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USO PREVISTO

El CINtec PLUS Cytology Kit es un
ensayo de inmunocitoquimica destinado
a su uso en laboratorio para la
deteccion cualitativa simultanea de las
proteinas p16'N«4a y Ki-67 en
preparaciones de citologia de cuello
uterino tefiidas en un instrumento
BenchMark IHC/ISH. Se ha concebido
como ayuda en la identificacion de
mujeres con lesiones intraepiteliales de
cuello de Utero de gran malignidad en
los cribados de poblacion y en
subgrupos de pacientes cuyos
resultados de la citologia de cuello
uterino (prueba de Papanicolau)
muestran la presencia de ASC-US (células escamosas atipicas de importancia no
determinada) o LSIL (lesién escamosa intraepitelial de escasa malignidad) y en aquellos
pacientes con resultados positivos a la prueba de VPH que indican la existencia de un
alto riesgo de contraer la enfermedad.

La interpretacion de los resultados de las pruebas solo puede llevarla a cabo un
profesional certificado en conjunto con el historial clinico del paciente y las pruebas
diagndsticas adicionales que se hayan realizado.

Este producto es para uso diagndstico in vitro (IVD).

RESUMEN Y EXPLICACION

En las células eucariéticas, el control de la progresion del ciclo de divisién celular esta
regulado por un patrén complejo de expresion controlada y de modificaciones
postraduccion de las proteinas que regulan el ciclo celular. La proteina p16/N4a
desempefia una funcién esencial en el mecanismo de regulacion del ciclo de las células
eucariotas. Esta implicada en el control inducido por la proteina del retinoblastoma (pRb)
de la transicion de la fase G1/S y activa la detencion del ciclo celular durante los procesos
de diferenciacion celular. Por tanto, p16™N&a facilita el efecto antiproliferativo durante la
evolucién del ciclo celular normal.! En las células epiteliales diferenciadas terminalmente,
la expresion de p16'Nk4a se reduce a niveles que habitualmente no es posible detectar con
la inmunocitoquimica (ICC).2

En la displasia cervical, la sobreexpresién de p16 se considera un biomarcador
subrogado de infecciones transformantes por VPH, lo que refleja la activacion de la
proliferacién de células generada por la oncoproteina E6/E7 del VPH.234.5 La deteccién
de p16 en preparaciones de citologia de cuello uterino se ha propuesto como un
marcador adicional valioso para el triaje de mujeres con resultados anémalos en la
citologia de cuello uterino (prueba de Papanicolau) y un resultado positivo en las pruebas
de VPH.34.5 Sin embargo, debido a que puede detectarse la tincién especifica de p16en
células metaplasicas o endocervicales en las que el p16 se expresa para ejercer su
funcion celular normal supresora del crecimiento, la interpretacion de las preparaciones
de citologia de cuello uterino de p16 de tincion Unica requiere la identificacién de células
inmunorreactivas a p16 y la posterior clasificacion de estas células en funcién de las
sefiales de anomalias morfolégicas.2:3:4

La deteccion simultdnea combinada de p16 y el marcador de proliferacion Ki-67 dentro de
la misma célula mediante inmunocitoquimica (ICC) ha demostrado ser una herramienta
valiosa para la identificacion de células cervicales displasicas en preparaciones de
citologia sin necesidad de aplicar técnicas de interpretacion morfologica.3.7.8 La Ki-67 es
una proteina nuclear y nucleolar estrictamente relacionada con la proliferacion de células,
imposible de detectar mediante métodos estandares de inmunotincién en células en
reposo (G0).6 En condiciones fisiolégicas normales, la expresion de la proteina asociada
a la proliferacion Ki-67 es mutuamente excluyente de la proteina antiproliferativa p16. Por
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Figura 1. Célula epitelial de cuello

uterino positiva en p16'Nk4a (tincion
citoplasmatica marrén) y en Ki-67

(tincién nuclear roja).
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el contrario, las células en las que la secuencia mediada por la proteina del
retinoblastoma (pRB) que controla la progresion del ciclo celular esté abrogada a fases
anteriores a la funcién supresora del tumor de la p16 (como las células epiteliales que
expresan oncoproteinas E6/E7 de alto riesgo de VPH) podrian proliferar y, por tanto,
expresar la Ki-67 en presencia de p16 funcional.2:3

Por lo tanto, la deteccion de células individuales en preparaciones de citologia de cuello
uterino que coexpresan simultaneamente las proteinas p16 y Ki-67 puede utilizarse como
un indicador de células con un ciclo celular desregulado independiente a la morfologia.
Esta coexpresion de las proteinas p16 y Ki-67 puede utilizarse como un indicador de la
presencia de infecciones transformantes por VPH y neoplasia intraepitelial de cuello de
Utero subyacente.23 En el pasado reciente, se han llevado a cabo y publicado numerosos
estudios en los que se evallan el valor potencial y la utilidad clinica de la citologia de
tincion dual p16/Ki-67 para la identificacion de mujeres que podrian beneficiarse de una
derivacion a colposcopia a partir de varios resultados de cribado primario de cancer de
cuello uterino. Estos resultados incluyen el triaje de mujeres con resultados en la citologia
Papanicolau que muestren la presencia de Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance (ASC-US) o Low grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL), mujeres con
resultados positivos en infeccion por VPH de alto riesgo en un cribado primario de VPH o
muijeres con un resultado Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy (NILM)/positivo
en VPH en un centro médico en el que se utiliza la combinacién de pruebas de citologia
de Papanicolau/\VVPH para un cribado primario. 7-25

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El CINtec PLUS Cytology Kit contiene un conjunto de reactivos para la deteccion
inmunocitoquimica simultanea de las proteinas p16Nk4a y Ki-67 en muestras de citologia
que se han extraido del cuello uterino. Las proteinas se detectan a partir de una
combinacion lista para su uso de anticuerpos monoclonales primarios que contiene un
anticuerpo recombinante monoclonal de ratén dirigido contra la proteina p16™N¥42 humana
(clon E6H4™) y un anticuerpo primario recombinante de conejo dirigido contra la proteina
Ki-67 humana (clon 274-11AC3V1). Tras el acondicionamiento celular, la inhibicién de la
actividad peroxidasa endogena y la incubacion con la combinacion de anticuerpos
primarios, el ensayo emplea dos sistemas de deteccion listos para utilizar y optimizados
para su uso en las muestras de citologia de cuello uterino:

e Unanticuerpo secundario cabra antirratén con union covalente a haptenos de HQ
(hapteno patentado) y un anticuerpo terciario de hapteno anti-HQ conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) optimizado para la deteccion del clon de anticuerpo
antirratén monoclonal E6H4.

. Un anticuerpo secundario cabra anticonejo con union covalente a haptenos de NP
(hapteno patentado) y un anticuerpo terciario de hapteno anti-NP conjugado con
fosfatasa alcalina (AP) optimizado para la deteccion del clon de anticuerpo
recombinante de conejo 274-11AC3V1.

Las reacciones cromogénicas se basan en la conversién mediada por HRP de
tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB) y la conversion mediada por AP de Fast
Red con Naphthol Phosphate, lo que da lugar a un precipitado de color marrén en el sitio
del antigeno p16™«4a y un precipitado de color rojo en el sitio del antigeno Ki-67,
respectivamente.

Tras la contratincién y el azulado automatizados, se lleva a cabo un procedimiento de
montaje en dos pasos. Primero, es preciso montar el portaobjetos con un medio de
montaje acuoso. Posteriormente, se coloca un cubreobjetos en el portaobjetos con un
medio de montaje permanente. Los resultados de la tincion se deben evaluar mediante
inspeccion de microscopia optica.
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Figura 2. Deteccion de la proteina p16/Nk4 humana.
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Figura 3. Deteccion de la proteina Ki-67 humana.

MATERIAL SUMINISTRADO
CINtec PLUS Cytology Kit contiene reactivo suficiente para 100 pruebas.

de CINtec PLUS Cytology Primary Antibody Cocktail (p16/Ki-
67) contiene una combinacion del clon del anticuerpo
recombinante monoclonal de ratén E6H4 dirigido contra la
proteina p16!Nk4a humana y del clon del anticuerpo primario
recombinante de conejo 274-11AC3V1 dirigido contra la
proteina Ki-67 humana (< 5 pg/mL) en un tampén con
proteina y el conservante ProClin 300.

de CINtec PLUS Cytology Red anti-Rabbit NP Linker
contiene IgG de cabra anticonejo marcado con NP

(<10 pg/mL; NP es un hapteno patentado con unién
covalente al anticuerpo de cabra) en un tampén con proteina
y el conservante ProClin 300.

de CINtec PLUS Cytology Red AP Multimer contiene un
anticuerpo terciario monoclonal de raton anti-NP marcado
con AP (< 20 pg/mL) en un tampén con proteina y el
conservante ProClin 300.

de CINtec PLUS Cytology Red Naphthol Phosphate contiene

Un dispensador de
10 ml

Un dispensador de
10 ml

Un dispensador de
10 ml

Un dispensador de

10 ml Naphthol Phosphate (< 1 %) y el conservante ProClin 300.
Un dispensador de de CINtec PLUS Cytology Fast Red contiene Fast Red

10 ml (<1 %) en tampon acetato y el conservante ProClin 300.
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Un dispensador de de CINtec PLUS Cytology DAB Peroxidase Inhibitor contiene

10 ml una solucion de peréxido de hidrégeno (< 5 %).
Un dispensador de de CINtec PLUS Cytology DAB anti-Mouse HQ Linker
10 ml contiene IgG de cabra antirraton marcado con HQ

(< 40 pg/mL; HQ es un hapteno patentado con union
covalente al anticuerpo de cabra) en un tampén con proteina
y el conservante ProClin 300.

de CINtec PLUS Cytology DAB HRP Multimer contiene un
anticuerpo terciario monoclonal de ratén anti-HRP marcado
con HQ (< 10 pg/mL) en un tampon con proteina y el
conservante ProClin 300.

Un dispensador de
10 ml

Un dispensador de
10 ml

de CINtec PLUS Cytology DAB contiene tetrahidrocloruro de
3,3'-diaminobencidina (< 1 %) en una solucion estabilizadora
patentada con un conservante también patentado.

de CINtec PLUS Cytology DAB H,0: contiene peroxido de
hidrégeno (< 1 %) en una solucién de tampén fosfato.

Un dispensador de
10 ml

RECONSTITUCION, MEZCLA, DILUCION, TITULACION

El CINtec PLUS Cytology Kit se ha optimizado para su uso con los instrumentos
BenchMark IHC/ISH. No son necesarias la reconstitucion, la mezcla, la dilucién ni la
titulacion de los reactivos del kit.

Cualquier diferencia en la forma de llevar a cabo los procedimientos recomendados de
fijacion o de procesamiento de muestras de citologia de cuello de Gtero puede dar lugar a
una variabilidad significativa en los resultados, por lo que es necesario llevar a cabo
controles internos de forma periodica.

Para obtener mas informacion sobre los controles, consulte la seccidn sobre Control de
calidad.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincion, como kits de deteccion VENTANA, ni

componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y

positivos.

Puede que no todos los productos que aparecen en la hoja de datos estén disponibles en

todos los lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes en el kit de deteccion, pero son

necesarios para la tincion:

Controles correspondientes (opcional; consulte la seccion de Control de calidad)

Hematoxylin Counterstain (n.° cat. 760-2021 / 05266726001)

Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

Cell Conditioning Solution (CC2) (n.° cat. 950-123 / 05279798001)

ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)

ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (n.° cat. 950-223 / 05424542001)

LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

ULTRA LCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

Reagent Grade Ethanol desnaturalizado (pureza = 95 %)

Instrumento BenchMark IHC/ISH

Se recomienda el uso de portaobjetos de microscopio Superfrost Plus (Thermo

Fisher Scientific) en los frotis convencionales

14.  Portaobjetos para microscopio ThinPrep Arcless (Hologic, ref. 70126-002) o
portaobjetos para microscopio Superfrost Plus (VWR, ref. 48311-703)

15. Roche Cell Collection Medium (ref. 07994753190)

16.  PreservCyt® Solution (Hologic, ref. 234004)

17.  Portaobjetos BD SurePath PreCoat (incluidos en el kit GYN SurePath)

18.  SurePath™ Preservative Fluid (BD, ref. 490522)

19.  Medio de montaje acuoso CC/Mount Roche ref. 7342098001; Diagnostic
BioSystems P/N: K 002; Sigma-Aldrich P/N: C9368)

20. Opcional: Horo de secado capaz de mantener una temperatura de 60 °C +5 °C

21.  Equipo de laboratorio de uso general
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ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese entre 2y 8 °C. No lo congele. El
usuario debe validar cualquier condicion de almacenamiento que no se especifique en la
hoja de datos. Este kit de deteccion se puede utilizar de inmediato tras extraerlo del
refrigerador.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y su estabilidad, vuelva a poner
el tapon del dispensador después de cada uso y almacene inmediatamente el
dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los kits de deteccion tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el producto se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta.
No utilice el producto después de la fecha de caducidad del método de conservacion
prescrito. No existen indicios absolutamente precisos de la inestabilidad de este producto,
por tanto, es necesario analizar simultineamente un control positivo con las muestras
desconocidas. Debe ponerse en contacto de inmediato con el representante local de
asistencia técnica de Roche si observa el menor indicio de inestabilidad del reactivo.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (IVD).

2. Solo para uso profesional.

3. No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

4 No utilice el producto si el embalaje o cualquiera de sus componentes estan
dafiados. Si detecta que el embalaje o los componentes han podido sufrir algun
dafio 0 no se encuentran intactos, notifiqueselo a su representante local de
asistencia técnica de Roche de inmediato.

5. Lasolucién ProClin 300 se utiliza como conservante en esta solucion. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacién por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de los
reactivos con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Utilice guantes y ropa de
proteccion.

