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Validagdo de Amostras Coletadas no Sistema de Citologia Liquida CellPreserv® (Kolplast)

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

para Detecgao de Papilomavirus Humano (HPV) e Chlamydia trachomatis/Neisseria

gonorrhoeae (CT/NG) por Métodos de Biologia Molecular

A validacdo de amostras coletadas no coletor CellPreserv para deteccdo de
Papilomavirus Humano (HPV) e Chlamydia tfrachomatis/Neisseria gonorrhoeae
(CTN/NG) utilizou 50 espécimes de escovado cérvico-vaginais coletados em Kolplast
que foram processados pelas técnicas de Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN), de reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) pelo sistema Cobas 4800 (ROCHE) e por um método
de PCR in house validado pelo IPOG.

As amostras foram processadas para a deteccdo de HPV de alto risco tanto pela
metodologia de Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN) quanto pela metodologia do Sistema
Cobas 4800 (ROCHE), utilizando os protocolos do meio PreservCyte (HOLOGIC), de
acordo com as instrucdes dos fornecedores dos sistemas e os resultados obfidos na
validacdo estdo demonstrados na Tabela 1.

As amostras foram processadas para a deteccdo de Chlamydia trachomatis/Neisseria
gonorrhoeae (CT/NG) tanto pela metodologia de Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN)
quanto pela metodologia do Sistema Cobas 4800 (ROCHE), utilizando os protocolos do
meio PreservCyte (HOLOGIC), de acordo com as instrucdes dos fornecedores dos
sistemas e os resultados obtidos na validacdo estdo demonstrados na Tabela 2.

As amostras foram processadas para a deteccdo de HPV de baixo risco tanto pela
metodologia de Capfura Hibrida 2v2 (QIAGEN) quanto por uma metodologia in house
validada pelo IPOG que detecta os tipos de HPV de baixo risco HPV 6, HPV 11, HPV 40,
HPV 42 e HPV 44. Esta metodologia foi desenvolvida para detectar HPV de baixo risco
em amostras de DNA eluidas do Sistema Cobas 4800 (ROCHE), utilizando os protocolos
do meio PreservCyte (HOLOGIC), de acordo com as instrucdes dos fornecedores dos

sistemas e os resultados obtidos na validacdo estdo demonstrados na Tabela 3.
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Protocolo de Processamento de Amostras de Células Cérvico-Vaginais Coletadas em
Coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN)

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

e Transferir 4,0 ml de cada amostra para tubos cdnicos de 15 ml. As amostras devem estar
a temperatura ambiente.

e Centrifugar as amostras em centrifuga com rotor horizontal a 800g + 15g por 15 £ 1
minuto.

e Remover os tubos da cenfrifuga e descartar o sobrenadante com cuidado para ndo
desprezar o pellet. Bater o tubo 3 vezes em papel absorvente para remover o excesso
de liquido.

e Adicionar 100ul de STM e agitar o tubo por 15 segundos em vortex para ressuspender o
pellet. Tomar cuidado para ndo tocar as paredes do tubo para evitar contaminacdo
cruzada.

e Pipetar 50ul de solucdo desnaturante e agitar em vortex por 5 segundos.

* Incubar em banho Maria a 65 + 2°C por 45 £ 5 minutos.

¢ Remover as amostras do banho e proceder ao teste de Captura Hibrida. Apds a
desnaturacdo, as amostras podem ser mantidas a 2-8°C overnight ou a -20°C por 3
meses. As amostras devem ser equilibradas a 20-25°C antes de realizar o teste de
hibridizacdo. No mMAximo, podem ser feitos 3 ciclos de

congelamento/descongelamento da amostra.

e Pipetar o Reagente de Desnaturacdo, j&@ com as 5 gotas do Indicador Dye, dentro de
cada calibrador e controle, usando a pipeta de repeticGo ou pipeta monocanal.
Tomar cuidado para ndo haver contato da ponteira com a parede do tubo ou poderd
ocorrer contaminagdo cruzada entre espécimes. O volume de Reagente de
Desnaturacdo necessdrio € equivalente d metade do volume da amostra. O volume

exato para cada tipo de calibrador e controle estd listado na tabela abaixo.

Tipo de Controle Volume de Reagente de Desnaturagcao
Necessdrio
Calibrador Negativo (2 ml) 1000 i
Calibrador Positivo (1 ml) 500 pl
CQ1 (1 ml 500 pl
CQ2(2ml) 500
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Homogeneizar os espécimes usando o método do Multivortex:

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

Cobrir os Conftroles e Calibradores com filme pldstico suficiente para cobrir toda a Rack

do Multivortex.

Colocar a tampa sobre a rack, travar as laterais e cortar o fime pldstico.

Colocar a Rack no Multivortex. Verificar se a velocidade estd em 100 (velocidade

maxima) e ligar o aparelho na posicdo “on". Vortexar por 30 segundos.

Incubar no banho-maria a 65 = 2°C por 45 + 5 minutos (controles e espécimes ja
desnaturados podem ser testados imediatamente). Preparar o Coquetel de Sonda

durante estaincubacdo (1,8 ul de sonda para 45 ul de diluente de sonda).

Identificar uma Microplaca de Hibridizacdo.
¢ Remover os Controles e Calibradores do banho-maria apds a incubacdo. Retornar a

rack no Multivortex e homogeneizar, no minimo, por 10 segundos a velocidade maxima.

Pipetar 75ul de cada Controle, Calibrador e Espécime no fundo de cada
microcavidade da Microplaca de Hibridizacdo seguindo o layout da placa criado
anteriormente. Evitar tocar na parede da microplaca e evitar a formacdo de bolhaos.
Usar ponteira extra-longa limpa em cada transferéncia para evitar a contaminacdo
cruzada entfre os espécimes ou os controles. Ndo é necessdrio remover a escova da
amostra. Espécimes desnaturados podem ser estocados com as escovas dentro dos
tubos. Espécimes desnaturados devem ser fechados com tampa de rosca e
armazenados a -20C.

e Apds transferir o Ultimo espécime, incubar a microplaca de hibridizacdo por 10 minutos
enfre 20 a 25°C.

* Aliquotar a sonda preparada e homogeneizada de acordo com as instrucdoes do
fabricante em um reservatério pldstico. Cuidadosamente, pipetar 25 ul de sonda no
fundo de cada microcavidade usando pipeta multicanal e ponteiras limpas para cada
coluna. Dispensar a sonda no fundo para evitar “splash”. Evitar tocar na parede da
microcavidade.

* Cobrir a Microplaca de Hibridizacdo com a tampa da microplaca. Homogeneizar no
Rotary Shaker a 1100 + 100 rom por 3 + 2 minutos. Os Controles, Calibradores e
Espécimes deverdo se tornar amarelos. As microcavidades que permanecerem
purpura ndo receberam quantidade apropriada de Sonda. Adicione mais 25ul de
Sonda e agite novamente. Os espécimes deverdo ser retestados caso a solucdo ainda

continue de cor pUrpura apods seguir este procedimento.
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* Incubar no Microplate Heater a 65 + 2°C por 60 £ 5 minutos

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

¢ Remover apenas o numero de microcavidades necessarios da Microplaca de Captura.
Retorne as microcavidades ndo ufilizadas ao pacote original. Com um marcador,
numere cada coluna 1, 2, 3...

* Cuidadosamente, remover a Microplaca de Hibridizacdo do Microplate Heater.
Remover imediatamente a tampa da rack e colocd-la sobre uma superficie limpa.

e Transferir todo o conteUdo dos controles, calibradores e espécimes das microcavidades
de Hibridizacdo para as microcavidades de Captura correspondentes, usando pipeta
mulficanal (volume de 100ul). Usar novas ponteiras para cada coluna a ser fransferida
e, para assegurar a completa transferéncia da amostra, deixar cada ponteira drenar
bem.

e Cobrir a microplaca com um novo adesivo e agitar no rotary shaker a 1100 + 100 rpm,
entfre 20 a 25°C por 60 + 5 minutos.

