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NOTICE of CHANGE dated 14/11/2023
IMPORTANT COMMUNICATION FOR THE USERS OF PRODUCT:

«High Risk HPV ELITe Panel>
Ref. RTK402ING

This new revision of the Instruction for Use (IFU) contains the following changes:

- Updating of matrix description

Composition, use and performance of the product remain unchanged.

PLEASE NOTE

LA REVISIONE DI QUESTO IFU E’ COMPATIBILE ANCHE CON LA VERSIONE PRECEDENTE DEL KIT
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THE REVIEW OF THIS IFU IS ALSO COMPATIBLE WITH THE PREVIOUS VERSION OF THE KIT
CET IFU MIS A JOUR ANNULE ET REMPLACE ET EST PARFAITEMENT COMPATIBLE AVEC LA VERSION

PRECEDENTE DU KIT
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LA REVISION DE ESTE IFU ES COMPATIBLE TAMBIEN CON LA VERSION ANTERIOR DEL KIT

A REVISAO DO ESTE IFU ETAMBEM COMPATIVEL COM A VERSAO ANTERIOR DO KIT

DIESE FASSUNG DER GEBRAUCHSANLEITUNG IST KOMPATIBEL MIT DER VORHERIGEN VERSION DES
TESTKITS
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| USO PREVISTO

El producto «High Risk HPV ELITe Panel» es un ensayo cualitativo de amplificaciéon mdaltiple en
tiempo real de acidos nucleicos para la deteccion y la diferenciacion del ADN de 14 tipos de virus del
papiloma humano de alto riesgo en muestras de ADN extraidas de muestras cervicales recogidos en
medio UTM y células de especimenes cervicales recogidos en medio UTM.

El analisis identifica de forma expresa los tipos HPV16 y HPV18, al tiempo que detecta el resto de
tipos de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).

El producto se utiliza para el diagnéstico in vitro como ayuda en el diagndstico de infecciones por el
HPV, junto con los datos clinicos y los resultados de otras pruebas analiticas del paciente.
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| PRINCIPIO DEL ENSAYO |

El ensayo consiste en la realizacion de una reaccion de amplificacién multiple en tiempo real con un
termostato programable que se suministra con un sistema 6ptico de deteccion de fluorescencia (termociclador
de amplificacion en tiempo real).

En cada pocillo, se realizan distintas reacciones de amplificacion, comenzando con el ADN extraido
de cada muestra analizada, para amplificar las dianas de HPV de alto riesgo.

- HPV16 descubierto mediante una sonda especifica detectada por el instrumento en tiempo real en el
canal para FAM.

- HPV18 descubierto mediante una sonda especifica detectada por el instrumento en tiempo real en el
canal para JOE/HEX

- HPVde alto riesgo (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) descubierto mediante una sonda
especifica detectada por el instrumento en tiempo real en el canal para Texas rojo/Cal Fluor rojo 610.

El kit también amplifica un control interno endégeno basado en el gen ABL, detectado por el instrumento
en tiempo real en el canal para Cy5/Quasar 670.

EI ADN de la diana especifica se amplifica mediante cebadores directos e inversos y Taq polimerasa. En
la PCR en tiempo real, el producto amplificado se detecta mediante tinte fluorescente. El método se basa en
una sonda de DNA con un marcador fluorescente en un extremo y un inhibidor de fluorescencia en el extremo
opuesto de la sonda. La proximidad del marcador al inhibidor impide la deteccién de su fluorescencia; la
descomposicion de la sonda por la actividad exonucleasa 5' a 3' de la Taq polimerasa interrumpe la proximidad
marcador-inhibidor y permite asi una emision no inhibida de fluorescencia que puede detectarse.

La emisién de fluorescencia aumenta a medida que los productos especificos de la reaccion de
amplificacién aumentan y el instrumento la mide durante el procesamiento de la PCR en tiempo real.

El ensayo se ha validado con los sistemas descritos en el manual de uso.

DESCRIPCION DEL KIT

El producto «High Risk HPV ELITe Panel» incluye los siguientes componentes:

e HR-HPV Reaction Mix

Una mezcla de enzimas para una region especifica del virus del papiloma humano y solucién tampon,
dividida en alicuotas en tres probetas (tapdn amarillo). La mezcla incluye UNG (uracil N-glucosidasa) para
evitar la contaminacion por arrastre.

Cada probeta contiene 550 uL de solucién, suficiente para 32 analisis cuando se utiliza el «ELITe
InGenius» realizando 4 sesiones, o para 33 analisis cuando se utilizan otros sistemas.

e HR-HPV Probe Mix

Una mezcla con un cebador/una sonda especificos del virus del papiloma humano y solucién tampodn,
dividida en alicuotas en tres probetas (tapdn rojo).

Cada probeta contiene 320 pL de solucion, suficiente para 32 analisis cuando se utiliza el ELITe InGenius
realizando 4 sesiones, o para 33 analisis cuando se utilizan otros sistemas.

¢ HR-HPV Positive Control

Solucién de plasmidos del HPV en una solucion estabilizadora, dividida en alicuotas en dos probetas
(tapon azul).

Cada probeta contiene 100 pL de solucion, suficiente para 4 sesiones (modo de procesamiento

«Extract + PCR») cuando se utiliza el «kELITe InGenius», o para 10 sesiones cuando se utilizan otros
sistemas validados.

El producto permite efectuar 96 analisis cuando se utiliza el «ELITe InGenius», incluidos los controles.

El producto es suficiente para 100 analisis cuando se utilizan otros sistemas, incluidos los
controles.
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| MATERIAL PROPORCIONADO CON EL KIT |

Componente Descripcion Cantidad Clasificacion de peligros
HR-HPV Reaction Mix ’;’:;Z:"‘a :;:’,;th?_ag 3% 550 L
HR-HPV Probe Mix Mezc'at‘iigﬁb;gg'oy sonda 3%320 uL
HR-HPV Positive Control P'QST;‘;?"":?U‘I’_“"‘”BS 2%100 pL

| MATERIAL NECESARIO NO PROPORCIONADO CON EL KIT |

- Campana de flujo laminar.

- Guantes sin talco desechables de nitrilo o de otro material similar.

- Agitadora vorticial.

- Microcentrifugadora de mesa (12.000—14.000 rpm).

- Micropipetas y puntas estériles con filtro para aerosoles o puntas estériles de desplazamiento
positivo (2-20 pL, 5-50 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL).

- Agua de calidad para biologia molecular.

- Probeta Sarstedt de 2,0 mL con tapén roscado bordeado (n. de referencia de Sarstedt
72.694.005).

- Termociclador programable con sistema 6ptico de detecciéon de fluorescencia, instrumento de
PCR en tiempo real 7500, 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems Inc.) o sistema de
deteccion de PCR en tiempo real CFX96™ para diagnostico in vitro (Bio-Rad Laboratories, Inc.),
calibrados conforme a las instrucciones del fabricante.

OTROS PRODUCTOS NECESARIOS |

Los reactivos para la extraccion del ADN de las muestras que van a analizarse y los consumibles no
estan incluidos en el volumen de suministro de este producto.

Para la extracciéon automatica del ADN, la PCR en tiempo real y la interpretacion de los resultados de
las muestras, es necesario utilizar el instrumento «ELITe InGenius» (ELITechGroup S.p.A., ref. INT030) y los
siguientes protocolos de ensayo especificos (ELITechGroup S.p.A).

- parametros para el control positivo de amplificacion «<HR-HPV ELITe_PC»,
- parametros para el control negativo de amplificacion «<HR-HPV ELITe_NC»,
- parametros para las muestras de los exudados que van a analizarse «<HR-HPV ELITe_CS_200_100».

Con el instrumento «ELITe InGenius», es necesario utilizar los siguientes productos genéricos:

- cartuchos de extraccion «ELITe InGenius® SP 200» (ELITechGroup S.p.A., ref. INT032SP200),

- consumibles para extraccion «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set» (ELITechGroup S.p.A,
ref. INTO32CS),

- cartuchos de amplificacion «ELITe InGenius® PCR Cassette» (ELITechGroup S.p.A, ref. INTO35PCR),

- puntas «300 pL Filter tips Axygen» (Axygen BioScience Inc., CA, ref. TF-350-L-R-S),

- cajas «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, ref. F2102-000).

Para la extraccion manual de ADN de las muestras que van a analizarse, se recomienda utilizar el
producto comercializado QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania, cat. 51304) para la extraccion de ADN
de muestras celulares y no celulares.

Cuando se utiliza un 7500 o 7500 Fast Real-Time System, es preciso utilizar el producto genérico «Q
- PCR Microplates» (ELITechGroup S.p.A., ref. RTSACCO01), microplacas con pocillos de 0,2 mL y placas
de sellado adhesivas para la amplificaciéon en tiempo real o equivalente.

Cuando se utiliza un CFX96™ Dx System, es preciso utilizar los productos genéricos microplacas
«Hard-Shell 96-Well PCR Plates, low profile, thin wall, skirted, white/clear» (Bio-Rad, ref HSP9601),
y las placas de sellado adhesivas para la amplificacién en tiempo real «MICROSEAL B ADHES
SEAL,100/PK» (Bio-Rad, ref MSB1001), o equivalente.
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| ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES |

Este producto esta disefiado para su uso exclusivo in vitro.

Advertencias y precauciones generales

Manipular y eliminar todas las muestras biolégicas como si fueran potencialmente infecciosas. Evitar
el contacto directo con las muestras biolégicas. No derramar ni rociar ningun producto. Los materiales que
entran en contacto con las muestras biolégicas deben tratarse durante al menos 30 minutos con hipoclorito
de sodio al 3 %, o tratarse en autoclave durante una hora a 121°C antes de su eliminacion.

Manipular y eliminar todos los reactivos y materiales utilizados para realizar el ensayo como si fueran
potencialmente infecciosos. Evitar el contacto directo con los reactivos. No derramar ni rociar ningiin producto.
Los residuos deben tratarse y eliminarse conforme a las normas de seguridad aplicables. EI material
desechable combustible debe incinerarse. Los residuos liquidos que contienen acidos o bases deben
neutralizarse antes de eliminarlos.

Usar ropa de proteccion y guantes adecuados y protegerse los ojos y la cara.

No pipetear ninguna solucién con la boca.

No comer, beber, fumar ni aplicarse cosméticos en el area de trabajo.

Lavarse bien las manos después de manipular muestras y reactivos.

Eliminar los reactivos sobrantes y los residuos conforme a las normas vigentes.

Antes de realizar el ensayo, leer atentamente todas las instrucciones proporcionadas con el producto.

Para realizar el ensayo, seguir las instrucciones proporcionadas con el producto.

No utilizar el producto después de la fecha de caducidad indicada.

Utilizar anicamente los reactivos incluidos en el volumen de suministro del producto y los

recomendados por el fabricante.