6.  Los materiales de origen animal o humano deben manipularse como materiales
potencialmente biopeligrosos y eliminarse con las precauciones adecuadas. En
caso de exposicion, deberan seguirse las directivas sanitarias de las autoridades
responsables.26.27

7. Adopte las precauciones razonables cuando manipule los reactivos. Evite el
contacto de los reactivos con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Evite la
inhalacion de los reactivos. Utilice guantes y pongase el equipo de proteccion
personal cuando vaya a manipular material toxico y sustancias posiblemente
carcindgenas.

8.  Silos reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua
abundante.

9. Evite la contaminacioén microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

10.  Para obtener mas informacion sobre el uso de este producto, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios que puede encontrar en navifyportal.roche.com.

11. Consultar a las autoridades locales y/o estatales sobre el método de eliminacion
recomendado.

12. Cuando se vayan a manipular muestras citoldgicas o a eliminarlas, incluidas todas
las muestras antes y después de la fijacion, asi como todos los materiales que se
encuentran expuestos a ellas, respete las precauciones de seguridad en materia de
manipulacion de material posiblemente infeccioso, asi como los requisitos de
eliminacién de residuos aplicables.

13.  El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

14.  Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
péngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.

Este kit de deteccion contiene componentes clasificados como sigue de acuerdo con la

Normativa (CE) n.° 1272/2008:

Tabla 1. Informacion de riesgos.
Riesgo Cadigo Declaracion
PELIGRO H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
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Cadigo Declaracion
H350 Puede provocar cancer.
Perjudicial para los organismos acuaticos con efectos
H412 d
nocivos duraderos.
P201 Antes de utilizarlo, obtenga cualquier tipo de
instruccion especial.
P261 Evite inhalar la niebla o los vapores.
p273 Evitar su emision al medio ambiente.
Lleve guantes y prendas de proteccion, asi como
P280 ) 7.
proteccion auditiva y para el rostro.
P308 + Si se sufre una exposicion importante: Consultar a un
P313 médico.
P333 +P | En caso de irritacién o erupcion cutanea: Consultar a
313 un médico.

Este producto contiene CAS n.°:
. 868272-85-9: hidrato de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina
. 2682-20-4: 2-metil-2H-isotiazol-3-ona
e 55965-84-9, masa de reaccion de: 5-cloro-2-metil-2H-isotiazol-3-ona y 2-
metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1)

PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras citoldgicas se deben manipular de forma adecuada para conservarlas de
cara a los procedimientos inmunocitoquimicos. Todas las muestras deben someterse a
los métodos estandar de procesamiento celular.

Para evitar que se oculten ciertos elementos, como la sangre y la mucosa, asi como para

garantizar que la muestra es adecuada de acuerdo con las Bethesda Guidelines?3, los
médicos deben seguir las técnicas de muestreo recomendadas.

Los siguientes métodos de preparacion de portaobjetos son compatibles con el CINtec
PLUS Cytology Kit:

. Portaobjetos ThinPrep (Hologic Inc.) preparados en ThinPrep 2000 o 5000
Processor (Hologic Inc.) con portaobjetos ThinPrep Arcless Microscope 0
Superfrost Plus en funcion de la recomendacién del fabricante;

. Portaobjetos BD SurePath (BD Diagnostics) preparados de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

e  Portaobjetos preparados de forma manual (portaobjetos de frotis convencionales)

Se recomienda analizar los controles correspondientes y las muestras del paciente de
forma simultanea (consulte la seccién de Control de calidad para obtener detalles mas
precisos).

Preparacion de muestras con Roche Cell Collection Medium

Las muestras citolégicas extraidas por un profesional sanitario y resuspendidas en Roche
Cell Collection Medium (RCCM) destinadas a la tincién inmunocitoquimica con CINtec
PLUS Cytology Kit se pueden conservar a una temperatura de entre 15y 30 °C durante
6 semanas y durante otras 12 semanas mas si se congelan a una temperatura de entre 2
y8°C.

Se requieren portaobjetos ThinPrep Arcless Microscope o Superfrost Plus para la tincion
inmunocitoquimica con el CINtec PLUS Cytology Kit en instrumentos BenchMark
[HC/ISH.

Preparacion de portaobjetos con muestras extraidas en Roche Cell Collection
Medium mediante ThinPrep 2000 Processor

Los portaobjetos se preparan con muestras extraidas en Roche Cell Collection Medium
mediante ThinPrep 2000 Processor. Una vez que haya terminado la secuencia del
procesador ThinPrep 2000 Processor el portaobjetos procesado debe asentarse en un
vial de fijacion con una solucion de etanol de grado de reactivo = 95 %. Retire el vial del
soporte de la solucion fijadora de ThinPrep 2000 Processor y traspase el portaobjetos
procesado del vial a un recipiente portaobjetos que contenga una solucion de etanol de
calidad de reactivo a = 95 %. Incube el portaobjetos en etanol durante al menos

15 minutos y nunca mas de 60 minutos. Remplace la solucién de etanol del vial fijador y
de la cubeta de portaobjetos después de haber llevado a cabo 20 preparaciones de
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portaobjetos. Una vez que haya finalizado el periodo de incubacion, retire el portaobjetos
de la solucion de etanol y coléquelo en horizontal sobre una superficie plana para secarlo
durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos secos se pueden conservar a temperatura
ambiente protegidos de la incidencia directa de la luz y se deben tefiir con CINtec PLUS
Cytology Kit en un plazo maximo de 7 dias a partir de su preparacion.

Preparacion de portaobjetos con muestras extraidas en Roche Cell Collection
Medium mediante ThinPrep 5000 Processor

Los portaobjetos se preparan con muestras extraidas en Roche Cell Collection Medium
mediante ThinPrep 5000 Processor. Cuando finaliza la secuencia de ThinPrep 5000
Processor, los portaobjetos procesados se asientan en una gradilla sumergida en una
solucion de etanol de calidad de reactivo a = 95 % que contiene una solucion fijadora.
Retire la solucién fijadora o la cubeta de portaobjetos de ThinPrep 5000 Processor e
incube los portaobjetos durante al menos otros 15 minutos y nunca méas de 60 minutos.
Remplace la solucién de etanol de la cubeta de portaobjetos después de cada sesion.
Una vez que haya finalizado el periodo de incubacion, retire los portaobjetos de la
solucion de etanol y coléquelos en horizontal sobre una superficie plana para secarlos
durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos secos se pueden conservar a temperatura
ambiente protegidos de la incidencia directa de la luz y se deben tefiir con CINtec PLUS
Cytology Kit en un plazo maximo de 7 dias a partir de su preparacion.

Antes de proceder a la tincién inmunocitoquimica con CINtec PLUS Cytology Kit, retire la
etiqueta original del portaobjetos que se ha utilizado con ThinPrep 5000 Processor.

Preparacion de muestras con PreservCyt

La muestra citoldgica que se encuentra en PreservCyt Solution (PC) destinada a la tincion
inmunocitoquimica con CINtec PLUS Cytology Kit se puede conservar a una temperatura
de entre 15y 30 °C durante 6 semanas y durante ofras 12 semanas mas si se congela a
una temperatura de entre 2y 8 °C.

Se requieren portaobjetos ThinPrep Arcless Microscope o Superfrost Plus para la tincion
inmunocitoquimica con el CINtec PLUS Cytology Kit en instrumentos BenchMark
[HC/ISH.

Slide Preparation con muestras extraidas en PreservCyt mediante ThinPrep 2000
Processor

Los portaobjetos se preparan con muestras citoldgicas extraidas por un profesional
sanitario y resuspendidas en PreservCyt mediante ThinPrep 2000 Processor. Una vez
que haya terminado la secuencia del procesador ThinPrep 2000 Processor, el
portaobjetos procesado debe asentarse en un vial de fijacion con una solucién de etanol
de grado de reactivo = 95 %. Retire el vial del soporte de la solucion fijadora de ThinPrep
2000 Processor y traspase el portaobjetos procesado del vial a un recipiente portaobjetos
que contenga una solucion de etanol de calidad de reactivo a = 95 %. Incube el
portaobjetos en etanol durante al menos 15 minutos y nunca méas de 60 minutos.
Remplace la solucién de etanol del vial fijador y de la cubeta de portaobjetos después de
haber llevado a cabo 20 preparaciones de portaobjetos. Una vez que haya finalizado el
periodo de incubacion, retire el portaobjetos de la solucién de etanol y coldquelo en
horizontal sobre una superficie plana para secarlo durante al menos 60 minutos. Los
portaobjetos secos se pueden conservar a una temperatura de entre 15y 30 °C
protegidos de la incidencia directa de la luz y se deben tefiir con CINtec PLUS Cytology
Kit en un plazo méximo de 7 dias a partir de su preparacion.

Slide Preparation con muestras extraidas en PreservCyt mediante ThinPrep 5000
Processor

Los portaobjetos se preparan con muestras citoldgicas extraidas por un profesional
sanitario y resuspendidas en PreservCyt mediante ThinPrep 5000 Processor. Cuando
finaliza la secuencia de ThinPrep 5000 Processor, los portaobjetos procesados se
asientan en una gradilla sumergida en una solucion de etanol de calidad de reactivo a
=95 % que contiene una solucion fijadora. Retire la solucion fijadora o la cubeta de
portaobjetos de ThinPrep 5000 Processor e incube los portaobjetos durante al menos
otros 15 minutos y nunca mas de 60 minutos. Remplace la solucion de etanol de la
cubeta de portaobjetos después de cada sesion. Una vez que haya finalizado el periodo
de incubacidn, retire los portaobjetos de la solucion de etanol y coléquelos en horizontal
sobre una superficie plana para secarlos durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos
secos se pueden conservar a temperatura ambiente protegidos de la incidencia directa de
la luz y se deben tefiir con CINtec PLUS Cytology Kit en un plazo méximo de 7 dias a
partir de su preparacion.

Antes de proceder a la tincién inmunocitoquimica con CINtec PLUS Cytology Kit, retire la
etiqueta original del portaobjetos que se ha utilizado con ThinPrep 5000 Processor.
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Preparacién de muestras con BD SurePath

Las muestras citolégicas extraidas por un profesional sanitario y resuspendidas en
SurePath Preservative Fluid destinadas a la tincion inmunocitoquimica con CINtec PLUS
Cytology Kit se pueden conservar durante un maximo de 4 semanas a una temperatura
de entre 15y 30 °C o durante 6 meses si se almacenan en un refrigerador a una
temperatura de entre 2y 10 °C.

BD SurePath Slide Preparation inmediatamente después del procesamiento de un
portaobjetos para la prueba de Papanicolau

Una vez que se ha generado un sedimento celular enriquecido en la preparacién de un
portaobjetos para una tincién Papanicolau, se puede utilizar de inmediato para la
preparacion de un segundo portaobjetos que se vaya a tefiir con CINtec PLUS Cytology
Kit. Siga las recomendaciones del fabricante en cuanto al uso de «Slide Preparation»
[opcién 2] para muestras GYN en el instrumento PrepStain™. El volumen de
resuspension debe pasar a ser 0 mL en la opcion de mend «Change Sample/Stain
Parameters».

BD SurePath Slide Preparation a partir de un sedimento celular conservado

Los sedimentos celulares enriquecidos se pueden conservar mediante la incorporacion de
unos 2 mL de SurePath Preservative Fluid y tapando los tubos de muestra para su
almacenamiento (consulte las instrucciones del fabricante para obtener informacion mas
detallada). Desde la fecha de recogida de la muestra, los sedimentos celulares
resuspendidos en liquido conservante se pueden conservar a una temperatura de entre
15y 30 °C durante un maximo de 4 semanas y durante 6 meses si se almacena en un
refrigerador a una temperatura de entre 2 y 10 °C. Para procesar un portaobjetos para el
CINtec PLUS Cytology Kit, espere 60 minutos a que la muestra esté a temperatura
ambiente. Comience por el segundo paso de centrifugacion del proceso adicional GYN y
lleve a cabo el resto de los pasos previos al procesamiento, como se describe en las
instrucciones del fabricante para reprocesar los sedimentos celulares preservados. Siga
las recomendaciones del fabricante en cuanto al uso de «Slide Preparation» [opcion 2]
para muestras GYN del instrumento PrepStain.

En todas las opciones de preparacion que se han mencionado anteriormente, retire la
gradilla de portaobjetos del instrumento PrepStain cuando haya finalizado el paso de
transferencia de la muestra. Gire la gradilla hasta la posicidn contraria y deje que se vierta
el liquido. Pipetee 2 mL de una solucion de etanol de calidad de reactivo a = 95 % en
cada camara de estabilizacion y escurra el liquido de forma inmediata. Enjuague con

2 mL de una solucion de etanol de calidad de reactivo a = 95 % una segunda vez y deje
que incube durante 10 minutos. Escurra el liquido por segunda vez volviendo a girar la
gradilla hasta la posicion contraria. Retire las camaras de estabilizacion de todos los
portaobjetos y deje que se sequen los portaobjetos en posicién horizontal sobre una
superficie plana durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos secos se pueden
conservar a temperatura ambiente protegidos de la incidencia directa de la luz y se deben
tefiir con CINtec PLUS Cytology Kit en un plazo maximo de 7 dias a partir de su
preparacion.

Uso de frotis convencionales

Los frotis convencionales se deben fijar con un reactivo de fijacion citoldgico en aerosol
que contenga polietilenglicol (como Safetex Cytology Fixative o Andwin Scientific) de
inmediato tras la recogida de la muestra. Los portaobjetos de frotis convencionales fijados
con aerosol se pueden conservar a temperatura ambiente protegidos de la incidencia
directa de la luz y se deben tefiir con CINtec PLUS Cytology Kit en un plazo maximo de

7 dias a partir de su preparacion.

No se requieren mas pasos de procesamiento previo antes de colocar los portaobjetos en
el instrumento BenchMark IHC/ISH.