* Preparar a Solucdo Tampdo durante esta incubacdo (100 ml de solucdo tampdo
devem ser diluidos em qg.s.p. 3000 ml).

e Quando a fase da captura se completar, remover a Microplaca de Captura do shaker
e cuidadosamente remover o adesivo da placa. Decantar o liqguido da microplaca
dentro da pia: inverta a placa sobre a pia e descarte o material com movimentos para
baixo. Bater a placa firmemente 2 a 3 vezes sobre papel absorvente limpo.

e Aliquotar o volume apropriado de Reagente de Deteccdo 1 dentro do reservatdrio de

reagente. Cuidadosamente, pipetar 75 ul de Reagente de Deteccdo 1 dentro de cada

microcavidade de Captura usando pipeta multicanal. Verificar se todas as
microcavidades estdo com os reagentes, através da observacdo da intensidade da
coloracdo rosada. Todas as microcavidades devem fer intensidade similar.

e Cobrir as placas com Parafim limpo ou equivalente e incubar entre 20 a 25°C por 30
minutos.

¢ Remover a tampa da placa e colocar a placa sobre a plataforma da Lavadora.

¢ Verificar se o equipamento estd ligado e se no visor |é-se “Digene Wash Ready”

¢ Selecionar o niUmero de colunas a serem lavadas pressionando a tecla “Rows” e entdo
“+" ou “-" para ajustar. Pressionar a tecla “Rows” para retornar a “Digene Wash Ready”.

e Pressionar “Start/Stop” para iniciar.

» Serdo readlizadas 6 lavagens em ciclos de preenchimento e aspiracdo da solucdo. Esta

etapa leva aproximadamente 10 minutos. Durante o programa ocorrerd breve pausa
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assegurando-se de que a placa ndo seja removida antes do tempo. Quando a

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

lavagem finalizar aparecerd a mensagem “Digene Wash Ready”.

e Retirar a microplaca da lavadora quando o programa finalizar. A placa deve estar
branca e ndo com residuos rosados.

e Cuidadosamente pipetar 75ul de Reagente de Deteccdo 2 denfro de cada
microcavidade de Captura usando a pipeta multicanal como descrito previamente.
Todas as microcavidades devem se fornar amarelos. Verificar se todas as
microcavidades foram preenchidas afravés da observacdo da intensidade da cor.
Todas as microcavidades devem ter intensidade similar.

e Cobrir as placas com papel absorvente limpo e incubar entre 20 a 25°C por 15 a 30
minutos. Evite luz solar.

e Ler a microplaca no quimiolumindmetro imediatamente apds os 15 minutos de
incubacdo. Esse periodo ndo pode exceder 30 minutos.

e Ler a microplaca no quimiolumindmetro DML2000 da Digene. O software especifico do
teste permitird a entrada das informacdes pertinentes aos testes. Registrar o numero do
lote, data e nome do operador para cada teste.

¢ Opcionalmente, todo este procedimento manual pode ser realizado de maneira
automatizada utilizando-se o Rapid Capture System (RCS — QIAGEN).

* Vale salientar que este procedimento deve ser realizado utilizando-se o kit reagente
para deteccdo de HPV digene HC 2 HPV DNA test (QIAGEN) ou digene HC2 High Risk

HPV DNA test (QIAGEN) e que, embora este protocolo possa servir como documento
guia, SEMPRE € necessdario ler o manual de instrucdes do kit reagente antes de proceder
ao teste.

* Vale salientar que este procedimento deve ser realizado utilizando-se o kit reagente
para deteccdo de CT/NG digene HC 2 CT/GC DNA test (QIAGEN) e que, embora este
protocolo possa servir como documento guia, SEMPRE € necessdrio ler o manual de

instrucoes do kit reagente antes de proceder ao teste.
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Protocolo de Processamento de Amostras de Células Cérvico-Vaginais Coletadas no
Coletor CellPreserv por Cobas 4800 HPV Test (ROCHE)

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

Deteccdo de Papilomavirus Humano (HPV)

e As amostras cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv serdo processadas pelo
sistema Cobas 4800 para o teste de HPV seguindo o protocolo das amostras coletadas
em PreservCyte (HOLOGIC)

NOTA: Todos os reagentes exceto o HPV MMX e o HPV Mn devem estar a temperatura
ambiente antes de serem carregados no equipamento cobas x 480. O HPV MMX e o HPV
Mn podem ser tirados diretamente do armazenamento entre 2 e 8°C, porque na altura
que forem usados no processo a bordo do equipamento cobas x 480, irdo estar

equilibrados para a temperatura ambiente.

NOTA: Para instrucdes de operacdo detalhadas, consultar o Manual do Operador do
Sistema cobas® 4800.

« As amostras coletadas em PreservCyte podem ser carregadas diretamente no

equipamento cobas x 480 apds serem propriamente identificados por cédigos de

barras antes de serem processados no equipamento.

+ O teste cobas® 4800 HPV pode ser usado para corridas de 1 a 22 amostras mais uma
replicata do controle cobas® 4800 System Negative Control e uma replicata do
controle cobas® 4800 HPV Positive Control (formato de 24 testes) e de 1 a 94 amostras
mais uma replicata do controle cobas® 4800 System Negative Control e uma replicata
do conftrole cobas® 4800 HPV Positive Control (formato de 96 testes).

» Readlize os procedimentos de inicializacdo e de manutencdo do Sistema de acordo
com as instrucdes do cobas® 4800 System Operator’'s Manual.

« Crie um arquivo de Work Order para uma corrida full workflow seguindo as instrucdes do
cobas® 4800 System Operator's Manual. Um arquivo de Work Order ndo € necessdrio se
houver um Sistema de LIS em uso.

» Selecione o tipo de meio para cada amostra.

e Escolha “PC” para amostras coletadas em PreservCyte.
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e Escolha o subtipo do teste “HPV High Risk Panel Plus Genotyping” para reportar
qualquer tipo ou combinacdo de resultados dos tipos de HPV de alto risco: 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e para reportar separadamente os resultados dos tipos
de HPV de alto risco HPV 16 e HPV 18.

 Inicie a nova corrida apds seguir o tutorial do software. Selecione o tipo do teste como
“HPV workflow”.

» Siga o tutorial do software para carregar as Amostras e o arquivo de Work Order.

« NOTA: As Amostras podem ser carregadas ufilizando tubos primadrios ou tubos
secunddrios em qualquer ordem, desde que os codigos de barra que identificam cada
tubo sejam iguais aos codigos de barra que foram descritos no arquivo Work Order.

e NOTA: Agitar os tubos primdrios de cobas® PCR Cell Collection Media ou PreservCyte

Solution antes de carregd-los no equipamento.

« Siga o tutorial do software para carregar todos os consumiveis.

« Siga o tutorial do software para carregar todos os reagentes.

« NOTA: Os confroles [HPV (+) C e (-) C] ndo sGo carregados juntamente com as
amostras. Eles sGo carregados em uma rack de reagentes durante o carregamento dos

reagentes. As posicoes Al e Bl de cada placa de extracdo e placa de micropocos

estgo reservadas para os controles HPV (+) e (=), respectivamente.

* NOTA: O Sistema cobas® 4800 tem um reldgio interno que monitora a extensdo do
fempo em que os reagentes estGo carregados. Uma vez que o tampdo de lavagem
(WB) é escaneado, é permitida 1 hora para que o processo de carregamento seja
completado e que o botdo START seja pressionado. Um crondmetro decrescente de

tempo é mostrado no Workplace do software.

NOTA: Para assegurar a transferéncia acurada do MGP, agite vigorosamente o tubo antes

de colocar o reagente no reservatorio apropriado.
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« Carregue os reagentes de preparacdo de amostra (WB, MGP, EB, SDS e LYS) nos

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

reservatérios de reagente identificados por cddigo de barras usando o método
“escanear, escanear, verter, colocar”:

a) Escanear o cédigo de barras do frasco de reagente

b) Escanear o codigo de barras do reservatdrio de reagente

c) Verter o reagente dentro do reservatorio

d) Colocar o reservatério de reagente na posicdo apropriada na rack de reagentes.