No utilizar reactivos procedentes de lotes diferentes.

No utilizar reactivos de otros fabricantes.

Advertencias y precauciones para los procedimientos de biologia molecular

Con el fin de evitar el riesgo de resultados incorrectos, sobre todo debido a la degradacién de los
acidos nucleicos de las muestras o a la contaminacién de estas con productos de amplificacion, para los
procedimientos de biologia molecular, como la extraccién, la amplificacion y la deteccidn de acidos nucleicos,
el proceso debe correr a cargo de personal debidamente formado y cualificado.

Cuando la sesion de amplificacion se configura manualmente, es necesario disponer de areas
independientes para la extraccidon/preparaciéon de las reacciones de amplificacion y para la
amplificacion/deteccion de los productos de amplificacion. No introducir nunca un producto de amplificacion
en el area asignada a la extraccion/preparacion de las reacciones de amplificacion.

Cuando la sesién de amplificacion se configura manualmente, es necesario disponer de batas de
laboratorio, guantes y herramientas que se empleen exclusivamente para la extraccién/preparacion de las
reacciones de amplificaciéon y para la amplificacion/deteccion de los productos de amplificacion. No llevar
nunca batas de laboratorio, guantes ni herramientas del area asignada a la amplificacién/detecciéon de
productos de amplificacién al area asignada a la extraccién/preparacion de las reacciones de amplificacion.

Cuando la sesion de extraccién/amplificacion se configura con el instrumento integrado, es necesario
utilizar batas, guantes e instrumentos expresamente destinados a la operacién de que se trate.

Las muestras deben usarse exclusivamente para este tipo de andlisis. Las muestras deben
manipularse bajo una campana de flujo laminar. No abrir al mismo tiempo probetas que contengan muestras
diferentes. Las pipetas utilizadas para manipular las muestras deben destinarse exclusivamente a dicho
propdsito. Las pipetas deben ser del tipo de desplazamiento positivo o utilizarse con puntas con filtro para
aerosoles. Las puntas utilizadas deben ser estériles y no deben contener desoxirribonucleasas ni
ribonucleasas, ni tampoco ADN ni ARN.

Los reactivos deben manipularse bajo una campana de flujo laminar. Los reactivos necesarios para
la amplificacién deben prepararse de forma que puedan utilizarse en una sola sesion. Las pipetas utilizadas
para manipular los reactivos deben destinarse exclusivamente a dicho propésito. Las pipetas deben ser del
tipo de desplazamiento positivo o utilizarse con puntas con filtro para aerosoles. Las puntas utilizadas deben
ser estériles y no deben contener desoxirribonucleasas ni ribonucleasas, ni tampoco ADN ni ARN.

Los productos de amplificacion deben manipularse reduciendo en la medida de lo posible la dispersion
en el entorno para evitar el riesgo de contaminacion. Las pipetas utilizadas para manipular los productos de
amplificacién deben destinarse exclusivamente a dicho propésito.

Los cartuchos de PCR deben manipularse evitando en lo posible la dispersiéon del producto de
amplificacién en el entorno para que las muestras y los reactivos no se contaminen.
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Advertencias y precauciones especificas de los componentes

e HR-HPV Reaction Mix

La HR-HPV Reaction Mix debe conservarse a -20 °C.

La HR-HPV Reaction Mix puede congelarse y descongelarse un maximo de 10 veces: mas ciclos de
congelacion y descongelacion pueden reducir el rendimiento del producto.

e HR-HPV Probe Mix

La HR-HPV Probe Mix debe conservarse a -20 °C en un lugar protegido de la luz.

La HR-HPV Probe Mix puede congelarse y descongelarse un maximo de 10 veces: mas ciclos de
congelacion y descongelaciéon pueden reducir el rendimiento del producto.

e HR-HPV Positive Control

El HR-HPV Positive Control debe conservarse a -20 °C.

El HR-HPV Positive Control puede congelarse y descongelarse un maximo de 10 veces: mas ciclos de
congelacion y descongelacion pueden reducir el rendimiento del producto.

| ELITe InGenius® |

| MUESTRAS Y CONTROLES |

Muestras
Este producto debe utilizarse con las siguientes muestras clinicas:

Muestras cervicales recogidos en un medio UTM

Las muestras cervicales para la extraccion del ADN deben recogerse en un medio UTM e identificarse
de acuerdo con las directrices para laboratorios, asi como transportarse y conservarse a temperatura
ambiente (de +18°C a +25°C), o refrigerarse de +2°C a +8°C durante un maximo de dos dias.

Las muestras cervicales pueden congelarse y conservarse a -20°C durante un maximo dos meses, o
a -70°C hasta dos afios. Evitar ciclos repetidos de congelacion y descongelacion. La congelacion puede dar
lugar a la precipitacion del inhibidor, asi como a una lisis celular y a la degradacién del acido nucleico
patoégeno.

Para el andlisis con este producto, transferir 0,2 mL de muestra resuspendida a la « Sonication tube »
incluida en el volumen de suministro del producto «ELITe InGenius SP 200 Consumable Set».

Sustancias interferentes

Los datos disponibles relativos a la inhibicion causada por medicamentos y otras sustancias se
incluyen en la seccion «Sustancias interferentes» del capitulo «Caracteristicas de rendimiento».

Controles de amplificacion

Antes de analizar una muestra, es indispensable preparar y aprobar los controles de amplificacion
correspondientes para el lote de reactivos de amplificacion que se desea utilizar en el analisis:

- Como control positivo, utilizar el reactivo de HR-HPV Positive Control (incluido en el volumen de

suministro de este kit) junto con el protocolo HR-HPV ELITe_PC.

- Como control negativo de amplificacion, utilizar agua de calidad para biologia molecular (no incluida

en el volumen de suministro del kit) junto con los protocolos HR-HPV ELITe_NC.

Nota: El sistema ELITe InGenius requiere resultados aprobados y validos de los controles de amplificaciéon
para cada lote de reactivos de amplificacién guardado en su base de datos.
Los resultados de los controles de amplificaciéon, aprobados y guardados en la base de datos, caducan
después de 15 dias. Al llegar la fecha de caducidad, es necesario volver a procesar los controles positivo y
negativo con el lote de reactivos de amplificacion utilizado.
Ademas, los controles de amplificaciéon también deben volver a procesarse en los siguientes casos:
- Se utiliza un nuevo lote de reactivos de amplificacion.
- Los resultados de los andlisis de control (consultar el apartado siguiente) se encuentran fuera de las
especificaciones.
- Se realiza una operacion importante de mantenimiento en el instrumento ELITe InGenius.

Controles de calidad

Se recomienda validar periédicamente todo el procedimiento de extraccion y amplificacion. Se pueden
utilizar muestras ya analizadas o material de referencia certificado.
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| PROCEDIMIENTO |

El procedimiento para utilizar el producto «High Risk HPV ELITe Panel» con el sistema ELITe
InGenius comprende tres pasos:

- Verificacion de la disponibilidad del sistema.

- Configuracion de la sesion.

- Revision y aprobacion de los resultados

Verificacion de la disponibilidad del sistema

Antes de iniciar la sesién, es necesario realizar las siguientes tareas siguiendo las indicaciones de la
documentacién del instrumento:

- Encender el instrumento ELITe InGenius y seleccionar el modo de inicio de sesiéon «CLOSED».

- Comprobar que los controles de amplificacion (controles, HR-HPV Positive Control y Negative

Control) se han procesado con el lote de reactivos de amplificacién pertinente y que los resultados se

han aprobado y son vélidos (estado). Si no se dispone de resultados aprobados o validos de los

controles de amplificacién, es necesario generarlos tal como se indica en los siguientes apartados.

- Seleccionar el tipo de sesién siguiendo las instrucciones de la interfaz de usuario para configurar la

sesion y utilizando los protocolos de ensayo proporcionados por ELITechGroup S.p.A. Estos

protocolos para diagnoéstico in vitro se han validado de forma expresa con kits ELITe, el instrumento

ELITe InGenius y la matriz mencionada.

En la siguiente tabla, se describe el protocolo de ensayo disponible para el andlisis de muestras con
el producto «High Risk HPV ELITe Panel»:

Protocolo de ensayo para el producto «High Risk HPV ELITe Panel»
Nombre Matriz Informe Caracteristicas
Volumen de entrada de extraccién: 200 pL
Volumen del eluido de extraccién 100 pL
Control interno: NO
Muestras Positivo/ | Ultrasonidos: NO
cervicales Negativo | Factor de dilucion: 1
Volumen de la mezcla de PCR: 20 pL
Volumen de entrada de PCR de la
muestra: 5 L

HR-HPV ELITe_CS_200_100

Si el protocolo de ensayo deseado no esta cargado en el sistema, contactar con el servicio de atencién
al cliente de ELITechGroup mas cercano.

Configuracion de la sesion

El producto «High Risk HPV ELITe Panel» puede utilizarse con el sistema ELITe InGenius para
realizar las siguientes tareas:
A. Sesion integrada (modo de procesamiento «Extract + PCR»).
B. Sesion de amplificaciéon (modo de procesamiento «PCR Only»).
C. Sesion de amplificacién para el control positivo y el control negativo (modo de procesamiento
«PCR Only»).

Todos los parametros necesarios para la sesién estan incluidos en el protocolo de ensayo disponible
en el instrumento y se abren automaticamente al seleccionar el protocolo de ensayo.

Nota: El sistema ELITe InGenius puede conectarse al sistema de informacion de ubicaciones (LIS, «Location
Information Server»), que permite cargar la informacién de la sesién de trabajo. Para obtener mas informacion,
consultar el manual de instrucciones del instrumento.

A continuacion, se describen los pasos principales para configurar los tres tipos de sesion.
A. Sesion integrada
Antes de comenzar la sesion, es importante realizar las siguientes operaciones:

1. En caso necesario, descongelar a temperatura ambiente (de +18°C a +25°C) las probetas que
contienen las muestras que van a analizarse y manipularlas de acuerdo con las directrices para
laboratorios y conforme a las indicaciones de la seccion «Muestras y controles»

2. Descongelar a temperatura ambiente (de +18°C a +25°C) las probetas de la mezcla de reaccion del
HPV de alto riesgo (tapén amarillo) necesarias para la sesion, recordando que el contenido de cada
una de ellas es suficiente para 32 reacciones. Mezclar suavemente, centrifugar el contenido durante
5 segundos y analizarlo de inmediato.
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3. Descongelar a temperatura ambiente (de +18°C a +25°C) las probetas de la mezcla de sondas del
HPV de alto riesgo (tapdn rojo) que se necesitan para la sesién, recordando que el contenido de cada
una de ellas es suficiente para 32reacciones. Mezclar suavemente, centrifugar el contenido durante
5 segundos y analizarlo de inmediato.