PROCEDIMIENTO DE TINCION

CINtec PLUS Cytology Kit se ha creado para su uso con instrumentos BenchMark
IHC/ISH junto con los reactivos auxiliares VENTANA y sus accesorios.

CINtec PLUS Cytology Kit se ha optimizado a partir de los parametros que se muestran
en las tablas 2, 3 y 4; el usuario debe validar todos los resultados que se obtengan con
este kit.

Los parametros de los protocolos automatizados se pueden visualizar, imprimir y editar
segun las instrucciones descritas en el Manual del usuario del instrumento.
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Tabla2. Protocolo de tincién recomendado para los portaobjetos preparados con
ThinPrep, SurePath y portaobjetos de frotis convencionales en un instrumento BenchMark

GX.

Procedimiento de

Procedimiento de
tincion

XT CINtec PLUS Cytology

Opciones que se

Tipo de Slide Preparation

tincion GX CiNtec PLUS Cytology pueden seleccionar | RCCM/ThinPrep | SurePath Convencional
Opciones que se Tipo de Slide Preparation Hematoxylin 8 minutos 8 minutos 8 minutos
pueden seleccionar | RcCM/ThinPrep | SurePath Convencional Bluing 4 minutos 4 minutos 4 minutos
ThinPrep Seleccionado No . No .
seleccionado seleccionado Tabla 4. Protocolo de tincién recomendado para los portaobjetos preparados con
No ThinPrep, SurePath y los frotis convencionales en los instrumentos BenchMark ULTRA o
SurePath No seleccionado | Seleccionado seleccionado BenchMark ULTRA PLUS.
Procedimiento de
. No . . . U CINtec PLUS Cytology
Otros No seleccionado seleccionado Seleccionado tincion
Opcion de Cell No se puede Nosepuede [ .o . . Opciones que se Tipo de Slide Preparation
Conditioning seleccionar seleccionar pueden seleccionar | RccM/ThinPrep | SurePath Convencional
Tiempo de incubacion . . . ) . . No
del anticuerpo 16 minutos 20 minutos 16 minutos ThinPrep Seleccionado No seleccionado soleccionado
Tiempo de incubacion . . . . . No
en HQ Linker 12 minutos 16 minutos 12 minutos SurePath No seleccionado Seleccionado selecsionado
Hﬁm&%;ﬂﬁ?RP 6 minutos 8 minutos 8 minutos Otros No seleccionado No seleccionado | Seleccionado
. . — Opcion de Cell No se puede No se puede 16 minutos
;e;\lngol_ﬁ]iér:cubamon 8 minutos 16 minutos 8 minutos Conditioning seleccionar seleccionar
Tiempo de incubacion . . .
' . - . 16 minutos 16 minutos 16 minutos
Tiempo de Ilncuba(:lon 8 minutos 8 minutos 8 minutos del anticuerpo
en AP Multimer . . "
Tiempo de incubacion 12 minut 16 minut 12 minut
Hematoxylin 8 minutos 8 minutos 8 minutos en HQ Linker minutos minutos minutos
Bluing 4 minutos 4 minutos 4 minutos Tiempo de HRP 8 minut 8 minut 8 minut
Multimer Inc minutos minutos minutos
Tabla 3. Protocolo de tincion recomendado para los portaobjetos preparados con Tiempo de incubacion | o . oo 16 minut 8 minut
ThinPrep, SurePath y los frotis convencionales en el instrumento BenchMark XT. en NP Linker minute minuios minuios
Procedimiento de Tiempo de incubacion . . .
tincion XT CINtec PLUS Cytology en AP Multimer 8 minutos 8 minutos 8 minutos
Opciones que se Tipo de Slide Preparation Hematoxylin 8 minutos 8 minutos 8 minutos
pueden seleccionar  RcCM/ThinPrep | SurePath Convencional Bluing 4 minutos 4 minutos 4 minutos
ThinPrep Seleccionado 's\l;eccionado sN;Ieccionado
PROCEDIMIENTO POSTERIOR AL PROCESAMIENTO: MONTAJE Y
. . No COLOCACION DE CUBREOBJETOS
SurePath No seleccionado | Seleccionado leccionad
Seleccionado Para que la sensibilidad sea dptima en todo momento y para evitar la desaparicion del
) No ) color de los cromogenos, es necesario llevar a cabo un procedimiento de montaje en dos
Otros No seleccionado : Seleccionado 2S0S
seleccionado pasos.
= Retire los portaobjetos del instrumento BenchMark IHC/ISH y agite y enjuague
8‘)01;).? de. Cell Nol sep uade NOI se puede 16 minutos suavemente los portaobjetos con agua del grifo, desionizada o destilada y detergente
onditoning Seleccionar Seleccionar lavavajillas suave hasta que haya desaparecido por completo la solucién LCS de los
Tiempo de incubacion 16 minutos 20 minutos 16 minutos portaobjetos.
del anticuerpo NOTA: No deje correr el agua directamente encima de los portaobjetos. Deje correr el
Tiempo de incubacion o . o agua con la presién minima.
en HQ Linker minutos minutos minutos Los portaobjetos se montan mediante un protocolo de dos pasos y los siguientes pasos
- han de llevarse a cabo de forma secuencial:
HSE&Z?E?RP 8 minutos 8 minutos 8 minutos Montaje acuoso:
. - — 1. Incube los portaobjetos en agua destilada o desionizada durante al menos
Tlemgol_qimcubamon 8 minutos 16 minutos 8 minutos 1 minuto; _
en Inker 2. Los portaobjetos en los que no se vaya a colocar cubreobjetos deben permanecer
Tiempo de incubacion ] ) ] en agua destilada o desionizada durante la aplicacion del medio de montaje acuoso
en AP Multimer 8 minutos 8 minutos 8 minutos CC/Mount al resto de los portaobjetos;
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3. Retire un solo portaobjetos del agua destilada o desionizada y seque suavemente
la parte posterior con una toallita de papel para eliminar el exceso de agua. No
retire el agua ni la seque por la parte frontal del portaobjetos (el lado en el que se
encuentra la muestra);

4. Mantenga el portaobjetos ligeramente inclinado y aplique de 4 a 6 gotas de medio
de montaje acuoso CC/Mount en cada portaobjetos de ThinPrep o SurePath y 8
gotas en los portaobjetos de frotis convencionales. Evite que se generen burbujas
de aire. Para evitar la formacion de burbujas es posible descartar la primera gota en
una toallita de papel antes de aplicar CC/Mount en el area de preparacion de la
muestra del portaobjetos;

5. Incline suavemente el portaobjetos de vidrio y girelo con cuidado para que se
genere una fina capa de medio de montaje que cubra completamente el area de
preparacion de la muestra (de momento no se debe aplicar ninglin cubreobjetos, ya
sea de vidrio o de lamina); compruebe la distribucion del medio de montaje en el
portaobjetos mediante una inspeccion visual;

6.  Limpie el exceso de los medios de montaje acuoso CC/Mount de la parte trasera y
los extremos del portaobjetos. Si fuera necesario, utilice una toallita de papel;

7. Para secarlos, cologue los portaobjetos preparados en posicidn horizontal

. Incube los portaobjetos preparados con ThinPrep o SurePath durante una
hora a una temperatura de entre 37 y 60 °C o, de forma opcional, a
temperatura ambiente durante toda la noche;

. Incube los portaobjetos de frotis convencionales a una temperatura de 37 °C
durante cuatro horas 0 a 60 °C durante una hora; también puede dejarlos
durante toda la noche a temperatura ambiente

Cubreobjetos de vidrio o pelicula:
1. Una vez que se ha secado por completo el montaje acuoso CC/Mount, deje que los
portaobjetos alcancen la temperatura ambiente, siempre que sea necesario. Incube

los portaobjetos en xileno durante al menos 1 minuto y un maximo de 20 minutos. A

continuacion coloque el cubreobjetos en los portaobjetos mediante un método de

vidrio o de pelicula con medio de montaje con base de xileno.
NOTA: Los portaobjetos no deben deshidratarse mediante una serie de gradientes de
soluciones de alcohol antes de aplicar el cubreobjetos de vidrio o de pelicula.
2. Deje que el medio de montaje con base de xileno se seque a temperatura
ambiente.
NOTA: Para reducir al maximo la desaparicion del color, proteja los portaobjetos de la luz
y consérvelos a temperatura ambiente.

CONTROL DE CALIDAD

Cualquier diferencia en la forma de llevar a cabo los procedimientos recomendados de
fijacion o de procesamiento de muestras de citologia de cuello de Utero puede dar lugar a
variaciones significativas en los resultados. Cuando el producto no funciona
correctamente debido a los problemas de manipulacion o a la inestabilidad, no podra
observar indicios claros al respecto. Por lo tanto, los controles correspondientes y las
muestras del paciente deben analizarse de forma simultanea.

Control positivo

Las muestras que se hayan procesado de la misma forma que las del paciente deberian
utilizarse como controles positivos. Los controles positivos indican que las muestras se
han preparado correctamente y que se han aplicado los métodos de tincion adecuados.
Se debe incluir un control positivo en cada sesion de tincién.

Los controles positivos conocidos unicamente sirven para monitorizar el comportamiento
correcto de los reactivos de la prueba y de las muestras procesadas y no como ayuda
para establecer un diagnéstico especifico de las muestras del paciente. Si los controles
positivos no muestran una tincion positiva adecuada, los resultados de las muestras de la
prueba se deben considerar no validos.

Negative Control

Como control negativo interno capaz de evaluar la tincién de fondo puede servir una
variedad de distintos tipos de células presentes en muestras de citologia de cuello de
Utero representativas que se sabe que son negativas a la expresion de los antigenos
p16NKéa y Ki-67 (como las células superficiales).

Verificacion del ensayo

Antes de comenzar a utilizar CINtec PLUS Cytology Kit en procedimientos diagndsticos,
el usuario debe comprobar el rendimiento del kit mediante muestras positivas o negativas
con caracteristicas de rendimiento conocidas.
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INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS

La tincion con CINtec PLUS Cytology Kit da lugar a dos productos de reaccion con
colores diferentes: un precipitado de color marrén en los sitios del antigeno p16'N«42 y un
precipitado de color rojo en los sitios del antigeno Ki-67. La tincion de color marrén de las
células (citoplasma y/o ndcleo) indica una sobreexpresion de p16™k4a, La tincion de color
Red de las células (en los nicleos) indica la presencia de la expresion de Ki-67. Las
células que se tifien con ambos antigenos presentan una tincion citoplasmatica marron
con nucleos, por lo general, de color rojo intenso. Antes de interpretar los resultados, un
anatomopatologo o un auxiliar de laboratorio de citologia cualificados, con experiencia en
procedimientos de inmunocitoquimica y formados en la interpretacion de los portaobjetos
tefiidos con CINtec PLUS Cytology Kit deben evaluar los controles correspondientes.

La interpretacion de los resultados de las pruebas solo puede llevarla a cabo un
profesional certificado en conjunto con el historial clinico del paciente y las pruebas
diagndsticas adicionales que se hayan realizado.

Para llevar a cabo la interpretacion de los portaobjetos de citologia de cuello de Utero
tefiidos con CINtec PLUS Cytology Kit, los portaobjetos se deben evaluar en relacién con
la presencia de ambas tinciones en las células epiteliales del cuello de Utero, la marrén
citoplasmatica y la roja nuclear, que indican la expresion simultdnea de p16/N4 y Ki-67.
Ademas, al igual que ocurre al informar de los resultados de la citologia de cuello uterino
(prueba de Papanicolau), las muestras deben evaluarse para la idoneidad de las
muestras de acuerdo con las Bethesda Guidelines 2015 (o TBS)?8 si se trata de
resultados de pruebas con el CINtec PLUS Cytology Kit.

Resultados positivos

La presencia de una o varias células epiteliales del cuello de Utero que contenga tanto la
inmunotincion citoplasmatica especifica marrén como la inmunotincién nuclear especifica
roja dentro de la misma célula se considera que el resultado de la prueba de CINtec
PLUS Cytology Kit es positivo, independientemente de sus caracteristicas
citomorfoldgicas.

Resultados negativos

Si no existen células epiteliales del cuello de Utero que presenten inmunotincion
citoplasmatica marron e inmunotincion nuclear roja de forma simultanea, se considera
que el resultado de la prueba de CINtec PLUS Cytology Kit es negativo.

La presencia de células epiteliales del cuello de Utero que muestran inmunorreactividad
solo para uno en lugar de para los dos marcadores (por ejemplo, la tincién marrén solo
para p16'Nk4a g |a tincidn roja solo para Ki-67) no se considera un resultado positivo a la
prueba con el CINtec PLUS Cytology Kit.

LIMITACIONES ESPECIFICAS

1. Solo para uso profesional. Para llevar a cabo procedimientos de inmunocitoquimica
es necesario haber recibido formacion especializada.

2. Laevaluacion con microscopio de los portaobjetos tefiidos con CINtec PLUS
Cytology Kit inicamente deberia dejarse en manos de profesionales con
certificacion que cuenten con formacion para interpretar los resultados de la prueba.

3. Lainterpretacion clinica de cualquier tincién positiva o negativa debe llevarse a
cabo en el contexato de la presentacién clinica y los criterios citoldgicos
correspondientes.

4. Lainterpretacion de los resultados de tincion con CINtec PLUS Cytology Kit
depende de la intensidad y de la calidad de la contratincion de hematoxilina. El
cliente debera validar cualquier variacion con respecto a los reactivos y los periodos
de incubacidn recomendados, dado que una contratincion incompleta o excesiva
puede afectar a la correcta interpretacion de los resultados.

5. Las muestras de cuello de ttero a menudo presentan niveles de sangre total que
pueden detectarse a primera vista. Si la concentracion de sangre total es superior al
1.0 %, sera necesario llevar a cabo un lisado de la muestra con acido acético
glacial (GAA) segun el protocolo ThinPrep antes de preparar el portaobjetos.

