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Principais alteracdes & revisdo anterior das instrugdes de utilizagdo

® Foi acrescentado o procedimento de preparacdo das amostras de pellet de células apés
gradiente em SurePath com o kit QlAsymphony® DSP HPV Media juntamente com os dados
de desempenho relacionados.

® Atudlizado para fins de conformidade com o Sistema Mundial Harmonizado de Classificacdo

e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).
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UtilizagGo prevista

Para utilizacdo em diagnésticos in vitro (IVD).

O digene HC2 High-Risk HPY DNA Test com utilizagdo da tecnologia Hybrid Capture® 2 (HC2)

é um ensaio de hibridizagdo de dcidos nucleicos com amplificagdo de sinal, que utiliza a

quimioluminescéncia de microplacas para a defecdo qualitativa de 13 tipos de ADN do

Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco em amostras cervicais e vaginais.

As amostras cervicais e vaginais que podem ser testadas com o digene HC2 High-Risk HPY DNA

Test incluem:

Amostras cervicais colhidas por um médico com o digene HC2 DNA Collection Device

Amostras vaginais colhidas pela prépria paciente com o digene HC2 DNA Collection Device
Biopsias colhidas no digene Specimen Transport Medium (STM, meio de transporte de

amostras)

Amostras colhidas utilizando um dispositivo de recolha tipo vassoura ou uma combinagdo de
escova/espétula e colocadas em solugdo PreservCyt ou SurePath Preservative Fluid (fluido

conservante SurePath)

A utilizacdo do teste estd indicada:

Para a detegdo de tipos de HPV de alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59 e 68, indicados como o principal fator no desenvolvimento de cancro do colo do Gtero.

Como um teste de rastreio inicial da populagdo em geral, a ser utilizado com ou sem
amostra, para identificar mulheres com um risco elevado de desenvolvimento de cancro do
colo do Utero ou a presenca de doencas cervicais de alto grau. O diagnéstico do HPV torna-
se um indicador de doenga do colo do Utero cada vez mais rigoroso & medida que a idade

aumenta.

Como teste de seguimento para doentes com resultados anormais das amostras citolégicas ou
doenca do colo do dtero para determinar a necessidade de encaminhamento para

colposcopia ou outros procedimentos de seguimento.

Como teste de seguimento para doentes com resultados de Lesdo Intraepitelial Escamosa de
Baixo Grau (LSIL) ou Les@o Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) na amostra citolégica
antes da colposcopia. Para estas doentes, o resultado do digene HC2 High-Risk HPV DNA

Test ird ajudar o médico no diagnéstico, ao constituir um complemento na avaliagdo dos

riscos para as mulheres para determinar a auséncia de doenca de alto grau.
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Summary and Explanation

A presenca de determinados tipos de HPV no trato genital feminino estd associada a diversas
doencgas, incluindo condiloma, doenca de Bowen, neoplasia e carcinoma intraepitelial do colo
do (tero, da vagina e da vulva (1-3). E normalmente aceite que estes virus sdo
predominantemente transmitidos por via sexual e que os tipos de HPV de alto risco constituem o

maior fator de risco reconhecido para o desenvolvimento do cancro do colo do dtero (4-8).

Até & data, o HPV ndo pode ser cultivado in vitro e os testes imunolégicos sdo inadequados para
deferminar a presenca de infecdo cervical por HPV. Podem ser obtidas provas indiretas da
existéncia de uma infecdo anogenital por HPV através de um exame fisico e pela presenca de
alteragdes celulares caracteristicas associadas & réplica viral em amostras citolégicas ou de
biopsia. As biopsias podem ser analisadas, alternadamente, por hibridizacdo de dcidos

nucleicos para detetar diretamente a presenca do ADN do HPV.

Historicamente, o HPV 16 e o HPV 18 tém sido considerados como HPV de alto risco associados
ao cancro (8-10). Ficou demonstrado que os tipos de HPV 31, 33 e 35 t&m uma associagdo
infermédia com o cancro (2,11-14). Esta associacdo intermédia deve-se ao facto de que estes
tipos serem detetados com maior frequéncia em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau do
que em cancros. Por conseguinte, a indugdo de cancros devido & presenca destes tipos é menos
provavel do que quando se verifica a presenga de tipos de ADN do HPV de alto risco (15). Estes
cinco tipos de HPV em conjunto s@o responsdveis por cerca de 73% das infe¢des por HPV (16,
17). Outros tipos de HPV, incluindo os tipos 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 foram
identificados como os principais identificadores do HPV nas restantes lesdes (17-27). Estes tipos
de HPV também podem ser classificados em grupos de risco intermédio e alto, com base na sua

distribuicdo relativa em vdrias categorias de diagnésticos histopatoldgicos (16, 17, 24-28).

Ficou demonstrado que o ADN do HPV se encontra presente em aproximadamente 10% das
mulheres com epitélio cervical normal, mas a prevaléncia real em grupos especificos de mulheres
¢ fortemente influenciada pela idade e por outras varidveis demogréficas (2, 10, 16, 29).
Estudos prospetivos demonstraram que 15-28% das mulheres com ADN do HPV positivo
desenvolveram neoplasia intraepitelial escamosa (SIL) no espaco de 2 anos, em comparacéo
com apenas 1-3% das mulheres com ADN do HPV negativo (30, 31). Em particular, o risco de
desenvolvimento para os tipos de HPV 16 e 18 foi superior (aproximadamente 40%) do que

para outros tipos de HPV (30).
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Informagdo sobre o agente patogénico

Os papilomavirus humanos s@o compostos por uma particula viral icosaédrica (viriGo) que
contém uma molécula circular de ADN de cadeia dupla com cerca de 8000 pares de base,
rodeada por uma cdpside proteica. Apds a infecdo das células epiteliais, o ADN viral
estabelece-se em toda a espessura do epitélio, mas os virides intactos s6 sdo encontrados nas
camadas superiores do fecido. Por isso, o ADN viral pode ser encontrado tanto em virides como

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

Principio do procedimento

O digene HC2 HighRisk HPV DNA Test, que utiliza a tecnologia HC2, é um ensaio de
hibridizacdo de dcidos nucleicos com amplificagdo do sinal que utiliza a detecdo
quimioluminescente de microplacas. As amostras que contém o ADN alvo hibridizam com uma
mistura especifica de sonda de ARN do HPV. Os hibridos ARN:ADN resultantes sGo capturados
para a superficie do poco de uma microplaca revestida com anticorpos especificos para hibridos
ARN:ADN. Os hibridos imobilizados reagem entdo com anticorpos especificos conjugados com
fosfatase alcalina  para  hibridos ARN:ADN e sdo detetados com um substrato
quimioluminescente. A cada hibrido capturado ligam-se vérios anticorpos conjugados, o que
resulta numa consideravel amplificacdo do sinal. Por cada anticorpo, sdo conjugadas diversas
moléculas de fosfatase alcalina. A medida que o substrato é clivado pela fosfatase alcalina
associada, é emitida uma luz que é medida em unidades relativas de luz (URL) por um
instrumento digene microplaca Luminometer (DML). A intensidade da luz emitida indica a

presenca ou auséncia de ADN alvo na amostra.

Um valor de URL igual ou superior ao valor do ponto de corte (VC) do ensaio revela a presenca
de sequéncias de ADN do HPV de alto risco na amostra. Um valor de URL inferior ao VC do
ensaio indica a auséncia das sequéncias de ADN do HPV de alto risco especificas testadas ou

niveis de ADN do HPV inferiores ao limite de detecdo do ensaio.
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Preparacdo da amostra utilizando o QIAsymphony SP

A preparagdo automatizada de amostras em PreservCyt pode ser levada a cabo utilizando o
QlAsymphony SP com o kit QlAsymphony DSP HPV Media ou com o kit QlAsymphony DSP
AXpH DNA.

Preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

O kit QlAsymphony DSP HPV Media oferece os extratos de amostras sobre a microplaca de
hibridizacdo que estdo prontos para festes automatizados usando o Rapid Capture® System
(RCS) com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test. O QlAsymphony SP efetua todos os passos
do procedimento de preparagdo da amostra para até 88 amostras, em lotes de até 24, numa

Unica corrida.

O QIAsymphony SP processa 88 amostras PreservCyt em 2 horas e 15 minutos, sem que seja

necessdria a intervencdo do utilizador depois de o instrumento ser carregado com amostras.

O QIAsymphony SP processa 88 amostras SurePath em 1 hora e 45 minutos, sem que seja
necessdria a infervencdo do utilizador depois de o instrumento ser carregado com amostras. A
preparacdo de amostras com o QlAsymphony SP é seguida de imediato por uma incubagdo de
90 minutos dos extratos das amostras na microplaca de hibridizacdo num aquecedor de
microplacas.Durante a incubagdo dos extratos de amostras, os calibradores e os controlos da
qualidade sdo desnaturados em separado num banho-maria, sendo depois pipetados
manualmente para dentro da primeira coluna da microplaca de hibridizagdo, uma vez concluida
a incubacdo do extrato da amostra. A preparacdo de amostras em SurePath com o
QlAsymphony SP e o kit QIAsymphony DSP HPV Media pode ser realizada antes do inicio do

processamento de citologia ou depois da sua conclusdo.

Importante: Os extratos das amostras produzidos em resultado da preparacdo das amostras em
PreservCyt e SurePath através do kit QlAsymphony DSP HPV Media s6 podem ser testados com o

RCS. O desempenho manual do teste com extratos de amostras ndo estd validado.

Durante a preparacdo automatizada de amostras utilizando o QIAsymphony, consultar os
manuais do utilizador aplicéveis do QlAsymphony e as instrugdes de utilizagdo do kit
QlAsymphony DSP HPV Media (manual) (QIAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use
(Handbook)), para além destas instrugdes de utilizagdo, para obter as informagdes descritivas e

processuais necessdrias.
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Preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

O QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit faculta eluatos de ADN na microplaca de hibridizagdo que
estdo prontos para o feste manual ou automatizado no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test. O QlAsymphony SP efetua todos os passos do procedimento de preparacdo da
amostra para até 88 amostras, em lotes de até 24, numa dnica corrida. O QlAsymphony SP
processa 88 amostras em 4 horas e 30 minutos, sem que seja necessdria a intervencdo do

utilizador depois de o instrumento ser carregado com amostras.

Durante a preparacdo automatizada de amostras utilizando o QIAsymphony, consultar os
manuais do utilizador aplicaveis do QlAsymphony e o manual do kit QIAsymphony DSP AXpH
DNA (QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook), para além destas instrucdes de utilizagao,

para obter as informagées descritivas e processuais necessdrias.
Realizacdo de testes utilizando o Rapid Capture System

Os testes de alta producdo e elevado volume com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test podem
ser efetuados utilizando o RCS. O kit de 4 placas (4 plate kit, n.° de catdlogo 618111) sé pode

ser usado com o RCS e ndo pode ser usado para testes manuais.

O RCS é um sistema de diluicGo e pipetagem automatizado de utilizagdo geral que pode ser
utilizado com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test para testes de alta producdo e elevado
volume. Este sistema processa até 352 amostras em 8 horas, incluindo um periodo de 3,5 horas
durante o qual ndo é necessdria intervencdo do utilizador; podem ser gerados resultados de até

704 amostras em 13 horas.

A preparacdo de amostras é realizada independentemente do RCS antes da colocagdo na
plataforma do RCS. Além disso, a detecGo quimioluminescente do sinal e a apresentacdo de
resultados sdo efetuadas utilizando um instrumento DML offline comum aos testes manuais e

automatizados no RCS.

Cada um dos passos do digene HC2 High-Risk HPY DNA Test sdo levados a cabo exatamente
como na sequéncia do teste manual. O RCS permite o processamento escalonado de até 4
microplacas, sendo que cada microplaca contém amostras, os calibradores de teste e controlos

de qualidade necessdrios.

Durante a realizagdo de testes automatizados no RCS, consultar o manual do utilizador do Rapid
Capture System (Rapid Capture System User Manual) e o manual do utilizador do Rapid Capture

System — Readlizagdo de testes digene HC2 DNA usando amostras processadas
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QIAsymphony SP (Rapid Capture System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests
Using QIAsymphony SP Processed Samples), para além destas instrugdes de utilizagdo, a fim de

obter as informagdes descritivas e processuais necessdrias
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Materiais fornecidos

Kit de 1 placa

Ha 96 testes no digene HC2 High-Risk HPV DNA Test de uma placa (1 plate digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test, n.° de catédlogo 5197-1330).

Durante a realizagdo de testes manuais com o kit de 1 placa, o menor nimero de testes
recomendado para cada utilizagdo é 24. Se pretender utilizar menos de 24 testes, o nimero
total de testes por kit pode ser reduzido devido aos volumes limitados de reagente. O nimero de
resultados das doentes ird variar, dependendo do nimero de utilizagdes por kit, conforme

especificado a seguir:

Numero de ufilizacdes Nomero de resultados de doentes
1 88
2 80
3 72
4 64

Durante a realizagdo de festes automatizados no RCS com o kit de 1 placa, a utilizagdo do kit
completo requer a realizacdo de testes utilizando uma microplaca completa (88 amostras) por
corrida do RCS. A realizagdo de testes em microplaca parcial é aceitdvel. No entanto, todo o kit

é utilizado devido ao volume morto necessdrio para a operacdo do instrumento.

Kit de 4 placas

Ha 384 testes no digene HC2 HighRisk HPY DNA Test de quatro placas (4 plate digene HC2
High-Risk HPV DNA Test, n.° de catdlogo 618111).

O kit de 4 placas s6 pode ser usado para os testes automatizados no RCS. Para alcangar 384
testes, tem de ser usado o kit de 4 placas em 1 ou 2 corridas no RCS. Se for desejével menos de
2 corridas, o ndmero total de testes por kit pode ser reduzido devido aos volumes limitados de

reagente.
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Contetdo do kit

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
N.° de catélogo

NoUmero de testes

5197-1330
96

618111
384

Indicator Dye (corante indicador)
Contém 0,05% (p/v) de azida de sédio

Denaturation Reagent* (reagente de desnaturagdo)

Diluir numa solucdo de hidréxido de sédio (NaOH)

Probe Diluent* (diluente de sonda)

Solugdo tamponada com 0,05% (p/v) de azida de
sédio

High-Risk HPV Probe (sonda de HPV de alto risco)
Sonda de ARN do HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58, 59 e 68 em solugdo tamponada
(tampa vermelha)

Low-Risk HPV Quality Control (controlo de qualidade do
HPV de baixo risco)

5 pg/ml (500 000 cépias/ml) de ADN clonado de
HPV 6 e ADN portador em STM com 0,05% (p/v) de
azida de sédio.

High-Risk HPV Quality Control (controlo de qualidade do
HPV de alto risco)

5 pg/ml (500 000 cépias/ml) de ADN clonado de
HPV 16 e ADN portador em STM com 0,05% (p/v) de
azida de sédio

Negative Calibrator (calibrador negativo)

ADN portador em STM com 0,05% (p/v) de azida de
sédio

High-Risk HPV Calibrator (calibrador de HPV de alto
risco)

1 pg/ml de ADN clonado de HPV 16 e ADN portador
em STM com 0,05% (p/v) de azida de sédio
Capture Microplate (microplaca de captura)

Revestida com anticorpos de hibridos anti-ARN/ADN
policlonais de cabra

Detection Reagent 1 (reagente de detegdo 1)
Anticorpos conjugados de fosfatase alcalina para
hibridos de ARN/ADN em solucdo tamponada com
0,05% (p/v) de azida de sédio

0.35 ml

50 ml

5 ml

200 pl

1 ml

1 ml

2 ml

1 ml

12 ml

2.0 ml

2 x 100 ml

20 ml

3 x 200 pl

1 ml

1 ml

2 ml

2 ml

40 ml
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digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

lavagem)
Contém 1,5% (p/v) de azida de sédio

N.° de catdlogo 5197-1330 618111
Nomero de testes 96 384
Detection Reagent 2 (reagente de detecdo 1) 12 ml 40 ml
CDP-Star® com Emerald Il (substrato

quimioluminescente)

Wash Buffer Concentrate* (concentrado de tampdio de 100 ml 2 x 100 ml

*Consultar “Avisos e precaucdes”, pdgina 23, para obter

seguranca

informacdes relativas & salde
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Importante: Assegurar que os instrumentos usados neste procedimento foram verificados e

calibrados de acordo com as recomendacées do fabricante.
Equipamento e materiais para diagndstico in vitro

Na QIAGEN apenas se encontra disponivel equipamento e materiais validados com o digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test.

e digene Hybrid Capture 2 System (“sistema digene HC2"), composto por um luminémetro
aprovado pela QIAGEN (“instrumento DML"), computador pessoal e periféricos (monitor,
teclado, rato, impressora e cabo de impressora) aprovados pela QIAGEN, digene HC2
System Software (“software de andlise de ensaios digene”), digene HC2 System Assay
Protocols for HPV (protocolos de ensaio do sistema HC2 digene para HPV), LumiCheck Plate
Software (software da placa LumiCheck) e manual do utilizador do sistema HC2 digene
(digene HC2 System User Manual)

e Hybrid Capture System Rotary Shaker |

e Hybrid Capture System Microplate Heater |

e Hybrid Capture System Automated Plate Washer

® Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2*
® Suporte de conversdo e respetiva tampa (opcional)*

e Suporte de amostra e respetiva tampa digene* (opcional)

e EXPANSAO para 4 pipetas e suporte (opcional) t

e Dispensador de seladores de tubos e dispositivo de corte (opcional, utilizado com o MST

Vortexer 2)

e Rapid Capture System (necessdrio para a utilizagdo com o kit de 4 placas; opcional para o

kit de 1 placa)
e Aparelho de lavagem
® Microplacas de hibridizagdo
e Tampas das microplacas
e Tiras de pocos de microplacas do RCS*

e Cubas para reagentes do RCS*

* Necessdrio para efetuar testes automatizados no RCS.
t Item personalizado utilizado para transferir amostras em STM para a microplaca de hibridizagdo. Podem ser utilizadas
outras pipetas multicanal, expansiveis personalizadas, desde que se obtenha um espago de 3,2 cm quando expandidas.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015



® Tampas das cubas para reagentes do RCS*
® Pontas descartdveis do RCS*

e Tampas de encaixe do RCS*

® Tampdo N2t

e Tampdo D27

e Bandeja do dispositivo de lavagem RCS azul*
® Pontas de pipetas extra longas

® Tubos de colheita de amostras

e Suporte para tubos de colheita de amostras

® Tampas roscadas dos tubos de colheita de amostras
® Reservatérios de reagente descartéveis

e Pelicula seladora de tubos DuraSeal™

® Microtubos de hibridizacdo$

e Suporte de microtubos?

e Seladores de placast
Materiais e equipamento de uso geral em laboratério

® Recipiente para banho-maria a 65 + 2 °C de tamanho suficiente para comportar um suporte

de amostras (21 cm de largura x 32 c¢m de profundidade x 18 cm de altura)
® Microcentrifuga
® Vértice com fixacdo de copo
® Pipeta de um canal; configuragdo variavel para volumes de 20-200 pl e 200-1000 !
® Pipeta de deslocamento positivo repetido, como a pipeta Eppendorf® Repeater®
® Pipetas de 8 canais: configuracdo varidvel para volumes de 25-200 pl
e Temporizador
® Solucdo de hipoclorito de sédio, 0,5% v/v
e Parafilm® ou equivalente

® Pontas de pipeta descartdveis com barreiras para aerosséis para pipetas de um canal
(volumes de 20-200 pl e 200-1000 pl)

e Pontas descartdveis para pipetas de deslocamento positivo repetido (12,5, 5, 2,5 e 1,25 ml)

* Necessdrio para efetuar testes automatizados no RCS.

t Necessario para a realizagdo de testes com amostras preparadas com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA.

T Necessdrio para a realizagdo de testes automatizados no RCS de amostras processadas com o kit QIAsymphony DSP HPV
Media.

§ Necessdrios para a hibridizagdo com microtubos e banho-maria.
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® Pontas descartdveis para pipetas de 8 canais (25-200 pl)

® lencos Kimtowels® ou toalhetes de papel com libertagdo reduzida de pelo equivalentes
e Capa descartavel para bancada

e luvas descartdveis isentas de pé

® Tubos de 5 ml e/ou 15 ml em polipropileno com base redonda e tampa de encaixe

e Suporte para alojar tubos de 10 ml ou 15 ml

® Tubos cénicos em polipropileno de 50 ml
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Materiais e equipamentos adicionais para a preparacdo de amostras em
PreservCyt

[Ti] Consultar as instrucdes de utilizacgio do kit QlAsymphony DSP HPV Media (manual)
(QIAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) para a preparagdo
automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media.

["]i] Consultar o manual do kit QIAsymphony DSP AXpH DNA (QlAsymphony DSP AXpH DNA
Kit Handbook) para a preparacdo automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH
DNA.

[l Consultar as instrugdes de utilizacdo do kit digene HC2 Sample Conversion relativas &

preparacdo manual de amostras.

Materiais e equipamentos adicionais para a preparacdo de amostras em
SurePath.

[Ti] Consultar as instrucdes de utilizacgio do kit QlAsymphony DSP HPV Media (manual)
(QIAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) para a preparagdo
automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

Manual SurePath sample preparation requires the following additional equipment and materials:
e Centrifuga de cabega oscilante capaz de atingir 800 + 15 x g e de receber tubos de
centrifuga cénicos em polipropileno de 15 ml

e digene HC2 Sample Conversion Tubes (tubos de conversdo de amostras HC2 digene)* ou

tubos de polipropileno de 15 ml VWR® ou Corning®

Importante: Os tubos de conversdo de amostras HC2 digene disponiveis na QIAGEN t&m de

ser utilizados com o MST Vortexer 2 ou o RCS.
® Pipetas de transferéncia de 7 ml com pontas padrdo ou equivalente

® digene Specimen Transport Medium

* Os tubos de conversdo de amostras HC2 digene disponiveis na QIAGEN t&m de ser utilizados com o MST Vortexer 2 ou o
RCS.
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Avisos e precaucoes

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
Ler atentamente todas as instrugcdes antes de utilizar o teste.

Adverténcias

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério adequado, luvas
descartéveis e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consultar as fichas de dados de
seguranca (MSDSs) adequadas. Estas estdo disponiveis online no formato PDF, prdtico e

compacto, no endereco www.giagen.com/safety, onde poderd encontrar, visualizar e imprimir

as MSDSs para cada kit QIAGEN e respetivos componentes.

Amostras

CUIDADO Risco de agentes infecciosos

As amostras poderdo conter agentes infecciosos e deverdo ser manuseadas em

conformidade. Considerar todas as amostras como potencialmente infecciosas.

Nenhum método de teste conhecido poderd garantir em absoluto que as amostras ndo irdo
transmitir infecdes. Recomenda-se que as amostras de origem humana sejam manuseadas de
acordo com as prdticas de biosseguranca nacionais e locais aplicaveis. Utilizar estas prdticas de

biosseguranca com materiais que confenham ou se suspeite que contém agentes infecciosos.
Estas precaugdes incluem, mas ndo se limitam aos seguintes:

® NGdo pipetar com a boca.
® N&o fumar, comer ou beber nas dreas onde se manuseiam reagentes ou amostras.

® Usar luvas descartdveis sem pé de talco durante o manuseamento de reagentes ou amostras.

Lavar bem as mdos depois de realizar a andlise.

e Limpar e desinfetar todos os vestigios de amostras com um desinfetante tuberculocida, tal

como hipocloreto de sédio a 0,5% p/v ou outro desinfetante adequado (32, ).

® Descontaminar e eliminar todas as amostras, reagentes ou outros materiais potencialmente

contaminados, em conformidade com os regulamentos locais e nacionais.
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Apds desnaturagdo e incubagdo, as amostras deixam de ser consideradas infecciosas (34); no
entanto, o pessoal do laboratério deverd cumprir ainda as precaucdes indicadas a nivel local e

nacional.

Azida de sédio

Alguns reagentes contém azida de sédio. H& relatos de a azida de sédio formar azida de
chumbo ou cobre em canalizacdes de laboratério. Estas azidas podem explodir por percusséo,
como acontece ao martelar. Para evitar a formacdo de azida de chumbo ou de cobre, deixar
correr bastante dgua no lavatério depois de eliminar solugdes que contenham azida de sédio.
Occupational Safety and Health Administration (entidade americana para a higiene e seguranca

no trabalho) recomenda o seguinte:

1. Escoar o liquido através dos sifées, utilizando um tubo de borracha ou de pléstico.
2. Encher com uma solugdo de 10% p/v de hidréxido de sédio.
3. Deixar repousar durante 16 horas.

4. Deixar correr 4gua abundantemente.

Tampdo N2

CUIDADO Risco de compostos altamente reativos

Néo adicionar lixivia ou solucdes dcidas diretamente em qualquer solugdo ou

residuos que contenham tampdo N2.

O Buffer N2 (tampdo N2) contém hidrocloreto de guanidina, que pode formar compostos

altamente reativos quando combinados com lixivia.

Em caso de derramamento de algum liquido contendo os tampdes referidos, limpar com
detergentes apropriados para utilizacdo em laboratério e dgua. Se o liquido derramado contiver
agentes potencialmente infecciosos, limpar a drea afetada primeiramente com detergente
apropriado para utilizagdo em laboratério e dgua e, depois, com 1% (v/v) de solucdo de

hipoclorito de sédio.
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Testes automatizados no RCS

Consultar o manual do utilizador do sistema Rapid Capture (Rapid Capture System User Manual)
para obter avisos e precaugdes adicionais especificos & utilizagdo desse sistema para testes de

alta produgdo e elevado volume.
Declaracdes de seguranca e risco para componentes

As seguintes frases de risco e seguranca aplicam-se aos componentes do kit do digene HC2
High-Risk HPV DNA Test:

Wash Buffer Concentrate (Concentrado de tampéo de lavagem)

Contém: Sodium azide. Atengdo! Nocivo por ingestdo. Nocivo para os
organismos aqudticos com efeitos duradouros. Evitar a libertagdo para o
ambiente. Eliminar o conteido/ recipiente em instalagdo aprovada de destruicdo

de residuos.

Denaturation Reagent (Reagente de desnaturacéo)

Contém: sodium hydroxide. Perigo! Provoca queimaduras na pele e lesdes
oculares graves. Pode ser corrosivo para os metais. Eliminar o contetdo/
recipiente em instalacdo aprovada de destruicdo de residuos. SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com dgua durante
vdrios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continuar a enxaguar. SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo):
despir/ retirar imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com
4dgua/ tomar um duche. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico. Armazenar em local fechado &
chave. Usar luvas de protecgdo/ vestudrio de protecgdo/ protecgdo ocular/

protecgdo facial.
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Probe Diluent (Diluente de sonda)

Contém: acetic acid; Polyacrylic acid. Perigo! Provoca queimaduras na pele e
lesdes oculares graves. Eliminar o conteddo/ recipiente em instalacdo aprovada
de destruicdo de residuos. SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com dgua durante vérios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar. SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): despir/ retirar imediatamente toda a
roupa contaminada. Enxaguar a pele com dgua/ tomar um duche. Contacte
imediatamente um CENTRO DE INFORMACAQO ANTIVENENOS ou um médico.

Armazenar em local fechado & chave. Usar luvas de protecgdo/ vestudrio de

proteccdo/ protecgdo ocular/ protecgdo facial.

High-Risk HPV Calibrator (calibrador de HPV de alto risco)

Avisol Provoca uma ligeira irritacdo cut@nea. Se ocorrer irritacdo cuténea:
Consultar/ver imediatamente um médico.

High-Risk HPV Quality Control (controlo de qualidade do HPV de alto risco)

Atencdo! Causa uma irritacdo suave da pele. Em caso de irritagdo cutdnea:

consulte um médico.

Low-Risk HPV Quality Control (controlo de qualidade do HPV de baixo risco)

Atencdo! Causa uma irritacdo suave da pele. Em caso de irritagdo cutdnea:

consulte um médico.

Negative Calibrator (calibrador negativo)

Atencdo! Causa uma irritacdo suave da pele. Em caso de irritagdo cutdnea:

consulte um médico.
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Precaucoes

O utilizador deve obedecer sempre as precaugdes que se seguem durante a realizagdo do teste
digene HC2 HighRisk HPV DNA Test:

® Nao utilizar os reagentes depois do prazo de validade indicado junto ao simbolo & no rétulo

da embalagem exterior ou do prazo de validade dos reagentes preparados.

e A realizagdo do teste fora do tempo e intervalo de temperaturas indicados poderé dar
origem a resultados invdlidos. Os testes que ndo estejam dentro do tempo e intervalos de

temperatura indicados séo invdlidos e devem ser repetidos.

® O procedimento, calibragdo do ensaio, controlo de qualidade e interpretagdo dos resultados
da amostra com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test devem ser rigorosamente seguidos

para obter resultados fidveis no teste.

e E imporfante pipetar exatamente o volume de reagente indicado e misturar bem apés a
adicdo de cada reagente. Caso contrdrio, poderd obter resultados errados. Assegurar que as

alteragdes de cor detetadas confirmam que estas condigdes foram satisfeitas.

e A excecdo do concentrado de tampéo de lavagem, os componentes do kit foram testados
como uma unidade. Néo trocar componentes de outras origens ou de lotes diferentes. No
entanto, é aceitdvel combinar componentes de kits com o mesmo nimero de lote a fim de
obter os volumes de reagente necessdrios para testar vdrias microplacas numa Gnica
utilizacdo do RCS.

® Os 4cidos nucleicos sGo muito sensiveis & degradagdo por nuclease no meio ambiente. As
nucleases estdo presentes na pele humana e nas superficies ou materiais manuseados por
humanos. Limpar e cobrir as superficies de trabalho com uma capa descartével para

bancada e utilizar luvas sem pé durante a realizagdo de todos os passos do teste.

e Garantir que se evita a confaminagdo da microplaca de captura e do reagente de detegdo 2
(DR2) com fosfatase alcalina exégena durante a realizagdo do teste. As substéncias que
podem conter fosfatase alcalina incluem o reagente de dete¢do 1 (DR1), bactérias, saliva,
cabelo e Sleos da pele. Cobrir a microplaca de captura apés o passo de lavagem e durante
a incubagdo do DR2 é particularmente importante porque a fosfatase alcalina exégena

poderd reagir com o DR2, produzindo resultados falso-positivos.

® Proteger o DR2 contra a exposi¢do prolongada a luz direta. Utilizar o DR2 imediatamente

apés a criagdo de aliquotas e evitar a luz direta do sol.

® Preparar a pipeta repetida antes da aplicagdo de reagente e verificar periodicamente a
existéncia de bolhas de ar. Quantidades excessivas de bolhas de ar grandes na ponta da
pipeta repetida poderd resultar numa aplicacdo incorreta e poderd ser evitado enchendo a
pipeta, distribuindo todo o liquido e voltando a encher. Consultar instrugdes especificas de

utilizagdo no manual do utilizador da pipeta.
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® Redlizar a pipetagem multicanal utilizando a técnica de pipetagem inversa (consultar
“Detegdo hibrida”, pagina 58) para distribuir DR1 e DR2. Verificar a ponta de cada pipeta

na pipeta multicanal quanto a um encaixe e enchimento corretos.

e Certificar-se de que cada pogo da microplaca de captura é minuciosamente lavado (consultar
“Lavagem”, pdgina 60). Uma lavagem inadequada ird resultar no aumento do fundo e
poderd provocar resultados falso-positivos. Os residuos de tampédo de lavagem nos pogos da
microplaca de captura poderdo resultar na redugdo do sinal ou numa fraca

reprodutibilidade.