Nota: Descongelar la mezcla de sondas de HPV de alto riego en un lugar oscuro, pues el reactivo es
sensible a la luz.

4. Preparar una probeta de 2 mL con tapon roscado (n. de referencia de Sarstedt 72.694.005, no incluido
en el volumen de suministro del kit) para la mezcla completa de reaccién de PCR del HPV de alto
riesgo y etiquetarla de forma identificable con un rotulador permanente,

5. Calcular los volimenes de los dos componentes incluidos en el kit que se necesitan para la
preparacion de la mezcla completa de reaccion de PCR del HPV de alto riesgo en funcién del nimero
de muestras que van a analizarse, tal como se describe en la siguiente tabla.

Nota: Para calcular los volimenes de los dos componentes, es necesario definir el nimero de muestras (N)
que van a analizarse en la sesion y seguir las indicaciones de la tabla siguiente.

Numero de muestra (N) HR-HPV Reaction Mix HR-HPV Probe Mix
1sN <4 (N+1)x12,5uL (N+1)x7,5pL
5<N <8 (N++2)x 12,5 L (N++2)x7,5 L
9 <N <12 (N++3)x 12,5l (N++3)x7,5pL

6. Preparar la mezcla completa de reaccion de PCR del HPV de alto riesgo afadiendo a la probeta
dedicada de 2 mL los volumenes calculados de los dos componentes.

Nota: Preparar la mezcla completa de reaccion inmediatamente antes de cargarla en el instrumento.

Nota: La mezcla completa de reacciéon no puede conservarse; permanece estable durante dos sesiones
consecutivas (el mismo dia de la reconstitucién de la mezcla de reaccion) si se carga en el instrumento (area
de inventario), pero es importante mezclarla entre una sesién y otra.

Nota: Para evitar desperdiciar material y para obtener volimenes exactos, no sumergir la punta entera en el
liquido al pipetearlo; el pipeteo debe realizarse muy lentamente para evitar la formacién de burbujas de aire.
Frotar la punta contra el borde del recipiente para eliminar el exceso de liquido que hay en el exterior de la
punta antes de su distribucion. Asegurarse de cambiar las puntas después de cada paso de pipeteo.

7. Mezclar suavemente, centrifugar la probeta durante 5 segundos para llevar el contenido al fondo y
conservarlo en hielo.

Para configurar una sesién integrada con la extraccion y amplificacion de la muestra, seguir las instrucciones
de la interfaz de usuario que se indican a continuacion:

8. Seleccionar «Perform Run» en la pantalla «<Home».

9. Asegurarse de que el volumen de entrada de extraccion («Extraction Input Volume») sea de 200 pL
y el volumen de eluido extraido («Extracted Eluate Volume»), de 100 pL.

10. Para cada pista deseada, rellenar el ID de la muestra («SamplelD» o SID) escribiendo o escaneando
el cédigo de barras de la muestra.

11. En la columna «Assay», seleccionar el protocolo de ensayo que se desea utilizar (p.ej., HR-HPV
ELITe_CS_200_100).

12. Asegurarse de que el protocolo que se muestra sea «Extract + PCR».

13. En la columna «Sample Position», seleccionar la posicion de carga de la muestra y elegir «Sonication
Tubex. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

14. Cargar la mezcla de PCR del HPV de alto riesgo en el bloque de inventario seleccionado siguiendo
las instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

15. Cargar y revisar las gradillas de puntas en el area de inventario seleccionada siguiendo las
instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracién.

16. Cargar los cartuchos de PCR, asi como los cartuchos de extraccion «ELITe InGenius SP 200», todos
los consumibles necesarios y las muestras que deben extraerse, siguiendo las instrucciones de la
interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracién.

17. Cerrar la puerta del instrumento.

18. Presionar «Start» para iniciar la sesion.
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Una vez finalizado el proceso, el sistema ELITe InGenius permite mostrar, aprobar y guardar los
resultados, asi como imprimir y guardar el informe.

Nota: Al finalizar la sesion, la muestra extraida que queda en la probeta de elucion debe extraerse del
instrumento, taparse, identificarse y conservarse a -20°C. Evitar derramar la muestra extraida.

Nota: Al finalizar la sesién, los cartuchos de PCR que contienen los productos de reaccion y los consumibles
deben extraerse del instrumento y eliminarse sin contaminar el medio ambiente. Evitar derramar los productos
de reaccion.

B. Serie de amplificacion

1. Descongelar a temperatura ambiente (de +18°C a +25°C) las probetas que contienen las muestras
extraidas. Mezclar suavemente, centrifugar las probetas durante 5 segundos para llevar el contenido
al fondo y conservarlos en hielo,

2. Preparar una cantidad suficiente de la mezcla completa de reaccion de PCR del HPV de alto riesgo
para la sesion, tal como se describe en el apartado «A. Serie integrada» (del punto 2 al 7).

Para configurar una sesién de amplificacion a partir de los acidos nucleicos extraidos, seguir las instrucciones
de la interfaz de usuario que se indican a continuacion:

3. Seleccionar «Perform Run» en la pantalla «<Home».

4. Aunque no vaya a realizarse la extraccion, asegurarse de que «Extraction Input Volume» esté
configurado a 200 pL, y «Extracted Eluate Volume», a 100 pL.

5. Para cada pista deseada, rellenar el ID de la muestra escribiendo o escaneando el coédigo de barras
de la muestra.

6. En la columna «Assay», seleccionar el protocolo de ensayo que se desea utilizar (p.ej., HR-HPV
ELITe_CS_200_100).

En la columna «Protocol», seleccionar «PCR Only».

Asegurarse de que la posicion de carga de la muestra de la columna «Sample Position» sea «Elution
Tube (fila inferior)». Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

9. Cargar la mezcla de PCR del HPV de alto riesgo en el bloque de inventario seleccionado siguiendo
las instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

10. Cargar y revisar las gradillas de puntas en el area de inventario seleccionada siguiendo las
instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracién.

11. Cargar los cartuchos «PCR Cassette» y las muestras de los acidos nucleicos extraidos siguiendo las
instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracién.

12. Cerrar la puerta del instrumento.
13. Presionar «Start» para iniciar la sesion.

Una vez finalizado el proceso, el sistema ELITe InGenius permite mostrar, aprobar y guardar los
resultados, asi como imprimir y guardar el informe.

Nota: Al finalizar la sesién, la muestra extraida que queda en la probeta de eluciéon debe extraerse del
instrumento, taparse y conservarse a -20°C. Evitar derramar la muestra extraida.

Nota: Al finalizar la sesion, los cartuchos de PCR que contienen los productos de reaccion y los consumibles
deben extraerse del instrumento y eliminarse sin contaminar el medio ambiente. Evitar derramar los productos
de reaccion.
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C. Sesion de amplificacién para el control positivo y el control negativo

1. Preparar una cantidad suficiente de la mezcla completa de reaccién de PCR del HPV de alto riesgo
para la sesion, tal como se describe en el apartado «A. Serie integrada» (del punto 2 al 7).

2. Descongelar a temperatura ambiente (de +18°C a +25°C) las probetas que contienen el control
positivo del HPV de alto riesgo. Mezclar en la agitadora vorticial durante 10 segundos, centrifugar las
probetas durante 5 segundos para llevar el contenido al fondo y conservar en hielo.

3. Verter al menos 50 pL de agua de calidad para biologia molecular en una probeta de elucién incluida
en el volumen de suministro del conjunto de consumibles «ELITe InGenius SP 200».

Para configurar la sesion de amplificacién para el control positivo y el control negativo, seguir las
instrucciones de la interfaz de usuario que se indican a continuacion:

4. Seleccionar «Perform Run» en la pantalla «<Home».

5. Aunque no vaya a realizarse la extraccion, asegurarse de que «Extraction Input Volume» esté
configurado a 200 pL, y «Extracted Eluate Volume», a 100 pL.

6. En la pista deseada, seleccionar en la columna «Assay» el protocolo de ensayo que va a utilizarse.

7. Para el control positivo, seleccionar HR-HPV ELITe_PC en la columna «Assay» e introducir el
namero de lote y la fecha de caducidad del control positivo del HPV de alto riesgo.

8. Para el control negativo, seleccionar HR-HPV ELITe_NC en la columna «Assay» e introducir el
numero de lote y la fecha del agua de calidad para biologia molecular.

9. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

10. Cargar la mezcla de PCR del HPV de alto riesgo en el bloque de inventario seleccionado
siguiendo las instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la
configuracion.

11. Cargar y revisar las gradillas de puntas en el area de inventario seleccionada siguiendo las
instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la configuracion.

12. Cargar los cartuchos «PCR Cassette», la probeta de control positivo del HPV de alto riesgo y la
probeta con agua de calidad para biologia molecular (control negativo del HPV de alto riesgo),
siguiendo las instrucciones de la interfaz de usuario. Hacer clic en «Next» para continuar con la
configuracion.

13. Cerrar la puerta del instrumento.
14. Presionar «Start» para iniciar la sesion.

Una vez finalizado el proceso, el sistema ELITe InGenius permite mostrar, aprobar y guardar los
resultados, asi como imprimir y guardar el informe.

Nota: Al finalizar la sesién, el control positivo que queda debe extraerse del instrumento, taparse y
conservarse a -20°C. Evitar derramar el control positivo. El control negativo que queda debe eliminarse.

Nota: Al finalizar la sesion, los cartuchos de PCR que contienen los productos de reaccion y los consumibles
deben extraerse del instrumento y eliminarse sin contaminar el medio ambiente. Evitar derramar los productos
de reaccion.

Revisién y aprobacién de los resultados

Al finalizar la sesion, aparece automaticamente la pantalla «Results Display», en la que se muestran
los resultados de la muestra/de los controles y la informacion relativa a la sesién. En esta pantalla, es posible
aprobar el resultado, asi como imprimir o guardar los informes («Sample Report» o «Track Report»). Para
obtener mas informacién, consultar el manual de instrucciones del instrumento.

Nota: El sistema ELITe InGenius puede conectarse al sistema de informacién de laboratorios (LIS,
«Laboratory Information System»), que permite enviar los resultados de la sesion de trabajo al centro de datos
del laboratorio. Para obtener mas informacion, consultar el manual de instrucciones del instrumento.

El sistema ELITe InGenius genera los resultados con el producto «High Risk HPV ELITe Panel»
mediante el siguiente procedimiento:
A. Validacion de los resultados de los controles positivo y negativo de la amplificacion
B. Validacion de los resultados de las muestras
C. Elaboracién de los informes de resultados de las muestras
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A. Validacion de los resultados de los controles positivo y negativo de la amplificacion

El software del instrumento analiza automaticamente e interpreta las sefiales de fluorescencia
emitidas por las sondas de los genes diana («g16», «g18» y «HR») en las reacciones de amplificacion de los
controles positivo y negativo utilizando los parametros incluidos en los protocolos de ensayo «HR-HPV
ELITe_PC» y «HR-HPV ELITe_NC».

