Prueba de ADN del VPH de alto riesgo
«digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test»

Un ensayo de hibridacién de écidos nucleicos in vifro con amplificacién de sefiales usando
quimioluminiscencia de microplacas para la deteccién cualitativa del virus del papiloma humano
(VPH) tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 en especimenes cervicales.

Para su uso con:

Dispositivo de recolecciéon de ADN «digene® HC2 DNA Collection Device»
Medio de transporte de especimenes «digene® Specimen Transport Medium»
Solucién «HOLOGIC PreservCyt® Solution»

CAMBIOS CLAVES DE LA REVISION DEL PROSPECTO ANTERIOR
1. Informacién del fabricante y fijacién de marca del producto actualizados.

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

iIMPORTANTE!

Cuando use el sistema «Rapid Capture® System», remitase a la guia de usuario del sistema Rapid
Capture para la preparacién de los reactivos de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
«digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test>> para los kits de 1 placa 6 4 placas, como sea
apropiado.

REF 5199-1220 (1-plate kit)
5199-00016 (4-plate kit
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NOMBRE Y USO INDICADO

La prueba de ADN del VPH de alto riesgo «digene® HC2 High-Risk HPV DNA Test», que usa la tecnologia
Hybrid Capture® 2 (HC2), es un ensayo de hibridacidon de acidos nucleicos in vitro con amplificacion de
sefiales que usa quimioluminiscencia de microplacas para la deteccidn cualitativa de trece tipos de alto riesgo
del ADN del virus del papiloma humano (VPH) en especimenes cervicales. Los tipos de VPH detectados por
el ensayo son los tipos de VPH de alto riesgo 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. La prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2 no puede determinar el tipo de VPH especifico presente.

Precaucion: la ley federal restringe este dispositivo para su venta por o por la orden de un médico.

Los especimenes cervicales que pueden probarse con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
incluyen los siguientes:

e Especimenes recolectados con el dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2

e Biopsias recolectadas en medio de transporte de especimenes digene (STM, por su abreviatura en
inglés)

e Especimenes recolectados usando un dispositivo de recoleccién de tipo escoba y colocados en
solucion HOLOGIC Preseeryt® (remitase a las instrucciones de uso del kit de conversién de
muestras «digene HC2 Sample Conversion Kit» para detalles completos).

Se indica el uso de esta prueba:

1. Para tamizar pacientes con resultados de Papanicolaou de ASC-US (células escamosas atipicas de
significancia indeterminada) para determinar la necesidad de referencia a colposcopia. No se indican
los resultados de esta prueba para prevenir a las mujeres de proceder a colposcopia.

2. En mujeres de 30 afios de edad y mayores, puede usarse la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2 con Papanicolaou para tamizar adyuvantemente para valorar la presencia o ausencia de
tipos de VPH de alto riesgo. Puede usarse esta informacion, junto con la valoracién del médico de la
historia de citologia, otros factores de riesgo y lineamientos profesionales, para guiar el control de las
pacientes.

ALERTA

e La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 no esta indicada para su uso como un
dispositivo de tamizaje para mujeres normales con Papanicolaou menores a 30 afios de edad y no
esta indicada para sustituir el tamizaje de Papanicolaou regular.

e Hay insuficiente evidencia para indicar si un resultado de Papanicolaou WNI unico con resultado de
VPH de alto riesgo negativo concurrente confiere el riesgo bajo similar a resultados de Papanicolaou
de WNL técnicamente adecuados y consecutivos anuales.

e La deteccion del VPH usando la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 no diferencia los
tipos de VPH o la infeccidon con mas de un tipo y no puede evaluar la persistencia de ningun tipo.

e No se ha evaluado el uso de esta prueba para el control de mujeres con anormalidades citoldgicas o
histologicas previas, histerectomia, que son postmenopausicas, o que tienen otros factores de riesgo
(Vg., VIH+, inmunocomprometidos, exposicion a DES, historia de STI).

La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 esta disefiada para aumentar los métodos existentes
para la deteccidén de enfermedad cervical y debera usarse en conjunciéon con informacion clinica derivada de
otras pruebas de diagnéstico y de tamizaje, examenes fisicos e historia médica completa de conformidad con
los procedimientos de control de pacientes apropiados.

No deberan usarse los resultados de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 como la Unica
base para valoracion clinica y tratamiento de pacientes.

Otro kit de VPH QIAGEN, la prueba de ADN del VPH «digene HC2 HPV DNA Test» (REF 5198-1220), la cual
detecta tanto algunos tipos de VPH de alto riesgo como de bajo riesgo, no debera usarse como un adyuvante
para el tamizaje porque no se asocian los tipos de bajo riesgo al riesgo de cancer cervical. Solamente debera
usarse la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 como un adyuvante para el tamizaje.

Para las muestras de produccién de muestras de alto volumen, puede realizarse la prueba de ADN del VPH
de alto riesgo digene HC2 [REF 5199-1220 (kit de una placa)] usando la aplicacién del instrumental del
sistema Rapid Capture® (RCS, por su abreviatura en inglés). La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2 [REF 5199-00016 (kit de cuatro placas)] es para su uso con pruebas de alto volumen en el sistema Rapid
Capture y no puede usarse para pruebas manuales.

No se incluye una prueba Papanicolaou y los materiales de pruebas asociados en el kit de prueba y
debe obtenerse de forma separada.



RESUMEN Y EXPLICACION

En mujeres, los virus del papiloma humano VPH pueden infectar la cérvix, vagina, vulva, uretra o el area
alrededor del ano. Se han identificado mas de 70 tipos de VPH y se clasifican generalmente como alto riesgo
o bajo riesgo dependiendo de su asociacién conocida o falta de asociacion con el cancer y su lesion
precursora, neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (NIC 2-3). Se asocia la presencia de ciertos tipos de
VPH en el tracto genital femenino con varias enfermedades, incluyendo condiloma, papulosis bowenoide,
neoplasia intraepitelial cervical, vaginal y de vulva y cancer. "2 g5e acepta generalmente que se transmiten
sexualmente de manera predominante estos virus y que los tibpos de VPH de alto riesgo son un factor de
riesgo reconocido mayor para el desarrollo de cancer cervical. %8 pyede asociarse la infeccion de la cérvix con
tipos de VPH de alto riesgo a cambios citolégicos e histolégicos que son detectados por el tamizaje de
Papanicolaou, colposcopia o biopsia. Sin embargo, no se comprende completamente la historia natural de
cémo la infeccidon por VPH progresa a cancer. Se han asociado los tipos de VPH 6 y 11 de bajo riesgo con la
presencia de verrugas genitales, o condilomas, pero se han ligado infrecuentemente con cambios cervicales
precancerosos o cancerosos. Hay muchos otros tipos de VPH de bajo riesgo que no se asocian a verrugas
genitales o cancer cervical. 78

Los virus del papiloma humano se componen de una particula viral icosaedral (viridn) que contiene una
molécula de ADN circular de doble cadena base 8000 rodeada de una capside proteica. Después de la
infeccion de células epiteliales, el ADN viral se establece a través de todo el grosor del epitelio, pero se
encuentran viriones intactos solamente en las capas superiores del tejido. Asi, puede encontrarse el ADN viral
ya sea en viriones o como secuencias de VPH episomales o integradas, dependiendo del tipo y grado de
lesion.

A la fecha, no puede cultivarse el VPH in vitro y las pruebas inmunolégicas son inadecuadas para determinar
la presencia de infecciéon por VPH cervical. Puede obtenerse la evidencia indirecta de infeccion por VPH
anogenital a través de examen fisico y por la presencia de cambios celulares caracteristicos asociados a la
replicacién viral en prueba de Papanicolaou o especimenes de biopsias. De manera alternativa, las biopsias
pueden ser analizadas por hibridacion de acidos nucleicos para detectar directamente la presencia de ADN de
VPH.

Historicamente, se han considerado los VPH 16 y 18 como tipos de VPH asociados de cancer de alto riesgo. 2
910 5S¢ ha demostrado que los tipos de VPH 31, 33 y 35 tienen una asociacion intermedia al cancer. 2" Esta
asociacion intermedia se debe al hecho de que estos tipos se detectan mas frecuentemente en NIC 2-3 que
en canceres. Por lo tanto, los canceres asociados a la presencia de estos tipos son menos comunes que los
canceres que se asocian a los tipos de ADN de VPH de alto riesgo 16 y 18.2. '2 Estos cinco tipos de VPH
conjuntamente representan alrededor del 80% de canceres cervicales. 2131 se han identificado tipos
adicionales de ADN de VPH de riesgos alto e intermedio, incluyendo I‘f)zsotipos 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68,

como los VPH principales detectables en los canceres remanentes. 2

La infeccion por VPH es comun en adultos que han tenido mas de una pareja sexual (0 una sola pareja que
ha tenido multiples parejas) y puede persistir por afios sin sintomas. La infeccién con algunos tipos de VPH es
un factor importante de riesgo de cancer cervical; sin embargo, la mayoria de las mujeres con infeccién por
VPH no desarrolla cancer cervical o NIC 2-3 y las infecciones se revierten. La mayoria de las infecciones
causa cambios citoldgicos leves que se resuelve. Se ha demostrado que el ADN del VPH esta presente en
aproximadamente el 10% de las mujeres con epitelio cervical normal, pero la prevalencia real en grupos
especificos de mujeres es influida fuertemente por la edad y otras variables demograficas. > '* 2! Estudios
prospectivos (edad 16-60 afios) han demostrado que el 15-28% de las mujeres ADN de VPH positivas
desarrollé lesiones intraepiteliales escamosas (SIL, por su abreviatura en inglés) sugestivas de NIC 1-3 6
cancer dentro de 2 afios en comparacion con solamente el 1-3% de mujeres ADN de VPH negativas. 422,28
En particular, fue mayor el riesgo de progresion para los tipos de VPH 16 y 18 (aproximadamente el 40%) que
para otros tipos de VPH. 4.6.10.23.24)) 4 mayoria de las SIL fue de grado bajo.

Muy pocas mujeres ADN de VPH positivas desarrollan SIL de alto grado citolégicas (HSIL, por su abreviatura
en inglés) indicando NIC 2-3 subyacente o cancer. *° El riesgo absoluto de desarrollar una anormalidad
citologica del incidente después de una infeccién por VPH con los tipos detectados por la prueba de ADN del
VPH de glto riesgo digene HC2 no se ha descrito adecuadamente y se sabe que varia en poblaciones
distintas.

Aunque la literatura cientifica actual sugiere que la infeccion persistente con VPH de alto riesgo es el factor de
riesgo principal para el desarrollo de neoplasia cervical de alto grado y cancer 24,5.10.24,2631 14 persistencia
aparente puede representar una infeccidon continua con un tipo unico de VPH, con mudltiples tipos de VPH, o



reinfeccion. No obstante, parece que las mujeres que son repetidamente Papanicolaou negativas y VPH de
3a2It(3)3 riesgo negativos se encuentran bajo riesgo de tener o desarrollar lesiones precancerosas cervicales. 5 24,

Un resultado negativo de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con un resultado de
Papanicolaou normal concurrente implica un riesgo bajo en un punto en el tiempo Unico para el desarrollo de
neoplasia cervical y es, por lo tanto, clinicamente significativo para valorar el riesgo; no obstante, hay datos
insuficientes para establecer un periodo definitivo durante el cual, este riesgo mas bajo es clinicamente
relevante.



PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2, que usa la tecnologia Hybrid Capture 2, es un ensayo
de hibridacion de acidos nucleicos con amplificacion de sefiales que utiliza la deteccién de
quimioluminiscencia de microplacas. Los especimenes que contienen el ADN blanco se hibridan con un cdctel
de sondas de ARN del VPH especifico. Se capturan los hibridos ARN:ADN resultantes en la superficie de un
micropozo cubierta con anticuerpos especificos para los hibridos ARN:ADN. Se reaccionan entonces los
hibridos inmovilizados con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina especificos para los hibridos
ARN:ADN vy detectados con un sustrato quimioluminiscente. Se conjugan varias moléculas de fosfatasa
alcalina a cada anticuerpo. Se unen los multiples anticuerpos conjugados a cada hibrido capturado, dando
como resultado una amplificacion de sefiales sustancial. Conforme el sustrato es segmentado por la fosfatasa
alcalina unida, se emite luz que se mide como unidades relativas de luz (URL) en un luminémetro. La
intensidad de la luz emitida denota la presencia o ausencia de ADN blanco en el espécimen.

Una medicion de URL igual o mayor al valor de corte (CO, por su abreviatura en inglés) indica la presencia de
secuencias de ADN de VPH de alto riesgo en el espécimen. Una medicién de URL menor al valor de corte
indica la ausencia de las secuencias especificas de ADN de VPH de alto riesgo probadas o niveles de ADN
del VPH por debajo del limite de deteccién del ensayo.



PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO PROPORCIONADO

REF 5199-1220
(kit de 1 placa)

REF 5199-00016
(kit de 4 placas)

Numero de pruebas

96 pruebas en un kit. Variara el
numero de resultados de la
paciente, dependiendo del
numero de usos por Kkit:

1 uso = resultados de 88
pacientes

2 usos = resultados de 80
pacientes

3 usos = resultados de 72
pacientes

4 usos = resultados de 64
pacientes

384 pruebas en un kit.
Este kit esta disefiado
para el uso en alto
volumen del sistema
Rapid Capture
solamente y debe
consumirse en < 2
corridas del sistema
Rapid Capture para
obtener las 384
pruebas completas.

Colorante indicador
Contiene azida de sodio al 0.05% (w/v).

1x0.35mL

1x2.0mL

Reactivo de desnaturalizaciéon*
Diluya la solucion de hidréxido de sodio
(NaOH).

1 x50 mL

2 x 100 mL

Diluente de la sonda*
Soluciéon amortiguada con azida de sodio al
0.05% (w/v).

1x5mL

1x20mL

Sonda de VPH de alto riesgo

Coctel de sondas de ARN
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 de
VPH en solucién amortiguada (tapa roja).

1x200 pL

3 x 200 pL

Control de calidad del VPH de bajo riesgo*
5 pg/mL (500 000 copias/mL) de ADN de VPH
6 clonado y ADN acarreador en STM con
azida de sodio al 0.05% (w/v). El control de
calidad del VPH de bajo riesgo funciona como
un calibrador negativo adicional en este
ensayo.

1x1mL

1x1mL

Control de calidad del VPH de alto riesgo*
5 pg/mL (500 000 copias/mL) de ADN de VPH
16 clonado y ADN acarreador en STM con
azida de sodio al 0.05% (w/v).

1x1mL

1x1mL

Calibrador negativo*
ADN acarreador en STM con azida de sodio
al 0.05% (w/v).

1x2mL

1x2mL

Calibrador de VPH de alto riesgo*

1 pg/mL de ADN de VPH 16 clonado y ADN
acarreador en STM con azida de sodio al
0.05% (w/v).

1x1mL

1x2mL

Microplaca de captura
Cubierta con anticuerpos hibridos anti-
ARN:ADN policlonales cabrios.

1 cada una

4 cada una

Reactivo de deteccion 1

Anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina
a hibridos ARN:ADN en solucién amortiguada
con azida de sodio al 0.05% (w/v).

1x12mL

1 x40 mL

Reactivo de detecciéon 2
CDP-Star® con Emerald Il (sustrato
quimioluminiscente).

1x12mL

1 x40 mL

Concentrado de solucién amortiguadora
de lavado*
Contiene azida de sodio al 1.5% (w/v).

1x100 mL

2 x 100 mL

*Véase la seccion Alertas y precauciones de este inserto para informacion de salud e inocuidad.




MATERIALES REQUERIDOS MAS NO SUMINISTRADOS

Equipo y accesorios de diagnéstico in vitro del sistema Hybrid Capture A

Sistema digene Hybrid Capture 2 («sistema digene HC2»), consistente en un lumindmetro aprobado por
QIAGEN («luminémetro»), computadora personal y periféricos de la computadora aprobados por
QIAGEN (monitor, teclado, raton, impresora y cable de impresora), software del sistema digene HC2
(«software de analisis del ensayo digene»), protocolos del ensayo del sistema digene HC2 para VPH,
software para placas LumiCheck y guia del usuario del sistema digene Hybrid Capture 2; o el equipo
listado anteriormente con el software cualitativo digene version 1.3 6 anterior («software de analisis del
ensayo digene») y el manual de usuario del software cualitativo digene

Agitador giratorio | del sistema Hybrid Capture

Calentador de microplacas | del sistema Hybrid Capture

Lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture

Tubo de especimenes multiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2

Gradilla de conversién y tapa de gradilla (se requiere cuando se usa el sistema Rapid Capture con la prueba
de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 y los especimenes PreservCyt)

Gradilla de especimenes y tapa de gradilla digene (se requiere cuando se usa el sistema Rapid Capture con la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 y los especimenes digene HC2 recolectados con el
dispositivo de recoleccién de ADN digene HC2)

Dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2

Dosificador del sellador de tubos y dispositivo de corte (usados con el MST Vortexer 2)

Sistema Rapid Capture - opcional para pruebas de produccion de muestras de alto volumen con la prueba de
ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 [REF 5199-1220 (kit de 1 placa)] requerida para su uso con la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 [REF 5199-00016 (kit de 4 placas)] B

Aparato de lavado

Microplacas de hibridacion

Tapas de microplacas

Tiras de microplacas vacias (disponibles de Costar, modelo #2581); opcionales para su uso con el lavador de

placas automatizado

Puntas de pipetas extralargas para la remocion de espécimen

Tubos de recoleccion de especimenes

Gradilla de tubos de recoleccion de especimenes

Gradilla de tubos de especimenes

Tapa roscas de tubos de recoleccion de especimenes

Reservorios de reactivos desechables

Pelicula selladora de tubos DuraSeal®

Microtubos de hibridacion ©

Gradillas de microtubos ©

Selladores de placas c

Equipo y accesorios de uso de laboratorio general (sistema manual)

Bafio maria a 65 + 2° C de suficiente tamafio para soportar ya sea una gradilla MST Vortexer 2 (36 x 21 x 9
cm) o dos gradillas de especimenes (cada uno de 31.7 x 15.2 x 6.4 cm)

Microcentrifuga (opcional para centrifugar viales de sonda para obtener un volumen maximo de sonda)

Mezcladora de vortice con accesorio de copa

Micropipeta de un solo canal; configuraciones variables para volimenes de 20-200 pL

Pipeta de desplazamiento positivo repetida, como la pipeta Eppendorf® Repeater® o equivalente

Pipeta de 8 canales: configuraciones variables para volumenes de 25-200 uL

Temporizador

Solucién de hipoclorito de sodio, concentracion final del 0.5%

Parafilm® o equivalente

Puntas de pipetas de barrera de aerosol desechables para pipeta de un solo canal (20 a 200 yL)

Puntas desechables para pipeta Eppendorf Repeater (25 y 500 uL)

Puntas desechables para pipeta de 8 canales (25 a 200 L)

Toallas Kimtowels® o toallas de papel con poca pelusa equivalentes

Protector contra picos de tensién eléctrica

Cubierta para mesa de trabajo desechable

Guantes libres de polvo

Tapa a presion de 5 mL y/6 15 mL, tubos de polipropileno de fondo redondo (para dilucién de la sonda)

Pipeta serolégica desechable o pipeta de un solo canal y puntas capaces de volumen de 1000 pL (para el
diluente de sonda y procesamiento de especimenes de la solucién PreservCyt)



Equipo y accesorios de procesamiento de especimenes de la solucién PreservCyt

Kit de conversién de muestras digene HC2 A (para el procesamiento de especimenes de la solucion

PreservCyt)

Centrifuga de cubetas oscilantes capaces de alcanzar 2900 + 150 x g y soportar tubos de centrifuga de
polipropileno cénicas de 10 mL 6 15 mL

Tubos conicos de 10 mL Sarstedt® con tapas (REF 62 9924-283) 6 VWR o tubos de centrifuga de
polipropileno de fondo cénico de 15 mL marca Corning con tapas (para su uso con el procedimiento
Vortexer 2 de tubos para especimenes multiples)

Puntas desechables para pipeta Eppendorf Repeater (50 y 100 uL)

A Solamente estan disponibles de QIAGEN equipo y accesorios validados con las pruebas de ADN del VPH «digene HC2
HPV DNA Tests».

B Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para las instrucciones especificas para el uso de ese sistema
para pruebas de produccién de muestras de alto volumen con este ensayo.
Se usan estos articulos para el método de bafio maria solamente y no se requieren cuando se usa el método de
hibridacién de calentador de microplacas I.



ALERTAS Y PRECAUCIONES

Para uso de diagnéstico in vitro.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

bl N

MANEJE TODOS LOS ESPECIMENES DEL ENSAYO Y LOS MATERIALES DISPENSADOS COMO SI
FUESEN CAPACES DE TRANSMITIR AGENTES INFECCIOSOS. Deberan manejarse los especimenes
de las pacientes en el nivel BSL 2 como es recomendado para cualquier suero humano o espécimen
sanguineo potencialmente infeccioso en el manual CDC-NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories, 32 edicion, 1993, pp. 10 — 13 y el lineamiento M29-A aprobado por Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio/NCCLS, Protection of Laboratory Workers from Instrument Biohazards and
Infectious Disease Transmitted by Blood, Body Fluids, and Tissue.

No pipetee por la boca.

No fume, coma o tome en areas donde se manejen reactivos o especimenes.

Use guantes libres de polvo desechables mientras maneje reactivos o especimenes. Lavese las manos
completamente después de realizar la prueba.

Deberan eliminarse todos los materiales usados en este ensayo, incluyendo los reactivos y especimenes,
de una manera que inactiven los agentes infecciosos de conformidad con la normatividad nacional y local.
Residuos soélidos: autoclave.

Residuos liquidos: agregue hipoclorito de sodio a una concentracion final del 0.5% (dilucion 1:10 de
blanqueador doméstico). Deja 30 minutos para su descontaminacion antes de su eliminacion. h
DERRAMES: limpie y desinfecte todos los derrames de los especimenes usando un desinfectante
tuberculocidal, como hipoclorito de sodio al 0.5%, u otro desinfectante idéneo. Deberan neutralizarse y
secarse con trapo los derrames que contengan base y posteriormente deberan limpiarse las areas de
derrame con una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%.

