirea celulelor Jurkat si SiHa de
cultura in PreservCyt Solution pentru a genera valorile RLU/CO tinta (consultati Tabel 40 de mai jos).
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Aceasta unitate externa a finalizat testarea automatizatd cu RCS folosind un singur lot din
reactivii digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru fiecare rulare de testare, efectuand
testarea de 2 ori pe zi in 3 zile diferite, cu un panel de 5 membri furnizat de esantioane
PreservCyt simulate. Fiecare membru al panelului a fost impartit in 4 probe si toate cele 4 probe
au fost testate pe aceeasi microplaca (consultati Tabel 41 de mai jos).

Tabel 40. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testarea automatizata cu RCS
cu prepararea manuala a probelor; reproductibilitate cantitativa apropiata de CO a
testului pentru membrii panelului

Membru al panelului Valoare RLU/CO aproximativa Rezultat preconizat al testarii
1N 0,2 Negativ
2N 0,8-1,2 Puternic negativ/slab pozitiv
3P 0,8-1,2 Puternic negativ/slab pozitiv
4P 1,2-2,0 Slab pozitiv
5P 1,2-2,0 Slab pozitiv

Tabel 41. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — testarea automatizata cu RCS cu
prepararea manuala a probelor; reproductibilitate cantitativa apropiata de CO a testului

Abatere standard

Valoare

Membru al RLU/CO R R R

panelului n medie In rulare Intre rulari Intre zile Total CV total (%)
1N 24 0,14 0,01 0* 0,02 0,02 15,12
2N 24 1,39 0,14 0,15 0* 0,21 14,84
3P 24 1,31 0,16 0* 0,11 0,19 14,70
4P 24 1,74 0,13 0,21 0,18 0,31 17,73
5P 24 1,63 0,24 0,20 0,26 0,40 24,63

* Componentele de variatie negativa sunt setate ca fiind egale cu zero.

Prepararea probelor folosind QlIAsymphony DSP HPV Media Kit

Un studiu intern privind prepararea probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit a fost
realizat folosind esantioane PreservCyt clinice obtinute de la femei cu unul dintre cele doua
rezultate citologice urmatoare:

® ASC-US sau mai grav decat ASC-US

® Negativ la leziune intraepiteliala sau caracter malign (Negative for intraepithelial lesion or
malignancy, NILM)

Din fiecare esantion au fost eliminate cate doua probe. Fiecare proba a fost preparaté individual

folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit si rezultatele au fost determinate prin testarea

automatizata cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Ca si in cazul altor testari IVD calitative, variabilitatea in rezultatele digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test obtinute din esantioanele clinice este asociatd in primul rand cu una dintre
urmatoarele sau o combinatie a acestora: recoltarea esantioanelor, prepararea probelor si
procedura de testare. Deoarece rezultatele testarilor comparate au fost obtinute din acelasi
esantion clinic (denumit ,intre probe”), modelul experimental a controlat variabilitatea cauzata
de recoltarea esantioanelor. Reproductibilitatea rezultatelor (consultati Tabel 42 de mai jos)
obtinute din 2 probe preparate individual din acelasi esantion clinic reflecta variatia cauzata de
prepararea probelor si de procedura de testare.

Tabel 42. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate calitativa intre probe

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%) Acord total (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
1195% 1195% 1195%
99,0 96,4 97,3
(95/96) (161/167) (256/263)
94,3-99,8 92,4-98,3 94,6-98,7

A fost realizat un studiu suplimentar pentru a evalua reproductibilitatea rezultatelor folosind
esantioane PreservCyt simulate. Prepararea probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit
a fost urmata de testari automatizate cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Cei 8
membri pozitivi ai panelului au fost preparati prin adaugarea de celule SiHa sau Hela pozitive la
ADN HPV in celule C-33 A negative la ADN HPV in PreservCyt Solution, in timp ce cei 2 membri
ai panelului negativi la ADN HPV au continut doar celule C-33 A negative la ADN HPV.

Trei operatori diferiti au efectuat testarea intr-o singura zi folosind 3 instrumente QIAsymphony
SP diferite si 3 loturi diferite de QlIAsymphony DSP HPV Media Kit cu membrii panelului 2N, 3E,
5P, 7P si 9P. Membrii panelului 2N, 3E, 5P si 7P au fost testati cu 18 replicate in 3 rulari diferite,
generand cate 54 de puncte de date pentru fiecare membru al panelului. Membrul panelului 9P

a fost testat cu 16 replicate in 3 rulari diferite, generand 48 de puncte de date.

Un operator a efectuat digene HC2 High-Risk HPV DNA Test in 3 zile diferite folosind
3 instrumente QIAsymphony SP diferite si un lot QIAsymphony DSP HPV Media Kit cu membrii
panelului 1N, 4E, 6P, 8P si 10P. Membrii panelului 1N, 4E, 6P si 8P au fost testati cu
18 replicate in 8 rulari diferite, generand cate 144 de puncte de date pentru fiecare membru al
panelului. Membrul panelului 10P a fost testat cu 16 replicate in 8 rulari diferite, generand
128 de puncte de date.
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Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 572 din 572

(100,0%) au fost pozitivi. Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% peste sau sub
CO, 98 din 198 (49,5%) au fost pozitivi si 100 din 198 (50,5%) au fost negativi. Pentru memobrii
panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult sub CO, 198 din 198 (100,0%) au fost
negativi (consultati Tabel 43 de mai jos).

Tabel 43. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate calitativa

Membru al Valoare RLU/CO Rezultat pozitiv al
panelului Tip celula medie Abatere standard testarii (%) (n/N)
1N C-33A 0,37 0,05 0 (0/144)
2N C-33A 0,41 0,06 0 (0/54)
3E Hela si C-33 A 0,81 0,11 6 (3/54)
4E SiHa si C-33 A 1,09 0,18 66 (95/144)
5P Hela si C-33 A 3,17 0,46 100 (54/54)
6P SiHa si C-33 A 4,81 0,74 100 (144/144)
P Hela si C-33 A 6,77 0,97 100 (54/54)
8P SiHa si C-33 A 9,41 1,39 100 (144/144)
9P Hela si C-33 A 13,72 2,81 100 (48/48)
10P SiHa si C-33 A 28,13 5,08 100 (128/128)

Rezultatele indica faptul ca esantioanele aflate la 20% sau mai mult de CO este de asteptat sa

genereze rezultate concordante. Esantioanele apropiate de CO au generat un numar

aproximativ egal de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreazd ca prepararea

probelor de esantioane PreservCyt folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit urmata de

testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza rezultate reproductibile.

Rezultatele studiului intern au fost, de asemenea, utilizate pentru a evalua reproductibilitatea

cantitativa a rezultatelor obtinute cu prepararea probelor de esantioane PreservCyt folosind
QIAsymphony DSP HPV Media Kit (consultati Tabel 44 si Tabel 45 de mai jos).
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Tabel 44. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate cantitativa cu acelasi operator

Abatere standard

Abatere

Valoare R standard
Membru al RLU/CO R R Intre totala CV total estimat
panelului n medie In rulari Intre rulari combinatii* estimata (%)
1N 144 0,37 0,04 0,03 0,03 0,06 14,92
4E 144 1,09 0,12 0,11 0,09 0,19 17,24
6P 144 4,81 0,49 0,40 0,42 0,77 15,92
8P 144 9,41 0,96 0,97 0,46 1,44 15,32
10P 128 28,13 4,00 2,04 2,54 5,16 18,35

* Intre combinatii de instrumente QIAsymphony SP si zile diferite.

Tabel 45. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QIlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate cantitativa in aceeasi zi

Abatere standard

Valoare

Membru al RLU/CO . R Abatere standard CV total estimat
panelului n medie In rulari intre rularit totala estimata (%)

2N 54 0,41 0,04 0,05 0,06 15,86

3E 54 0,81 0,08 0,08 0,12 14,48

5P 54 3,17 0,38 0,33 0,50 15,72

7P 54 6,77 0,92 0,38 1,00 14,73

9P 48 13,72 2,64 1,15 2,88 21,01

T O rulare consta dintr-o combinatie dintr-un QIAsymphony DSP HPV Media Kit, un instrument QIAsymphony SP si un

operator.

Reproductibilitatea cantitativa este foarte mare, asa cum este indicat de toate valorile CV
ramase sub 25%. Abaterile standard intre rulari sunt comparabile cu valoarea corespunzatoare

din cadrul rularilor, ceea ce indica rezultate concordante, indiferent de instrumentul sau lotul de

kit folosit.