Los resultados de la amplificacion del control positivo y del control negativo, especificos del lote de
reactivos de amplificacion, se guardan en la base de datos («Controls»). El personal cualificado como
administrador («Administrator») o analista («Analyst») puede consultar dichos resultados y aprobarlos
siguiendo las instrucciones de la interfaz de usuario.

Los resultados de la amplificacion del control positivo y del control negativo, especificos del lote de
reactivos de amplificacion, caducan después de 15 dias.

El software del instrumento utiliza los resultados de las sesiones de amplificacion de los controles
positivo y negativo para configurar los graficos de control, lo que permite controlar el rendimiento del paso de
amplificacion. Para obtener mas informacion, consultar el manual de instrucciones del instrumento.

Nota: Si el resultado de los controles positivo o negativo de la amplificacién no cumple los criterios de
aceptacion, el instrumento muestra el mensaje «Failed» en la pantalla «Controls» y no es posible aprobarlo.
En este caso, es preciso repetir las reacciones de amplificacion de los controles positivo o negativo.

Nota: Si el control positivo o el control negativo se procesan junto con las muestras que van a analizarse y el
resultado no es valido, se invalida la sesion entera. En este caso, también es necesario repetir la amplificacion
de todas las muestras.

B. Validacion de los resultados de las muestras

El software del instrumento analiza automaticamente e interpreta las sefiales de fluorescencia
emitidas por las sondas de los genes diana («g16», «g18» y «HR») y por la sonda del control interno («IC»)
endogeno en las reacciones de amplificacion de la muestra utilizando los parametros incluidos en el protocolo
de ensayo HR-HPV ELITe_CS_200_100.

Nota: Antes de analizar una muestra, comprobar que los controles de amplificacion se han procesado con el
lote de reactivos de amplificacion pertinente y que los resultados se han aprobado y son validos. La
disponibilidad de los resultados del control de amplificacion «aprobados» (estado) se muestra en la ventana
«Controls» de la interfaz de usuario. Si no se dispone de resultados del control de amplificacion, es necesario
generarlos como se ha descrito anteriormente.

Los resultados se muestran en los informes generados por el instrumento («Result Display»).

La sesion de la muestra puede aprobarse cuando se cumplen las dos condiciones que se indican en
la siguiente tabla.

1) Control positivo Estado
Control positivo del HPV de alto riesgo APROBADO
2) Control negativo Estado
Control negativo del HPV de alto riesgo APROBADO

Para cada muestra, el sistema interpreta automaticamente el resultado del ensayo segun el algoritmo
del software ELITe® InGenius y los parametros del protocolo del ensayo.
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En la siguiente tabla se incluyen los posibles mensajes de los resultados. Para cada muestra, el
sistema muestra una combinacion de los siguientes mensajes y especifica si el ADN de los patégenos se ha
detectado o no.

Resultado de la sesion de la muestra Interpretacion
g16: DNA Detected Se ha detectado ADN de HPV16 en la muestra.
g18: DNA Detected Se ha detectado ADN de HPV18 en la muestra.
HR: DNA Detected Se ha detectado ADN de HPV de alto riesgo en la muestra.

No se ha detectado ADN de HPV16 en la muestra. La
g16: DNA Not Detected or below the LoD | muestra es negativa vdlida para este patégeno o su
concentracién es inferior al limite de deteccion del ensayo.

No se ha detectado ADN de HPV18 en la muestra. La
g18: DNA Not Detected or below the LoD | muestra es negativa vdlida para este patégeno o su
concentracién es inferior al limite de deteccion del ensayo.

No se ha detectado ADN de HPV de alto riesgo en la
HR: DNA Not Detected or below the LoD muestra. La muestra es negativa valida para este patégeno o
su concentracién es inferior al limite de deteccion del ensayo.
Resultado no valido del ensayo causado por un fallo del
control interno debido a una extraccion incorrecta, al arrastre
de inhibidores (o a un error de muestreo durante el uso del
control interno endégeno). Es necesario repetir el analisis.

Las muestras que el software ELITe InGenius notifica como «Invalid - Retest Sample» no son aptas para
la interpretacion de resultados. En este caso, el ADN del control interno no ha podido detectarse correctamente debido
a problemas ocurridos durante los pasos de amplificacion o extraccion (degradacion del ADN, reduccién del titulo de
ADN durante la extraccién o arrastre de inhibidores en el eluido), lo que puede dar lugar a resultados incorrectos.

Nota: Al utilizar el control interno enddgeno con las muestras cervicales, tener en cuenta que el nimero de
células en la muestra puede no ser suficiente debido a un muestreo incorrecto.

Si el volumen del eluido es suficiente, la muestra extraida puede volver a analizarse con una sesién
de amplificaciéon en el modo de procesamiento «PCR Only». Si se produce un segundo resultado no valido,
la muestra debe volver a analizarse a partir del paso de la extracciéon de una nueva alicuota en el modo de
procesamiento «Extract + PCR».

Las muestras notificadas como «g16 DNA Not Detected or below the LoD», «g18 DNA Not Detected or below
the LoD» o «HR-HPV DNA Not Detected or below the LoD» son aptas para el analisis, pero no ha sido posible detectar
el ADN de las dianas. En este caso, no puede descartarse que los ADN de las dianas estén presentes en una
concentracion inferior al limite de deteccién del ensayo (consultar el apartado «Caracteristicas de rendimiento»).

Invalid - Retest Sample.

Nota: Los resultados obtenidos con este ensayo deben interpretarse teniendo en cuenta todos los datos
clinicos y los resultados de otras pruebas analiticas del paciente.

Los resultados de la sesién de la muestra se guardan en la base de datos y, si son validos, pueden
ser aprobados («Result Display») por personal que tenga la cualificacién de administrador o analista y siga
las instrucciones de la interfaz de usuario. La ventana «Result Display» permite imprimir y guardar los
resultados de la sesion de la muestra como «Sample Report» y como «Track Report».

C. Elaboracion de los informes de resultados de las muestras
Los resultados de las muestras se guardan en la base de datos y pueden exportarse como «Sample
Report» y como «Track Report».
En «Sample Report», se muestran los detalles de una sesion de trabajo ordenados por la muestra
seleccionada (SID).
En «Track Report», se muestran los detalles de una sesioén de trabajo ordenados por la pista seleccionada.
El personal autorizado puede imprimir y firmar los informes «Sample Report» y «Track Report».
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| CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO |

Limite de deteccion (LoD)

La sensibilidad analitica de este ensayo, como limite de deteccion, permite detectar la presencia de
unas 10 copias en 5 pL de ADN afiadido a la reaccién de amplificacion.
La sensibilidad analitica de este ensayo, como limite de deteccion, se analizé utilizando ADN plasmidico
que contenia el producto de amplificacién a varias concentraciones.

Repetibilidad

La repetibilidad de este ensayo, como imprecisién dentro de una misma sesién, se analizé con el
sistema ELITe InGenius procesando 3 duplicados del control positivo, analizado a través del proceso de PCR
en la misma sesion (una sesidn/instrumento, con una muestra en tres duplicados/sesion). El analisis se realizo
en cuatro instrumentos distintos.

Los valores Ct de cada diana se utilizaron para calcular el %CV con el fin de evaluar la repetibilidad
como imprecision dentro de una misma sesion y entre sesiones.

En las siguientes tablas se incluye un resumen de los resultados.

Repetibilidad dentro de una misma sesién
g16 diana g18 diana HR diana

Muestra Sesion Ct o Ct o Ct o
medio DE | %CV medio DE %CV medio DE wCV

CP Instrumento 1 19,83 0,11 | 0,53 20,61 0,21 1,01 21,66 0,08 | 0,37
CP Instrumento 2 19,15 0,03 | 0,16 20,14 0,05 | 0,26 20,96 0,05| 0,23
CP Instrumento 3| 19,25 | 0,08 | 0,40 20,58 | 0,02 | 0,10 21,20 |0,05| 0,24
CP Instrumento 4| 20,02 0,13 | 0,63 21,72 0,23 | 1,04 22,26 0,18 | 0,81

La repetibilidad de este ensayo, como %CV dentro de una misma sesion, no superd el 2 % para todas
las dianas.

La repetibilidad de este ensayo, como imprecision entre sesiones, se analizé con el sistema ELITe
InGenius procesando 3 duplicados del control positivo, analizados a través de un proceso de PCR con el
mismo operador, el mismo lote de reactivos, el mismo instrumento, en el mismo entorno y en dos dias distintos
(1 sesion/dia cada 2 dias, con una muestra en tres duplicados/sesion). El analisis se realizd6 en dos
laboratorios distintos.

Los valores Ct de cada diana se utilizaron para calcular el %CV con el fin de evaluar la repetibilidad
como imprecisién dentro de una misma sesion y entre sesiones.

En las siguientes tablas se incluye un resumen de los resultados.

Repetibilidad entre sesiones
g16 diana g18 diana HR diana
Muestra | Sesion | o\ medio | DE | %CV mg;io DE | %CV | Ctmedio | DE | %CV
cP Sesion1+ | 1949 |038| 194 | 2038 |029| 143 | 2131 |039| 181
sesién 2
cP Sesion3+ | 1991 |022| 1,10 | 2156 |025| 115 | 2224 |020| 088
sesién 4

La repetibilidad de este ensayo, como %CV entre sesiones, no superd el 2 % para todas las dianas.

Reproducibilidad

La reproducibilidad de este ensayo, como variabilidad entre instrumentos, se analizé con el sistema
ELITe InGenius procesando 6 duplicados del control positivo, analizados a través de un proceso de PCR con el
mismo lote de reactivos, diferente operador, dos laboratorios distintos, en dias diferentes y con dos instrumentos
distintos. (2 sesiones/instrumento, para 2 instrumentos, con una muestra en 3 duplicados/sesién).

Los valores Ct de cada diana se utilizaron para calcular el %CV con el fin de evaluar la reproducibilidad
como imprecision entre instrumentos.

SCH mRTK402ING_es 14/11/2023 Revisién 05_Corr Pagina 12/25



High Risk HPV ELITe Panel
reactivos para la amplificacion de ADN en tiempo real RTK402ING

En las siguientes tablas se incluye un resumen de los resultados.

Reproducibilidad entre instrumentos

g16 diana g18 diana HR diana
Muestra
Y Ct medio | DE | %CV m:;io DE | %CV |Ctmedio | DE | %CV
cP 1985 | 017 | 0.84 | 20,99 |055| 262 | 2182 |033| 149

La reproducibilidad de este ensayo, como %CV entre instrumentos, no superd el 3 % para todas las dianas.