« Os reservatoérios de reagentes estdo disponiveis em dois tamanhos: 200 mL e 50 mL. Siga
o tutorial do software para selecionar os tamanhos de reagentes apropriados.

« Os codigos de barra dos reagentes devem ficar a direita da rack.

* NOTA: Os reagentes de amplificacdo/deteccdo (HPV MMX e HPV Mg/Mn), os controles

[HPV (+) C e (=) C] e a proteinase K (PK) sGo carregados diretamente na rack de

reagentes e escaneados pelo equipamento cobas x 480 automaticamente.

« NOTA: Todos os reagentes e reservatorios de reagentes sdo identificados e designados
para um unico uso. O software do cobas® 4800 rastreia o uso de reagentes e de
reservatorios e rejeita quaisquer reagentes ou reservatorios que tenham sido
previamente usados. O software também verifica se os reagentes de um kit tem o
famanho apropriado para as amostras que foram carregadas no equipamento, ou
seja, prevenindo que um kit de 240 testes seja usado em uma corrida com mais de 22
amostras.

* NOTA: O software do cobas® 4800 Software rastreia a dafa de validade de fodos os
reagentes. Os reagentes que forem mais velhos do que a sua data de validade ndo

sergo aceitos para o uso no sistema cobas® 4800.

* Inicie a preparacdo de amostras clicando no botdo “Start Run”.

« Apds o témmino bem sucedido da preparacdo de amostras, clique no botdo
**'Unload’ para descarregar a rack de placas.

« * O status da preparacdo de amostras pode ser revisto neste ponto, antes de clicar no

botdo “Unload”.
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« Siga as instrucdes do cobas® 4800 System Operator’'s Manual para selar a placa de
micropocos, transportar a placa para o cobas z e iniciar a corrida de

amplificacdo/deteccdo.

* NOTA: O Sistema cobas® 4800 tem um reldgio interno que monitora a extensdo do
tempo que decorre apos a adicdo das amostras preparadas dentro do master mix. A
amplificacdo e a deteccdo devem ser iniciadas o mais rdpido possivel, mas ndo mais
tarde do que 90 minutos apds o final da corrida do equipamento cobas x 480. Um

cronébmetro decrescente € mostrado no Workplace do software.

* Quando a amplificacdo e detec¢cdo terminar, descarregue a placa de micropo¢os do
termociclador cobas z 480.
« Siga as instrucdes no cobas® 4800 System Operator's Manual para rever e aceitar os

resultados.

Deteccdo de Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/NG)

« As amostras cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv serdo processadas pelo
sistemma Cobas 4800 para o teste de CT/NG seguindo o protocolo das amostras
coletadas em PreservCyte (HOLOGIC).

NOTA: Todos os reagentes exceto o CT/NG MMX e o CT/NG Mn devem estar G
temperatura ambiente antes de serem carregados no equipamento cobas x 480. O
CT/NG MMX e o CT/NG Mn podem ser tirados diretamente do armazenamento entre 2 e
8°C, porque na altura que forem usados no processo a bordo do equipamento cobas x

480, estardo equilibrados para a temperatura ambiente.

NOTA: As amostras em Meio cobas® PCR e na Solucdo PreservCyt tém de ser equilibradas

a temperatura ambiente durante, pelo menos, 30 minutos antes de serem carregadas no

equipamento cobas x 480.
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NOTA: Para instrucdes de operacdo detalhadas, consultar o Manual do Operador do
Sistema cobas® 4800.

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

« O Sistema cobas® 4800 foi concebido para suportar o Teste cobas® 4800 CT/NG com

tamanhos de corridas de 1 a 22 amostras mais controles (até 24 testes por corrida) e de
1 a 94 amostras mais controles (até 96 testes por corrida).

« O "CT/NG Full Workflow" consiste na preparacdo de amostra no equipamento cobas x
480 seguido de amplificacdo/deteccdo no analisador cobas z 480.

« As amostras cervicais devem estar no tubo primdrio da Solucdo PreservCyt com um
codigo de barras adequado ou num tubo Sarstedt de 13 ml de base redonda com
codigo de barras adequado no equipamento cobas x 480. Para amostras cervicais, o
volume minimo necessdrio nos tubos primdrios de Solucdo PreservCyt € de 3,0 ml.
Quando utilizar tubos secunddrios de base redonda de 13 ml, complete-os até um
volume minimo de 1,0 ml e um volume mdaximo de 10 ml.

* Ligue o equipamento e siga os procedimentos de manutencdo seguindo as instrucoes
descritas no capitulo "Operacdo” do Manual do Operador do Sistema cobas® 4800.

« Crie um arquivo de protocolo de trabalho (Work Order) para uma corrida completa,
seguindo as instrucoes descritas no Manual do Operador do Sistema cobas® 4800.

* Inicie a nova corrida seguindo as indicacdes do assistente do software.

« Para amostras PreservCyt selecione o tipo de teste "CT/NG cytology workflow".

» Selecione o subtipo de teste e o tipo de meio para cada amostra.

» Escolha o subtipo de teste "CT/NG" para apresentar resultados de testes de CT e de NG.

» Escolha o subtipo de teste "CT" para apresentar apenas resultados de testes de CT.

» Escolha o subtipo de teste "NG" para apresentar apenas resultados de testes de NG.

NOTA: As amostras podem ser carregadas em tubos primdrios ou secunddrios com
codigos de barras em qualquer ordem, desde que os respectivos codigos de barras

correspondam aos indicados no pedido de frabalho (Work Order).

NOTA: As amostras cervicais em Solucdo PreservCyt podem ser processadas em racks de
frascos de amostras primdrias ou de tubos secunddrios na mesma corrida. Se os frascos
PreservCyt primdrios forem utilizados para processamento, misture com agitacdo forte

cada frasco antes de carregar.

IPOG-PT942012




c 0@ o0 -
AR Y Y X

XXl (XX biologia molecular ao seu alcance
(N X ] [ XX

c0o0@0 0 - Rua Dr. Bacelar, 231, ¢j 97/98 - Sdo Paulo — SP - Brasil — CEP 04026-000
0o @60 -

IPOG

« Siga asindicacdes do assistente do software para carregar todos 0s consumiveis.

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

« Siga as indicacodes do assistente do software para carregar todos os reagentes.

NOTA: Os controles [CT/NG (+) C, CT/NG IC e (-) C] ndo sdo carregados juntfamente com
as amostras. SGo carregados no suporte de reagentes durante o carregamento de
reagentes. Duas posicoes (Al e Bl) em cada placa de extracdo e placa AD estdo

respectivamente reservadas para os controles CT/NG (+) e (-).

NOTA: O Sistema cobas® 4800 dispde de um relégio interno para monitorizar o espaco de
tempo em que os reagentes foram carregados do equipamento. Uma vez lido o codigo
de barras do tampdo de lavagem (WB), dispde-se de 1 hora para concluir o processo de
carregamento e clicar no botdo "Start". Aparece um temporizador de contagem
decrescente no separador "Workplace". O sistema ndo permitird que a execucdo se inicie

se o0 tfempo de carregamento dos reagentes no equipamento tfiver expirado.

e Carregue os reagentes de preparacdo de amostras nos reservatoérios de reagentes
com codigos de barras, utilizando o método "ler-ler-verter-colocar":

« Faca aleitura do coédigo de barras do frasco de reagente

e Faca aleitura do cédigo de barras do reservatério de reagente

e Verta o reagente no reservatorio

« Cologue o reservatdério de reagente cheio no suporte de reagentes

NOTA: Para garantir a precisdo da transferéncia das particulas de vidro magnéticas
(MGP), agite vigorosamente o frasco de MGP antes de colocd-lo no reservatério do

reagente.