Prepararea probelor folosind QlIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Un studiu intern privind prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit a fost
realizat folosind esantioane PreservCyt clinice obtinute de la femei cu citologie de ASC-US sau
NILM. Din fiecare esantion au fost eliminate cate doua probe. Fiecare proba a fost preparata
individual folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit si rezultatele au fost determinate prin

testarea automatizata cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Ca si in cazul altor testari IVD calitative, variabilitatea in rezultatele digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test obtinute din esantioanele clinice este asociatd in primul rand cu una dintre
urmatoarele sau o combinatie a acestora: recoltarea esantioanelor, prepararea probelor si
procedura de testare. Deoarece rezultatele testarilor comparate au fost obtinute din acelasi
esantion clinic (denumit ,intre probe”), modelul experimental a controlat variabilitatea cauzata
de recoltarea esantioanelor. Reproductibilitatea rezultatelor (consultati Tabel 46 de mai jos)
obtinute din 2 probe preparate individual din acelasi esantion clinic reflecta variatia cauzata de
prepararea probelor si de procedura de testare.

Tabel 46. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; reproductibilitate calitativa intre probe

Acord pozitiv (%) Acord negativ (%) Acord total (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
1195% 1195% 1195%
95,3 96,7 96,2
(101/106) (176/182) (277/288)
89,4-98,0 92,3-98,5 93,3-97,9

A fost realizat un studiu suplimentar pentru a evalua reproductibilitatea rezultatelor folosind
esantioane PreservCyt simulate. Prepararea probelor folosind QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit
a fost urmata de testari automatizate cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Trei operatori diferiti au efectuat digene HC2 High-Risk HPV DNA Test in zile diferite folosind
instrumente diferite si loturi de reactivi diferite cu un panel format din 9 membri. Fiecare membru
al panelului a fost testat in duplicat in 24 de rulari diferite, generand cate 48 de puncte de date
pentru fiecare membru al panelului. Cei 8 membri pozitivi ai panelului au fost preparati prin
adaugarea de celule SiHa sau Hela pozitive la ADN HPV in celule H9 negative la ADN HPV in
PreservCyt Solution, in timp ce membrii panelului negativi la ADN HPV au continut doar celule
H9 negative la ADN HPV.

Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 237 din
240 (98,8%) au fost pozitivi. Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20 % peste sau
sub CO, 95 din 144 (66,0%) au fost pozitivi si 49 din 144 (34,0%) au fost negativi. Pentru
membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult sub CO, 48 din 48 (100,0%) au
fost negativi (consultati Tabel 47 de mai jos).
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Tabel 47. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; reproductibilitate calitativa

Membru al Valoare RLU/CO Rezultat pozitiv al
panelului Tip celula medie Abatere standard testarii (%) (n/N)

1N H9 0,17 0,03 0 (0/48)

2E H9 si HeLa 1,00 0,16 56 (27/48)

3E H9 si HeLa 1,16 0,57 54 (26/48)

4E H9 si SiHa 1,18 0,23 88 (42/48)

5P H9 si SiHa 1,89 0,20 100 (48/48)

6P H9 si HelLa 2,05 0,43 96 (46/48)

P H9 si SiHa 2,97 0,45 100 (48/48)

8P H9 si HelLa 5,67 0,61 100 (48/48)

9P H9 si SiHa 9,91 1,63 98 (47/48)

Rezultatele indica faptul ca esantioanele aflate la 20% sau mai mult de CO este de asteptat sa
genereze rezultate concordante. Esantioanele apropiate de CO au generat un numar
aproximativ egal de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreaza ca prepararea
probelor de esantioane PreservCyt folosind QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit urmata de

testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza rezultate reproductibile.

Rezultatele studiului intern au fost, de asemenea, utilizate pentru a evalua reproductibilitatea
cantitativa a rezultatelor obtinute cu prepararea probelor de esantioane PreservCyt folosind

QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit (consultati Tabel 48 de mai jos).
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Tabel 48. Reproductibilitatea esantioanelor PreservCyt — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; reproductibilitate cantitativa

Abatere standard

Abatere

Valoare R standard
Membru al RLU/CO R R Intre totala CV total estimat
panelului n medie In rulari Intre rulari combinatii* estimata (%)
1N 48 0,17 0,02 0,02 0,01 0,03 18,13
2E 48 1,00 0,14 0,05 0,06 0,16 16,20
3E 48 1,16 0,48 0,22 0,23 0,57 49,27
4E 48 1,18 0,16 0,14 0,10 0,23 19,63
5P 48 1,89 0,09 0,09 0,16 0,20 10,63
6P 48 2,05 0,18 0,34 0,19 0,43 20,83
7P 48 2,97 0,27 0,23 0,28 0,45 15,14
8P 48 5,67 0,35 0,44 0,24 0,61 10,85
9P 48 9,91 1,36 0,55 0,71 1,63 16,42

* Intre combinatiile de kituri de digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, kituri QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, RCS folosit,
QIAsymphony SP folosit si operator.

Reproductibilitatea esantioanelor SurePath clinice

Testare manuala

Reproductibilitatea testarii manuale a probelor sub forma de peleti celulari post-gradient
SurePath cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test a fost determinata intr-un studiu folosind
3 laboratoare diferite. Membrii panelului au fost testati utilizand o CO de 1,0 RLU/CO in zile
diferite si cu rulari diferite folosind un set identic de membri ai panelului cu stadiu de HPV pozitiv
sau negativ cunoscut. Panelul a fost format din 5 membri pozitivi 2 membri puternic

negativi/slab pozitivi si 5 membri negativi.

Fiecare membru al panelului a fost preparat combinand esantioane clinice unice recoltate n
SurePath Preservative Fluid cu un stadiu de HPV negativ si pozitiv cunoscut pentru a obtine
valorile tinta dorite ale RLU/CO. Fiecare membru al panelului a fost testat in duplicat, de doua
ori pe zi, pe o perioada de 5 zile la fiecare dintre cele 3 laboratoare participante (consultati
Tabel 49 de mai jos).
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Tabel 49. Reproductibilitatea probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath —

testare manuala; reproductibilitate calitativa

Membru al panelului

Valoare RLU/CO medie

Rezultat pozitiv al testarii (%) (n/N)

1 0,20
0,21
0,22
0,28
0,36
0,83
1,17
19,47
25,65
81,52
154,18

765,29

© 0o N o g b W N

a A A
N =~ O

0,0 (0/60)
0,0 (0/60)
0,0 (0/60)
3,3 (2/60)
3,3 (2/60)

21,7 (13/60)

43,3 (26/60)

100,0 (60/60)

100,0 (60/60)

100,0 (60/60)

100,0 (60/60)

100,0 (60/60)

Testare automatizata cu RCS

Reproductibilitatea rezultatelor probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath prin

testarea automatizatd cu RCS a fost comparata cu rezultatele obtinute prin testarea manuala.

Au fost testate doua parti alicote separate din aceeasi proba sub forma de peleti celulari post-

gradient SurePath procesata (din acelasi esantion) (consultati Tabel 50 de mai jos).

Tabel 50. Reproductibilitatea probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath —
testare automatizata cu RCS; acordul rezultatelor intre testarea automatizata cu RCS si

testarea manuala

Acord pozitiv (%)
(n/N)
1195%

Regiune puternic pozitiva

Acord negativ (%)
(n/N)
1195%

Regiune puternic negativa

Toate pozitive (RLU/CO 2 2,5) Toate negative (RLU/CO < 0,80)
99,0 100,0 97,7 98,7
(417/421) (375/375) (1057/1079) (1050/1064
97,6-99,7 99,0-100,0 96,9-98,75 97,8-99,28
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Prepararea probelor de esantioane SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

A fost realizat un studiu pentru a evalua reproductibilitatea rezultatelor folosind esantioane
SurePath simulate. Prepararea probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit a fost
urmata de testari automatizate cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Cei 4 membri
pozitivi ai panelului au fost preparati prin adaugarea de celule SiHa pozitive la ADN HPV in
celule H-9 negative la ADN HPV in SurePath Preservative Fluid, in timp ce membrii panelului
negativi la ADN HPV au continut doar celule H-9 negative la ADN HPV in SurePath
Preservative Fluid.

Trei operatori diferiti au efectuat testarea in 6 zile diferite folosind 3 instrumente QlAsymphony
SP diferite si 3 loturi diferite de QlAsymphony DSP HPV Media Kit cu memobrii panelului 1N, 2E,
3P, 4P si 5P. Membrii panelului 1N, 2E, 3P si 4P au fost testati cu 18 replicate in 37 de rulari
diferite, generénd cate 666 de puncte de date pentru membrii panelului 2E si 3P si 665 de
puncte de date pentru membrii panelului 1N si 4P. Membrul panelului 5P a fost testat cu 16
replicate in 37 rulari diferite, generand 590 de puncte de date. Patru puncte de date au fost
excluse din cauza volumului insuficient, semnalizat de QIAsymphony SP in timpul prepararii
probelor.

Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 1921 din 1921
(100,0%) au fost pozitivi. Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% peste sau sub
CO, 410 din 666 (61,6%) au fost pozitivi si 256 din 666 (38,4%) au fost negativi. Pentru membrii
panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult sub CO, 664 din 665 (99,8%) au fost
negativi (consultati Tabel 51 de mai jos).

Tabel 51. Reproductibilitatea esantioanelor SurePath — prepararea probelor folosind
QIAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate calitativa

Membru al Valoare RLU/CO Rezultat pozitiv al
panelului Tip celula medie Abatere standard testarii (%) (n/N)
1N H-9 0,38 0,06 0,2 (1/665)
2E SiHa si H-9 1,06 0,17 61,6 (410/666)
3P SiHa si H-9 4,51 0,78 100,0 (666/666)
4P SiHa si H-9 8,34 1,57 100,0 (665/665)
5P SiHa si H-9 24,69 5,12 100,0 (590/590)
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Rezultatele indica faptul ca esantioanele SurePath aflate la 20% sau mai mult de CO este de
asteptat sa genereze rezultate concordante. Esantioanele SurePath apropiate de CO au
generat un numar aproximativ egal de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreaza
ca prepararea probelor de esantioane SurePath folosind QlIAsymphony DSP HPV Media Kit
urmata de testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza rezultate reproductibile.

Rezultatele studiului intern au fost, de asemenea, utilizate pentru a evalua reproductibilitatea
cantitativa a rezultatelor obtinute cu prepararea probelor de esantioane SurePath folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit.

Trei operatori diferiti au efectuat testarea in 6 zile diferite folosind 3 instrumente QIAsymphony
SP diferite si 3 loturi diferite de QlAsymphony DSP HPV Media Kit cu membrii panelului 1N, 2E,
3P, 4P si 5P. Membrii panelului 1N, 2E, 3P si 4P au fost testati cu 18 replicate, generand cate
162 de puncte de date pentru fiecare membru al panelului. Membrul panelului 5P a fost testat
cu 16 replicate, obtinand 144 de puncte de date (consultati Tabel 52 de mai jos).

Tabel 52. Reproductibilitatea esantioanelor SurePath — prepararea probelor folosind
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate cantitativa

Abatere standard

Abatere

Valoare R standard
Membru al RLU/CO R R Intre totala CV total estimat
panelului n medie In rulari Intre zile combinatii* estimata (%)
1N 162 0,37 0,06 0,02 0,03 0,07 19,18
2E 162 1,05 0,14 0,07 0,10 0,18 17,41
3P 162 4,40 0,62 0,00 0,43 0,75 17,09
4P 162 8,24 1,15 1,01 1,34 1,77 21,42
5P 144 23,89 3,95 4,10 4,67 6,11 25,59

* O rulare consta dintr-o combinatie dintr-un QIAsymphony DSP HPV Media Kit, un instrument QIAsymphony SP si un
operator intr-o anumita zi.

Reproductibilitatea cantitativa este foarte mare, asa cum este indicat de toate valorile CV
ramase sub 26%. Abaterile standard intre rulari sunt comparabile cu valoarea corespunzatoare
din cadrul rularilor, ceea ce indica rezultate concordante, indiferent de instrumentul sau lotul de
kit folosit.
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Prepararea probelor celulare post-gradient SurePath folosind QlAsymphony DSP HPV
Media Kit

A fost realizat un studiu pentru a evalua reproductibilitatea rezultatelor folosind probe sub forma
de peleti celulari post-gradient SurePath simulate. Prepararea probelor folosind QIAsymphony
DSP HPV Media Kit a fost urmata de testari automatizate cu RCS cu digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Materialul de cultura celulara in 70% SurePath Preservative Fluid a fost utilizat
pentru a imita probele sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath. Cei 4 membri pozitivi
ai panelului au fost preparati prin adaugarea de celule SiHa pozitive la ADN HPV in celule H-9
negative la ADN HPV in SurePath Preservative Fluid, in timp ce membrii panelului negativi la
ADN HPV au continut doar celule H-9 negative la ADN HPV in SurePath Preservative Fluid.

Patru operatori diferiti au efectuat testarea in 6 zile diferite folosind 3 instrumente QlIAsymphony
SP diferite si 3 loturi diferite de QlAsymphony DSP HPV Media Kit cu membrii panelului 1, 2, 3,
4 si 5. Membrii panelului 1, 2, 3 si 4 au fost testati cu 18 replicate in 37 de rulari diferite,
generand cate 666 de puncte de date pentru membrii panelului 1 si 3 si 665 de puncte de date
pentru membrii panelului 2 si 4. Doua puncte de date au fost excluse din cauza volumului
insuficient, semnalizat de QIAsymphony SP in timpul prepararii probelor. Membrul panelului 5 a
fost testat cu 16 replicate n 37 rulari diferite, generand 592 de puncte de date.

Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult peste CO, 1923 din 1923
(100,0%) au fost pozitivi. Pentru membrii panelului cu un RLU/CO mediu de 20% peste sau sub
CO, 416 din 665 (62,6%) au fost pozitivi si 249 din 665 (37,4%) au fost negativi. Pentru memobrii
panelului cu un RLU/CO mediu de 20% sau mai mult sub CO, 666 din 666 (100%) au fost
negativi (consultati Tabel 53 de mai jos).

Tabel 53. Reproductibilitatea probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath —
prepararea probelor folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate calitativa

Valoare
Membru al RLU/CO Abatere Rezultat pozitiv al
panelului Tip celula medie standard CV (%) testarii (%) (n/N)
1 H-9 0,12 0,02 18,77 0,0 (0/666)
2 SiHa si H-9 0,96 0,11 11,15 62,6 (416/665)
3 SiHa si H-9 4,72 0,56 11,89 100,0 (666/666)
4 SiHa si H-9 9,34 0,98 10,46 100,0 (665/665)
5 SiHa si H-9 24,9 3,37 13,55 100,0 (592/592)
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Rezultatele indica faptul ca probele sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath aflate la
20% sau mai mult de CO este de asteptat sa genereze rezultate concordante. Probele sub forma
de peleti celulari post-gradient SurePath apropiate de CO au generat un numar aproximativ egal
de rezultate pozitive si negative. Aceste date demonstreaza ca prepararea probelor sub forma de
peleti celulari post-gradient SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit urmata de
testarea cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test genereaza rezultate reproductibile.

Rezultatele studiului intern au fost, de asemenea, utilizate pentru a evalua reproductibilitatea
cantitativd a rezultatelor obtinute cu prepararea probelor sub forma de peleti celulari post-
gradient SurePath folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Patru operatori diferiti au efectuat testarea in 6 zile diferite folosind 3 instrumente QIAsymphony
SP diferite si 3 loturi diferite de QlAsymphony DSP HPV Media Kit cu membrii panelului 1, 2, 3,
4 si 5. Membrii panelului 1, 2, 3 si 4 au fost testati cu 18 replicate, generand cate 162 de puncte
de date pentru fiecare membru al panelului. Membrul panelului 5 a fost testat cu 16 replicate,
obtinand 144 de puncte de date (consultati Tabel 54 de mai jos).

Tabel 54. Reproductibilitatea probelor sub forma de peleti celulari post-gradient SurePath —
prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit; reproductibilitate
cantitativa

Abatere standard

Abatere
Valoare R standard
Membru al RLU/CO R R Intre totala CV total estimat
panelului n medie In rulari Intre zile combinatii* estimata (%)
1 162 0,12 0,02 0,00 0,01 0,02 19,80
2 162 1,00 0,08 0,02 0,06 0,10 10,27
3 162 4,99 0,37 0,13 0,38 0,55 11,00
4 162 9,78 0,61 0,23 0,54 0,85 8,72
5 144 26,40 2,19 0,70 1,51 2,75 10,41

*Intre combinatii de zile diferite, operatori diferiti, loturi diferite de QIAsymphony DSP HPV Media Kit si instrumente
QIAsymphony SP diferite.

Reproductibilitatea cantitativa este foarte mare, asa cum este indicat de toate valorile CV
ramase sub 20%. Abaterile standard intre rulari sunt comparabile cu valoarea corespunzatoare
din cadrul rularilor, ceea ce indica rezultate concordante, indiferent de instrumentul sau lotul de
kit folosit.
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Reactivitatea incrucisata

A fost analizatd o sursa de bacterii, virusuri si plasmide intélnite Tn mod obisnuit in tractul
anogenital feminin, precum si o colectie de tipuri de HPV cutaneo-tropice pentru care au fost
disponibile clone, pentru a determina daca reactivitatea incrucisata s-ar putea produce cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Toate microorganismele au fost analizate la concentratii
de 1x10° si 1x107 organisme pe ml. ADN-ul purificat al virusurilor si plasmidelor a fost analizat

la o concentratie de 4 ng/ml.