Debera cubrirse el area limpiada con material absorbente, saturado con una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5% y dejarse reposar durante por lo menos 10 minutos. Puede usarse una cubierta o bandeja
de vidrio o de plastico para reducir la exposicion a los humos.

Trate todos los materiales de limpieza como residuo nocivo y eliminelos de conformidad con la
normatividad nacional y local.

PRUEBAS AUTOMATIZADAS POR RCS

Remitase al Manual de usuario del sistema Rapid Capture para alertas y precauciones adicionales especificas
para el uso de ese sistema para las pruebas de produccion de muestras de alto volumen.

DECLARACIONES DE SEGURIDAD Y RIESGOS PARA LOS COMPONENTES

Se aplican las siguientes frases de riesgos y de seguridad a los componentes del kit de la prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2:

Concentrado de solucion amortiguadora de lavado

efectos de larga duracion. Evite su liberacion al medioambiente. Disponga el

@ Contiene: azida de sodio. jAlerta! Dafiina si se ingiere. Dafina para la vida acuatica con

contenido/contenedor a una planta de disposicion de residuos aprobada.

Reactivo de desnaturalizaciéon

‘e Contiene: hidroxido de sodio. jPeligro! Causa quemaduras cutaneas y dafios a los ojos

severos. Puede ser corrosivo a los metales. Disponga el contenido/contenedor a una planta
de disposicion de residuos aprobada. SI ESTA EN LOS OJOS: enjuague precautoriamente
con agua por varios minutos. Quitese las lentes de contacto, si estan presentes y es facil de
hacerlo. Contintie enjuagando. SI ESTA EN LA PIEL (o cabello): quitese inmediatamente
toda la ropa contaminada. Enjuaguese la piel con agua/en regadera. Llame inmediatamente
a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o doctor/médico. Almacénela con seguro. Use guantes
protectores/ropa protectora/proteccion para ojos/proteccion para el rostro.



Diluente de la sonda

los ojos severos. Disponga el contenido/contenedor a una planta de disposicién de residuos
aprobada. SI ESTA EN LOS OJOS: enjuague precautoriamente con agua por varios
minutos. Quitese las lentes de contacto, si estan presentes y es facil de hacerlo. Contintie
enjuagando. SI ESTA EN LA PIEL (o cabello): quitese inmediatamente toda la ropa
contaminada. Enjudguese la piel con agua/en regadera. Llame inmediatamente a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA o doctor/médico. Almacénela con seguro. Use guantes
protectores/ropa protectora/proteccion para los ojos/proteccion para el rostro.

‘e Contiene: acido acético; acido poliacrilico. jPeligro! Causa quemaduras cutaneas y dafios a

Calibrador de VPH de alto riesgo
jAlerta! Causa irritacion leve de la piel. Si ocurre irritacion de la piel: obtenga atencién/consulta médica.

Control de calidad del VPH de alto riesgo
jAlerta! Causa irritacion leve de la piel. Si ocurre irritacion de la piel: obtenga atencién/consulta médica.

Control de calidad del VPH de bajo riesgo
jAlerta! Causa irritacion leve de la piel. Si ocurre irritacion de la piel: obtenga atencién/consulta médica.

Calibrador negativo
jAlertal Causa irritacion leve de la piel. Si ocurre irritacién de la piel: obtenga atencién/consulta médica.

MAS INFORMACION

Hojas de datos de seguridad: www.giagen.com/safety

RECAUCIONES DE MANEJO

—_

Para uso de diagndstico in vitro.

2. Realizar el ensayo fuera del tiempo y rangos de temperatura establecidos puede producir resultados
invalidos. Deben repetirse los ensayos que no caigan dentro del tiempo y rangos de temperatura

establecidos.
3. No use los reactivos mas alla de la fecha de caducidad en el marbete de la caja externa.

4. Deben seguirse de manera cercana el procedimiento, los controles de calidad, los criterios de calibracion
y verificaciéon del ensayo y la interpretacion de los resultados de los especimenes de la prueba de ADN

del VPH de alto riesgo digene HC2 para obtener resultados de prueba confiables.

5. Es importante pipetear el volumen de reactivo exacto indicado y mezclar bien después de cada adicion de
reactivo. No hacerlo podria dar como resultado resultados de prueba erréneos. Asegurarse de que

ocurren los cambios de color notados ayudara a confirmar que se han cumplido estas condiciones.

6. Con excepcioén de la solucion amortiguadora de lavado, estos componentes son especificos del lote y se

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

7. Los acidos nucleicos son muy sensibles a la degradacién de nucleasa medioambiental. Las nucleasas
estan presentes en la piel humana o en superficies 0 materiales manejados por los humanos. Limpie y
cubra las superficies de trabajo con cojinetes desechables y use guantes libres de polvo cuando

realice todas las etapas del ensayo.

8. Deberd tenerse cuidado para evitar la contaminacion de la microplaca de captura y el reactivo de
deteccién 2 con fosfatasa alcalina exdgena durante la realizacidon del ensayo. Las sustancias que pueden
contener fosfatasa alcalina incluyen el reactivo de deteccion 1, bacterias, saliva, cabello y grasas de la
piel. Es especialmente importante cubrir la microplaca de captura después de la etapa de lavado y
durante la incubacién del reactivo de detecciéon 2, ya que la fosfatasa alcalina exégena puede

reaccionar con el reactivo de deteccion 2 produciendo resultados falsos positivos.

9. Proteja el reactivo de detecciébn 2 de la exposicion prolongada a la luz directa. Use reactivo

inmediatamente después de dividir en partes alicuotas y evite la luz solar directa.

10. Debera tenerse cuidado de entregar los volumenes correctos de reactivos a los tubos de reaccion y
microplacas en todas las etapas y de mezclar bien después de cada adicion de reactivo. Debera iniciarse
la pipeta repetidora por anticipado de suministro de reactivo y verificarse las burbujas de aire grandes
periddicamente. Cantidades excesivas de burbujas de aire grandes en la punta de la pipeta repetidora
pueden causar una entrega inexacta y pueden evitarse llenando la pipeta, dispensando todo el liquido y
volviendo a llenar. Véanse los manuales de instrucciones de la pipeta para instrucciones de uso

especificas.



11.

12.

13.

14.
15.

Debera realizarse el pipeteado de canales multiples usando la técnica de pipeteado reversa para
dispensar los reactivos de deteccion 1y 2.

Verifique cada punta de pipeta en la pipeta de canales multiples para un ajuste y llenado apropiados.
Remitase al manual del operador de pipetas de canales multiples del fabricante.

Debera tenerse cuidado durante el lavado para asegurarse de que se lava completamente cada
micropozo, como es indicado en las instrucciones de lavado manual. Un lavado inadecuado dara como
resultado un fondo incrementado y puede causar resultados falsos positivos. La solucion amortiguadora
del lavado residual en los pozos puede dar como resultado una sefial reducida o una pobre
reproducibilidad.

El cepillo cervical es para su uso con mujeres no embarazadas solamente.

Deje que se equilibre 60 minutos el calentador de microplacas | a 65° C = 2° C desde un comienzo frio.
No permitir este periodo de calentamiento podria dar como resultado el derretimiento de las microplacas
de hibridacion. Consulte el Manual del operador del calentador de microplacas I para detalles.
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PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS

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

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

3. Se proporcionan listos para usarse todos los reactivos, excepto el reactivo de desnaturalizacién, la sonda
de VPH de alto riesgo y la solucidon amortiguadora de lavado.

Cuando use el sistema Rapid Capture, remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para la
preparacion de los reactivos de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 para los kits de 1
6 4 placas, como sea apropiado.

Debe usarse REF 5199-00016 (kit de 4 placas) con el sistema Rapid Capture; son insuficientes los
volumenes de reactivo para este kit para correr el procedimiento manual.

Reactivo Método de preparacion
Reactivo de PREPARE PRIMERO:
desnaturalizacion

e Agregue 5 gotas de colorante indicador a la botella de reactivo de
desnaturalizaciéon y mezcle completamente. El reactivo de desnaturalizaciéon
debera ser de un color purpura oscuro uniforme.

Una vez preparado, el reactivo de desnaturalizacion esta estable por 3 meses
cuando se almacena a 2-8° C. Etiquételo con la fecha de caducidad nueva. Si se
desvanece el color, adicione 3 gotas de colorante indicador y mezcle
completamente antes de su uso.

Alerta: el reactivo de desnaturalizacion es corrosivo. Use ropa protectora, guantes,
proteccion para los ojos/el rostro idéneos. Tenga cuidado cuando quite la tapa de
la botella y durante su manipulacién.
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Mezcla de la sonda
de VPH de alto riesgo
(preparada de la
sonda de VPH de alto
riesgo y el diluente
de los reactivos de la
sonda)

PREPARESE DURANTE LA INCUBACION DE DESNATURALIZACION DE
ESPECIMENES:

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

Nota: debe hacerse fresca la mezcla de sondas antes de realizar la corrida de
cada ensayo. Debera tenerse mucho cuidado en esta etapa para prevenir la
contaminacion de RNasa de la sonda y de la mezcla de sondas. Use puntas de
pipeta con barrera de aerosol para pipetear la sonda. El diluente de la sonda es
viscoso.

Debera tenerse cuidado para asegurar una mezcla completa cuando se
prepare la sonda de VPH de alto riesgo. Debe formarse un vértice visible en
el liquido durante la etapa de mezcla. Una mezcla incompleta puede dar como
resultado una seial reducida.

e Centrifugue el vial de la sonda de VPH de alto riesgo brevemente para llevar
el liquido al fondo del vial. Golpee suavemente para mezclar.

e Determine la cantidad de mezcla de sondas requerida (25 uL/prueba). Se
recomienda que se haga la mezcla de sondas extra para representar el
volumen que puede perderse en las puntas de pipeta o en el costado del vial.
Remitase a los volumenes sugeridos listados a continuacion. El nimero mas
pequefio de pozos recomendado para cada uso es 24. Si se desean menos de
24 pozos por ensayo, puede reducirse el numero total de pruebas por kit
debido a los volumenes limitados de la sonda y del diluente de la sonda.

e Pase la cantidad requerida de diluente de la sonda a un contenedor
desechable nuevo. Dependiendo del nimero de pruebas, se recomienda ya
sea un tubo de polipropileno de fondo redondo con tapa a presiéon de 5 mL 6
15 mL. Haga una dilucién 1:25 de la sonda de VPH de alto riesgo en el
diluente de la sonda para preparar la mezcla de sondas.

No. de pruebas/tiras  Volumen del diluente de la sonda*  Volumen de la sonda*

96/12 4.0 mL 160 pL
72/9 3.0 mL 120 pL
48/6 2.0mL 80 uL
24/3 1.0 mL 40 pL
1 prueba 0.045 mL 1.8 uL

* Estos valores incluyen el volumen extra recomendado.

o Pipetee la sonda de VPH de alto riesgo en el diluente de la sonda colocando la
punta de pipeta contra la pared interna del tubo justo por encima del menisco y
expulsando el contenido. No sumerja la punta en el diluente de la sonda.

e Pase por voértice durante por lo menos 5 segundos a velocidad maxima para
mezclar completamente. Debe producirse un vértice visible. Etiquete como
«Céctel de sondas de VPH de alto riesgo». Debera desecharse la mezcla de
sondas no usada.

12




Reactivo

Método de preparacion

Solucion
amortiguadora de
lavado

PREPARESE DURANTE LA ETAPA DE CAPTURA:

Para el lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture, puede
prepararse la solucion amortiguadora de lavado como se describe a continuacion y
almacenarse en un contenedor cubierto, o prepararse 1 L a la vez y colocarse en
los reservorios del lavador de placas automatizado. Véase la tabla a continuacion
para los volumenes de mezcla:

Alerta: es toxico el concentrado de solucién amortiguadora de lavado por
ingesta. Use ropa protectora, guantes, proteccion para los ojos/el rostro
idoneos. Para minimizar la exposicion, adicione agua al concentrado de
solucion amortiguadora de lavado cuando se prepare.

Cantidad de concentrado Cantidad de agua Volumen final de solucién
de solucién destilada o desionizada amortiguadora de lavado
amortiguadora de lavado
33.3mL 966.7 mL 1L
66.7 mL 1,933.3 mL 2L
100.0 mL 2,900.0 mL 3L

Es importante siempre dejar prendida la unidad en todo momento. Esto
permite que se realice el enjuague de mantenimiento después de ocho horas
de inactividad.

Antes de cada ensayo, asegurese de que el reservorio de residuos esté vacio
y de que el reservorio de enjuague esté lleno de agua desionizada.

Véase el Manual del operador del lavador de placas automatizado para
instrucciones adicionales de Cuidado y mantenimiento.

Método alternativo del lavado manual de placas:

e Mezcle bien el concentrado de solucion amortiguadora de lavado.

e Diluya 100 mL de concentrado de soluciéon amortiguadora de lavado con
2.9 L de agua destilada o desionizada en el aparato de lavado y mezcle
bien (el volumen final debera ser de 3 L).

e Selle el contenedor para prevenir la contaminacién o evaporacion.

Una vez preparada, la solucién amortiguadora de lavado esta estable por tres
meses a 2-25° C. Etiquétela con la fecha de caducidad nueva. Si se ha refrigerado
la soluciéon amortiguadora de lavado, equilibre a 20-25° C antes de su uso.

Se recomienda que se limpie el aparato de lavado y la tuberia con blanqueador y
se enjuague completamente con agua destilada o desionizada una vez cada tres
meses para prevenir una posible contaminacion de fosfatasa alcalina presente en
bacterias y mohos.

Volumenes para reactivos listos para usarse

Reactivo de
deteccion 1y
reactivo de deteccion
2

INMEDIATAMENTE ANTES DE SU USO:

Mezcle el reactivo completamente, posteriormente mida de forma cuidadosa el
volumen apropiado de reactivo de deteccién 1 (o reactivo de deteccion 2) en un
reservorio de reactivo limpio siguiendo los lineamientos mostrados a continuacion.
Para evitar contaminacion, NO DEBEN regresarse estos reactivos a las botellas
originales: deseche el material no utilizado después del uso. Si no se esta
usando una pipeta de 8 canales, puede sustituirse una pipeta repetidora apropiada.
En este caso, deberan hacerse partes alicuotas del reactivo en un tubo de
polipropileno de suficiente tamafio para soportar el volumen requerido como se
indica a continuacion.

No. de pruebas/tiras Volumen de los reactivos de deteccién 1y 2
96/12 Contenido de la botella
72/9 7.0 mL
48/6 5.0 mL
24/3 3.0 mL
1 prueba 0.125 mL
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RECOLECCION Y MANEJO DE ESPECIMENES

Se listan a continuacion los tipos de especimenes cervicales recomendados para su uso en la prueba de ADN
del VPH de alto riesgo digene HC2. No se han calificado para su uso con este ensayo los especimenes
tomados con otros dispositivos de muestreo o transportados en otros medios de transporte. Se desconocen
las caracteristicas de desempeiio de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con otros
tipos de especimenes y dispositivos de recoleccion. Deben recolectarse los especimenes cervicales antes
de la aplicacion de &cido acético o yodo si se esta realizando un examen colposcépico. Véanse las
instrucciones de uso del dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2 para los procedimientos adicionales
de recoleccion y manejo de especimenes.

CEPILLOS CERVICALES *

La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 esta disefiada para su uso con especimenes
recolectados y transportados usando el dispositivo de recolecciéon de ADN digene HC2 (cepillo cervical y
STM). Pueden retenerse los especimenes por hasta dos semanas a temperatura ambiente y embarcarse al
laboratorio de analisis, después de lo cual, pueden almacenarse los especimenes una semana adicional a 2-
8° C. Si se realiza el ensayo mas de 3 semanas desde la recoleccién, pueden ponerse los especimenes a -
20° C por hasta tres meses antes del analisis. Se ha adicionado un conservador al STM para retrasar el
crecimiento bacteriano y retener la integridad del ADN. No esta indicado para conservar la viabilidad de los
organismos o células. No debera usarse el dispositivo de recoleccion ADN «digene HC2 DNA Collection
Device» para la recoleccion de especimenes de mujeres embarazadas.

Tiempo antes de las pruebas Duracién de almacenamiento Temperatura de conservacion
Hasta 2 semanas Temperatura ambiente
3 semanas — S
Hasta una semana adicional 2-8°C
Mayor a 3 semanas Hasta tres meses -20° C

Pueden embarcarse los especimenes sin refrigeracion a un laboratorio de andlisis; sin embargo, deberan
embarcarse los especimenes en un contenedor aislado usando ya sea un proveedor de entrega de un dia
para el otro o de 2 dias.

BIOPSIAS CERVICALES *

Pueden analizarse biopsias cervicales recientemente recolectadas, de 2 a 5 mmm en la seccion cruzada, con
la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Debe colocarse el espécimen de la biopsia
inmediatamente en 1.0 mL de STM y almacenarse congelado a -20° C. Pueden embarcarse los especimenes
de la biopsia a 2-30° C para una entrega de un dia para otro al laboratorio de andlisis y conservarse a -20° C
hasta que se procesen. No deberan usarse biopsias menores a 2 mm de diametro.
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ESPECIMENES DE LA SOLUCION HOLOGIC PRESERVCYT

Pueden usarse los especimenes recolectados con un dispositivo de recoleccion tipo escoba y puestos en
solucion PreservCyt para su uso en hacer los portaobjetos de la prueba de Papanicolaou HOLOGIC
ThinPrep® en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Deberan recolectarse los especimenes
de la manera rutinaria y deberan prepararse los portaobjetos de la prueba de Papanicolaou ThinPrep de
acuerdo con las instrucciones de HOLOGIC.

Debe haber por lo menos 4 mL de solucion PreservCyt remanente para la prueba de ADN del VPH de
alto riesgo digene HC2. Los especimenes que se han preparado con menos de 4 mL después de la
prueba de Papanicolaou ThinPrep pueden contener material insuficiente y podrian ser falsamente
negativos con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2.

Pueden retenerse los especimenes de la solucion PreservCyt por hasta tres meses a temperaturas entre 2°
C y 30° C, después de la recoleccion y antes del procesamiento para la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2. No pueden congelarse los especimenes de la solucién PreservCyt. Para procesar estos
especimenes, remitase a las instrucciones de uso del kit de conversidon de muestras «digene HC2 Sample
Conversion Kit». Por conveniencia, también se han incluido las etapas de procesamiento de especimenes en
la seccion Procedimiento de la prueba a continuacion.
*Nota: Para evitar que salgan disparadas las tapas de los especimenes que son embarcados o
almacenados congelados (para especimenes de STM o especimenes convertidos de la solucion
PreservCyt):

1. Cubra las tapas con Parafilm o equivalente antes de embarcar los especimenes previamente
congelados. Pueden embarcarse los especimenes congelados a 20-25° C.

2. Cuando quite los especimenes del congelador para los analisis, sustituya las tapas inmediatamente
con tapa roscas de tubos de recoleccion de especimenes.
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

| Los especimenes pueden contener agentes infecciosos y deberan manejarse como corresponda. |

Puede realizarse manualmente la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 como se instruyé en
estas instrucciones de uso o usando el instrumento del sistema Rapid Capture para pruebas de produccion de
muestras de alto volumen.

PRUEBAS DE PRODUCCION DE MUESTRAS DE ALTO VOLUMEN USANDO LA APLICACION
DEL INSTRUMENTAL RCS

El sistema Rapid Capture es un sistema de pipeteado y diluciéon automatizado de uso general que puede
usarse con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 para pruebas de produccion de muestras de
alto volumen. Este sistema maneja hasta 352 especimenes en ocho horas, incluyendo un periodo de 3.5
horas durante el cual no se requiere la intervencion del usuario; pueden generarse resultados de hasta 704
especimenes en 13 horas. Se realiza la desnaturalizacion de los especimenes en la preparacion para las
pruebas independientemente del RCS, en el tubo de recoleccion primario, como se realizé para el método
manual de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 descrito mas adelante, antes de colocarse en
la plataforma del RCS. Ademas, se realizan la deteccion de sefiales quimioluminiscentes y el reporte de los
resultados usando el sistema de luminémetros fuera de linea comun tanto para el método manual como el del
RCS. Cada una de las etapas de procedimiento de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 se
realiza en la secuencia exacta como el procedimiento de pruebas manuales. La aplicacién de RCS permite el
procesamiento escalonado de hasta 4 microplacas, cada placa conteniendo los especimenes y los
calibradores del ensayo y los controles de calidad requeridos.

Cuando use el sistema Rapid Capture, remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture
proporcionada con el instrumento, ademas de estas instrucciones de uso, para informaciéon del
procedimiento y descriptiva necesaria.

PREPARACION

1. Deje que se equilibre 60 minutos el calentador de microplacas | de HCS a 65 £ 2° C desde un comienzo
frio. Consulte el Manual del operador del calentador de microplacas | para detalles. Confirme que un bafio
maria esté a 65° C y que el nivel de agua esté lo suficientemente alto para sumergir todo el volumen del
espécimen en los tubos de especimenes.

2. Quite los especimenes y todos los reactivos requeridos del refrigerador antes de comenzar el ensayo.
Déjelos alcanzar 20-25° C durante por lo menos 15 a 30 minutos.

Nota: Prepare los especimenes de la solucion PreservCyt antes de equilibrar cualquier espécimen
previamente desnaturalizado y reactivo del kit a temperatura ambiente.

3. Cree una distribucion de placas usando el software de analisis de ensayos digene con los protocolos de
ensayos digene para el VPH. Véase la guia de usuario del software aplicable para detalles.