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Componentes do kit

Apéds a recegdo, guardar o kit a uma temperatura de 2-8 °C. Se desejar, o concentrado de
tampdo de lavagem, o reagente de desnaturacGo e o corante indicador poderdo ser
armazenados a uma temperatura de 2-30 °C. Todos os reagentes sdo fornecidos prontos a
utilizar, & excecdo do reagente de desnaturacdo (DNR), da mistura para sonda e do tampdo de

lavagem.

Reagentes preparados

Assim que esteja preparado, o DNR mantém-se estével durante 3 meses a 2-8 °C.

Uma vez preparado, o tampdo de lavagem mantém-se estdvel durante trés meses, quando

armazenado a uma temperatura de 2-30 °C.
Se as amostras de teste em PreservCyt forem processadas com o kit QlAsymphony DSP HPV
Media ou o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, os calibradores e controlos de qualidade abertos

e ndo desnaturados mantém-se estdveis durante 3 meses a uma femperatura de 2-8 °C.

Se as amostras de teste forem processadas com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, o reagente

de desnaturacdo 2 (DNR2) preparado mantém-se estdvel durante 8 horas a 15-30 °C.

Colheita e preparacdo de amostras

Colher e transportar as amostras cervicais e vaginais para a realizagdo de festes com o digene

HC2 High-Risk HPV DNA Test utilizando um dos seguintes dispositivos de amostragem:

® digene HC2 DNA Collection Device (composto por uma escova cervical e STM)
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® Biopsias colhidas em digene STM

e Um dispositivo de colheita tipo escova ou um dispositivo de colheita combinado

escova/espdtula colocado em solugdo PreservCyt ou SurePath Preservative Fluid

As amostras colhidas com outros dispositivos de amostragem ou transportadas num outro meio
de transporte ndo foram qualificadas para utilizacdo com este teste. As caracteristicas de

desempenho deste teste foram estabelecidas apenas com os kits de colheita indicados.

O digene HC2 DNA Collection Device ndo deve ser utilizado para mulheres grdvidas. As
amostras cervicais devem ser colhidas antes da aplicacdo de dcido acético ou iodo caso seja
realizada uma colposcopia. Consultar as instrucdes de utilizacgo do digene HC2 DNA

Collection Device para obter procedimentos adicionais de colheita e manuseamento de amostras.

As amostras cervicais e vaginais colhidas em STM né&o requerem a conversdo da amostra antes
do teste com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. As amostras em PreservCyt e SurePath

requerem a conversdo da amostra antes do teste com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
Amostras cervicais e vaginais em STM

Importante: Nao proceder & colheita de uma amostra cervical ou vaginal em STM se estiverem

presentes elevadas concentragdes de creme antifingico, gel contracetivo ou dgua do duche.

As amostras STM podem ser mantidas até 2 semanas & temperatura ambiente e enviadas sem
refrigeracdo para o laboratério de andlises. As amostras devem ser enviadas num recipiente
isolado, quando o transporte se realiza de um dia para o outro ou quando a entrega é efetuada

no prazo de 2 dias.

No laboratério de andlises, as amostras devem ser armazenadas a uma temperatura de 2-8 °C,
se os ensaios forem realizados no prazo de uma semana. Se o ensaio for realizado apés uma
semana, cobrir as tampas do tubo da amostra com Parafilm e armazenar as amostras a =20 °C
durante até 3 meses. Ao retirar as amostras do congelador para realizar os festes, substituir as

tampas imediatamente com tampas roscadas para tubos de colheita de amostras.

Foi adicionado um conservante ao meio de transporte de amostras para retardar o
desenvolvimento de bactérias e para manter a integridade do ADN. Este conservante ndo se

destina a preservar a viabilidade de organismos ou de células.
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Biopsias cervicais

As biopsias cervicais acabadas de colher com 2-5 mm em corte transversal podem ser testadas
com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test. N&o utilizar biopsias com menos de 2 mm de
diémetro. Colocar imediatamente a amostra de biopsia em 1,0 ml de STM, cobrir a tampa do
tubo da amostra com Parafilm, para evitar que a tampa salte, e guardar congelada a 20 °C.
Expedir as amostras de biopsia a 2-30 °C para a entrega de um dia para o outro no laboratério

de andlises.

No local onde ird ser realizado o teste, armazenar a =20 °C até ao processamento. Ao retirar as
amostras do congelador para realizar os testes, substituir as tampas imediatamente com tampas

roscadas para tubos de colheita de amostras.
Amostras cervicais em solucdo PreservCyt

® Importante N&o colher uma amostra cervical em PreservCyt para preparacéo de amostras
com o kit QlAsymphony DSP HPV Media se estiverem presentes elevadas concentragdes de

creme antifingico, gel lubrificante vaginal ou sangue.

® Importante N&o colher uma amostra cervical em PreservCyt para preparacdo de amostras

com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA se estiver presente gel contracetivo.

Colher as amostras do modo de rotina e preparar as ldminas do ThinPrep® Pap Test de acordo

com as instrugdes de utilizagdo fornecidas pelo fabricante.

Apds a colheita, guardar as amostras em PreservCyt durante até 3 meses a 2-30 °C antes da
preparacdo de amostras para o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. As amostras em

PreservCyt ndo podem ser congeladas.

The following methods are available for sample preparation:

Os métodos que se seguem encontram-se disponiveis para a preparacdo de amostras:

® Prepara¢do automatizada de amostras utilizando o QlAsymphony SP e o kit QlAsymphony
DSP HPV Media.

O resultado é um extrato de amostras, contendo particulas magnéticas, STM e DNR, pronto

para avangar para o passo de desnaturagdo do teste.

® Preparacdo automatizada de amostras utilizando o QlAsymphony SP e o kit QlAsymphony
DSP AXpH DNA.

O resultado é um ADN eluido pronto a avangar para o passo de desnaturagdo do teste.

® Preparagdo manual de amostras utilizando o digene HC2 Sample Conversion Kit.
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O resultado da preparagdo manual de amostras é uma amostra desnaturada pronta a

avangar para o passo de hibridizagdo do teste.

Os requisitos do volume da amostra baseiam-se no método de preparacdo de amostras da

seguinte forma:

® Para a preparacdo automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media sdo

necessdrios 3 ml de amostra

® Para a preparagdo automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA sdo

necessdrios 4 ml de amostra

® Para a preparagdo automatizada de amostras com o kit digene HC2 Sample Conversion séo

necessdrios 4 ml de amostra

As amostras com menos do volume necessdrio depois do teste de Papanicolau ter sido
preparado contém material insuficiente para os testes e poderdo originar um resultado falso-
negativo no digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Amostras cervicais em SurePath Preservative Fluid

Importante: Nao colher uma amostra cervical em SurePath para preparacdo de amostras com o
kit QIAsymphony DSP HPV Media se estiverem presentes gel contracetivo, creme antifingico ou

creme anti-inflamatério.

Recolher as amostras em SurePath Preservative Fluid de acordo com as respetivas instrucdes de

utilizacdo.

A preparacdo de amostras em SurePath pode ser realizada antes do inicio do processamento de

citologia ou depois da sua conclusdo.

Se for realizada antes do inicio do processamento de citologia, usar uma amostra do original em
SurePath que ndo tenha sido processada com nenhum outro método de diagnéstico, incluindo o
BD PrepMate® System e o BD PrepStain® Slide Processor. Nestas instrucdes de utilizagdo, estas

amostras sdo referidas como "amostras em SurePath" para evitar confuses.

Se for realizada depois de concluido o processamento de citologia, usar uma amostra do pellet
de células apés gradiente em SurePath restante depois da preparagdo da amostra em SurePath,
de acordo com as instrucdes do BD PrepMate System e do BD PrepStain Slide Processor. Nestas
instrucdes de utilizacdo, estas amostras sdo referidas como "amostras do pellet de células apés

gradiente em SurePath" para evitar confusdes.
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Os métodos que se seguem encontram-se disponiveis para a preparacdo de amostras:

® Preparacdo automatizada de amostras em SurePath utilizando o QlAsymphony SP e o kit
QIAsymphony DSP HPV Media.

O resultado é um extrato de amostras contendo particulas magnéticas, STM e DNR pronto

para avangar para o passo de hibridizagéo do teste.

® Preparagdo automatizada de amostras do pellet de células apéds gradiente em SurePath
utilizando o QlAsymphony SP e o kit QIAsymphony DSP HPV Media.

O resultado é um extrato de amostras contendo particulas magnéticas, STM e DNR pronto

para avangar para o passo de hibridizacdo do teste.
® Preparagdo manual de amostras do pellet de células apés gradiente em SurePath.

O resultado da preparagdo manual de amostras é uma amostra desnaturada pronta a

avangar para o passo de hibridizagdo do teste.

Os requisitos do volume da amostra baseiam-se no método de preparagdo de amostras da

seguinte forma:

Para a preparagdo automatizada de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media sao

necessdrios 950 pl

Para a preparagdo manual de amostras sGo necessdrios 2,8 ml da amostra do pellet de células

apés gradiente em SurePath

A utilizagdo de um volume inferior ao necessdrio poderia originar um resultado falso-negativo no

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
Preparacdo automatizada de amostras em SurePath

Apds a colheita, guardar as amostras em SurePath durante até 4 semanas a 5-25 °C antes da
preparacdo de amostras com o QlAsymphony SP e o kit QlAsymphony DSP HPV Media. A
amostra em SurePath usada ndo pode ter sido processada com nenhum outro método de
diagnéstico, incluindo o BD PrepMate e o BD PrepStain Slide Processor. Para a preparagdo

automatizada de amostras sdo necessdrios 950 pl da amostra em SurePath.

Preparacdo automatizada de amostras do pellet de células apés gradiente em SurePath

Importante: Imediatamente a seguir & preparagdo da lamina SurePath Pap, pipetar 2,0 ml de
SurePath Preservative Fluid para dentro do tubo da centrifuga com o pellet de células apéds
gradiente. Isto conserva a infegridade do pellet de células apés gradiente para o desempenho
do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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O pellet de células apés gradiente com SurePath Preservative Fluid pode ser armazenado
durante até 4 semanas a 5-25 °C antes da preparacdo das amostras para o digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test. Para a preparagdo automatizada de amostras sdo necessdrios 950 pl do

pellet de células apés gradiente em SurePath.
Preparacdo manual de amostras do pellet de células apés gradiente em SurePath

Importante: Imediatamente a seguir & preparacdo da ladmina SurePath Pap, pipetar 2,0 ml de
SurePath Preservative Fluid para dentro do tubo da centrifuga com o pellet de células residual.

Isto conserva a integridade do pellet de células apés gradiente para o desempenho do digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test.

O pellet de células apés gradiente com SurePath Preservative Fluid pode ser armazenado
durante até 4 semanas a 2-30 °C antes da preparacdo das amostras para o digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test.

As amostras SurePath com pellet de células apés gradiente sdo preparadas como indicado
nestas instrugdes de utilizagdo. O resultado da preparacdo manual de amostras é uma amostra

desnaturada pronta a avangar para o passo de hibridizagdo do teste.
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Procedimento

Passos a seguir antes de comecar

Para o teste manual, deixar passar, pelo menos, 60 minutos até o Microplate Heater |
estabilizar a uma temperatura de 65 °C + 2 °C a partir de uma temperatura inicial fria. Se
ndo respeitar este periodo de aquecimento, a microplaca de hibridizacdo pode derreter
Consultar o manual do utilizador do Microplate Heater | (Microplate Heater | User Manual)

para obter mais instruges.

Se se utilizar um banho-maria durante os passos de desnaturagdo e hibridizagdo, certificar-se
de que o banho-maria estd a 65 °C e que o nivel de dgua é adequado para mergulhar todo

o volume da amostra no tubo.

Preparacdo de reagentes

Retirar todas as amostras e todos os reagentes necessdrios do frigorifico antes de iniciar o
teste. Deixar que atinjam a temperatura de 20-25 °C durante 15-30 minutos. Preparar as
amostras em PreservCyt e SurePath antes elevar a temperatura de quaisquer amostras e
reagentes anteriormente desnaturados até & temperatura ambiente.

Se forem combinados reagentes prontos a utilizar para uma corrida no RCS com vdrias
placas, misturar os frascos individuais minuciosamente e depois combinar o volume aplicével
de reagente num tubo cénico de polipropileno limpo e descartével.

Para a realizagdo de testes manuais, os reagentes tampdo de lavagem e mistura para sonda
sdo preparados durante determinados passos do teste. Para testes automatizados no RCS,
todos os reagentes sdo preparados antes de se iniciar o ensaio no RCS e sdo colocados na
plataforma do RCS.

Preparar o DNR e o DNR2, conforme aplicével, antes de preparar outros reagentes.

Descartar todos os reagentes preparados (salvo indicagdo em contrdrio) e aliquotas de

reagentes no final do teste.

Utilizar as tabelas 1-5, abaixo, para determinar o volume necessdrio para cada reagente
com base no nimero de testes/microplacas e método de teste. Os volumes para testes

automatizados no RCS incluem o volume morto do reagente exigido pelo instrumento.
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Tabela 1. Volumes necessarios de reagentes preparados e prontos a usar para a realizacéo de
testes manuais em amostras em STM e amostras em PreservCyt e do pellet de células apés
gradiente em SurePath preparadas manualmente

Nomero de

testes/tiras Mistura para sonda  Tampéo de lavagem DR1 DR2
24/3 1.04 ml >1 liter 3ml 3ml
48/6 2.08 ml >1 liter 5 ml 5ml
72/9 3.12 ml >1 liter 7 ml 7 ml
96/12 4.16 ml >1 liter 12 ml 12 ml

Tabela 2. Volumes necessarios de reagentes preparados e prontos a usar para testes
automatizados no RCS de amostras STM, amostras preparadas manualmente em PreservCyt e do
pellet de células apés gradiente em SurePath, e SurePath e amostras do pellet de células apés
gradiente em SurePath preparadas com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

Nomero de .
microplacas Mistura para sonda Tampdo de lavagem DR1 DR2
<1 5.20 ml 3 litros 10 ml 10 ml
<1.5 6.24 ml 3 litros 14 ml 14 ml
<2 8.32 ml 3 litros 18 ml 18 ml
<2.5 9.36 ml 6 litros 22 ml 22 ml
<3 10.40 ml 6 litros 26 ml 26 ml
<3.5 12.48 ml 6 litros 30 ml 30 ml
<4 13.52 ml 6 litros 34 ml 34 ml
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Tabela 3. Volumes necessarios de reagentes preparados e prontos a usar para testes
automatizados no RCS de amostras em PreservCyt preparadas com o kit QlAsymphony DSP HPV
Media

Nomero de Mistura para Tampéo de
microplacas DNR sonda lavagem DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.20 ml 3 litros 10 ml 10 ml
<1.5 2.2 ml 6.24 ml 3 litros 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 8.32 ml 3 litros 18 ml 18 ml
<2.5 2.4 ml 9.36 ml 6 litros 22 ml 22 ml
<3 2.6ml 10.40 ml 6 litros 26 ml 26 ml
<35 2.6 ml 12.48 ml 6 litros 30 ml 30 ml
<4 2.8 ml 13.52 ml 6 litros 34 ml 34 ml

Tabela 4. Volumes necessdrios de reagentes preparados e prontos a usar para testes manuais de
amostras em PreservCyt preparadas com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

Nomero de
testes/tiras Mistura para Tampdo de
DNR DNR2 sonda lavagem DR1 DR2
24/3 0.6 ml 1.0 ml 1.04 ml >1 liter 3 ml 3 ml
48/6 0.6 ml 2.0 ml 2.08 ml >1 liter 5 ml 5 ml
72/9 0.6 ml 2.5 ml 3.12 ml >1 liter 7 ml 7 ml
96/12 0.6 ml 5.0 ml 4.16 ml >1 liter 12 ml 12 ml
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Tabela 5. Volumes necessarios de reagentes preparados e prontos a usar para testes
automatizado no RCS de amostras em PreservCyt preparadas com o kit QIAsymphony DSP AXpH
DNA

Nomero de Mistura para Tampéo de
microplacas DNR DNR2 sonda lavagem DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.0ml 5.20 ml 3 litros 10 ml 10 ml
<1.5 2.2 ml 5.5 ml 6.24 ml 3 litros 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 6.5 ml 8.32 ml 3 litros 18 ml 18 ml
<2.5 2.4 ml 7.7 ml 9.36 ml 6 litros 22 ml 22 ml
<3 2.6 ml 8.8 ml 10.40 ml 6 litros 26 ml 26 ml
<3.5 2.6 ml 10.0 ml 12.48 ml 6 litros 30 ml 30 ml
<4 2.8 ml 11.0ml 13.52 ml 6 litros 34 ml 34 ml

Reagente de desnaturagéo

O kit de 1 placa vem com 50 ml de reagente de desnaturacéo e o kit de 4 placas vem com
2 x 100 ml de reagente de desnaturacdo. Preparar o DNR de acordo com o volume fornecido

com o kit aplicavel.

Notas:

e Depois de preparado, o DNR mantém-se estdvel durante 3 meses a  2-8 °C.

® Se a cor se esbater, adicionar 3 gotas adicionais de corante indicador e misturar

minuciosamente antes de utilizar.

Frasco de 50 ml

1. Adicionar 5 gotas de corante indicador ao frasco de 50 ml de reagente de desnaturacao.
2. Misturar minuciosamente.
O DNR deverd apresentar uma cor purpura escura uniforme.

3.  Rotular o DNR com a nova data de validade.

Frasco de 100 ml

1. Adicionar 10 gotas de corante indicador ao frasco de 100 ml de reagente de

desnaturacdo.

2. Misturar minuciosamente.
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O DNR deverd apresentar uma cor purpura escura uniforme.

3. Rotular o DNR com a nova data de validade.
Reagente de desnaturagdo 2
Nota: O DNR2 sé é necessdrio para a realizagdo de testes com amostras em PreservCyt

preparadas com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA.

1. Rotular um tubo cénico descartdvel em polipropileno limpo com a indicagdo “DNR2”.

2. Adicionar o volume pretendido de tampdo N2 (consultar a tabela 6, abaixo) ao recipiente

rotulado.

Tabela 6. Preparagéo do DNR2

Volume de DNR2

necessdrio Volume do Buffer N2 Volume do Buffer D2 Corante indicador
1.0 ml 0.4 ml 0.6 ml 1-2 gotas
2.0 ml 0.8 ml 1.2 ml 1-2 gotas
2.5 ml 1.0 ml 1.5 ml 1-2 gotas
5.0 ml 2.0 ml 3.0 ml 1-2 gotas
5.5 ml 2.2 ml 3.3 ml 1-2 gotas
6.5 ml 2.6 ml 3.9ml 1-2 gotas
7.7 ml 3.1 ml 4.6 ml 1-2 gotas
8.8 ml 3.5ml 5.3 ml 1-2 gotas
10.0 ml 4.0 ml 6.0 ml 1-2 gotas
11.0 ml 4.4 ml 6.6 ml 1-2 gotas

3. Adicionar o volume pretendido de Buffer D2 (consultar a tabela 6, abaixo) ao recipiente

rotulado.

4. Adicionar o volume pretendido de corante indicador (consultar a tabela 6, abaixo) ao

recipiente rotulado.
Nota: Utilizar o corante indicador fornecido com o kit do digene HC2 High-Risk HPY DNA
Test.

5. Agitar no vértice durante, no minimo, 10 segundos.

Nota: Depois de preparado, o DNR2 mantém-se estavel durante 8 horas a 15-30 °C.
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Mistura para sonda

® Para a realizagdo de testes manuais, preparar a mistura para sonda durante a incubagéo
para desnaturacdo da amostra (conforme aplicavel, consultar “Desnaturagdo de
calibradores, controlos de qualidade e amostras em STM”, pégina 50 ou “Desnaturagdo de

calibradores, controlos de qualidade e ADN eluido para os testes manuais”, pagina 47).

® Ter extremo cuidado para evitar a contaminacdo de RNase. Utilizar pontas de pipeta com

barreiras para aerosséis durante a pipetagem da sonda.

e O diluente de sonda é viscoso. Certificar-se de que se obtém um vértice visivel durante a
preparacdo da mistura para sonda; uma mistura incompleta poderd resultar num sinal
reduzido.

® Se se combinarem vérios frascos da sonda para a realizagdo de testes automatizados no

RCS, agrupar (conjunto) a sonda num frasco e misturar através de pipetagem.

1. Para evitar prender a sonda na tampa do frasco, centrifugar cada frasco da sonda

brevemente para fazer com que o liquido des¢a para o fundo do frasco.
2. Bater levemente no frasco para misturar.
3. Detferminar a quantidade de mistura para sonda necessdria:
Recomendagdo: Preparar mistura para sonda adicional para ter em conta o volume que se

poderd perder nas pontas das pipetas ou na parte lateral do frasco. Os volumes

especificados nas tabelas 1-5, acima, incluem o volume adicional recomendado.

Testes manuais: Determinar os volumes necessdrios para uma diluicdo a 1:25 da sonda no
diluente de sonda para preparar a mistura para sonda (25 pl/teste). Os volumes sdo
indicados em Tabela 1, pégina Errorl Bookmark not defined. e Tabela 4 pdgina Error!

Bookmark not defined., conforme aplicavel.

Testes automatizados no RCS: Usar os volumes especificados na Tabela 2, pdgina 35,
Tabela 3, pagina Errorl Bookmark not defined. ou Tabela 5, pdgina Errorl Bookmark not

defined., conforme aplicével.

4. Rotular um novo recipiente descartavel como mistura para sonda de HPV de alto risco.
Dependendo do nimero de testes, recomenda-se a utilizagdo de um tubo de polipropileno
com base redonda e tampa de encaixe de 5 ml ou 15 ml.

5. Adicionar o volume pretendido de diluente de sonda (consultar a tabela 7, abaixo) ao
recipiente rotulado.

6. Pipetar a quantidade necessdria de sonda de HPV de alto risco para o diluente de sonda
(consultar a tabela 7, abaixo) colocando a ponta da piqueta encostada & parede interior do

tubo, imediatamente acima do menisco e expelindo o conteldo.

Importante: Nao mergulhar a ponta no diluente de sonda.
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Tabela 7. Preparacdo da mistura para sonda

Volume de mistura para sonda Volume de sonda de HPV de alto
necessario Volume de diluente de sonda risco
1.04 ml 1.0 ml 40 pl
2.08 ml 2.0 ml 80 pl
3.12ml 3.0ml 120 pl
4.16 ml 4.0 ml 160 pl
5.20 ml 5.0 ml 200 pl
6.24 ml 6.0 ml 240 pl
8.32 ml 8.0 ml 320l
9.36 ml 9.0 ml 360 pl
10.40 ml 10.0 ml 400 pl
12.48 ml 12.0 ml 480 pl
13.52 ml 13.0 ml 520

7. Agitar no vértice durante, pelo menos, 5 segundos & velocidade méxima para misturar bem.

Deverd ser produzido um vértice visivel.
Tampdo de lavagem
Pontos importantes antes de iniciar o procedimento

® Para testes manuais, preparar o tampdo de lavagem durante o passo de captura hibrida

(consultar “Captura hibrida”, péagina 57).

® Para minimizar a exposigdo, adicionar dgua ao concentrado de tampdo de lavagem durante
a preparagdo.

® Para o método de lavagem manual da microplaca, preparar 3 litros de tamp&o de lavagem

no aparelho de lavagem.

Recomendagdo: A cada 3 meses, limpar o aparelho de lavagem e os tubos com uma solugdo
de 0,5% de hipoclorito de sédio e enxaguar bem com dgua destilada ou desionizada para

evitar possivel contaminagéo pela fosfatase alcalina presente em bactérias e fungos.

® Para o Automated Plate Washer, preparar o tampdo de lavagem e armazenar num recipiente

coberto, ou preparar 1 litro e colocar no reservatério de lavagem do Automated Plate
Washer.
e Para testes automatizados no RCS, preparar a quantidade especificada (conforme aplicével,

consultar Tabela 2, pdgina 35, Tabela 3, pdgina Errorl Bookmark not defined. ou

Tabela 5, pégina Error! Bookmark not defined.) no frasco de lavagem do RCS..
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1. Misturar bem o concentrado de tampdo de lavagem e adicionar o volume necessério de
concentrado de tampao de lavagem (consultar a tabela 8, abaixo) no recipiente

especificado.

2. Adicionar o volume pretendido de dgua destilada ou desionizada (consultar a tabela 8,

abaixo) ao recipiente especificado.

Table 8. Preparation of Wash Buffer

Volume of Wash Buffer required Volume of Wash Buffer concentrate ~ Volume of distilled or deionized water
1 liter 33.3 ml 966.7 ml
2 liters 66.6 ml 1933.4 ml
3 liters 100.0 ml 2900.0 ml
6 liters 200.0 ml 5800.0 ml

3. Colocar um toalhete de papel com libertagdo reduzida de pelo limpo sobre quaisquer

aberturas do recipiente e misturar bem.

4. Selar o recipiente para evitar contaminagdo ou evaporagdo, ou colocar no respetivo
instrumento, conforme aplicével.
5. Rotular o tampdo de lavagem com a nova data de validade.

Nota: Uma vez preparado, o tampdo de lavagem mantém-se estével durante trés meses,

quando armazenado a uma temperatura de 2-30 °C
Criar a disposi¢cdo da placa

1. Criar uma disposi¢do da placa utilizando o software de andlise do ensaio digene com

protocolos de ensaio digene para HPV.

Consultar o manual do utilizador do software aplicavel para obter instrugdes sobre como
criar uma disposi¢do da placa com as posigdes corretas para os calibradores, controlos de

qualidade e amostras.
Notas:

e Os calibradores, os controlos de qualidade e as amostras sdo utilizados numa
configuragdo de coluna de 8 pogos.
® Testar os calibradores e os controlos de qualidade nas posi¢des que se seguem na

microplaca (consultar Figura 1, pégina 42):

® Modelos de replicagdo de calibrador negativo (NC) nos pogos da microplaca AT,
B1, C1
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® Modelos de replicagdo de calibrador de HPV de alto risco (HRC) nos pocos da
microplaca D1, E1, F1

e Controlo de qualidade do HPV de baixo risco (QC1-LR) no pogo da microplaca G1
e Controlo de qualidade do HPV de alto risco (QC2-HR) no pogo da microplaca H1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
o
:
g
SN\
H=
;11 NC = QC2-HR
@ HRC Sample

Figura 1. Posi¢do dos calibradores, controlos de qualidade e amostra na microplaca.

Importante: Durante a realizacdo de testes automatizados no RCS, utilizar protocolos de
ensaio especificos para o RCS para criar a disposicdo da placa e gerar resultados. Os
pardmetros definidos dos protocolos de ensaio especificos do RCS sdo diferentes dos
pardmetros dos protocolos de ensaio para testes manuais (consultar “Célculo de corte”

pdgina 67).

2. Colocar os calibradores, controlos de qualidade e amostras a testar num suporte para tubos

de colheita de amostras ou suporte de amostras pela ordem em que serdo testados.

Importante: Durante a realizagdo de testes automatizados no RCS, é crucial que a disposicdo
da placa corresponda és amostras corretas testadas para evitar a obtencdo de resultados de

amostra incorretos. Para cada suporte de amostras e tampa utilizados, confirmar que os
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nimeros de série correspondem e, conforme aplicavel, rotular cada suporte e tampa de
amostras de acordo com a ordem em que serdo testados no RCS. Utilizar um marcador e

rétulo que ndo desaparecam no banho-maria a 65 °C.
Preparacdo da amostra

As amostras em PreservCyt e SurePath requerem a preparacdo da amostra antes do teste com o
digene HC2 HighRisk HPY DNA Test. Dependendo do tipo de preparacdo da amostra
realizado, as amostras preparadas estdo prontas para diferentes passos do digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test.

Os métodos disponiveis para a preparacdo de amostras sdo os seguintes:

® Preparagdo automatizada de amostras em SurePath e pellets de células apés gradiente com o
kit QlAsymphony DSP HPV Media
® Preparagdo automatizada de amostras em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

® Preparagdo automatizada de amostras em PreservCyt com o kit QlAsymphony DSP AXpH
DNA

® Prepara¢do manual de amostras em PreservCyt

® Preparacdo manual de amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath
Preparacdo de amostras em PreservCyt com o kit QIAsymphony DSP HPV Media

[li Consultar as instrucdes de utilizacdo do kit QIAsymphony DSP HPV Media (manual)
(QlAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) para a preparagdo de
amostras em PreservCyt com o kit QIAsymphony DSP HPV Media.

Importante: Os exiratos das amostras produzidos em resultado da preparagdo das amostras em
PreservCyt através do kit QlAsymphony DSP HPV Media sé podem ser testados com o RCS. O

desempenho manual do teste com extratos de amostras ndo estd validado.

O resultado da preparagdo de amostras em PreservCyt com o kit QlAsymphony DSP HPV Media
sdo extratos de amostras numa microplaca de hibridizagdo com a primeira coluna vazia. Os
extratos de amostras contém particulas magnéticas, STM e DNR e estdo prontos para testes
automatizados no RCS no passo de desnaturagdo. Os calibradores, os controlos da qualidade e
os extratos de amostras sdo desnaturados ao mesmo tempo na microplaca de hibridizagdo
durante os testes automatizados no RCS (ver “Desnaturacdo e hibridizacdo de amostras

preparadas com o QlAsymphony SP,” pdgina 47).
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[l Durante a realizacdo de testes automatizados com o RCS de amostras preparadas com o
QIAsymphony SP, consultar o manual do utilizador do Rapid Capture System — Realizacdo de
testes digene HC2 DNA usando amostras processadas QIAsymphony SP (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples),

para obter instrugdes sobre como concluir o feste

Preparacdo de amostras em SurePath e pellets de células apés gradiente em SurePath
com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

[l Consultar as instrugdes de utilizagdo do kit QIAsymphony DSP HPV Media (manual) para a
preparacdo de amostras em SurePath e de amostras de pellets de células apés gradiente em
SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media.

Important: Os extratos das amostras produzidos em resultado da preparacdo das amostras em
SurePath através do kit QlAsymphony DSP HPV Media s6 podem ser testados com o RCS. O

desempenho manual do feste com extratos de amostras ndo estd validado

O resultado da preparacdo de amostras SurePath e amostras de pellets de células apds
gradiente utilizando o kit QIAsymphony DSP HPYV Media é calibradores, controlos de qualidade
e extratos de amostras numa microplaca de hibridizag@o pronta para testes automatizados no

passo de hibridizagdo do teste no RCS.