Urmatoarele bacterii au fost testate si toate au fost testate negativ in digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test:

Acinetobacter anitratus

Acinetobacter Iwoffi (ATCC® 17908)
Bacteroides fragilis (ATCC 25285)
Bacteroides melaninogenicus
Candida albicans (ATCC 14053 or 10231)
Chlamydia trachomatis

Enterobacter cloacae

Escherichia coli (HB101)*

Escherichia coli*

Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis

Haemophilus ducreyi

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

Mobiluncus curtisii

Mobiluncus mulieris

Mycoplasma hominis

Mpycoplasma hyorhinis

Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
Neisseria lactamica (NRL 2118)
Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
Neisseria sicca (ATCC 29256)
Peptostreptococcus anaerobius
Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
Serratia marcescens

Staphylococcus aureus (tulpina Cowan)

* Au fost testate atét tulpina de E. coli folosits pentru dezvoltarea plasmidelor (HB101), cét si un izolat clinic de E. coli.
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Staphylococcus epidermidis
Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
Streptococcus pyogenes (ATCC27762)
Treponema pallidum

Trichomonas vaginalis

Ureaplasma urealyticum

Urmatorul ADN viral sau plasmidic sau ser uman au fost testate si toate au fost testate negativ
n digene HC2 High-Risk HPV DNA Test:

Adenovirus 2

Citomegalovirus

Virusul Epstein-Barr

Ser pozitiv la antigenul de suprafata al virusului hepatitei B
Herpes simplex |

Herpes simplex I

Virusul imunodeficientei umane (HIV, ADN RT)

Tipurile de HPV 1, 2, 3, 4, 5, 8, 13 si 30

Virusul simian tip 40 (SV40)

Singura plasmida care a prezentat reactivitate incrucisata in digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test a fost pBR322. Reactivitatea incrucisata intre pBR322 si amestecul de sonda nu este
neasteptatd, deoarece este dificil sa eliminati tot ADN-ul vectorial pBR322 la izolarea
elementului de insertie HPV. Prezenta secventelor omoloage pBR322 a fost raportata la
esantioanele genitale umane si s-au putut produce rezultate fals-pozitive in prezenta unor
niveluri ridicate de plasmida bacteriana. Cu toate acestea, 298 de esantioane clinice testate
pozitiv cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test nu au avut rezultate pozitive din cauza pBR322
atunci cand au fost testate cu o sonda pBR322. Astfel, probabilitatea unui rezultat fals-pozitiv cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test din cauza secventelor omoloage pBR322 din esantioane

clinice pare sa fie scazuta.

Hibridizarea incrucisata

Optsprezece tipuri diferite de HPV (de mare risc si cu risc redus) au fost testate cu digene HC2
High-Risk HPV DNA Test la concentratii de 4 ng/ml de ADN HPV. Toate tintele HPV de mare
risc au fost pozitive. Acest studiu a demonstrat, de asemenea, ca exista o cantitate mica de
hibridizare incrucisata intre tipurile de HPV 6 si 42 si digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
Esantioanele pacientelor cu niveluri ridicate (4 ng/ml sau mai mari) ale tipurilor de HPV 6 sau
42 pot avea rezultate fals-pozitive la digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Semnificatia clinica
este aceea ca pacientele cu 4 ng/ml sau mai mult din tipurile de HPV 6 sau 42 pot fi trimise in
mod inutil la colposcopie.
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De asemenea, s-a demonstrat ca digene HC2 High-Risk HPV DNA Test reactioneaza incrucisat
cu tipurile de HPV 40, 53 si 66. Aceste tipuri sunt rare si nu exista dovezi suficiente pentru a
stabili corelatia exacta intre infectia cu aceste tipuri si dezvoltarea bolii de grad inalt (15).
De asemenea, s-a raportat in literatura de specialitate ca sondele complexe similare cu cele
utilizate In aceasta testare pot genera rezultate fals-pozitive din cauza hibridizarii incrucisate cu
tipurile de HPV 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 sau MM9 (35). Desi multe dintre aceste
tipuri de HPV sunt rare sau tipuri inedite care nu sunt deseori intalnite la boala de grad inalt,
pacientele ale caror esantioane contin niveluri ridicate ale acestor tipuri de ADN HPV pot fi

trimise in mod eronat colposcopie.

Efectul sdngelui si al altor substante asupra esantioanelor in STM

Efectul séngelui si al altor substante potential interferente, definite sau nedefinite, a fost evaluat
in digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Sangele integral, crema de dus, crema antifungica si
gelul contraceptiv (agenti care se gasesc in mod obisnuit in esantioanele cervicale) au fost
addugate in esantioane STM-negative si STM-pozitive (grupuri de esantioane clinice si

esantioane non-clinice) la concentratii care pot fi gasite in esantioanele cervicale.

Nu s-au observat rezultate fals-pozitive cu niciunul dintre cei patru agenti, indiferent de
concentratie. Cu toate acestea, un rezultat fals-negativ poate fi raportat la esantioane clinice cu
niveluri de ADN HPV apropiate de CO pentru testare (1 pg/ml) daca sunt prezente concentratii
mari de crema antifungica sau gel contraceptiv. Totusi, este foarte putin probabil ca un esantion
clinic sa fie format aproape 1n intregime dintr-una din aceste substante, deoarece colul uterin
este curatat in mod normal Tnainte de obtinerea de esantioane pentru frotiul Papanicolau si
pentru testarea HPV.

Efectul séngelui si al altor substante asupra esantioanelor in PreservCyt
Prepararea manuala a probelor

Efectul séngelui si al altor substante potential interferente, definite sau nedefinite, potential
prezente in esantioanele in PreservCyt, a fost evaluat in digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
Séngele integral, crema de dus, crema antifungica si gelul contraceptiv (agenti care se gasesc
in mod obisnuit in esantioanele cervicale) au fost addugate in grupuri de esantioane clinice
negative si pozitive in PreservCyt la concentratii care pot fi gasite in esantioanele cervicale. Nu
s-au observat rezultate fals-pozitive sau fals-negative cu niciunul dintre cei 4 agenti, indiferent
de concentratie. Mai mult, substantele inerente din unele esantioane clinice nu inhiba detectia
ADN-ului HPV de cétre digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Efectele sangelui si ale altor substante potential interferente din esantioanele PreservCyt au
fost evaluate folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru prepararea probelor si testarea
automatizata cu RCS folosind digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Au fost testate efectele

urmatoarelor substante potential interferente:

Crema antifungica

Crema antiinflamatoare

Sange

Gel contraceptiv

Crema de dus

Supozitoare deodorante pentru femei
Gel lubrifiant

Spermicid

Fiecare substanta a fost adaugatd in grupuri clinice negative si pozitive. Nu s-au observat
rezultate fals-pozitive sau fals-negative cu niciuna dintre substante la o concentratie care poate
fi gasita in esantioane cervicale. Cu toate acestea, un rezultat fals-negativ poate fi raportat la
esantioane clinice cu niveluri de ADN HPV apropiate de CO pentru testare, daca sunt prezente
concentratii mari de crema antifungica, gel lubrifiant vaginal sau sange. Totusi, este foarte putin
probabil ca un esantion clinic sa fie format aproape in intregime dintr-una din aceste substante,
deoarece colul uterin este curatat in mod normal inainte de obtinerea de esantioane pentru
frotiul Papanicolau si pentru testarea HPV.

Prepararea probelor folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Efectul séngelui integral din esantioanele PreservCyt a fost evaluat folosind QlAsymphony DSP
AXpH DNA Kit pentru prepararea probelor si digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pentru
testare. Esantioanele clinice cu continut vizibil de sédnge au fost selectate si testate folosind atat
metoda de preparare manuala a probelor, cat si metoda automatizaté de preparare a probelor,
folosind QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit. Au fost comparate rezultatele pentru 238 de
esantioane si s-a obtinut un acord total de 94,12% si o valoare p McNemar de 0,2850, ceea ce
indica faptul ca nu exista nicio diferenta semnificativa statistic in performanta clinica intre
metoda de preparare manuala a probelor si metoda de preparare automatizatd a probelor,
folosind QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

Au fost testate efectele urmatoarelor substante potential interferente:

® Crema de dus
e Crema antifungica
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Gel contraceptiv

Celule mononucleare din sange periferic (Peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
Gel lubrifiant

Spray pentru femei

Spermicid

Particule magnetice

TopElute Fluid

Fiecare substanta a fost adaugata in grupuri celulare negative si pozitive la concentratii care pot
fi gasite In esantioane cervicale sau pot fi adaugate in timpul prepararii probelor. Nu s-au
observat rezultate fals-pozitive cu niciuna dintre substante, indiferent de concentratie. Nu s-au

observat rezultate fals-negative, cu exceptia gelului contraceptiv.