6.  Los portaobjetos con frotis convencionales que se vayan a destinar a la tincion con
CINtec PLUS Cytology Kit se deben preparar con portaobjetos de vidrio para
microscopio Superfrost Plus y Safetex Cytology Fixative (Andwin Scientific), un
reactivo de fijacion citoldgico en aerosol que contiene polietilenglicol. El no
seguimiento de esta recomendacion requiere la validacion por parte del cliente.

7. No se recomienda el uso de ThinPrep 3000 Processor para la preparacion de
muestras con ThinPrep, dado que el procedimiento de fijacion en aerosol que se
lleva a cabo en el instrumento puede dar lugar a una pérdida significativa de
muestra cuando los portaobjetos preparados se tifien con CINtec PLUS Cytology
Kit.
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8.  Se requieren portaobjetos ThinPrep Arcless Microscope o ThinPrep Microscope
Slides para el procesamiento especial, o portaobjetos para microscopio Superfrost
Plus para la preparacion de muestras ThinPrep para la tincién inmunocitoquimica
con el CINtec PLUS Cytology Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH. Los
portaobjetos para microscopio ThinPrep con una zona de cribado grabada pueden
generar resultados de tincién incoherentes.

9. Elfabricante suministra estos anticuerpos y reactivos con una dilucién éptima para
que se utilicen, segun las instrucciones que se recogen en este documento, en
portaobjetos preparados de citologia de base liquida (LBC) para pruebas
inmunocitoquimicas. Cualquier variacion en los procedimientos recomendados de la
prueba puede ocasionar la invalidacion de los resultados previstos; deben
emplearse los controles adecuados y documentarlos. Los usuarios que no sigan los
procedimientos recomendados de la prueba deberan hacerse responsables de la
interpretacion de los resultados del paciente teniendo en cuenta las circunstancias.

10.  Es posible que no todos los ensayos estén registrados en todos los instrumentos.
Péngase en contacto con el representante local de servicio Roche para obtener
mas informacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

RENDIMIENTO DE ANALISIS

Se ha evaluado el rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit mediante estudios de
reproducibilidad analitica y de otros tipos con similar importancia.

Sensibilidad y especificidad analiticas

La sensibilidad y especificidad analiticas de los anticuerpos primarios p16 y Ki-67 se
pusieron a prueba mediante los ensayos de Western blotting y de inhibicion con péptidos.

En los ensayos de Western blotting se utilizaron lisados de estirpes celulares que
representaban una variedad de intensidades de la tincién. El anticuerpo anti-p16!Nka
(E6H4) fue capaz de detectar una banda de, aproximadamente, entre 15y 20 kD en la
preparacion de proteina p16™N«4a recombinante purificada. Ademas, el anticuerpo se unié
especificamente a la proteina p16™Nk4a recombinante purificada y no a la misma cantidad
de proteina recombinante sin relacion. El anticuerpo también demostré capacidad de
union a la proteina p16'\*42 enddgena cuya expresion estaba presente en los lisados a
partir de estirpes celulares HelLa, SK Mel 28 y DU145 y no en la estirpe celular MDA MB
231, negativa a p16'Nk4a, Los niveles relativos de proteina p16Nk4a detectados en lisados
de las cuatro estirpes celulares mediante la técnica Western blotting se correspondian
con los datos de tincién IHC, demostrando la sensibilidad de la deteccién del anticuerpo
anti-p16/Nk4a (EGH4). La unidn del clon anticuerpo Ki-67 (274-11AC3V1) se prob6 en un
ensayo mediante la técnica Western blotting a partir de lisados de célula completa
preparados a partir de una linea celular L428 (un linfoma de Hodgkin positivo en el
antigeno Ki-67; DSMZ ATCC 197) y una linea celular LNCaP (una linea celular de
carcinoma de prostata con una expresion baja de la proteina Ki-67; ATCC CRL-1740). El
anticuerpo pudo detectar una proteina Ki-67 endogena en lisados celulares incluso a
niveles de expresion bajos y la banda se correlaciond intensamente con la tincion IHC
para Ki-67 en estas lineas celulares. El anticuerpo primario Ki-67 (274-11AC3V1) de
CINtec PLUS Cytology Kit se uni6 a un fragmento de la proteina recombinante Ki-67
purificado y la unién no se produjo en el caso de una cantidad equivalente de una
proteina recombinante de control negativa no relacionada. En este ensayo no se detectd
union en la linea celular LNCaP con baja expresién de Ki-67. Los niveles relativos de la
proteina Ki-67 detectados en los lisados de estas estirpes celulares mediante la técnica
Western blotting coinciden con los datos de la tincién IHC y los datos de expresion de
ARNm. Los resultados de la técnica Western blotting muestran que el anticuerpo primario
Ki-67 que se utiliza en CINtec PLUS Cytology Kit puede detectar la proteina endégena
Ki-67 en lisados celulares y el fragmento de proteina recombinante Ki-67 en su forma
purificada.

Los ensayos de inhibicion de péptidos usaron soluciones con péptidos especificos de p16
0 Ki-67. La combinacién de anticuerpo primario se diluy6 a un volumen 1:1: una
proporcion de volumen con soluciones de péptido especifico de p16 o Ki-67 de diferentes
concentraciones para abarcar una variedad de relaciones molares: un exceso molar del
péptido de aproximadamente 1, 10, 100, 1000 y 10000 veces en comparacion con la
concentracion final del anticuerpo en la solucién. La combinacion del anticuerpo primario
con un péptido especifico de p16 se utilizé como control no especifico para un anticuerpo
anti-Ki-67 y un péptido ALK-a no relacionado se us6 como control no especifico para el
anticuerpo anti-p16. Se tifi6 un portaobjetos de cada muestra (tres muestras combinadas
de citologia de cuello de Utero y una de células CaSki) con cada una de las soluciones.
Los resultados del estudio indicaron que el anticuerpo anti-p16 se une de forma
especifica a la proteina p16 y que el anticuerpo anti-Ki-67 se une de forma especifica a la
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proteina Ki-67. Tal y como estaba previsto, la intensidad de la tincion de p16 y Ki-67 se
redujo en todas las muestras tras la tincién con soluciones que contenian los respectivos
péptidos especificos a una concentracion de 1 M y alcanzando una total inhibicién con
soluciones que contenian concentraciones = 10 M, mientras que no se observaba una
reduccion de la intensidad de la tincion de p16 tras la tincion con soluciones que
contenian un péptido no especifico o que no contenian péptido.

Repetibilidad y precision intermedia

Se llevaron a cabo estudios de precision de la tincion con CINtec PLUS Cytology Kit de
muestras ThinPrep de cuello de Utero para demostrar lo siguiente:

. Precision global: se calcul6 el porcentaje de resultados iguales a la decision
mayoritaria para cada uno de los 12 conjuntos de citologias de cuello de Utero
(3 conjuntos HSIL/VPH+, 1 LSIL/VPH+, 1 ASC-US/VPH+, 1 NILM/VPH+, 3
NILM/VPH- y LBC y 3 conjuntos negativos en estirpe celular T24) tefiidos con
3 lotes de CINtec PLUS Cytology Kit en 5 dias no consecutivos con 2 portaobjetos
replicados de cada conjunto y que evaluaron 3 equipos de lectores.

. Precision entre dias: se calculd el porcentaje de resultados iguales a la decision
mayoritaria para cada dia (del dia 1 al dia 5), acumulando los datos de los 12
conjuntos de citologias de cuello de utero (3 conjuntos HSILAVPH+, 1 LSILAVPH+, 1
ASC-US/VPH+, 1 NILM/VPH+, 3 NILM/VPH- y LBC y 3 conjuntos negativos en
estirpe celular T24), 3 lotes de CINtec PLUS Cytology Kit con 2 portaobjetos
replicados de cada conjunto y 3 equipos de lectores.

. Precision entre lotes: se calculd el porcentaje de resultados iguales a la decision
mayoritaria para cada lote de CINtec PLUS Cytology Kit (lotes 1 a 3), acumulando
los datos de los 12 conjuntos de citologias de cuello de tero (3 conjuntos
HSIL/VPH+, 1 LSILIVPH+, 1 ASC-US/VPH+, 1 NILM/VPH+, 3 NILM/VPH-y LBC y
3 conjuntos negativos en estirpe celular T24), 5 dias no consecutivos, 2 réplicas y 3
equipos de lectores.

Todos los portaobjetos se enmascararon, se aleatorizaron y se evaluaron segun la
interpretacion de tincion del CINtec PLUS Cytology Kit. Tres equipos de lectores,
compuestos por un auxiliar de laboratorio citolégico y un anatomopatélogo cada uno,
evaluaron los portaobjetos. La decision mayoritaria, o el resultado del modo a nivel de
conjunto (positivo 0 negativo), sirvié como referencia para determinar el porcentaje de
resultados iguales a la decision mayoritaria. El porcentaje de resultados iguales a la
decision mayoritaria es equivalente al PPA cuando la decision mayoritaria es positiva y al
NPA cuando esta es negativa. Los resultados se resumen en las tablas Tabla 5, Tabla 6 y
Tabla 7. Todos los intervalos de confianza (Cl) eran intervalos de confianza del 95 %
bilaterales. Los datos de Cl se calcularon mediante el método bootstrap percentil salvo en
aquellos casos en los que la estimacion de punto fue del 100 %, en los que se utilizo el
método de puntuacion de Wilson.

Tabla 5. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision global

Modo de Porcentaje
resultados de de
CINtec PLUS resultados
Nimero de Cytology Kit | iguales que | Intervalo de
Categoria del | evaluacione (decision la decision | confianza del
conjunto s mayoritaria) mayoritaria 95 %
Es“rpfzje'“'ar 270 Negativa 1000% | (9856,1000)
NILM/VPH- 270 Negativa 94.1 % (90.7,97.0)
NILMAVPH+ 90 Positiva 61.1% (47.2,744)
ASC-US/VPH+ 90 Positiva 93.3% (88.9,97.8)
LSIL/VPH+ 90 Positiva 100.0 % (95.9, 100.0)
HSILNVPH+ 270 Positiva 98.9 % (96.7,100.0)
1012838ES Rev J



V=NTANA

Tabla 6. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision entre dias

Modo de Porcentaje de resultados iguales que
resultados de la decision mayoritaria
CINtec PLUS
Numero de | Cytology Kit
Categoria del|evaluacione| (decision Dia Dia Dia Dia Dia
conjunto s mayoritaria) 1 2 3 4 5
Folipe larl 270 | Negativa  [100.0 %[100.0 %{100.0 %100.0 %[100.0 %
NILMA/PH- 270 Negativa |88.9% | 90.7 % |98.1 % 98.1 % |94.4 %
NILMN/PH+ 90 Positiva | 44.4%50.0 % | 77.8 % | 66.7 % | 66.7 %
v ) Positiva | 94.4 % [ 88.9 % | 88.9 % | 94.4 % [100.0 %
LSIL/VPH+ 90 Positiva  ]100.0 %|100.0 %{100.0 %|100.0 %|100.0 %
HSILNVPH+ 270 Positiva  ]100.0 %]| 94.4 % [100.0 %|100.0 %|100.0 %

Tabla7. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision entre lotes

rt:l?ﬁt(:ag:s Porcentaje de resultados
de CINtec iguales que la decision
PLUS mayoritaria
Cytology Kit
Categoria Numero de (decision
del conjunto | evaluaciones | mayoritaria) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Estirpe " o 0 )
celular To4 270 Negativa 100.0% | 100.0% [ 100.0 %
NILMA/PH- 270 Negativa 922% | 933% | 96.7%
NILMVPH+ 90 Positiva 46.7% | 700% | 66.7%
USA/\S/(P:H+ 90 Positiva 90.0% | 96.7% | 933%
LSIL/VPH+ 90 Positiva 100.0 % | 100.0% | 100.0 %
HSIL/VPH+ 270 Positiva 100.0% | 100.0% | 96.7 %

Modo de Porcentaje de resultados iguales
resultados que la decision mayoritaria
de CINtec

PLUS
Cytology

Kit Equipo Equipo Equipo

Categoria Numero de (decision de de de
del evaluacione | mayoritaria | lectores lectores lectores

conjunto s ) 1 2 3
NILMVPH 90 Posiva | 700% | 633% | 500%
e 90 Posiva | 1000% | 900% | 900%
LSIL/VPH+ 90 Positiva 100.0 % 100.0 % 100.0 %
HSILIVPH 270 Posiva | 989% | 989% | 989%

Reproducibilidad

Se llevaron a cabo estudios de reproducibilidad de CINtec PLUS Cytology Kit para
demostrar:

e Lareproducibilidad entre lotes de CINtec PLUS Cytology Kit (Tabla 9),

e Lareproducibilidad en una misma sesion (Tabla 10) y entre sesiones (Tabla 11) en
los instrumentos BenchMark GX, XT y ULTRA

. La reproducibilidad en una sola plataforma en los instrumentos BenchMark GX, XT
y ULTRA (Tabla 12),

. La reproducibilidad entre plataformas en los instrumentos BenchMark GX, XT y
ULTRA (Tabla 13).

Tabla9. Reproducibilidad entre lotes de CINtec PLUS Cytology Kit.
Tipo de muestra
ThinPrep
SurePath

Porcentaje de concordancia global
100.0
100.0

Tabla 10. Reproducibilidad en la misma sesion de CINtec PLUS Cytology Kit.

Precisién del lector

Para evaluar la precision del lector, tres equipos de lectores, compuestos por un auxiliar
de laboratorio citoldgico y un anatomopatdlogo cada uno, evaluaron todos los
portaobjetos tefiidos en los estudios de precision, incluidos los 2 duplicados de los

12 conjuntos de citologias de cuello de Utero (3 conjuntos HSIL/VPH+, 1 LSILVPH+, 1
ASC-US/VPH+, 1 NILM/VPH+, 3 NILM/VPH- y LBC y 3 conjuntos negativos en estirpe
celular T24) y 3 lotes de CINtec PLUS Cytology Kit en 5 dias no consecutivos. El
porcentaje de resultados igual que la decision mayoritaria se calcul6 a partir de los
resultados acumulados entre los equipos lectores y se resume en la Tabla 8.