« Osreservatorios de reagentes estdo disponiveis em dois tamanhos: 200 ml e 50 ml. Siga
as indicacoes do assistente do software para selecionar os tamanhos apropriados do
reservatoério de reagente. Os cddigos de barras dos reservatérios de reagentes devem

estar virados para a direita do suporte.
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NOTA: Os reagentes de amplificacdo/deteccdo (CT/NG MMX e CT/NG Mn), os controles
[CT/NG (+) C, CT/NG IC e (-) C] e o diluente de controle (CDIL) sGdo carregados

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

diretamente no suporte de reagentes e lidos automaticamente pelo equipamento cobas
x 480.

NOTA: Todos os reagentes e reservatdrios de reagentes tém cddigos de barras e foram
concebidos para ser utilizados uma Unica vez. O software cobas® 4800 detecta a
utilizacdo dos reagentes e dos reservatdrios de reagentes e rejeita os reagentes ou
reservatérios de reagentes utilizados anteriormente. O software também verifica se
reagentes dos kits de tamanhos apropriados estdo carregados no equipamento, ou seja,
evita que reagentes de kits de 240 testes sejam utilizados numa corrida com mais de 22

amostras de pacientes.

* Inicie a preparacdo de amostras clicando em "Start Run".

» Depois de concluida com éxito a extracdo de amostras, cliqgue em "Unload" para
descarregar o suporte de placas. O estado da extracdo de amostra pode ser
verificado nesta altura, antes de clicar em "Unload". Consultar o Manual do Operador
do Sistema cobas® 4800.

« Siga as instrucdoes descritas no Manual do Operador do Sistema cobas® 4800 para selar
a microplaca, transportar a placa para o analisador cobas z 480 e iniciar a corrida de

amplificacdo e deteccgdo.

NOTA: O Sistema cobas® 4800 dispde de um relégio interno para monitorizar o espaco de
tempo apds a adicdo das amostras preparadas ao master mix. A amplificacdo e
deteccdo deverd ser iniciada o mais cedo possivel, mas nunca depois de 90 minutos apods
o final da corrida no equipamento cobas x 480. Aparece um temporizador de contagem
decrescente no separador "Workplace". O sistema abortard a execucdo se o

temporizador tiver expirado.

« Quando estiver concluida a corrida de amplificacdo e deteccdo, descarregue a
microplaca do analisador cobas z 480.
* Para examinar e aceitar os resultados, siga as instrucdes indicadas no Manual do

Operador do Sistema cobas® 4800.

IPOG-PT942012




c 000

co0@o0 e

X ] [ X 1 i

o .I. o biologia molecular ao seu alcance

o0 : @ - Rua Dr. Bacelar, 231, cj 97/98 — SGo Paulo — SP — Brasil - CEP 04026-000
LN ] L]

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

* Vale salientar que este procedimento deve ser realizado utilizando-se o kit reagente
para deteccdo de HPV cobas® HPV DNA test (ROCHE) e que, embora este protocolo
possa servir como documento guia, SEMPRE € necessdrio ler o manual de instrucdes do
kit reagente antes de proceder ao teste.

« Vale salientar que este procedimento deve ser realizado utilizando-se o kit reagente
para deteccdo de CT/NG cobas® CTING DNA fest (ROCHE) e que, embora este
protocolo possa servir como documento guia, SEMPRE € necessdrio ler o manual de

instrucoes do kit reagente antes de proceder ao teste.

Processamento de Amostras de Células Cérvico-Vaginais Coletadas no Coletor CellPreserv

por PCR in house para Detec¢ao de HPV de Baixo Risco

As amostras de DNA eluidas do equipamento cobas 380 x foram submetidas a uma reacdo de PCR
in house validada pelo IPOG que detecta separadamente os fipos HPV-6 e HPV-11 e detecta em
grupo os tipos HPV-40, HPV-42 e HPV-44.
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Tabela 1: Resultados da Validacdo de Amostras de Papilomavirus Humano (HPV) de Alto

Risco Oncogénico coletadas em coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 e Sistema

Cobas 4800.
Resultado de Captura Hibrida | Resultado PCR Cobas HPV
1D Paciente HPV Alto Risco (RLU/CO) Alto Risco

HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

18686 S.F. 0,18 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

18687 S.P. 0,23 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

18688 F.B. 0,21 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

18689 M.A.C 0,26 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

18690 G.F.R.L 0,18 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

19447 Maria | 2,17 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,

19448 Sueli Santos 446,27 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

19449 | Maria Aparecida Reis 0,18 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Pos,

19450 Kerielli M. Souza 20,22 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

19451 | Barbara Carolina Rios 0,19 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

19452 Deborah S. 24,25 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

19453 | Taliade Sousa Silva 0,17 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,

19454 Keteli M. Souza 31,08 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20775 24 0,18 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20776 28 0,23 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,

20777 34 929,73 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20778 41 0,27 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20779 44 0,33 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20780 20 0,24 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20781 29 0,21 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20782 37 37,03 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20783 42 0,35 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

20784 51 0,25 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

21489 16 0,82 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,

21490 35 11,91 HPV outros tipos Pos

Valores de Referéncia Captura Hibrida HPV:
RLU/PC menor que 1,0: Negativo
RLU/PC maior ou igual a 1,0: Positivo

Valor de Referéncia Sistema cobas® 4800 HPV:

Negativo

IPOG-PT942012



biologia molecular ao seu alcance

Rua Dr. Bacelar, 231, cj 97/98 — SGo Paulo — SP — Brasil - CEP 04026-000

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

Tabela 1: Resultados da Validacdo de Amostras de Papilomavirus Humano (HPV) de Alto

Risco Oncogénico coletadas em coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 e Sistema

Cobas 4800 (continuacdo)

Resultado de Captura Hibrida| Resultado PCR Cobas HPV
1D Paciente HPV Alto Risco (RLU/CO) Alto Risco
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,
21491 45 18,38 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21492 48 0,23 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21493 21 0,21 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,
21495 27 1,49 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21496 30 1,34 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21497 17 0,2 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21498 18 0,17 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21499 19 0,19 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21500 49 0,2 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21501 14 0,2 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21502 26 0,23 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21503 36 1,24 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21504 50 0,19 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21505 23 7,78 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21506 25 2,94 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21507 39 0,16 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21508 40 0,21 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21509 43 70,53 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Pos, HPV 18 Neg,
21510 46 12,05 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21511 15 0,44 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21512 31 7,91 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Pos,
21513 32 16,97 HPV outros tipos Pos
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21514 33 0,18 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21515 47 0,17 HPV outros tipos Neg
HPV 16 Neg, HPV 18 Neg,
21516 52 0,33 HPV outros tipos Neg

Valores de Referéncia Captura Hibrida HPV:
RLU/PC menor que 1,0: Negativo
RLU/PC maior ou igual a 1,0: Positivo

Valor de Referéncia Sistema cobas® 4800 HPV:

Negativo

IPOG-PT942012




biologia molecular ao seu alcance

Rua Dr. Bacelar, 231, cj 97/98 — SGo Paulo — SP — Brasil - CEP 04026-000

Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

Tabela 2: Resultados da Validacdo de Amostras de Chlamydia frachomatis/Neisseria
gonorrhoeae (CT/NG) coletadas em coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 e
Sistema Cobas 4800.