Nu recoltati un esantion cervical PreservCyt pentru prepararea automatizata a probelor folosind
QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit, daca exista gel contraceptiv.

Efectul sdngelui si al altor substante asupra esantioanelor in SurePath
Prepararea probelor SurePath folosind QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Efectele sangelui si ale altor substante potential interferente din probele SurePath au fost
evaluate folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit pentru prepararea probelor si testarea
automatizata cu RCS folosind digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Au fost testate efectele urmatoarelor substante potential interferente:

Crema antifungica

Crema antiinflamatoare

Sange

Gel contraceptiv

Crema de dus

Supozitoare deodorante pentru femei
Gel lubrifiant

Spermicid

Fiecare substanta a fost adaugatd in grupuri clinice negative si pozitive. Nu s-au observat
rezultate fals-pozitive cu niciuna dintre substante la o concentratie care poate fi gasitd in

esantioane cervicale.
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Nu s-au observat rezultate fals-negative, cu exceptia urmatoarelor substante:

® Gelul contraceptiv a generat rezultate fals-negative la o concentratie foarte mica.

e Daca in esantion exista o concentratie ridicata de crema antifungica, un rezultat fals-negativ
poate fi raportat la esantioanele clinice cu niveluri de ADN HPV apropiate de CO pentru
testare. Totusi, este foarte putin probabil ca un esantion clinic sa fie format aproape in
intregime din crema antifungica, deoarece colul uterin este curatat Tn mod normal inainte de

obtinerea de esantioane pentru frotiul Papanicolau si pentru testarea HPV.

Nu recoltati un esantion cervical SurePath pentru prepararea automatizata a probelor folosind

QIAsymphony DSP HPV Media Kit, daca exista crema antifungica sau gel contraceptiv.

Prepararea probelor sub formé de peleti celulari post-gradient SurePath folosind
QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Efectele sangelui si ale altor substante potential interferente din probele sub forma de peleti
celulari post-gradient SurePath au fost evaluate folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit
pentru prepararea probelor si testarea automatizatd cu RCS folosind digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test.

Au fost testate efectele urmatoarelor substante potential interferente:

Crema antifungica

Crema antiinflamatoare

Sange

Gel contraceptiv

Crema de dus

Supozitoare deodorante pentru femei
Gel lubrifiant

Spermicid

Fiecare substantd a fost adaugatd la grupuri clinice negative si pozitive care au fost
apoi procesate prin BD PrepMate System pentru a imita o proba sub forma de peleti celulari
post-gradient SurePath. Un singur rezultat fals-pozitiv a fost observat atat pentru sange, cat si
pentru crema antifungica; totusi, analiza statisticda nu a prezentat nicio interferenta
semnificativa. Nu s-au observat rezultate fals-pozitive cu niciuna dintre celelalte substante la o

concentratie care poate fi gasita in esantioane cervicale.

Au fost observate rezultate fals-negative pentru crema antifungica, crema antiinflamatoare si
gelul contraceptiv. Nu recoltati un esantion cervical SurePath pentru prepararea automatizata a
probelor folosind QIAsymphony DSP HPV Media Kit, daca exista crema antifungica, crema
antiinflamatoare sau gel contraceptiv.
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Transfer

RCS a fost conceput pentru a reduce la minimum contaminarea esantioanelor sau transferul
fosfatazei alcaline reziduale prin utilizarea de varfuri de pipeta de unica folosinta pentru aspirarea
reactivului si a esantionului. Pentru a confirma aceasta caracteristicd de proiectare, QIAGEN a
efectuat mai multe studii pentru a evalua daca utilizarea RCS a crescut potentialul de transfer sau
contaminare incrucisatd a esantioanelor in comparatie cu metoda manuala. Au fost folosite mai
multe instrumente RCS pentru a evalua potentialul de transfer de la un sistem la altul.

Tntr-un studiu, 2 ng si 20 ng de plasmida ADN HPV au fost adaugate materialului pentru substanta
de control negativa pentru a prepara esantioane in STM puternic pozitive. Concentratia de 20 ng/ml
genereaza valori RLU de aproximativ 3-5 ori mai mari decat cele ale esantionului clinic cel mai
puternic pozitiv, preconizat a fi observat in timpul testarii clinice de rutina. Aceste esantioane puternic
pozitive simulate au fost amplasate pe intreaga microplaca intr-un tipar tabla de sah, alternand cu
godeuri care contin doar substantd de control negativa (godeuri de testare). Acest model ia in
considerare efectele aditive potentiale ale esantioanelor puternic pozitive secventiale. Apoi,
microplacile au fost testate utilizand atdt metoda de testare automatizatd cu RCS, cat si cea
manualda. Dupa procesare au fost comparate numerele de pugodeuri de testare fals-pozitive.
Testarea automatizata cu RCS nu a produs mai multe godeuri de testare fals-pozitive decét testarea
manuala cu aceste esantioane in STM simulate, chiar si atunci cand o secventa extrem de mare de
esantioane pozitive a fost inclusa pe microplaca.

n a doua evaluare transferului, esantioanele PreservCyt ale pacientelor pozitive la HPV au fost
combinate pentru a crea un panel de esantioane cu niveluri diferite de chemiluminiscenta
pentru a produce valori RLU/CO reprezentative ale intervalului preconizat in timpul testarii
clinice automatizate cu RCS de rutina. Esantioanele pozitive au variat de la aproximativ 200 la
1800 RLU/CO. Pentru a evalua potentialul de transfer, inclusiv efectele potential aditive ale
rezultatelor secventiale puternic pozitive, acesti membri pozitivi ai panelului au fost amplasati pe
microplaci intr-un tipar tabla de sah, langa godeurile cu substante de control negative. Aceste
placi au fost apoi testate folosind metoda de testare automatizata cu RCS.

Rezultatele acestei evaluari a transferului, folosind esantioane comasate de la pacient,
sugereaza o rata potentiala fals-pozitiva de 0,3% din cauza efectelor de transfer atunci cand se
efectueaza testarea automatizata cu RCS cu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Experienta QIAGEN in efectuarea de testari cu esantioane PreservCyt comasate sugereaza ca
gruparea esantioanelor PreservCyt ale pacientelor creeaza esantioane care nu prezintd caracteristici
similare cu esantioanele recoltate de la o singura pacienta. Desi efectele acestei comasari asupra
potentialului de transfer al testarii automatizate cu RCS sunt necunoscute, testarea pre-clinica
suplimentara a testarii automatizate cu RCS nu a indicat potential crescut de rezultate fals-pozitive
din cauza transferului. Aceste evaluari au fost efectuate folosind esantioane de plasmide artificiale cu
concentratii ADN de aproape 5 ori mai mari decat cele observate in mediul clinic.
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O a treia evaluare a transferului a creat esantioane de testare prin adaugarea unui colorant
fluorescent in concentratii reprezentative pentru intervalul dinamic RLU al testului fatd de matricele
de fundal care au aproximat viscozitatea esantioanelor clinice si a reactivilor digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Aceste esantioane de testare au fost apoi procesate folosind 3 instrumente RCS
separate si a fost evaluat potentialul de transfer al fiecareia dintre urmatoarele etape procedurale
cheie ale RCS:

Transfer esantion
Transfer de la o placa la alta
Adaugare sonda

Agitare microplaci

Spalare microplaci

Fluorescenta rezultatéd a fost masurata la o lungime de unda de excitatie de 485 nm si o
lungime de unda de emisie de 535 nm si a fost suficient de sensibila pentru a detecta un
eveniment de transfer de ordinul a 1:20.000, ceea ce ar corespunde unui rezultat fals-pozitiv cu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (adica 1 pg in 20 ng). Rezultatele acestei evaluari nu au
demonstrat niciun eveniment de transfer in timpul oricareia dintre etapele procedurale cheie ale
RCS care ar duce la un rezultat fals-pozitiv al digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Stabilitatea reactivului pe instrument

QIAGEN a evaluat caracteristicile de performanta ale testarii automatizate cu RCS atunci cand
a utilizat reactivi care au ramas pe aparat, pe platforma sistemului, pentru perioade indelungate.
Reactivii cel mai probabil sa fie supusi unei amplasari prelungite pe aparat includ amestecul de
sonda, DR1, DR2 si microplaca de capturare.