4. Ponga los calibradores, controles de calidad y especimenes a probar en una gradilla de tubos de ensaye,
en el mismo orden en el que se probaran. Deben probarse PRIMERO el calibrador negativo y el
calibrador de VPH de alto riesgo. Deberan probarse el calibrador negativo (NC), el calibrador de VPH
de alto riesgo (HRC), el control de calidad del VPH de bajo riesgo (QC1-LR), el control de calidad del VPH
de alto riesgo (QC2-HR) y los especimenes en una configuracion de columnas de 8 micropozos. Véase
Distribucién de ejemplo a continuacion.

DISTRIBUCION DE EJEMPLO PARA UNA PRUEBA QUE USA 24 MICROPOZOS:

Columna
Fila 1 2 3

A NC Espec. 1 Espec. 9

B NC Espec. 2 Espec. 10
C NC Espec. 3 Espec. 11
D HRC Espec. 4 Espec. 12
E HRC Espec. 5 Espec. 13
F HRC Espec. 6 Espec. 14
G QC1-LR Espec. 7 Espec. 15
H QC2-HR Espec. 8 Espec. 16

16



Se prueban el NC y el HRC por triplicado con el céctel de sondas de VPH de alto riesgo. El software de
analisis de ensayos digene determina las posiciones del calibrador y del control de calidad en la
microplaca. Véase la guia de usuario del software de andlisis de ensayos digene aplicable para la
preparacion del calibrador/control de calidad/espécimen en el software.

DESNATURALIZACION

Notas:

Precaucion: el reactivo de desnaturalizacion es corrosivo. Tenga cuidado y use guantes libres de polvo
cuando se manipule.

Importante: algunos especimenes cervicales pueden contener sangre u otro material bioldgico, los
cuales pueden ocultar los cambios de color en la adicion del reactivo de desnaturalizacion. Los
especimenes que muestran un color oscuro antes de la adicion de reactivo de desnaturalizaciéon pueden
no dar los cambios apropiados de color en esta etapa. En este caso, no mostrar el cambio apropiado de
color no afectara los resultados del ensayo.

No quite el dispositivo de recoleccion de especimenes digene HC2 previo a la desnaturalizacion.

Durante la etapa de desnaturalizacion, asegurese de que el nivel de agua en el bafio maria sea
adecuado para sumergir todo el volumen del espécimen en el tubo.

Pueden prepararse los calibradores, controles de calidad y especimenes hasta la etapa de
desnaturalizacion y almacenarse a 2-8° C de un dia para otro, o a -20° C por hasta 3 meses. Puede
realizarse un maximo de 3 ciclos de congelacién/descongelacién con un maximo de 2 horas a
temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelacion. Mezcle bien antes de su uso.

Para evitar resultados falsos positivos, es critico que todo el material del calibrador, control de calidad y
del espécimen se ponga en contacto con el reactivo de desnaturalizacién. La mezcla después de la
adicion del reactivo de desnaturalizacién es una etapa critica; si se usa el tubo de especimenes
multiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2, asegurese de que esté puesto en 100
(méaxima velocidad) y se observe un voértice visible de liquido durante la mezcla de tal forma que
el liquido lave toda la superficie interna del tubo. Si se realiza un vértice manual, asegurese de
que sea mezclado cada calibrador, control de calidad y espécimen de forma individual haciendo
vortice de cada uno durante por lo menos 5 segundos a maxima velocidad de tal forma que el
vortice del liquido lave toda la superficie interna del tubo, seguido de la inversién del tubo una
vez.

Después de la desnaturalizacion e incubacion, ya no se consideran infecciosos los especimenes. % No
obstante, el personal de laboratorio alin debera acatar las precauciones universales practicas.

STM de calibradores, controles de calidad y especimenes (incluyendo los especimenes de la biopsia
del dispositivo de recoleccion de ADN «digene HC2 DNA Collection Device»)

Nota: Este procedimiento no es para la preparacion y desnaturalizacién de especimenes de la solucion
PreservCyt.

1. Quite y deseche las tapas del calibrador, controles de calidad y tubos de especimenes.

2. Pipetee el reactivo de desnaturalizacion con colorante indicador en cada calibrador, control de calidad o

espécimen usando una pipeta repetidora o ajustable. Tenga cuidado de no tocar los costados del tubo o
podria ocurrir una contaminacion cruzada de especimenes. El volumen del reactivo de desnaturalizacién
necesario es equivalente a la mitad del volumen de espécimen. Se lista el volumen exacto para cada tipo
de calibrador, control de calidad y espécimen en la tabla a continuacion.
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Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture cuando use la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2 [REF 5199-00016 (kit de 4 placas)]

Calibrador, control de calidad o espécimen Vol. del reactivo de desnaturalizacion requerido
Calibrador negativo 1000 pL
Calibrador de VPH de alto riesgo 500 pL**
Controles de calidad de bajo riesgo o alto riesgo 500 pL*
Espécimen cervical 500 pL*

* Si usa una pipeta repetidora Eppendorf, use una punta de 12.5 mL y una configuracion de pipeta de 2.
** 1000 pL para la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 [REF 5199-00016 (kit de 4 placas)].

e Diluya el reactivo de desnaturalizacion remanente en la botella antes de su disposicion. Elimine de
conformidad con la normatividad local, estatal y federal.

3. Mezcle los especimenes usando uno de los dos métodos a continuacion.

Método de voértice de tubos manual/individual

a. Vuelva a poner la tapa de los calibradores, controles de calidad y tubos de especimenes con tapa roscas
de tubos de recoleccién de especimenes limpias.

b. Mezcle cada tubo completamente haciendo vortice de manera individual, a alta velocidad, por 5

segundos.

Invierta el tubo de espécimen una vez para lavar el interior del tubo, ponga la tapa y bordee.

Regrese el tubo a la gradilla.

e. Incube en un bafio maria a 65 + 2° C por 45 + 5 minutos (pueden probarse los calibradores, controles de
calidad y especimenes desnaturalizados inmediatamente, o almacenarse como se describe en las Notas
anteriores). Prepare el céctel de sondas de VPH de alto riesgo durante esta incubacion. Véase la seccion
Preparacion y almacenamiento de reactivos.

f.  Quite la gradilla del bafio maria.

g. Proceda a la etapa de Hibridacion a continuacion o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento
y tratamiento de especimenes desnaturalizados.

oo

Método del tubo de especimenes multiples (MST) Vortexer 2

Nota: Deben hibridarse los especimenes de QIAGEN mezclados usando el MST Vortexer 2 usando la
microplaca de hibridacion y el método de calentador de microplacas |I. Véase el manual del
operador del MST Vortexer 2 para mas instrucciones, como sea hecesario.

a. Cubra el calibrador/control de calidad/tubos de especimenes con la pelicula selladora de tubos DuraSeal
jalando la pelicula sobre los tubos en la gradilla.

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

c. Mueva la palanca con mango rojo hacia arriba para que esté en una posicion horizontal.

d. Ponga el MST o gradilla de especimenes digene y la tapa en el MST Vortexer 2 para que la esquina con
muesca mas grande de la gradilla se ubique en la esquina frontal derecha. Posicione la gradilla y la tapa
en la plataforma del MST Vortexer 2 para que se ajuste de forma segura dentro de las guias. Asegure la
gradilla en su lugar moviendo la palanca con mango rojo hacia abajo a la posicion vertical. Esto asegurara
la gradilla en su lugar.

e. Verifique que la configuracion de la velocidad esté en 100 (maxima velocidad) y que el botén Pulser se
encuentre en la posicion OFF (apagado).

f.  Ponga el interruptor del Vortexer en la posicidn de ON (prendido). Pase por vortice los tubos por 10
segundos.

g. Ponga el interruptor del Vortexer en la posicién de OFF (apagado).

h. Quite la gradilla del Vortexer levantando en la palanca con mango rojo.

i. Incube en un bafio maria a 65 + 2° C por 45 + 5 minutos (pueden probarse los calibradores, controles de
calidad y especimenes desnaturalizados inmediatamente, o almacenarse como se describe en las Notas
anteriores). Prepare el coctel de sondas de VPH de alto riesgo durante esta incubacion. Véase la seccion
Preparacion y almacenamiento de reactivos.

j.  Quite la gradilla del bafio maria, seque la gradilla y asegurela en el Vortexer.

k. Ponga el interruptor del Vortexer en la posicion de ON (prendido). Pase por vértice los tubos por 5
segundos.
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I.  Ponga el interruptor del Vortexer en la posicién de OFF (apagado). Quite la gradilla.

m. Quite inmediatamente la tapa de la gradilla y la pelicula selladora de tubos DuraSeal de los especimenes.
Proceda a la etapa de Hibridacion a continuacion o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento
y tratamiento de especimenes desnaturalizados.

>

Independiente del método de vértice utilizado, debe haber un vértice visible de liquido dentro de cada
tubo durante la mezcla de tal forma que el liquido lave toda la superficie interna del tubo. Deberan
tornarse purpura los calibradores, controles de calidad y especimenes.

Procedimiento de preparacién y desnaturalizacidon de especimenes de la solucion PreservCyt

Notas:

e Consulte las instrucciones de uso del kit de conversion de muestras digene HC2 Sample Conversion
Kit para detalles completos.

e El procesamiento de una parte alicuota de 4 mL de la solucion PreservCyt produce suficiente para 2
pruebas, cuando se prueba manualmente. El volumen minimo que puede procesarse es de 4 mL.

e Prepare los especimenes de la solucion PreservCyt en lotes de 36 6 menos; de lo contrario, pueden
desplazarse los pellets cuando se decante el sobrenadante. Esto es importante para mantener la
integridad del pellet celular durante la etapa de decantacion. Si se preparan viales adicionales de
soluciéon PreservCyt, no empiece a prepararlos hasta después de completar la preparacion del
primer lote (véase la tabla a continuacién).

Preparacion de reactivos

Si no se realiza previamente, prepare el reactivo de desnaturalizacion (DNR) del kit de conversion de
muestras «digene HC2 Sample Conversion Kit» adicionando 3 gotas de colorante indicador a la botella de
DNR y mezcle bien. La solucién debera ser de un color purpura oscuro uniforme.

Se determinan los requerimientos de volumen con base en el numero de duplicados a probar por espécimen.
Use la tabla a continuacién.

Requerimientos de volumen: preparacion de reactivos

Volumen de solucién Volumen de solucién
Numero de pruebas PreservCyt amortiguadora de conversién
1-2 4 mL 0.4 mL
3 6 mL 0.6 mL
4 8 mL 0.8 mL
5 10 mL 1.0 mL
6 12 mL 1.2 mL

1. Etiquete el tubo Sarstedt conico de 10 mL o un tubo cénico de marca VWR o Corning de 15 mL
(requerido para el método del MST Vortexer 2) con el numero de identificacion de especimenes
apropiado.

2. Manejo de un espécimen a la vez:

a. Por 5-10 segundos, agite vigorosamente el vial de PreservCyt con la mano y pase por vortice cada
vial individualmente usando una mezcladora de vértice en una configuracion de velocidad maxima.
Haga esto para resuspender las células y asegurar una homogeneidad.

b. Inmediatamente, conforme se asientan las células muy rapidamente, pipetee el volumen apropiado
del espécimen PreservCyt en el tubo etiquetado. Lleve la solucion PreservCyt al fondo del tubo
conico para minimizar el material celular que se adhiere al interior del tubo.

3. Agregue el volumen apropiado de la solucién amortiguadora de conversién de muestras a cada tubo
(véase la tabla anterior, Requerimientos de volumen: preparacion de reactivos).

4. Vuelva a poner la tapa y mezcle el contenido de cada tubo completamente usando una mezcladora de
vortice con accesorio de copa.

5. Centrifugue los tubos en un rotor oscilante a 2,900 + 150 x g por 15 * 2 minutos.

6. Durante la centrifugacion, prepare la mezcla de medio de transporte de especimenes digene (STM) +
reactivo de desnaturalizacién (DNR) en una razén 2:1, de acuerdo con la tabla a continuacién
(requerimientos de volumen, STM/DNR).

| Nota: Debe prepararse fresca la solucion cada dia que se esté realizando la prueba.
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a. Para determinar el volumen total de mezcla de STM/DNR requerido, use el volumen inicial del
espécimen de solucién PreservCyt como guia y luego multiplique los volimenes de STM y DNR «por
tubo» por el nimero de especimenes a procesar (véase la tabla a continuacion).

Requerimientos de volumen: STM/DNR
Volumen de STM por | Volumen de DNR por
No. de Volumen de solucién tubo para mezcla tubo para mezcla Mezcla de STM+DNR
pruebas PreservCyt STM + DNR final * STM + DNR final * adicionada al tubo
1-2 4 mL 120 pL 60 pL 150 pL

3 6 mL 170 pL 85 L 225 uL

4 8 mL 220 pL 110 pL 300 pL

5 10 mL 270 pL 135 pL 375 uL

6 12 mL 320 uL 160 pL 450 pL

* No deberan adicionarse los volimenes listados en estas columnas directamente al tubo de especimenes.

b.

Mezcle la solucion completamente por vortice.

7. Quite los tubos de la centrifuga un tubo a la vez y coléquelos en una gradilla o gradilla de conversion del
MST Vortexer 2. Debera estar presente un pellet rosa/anaranjado en el fondo de cada tubo.
8. Manejo de cada tubo individualmente:

a. Quite la tapa y apartela en una toalla de papel con poca pelusa limpia.

b. Decante cuidadosamente el sobrenadante.

c. Mantenga la posicion del tubo invertida y seque suavemente (aproximadamente 6 veces) en toallas
de papel absorbente con poca pelusa para quitar el exceso de liquido. Use un area limpia de la toalla
cada vez. No deje que el pellet celular se deslice hacia abajo del tubo durante el secado.

d. Coloque el tubo en una gradilla o la gradilla de conversion de MST Vortexer 2.

Notas:

No seque en la misma area de la toalla de papel absorbente con poca pelusa.
Es importante quitar la cantidad maxima de solucion PreservCyt por secado. No obstante, es normal
ver la solucién PreservCyt residual después del secado.

Método de voértice de tubos manual/individual

1. Agregue el volumen apropiado de medio de transporte de especimenes digene + reactivo de
desnaturalizacion a cada pellet. Vuelva a suspender cada pellet poniendo en voértice cada tubo
individualmente durante por lo menos 30 segundos en la configuracion de velocidad mas alta. Si es dificil
de volver a suspender un pellet, ponga en vortice 10-30 segundos adicionales o hasta que el pellet flote
suelto desde el fondo del tubo. Si un pellet queda sin disolverse después del vortice adicional (un total de
2 minutos maximo), anote la identificacion del espécimen y siga con la siguiente etapa.

2. Ponga los tubos en bafio maria a 65 + 2° C por 15 + 2 minutos. Asegurese de que el nivel de agua sea
suficiente para cubrir todo el liquido y los tubos.

3. Quite la gradilla con especimenes del bafio maria y pase por vortice los especimenes de forma individual
por alrededor de 15-30 segundos.

Nota:

Asegurese de que todos los pellets estén completamente resuspendidos en este punto. Los
especimenes que todavia tengan pellets visibles no son aceptables para pruebas.

4. Regrese la gradilla al bafio maria a 65 + 2° C y continue la desnaturalizacion por otros 30 + 3 minutos.
5. Proceda a la etapa de Hibridacion a continuacién o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento
y tratamiento de especimenes desnaturalizados.

Método de tubos de especimenes multiples (MST) Vortexer 2

Notas:

El método de tubos de especimenes mlltiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2 esta
validado para el procesamiento de especimenes de la soluciéon PreservCyt después de la
centrifugacion y decantacion del sobrenadante.

No se ha validado el procedimiento del MST Vortexer 2 para poner en vértice especimenes de la
solucion PreservCyt con solucién amortiguadora de conversion de muestras antes de la
centrifugacion.

Solamente el MST Vortexer 2 esta disefiado para el procesamiento de especimenes de la solucién
PreservCyt.

La gradilla y tapa de conversiones estan disefiados especificamente para acomodar tubos cénicos
de 15 mL marca VWR o Corning. El usuario debera usar solamente un tipo de tubo en la gradilla de
conversiones a la vez. Otras marcas no estan validadas para su uso.
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e Se requiere un acatamiento estricto a los tiempos de vértice especificados de la gradilla de
conversion y la tapa.

e No pueden usarse la gradilla de conversién y la tapa para poner en el vortice los calibradores y
controles de calidad del kit de prueba de ADN digene HC2. La altura de los tubos de STM previene
un vortice adecuado usando la gradilla de conversion.

10.
1.

12.
13.

Después de secar cada tubo cénico de 15 mL etiquetado, coloque cada uno en su posicién apropiada en
la gradilla de conversion.

Agregue el volumen apropiado de la mezcla de medio de transporte de especimenes digene + reactivo de
desnaturalizacion a cada pellet.

Cubra los tubos cénicos de 15 mL con pelicula selladora de tubos DuraSeal jalando la pelicula sobre los
tubos en la gradilla.

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

Mueva la palanca con mango rojo hacia arriba para que esté en una posicidon horizontal.

Ponga la gradilla de conversion y la tapa en el MST Vortexer 2 para que la esquina con muesca mas
grande de la gradilla de conversién se ubique en la esquina frontal derecha. Posicione la gradilla y la tapa
en la plataforma del MST Vortexer 2 para que se ajuste de forma segura dentro de las guias. Asegure la
gradilla en su lugar moviendo la palanca con mango rojo hacia abajo a la posicion vertical. Esto asegurara
la gradilla en su lugar.

Verifique que la configuracion de la velocidad esté en 100 (maxima velocidad) y que el botén Pulser se
encuentre en la posicion OFF (apagada).

Ponga el interruptor del Vortexer en la posicion de ON (prendido). Ponga en vértice los tubos por 30
segundos.

Ponga el interruptor del Vortexer en la posicién de OFF (apagado).

Quite la gradilla de conversion del Vortexer levantando en la palanca con mango rojo.

Coloque la gradilla en el bafio maria a 65 + 2° C por 15 + 2 minutos. Asegurese de que el nivel de agua
cubra completamente todo el liquido en todos los tubos.

Después de una incubacién de 15 minutos, quite la gradilla con especimenes del bafio maria.

Para prevenir una salpicadura, seque la gradilla del exceso de agua antes de ponerla en el MST Vortexer
2

. Asegure la gradilla de conversién en el MST Vortexer 2, como se describe en la Etapa 6.
. Verifique que la configuracién velocidad esté en 100 y ponga el interruptor en la posicion de ON

(prendido). Pase por vértice los tubos por 1 minuto.

. Ponga el interruptor en la posicién de OFF (apagado).

. Regrese la gradilla al bafio maria a 65 + 2° C y continde la desnaturalizacion por 30 + 3 minutos.

. Quite la gradilla del bafio maria, seque la gradilla y asegurela en el Vortexer.

. Ponga el interruptor del Vortexer en la posicion de ON (prendido). Ponga en vértice por 10 segundos

en la configuracion maxima.

. Ponga el interruptor del Vortexer en la posicién de OFF (apagado). Quite la gradilla.
. Quite inmediatamente la tapa de la gradilla y la pelicula selladora de tubos DuraSeal de los especimenes.
. Proceda a la etapa de Hibridacién a continuacion o vea el Punto de paro opcional para el almacenamiento

y tratamiento de especimenes desnaturalizados.

Punto de paro opcional

Después de la desnaturalizacion, pueden almacenarse todos los especimenes a 2 - 8° C de un dia para otro o
a -20° C por hasta 3 meses. Para una refrigeracion de un dia para otro, pueden dejarse los especimenes en el
MST, espécimen digene, o gradilla de conversion con la pelicula nueva DuraSeal y la tapa de la gradilla
reemplazadas. Antes del almacenamiento a -20° C, deben quitarse la tapa de la gradilla y la pelicula DuraSeal
y las tapas colocadas en los tubos. Si se usé el procedimiento de vortice manual, coloque la gradilla de los
tubos con tapas en la temperatura de conservacion deseada. En cualquier caso, deben equilibrarse los
especimenes a temperatura ambiente (20 - 25° C) y ponerse en vortice completamente antes de seguir con la
etapa de hibridacion.

Nota: No almacene o embarque los especimenes desnaturalizados en hielo seco.

Puede realizarse un maximo de 3 ciclos de congelacion/descongelacion con un maximo de 2 horas a
temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelacion. Para los especimenes procesados usando el
MST Vortexer 2, quite la tapa de la gradilla de conversién y la pelicula selladora de tubos DuraSeal de los
tubos cénicos de 15 mL y ponga la tapa a cada tubo antes de conservar los especimenes a -20° C.
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HIBRIDACION

Notas:

La mezcla de sondas de VPH de alto riesgo es viscosa. Debera tenerse cuidado de asegurar una
mezcla completa y que la cantidad requerida se dispense completamente en cada micropozo. Véase la
seccion Preparaciéon y almacenamiento de reactivos.

Importante: Algunos especimenes cervicales pueden contener sangre u otro material bioldgico
que pueda ocultar los cambios de color en la adicion de la mezcla de sonda. Los
especimenes que muestran un color oscuro antes de la adicién de reactivo de
desnaturalizacion pueden no dar el cambio de color apropiado en esta etapa. En
estos casos, no mostrar el cambio apropiado de color no afectara los resultados del
ensayo. Puede verificarse la mezcla apropiada observando el cambio de color de los
calibradores y controles de calidad.

Método de hibridaciéon usando la placa de hibridacion y el calentador de microplacas |

Notas:

. Pueden hibridarse los especimenes recolectados con el dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2 en STM
y procesados usando el método del MST Vortexer utilizando el método de calentador de microplacas |
solamente.

. Si se ha congelado o refrigerado el espécimen desnaturalizado, equilibre a 20-25° C y ponga en vértice en la
configuracion de maxima velocidad por 5 segundos si se usa un vértice manual, 6 10 segundos si se usa el MST
Vortexer 2 con especimenes PreservCyt.

. Precaliente el calentador de microplacas | a 65 = 2° C por 60 minutos antes de su uso. Véase el Manual del
operador del calentador de microplacas | para mas instrucciones, como sea necesario.

—_

Obtenga y etiquete una microplaca de hibridacion.