[li] Durante a realizacdo de testes automatizados com o RCS de amostras preparadas com o
QIAsymphony SP, consultar o manual do utilizador do Rapid Capture System — Realizacdo de
testes digene HC2 DNA usando amostras processadas QIAsymphony SP (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples),

para obter instrugdes sobre como concluir o teste.
Preparacdo de amostras em PreservCyt com o kit QIAsymphony DSP AXpH DNA

['i] Consultar o manual do kit QIAsymphony DSP AXpH DNA (QIAsymphony DSP AxpH DNA

Kit Handbook) para obter instrucdes para a preparacdo de amostras em PreservCyt.

O resultado da preparagdo de amostras em PreservCyt com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA
é ADN eluido numa microplaca de hibridizagdo com a primeira coluna vazia. O ADN eluido
estd pronto para o passo de desnaturagdo do teste. Os calibradores, os controlos de qualidade e
ADN eluvido sdo desnaturados ao mesmo tempo na microplaca de hibridizacdo (consultar

“Desnaturacdo e hibridizagdo de amostras preparadas com o QlAsymphony SP” pagina 47).

Preparacdo manual de amostras em PreservCyt
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[li] Consultar as instrugdes de utilizacdo do kit digene HC2 Sample Conversion relativas &

preparacdo manual de amostras em PreservCyt.

A preparacdo manual de amostras em PreservCyt com o kit digene HC2 Sample Conversion
resulta em amostras prontas para o passo de hibridizacdo do teste. Preparar os calibradores e
os controlos de qualidade separadamente (consultar “Desnaturacdo de calibradores, controlos

de qualidade e amostras em STM” pégina 50).
Preparacdo manual de amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath

A preparacdo manual de amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath resulta em
amostras prontas para o passo de hibridizacdo do teste. Preparar os calibradores e os controlos
de qualidade separadamente (consultar "Denaturation of calibrators, quality controls and STM

specimens", pdgina Error! Bookmark not defined.).

Importante: Se a amostra em SurePath com pellet de células apéds gradiente parecer conter
menos de 1 ml, o pellet de células apés gradiente ndo é adequado para a realizagdo do teste
com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test, uma vez que o SurePath Preservative Fluid ndo foi

adicionado apés a citologia.

3. Llevar a temperatura dos pellets de células apés gradiente em SurePath até & temperatura
ambiente e confirmar que o volume de liquido observado ¢ equivalente a, aproximadamente,
2,8 ml.

4. Centrifugar os pellets de células apés gradiente em SurePath num rotor de cabega oscilante a

800 = 15 x g durante 10 + 1 minutos
5. Colocar os tubos no suporte.
6. Adicionar 200 pl de STM a cada pellet utilizando uma pipeta repetida ou de um canal.

7. Ressuspender cada pellet através da agitagdo em vértex de cada tubo individualmente

durante 15 segundos a alta velocidade.
Se o pellet for dificil de ressuspender, agitar no vértex durante mais 5-30 segundos ou até
que o pellet flutue depois de se soltar do fundo do tubo e parecer dissolver-se.
Nota: Os tubos podem ser misturados sem tampa.

8. Pipetar 100 pl de DNR para cada amostra em SurePath utilizando uma pipeta repetida ou de
um canal.

Importante: Certificarse que ndo se toca nos lados do tubo pois tal poderd resultar em

contaminacgdo cruzada de amostras.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

45



9. Misturar cada tubo minuciosamente por agitagdo individual no vértex, a alta velocidade,

durante 5 segundos.
Nota: Os tubos podem ser misturados sem tampa.
10.Rotular os digene HC2 Sample Conversion Tubes ou tubos cénicos de 15 ml com a

identificagdo aplicdvel da amostra e tipo (por exemplo “SP” para uma amostra SurePath) e

colocar os tubos num suporte para tubos.
Nota: Para os testes automatizados no RCS, é necessdrio utilizar tubos de conversdo de
amostras HC2 digene.

11.Transferir todo o volume para o tubo cénico de 15 ml aplicavel utilizando uma pipeta de
transferéncia com ponta padrdo de 7 ml descartdvel ou equivalente.

12.Tapar os tubos cénicos e colocar num suporte para tubos.

13.Incubar os tubos num banho-maria a 65 + 2 °C durante 90 + 5 minutos.
Nota: Este tempo de incubagdo é superior ao necessdrio para outros tipos de amostras

aprovadas.

Se o teste for realizado no mesmo dia, desnaturar os calibradores e controlos de qualidade
(consultar “Desnaturacdo de calibradores, controlos de qualidade e amostras em STM”

pdgina 50).
14.Remover o suporte para tubos do banho-maria apés a incubagdo.

Se se utilizar um suporte de amostras, ndo permitir que arrefeca antes de retirar a tampa do
suporte. Prosseguir imediatamente com o tfeste ou retirar a tampa do suporte e a pelicula

seladora de tubos DuraSeal.

Nota: Se o suporte de amostras arrefecer, os tubos poderdo colar-se & tampa do suporte e,

posteriormente, derramar o conteddo.
As amostras em SurePath preparadas podem ser:

e Testados imediatamente (avangar para "Hybridization of prepared STM samples and
manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples", pagina 52)
e Armazenados (consultar "Optional stop point of prepared STM samples and manually

prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples", pagina 52)
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Desnaturacdo e hibridizagdo de amostras preparadas com o

QlAsymphony SP

O resullado das amostras de preparacdo no QIlAsymphony SP é uma microplaca de

hibridizacdo contendo, no minimo, as amostras preparadas.

Se as amostras em PreservCyt tiverem sido preparadas com o QlAsymphony SP, a primeira
coluna da microplaca de hibridizacdo estd vazia. O conteddo da microplaca estd pronto para o
passo de desnaturacdo do teste. Os calibradores e os controlos da qualidade sdo acrescentados
& microplaca de hibridizacdo, quer manualmente quer durante os testes automatizados no RCS,

sendo depois realizado o passo de desnaturagdo.

Se tiverem sido preparadas amostras em SurePath ou pellets de células apés gradiente em
SurePath com o QlAsymphony SP, a placa contém as amostras preparadas com os calibradores
desnaturados e os controlos da qualidade pipetados na primeira coluna da microplaca de
hibridizacdo. O conteido da microplaca estd pronto para os festes automatizados no RCS no

passo de hibridizagdo do teste.

Importante: Os exiratos das amostras produzidos em resultado da preparacdo através do kit
QIAsymphony DSP HPV Media sé podem ser testados com o RCS. O desempenho manual do

teste com extratos de amostras ndo estd validado.

[li] Durante a realizacdo de testes automatizados com o RCS de amostras preparadas com o
QIAsymphony SP, consultar o manual do utilizador do Rapid Capture System — Realizacdo de
testes digene HC2 DNA usando amostras processadas QIAsymphony SP (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples),

para obter instrugdes sobre como concluir o teste.

Desnaturacdo de calibradores, controlos de qualidade e ADN eluido para os testes
manuais

e Este procedimento destina-se a testes manuais de amostras em PreservCyt preparadas com o
kit QlAsymphony DSP AXpH DNA. Se forem realizados testes automatizados no RCS,
consultar o manual do utilizador do Rapid Capture System — Realizacdo de testes digene
HC2 DNA usando amostras processadas QlAsymphony SP (Rapid Capture System User
Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples)

para obter instrucdes sobre como concluir o teste.
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® A desnaturagdo dos calibradores e controlos de qualidade é levada a cabo utilizando DNR,

ao passo que a desnaturacdo de ADN eluido é realizada utilizando DNR2..

1. Agitar cada calibrador e controlo de qualidade no vértex durante 10 segundos, na

regulagdo mdxima.
2. Inverter cada tubo para recuperar material da tampa do tubo.
3. Remover as tampas dos tubos de calibrador e controlo de qualidade e descarté-las.

4. Utilizando uma pipeta de um canal, adicionar 50 pl do calibrador ou controlo de qualidade
aplicével no fundo de um poco de microplaca de hibridizacdo vazia, de acordo com a

disposi¢&o de placa criada.

Se o calibrador e os controlos de qualidade forem utilizados para testes adicionais, tapar os
tubos com tampas roscadas novas para tubos de colheita de amostras, rotular com uma nova

data de validade e armazenar a 2-8 °C.

Nota: Os calibradores e controlos de qualidade abertos e ndo desnaturados mantém-se

estdveis durante 3 meses a uma temperatura de  2-8 °C.

5. Agitar minuciosamente os DNR e DNR2 preparador no vértex e dividir em aliquotas cada um
deles para um reservatério de reagente adequadamente rotulado.
Importante: Adicionar o reagente certo & coluna correta da microplaca de eluatos.

6. Utilizando um pipetador de 8 canais, adicionar 25 pl de DNR & primeira coluna da
microplaca de hibridizacdo que contém os calibradores e os controlos da qualidade.

7. Utilizando um pipetador de 8 canais, adicionar 25 pl de DNR2 a cada pogo da microplaca

de hibridizagdo que contém um ADN eluido.

8. Cobrir a microplaca de hibridizagdo com uma tampa de microplaca e agitar durante

30 segundos no conjunto Rotary Shaker 1 a 1100 = 100 rpm.

9. Colocar a microplaca no Microplate Heater | estabilizado a 65 + 2 °C, sem salpicar. Incubar

a microplaca de hibridizacdo durante 45 + 5 minutos.
Preparar a mistura para sonda durante esta incubagdo (consultar “Mistura para sonda”,
pdgina 39).

10.Remover a microplaca de hibridizagdo do Microplate Heater |.

Os calibradores, controlos de qualidade e ADN eluido desnaturados podem ser:

® Armazenados (consultar “Ponto de paragem opcional de ADN eluido” pdgina 49)

® Testados imediatamente (avangar para “Hibridizagdo de ADN eluido” pagina 49)
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Ponto de paragem opcional de ADN eluido

O ADN eluido desnaturado, incluindo calibradores e controlos de qualidade, cobertos com uma

tampa de microplaca podem ser armazenados a 2-8 °C durante 2 semanas.
Hibridizacdo de ADN eluido

1. Se a microplaca de hibridizacdo que contém os calibradores desnaturados, os controlos da
qualidade e ADN eluido tiver sido armazenada, retirar a tampa da microplaca e deixar a

temperatura da microplaca de hibridacdo estabilizar a 20-25 °C.

2. Agitar a mistura para sonda minuciosamente no vértex e dividir em aliquotas num

reservatério de reagente descartdvel.

3. Pipetar cuidadosamente 25 pl da mistura para sonda para cada pogo da microplaca de
hibridizagdo utilizando um pipetador de 8 canais e novas pontas para cada adicdo de

mistura para sonda.

Evitar salpicos e tocar nas partes laterais dos pogos da microplaca de hibridizagéo.

4. Cobrir a microplaca de hibridizagdo com uma tampa de microplaca e agitar durante

3 = 2 minutos no conjunto Rotary Shaker I a 1100 = 100 rpm.

Apds serem agitados, os calibradores, controlos de qualidade e ADN eluido deverdo mudar

de cor para amarelo.

As amostras que permanecerem da cor pirpura poderdo ndo ter recebido a quantidade
correta de mistura para sonda. Adicionar mais 25 pl de mistura para sonda &s amostras que
tenham permanecido da cor pirpura e agitar novamente. Se uma amostra permanecer da

cor pirpura depois deste procedimento ser seguido, testar novamente a amostra.

5. Colocar a microplaca no Microplate Heater | estabilizado a 65 + 2 °C, sem salpicar. Incubar

a microplaca de hibridizagdo durante 60 + 5 minutos.

6. Prosseguir para “Captura hibrida”, pdgina 57 para continuar os testes.

Desnaturacdo e hibridizacdo de amostras em STM, amostras em
PreservCyt e amostras de pellets de células apds gradiente em SurePath
preparadas manualmente

e Durante a realizagdo de testes de amostras em PreservCyt e amostras de pellets de células
apés gradiente em SurePath preparadas manualmente, o passo de desnaturacdo ndo é
necessdrio para as amostras. No entanto, os calibradores e os controlos de qualidade

necessdrios para o feste sdo desnaturados de acordo com as instrucdes abaixo.
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e Algumas amostras em STM poderdo conter sangue ou outro material biolégico que poderd
mascarar as alteragdes de cor apds adicdo de DNR. As amostras que apresentam uma cor
escura anfes da adicdo de DNR poderdo ndo proporcionar a alteracdo de cor adequada
neste passo. Nestes casos, a ndo apresentacdo da alteracdo de cor adequada ndo afetard
os resultados do teste. A mistura correta pode ser verificada através da observacdo da

alteragdo de cor dos calibradores e controlos de qualidade.
Desnaturagdo de calibradores, controlos de qualidade e amostras em STM

® Nunca retirar o dispositivo de colheita de amostras do tubo de amostras.

® Para evitar resultados falso-positivos, é essencial que todo o material da amostra entre em

contacto com o DNR. A mistura apés a adicdo de DNR é um passo crucial.

® As amostras em STM desnaturadas utilizando o método do MST Vortexer 2 t&m de utilizar o
método "Hibridizacdo utilizando uma microplaca e o Microplate Heater I", na pdgina Error!
Bookmark not defined.. O método "Hibridizagdo utilizando microtubos e banho-maria"
(pdgina 55) nao foi validado com amostras em STM desnaturadas utilizando o MST

Vortexer 2.
1. Retirar e descartar as tampas dos tubos.

Importante: Considerar as tampas retiradas dos tubos de amostras em STM como
potencialmente infecciosas (consultar “Avisos e precaucdes” pdgina 23, para obter

informacdes adicionais).

2. Pipetar o volume especificado (consultar a tabela 9, abaixo) de DNR para os tubos utilizando
uma pipeta repetida ou ajustdvel.
Certificar-se de que ndo toca nos lados dos tubos pois tal poderd resultar em contaminagdo

cruzada de amostras.

Importante: Os kits de 1 placa e os kits de 4 placas t&m volumes diferentes para o calibrador

de HPV de alto risco. Adicionar o volume certo de DNR.

Nota: O volume de DNR adicionado é equivalente a metade do volume de liquido no tubo..

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

50



Tabela 9. Adicdo de DNR

Calibrador, controlo de qualidade ou amostra em STM Volume de DNR necessario
Calibrador negativo, 2 ml 1000 pl
Calibrador de HPV de alto risco, 1 ml 500 pl
Calibrador de HPV de alto risco, 2 ml 1000 pl
Controlo de qualidade do HPV de alto e baixo risco, 1 ml 500 pl
Amostra em STM, 1 ml 500 pl

3. Misturar os tubos utilizando o método MST Vortexer 2 ou o método de agitagdo individual

manual de tubos no vértice.

Método do MST Vortexer 2

a.

Cobrir os tubos com pelicula seladora de tubos DuraSeal passando a pelicula sobre

os tubos no suporte de amostras.

Colocar a tampa do suporte sobre os tubos cobertos com a pelicula e fechar com os
2 grampos laterais. Cortar a pelicula com o dispositivo de corte.

Deslocar a alavanca com pega vermelha para a posigdo UP (cima) de modo a ficar

na horizontal.

Colocar o suporte de amostras firmemente nas guias do MST Vortexer 2, com o canto
recortado maior do suporte voltado para o canto dianteiro direito. Prender o suporte
de amostras deslocando a alavanca com a pega vermelha para a posicdo “down”

(baixo) de modo a ficar na vertical.

Certificar-se de que a configuragdo da velocidade é 100 (velocidade méxima) e ligar
o MST Vortexer 2.

Agitar no vértex durante 10 segundos.
Desligar o MST Vortexer 2.

Remover o suporte de amostras do MST Vortexer 2 deslocando a alavanca com a

pega vermelha para cima.

Método de agitacdo individual manual de tubos no vértice

a.

a.  Voltar a tapar os tubos com tampas roscadas novas para tubos de colheita de
amostras.

Misturar cada tubo minuciosamente por agitagdo individual no vértex, a alta
velocidade, durante 5 segundos.

Importante: Durante a mistura, deverd ser observado um vértice visivel de liquido que
lava toda a superficie interna do tubo.
Inverter cada tubo uma vez para lavar o interior do tubo, a tampa e a borda.

Voltar a colocar o tubo no suporte.

O liquido no tubo deverd ficar pirpura.
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4. Incubar os tubos num suporte em banho-maria a 65 + 2 °C durante 45 + 5 minutos.

Para testes manuais, preparar a mistura para sonda durante esta incubacdo (consultar

“Mistura para sonda”, pdgina 39).

5. Remover os tubos do banho-maria apés a incubagdo.

Se se utilizar um suporte de amostras, ndo permitir que arrefeca antes de retirar a tampa do
suporte. Prosseguir imediatamente com o teste ou retirar a tampa do suporte e a pelicula

seladora de tubos DuraSeal.

Nota: Se o suporte de amostras arrefecer, os tubos poderdo colar-se & tampa do suporte e,

posteriormente, derramar o contetdo.
Os calibradores, controlos de qualidade e amostras em STM desnaturados podem ser:

® Armazenados (consultar "Optional stop point of prepared STM samples and manually

prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples”, pagina 52)

® Testados imediatamente (avangar para "Hybridization of prepared STM samples and

manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples", pdgina 52)

Ponto de paragem opcional de amostras preparadas em STM e amostras em
PreservCyt e amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath preparadas
manualmente

Importante: Ndo armazenar nem enviar amostras desnaturadas em gelo seco.

Todas as amostras preparadas, incluindo calibradores e controlos de qualidade, podem ser
armazenadas a 2-8 °C de um dia para o outro ou a =20 °C durante até 3 meses. Poderd ser
levado a cabo um mdximo de 3 ciclos de congelagdo/descongelacdo com um méximo de

2 horas & temperatura ambiente durante cada ciclo de descongelamento.

Para o armazenamento de um dia para o outro a 2-8 °C no suporte de amostras, cobrir as

amostras com pelicula seladora de tubos DuraSeal e voltar a colocar a tampa do suporte.

Para o armazenamento a 20 °C no suporte de amostras, retirar a tampa do suporte e a pelicula

seladora de tubos DuraSeal e colocar uma tampa aplicdvel nos tubos.

Hibridizacdo de amostras preparadas em STM e amostras em PreservCyt e amostras
de pellets de células apés gradiente em SurePath preparadas manualmente

EE] Durante a realizacdo de testes automatizados no RCS a amostras em STM ou a amostras em

PreservCyt e amostras de pellets de células apds gradiente em SurePath preparadas
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manualmente, consultar o manual do utilizador do Rapid Capture System para obter instrugdes

sobre como concluir o teste.

e os calibradores, controlos de qualidade ou amostras desnaturados tiverem sido armazenados,
S librad trolos d lidad tras desnaturados t d d
permitir a elevacdo da temperatura a 20-25 °C e, se armazenados num suporte de amostras,

retirar e descartar as tampas dos tubos..

® Estdo disponiveis dois métodos de hibridizacdo de amostras em STM, e de amostras em
PreservCyt e de amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath preparadas
manualmente: "Hibridizacdo utilizando a microplaca e o Microplate Heater 1" e

"Hibridizacdo utilizando microtubos e banho-maria".

® As amostras em STM desnaturadas utilizando o método do MST Vortexer 2 t&m de utilizar
"Hibridizagdo utilizando uma microplaca e o Microplate Heater I", na pdgina Errorl
Bookmark not defined.. "Hibridizagdo utilizando microtubos e banho-maria" (pdgina 55)
ndo foi validado com amostras em STM desnaturadas utilizando o MST Vortexer 2.

e O diluente de sonda é viscoso. Certificar de que a mistura para sonda é minuciosamente
misturada e que é colocada a quantidade necessdria em cada pogo da microplaca de
hibridizacdo ou microtubo de hibridizagdo.

e Durante a transferéncia da amostra para a microplaca de hibridizagéo ou para o microtubo
de hibridizagdo, evitar tocar nas partes laterais dos pogos da microplaca de hibridizagdo ou
microtubos de hibridizagdo pois poderdo ocorrer resultados falso-positivos se as amostras
ndo forem cuidadosamente transferidas. Limitar a formacdo de bolhas de ar. Utilizar uma
ponta de pipeta extralonga limpa para cada transferéncia, de modo a evitar contaminagéo

cruzada
Hibridizagdo utilizando uma microplaca e o Microplate Heater |

1. Obter e rotular uma microplaca de hibridizagdo.
2. Agitar no vértex utilizando um dos métodos seguintes:

Calibradores, controlos de qualidade ou amostras em STM com o MST Vortexer 2

a.  Conforme aplicével, cobrir os tubos com pelicula seladora de tubos DuraSeal e fixar

a tampa do suporte no suporte de amostras.

b.  Agitar o suporte de amostras no vértex durante, no minimo, 5 segundos & velocidade
mdéxima.

c.  Colocar imediatamente o suporte de amostras sobre a bancada e abrir os fechos.

Levantar a tampa do suporte aproximadamente 1 cm e deslocé-la com cuidado para

a esquerda e a direita para libertar quaisquer tubos que possam terse colado &
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pelicula seladora de tubos DuraSeal. Destacar cuidadosamente a pelicula seladora

de tubos da tampa do suporte e descartar.

d.  Destacar cuidadosamente a pelicula seladora de tubos da tampa do suporte e

descartar.

Amostras em PreservCyt ou de pellets de células apés gradiente em SurePath com o MST

Vortexer 2

a.  Conforme aplicével, cobrir os tubos com pelicula seladora de tubos DuraSeal e fixar
a tampa do suporte no suporte de amostras.

b.  Agitar o suporte de conversdo no vértex durante, no minimo, 10 segundos &
velocidade méxima.

c.  Colocar imediatamente o suporte de amostras sobre a bancada e abrir os fechos.
Levantar a tampa do suporte aproximadamente 1 cm e deslocé-la com cuidado para
a esquerda e a direita para libertar quaisquer tubos que possam terse colado &
pelicula seladora de tubos DuraSeal. Destacar cuidadosamente a pelicula seladora
de tubos da tampa do suporte e descartar.

d.  Destacar cuidadosamente a pelicula seladora de tubos da tampa do suporte e

descartar.

Qualquer tipo de amostra com o vértice

a.  Agitar cada tubo individualmente no vértex durante 5 segundos.

3. Utilizando a pipeta EXPAND-4 ou uma pipeta de um canal com uma ponta de pipeta
extralonga, transferir 75 pl de cada calibrador, controlo de qualidade ou amostra para o
fundo de um pogo da microplaca de hibridizagdo vazio, de acordo com a disposi¢do da

placa que foi criada..

Se as amostras forem armazenadas, tapar os calibradores, controlos de qualidade e
amostras em STM desnaturados com tampas roscadas novas para tubos de colheita de
amostras e colocar a tampa original para cada amostra nas amostras em PreservCyt e de

pellets de células apés gradiente em SurePath.

Nota: Armazenar as amostras de acordo com os limites indicados em "Optional stop point of
prepared STM samples and manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell
pellet samples", pdgina 52.

4. Depois de transferir a dltima amostra, cobrir a microplaca de hibridizagdo com uma tampa

de microplaca e incubar durante 10 minutos a 20-25 °C.

5. Agitar a mistura para sonda minuciosamente no vértex e dividir em aliquotas num

reservatério de reagente descartdvel.
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6. Pipetar cuidadosamente 25 pl da mistura para sonda para cada pogo da microplaca de
hibridizagdo utilizando um pipetador de 8 canais e novas pontas para cada adicdo de

mistura para sonda.
Evitar salpicos e tocar nas partes laterais dos pogos da microplaca de hibridizagéo.

7. Cobrir a microplaca de hibridizacdo com uma tampa de microplaca e agitar durante

3 £ 2 minutos no conjunto Rotary Shaker | a 1100 = 100 rpm.

Apds a agitagdo, os calibradores, controlos de qualidade, amostras em STM e amostras
SurePath devem mudar de cor para amarelo e as amostras em PreservCyt devem mudar de

cor para cor-de-rosa.

As amostras que permanecerem da cor pUrpura poderdo ndo ter recebido a quantidade
correta de mistura para sonda. Adicionar mais 25 pl de mistura para sonda as amostras que
tenham permanecido da cor pirpura e agitar novamente. Se uma amostra permanecer da

cor pirpura depois deste procedimento ser seguido, testar novamente a amostra.

8. Colocar a microplaca no Microplate Heater | estabilizado a 65 + 2 °C, sem salpicar. Incubar

a microplaca de hibridizacdo durante 60 + 5 minutos.

9. Prosseguir para “Captura hibrida”, pdgina 57 para continuar os festes.
Hybridization using microtubes and waterbath

1. Rotular e colocar o nimero necessdrio de microtubos de hibridizag&o limpos no suporte de

microtubos.

2. Agitar cada tubo de calibrador, controlo de qualidade e amostra individualmente no vértex

durante pelo menos 5 segundos antes de retirar a amostra.

3. Utilizando uma pipeta de um canal com uma ponta de pipeta extralonga, transferir 75 pl de
cada calibrador, controlo de qualidade ou amostra para o fundo do microtubo de

hibridizacdo aplicével, de acordo com a disposicdo da placa que foi criada.

Se as amostras forem armazenadas, tapar os calibradores, controlos de qualidade e
amostras em STM desnaturados com tampas roscadas novas para tubos de colheita de
amostras e colocar a tampa original para cada amostra nas amostras em PreservCyt e de

pellets de células apés gradiente em SurePath.

Nota: Armazenar as amostras de acordo com os limites indicados em "Optional stop point of
prepared STM samples and manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell
pellet samples", padgina 52

4. Depois de transferir a dltima amostra, incubar os microtubos de hibridizagdo durante 10
minutos a 20-25 °C.
5. Agitar a mistura para sonda minuciosamente no vértex e dividir em aliquotas num

reservatério de reagente descartdvel.
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6. Pipetar cuidadosamente 25 pl da mistura para sonda para cada microtubo de hibridizagao

utilizando um pipetador de 8 canais e novas pontas para cada fila.
Evitar salpicos e tocar nas partes laterais dos microtubos de hibridizagéo.

Inspecionar a parte inferior do suporte para se certificar de que todos os microtubos de

hibridizagdo receberam a quantidade correta de mistura para sonda.

7. Cobrir os microtubos de hibridizacdo com um selador de placas. Colocar a tampa do suporte
sobre o suporte. Agitar o suporte de microtubos durante 3 + 2 minutos no conjunto Rotary
Shaker 1 a 1100 = 100 rpm.

Apds a agitagdo, os calibradores, os controlos de qualidade, as amostras em STM e as
amostras de pellets de células apés gradiente em SurePath devem mudar de cor para
amarelo e as amostras em PreservCyt devem mudar de cor para rosa.
As amostras que permanecerem da cor pirpura poderdo ndo ter recebido a quantidade
correta de mistura para sonda. Adicionar mais 25 pl de mistura para sonda &s amostras que
tenham permanecido da cor pirpura e agitar novamente. Se uma amostra permanecer da
cor pirpura depois deste procedimento ser seguido, testar novamente a amostra.

8. Incubar o suporte de microtubos durante 60 + 5 minutos num banho-maria a 65 + 2 °C.
Certificar-se de que o nivel de dgua no banho-maria é suficiente para cobrir todo o volume
do microtubo de hibridizacdo.

Nota: O suporte de microtubos ird flutuar no banho-maria.

9. Prosseguir para “Captura hibrida”, pdgina 57 para continuar os testes.
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Captura hibrida

1. Retirar todos os pogos da microplaca de captura que néo séo necessdrios da estrutura da

placa.

2. Voltar a colocar os pocos da microplaca ndo utilizados na embalagem original e voltar a

selar.

3. Com um marcador, numerar sequencialmente cada coluna e rotular a microplaca de captura

com um identificador aplicével.

As amostras serdo adicionadas aos pogos da microplaca de captura de acordo com a

disposi¢éo da placa criada.

4. Conforme aplicavel, retirar cuidadosamente a microplaca de hibridizagdo do Microplate

Heater | ou o suporte de microtubos do banho-maria.

Retirar imediatamente a tampa da microplaca e colocé-la numa superficie limpa ou retirar a
tampa do suporte e puxar lentamente o selador da placa para cima e transversalmente co

suporte de microtubos.

5. Utilizando um pipetador de 8 canais, transferir todo o conteido (aproximadamente 100 pl)
dos pogos da microplaca de hibridizagdo ou dos microtubos de hibridizagdo para o fundo

dos pogos da microplaca de captura correspondente.

Utilizar novas pontas de pipeta para cada transferéncia e permitir que cada ponta de pipeta
drene para garantir de que ocorre uma transferéncia completa da amostra. Se pretendido, a
pipeta pode ser estabilizada pousando a parte intermédia das pontas de pipeta na

extremidade superior dos pogos da microplaca de captura (consultar FigUFCI 2, abaixo).

/
B

———
Correto Néo pipetar Néo permitir que a
verticalmente para ponta toque na parte
evitar salpicos. lateral do poco.

Figura 2. Pipetagem correta.
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6. Cobrir a microplaca de captura com a tampa de microplaca ou um novo selador de placas e
agitar durante 60 = 5 minutos no Rotary Shaker I a 1100 + 100 rpm a 20-25 °C.

Preparar o tampdo de lavagem durante esta incubacdo (consultar “Tampdo de lavagem”,

pdgina 40).

7. No final da incubagdo, retirar a microplaca de captura do Rotary Shaker | e retirar

cuidadosamente a tampa da microplaca ou o selador de placas.

8. Retirar o liquido dos pogcos da microplaca de captura descartando-os numa pia; inverter
totalmente a microplaca de captura sobre a pia e agitar com forca num movimento

descendente.

Importante: Nao voltar a inverter a microplaca.
Nao provocar salpicos pela decantagdo demasiado préxima do fundo da pia.

9. Secar batendo firmemente 2-3 vezes sobre lencos Kimtowels ou toalhetes de papel com

libertagdo reduzida de pelo equivalentes.

Certificar-se de que todo o liquido é removido dos pogos da microplaca de captura e de que

o topo da microplaca de captura estd seco.

10.Prosseguir para “Detegdo hibrida”, pdgina 58 para continuar os testes.
Detecdo hibrida

e Adicionar os reagentes ao longo da microplaca de captura da esquerda para a direita
utilizando um pipetador de 8 canais. Limpar as pontas sobre um reservatério de reagente

descartével para eliminar o excesso de reagente antes da colocagdo na microplaca.

® Se ndo se utilizar um pipetador de 8 canais, poderd ser substituido por uma pipeta repetida.
Dividir o DR1 em aliquotas para um tubo de polipropileno de tamanho suficiente para conter

o volume necessdrio.

® Recomenda-se a utilizagdo da técnica de pipetagem inversa para melhorar a uniformidade

da distribuicdo de reagente. O procedimento é descrito abaixo.

e Se prefendido, o pipetador pode ser apoiado, colocando o centro das pontas das pipetas no
rebordo superior dos pogos da microplaca. N&o tocar nas partes laterais dos pogos da
microplaca, pois pode ocorrer contaminacéo cruzada das amostras (consultar a Figura 2,
pdgina 57).

1. Misturar bem o DR1 e transferir cuidadosamente o volume aplicavel (como aplicével,
consultar Tabela 1, pdgina Errorl Bookmark not defined. ou Tabela 4, pdgina Errorl

Bookmark not defined.) para um reservatério de reagente descartével limpo.