Performanta testarii a fost evaluata folosind atéat reactivi proaspat preparati, cat si reactivi care
au fost asati sa stea pe instrumentul RCS la temperatura camerei pentru o perioada de 16 ore
(pentru a simula 2 ture de lucru in laborator). Testarea esantioanelor clinice simulate a fost
efectuata folosind 2 instrumente RCS in fiecare din cele 2 zile de testare cu o matrice de
reactivi definitd (consultati Tabel 55 de mai jos).

Tabel 55. Model de studiu pentru stabilitatea reactivului pe aparat

Instrument RCS Ziua 1 Ziua 2
1 Reactivi vechi Reactivi proaspeti
2 Reactivi proaspeti Reactivi vechi
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O reprezentare grafica a tuturor punctelor de date RLU/CO este prezentata in Figura 3 de mai
jos. Reprezentarea grafica si analiza de regresie pentru reactivi vechi comparativ cu reactivi
proaspeti indicd acordul intre reactivii vechi si cei proaspeti.
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Figura 3. Perspectiva explodata, care compara valorile calibratorului testului cu valorile
substantei de control folosind reactivi vechi si proaspeti.

Examinarea ulterioara a rezultatelor acordului indica faptul ca rezultatele calitative nu s-au
schimbat la folosirea reactivilor vechi (consultati Tabel 56 de mai jos).

Tabel 56. Acordul dintre reactivii proaspeti si cei vechi

Masura statistica Rezultat
Acord total (%) 100,0%
(n/N) (96/96)
1195% 97,97-100,0
Acord pozitiv (%) 100,0%
(n/N) (64/64)

11 95% 97,97-100,0
Acord negativ (%) 100,0%
(n/N) (32/32)
1195% 97,97-100,0
R? 0,9937
Panta 0,97
Intersectie 0,47
Kappa 1,0

Analiza datelor arata ca rezultatele sunt identice statistic pentru reactivii proaspeti si cei vechi,

ceea ce indica faptul ca reactivii sunt suficient de stabili cand sunt amplasati pe instrument

pentru o perioada de pana la 16 ore.
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Simboluri

Simbolurile din tabelul urmator sunt folosite in etichetarea asociata a produselor.

Simbol Definitia simbolului

Contine suficient pentru 96/384 de testari
96/384

LOT Cod lot

IVD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
‘ € Simbol marcat CE-IVD
R E F Numar de catalog

Producator

ﬂ
@)
A
m
o

Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Data de expirare

Limitari de temperatura

Consultati instructiunile de utilizare

g = T

GTIN Numér de comercializare global articol
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Ghid de depanare

Comentarii si sugestii

Modificare incorecta a culorii sau lipsa modificarii culorii observata in timpul denaturarii

a) DNR nu a fost preparat
corect

b) DNR nu a fost adaugat

c) Esantionul contine sange
sau alte materiale care
mascheaza modificarea

culorii

d) pH-ul esantionului poate fi
neobisnuit de acid

Asigurati-va cd DNR contine colorantul indicator si are o

culoare violet inchis.

Asigurati-va ca s-a adaugat DNR la esantion, masurand
volumul esantionului (valoare preconizata 1,5 ml). Daca
volumul indica faptul ca DNR nu a fost adaugat, faceti
adaugarea corectd, amestecati si continuati testarea

daca se observa modificarea corespunzatoare a culorii.

Modificarea exacta descrisa a culorii nu este de asteptat
cu aceste tipuri de esantioane; rezultatele testarii nu

trebuie afectate negativ.

Daca nu se aplica niciuna dintre celelalte cauze,
esantionul poate fi neobisnuit de acid si modificarea
preconizata a culorii nu se va produce. Recoltati un nou
esantion fnainte de aplicarea acidului acetic pe colul
uterin, deoarece pH-ul incorect al esantionului va afecta

negativ rezultatele testarii.

Substantele de control al calitatii genereaza rezultate incorecte

a) Protocol de testare ales
gresit pentru testare

b) Amplasarea inversa a QC1-
LR si QC2-HR

Daca protocolul de testare este incorect pentru testarea
efectuatd, cititi din nou microplaca in termen de 30 de
minute de la adaugarea DR2 folosind protocolul de

testare corect.

Retestati esantioanele.
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Comentarii si sugestii

c)

Amplasarea inversa a HRC
si QC2-HR

Retestati esantioanele.

Modificare incorecta a culorii observata in timpul hibridizarii

a)

Amestecare inadecvata a
amestecului de sonda cu
calibratoarele, substantele
de control al calitatii si/sau
esantioanele denaturate;
sau amestecul de sonda nu
a fost adaugat; sau a fost
adaugat un volum incorect
de reactiv

Esantionul contine séange
sau alte materiale care
mascheaza modificarea

culorii

Esantionul a avut < 1000 pl
ST™M

Agitati microplaca de hibridizare sau suportul pentru
microtuburi care contine microtuburi pentru inca 2
minute. Daca existd microtuburi sau godeuri de
microplaci care inca raman violet, adaugati inca 25 pl de
amestec de sonda corect si amestecati bine. Daca la
adaugarea si reamestecarea amestecului de sonda,
modificarea corespunzatoare a culorii nu are loc si
esantionul nu a continut sange sau alte materiale,
retestati esantionul.

Modificarea exacta descrisa a culorii nu este de asteptat
cu aceste tipuri de esantioane; rezultatele testarii nu
trebuie afectate negativ.

Verificati volumul esantionului original. Volumul trebuie sa
fie 1425 pl £ 20 pl (dupa scoaterea unei parti alicote de
75 ul pentru testare). Daca volumul este < 1425 pl,
esantionul original a continut < 1000 pl STM. Obtineti un

esantion nou.

Testarea nu trece de validarea testului; nu s-a observat niciun semnal la

calibratoarele, la substantele de control al calitatii sau la esantioanele pozitive

a)

Nu s-a adaugat nicio sonda

n diluantul pentru sonda

Sonda contaminata cu

RNaza in timpul prepararii

Preparati amestecul de sonda conform descrierii din
aceste instructiuni de utilizare. Etichetati cu atentie
tuburile.

Utilizati varfuri de pipete cu bariera de aerosoli atunci
cand pipetati sonda si purtati manusi. Preparati
amestecul de sonda intr-un recipient steril. Folositi doar
rezervoare de reactiv curate, noi, de unica folosinta.
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Comentarii gi sugestii

e)

f)

Amestecare inadecvata a
amestecului de sonda

Amestecare inadecvata a
amestecului de sonda Mix

si a esantionului denaturat

Timp sau temperatura
incorect(d) In timpul etapei
de hibridizare

Amestecare inadecvata in

timpul etapei de capturare

Lipsa adaugarii cantitatii
corecte de DR1 sau lipsa
incubarii pe perioada

specificata

Lipsa adaugarii cantitatji
corecte de DR2 sau lipsa
incubarii pe perioada
specificata

Dupa adaugarea sondei in diluantul pentru sonda, se
amesteca foarte bine prin vortexare la vitezd mare timp
de cel putin 5 secunde. Trebuie s& se produca un vortex

vizibil.

Dupa adaugarea amestecului de sonda si a esantionului
n fiecare godeu al microplacii de hibridizare sau microtub
de hibridizare, agitati pe Rotary Shaker | setat la 1100 *
100 rpm timp de 3 + 2 minute. Verificati daca se schimba
culoarea de la violet la galben in fiecare godeu al

microplacii sau in fiecare microtub.

Hibridizati timp de 60 + 5 minute la 65 + 2 °C. Verificati
temperatura Microplate Heater | sau a baii de apa.
Asigurati-va ca Microplate Heater | sau baia de apa este
setat(d) pentru a incalzi esantioanele la temperatura
corecta si este preincalzit(a) timp de 60 de minute inainte
de utilizare. Asigurati-va ca nivelul apei este adecvat
pentru incalzirea esantioanelor la temperatura corecta.

Baile de apa trebuie calibrate periodic.

Agitati pe un Rotary Shaker | timp de 60 + 5 minute la
20-25 °C, conform descrierii din aceste instructiuni de
utilizare. Verificati viteza Rotary Shaker | prin calibrare.

(Consultati Manualul de utilizare Rotary Shaker ).

Pipetati 75 pl DR1 in fiecare godeu al microplacii folosind
o pipeta cu 8 canale. Incubati la 20-25 °C timp de 30-45

de minute.

Pipetati 75 pl DR2 in fiecare godeu al microplacii folosind
o pipeta cu 8 canale. Incubati la 20-25 °C timp de 15-30
de minute.
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Comentarii si sugestii

i) Defectiune a instrumentului
DML sau programare
incorecta

Consultati manualul de utilizare al instrumentului DML
respectiv si manualul de utilizare al software-ului pentru
instructiuni suplimentare sau contactati Serviciile tehnice
QIAGEN.