Tabla 8. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision entre lectores

Modo de Porcentaje de resultados iguales
resultados que la decision mayoritaria
de CINtec

PLUS
Cytology

Kit Equipo Equipo Equipo

Categoria Numero de (decision de de de
del evaluacione | mayoritaria | lectores lectores lectores

conjunto s ) 1 2 3

Estirpe
celular T- 270 Negativa 100.0 % 100.0 % 100.0 %
24
NILMAV/PH- 270 Negativa 95.6 % 91.1% 95.6 %
2025-02-07 8/18
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Porcentaje de concordancia global

Tipo de muestra
GX XT ULTRA
ThinPrep 100.0 100.0 100.0
SurePath 93.8 96.3 926

Tabla 11. Reproducibilidad entre sesiones de CINtec PLUS Cytology Kit.

Porcentaje de concordancia global

Tipo de muestra

GX XT ULTRA
ThinPrep 100.0 96.2 100.0
SurePath 100.0 92.6 100

Tabla 12. Reproducibilidad en la misma plataforma de CINtec PLUS Cytology Kit.

Porcentaje de concordancia global

Tipo de muestra
GX XT ULTRA
ThinPrep 100.0 100.0 100.0
SurePath 100.0 100.0 96.3
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Tabla 13. Reproducibilidad entre plataformas de CINtec PLUS Cytology Kit.

Tipo de muestra Porcentaje de concordancia global

ThinPrep 100.0

SurePath 96.3

Los estudios se llevaron a cabo con muestras de cuello de Utero preparadas tanto con
ThinPrep como con SurePath. Todos los estudios cumplieron los criterios de aceptacion
predeterminados.

Estudios de concordancia

Se evalué el rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit para su uso con los instrumentos
BenchMark GX, XT y ULTRA mediante una comparacion con CINtec PLUS Kit
(dispositivo de referencia, Roche mtm laboratories AG, Mannheim) que habia presentado
anteriormente una elevada sensibilidad y especificidad en cuanto a la presencia de una
enfermedad cancerosa o precancerosa en las muestras de citologia de cuello de Utero
con respecto a la presencia de un resultado de tincion doble positiva en p16Nk4a y Ki-67
en las células epiteliales individuales de cuello de utero.”-15.18,20,23,25-28

Se han llevado a cabo estudios de concordancia a partir de muestras de pacientes de la
poblacion de uso previsto con resultado NILM (negativo para lesion intraepitelial o
malignidad) en la citologia de cuello uterino (prueba de Papanicolau), ASC-US, LSIL y
HSIL para cada método de preparacion de citologia de cuello uterino: ThinPrep,

BD SurePath y portaobjetos de frotis convencionales. En el caso de las muestras LBC, se
prepararon dos portaobjetos de cada muestra de paciente. En el caso de los frotis
convencionales, se prepararon dos portaobjetos del mismo paciente y la misma visita y se
dividié el material de la muestra en dos portaobjetos («método de divisién de la
muestra»). Uno de los portaobjetos se analizé con CINtec PLUS Cytology Kit en un
instrumento BenchMark IHC/ISH y otro portaobjetos se tifi6 con el dispositivo homologado
anteriormente.

Algoritmo de lectura de las muestras LBC:

Dos lectores con formacién se encargaron de la lectura de cada portaobjetos. Si estaban
de acuerdo en el resultado, este se consideraba el resultado definitivo del portaobjetos. Si
no estaban de acuerdo, un tercer lector llevaba a cabo una lectura adicional y el resultado
mayoritario se convertia en el resultado definitivo del portaobjetos.

Algoritmo de lectura de los portaobjetos de frotis convencional:

Dos lectores con formacién se encargaron de la lectura de cada portaobjetos. Si ambos
lectores puntuaban el portaobjetos como positivo, se consideraba que el resultado
definitivo del portaobjetos era positivo. Si no estaban de acuerdo en el resultado, un panel
formado por otros tres lectores llevaba a cabo una revision por consenso del portaobjetos
y su conclusion se convertia en el resultado definitivo del portaobjetos. Si ambos lectores
puntuaban el portaobjetos como negativo, un tercer lector llevaba a cabo una lectura
adicional para confirmar el resultado negativo. Si el tercer lector confirmaba el resultado
negativo, el resultado definitivo del portaobjetos se consideraba negativo. Si el tercer
lector puntuaba el portaobjetos como positivo, el portaobjetos se sometia a una revision
por consenso del panel, cuya conclusion se convertia en el resultado definitivo del
portaobjetos.

La concordancia entre los resultados de la prueba se notifica como el porcentaje de
concordancia positiva (PPA) y el porcentaje de concordancia negativa (NPA) + el
intervalo de confianza (Cl) del 95 % entre CINtec PLUS Cytology Kit para su uso con el
instrumento BenchMark IHC/ISH y el dispositivo de referencia.

Tabla 14. Concordancia de los resultados de la prueba entre CINtec PLUS Cytology Kit y
el dispositivo de referencia en preparaciones de portaobjetos de citologia de cuello de
Utero ThinPrep.

Dispositivo de referencia
+ o
CINtec PLUS * 140 2
Cytology Kit . 17 147
Total 157 172

PPA (n/N) (CI del 95 %) = 140/157 x 100 % = 89.2 % (83.3-93.1 %)
NPA (n/N) (C del 95 %) = 147/172 x 100 % = 85.5 % (79.4-90.0 %)
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Tabla 15. Concordancia de los resultados de la prueba entre CINtec PLUS Cytology Kit y
el dispositivo de referencia en preparaciones de portaobjetos de citologia de cuello de
Utero SurePath.

Dispositivo de referencia
+
CINtec PLUS + 56 3
Cytology Kit i 9 108
Total 65 111

PPA (n/N) (CI del 95 %) = 56/65 x 100 % = 86.2 % (75.7-92.5 %)

NPA (n/N) (CI del 95 %) = 108/111 x 100 % = 97.3 % (92.4-

Tabla 16. Concordancia de los resultados de la prueba entre CINtec PLUS Cytology Kit y
el dispositivo homologado previamente en preparaciones de portaobjetos con citologias
de cuello de utero de frotis convencionales.

Dispositivo de referencia
+
CINtec PLUS + 98 17
Cytology Kit i 20 77
Total 118 89

PPA (n/N) (CI del 95 %) = 98/118 x 100 % = 83.1 % (75.3-

NPA (n/N) (Cl del 95 %) = 72/89 x 100 % = 80.9 % (71.5-87.7 %)

Estudio de Roche Cell Collection Medium

Se evalud el rendimiento de Roche Cell Collection Medium en comparacion con la
solucion PreservCyt mediante la tincion de 616 pares de muestras de cuello de Utero
(casos) con CINtec PLUS Cytology Kit. Para cada caso, se prepard un portaobjetos del
vial correspondiente de PC o RCCM. La lectura de todos los portaobjetos quedd a cargo
de un equipo formado por un auxiliar de laboratorio citolégico y un anatomopatélogo, que
no conocian la identidad de los portaobjetos. Los resultados de la prueba de CINtec
PLUS Cytology Kit de comparacion entre medios (PC frente a RCCM) se resumen en la
Tabla 17. Los porcentajes de positividad se calcularon mediante la division del nimero de
casos positivos entre el nimero total de casos idéneos en cada medio. Los resultados
demuestran una diferencia entre ambos porcentajes de positividad del 2.4 % (1.5, 6.3).

Tabla 17. Equivalencia de los porcentajes de positividad de CINtec PLUS Cytology Kit de
Roche Cell Collection Medium (RCCM) y PreservCyt (PC).

Resultado de CINtec PLUS Cytology Kit
con PC
Resultado de CINtec PLUS
Cytology Kit con RCCM Positiva Negativa Total
Positiva 170 48 218
Negativa 37 204 241
Total 207 252 459
Porcentaje de positividad con RCCM,
n/N (%): 218/459 (47.5 %)
Porcentaje de positividad con PC, n/N
(%): 207/459 (45.1 %)
Diferencia en los porcentajes de
positividad, n/N (%): 11/459 (2.4 %; Cl del 95 %: -1.5, 6.3)

9/18

Los resultados de CINtec PLUS Cytology Kit en cuanto a la idoneidad celular en la
comparacion entre PreservCyt y Roche Cell Collection Medium se resumen en la
Tabla 18. Los porcentajes de idoneidad de la celularidad se calcularon mediante la
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division del nimero de casos con idoneidad de la celularidad entre el nimero total de
casos idéneos en cada medio. Los resultados demuestran una diferencia entre ambos
porcentajes de idoneidad celular del 3.2 % (-0.0, 6.6).

Tabla 18. Comparacion de la idoneidad de la celularidad de CINtec PLUS Cytology Kit
con Roche Cell Collection Medium (RCCM) y PreservCyt (PC).

Idoneidad de la celularidad de
CINtec PLUS Cytology Kit con PC
Idoneidad de la celularidad de CINtec
PLUS Cytology Kit con RCCM Si No Total
Si 468 63 531
No 43 42 85
Total 511 105 616
Porcentaje de idoneidad de RCCM, n/N
(%): 531/616 (86.2 %)
Porcentaje de idoneidad con PC, n/N
(%): 511/616 (83.0 %)
Diferencia en los porcentajes de
idoneidad, n/N (%): 20/616 (3.2 %; Cl del 95 %: -0.0, 6.6)

Estudio de reproducibilidad entre laboratorios en la plataforma de
tincién BenchMark ULTRA PLUS

Se llevé a cabo un estudio de reproducibilidad para evaluar la prueba de CINtec PLUS
Cytology en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS en cuanto a la deteccion
inmunocitoquimica doble de p16/NK4a y Ki-67 en muestras de citologia. El estudio incluyd
2 cultivos diferentes de células T24 y 10 conjuntos de muestras obtenidas de pacientes
(2 conjuntos HSILAVPH+, 2 LSIL/VPH+, 2 ASC-US/VPH+, 2 NILMVPH+ y 2 NILM/VPH- y
LBC). Los cultivos celulares de T24 se prepararon a partir de un solo banco de células de
trabajo. En cada uno de los 3 sitios del estudio se entregaron partes alicuotas de cada
conjunto de muestras, cultivo celular de T24 y un conjunto de control con volumen
suficiente para llevar a cabo las pruebas planificadas en cada sitio. En cada uno de los
cinco dias de tincion, los sitios prepararon un portaobjetos de prueba de cada una de las
partes alicuotas proporcionadas por RTD mediante un procesador de portaobjetos
ThinPrep 2000 o ThinPrep 5000. Después de la preparacion de portaobjetos, en cada
sitio se tifié un conjunto de 13 portaobjetos en un instrumento BenchMark ULTRA PLUS.
Los 5 dias de tincion fueron no consecutivos y abarcaron como minimo 20 dias. En cada
sitio, 2 equipos de lectores, compuestos por un auxiliar de laboratorio citoldgico y un
anatomopatdlogo cada uno, evaluaron de manera independiente los portaobjetos tefiidos
en su sitio para detectar la presencia o ausencia de tincién doble y asignaron al
portaobjetos un resultado de la prueba con CINtec PLUS Cytology de positivo, negativo o
no satisfactorio. Los equipos de lectores desconocian cualquier determinacion anterior del
estado de VPH, el estado de la citologia Papanicolau, los resultados de la prueba con
CINtec PLUS Cytology o cualquier otra informacion clinica.

Los datos se ingresaron directamente en una base de datos clinica y se analizaron para
determinar la reproducibilidad del ensayo en diferentes sitios, dias y equipos de lectores.
Los indices de aceptabilidad del fondo y la celularidad de todos los casos fueron del

100 % en todos los instrumentos. Los resultados se resumen en la Tabla 19 y la Tabla 20.