2. Pipetar cuidadosamente 75 pl de DR1 para cada pogo da microplaca de captura utilizando

a técnica de pipetagem inversa, como se segue:
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a.  Fixar pontas num pipetador de 8 canais; certificar-se de que todas as pontas estdo

firmemente encaixadas.

b.  Empurrar o émbolo da pipeta para além do primeiro ponto de paragem até ao

segundo ponto de paragem.
c.  Mergulhar as pontas no reagente.
d.  Libertar o @émbolo lentamente e permitir que o reagente encha as pontas.

e.  Colocar o reagente nos pogos da microplaca premindo o émbolo até ao primeiro
ponto de paragem. Néo libertar o émbolo até que as pontas das pipetas tenham sido

mergulhadas no reagente.

f.  Certificarse de que todos os pogos da microplaca de captura foram cheios
observando a intensidade da cor rosa. Todos os pogos da microplaca de captura

deverdo apresentar uma intensidade de cor-de-rosa semelhante.

3. Cobrir a microplaca de captura com uma tampa de microplaca, Parafilm limpo ou

equivalente, e incubar durante 30-45 minutos a 20-25 °C.

4. Prosseguir para “Lavagem”, pdgina 60 para continuar os testes.O.
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Lavagem

Lavar a microplaca de captura utilizando um dos métodos abaixo.
Método do Automated Plate Washer

Manter o Automated Plate Washer sempre ligado. Certificarse de que o reservatério de
enxaguamento estd cheio e que o reservatério de residuos estd vazio. O Automated Plate
Woasher ird enxaguar regularmente o sistema para limpeza. Consultar o manual do utilizador do

Automated Plate Washer (Automated Plate Washer User Manual) para obter mais instrucdes.

e Certificar-se de que o reservatério de lavagem estd cheio pelo menos até & marca de 1 litro
com tampdo de lavagem. Se ndo estiver, preparar o tamp&o de lavagem (consultar “Tampdao
de lavagem”, pagina 40).

e Certificar-se de que o reservatério de enxaguamento estd cheio de dgua desionizada ou
destilada.

e Certificar-se de que o reservatério de residuos estd vazio e que a tampa estd firmemente

apertada.

e O Automated Plate Washer ird preparar automaticamente antes de cada lavagem e
enxaguar apés cada lavagem.

® Se estiver a ser utilizada apenas uma tira parcial de pogos da microplaca de captura,
colocar os pocos da microplaca vazios na microplaca de captura para completar a coluna

antes da lavagem.

1. Remover a tampa da microplaca e colocar a microplaca de captura na plataforma do
Automated Plate Washer.

2. Verificar se o Automated Plate Washer estd ligado e se o visor apresenta a indicacdo Digene

Wash Ready (lavagem Digene pronta) ou P1.

3. Selecionar o nimero de tiras a lavar premindo o botdo Rows (filas) e depois + ou = para

regular.
4. Premir o botdo Rows para regressar a Digene Wash Ready ou P1.
5. Premir o botdo Start/Stop (iniciar/parar) para comegar.

O Automated Plate Washer ird efetuar 6 ciclos de enchimento e aspiracdo, demorando,
aproximadamente 10 minutos. Iré ocorrer uma breve pausa durante o programa; ndo

remover a microplaca prematuramente.

Quando o Automated Plate Washer terminar a lavagem, surgird a indicacdo “Digene Wash
Ready” ou “P1”.
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6. Retirar a microplaca de captura da plataforma do Automated Plate Washer quando o

programa terminar.

7. A microplaca de captura deverd ficar branca e sem quaisquer residuos de liquido cor-de-rosa

nos pocos da microplaca de captura.

8. Prosseguir para “Amplificagdo do sinal”, pdgina 62 para continuar os festes.
Método de lavagem manual

1. Retirar o DR1 dos pogos da microplaca de captura colocando lengos Kimtowels ou
toalhetes de papel com libertagcdo reduzida de pelo equivalentes limpos sobre a microplaca

de captura.

2.  Certificar-se de que os toalhetes de papel ficam em contacto com toda a drea da superficie

da microplaca de captura e inverter cuidadosamente.
Permitir que a microplaca de captura drene durante 1-2 minutos.

4.  Secar o pogo com lengos Kimtowels ou toalhetes de papel com libertacdo reduzida de pelo

equivalentes limpos.

Descartar cuidadosamente os toalhetes de papel usados para evitar contaminagdo com

fosfatase alcalina.

5. Utilizando o aparelho de lavagem, lavar manualmente a microplaca de captura 6 vezes.

Para lavar corretamente, encha cada pogo da microplaca de captura com tampdo de
lavagem até transbordar. Isto iré remover o DR1 das partes superiores dos pocos da
microplaca de captura. A lavagem é iniciada no pogo da microplaca de captura Al e
continua em serpentina para a direita e para baixo. Apds o enchimento de todos os pogos
da microplaca de captura, decantar o liquido para a pia com um movimento descendente
forte. A segunda lavagem ¢é iniciada no poco da microplaca de captura H12 num
movimento de serpentina para a esquerda e para cima. Esta sequéncia de 2 lavagens é

repetida mais 2 vezes para um fotal de 6 lavagens por poco da microplaca de captura.

6. Apés a lavagem, secar a microplaca de captura invertendo-a sobre lencos Kimtowels ou
toalhetes de papel com libertacdo reduzida de pelo equivalentes limpos e batendo

firmemente 3—4 vezes. Substituir os toalhetes de papel e secar novamente.

7.  Deixar a microplaca de captura invertida e deixar drenar durante 5 minutos. Secar a

microplaca de captura mais uma vez.

A microplaca de captura deverd ficar branca e sem quaisquer residuos de liquido cor-de-

rosa nos pocos da microplaca de captura.

8.  Prosseguir para “Amplificacdo do sinal”, pdgina 62 para continuar os testes.
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Amplificagdo do sinal

® Usar um par de luvas novo para manusear o DR2.

e Adicionar os reagentes ao longo da microplaca de captura da esquerda para a direita

utilizando um pipetador de 8 canais.

® Se ndo se utilizar um pipetador de 8 canais, poderd ser substituido por uma pipeta repetida.
Dividir o DR2 em aliquotas para um tubo de polipropileno de tamanho suficiente para conter

o volume necessdrio.

e Adicionar o DR2 sem interrupgdo. O tempo de incubagdo de todos os pogos da microplaca

de captura deve ser o mais préximo possivel.

e Certificar-se de que ndo toca nas partes laterais dos pocos da microplaca de captura e que o
reagente ndo salpica para as pontas pois poderd ocorrer contaminagdo cruzada das
amostras (consultar FigUl’G 2, pdgina 57).

1. Misturar bem o DR2 e transferir o volume aplicavel (como aplicavel, consultar Tabela 1,
pdgina Errorl Bookmark not defined. ou Tabela 4, pdgina Error! Bookmark not defined.)

para um reservatério de reagente descartavel limpo.

2.  Pipetar cuidadosamente 75 pl de DR2 para cada pogo da microplaca de captura,
utilizando a técnica de pipetagem inversa anteriormente descrita (consultar “Detecdo
hibrida” pégina 58).

Certificar-se de que todos os pogos da microplaca de captura foram corretamente cheios
observando a intensidade da cor amarela; todos os pogos da microplaca de captura

deverdo apresentar uma intensidade de amarelo semelhante.

3. Cobrir a microplaca de captura com uma tampa de microplaca e incubar a 20-25 °C
durante 15 minutos (e ndo mais do que 30 minutos de incubagdo).
Importante: Evitar a luz direta do sol.

4.  Prosseguir para “Medir a microplaca de captura e gerar resultados”, pdgina 62 para

continuar os festes.
Medir a microplaca de captura e gerar resultados

1. Medir a microplaca de captura utilizando um instrumento DML.

Consultar o respetivo manual do utilizador do software para obter detalhes sobre a
medicdo de uma microplaca de captura e a geracdo de relatérios de resultados de teste. O
software de andlise do ensaio digene ird permitir a introdugdo de informagdes pertinentes

sobre o teste.
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2. Se ndo tiver sido utilizada uma microplaca de captura completa, remover os pogos da
microplaca de captura usados da estrutura da microplaca, enxaguar a estrutura da
microplaca minuciosamente com dgua destilada ou desionizada, secar e guardar para o

teste seguinte.

3. Descartar todas as aliquotas de reagente e reagentes preparados, salvo indicacdo em

contrdrio.

Diluir o DNR restante no frasco antes de descartar em conformidade com os procedimentos

laboratoriais nacionais e locais.
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Interpretacdo de resultados

O valor de corte (VC) do digene HC2 HighRisk HPV DNA Test de 1 pg/ml é equivalente a
100 000 cépias de HPV/ml ou 5000 cépias de HPV por ensaio

Resultados do teste de amostras em STM

As amostras STM com quocientes URL/valor de corte >1,0 sdo consideradas “positive”
(positivas) para 1 ou mais tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68.

As amostras STM com quocientes URL/VC <1,0 sdo consideradas “negative” (negativas) ou “no
HPV DNA defected” (ADN de HPV ndo detetado) para os 13 tipos de HPV testados. As
sequéncias de ADN de HPV de alfo risco estdo ausentes ou os niveis de ADN do HPV sdo

inferiores ao limite de detecdo do ensaio.
Resultados do teste de amostras SurePath

As amostras SurePath com quocientes URL/valor de corte >1,0 sdo consideradas “positive”
(positivas) para 1 ou mais tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68.

As amostras em SurePath com quocientes URL/valor de corte <1,0 sdo consideradas “negative”
(negativas) ou “no HPY DNA detected” (ADN de HPV n&o detetado) para os 13 tipos de HPV
testados. As sequéncias de ADN de HPV estdo ausentes ou os niveis de ADN do HPV estdo

abaixo do limite de detecdo do teste.
Resultados do teste de amostras em PreservCyt

As amostras em PreservCyt com quocientes URL/valor de corte >1,0 séo consideradas “positive”
(positivas) para 1 ou mais tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68.

As amostras em PreservCyt com quocientes URL/valor de corte <1,0 sdo consideradas “negative”
(negativas) ou “no HPY DNA detected” (ADN de HPV n&o detetado) para os 13 tipos de HPV
testados. As sequéncias de ADN de HPV estdo ausentes ou os niveis de ADN do HPV estdo

abaixo do limite de detecdo do teste.
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Para amostras em PreservCyt com quocientes URL/valor de corte >1,0 e <2,5, a QIAGEN

recomenda a repeticdo do teste da amostra, conforme a seguir indicado:

® Se a primeira repeticdo do teste apresentar um quociente URL/valor de corte >1,0,

considerar a amostra como “positive” (positiva). Ndo é necessdrio repetir o teste.

® Se a primeira repeticdo do teste apresentar um quociente URL/valor de corte <1,0, é
necessdrio repetir uma segunda vez o teste (terceiro resultado). O segundo resultado é o

resultado final (<1,0 é negativo, >1,0 é positivo) e é indicado no relatério.
Quociente URL/valor de corte préximo de 1,0

Se o quociente URL/valor de corte de uma amostra estiver préximo, mas for inferior a, 1,0
suspeita-se de infecdo por HPV de alto risco, pelo que se devem considerar métodos de teste

alternativos e/ou uma nova amostra.
Outros tipos de HPV

Dado que este ensaio apenas deteta HPV de alto risco dos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, e 68, ter em atencdo que poderdo estar presentes outros tipos de HPV de
baixo risco na amostra. Se se prefender testar especificamente a presenca de HPV de baixo risco
de transmissdo sexual, utilizar o digene HC2 HPV DNA Test, que deteta tipos de ADN de baixo

risco e alto risco.

Verificacdo da calibracdo do ensaio

A verificagdo da calibragdo do ensaio é realizada para garantir que os reagentes, os
calibradores e os controlos da qualidade estdo a funcionar bem, permitindo uma determinagéo
precisa do valor de corte do ensaio. O digene HC2 High-Risk HPY DNA Test requer a calibracdo
do ensaio com cada teste; por isso, é necessdrio verificar cada ensaio. A verificagdo da
calibragdo do ensaio é realizada para garantir que os reagentes e os materiais do calibrador e
do controlo de qualidade fornecidos estdo a funcionar adequadamente, permitindo @
deferminacdo rigorosa do valor de corte do ensaio. Os intervalos aceitdveis para a calibragdo
do ensaio e controlos de qualidade foram estabelecidos apenas para instrumentos DML
aprovados pela QIAGEN

A calibragdo do ensaio é automaticamente efetuada pelo software de andlise do ensaio digene
e impressa no relatério de andlise de dados. No entanto, os utilizadores com o digene

Qualitative Software versdo 1.03 ou anterior t&m de efetuar a verificacdo manual da calibracdo
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do ensaio antes de poderem ser emitidos os relatérios de resultados de doentes. Contactar a

Assisténcia Técnica da QIAGEN para obter mais informagdes.

O teste deve cumprir os critérios de calibracdo do ensaio especificados. Se algum dos critérios

seguintes for invdlido, o software ndo interpretard os resultados da amostra.
Calibrador negativo

O NC deve ser testado em triplicado para cada ensaio. A média do NC deve ser =10 e <250
URL e o coeficiente de variacdo (CV) deve ser <25%. Se o CV for >25%, o software remove o
valor URL mais afastado da média como um valor atipico e volta a calcular a média e o CV

utilizando os valores restantes.

Se o CV for >25%, a calibragdo do ensaio é invdlida e o teste tem de ser repetido para todas as
amostras de doentes. Assim, ndo apresentar relatérios relativos aos resultados da amostra da

doente.
Calibrador positivo

O HPV de alto risco (HRC) tem de ser testado em triplicado em cada ensaio. O CV do HRC deve
ser <15%. Se o CV for >15%, o software remove o valor URL mais afastado da média como um

valor atipico e volta a calcular a média e o CV utilizando os valores restantes.

Se o CV for >15%, a calibragdo do ensaio é invdlida e o teste tem de ser repetido para todas as
amostras de doentes. Assim, ndo apresentar relatérios relativos aos resultados da amostra da

doente.
Média do calibrador positivo /média do calibrador negativo

O software utiliza o HRCX e o NCX. para calcular o HRC)_C/NC)_C. Um HRC)_(/NCTC vdlido é
definido como 2,0 < HRCX/NCX < 15.

Se o HRCX/NCX for <2,0 ou >15, a calibracdo do ensaio é invélida e o teste tem de ser
repetido para todas as amostras das doentes. Assim, ndo apresentar relatérios relativos aos

resultados da amostra da doente.
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Cdlculo de corte

O software de andlise do ensaio digene calcula e apresenta relatérios dos quocientes URL/valor
de corte e dos resultados positivos/negativos para todas as amostras. O valor de corte para
determinar amostras positivas é o HRCX. O software de andlise do ensaio digene utiliza os

valores URL da amostra para exprimir resultados como URL/valor de corte da amostra.

Para testes automatizados no RCS, o protocolo de ensaio do HPV no RCS aplica um fator de
ajuste da calibragdo (CAF, calibration adjustment factor) de 0,8 ao HRCX. vélido. Este CAF &
necessdrio para que as caracteristicas de desempenho dos testes automatizados no RCS
permanecam equivalentes aos testes manuais. O CAF apenas é aplicado aos resultados do teste
automatizado no RCS; por conseguinte, é crucial selecionar o protocolo de ensaio correto para

gerar resultados do teste precisos.
Controlo de qualidade

As amostras de controlo de qualidade séo fornecidas com o digene HC2 HighRisk HPV DNA
Test e devem ser utilizadas para controlo de qualidade interno. Os controlos de qualidade
fornecidos s@o alvos de ADN de HPV clonados e ndo sdo decorrentes de HPV na forma
selvagem. Este é o mesmo tipo de material utilizado para os calibradores fornecidos. Poderdo
ser testados controlos de qualidade adicionais de acordo com as diretrizes ou os requisitos de
regulamentos nacionais ou locais assim como de organizacdes de acreditacdo. Os controlos de
qualidade fornecidos néo funcionardo como um controlo de qualidade adequado para o

processamento de solucdo PreservCyt ou SurePath Preservative Fluid.

Consultar o manual do utilizador do software de andlise do ensaio digene aplicavel para obter
instrucdes sobre a introducdo dos nimeros de lote e das datas de validade dos controlos de
qualidade. Para que um ensaio seja vdlido, o URL/valor de corte de cada controlo de qualidade

deve ficar dentro dos critérios definidos conforme especificado na tabela 10, abaixo.

Se os controlos de qualidade ndo estiverem dentro destes intervalos, o ensaio é invélido e o feste

deve ser repetido. Assim, ndo apresentar relatérios relativos aos resultados da doente.

Tabela 10. Critérios de validade do ensaio de controlo de qualidade

Minimo (URL/valor de Méaximo (URL/valor de
Controlo de qualidade corte) corte) CV (%)
QCI1-IR 0.001 0.999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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Limitacoes

O digene HC2 High-Risk HPV DNA Test para o papilomavirus humano dos tipos 16, 18, 31,
33, 35,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 nao estd recomendado para a avaliacdo de

suspeita de abuso sexual.

A prevaléncia de infecdo por HPV numa populagdo pode afetar o desempenho. Os valores
de previsdo positivos diminuem quando se testam populacdes com baixa prevaléncia ou

individuos que ndo apresentam risco de infegdo.

Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infecdo por HPV, uma vez que niveis
muito baixos de infe¢do ou um erro na amostragem podem dar origem a um resultado
negativo falso. Da mesma forma, este teste ndo deteta os tipos de ADN do HPV de baixo
risco (6, 11, 42, 43 e 44).

A infegdo por HPV ndo constitui um indicador definitivo da presenca de doenca cervical de
alto grau, nem implica em todos os casos que se venha a desenvolver doenca cervical de alto

grau ou cancro.

Existe uma pequena percentagem de hibridizagdo cruzada entre a sonda de HPV de alto
risco e os tipos de HPV 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 e MM9. As
doentes cujas amostras apresentam niveis elevados destes tipos de HPV podem ser

incorretamente encaminhadas para colposcopia (15, 35).

O digene HC2 High-Risk HPV DNA Test destina-se a detetar tipos de HPV de alto risco,
incluindo 39, 58, 59 e 68. Estudos andliticos levados a cabo pela QIAGEN, usando ADN
plasmidico de HPV clonado, demonstram que o teste deteta estes tipos a concentragdes que
vdo de 0,62 pg/ml a 1,39 pg/ml. Isto equivale as caracteristicas de detecdo de outros tipos
de HPV visados pelo digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. A QIAGEN conseguiu validar a
detecdo destes tipos de HPV apenas num nimero limitado de amostras clinicas. Devido &
baixa prevaléncia destes tipos na populacéo geral (28), as caracteristicas de desempenho do
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test para a detegdo dos tipos de HPV 39, 58, 59 e 68 ndo

foram estatisticamente confirmadas.

Se estiverem presentes elevadas concentracdes de creme antifingico, gel contracetivo ou
4gua do duche no momento da recolha de uma amostra em STM para feste, é possivel que
se obtenha um resultado falso-negativo caso estas amostras contenham niveis de ADN de

HPV que produzam valores de URL/valor de corte préximos do valor de corte do ensaio.

Se estiverem presentes elevadas concentracdes de creme antifingico, gel lubrificante vaginal
ou sangue no momento da recolha de uma amostra cervical em PreservCyt para preparacdo
de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Mediaq, é possivel que se obtenha um
resultado falso-negativo, caso estas amostras contenham niveis de ADN de HPV que

produzam valores de URL/valor de corte préximos do valor de corte do ensaio.
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Se estiver presente gel contracetivo no momento da recolha de uma amostra cervical em
PreservCyt para a preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA, poderd

ocorrer um resultado falso-negativo no teste.

Se estiver presente gel contracetivo, creme antifingico ou creme anti-inflamatério no momento
da recolha de uma amostra cervical em SurePath para a preparagdo de amostras com o kit
QIAsymphony DSP HPV Media, poderd ocorrer um resultado falso-negativo no teste.

E possivel a ocorréncia de reatividade cruzada entre a sonda de HPV de alto risco e o
plasmideo pBR322. A presenca de sequéncias homélogas de pBR322 foi relatada em
amostras genitais humanas e poderdo ocorrer resultados falso-positivos na presenca de

elevados niveis de plasmideos bacterianos.

Durante a realizagdo de festes automatizados no RCS, a ndo observagdo visual da placa de
hibridizagdo para garantir uma transferéncia correta da amostra e a ndo corregdo de

qualquer transferéncia incorreta da amostra poderd originar resultados falso-negativos.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

69



Caracteristicas de desempenho

Desempenho clinico durante o rastreio de doentes com resultados
normais no esfregaco de Papanicolau como auxiliar na avaliagdo de
risco para a gestdo de doentes

A seguir sdo descritos os resultados de 8 estudos clinicos independentes realizados por
instituicdes médicas, académicas e governamentais de renome em centros nos Estados Unidos e
no estrangeiro. Os estudos utilizaram os métodos de Papanicolau estabelecidos, em uso nos
paises onde o estudo foi realizado. Em todos os casos, & excecdo de 2, foi utilizado o sistema
de Bethesda para interpretar os resultados do Papanicolau. Para mais informagdes sobre a
terminologia equivalente de rastreio de cancro do colo do Gtero na Comunidade Europeia,
consulte as orientacdes europeias relativas & garantia da qualidade do rastreio do cancro do
colo do dtero (36). Além disso, a presenca de doenca cervical de grau elevado foi
diagnosticada através de biopsia direcionada por colposcopia para cada estudo. Estes estudos
avaliaram a utilidade clinica do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test em comparacdo com o
esfregaco de Papanicolau para mulheres mais velhas (normalmente acima dos 30 anos de
idade). Todos os estudos & excecdo de um também levaram a cabo testes prospetivos ao HPV
com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Tabela 11. Estimativas de desempenho — sensibilidade e especificidade

Sensibilidade (%)

Especificidade (%)

(n/N) (n/N)
Intervalo de confianga (IC) 95% IC 95%

. Aper\ s Apenas HPV HPY * Apernos Apenas HPV HPY *
Populacdo n Papanicolau Papanicolau  Papanicolau Papanicolau
: 7592 51.6 96.3 100.0 98.5 96.2 95.1
c;; ::Z:ml , (14/27) (26/27) (27/27)  (7453/7565) (7275/7565) (7193/7565)

320-71.3  81.0-99.9 87.2-100.0 98.2-98.8  95.7-96.6  94.6-95.6
A 6115 58.4 94.8 97.4 98.7 93.9 93.4
Lﬂ':::‘;’ (45/77) (73/77) (75/77)  (5962/6038) (5669/6038) (5637/6038)
46.68-69.6 87.2-98.6  90.9-99.7  98.4-99.0  93.3-945  92.7-94.0
A 6176 779 89.7 94.1 94.1 94.0 89.9
La':'i::c;* (53/68) (61/68) (64/68)  (5745/6108) (5742/6108) (5490/6108)
66.2-87.1 79.9-95.8  85.6-98.4  93.4-946  93.4-946  89.1-90.6
2925  84.1 89.7 92.5 86.4 80.0 76.4
Africa (90/107)  (96/107)  (99/107)  (2436/2818) (2253/2818) (2152/2818)
75.8-90.5 82.4-948 85.8-967  85.1-87.7  78.4-81.4  74.8-77.9
1936 97.6 100.0 100.0 76.3 83.0 68.0
Asia (41/42) (42/42) (42/42)  (1445/1894) (1572/1894) (1287/1894)
87.4-99.9  91.6-100.0 91.6-100.0 74.3-78.2  81.2-85.0  65.8-70.1
1040 500 100.0 100.0 97.6 96.2 955
EUA 1 (1/2) (2/2) (2/2)  (1013/1038) (999/1038)  (991/1038)
126-98.7 15.8-100.0 15.8-100.0 96.5-98.4 949973  94.0-96.7

* Dados do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test disponiveis, dados do HCS utilizados caso

contrdrio; dados combinados.
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Tabela 12. Estimativas de desempenho — valor preditivo positivo e negativo

Valor preditivo positivo (%) Valor preditivo negativo (%)
Prevaléncia (n/N) (n/N)
(%) IC 95% IC 95%
n Apenas Apenas HPV + Apenas Apenas HPV +
Populacdo NIC 3 Papanicolau HPV Papanicolau  Papanicolau HPV Papanicolau
Europa 7592 0.36 1.1 8.23 6.77 99.83 99.99 100.0
Ocidental (27/7592) (14/126)  (26/316)  (27/399)  (7453/7466) (7275/7276)  (7193/7193)
1 0.23-0.52 6.2-179  55-11.8 4597 997999  99.9-100.0  99.9-100.0
6115 1.26 37.2 16.5 15.8 99.47 99.93 99.96
América (77/6115) (45/121)  (73/442)  (75/476)  (5962/5994)  (5669/5673)  (5637/5639)
Latfina 1 0.99-1.57  28.6-46.4 13.2- 12.6-19.4 99.3:99.6  99.8-100.0  99.9-100.0
20.3
6176 1.10 127 14.3 9.4 99.74 99.88 99.93
América (68/6176) (53/416)  (61/427)  (64/682)  (5745/5760) (5742/5749)  (5490/5494)
Latina 2* 0.86-1.39 9.7-16.3 1M.1- 7.3-11.8 99.6-99.9  99.8-100.0  99.8-100.0
18.0
2925 3.66 19.1 145 12.9 99.31 99.51 99.63
Africa (107/2925) (90/472)  (96/661)  (99/765)  (2436/2453) (2253/2264)  (2152/2160)
3.01-4.40 15.6-22.9 11.9- 10.6-15.5 98.9-99.6 99.1-99.8 99.3-99.8
17.4
1936 217 8.37 1.5 6.47 99.93 100.0 100.0
Asia (42/1936) (41/490)  (42/364)  (42/649)  (1445/1446) (1572/1572) (1287/1287)
1.57-2.92 6.1-11.2  8.4-153 47-8.7 99.6-100.0  99.8-100.0  99.7-100.0
1040 0.19 3.85 4.88 4.08 99.90 100.0 100.0
EUA 1 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014)  (999/999) (991/991)
0.02-0.69 0.1-19.6  0.6-165  0.5-14.0 99.5-100.0  99.6-100.0  99.6-100.0

*Dados do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test disponiveis, dados do HCS utilizados caso

contrdrio; dados combinados.

Em todos os estudos, existe uma melhoria uniforme e frequentemente muito significativa, na
sensibilidade do digene HC2 HighRisk HPY DNA Test em compara¢do com o Papanicolau
apenas. Tal como para a sensibilidade, o valor preditivo negativo do HPV ultrapassa o do
Papanicolau apenas em todos os casos, aproximando-se dos 100%. Este valor preditivo negativo
demonstra a elevada probabilidade de auséncia de doenca cervical de grau elevado ou cancro

em mulheres com citologia normal que ndo apresentem infecdo por HPV.

Embora a especificidade do digene HC2 High-Risk HPY DNA Test seja inferior & do Papanicolau
apenas, a andlise do rdcio de verosimilhanca demonstrou que a reducdo na especificidade
observada ndo é suficientemente significativa para afetar a utilidade clinica da utilizagdo do
teste para identificar mulheres que apresentam um risco reduzido ou nenhum de ter ou
desenvolver doenca cervical. No entanto, é importante que a decisGo de enviar uma paciente
para realizar colposcopia baseia-se em todas as informagdes clinicas e de risco, assim como o
histérico da paciente disponivel para o médico. Varidveis importantes incluem histéria de infecdo

por HPV e/ou esfregaco de Papanicolau com resultado anormal, idade na primeira relagdo
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sexual, nimero de parceiros sexuais, e doencas sexualmente transmitidas concomitantes (37,

38).

Embora a prevaléncia de doenca de grau elevado ndo varie significativamente entre os estudos
a partir dos quais o desempenho foi determinado, a prevaléncia de infegdo por HPV numa
populagdo poderd afetar o desempenho, e normalmente varia com a populagdo de doentes.
Além disso, foi demonstrado que a prevaléncia de infecdo por HPV reduz dramaticamente com a
idade (17, 24-29, 38-40). Os valores preditivos positivos reduzem quando se testam

populagdes com baixa prevaléncia ou individuos com risco reduzido de infe¢do.

Foi efetuada andlise longitudinal utilizando os resultados de 2 estudos; um realizado nos Estados
Unidos pelo National Cancer Institute (NCI, instituto nacional do cancro) em Portland, Oregon, e
o outro realizado em Franga no Laboratoire Pol Bouin C.H.U. (laboratério Pol Bouin C.H.U.) de
Reims. Estas andlises longitudinais foram levadas a cabo para demonstrar que as doentes com
Papanicolau negativo/HPV negativo apresentam um risco menor de desenvolver doenca cervical
em comparacdo com mulheres tradicionalmente definidas como de risco reduzido cujo estado
em termos de HPV ndo é conhecido e em comparagdo com doentes com Papanicolau

negativo/HPV positivo (consultar as tabelas 13 e 14, abaixo).
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Tabela 13. Andlise longitudinal — risco relativo de doenga de grau elevado

Taxa (por 100 . .
Grupo de Classificagdo Casos de NIC anos de Risco relativo
estudo Idade de baixo risco n 3+ doente) IC 95%
Papanicolau 12,054 28 0.043 0.897
normal, HPV (0.596-1.348)
negativo
30 e mais
Resultados de 9429 19 0.048 1.000
Papanicolau
normais
NCI consecutivos*
Papanicolau 17,594 48 0.056 0.678
normal, HPV (0.514-0.894)
negativo
Todas Resultados de 13,392 44 0.082 1.000
Papanicolau
normais
consecutivos*
Papanicolau 1690 3 0.084 0.849
normal, HPV (0.307-2.35)
negativo
30 e mais
Resultados de 2026 4 0.099 1.000
Papanicolau
normais
consecutivos'
Franca
Papanicolau 2180 3 0.066 0.491
normul, HPV (022]_109)
negativo
Todas Resultados de 2650 7 0.136 1.000
Papanicolau
normais
consecutivos'

* Trés resultados de Papanicolau normais em aproximadamente 2 anos.

T Dois resultados de Papanicolau normais em aproximadamente 2 anos.
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Tabela 14. Andlise longitudinal — taxas de doenga estratificadas por estado de HPV na linha de
base

Taxa (por 100 . .
Grupo de Estado na linha Casos de NIC anos de Risco relativo
estudo Idade de base n 3+ doente) IC 95%

Papanicolau 1078 24 0.451 10.50

normal, HPV (6.13-18.0)

. positivo

30 e mais
Papanicolau 12,054 28 0.043 1.00
normal, HPV

negativo

NCI

Papanicolau 2561 63 0.096 10.64
normal, HPV (7.33-15.5)
positivo

Todas
Papanicolau 17,594 48 0.056 1.00
normal, HPV

negativo

Papanicolau 419 14 2.346 27.3
normal, HPV (8.41-88.3)

. positivo
30 e mais
Papanicolau 1696 3 0.084 1.00
normal, HPV

negativo
Franca 9

Papanicolau 619 22 2.520 37.0
normul, HPV (] 1.8-1 ]6)
positivo

Todas
Papanicolau 2180 3 0.066 1.00
normal, HPV
negativo

A utilidade clinica do resultado do teste de HPV é novamente demonstrada pelo risco acrescido
de doenca cervical em mulheres com resultado HPV positivo em comparagdo com mulheres com

resultado HPV negativo.