Valori RLU ridicate in calibratoare, substantele de control al calitatii si/sau esantioane

(2 200 RLU in multe sau in toate godeurile microplacii); testarea poate esua la

validarea testului

a) DNR nu a fost adaugat;
volum incorect de reactiv
adaugat; amestecare
inadecvata a DNR cu
esantioane, calibratoare
sau substante de control al
calitatii

b) Scurgere de lumina in
instrumentul DML,; usa nu
este etansa; sigilati

garnitura din jurul usii

c) Contaminarea DR2 sau a
godeurilor microplacii de
capturare cu DR1 sau
fosfataza alcalina exogena

d) Solutie tampon de spalare
contaminata

e) Automated Plate Washer
contaminat

Asigurati-vd ca pipeta de repetare administreazd cu
exactitate Tnainte de a adauga DNR. Pipetele calibrate
sunt esentiale. Adaugati o jumatate de volum de DNR in
fiecare eprubetd si amestecati bine. Pentru a evita
rezultatele fals-pozitive, asigurati-va ca lichidul spala
toatd suprafata interioara a eprubetei. Calibratoarele,
substantele de control al calitatii si esantioanele trebuie

sa devina violet dupa adaugarea DNR.

Verificati citirea de fundal (masurarea datelor brute) a
instrumentului DML citind o microplaca goala. O citire mai
mare de 50 RLU indica faptul ca exista o scurgere de
lumin&. Consultati manualul de utilizare al instrumentului
DML respectiv pentru instructiuni sau contactati Serviciile
tehnice QIAGEN.

Consultati ,Verificarea contaminarii DR2”, pagina 127.

Consultati ,Verificarea contaminarii aparatului de spalare
si/sau a sursei de apa”, pagina 127.

Consultati ,Verificarea contaminarii aparatului de spalare

si/sau a sursei de apa”, pagina 127.
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Comentarii gi sugestii

f)

Spalarea inadecvata

a godeurilor microplacii
de capturare dupa
incubarea DR1

Contaminarea cu DR1 a

godeurilor microplacii

Stergerea solutiei de
hibridizare pe aceeasi zona
a prosoapelor Kimtowels
sau a prosoapelor
echivalente din hartie cu

continut redus de scame

Prosoape de stergere
incorecte folosite

Spalati bine godeurile microplacii de capturare cu solutie
tampon de spalare de 6 ori, fie prin inundarea godeurilor,
fie folosind Automated Plate Washer. Dupa spalare, in
godeurile microplacii nu trebuie sa fie vizibil lichid roz
rezidual. Consultati Manualul de utilizare Automated
Plate Washer pentru instructiuni privind testarea pentru
contaminare sau defectiuni.

Asigurati-va ca toate suprafetele de lucru sunt curate si

uscate. Aveti grija la utilizarea DR1. Evitati aerosolii.

Nu stergeti din nou pe prosoape Kimtowels sau prosoape
echivalente din hartie cu continut redus de scame folosite
anterior.

Folositi prosoape Kimtowels sau prosoape din hartie

echivalente cu continut redus de scame pentru stergere.

Raporturi PC/NC scazute sau numar mare de esantioane slab pozitive cu rapoarte

< 2,0 (> 20%); este posibil ca testarea sa nu treaca validarea testului

a)

Prepararea esantionului
inadecvat

Adaugati volumul corect de DNR si amestecati bine prin
vortexare. Pentru a evita rezultatele fals-pozitive,
asigurati-va ca lichidul spala toata suprafata interioara a
eprubetei.

Pentru esantioanele PreservCyt, asigurati-va ca ati
finalizat amestecarea si resuspensia adecvate ale

peletului celular inainte de incubarea pentru denaturare.

Trebuie sa se vada o modificare distincta a culorii, de la
incolor la violet inchis. Incubati timp de 45 + 5 minute la
65+ 2 °C.
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Comentarii gi sugestii

f)

Amestec de sonda
amestecat inadecvat sau
amestec de sonda

insuficient adaugat

Volum inadecvat de
amestec de sonda adaugat
in fiecare microtub de
hibridizare sau godeu al

microplacii

Lipsa activitatii DR1

Capturare insuficienta

Spalare necorespunzatoare

Solutie tampon de spalare
contaminata

Preparati amestecul de sonda conform descrierii.
Amestecati bine prin vortexare, asigurdndu-va c& este
produs un vortex vizibil. Amestecul de sonda trebuie
adaugat n tuburi cu o pipeta de dislocuire pozitiva sau o

pipeta multicanal pentru a asigura administrarea precisa.

Asigurati-vd ca pipeta cu 8 canale administreaza cu
exactitate Tnainte de a adauga amestec de sonda.
Adaugati 25 pl de amestec de sonda in fiecare microtub
sau godeu al microplacii care contine calibratoare,
substante de control al calitatii si esantioane denaturate.
Modificarea culorii trebuie sa fie de la violet inchis la
galben dupad addugare si amestecare temeinica.
Esantioanele PreservCyt trebuie sa devina roz in loc de
galben.

Depozitati DR1 la 2-8 °C. A se utiliza inainte de data de

expirare.

Etapa de capturare trebuie realizata folosind un Rotary
Shaker | setat la 1100 +100 rpm. Validati viteza

agitatorului prin calibrare.

Spalati bine godeurile microplacii cu solutie tampon de
spalare de 6 ori, fie prin inundarea godeurilor, fie folosind

Automated Plate Washer.

Consultati ,Verificarea contaminarii aparatului de spalare
si/sau a sursei de apa”, pagina 127.
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Comentarii gi sugestii

Serie de esantioane pozitive cu valori RLU aproximativ identice

a) Contaminarea godeurilor
microplacii de capturare in

timpul testarii

b) Contaminare cu DR2

c) Defectiune la Automated
Plate Washer

CV-uri mari intre replicate

a) Pipetare inexacta

b) Amestecare insuficienta

c) Transfer incomplet de lichid
din microtuburile de
hibridizare sau godeurile
microplacii de hibridizare
pentru capturarea
godeurilor microplacii

Acoperiti microplaca de capturare in timpul tuturor
incubarilor. Evitati expunerea eprubetelor la
contaminarea cu aerosoli in timpul efectuarii testului.

Purtati manusi fara pudra in timpul manipularilor.

Asigurati-va ca nu contaminati stocul atunci cand pipetati
DR2 1in godeurile microplacii de capturare. Evitati
contaminarea DR2 cu aerosoli proveniti de la DR1 sau

din praful din laborator etc.

Consultati ,Verificarea contaminarii aparatului de spalare
si/fsau a sursei de apa”, pagina 127 sau consultati
Manualul de utilizare Automated Plate Washer pentru
instructiuni privind testarea pentru contaminare sau

defectiuni.

Verificati pipeta pentru a va asigura ca sunt administrate

volume reproductibile. Calibrati cu regularitate pipetele.

Amestecati bine in toate etapele. Vortexati inainte si
dupa incubarea pentru denaturare si dupa ad&ugarea
amestecului de sonda. Asigurati-va ca este produs un

vortex vizibil.

Asigurati-vd ca& in timpul etapei de transfer de la
microplaca de hibridizare sau microtuburile de hibridizare
in godeurile microplacii de capturare sunt transferate

volume reproductibile.
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Comentarii gi sugestii

d) Conditii inadecvate de

spalare

e) Contaminarea cu DR1 a

godeurilor microplacii

Spalati bine godeurile microplacii cu solutie tampon de
spalare de 6 ori, fie prin inundarea godeurilor, fie folosind
Automated Plate Washer.

Asigurati-va ca toate suprafetele de lucru sunt curate si

uscate. Aveti grija la utilizarea DR1. Evitati aerosolii.

Rezultate fals-pozitive obtinute din esantioane negative cunoscute

a) DR2 contaminat

b) Contaminarea cu DR1 a
godeurilor microplacii

c) Stergerea pe aceeasi zona
a prosoapelor Kimtowels
sau a prosoapelor
echivalente din hartie cu
continut redus de scame in

mai multe randuri

Asigurati-va ca nu veti contamina incrucisat esantioanele
pe masurd ce divizati in parti alicote DR2 fintre
esantioane. Daca utilizati doar o parte dintr-un kit, divizati
in parti alicote volumul necesar pentru testarea
respectiva intr-un rezervor cu reactiv curat de unica

folosinta Tnainte de umplerea pipetei.

Spalati bine godeurile microplacii cu solutie tampon de
spalare de 6 ori, fie prin inundarea godeurilor, fie folosind
Automated Plate Washer. Dupa spalare, in godeurile

microplacii nu trebuie sa fie vizibil lichid roz rezidual.