Especificidad diagnéstica: confirmacién de las muestras negativas

La especificidad diagndstica del ensayo, como confirmacién de las muestras clinicas negativas, se
evalud analizando lo siguiente:

- 143 muestras cervicouterinas que fueron negativas para el HPV16

- 151 muestras cervicouterinas que fueron negativas para el HPV18

- 92 muestras cervicouterinas que fueron negativas para el HPV de alto riesgo

Las muestras, analizadas previamente con un producto de amplificacion en tiempo real certificado por
el Ministerio de Seguridad de Alimentos y Medicamentos (MFDS) de Corea (OmniPlex-HPV, Genematrix,
Corea), se analizaron en el ensayo utilizando el sistema ELITe InGenius en el modo de procesamiento
«Extract + PCR».

Los resultados, después de una resolucion no valido y diferente del resto, se resumen en la siguiente tabla.

" . no
Muestras N positivas | negativas validas
Muestras cervicales negativas para el HPV16 143 0 143 0
Muestras cervicales negativas para el HPV18 151 0 151 0
Muestras cervicales negativas para el HPV de alto riesgo 92 1 91 0

En este andlisis, una muestra cervicouterina presenté un resultado positivo diferente del resto. Este
resultado pueden explicarse por el bajo titulo del patégeno que podia ser inferior al LoD del método de referencia.

En estos andlisis, la especificidad diagndstica del ensayo fue del 100 % en el caso del HPV16, del
100 % en el caso del HPV18 y del 98,9 % en el caso del HPV de alto riesgo.

El valor de corte del control interno Ct (IC Ct) se fija en 35 para cada matriz validada.

Sensibilidad diagnéstica: confirmacién de las muestras positivas

La sensibilidad diagnostica del ensayo, como confirmacion de las muestras clinicas positivas, se
evalué analizando lo siguiente:

- 29 muestras cervicouterinas que eran positivas para el HPV16

- 21 muestras cervicouterinas que eran positivas para el HPV18

- 76 muestras cervicouterinas que eran positivas para el HPV de alto riesgo

Las muestras, analizadas previamente con un producto de amplificacion en tiempo real certificado por
el Ministerio de Seguridad de Alimentos y Medicamentos (MFDS) de Corea (OmniPlex-HPV, Genematrix,
Corea), se analizaron en el ensayo utilizando el sistema ELITe InGenius en el modo de procesamiento
«Extract + PCR».

Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

. . no
Muestras N positivas | negativas validas
Muestras cervicales positivas para el HPV16 29 29 0 0
Muestras cervicales positivas para el HPV18 21 21 0 0
Muestras cervicales positivas para el HPV de alto riesgo 76 76 0 0

En estos analisis, la sensibilidad diagndstica del ensayo fue del 100 % para todas las dianas.
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7500, 7500 Fast Real-Time PCR System
CFX96™ Real-Time PCR Detection System-I1VD

| MUESTRAS Y CONTROLES |

Muestras
Este producto debe utilizarse con las siguientes muestras clinicas:

Muestras cervicales

Las muestras cervicales para la extraccion de ADN deben recogerse en medio UTM y las células de
las muestras cervicales recogidas en medio UTM e identificadas segun las directrices del laboratorio, deben
transportarse y almacenarse a temperatura ambiente (+18 / +25 °C) durante un maximo de dos diaso a +2 /
+8 °C durante un maximo de dos dias.

Las muestras cervicales pueden congelarse y conservarse a -20°C durante un maximo dos meses, o
a -70°C hasta dos afios. Evitar ciclos repetidos de congelacion y descongelacion. La congelacion puede dar
lugar a la precipitacion del inhibidor, asi como a una lisis celular y a la degradacién del acido nucleico
patégeno.

Nota: Cuando la extraccion del ADN de muestras cervicouterinas se realiza con el producto «QlAamp
DNA Mini Kit», deben seguirse las instrucciones de uso del manual.

Sustancias interferentes

Los datos disponibles relativos a la inhibicién causada por medicamentos y otras sustancias se
incluyen en la seccién «Sustancias interferentes» del capitulo «Caracteristicas de rendimiento».

Controles de amplificacion

Cada sesion de amplificacion debe validarse necesariamente con una reaccion de control negativo y
una de control positivo.

- Como control positivo, utilizar el reactivo de HR-HPV Positive Control (incluido en el volumen de

suministro de este kit) - Como control negativo de amplificacion, utilizar agua de calidad para biologia

molecular (no incluida en el volumen de suministro de este kit).

Controles de calidad

Se recomienda validar el procedimiento entero de analisis de cada sesién de extraccion y
amplificacién procesando una muestra con resultado negativo y una con resultado positivo o un material de
referencia calibrado.

PROCEDIMIENTO

Configuracion de la sesion de amplificacién en tiempo real
Debe realizarse en el area de amplificacién/deteccion de los productos de amplificacion.

Cuando se utiliza un instrumento de 7500 o 7500 Fast Real-Time PCR System, debe procederse tal como
se indica a continuacion.

Antes de iniciar la sesién, es necesario realizar las siguientes tareas siguiendo las indicaciones de la
documentacion del instrumento:

- Encender el termociclador de tiempo real, encender el ordenador y ejecutar el software dedicado.

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda g76 con el marcador «<FAM» y el

inhibidor «none» (no fluorescente) y asignarle el nombre «g16».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda g78 con el marcador «JOE» y el

inhibidor «none» (no fluorescente) y asignarle el nombre «g18».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda HR con el marcador «<FAM» y el

inhibidor «none» (no fluorescente) y asignarle el nombre «HR».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda del control interno con marcador

«Cy5» y el inhibidor «none» (no fluorescente) y asignarle el nombre «IC».
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Cuando se utiliza un CFX96™ Real-Time PCR Detection System—IVD, debe procederse tal como

se indica a continuacion.

Antes de iniciar la sesion, es necesario realizar las siguientes tareas siguiendo las indicaciones de la

documentacion del instrumento:

- Encender el termociclador de tiempo real, encender el ordenador y ejecutar el software dedicado.

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda g76 con el marcador «FAM» y
asignarle el nombre «g16».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda g78 con el marcador «HEX» y
asignarle el nombre «g18».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda HR con el marcador «Cal Fluor
610» y asignarle el nombre «HR».

- Configurar (administrador de detectores) el detector para la sonda del control interno con el marcador
«Quasar 670» y asignarle el nombre «IC».

Anadir esta informacion a la hoja de trabajo incluida al final de este manual o imprimir la configuracion

de la microplaca. La hoja de trabajo debe seguirse estrictamente al transferir la mezcla de reaccion y las
muestras a los pocillos.

En la figura siguiente se muestra la configuracion del analisis cualitativo de 12 muestras a partir de
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Leyenda: S1-S12: muestras que deben analizarse; C|
positivo de amplificacion.

: control negativo de amplificacion; CP: control

Siguiendo las indicaciones de la documentacion del instrumento, utilizar el software dedicado («Instrument >

Thermal Cycler Protocol > Thermal Profile») para definir los parametros del ciclo térmico:
- Afadir a la fase de amplificacion el paso de elongacion a 72°C (opcion «Add Step»).

Ciclo térmico
Fase Temperaturas Tiempo Ciclo
1 Reaccién UDG 50°C 2 min 1 ciclo
2 Desnaturalizacion previa 95°C 10 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 15s
3 Hibridacion 54°C 60s 45 ciclos
Extension 72°C 30s

configuracion del instrumento: para 7500, 7500 Fast-seleccione ON para la recogida de datos
para CFX-seleccione ‘Add plate Read Step’
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Configuracion de la amplificacion
Debe realizarse en el area de extracciéon/preparacion de la reaccion de amplificacion.

Antes iniciar la sesion, es necesario realizar la siguientes tareas:

- Tomar y descongelar las probetas que contienen las muestras que van a analizarse. Mezclar
suavemente, centrifugar el contenido durante 5 segundos y conservarlo en hielo.

- Tomar y descongelar las probetas de la HR-HPV Reaction Mix necesarias para la sesion,
recordando que cada una de ellas es suficiente para preparar 32 reacciones. Mezclar suavemente,
centrifugar el contenido durante 5 segundos y analizarlo de inmediato.

- Tomar y descongelar a temperatura ambiente las probetas de la HR-HPV Probe Mix necesarias para la
sesion, recordando que cada una de ellas es suficiente para preparar 32 reacciones. Mezclar suavemente,
centrifugar el contenido durante 5 segundos y analizarlo de inmediato.

- Tomar y descongelar a temperatura ambiente la probeta del HR-HPV Positive Control. Mezclar
suavemente, centrifugar el contenido durante 5 segundos y analizarlo de inmediato.

- Tomar la microplaca de amplificacién que se usara durante la sesion, manipulandola con guantes
sin talco y teniendo cuidado de no dafar los pocillos.
- Tomar la placa de sellado de amplificacion que se usara durante la sesién, manipulandola con
guantes sin talco y teniendo cuidado de no dafarla,
- Preparar una probeta de polipropileno con 2 mL de agua de calidad para biologia molecular (no
incluida en el volumen de suministro de este producto) para la HR-HPV PCR Mix y etiquetarla de forma
identificable con un rotulador permanente.
- Calcular los volimenes de los dos componentes incluidos en el kit que se necesitan para la
preparacion de la HR-HPV PCR Mix en funciéon del nimero de muestras que van a analizarse, tal como
se describe en la siguiente tabla.

Nota: Para calcular los volimenes de los dos componentes, es necesario definir el numero de

reacciones (N) de la sesién contando el nimero de muestras que van a analizarse, un control positivo

y un control negativo, mas al menos una reaccién como margen de seguridad.

Numero de muestra (N) HR-HPV Reaction Mix HR-HPV Probe Mix
N (N+1)x12,5uL (N+1)x7,5pL

- Preparar la HR-HPV PCR Mix afiadiendo a la probeta especifica los volimenes calculados de los dos
componentes.
- Mezclar pipeteando sin que se formen burbujas.

Configurar las reacciones tal como se describe a continuacion:

Pipetear con precision 20 pL de la HR-HPV PCR Mix en la parte inferior de los pocillos de la microplaca
de amplificacion, tal como se ha establecido anteriormente en la hoja de trabajo. Evitar la formacién
de burbujas.

Pipetear con precision, vertiendo en la mezcla de reaccion 5 pyL de extracto de ADN de la primera
muestra en el pocillo correspondiente de la microplaca de amplificacién, tal como se ha establecido
anteriormente en la hoja de trabajo. Mezclar bien la muestra pipeteando el ADN extraido tres veces en
la mezcla de reaccion. Evitar la formacién de burbujas. Proceder de la misma forma con otras muestras
del ADN extraido.