Desempenho clinico durante o rastreio de doentes com resultados ASC-
US no esfregaco de Papanicolau para determinar a necessidade de
envio para colposcopia

Em 1996, foi realizado um estudo intitulado “Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women
with Borderline Pap Smears” (utilidade do teste de ADN do HPV para triagem de mulheres com
esfregagos de Papanicolau no limite) nos EUA sob a direcdo do Kaiser Foundation Research
Institute (instituto de pesquisa da funcdo Kaiser) e do Kaiser Permanente Medical Group (grupo
médico Kaiser Permanente). As amostras cervicais para citologia de rotina e para a realizagéo

do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test foram obtidas de mulheres que frequentavam diversas
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instalacdes da clinica Kaiser. As amostras citolégicas iniciais foram avaliadas de acordo com a
classificagdo Bethesda. Para mais informagdes sobre a terminologia equivalente de rastreio de
cancro do colo do dtero na Comunidade Europeia, consulte as orientagdes europeias relativas &
garantia da qualidade do rastreio do cancro do colo do dtero (42). As mulheres (com idade
igual ou superior a 15 anos) com resultados ASC-US (células atipicas de significado
indeterminado) nas amostras citolégicas foram novamente consultadas para a realizacéo de
colposcopia e biopsia. As amostras histolégicas encaminhadas para colposcopia foram
examinadas por patologistas que efetuaram um diagnéstico inicial. Cada amostra histolégica foi
também observada por um patologista independente, tendo as discrepéncias entre o relatério

inicial e o independente sido solucionadas por um ferceiro patologista.

A amostra inicial foi testada com um protdtipo do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test que
continha sondas para 11 dos 13 tipos de HPV (excluindo os tipos de HPV 59 e 68). N&o se
esperava que esta diferenca resultasse num perfil de desempenho significativamente diferente

para o teste..

Estiveram disponiveis resultados do High-Risk HPV DNA Test e diagnésticos histolégicos de 885
mulheres com esfregacos de Papanicolau ASC-US. Os testes na maioria das pacientes foi feito
com amostras recolhidas em solugdo STM e PreservCyt. Devido &s semelhangas entre as
caracteristicas de desempenho do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test para meio de transporte
de amostras (STM) e para a solugdo PreservCyt, o desempenho do ensaio é apresentado apenas

para solucdo PreservCyt

Entre as que apresentaram indicagdo de esfregaco de Papanicolau ASC-US, o valor preditivo
negativo do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test para uma HSIL ou doenga mais grave na

colposcopia é 99% (consultar a tabela 15, abaixo).
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Tabela 15. Comparacéo do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test contra histologia de consenso;
populagdo com indicacéo de Papanicolau ASC-US; estudo Kaiser, amostras em PreservCyt

HSIL ou mais grave no momento da

colposcopia
+ - Total
digene HC2 High-Risk + 66 317 383
HPV DNA Test result _ 5 497 -
Total 71 814 885

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

IC 95% = 84,3-97,7

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

IC 95% = 57,7-64,4

Prevaléncia de doenga = 8,0% (71/885)

Valor preditivo positivo do ensaio = 17,2% (66/383)
Valor preditivo negativo do ensaio = 99,0% (497/502)

Os valores preditivos positivos e negativos tedricos baseados em diversas prevaléncias para um
ASC-US inicial verificar-se ser HSIL ou mais grave com base em resultados de teste a HPV de alto

risco sdo determinados (consultar a tabela 16, abaixo).

Tabela 16. Valor preditivo positivo e negativo teérico de teste a HPV de alto risco a partir de
resultados no esfregaco de Papanicolau ASC-US

Resultado inicial de ASC-US no esfregaco de Papanicolau
Prevaléncia
teérica de HSIL Valor preditivo positivo no ensaio Valor preditivo negativo no ensaio
5 11.2 99.4
10 21.0 98.7
15 29.7 98.0
20 37.4 97.2
25 44.3 96.3
30 50.6 95.3

A variagdo entre os diversos grupos etdrios incluidos neste estudo é determinada (consultar a

tabela 17, abaixo).
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Tabela 17. Dados do estudo Kaiser: Desempenho do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test face
aos resultados da histologia de consenso (HSIL) — caracteristicas especificas da idade

Idade <30 Idade 30-39 Idade >39
n 287 233 365
Prevaléncia de doenca (%) 12.2 11.2 2.7
Sensibilidade (%) 100 88.46 80.0
(n/N) (35/35) (23/26) (8/10)
IC 95% 90.0-100.0 69.9-97.6 44.4-97.5
Especificidade (%) 31.4 66.2 79.15
(n/N) (79/252) (132/207) (281/355)
IC 95% 25.7-37.5 59.3-72.6 74.6-83.3
Valor preditivo negativo (%) 100.0 97.86 99.29
(n/N) (79/79) (137/140) (281/283)
Valor preditivo positivo (%) 16.83 24.73 9.76
(n/N) (35/208) (23/93) (8/82)

Sensibilidade e especificidade clinicas para a determinagdo do risco de
doenca de alto grau em mulheres com amostras citolégicas que

demonstram LSIL ou HSIL

Foi realizado um estudo clinico em vdrios centros utilizando o digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test e amostras recolhidas em diversos hospitais e centros médicos (3 locais) que realizam
colposcopias e que apresentam uma elevada prevaléncia de doengas cervicais e de HPV no
Oeste e Sul dos EUA. Os testes ao HPV foram realizados em 3 centros de investigagdo ndo
associados as clinicas de colposcopia onde as amostras foram recolhidas. A populagdo deste
estudo clinico incluiu mulheres com um diagnéstico de LSIL ou de HSIL, com base numa amostra
citolégica recente e encaminhadas para seguimento por colposcopia. Das 702 doentes
envolvidas, 327 apresentavam resultados citolégicos superiores a ASC-US e possuiam

informacdo adequada disponivel; 96 destas apresentavam HSIL em dltimo grau ou mais grave.

As amostras de células cervicais esfoliadas foram obtidas com o digene HC2 DNA Collection
Device e depois colocadas em STM ou através de um dispositivo tipo vassoura e enxaguadas
com solugdo PreservCyt. Foram recolhidas amostras na altura da colposcopia. Foram testadas
amostras com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test e os resultados foram comparados com o
estado da doenca determinado para cada paciente. O grau da doenga baseou-se nos resultados
da avaliagdo histolégica. No entanto, nos casos em que a histologia foi negativa ou na auséncia
de um resultado histolégico, o grau da doenga foi determinado pela amostra citolégica

realizada no momento da colposcopia (consultar a tabela 18, abaixo).
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O digene HC2 High-Risk HPV DNA Test foi realizado em 3 grandes hospitais metropolitanos ndo
associados aos locais onde foi feita a recolha das amostras durante a colposcopia. A amostra
citolégica foi realizada num laboratério de patologia de referéncia e a histologia foi efetuada
nas instituicdes que realizaram a colposcopia. Os resultados do teste foram comparados com o
grau da doenca, de forma a poder avaliar a sensibilidade, a especificidade do teste e o valor
de previsdo negativo e positivo para a detecdo de neoplasia cervical de alto grau. Devido as
semelhangas entre as caracteristicas de desempenho do digene HC2 High-Risk HPY DNA Test
para meio de transporte de amostras e para a solugdo PreservCyt, o desempenho do ensaio é
apresentado apenas para solugdo PreservCyt. Nao foi observada qualquer diferenca nos
resultados do teste de HPV de alto risco para as amostras transportadas em STM e em solucdo

PreservCyt.

Tabela 18. Algoritmo do grau da doenca de doentes

Resultado da citologia Resultado da histologia Grau da doenga
Negativo Negativo ou ndo efetuado* Negativo
LSIL Negativo LSIL

HSIL Negativo HSIL
Cancro Negativo HSIL+
Negativo LSIL LSIL

LSIL Néo efetuado* LSIL

LSIL LSIL LSIL

HSIL LSIL LSIL
Cancro LSIL LSIL
Negativo HSIL HSIL

LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Néo efetuado* HSIL
Cancro HSIL HSIL
Negativo Cancro HSIL+
LSIL Cancro HSIL+
HSIL Cancro HSIL+
Cancro Néo efetuado* HSIL+
Cancro Cancro HSIL+

* Né&o se procedeu a biopsia e/ou curetagem endocervical (CEC) pois ndo foram observadas anomalias
durante a colposcopia ou o resultado da histologia ndo se encontrava disponivel.

O desempenho do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test foi determinado usando 327 amostras

em PreservCyt, 96 das quais foram colhidas de mulheres diagnosticadas com doenca cervical de
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grau elevado (consultar as tabelas 19 e 20, abaixo). As comparagdes foram levadas a cabo
utilizando todas as doentes do estudo com resultados anormais no esfregaco de Papanicolau de

referéncia.

Tabela 19. Resultados do teste ao HPV de alto risco

Grau da Grau da Grau da
doenca final doenca final doenca final
HSIL LSIL negativo
Resultados de
HPV de dlto + - + - + - Total
risco
Resultado no LSIL 44 4 78 33 28 37 224
esfregago de
Papanicolau de HSIL 45 3 29 14 5 7 103
referéncia
Total 89 7 107 47 33 44 327
Total 96 154 77 327

O digene HC2 High-Risk HPY DNA Test demonstrou uma sensibilidade geral de
aproximadamente 93% para a identificagdo de mulheres com neoplasia de grau elevado numa
populagdo enviada para colposcopia com base num diagnéstico no esfregaco de Papanicolau
de LSIL, HSIL ou equivalente (consultar a tabela 20, abaixo). O teste também demonstrou um

valor preditivo negativo de cerca de 95% nesta populagdo.

Tabela 20. Caracteristica de desempenho do teste de ADN do HPV de alto risco entre doentes com
esfregaco de Papanicolau de referéncia LSIL ou mais grave e um grau da doenca final de HSIL

Grau da doenga final

HSIL LSIL or negative Total

Resultado do teste de ADN de + 89 140 229
HPYV de alto risco _ 7 91 98
Total 96 231 327

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

IC 95% = 85,6-97,0

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

IC 95% = 33,1-46,0

Prevaléncia de doenga para LSIL indicativo para HSIL final = 21,4%
Prevaléncia de doenga para HSIL indicativo para HSIL final = 46,6%
Valor preditivo positivo geral = 38,9% (89/229)

Valor preditivo negativo geral = 92,8% (91/98)
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Embora a especificidade do digene HC2 High-Risk HPY DNA Test parecer ser um pouco baixa,
ndo se espera uma correlacdo estrifa entre a auséncia de neoplasia e um resultado negativo
para HPV. O ADN de HPV pode estar presente em mulheres que ndo tenham apresentagdo
progressdo para doenga de grau elevado. De facto, quando foi realizado o teste da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) do HPV (um ensaio apenas utilizado para fins de investigacdo) em
amostras com resultados positivos no digene HC2 High-Risk HPV DNA Test e cujo grau da

doenga correspondente foi inferior a neoplasia de grau reduzido, quase 75% foram positivos.

Foram determinados os valores preditivos positivos e negativos teéricos do digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test para resultados iniciais de LSIL ou HSIL no esfregago de Papanicolau que se

verificaram ser HSIL ou doen¢a mais grave apds colposcopia (consultar a tabela 21, abaixo).

Tabela 21. Valor preditivo positivo e negativo teérico do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test de
resultados iniciais de LSIL ou HSIL no esfregaco de Papanicolau

Resultado inicial de LSIL ou HSIL no esfregaco de Papanicolau

Prevaléncia teérica

de HSIL Valor preditivo positivo no ensaio Valor preditivo negativo no ensaio
5 7.4 99.0
10 14.5 97.9
15 21.2 96.8
20 27.6 95.5
25 33.7 94.1
30 39.6 92.6
35 45.1 90.9
40 50.4 89.0
45 55.5 86.8
50 60.4 84.3

Desempenho de colheita vaginal ou auto-colheita

Na literatura citada para o desempenho do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test de amostras
vaginais colhidas pela prépria paciente, foram inscritas mais de 141 000 mulheres entre os 16 e
os 54 anos. As coortes do estudo incluiram mulheres da China (41, 42), do México (43, 44) e
do Reino Unido (45). As concecdes do estudo variaram ligeiramente, mas, regra geral, as
mulheres com um resultado de teste positivo foram sujeitas a mais exames colposcépicos e os
resultados foram comunicados em termos de sensibilidade e especificidade em contraponto com

o método comparativo.
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Em dois estudos em que havia dados disponiveis para comparar amostras colhidas pela prépria
paciente com amostras colhidas pelo médico, os resultados indicam uma grande sensibilidade a
CIN2+ para os dois métodos (42, 45), 81-85% para amostras colhidas pela prépria paciente e
96-100% para amostras colhidas pelo médico. Os resultados de especificidade foram similares
para CIN2+ para os dois métodos (42, 45), 81-82% para amostras colhidas pela prépria
paciente e 83-85% para amostras colhidas pelo médico. Noutros estudos em que havia apenas
dados sobre o desempenho das amostras colhidas pela prépria paciente, o desempenho da
sensibilidade do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test para CIN2+ foi 3,4 vezes superior ao da

citologia (43) e sensibilidade de 98% antes do ajuste da tendéncia de verificacdo (44).

Sensibilidade analitica

Um painel ndo clinico de ADN plasmidico de HPV clonado foi testado para determinar se cada
um dos 13 tipos de HPV sdo detetados pelo digene HC2 High-Risk HPV DNA Test e para
determinar a sensibilidade anclitica do ensaio para cada um dos tipos de HPV. Cada
concentracdo de HPV alvo (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml e 0,2
pg/ml) de cada um dos 13 tipos de ADN do HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 e 68) foi executada em triplicado. Calculou-se o sinal médio (em unidades relativas de luz,
URL) para cada concentracéo de cada tipo de HPV e comparou-se com o calibrador positivo de

alto risco.

O limite de detec@o de cada tipo de HPV em STM é apresentado na tabela 22, abaixo. Os
limites de detegdo variaram entre 0,62 pg/ml e 1,39 pg/ml, dependendo do tipo de HPV
testado. O limite de detegc@o médio para todos os 13 tipos de ADN do HPV foi de 1,08 pg/ml
com um desvio padrdo de 0,05 pg/ml.
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Tabela 22. Resumo dos limites detetaveis de sensibilidade para cada tipo em STM

Concentragdo de ADN de
HPV Desvio-
Tipo de ADN do HPV detetavel (pg/ml) -padrdo IC 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
Média (todos os fipos) 1.08 0.05 0.95-1.25

Equivaléncia entre tipos de amostras

Equivaléncia entre as amostras em meio de transporte de amostras (STM) e em solucdo
PreservCyt (PC)

A equivaléncia entre as amostras em STM e em PreservCyt foi examinada para recuperagéo
igual de ADN do HPV 18. Aproximadamente 10¢ células Hela positivas com 18 genomas de
HPV integrados foram contaminados em STM e num conjunto celular negativo PreservCyt. Cada
tipo de amostra foi processado de acordo com o respetivo procedimento de
processamento/desnaturagdo, descrito neste folheto informativo e testado com o digene HC2
High-Risk HPV DNA Test. Os resultados demonstraram que a recuperacdo do ADN do HPV 18
das células de carcinoma humano é equivalente nos dois meios e que o procedimento de
preparacdo da solucdo PreservCyt ndo afeta a sensibilidade analitica do digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test.

Equivaléncia entre a preparacdo manual de amostras em PreservCyt e a preparagdo
de amostras em PreservCyt com o kit QIAsymphony DSP HPV Media

Foram realizados estudos utilizando amostras em PreservCyt colhidas de uma subpopulacdo de

mulheres com citologia normal (n=1276) e uma subpopulacdo de mulheres com citologia ASC-
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US ou superior a ASC-US (n=402). A preparacdo manual de amostras e a preparagdo de
amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media foram realizadas para cada amostra seguida
de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (ver tabela 23,

abaixo).

Tabela 23. Concordéncia de resultados da amostra em PreservCyt entre a preparacdo manual de

amostras e a preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media (n=1678)

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente Regido fortemente
positiva negativa
Todas positivas (URL/valor de corte >2,5) Todas negativas (URL/valor de corte <0,8)
96.0 97.6 96.2 99.1

(409/426) (372/381) (1204/1252) (1173/1184)
93.7-97.5 95.6-98.8 95.0-97.1 98.3-99.5

A sensibilidade e especificidade relativa do ensaio de amostras em PreservCyt preparadas
utilizando o método de preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media
correlaciona-se fortemente com os resultados obtidos utilizando o método de preparagdo manual
de amostras, tal como evidenciado pelo limite inferior de IC 95% para uma concordéncia quer

positiva quer negativa.

Equivaléncia entre a preparacdo manual de amostras em PreservCyt e a preparagdo
de amostras em PreservCyt com o kit QIAsymphony DSP AXpH DNA

Foram realizados estudos utilizando amostras em PreservCyt colhidas de uma subpopulagéo de
mulheres com idades entre 30 anos e mais com citologia normal (n=1901) e uma subpopulacdo
de mulheres com citologia ASC-US (n=398). A preparacdo manual de amostras e a preparacdo
de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA foram realizadas para cada amostra
seguida de testes com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (ver tabela 24, abaixo).
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Tabela 24. Concordéncia de resultados da amostra em PreservCyt entre a preparacédo manual de
amostras e a preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA (n=2299)

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente Regido fortemente
positiva negativa
Todas positivas (URL/valor de corte >2,5) Todas negativas (URL/valor de corte <0,8)
92.7 96.5 99.1 99.9

(281/303) (245/254) (1978/1996) (1967/1969)
89.3-95.2 93.4-98.1 98.6-99.4 99.6-100.0

A sensibilidade e especificidade relativa do ensaio de amostras em PreservCyt preparadas
utilizando o método de preparagcdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA
correlaciona-se forfemente com os resultados obtidos utilizando o método de preparagdo manual
de amostras, tal como evidenciado pelo limite inferior de IC 95% para uma concordéncia quer

positiva quer negativa.

Equivaléncia entre STM e preparagdo manual de amostras de pellet de células apés gradiente

em SurePath

Uma avaliacdo clinica em duas fases foi levada a cabo utilizando 6 centros de colheita e
3 locais de teste nos Estados Unidos. Doentes que frequentavam uma clinica de DST, clinica de
obstetricia/ginecologia, clinica de colposcopia, hospital ou centro de planeamento familiar eram
elegiveis para inscrigdo em conformidade com critérios de inclusdo e exclusdo predeterminados..
A fase de viabilidade, destinada a determinar um valor de corte (VC) aplicavel do digene HC2
High-Risk HPV DNA Test para utilizacdo com amostras de pellet de células apés gradiente em
SurePath, contou aproximadamente com 400 doentes inscritas. A fase de validagdo clinica, que
contou aproximadamente com 1500 doentes inscritas para validar o VC escolhido, teve inicio
apés uma andlise proviséria da fase de viabilidade ter demonstrado que um VC de 1,0 URL/VC
utilizando amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath produziu uma concordéncia

aceitével com os resultados das amostras em STM.

Em ambas as fases de avaliagdo, amostras cervicais SurePath e em STM emparelhadas foram
colhidas de cada participante do sexo feminino com consentimento. A amostra em SurePath foi
entdo enviada para um laboratério de citologia para preparagdo das l&minas. Apds preparagéo

citolégica, as restantes amostras de pellet de células apds gradiente em SurePath e a amostra em
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STM correspondente foram testadas com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test utilizando um
VC de 1,0 URL/VC (consultar a tabela 25 abaixo).

Tabela 25. Concordéincia dos resultados da amostra de pellet de células apés gradiente em
SurePath com os resultados da amostra em STM (todas as idades e classificagdo citolégica)
(n=1490)

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente
Regido fortemente negativa
positiva (URL/valor de corte
Todas positivas (URL/valor de corte >2,5) Todas negativas <0,80)
93.5 96.4 95.3 96.0
(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)
90.7-95.6 94.1-98.0 93.8-96.5 94.6-97.1

A sensibilidade e especificidade relativa do ensaio de teste de amostras de pellet de células apds
gradiente em SurePath correlaciona-se fortemente com os resultados obtidos no teste de amostras
em STM conforme evidenciado pelo limite inferior do IC 95% para a concordéncia positiva e

negativa.

Equivaléncia entre a preparacdo manual de amostras de pellet de células apés
gradiente em SurePath e a preparacdo de amostras em SurePath com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media

Foram realizados estudos com amostras em SurePath recolhidas das seguintes subpopulagdes:

e mulheres com citologia normal (n=1189)
e mulheres com uma citologia de ASC-US ou superior a ASC-US (n=199)

Para cada amostra em SurePath, foi realizada uma preparagdo com o kit QlAsymphony DSP
HPV Media e uma preparacdo manual da amostra de pellet de células apés gradiente. O teste
automatizado no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (ver tabela 26 abaixo) foi

realizado para cada uma das amostras preparadas.
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Tabela 26. Concordéncia de resultados entre a preparagdo manual de amostras em SurePath e a

preparacdo de amostras em SurePath com o kit QIAsymphony DSP HPV Media (n=1388)

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente Regido fortemente
positiva negativa
Todas positivas (URL/valor de corte >2,5) Todas negativas (URL/valor de corte <0,8)
91.7 97.5 99.0 99.7
(222/242) (192/197) (1134/1146) (1124/1127)
87.6-94.6 94.2-98.9 98.2-99.4 99.2-99.9

A sensibilidade e especificidade relativa do ensaio de amostras em SurePath preparadas
utilizando o método de preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media
correlaciona-se fortemente com os resultados obtidos utilizando o método de preparagdo manual
de amostras, tal como evidenciado pelo limite inferior de IC 95% para uma concordéncia quer

positiva quer negativa.

Equivaléncia entre a preparacdo manual de amostras de pellet de células apés
gradiente em SurePath e a preparacdo de amostras de pellet de células apés gradiente
em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

Foram realizados estudos com amostras em SurePath recolhidas das seguintes subpopulagdes:

e mulheres com citologia normal (n=1200)
e mulheres com uma citologia de ASC-US ou superior a ASC-US (n=183)

A preparagdo manual de amostras e a preparagdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP
HPV Media foram realizadas para cada amostra de pellet de células apés gradiente em
SurePath seguida de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test

(ver tabela 27 abaixo).
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Tabela 27. Concordéncia de resultados da amostra de pellet de células apés gradiente em
SurePath entre a preparagéo manual de amostras e a preparacdo de amostras com o kit

QlAsymphony DSP HPV Media (n=1383)

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido positiva
forte Regido negativa forte
Todas positivas URL/VC > 2,5 Todas negativas URL/VC > 0,8
92.6 97.4 94.4 99.3

(188/203) (147/151) (1114/1180) (1078/1086)
88.2-95.5 93.4-99.0 92.9-95.6 98.6-99.6

A sensibilidade e especificidade relativa do ensaio de amostras de pellet de células apds
gradiente em SurePath preparadas utilizando o método de preparacdo de amostras com o kit
QIAsymphony DSP HPV Media correlaciona-se fortemente com os resultados obtidos utilizando o
método de preparagdo manual de amostras, tal como evidenciado pelo limite inferior de IC 95%

para uma concorddncia quer positiva quer negativa..
Concordancia entre métodos de teste

Um estudo multicéntrico (n=2270) foi levado a cabo para avaliar os resultados do teste clinico
com o RCS em comparagdo com os resultados do teste utilizando o método manual. O teste foi
realizado em 3 locais, externos & QIAGEN, com amostras de doentes colhidas em 5 locais de
colheita. O conjunto de dados consistiv em 1269 amostras cervicais colhidas em solugdo

PreservCyt e 1001 amostras colhidas em STM.

As concordéncias estatisticas, entre amostras correspondentes testadas com o RCS e com o teste
manual, foram calculadas para esta populacdo de doentes (consultar as tabelas 28 e 29,

abaixo).
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Tabela 28. Resumo da concordéncia entre o teste automatizado RCS e o teste manual — amostras

em STM (n=1001)

Concordéncia positiva (%)

Concordéncia negativa (%)

(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente
Regido fortemente negativa
Classificagdo Prevaléncia posifiva (URL/valor (URL/valor de
citolégica de HPV (%) Todas positivas de corte >2,5) Todas negativas corte <0,8)
DIN* <30 21 99.3 99.1 99.3 100.0
anos = (139/140) (112/113) (538/542) (531/531)
96.1-100.0 95.2-100.0 98.1-99.8 99.3-100.0
15 92.0 93.8 100.0 100.0
DLN 230 anos (23/25) (15/16) (143/143) (142/142)
74.0-99.0 69.8-99.8 97.5-100.0 97.4-100.0
65 98.1 100.0 96.4 100.0
ASC-US (51/52) (47/47) (27/28) (26/26)
89.7-100.0 92.4-100.0 81.7-99.9 86.8-100.0
96 100.0 100.0 66.7 66.7
LSIL+ (65/65) (62/62) (2/3) (2/3)
94.5-100.0 94.2-100.0 9.4-99.2 9.4-99.2
33 100.0 100.0 100.0 100.0
Outro /1) (/1 (2/2) (2/2)
2.5-100.0 2.5-100.0 15.8-100.0 15.8-100.0
Todas 28 98.6 99.2 99.2 99.9
amostras em (279/283) (237/239) (712/718) (703/704)
STM 96.4-99.6 97.0-99.9 98.2-99.7 99.2-100.0

* DLN = dentro dos limites da normalidade
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Tabela 29. Resumo da concordéncia entre o teste automatizado RCS e o teste manual — amostras

em PreservCyt (n=1269)

Concordéncia positiva (%)

Concordéncia negativa (%)

(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
HPV
Classificagdo Prevaléncia Classificagdo HPV
citolégica (%) Todas positivas citolégica Prevaléncia (%) Todas positivas
20 96.2 100.0 98.4 99.0
DLN <30 anos (75/78) (64/64) (301/306) (293/296)
89.2-99.2 94.4-100.0 96.2-99.5 97.1-99.8
8 88.7 92.1 99.1 99.5
DLN >30 anos (47/53) (35/38) (578/583) (571/574)
77.0-95.7 78.6-98.3 98.0-99.7 98.5-99.9
36 100.0 100.0 96.6 96.5
ASC-US (48/48) (46/46) (84/87) (83/86)
92.6-100.0 92.3-100.0 90.3-99.3 90.1-99.3
77 100.0 100.0 89.5 88.9
LSIL+ (64/64) (62/62) (17/19) (16/18)
94.4-100.0 94.2-100.0 66.9-98.7 65.3-98.6
Out 11 100.0 100.0 100.0 100.0
utra
citologia (3/3) (3/3) (24/24) (24/24)
29.2-100.0 29.2-100.0 85.6-100.0 85.8-100.0
Todas 20 96.4 98.6 98.5 98.9
amostras em (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
PreservCyt* 93.2-98.3 96.0-99.7 97.6-99.2 98.0-99.4

* DLN = dentro dos limites da normalidade.

*T Dados da citologia indisponiveis para 4 doentes.

Foi efetuado um estudo clinico suplementar utilizando amostras em PreservCyt residuais

arquivadas colhidas de uma subpopulagdo de mulheres com idades igual ou superior a 30 anos

com citologia normal (consultar a tabela 30, abaixo) com uma prevaléncia de HPV de 4,8%.
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Tabela 30. Resumo da concordéncia entre o teste automatizado RCS e o teste manual — mulheres

DLN com idade igual ou superior a 30 anos (n=2077)

Concordéncia positiva (%)

Concordéncia negativa (%)

(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente Regido fortemente
Todas positivas positiva (URL/valor de Todas negativas negativa (URL/valor de
corte >2,5) corte <0,8)
92.0 91.8 99.3 99.7
(92/100) (78/85) (1964/1977) (1944/1949)

84.84-96.48 83.77-96.62 98.88-99.65 99.40-99.92

Surgiram 7 resultados discordantes entre os resultados do teste manual e o teste manual
automatizado no RCS na regido fortemente positiva. Os resultados iniciais do teste manual para
estas 7 amostras encontravam-se fora do algoritmo de repeticio de teste de amostras em
PreservCyt recomendado; no entanto, uma vez que a concecdo do estudo exigia o teste de todas
as amostras em triplicado, havia disponiveis resultados repetidos para elucidar resultados

discrepantes.

Os dados de testes repetidos para cada uma das 7 amostras discordantes sugere que todas as
amostras discordantes sdo negativas para ADN de HPV (consultar a tabela 31, abaixo). Com
base nos resultados negativos repetidos obtidos para ambas as réplicas, cada um dos resultados

do teste manual inicialmente positivos foi, provavelmente, falso-positivo.

Ta Tabela 31. Amostras em PreservCyt discordantes para mulheres DLN com idade igual ou
superior a 30 anos (n=7)

Testes manuais

Testes automatizados no RCS

(URL/valor de corte) (URL/valor de corte)
Amostra  Local Inicial Repeticdio 1 Repeticdo 2 Inicial Repeticdo 1 Repeticéo 2
1 2.51 0.08 0.08 0.12 0.17 0.14
2 A 20.18 0.08 0.09 0.19 0.24 0.20
3 A 3.88 0.12 0.11 0.17 0.22 0.22
4 A 9.37 0.09 0.09 0.15 0.21 0.20
5 A 6.01 0.17 0.13 0.25 0.30 0.30
6 B 2.97 0.71 0.99 1.59 0.89 0.90
7 C 11.01 0.16 0.14 0.19 0.15 0.21
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Os resultados deste estudo clinico indicam uma concorddncia geral entre os testes automatizados

no RCS e manuais utilizando amostras em STM ou em PreservCyt.
Reprodutibilidade
Reprodutibilidade geral do teste manual

Foi levado a cabo um estudo de reprodutibilidade multicéntrico para determinar a
reprodutibilidade entre dias, entre local e geral do digene HC2 HighRisk HPV DNA Test
utilizando um painel de ADN de HPV visados e amostras em STM clinicas HPV-positivas e HPV-

negativas.

Trés laboratérios externos levaram a cabo os testes com o mesmo lote de kits de digene HC2
High-Risk HPV DNA Test em 3 diferentes dias com um painel de reprodutibilidade idéntico. O

painel de reprodutibilidade incluiv as seguintes amostras:

® 12 conjuntos de amostras clinicas desnaturadas em STM
® 3 conjuntos de amostras clinicas ndo desnaturadas em PreservCyt
e Calibrador negativo

e Calibrador de HPV de alto risco positivo em concentragdes de 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5
pg/ml, 5 pg/ml e 10 pg/ml.

Todos os membros do painel foram testados todos os dias em triplicado utilizando o digene HC2

High-Risk HPV DNA Test. Os resultados indicaram que a reprodutibilidade do digene HC2 High-

Risk HPV DNA Test com amostras clinicas é muito boa (consultar a tabela 32, abaixo).