2. Pipetee 75 pL de cada calibrador, control de calidad o espécimen en el fondo de un micropozo de
hibridacion vacio después de que se cree la distribucion de las placas bajo Preparacién. Evite tocar los
costados de los pozos y limite la formacién de burbujas de aire. Use una punta de pipeta extra larga y
limpia para cada transferencia para evitar una contaminacion cruzada de los calibradores, controles de
calidad o especimenes. No es necesario quitar el dispositivo de recoleccion de especimenes del tubo de
transporte de especimenes. Pueden cubrirse los especimenes desnaturalizados con tapa roscas de tubos
de recoleccién de especimenes y almacenarse con dispositivos de recoleccion de especimenes que
permanezcan en los tubos.

Nota: Pueden ocurrir resultados falsos positivos si no se pasan cuidadosamente las partes alicuotas de los
especimenes. Durante la transferencia del espécimen, no toque la punta de pipeta hacia dentro del tubo cuando
quite la parte alicuota de 75 pL.

3. Después de pasar el ultimo espécimen, cubra con Parafim o una tapa de plastico e incube la
microplaca de hibridaciéon por 10 minutos a 20-25° C.

4. Divida en partes alicuotas la mezcla de sondas de VPH de alto riesgo preparada y completamente puesta
en vortice en un reservorio de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 25 yL de la mezcla de
sondas de VPH de alto riesgo en cada pozo de las microplacas de hibridaciéon usando una pipeta de 8
canales y puntas frescas para cada fila. Dispense el volumen de la sonda en cada pozo de hibridacion,
previniendo una salpicadura de regreso. Evite tocar los costados de los pozos.

Nota: Para la etapa anterior, use una pipeta de 8 canales que esté equipada con puntas de 25-200 L y que sea capaz
de suministrar 25-75 pL. Para un pequefio nimero de pozos, use una pipeta de un solo canal (equipada con
puntas de 25-200 L) en lugar de una pipeta de 8 canales.

5. Cubra las microplacas de hibridacidon con una tapa para placas y agite en el agitador giratorio | del
sistema Hybrid Capture puesto a 1100 £ 100 rpm por 3 = 2 minutos. Los calibradores, controles de
calidad y los especimenes deberan tornarse amarillos después de la agitacion. Los pozos que queden
purpuras pueden no haber recibido la cantidad apropiada de la mezcla de sondas. Agregue 25 pL
adicionales de la mezcla de sondas a los especimenes que queden purpuras y agite otra vez. Si los
pozos quedan purpuras después de seguir este procedimiento, deberan volverse a probar los
especimenes.

Notas:
. Después de agitar, los especimenes de la solucion PreservCyt deberan tornarse rosas en lugar de amarillos.
. Cuando coloque las microplacas de hibridacién en el calentador de microplacas |, debera tenerse cuidado en no
causar una salpicadura.

6. Incube en un calentador de microplacas | precalentado y equilibrado a 65 + 2° C por 60 * 5 minutos.
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Nota: Cree un archivo de distribucion de placas usando el software de andlisis de ensayos digene con los
protocolos de ensayos digene para el VPH si esto no se ha completado anteriormente.

Método de hibridaciéon usando microtubos y baio maria

Notas:

. No se ha validado el procesamiento de especimenes recolectados con el dispositivo de recoleccion de ADN
digene HC2 en medio de transporte de especimenes digene (STM) usando el método MST Vortexer 2 para la
mezcla y el método del bafio maria para la hibridacion. Pueden hibridarse los especimenes recolectados con el
dispositivo de recoleccién de ADN digene HC2 en STM y procesados usando el método MST Vortexer 2 usando
el método del calentador de microplacas | solamente.

. Si se ha almacenado el espécimen desnaturalizado a -20° C, deje que se descongele el espécimen a 20-25° C y
ponga completamente en vértice el espécimen antes de seguir con la hibridacién.

Etiquete y coloque el numero requerido de microtubos de hibridacion en la gradilla de microtubos.

Quite los calibradores, controles de calidad y especimenes del bafio maria después de la incubacion.
Ponga en vortice cada tubo individualmente durante por lo menos 5 segundos justo antes de quitar las
partes alicuotas.

3. Pipetee 75 pL de cada calibrador, control de calidad o espécimen en el fondo de los microtubos de
hibridacion vacios después de que se haya creado la distribucién de placas bajo Preparacién. Use una
punta de pipeta extra larga y limpia para cada transferencia para evitar una contaminacién cruzada de los
calibradores, controles de calidad o especimenes. No es necesario quitar el dispositivo de recoleccion de
especimenes del tubo de transporte de especimenes. Pueden almacenarse los especimenes
desnaturalizados con los dispositivos de recoleccion de especimenes que queden en los tubos.

N -

Nota: Pueden ocurrir resultados falsos positivos si no se pasan cuidadosamente las partes alicuotas de los
especimenes. Durante la transferencia del espécimen, no toque la punta de pipeta hacia dentro del tubo cuando
quite la parte alicuota de 75 pL.

4. Después de pasar el ultimo espécimen, incube los microtubos de hibridacién por 10 minutos a 20-25°

5. Divida en partes alicuotas la mezcla de sondas preparada y puesta en vortice completamente en un
reservorio de reactivos desechable. Pipetee cuidadosamente 25 yL de la mezcla de sondas en cada
microtubo que contenga calibradores, controles de calidad y especimenes usando una pipeta de 8
canales y puntas frescas para cada fila. Dispense el volumen de la sonda en cada microtubo de
hibridacion, previniendo una salpicadura de regreso.

6. Cubra los microtubos con un sellador de placas. Ponga la cubierta de la gradilla en la parte superior de la
misma gradilla. Agite la gradilla de microtubos en el agitador giratorio | puesto a 1100 £ 100 rpm por 3 + 2
minutos. Los calibradores, controles de calidad y los especimenes deberan tornarse amatrillos después de
la agitacién. Los tubos que queden purpuras pueden no haber recibido la cantidad apropiada de la mezcla
de sondas. Agregue 25 pL adicionales de la mezcla de sondas a los especimenes que queden purpuras y
agite otra vez. Si los tubos quedan purpuras después de seguir este procedimiento, deberan volverse a
probar los especimenes.

[ Nota: Después de agitar los especimenes de la solucidon PreservCyt, deberan tornarse rosas en lugar de amarillos. |

7. Incube en un bafio maria a 65 + 2° C por 60 + 5 minutos. Asegurese de que el nivel de agua en el bafio
maria sea suficiente para cubrir todo el volumen de la mezcla de hibridacion. Puede dejarse que flote la
gradilla de microtubos en el bafio maria.

Nota: Cree un archivo de distribuciéon de placas usando el software de analisis de ensayos digene con los protocolos
de ensayos digene para el VPH si esto no se ha completado anteriormente.

CAPTURA HIiBRIDA

1. Quite todos, excepto el numero requerido de micropozos de captura del marco de placas. Regrese los
micropozos no usados a la bolsa original y vuelva a sellar. Con un marcador, enumere cada columna 1, 2,
3... y etiquete la microplaca con un identificador apropiado. Se agregaran los especimenes a los pozos
de acuerdo con la distribucion de ejemplo preparada bajo Preparacion.

2. Quite cuidadosamente las microplacas de hibridacion que contengan calibradores, controles de calidad y
especimenes del calentador de microplacas |. Quite inmediatamente la tapa de la placa y coléquela en
una superficie limpia. De manera alternativa, quite la gradilla de microtubos del bafio maria. Quite
inmediatamente la tapa de la gradilla y jale lentamente el sellador de la placa hacia arriba y a través de la
gradilla.

3. Pase todo el contenido (aproximadamente 100 pL) de cada calibrador, control de calidad y espécimen de
los micropozos de hibridaciéon o microtubos al fondo del micropozo de captura correspondiente usando
una pipeta de 8 canales. Use las puntas de pipeta nuevas en la pipeta de 8 canales para cada columna
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transferida y deje que se drene bien cada punta de pipeta para asegurar una transferencia completa de
especimenes. Si se desea, puede sujetarse la pipeta reposando la mitad de las puntas de pipeta en el
borde superior de los micropozos de captura (véase el diagrama 1).

DIAGRAMA 1: PIPETEADO CORRECTO

CORRECTO No pipetee de forma vertical. Evite una salpicadura de regreso. No permita que la punta toque el costado del pozo.

4. Cubra la microplaca con la tapa para placas o un nuevo sellado de placas y agite en el agitador giratorio |
a 1100 = 100 rpm, a 20-25° C por 60 + 5 minutos.

5. Prepare la solucién amortiguadora de lavado. Si usa el lavador de placas automatizado, verifique el
enjuague y los reservorios de residuos durante esta incubacion. Véase la seccion Preparacién y
almacenamiento de reactivos.

6. Cuando se complete la etapa de captura, quite la microplaca de captura del agitador giratorio | y quite
cuidadosamente la tapa para placas o el sellador para placas. Quite el liquido de los pozos desechando
en un lavabo; invierta completamente la placa sobre el lavabo y agite de forma vigorosa con un
movimiento descendente siendo cuidadoso en no causar una salpicadura de regreso decantando muy
cercanamente al fondo del lavabo. No vuelva a invertir la placa; seque dando golpecitos firmemente de 2
a 3 veces en toallas Kimtowels o toallas de papel de poca pelusa equivalentes. Asegurese de que se
quite todo el liquido de los pozos y que esté seca la parte superior de la placa.

DETECCION HiBRIDA

Notas:

. Efectue adiciones a través de la placa en direccién de izquierda a derecha usando una pipeta de 8 canales.

. Se recomienda que se utilice la técnica de pipeteado reverso para mejorar la consistencia de suministro de
reactivo. Con esta técnica, se sobrellenan inicialmente las puntas de pipeta usando el segundo paro en el control
aspirado/de dispensado de la pipeta (émbolo). Véase el procedimiento a continuacién. Limpie las puntas en
reservorio de reactivos desechable o en un cojinete con poca pelusa limpio para quitar el exceso de reactivo
antes del envio a la placa.

. Si se desea, puede sujetarse la pipeta reposando la mitad de las puntas de pipeta en el borde superior de los
micropozos. Tenga cuidado de no tocar los costados de los micropozos o podria ocurrir una contaminacion
cruzada de especimenes. Remitase al diagrama 1 anterior.

1. Divida en partes alicuotas el volumen apropiado de reactivo de deteccion 1 en un reservorio de reactivos
(véase la seccion Preparaciéon y almacenamiento de reactivos para instrucciones). Pipetee
cuidadosamente 75 pL de reactivo de deteccién 1 en cada micropozo de captura usando una pipeta de 8
canales y la técnica de pipeteado reverso. Verifique que se hayan llenado exactamente todos los pozos
observando la intensidad del color rosa. Todos los pozos deberan tener una intensidad similar.

Procedimiento de pipeteado reverso:

a. Inserte las puntas en la pipeta de 8 canales; asegurese de que todas las puntas estén firmemente

asentadas.

Empuje el émbolo de la pipeta pasado el primer paro al segundo paro.

Sumerja las puntas en la solucion del reactivo de deteccion 1.

Libere el émbolo lentamente y deje que la solucion llene las puntas.

Dispense 75 pL de la solucién en micropozos presionando el émbolo al primer paro. No libere el

émbolo hasta que se hayan resurmergido las puntas de pipeta en la solucion del reactivo de

deteccion 1.

f.  Vuelva a llenar las puntas y repita hasta que se llenen todos los pozos. Llene los micropozos de
izquierda a derecha. Verifique que se hayan llenado exactamente todos los pozos observando la
intensidad del color rosa. Todos los pozos deberan tener una intensidad similar.

poovo

2. Cubra las placas con la tapa para placas o un Parafilm limpio o equivalente e incube a 20-25° C por 30-45
minutos.
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LAVADO

Lave la placa de captura usando uno de los dos métodos a continuacion.

Método automatizado de lavadora de placas

Nota:

e Siempre mantenga prendido el lavador de placas automatizado. Asegurese de que el reservorio de
enjuague esté lleno y que el reservorio de residuos esté vacio. El lavador de placas automatizado
enjuagara de manera rutinaria el sistema para su limpieza. Véase el Manual del operador del lavador de
placas automatizado para mas instrucciones, como sea necesario.

Antes de cada uso:

o Verifique que el reservorio de lavado esté lleno por lo menos a la marca de 1 L. Si no, prepare la
solucion amortiguadora de lavado. Véase la seccion Preparacién y almacenamiento de reactivos.
Verifique que el reservorio de enjuague esté lleno de agua desionizada.

o Verifiqgue que el reservorio de residuos esté vacio y que la tapa esté apretada de forma segura.

e El lavador de placas automatizado se preparara automaticamente antes de cada lavado y se enjuagara
después de cada lavado.

—_

Quite la tapa para placas y coloque la placa en la plataforma del lavador de placas automatizado.
2. Verifiqgue que esté prendido y que en la pantalla se lea: «digene Wash Ready» (Lavado digene listo) 6
«P1».

Nota: Si se estd usando solamente una tira parcial de pozos de captura, necesitaran reemplazarse los
micropozos vacios en la placa de captura para completar la columna antes del lavado. Véase la
seccidn Accesorios para la informacion de pedidos.

3. Seleccione el numero de tiras a lavar presionando la tecla ROWS (filas) y posteriormente + o - para
ajustar. Presione la tecla ROWS (filas) para regresar a «digene Wash Ready» (lavado digene listo) 6
«P1».

4. Presione START/STOP (iniciar/parar) para comenzar.

5. El lavador de placas automatizado realizara seis ciclos de llenado y aspirado tomando aproximadamente
10 minutos. Habra una pausa breve durante el programa por lo que asegurese de no quitar la placa
prematuramente. Cuando termine de lavar el lavador de placas automatizado, leera «digene Wash
Ready» (lavado digene listo) 6 «P1».

6. Quite la microplaca del lavador de placas automatizado cuando termine el programa. La placa debera
parecer blanca y no debera quedar liquido rosa residual en los micropozos.

Método de lavado manual

1. Quite el reactivo de deteccion 1 de los pozos colocando toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con
poca pelusa equivalentes en la parte superior de la placa e invierta cuidadosamente. Antes de invertir,
asegurese de que el papel esté en contacto con toda el area superficial de la placa. Deje que se drene la
placa por 1-2 minutos. Seque bien en toallas Kimtowels limpias o toallas de papel con poca pelusa
equivalentes. Deseche cuidadosamente las toallas Kimtowels usadas o toallas de papel con poca pelusa
equivalentes para evitar la contaminacién con fosfatasa alcalina de etapas posteriores.

2. Usando el aparato de lavado, lave con las manos la placa 6 veces. Debe lavarse cada pozo a sobreflujo
para quitar el reactivo de deteccion 1 de la parte superior de los pozos. El lavado comienza en el pozo A1
y continda de un modo serpentino hacia la derecha y de forma descendente. Después de que se hayan
llenado todos los pozos, decante el liquido en el lavabo con un movimiento hacia abajo fuerte. Se inicia el
segundo lavado en el pozo H12 haciendo un movimiento serpentino hacia la izquierda y de forma
ascendente. Se repite esta secuencia de 2 lavados 2 veces mas para un total de 6 lavados por pozo.

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

4. La placa debera parecer blanca y no debera quedar liquido residual rosa en los micropozos.

AMPLIFICACION DE SENALES

Notas:

e Use un nuevo par limpio de guantes para manejar el reactivo de deteccion 2.

e Divida en partes alicuotas solamente la cantidad de reactivo requerida para realizar el ensayo en el
reservorio del reactivo con el fin de evitar la contaminacion del reactivo de deteccion 2. Véase la seccion
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Preparaciéon y almacenamiento de reactivos. No regrese el reactivo de deteccion 2 a la botella
original. Deseche el material no utilizado después del uso.

e Debera hacerse sin interrupciones la adiciéon del reactivo de deteccién 2. Debe ser lo mas cercano
posible el tiempo de incubacién de todos los pozos.

e Tenga cuidado de no tocar los costados del micropozo o de no salpicar el reactivo de regreso a las
puntas porque podria ocurrir una contaminacion cruzada de especimenes (véase el diagrama 1).

1. Pipetee cuidadosamente 75 puL de reactivo de detecciéon 2 en cada micropozo de captura usando una
pipeta de 8 canales y la técnica de pipeteado reverso como se describid previamente. Todos los
micropozos deberan tonarse de un color amatrillo. Verifique que se hayan llenado exactamente todos los
pozos observando la intensidad del color. Todos los pozos deberan tener una intensidad similar.

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

3. Lea la microplaca en el lumindmetro después de 15 minutos de incubacion (y no mas de 30 minutos de
incubacion).

4. Sino se us6 una microplaca completa, quite los micropozos usados del soporte de microplacas, enjuague
el soporte completamente con agua desionizada, seque y reserve para el siguiente ensayo.

CRITERIOS DE VERIFICACION DE LA CALIBRACION DE ENSAYOS

Se realiza la verificacion de calibracion de ensayos para asegurarse de que los reactivos y el material del
calibrador suministrado estén funcionando apropiadamente, permitiendo una determinacién exacta del valor
de corte del ensayo. La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 requiere una calibracién con cada
ensayo, por lo tanto, es necesario verificar cada ensayo usando los siguientes criterios. Este procedimiento de
verificacidon no esta indicado como sustituto para pruebas de control de calidad internas. Los protocolos de
ensayo para el VPH digene del software de analisis de ensayos digene con version 4.01 6 mas reciente
automaticamente verifican los criterios a continuacion.

1. Calibrador negativo
Debe probarse el calibrador negativo por triplicado con cada ensayo. El promedio del calibrador negativo
debe ser > 10 y = 250 URL con el fin de proceder. Los resultados del calibrador negativo deberan mostrar
un coeficiente de variacion (%CV) de < 25%. Si el %CV es > 25%, deseche el valor del calibrador con un
valor URL mas lejano del promedio como marginal y vuelva a calcular el promedio usando los dos valores
remanentes. Si la diferencia entre el promedio y cada uno de los dos valores es < 25%, siga con la etapa
2; de lo contrario, es invalida la verificacion de la calibracion del ensayo y debe repetirse la prueba
para todos los especimenes de la paciente. Por consiguiente, no deberan reportarse los
resultados de los especimenes de las pacientes.

2. Calibrador de alto riesgo
Debe probarse el calibrador de VPH de alto riesgo (HRC) por triplicado con cada ensayo. Los resultados
del calibrador deberan mostrar un coeficiente de variacion (%CV) de < 15%. Si el %CV es > 15%,
deseche el valor del calibrador con un valor URL mas lejano del promedio como marginal y vuelva a
calcular el promedio usando los dos valores del calibrador remanentes. Si la diferencia entre el promedio
y cada uno de los dos valores es < 15%, siga con la etapa 3; de lo contrario, es invalida la verificacion
de la calibracion del ensayo y debe repetirse la prueba para todos los especimenes de la paciente.
Por consiguiente, no deberan reportarse los resultados de los especimenes de las pacientes.

La verificacién de la calibracion del ensayo descrita anteriormente para los calibradores es realizada
automaticamente por el software de analisis de ensayos digene e impresa en los informes de resultados
de la prueba. Los protocolos de ensayo para VPH digene del software de analisis de ensayos
digene con version 4.01 6 mas reciente automaticamente verifican que el %CV del calibrador de
alto riesgo sea < 15%. No obstante, versiones anteriores (1.0.2 y 1.0.3) del software cualitativo digene
NO invalidaran el ensayo al menos que el %CV sea >25% para el calibrador de VPH de alto riesgo. Por
lo tanto, el usuario de los protocolos del ensayo para VPH del software cualitativo digene version
1.0.2 6 1.0.3 debe verificar manualmente que el %CV calculado por el software cualitativo digene
sea <15% y siga como esta indicado para la situacién 1 en la tabla a continuacion. Si el %CV de los
duplicados del calibrador cae entre 15 y 25%, remitase a las instrucciones en las situaciones 2 6 3
en la tabla a continuacién y siga con la «Accién del usuario» indicada.
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Situacion %CYV reportado para Accién tomada Accién del usuario
los duplicados del por el software
calibrador cualitativo digene
1 <15% Ensayo reportado | Pueden reportarse los resultados; no se requiere de mayor accion.
como «Valido»
2 Entre 15% y 25% Sin marginales | Quite el valor URL del calibrador mas lejano del promedio.
quitados y ensayo | Vuelva a calcular el %CV del calibrador con los dos valores remanentes.
reportado como | Siel %CV de los dos valores de URL remanentes es >15%, el ensayo es
«Valido» invalido. No deben reportarse los resultados. Si el %CV de los dos
valores de URL remanentes es <15%, vuelva a calcular el corte del ensayo,
posteriormente vuelva a calcular la razén URL/corte para cada espécimen
usando este corte.
Pueden reportarse estos valores recalculados.
Entre 15% y 25% Un marginal | El ensayo es invalido, no debe reportarse los resultados. Debe repetirse el
removido y ensayo | ensayo.
reportado como
«Valido»
> 25% Un marginal | El ensayo es invalido, no debe reportarse los resultados. Debe repetirse el
removido y ensayo | ensayo.
reportado como
«Invalido»

Con el fin de calcular manualmente el %CV como es requerido en la situacién 2 anterior, el usuario
deberd dividir la desviacion estandar (n-1) de los dos valores de URL duplicados remanentes entre el
promedio de los dos valores de URL duplicados remanentes (HRC) y multiplicar ese resultado por 100.

Para calcular el %CV usando Microsoft® Excel® (suministrado con el software cualitativo digene), el
usuario puede calcular la desviacion estandar de los duplicados del calibrador usando la férmula
«STDEV» (Desv. Est.) y determinar la URL promedio del calibrador usando la férmula «<AVERAGE»
(promedio). Una vez que se obtengan estos dos valores, divida la DESV. EST. entre el PROMEDIO y
multiplique el resultado por 100 para obtener el %CV.

(DESV. EST./PROMEDIO) * 100 = %CV

Si hay alguna pregunta relacionada con el calculo de los %CV, el recalculo del corte del ensayo o
el recalculo de la URL/corte de los especimenes, favor de llamar a QIAGEN Technical Services
(servicios técnicos).