Pipetear con precision, vertiendo en la mezcla de reacciéon 5 pL de agua de calidad para biologia
molecular (no incluida en el volumen de suministro del producto) en el pocillo de la microplaca de
amplificacion del control negativo de amplificacion, tal como se ha establecido anteriormente en la hoja
de trabajo. Mezclar bien el control negativo pipeteando el agua de calidad para biologia molecular
tres veces en la mezcla de reaccion. Evitar la formacién de burbujas.

Pipetear con precision, vertiendo en la mezcla de reacciéon 5 pL de HR-HPV Positive Control en el
pocillo correspondiente de la microplaca de amplificacion, tal como se ha establecido anteriormente
en la hoja de trabajo. Mezclar bien el estandar pipeteando el HR-HPV Positive Control tres veces en
la mezcla de reaccion. Evitar la formacion de burbujas.

Sellar con precisién la microplaca de amplificacién con la placa de sellado de amplificacion.

Transferir la microplaca de amplificacion al termociclador en tiempo real en el area de
amplificacién/deteccion de productos de amplificacion e iniciar el ciclo térmico para la amplificacion
guardando la configuracion de la sesién con un nombre de archivo Unico e identificable.
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Nota: Al finalizar el ciclo térmico, la microplaca de amplificacion que contiene los productos de reaccién
debe extraerse del instrumento y eliminarse sin contaminar el medio ambiente. Para evitar un derrame de los
productos de reaccion, la placa de sellado de amplificacion no debe quitarse de la microplaca de
amplificacion.

La siguiente figura muestra de forma esquematica la configuracion de la reaccion de amplificacion.

1) Afadir 20 pL de
HR-HPV PCR Mix

2) Aiadir 5 uL de
muestras de ADN extraidas

|

W

3) Aiadir 5 uL de
control negativo

4) Aiadir 5 uL de los
dos controles positivos

B ) EN]] B

Andlisis cualitativo de los resultados

Los valores registrados de la fluorescencia emitida por las sondas especificas («g16», «g18», «<HR»)
y por la sonda especifica del control interno («IC») en las reacciones de amplificacion deben analizarse con
el software del instrumento.

Nota: Los andlisis de datos se realizan con el software del sistema del instrumento y conforme a las
instrucciones del fabricante.

Antes de iniciar la andlisis, establecer el umbral y el valor de referencia tal como se indica a
continuacion. Los valores de fluorescencia emitidos por las sondas especificas en la reaccién de amplificacion
y el valor umbral de fluorescencia permiten determinar el ciclo umbral (Ct), es decir, el ciclo en el que la
fluorescencia ha alcanzado el valor umbral.

Si se utiliza un 7500, 7500 Fast Real-Time System, tener en cuenta lo siguiente:

Valor de referencia
Diana Ajuste del umbral — n
Inicio Fin
HPV tipo 16 20.000 3 15
HPV tipo 18 20.000 3 15
HPV de alto riesgo 20.000 10 15
IC 10.000 3 15
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Cuando se utiliza un CFX96™ Real-Time PCR Detection System-IVD, tener en cuenta lo siguiente:

Valor de referencia
Diana Ajuste del umbral — -
Inicio Fin
HPV tipo 16 300 3 15
HPV tipo 18 300 3 15
HPV de alto riesgo 300 10 15
IC 100 3 15

Control positivo

En las reacciones de amplificacién del control positivo del HPV de alto riesgo, los valores de Ct se
utilizan para validar la amplificacién y la deteccion, tal como se describe en la siguiente tabla:

Reaccién HR-HPV Positive Control

Detector FAM «g16» Resultado del ensayo Amplificacién/deteccion
22+3 POSITIVO CORRECTA
e e Resultado del ensayo Amplificacion/deteccion

Detector JOE «g18»

22+3 POSITIVO CORRECTA

Reaccion HR-HPV Positive Control

Detector Texas rojo «HR» Resultado del ensayo Amplificacion/deteccion
22+3 POSITIVO CORRECTA
Reaccion HR-HPV Internal Control Yy 3 s
Detector Cy5 «HR» Resultado del ensayo Amplificacion/deteccion
*ND o N/A - CORRECTA

Si los resultados de la reaccién de amplificacién del Control Positivo los valores Ct exceden los
rangos estandar o Ct Indeterminado el ADN diana no se ha detectado correctamente.. Esto significa que
se han producido problemas durante los pasos de amplificacién o deteccion (distribucion incorrecta de la
mezcla de reaccion o de los controles positivos, degradacion de la mezcla de reaccién o de los controles
positivos, configuracion incorrecta de la posicién del control positivo, configuracién incorrecta del ciclo
térmico), lo que puede dar lugar a resultados incorrectos. La sesién no es valida y debe repetirse a partir del
paso de amplificacion.

Control negativo

En la reaccion de amplificacion del control negativo, el valor Ct del HPV se utiliza para validar la
amplificacién y la deteccion, tal como se describe en la siguiente tabla:

Reaccion HR-HPV Negative Control ey 0
Detector FAM «g16» Resultado del ensayo Amplificacién/deteccion
*ND o N/A NEGATIVO CORRECTA
Reaccion HR-HPV Negative Control e o ‘o
Detector JOE «g18» Resultado del ensayo Amplificacion/deteccion
*ND o N/A NEGATIVO CORRECTA
e L 2 Nege_atlve S, Resultado del ensayo Amplificacién/deteccion
Detector Texas rojo «<HR»
*ND o N/A NEGATIVO CORRECTA
Reaccion HR-HPV Internal Control ey e
Detector Cy5 «HR» Resultado del ensayo Amplificacion/deteccion
*ND o N/A - CORRECTA

Se recomienda utilizar el control negativo en el paso de aislamiento del ADN para validar el
procedimiento. No debe detectarse toda la sefial.
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Nota: si el resultado de la amplificacion para el control negativo es distinto de «ND o N/A», significa que se
han producido problemas durante la amplificacion. La sesién no es valida y debe repetirse a partir del paso
de amplificacion.

Muestras

Los resultados como Ct de las reacciones de amplificacion de cada muestra se utilizan tal como se
describe en la siguiente tabla:

Valor Ct Positivo o negativo Resultados
o

N1 g6 [ g18 | HR [ 1c | g16 [ gt8 | HR | Ic
1 <45 <45 <45 <35 + + + + Positivo para g16, g18 y HR
2 <45 <45 <45 *NNI/DAO + + + - **Positivo para g16, g18 y HR
3 <45 <45 '\II\IE/)AO <35 + + - + Positivo para g16 y g18
4 <45 | <45 '\II\I?AO NN?AO + + - - Positivo para g16 y g18
5 <45 NN?A? <5 | <35 + - + + Positivo para g16 y HR
6 <45 NN?A? <45 NN?AO + - + - Positivo para g16 y HR
7 <45 NN?AO ’\II\I?AO <35 + - - + Positivo para g16
8 <45 NN?/_\O ’\II\I?AO NN?AO + - - - Positivo para g16
9 NN[/)AO <45 | <45 | <35 R + + + Positivo para g18 y HR
10 NN[/)AO <45 | <s5 NN[/)AO - + + - Positivo para g18 y HR
1 NN[/)AO <45 '\II\I?AO <35 - + - + Positivo para g18
12 NNIZ/)AO <45 '\II\I?AO NNE/}AO . + - . Positivo para g18
13 NNIZ/)AO NNE/) A0 <5 | <35 . - + + HR Positivo

NDo | NDo ND o - - + - HR Positi
14 IR 45 N/A ositivo

NDo [ NDo [ NDo . - - + Negati
5 | nA | NA | Na | S0 s
16 NDo | NDo | NDo | NDo . . _ . ***No valido

N/A N/A N/A N/A

Nota:
*ND: No determinado

N/A: No aplicable
** Cuando el ADN de la diana se detecta en una reaccion de amplificacion de la muestra, el control interno
(IC) puede producir el resultado «Ct no aplicable» (N/A). De hecho, la reaccién de amplificacién de baja
eficacia para el control interno puede desplazarse mediante competencia desde la reaccion de amplificacion
de alta eficacia para el gen diana. En este caso, la muestra sigue siendo apta y el resultado positivo del ensayo
es valido.
*** Esto significa que se han producido problemas que pueden dar lugar a resultados incorrectos. El resultado
no es valido y es necesario repetir el analisis.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO |

Sensibilidad analitica: limite de deteccion

La sensibilidad analitica de este ensayo, como limite de deteccion, permite detectar la presencia de
unas 10 copias en 5 puL de ADN afiadido a la reaccién de amplificacion.
La sensibilidad analitica de este ensayo, como limite de deteccion, se analizé utilizando ADN plasmidico
que contenia el producto de amplificacién a varias concentraciones.

Especificidad analitica: reactividad cruzada

Para evaluar la reactividad cruzada de este ensayo, se utilizaron un total de 80 cepas de referencia
de microorganismos (bacterias, levaduras, virus, etc.) que no estaban relacionadas con las dianas de
deteccion. Todas las muestras dieron un resultado negativo en el analisis.

Interferencia

El potencial de interferencia de este ensayo se evalué con sustancias que pueden encontrarse en
muestras cervicouterinas (eritrocitos, lubricantes y lavados vaginales, geles anticonceptivos, cremas
antifungicas, espermicidas, mucosas). Estas sustancias potenciales se afiadieron a una muestra clinica. No
se observo ninguna interferencia en el rendimiento de este ensayo en presencia de tales sustancias.

Sensibilidad y especificidad diagnodsticas

La sensibilidad diagnéstica del ensayo, como confirmacion de las muestras clinicas positivas, asi
como la especificidad diagndstica del ensayo, como confirmacion de las muestras negativas, se comprobd
analizando un total de 265 muestras clinicas con resultados conocidos (105 positivas y 160 negativas).

Se confirmé que todas las muestras positivas tipo HPV de alto riesgo eran positivas y que todas las
muestras negativas eran negativas.

Reproducibilidad

La reproducibilidad de este ensayo se analiz6 para la siguientes condiciones: lotes, operadores,
fechas de operacion y lugares de operacion.
Se analizaron 14 tipos de ADN de referencia basandose en los términos anteriores. Se constatd que los
resultados de los analisis se encontraban dentro de los criterios de aceptacion.

Repetibilidad
Con el fin de evaluar la precision de este ensayo, se analizaron los resultados obtenidos con varios
duplicados del mismo ADN de referencia. El 100 % de los resultados fueron positivos.
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| LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO |

Utilice este producto s6lo con muestras clinicas de especimenes cervicales recogidos en medio UTM
y células de especimenes cervicales recogidos en medio UTM.

No utilizar con este producto muestras que contengan mucina en altas concentraciones: la mucina
inhibe la reaccion de amplificacion de los acidos nucleicos y puede dar lugar a resultados no validos.