Resultado de Captura Hibrida| Resultado PCR Cobas
ID Paciente CTGC (RLU/CO) CT/NG
18686 S.F. 0,09 CT Neg, NG Neg
18687 S.P. 0,15 CT Neg, NG Neg
18688 F.B. 0,13 CT Neg, NG Neg
18689 M.A.C 0,15 CT Neg, NG Neg
18690 G.F.R.L 0,12 CT Neg, NG Neg
19447 Maria | 0,12 CT Neg, NG Neg
19448 Sueli Santos 0,15 CT Neg, NG Neg
19449 | Maria Aparecida Reis 0,13 CT Neg, NG Neg
19450 Kerielli M. Souza 6,95 CT Pos, NG Neg
19451 |Barbara Carolina Rios 0,13 CT Neg, NG Neg
19452 Deborah S. 0,18 CT Neg, NG Neg
19453 Talia de Sousa Silva 0,14 CT Neg, NG Neg
19454 Keteli M. Souza 0,12 CT Neg, NG Neg
20775 24 0,15 CT Neg, NG Neg
20776 28 0,69 CT Neg, NG Neg
20777 34 0,3 CT Neg, NG Neg
20778 41 0,51 CT Neg, NG Neg
20779 44 0,3 CT Neg, NG Neg
20780 20 0,26 CT Neg, NG Neg
20781 29 0,31 CT Neg, NG Neg
20782 37 0,38 CT Neg, NG Neg
20783 42 0,35 CT Neg, NG Neg
20784 51 0,55 CT Neg, NG Neg
21489 16 0,12 CT Neg, NG Neg
21490 35 0,13 CT Neg, NG Neg
21491 45 3,17 CT Pos, NG Neg
21492 43 0,14 CT Neg, NG Neg
21493 21 0,11 CT Neg, NG Neg
21495 27 0,09 CT Neg, NG Neg
21496 30 0,12 CT Neg, NG Neg
21497 17 3,88 CT Pos, NG Neg
21498 18 0,11 CT Neg, NG Neg
21499 19 0,1 CT Neg, NG Neg
21500 49 0,08 CT Neg, NG Neg
21501 14 0,1 CT Neg, NG Neg
21502 26 0,1 CT Neg, NG Neg
21503 36 0,09 CT Neg, NG Neg
21504 50 0,1 CT Neg, NG Neg
21505 23 0,12 CT Neg, NG Neg
21506 25 0,13 CT Neg, NG Neg
21507 39 0,08 CT Neg, NG Neg
21508 40 0,13 CT Neg, NG Neg
21509 43 0,11 CT Neg, NG Neg
21510 46 0,1 CT Neg, NG Neg
21511 15 0,13 CT Neg, NG Neg
21512 31 0,12 CT Neg, NG Neg
21513 32 0,13 CT Neg, NG Neg
21514 33 0,13 CT Neg, NG Neg
21515 47 0,08 CT Neg, NG Neg
21516 52 0,11 CT Neg, NG Neg

Valores de Referéncia Captura Hibrida CT/NG:
RLU/PC menor que 1,0: Negativo

RLU/PC enfre 1,0 a 2,5: Inconclusivo

RLU/PC maior que 2,5: Positivo

Valor de Referéncia Sistema cobas® 4800 CT/NG:

Negativo
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Tabela 3: Resultados da Validacdo de Amostras de Papilomavirus Humano (HPV) de Baixo

Risco Oncogénico coletadas em coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 e por PCR

in house a partir do DNA eluido do Sistema Cobas 4800.

Resultado de Captura Hibrida

Resultado PCR Cobas HPV

ID Paciente HPV Baixo Risco (RLU/CO) Baixo Risco

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
18686 S.F. 0,06 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
18687 S.P. 0,09 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
18688 F.B. 0,09 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
18689 M.A.C 0,1 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
18690 G.F.R.L 0,1 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19447 Maria | 0,13 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19448 Sueli Santos 0,19 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19449 | Maria Aparecida Reis 0,13 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19450 Kerielli M. Souza 4,14 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19451 | Barbara Carolina Rios 0,13 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19452 Deborah S. 0,42 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19453 | Taliade Sousa Silva 0,14 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
19454 Keteli M. Souza 0,15 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20775 24 0,13 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20776 28 0,12 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20777 34 0,22 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20778 41 0,16 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20779 44 0,14 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20780 20 0,15 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20781 29 0,13 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20782 37 0,27 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20783 42 0,1 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
20784 51 0,12 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
21489 16 0,21 40/42/44 Neg

HPV 6 Neg, HPV 11 Neg, HPV
21490 35 0,12 40/42/44 Neg

Valores de Referéncia Captura Hibrida CT/NG:
RLU/PC menor que 1,0: Negativo
RLU/PC enfre 1,0 a 2,5: Inconclusivo
RLU/PC maior que 2,5: Positivo
Valor de Referéncia Sistema cobas® 4800 CT/NG:

Negativo
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Tabela 3: Resultados da Validacdo de Amostras de Papilomavirus Humano (HPV) de Baixo

Risco Oncogénico coletadas em coletor CellPreserv por Captura Hibrida 2v2 e por PCR

in house a partir do DNA eluido do Sistema Cobas 4800 (confinuacdo)

Resultado de Captura Hibrida

Resultado PCR Cobas

ID Paciente HPV Baixo Risco (RLU/CO) HPV Baixo Risco
HPV 6 Pos, HPV 11 Neg,
21491 45 0,66 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21492 48 0,12 HPV 40/42/44 Pos
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21493 21 0,12 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21495 27 0,11 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21496 30 0,18 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21497 17 0,12 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21498 18 1,27 HPV 40/42/44 Pos
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21499 19 0,19 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21500 49 0,19 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21501 14 0,14 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21502 26 0,18 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21503 36 0,12 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6Neg, HPV 11 Neg,
21504 50 0,21 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6Neg, HPV 11 Neg,
21505 23 0,13 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21506 25 1,48 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6Neg, HPV 11 Neg,
21507 39 0,12 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21508 40 0,15 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21509 43 0,18 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21510 46 51,9 HPV 40/42/44 Pos
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21511 15 0,15 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21512 31 17,79 HPV 40/42/44 Pos
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21513 32 0,13 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21514 33 0,15 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21515 47 0,14 HPV 40/42/44 Neg
HPV 6 Neg, HPV 11 Neg,
21516 52 0,21 HPV 40/42/44 Neg

Valores de Referéncia Captura Hibrida CT/NG:
RLU/PC menor que 1,0: Negativo
RLU/PC entre 1,0 a 2,5: Inconclusivo
RLU/PC maior que 2,5: Positivo
Valor de Referéncia Sistema cobas® 4800 CT/NG:

Negativo
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Resultados da validagao:
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e Ha diversas maneiras de verificar a concorddncia de resultados entre leituras de um
mesmo evento ou comparar métodos diagndsticos diferentes, e assim, estimar o erro
cometido na sua afericdo. Os resultados podem ser expressos sob forma de variavel
dicotémica (positivo / negativo), categdrica (normal / anormal / niveis limitrofes), em
medidas continuas (miligramas, mililitfros) ou fitulos de sorologia. Este € um dos aspectos
que influencia a forma de andlise dos resultados. Geralmente, independente do tipo
de dado produzido pelos testes diagnodsticos, os médicos/epidemiologistas tendem a
reduzi-lo a varidveis dicotdbmicas ou expressas em categorias para tornar a
interpretacdo mais Util na prdatica. A comparacdo dos resultados pode ser
apresentada através da taxa global de concorddncia entre os métodos diagnodsticos
ou pelo indicador Kappa.

« Indice Kappa (k) - Uma maneira muito utilizada para expressar a confiabilidade de um
teste € afravés do indice k que constitui um avanco em relacdo a taxa geral de
concorddncia, por ser um indicador de concorddncia ajustada, pois leva em
consideracdo, a concorddncia devida a chance. O k informa a proporcdo de
concorddncia ndo aleatdéria (além da esperada pela chance) entre observadores ou
medidas da mesma varidvel categdrica, e seu valor varia de "menos 1" (completo

desacordo) a "mais 1" (concorddncia total). Se a medida concorda mais

freqUentemente do que seria esperado pela chance, entdo o indice k € positivo; se a
concorddncia € completa k = 1. Zero indica o mesmo que leituras feitas ao acaso. A

Tabela 4 apresenta os valores do k e respectivas interpretacoes.