Para determinar la reproducibilidad y estimado de frecuencia del calibrador de alto riesgo en los cuales
pueden ser necesarios recalculos manuales, se compilaron los resultados de tres evaluaciones clinicas
que involucraban 152 ensayos realizados con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Los
resultados mostraron que el %CV promedio para estos 152 ensayos era del 8.1%. Considerando los 3
duplicados del calibrador por ensayo, se observd una reproducibilidad del calibrador mayor al 15% CV
para solamente 17 de 152 (11.2%), con 10 de estos 17 dando como resultado un %CV entre 15-25%
(situacién 2). Para los 17 ensayos que produjeron un %CV mayor a 15, se quité un marginal sencillo y se
recalculd el %CV. Después de la accion del usuario para la situacién 2, solamente uno de los %CV
permaneciéo mayor al 15%, invalidando el ensayo. Se calcularon los %CV de los 151 ensayos restantes
para un %CV promedio de 6.0.

Se usan los resultados del promedio del calibrador (HRCX) y del promedio del calibrador negativo (NCX)
para calcular la razon HRCX/NCX. La version 4.01 6 més reciente de los protocolos del ensayo digene
para VPH automaticamente verifican el rango aceptable de la razén HRCX/NCX dentro de 2-15. No
obstante, las versiones anteriores (v1.0.2 y v1.0.3) de los protocolos de ensayo del software cualitativo
digene no verifican el limite superior de este rango. Esta razén debe cumplir los siguientes criterios para
verificar la calibracién del ensayo antes de que puedan interpretarse los resultados de los
especimenes:

Rangos aceptables de verificacion de la calibracion de ensayos
2.0 <HRCX/NCX < 15.0

Calcule la razon HRCX/NCX. Si la razén es >2.0 y <15.0, siga con la siguiente etapa. Si la razén es < 2.0
6 >15.0, la calibracion del ensayo es invalida y debe repetirse. Deberan repetirse todos los
especimenes de las pacientes dentro del ensayo.

Nota:

Se han establecido rangos aceptables para los calibradores solamente para luminémetros aprobados por
QIAGEN.
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CALCULO DEL CORTE

Una vez que se haya validado un ensayo de acuerdo con los criterios establecidos anteriormente, el valor de
corte para determinar los especimenes positivos es el HRCX.

Célculo de corte de ejemplo:

Valores de URL de NC Valores de URL de HRC
97 312
101 335
91 307
Valor promedio 96 318
%CV 4.9 4.7
HRCX/NCX NA 3.31
Por lo tanto, el valor de corte es (HRCX) = 318

Notas:

. Se calculan y reportan los valores de URL/CO vy los resultados positivos/negativos para todos los especimenes
probados en los informes de resultados de prueba del software de analisis de ensayos digene.

. Para el sistema Rapid Capture, se ha programado el protocolo del software de VPH del RCS para aplicar un factor de
ajuste de calibracion (CAF, por su abreviatura en inglés) de 0.8 al valor de URL promedio de los duplicados del
calibrador positivo validos. Este CAF es necesario para que las caracteristicas de desempefio del ensayo queden
equivalentes al procedimiento de prueba manual. Este cambio solamente se aplica a los ensayos realizados usando
el sistema Rapid Capture. Por lo tanto, es critico seleccionar el protocolo de software correcto para su uso con cada
método de prueba especifico con el fin de generar resultados de prueba exactos. Deberan convertirse todos los
valores de URL de especimenes a una razén al valor de corte (CO) apropiado. Por ejemplo, deberan expresarse
todos los ensayos como un valor de URL/de corte de especimenes.

CONTROL DE CALIDAD

Se suministran los especimenes de control de calidad con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2. Consulte la guia de usuario aplicable del software de analisis de ensayos digene para instrucciones
sobre como capturar los numeros de lote y las fechas de caducidad de los controles de calidad. Deben
incluirse estos controles en cada ensayo, y el URL/CO de cada control debe caer dentro de los siguientes
rangos aceptables para que se considere valido. Los protocolos del ensayo para VPH digene version 4.01 y
mas reciente automaticamente invalidaran un ensayo si los controles no se encuentran dentro de los limites
especificados. Las versiones 1.0.2 y 1.0.3 del protocolo anterior no invalidaran automaticamente un ensayo si
los controles de calidad no se encuentran dentro de los limites especificados. Si los controles de calidad no
caen dentro de estos rangos, el ensayo es invalido y debe repetirse. Por consiguiente, no deberan
reportarse los resultados de ninguna paciente para cualquier ensayo invalido.

Resultado esperado
(Valor de URL/corte)
Control Tipo de VPH Sonda de VPH de alto riesgo
Minimo Maximo Promedio
QC1-LR Riesgo bajo (VPH 6) 0.001 0.999 0.5
QC2-HR Riesgo alto (VPH 16) 2 8 5.0

Usuarios del sistema digene Hybrid Capture 2: si los controles predefinidos (QC1, QC2, QC3 y QC4) se
encuentran en la lista de controles, eliminelos dentro del software y defina los controles (QC1-LR y QC2-HR)
listados en la tabla anterior. Si el laboratorio escoge correr los duplicados de QC1 y QC2 en una placa, el
software del sistema digene Hybrid Capture 2 no informara los resultados ambulatorios si el CV de QC1 ¢
QC2 excede el 25%.

1. El control de calidad del VPH de alto riesgo proporcionado en el kit es el banco de ADN del VPH clonado
y no se deriva del VPH de tipo silvestre. El QC2-HR es de 5 pg/mL de ADN del VPH 16 mientras que el
calibrador contiene 1 pg/mL de este mismo material.

2. Este material de control no actuard como un control de procesamiento apropiado para el espécimen
PreservCyt.

3. Los controles proporcionados con este kit de prueba deben usarse para el control de calidad interno. De
manera alternativa, pueden probarse los controles externos de acuerdo con los lineamientos o
requerimientos de la normatividad local, estatal y/o del pais u organizaciones acreditadoras.

Los usuarios pueden desarrollar este material de control de calidad externo, como es definido por NCCLS
C24-A (actualmente conocido como CLSI). % Favor de remitirse a NCCLS C24-A para una guia adicional
sobre las practicas de pruebas de control de calidad internas apropiadas.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE ESPECIMENES

1. Se consideran positivos los especimenes con razones de URL/CO > 1.0.

Se consideran negativos o no detectados los especimenes con razones de URL/CO < 1.0 para los 13
tipos de VPH probados. Las secuencias de ADN del VPH de alto riesgo estan ya sea ausentes o los
niveles de ADN de la solucién del VPH se encuentran por debajo del limite de deteccién del ensayo.

3. Cuando pruebe especimenes de la solucion PreservCyt, si la razén de URL/CO de un espécimen es = 1.0
y < 2.5, debe volverse a probar el espécimen. Si el resultado de la re-prueba inicial es positivo (> 1.0
URL/CO), puede reportarse como positivo el espécimen y no necesita completarse otra re-prueba mas.
No obstante, si el resultado de la primera re-prueba es negativo (< 1.0), entonces necesita completarse
una segunda re-prueba (tercer resultado) para generar un resultado final. Se considera como el resultado
final el resultado de la segunda re-prueba y debe reportarse (véase la tabla 1 a continuacion).

4. Ya que este ensayo solamente detecta los tipos de VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68, pueden estar presentes otros tipos de bajo riesgo de VPH en el espécimen.

Tabla 1
Interpretacion de los resultados de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2

Resultado de la

Razén prueba de ADN del Informe L.
de . del Interpretacion
VPH de alto riesgo
URL/CO N resultado
digene HC2
PAP WNL: probabilidad muy baja de NIC 2-3 subyacente o cancer; los
resultados no excluyen una infeccion por VPH futura o anormalidades
Tipos de citoldgicas con NIC 2-3 subyacente o cancer.
VPH 16, PAP ASC-US: probabilidad baja de NIC 2-3 subyacente o cancer; los
18, 31, 33, | resultados no estan indicados para prevenir a las mujeres de proceder
<10 Negativo 35, 39, 45, | a colposcopia.

51, 52,56, | PAP LSIL: probabilidad reducida de que NIC 2-3 o cancer se

58,59y 68 | encuentren en colposcopia en comparacion con LSIL positivo a la
no prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2.

detectados. | PAP HSIL: no se espera que sea un resultado comun, representan un

posible error en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2

o la citologia.
PAP WNL: probabilidad baja de NIC de alto grado subyacente; la
Tipos de infeccion por VPH puede ser transitoria, resolviéndose o siendo

VPH 16, persistente.

18, 31, 33, | PAP ASC-US/LSIL: probabilidad baja pero incrementada de que sea
>1.0 Positivo 35, 39, 45, | detectado NIC de alto grado subyacente en colposcopia. La literatura
51, 52,56, | médica su%iere que la progresion a una enfermedad de alto grado sea
58,59 6 68 | posible. >’

detectados. | PAP HSIL: alta probabilidad de que NIC 2-3 6 cancer sean detectados
en colposcopia

La magnitud del resultado medido (URL) por encima del corte es indicativa de la cantidad total de ADN del
VPH de alto riesgo presente, pero esta medicion no tiene una utilidad clinica establecida.

Los resultados del ensayo negativos no descartan completamente la presencia de tipos de VPH 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ¢ 68, particularmente en concentraciones muy bajas.

Los efectos de la edad y la positividad del VPH no se conocen completamente. Se ha demostrado en estudios
que la prevalencia del VPH se reducira con la edad. % Para informacion sobre el desempefio especifico de la
edad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 versus un diagndstico histolégico de neoplasia
de alto grado, favor de remitirse a la tabla 8 de estas instrucciones de uso.

Se recomiendan pruebas adicionales en cualquier circunstancia cuando resultados falsos positivos o falsos
negativos pudiesen conducir a consecuencias médicas, sociales o psicolégicas adversas.

Deberan interpretarse los resultados de esta prueba solamente en conjuncion con la informacién disponibles
de la evaluacion clinica de la paciente y de otros procedimientos.

Los resultados de esta prueba no estan indicados para prevenir a las mujeres de proceder a colposcopia o de
continuar el tamizaje cervical de cancer regular. Esta prueba no esta indicada para su uso en mujeres con
citologia normal que sean menores a 30 afos de edad.
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO

Se usa este algoritmo para interpretar los resultados de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
en conjuncion con los resultados de la prueba de Papanicolaou como una ayuda en la determinacion del
control apropiado de pacientes. Deberan interpretarse los resultados solamente en conjuncion con la
informacién disponible de la evaluacion clinica de la paciente que incluye otros procedimientos, historia y
demografia de la paciente.

Tabla 2
Algoritmo de diagnéstico

VPH de alto riesgo
Citologia Positiva Negativa
Normal (30 Seguimiento de conformidad con los | Seguimiento de acuerdo cc;onc los
afios de edad y lineamientos de tamizaje aceptados para | lineamientos de tamizaje rutinarios *
mayores) mujeres citolégicamente normales con
Y factores de riesgo para cancer cervical. ® b
ASC-US Remitase a los lineamientos actuales de ACS, ASCCP, CDC, US Public Health Service
(Sanidad Publica de EE.UU.) o de ACOG
LSIL Remitase a los lineamientos actuales de ACS, ASCCP, CDC, US Public Health Service o
oHSIL | 4e acoG

A discrecion del médico, de conformidad con los lineamientos actuales de ACS, ASCCP, CDC, US Public
Health Service y de ACOG.

La literatura médica indica que aunque el riesgo de desarrollar NIC 2-3 y cancer se incrementa cuando
esta presente el VPH de alto riesgo, la mayoria de las infecciones es transitoria y no es indicativa de NIC
2-3 subyacente o cancer.

Un resultado negativo de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con un resultado de
Papanicolaou normal concurrente implica un riesgo bajo en un punto en el tiempo Unico para el desarrollo
de NIC 2-3 6 cancer y es, por lo tanto, clinicamente significativo para valorar el riesgo; no obstante, hay
datos insuficientes para establecer un periodo definitivo durante el cual, este riesgo mas bajo es
clinicamente relevante.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

e Remitase a la Guia de usuario del sistema Rapid Capture para limitaciones adicionales del
procedimiento especificas para el uso de ese sistema para una produccién de muestras de alto
volumen.

e No se recomienda la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 para los tipos de virus de
papiloma humano 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 para la evaluaciéon de abuso sexual
sospechoso.

e La prevalencia de la infeccién por VPH en una poblacion puede afectar el desempefio. Se reducen los
valores predictivos positivos cuando se prueban poblaciones con prevalencia baja o individuos sin riesgo
de infeccion.

e Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccién por VPH porque niveles muy bajos de
infeccion o error en el muestreo pueden causar un resultado falso negativo. Tampoco esta prueba detecta
los tipos de ADN de VPH de bajo riesgo (6, 11, 42, 43, 44 y muchos otros tipos de bajo riesgo).

e Solamente debera usarse la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con especimenes
cervicales recolectados usando el dispositivo de recoleccion de ADN digene HC2 con medio de transporte
de especimenes digene (STM) o especimenes citolégicos cervicales recolectados usando un dispositivo
de recoleccion tipo escoba y colocarse en solucién PreservCyt. Pueden ensayarse los especimenes de la
biopsia solamente si se colocan inmediatamente en STM y se conservan a -20° C hasta que se
ensayen.

e No debera usarse el dispositivo de recoleccion de ADN «digene HC2 DNA Collection Device» para la
recoleccién de especimenes de mujeres embarazadas.

e Lainfeccién con VPH no es un indicador de HSIL citologico o NIC de alto grado subyacente ni implica que
se desarrollen NIC 2-3 6 cancer. La mayoria de las mujeres infectada con uno o mas tipos de VPH de alto
riesgo no desarrollan NIC 2-3 6 cancer.

e Un resultado de VPH de alto riesgo negativo no excluye la posibilidad de HSIL citolégico futuro o NIC 2-3
subyacente o cancer. Ocurre una pequefia proporciéon de lesiones de alto grado en mujeres que son VPH
de alto riesgo negativas a través de tecnologias existentes. 6

e Existe una pequeia cantidad de hibridacién cruzada entre los tipos de VPH 6 y 42 (tipos de VPH de bajo
riesgo) y la sonda de VPH de alto riesgo. Pueden ser positivos los especimenes con niveles altos (4
ng/mL o mas alto) de ADN de VPH 6 6 VPH 42. También se ha reportado en la literatura que los cocteles
de sondas complejos similares a aquéllos usados en esta prueba pueden causar resultados falsos
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positivos debido a la hibridacién cruzada con los tipos de VPH 11, 40, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 6
MM9. *° Aunque son raros varios de estos tipos de VPH o tipos novedosos no encontrados
frecuentemente con enfermedad de alto grado, puede reportarse incorrectamente a pacientes cuyos
especimenes contienen niveles altos de estos tipos de ADN del VPH como positivas en la prueba de ADN
del VPH de alto riesgo digene Hc2. '

La prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 esta disefiado para detectar tipos de VPH de alto
riesgo, incluyendo 39, 58, 59 y 68. Estudios analiticos conducidos por QIAGEN, usando el ADN
plasmidico de VPH clonado, demuestran que el ensayo detecta estos tipos en niveles que van de 0.62
pg/mL a 1.39 pg/mL. Esto es equivalente a las caracteristicas de deteccion de los otros tipos de VPH
como blanco por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. QIAGEN pudo validar la
deteccion de estos tipos de VPH solamente en un numero limitado de especimenes clinicos. Debido a la
prevalencia baja de estos tipos en la poblacion general (como fue demostrado por Bosch et al.), no se
han confirmado estadisticamente las caracteristicas de desempefio de la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2 para la deteccion de los tipos de VPH 39, 58, 59 y 68.

Si estan presentes altas concentraciones de crema antifungica, jalea anticonceptiva o ducha vaginal en el
momento en que se recolecte un espécimen para las pruebas de VPH, existe probabilidad de obtener un
resultado falso negativo si estos especimenes contienen niveles de ADN del VPH que produzcan valores
de URL/CO cerca del corte del ensayo.

Es posible una reactividad cruzada entre la sonda de VPH de alto riesgo y el pBR322 plasmidico. Se ha
reportado la presencia de secuencias homoélogas de pBR322 en especimenes genitales humanos y
podrian ocurrir resultados falsos positivos en presencia de niveles altos de plasmido bacteriano.

No existe una utilidad conocida para las pruebas de VPH en los resultados AGUS de Papanicolaou.
Cuando procese especimenes de la solucién PreservCyt, podrian ocurrir resultados falsos negativos si no
esta visible el pellet celular después de la centrifugacion. Esta observacion es indicativa de material
celular insuficiente disponible para obtener un resultado de prueba confiable.

Se consideran inadecuados los especimenes de la solucion PreservCyt que contengan volimenes
menores a 4 mL después de que se preparan los portaobjetos de la prueba de Papanicolaou ThinPrep
para las pruebas de ADN digene HC2.

Prepare los especimenes de la solucion PreservCyt en lotes de 36 6 menos. Si procesa mas de 36
especimenes al mismo tiempo, pueden soltarse y desecharse de manera accidental los pellets
adicionales formados después de la centrifugacion durante la etapa de decantacion.

Debe realizarse la etapa de desnaturalizacion del procedimiento de procesamiento de especimenes como
se instruy6 en estas instrucciones de uso. La ejecucién inapropiada de la etapa de desnaturalizacién del
procedimiento de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 puede conducir a resultados
falsos positivos. La colocacion en el vortice de especimenes, inversion de tubos y agitacion inapropiados
podria dar como resultado una desnaturalizaciéon incompleta de los hibridos de ARN/ADN no especificos
enddgenos a especimenes cervicales. Podrian ocurrir resultados falsos positivos debido a la
contaminacion del espécimen de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con estos hibridos
de ARN/ADN no especificos. Con el fin de prevenir un posible desplazamiento de este material celular no
desnaturalizado, es importante que la punta de la micropipeta no toque los costados del tubo de
desnaturalizacion de especimenes durante la transferencia del espécimen desnaturalizado al microtubo o
micropozo usados para la hibridacién de sondas de VPH.
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RESULTADOS ESPERADOS

PREVALENCIA DEL VPH DE ALTO RIESGO

La prevalencia de la infeccién por tipo de VPH, como es medida por la deteccion de un grupo de riesgo de
ADN del VPH, varia con la poblacion de pacientes. Las variables importantes incluyen la edad en el primer
coito, numero de parejas sexuales, enfermedades sexualmente transmisibles concurrentes y la historia de
pruebas de Papanicolaou anormales. 2243141 También se ha reportado que la prevalencia de infeccién por
VPH se reduce dramaticamente con la edad. % *® Por lo tanto, no es posible definir un patrén tipico Unico de
prevalencia para infeccion por VPH. La tabla 3 muestra la prevalencia en los Estados Unidos de cada tipo de
VPH de alto riesgo detectado por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 como es reportado por
dos investigadores independientes. Estos valores de prevalencia son representativos solamente de las
poblaciones probadas y pueden variar en areas especificas del pais.

Tabla 3
Prevalencia del tipo de VPH de alto riesgo especifico en los Estados Unidos (restringido a los especimenes

VPH positivos de alto riesgo)
Tipo de VPH Prevalencia (%)
16 54.5 14
18 9.114
31 9.114
33 0.213
35 0.213
39 *
45 27.3 14
51 0413
52 0.513
56 0.213
58 *
59 *
68 *

* Bosch, et al. reportaron que los tipos de VPH 39, 58, 59 y 68 mostraban prevalencia a nivel mundial de
1.6%, 2.1%, 1.7%, y 1.2%, respectivamente; sin embargo, no se determiné independientemente la prevalencia
en los EE.UU. ™

La tabla 4 muestra los resultados de prevalencia de VPH de alto riesgo compilados de varios grupos de
mujeres referidos a tres clinicas ginecoldgicas dentro de los centros médicos metropolitanos (prevalencia alta
para la infeccion por VPH) por anormalidad cervical y probadas usando la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2. Estos resultados demuestran un patréon bastante consistente de positividad de VPH a
través de los lugares.

Tabla 4
Prevalencia de los tipos de VPH de alto riesgo a través de los lugares
ASC-US o poblacién con Papanicolaou mas severo

Lugar Numero de pacientes Porcentaje de tipos de alto riesgo VPH positivos (# pos/# total)
1 200 62.0% (124/200)
2 140 63.6% (89/140)
3 184 52.7% (97/184)

Total 524 59.2% (310/524)

La tabla 5 muestra la prevalencia de tipos Unicos o combinados de VPH de alto riesgo como es detectado por
la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 como es reportado por seis investigadores
independientes. Estos valores de prevalencia son representativos solamente de las poblaciones probadas y
pueden variar de la prevalencia encontrada en areas especificas de los Estados Unidos.
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Tabla 5
Prevalencia del VPH de alto riesgo * en varias poblaciones
Mujeres con 30 afios de edad y mayores

Ubicacién Periodo de estudio Tamariio del estudio | Prevalencia (%)
EE.UU. Portland, OR ® %> * 1989-1999 13,493 9.0
Costa Rica " * 1993-1995 6991 8.7
Sudafrica ™ 1998-1999 2925 23.4
China ™ 1999 1940 18.8
Francia *° 1998-2002 2115 4.8
Alemania *’ 1999-2000 7592 4.2

* Cualquier combinacion de los 13 tipos de alto riesgo detectados por la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

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

Se condujo un estudio intitulado «Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline
Papanicolaou Smears» (Utilidad de las pruebas de ADN del VPH para la seleccion de mujeres con examenes
de Papanicolaou limitrofes) en 1996 bajo la direccion del Kaiser Foundation Research Institute (Instituto de
Investigacion de la Fundacion Kaiser) y el Kaiser Permanent Medical Group (Grupo Médico Permanente
Kaiser). Se obtuvieron especimenes cervicales para la prueba de Papanicolaou rutinaria y para la prueba de
ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 de mujeres que asistieron a varios complejos clinicos Kaiser. Se
evaluaron las pruebas de Papanicolaou iniciales de acuerdo con la clasificacion Bethesda. Las mujeres (de 15
afios de edad o mayores) con resultados de la prueba de Papanicolaou de ASC-US regresaron por
colposcopia y biopsia. Los especimenes histoldgicos dirigidos colposcopicamente fueron examinados por
patélogos y se hizo un diagnéstico inicial. Cada espécimen histoldgico también fue revisado por un patélogo
independiente y las discrepancias entre la revision inicial y la revisién independiente fueron adjudicadas por un
tercer patologo.