Tabela 32. Reprodutibilidade geral — reprodutibilidade multicentro (todos os ensaios em todos os
locais)

Medida estatistica Resultado
Positivos esperados com um resultado positivo observado 100.0%
(IC 95%) (99.0-100.0)
Negativos esperados com um resultado negativo observado 99.0%

(IC 95%) (97.49-99.73)
Concordancia 99.5%

(IC 95%) (98.70-99.86)
Kappa 0.990
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Reprodutibilidade com amostras clinicas em STM
Testes manuais

Foi levado a cabo um estudo para avaliar a reprodutibilidade de testes manuais e amostras
clinicas em STM com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Um painel de 20 membros
composto por conjuntos clinicos (10 positivos e 10 negativos) foi preparado combinando
amostras em STM anteriormente testadas. As amostras foram testadas em réplicas de 4 em cada
um dos 5 dias para um total de 20 réplicas por amostra. O teste foi realizado utilizando mistura
para sonda combinada da sonda de HPV de alto risco e uma sonda de HPV de baixo risco. Néo
se esperava que reprodutibilidade do teste divergisse quando se utilizasse apenas a mistura para
sonda no digene HC2 High-Risk HPY DNA Test. O URL/valor de corte médio e o IC de 95%

préximo da média foram calculados (consultar a tabela 33, abaixo).

Tabela 33. Reprodutibilidade de amostras em STM — teste manual (ordem descendente por
URL/valor de corte médio)

Resultado positivo no teste
ID da amostra URL/valor de corte médio IC 95% (%) (n/N)
10 3.18 3.02-3.35 100 (20/20)
20 1.43 1.36-1.50 100 (20/20)
11 1.25 1.20-1.28 100 (20/20)
12 1.21 1.15-1.27 100 (20/20)
15 1.20 1.14-1.25 100 (20/20)
13 1.07 1.01-1.11 80 (16/20)
16 1.06 1.01-1.09 75 (15/20)
17 1.04 1.00-1.06 80 (16/20)
14 0.98 0.92-1.02 45 (9/20)
18 0.92 0.87-0.96 20 (4/20)
19 0.72 0.68-0.75 0 (0/20)
7 0.40 0.33-0.46 0 (0/20)
4 0.38 0.35-0.39 0 (0/20)
9 0.37 0.32-0.41 0 (0/20)
1 0.35 0.32-0.36 0 (0/20)
2 0.35 0.31-0.37 0 (0/20)
8 0.32 0.29-0.34 0 (0/20)
3 0.30 0.27-0.31 0 (0/20)
6 0.27 0.24-0.30 0 (0/20)
) 0.26 0.23-0.28 0 (0/20)
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Para as 5 amostras com URL/VC médios 20% ou mais acima do valor de corte, 100 das 100
réplicas (100,0%) foram positivas. Para as 5 amostras com URL/VC médios 20% acima ou
abaixo do valor de corte, 60 de 100 (60%; IC 95% = 49,7-69,6) das réplicas foram positivas e
40 de 100 (40%) foram negativas. Para as 10 amostras com o URL/VC médios 20% ou mais
abaixo do valor de corte, 200 de 200 réplicas (100%) foram negativas.

Os resultados indicam que as amostras a 20% ou mais afastados do VC poderd produzir
resultados consistentes. As amostras préximas do valor de corte produziram ndmeros
aproximadamente iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que o teste
manual de amostras em STM com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test produzem resultados

reprodutiveis.
Testes automatizados no RCS

Foi levado a cabo um estudo para avaliar a reprodutibilidade no ensaio, dia a dia e entre
laboratérios do teste automatizado no RCS de amostras em STM com o digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Foi testado um painel de 16 membros de amostras clinicas em conjunto (consultar
a tabela 34, abaixo) utilizando um Unico lote de reagentes, duas vezes por dia em 3 dias

diferentes. Cada membro do painel foi testado em quadruplicado.
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Tabela 34. Reprodutibilidade de amostras em STM — Composicdo do painel de teste

automatizado no RCS

Membro do painel

URL/valor de corte aproximado

Resultado esperado no teste

IN
2N
3p
4p
5p
6P
7P
8P
9p
10P
11N
12N
13N
14XR

15XR

16XR

<0.4
0.4-0.8
0.8-1.2
0.8-1.2
0.8-1.2
1.2-2.0
1.2-2.0
1.2-2.0
2.0-5.0
5.0-10.0
<0.4
<0.4
<0.4

Material clinico positivo para ADN de HPV
de baixo risco em conjunto negativo clinico
em STM

ADN plasmidico de HPV de baixo risco em
conjunto negativo clinico em STM

Controlo do vetor do ADN plasmideo em
conjunto negativo clinico em STM

Negativo

Negativo

Alto negativo/baixo positivo
Alto negativo/baixo positivo
Alto negativo/baixo positivo
Baixo positivo

Baixo positivo

Baixo positivo

Baixo positivo

Médio positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Alto negativo/baixo positivo

Alto negativo/baixo positivo

Alto negativo/baixo positivo

Dois membros do painel (14XR e 15XR) foram incluidos para avaliar a possivel hibridizagdo
cruzada da mistura para sonda do digene HC2 High-Risk HPVY DNA Test com amostras que
contenham apenas tipos de ADN de HPV de baixo risco 6, 11, 42, 43 e 44. O membro do
painel 16XR era composto por ADN pGEM® numa concentragdo de 1,49 ng/ml e servido como
controlo de vetor para o membro do painel 15XR. Os resultados deste teste ndo apresentaram

quaisquer resultados falso-positivos devido & presenca de tipos de ADN de HPV de baixo risco

em amostras clinicas. Estes resultados sdo consistentes com os testes manuais.

A reprodutibilidade foi calculada de acordo com o método descrito pelo NCCLS E5-A*
(consultar a tabela 35, abaixo). Este método requer o cdlculo de componentes de varidncia para

cada uma das fontes de variabilidade: laboratério, dia, ensaio e erro (definido como variacdo

inter-ensaio e entre ensaios)..

* NCCILS. Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline (Avaliagdo do

desempenho preciso de dispositivos de quimica clinica; norma orientadora aprovada). Documento E5-A do NCCLS

(1999).
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Tabela 35. Reprodutibilidade de amostras em STM — Teste automatizado no RCS;
reprodutibilidade quantitativa

Desvio-padréao
Membro URL/valor
do de corte Entre Entre
painel n médio No ensaio ensaios Entre dias  laboratérios Total CV total (%)
N 72 0.13 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 15.10
2N 72 0.36 0.03 0.01 0.03 o* 0.04 11.69
3P 72 0.96 0.06 0.06 0.04 o* 0.09 9.55
4P 72 1.03 0.06 0.18 0.06 o* 0.19 18.81
5P 72 1.41 0.11 0.14 0.15 0.06 0.24 17.00
6P 72 1.73 0.10 0.27 o* 0.11 0.31 18.10
7P 72 1.74 0.12 0.21 o* o* 0.24 13.78
8Pt 70 1.95 N/A* N/A? N/A* N/A? 0.47 23.80
9P 72 5.21 0.34 0.44 0.21 o* 0.59 11.36
10P 72 7.67 0.46 0.63 0.71 o* 1.05 13.70
1IN 72 0.13 0.01 0.01 0.01 o* 0.02 16.89
12N 72 0.17 0.03 0.06 0.03 o* 0.07 39.14
13N 72 0.15 0.02 0.02 o* 0.01 0.03 17.01

* Os componentes de variéncia negativos sdo definidos para igual a zero.

T Duas réplicas invélidas para o membro do painel 8P impedem a andlise do componente de variéncia
devido & diferenca do tamanho dos grupos em comparagégo.

¥ N/A: a andlise de varidncia ndo é possivel devido ao nimero menor de réplicas em relagdo a outros
membros do painel.

Reprodutibilidade de amostras clinicas em PreservCyt
Testes manuais

A reprodutibilidade de testes manuais a amostras em PreservCyt com o digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test foi determinada num estudo em que se utilizaram 24 reprodugdes de amostras
com diversas concentragdes de ADN de HPV. As amostras eram compostas por solugdo

PreservCyt e glébulos brancos, com e sem bactérias com plasmideo de HPV 16.

As amostras foram testadas em réplicas de 4 em cada um dos 5 dias para um total de 20
réplicas por amostra. Em cada um dos 5 dias do estudo, foi preparada uma amostra de 8 ml
para cada amostra de acordo com as instrugdes de utilizagdo do digene HC2 Sample
Conversion Kit e as mesmas foram testadas. A média e o IC 95% foram calculados (consultar a
tabela 36, abaixo).
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Tabela 36. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — teste manual com preparagéo
manual da amostra; reprodutibilidade qualitativa (ordem descendente por URL/valor de corte
médio)

Resultado positivo no teste

ID da amostra URL/valor de corte médio IC 95% (%) (n/N)
21 3.51 3.19-3.83 100 (20/20)
12 1.58 1.48-1.69 100 (20/20)
13 1.42 1.32-1.52 100 (20/20)
17 1.38 1.23-1.53 90 (18/20)
18 1.36 1.23-1.48 95 (19/20)
15 1.32 1.16-1.49 85 (17/20)
23 117 1.06-1.27 75 (15/20)
16 1.14 1.07-1.20 75 (15/20)
20 1.10 0.96-1.21 85 (17/20)
19 1.06 0.95-1.17 45 (9/19)
22 1.05 0.99-1.10 70 (14/20)
11 1.04 0.96-1.11 65 (13/20)
14 0.94 0.86-1.01 25 (5/20)
24 0.77 0.73-0.81 0 (0/20)
3 0.28 0.25-0.30 0 (0/20)

1 0.27 0.24-0.30 0 (0/20)
7 0.27 0.25-0.30 0 (0/20)
2 0.27 0.25-0.28 0 (0/20)
5 0.26 0.24-0.28 0 (0/20)
4 0.24 0.22-0.25 0 (0/20)
9 0.23 0.21-0.25 0 (0/20)
8 0.22 0.18-0.27 0 (0/20)
10 0.22 0.20-0.25 0 (0/20)
6 0.19 0.17-0.21 0 (0/20)

Para as 6 amostras com URL/VC médios 20% ou mais acima do valor de corte, 114 das 120
réplicas (95,0%) foram positivas. Para as 7 amostras com URL/VC médios 20% acima ou abaixo
do valor de corte, 88 de 139 (63,3%; IC 95% = 54,3-70,9) das réplicas foram positivas e 51
de 139 (36,7%) foram negativas. Para as 4 amostras 10% acima ou abaixo do valor de corte,
41 das 79 (51,9%) réplicas foram positivas e 38 das 79 (48,1%) foram negativas. Para as 11
amostras com o URL/VC médios 20% ou mais abaixo do valor de corte, 220 de 220 réplicas

(100%) foram negativas.
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Os resultados indicam que as amostras a 20% ou mais afastados do VC poderd produzir
resultados consistentes. As amostras préximas do valor de corte produziram nimeros
aproximadamente iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que o teste
manual de amostras em PreservCyt com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test produzem

resultados reprodutiveis.
Teste automatizado no RCS com preparagdo manual da amostra.

Um estudo interno a testes automatizados no RCS foi levado a cabo utilizando amostras clinicas
em PreservCyt obtidas predominantemente de mulheres com um resultado na citologia de ASC-
US ou superior a ASC-US (prevaléncia de HPV de 57%). As amostras foram divididas em 2
aliquotas; cada aliquota foi entdo processada individualmente utilizando o digene HC2 Sample
Conversion Kit e testada em duplicado com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Tal como para outros testes qualitativos de diagnéstico in vitro (IVD), a variabilidade nos
resultados do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test obtida a partir de amostras clinicas estd
associada principalmente a um ou uma combinagdo dos seguintes aspetos: colheita da amostra,
preparacdo da amostra e procedimento de teste. Dado que os resultados do teste comparados
foram obtidos da mesma amostra clinica, a concecdo experimental foi controlada quanto a
variabilidade devido & colheita da amostra. A repetibilidade dos resultados obtidos a partir de 2
aliquotas de amostras preparadas individualmente da mesma amostra clinica (indicada abaixo
como “entre aliquotas preparadas”) reflete a variagdo devido & combinagdo do mesmo
procedimento de preparacdo e teste. A repetibilidade dos resultados obtidos da mesma aliquota
de amostra (indicada abaixo como “na aliquota preparada”) reflete a variagdo apenas do

procedimento de teste (consultar a tabela 37, abaixo).
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Tabela 37. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — Teste automatizado no RCS com
preparacdo manual da amostra; reprodutibilidade qualitativa

Concordéncia Concorddncia Concordaéncia
posifiva (%) negativa (%) geral (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Andlise IC 95% IC 95% IC 95%
Todos os dados 99.62 94.7 97.7
(261/262) (160/169) (421/431)
, 97.9-100.0 90.1-97.5 95.8-98.9
Na dliquota
preparada Regides fortemente 100.0 98.2 99.3
positivas e (249/249) (160/163) (409/412)
fortemente
negativas 98.5-100.0 94.7-99.6 97.9-99.9
Todos os dados 99.6 98.2 99.1
(264/265) (163/166) (427/431)
. 97.9-100.0 94.8-99.6 97.6-99.8
Entre aliquotas
preparadas Regides fortemente 100.0 99.4 99.8
positivas e (249/249) (161/162) (410/411)
fortemente
negativas 98.5-100.0 96.6-100.0 98.7-100.0

Foi levado a cabo um estudo adicional para avaliar a reprodutibilidade quantitativa de
resultados obtidos com o teste automatizado no RCS de amostras em PreservCyt simuladas. Os

trés locais de teste, incluindo a QIAGEN, participaram no estudo.

Cada um dos laboratérios onde foram realizados os testes levaram a cabo testes automatizados
no RCS e manuais do digene HC2 HighRisk HPV DNA Test duas vezes por dia em 5 dias
diferentes com um painel de reprodutibilidade de 6 membros fornecido. Cada membro do painel
era composto por culturas de células contaminadas em solugdo PreservCyt destinadas a produzir

um valor URL/valor de corte aproximado (consultar a tabela 38, abaixo).

Os membros do painel de ADN positivo de HPV foram preparados através da adicdo de
quantidades varidveis de células SiHa com ADN positivo para HPV (de uma linhagem celular de
um laboratério). O membro negativo do painel era composto por células Jurkat negativas para
HPV (de uma linhagem celular de um laboratério diferente). A concentragdo celular final de

todos os 6 membros do painel foi aproximadamente 5 x 104 células/ml.
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Tabela 38. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — Teste automatizado no RCS com
preparacdo manual da amostra; reprodutibilidade quantitativa dos membros do painel

Membro do

painel

URL/valor de corte

Resultado esperado

IN
2N
3p
4p
5P
6P

Negativo
Negativo
Baixo positivo
Baixo positivo
Médio positivo

Alto positivo

A reprodutibilidade foi calculada de acordo com o método descrito pelo NCCLS E5-A*
(consultar a tabela 39, abaixo). Este método requer o cdlculo de componentes de varidncia para
cada uma das fontes de variabilidade: laboratério, dia, ensaio e erro (definido como variacdo
inter-ensaio e entre ensaios). Cada um dos 6 membros do painel foi testado em quadruplicado
em cada um dos 10 ensaios (2 ensaios por dia durante 5 dias de teste) em cada um dos 3

laboratérios de teste.

Tabela 39. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — Teste automatizado no RCS com

preparacdo manual da amostra; reprodutibilidade quantitativa

Panel
member

Standard deviation

RLU/CO  Within run

IN
2N
3p
4p
5P
6P

Total Total CV (%)
0.089 44.4
0.10 52.2
1.42 35.1
1.18 27.8
8.71 30.5
53.61 25.0

* Negative variance components are set equal to zero.

Para complementar este estudo de reprodutibilidade inicial com dados de amostras muito

préximos do ponto de corto do ensaio, foi levado a cabo um estudo de precisdo adicional num
local externo & QIAGEN utilizando o RCS.

* NCCLS. Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline (Avaliagdo do
desempenho preciso de dispositivos de quimica clinica; norma orientadora aprovada). Documento E5-A do NCCLS

(1999).
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O painel era composto por 1 membro negativo, 2 membros negativos ou baixo positivos e 2
membros baixo positivos. Cada membro do painel foi preparado através da contaminagdo de

culturas de células Jurkat e SiHa em solugdo PreservCyt para produzir os quocientes URL/valor

de corte visados (consultar a tabela 40, abaixo).

Este local externo concluiu o teste automatizado no RCS utilizando um Unico lote de reagentes do
digene HC2 HighRisk HPV DNA Test para cada execugdo do teste, realizando o teste 2 vezes
por dia em 3 dias diferentes com um painel de 5 membros fornecido de amostras simuladas em

PreservCyt. Cada membro do painel foi dividido em 4 amostras e todas as 4 amostras foram

testadas na mesma microplaca (consultar a tabela 41, abaixo).

Tabela 40. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — Teste automatizado no RCS com

preparacdo manual da amostra; reprodutibilidade quantitativa proxima dos membros do painel

de VC do ensaio
URL/valor de corte
Membro do painel aproximado Resultado esperado

N 0.2 Negativo

2N 0.8-1.2 Alto negativo/baixo positivo
3P 0.8-1.2 Alto negativo/baixo positivo
4P 1.2-2.0 Baixo positivo

5P 1.2-2.0 Baixo positivo

Tabela 41. Reprodutibilidade de amostras em PreservCyt — Teste automatizado no RCS com
preparacdo manual da amostra; reprodutibilidade quantitativa préxima do VC do ensaio

Desvio-padrdo
Membro URL/valor
do de corte Entre Entre
painel n médio No ensaio ensaios dias Total Total CV (%)

N 24 0.14 0.01 o* 0.02 0.02 15.12
2N 24 1.39 0.14 0.15 o* 0.21 14.84
3P 24 1.31 0.16 o* 0.11 0.19 14.70
4P 24 1.74 0.13 0.21 0.18 0.31 17.73
5P 24 1.63 0.24 0.20 0.26 0.40 24.63

* Os componentes de variéncia negativos sdo definidos para igual a zero.
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Preparagdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media.

Foi realizado um estudo interno de preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV
Media utilizando amostras clinicas em PreservCyt obtidas de mulheres com um dos seguintes

resultados citoldgicos:

® ASC-US ou superior a ASC-US
® negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade (NILM)

Foram removidas duas amostras de cada amostra. Cada amostra foi preparada individualmente
com o kit QlAsymphony DSP HPV Media e os resultados foram determinados por teste
automatizado no RCS com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test.

Tal como para outros testes qualitativos de diagnéstico in vitro (IVD), a variabilidade nos
resultados do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test obtida a partir de amostras clinicas esté
associada principalmente a um ou uma combinagdo dos seguintes aspetos: colheita da amostra,
preparacdo da amostra e procedimento de teste. Dado que os resultados do teste comparados
foram obtidos da mesma amostra clinica (indicado como “entre amostras”), a concegdo
experimental foi controlada quanto a variabilidade devido & colheita da amostra. A
reprodutibilidade de resultados (consultar a tabela 42, abaixo) obtida de 2 amostras preparadas
individualmente a partir da mesma amostra clinica, reflete a variacdo devida & preparacéo da

amostra e ao procedimento de feste.

T Tabela 42. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparagéo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade qualitativa entre amostras

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%) Concordéncia geral (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
IC 95% IC 95% IC 95%
99.0 96.4 97.3
(95/96) (161/167) (256/263)
94.3-99.8 92.4-98.3 94.6-98.7

An additional study was performed to evaluate the reproducibility of results using simulated Foi
levado a cabo um estudo adicional para avaliar a reprodutibilidade de resultados com amostras
em PreservCyt simuladas. A preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media foi
seguida de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Os 8

membros do painel positivo foram preparados acrescentando células de SiHa ou Hela com ADN
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de HPV positivo as células C-33 A com ADN de HPV negativo em solugdo em PreservCyt,
enquanto os 2 membros do painel com ADN de HPV negativo continham apenas células C-33 A
com ADN de HPV negativo.

Trés diferentes operadores realizaram os tfestes num dnico dia com s instrumentos
QIAsymphony SP diferentes e trés lotes do kit QlAsymphony DSP HPV Media diferentes com
membros do painel 2N, 3E, 5P, 7P e 9P. Os membros do painel 2N, 3E, 5P e 7P foram testados
com 18 réplicas em 3 corridas diferentes, produzindo 54 pontos de dados para cada membro
do painel. Os membros do painel 9P foram testados com 16 réplicas em 3 corridas diferentes,

produzindo 48 pontos de dados.

Um operador realizou o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test em trés dias diferentes com trés
instrumentos QlAsymphony SP diferentes e um lote do kit QIAsymphony DSP HPV Media com
membros do painel TN, 4E, 6P, 8P e 10P. Os membros do painel 1N, 4E, 6P e 8P foram
testados com 18 réplicas em 8 corridas diferentes, produzindo 144 pontos de dados para cada
membro do painel. Os membros do painel 10P foram testados com 16 réplicas em 8 corridas

diferentes, produzindo 128 pontos de dados.

Para os membros do painel com um URL/valor de corte médio 20% ou mais acima do VC,
572 de 572 (100,0%) foram positivos. Para os membros do painel com um URL/valor de corte
médio 20% acima ou abaixo do valor de corte, 98 de 198 (49,5%) foram positivos e 100 de
198 (50,5%) foram negativos. Para os membros do painel com um URL/valor de corte médio
20% ou mais abaixo do valor de corte, 198 de 198 (100,0%) foram negativos (consultar a
tabela 43 abaixo).
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Tabela 43. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparagdo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade qualitativa

Membro do URL/valor de corte Resultado positivo
painel Tipo de célula médio Desvio-padrdo no teste (%) (n/N)

N C-33A 0.37 0.05 0 (0/144)

2N C33A 0.41 0.06 0 (0/54)

3E Hela e C-33 A 0.81 0.11 6 (3/54)

4E SiHo e C-33 A 1.09 0.18 66 (95/144)

5P Hela e C-33 A 3.17 0.46 100 (54/54)

6P SiHo e C-33 A 4.81 0.74 100 (144/144)

7P Hela e C-33 A 6.77 0.97 100 (54/54)

8P SiHa e C-33 A 9.41 1.39 100 (144/144)

9P Hela e C-33 A 13.72 2.81 100 (48/48)

10P SiHa e C-33 A 28.13 5.08 100 (128/128)

Os resultados indicam que as amostras a 20% ou mais afastados do VC poderd produzir
resultados consistentes. As amostras préximas do VC produziram ndmeros aproximadamente
iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que a preparacdo de
amostras em PreservCyt com o kit QlAsymphony DSP HPV Media seguida de teste com o digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test produz resultados reprodutiveis.

Os resultados do estudo interno foram também utilizados para avaliar a reprodutibilidade
quantitativa de resultados obtidos com a preparacdo de amostras em PreservCyt com o kit
QIAsymphony DSP HPV Media (consultar as tabelas 44 e 45, abaixo).

Tabela 44. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparacdo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade quantitativa com o mesmo operador

Desvio-padrdo
URL/valor Desvio-

Membro de corte Dentro das Entre Entre padréo total CV total
do painel n médio corridas corridas combinagdes* estimado estimado (%)
N 144 0.37 0.04 0.03 0.03 0.06 14.92
AE 144 1.09 0.12 0.11 0.09 0.19 17.24
6P 144 4.81 0.49 0.40 0.42 0.77 15.92
8P 144 9.41 0.96 0.97 0.46 1.44 15.32
10P 128 28.13 4.00 2.04 2.54 5.16 18.35

* Entre combinagdes de instrumentos QIAsymphony SP e dias diferentes.
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Tabela 45. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparacdo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade quantitativa no mesmo dia

Desvio-padrao

URL/valor

Membro de corte Dentro das Desvio-padrdo CV total
do painel n médio corridas Entre corridas’ total estimado estimado (%)
2N 54 0.41 0.04 0.05 0.06 15.86
3E 54 0.81 0.08 0.08 0.12 14.48
5P 54 3.17 0.38 0.33 0.50 15.72
7P 54 6.77 0.92 0.38 1.00 14.73
9P 48 13.72 2.64 1.15 2.88 21.01

TUma corrida consiste numa combinagdo de um kit QIAsymphony DSP HPV Media, um instrumento

QIlAsymphony SP e um operador

A reprodutibilidade quantitativa é muito elevada, tal como indicado por todos os valores CV que
permanecem abaixo de 25%. Os desvios-padréo entre corridas sGo compardveis ao valor
correspondente dentro de corridas, o que indica resultados consistentes independentemente do
instrumento ou lote de kit usado.

Preparacéo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

Foi realizado um estudo interno de preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH
DNA tilizando amostras clinicas em PreservCyt obtidas de mulheres com citologia de ASC-US
ou NILM. Foram removidas duas amostras de cada amostra. Cada amostra foi preparada
individualmente com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA e os resultados foram determinados por
teste automatizado no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Tal como para outros testes qualitativos de diagnéstico in vitro (IVD), a variabilidade nos
resultados do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test obtida a partir de amostras clinicas estd
associada principalmente a um ou uma combinagdo dos seguintes aspetos: colheita da amostra,
preparacdo da amostra e procedimento de teste. Dado que os resultados do teste comparados
foram obtidos da mesma amostra clinica (indicado como “entre amostras”), a concegdo
experimental foi controlada quanto a variabilidade devido & colheita da amostra. A
reprodutibilidade de resultados (consultar a tabela 46, abaixo) obtida de 2 amostras preparadas
individualmente a partir da mesma amostra clinica, reflete a variacdo devida & preparacéo da

amostra e ao procedimento de feste.
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Tabela 46. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparagdo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP AXpH DNA; reprodutibilidade qualitativa entre amostras

Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%) Concordéncia geral (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
IC 95% IC 95% IC 95%
95.3 96.7 96.2
(101/106) (176/182) (277/288)
89.4-98.0 92.3-98.5 93.3-97.9

Foi levado a cabo um estudo adicional para avaliar a reprodutibilidade de resultados com
amostras em PreservCyt simuladas. A preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP
AXpH DNA foi seguida de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPY DNA
Test.

Trés diferentes operadores realizaram o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test em diferentes dias
utilizando diferentes instrumentos e diferentes lotes de reagente com um painel de 9 membros.
Cada membro do painel foi testado em duplicado em 24 diferentes ensaios, produzindo 48
pontos de dados para cada membro do painel. Os 8 membros do painel positivo foram
preparados acrescentando células de SiHa ou Hela com ADN de HPV positivo as células H9
com ADN de HPV negativo em solucdo em PreservCyt, enquanto o membro do painel com ADN

de HPV negativo continha apenas células H? com ADN de HPV negativo.

Para os membros do painel com um URL/valor de corte médio 20% ou mais acima do VC,
237 de 240 (98,8%) foram positivos. Para os membros do painel com um URL/valor de corte
médio 20% acima ou abaixo do valor de corte, 95 de 144 (66,0%) foram positivos e 49 de
144 (34,0%) foram negativos. Para os membros do painel com um URL/valor de corte médio
20% ou mais abaixo do valor de corte, 48 de 48 (100,0%) foram negativos (consultar a tabela
47, abaixo).
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Tabela 47. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparagdo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP AXpH DNA; reprodutibilidade qualitativa

Membro do URL/valor de corte Resultado positivo
painel Tipo de célula médio Desvio-padrdo no teste (%) (n/N)

N HO 0.17 0.03 0 (0/48)

2E H? e Hela 1.00 0.16 56 (27/48)

3E H9 e Hela 116 0.57 54 (26/48)

4E H9 e SiHa 1.18 0.23 88 (42/48)

5P H9 e SiHa 1.89 0.20 100 (48/48)

6P H9 e Hela 2.05 0.43 96 (46/48)

7P H9 e SiHa 2.97 0.45 100 (48/48)

8P H? e Hela 5.67 0.61 100 (48/48)

9P H9 e SiHa 9.91 1.63 98 (47/48)

Os resultados indicam que as amostras a 20% ou mais afastados do VC poderd produzir
resultados consistentes. As amostras préximas do VC produziram ndmeros aproximadamente
iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que a preparacdo de
amostras em PreservCyt com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA seguida de teste com o digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test produz resultados reprodutiveis.

Os resultados do estudo interno foram também utilizados para avaliar a reprodutibilidade
quantitativa de resultados obtidos com a preparacdo de amostras em PreservCyt com o kit
QIAsymphony DSP AXpH DNA (consultar a tabela 48, abaixo).
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Tabela 48. Reprodutibilidade de amostras PreservCyt — preparagdo de amostras com o kit
QIAsymphony DSP AXpH DNA; reprodutibilidade quantitativa

Desvio-padrdo

URL/valor Desvio-
Membro de corte Dentro das Entre Entre padréo total CV total
do painel n médio corridas corridas combinagdes* estimado estimado (%)
N 48 0.17 0.02 0.02 0.01 0.03 18.13
2E 48 1.00 0.14 0.05 0.06 0.16 16.20
3E 48 1.16 0.48 0.22 0.23 0.57 49.27
4E 48 1.18 0.16 0.14 0.10 0.23 19.63
5P 48 1.89 0.09 0.09 0.16 0.20 10.63
6P 48 2.05 0.18 0.34 0.19 0.43 20.83
7P 48 2.97 0.27 0.23 0.28 0.45 15.14
8P 48 5.67 0.35 0.44 0.24 0.61 10.85
9P 48 9.91 1.36 0.55 0.71 1.63 16.42

*Entre combinagdes de kits digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, QIAsymphony DSP AXpH DNA, RCS
usado, QlAsymphony SP usado e operador.

Reprodutibilidade de amostras clinicas em SurePath
Testes manuais

A reprodutibilidade de testes manuais a amostras de pellet de células apds gradiente em
SurePath com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test foi determinada num estudo em que se
utilizaram 3 laboratérios. Os membros do painel foram testados utilizando um VC de
1,0 URL/VC em dias diferentes e com ensaios diferentes utilizando um conjunto idéntico de
membros do painel com estado de HPV positivo ou negativo conhecido. O painel era composto

por 5 membros positivos, 2 membros alto negativos/baixo positivos e 5 membros negativos.

Cada membro do painel foi preparado combinando amostras clinicas Unicas colhidas em
SurePath Preservative Fluid com um estado de HPV negativo e positivo conhecido para obter os
valores URL/valor de corte visados pretendidos. Cada membro do painel foi testado em
duplicado, duas vezes por dia, durante um periodo de 5 dias em cada um dos 3 laboratérios

participantes (consultar a tabela 49, abaixo).
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Tabela 49. Reprodutibilidade de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath —
teste manual; reprodutibilidade qualitativa

Membro do painel

URL/valor de corte médio

Resultado positivo no teste (%) (n/N)

1

VO © N O 0 M W0 N

N — O

0.20
0.21
0.22
0.28
0.36
0.83
1.17
19.47
25.65
81.52
154.18
765.29

0.0 (0/60)
0.0 (0/60)
0.0 (0/60)
3.3 (2/60)
3.3 (2/60)
21.7 (13/60)
43.3 (26/60)
100.0 (60/60
100.0 (60/60
100.0 (60/60
100.0 (60/60
100.0 (60/60

Testes automatizados no RCS

A reprodutibilidade dos resultados de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath
com teste automatizado no RCS foi comparada com os resultados obtidos com testes manuais.