Tabla 19. Estudio de reproducibilidad entre laboratorios del instrumento BenchMark
ULTRA PLUS: reproducibilidad entre sitios

Modo de Porcentaje de resultados
resultados de iguales que la decision
CINtec PLUS mayoritaria
Numero de Cytology
Categoria del | evaluacione (decision
conjunto S mayoritaria) Sitio A | SitioB | Sitio C
NILMNVPH+ 60 Positiva 90.0% | 80.0% | 95.0%
ASC-US/VPH+ 60 Positiva 100.0% | 95.0% | 100.0 %
LSIL/VPH+ 60 Positiva 100.0% | 95.0% | 100.0 %
HSIL/NVPH+ 60 Positiva 100.0 % | 100.0 % | 100.0 %

Tabla 20. Estudio de reproducibilidad entre laboratorios del instrumento BenchMark
ULTRA PLUS: precisién global

Porcentaje
Modo de de
resultados de | resultados
CINtec PLUS iguales
Cytology que la Intervalos de
Categoria del (decision decision confianza del
conjunto mayoritaria) | mayoritaria n/N 95 %
Estirpe celular T24 Negativa 98.3 % 59/60 (96.7, 100.0)
NILM/VPH- Negativa 98.3 % 59/60 (96.7, 100.0)
NILMNVPH+ Positiva 88.3 % 53160 (86.7,90.0)
ASC-US/VPH+ Positiva 98.3 % 59/60 (96.7,100.0)
LSIL/VPH+ Positiva 98.3 % 59/60 (96.7,100.0)
HSILNVPH+ Positiva 100.0 % 60/60 (94.0, 100.0)

Concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA PLUS y
BenchMark ULTRA (muestras ThinPrep)

Tres laboratorios participaron en un estudio de concordancia entre el instrumento
BenchMark ULTRA PLUS y el instrumento BenchMark ULTRA. En este estudio, se
utilizaron 220 conjuntos de muestras de cuello de Utero LBC ThinPrep no identificadas
preparadas en Roche Tissue Diagnostics (RTD) en las siguientes categorias:

88 conjuntos con resultado positivo, 22 con resultado positivo limite, 22 con resultado
negativo intermedio y 88 conjuntos con cultivo celular de T24 negativo. Se prepar6 un
conjunto de 4 portaobjetos de cada muestra en RTD mediante el procesador de
portaobjetos ThinPrep 2000 o ThinPrep 5000. El primer portaobjetos preparado de cada
conjunto se tifié en un instrumento BenchMark ULTRA en RTD. Uno de los 3 portaobjetos
restantes se entregd a cada sitio del estudio para la tincién con la prueba de CINtec PLUS
Cytology en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS. Se evalué el portaobjetos tefiido en
BenchMark ULTRA en RTD para detectar la presencia o ausencia de tincion doble y un
equipo de lectores de RTD, compuesto por un auxiliar de laboratorio citolégico y un
anatomopatdlogo, le asignd el resultado de positivo, negativo o no satisfactorio a fin de
establecer un indice de referencia. En cada sitio, un equipo de lectores del estudio evalué
de manera independiente los portaobjetos tefiidos en el instrumento BenchMark ULTRA
para obtener un resultado de la prueba con CINtec PLUS Cytology. El equipo de lectores
de dicho sitio evalud los portaobjetos tefiidos en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS
en cada sitio para obtener un resultado de la prueba con CINtec PLUS Cytology. Por lo

Modo de Porcentaje de resultados tanto, el equipo de lectores de cada sitio evalud un portaobjetos tefiido con BenchMark
resultados de iguales que la decision ULTRA y uno tefiido con BenchMark ULTRA PLUS de cada muestra. Las lecturas de los
CINtec PLUS mayoritaria portaobjetos tefiidos con BenchMark ULTRA y BenchMark ULTRA PLUS se separaron
Niumero de Cytology con un periodo de reposo de dos semanas. Todos los equipos de lectores desconocian
Categoria del | evaluacione (decision cualquier determinacion anterior del estado de VPH, el estado de la citologia Papanicolau,
conjunto s mayoritaria) Sitio A | SitioB | SitioC los resultados de la prueba con CINtec PLUS Cytology o cualquier otra informacién
i clinica.
Estlrp_lt_azielular 60 Negativa 95.0% | 100.0% | 100.0% [ La equivalencia de rendimiento del ensayo CINtec PLUS Cytology se consideraba
aceptable en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS si los porcentajes de PPA y NPA
NILM/VPH- 60 Negativa 100.0% | 95.0% | 100.0% | tenian un limite inferior del intervalo de confianza del 95 % bilateral de al menos el 85 %.
El indice de aceptabilidad del fondo y la celularidad de los portaobjetos de la prueba
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tefiidos con CINtec PLUS Cytology en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS debia ser
aceptable en = 90 % de todos los portaobjetos de la prueba para que se aprobara el
estudio. Los indices de aceptabilidad del fondo y la celularidad de todos los portaobjetos
de la prueba fueron de 99.7 % y 99.4 %, respectivamente. En la Tabla 21 que aparece a
continuacion, se resume el porcentaje de concordancia del estado de CINtec PLUS
Cytology entre los instrumentos BenchMark ULTRA y BenchMark ULTRA PLUS.

Tabla 21. Estudio de concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA'y
BenchMark ULTRA PLUS: concordancia combinada del estado de CINtec PLUS Cytology
entre plataformas (ThinPrep)

Estado de CINtec PLUS Cytology
BenchMark ULTRA Concordancia
BenchMark
ULTRA Tas %
PLUS Positiva | Negativa | Total a (n/N) Cl del 95 %
- 95.7
Positiva 314 13 327 PPA (314/328) (92.8,98.1)
Negativa 14 317 | 331 [ wea| .81 | (935,98.1)
(317/330) R
Total 328 330 | 658 | ora | 229 | (941,974)
(631/658) A

Nota: Los porcentajes de concordancia combinada agrupan todas las muestras y
equipos de lectores para ULTRA PLUS.

Nota: PPA = Porcentaje de concordancia positiva; NPA = Porcentaje de concordancia
negativa; OPA = Porcentaje de concordancia global

Estudio de reproducibilidad en el mismo laboratorio en la plataforma
de tincién BenchMark ULTRA PLUS

Se llevd a cabo un estudio de reproducibilidad en el mismo laboratorio para evaluar la
repetibilidad dentro del andlisis, la precision intermedia entre dias y la precision
intermedia entre instrumentos de la prueba de CINtec PLUS Cytology en muestras
SurePath. El estudio incluyd 2 cultivos diferentes de células T24 y 9 conjuntos de
muestras SurePath obtenidas de pacientes (3 CINtec Positivo/VPH+, 3 en el limite y

3 CINtec negativo/VPH-). Los portaobjetos de la prueba se prepararon en el instrumento
de preparacion de portaobjetos BD Totalys en cada uno de los cinco dias de tincién, que
fueron no consecutivos y abarcaron como minimo 20 dias. Se utilizaron tres instrumentos
BenchMark ULTRA PLUS para evaluar la reproducibilidad entre instrumentos. Un equipo
de lectores compuesto por un auxiliar de laboratorio citolégico y un anatomopatélogo con
formacion para evaluar el ensayo CINtec PLUS Cytology se encargé de evaluar los
portaobjetos de la prueba. La concordancia entre los portaobjetos de la prueba se
determiné mediante la comparacion del estado de CINtec PLUS Cytology de los
portaobjetos de la prueba con el Modo a nivel de conjunto (PLM), que se define como el
resultado del estado més frecuente entre todas las evaluaciones de un conjunto
acumulando los datos de todos los instrumentos, todos los dias y todas las réplicas de
ese conjunto. Los indices de aceptabilidad del fondo v la celularidad de todos los
portaobjetos de la prueba fueron de 99.4 % y 99.7 %, respectivamente. Los resultados se
resumen en la Tabla 22, la Tabla 23, la Tabla 24 y la Tabla 25 a continuacién.

Tabla 22. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision global de muestras
SurePath con resultado positivo verdadero y negativo verdadero

Estado modal a nivel de conjunto Concordancia

Estado
de
CINtec
PLUS

Cl del
95 %

(95.9,
100.0)

Positiva Negativa | Total | Medida % (n/N)

100.0
(89/89)

Positiva 89 0 89 PPA
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Estado modal a nivel de conjunto Concordancia
Estado
de

CINtec Cl del
PLUS Positiva Negativa | Total | Medida % (n/N) 95 %
. 100.0 (95.9,
Negativa 0 90 90 NPA (90/90) 100.0)
100.0 (97.9,
Total 89 90 179 OPA (179179) | 100.0)

Tabla 23. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision intermedia entre dias

Resultado diferente
Mismo resultado de
Dia con PLM, n (%) PLM, n (%) Total, n (%)
Dia1 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
Dia2 35(100.0) 0(0.0) 35 (100.0)
Dia 3 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
Dia 4 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
Dia5 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)

Tabla 24. Estudio de precision en el mismo laboratorio: repetibilidad dentro del analisis

Mismo resultado Resultado
con diferente de
Réplica PLM, n (%) PLM, n (%) Total, n (%)
Réplica 1 90 (100.0) 0(0.0) 90 (100.0)
Réplica 2 89 (100.0) 0(0.0) 89 (100.0)

Tabla 25. Estudio de precision en el mismo laboratorio: precision intermedia entre
instrumentos

Mismo resultado Resultado
con diferente de
Instrumento PLM, n (%) PLM, n (%) Total, n (%)
Instrumento 1 60 (100.0) 0(0.0) 60 (100.0)
Instrumento 2 60 (100.0) 0(0.0) 60 (100.0)
Instrumento 3 59 (100.0) 0(0.0) 59 (100.0)

Concordancia entre las plataformas de tincion BenchMark ULTRA
PLUS y BenchMark ULTRA (muestras SurePath)

Se llevd a cabo un estudio interno de concordancia para verificar el rendimiento
equivalente de la tincion de CINtec PLUS Cytology Kit entre las plataformas de tincion
BenchMark ULTRA y ULTRA PLUS en muestras SurePath. En el estudio se incluyeron
88 muestras con resultado positivo verdadero, 26 con resultado positivo limite, 26 con
resultado negativo intermedio y 88 cultivos con negativo verdadero en estirpe celular T24.
Se prepararon dos portaobjetos de la prueba a partir de cada muestra en el instrumento
de preparacion de portaobjetos BD Totalys y, a continuacion, se tifieron con CINtec PLUS
Cytology en el instrumento BenchMark ULTRA o el BenchMark ULTRA PLUS. Un equipo
de lectores compuesto por un auxiliar de laboratorio citologico y un anatomopatélogo con
formacion para evaluar el ensayo CINtec PLUS Cytology se encargd de evaluar los
portaobjetos de la prueba. La equivalencia de rendimiento del ensayo CINtec PLUS
Cytology se consideraba aceptable en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS si los
porcentajes de PPA y NPA tenian un limite inferior del intervalo de confianza del 95 %
bilateral de al menos el 85 %. El indice de aceptabilidad del fondo y la celularidad de los
portaobjetos de la prueba tefiidos con CINtec PLUS Cytology en el instrumento
BenchMark ULTRA PLUS debia ser aceptable en = 90 % de todos los portaobjetos de la
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prueba para que se aprobara el estudio. Los indices de aceptabilidad del fondo y la
celularidad de todos los portaobjetos de la prueba fueron de 99.6 % y 99.1 %,
respectivamente. Los resultados se resumen en la Tabla 26 a continuacion.

Tabla 26. Estudio de concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA'y
BenchMark ULTRA PLUS (SurePath)

Estado de ULTRA Concordancia
UE?E::‘;{ZS Positiva | Negativa | Total | Medida | % (nN) |Cldel95%
Positiva o 2 % | PPA (9?”21'32) (85.3,96.0)
Negativa 8 19 | 127 | nPA (119:/'1321) (94.2,99.5)
Total 102 121 | 23 | opa (21935/523) (91.9,97.5)

RENDIMIENTO CLINICO

Se disefié un ensayo multicéntrico (IMPACT, IMproved Primary screening And
Colposcopy Triage [Triaje mejorado de cribado primario y colposcopia]) para evaluar el
rendimiento clinico de CINtec PLUSCytology Kit con el instrumento BenchMark ULTRA y
muestras de cuello de Utero extraidas en entorno clinico y conservadas en solucion
PreservCyt® para la deteccion de una enfermedad de cuello de Utero de grado alto. El
estudio se disefi6 para evaluar el rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit como prueba
condicionada en mujeres de = 25 afios con resultado positivo al VPH en el cobas® 4800
HPV Test o el cobas® 6800/8800 HPV Test. Los datos de este estudio respaldan el uso
de CINtec PLUS Cytology Kit como ayuda para la identificacion de mujeres con lesiones
intraepiteliales de cuello de utero de evolucion rapida en pacientes con un resultado
positivo en las pruebas de VPH de alto riesgo.

Caracteristicas de rendimiento del CINtec PLUS Cytology Kit frente a la citologia
Papanicolau para mujeres entre 25 y 65 aios con cobas®6800/8800 HPV Test o
cobas® 4800 HPV Test, resultados positivos

El rendimiento comparativo de resultados positivos en mujeres con el CINtec PLUS
Cytology Kit frente a la citologia Papanicolau con cobas® 6800/8800 HPV Test y cobas®
4800 HPV Test se representa en las siguientes tablas, que se distribuyen de la siguiente
manera: poblacion con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo (Tabla 27),
poblacion con VPH16+ (Tabla 28) y poblacién con VPH18+ (Tabla 29). En los tres grupos
de genotipo se detectd un aumento de la sensibilidad y una disminucién de la
especificidad en la deteccion de enfermedad de cuello de Utero de grado alto para CINtec
PLUS Cytology Kit frente a la citologia Papanicolau (Tabla 27, Tabla 28 y Tabla 29).

En las mujeres con resultado positivo, tanto en cobas®6800/8800 HPV Test como en
cobas®4800 HPV Test, el incremento maximo de la sensibilidad (diferencia = 23.1 % y
24.2 %, respectivamente) y la disminucion minima de la especificidad (diferencia = 7.9 %
y 8.7 %, respectivamente) respecto a la citologia Papanicolau se observé en poblaciones
con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo (Tabla 27).