Se realizé la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 en el espécimen inicial. Se realizaron las
pruebas de ADN del VPH con un prototipo de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 que
contenia sondas para los 11 de los 13 tipos de VPH incluidos en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2, mas no contenia sondas para los tipos de VPH 59 y 68. No se esperaria que esta diferencia
diera como resultado perfiles de desempefio significativamente diferentes para los dos ensayos.

Estuvieron disponibles resultados y diagnodsticos histolégicos de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2 de 885 mujeres con examenes de Papanicolaou de ASC-US. Se realizaron las pruebas en la
mayoria de las pacientes con especimenes recolectados tanto en STM como en la solucién PreservCyt.
Debido a las similitudes entre las caracteristicas de desempefio de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2 para STM vy la solucién PreservCyt, se presenta el desempefio del ensayo solamente para la
solucién PreservCiyt.

La tabla 6 muestra que entre aquéllas que se presentaban con un examen de Papanicolaou de referencia de
ASC-US, el valor predictivo negativo de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 para tener HSIL
o enfermedad mayor en colposcopia es del 99.0%.

Tabla 6
Comparacion de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 versus histologia de consenso
Poblacién de Papanicolaou de referencia de ASC-US
Estudio Kaiser
Especimenes de solucion PreservCyt
NIC 2-3 6 cancer en el momento de colposcopia

Prueba de ADN del + - Total
VPH de alto riesgo + 66 317 383
digene HC2 - 5 497 502
Total 71 814 885

Sensibilidad [TP/(TP+FN)] = 93.0% (66/71)
IC del 95% = 84.3 to 97.7
Especificidad [TN/(TN+FP)] = 61.1% (497/814)
IC del 95% =57.7 a 64.4
Prevalencia de la enfermedad = 8.0% (71/885)
Valor predictivo positivo del ensayo = 17.2% (66/383)
Valor predictivo negativo del ensayo = 99.0% (497/502)

La tabla 7 muestra los valores predictivos positivos y negativos teéricos con base en varios resultados de
prevalencia para un ASC-US inicial que se encuentra en ser NIC 2-3 6 cancer con base en los resultados de
la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2.

34



Tabla 7
Valores predictivos positivos y negativos teéricos
Prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
Resultados del examen de Papanicolaou de ASC-US

Resultado del examen de Papanicolaou de ASC-US inicial

Prevalencia tedrica para NIC 2-3 6 Valor predictivo positivo del Valor predictivo negativo del
cancer ensayo ensayo
5 11.2 994
10 21.0 98.7
15 29.7 98.0
20 374 97.2
25 44.3 96.3
30 50.6 95.3
La tabla 8 ilustra la variacion entre los distintos grupos de edad contenidos en este estudio:
Tabla 8

Datos del estudio Kaiser
Desempeiio de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 versus resultados histolégicos de
consenso (NIC 2-3)
Caracteristicas especificas de la edad

Edad < 30 Edad 30 - 39 Edad >39
N 287 233 365
Prevalencia de la enfermedad (%) 12.2 11.2 2.7
Sensibilidad (%) 100.00 88.46 80.00
(35/35) (23/26) (8/10)
Intervalo de confianza del 95% 90.0-100 69.9-97.6 44.4-97.5
Especificidad (%) 31.4 66.2 79.15
(79/252) (137/207) (281/355)
Intervalo de confianza del 95% 25.7-37.5 59.3-72.6 74.6-83.3
Valor predictivo negativo (%) 100 97.86 99.29
(79/79) (137/140) (281/283)
Valor predictivo positivo (%) 16.83 24.73 9.76
(35/208) (23/93) (8/82)

EN MUJERES DE 30 ANOS DE EDAD Y MAYORES, DESEMPENO DE TAMIZAJE DE LA
PRUEBA DE ADN DEL VPH DE ALTO RIESGO digene HC2 COMO ADYUVANTE A LA
PRUEBA DE PAPANICOLAOU PARA AYUDAR A GUIAR EL CONTROL DE PACIENTES

Desempeiio de la prueba en especimenes clinicos

Aunque no se realizd ningun estudio clinico especificamente para soportar el uso de la prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2 como adyuvante a la prueba de Papanicolaou, en comparacién con la prueba
de Papanicolaou sola, datos consistentes obtenidos de multiples estudios seccid cruzada y cohorte
prospectivos conducids con una variedad de métodos de muestreo celular y utilizando la prueba de ADN del
VPH de alt riesgo digene HC2 y varios métodos de pruebas de uso de investigacion proporcionan evidencia
de que una prueba de ADN del VPH negativa implica un riesgo muy ba&o de NIC 2-3 6 cancer prevalente o
incipiente cuando los resultados de Papanicolaou son normales (WNL). & #4249

SENSIBILIDAD ANALITICA

Estudio interno usando ADN plasmidico

Se probé un panel no clinico de ADN plasmidico de VPH clonado para determinar si cada uno de los 13 tipos
de VPH es detectable por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 y para determinar la
sensibilidad analitica del ensayo para cada uno de los tipos de VPH. Se corrié cada concentracién blanco del
VPH (blancos de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.0 pg/mL, 0.5 pg/mL y 0.2 pg/mL de cada uno de los 13
tipos de ADN del VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) por triplicado. Se calculé y compard
la sefial promedio (en unidades relativas de luz, URL) para cada concentracién de cada tipo de VPH con el
HRCX .

Se muestra el limite detectable de cada tipo de VPH en la tabla 9. Los limites detectables variaron de 0.62
pg/mL a 1.39 pg/mL dependiendo del tipo de VPH probado. Todos los tipos de VPH fueron detectables en un
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nivel estimado de 1.08 pg de blanco de ADN del VPH por 1 mL del espécimen. El limite detectable promedio
de los 13 tipos de ADN del VPH fue de 1.08 pg/mL con una desviacion estandar de 0.05 pg/mL.

Tabla 9
Resumen de los limites detectables de sensibilidad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
para cada tipo de ADN del VPH detectable

Tipo de ADN del VPH Concentracion de ADN del Desviacion Rango de
VPH detectable (pg/mL) estandar confianza del 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

Promedio (todos los tipos) 1.08 0.05 0.95-1.25
Nota: También se han validado clinicamente estos niveles de deteccidn analitica para la prueba de ADN

del VPH de alto riesgo digene HC2; no obstante, puede correlacionarse pobremente el desempefio
analitico con el desempefio clinico si hay una atencién inadecuada dedicada a establecer un
umbral correcto para resultados positivos, particularmente para métodos de pruebas moleculares
con alta sensibilidad analitica. Se ha declarado recientemente en la literatura publicada que un
umbral bajo parece existir bajo cuyos niveles de infeccion por VPH no se asocian a la enfermedad
cervical, dejando la deteccion en tales niveles clinicamente irrelevantes. Este estudio concluyd
ademas que es importante hacer una clara distincién entre infecciones por VPH de alto riesgo
clinicamente relevantes e irrelevantes cuando se consideren pruebas de VPH para programas de
tamizaje de cancer cervical. %0

Estudio externo usando especimenes clinicos

Nota: Se proporciona la siguiente informacion para fines analiticos solamente para demostrar que la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 detecta los trece tipos de VPH para los cuales
se disefid y no infiere ninguna correlacién con el desempefio clinico.

Ademas de los datos plasmidicos de VPH creados y mostrados anteriormente, se evalué la habilidad de la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 en detectar ADN del VPH de alto riesgo de especimenes
clinicos archivados caracterizados por PCR especifica por tipo. En un estudio conducido por QIAGEN vy el
Instituto Nacional de Cancer (National Cancer Institute) (NCI) que involucroé 209 especimenes PreservCyt, un
método de prueba de reacciéon en cadena de polimerasas (PCR) del VPH especifico del tipo de uso de
investigacion fue utilizado por NCI para determinar la concordancia con la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2. Se seleccionaron los especimenes especificamente para demostrar la deteccion de los
trece tipos de VPH de alto riesgo reconocidos por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Se
uso el resultado de la PCR de NCI como el unico determinante para la presencia de ADN de VPH. De los 209
especimenes, la proporcion de resultados PCR negativos que fueron positivos por la prueba de ADN del VPH
de alto riesgo digene HC2 fue de 31/56. Contrariamente, la proporcion de resultados PCR positivos que fueron
negativos por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 fue de 5/153 (véase la tabla 10 a
continuacion). Cuando se analizé de esta manera, se observd una concordancia del 82.8% general (173/209;
IC del 95% = 77.0-87.6) entre los métodos y una concordancia positiva y negativa del 96.7% y 44.6%,
respectivamente (IC del 95% =92.5-98.9 y 31.3-58.5).
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Tabla 10

Deteccion analitica del ADN del VPH comparando la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con
la PCR especifica del tipo de VPH

PCR
Positiva Negativa Total
Prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene Positiva 148 31 179
HC2 Negativa 5 25 30
Total 153 56 209

Cuando se compararon los métodos de prueba descritos anteriormente, se usé la PCR como indicador de
deteccién de ADN del VPH. No obstante, el desempefio de la prueba de PCR analitica puede variar
enormemente debido a una falta de normalizacion del método de prueba y asuntos inherentes que se sabe
que afectan el desempefio del método de PCR. Ademas, se condujo este estudio antes de la introduccién de
una modificacidon de procedimiento a la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 que demostrd una
reproducibilidad del ensayo mejorada alrededor del corte de la prueba y una reduccion en los resultados del
VPH falsos positivos aparentes debido a una posible variabilidad relacionada con la técnica cuando se realiza
la prueba con especimenes recolectados en PreservCyt.

EQUIVALENCIA ENTRE STM Y ESPECIMENES DE LA SOLUCION PRESERVCYT

Se examind la equivalencia entre STM y los especimenes de la solucion PreservCyt para una recuperacion
igual del ADN 18 del VPH de aproximadamente 106 células HelLa positivas que contenian 18 genomas del
VPH integrados adicionados en STM y en una reunion celular negativa en la solucién PreservCyt. Se procesé
cada tipo de espécimen de acuerdo con sus procedimientos respectivos de procesamiento/desnaturalizacion
descritos en estas instrucciones de uso y analizados con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2. Los resultados demostraron que la recuperacion del ADN 18 de VPH de células de carcinoma humano
es equivalente para los dos medios y que el procedimiento de la preparacion de la solucion PreservCyt no
afecta la sensibilidad analitica de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2.

REPRODUCIBILIDAD

Se realizdé un estudio de reproducibilidad multicéntrico para determinar los dias intermedios, los lugares
intermedios y la reproducibilidad general de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 usando un
panel de blancos del ADN del VPH y los especimenes clinicos VPH positivos y VPH negativos.

Tres laboratorios externos realizaron las pruebas con el mismo lote de los kits de la prueba de ADN del VPH
de alto riesgo digene HC2 en tres distintos dias con un panel idéntico de reproducibilidad. El panel de
reproducibilidad incluyé los siguientes especimenes: 12 reuniones de especimenes de STM clinicos
desnaturalizados; tres reuniones de especimenes de solucién PreservCyt clinicos no desnaturalizados;
calibrador negativo; y calibrador positivo del VPH de alto riesgo en concentraciones de 0.5 pg/mL, 1 pg/mL,
2.5 pg/mL, 5 pg/mL y 10 pg/mL. Se analiz6 a todos los miembros del panel cada dia por triplicado. Se
muestran los resultados en la tabla 11.

Tabla 11
Resumen de la estadistica general para la reproducibilidad multicéntrica de la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2

Medida estadistica Sonda de VPH de alto riesgo *

Proporcién de positivos esperados con un resultado positivo observado 100% (99.0-100.0)

Proporcion de negativos esperados con un resultado negativo observado 99.0% (97.49-99.73)

Concordancia 99.5% (98.70-99.86)

Kappa 0.990

Los numeros en paréntesis indican intervalos de confianza del 95%. Los datos generales son una
combinacién de todos los ensayos en todos los lugares.

Esto indica que es muy buena la reproducibilidad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con
especimenes clinicos.

Se realiz6 un segundo estudio usando especimenes simulados de la solucion PreservCyt y conducidos en dos
laboratorios externos y QIAGEN. Cada laboratorio de analisis realizé dos ensayos de la prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2 por dia en cinco dias distintos. Para cada ensayo, se procesd y probd
individualmente un panel de reproducibilidad de seis especimenes simulados de la soluciéon PreservCyt por
cuadruplicado. Se formulé cada miembro del panel adicionando células cultivadas en la solucion PreservCyt
para producir un valor de URL/CO aproximado simulando dos negativos (1N, 2N), dos positivos bajos (3P,
4P), un positivo mediano (5P) y un positivo alto (6P). Se muestran los resultados en la tabla 12.
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Tabla 12
Resumen de la estadistica general para la reproducibilidad multicéntrica para especimenes de la solucién
PreservCyt usando la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2

Espécimen N URL/CO Intervalo de VPH positivo n | VPH negativo

promedio confianza del 95% (%) n (%)

1N 120 0.17 0.01-0.33 0(0.0) 120 (100.0)

2N 120 0.18 0.03-0.33 0(0.0) 120 (100.0)

Negativo total 240 0(0.0) 240 (100.0)
3P 120 4.97 3.46 -6.48 120 (100.0) 0(0.0)
4P 120 5.14 3.43-6.85 120 (100.0) 0(0.0)
5P 120 33.1 19.47 - 46.73 120 (100.0) 0(0.0)
6P 120 239.6 175.42 - 303.78 120 (100.0) 0(0.0)
Positivo total 480 480 (100.0) 0(0.0)

Se realizé un estudio de reproducibilidad interno adicional usando los especimenes PreservCyt clinicos
obtenidos predominantemente de 252 mujeres con citologia de ASC-US o mayor (57% de prevalencia del
VPH). Se dividieron los especimenes en dos partes alicuotas; posteriormente se proceso individualmente
cada parte alicuota usando el kit de conversién de muestras digene HC2 y luego se procesé por duplicado con
la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Como con otros IVD cualitativos, la variabilidad de los
resultados de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 obtenidos de los especimenes clinicos se
asocia principalmente a uno o una combinacion de lo siguiente: 1) recoleccidon de especimenes; 2)
procesamiento de especimenes antes del andlisis; y 3) el procedimiento de pruebas. Dado que los resultados
de las pruebas bajo comparacién se obtuvieron de la misma muestra clinica, el disefio experimental no fue
controlado debido a la variabilidad de la toma de muestra. La reproducibilidad de los resultados obtenidos de
dos partes alicuotas de especimenes procesados individualmente del mismo espécimen clinico (referidas
como «Entre partes alicuotas procesadas») refleja la variacién debido a la combinacion del procesamiento de
la conversion de especimenes de PC y el procedimiento de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2. En contraste, la reproducibilidad de los resultados duplicados obtenidos de la misma parte alicuota de
especimenes procesados (referidos como «Dentro de la parte alicuota procesaday) refleja la variacion del
procedimiento solo de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Se muestran los resultados en la
tabla 13.

Tabla 13
Resumen de la reproducibilidad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
Especimenes PreservCyt, citologia de ASC-US o mayor

Reproducibilidad Concordancia positiva | Concordancia negativa | Concordancia general
(n/N) (n/N) (n/N)
IC del 95% IC del 95% IC del 95%
Dentro de una parte 97.59 94.39 96.23
alicuota procesada (283/290) (202/214) (485/504)
95.09 - 99.02 90.41 -97.07 94.18 - 97.72
Entre partes alicuotas 98.62 94.88 97.02
procesadas (285/289) (204/215) (489/504)
96.49 - 99.62 91.03-97.42 95.14 - 98.32

Ya que cada espécimen en el estudio generd cuatro resultados de la prueba, habia un volumen insuficiente
remanente para permitir una segunda prueba de especimenes en el area de re-prueba de la regién de corte
definida; por lo tanto, la tabla 12 presenta los datos iniciales solamente. En la tabla 13, se tabulan los
resultados de este estudio donde solamente los resultados fuera de la regidn de corte de 1.0 a 2.5 URL/CO se
consideran en el andlisis. Se esperaria que un usuario del ensayo que empleaba el algoritmo de re-prueba de
la region de corte dado en la seccion Interpretacion de los resultados de los especimenes de estas
instrucciones de uso obtuviese resultados entre aquéllos vistos en las tablas 13 y 14.
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Tabla 14
Resumen de la reproducibilidad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 de los resultados de

la prueba<1.06

Especimenes PreservCyt, citologia de ASC-US o mayor

2 2.5 URL/CO

Reproducibilidad Concordancia positiva | Concordancia negativa | Concordancia general
(n/N) (n/N) (n/N)
IC del 95% IC del 95% IC del 95%
Dentro de una parte 99.26 99.51 99.37
alicuota procesada (268/270) (202/203) (470/473)
97.35-99.91 97.29 - 99.99 98.16 - 99.87
Entre partes alicuotas 99.62 99.03 99.36
procesadas (265/266) (204/206) (469/472)
97.92-99.99 96.54 - 99.88 98.15-99.87

También se condujo un estudio clinico multicéntrico para estimar la contribucion adicional del muestreo de
especimenes cervicales para la variabilidad de resultados de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2. Se resumen estos resultados en la tabla 15. Se tomaron los especimenes PreservCyt usados en
conjunto de cada paciente, se procesaron de forma separada usando el kit de conversiones de muestras
digene HC2 y posteriormente se probaron de modo separado. También se recolectaron y probaron de forma
separada los especimenes STM usados en conjunto. Se recolectaron los especimenes de pacientes
femeninas que asistian a una clinica de obstetricia y ginecologia, clinica de colposcopia, clinica de
enfermedades sexualmente transmisibles, hospital o centro de planificacion familiar. Cuatro lugares
geograficamente diversos dentro de los Estados Unidos recolectaron los especimenes PreservCyt, y todos los
especimenes STM se recolectaron de una poblacién separada de muiltiples clinicas en el area metropolitana
de San Diego. Se realizaron pruebas en cuatro laboratorios de EE.UU. acreditados. Se interpretaron los
resultados para cada espécimen como se recomendo, esto es, las pruebas de especimenes PC emplearon un
algoritmo de re-prueba de la regién de corte en el rango de 1.0 a 2.50 URL/CO, mientras que los resultados
de la prueba inicial se compararon para los especimenes STM.

Nota: Estos datos no son equivalentes a los resultados clinicos falsos positivos o falsos negativos debido
a la naturaleza del disefio del estudio usado en conjunto, el cual valora la concordancia de pruebas

de especimenes duplicados.

Tabla 15
Reproducibilidad de las pruebas de especimenes usados conjuntamente del ADN del VPH clinicas

Tipo de Prevalencia Concordancia positiva | Concordancia negativa | Concordancia general
espécimen del VPH (n/N) (n/N) (n/N)
IC del 95% IC del 95% IC del 95%
STM (inicial) 29.2% 92.15 97.89 96.21
(270/293) (695/710) (965/1003)
88.45 - 94.96 96.54 - 98.81 94.84 - 97.31
PC (con 19.0% 88.37 97.53 95.82
algoritmo de (190/215) (910/933) (1099/1148)
re-prueba) 83.31-92.33 96.20 - 98.35 94.40 - 96.83

Estos resultados reflejan la variabilidad asociada a la recoleccion de especimenes, adema de la variabilidad
debido al procesamiento de especimenes y al procedimiento del ensayo. Una inspeccién posterior de estos
resultados revelé que se concentré la variabilidad de resultados en la regidon de corte del ensayo. Cuando se
incluian solamente especimenes que producian resultados fuera de la regiéon de corte en el andlisis, la
concordancia positiva para los especimenes PC se incrementa al 94.0% mientras que la concordancia
negativa se incrementa al 99.4%; si bien de forma similar para los especimenes de STM, los valores de
concordancia positivos y negativos se incrementan al 97.5% y 99.6%, respectivamente.

39



REACTIVIDAD CRUZADA

PANEL DE REACTIVIDAD CRUZADA

Se ensayd una bateria de bacterias, virus y plasmidos comunmente encontrada en el tracto anogenital
femenino, asi como también una recoleccién de los tipos cutaneotrépicos del VPH para los cuales estuvieron
disponibles clones, para determinar si ocurriria una reactividad cruzada con las sondas del VPH usadas en la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Se ensayaron todos los microorganismos en
concentraciones de 105 y 107 organismos por mL. Se ensayd el ADN purificado de virus y plasmidos en una
concentracion de 4 ng por mL.

A continuacion se encuentra una lista de las bacterias analizadas. Todas las bacterias probaron ser negativas
en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2.

Acinetobacter anitratus

Acinetobacter Iwoffi (ATCC 17908)
Bacteroides fragilis (ATCC 25285)
Bacteroides melaninogenicus

Candida albicans (ATCC 14053 6 10231)
Chlamydia trachomatis

Enterobacter cloacae

Escherichia coli (HB101)*

Escherichia coli

Fusobacterium nucleatum

Gardnerella vaginalis

Haemophilus ducreyi

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

Mobiluncus curtisii

Mobiluncus mulieris

* Se ensayaron tanto la cepa de E. coli usada para cultivar plasmidos (HB101) como un aislado clinico de E.
coli.