Foram testadas duas aliquotas da mesma amostra de pellet de células apés gradiente em

SurePath processada (da mesma amostra) (consultar a tabela 50 abaixo).

Tabela 50. Reprodutibilidade de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath —
teste automatizado no RCS; concorddncia de resultados entre o teste automatizado no RCS e o

teste manual
Concordéncia positiva (%) Concordéncia negativa (%)
(n/N) (n/N)
IC 95% IC 95%
Regido fortemente
Regido fortemente negativa
positiva (URL/valor de corte
Todas positivas (URL/valor de corte >2,5) Todas negativas <0,80)
99.0 100.0 98.7
(417/421) (375/375) (1057/1079) (1050/1064
97.6-99.7 99.0-100.0 97.8-99.28

Preparacéo de amostras em SurePath com o kit QIAsymphony DSP HPV Media
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Foi levado a cabo um estudo para avaliar a reprodutibilidade de resultados com amostras em
SurePath simuladas. A preparagdo de amostras com o kit QIAsymphony DSP HPV Media foi
seguida de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Os 4
membros do painel positivo foram preparados acrescentando células de SiHa com ADN de HPV
positivo as células H-9 com ADN de HPV negativo em SurePath Preservative Fluid, enquanto o
membro do painel com ADN de HPV negativo continha apenas células H-9 com ADN de HPV

negativo em SurePath Preservative Fluid.

Trés diferentes operadores realizaram os testes em seis dias diferentes com trés instrumentos
QIAsymphony SP diferentes e 3 lotes do kit QlAsymphony DSP HPV Media diferentes com
membros do painel 1N, 2E, 3P, 4P e 5P. Foram testados membros do painel 1N, 2E, 3P e 4P
com 18 réplicas em 37 corridas diferentes, produzindo 666 pontos de dados para membros do
painel 2E e 3P e 665 pontos de dados para membros do painel TN e 4P. Os membros do
painel 5P foram testados com 16 réplicas em 37 corridas diferentes, produzindo 590 pontos de
dados. Foram excluidos quatro pontos de dados devido ao volume insuficiente, como assinalado

pelo QlAsymphony SP durante a preparacdo das amostras.

Para os membros do painel com um URL/valor de corte médio 20% ou mais acima do VC,
1921 de 1921 (100,0%) foram positivos. Para os membros do painel com um URL/valor de
corte médio 20% acima ou abaixo do valor de corte, 410 de 666 (61,6%) foram positivos e
256 de 666 (38,4%) foram negativos. Para os membros do painel com um URL/valor de corte
médio 20% ou mais abaixo do valor de corte, 664 de 665 (99,8%) foram negativos (consultar a

tabela 51, abaixo).

Tabela 51. Reprodutibilidade de amostras SurePath — preparagéio de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade qualitativa

Membro do URL/valor de corte Resultado positivo no
painel Tipo de célula médio Desvio-padrdo teste (%) (n/N)
N H-9 0.38 0.06 0.2 (1/665)
2E SiHa e H-9 1.06 0.17 61.6 (410/666)
3P SiHa e H-9 4.51 0.78 100.0 (666/666)
4P SiHa e H-9 8.34 1.57 100.0 (665/665)
5P SiHa e H-9 24.69 5.12 100.0 (590/590)

Os resultados indicam que as amostras em SurePath a 20% ou mais afastadas do VC poderdo
produzir resultados consistentes. As amostras em SurePath préximas do VC produziram ndmeros

aproximadamente iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que a
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preparacdo de amostras em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media seguida de teste
com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test produz resultados reprodutiveis.

Os resultados do estudo interno foram também utilizados para avaliar a reprodutibilidade
quantitativa de resultados obtidos com a preparagdo de amostras em SurePath com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media (consultar a tabela 51, abaixo).

Trés diferentes operadores realizaram os testes em seis dias diferentes com trés instrumentos
QlAsymphony SP diferentes e 3 lotes do kit QlAsymphony DSP HPV Media diferentes com
membros do painel 1N, 2E, 3P, 4P e 5P. Os membros do painel 1N, 2E, 3P e 4P foram testados
com 18 réplicas, produzindo 162 pontos de dados para cada membro do painel. O membro do

painel 5P foi testado com 16 réplicas, produzindo 144 pontos de dados (ver tabela 52, abaixo).

Tabela 52. Reprodutibilidade de amostras SurePath — preparagéo de amostras com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade quantitativa

Desvio-padréo
URL/valor Desvio-

Membro de corte Dentro das Entre padréo total CV total
do painel n médio corridas Entres dias  combinacdes* estimado estimado (%
N 162 0.37 0.06 0.02 0.03 0.07 19.18
2E 162 1.05 0.14 0.07 0.10 0.18 17.41
3P 162 4.40 0.62 0.00 0.43 0.75 17.09
4P 162 8.24 1.15 1.01 1.34 1.77 21.42
5P 144 23.89 3.95 4.10 4.67 6.11 25.59

* A run consists of a combination of a QIAsymphony DSP HPV Media Kit, a QlAsymphony SP instrument and an operator on
a particular day.

A reprodutibilidade quantitativa é muito elevada, tal como indicado por todos os valores CV que
permanecem abaixo de 26%. Os desvios-padrdo entre corridas sdo compardveis ao valor
correspondente dentro de corridas, o que indica resultados consistentes independentemente do

instrumento ou lote de kit usado.

Preparacdo de amostras de células apés gradiente em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV
Media

Foi levado a cabo um estudo para avaliar a reprodutibilidade de resultados com amostras de
pellet de células apés gradiente em SurePath simuladas. A preparagdo de amostras com o kit
QIAsymphony DSP HPV Media foi seguida de festes automatizados no RCS com o digene HC2
High-Risk HPV DNA Test. Foi usado material de cultura de células em 70% de SurePath
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Preservative Fluid para simular as amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath. Os
4 membros positivos do painel foram preparados acrescentando células de SiHa com ADN de
HPV positivo as células H-9 com ADN de HPV negativo em SurePath Preservative Fluid, enquanto
o membro do painel com ADN de HPV negativo continha apenas células H-9 com ADN de HPV

negativo em SurePath Preservative Fluid.

Quatro operadores realizaram os testes em seis dias diferentes com trés instrumentos
QlAsymphony SP diferentes e trés lotes do kit QlAsymphony DSP HPV Media igualmente
diferentes com os membros 1, 2, 3, 4 e 5 do painel. Foram testados os membros 1, 2, 3 e 4 do
painel com 18 réplicas em 37 corridas diferentes, produzindo 666 pontos de dados para os
membros 1 e 3 do painel, e 665 pontos de dados para membros 2 e 4 do painel. Foram
excluidos dois pontos de dados devido ao volume insuficiente, tal como assinalado pelo
QIAsymphony SP durante a preparagdo das amostras. O membro 5 do painel foi testado com

16 réplicas em 37 corridas diferentes, produzindo 592 pontos de dados.

Para os membros do painel com um URL/VC médio 20% ou mais acima do VC, 1923 de 1923
(100,0%) foram positivos. Para os membros do painel com um URL/VC médio 20% acima ou
abaixo do VC, 416 de 665 (62,6%) foram positivos e 249 de 665 (37,4%) foram negativos.
Para os membros do painel com um URL/VC médio 20% ou mais abaixo do VC, 666 de 666

(100%) foram negativos (consultar a tabela 53 abaixo).

Tabela 53. Reprodutibilidade de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath —
preparagéo de amostras com o kit QIAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade qualitativa

Membro do Resultado positivo no teste
painel Tipo de célula URL/VC médio Desvio-padrdo CV (%) (%) (n/N)
1 H-9 0.12 0.02 18.77 0.0 (0/666)
2 SiHa and H-9 0.96 0.11 11.15 62.6 (416/665)
3 SiHa and H-9 4.72 0.56 11.89 100.0 (666/666)
4 SiHa and H-9 9.34 0.98 10.46 100.0 (665/665)
5 SiHa and H-9 24.9 3.37 13.55 100.0 (592/592)

Os resultados indicam que as amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath a 20%
ou mais afastadas do VC poderdo produzir resultados consistentes. As amostras de pellet de
células apés gradiente em SurePath préximas do VC produziram nimeros aproximadamente
iguais de resultados positivos e negativos. Estes dados demonstram que a preparacdo de
amostras de pellet de células apds gradiente em SurePath com o kit QIAsymphony DSP HPV
Media seguida de teste com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test produz resultados

reprodutiveis.
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Os resultados do estudo interno foram também utilizados para avaliar a reprodutibilidade
quantitativa de resultados obtidos com a preparacdo de amostras de pellet de células apés
gradiente em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media.

Quatro operadores realizaram os testes em seis dias diferentes com trés instrumentos
QIAsymphony SP diferentes e trés lotes do kit QlAsymphony DSP HPV Media igualmente
diferentes com os membros 1, 2, 3, 4 e 5 do painel. Os membros 1, 2, 3 e 4 do painel foram
testados com 18 réplicas, produzindo 162 pontos de dados para cada membro do painel. O
membro 5 do painel foi testado com 16 réplicas, produzindo 144 pontos de dados (ver tabela
54 abaixo).

Tabela 54. Reprodutibilidade de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath —
preparacéo de amostras com o kit QlAsymphony DSP HPV Media; reprodutibilidade quantitativa

Desvio-padrdo

Membro URL/VC Dentro das Entre pagfészu:o-lcl CV total estimado
do painel n médio corridas Entres dias  combinacdes* estimado (%)

1 162 0.12 0.02 0.00 0.01 0.02 19.80

2 162 1.00 0.08 0.02 0.06 0.10 10.27

3 162 4.99 0.37 0.13 0.38 0.55 11.00

4 162 9.78 0.61 0.23 0.54 0.85 8.72

5 144 26.40 2.19 0.70 1.51 2.75 10.41

* Between combinations of different days, operators, QIAsymphony DSP HPV Media Kit lots and QlAsymphony SP
instruments.

A reprodutibilidade quantitativa é muito elevada, tal como indicado por todos os valores CV,
que permanecem abaixo de 20%. Os desvios-padrdo entre corridas sdo compardveis ao valor
correspondente dentro de corridas, o que indica resultados consistentes independentemente do

instrumento ou lote de kit usado.
Reatividade cruzada

Um conjunto de bactérias, virus e plasmideos, normalmente encontrados no trato anogenital
feminino, bem como uma série de tipos de HPV cutaneotrépicos para os quais estavam
disponiveis clones, foi analisado para determinar a possivel ocorréncia de reatividade cruzada
com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test. Todos os micro-organismos foram analisados a
concentragdes de 1x10° e 1x107 organismos por ml. Foram analisados ADN purificados de virus

e plasmideos a uma concentracdo de 4 ng/ml.
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As seguintes bactérias foram testadas e todas apresentaram resultados negativos no digene HC2
High-Risk HPV DNA Test:

® Acinetobacter anitratus

® Acinetobacter lwoffi (ATCC 17908)

® Bacteroides fragilis (ATCC 25285)

® Bacteroides melaninogenicus

e Candida albicans (ATCC 14053 ou 10231)
e Chlamydia trachomatis

e Enterobacter cloacae

® Escherichia coli (HB101)*

® Escherichia coli

® Fusobacterium nucleatum

e Gardnerella vaginalis

e Haemophilus ducreyi

e Klebsiella pneumoniae

® lactobacillus acidophilus

® Mobiluncus curtisii

® Mobiluncus mulieris

® Mycoplasma hominis

® Mycoplasma hyorhinis

® Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
® Neisseria lactamica (NRL2118)

e Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
e Neisseria sicca (ATCC 2925¢)

® Peptostreptococcus anaerobius

e Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
® Serratia marcescens

e Staphylococcus aureus (estirpe Cowan)
e Staphylococcus epidermidis

® Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
® Sireptococcus pyogenes (ATCC 27762)

* Foram festados tanto a estirpe E. coli utilizada para cultivar plasmideos (HB101) como um isolado clinico de E. coli.
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® Treponema pallidum
e Trichomonas vaginalis

e Ureaplasma urealyticum

O seguinte ADN viral ou plasmideo ou soro humano foram testados e todos apresentaram
resultados negativos no digene HC2 High-Risk HPY DNA Test:

e Adenovirus 2

e Citomegalovirus

® Virus Epstein-Barr

® Soro positivo para o antigénio de superficie da hepatite B
® Herpes simples tipo |

® Herpes simples tipo |l

® Virus da imunodeficiéncia humana (VIA, RT ADN)

e HPVtipos1,2,3,4,5 8, 13e30

® Virus simio fipo 40 (SV40)

O dnico plasmideo que apresentou reatividade cruzada no digene HC2 High-Risk HPVY DNA Test
foi o pBR322. A reatividade cruzada entre o pBR322 e a mistura para sonda ndo é inesperada,
uma vez que é dificil remover a totalidade do vetor pBR322 do ADN quando se isola o conteido
do HPV. Registou-se a presenca de sequéncias homélogas de pBR322 em amostras genitais
humanas, podendo ocorrer resultados falso-positivos na presenca de elevados niveis de
plasmideo bacteriano. No entanto, 298 amostras clinicas com resultados positivos no digene
HC2 HighRisk HPY DNA Test mostraram que nenhum dos resultados positivos se devia ao
pBR322 quando testados com uma sonda de pBR322. Assim, a probabilidade de ocorréncia de
um resultado falso-positivo com o digene HC2 HighRisk HPY DNA Test devido a sequéncias

homélogas de pBR322 em amostras clinicas parece ser baixa.
Hibridizacdo cruzada

Dezoito tipos de HPV diferentes (alto e baixo risco) foram testados com o digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test em concentracdes de 4 ng/ml de ADN do HPV. Todos os alvos HPV de alto risco
foram positivos. Este estudo também demonstrou que existe uma pequena quantidade de
hibridiza¢do cruzada entre os tipos de HPV 6 e 42 e o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. As
amostras com niveis elevados (4 ng/ml ou superior)] de ADN do HPV dos tipos 6 ou 42 podem

apresentar resultados falso-positivos no digene HC2 High-Risk HPVY DNA Test. A importancia
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clinica deste facto é que as doentes com uma concentracdo de 4 ng/ml ou superior de ADN do

HPV dos tipos 6 ou 42 podem ser, desnecessariamente, encaminhadas para colposcopia.

O digene HC2 High-Risk HPVY DNA Test apresentou igualmente reatividade cruzada com os tipos
de HPV 40, 53 e 66. Estes tipos sdo raros e ndo existem provas suficientes para estabelecer uma
correlagdo rigoroso entre a infecdo por estes tipos e o desenvolvimento de doenga de alto grau
(15). Tem sido igualmente registado na literatura que sondas complexas semelhantes as
utilizadas neste teste podem provocar resultados falso-positivos devido a hibridizagdo cruzada
com tipos de HPV 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 ou MM9 (35). Embora vérios destes
tipos de HPV sejam raros ou novos e encontrados com pouca frequéncia em doengas de alto
grau, as doentes cujas amostras contenham elevados niveis destes tipos de ADN do HPV podem

ser, incorrefamente, encaminhadas para colposcopia.
Efeito do sangue e outras substéncias nas amostras STM

O efeito do sangue e de outras substancias, definidas ou indefinidas, que possam
potencialmente interferir, foi avaliado com o digene HC2 HighRisk HPV DNA Test. Adicionou-se
sangue total, dgua do duche, creme antifingico e gel contracetivo (agentes que podem ser,
normalmente, encontrados nas amostras cervicais) a amostras negativas e positivas STM
(conjuntos de amostras clinicas e ndo clinicas) em concentracdes que podem ser encontradas nas

amostras cervicais.

Néo se observaram resultados falso-positivos com qualquer um dos quatro agentes a qualquer
concentragdo. No entanto, um resultado falso-negativo pode ser verificado em amostras clinicas
com niveis de ADN do HPV préximos do valor de corte positivo para o ensaio (1 pg/ml) se
existirem elevadas concentragdes de creme antifingico ou de gel contracetivo. No entanto, é
muito improvével que uma amostra clinica seja constituida quase exclusivamente por uma destas
substdncias, uma vez que o colo do Utero é normalmente limpo antes da recolha de amostras

citolégicas para festes de HPV.

Efeito do sangue e outras substancias nas amostras em solucéo
PreservCyt

Preparacdo manual de amostras

O efeito do sangue e de outras substancias, definidas ou indefinidas, que possam
potencialmente interferir, presentes em amostras clinicas em solugdo PreservCyt, foi avaliado no
digene HC2 HighRisk HPV DNA Test. Adicionouse sangue total, dgua do duche, creme

antifingico e gel contracetivo (agentes que podem ser, normalmente, encontrados nas amostras
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cervicais) a conjuntos de amostras negativas e positivas em solugdo PreservCyt a concentragdes
que podem ser encontradas nas amostras cervicais. Ndo se observaram resultados falso-positivos
ou falso-negativos com qualquer um dos quatro agentes a qualquer concentragdo. Além disso, as
substéncias contidas nalgumas amostras clinicas ndo inibem a detecdo do ADN do HPV através
do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Preparacdo de amostras com o kit QIAsymphony DSP HPV Media

Os efeitos do sangue e de outras substéncias potencialmente interferentes em amostras em
PreservCyt foram avaliados com o kit QIAsymphony DSP HPV Media para a preparagdo de
amostras e testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Os efeitos

das seguintes substéncias interferentes foram testados:

e Creme antifingico

e Creme anti-inflamatério

e Sangue

® Gel contracetivo

e Agua do duche

® Supositérios desodorizantes femininos
e Gel lubrificante

e Espermicida

Cada uma das substdncias foi adicionada a conjuntos clinicos negativos e positivos. N&o foram
observados resultados falso-positivos ou falso-negativos com nenhuma das substéncias em uma
concentragd@o que possa ser encontrada em amostras cervicais. No entanto, um resultado falso-
negativo pode ser verificado em amostras clinicas com niveis de ADN do HPV préximos do valor
de corte para o ensaio se existirem elevadas concentracdes de creme antifingico, de gel
lubrificante vaginal ou de sangue. No entanto, é muito improvavel que uma amostra clinica seja
constituida quase exclusivamente por uma destas substancias, uma vez que o colo do dtero é

normalmente limpo antes da recolha de amostras citolégicas para testes de HPV.
Preparacdo de amostras com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA

O efeito do sangue total em amostras em PreservCyt foi avaliado com o kit QIAsymphony DSP
AXpH DNA para preparagdo de amostras e com o digene HC2 High-Risk HPY DNA Test para os
testes. As amostras clinicas com sangue visivel foram selecionadas e testadas utilizando os
métodos de preparacdo de amostras manual e automatizado com o kit QlAsymphony DSP AXpH
DNA. Os resultados foram comparados para as 238 amostras tendo produzido uma

concorddncia total de 94,12% e um valor p de McNemar de 0,2850, indicando que ndo existe
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uma diferenca significativa no desempenho clinico entre os métodos de preparacdo de amostras

manual e automatizado com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA.
Os efeitos das seguintes substéncias interferentes foram testados:

e Agua do duche

e Creme antifingico

® Gel contracetivo

e Células mononucleares de sangue periférico (CMSP)
o Gel lubrificante

® Aerosséis para a higiene feminina

e Espermicida

e Particulas magnéticas

e Lliquido TopElute

Cada substéncia foi adicionada a conjuntos celulares negativos e positivos em concentragdes
que podem ser encontradas em amostras cervicais ou que podem ser acrescentadas durante a
preparacdo das amostras. Néo foi observado qualquer resultado falso-positivo com nenhuma
das substéncias em nenhuma concentragdo. Ndo foram observados quaisquer resultados falso-
negativos & excecdo do gel contracetivo. N&o colher uma amostra cervical em PreservCyt para
preparacdo de amostras automatizada com o kit QlAsymphony DSP AXpH DNA se estiver

presente gel contracetivo.

Efeito do sangue e outras substéncias nas amostras em SurePath
Preparacdo de amostras em SurePath com o kit QlAsymphony DSP HPV Media

Os efeitos do sangue e de outras substéncias potencialmente interferentes em amostras em

SurePath foram avaliados com o kit QlAsymphony DSP HPV Media para a preparacdo de
amostras e testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Os efeitos das seguintes substéncias interferentes foram testados:

e Creme antifingico
e Creme anti-inflamatério
e Sangue

e Gel contracetivo
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e Agua do duche

® Supositérios desodorizantes femininos
o Gel lubrificante

e Espermicida

Cada uma das substdncias foi adicionada a conjuntos clinicos negativos e positivos. N&o foram
observados resultados falso-positivos com nenhuma das substdncias em uma concentragdo que

possa ser encontrada em amostras cervicais.

Nao foram observados quaisquer resultados falso-negativos & excegdo das seguintes substancias:

® o gel contracetivo causou resultados falso-negativos numa concentragdo muito baixa.

® Se houver uma elevada concentracdo de creme antifingico na amostra, pode ser verificado
um resultado falso-negativo em amostras clinicas com niveis de ADN de HPV perto do corte
para o ensaio. No entanto, é muito improvavel que uma amostra clinica seja constituida
quase exclusivamente por creme antifdngico, uma vez que o colo do Utero é normalmente

limpo antes da recolha de amostras citolégicas para esfregago de Papanicolau e testes de
HPV.

® Nao colher uma amostra cervical em SurePath para preparacéo de amostras automatizada
com o kit QlAsymphony DSP HPV Media se estiver presente creme antifingico ou gel

confracetivo.

® Preparacdo de amostras de pellet de células apés gradiente em SurePath com o kit
QlAsymphony DSP HPV Media

e Os efeitos do sangue e de outras substdncias potencialmente interferentes em amostras de
pellets de células apés gradiente em SurePath foram avaliados com o kit QlAsymphony DSP

HPV Media para a preparacdo de amostras e testes automatizados no RCS com o digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test.

e O:s efeitos das seguintes substancias interferentes foram testados:
e Creme antifingico

e Creme anti-inflamatério

® Sangue

® Gel contracetivo

e Agua do duche

® Supositérios desodorizantes femininos

® Gel lubrificante

e Espermicida
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Cada substancia foi adicionada a conjuntos clinicos negativos e positivos, que foram depois
processados através do BD PrepMate System para simular a amostra de pellet de células apés
gradiente em SurePath. Foi observado um tnico resultado falso-positivo tanto para sangue como
para creme antifingico; contudo, a andlise estatistica ndo mostrou nenhuma interferéncia
significativa. N&o foram observados resultados falso-positivos com nenhuma das outras

substéncias numa concentragdo que possa ser encontrada em amostras cervicais.

Foram observados resultados falso-negativos para creme antifingico, creme anti-inflamatério e
gel contracetivo. Nao colher uma amostra cervical em SurePath para preparacdo de amostras
automatizada com o kit QlAsymphony DSP HPV Media se estiver presente creme antifingico,

creme anti-inflamatério ou gel contracetivo.
Carry-over (contaminac¢do cruzada)

O RCS foi concebido para minimizar a contaminagdo das amostras ou carry-over de fosfatase
alcalina residual através da utilizagdo de pontas de pipeta descartdveis para a aspiragdo dos
reagentes e das amostras. Para confirmar esta caracteristica de concegdo, a QIAGEN realizou
vérios estudos para avaliar se a utilizagdo do RCS aumentava o potencial de carry-over ou
contaminagdo cruzada de amostras em comparacdo com o método manual. Vdrios instrumentos

RCS foram utilizados para avaliar a possibilidade de carry-over de sistema para sistema.

Num estudo, 2 ng e 20 ng de ADN plasmideo de HPV foi adicionado a material de controlo
negativo para preparar amostras em STM alto positivo. A concentragdo de 20 ng/ml produz
valores URL aproximadamente 3-5 vezes superiores aos da amostra clinica com valor positivo
mais elevado que se espera observar durante festes clinicos de rotina. Estas amostras alto
positivas simuladas foram colocadas por toda a microplaca num padrdo de xadrez, alternando
com pocos que continham apenas controlo negativo (pogos de teste). Esta concecdo considera
possiveis efeitos aditivos de amostras alto positivas sequenciais. As microplacas foram entdo
testadas utilizando os métodos de teste manual e automatizado no RCS. Apéds o processamento,
os nimeros de pocos de teste falso-positivos foram comparados. O teste automatizado no RCS
ndo produziu mais pocos de teste falso-positivos do que o teste manual com estas amostras STM
simuladas, mesmo quando era colocada uma sequéncia exiremamente alta de amostras positivas

na microplaca.

Numa segunda avaliacdo de carry-over, as amostras em PreservCyt de doentes HPV positivas
foram combinadas para criar um painel de amostras com niveis divergentes de
quimioluminescéncia para produzir quocientes URL/valor de corte representativos da amplitude
esperada durante festes clinicos automatizados no RCS de rotina. As amostras positivas variavam
entre aproximadamente 200-1800 URL/VC. Para avadliar o potencial de carry-over

(contaminagdo cruzada), incluindo os efeitos potencialmente aditivos de amostras alto positivas
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sequenciais, estes membros do painel positivo foram colocados em microplacas num padréo de
xadrez junto aos pogos de controlo negativos. Estas placas foram entdo testadas utilizando o

método de teste automatizado no RCS.

Os resultados desta avaliagdo de carry-over, utilizando amostras de doentes em conjunto, sugere
uma possivel taxa de falso-positivos de 0,3% devido aos efeitos de carry-over durante a
realizacdo de testes automatizados no RCS com o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

A experiéncia da QIAGEN na realizagdo de testes com amostras em PreservCyt em conjunto
sugere que o conjunfo de amostras em PreservCyt de doentes cria amostras que ndo apresentam
caracteristicas semelhantes a amostras de uma Gnica doente. Embora os efeitos deste conjunto no
potencial de carry-over de testes automatizados no RCS ndo sejam conhecidos, testes pré-clinicos
adicionais de testes automatizados no RCS indicam um potencial ndo aumentado para resultados
falso-positivos devido a carry-over. Estas avaliagdes foram levadas a cabo utilizando amostras de
plasmideos artificiais com concentragdes de ADN aproximadamente 5 vezes superiores das

observadas no ambiente clinico.

Uma ferceira avaliacdo de carry-over (contaminagdo cruzada) criou amostras de feste
adicionando um corante fluorescente em concentragdes representativas da gama dindmica de
URL do ensaio para matrizes de fundo que aproximavam a viscosidade das amostras clinicas e
os reagentes do digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Estas amostras de teste foram entdo
processadas utilizando 3 instrumentos RCS separados e o potencial de carry-over de cada dos

seguintes passos chave do procedimento do RCS foi avaliado:

e Transferéncia de amostras

e Lavagem da microplaca

e Transferéncia placa a placa

e Adicdo & sonda

® Agitagdo da microplaca

A fluorescéncia resultante foi medida a um comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e um
comprimento de onda de emisséo de 535 nm e era suficientemente sensivel para detetar um
evento carry-over na ordem dos 1:20 000, que corresponderia a um resultado falso-positivo com
o digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (ou seja, 1 pg em 20 ng). Os resultados desta avaliacéo
demonstraram ndo existir evento de carry-over durante qualquer um dos passos chave do

procedimento do RCS que levassem a um resultado falso-positivo no digene HC2 HighRisk HPV
DNA Test.
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Estabilidade do reagente no sistema

A QIAGEN avaliou as caracteristicas de desempenho de testes automatizados no RCS durante a
utilizagdo de reagentes que permaneciam na plataforma do sistema por periodos prolongados.
Os reagentes com maior probabilidade de serem sujeitos a colocagdo prolongada no sistema

incluem a mistura para sonda, DR1, DR2 e microplaca de captura.

O desempenho do teste foi avaliado utilizando reagentes acabados de preparar e reagentes que
ficaram a envelhecer no instrumento RCS & temperatura ambiente durante um periodo de 16
horas (para simular 2 turnos de trabalho em ambiente laboratorial). O teste a amostras clinicas
simuladas foi levado a cabo utilizando 2 instrumentos RCS em cada um dos 2 dias de teste com

uma matriz de reagentes definida (consultar a tabela 55, abaixo).

Tabela 55. Concegdo do estudo para estabilidade do reagente no sistema

Instrumento RCS Dia 1 Dia 2
1 Reagentes envelhecidos Reagentes acabados de preparar
2 Reagentes acabados de preparar Reagentes envelhecidos

Na figura 3 abaixo é apresentado um grdfico de todos os pontos de dados URL/valor de corte.
O grdfico e a andlise de regressdo para reagentes envelhecidos contra reagentes acabados de

preparar indicam uma concordéncia entre ambos.

100
9 R*=0.9937
2 10 |
:
i —p
£ 0.1 100
g 0.1 1
004

L= P |

Fresh Reagent RLU/CO

Figura 3. Grdfico de dispersdo de comparagdo dos valores do calibrador de ensaio e de controlo
utilizando reagentes envelhecidos e acabados de preparar.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

122



Um exame mais extensivo dos resultados de concord@ncia mostra que ndo ocorreram alteragdes

nos resultados qualitativos quando se utilizam reagentes envelhecidos (consultar a tabela 56,

abaixo)

Tabela 56. Concordéncia entre reagentes acabados de preparar e envelhecidos

Medida estatistica Resultado
Concordéncia geral (%) 100.0%
(n/N) (96/96)
IC 95% 97.97-100.0
Concordéncia positiva (%) 100.0%
(n/N) (64/64)

IC 95% 97.97-100.0
Concordéncia negativa (%) 100.0%
(n/N) (32/32)

IC 95% 97.97-100.0
R? 0.9937
Declive 0.97
Intersec¢do 0.47
Kappa 1.0

A andlise de dados demonstra que os resultados sGo estatisticamente idénticos para reagentes
acabados de preparar e envelhecidos, indicando que os reagentes sdo suficientemente estdveis

quando colocados no instrumento durante um periodo de até 16 horas.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015 123



Referéncias

10.

Broker, T. R. and Botchan, M. (1986) Papillomaviruses: retrospectives and prospectives. In:
Botchan, M., Grodzicker, T., and Sharp, P., eds. DNA Tumor Viruses: Control of Gene
Expression and Replication. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
p. 17 36. From the 1985 Cancer Cells Conference at Cold Spring Harbor.

Lorincz, A.T. and Reid, R. (1989) Association of human papillomavirus with gynecologic
cancer. Curr. Opin. Oncol. 1, 123.

Jenson, A.B., Kurman, RJ., and Lancaster, W.D. (1984) Human papillomaviruses. In: Belshe,
R.B. Textbook of Human Virology. Litleton, MA: PSG Wright, p 951.

Becker, T.M., Stone, K.M., and Alexander, E.R. (1987) Genital human papillomavirus
infection: a growing concern. Obstet. Gynecol. Clin. North Am. 14, 389.

McCance, D.J., Walker, P.G., Dyson, J.L., Coleman, D.V., and Singer, A. (1983) Presence
of human papillomavirus DNA sequences in cervical intraepithelial neoplasia. Br. Med. J.
287, 784.

Naghashfar, Z. et. al. (1985) Identification of genital tract papillomaviruses HPV 6 and HPV
16 in warts of the oral cavity. J. Med. Virol. 17, 313.