En todos los casos, el uso del CINtec PLUS Cytology Kit supuso una reduccion sustancial
del riesgo de enfermedad en resultados negativos del CINtec PLUS Cytology Kit frente a
una citologia Papanicoldu con resultado NILM. Entre las mujeres con resultado positivo
en cobas® 6800/8800 HPV Test, el 1-NPV fue un 3.7 %, 6.1 %y 1.2 % inferior para

2 CIN2 yun 0.9 %, 3.3 % y 0.3 % inferior para 2CIN3 en poblaciones con alguno de los
otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo, VPH16+ y VPH18+, respectivamente. Entre las
mujeres con resultado positivo en cobas®4800 HPV Test, el 1-NPV fue un 3.4 %, 9.1 % y
3.3 % inferior para = CIN2 y un 0.8 %, 5.1 % y 0.5 % inferior para =CIN3 en poblaciones
con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo, VPH16+y VPH18+,
respectivamente.
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Tabla 27. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit frente a la citologia Papanicolau en mujeres entre 25y 65 afios con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo.

cobas® 6800/8800 system, con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo

Medicion de Diagndstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 83.0 (254/306) (78.4, 86.8) 58.8 (180/306) (53.2, 64.2) 24.2(18.3,29.9)
Especificidad (%) 56.8 (1373/2416) (54.8, 58.8) 65.5 (1583/2416) (63.6, 67.4) -8.7(-10.9, -6.4)
PPV (%) 19.6 (254/1297) (18.5, 20.6) 17.8 (180/1013) (16.2, 19.3) 1.8(0.0,3.3)
1-NPV (%) 3.6 (52/1425) (2.9, 4.6) 7.4 (126/1709) (6.5, 8.3) 3.7 (-4.5,-24)
Prevalencia (%) 11.2 (306/2722)
Medicion de Diagndstico CPR de 2 CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 86.0 (80/93) (77.5,91.6) 66.7 (62/93) (56.6, 75.4) 194 (10.0, 28.7)
Especificidad (%) 53.7 (1412/2629) (51.8, 55.6) 63.8 (1678/2629) (62.0, 65.6) -10.1(-12.3,-8.0)
PPV (%) 6.2 (80/1297) (5.6, 6.6) 6.1(62/1013) (5.2,6.9) 0.0(-0.8,0.8)
1-NPV (%) 0.9 (13/1425) (0.5, 1.5) 1.8 (31/1709) (1.3, 2.4) 0.9 (-14,-0.3)
Prevalencia (%) 3.4 (93/2722)
cobas® 4800 system, con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo
Medicion de Diagnéstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 82.1(256/312) (77.4, 85.9) 59.0 (184/312) (53.4, 64.3) 23.1(17.3,28.7)
Especificidad (%) 58.6 (1520/2594) (56.7, 60.5) 66.5 (1726/2594) (64.7, 68.3) -7.9(-10.1,-5.8)
PPV (%) 19.2 (256/1330) (18.1, 20.3) 17.5 (184/1052) (15.9, 19.0) 1.8(0.2,3.3)
1-NPV (%) 3.6 (56/1576) (2.8, 4.4) 6.9 (128/1854) (6.0, 7.8) -34(-4.4,-23)
Prevalencia (%) 10.7 (312/2906)
Medicion de Diagnéstico CPR de 2 CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 86.2 (81/94) (77.8,91.7) 67.0 (63/94) (57.0, 75.7) 19.1(9.8,28.4)
Especificidad (%) 55.6 (1563/2812) (53.7, 57.4) 64.8 (1823/2812) (63.0, 66.6) 9.2(-113,-7.2)
PPV (%) 6.1(81/1330) (5.5, 6.5) 6.0 (63/1052) (5.1,6.8) 0.1(-0.7,0.9)
1-NPV (%) 0.8 (13/1576) (0.5, 1.3) 1.7 (31/1854) (1.2, 2.2) -0.8(-1.3,-0.3)

Prevalencia (%)

3.2 (94/2906)

de confianza del 95 % bilaterales.

Nota: CPR = Revision anatomopatolégica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; los nimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos
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Tabla 28. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit frente a la citologia Papanicoldu en mujeres entre 25 y 65 afios con VPH16+.

cobas® 6800/8800 system, VPH16+

Medicion de Diagndstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 92.6 (176/190) (88.0, 95.6) 75.8 (144/190) (69.2, 81.3) 16.8 (10.7,23.2)
Especificidad (%) 57.2 (349/610) (53.3, 61.1) 68.5 (418/610) (64.7, 72.1) -11.3(-15.4,-7.2)
PPV (%) 40.3 (176/437) (37.9, 42.7) 42.9 (144/336) (39.4, 46.3) 2.6 (-5.7,0.8)
1-NPV (%) 3.9 (14/363) (2.3,6.2) 9.9 (46/464) (7.8, 12.3) 6.1(-7.1,-2.6)
Prevalencia (%) 23.8 (190/800)
Medicion de Diagndstico CPR de 2 CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 92.5 (111/120) (86.4, 96.0) 77.5(93/120) (69.2, 84.1) 15.0(7.7,22.8)
Especificidad (%) 52.1 (354/680) (48.3, 55.8) 64.3 (437/680) (60.6, 67.8) -12.2(-16.0,-8.3)
PPV (%) 254 (111/437) (23.6, 27.2) 27.7 (93/336) (24.8, 30.5) 2.3(-4.7,0.3)
1-NPV (%) 2.5(9/363) (1.3,4.4) 5.8 (27/464) (4.2,7.8) -3.3(-4.7,-1.1)
Prevalencia (%) 15.0 (120/800)
cobas®4800 system, VPH16+
Medicion de Diagnéstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 93.6 (176/188) (89.2, 96.3) 76.6 (144/188) (70.0, 82.1) 17.0 (10.9, 23.5)
Especificidad (%) 44.8 (182/406) (40.1, 49.7) 60.1 (244/406) (55.3, 64.7) -15.3(-20.6,-9.8)
PPV (%) 44.0 (176/400) (41.7,46.4) 47.1 (144/306) (43.5, 50.6) -3.1(-6.6,0.5)
1-NPV (%) 6.2 (12/194) (3.6, 10.2) 15.3 (44/288) (12.0, 19.0) 9.1(-134,-4.8)
Prevalencia (%) 31.6 (188/594)
Medicion de Diagnéstico CPR de 2 CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 94.0 (110/117) (88.2, 97.1) 78.6 (92/117) (70.4, 85.1) 154 (7.9,23.4)
Especificidad (%) 39.2 (187/477) (34.9,43.7) 55.1 (263/477) (50.6, 59.5) -15.9(-20.7, -11.0)
PPV (%) 27.5 (110/400) (25.7, 29.2) 30.1(92/306) (27.1, 32.9) 2.6 (-5.4,0.2)
1-NPV (%) 3.6(7/194) (1.8,7.0) 8.7 (25/288) (6.2, 11.8) 5.1(-8.3,-1.7)
Prevalencia (%) 19.7 (117/594)

de confianza del 95 % bilaterales.

Nota: CPR = Revision anatomopatolégica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; los niimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos
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Tabla 29. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit frente a la citologia Papanicolau en mujeres entre 25 y 65 afios con VPH18+.

cobas®6800/8800 system, VPH18+

Medicién de Diagndstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 83.8 (31/37) (68.9, 92.3) 73.0 (27/37) (57.0, 84.6) 10.8 (-6.7, 27.8)
Especificidad (%) 62.7 (205/327) (57.3, 67.8) 73.1(239/327) (68.0, 77.6) -10.4 (-16.1, -4.6)
PPV (%) 20.3 (31/153) (16.8, 23.4) 23.5(27/115) (18.6, 28.2) -3.2(-8.2,1.8)
1-NPV (%) 2.8(6/211) (1.4,5.4) 4.0 (10/249) (2.3, 6.3) 1.2(-3.6,1.3)
Prevalencia (%) 10.2 (37/364)
Medicion de Diagnéstico CPR de = CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 87.5 (14/16) (64.0, 96.5) 81.3 (13/16) (57.0, 93.4) 6.3(-19.6, 31.6)
Especificidad (%) 60.1 (209/348) (54.8, 65.1) 70.7 (246/348) (65.7, 75.2) -10.6 (-16.1,-5.0)
PPV (%) 9.2 (14/153) (6.7, 10.8) 11.3 (13/115) (8.0, 13.9) -2.2(-52,08)
1-NPV (%) 0.9 (2/211) (0.3, 2.7) 1.2(3/249) (0.4,2.7) 0.3(-1.7,1.1)
Prevalencia (%) 4.4 (16/364)
cobas® 4800 system, VPH18+
Medicion de Diagndstico CPR de = CIN2
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 87.5(28/32) (71.9, 95.0) 71.9 (23/32) (54.6, 84.4) 15.6 (-3.6, 33.9)
Especificidad (%) 53.4 (102/191) (46.3, 60.3) 62.3 (119/191) (55.3, 68.9) -8.9(-16.6,-1.0)
PPV (%) 23.9(28/117) (19.9, 27.6) 24.2 (23/95) (18.8,29.3) -0.3(-5.8,5.3)
1-NPV (%) 3.8(4/106) (1.5, 8.2) 7.0 (9/128) (4.0, 11.0) -3.3(-8.1,1.3)
Prevalencia (%) 14.3 (32/223)
Medicién de Diagnéstico CPR de 2 CIN3
medida CINtec PLUS Cytology Citologia Papanicolau Diferencia
Sensibilidad (%) 86.7 (13/15) (62.1, 96.3) 80.0 (12/15) (54.8, 93.0) 6.7 (-20.5, 33.2)
Especificidad (%) 50.0 (104/208) (43.3, 56.7) 60.1 (125/208) (53.3, 66.5) -10.1(-17.5,-2.5)
PPV (%) 11.1 (131117) (8.1, 13.2) 12.6 (12/95) (8.8, 15.6) -15(-5.1,2.0)
1-NPV (%) 1.9 (2/106) (0.5, 5.2) 2.3(3/128)(0.8,5.2) -05(-34,23)
Prevalencia (%) 6.7 (15/223)

de confianza del 95 % bilaterales.

Nota: CPR = Revisién anatomopatoldgica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; los nimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos

Caracteristicas de rendimiento en la poblacion mediante cobas® 6800/8800 HPV Test o cobas® 4800 HPV Test, resultados positivos, mujeres entre 30 y 65 aflos con
resultado NILM en la citologia Papanicolau

El rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit para la deteccién de =CIN2 y = CIN3 en mujeres con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo y resultado NILM en la citologia

Papanicolau se refleja en la Tabla 30.

En la poblacién de mujeres con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo segun la prueba en cobas® 6800/8800 system y resultado NILM en la citologia Papanicolau, la
sensibilidad y especificidad en la deteccion de =CIN2 fueron de 66.7 % y 69.7 %, respectivamente (y de 62.5 % y 67.8 %, respectivamente, en la deteccion de = CIN3). Los valores de
PPV de este grupo fueron del 13.0 % para =CIN2 y del 2.6 % para = CIN3, respectivamente, mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados
negativos mediante CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fue del 3.1 % para =CIN2 y 0.8 % para = CIN3.
En la poblacién de mujeres con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo segun la prueba en cobas® 4800 system y resultado NILM en la citologia Papanicolau, la
sensibilidad y especificidad en la deteccion de =CIN2 fueron de 64.9 % y 71.0 %, respectivamente (y de 66.7 % y 69.4 %, respectivamente, en la deteccion de =CIN3). Los valores de
PPV de este grupo fueron del 12.0 % para =CIN2 y del 2.5 % para = CIN3, respectivamente, mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados
negativos mediante CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fue del 2.9 % para =CIN2 y 0.6 % para = CIN3.
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Tabla 30. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit en mujeres entre 30 y 65 afios con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de alto riesgo y resultado NILM en la citologia.

Medicion de rendimiento

cobas® 6800/8800 system, con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de

alto riesgo/NILM

cobas® 4800 system, con alguno de los otros 12 tipos de VPH+ de
alto riesgo/NILM

Diagnéstico CPR de = CIN2

Diagnéstico CPR de = CIN3

Diagndstico CPR de = CIN2

Diagndstico CPR de = CIN3

Sensibilidad (%)

66.7 (50/75) (55.4, 76.3)

62.5 (10/16) (38.6, 81.5)

64.9 (48174) (53.5, 74.8)

66.7 (10/15) (41.7, 84.8)

Especificidad (%)

69.7 (772/1108) (66.9, 72.3)

67.8 (791/1167) (65.0, 70.4)

71.0 (864/1217) (68.4, 73.5)

69.4 (885/1276) (66.8, 71.8)

Prevalencia (%)

6.3 (75/1183)

1.4 (16/1183)

5.7 (7411291)

12 (151291)

PPV (%)

13.0 (50/386) (10.8, 14.9)

2.6 (10/386) (1.6, 3.4)

12.0 (48/401) (9.9, 13.9)

2.5(10/401) (1.6, 3.2)

NPV (%)

96.9 (772/797) (95.8, 97.8)

99.2 (791/797) (98.8, 99.6)

97.1 (864/890) (96.2, 97.9)

99.4 (885/890) (99.0, 99.7)

1-NPV (%)

3.1 (25/797) (2.2, 4.2)

0.8 (6/797) (0.4, 1.2)

2.9 (26/890) (2.1, 3.8)

0.6 (5/890) (0.3, 1.0)

PLR

2.20(1.79, 2.59)

1.94 (1.19, 2.58)

2.24 (1.81, 2.65)

2.18 (1.35, 2.82)

NLR

0.48 (0.34, 0.64)

0.55 (0.27, 0.91)

0.49 (0.35, 0.66)

0.48 (0.22, 0.84)

Porcentaje de positividad (%)

32.6 (386/1183) (30.0, 35.3)

31.1 (401/1291) (28.6, 33.5)

Nota: CPR = Revision anatomopatolégica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; PLR = Cociente de verosimilitudes positivo; NLR = Cociente de
verosimilitudes negativo; los nimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos de confianza del 95 % bilaterales.

El rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit en la deteccion de =CIN2 y = CIN3 en mujeres con VPH16+ y resultado NILM en la citologia Papanicoldu se presenta en la Tabla 31.
En la poblacion de mujeres con VPH16+ segun la prueba en cobas® 6800/8800 system y resultado NILM en la citologia Papanicolau, la sensibilidad y especificidad fueron de 76.3 %
y 72.5 %, respectivamente, en = CIN2 y de 75.0 % y 70.5 %, respectivamente, en =CIN3. Los valores de PPV de este grupo fueron de 23.8 % para = CIN2 y de 14.8 % para = CIN3,
respectivamente, mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados negativos mediante CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fue de 3.5 % para

= CIN2'y 2.4 % para = CIN3.

En la poblacién de mujeres con VPH16+ segln la prueba en cobas® 4800 system y resultado NILM en la citologia Papanicolau, la sensibilidad y especificidad fueron de 80.6 % y
61.7 %, respectivamente, en = CIN2 y de 81.8 % y 59.0 %, respectivamente, en = CIN3. Los valores de PPV de este grupo fueron de 27.9 % para = CIN2 y de 17.3 % para = CIN3,
respectivamente, mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados negativos mediante CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fue de 5.5 % para

= CIN2 'y 3.1 % para = CIN3.