A continuacion se encuentra una lista del ADN viral o plasmidico o suero humano probado:

Adenovirus 2 Virus del papiloma humano tipo 1
Citomegalovirus Virus del papiloma humano tipo 2
Virus Epstein-Barr Virus del papiloma humano tipo 3
Suero antigeno de superficie de hepatitis B positivo Virus del papiloma humano tipo 4
Herpes simplex | Virus del papiloma humano tipo 5
Herpes simplex Il Virus del papiloma humano tipo 8
Virus de inmunodeficiencia humana (VIH, ADN de RT) Virus del papiloma humano tipo 13
Virus simico tipo 40 (SV40) Virus del papiloma humano tipo 30
pBR322

El unico plasmido que mostré una reactividad cruzada en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2 fue pBR322. Se espera una reactividad cruzada entre pBR322 y la sonda de VPH de alto riesgo porque
es dificil quitar todo el ADN del vector pBR322 cuando se aisla el inserto del VPH. Se ha reportado la
presencia de secuencias homologas de pBR322 en especimenes genitales humanos, y podrian ocurrir
resultados falsos positivos en presencia de niveles altos de plasmido bacteriano. No obstante, 298
especimenes clinicos que probaron ser positivos con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2
mostraron que no se debieron los resultados positivos a pBR322 cuando se probaba con una sonda de
pBR322. Asi, parece baja la probabilidad del resultado falso positivo de la prueba de ADN del VPH de alto
riesgo digene HC2 debido a las secuencias de pBR322 homdlogas en los especimenes clinicos.

HIBRIDACION CRUZADA

Se probaron dieciocho tipos distintos de VPH (riesgo alto y bajo) con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2 en concentraciones de 4 ng/mL de ADN del VPH. Todos los blancos de VPH de alto riesgo fueron
positivos con la sonda de VPH de alto riesgo. Este estudio también mostré que hay una pequefia cantidad de
hibridacion cruzada entre los tipos de VPH 6 y 42 y la sonda de VPH de alto riesgo. Pueden ser falsamente
positivos los especimenes de pacientes con niveles altos (4 ng/mL o mas alto) de ADN de VPH 6 6 VPH 42
con la prueba de ADN del VPH de alto riesgo. La significancia clinica de esto es que las pacientes con 4
ng/mL o mas alto de ADN de VPH 6 6 VPH 42 pueden ser remitidas innecesariamente a colposcopia.

También se ha demostrado que la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 reacciona de manera
cruzada con los tipos de VPH 40, 53 y 66. Estos tipos son raros y existe insuficiente evidencia para establecer
la correlacién exacta entre la infeccidon con estos tipos y el desarrollo de la enfermedad de alto grado.
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EFECTO DE LA SANGRE Y OTRAS SUSTANCIAS EN ESPECIMENES DE STM

Se evalud el efecto de la sangre y otras sustancias definidas o indefinidas potencialmente interferentes en la
prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2. Se adicionaron sangre total, ducha vaginal, crema
antifingica y jalea anticonceptiva (agentes que se pueden encontrar cominmente en especimenes cervicales)
a los especimenes STM negativos y positivos (reuniones de especimenes clinicos y especimenes no clinicos)
en concentraciones que pueden encontrarse en especimenes cervicales. No se observaron resultados falsos
positivos con ninguno de los cuatro agentes en ninguna concentracion. No obstante, puede reportarse un
resultado falso negativo en especimenes clinicos con niveles de ADN del VPH cercanos a aquél del corte
positivo para el ensayo (1 pg/mL) si estaban presentes niveles altos de crema antifingica o jalea
anticonceptiva. No obstante, es muy improbable que un espécimen clinico consista casi en su totalidad de una
de estas sustancias porque se despeja la cérvix rutinariamente antes de obtener los especimenes para el
examen del Papanicolaou y para las pruebas de VPH.

EFECTO DE LA SANGRE Y OTRAS SUSTANCIAS EN LOS ESPECIMENES DE LA SOLUCION
PRESERVCYT

Se evalué el efecto de la sangre y otras sustancias definidas o indefinidas potencialmente interferentes
potencialmente presentes en los especimenes clinicos de la solucidon PreservCyt en la prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2. Se adicionaron sangre total, ducha vaginal, crema antifingica y jalea
anticonceptiva (agentes que se pueden encontrar comunmente en especimenes cervicales) a las reuniones
de especimenes clinicos solucidon PreservCyt negativas y positivas en concentraciones que pueden
encontrarse en especimenes cervicales. No se observaron resultados falsos positivos o falsos negativos con
ninguno de los cuatro agentes en ninguna concentracion. Ademas, sustancias inherentes en algunos
especimenes clinicos no inhiben la deteccion del ADN del VPH por la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2.

REPRODUCIBILIDAD DE LA PRUEBA DEL ADN DEL VPH DE ALTO RIESGO digene HC2
CON ESPECIMENES CLINICOS RECOLECTADOS EN STM

Se determiné la reproducibilidad de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene HC2 con especimenes
clinicos recolectados en STM en un estudio que usaba 20 reuniones clinicas (diez positivas y diez negativas)
preparadas combinando especimenes cervicales de cepillo previamente desnaturalizadas y probadas
recolectadas en STM. Se probaron los especimenes en duplicados de cuatro en cada uno de cinco dias para
un total de 20 duplicados por espécimen. Se realizaron las pruebas usando un céctel de sondas combinado
consistente en la sonda de VPH de alto riesgo y la sonda de VPH de bajo riesgo. Se calcularon el promedio, la
desviacion estandar y el intervalo de confianza del 95% acerca del promedio (IC) para cada espécimen dentro
del dia y durante cinco dias y se muestran los resultados en la tabla 16 a continuacién. No se esperaria que la
reproducibilidad del ensayo difiera cuando se use solamente la sonda de tipo VPH de alto riesgo en este kit.
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Tabla 16
URL/CO promedio con intervalos de confianza y porcentaje positivo
(Orden descendente por URL/CO promedio)

No. Id. espec. URL/CO promedio IC % positivo
1 10 3.18 3.02-3.35 100 (20/20)
2 20 1.43 1.36 - 1.50 100 (20/20)
3 11 1.25 1.20-1.28 100 (20/20)
4 12 1.21 1.15-1.27 100 (20/20)
5 15 1.20 1.14-1.25 100 (20/20)
6 13 1.07 1.01-1.11 80 (16/20)
7 16 1.06 1.01-1.09 75 (15/20)
8 17 1.04 1.00 - 1.06 80 (16/20)
9 14 0.98 0.92-1.02 45 (9/20)
10 18 0.92 0.87-0.96 20 (4/20)
11 19 0.72 0.68 -0.75 0 (0/20)
12 7 0.40 0.33-0.46 0 (0/20)
13 4 0.38 0.35-0.39 0 (0/20)
14 9 0.37 0.32-0.41 0 (0/20)
15 1 0.35 0.32-0.36 0 (0/20)
16 2 0.35 0.31-0.37 0 (0/20)
17 8 0.32 0.29-0.34 0 (0/20)
18 3 0.30 0.27 - 0.31 0 (0/20)
19 6 0.27 0.24 - 0.30 0 (0/20)
20 5 0.26 0.23 - 0.28 0 (0/20)

Para los cinco especimenes con un URL/CO promedio en el 20% 6 mas por encima del corte (Nos. 1-5), 100
de 100 duplicados (100.0%) eran positivos. Para los cinco especimenes con un URL/CO promedio dentro del
20% por encima o por debajo del corte del ensayo (Nos. 6-10), 60 de 100 (60%; IC del 95% = 49.7-69.6) de
los duplicados fueron positivos y 40 de 100 (40%) fueron negativos. Para los 10 especimenes con el URL/CO
promedio en mas del 20% por debajo del corte del ensayo, 200 de 200 duplicados (100%) fueron negativos.

Asi, los especimenes con un URL/CO promedio del 20% 6 més por encima del corte fueron positivos 100%
del tiempo, mientras que los especimenes con un URL/CO promedio del 20% o mas por debajo del corte
fueron negativos 100% del tiempo, indicando que puede esperarse que los especimenes en el 20% 6 mas
lejos del corte produzcan resultados consistentes. Los especimenes cercanos al corte produjeron
aproximadamente numeros iguales de resultados positivos y negativos. Estos datos demuestran que los
especimenes de STM producen resultados reproducibles en la prueba de ADN del VPH de alto riesgo digene
HC2.

REPRODUCIBILIDAD DE LOS ESPECIMENES DE LA SOLUCION PRESERVCYT EN LA
PRUEBA DE ADN DEL VPH DE ALTO RIESGO digene HC2

Se determind la reproducibilidad de especimenes clinicos en la solucién PreservCyt en la prueba de ADN del
VPH de alto riesgo digene HC2 en un estudio que usaba 24 especimenes de simulacién en una concentracion
que abarca un rango de concentraciones del ADN del VPH. Los especimenes consistieron en la solucion
PreservCyt y leucocitos, con y sin bacterias que contengan plasmido de VPH 16.

Se probaron los especimenes en duplicados de cuatro en cada uno de cinco dias, para un total de 20
duplicados por espécimen. En cada uno de los cinco dias del estudio, se procesé y probé una parte alicuota
de 8 mL de cada espécimen de acuerdo con las instrucciones de uso del kit de conversiones de muestras
digene HC2. Se calcularon el promedio, la desviacion estandar y el intervalo de confianza del 95% (IC) para
cada espécimen dentro del dia y durante los cinco dias y duplicados. Se muestran el URL/CO promedio, el
intervalo de confianza acerca del promedio y el porcentaje de los duplicados positivos a continuacion en la
tabla 17 para cada espécimen, en orden descendente con base en el URL/CO promedio.
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Tabla 17
URL/CO promedio con intervalos de confianza y porcentaje positivo
(Orden descendente por URL/CO promedio)

No. # espec. URL/CO promedio IC % positivo
1 21 3.51 3.19-3.83 100 (20/20)
2 12 1.58 1.48 - 1.69 100 (20/20)
3 13 1.42 1.32-1.52 100 (20/20)
4 17 1.38 1.23-1.53 90 (18/20)
5 18 1.36 1.23-1.48 95 (19/20)
6 15 1.32 1.16 - 1.49 85 (17/20)
7 23 1.17 1.06 -1.27 75 (15/20)
8 16 1.14 1.07-1.20 75 (15/20)
9 20 1.10 0.96 - 1.21 85 (17/20)
10 19 1.06 0.95-1.17 45 (9/19)
11 22 1.05 0.99-1.10 70 (14/20)
12 11 1.04 0.96-1.11 65 (13/20)
13 14 0.94 0.86 - 1.01 25 (5/20)
14 24 0.77 0.73-0.81 0 (0/20)
15 3 0.28 0.25-0.30 0 (0/20)
16 1 0.27 0.24 - 0.30 0 (0/20)
17 7 0.27 0.25-0.30 0 (0/20)
18 2 0.27 0.25-0.28 0 (0/20)
19 5 0.26 0.24-0.28 0 (0/20)
20 4 0.24 0.22-0.25 0 (0/20)
21 9 0.23 0.21-0.25 0 (0/20)
22 8 0.22 0.18-0.27 0 (0/20)
23 10 0.22 0.20-0.25 0 (0/20)
24 6 0.19 0.17 - 0.21 0 (0/20)

Para los seis especimenes con un URL/CO promedio en el 20% 6 mas por encima del corte (Nos. 1-6), 114
de 120 duplicados (95.0%) fueron positivos. Para los siete especimenes con un URL/CO promedio dentro del
20% por encima o por debajo del corte del ensayo (Nos. 7-13), 88 de 139 (63.3%; IC del 95% = 54.3 -70.9) de
los duplicados fueron positivos y 51 de 139 (36.6%) fueron negativos. Para los 11 especimenes con el
URL/CO promedio en mas del 20% por debajo del corte del ensayo, 220 de 220 duplicados (100%) fueron
negativos.

Asi, los especimenes con un URL/CO promedio del 20% 6 mas por encima del corte fueron positivos mayor al
95% del tiempo, mientras que los especimenes con un URL/CO promedio del 20% o mas por debajo del corte
fueron negativos 100% del tiempo, indicando que puede esperarse que los especimenes en el 20% 6 mas
lejos del corte produzcan resultados consistentes. Los especimenes cercanos al corte produjeron
aproximadamente numeros iguales de resultados positivos y negativos. Estos datos demuestran que
especimenes de la solucion PreservCyt producen resultados reproducibles en la prueba de ADN del VPH de
alto riesgo digene HC2.
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GUIA DE IDENTIFICACION Y SOLUCION DE PROBLEMAS DE LA PRUEBA DE ADN DEL

VPH DE ALTO RIESGO digene HC2

Observacion

Probables causas

Soluciones

Cambio de color
inapropiado o nulo
observado durante la
desnaturalizacion.

Reactivo de desnaturalizacién no
adicionado, o reactivo de
desnaturalizacion no preparado
apropiadamente.

Verifique que el reactivo de desnaturalizacion contenga el colorante
indicador y sea de un color purpura oscuro.

Verifigue que se adiciond el reactivo de desnaturalizacién al espécimen
midiendo el volumen de espécimen (se espera 1.5 mL). Si el volumen
indica que no se adiciono el reactivo de desnaturalizacion, haga la adicion
apropiada, mezcle y proceda con el ensayo si se observa entonces el
cambio de color apropiado.

El espécimen contiene sangre u
otros materiales que ocultan el
cambio de color.

No se espera el cambio de color exacto descrito con estos tipos de
especimenes; no deberan afectarse de manera adversa los resultados de
prueba del ensayo.

Puede ser inusualmente acido el
pH del espécimen.

Si ninguna de las otras causas se aplica, puede ser inusualmente acido el
espécimen y no ocurrird el cambio de color esperado. Recolecte un
espécimen nuevo antes de la aplicacion de acido acético a la cérvix porque
el pH del espécimen inapropiado afectara de forma adversa los resultados
de la prueba.

Los controles de | Protocolo del software incorrecto | Si el protocolo del software es incorrecto para la prueba que se esta
calidad dan | escogido para la prueba (Vg., | realizando, debera leerse de nueva cuenta la placa dentro de 30 minutos
resultados protocolo LR usado para el método | después de la adicion del reactivo de deteccion 2 y con el protocolo
incorrectos HR) correcto.

Colocacién reversa de QC1-LR y | Volver a probar los especimenes.

QC2-HR
Cambio de color | Mezcla inadecuada del cdctel de | Agite la microplaca de hibridacion o la gradilla de microtubos por 2 minutos
inapropiado sondas con controles de calidad | adicionales. Si hay pozos que todavia quedan purpuras, adicione 25 pL
observado durante la | y/o especimenes | adicionales del coctel de sondas apropiado y mezcle bien. Si en la adicion
hibridacion. desnaturalizados; o, coctel de | y remezcla de la sonda no ocurre el cambio de color apropiado y el

sondas no adicionado; o, volumen
incorrecto del reactivo adicionado.

espécimen o contenia sangre u otros materiales, vuelva a probar el
espécimen.

El espécimen contiene sangre u
otros materiales que ocultan el
cambio de color.

No se espera el cambio de color exacto descrito con estos tipos de
especimenes; no deberan afectarse de manera adversa los resultados de
prueba del ensayo.

El espécimen tenia < 1000 pL de
STM.

Verifique el volumen del espécimen original. El volumen debera ser 1425
pL £ 20 pL (después de quitar 75 pL para la sonda de VPH de alto
riesgo). Si el volumen es < 1425 pL, el espécimen original contenia < 1000
uL de STM. Obtenga un espécimen nuevo.

El ensayo falla los

criterios de
validacion. No se
observa ninguna
sefal en el
calibrador, controles
de calidad o en los
especimenes.

No se adiciona ninguna sonda al
diluente de la sonda.

Prepare el coctel de sondas como se describe en las instrucciones de uso.
Etiquete los tubos cuidadosamente.

Sonda contaminada con RNasa
durante la preparacion.

Use puntas de pipeta con barrera de aerosol cuando pipetee la sonda y
use guantes. Diluya la sonda en contenedores estériles. Unicamente use
reservorios de reactivos desechables limpios y nuevos.

Mezcla inadecuada de la sonda y
del diluente de la sonda.

Después de adicionar la sonda al diluente de la sonda, mezcle
completamente pasando por vértice a alta velocidad durante por lo menos
5 segundos. Debe producirse un vértice visible.

Mezcla inadecuada de la sonda
diluida y del espécimen
desnaturalizado.

Después de adicionar el coéctel de sondas y el espécimen a cada
micropozo o microtubo de hibridacién, agite en el agitador giratorio | puesto
a 1100 £ 100 rpm por 3 * 2 minutos. Verifigue el cambio de color de
purpura a amarillo en cada tubo o pozo.

Tiempo o temperatura incorrectos
durante la etapa de hibridacion.

Hibride por 60 +5 minutos a 65 +2° C. Verifique la temperatura del
calentador de microplacas | o bafio maria de hibridacion. Asegurese de
que el calentador de microplacas | esté puesto para calentar especimenes
para corregir la temperatura y sea precalentado por 60 minutos antes de su
uso. Aseglrese de que el nivel de agua sea el adecuado para calentar los
especimenes a la temperatura correcta. Deberan calibrarse
periédicamente los bafios marias.

Mezcla inadecuada durante la
etapa de captura.

Agite en el agitador giratorio | por 60 + 5 minutos a 20-25° C como se
describe en las instrucciones de uso. Verifique la velocidad del agitador
giratorio | a través de una calibracién, como se resume en la seccién
Calibracion de la velocidad del agitador del manual del operador del
agitador giratorio .

No agregar la cantidad correcta del
reactivo de deteccion 1 6 incubar
por un tiempo especificado.

Pipetee 75 pL del reactivo de deteccién 1 en cada pozo usando una pipeta
de 8 canales. Incube a 20-25° C por 30 a 45 minutos.

No agregar la cantidad correcta de
reactivo de deteccién 2 & incubar
por un tiempo especificado.

Pipetee 75 pL del reactivo de deteccién 2 en cada pozo usando una pipeta
de 8 canales. Incube a 20-25° C por 15 a 30 minutos.

Mal funcionamiento del
luminébmetro o programacion
incorrecta.

Remitase a las secciones de mantenimiento/servicio y de identificaciéon y
solucion de problemas en la guia de usuario del software de analisis de
ensayos digene aplicable para mas instrucciones, o llame a QIAGEN
Technical Services (servicios técnicos).
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Observacion

Probables causas

Soluciones

Valores elevados de
URL en los
calibradores,
controles de calidad
y/lo especimenes (>
200 URL en muchos
o todos los pozos). El
ensayo puede fallar
en los criterios de
validacion.

Reactivo de desnaturalizacién no
adicionado; o, volumen incorrecto
de reactivo adicionado; o, mezcla
inadecuada de reactivo de
desnaturalizacion con
calibradores, controles de calidad,
0 especimenes.

Verifigue que la pipeta repetidora esté suministrando exactamente antes
de adicionar el reactivo de desnaturalizacion. Las pipetas calibradas son
esenciales. Adicione un volumen medio de reactivo de desnaturalizacion a
cada tubo y mezcle bien. Para evitar resultados falsos positivos, asegurese
de que el liquido lave toda la superficie interna del tubo. Los calibradores,
controles de calidad y especimenes deberan tornarse purpura después de
la adicién del reactivo de desnaturalizacion.

Filtracién de luz en el luminémetro.
Puerta no sellada.

Selle alrededor de la puerta rota.

Realice una lectura de fondo (medicién de datos preliminares) del
luminémetro leyendo una microplaca vacia. Una lectura de mas de 50 URL
indica que puede existir una filtracién de luz. Remitase a las secciones de
mantenimiento/servicio y de identificacién y solucién de problemas en la
guia de usuario del software de analisis de ensayos digene aplicable para
mas instrucciones, o llame a QIAGEN Technical Services (servicios
técnicos).

Contaminaciéon del reactivo de
deteccion 2 6 micropozos de
captura por el reactivo de
deteccion 1 o fosfatasa alcalina
exogena.

Remitase a la Verificaciéon de contaminacién en esta seccion de
identificacion y solucion de problemas.

Solucién amortiguadora de lavado
contaminada.

Remitase a la Verificacion de contaminacién en esta seccion de
identificacion y solucién de problemas.

Lavador de placas automatizado
contaminado.

Remitase a la Verificaciéon de contaminacién en esta seccion de
identificacion y solucién de problemas.

Lavado inadecuado de los
micropozos de captura después de
la incubacion del reactivo de
deteccion 1.

Lave los micropozos completamente con solucion amortiguadora de lavado
6 veces, llenando los pozos para tener un sobreflujo cada vez o usando el
lavador de placas automatizado. No debe haber ningun liquido rosa
residual visible en los pozos después del lavado. Véase el Manual del
operador del lavador de placas automatizado para las instrucciones sobre
pruebas para la contaminacién o malos funcionamientos.

Contaminacion de micropozos del
reactivo de deteccion 1.

Asegurese de que todas las superficies de trabajo estén limpias y secas.
Tenga cuidado cuando use el reactivo de deteccion 1. Evite aerosoles.

Solucién de hibridacion de secado
en la misma area de la toalla
Kimtowels o toallas de papel con
poca pelusa equivalente

No vuelva a secar en el area previamente usada de la toalla Kimtowels.

Toallas de secado incorrectas

usadas.

Use toallas Kimtowels o toallas de papel con poca pelusa equivalentes
para el secado.

Material del control de calidad del
VPH de alto riesgo usado. El
ensayo falla la razéon de HRC / NC
de validacién > 15.

Asegure la colocacién correcta de los materiales de calibracién positiva y
de control de calidad.

Razones de PC/NC
bajas o numero alto
de especimenes
positivos bajos con
razones < 2.0 (>

20%). ElI ensayo
puede fallar en los
criterios de
validacion.

Preparacion inadecuada de
especimenes.

Agregue el volumen apropiado de reactivo de desnaturalizacion y mezcle
completamente a través de la colocacion en vértice. Para evitar resultados
falsos positivos, asegurese de que el liquido lave toda la superficie interna
del tubo tanto con el método manual como con el de MST Vortexer (para el
método de Vortexer manual, invierta el tubo una vez). Para especimenes
de la soluciéon PreservCyt, asegurese de que esté completa una mezcla
apropiada y una resuspension del pellet celular previo a la incubacion de
desnaturalizaciéon. Consulte las instrucciones de uso del kit de
conversiones de muestras digene HC2 para los detalles del protocolo.
Debera verse un cambio de color distinto de purpura claro a oscuro. Incube
por 45 + 5 minutos a 65 = 2° C.