Gissmann, L., Wolnik, L., lkenberg, H., Koldovsky, U., Schnurch, H.G., and zur Hausen, H.
(1983) Human papillomavirus types 6 and 11 DNA sequences in genital and laryngeal

papillomas and in some cervical cancers. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80, 560.

Munoz, N., Bosch, F.X., Shah, K.V., and Meheus, A., eds. (1992) IARC Scientific
Publications no. 119: The Epidemiology of Cervical Cancer and Human Papillomavirus.

Lyon, France:International Agency for Research on Cancer.

Reid, R. et al. (1987) Sexudlly transmitted papillomaviral infections. I. The anatomic
distribution and pathologic grade of neoplastic lesions associated with different viral types.
Am. J. Obstet. Gynecol. 156, 212.

Fuchs, P.G., Girardi, F., and Pfister, H. (1988) Human papillomavirus DNA in normadl,

metaplastic, preneoplastic and neoplastic epithelia of the cervix uteri. Int. J. Cancer 41, 41.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

124



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Lorincz, A.T., Temple, G.F., Kurman, RJ., Jenson, AB., and Llancaster, W.D. (1987)
Oncogenic association of specific human papillomavirus types with cervical neoplasia.
J. Nail. Cancer Inst. 79), 671.

Lorincz, A.T., Lancaster, W.D., and Temple, G.F. (1986) Cloning and characterization of the
DNA of a new human papillomavirus from a woman with dysplasia of the uterine cervix.
J. Virol. 58, 225.

Beaudenon, S., Kremsdorf, D., Croissant, O., Jablonska, S., Wain Hobson, S., and Orth, G.
(1986) A novel type of human papillomavirus associated with genital neoplasias. Nature
321, 246.

Lorincz, A.T., Quinn, A.P., lancaster, W.D., and Temple, G.F. (1987) A new type of

papillomavirus associated with cancer of the uterine cervix. Virology 159, 187.

Meyer, T. et al., (1998) Association of rare human papillomavirus types with genital

premalignant and malignant lesions. J. Infect. Dis. 178, 252.

Lorincz, A.T., Reid, R., Jenson, A.B., Greenberg, M.D., Lancaster, W., and Kurman, R.J.
(1992) Human papillomavirus infection of the cervix: relative risk associations of 15 common
anogenital types. Obstet Gynecol 79, 328.

Longuet, M., Beaudenon, S., and Orth, G. (1996) Two novel genital human papillomavirus
(HPV) types, HPV68 and HPV70, related to the potentially oncogenic HPV39. J. Clin.
Microbiol. 34, 738.

Naghashfar, Z.S., Rosenshein, N.B., Lorincz, A.T., Buscema, J., and Shah, K.V. (1987)
Characterization of human papillomavirus type 45, a new type 18 related virus of the genital
tract. J. Gen. Virol. 68, 3073.

Nuovo, G.J., Crum, C.P., de Villiers, E.M., Levine, R.U., and Silverstein, S.J. (1988) Isolation

of a novel human papillomavirus (type 51) from a cervical condyloma. J. Virol. 62,1452.

Shimoda, K., lorincz, A.T., Temple, G.F., and Llancaster, W.D. (1988) Human
papillomavirus type 52: a new virus associated with cervical neoplasia. J. Gen. Virol. 69,
2925.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

125



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Lorincz, A.T., Quinn, A.P., Goldsborough, M.D., McAllister, P., and Temple, G.F. (1989)
Human papillomavirus type 56: a new virus detected in cervical cancers. J. Gen. Virol. 70,
3099.

Lorincz, A.T., Quinn, A.P., Goldsborough, M.D., Schmidt, B.J., and Temple, G.F. (1989)
Cloning and partial DNA sequencing of two new human papillomavirus types associated

with condylomas and low grade cervical neoplasia. J. Virol. 63, 2829.

Beaudenon, S. et al. (1987) Plurality of genital human papillomaviruses: characterization of

two new types with distinct biological properties. Virology 161, 374.

Schiffman, M. (1993) Latest HPV findings: some clinical implications. Contemp. Ob. Gyn.
38, 27.

Volpers, C.; and Streeck, R.E. (1991) Genome organization and nucleotide sequence of

human papillomavirus type 39. Virology 181, 419.

Matsukura, T., and Sugase, M. (1990) Molecular cloning of a novel human papillomavirus

(type 58) from an invasive cervical carcinoma. Virology 177, 833.

Rho, J., Roy-Burman, A., Kim, H., de Villiers, E.M., Matsukura, T., and Choe, J. (1994)
Nucleotide sequence and phylogenetic classification of human papillomavirus type 59.
Virology 203, 158.

Bosch, F.X. et al. (1995) International Biological Study on Cervical Cancer (IBSCC) Study
Group. Prevalence of human papillomavirus in cervical cancer: a worldwide perspective. J.
Natl. Cancer Inst. 87, 796.

Kahn, T., Schwarz, E., and zur Hausen, H. (1986) Molecular cloning and characterization
of the DNA of a new human papillomavirus (HPV 30) from a laryngeal carcinoma. Int. J.
Cancer 51, 61.

Koutsky, L.A. et al. (1992) A cohort study of the risk of cervical intraepithelial neoplasia
grade 2 or 3 in relation to papillomavirus infection. N. Engl. J. Med. 327, 1272.

Nieminen, P., Aho, M., Vesterinen, E., Stellato, G., Vaheri, A., Soares, V.R.X., Paavonen, J.
(1991) Natural history of HPV infection: preliminary results of a cohort study [abstract]. In:
1991 Papillomavirus Workshop. Seattle, WA p 77.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

126



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Centers for Disease Control (1987) Recommendations for prevention of HIV transmission in
health-care settings. MMWR Morb. Mortal. Wkly. Rep. 36(Suppl 2), 3S.

Sehulster, L.M., Hollinger, F.B., Dreesman, G.R., and Melnick, J.L. (1981) Immunological
and biophysical alteration of hepatitis B virus antigens by sodium hypochlorite disinfection.
Appl. Environ. Microbiol. 42, 762.

Martin, L.S., McDougal, J.S., and Loskoski, S.L. (1985) Disinfection and inactivation of the
human T lymphotropic virus type Ill/lymphadenopathy associated virus. J. Infect. Dis.
152, 400.

Vernon, S.D., Unger, E.R., and Williams, D. (2000) Comparison of human papillomavirus
detection and typing by cycle sequencing, line blotting, and hybrid capture. J. Clin.
Microbiol. 38, 651.

Coleman, D. et al. (1993) European guidelines for quality assurance in cervical cancer

screening. Europe against cancer programme. Eur. J. Cancer 29A(Supp. 4), S1.

Lorincz, A.T., Schiffman, M.H., Jaffurs, W.J., Marlow, J., Quinn, A.P., and Temple, G.F.
(1990) Temporal associations of human papillomavirus infection with cervical cytologic
abnormalities. Am. J. Obstet. Gynecol. 162, 645.

Morrison, E.AB. et al. (1991) Human papillomavirus infection and other risk factors for

cervical neoplasia: a case control study. Int. J. Cancer 49, 6.

Wheeler, C.M., Stewart, AM., Gravitt, P.E., and Cheng, S. (1995) Generation of entire
human papillomavirus genomes by long PCR: frequency of errors produced during

amplification. Genome Res. 5, 79.

Burk R.D. et al. (1996) Declining prevalence of cervicovaginal human papillomavirus

infection with age is independent of other risk factors. Sex. Transm. Dis. 23, 333.

Belinson, J. et al. (2009) Prevalence of type-specific human papillomavirus in endocervical,
upper and lower vaginal, perineal and vaginal selfcollected specimens: implications for

vaginal self-collection. Int. J. of Cancer 127, 1151.

Zhao, F. et al. (2012) Pooled analysis of a self-sampling HPV DNA Test as a cervical cancer
primary screening method. J. Natl Cancer Inst. 104, 178.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

127



43.

44.

45.

46.

Lazcano-Ponce, E. et al. (2011) Self-collection of vaginal specimens for human
papillomavirus testing in cervical cancer prevention (MARCH): a community-based
randomized controlled trial. Lancet 378, 1868.

Lazcano-Ponce, E. et al. (2014) Specimen self-collection and HPV DNA screening in a pilot
study of 100,242 women. Int. J. Cancer 135, 109.

Szarewski, A. et al. (2007) Human papillomavirus testing by self-sampling: assessment of

accuracy in an unsupervised clinical sefting. J. Med Screen 14, 34.

NCCLS (1999) Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices: Approved
Guideline. NCCLS document E5-A.

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

128



Simbolos

Os simbolos na tabela seguinte sdo utilizados nestas instrucdes de utilizagdo:

Simbolo

Definigao do simbolo

384

IVD

REF

H l
py)
fm

g =

GTIN

Contém suficiente para 96 testes

Contém o suficiente para 384 testes

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Nomero de catdlogo

Fabricante

Representante autorizado na Comunidade Europeia

Prazo de validade

Consultar as instrucdes de utilizagdo

Nidmero GTIN

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test Instructions for Use 08/2015

129



Guia para a resolucdo de problemas

Comentdrios e sugestoes

Alteracdo de cor incorreta ou néo observada durante a desnaturagao

a)

b)

<)

d)

DNR incorretamente

preparado

DNR ndo adicionado

A amostra contém sangue
ou outros materiais que
dissimulam alteracdes de

cor

O pH da amostra pode ser

invulgarmente dcido

Verificar se o DNR contém o corante indicador e

apresenta uma cor pUrpura escura.

Verificar se o DNR foi adicionado & amostra, medindo o
volume da amostra (em principio,1,5 ml). Se o volume
indicar que o DNR nédo foi adicionado, proceder &
adicdo correta, misturar e avangar com o ensaio se a

alteragdo de cor adequada for observada.

Nao é de esperar que ocorra exatamente a alteragdo de
cor descrita com estes tipos de amostras; os resultados do

teste ndo deverdo ser negativamente afetados.

Se nenhuma das outras causas se aplicar, a amostra pode
ser invulgarmente dcida, ndo se verificando a alteracdo
de cor prevista. Recolher uma nova amostra antes da
aplicagdo de dcido acético no colo do dtero, uma vez
que um pH da amostra incorreto ird afetar negativamente

os resultados do teste.

Os controlos de qualidade déo resultados incorretos.

a)

b)

Protocolo de  ensaio
incorreto escolhido para o

teste

Colocacdo inversa de
QCIT-IR e QC2-HR

Colocagdo inversa de HRC
e QC2-HR

Se o protocolo de ensaio for incorreto para o feste a
realizar, ler novamente a microplaca, no prazo de 30
minutos apés a adigdo de DR2, usando o protocolo

corretfo.

Voltar a testar as amostras.

Voltar a testar as amostras.
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Comentdrios e sugestoes

Alteracdo de cor incorreta observada durante a hibridiza¢éo.

a)

b)

<)

Mistura  inadequada  de
mistura para sonda com
calibradores, controlo de
qualidade e/ou amostras
desnaturados; ou mistura
para sonda ndo
adicionada; ou volume
incorreto  de  reagente

adicionado

A amostra contém sangue
ou outros materiais que
dissimulam alteracdes de

cor

A amostra tinha <1000 pl
de STM

Agitar a microplaca de hibridizacdo ou o suporte que
contém os microtubos durante mais 2 minutos. Se
existirem tubos ou pogos que ainda permanegam pirpura,
adicionar mais 25 pl da mistura para sonda correta e
misturar bem. Se depois da adicdo de mistura para sonda
e nova mistura, ndo ocorrer a alteracdo de cor prevista e
a amostra ndo contiver sangue ou outros materiais, voltar

a testar a amostra.

Nao é de esperar que ocorra exatamente a alteragdo de
cor descrita com estes tipos de amostras; os resultados do

teste ndo deverdo ser negativamente afetados.

Verificar o volume da amostra original. O volume deverd
ser 1425 pl = 20 pl (apéds a remogdo de uma aliquota de
75 pl para teste). Se o volume for <1425 pl, a amostra
original continha <1000 pl de STM. Obter uma nova

amostra.

O teste falha na validacdo. Nenhum sinal observado nos calibradores positivos, controlos de

qualidade ou nas amostras.

a)

b)

<)

d)

Nenhuma sonda
adicionada ao diluente de

sonda

Sonda contaminada com
RNase durante a

preparagdo

Mistura  inadequada  da

mistura para sonda

Mistura  inadequada  de

mistura para sonda e

Preparar mistura para sonda conforme descrito nestas

instrucoes de utilizacdo. Rotular cuidadosamente os tubos.

Utilizar pontas de pipeta com protecdo contra aerosséis
para pipetar a amostra e usar luvas. Preparar a mistura
para sonda num recipiente estéril. Utilizar apenas

reservatérios de reagente descartdveis novos e limpos.

Depois de adicionar sonda ao diluente de sonda, misturar
muito minuciosamente por agitagdo em vértex a alta
velocidade durante, pelo menos, 5 segundos. Deverd ser

produzido um vértice visivel.
Depois de adicionar mistura para sonda e amostra a

cada pogo da microplaca de hibridizagdo ou microtubo

de hibridizagdo, agitar no conjunto Rotary Shaker | a
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Comentdrios e sugestoes

e)

f)

gl

h)

amostra desnaturada

Tempo ou temperatura
incorretos durante a fase

de hibridizacao

Mistura inadequada

durante a fase de captura

Falha ao adicionar «a
quantidade correta de DR
1 ou ao incubar durante o

tempo especificado

Falha ao adicionar a
quantidade correta de DR2
ou ao incubar durante o

tempo especificado

Avaria do instrumento DML

ou programagdo incorreta

1100 £100 rpm durante 3 + 2 minutos. Verificar a
alteragdo de cor de pirpura para amarelo em todos os

pogos da microplaca ou microtubo.

Hibridizar durante 60 + 5 minutos a 65 = 2 °C. Verificar
a femperatura do Microplate Heater | ou do banho-maria.
Certificar-se de que o Microplate Heater | ou banho-maria
estd configurado para aquecer as amostras & temperatura
correta e foi preaquecido durante 60 minutos antes da
utilizagdo. Certificarse de que o nivel de d&gua ¢é
adequado para aquecer amostras & temperatura correta.

Os banhos-maria deverdo ser periodicamente calibrados.

Agitar num Rotary Shaker | durante 60 £5 minutos a 20-
25 °C conforme descrito nestas instrucdes de utilizacdo.
Verificar a velocidade do Rotary Shaker | através de
calibracdo. (Consultar o manual do utilizador do Rotary
Shaker | (Rotary Shaker | User Manual)).

Pipetar 75 pl de DR 1 para cada pogo da microplaca
utilizando um pipetador de 8 canais. Incubar a 20-25 °C
durante 30-45 minutos.

Pipetar 75 pl de DR2 para cada pogo da microplaca
utilizando um pipetador de 8 canais. Incubar a 20-25 °C

durante 15-30 minutos.

Consultar o manual do utilizador do instrumento DML
aplicavel assim como o manual do utilizador do software

para obter mais instrugdes ou contactar a Assisténcia
Técnica da QIAGEN.

Valores de URL elevados em calibradores, controlos de qualidade e/ou amostras (>200 URL

em muitos ou em todos os pocos da microplaca). O teste podera falhar na validacgo do

ensaio.

a)

DNR ndo adicionado; ou
volume de  reagente
incorreto adicionado; ov,

mistura  inadequada  de

Certificar-se de que a pipeta repetida estd a distribuir de
modo preciso antes de adicionar DNR. E essencial ter
pipetas calibradas. Adicionar metade do volume de DNR

a cada tubo e misturar bem. Para evitar resultados falso-
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Comentdrios e sugestoes

b)

<)

d)

f)

gl

h)

DNR com amostras,
calibradores ou controlos

de qualidade

Fuga ligeira no instrumento
DML; porta ndo selada;
selo & volta da porta

quebrado

Contaminagdo do DR2 ou
dos pogos da microplaca
de captura com DR1 ou

fostatase alcalina exégena

Tampdo de lavagem

contaminado

Automated Plate  Washer

contaminado

Lavagem inadequada dos
pogos da microplaca de
captura apéds incubagdo
de DR 1

Contaminagdo dos pogos

da microplaca com DR1

Utilizacdo da mesma drea
dos lencos Kimtowels ou
toalhetes de papel com
libertagdo reduzida de

pelo equivalentes para

positivos, certificar-se de que o liquido lava toda a
superficie interna do tubo. Os calibradores, controlos de
qualidade e amostras deverdo mudar de cor para
pUrpura apés a adigdo de DNR.

Verificar a leitura de fundo (medigdo de dados brutos) do
instrumento DML através da leitura de uma microplaca
vazia. Uma leitura superior a 50 URL indica que existe
uma ligeira fuga. Consultar o manual do utilizador
aplicével do instrumento DML para obter instrugdes ou

contactar a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Consultar “Verificacdo de contaminagcdo do DR2”, pdg.
139.

Consultar “Verificacdo da contaminacdo do aparelho de

lavagem e/ou origem da dgua”, pdg. 139.

Consultar “Verificagdo da contaminagdo do aparelho de

lavagem e/ou origem da dgua”, pdg. 139.

Lavar minuciosamente os pogos da microplaca de captura
com tampdo de lavagem 6 vezes, enchendo os pocos até
transbordar ou utilizando o Automated Plate Washer.
Nao deverd ficar visivel qualquer residuo de liquido cor-
de-rosa nos pocos da microplaca apés a lavagem.
Consultar o manual do utilizador do Automated Plate
Woashe (Automated Plate Washer User Manual) para
obter instrugdes sobre como testar quanto & presenca de

contaminagdo ou avaria.

Certificar-se de que todas as superficies de trabalho estdo
limpas e secas. Ter cuidado durante a utilizagdo de DR1.

Evitar aerossdis.

Néo voltar a secar com lencos Kimtowels ou toalhetes de
papel com libertagdo reduzida de pelo equivalentes

anteriormente usados.
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Comentdrios e sugestoes

secar a solucdo de

hibridizagdo

Utilizacdo de toalhetes de

secagem incorretos

Utilizar lengos Kimtowels ou toalhetes de papel com

libertagdo reduzida de pelo equivalentes para a secagem.

Razées de PC/NC baixas ou elevado nimero de amosiras baixo positivas com razées

<2,0 (>20%). O teste podera falhar na validagdo do ensaio.

a)

b)

<)

d)

e)

Preparagdo  inadequada

da amostra

Mistura  para  sonda
inadequadamente

misturada ou mistura para
sonda adicionada em

quantidade insuficiente

Volume inadequado de
mistora  para  sonda
adicionado @ cada
microtubo de hibridizacdo

ou pogo da microplaca

Perda de atividade do DR1

Captura insuficiente

Adicionar o volume correto de DNR e misturar
cuidadosamente por agitagdo em vértex. Para evitar
resultados falso-positivos, certificarse de que o liquido

lava toda a superficie interna do tubo.

Para amostras em PreservCyt, certificarse de que ¢é
concluida a mistura e ressuspensdo adequadas do pellet

de células antes da incubagdo para desnaturagéo.

Deverd ser observada uma alteracdo de cor distinta de
plrpura claro para escuro. Incubar durante 45 = 5
minutos a 65 = 2 °C.

Preparar a mistura para sonda conforme descrito.
Misturar minuciosamente por agitacdo em  vdrtex,
garantido que é produzido um vértice visivel. E necessdrio
adicionar mistura para sonda aos tubos com uma pipeta
de deslocamento positivo para garantir uma distribuicdo

adequada.

Certificarse de que o pipetador de 8 canais estd a
distribuir de modo preciso antes de adicionar mistura
para sonda. Adicionar 25 pl de mistura para sonda a
cada microtubo ou poco da microplaca que contém
calibradores desnaturados, controlos de qualidade e
amostras. A alteragdo de cor deverd ser de purpura
escuro para amarelo apés a adicdo e mistura minuciosa.
As amostras em PreservCyt deverdo mudar de cor para

cor-de-rosa em vez de amarelo.

Guardar DR1 a 2-8°C. Usar anfes da data de
expiracdo.

O procedimento de captura deve ser realizado utilizando

um conjunto Rotary Shaker | a 1100 100 rpm. Validar a
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Comentdrios e sugestoes

f)

gl

Lavagem inadequada

Tampdo de  lavagem

contaminado

velocidade do agitador através de calibracéo.

Lavar minuciosamente os pogos da microplaca com
tampdo de lavagem 6 vezes, enchendo os pogos até

transbordar ou utilizando o Automated Plate Washer.

Consultar “Verificagdo da contaminagdo do aparelho de

lavagem e/ou origem da dgua”, pdg. 139.

Séries de amostras positivas com valores URL aproximadamente iguais.

a)

b)

Contaminagdo dos pogos
da microplaca durante o

teste

Contaminagdo do DR2

Avaria do Automated Plate
Washer

CVs amplos entre réplicas.

a)

b)

<)

Pipetagem inadequada

Mistura insuficiente

Transferéncia  incompleta
de liquido dos microtubos
de hibridizacdo ou dos
pogos da microplaca de
hibridizagdo  para  os

pogos da microplaca de

Cobrir a microplaca de captura durante todas as
incubagdes. Evitar expor os tubos a contaminagdo por
aerossdis durante o ensaio. Use luvas descartdveis isentas

de pé durante manipulagdes.

Certificar-se de que o stock ndo é contaminado durante a
pipetagem de DR2 para os pogos da microplaca de
captura. Evitar a contaminagdo do DR2 por aerosséis de

DR1 ou de poeira do laboratério, efc.

Consultar “Verificacdo da contaminacdo do aparelho de
lavagem e/ou origem da &gua”, pdgina 139 ou consultar
o manual do utilizador do Automated Plate Washer
(Automated Plate  Washer User Manual) para obter
instrucdes sobre como testar quanto & presenca de

contaminagdo ou avaria.

Verificar a pipeta para garantir que estdo a ser
distribuidos volume reprodutiveis. Calibrar as pipetas por

rotina.

Misturar minuciosamente em todos os passos. Agitar num
vértex antes e depois da incubagdo para desnaturagdo e
apés a adicdo de mistura para sonda. Certificar-se de

que é produzido um vértice visivel.

Certificar-se de que s&o transferidos volumes reprodutiveis
durante o fase de transferéncia da microplaca de

hibridizagdo para os pogos da microplaca de captura.
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Comentdrios e sugestoes

d)

captura
Condi¢des de lavagem

inadequadas

Contaminagdo dos pogos

da microplaca com DR1

Lavar minuciosamente os pogos da microplaca com
tampdo de lavagem 6 vezes, enchendo os pogos até

transbordar ou utilizando o Automated Plate Washer.

Certificar-se de que todas as superficies de trabalho estdo
limpas e secas. Ter cuidado durante a utilizagdo de DR1.

Evitar aerossdis.

Resultados falso-positivos obtidos a partir de amostras reconhecidamente negativas.

a)

b)

<)

d)

Contaminagdo do DR2

Contaminagdo dos pogos

da microplaca com DR1

Utilizar a mesma drea dos
lencos Kimtowels ou
toalhetes de papel com
libertacdo reduzida de
pelo equivalentes em

varias filas

Preparagdo inadequada

da amostra

Certificar-se de que ndo ocorre contaminagdo cruzada de
amostras & medida que divide o DR2 em aliquotas entre
amostras. Se se utilizar apenas parte de um kit, dividir o
volume necessdrio para esse teste em aliquotas para um
reservatério de reagente descartdvel limpo antes de

encher a pipeta.

Lavar minuciosamente os pogos da microplaca com
tampdo de lavagem 6 vezes, enchendo os pogos até
transbordar ou utilizando o Automated Plate Washer.
Nao deverd ficar visivel qualquer residuo de liquido cor-

de-rosa nos pogos da microplaca apés a lavagem.

Néao secar numa drea que j& tenha sido anteriormente

usada.

Adicionar o volume correto de DNR e misturar
cuidadosamente por agitagdo em vértex. Para evitar
resultados falso-positivos, certificarse de que o liquido

lava toda a superficie interna do tubo.

Para a preparagdo manual de amostras em PreservCyt,

assegurar que é concluida a mistura e ressuspensdo

adequadas do pellet de células antes da incubagdo para
desnaturagdo. Consultar as instrucdes de utilizacdo do kit

digene HC2 Sample Conversion.
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Comentdrios e sugestoes

f)

Condicdes de lavagem

inadequadas

Contaminagdo da ponta
da pipeta com material
ndo desnaturado durante a
transferéncia de amostras
desnaturadas para o
microtubo de hibridizacdo
ou para o poco da
microplaca de

hibridizacdo

Deverd ser observada uma alteracdo de cor distinta de
plrpura claro para escuro. Incubar durante 45 = 5
minutos a 65 = 2 °C. Para a preparagdo manual de
amostras em SurePath, assegurar que as amostras sdo
incubadas durante 90 + 5 minutos a 65 + 2 °C.

Lavar minuciosamente os pogos da microplaca com
tampdo de lavagem 6 vezes, enchendo os pogos até

transbordar ou utilizando o Automated Plate Washer.

O passo de desnaturacdo do procedimento de
processamento de amostras deverd ser levado a cabo
como indicado nestas instrugdes de utilizacdo. A agitagdo
em voértex, inversdo do tubo e agitacdo incorretas podem
resultar na desnaturacdo incompleta de hibridos de
ARN/ADN endégenos as amostras cervicais. Para
amostras em PreservCyt ou SurePath em particular, é
provavel que estes hibridos estejam presentes nas paredes
internas do tubo de desnaturacdo da amostra. Para evitar
carry-over deste material celular ndo desnaturado, a
ponta da pipeta ndo deve tocar nas partes laterais do
tubo de desnaturacdo da amostra durante a transferéncia
da amostra desnaturada  para o microtubo  de

hibridizacdo ou pogo da microplaca.

Valores URL para o calibrador negativo elevados (>200 URL). O resto do teste apresenta o

desempenho esperado.

a)

b)

O DR2 foi incubado a uma
temperatura superior a
20-25 °C.

O DR2 foi incubado
durante mais de 30

minutos.

O DR2 ou tampdo de
lavagem foi contaminado
com fosfatase alcalina ou
DRT.

Repetir o teste e certificar-se de que os passos de captura

e detecdo sdo incubados a 20-25 °C.

Ler a microplaca apés 15 minutos de incubagéo (e ndo

mais do que apds 30 minutos de incubagdo) a 20-25 °C.

Consultar “Verificacdo de contaminacdo do DR2”, pdgina
139, ou “Verificagdo da contaminagdo do aparelho de

lavagem e/ou origem da dgua”, pdgina 139.
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O teste falha na validacao. PCQ_C/ ch elevado.

Colocagao inversa de HRC Voltar a testar as amostras. Ler atentamente os rétulos nos
e QC2-HR frascos do calibrador e controlo de qualidade para evitar

inverter a colocagdo destes reagentes.
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Verificacdo de contaminacdo do DR2

1. Pipetar 75 pl do frasco de DR2 em aliquotas, residual ou original para um pogo da

microplaca de captura vazio.

Nota: Testar o DR2 em réplicas de 3 faculta uma avaliagdo ideal do desempenho.
2. Incubar a 20-25 °C durante 15 minutos. Evitar a luz direta do sol.
3. Medir a microplaca utilizando um instrumento DML.

O controlo DR2 deverd ser <50 URL.

Se os valores do DR2 foram <50 URL o DR2 pode ser utilizado para repetir o teste.

Verificagdo da contaminacdo do aparelho de lavagem e/ou origem da

dagua

1. os pogos 1-4. Pipetar 75 pl do DR2 em 4 pogos da microplaca de captura separados.
O pogo 1 serve como controlo DR2.
2. Pipetar 10 pl de tampdio de lavagem do frasco de lavagem para o pogo 2 da microplaca.

3. Permitir que o tampdo de lavagem flua através da tubagem do dispositivo de lavagem.

Pipetar 10 pl de tamp&o de lavagem do tubo para o pogo 3 da microplaca.

4.  Obter uma aliquota da dgua usada para preparar o tampdo de lavagem. Pipetar 10 pl da

dgua para o pogo 4 da microplaca.
5. Incubar a 20-25 °C durante 15 minutos. Evitar a luz direta do sol.
6.  Medir a microplaca utilizando um instrumento DML.

O controlo DR2 (pogo 1) deverd ser <50 URL.

Comparar o URL dos pogos 2, 3 e 4 com o URL de controlo do DR2. O URL individual para
os pogos 2, 3 e 4 ndo deve exceder 50 URL do URL de controlo do DR2.

Os valores que excedam 50 URL do controlo do DR2 indicam contaminag&o. Consultar
“Método de lavagem manual”, pagina é1, para obter instrugdes sobre como efetuar a

limpeza e manutencdo do aparelho de lavagem
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Verificacdo da contaminacdo do Automated Plate Washer

1. Rotular os pogos 1-5. Pipetar 75 pl do DR2 em 5 pogos da microplaca de captura
separados.

O pogo 1 serve como controlo DR2.

2. Pipetar 10 pl de tampdo de lavagem do frasco de lavagem do Plate Washer para o pogo 2
da microplaca.

3. Pipetar 10 pl do liquido de enxaguamento do frasco de enxaguamento do Plate Washer
para o pogo 3 da microplaca.

4.  Premir o botdo Prime (preparar) no teclado do Plate Washer, permitindo que o tampdo de
lavagem (Wash Buffer) flua através das linhas. Pipetar 10 pl de tampéo de lavagem (Wash
Buffer) da cavidade para o pogo 4 da microplaca.

5. Premir o botdo Rinse (enxaguar) no teclado do Plate Washer, permitindo que o liquido de
enxaguamento flua através das linhas. Pipetar 10 pl de tampdo de lavagem (Wash Buffer)
da cavidade para o pogo 5 da microplaca.

6. Cobrir e incubar 15 minutos a 20-25 °C. Evitar a luz direta do sol.

7. Medir a microplaca utilizando um instrumento DML.

O controlo DR2 (pogo 1) deverd ser <50 URL.

Comparar o URL dos pogos 2, 3, 4 e 5 com o URL de controlo do DR2. O URL individual
para os pogos 2, 3, 4 e 5 ndo deve exceder 50 URL do URL de controlo do DR2.
Os valores que excedam 50 URL do controlo do DR2 indicam contaminacéo do Plate

Washer.

Consultar o procedimento de descontaminagdo no manual do utilizador do Automated Plate
Washer (Automated Plate Washer User Manual).

digene HC2 High-Risk HPY DNA Test Instructions for Use  08/2015

140



Informacdes de contacto

Utilizar a folha de informagdes de contacto da QIAGEN fornecida no kit de teste para contactar

o seu representante local da QIAGEN.
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Marcas registadas: QIAGEN®, Sample to Insight®; digene®, Hybrid Capture®, QlAsymphony®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection);
CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG); Kimtowels®
(Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.); pGEM® (Promega Corp); PrepMate®, PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company); PreservCyf®,
ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR International, Inc.).

Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, quando ndo assinalados como tal, ndio devem ser considerados como ndo protegidos por lei.

Este produto e o respetivo método de utilizagéo estdo abrangidos por uma ou mais das seguintes patentes:

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

Patente nos E.U.A. do Hybrid Capture

6,228,578B1

Patentes nos E.U.A. de HPV

5,876,922 ¢ 5,952,487 5,958,674 5,981,173

© 2012-2015 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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