Tabela 4: Escala de concorddncia do Kappa

Valor do Kappa Concordancia
<0,00 Nenhuma

0,00-0,20 Fraca

0,21 -0,40 Sofrivel

0,41 -0,60 Regular

0,61 -0,80 Boa

0.81-0,99 Otfima
1,00 Perfeita
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Na avaliacdo de um teste diagndstico existem 4 interpretacdes possiveis para o
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resultado do teste: duas em que o teste estd correto e duas em que estd incorreto. O
teste estd correto quando ele € positivo na presenca da doenca (resultados
verdadeiros positivos), ou negativo na auséncia da doenca (resultados verdadeiros
negativos). Por outro lado, o teste estd incorreto quando ele € positivo na auséncia da
doenca (falso positivo), ou negativo quando a doenca estd presente (falso negativo).
Os melhores testes diagndsticos sdo aqueles com poucos resultados falso-positivos e
falso-negativos.

« Sensibiidade é a capacidade que o teste diagndstico apresenta de detectar os
individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar corretfamente os
doentes.

+ Especificidade é a capacidade que o teste diagndstico tem de detectar os
verdadeiros negativos, isto €, de diagnosticar corretamente os individuos sadios.

+ Co-positividade e co-negatividade sdo termos utilizados em  substituicdo,
respectivamente, a sensibilidade e especificidade, quando o padrédo empregado é
outro teste considerado de referéncia para a doenca em questdo e ndo os
diagnosticos de certeza de presenca ou auséncia de doenca. Sdo também
designados como sensibilidade relativa e especificidade relativa.

« Valor preditivo do teste: No contexto epidemiolégico e clinico, a validade de um
marcador soroldgico diz respeito a extensdo com que ele pode predizer a ocorréncia

da doenca / infeccdo. Nessas circunst@ncias, devemos estar preparados para

responder 4 seguinte questdo: dado que o teste apresentou resultado positivo (ou
negativo), qual a probabilidade do individuo ser realmente doente (ou sadio)? Esse
atributo do teste € conhecido como Valor Preditivo (VP) podendo ser positivo (VPP) ou
negativo (VPN), e € determinado pela interacdo de trés varidveis: a sensibilidade e a
especificidade do teste e a prevaléncia da doenca no grupo de estudo.

» Valor preditivo positivo é a proporcdo de doentes entre os positivos pelo teste.

e Valor preditivo negativo € a proporcdo de sadios (sem a doenca) entre os negativos
Qo teste.

+ Relacdo entre valor preditivo e prevaléncia: Enquanto a sensibilidade e especificidade
de um teste sdo propriedades inerentes ao teste e ndo variam a ndo ser por erro
técnico, os VPs dependem da prevaléncia da doenca na populacdo de estudo. O

VPP aumenta com a prevaléncia enquanto os VPN diminuem. Assim, quando a
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doenca é rara o VPP € baixo, pois a maior parte dos exames positivos pertencem a
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sadios, representando resultados falso-positivos. Por outro lado, o VPN é alto em baixas
prevaléncias. Os resultados falso-positivos e falso-negativos podem ser minimizados
utilizando-se a combinacdo de testes, em paralelo (dois ou mais testes realizados
simultaneamente) ou em série (dois ou mais testes realizados em seqUéncia), para a
definicdo de resultado positivo. Se a intencdo é reduzir resultados falso-positivos (e
aumentar a especificidade), um diagndstico positivo deverd ser confirmado somente
quando pelo menos dois testes diferentes forem positivos. Por outro lado, para reduzir
resultados falso-negativos (e aumentar a sensibilidade), um Unico teste positivo seria
suficiente para considerar um diagndstico positivo.

e Estudos conduzidos para determinar a validade de um teste diagndstico apresentam
estrutura semelhante aos estudos observacionais. Eles incluem a varidvel preditora
(resultado do teste) e a varidvel de efeito (presenca ou auséncia da doenca). A
diferenca entre eles reside nos seus objetivos. Na avaliacdo de testes diagndsticos,
descreve-se a intensidade da associacdo, em termos de sensibilidade e especificidade
(capacidade do teste em discriminar doentes de ndo doentes). Ja, os estudos
observacionais buscam determinar a presenca de uma associacdo.

+ No caso deste estudo de validacdo de amostras cérvico-vaginais coletadas em um
novo meio coletor, o coletor CellPreserv, espera-se para aprovacdo do meio para
utilizacdo em testes de biologia molecular que haja uma taxa de concorddncia

correta (acurdcia) elevada, uma taxa de concorddncia incorreta pequena e que o

valor k na faixa boa para todas as técnicas testadas.

Cdlculos Estatisticos para Deteccdo de HPV em amostras coletadas em Kolplast

e A Figura 1ilustra a férmula de cdlculo do valor Kappa que serd utilizada neste estudo.
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Figura 1: Férmula de cdlculo de valor Kappa que serd utilizada neste estudo.
Kappa = Po - Pe

1 -Pe
Po= Proporcdo de concordd@ncias observadas

Pe = Proporcdo de concordé@ncias esperadas

a+d [@+b)(@+0c)]+[(c+d)(b+d)
Po= Pe = -
at+tb+c+d (@a+b+c+d)

A Tabela 5 ilustra os resultados que foram obtidos para 50 amostras de escovados
cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv e processadas pelas metodologias
de Captura Hibrida 2v2 e do Sistema cobas 4800 (PCR) para a deteccdo de HPV,
considerando-se a técnica de cobas 4800 (PCR) como padrdo-ouro.

A Tabela 6 ilustra os resultados que foram obtidos para 50 amostras de escovados
cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv e processadas pelas metodologias
de
Captura Hibrida 2v2 e do Sistema cobas 4800 (PCR) para a deteccdo de HPV,

considerando-se a técnica de Captura Hibrida como padrdo-ouro.
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Tabela 5: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida e cobas 4800 (PCR)

para a deteccdo de HPV em amostras coletadas em coletor

considerando-se o sistema cobas 4800 (PCR) como padr&o-ouro:

CellPreserv,

Sistema cobas 4800 (PCR)
HPV Alto Risco
Captura Hibrida Positivo Negativo Total
HPV Alto Risco
Positivo 16 () 2 (b) 18
Negativo 4 (c) 28(d) 32
Total 20 30 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 16/20 = 0,80

Especificidade: d/(b+d) ou seja 28/30 = 0,93

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 16/18= 0,89

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 28/32 = 0,88
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 44/50 = 0,88

Classificacdo incorreta: (b+c)/N ou seja 6/50 = 0,12

Tabela 6: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida e cobas 4800 (PCR) para a

deteccdo de HPV em amostras coletadas em coletor CellPreserv considerando-se a

Captura Hibrida como padrdo-ouro:

Captura Hibrida
HPV Alto Risco
Sistema cobas 4800 Positivo Negativo Total
(PCR) HPV Alto Risco
Positivo 16(a) 4 (b) 20
Negativo 2 (c) 28(d) 30
Total 18 32 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 16/18 = 0,89

Especificidade: d/(b+d) ou seja 28/32 = 0,88

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 16/20= 0,80

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 28/30 = 0,93
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 44/50 = 0,88

Classificacdo incorreta: (b+c)/N ou seja 6/50 = 0,12
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Conforme pode ser visualizado nas Tabelas 5 e 6, os dados foram calculados em duas
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situagdes: utilizando a técnica de PCR como padrdo-ouro (Tabela 5) e utilizando a
técnica de Captura Hibrida como padrdo-ouro (Tabela 6).

« Nota-se que a sensibilidade e a especificidade da Captura Hibrida para detectar HPV,
se considerarmos o resultfado da PCR como o verdadeiro, sdo de 80% e 93%,
respectivamente. O valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), por
sua vez, nesta situacdo, sdo de 89% e 88%. A taxa de classificagao correta foi 88% e a
taxa de classificagdo incorreta foi 12%.

» No caso de considerarmos o resultado da Captura Hibrida como o verdadeiro, nota-se
que as taxas de sensibilidade e de especificidade da PCR em detectar o HPV sdo de
89% e 88%, respectivamente. Os valores de VPP e VPN, neste cendrio, sdo de 80% e
93%, respectivamente. A taxa de classificagdo correta também foi calculada em 88%
e a taxa de classificagdo incorreta também foi calculada em 12%.