Sonda inadecuadamente
mezclada o sonda insuficiente
adicionada a los ensayos.

Prepare el coctel de sondas como se describié. Mezcle completamente a
través de vértice asegurandose de que se produzca un vortice visible.
Debe adicionarse el coctel de sondas a los tubos con una pipeta de
desplazamiento positiva o pipeta de canales multiples para asegurar un
suministro exacto.

Volumen inadecuado de la sonda

diluida adicionada a cada
micropozo o  microtubo  de
hibridacion.

Verifigue que la pipeta repetidora esté suministrando de forma exacta
antes de la adicién del coctel de sondas a las microplacas de hibridacion o
microtubos. Deberan agregarse 25 pL de sonda diluida al espécimen
desnaturalizado en el fondo de cada micropozo o microtubo. Verifique que
la pipeta de 8 canales esté suministrando de forma exacta antes de la
adicion del coctel de sondas a los pozos de hibridacién. El cambio de color
debera ser de purpura oscuro a amarillo en la adicién y durante toda la
mezcla del coctel de sondas. Los especimenes de la solucion PreservCyt
deberan tornarse rosas en lugar de amarillos.

Pérdida de la actividad del reactivo
de deteccion 1.

Conserve el reactivo de deteccién 1 a 2-8° C. Usese antes de la fecha de
caducidad en el marbete de la caja exterior del kit.

Captura insuficiente.

Debera realizarse la etapa de captura usando el agitador giratorio | puesto
a 1100 + 100 rpm por 60 + 2 minutos. Valide la velocidad del agitador
giratorio | a través de una calibraciéon.

Lavado inadecuado.

Lave los micropozos completamente con solucién amortiguadora de lavado
6 veces, llenando los pozos para tener un sobreflujo cada vez o usando el
lavador de placas automatizado.
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Observacion

Probables causas

Soluciones

Razones de PC/NC
bajas o numero alto
de especimenes
positivos bajos con
razones < 2.0 (>

Solucién amortiguadora de lavado
contaminada.

Solucién amortiguadora de lavado
contaminada (continuacion).

Si no esta contaminado el reactivo de deteccién 2, verifique la solucion
amortiguadora de lavado por contaminacién. Pipetee 10 pL de la solucion
amortiguadora de lavado a 75 pL del reactivo de deteccion 2 en un
micropozo de captura vacio. Cubra e incube por 15 minutos a 20-25° C.
Lea el micropozo en el luminémetro. Las lecturas por encima de 200 URL

20%). ElI ensayo indican contaminacion. Véase la seccion Preparacion y almacenamiento de
puede fallar en los reactivos para instrucciones sobre la limpieza y mantenimiento del aparato
criterios de de lavado. Véase el Manual del operador del lavador de placas
validacion. automatizado para las instrucciones sobre pruebas para la contaminacion
(continuacién) o malos funcionamientos.
Serie de | Contaminacion de los micropozos | Cubra la microplaca de captura durante todas las incubaciones. Evite
especimenes de captura durante la manipulacion | exponer los tubos a contaminacién de aerosol mientras realiza el ensayo.
positivos con valores | del ensayo. Use guantes libres de polvo durante las manipulaciones.
de URL | Contaminacién del reactivo de | Tenga cuidado en no contaminar el stock cuando pipetee el reactivo de
aproximadamente deteccion 2. deteccion 2 en los micropozos de captura. Evite la contaminacion del
iguales. reactivo de detecciéon 2 por aerosoles del reactivo de deteccién 1 6 del
polvo del laboratorio, etc.
Fallo del lavador de placas | Véase el Manual del operador del lavador de placas automatizado para las

automatizado.

instrucciones  sobre contaminacion o malos

funcionamientos.

pruebas para la

%CV amplios entre

Pipeteado inexacto.

Verifiqgue la pipeta para asegurarse de que se estén suministrando los

duplicados. volumenes reproducibles. Calibre las pipetas de forma rutinaria.

Mezcla insuficiente. Mezcle completamente en todas las etapas. Coloque en vortice previo a la
incubacion de desnaturalizacion y después de adicionar el coctel de
sondas. Asegurese de que se produzca un vortice visible.

Transferencia  incompleta  del | Tenga cuidado durante la etapa de transferencia de los micropozos o

liquido de los micropozos o | microtubos de hibridaciéon a los micropozos de captura para asegurar que

microtubos de hibridacién a los | se transfieran los volimenes reproducibles.

micropozos de captura.

Condiciones  inapropiadas de | Lave los micropozos completamente con solucién amortiguadora de lavado

lavado. 6 veces, llenando hasta el sobreflujo cada vez o usando el lavador de
placas automatizado y los protocolos del lavador de placas automatizado.

Contaminacion de micropozos del | Asegurese de que todas las superficies de trabajo estén limpias y secas.

reactivo de deteccién 1. Tenga cuidado cuando use el reactivo de deteccion 1. Evite aerosoles.

Resultados falsos | Reactivo de deteccion 2 | Tenga cuidado de no contaminar de forma cruzada los especimenes
positivos obtenidos | contaminado. conforme divida en partes alicuotas el reactivo de deteccion 2 entre
de especimenes especimenes. Si solamente usa parte de un kit, divida en partes alicuotas

negativos conocidos.

el volumen necesario para ese ensayo en un reservorio de reactivo
desechable limpio antes de llenar la pipeta.

Contaminacion de micropozos del
reactivo de deteccion 1.

Lave los micropozos completamente con solucién amortiguadora de lavado
6 veces, llenando hasta el sobreflujo cada vez o usando el lavador de
placas automatizado. No debe haber ningun liquido rosa residual visible en
los micropozos después del lavado.

Contaminacion de punta de pipeta

con material no desnaturalizado
durante la transferencia del
espécimen  desnaturalizado  al

microtubo o micropozo usados
para la hibridacion de sondas del
VPH.

Debe realizarse la etapa de desnaturalizacion del procedimiento de
procesamiento del espécimen como es instruido en estas instrucciones de
uso. Una colocaciéon de especimenes, inversiéon y agitaciéon de tubos
impropias pueden dar como resultado una desnaturalizacion incompleta de
los hibridos de ARN/ADN no especificos endégenos a los especimenes
cervicales. Cuando use especimenes de la solucion PreservCyt en
particular, estos hibridos tienen la probabilidad de estar presentes en las
paredes internas del tubo de desnaturalizacién de especimenes. Con el fin
de prevenir un posible desplazamiento de este material celular no
desnaturalizado, la micropunta de la pipeta no debe tocar los costados del
tubo de desnaturalizaciéon de especimenes durante la transferencia del
espécimen desnaturalizado al microtubo o micropozo usados para la
hibridacién de sondas del VPH.

Durante la decantaciéon y secado
de la placa de captura, se seco la
placa en la misma area de las
toallas Kimtowels o toallas de

No seque en el area que se ha usado previamente ya que podria ocurrir
una contaminacion cruzada.

papel con poca pelusa
equivalentes.
Preparacion inadecuada de | Agregue el volumen apropiado de reactivo de desnaturalizaciéon y mezcle

especimenes.

completamente a través de la colocacién en voértice. Para evitar resultados
falsos positivos, asegulrese de que el liquido lave toda la superficie interna
del tubo tanto con el método manual como con el de MST Vortexer (para el
método de vértice manual, invierta el tubo una vez). Para especimenes de
la solucién PreservCyt, asegurese de que estén completas la mezcla y
resuspension apropiadas del pellet celular previo a la incubacion de
desnaturalizacién. Consulte las instrucciones de uso del kit de conversion
de muestras digene HC2 para los detalles del protocolo. Para todos los
especimenes, debera verse un cambio de color distinto al purpura oscuro.
Incube por 45 + 5 minutos a 65 + 2° C.

Condiciones
lavado.

inapropiadas  de

Lave los micropozos completamente con solucion amortiguadora de lavado
6 veces, llenando los pozos a sobreflujo cada vez o usando el lavador de
placas automatizado y los protocolos apropiados del lavador de placas
automatizado.
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Observacion

Probables causas

Soluciones

Valores de URL
negativos del
calibrador elevado (>
200 URL). El resto del
ensayo se
desempeiia como lo
esperado.

Se incubd el reactivo de deteccion
2 a una temperatura mayor a 20-
25° C.

Repita la prueba y asegurese de que las etapas de captura y deteccién se
incuben a 20-25° C.

Se incubo el reactivo de deteccion
2 mas de 30 minutos.

Lea la placa después de 15 minutos de incubacién (y no mas de 30
minutos de incubacién) a 20-25° C.

Se contaminé el reactivo de
deteccion 2 o6 la  solucion
amortiguadora de lavado con
fosfatasa alcalina o reactivo de
deteccion 1.

Verifigue el reactivo de deteccion 2 dividido en partes alicuotas por
contaminacion pipeteando 75 uL en un micropozo de captura vacio. Incube
a 20-25° C por 15 minutos y lea en el lumindometro. Las lecturas por
encima de 200 URL indican contaminacion del reactivo de deteccion 2.
Tenga cuidado cuando pipetee el reactivo de deteccion 2. Use guantes y
evite tocar las puntas para cualquier superficie de trabajo. Repita el
procedimiento de identificacion y solucion de problemas en el vial maestro
del reactivo de deteccion 2, y si no estd contaminado, repita el ensayo
usando este material. Si estd contaminado, obtenga un kit nuevo y repita el
ensayo. Si no esta contaminado el reactivo de deteccién 2, verifique la
soluciéon amortiguadora de lavado por contaminacion. Pipetee 10 pL de la
solucion amortiguadora de lavado en 75 pL del reactivo de deteccién 2 en
un micropozo de captura vacio. Cubra e incube por 15 minutos a 20-25° C.
Lea el micropozo en el luminémetro. Las lecturas por encima de 200 URL
indican contaminacion de la solucién amortiguadora de lavado. Véase la
seccion Preparacion y almacenamiento de reactivos para instrucciones
sobre la limpieza y mantenimiento del aparato de lavado.
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VERIFICACION DE CONTAMINACION

Nota:

puntas de pipeta en cualquier de las superficies de trabajo.

Tenga cuidado cuando pipetee el reactivo de deteccidon 2 para evitar contaminacion. Use guantes y evite tocar las

Reactivo evaluado

Procedimiento de verificacion de contaminacién

Interpretacion de resultados

Reactivo de deteccion
2

Nota:

Pipetee 75 pL del vial de reactivo de deteccion 2
divido en partes alicuotas, residual u original en un
micropozo de captura vacio.

Incube a 20-25° C por 15 minutos. Evite la luz solar
directa.

Lea en los micropozos en el luminémetro.

Probar el reactivo de deteccion 2 en duplicados
de 3 proporciona una valoracion optima de
desempefio.

El control del reactivo de deteccion
2 debera ser < 50 URL.

Si los valores del reactivo de
deteccién 2 son < 50 URL, puede
usarse el reactivo de deteccion 2
para repetir el ensayo.

Si estd contaminado (>50 URL),
obtenga un kit nuevo y repita el
ensayo.

Lave el aparato de la
solucion
amortiguadora y/o la
fuente de agua

Pipetee 75 uL de reactivo de deteccién 2 en 3 pozos
separados de microplaca de captura.

Etiquete los pozos 1-4.

El pozo 1 sirve como el control del reactivo de
deteccion 2.

Pipetee 10 pL de la solucién amortiguadora de lavado
de la botella de lavado al pozo 2.

Deje que fluya la solucién amortiguadora de lavado a
través de la tuberia del lavador.

Pipetee 10 pL de la solucién amortiguadora de lavado
de la tuberia al pozo 3.

Obtenga una parte alicuota del agua usada para
preparar la solucién amortiguadora de lavado.
Pipetee 10 pL del agua al pozo 4.

Incube a 20-25° C por 15 minutos. Evite la luz solar
directa.

Lea los micropozos en el luminémetro.

El control del reactivo de deteccion
2 (pozo 1) debera ser < 50 URL.
Compare el valor de URL de los
pozos 2, 3 y 4 con el valor de URL
del control del reactivo de deteccion
2 (pozo 1). Los valores de URL
individuales para los pozos 2, 3y 4
no deberan exceder 50 URL del
valor de URL del control del
reactivo de deteccién 2 (pozo 1).
Los valores que excedan 50 URL
del control del reactivo de deteccién
2 indican contaminacion. Véase la
seccion Preparacion y
almacenamiento de reactivos para
instrucciones sobre la limpieza y
mantenimiento del aparato de
lavado.

Lavador de
automatizado

placas

Pipetee 75 pL de reactivo de deteccion 2 en 5 pozos
separados de microplaca de captura.

Etiquete los pozos 1-5.

El pozo 1 sirve como el control del reactivo de
deteccion 2.

Pipetee 10 pL de la solucion amortiguadora de lavado
de la botella del lavador de placas etiquetada Wash
(Lavar) en el pozo 2.

Pipetee 10 uL del liquido de enjuague de la botella
del lavador de placas etiquetada Rinse (Enjuagar) en
el pozo 3.

Presione la tecla Prime (iniciar) en el teclado del
lavador de placas, dejando que fluya la solucion
amortiguadora de lavado a través de las lineas.
Pipetee 10 pL de la solucién amortiguadora de lavado
del abrevadero al pozo 4.

Presione la tecla Rinse (Enjuagar) en el teclado del
lavador de placas, dejando que fluya el liquido de
enjuague a través de las lineas.

Pipetee 10 pL de la solucién amortiguadora de lavado
del abrevadero al pozo 5.

Cubra e incube por 15 minutos a 20-25° C. Evite la
luz solar directa.

Lea los micropozos en el luminémetro.

El control del reactivo de deteccion
2 (pozo 1) debera ser < 50 URL.
Compare el valor de URL de los
pozos 2, 3, 4 y 5 con el valor de
URL del control del reactivo de
deteccion 2 (pozo 1). Los valores
de URL individuales para los pozos
2, 3, 4 y 5 no deberan exceder 50
URL del valor de URL del control
del reactivo de deteccion 2 (pozo
1).

Los valores que excedan 50 URL
del control del reactivo de deteccion
2 indican una contaminacion del
lavador de placas.

Véase Manual del operador del
lavador de placas automatizado,
procedimiento de
descontaminacion.
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INFORMACION DE PEDIDOS DE LA PRUEBA DE ADN DEL VPH DE ALTO RIESGO digene
HC2, REACTIVOS, ACCESORIOS Y EQUIPO

Reactivos

Prueba de ADN del VPH de alto riesgo «digene HC2 High-Risk HPV DNA Test» [96 pruebas REF 5199-1220
(kit de 1 placa)]

Prueba de ADN del VPH de alto riesgo «digene HC2 High-Risk HPV DNA Test» [384 pruebas REF 5199-
00016 (kit de 4 placas)]

Dispositivo de recoleccion de ADN «digene HC2 DNA Collection Device»

Kit de conversion de muestras «digene HC2 Sample Conversion Kit»

Concentrado de solucién amortiguadora de lavado «digene Wash Buffer Concentrate»

Solucion «<HOLOGIC PreservCyt Solution»

Accesorios

Microtubos

Gradilla de microtubos

Selladores de placas

Puntas de pipeta extralargas

Gradilla de tubos de recoleccion de especimenes
Tapa roscas de tubos de recoleccion de especimenes
Reservorios de reactivos desechables

Tubos de recoleccién de especimenes

Tapas de microplacas

Gradilla de tubos de especimenes multiples y tapa
Gradilla de conversion y tapa

Gradilla de especimenes y tapa «digene Specimen Rack and Lid»
Sellador de tubos de peliculas DuraSeal

Dispensador del sellador de tubos y cuter del sellador
Microplacas de hibridacion

Tiras para micropozos

Equipo

Luminémetro

Sistema PC

Cable de impresora

Impresora

CD del software del sistema digene Hybrid Capture 2 (con software del sistema digene Hybrid Capture 2,
protocolos para VPH del ensayo del sistema digene Hybrid Capture 2, software para placas LumiCheck)
Agitador giratorio | del sistema Hybrid Capture

Calentador de microplacas | del sistema Hybrid Capture

Lavador de placas automatizado del sistema Hybrid Capture

Tubo de especimenes multiples del sistema Hybrid Capture (MST) Vortexer 2

Aparato de lavado

Sistema Rapid Capture [opcional, pero requerido para el uso de la prueba de ADN del VPH de alto riesgo
digene HC2 [REF 5199-00016 (kit de 4 placas)]
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INFORMACION DE CONTACTO

Use la hoja de informacion de contacto de QIAGEN proporcionada con el producto para ponerse en contacto
con QIAGEN Technical Services (servicios técnicos) o su representante local de QIAGEN.

MARCAS REGISTRADAS Y PATENTES

QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); Parafim® (BEMIS Company, Inc.);
Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal® (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG);
Kimtowels® (Kimberly-Clark Corporation); CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Excel®, Microsoft®
(Microsoft Corporation); PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); pGEM® (Promega Corp); Sarstedt®
(SARSTEDT AG & Co); VWR® (VWR International, Inc.).

Las marcas registradas, marcas comerciales, etc., usadas en este documento, incluso cuando no se marquen
especificamente como tales, deben considerarse protegidas por la ley.

Este producto y su método de uso estan cubiertos por una o mas de las siguientes patentes:

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

Patentes de HPV de EE.UU.
5,876,922 e 5,952,487 e 5,958,674 e 5,981,173

© 2012-2015 QIAGEN, todos los derechos reservados.
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Resumen de la prueba de ADN del VPH de dlto riesgo «digene®
HC2 High-Risk HPV DNA Test»

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

este resumen.

Procedimiento

Desnaturalizacién
(Para
especimenes de
solucion
PreservCyt, véase
el procedimiento
de preparaciéon
de especimenes

Método de vértice manual

V¥ Cree la distribuciéon de la placa.
Etiquete los microtubos de
hibridacion.

V  Pipetee elreactivo de
desnaturalizacién (el volumen es
equivalente a la mitad del volumen
del espécimen) en calibradores,

Método de tubo de especimenes multiples

(MST) Vortexer 2

V¥ Cree la distribuciéon de las placas.
Etiquete la placa de hibridacién. Prepare
el reactivo de desnaturalizacion.

V  Pipetee el reactivo de desnaturalizacion
(el volumen es equivalente a la mitad del
volumen de espécimen) en calibradores,

de solucién controles de calidad y especimenes. controles de calidad y especimenes.
PreservCyt) Coloque en vortice cada calibrador, V¥  Verifique que todos los tubos muestren un
control de calidad y espécimen color purpura.
individualmente por 5 segundos a V¥ Cubra la gradilla con pelicula y tapa.
alta velocidad e invierta (véase el V¥ Coloque en vértice por 10 segundos a
prospecto para detalles). madxima velocidad.
Vv Verifique que todos los tubos V  Incube a 65+ 2° C por 45 + 5 minutos.
muestren un color purpura. V  Prepare la mezcla de sondas del VPH.
V  Incube a 65+ 2° C por 45 + 5 minutos.
V¥V Prepare la mezcla de sondas de VPH.
Hibridacién Método de baio maria Método de calentador de microplacas |

V¥ Mezcle el espécimen desnaturalizado
bien y pipetee 75 L de calibrador,
confrol de calidad o espécimen
desnaturalizados en los microtubos
de hibridacién.

Incube por 10 minutos a 20-25° C.
Pipetee 25 pL de la mezcla de sondas
del VPH de alfo riesgo en los
microtubos.

V¥ Cubra los microtubos con un sellador
de placas y agite en el agitador
giratorio I a 1100 + 100 rpm por 3 + 2
minutos. Verifique que todos los tubos
muestren un color amairillo (los
especimenes de la solucion
PreservCyt se tornardn rosas).

Incube a 65+ 2° C por 60 + 5 minutos.
Prepare la microplaca de captura.

4 <

V¥ Mezcle el espécimen desnaturalizado

bien, y pipetee 75 pL del calibrador,

confrol de calidad o espécimen

desnaturalizados en los pozos de

microplacas.

Incube por 10 minutos a 20-25° C.

Pipetee 25 pL de la mezcla de sondas del

VPH de alto riesgo en los pozos de

microplacas.

V¥V Cubra la microplaca con una tapa para
placas y agite en el agitador giratorio | a
1100 + 100 rpm por 3 + 2 minutos.
Verifique que todos los pozos muestren
un color amarillo (los especimenes de la
solucién PreservCyt se tornardn rosas).

V  Incube a 65+ 2° C por 60 + minutos.

V  Prepare la microplaca de captura.

4 <

Captura hibrida

4|4 «

Pase el contenido de cada pozo de placa de hibridacién o microtubo al pozo

correspondiente en la microplaca de captura usando una pipeta de 8 canales.

V¥ Cubra con una tapa para placas o sellador de placas. Agite a 1100 = 100 rom a 20-25°
C por 60 = 5 minutos. Prepare la solucién amortiguadora de lavado.

V¥ Decante y seque la microplaca de captura (véase el prospecto para detalles).

Deteccién hibrida

Pipetee 75 pL de reactivo de deteccidon 1 en cada micropozo de captura. Cubra la
microplaca de captura con una tapa para placas o Parafiim o equivalente.
Incube a 20-25° C por 30-45 minutos. Lave la placa usado el método deseado.

Lavado

Método de lavado manual

V  Decante y seque la microplaca de
captura (véase el prospecto para
detalles).

VvV  Lave 6 veces.

V¥ Seque en toallas de papel con poca
pelusa.

Método de lavador de placas automatizado
Coloqgue la placa en el lavador de placas
automatizado y presione START/STOP
(Iniciar/Parar) para comenzar.

Amplificacién de
senales

Pipetee 75 pL del reactivo de deteccién 2 en cada micropozo de captura.
Cubra con una tapa para placas o sellador de placas. Incube a 20-25° C por 15-30 minutos.

Lectura

V¥  Leala microplaca de captura en el luminémetro.
V¥ Vdlide el ensayo e interprete los resultados de los especimenes.
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