Nu stergeti pe zona care a fost utilizatd anterior.
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Comentarii gi sugestii

d) Prepararea esantionului
inadecvat

e) Conditi inadecvate de
spalare

f)  Contaminarea varfului de
pipeta cu material
nedenaturat in timpul
transferului esantionului
denaturat in microtubul de
hibridizare sau in godeul

microplacii de hibridizare

Adaugati volumul corect de DNR si amestecati bine prin
vortexare. Pentru a evita rezultatele fals-pozitive,
asigurati-va ca lichidul spala toata suprafata interioara a

eprubetei.

Pentru prepararea manuala a esantioanelor PreservCyt,
asigurati-va ca ati finalizat amestecarea si resuspensia
adecvate ale peletului celular inainte de incubarea pentru
denaturare. Consultati instructiunile de utilizare digene

HC2 Sample Conversion Kit.

Trebuie sa se vada o modificare distincta a culorii, de la
incolor la violet inchis. Incubati timp de 45 + 5 minute la
65 + 2 °C. Pentru prepararea manuala a esantioanelor
SurePath, asigurati-va ca esantioanele sunt incubate
timp de 90 £ 5 minute la 65 + 2 °C.

Spalati bine godeurile microplacii cu solutie tampon de
spalare de 6 ori, fie prin inundarea godeurilor, fie folosind

Automated Plate Washer.

Etapa de denaturare a procedurii de procesare a
esantionului trebuie efectuatd conform indicatiilor din
aceste instructiuni de utilizare. Vortexarea inadecvata a
esantioanelor, rasturnarea eprubetei si agitarea pot duce
la denaturarea incompletda a hibrizilor ARN-ADN
nespecifici endogeni fatd de esantioanele cervicale.
Pentru esantioanele PreservCyt sau SurePath in special,
acesti hibrizi sunt probabil prezenti pe peretii interiori ai
eprubetei de denaturare a esantionului. Pentru a preveni
transferul acestui material celular nedenaturat, varful de
pipeta nu trebuie sa atinga partile laterale ale eprubetei
de denaturare a esantionului in timpul transferului
esantionului denaturat in microtubul de hibridizare sau n
godeul microplacii de hibridizare.
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Comentarii gi sugestii

Valori crescute ale NC RLU (> 200 RLU); restul testarii se deruleaza conform asteptarilor

a) DR2afostincubatla o Rulati din nou testarea si asigurati-vd ca etapele de
temperatura mai mare de capturare si detectie sunt incubate la 20-25 °C.
20-25 °C

b) DR2 a fost incubat o Cititi microplaca dupa 15 minute de incubare (si nu mai
perioada mai mare de 30 de  tarziu de 30 de minute de incubare) la 20-25 °C.
minute

c) DR2 sau solutiatamponde  Consultati ,Verificarea contaminarii DR2”, pagina 127 sau
spalare a fost contaminat(d) ,Verificarea contaminrii aparatului de spalare si/sau a
cu fosfataza alcalina sau sursei de apa”, pagina 127.
DR1

Testarea nu trece de validarea testului; valoare PCXINCX crescuta

Amplasarea inversa a HRC  Retestati esantioanele. Cititi cu atentie etichetele de pe
si QC2 HR flacoanele de calibrator si substantad de control al calitatii

pentru a preveni inversarea amplasarii acestor reactivi.
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Verificarea contaminarii DR2

1. Pipetati 75 pl din flaconul divizat in parti alicote, rezidual sau original de DR2 intr-un godeu
gol al microplacii de capturare.

Nota: Testarea DR2 in replicate de 3 ofera o evaluare optima a performantei.
2. Incubati la 20-25 °C timp de 15 minute. Evitati lumina directa a soarelui.
3. Masurati microplaca folosind un instrument DML.

Substanta de control DR2 trebuie sa fie < 50 RLU.

Daca valorile DR2 sunt < 50 RLU, DR2 poate fi utilizat pentru a repeta testarea.

Daca este contaminat (> 50 RLU), obtineti un kit nou si repetati testarea.

Verificarea contaminarii aparatului de spalare si/sau a sursei de apa

1. Etichetati godeurile 1-4. Pipetati 75 pl de DR2 in 4 godeuri separate ale microplacii de

capturare.
Godeul 1 serveste ca substanta de control DR2.
2. Pipetati 10 pl de solutie tampon de spalare din flaconul de spalare in godeul 2 al microplacii.
3. Lasati solutia tampon de spalare sa curga prin tubulatura de spalare. Pipetati 10 pl de
solutie tampon de spalare din tubulatura in godeul 3 al microplacii.
4. Obtineti o parte alicota din apa folosita pentru prepararea solutiei tampon de spalare.
Pipetati 10 pl de apa in godeul 4 al micropl&cii.
5. Incubati la 20-25 °C timp de 15 minute. Evitati lumina directa a soarelui.
6. Masurati microplaca folosind un instrument DML.
Substanta de control DR2 (godeul 1) trebuie sa fie < 50 RLU.
Comparati RLU din godeurile 2, 3 si 4 cu RLU al substantei de control DR2. RLU individual

pentru godeurile 2, 3 si 4 nu trebuie sa depaseasca 50 RLU din RLU al substantei de
control DR2.

Valorile care depasesc 50 RLU ale substantei de control DR2 indicé contaminarea.

Consultati ,Metoda de spalare manualad”, pagina 54 pentru instructiuni cu privire la curatarea

si intretinerea aparatului de spalare.
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Verificarea contaminarii Automated Plate Washer

1. Etichetati godeurile 1-5. Pipetati 75 pl de DR2 in 5 godeuri separate ale microplacii de
capturare.
Godeul 1 serveste ca substanta de control DR2.

2. Pipetati 10 pl de solutie tampon de spalare din flaconul de spalare al Plate Washer in godeul
2 al microplacii.

3. Pipetati 10 pl de lichid de clatire din flaconul de clétire al Plate Washer in godeul 3 al
microplacii.

4. Apasati butonul Prime (Amorsare) de pe tastatura Plate Washer, l1asand solutia tampon de
spalare sa curga prin conducte. Pipetati 10 pl de solutie tampon de spalare din

compartiment in godeul 4 al microplacii.

5. Apasati butonul Rinse (Clatire) de pe tastatura Plate Washer, Iasand lichidul de clatire sa
curga prin conducte. Pipetati 10 yl de solutie tampon de spalare din compartiment Th godeul
5 al microplacii.

6. Acoperiti si incubati 15 minute la 20-25 °C. Evitati lumina directa a soarelui.

7. Masurati microplaca folosind un instrument DML.
Substanta de control DR2 (godeul 1) trebuie sa fie < 50 RLU.
Comparati RLU din godeurile 2, 3, 4 si 5 cu RLU al substantei de control DR2. RLU

individual pentru godeurile 2, 3, 4 si 5 nu trebuie sa depaseasca 50 RLU din RLU al

substantei de control DR2.

Valorile care depasesc 50 RLU ale substantei de control DR2 indica contaminarea Plate
Washer.

Consultati Manualul de utilizare Automated Plate Washer pentru procedura de
decontaminare.
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Date de contact

Folositi fisa de informatii de contact QIAGEN furnizaté n kitul de testare pentru a contacta
reprezentanta locald QIAGEN.
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Modificari semnificative

Modificarile semnificative Tn aceasta revizuire a acestor instructiuni de utilizare digene HC2
High-Risk HPV DNA Test sunt sintetizate in tabelul de mai jos:

Sectiune Pagina Modificare/Modificari
Avertizari si precautii 20 Informatii noi GHS
Biopsii cervicale 26 Biopsii de pana la 5 mm
Marci comerciale 132 Brevete eliminate
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Aceasta pagina a fost lasata necompletata in mod intentionat
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Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®; digene®, Hybrid Capture®, QlAsymphony®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection);
CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG); Kimtowels®
(Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.); pPGEM® (Promega Corp); PrepMate®, PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company);
PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR International, Inc.).

Denumirile inregistrate, marcile comerciale etc. utilizate in documentul de fata, chiar daca nu sunt marcate in mod specific, sunt protejate prin lege.

Acord de licenta limitata pentru digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul prospect si doar impreuna cu componentele incluse in trus&. QIAGEN nu acorda nicio licenta pentru niciuna
dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporérii componentelor incluse in aceasta trusa cu orice componenta care nu este inclusa in aceasta trusa, daca nu este precizat astfel in protocoalele
furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si acest prospect.

2. n afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forma ca acest kit si/sau utilizarea (utilizérile) acestuia nu incalca drepturile tertilor.
3. Aceasta trusa si componentele sale sunt licentiate pentru o singuré utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute, in afara cazului unei prevederi speciale QIAGEN.
4. QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

5. Cumpératorul si utilizatorul kitului acceptéa sa nu ia masuri si sa nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre faptele interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune
in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va recupera toate costurile anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui
Acord de licenta limitata sau a oricaruia dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de kit si/sau componentele acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.qiagen.com.

© 2012-2018 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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