* O cdlculo do valor de Kappa para esta andlise segue abaixo:

Po= 44/ 50, logo Po = 0,88
Pe= 1320/2500, logo Pe= 0,528
Kappa = 0,352/0,472, logo Kappa = 0,745

+ Nota-se que para a deteccdo de HPV pelas duas metodologias em amostras
coletadas em coletor CellPreserv, a taxa de concordé@ncia enfre técnicas foi de 88%
(44 amostras concordantes em uma populacdo de 50 amostras no total) com um valor
de Kappa de 0,745.

Cdlculos Estatisticos para Deteccdo de CI/NG em amostras coletadas em coletor

CellPreserv

« A Tabela 7 ilustra os resultados que foram obtidos para 50 amostras de escovados
cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv e processadas pelas metodologias
de Captura Hibrida 2v2 e do Sistema cobas 4800 (PCR) para a deteccdo de CT/NG,
considerando-se a técnica de cobas 4800 (PCR) como padrdo-ouro.

« A Tabela 8 ilustra os resultados que foram obtidos para 50 amostras de escovados

cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv e processadas pelas metodologias
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de Captura Hibrida 2v2 e do Sistema cobas 4800 (PCR) para a deteccdo de CT/NG,

considerando-se a técnica de Captura Hibrida como padrdo-ouro.

Tabela 7: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida e cobas 4800 (PCR)
para a deteccdo de CT/NG em amostras coletadas em coletor CellPresery,

considerando-se o sistema cobas 4800 (PCR) como padr&o-ouro:

Sistema cobas 4800 (PCR)
CT/NG
Captura Hibrida Positivo Negativo Total
C1/GC
Positivo 3 (a) 0 (b) 3
Negativo 0 (c) 47 (d) 47
Total 3 47 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 3/3=1,0

Especificidade: d/(b+d) ou seja 47/47 = 1,0

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 3/3=1

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 47/47 = 1,0
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 50/50 = 1,0

Classificacdo incorreta: (b+c)/N ou seja 0/50 =0
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Tabela 8: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida e cobas 4800 (PCR) para a
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deteccdo de CT/NG em amostras coletadas em coletor CellPreserv considerando-se a

Captura Hibrida como padrdo-ouro:

Captura Hibrida
CT/NG
Sistema cobas 4800 Positivo Negativo Total
(PCR) CT/GC
Positivo 3 () 0 (b) 3
Negativo O(c) 47 (d) 47
Total 3 47 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 3/3=1,0

Especificidade: d/(b+d) ou seja 47/47 = 1,0

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 3/3=1,0

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 47/47 = 1,0
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 50/50 = 1,0

Classificacdo incorreta: (b+c)/N ou seja 0/50 =0

+ Conforme pode ser visualizado nas Tabelas 7 e 8, os dados foram calculados em duas
situacoes: utilizando a técnica de PCR como padrdo-ouro (Tabela 7) e utilizando a
técnica de Captura Hibrida como padrdo-ouro (Tabela 8).

 Nota-se que a sensibilidade e a especificidade da Captura Hibrida para detectar
CT/NG, se considerarmos o resultado da PCR como o verdadeiro, sdo de 100%. O valor
preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), por sua vez, nesta situacdo,
também sdo de 100%. A taxa de classificagdo correta foi 100% e a taxa de
classificagao incorreta foi 0%.

+ No caso de considerarmos o resultado da Captura Hibrida como o verdadeiro, nota-se
que as taxas de sensibilidade e de especificidade da PCR em detectar o HPV sdo de
100%. Os valores de VPP e VPN, neste cendrio, sdo de 100%. A taxa de classificagdo
correta também foi calculada em 100% e a taxa de classificagao incorreta também
foi calculada em 0%.

e O cdlculo do valor de Kappa para esta andlise segue abaixo:
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Po= 50/ 50, logo Po = 1,0

Pe=2218/2500, logo Pe= 0,887

Kappa =0,11/0,11, logo Kappa = 1,0

+ Nota-se que para a deteccdo de CT/NG pelas duas metodologias em amostras
coletadas em coletor CellPreserv, a taxa de concordd@ncia entre técnicas foi de 100%
(50 amostras concordantes em uma populacdo de 50 amostras no total) com um valor

de Kappa de 1,00.

Cdlculos Estatisticos para Deteccdo de HPV de baixo risco em amostras coletadas em

coletor CellPreserv

+ Conforme pode ser visualizado nas Tabelas 9 e 10, os dados foram calculados em duas
situacoes: utilizando a técnica de PCR in house como padrdo-ouro (Tabela 9) e

utilizando a técnica de Captura Hibrida como padrdo-ouro (Tabela 10).

Tabela 9: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN) e pela
PCR in house para a deteccdo de HPV de baixo risco oncogénico em amostras

coletadas em coletor CellPreserv, considerando-se a PCR in house como padrdo-ouro:

PCR in house
HPV Baixo Risco
Captura Hibrida Positivo Negativo Total
HPV Baixo Risco
Positivo 3 (a) 1 (b) 4
Negativo 2 (c) 44 (d) 46
Total 5 45 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 3/5=0,6

Especificidade: d/(b+d) ou seja 44/45=0,98

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 3/4= 0,75

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 44/46 = 0,96
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 47/50 = 0,94

Classificacdo incorreta: (b+c)/N ou seja 3/50 = 0,06

IPOG-PT942012



c 0@ o0 -
AR Y Y X

XXl (XX biologia molecular ao seu alcance
(N X ] [ XX

c0o0@0 0 - Rua Dr. Bacelar, 231, ¢j 97/98 - Sdo Paulo — SP - Brasil — CEP 04026-000
0o @60 -

IPOG

Tabela 10: Resultados obtidos pelas técnicas de Captura Hibrida 2v2 (QIAGEN) e pela PCR
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in house para a deteccdo de HPV de baixo risco oncogénico em amostras coletadas em

coletor CellPreserv, considerando-se a Captura Hibrida como padrdo-ouro:

Captura Hibrida
HPV de Baixo Risco
PCR in house Positivo Negativo Total
HPV Baixo Risco
Positivo 3 (a) 2 (b) 5
Negativo 1(c) 44 (d) 45
Total 4 46 50

Sensibilidade: a/(a+c) ou seja 3/4= 0,75

Especificidade: d/(b+d) ou seja 44/46 = 0,96

Valor preditivo positivo: a/(a+b) ou seja 3/5=0,6

Valor preditivo negativo: d/(c+d) ou seja 44/45 = 0,98
Classificacdo correta (acurdcia): (a+d)/N ou seja 47/50 = 0,94

Classificagdo incorreta: (b+c)/N ou seja 3/50 = 0,06

« Nota-se que a sensibilidade e a especificidade da Captura Hibrida para detectar HPV
de baixo risco, se considerarmos o resultado da PCR como o verdadeiro, sédo de 60% e
98%, respectivamente. O valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN),

por sua vez, nesta situacdo, fambem sdo de 75% e 96%, respectivamente. A taxa de

classificagao correta foi 94% e a taxa de classificagao incorreta foi 6%.

» No caso de considerarmos o resultado da Captura Hibrida como o verdadeiro, nota-se
que as taxas de sensibilidade e de especificidade da PCR em detectar o HPV de baixo
risco sdo de 75% e 96%, respectivamente. Os valores de VPP e VPN, neste cendrio, sdo
de 60% e 98%, respectivamente. A taxa de classificagdo correta também foi
calculada em 94% e a taxa de classificagdo incorreta também foi calculada em 6%.

* O cdlculo do valor de Kappa para esta andlise segue abaixo:

Po= 47/ 50, logo Po = 0,94
Pe=2090/2500, logo Pe= 0,836
Kappa = 0,104/0,164, logo Kappa = 0,634

IPOG-PT942012



N )
AR Y Y X
XY ] [ XX H :
3 & .I. N biologia molecular ao seu alcance
co0@0 0 - Rua Dr. Bacelar, 231, ¢j 97/98 — SGo Paulo — SP — Brasil — CEP 04024-000
c0e@ e
Fone/Fax: (11) 5579-2635 www.ipog.com.br e-mail: ipog@ipog.com.br

* Nota-se que para a deteccdo de HPV de baixo risco pelas duas metodologias em
amostras coletadas em coletor CellPreserv, a taxa de concorddncia entre técnicas foi
de 94% (47 amostras concordantes em uma populacdo de 50 amostras no total) com

um valor de Kappa de 0,634.