Los resultados obtenidos con este producto dependen de que las muestras se identifiquen, recojan,
transporten, conserven y procesen de forma apropiada. Por lo tanto, con el fin de evitar resultados incorrectos,
realizar estos pasos con el debido cuidado y seguir estrictamente las instrucciones proporcionadas con los
productos para la extraccion de acidos nucleicos.

Debido a su alta sensibilidad analitica, el método de amplificaciéon en tiempo real utilizado en este
producto puede desarrollar contaminacion cruzada con las muestras positivas, los controles positivos y los
propios productos de amplificacion. Una contaminacion cruzada puede dan lugar a resultados falsos positivos.
El formato del producto puede limitar la contaminacion cruzada. No obstante, esta solo puede evitarse
procediendo conforme a las practicas correctas de laboratorio y siguiendo estas instrucciones de uso.

Con el fin de evitar accidentes con consecuencias potencialmente graves para el usuario y otras
personas, para utilizar este producto, se requiere personal cualificado y con la formacién necesaria para
procesar muestras biolégicas potencialmente infecciosas o productos quimicos clasificados como peligrosos.

Con el fin de evitar accidentes con consecuencias potencialmente graves para el usuario y otras
personas, este producto requiere el uso de ropa de trabajo y dreas que sean adecuadas para procesar
muestras biolégicas potencialmente infecciosas o productos quimicos clasificados como peligrosos.

Con el fin de evitar resultados incorrectos, este producto debe ser manipulado por personal
debidamente formado y cualificado en técnicas de biologia molecular, como la extraccién, la amplificacion y
la deteccion de acidos nucleicos.

Con el fin de evitar resultados falsos positivos, es necesario disponer de areas independientes para
la extraccion/preparacion de las reacciones de amplificacién y para la amplificacién/deteccion de los productos
de amplificacion.

Con el fin de evitar resultados falsos positivos, este producto requiere el uso de ropa e instrumentos
adecuados para la extraccion/preparacion de las reacciones de amplificacion y para la amplificacién/deteccion
de los productos de amplificacion.

Debido a las diferencias inherentes que existen entre las distintas tecnologias, se recomienda a los
usuarios realizar estudios de relacion entre los diversos métodos para evaluar dichas diferencias antes de
pasar a una nueva tecnologia.

Un resultado negativo obtenido con este producto indica que el ADN de la diana no se ha detectado
en el ADN extraido de la muestra. No puede descartarse que el ADN de la diana tenga un titulo inferior al
limite de deteccion del producto (consultar el apartado «Caracteristicas de rendimiento»). En este caso, el
resultado puede ser un falso negativo.

En caso de coinfeccion, la sensibilidad de una diana puede verse afectada por la amplificaciéon de una
segunda diana.

En ocasiones, los resultados obtenidos con este producto pueden no ser validos debido a un fallo del
control interno. En este caso, la muestra debe volver a analizarse a partir del paso de extraccion, lo que puede
provocar retrasos a la hora de obtener los resultados finales.

Asimismo, los posibles polimorfismos existentes en la regiéon del ADN de la diana cubierto por los
cebadores y las sondas del producto pueden afectar negativamente a la deteccion del ADN de la diana.

Como en cualquier otro producto sanitario para diagndstico, los resultados obtenidos con este
producto deben interpretarse teniendo en cuenta todos los datos clinicos y otras pruebas analiticas del
paciente.

Como en cualquier otro producto sanitario para diagndstico, existe un riesgo residual de que obtener
con él resultados no validos, falsos positivos y falsos negativos. Este riesgo residual no puede eliminarse ni
reducirse aun mas. En determinadas situaciones, el riesgo residual puede hacer que se tomen decisiones
incorrectas, con consecuencias potencialmente graves para el paciente.
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PROBLEMAS Y SOLUCIONES

ADN de la diana no detectado en las reacciones del control positivo

Posibles causas Soluciones

Distribuir con cuidado los reactivos en los pocillos de la
microplaca y seguir las instrucciones de la hoja de trabajo.

Distribucién incorrecta en los pocillos de la . L.
Comprobar los volimenes de la mezcla de reaccion

microplaca distribuida.
Comprobar los volimenes del control positivo distribuido.
Comprobar la posicion de la mezcla de PCR y la del control

Configuracion incorrecta de la sesion en el positivo.

ELITe InGenius Comprobar el volumen de la mezcla de PCR y el del control
positivo.

Degradacion de la sonda Usar una nueva alicuota de la mezcla de reaccion.

Degradacion del estandar Usar una nueva alicuota de control positivo.

Comprobar la configuracién de las posiciones para las
reacciones del control positivo en el instrumento.
Comprobar la configuracion del ciclo térmico en el
instrumento.

Error de configuracion del instrumento

ADN de la diana detectado en la reaccién del control negativo

Posibles causas Soluciones

Evitar derramar el contenido de la probeta de la muestra.
Cambiar siempre las puntas entre una muestra y otra.

Distribucién incorrecta en los pocillos de la o X .
Distribuir con cuidado las muestras, el control negativo y el

microplaca. - , . !
control positivo en los pocillos de la microplaca y seguir las
instrucciones de la hoja de trabajo.
Comprobar la posicion de la mezcla de PCR y la del control

Configuracion incorrecta de la sesion en el negativo.

ELITe InGenius. Comprobar el volumen de la mezcla de PCR y el del control

negativo.

Comprobar la configuraciéon de las posiciones de las
muestras, del control negativo y del control positivo en el
instrumento.

Error al configurar el instrumento.

Sellado incorrecto de la microplaca. Sellar con cuidado la microplaca.

Contaminacion del agua bidestilada estéril. Usar una nueva alicuota de agua estéril.

Contaminacion de la mezcla de reaccion. Usar una nueva alicuota de la mezcla de reaccion.

Contaminacion del area de Limpiar las superficies y los instrumentos con detergentes
extraccion/preparacion para las reacciones de |acuosos, lavar las batas de laboratorio y sustituir las
amplificacién. probetas y las puntas utilizadas.

Fluorescencia de fondo irregular o alto en las reacciones

Posibles causas Soluciones
Mezclar con cuidado las muestras, el control negativo y el
Distribucion incorrecta de la muestra. control positivo en la mezcla de reaccion, pipeteando tres

veces. Evitar la formacién de burbujas.

Configurar el rango de calculo de referencia entre los ciclos
en los que la fluorescencia de fondo ya se ha estabilizado
(revisar los datos de «Results» y «Component») y la
fluorescencia de la sefial no ha empezado aun a aumentar.
Utilizar el célculo automatico del punto de referencia
configurando la opcidn «Auto Baseline».

Error de configuracion del punto de referencia.
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Reaccion de la muestra no valida

Posibles causas

Soluciones

Configuracion incorrecta de la sesion en el
ELITe InGenius

Comprobar la posicién de la mezcla de PCR y la de la
muestra.
Comprobar el volumen de la mezcla de PCR y el de la
muestra.

Degradacion del control interno.

Usar nuevas alicuotas del control interno.

Inhibicién debido a sustancias interferentes
con las muestras.

Repetir la amplificacion con una dilucién de 1:2 en agua de
calidad para biologia molecular de la muestra eluida en una
sesion en el modo de procesamiento «PCR Only».

Repetir la extraccion y la amplificacion con una dilucién de
1:2 en agua de calidad para biologia molecular de la
muestra extraida en una sesién en el modo de
procesamiento «Extract + PCR».

Degradacion de la mezcla de PCR.

Usar una nueva alicuota de la mezcla de PCR.

Error del instrumento.

Contactar con el servicio técnico de ELITechGroup.

Error 30103 en el ELITe InGenius

Posibles causas

Soluciones

Concentracion demasiado alta de la diana en la
muestra.

Si se observa una amplificacion significativa en el grafico de
PCR, proceder de la manera siguiente:

- Seleccionar la pista relativa a la muestra y aprobar
manualmente el resultado.

Si se necesita un valor Ct:

- Repetir la amplificacion con una dilucién de 1:10 en agua
de calidad para biologia molecular de la muestra eluida en
una sesion en el modo de procesamiento «PCR Only» o

- Repetir la extraccion con una dilucién de 1:10 en agua de
calidad para biologia molecular de la muestra extraida en
una sesion en el modo de procesamiento «Extract + PCR».
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- Representante autorizado de la Unién Europea
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Atencion: Consultense las instrucciones de uso.

Cumple los requisitos de la Directiva 98/79/CE del Parlamento Europeo y del Consejo sobre
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| _AVISO PARA EL COMPRADOR: LICENCIA LIMITADA |

ELITe InGenius® es marca comercial registrada de ELITechGroup en la Union Europea.

INFORMACION DE CONTACTO

Distribuidor:

ELITechGroup S.p.A.

C.so Svizzera, 185

10149 Turin (ITALIA)

Sede: Tel.: +39-011 976 191 - Fax: +39-011 936 76 11
Correo electronico: emd.support@elitechgroup.com
Pagina web: www.elitechgroup.com

Fabricante:

OSANG Healthcare Co., Ltd

132, Anyangcheondong-ro, Dongan-gu, Anyang-si, Gyeonggi-do, 14040, Corea
Tel.: +82-31-460-9937

Fax: +82-31-460-9933

Pagina web: http://www.osanghc.com

Representante autorizado de la Unién Europea
Obelis S. A.

Bd. General Wahis 53,1030 Brussels, Belgium
Teléfono: +32-2-732-59-54

Fax: +32-2-732-60-03

Correo electronico: mail@obelis.net
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High Risk HPV ELITe Panel used with ELITe InGenius®

Ref.: RTK402ING

.. ELITechGroup

EMPOWERING IVD

I::m This document is a simplified version of the official instruction for use. Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com

This document is available only in English.

A. Intended use

The «High Risk HPV ELITe Panel» product is a qualitative multiplex nucleic acids real time amplification assay for the detection and
differentiation of the DNA of Human Papilloma Virus 14 high-risk types in DNA samples extracted from cervical specimens
collected in UTM medium and cell from cervical specimens collected in UTM medium.

The test specifically identifies types HPV16 and HPV18 while concurrently detects the rest of the high-risk types (31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 and 68). The assay is CE-IVD validated in combination with the instrument ELITe InGenius.

B. Amplified sequence

> Target > Gene
> HPV16 > HPV16
> HPV18 > HPV18
> HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
> HR-HPV 59, 66, 68
> Internal Control > ABL gene

C. Validated matrix

> Fluorophore
> FAM
> JOE/HEX

> Texas red/Cal fluor red 610
> Cy5/Quasar 670

» Cervical specimens collected in UTM medium and cell from cervical specimens collected in UTM medium

D. Kit content

HR-HPV Reaction Mix

3 tubes of 550 uL
96 reactions per kit
10 freeze-thaw cycles per tube

> Maximum shelf-life: 18 months

HR-HPV Probe Mix

b

3 tubes of 320 uL
96 reactions per kit
10 freeze-thaw cycles per tube

Storage: - 20°C

E. Material required not provided in the kit

HR-HPV Positive Control

2 tubes of 100 uL
96 reactions per kit
10 freeze-thaw cycles per tube

> ELITe InGenius instrument: INTO30

> ELITe InGenius SP200 Extraction Cartridge:

INTO32SP200

)

>

> ELITe InGenius PCR Cassette amplification cartridges:

INTO35PCR

> ELITe InGenius SP200 Consumable Set consumables for

extraction: INTO32CS
F. ELITe InGenius protocol

ELITe InGenius Waste Box: F2102-000
300 pL Filter Tips: TF-350-L-R-S
2 ml tube Sarstedt: 72.694.005

> Sample volume 200 pL
> Total eluate volume 100 pL
> Sample PCR input volume 5 pL
> PCR Mix volume 20 uL

G. Performance

» Unit of qualitative result
) Frequency of controls

cp/reaction
15 days

Matrix Matrix
HPV16

Cervical Specimen HPV18
HR-HPV

H. Sample preparation

Limit of Detection
10 copies/reaction
10 copies/reaction

10 copies/reaction

Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
100% (29/29)* 100% (143/143)*
100% (21/21)* 100% (151/151)*
100% (76/76)* 98.9% (91/92)*

*confirmed samples/ tested samples

Sample Number (N)
1<N<4
5<N<8
9<N<12
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HR-HPV Reaction Mix
(N+1)x12.5uL
(N+2)x12.5puL
(N+3)x12.5uL

HR-HPV Probe Mix
(N+1)x7.5uL
(N+2)x7.5uL
(N+3)x7.5uL



. Procedures

The user is guided step-by-step by the ELITe InGenius software to prepare the run. All the steps: extraction, amplification and result
interpretation are automatically performed. Three operational mode are available: complete run, or extraction only, or PCR only.

Before analysis

1. Switch on ELITe InGenius 2. Verify controls: HR-HPV ELITe Pos. 3. Thaw the HR-HPV PCR Mix
Identification with username and and neg. controls in the “Control components.
password menu” Prepare the complete reaction
Select the mode “Closed” NB: Both have been run, approved mixture as described in the
and not expired NB: Both have been paragraph H
run, approved and not expired Vortex gently

Spin down 5 sec

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on 2. Verify the extraction volumes: 3. Scan the sample barcodes with hand-

the touch screen Input: “200 pL”, eluate: “100 pL” held barcode reader or type the

sample ID
e & E
o @
'«‘f::f e ! S
- :
e SR WSy
4. Select the “Assay protocol” of interest 5. Select the sample position: 6. Load the complete reaction mixture
Extraction tube HR-HPV PCR Mix in the inventory
: block

7. Load: PCR cassette, Extraction 8. Close the door 9. View, approve and store the results

cartridge, Elution tube, Tip, Extraction Start the run

tube racks

\ // —&:
Procedure 2 - PCR only
1to 4: Follow the Complete Run 5. Select the protocol “PCR only” and 6. Load the extracted nucleic acid
procedure described above set the sample position “Extra tube” tubes in the rack n°4
7. Load the PCR cassette rack 8. Close the door 9. View, approve and store the results
HR-HPV Reconstitution PCR-Mix in Start the run
the inventory block
Procedure 3 - Extraction only
1to 4: Follow the Complete Run 5. Select the protocol “Extraction 6. Load: Extraction cartridge, Elution
procedure described above Only” and set the sample position: tube, Tip cassette, Extraction tube
Extraction tube racks

7. Close the door 8. Archive the eluate sample

Start the run
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High Risk HPV ELITe Panel used with Open Platforms

Ref. RTK402ING

.. ELITechGroup

EMPOWERING IVD

[:E] This document is a simplified version of the official instruction for use. Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com
This document is available only in English.

A. Intended use

The «High Risk HPV ELITe Panel» product is a qualitative multiplex nucleic acids real time amplification assay for the detection and
differentiation of the DNA of Human Papilloma Virus 14 high-risk types in DNA samples extracted from cervical specimens collected in
UTM medium and cell from cervical specimens collected in UTM medium.

The test specifically identifies types HPV16 and HPV18 while concurrently detects the rest of the high-risk types (31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 66 and 68). The assay is CE-IVD validated in combination with the instruments 7500, 7500 Fast Real-Time PCR System and
CFX96™ Real-Time PCR Detection System—IVD.

B. Amplified sequence

Target Gene Fluorophore

HPV16 HPV16 FAM

HPV18 HPV18 JOE/HEX

HR-HPV HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 Texas red/Cal fluor red 610
Internal Control ABL gene Cy5/Quasar 670

C. Validated matrix

> Cervical specimens collected in UTM medium and cell from cervical specimens collected in UTM medium

D. Kit content

HR-HPV Reaction Mix HR-HPV Probe Mix HR-HPV Positive Control
I
3 tubes of 550 pL 3 tubes of 320 pL 2 tubes of 100 uL
100 reactions per kit 100 reactions per kit 100 reactions per kit
10 freeze-thaw cycles per tube 10 freeze-thaw cycles per tube 10 freeze-thaw cycles per tube

Maximum shelf-life: 18 months Storage: - 20°C

E. Material required not provided in the kit

» 7500 RT PCR System ref: 4351105 > Molecular biology grade water

» 7500 Fast RT PCR System ref: 4351106 > MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode
> Biorad CFX96: Ref.1845097 > 0.1 mL Hard-Shell 96-Well PCR Plates: Bio-Rad, code HSP9601
» 2 mL Sarstedt tube (Ref. 72694005) Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film: Bio-Rad, code MSB1001

F. Performance

System Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
ABI 7500, 7500 Fast Cervical specimens 10 copies/reaction 100% (105/105)* 100% (160/160)*
CFX96 Cervical specimens 10 copies/reaction 100% (105/105)* 100% (160/160)*

*confirmed samples/tested samples

G. Sample preparation

Sample Number (N) HR-HPV Reaction Mix HR-HPV Probe Mix

N (N+1)x12.5puL (N+1)x7.5uL
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The procedure below summarized the main steps of the sample analysis with conventional PCR workflow: validated extraction
systems, PCR instrument settings, PCR set-up and result interpretation.

Amplification - Settings of 7500, 7500 Fast Real-Time PCR System.

1. Switch on the thermal cycler
2. Set “gl6” detector with “FAM” and quencher “none” Stage Temperature Timing
3. Set “g18” detector with “JOE” and quencher “none” UDG-reaction 50°C 2 min
4. Set “HR” detector with “Texas Red” and quencher Pre-Denaturation 95°C 10 min
“none” Denaturation 95°C 15 sec
Set “IC” detector with “Cy5” and quencher “none” Annealing 54°C 60 sec
6. Set up the thermal profile as indicated. Fluorescence Elongation 72°C 30 sec
acquisition must be set during Elongationstep at 72°C 45 cycles
Amplification - Settings of CFX96™ Real-Time PCR Detection System—IVD.
1. Switch on the thermal cycler
2. Set “gl6” detector with “FAM” Stage Temperature Timing
3. Set “g18” detector with “HEX” UDG-reaction 50°C 2 min
4. Set “HR” detector with “Cal fluor red 610” Pre-Denaturation 95°C 10 min
5. Set “IC” detector with “Quasar 670” Denaturation 95°C 15 sec
6. Set up the thermal profil as indicated. Fluorescence Annealing 54°C 60 sec
acquisition must be set during Elongationstep at 72°C Elongation 72°C 30 sec
45 cycles

Amplification - PCR Set-up

1. Thaw the HR-HPV PCR Mix components.
2. Prepare the complete reaction mixture HR-HPV PCR Mix _
as described in the paragraph G L gg@%@@@@@@@@

3. Mix gently and spin-down =) —]_ Y
4. Pipet 20 pL of HR-HPV PCR Mix in all microplate wells in l

use

5. Add 5 plL of extracted DNA in sample wells, 5 pL of
molecular grade water in Negative Control well, and 5 pL —

of the HR-HPV Positive Controls

Each one has to be mixed by pipetting 3 times into the
reaction mixture

6. Seal the microplate with the amplification sealing sheet
Transfer the microplate in the thermal cyclerand start

Amplification - Threshold for qualitative analysis 7500, 7500 Fast Real-Time PCR System

. Baseline
Target Threshold setting Start End
HPV Type #16 20,000 3 15
HPV Type #18 20,000 3 15
HPV High Risk 20,000 10 15
IC 10,000 3 15

Amplification - Threshold for qualitative analysis CFX96™ Real-Time PCR Detection System—IVD

Baseline
Target Threshold setting Start End
HPV Type #16 300 3 15
HPV Type #18 300 3 15
HPV High Risk 300 10 15
IC 100 3 15
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Interpretation - Qualitative results

Ct value Positive or Negative Results
#
gl6 gl8 HR IC gl6 gl8 HR IC
1 <45 <45 <45 <35 + + + + g16, g18 and HR Positive
2 <45 <45 <45 *U.Dor + + + - **g16, g18 and HR Positive
N/A
U.Dor -
3 <45 <45 <35 + + - + g16 and g18 Positive
N/A
UDor | UDor -
4 <45 <45 + + - - gl16 and g18 Positive
N/A N/A
5 <45 U.Dor <45 <35 + - + + g16 and HR Positive
N/A
U.Dor U.Dor -
6 <45 <45 + - + - g16 and HR Positive
N/A N/A
7 a5 UDor | UDor <35 + - - + g16 Positive
N/A N/A
8 <5 UDor [ UDor | UDor + R . - g16 Positive
N/A N/A N/A
9 U.Dor <45 <45 <35 . + + + g18 and HR Positive
N/A
10 U.Dor <5 <45 U.Dor - + + - g18 and HR Positive
N/A N/A
1 U.Dor <as U.Dor <35 - + - + g18 Positive
N/A N/A
12 U.Dor <as UDor | UDor . + . . g18 Positive
N/A N/A N/A
13 UDor | UDor <45 <35 - - + + HR Positive
N/A N/A
14 UDor | UDor <45 U.D or . . + - HR Positive
N/A N/A N/A
15 U.Dor | UDor | UDor <39 . R . + Negative
N/A N/A N/A
16 UDor | UDor | UDor | UDor . . N - *%%|nvalid
N/A N/A N/A N/A

Note:
*U.D: Undetermined

N/A: Not applicable
** When the target DNA is detected in a sample amplification reaction, the internal control (IC) may give the result as Ct Not applicable (N/A).
In fact, the low-efficiency amplification reaction for the internal control may be displaced by competition from the high-efficiency amplification
reaction for Target gene. In such a case, the sample is nevertheless suitable, and the positive result of the assay is valid.
*** This means that problems have occurred which may lead to incorrect results. It is not valid and the test needs to be repeated.
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