Tabela 11: Comparacdo entre os resultados obtidos para a deteccdo de HPV por Captura
Hibrida e cobas 4800 (PCR)

Sistema cobas 4800 (PCR) padrdo- ouro | Captura Hibrida padrdo-ouro
*Técnica em andlise Captura hibrida *Técnica em andlise cobas 4800 (PCR)

Sensibilidade 80% 89%
Especificidade 93% 88%
Valor Preditivo Positivo 89% 80%
Valor Preditivo Negativo 88% 93%
Classificagcao Correta 88% 88%
Classificagdo Incorreta 12% 12%

Tabela 12: Comparacdo entre os resultados obtidos para a deteccdo de CT/NG por
Captura Hibrida e cobas 4800 (PCR)

Sistema cobas 4800 (PCR) padréo- ouro | Captura Hibrida padrdo-ouro
*Técnica em andlise Captura hibrida *Técnica em andlise cobas 4800 (PCR)

Sensibilidade 100% 100%

Especificidade 100% 100%

Valor Preditivo Positivo 100% 100%

Valor Preditivo Negativo 100% 100%

Classificagdo Correta 100% 100%
Classificagdo Incorreta 0% 0%
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Tabela 13: Comparacdo entre os resultados obtidos para a deteccdo de HPV de Baixo
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Risco por Captura Hibrida e por PCR in house

PCR in house HPV de Baixo Risco Captura Hibrida padrdo-ouro
*Técnica em andlise Captura hibrida *Técnica em andlise cobas 4800 (PCR)

Sensibilidade 60% 75%
Especificidade 98% 96%
Valor Preditivo Positivo 75% 60%
Valor Preditivo Negativo 926% 98%
Classificagcao Correta 94% 94%
Classificagdo Incorreta 6% 6%

Conclusao da validagao:

» Os valores de kappa de todas as andlises estdo na faixa compreendida entre 0,60 e 1,0
gue indica uma concorddncia boa a étima entre os resultados de cada par de
técnicas avaliados. Os valores de kappa obtidos para a deteccdo de HPV de alto
risco, CTNG e HPV de baixo risco foram, respectivamente: 0,745; 1,0 e 0,634.

e A vdlidacdo de amostras cérvico-vaginais coletadas em coletor CellPreserv
apresentou  concorddncia levemente maior para a deteccdo de Chlamydia

trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (100%) do que para a detec¢cdo de HPV (88 a 94%).

« O desempenho da metodologia cobas 4800 (PCR) foi levemente melhor do que o
desempenho da Captura Hibrida para a deteccdo de HPV, de acordo com a taxa de
sensibilidade apresentada pelas duas técnicas (89% da PCR confra 80% da Captura
Hibrida). Entretanto, este ganho de sensibilidade da metodologia PCR foi
acompanhado por uma pequena perda na taxa de especificidade, quando
comparada com a metodologia de Captura Hibrida (88% da PCR contra 93% da
Captura Hibrida). Assim, verifica-se que enquanto a Captura Hibrida teve dificuldade
em identificar os individuos ndo infectados pelo HPV (VPN de 88% da Captura contra
93% da PCR), a PCR teve dificuldade em identificar individuos verdadeiramente
infectados pelo HPV (VPP de 80% da PCR contra 89% da Captura). Estes dados
refletem os dados de literatura disponiveis quando as duas técnicas foram

comparadas em outros estudos.**
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O desempenho da metodologia cobas 4800 (PCR) foi semelhante ao da Captura
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Hibrida para a deteccdo de CT/NG, de acordo com as taxas de sensibilidade e
especificidade apresentada pelas duas técnicas (100%). Assim, verifica-se que tanto a
Captura Hibrida quanto a PCR identificou muito bem individuos infectados e ndo
infectados pela CT/NG, (taxas de VPP e VPN em 100%).

+ Deve-se ressaltar nesta validacdo que houveram algumas amostras discordantes entre
as duas técnicas, sendo que para a deteccdo de HPV de alto risco oncogénico 2
amostras resultaram positivas para Captura Hibrida e negativas na PCR Cobas e 4
amostras resultaram positivas para PCR Cobas e negativas para Captura Hibrida. Para
a deteccdo de HPV de baixo risco oncogénico, 1 amostra resultou positiva para
Captura Hibrida e negativa para PCR in house e 2 amostras resultaram positivas para
PCR in house e negativas para Captura Hibrida.

» Algumas consideracdes devem ser feitas: seria interessante verificar os laudos
citolégicos das amostras que originaram resultados negativos por Captura Hibrida e
positivos por PCR, pois hd uma diferenca de sensibilidade das técnicas que deve ser
avaliada. Por exemplo, a Captura origina um resultado positivo apenas com numero
superior a 5000 coépias virais enquanto que a PCR origina um resultado positivo com
apenas 50 copias virais presentes na amostra. Assim, pode haver uma tendéncia da
técnica da PCR resultar positiva quando as alteracdes citoldgicas ainda ndo estdo
presentes na amostra, ao passo que a Captura Hibrida sé ira resultar positiva se

houverem também alteracdes citoldgicas presentes na amostra.

« Outra diferenca que deve ser levada em consideracdo na andlise destas amostras € o
fato da metodologia da PCR de alto risco detectar o HPV-66, que € um tipo de HPV
gue ndo ¢ identificado pela técnica de Captura Hibrida. Além disso, a PCR in house
validada pelo IPOG ndo detecta o HPV-43, que estd presente na sondas da Captura
Hibrida de HPV de baixo risco oncogénico. Assim, poderia ser interessante submeter
estas amostras a uma outra técnica de genotipagem de HPV, como a CLART HPV
(BIOMERIEUX) ou a Papillocheck (GREINER) para verificar se o HPV presente nestas
amostras € o HPV-66 ou HPV-43.

« Além disso, as amostras coletadas em coletor CellPreserv necessitaram de um processo
de centrifugacdo prévio antes do processamento da Captura Hibrida. Este processo,
denominado de conversdo, implica no descarte do sobrenadante do meio e na

ressuspensdo do pellet em meio STM (QIAGEN) e do reagente de desnaturacdo. NGo
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podemos excluir as hipdteses de perda de pellet ou de precipitacdo de algum
componente do meio ou da amostra que esteja interferindo na reacdo de Captura
Hibrida.

J& foi descrito em literatura que até 5% das amostras testadas tanto pela técnica de
Captura Hibrida quanto pela técnica de PCR para a deteccdo de HPV podem
apresentar resultado positivo para Captura Hibrida e negativo para PCR, como em 3
casos que ocorreram nesta validacdo, do qual o resultado foi repetido em ambas as
técnicas e confirmado.***

No caso da deteccdo de CT/NG, a taxa de resultados discordantes foi inexistente, mas
deve ser levado em consideracdo que a grande maioria das amostras eram negativas.
Em suma, a utilizacdo do coletor CellPreserv para a deteccdo de HPV e CT/NG pelo
sistema cobas 4800 (PCR) e de HPV de baixo risco por PCR in house atendeu aos
critérios previamente dispostos: apresentou um valor de concorddncia correta
(acurdcia) elevado (compreendido entre 88% e 100%, dependendo do fipo de
andlise), uma taxa de concorddncia incorreta baixa (compreendida entre 6% e 12%,
dependendo do fipo de andlise) e valores do indice Kappa compreendidos entre as
faixas boa e 6tima (0,60 a 1,00).

Logo, a utilizacdo deste meio para as técnicas de biologia molecular de Captura
Hibrida e PCR Cobas 4800 para detectar HPV de alto risco oncogénico e CING e de

PCR in house para deteccdo de HPV de baixo risco pode ser indicada imediatamente.
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