Tabla 31. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit en mujeres entre 30 y 65 afios con VPH16+ y resultado NILM en la citologia.

Medicion de rendimiento

cobas®6800/8800 system, VPH16+/NILM

cobas® 4800 system, VPH16+/NILM

Diagnéstico CPR de = CIN2

Diagndstico CPR de = CIN3

Diagndstico CPR de = CIN2

Diagndstico CPR de = CIN3

Sensibilidad (%)

76.3 (29/38) (60.8, 87.0)

75.0 (18/24) (55.1, 88.0)

80.6 (29/36) (65.0, 90.2)

81.8 (18122) (615, 92.7)

Especificidad (%)

72.5 (245/338) (67.5, 77.0)

70.5 (248/352) (65.5, 75.0)

61.7 (121/196) (54.8, 68.3)

59.0 (124/210) (52.3, 65.5)

Prevalencia (%)

10.1 (38/376)

6.4 (24/376)

15.5 (36/232)

9.5 (22/232)

PPV (%)

23.8 (29/122) (19.1, 28.2)

14.8 (181122) (11.0, 18.1)

27.9 (29/104) (22.8, 32.7)

17.3 (18/104) (13.2, 20.8)

NPV (%)

96.5 (245/254) (94.2, 98.0)

97.6 (248/254) (95.8, 98.9)

94.5 (121/128) (90.5, 97.2)

96.9 (124/128) (935, 98.7)

1-NPV (%)

3.5 (9/254) (2.0, 5.8)

2.4 (6/254) (1.1, 4.2)

5.5 (71128) (2.8, 9.5)

3.1 (41128) (1.3, 6.5)

PLR

277 (2.10, 3.49)

2.54 (1.81, 3.24)

2.11(1.61,2.64)

2.00 (1.45, 2.50)

NLR

0.33 (0.18, 0.54)

0.35 (0.17, 0.64)

0.31(0.16, 0.57)

0.31(0.12, 0.66)

Porcentaje de positividad (%)

32.4 (122/376) (28.0, 36.9)

44.8 (104/232) (38.7, 50.9)

Nota: CPR = Revisién anatomopatoldgica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; PLR = Cociente de verosimilitudes positivo; NLR = Cociente de
verosimilitudes negativo; los nimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos de confianza del 95 % bilaterales.
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El rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit en la deteccion de = CIN2 y = CIN3 en mujeres con VPH18+ y resultado NILM en la citologia Papanicolau se presenta en la Tabla 32.
En la poblacion de mujeres con VPH18+ segun la prueba en cobas® 6800/8800 system y resultado NILM en la citologia Papanicolau, la sensibilidad y especificidad fueron de 75.0 %
y 73.3 %, respectivamente, en = CIN2 y de 66.7 % y 72.1 %, respectivamente, en = CIN3. Los valores de PPV fueron de 9.7 % y de 3.2 % en = CIN2 y en = CIN3, respectivamente,
mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados negativos con el CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fue de 1.3 % y 0.6 % para = CIN2 y

= CINS3, respectivamente.

En la poblacién de mujeres con VPH18+ segun la prueba en cobas® 4800 system y resultado NILM en la citologia Papanicoldu, la sensibilidad y especificidad fueron de 85.7 %y
68.3 %, respectivamente, en = CIN2 y de 66.7 % y 65.7 %, respectivamente, en = CIN3. Los valores de PPV fueron de 15.8 % y de 5.3 % en = CIN2 y en = CIN3, respectivamente,
mientras que, en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad, en mujeres con resultados negativos mediante CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) fueron de 1.4 % para ambas lineas de

corte de la patologia.

Tabla 32. Rendimiento de CINtec PLUS Cytology Kit en mujeres entre 30 y 65 afios con VPH18+ y resultado NILM en la citologia.

Medicion de rendimiento

cobas® 6800/8800 system, VPH18+/NILM

cobas® 4800 system, VPH18+/NILM

Diagnéstico CPR de = CIN2

Diagnéstico CPR de = CIN3

Diagndstico CPR de = CIN2

Diagndstico CPR de = CIN3

Sensibilidad (%)

75.0 (6/8) (40.9, 92.9)

66.7 (2/3) (20.8, 93.9)

85.7 (6/7) (48.7,97.4)

66.7 (2/3) (20.8, 93.9)

Especificidad (%) 73.3 (154/210) (67.0, 78.9) 72.1 (155/215) (65.7, 77.7) 68.3 (69/101) (58.7, 76.6) 65.7 (69/105) (56.2, 74.1)
Prevalencia (%) 3.7 (81218) 14 (31218) 6.5 (71108) 2.8 (31108)

PPV (%) 9.7 (6/62) (5.4, 13.1) 3.2(2162) (1.0, 5.0) 15.8 (6/38) (9.2, 21.1) 5.3 (2/38) (1.7,8.3)
NPV (%) 98.7 (154/156) (97.0, 99.6) 99.4 (155/156) (98.5, 99.9) 98.6 (69/70) (95.0, 99.7) 98.6 (69/70) (96.6, 99.7)
1-NPV (%) 1.3 (2/1156) (0.4, 3.0) 0.6 (1/156) (0.1, 1.5) 1.4 (1/70) (03, 5.0) 1.4 (1170) (0.3, 3.4)
PLR 2.81(1.49,3.97) 2.39(0.73, 3.74) 2.71 (1.46, 3.87) 1.94 (0.59, 3.18)
NLR 0.34 (0.10, 0.81) 0.46 (0.09, 1.11) 0.21(0.04, 0.76) 0.51(0.09, 1.24)

Porcentaje de positividad (%)

28.4 (62218) (22.6, 34.3)

352 (38/108) (26.5, 43.8)

Nota: CPR = Revision anatomopatolégica central; PPV = Valor predictivo positivo; NPV = Valor predictivo negativo; PLR = Cociente de verosimilitudes positivo; NLR = Cociente de
verosimilitudes negativo; los nimeros que aparecen entre paréntesis son (n/N) e intervalos de confianza del 95 % bilaterales.

RESOLUCION DE PROBLEMAS 7. El precipitado de color rojo que sirve para indicar la expresion de la proteina Ki-67
o ) i o ) es soluble en alcohol. Si la tincion de Ki-67 es débil o no esta presente, compruebe

1. Siel dispensador del reactivo no dispensa el liquido, compruebe la camara de que no se ha utilizado hematoxilina con alcohol y que el procedimiento posterior al
cebado o el menisco por si hubiera restos de materiales extrafios o particulas, procesamiento recomendado se llevo a cabo segin las instrucciones de
como fibras o precipitados. Si se ha bloqueado el dispensador, no lo utilice y Procedimiento posterior al procesamiento: montaje y colocacion de cubreobjetos.
péngase en gontacto con el represgntante local de qsstenma técnica dlelRoche. En g Silamuestrase pierde en el portaobjetos, se deben revisar los portaobjetos para
caso contrario, vuelva a cebar el dispensador colocandolo sobre el recipiente de comprobar que la muestra se preparé correctamente y siguiendo las indicaciones
residuos, retirando el tapon de la boqilla y presionando hacia abajo la parte de la seccion de preparacion de muestras, y que se utilizo el tipo de portaobjetos
superior del dispensador. . o o para microscopio recomendado.

2. Es posible que se observe, en ocasiones, una cristalizacién que se origina en el Si necesita llevar a cabo acciones correctivas, consulte la seccion Procedimiento de
dispensador de CINtec PLUS Red Naphthol Phosphate. Las investigaciones han tincion, el Manual del usuario del instrumento o pongase en contacto con su
demostrado que los cristales no producen interferencias durante la interpretacion de representante local de asistencia técnica de Roche.
los rgsultados. Si se observan cristales en .Ios portaobjet.os., limpie la .punta de la 10.  Si se pierde un tapdn de muestra RCCM o si se producen derrames del vial de
boquilla y cebe el dispensador para garantizar que se elimina cualquier resto de la muestra, se pueden pedir los tapones de repuesto (sueltos, bolsa de 250, ref
cristalizacién. Si el cristal no desaparece, deje de usar el dispositivo y pongase en 0803723’0190 o caia de 8 bandeias de 48. ref 069135120(51) T
contacto con el representante local de asistencia técnica de Roche para que I g T '
remplace el dispensador. REFERENCIAS

3. Sielcontrol positivo presenta una tincion mas débil de lo previsto, compruebe que 1 Kim WY, Sharpless NE. The regulation of INK4/ARF in cancer and aging. Cell. 2006
el protocolo que ha seleccionado se corresponde con el tipo de muestra especifico; Oct 20;127(2):265-75.
por ejemplo, en las preparaciones de citologla SurePath es necesario aplicar un 2. Wentzensen N, von Knebel Doeberitz M. Biomarkers in cervical cancer screening.
periodo de acondicionamiento celular mas prolongado que en las preparaciones de Dis Markers 2607.23.315_30
portaobjetos ThinPrep o con frotis convencionales. Ademas, es necesario L " ) . ) .

. o . 3. Cuschieri K, Wentzensen N. Human papillomavirus mRNA and p16 detection as
comprobar que no hay restos de particulas en los cilindros de los dispensadores. biomarkers for the improved diagnosiz gf cervical neoplasia Cagcer Epidemiol

4. Siel control positivo es negativo, debe asegurarse de que el portaobjetos lleva la Biomarkers Prev. 2008;17(10):2536-2545 '
etiqueta de codigo de barras correcta. Si el portaobjetos se ha etiquetado ) ' ) | .
correctamente, es necesario comprobar que en los cilindros de los dispensadores 4. Roelens J, Reuschenbach M, von Knebel Doeberitz M, et al. p16Ma
no hay restos d e particulas immunocytochemistry versus human papillomavirus testing for triage of women with

. y P R . . - minor cytologic abnormalities: a systematic review and meta-analysis. Cancer

5. Sise observa una tincion elevada de fondo, reduzca los periodos de incubacion en Cytopathol. 2012;120(5):294-307
Ifg?nr])Lroatzgo(ljc;sfgrenfg(ég)rr:éggemas, compruebe que el fluido Reaction Buffer se ha 5. Carozzi F, Gillio-Tos A, Confortini M, et al. Risk of high-grade cervical intraepithelial

6 si b tincis d’E'I e i0dos de incubacis | neoplasia during follow-up in HPV-positive women according to baseline p16-INK4a

' I 56 0bs€rva una incion aebil, aumente Jos periodos de incubacion en 10s results: a prospective analysis of a nested substudy of the NTCC randomised
protocolos de tincion. En el caso de los portaobjetos con frotis convencionales, controlled trial. Lancet Oncol. 2013;14(2):168-76
también es posible ajustar el periodo de incubacion del acondicionamiento celular. 6. Scholzen T, Gerdes J. The Ki-67 protein: from the known and the unknown. J Cell
Physiol. 2000;182:311-22.
2025-02-07 17118 1012838ES Rev J

FT0700-421h



V=NTANA

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

2025-02-07

Schmidt D, Bergeron C, Denton KJ, et al. p16/Ki-67 Dual-stain cytology in the triage
of ASCUS and LSIL Papanicolaou cytology: Results from the European equivocal or
mildly abnormal Papanicolaou cytology study. Cancer Cytopathol. 2011;119(3):158-
66.

Petry KU, Schmidt D, Scherbring S, et al. Triaging Pap cytology negative, HPV
positive cervical cancer screening results with p16/Ki-67 Dual-stained cytology.
Gynecol Oncol. 2011;121(3):505-9.

Ravarino A, Nemolato S, Macciocu E, et al. CINtec PLUS immunocytochemistry as
a tool for the cytologic diagnosis of glandular lesions of the cervix uteri. Am J Clin
Pathol. 2012;138(5):652-6.

Singh M, Mockler D, Akalin A, et al. Ilmunocytochemical colocalization of
p16(INK4a) and Ki-67 predicts CIN2/3 and AlS/adenocarcinoma. Cancer
Cytopathol. 2012;120(1):26-34.

Ikenberg H, Bergeron C, Schmidt D, et al. Screening for Cervical Cancer Precursors
with p16/Ki-67 Dual-stained Cytology: Results of the PALMS Study. J Natl Cancer
Inst. 2013;105(20):1550-7.

Wentzensen N, Fetterman B, Castle PE, et al. p16/Ki-67 Dual Stain Cytology for
Detection of Cervical Precancer in HPV-Positive Women. J Natl Cancer Inst. 2015
Sep 15;107(12):.djv257.

Uijterwaal MH, Polman NJ, Witte BI, et al. Triaging HPV-positive women with normal
cytology by p16/Ki-67 dual-stained cytology testing: baseline and longitudinal data.
Int J Cancer. 2015;136(10):2361-68.

Wentzensen N, Schwartz L, Zuna RE, et al. Performance of p16/Ki-67
immunostaining to detect cervical cancer precursors in a colposcopy referral
population. Clin Cancer Res. 2012;18(15):4154-62.

Bergeron C, lkenberg H, Sideri M, et al. Prospective evaluation of p16/Ki-67 dual-
stained cytology for managing women with abnormal Papanicolaou cytology:
PALMS study results. Cancer Cytopathol, 2015. 123(6):373-81.

Dona MG, Vocaturo A, Giuliani M, et al. p16/Ki-67 dual staining in cervico-vaginal
cytology: Correlation with histology, Human Papillomavirus detection and
genotyping in women undergoing colposcopy. Gynecol Oncol. 2012;126(2):198-202.
Allia E, Ronco G, Coccia A, et al. Interpretation of p16(INK4a) /Ki-67 dual
immunostaining for the triage of human papillomavirus-positive women by experts
and nonexperts in cervical cytology. Cancer Cytopathol. 2015;123(4):212-218.
Gustinucci D, Giorgi Rossi P, Cesarini E, et al. Use of cytology, EG/E7 mRNA, and
p16MNKéaKi-67 to define the management of human papillomavirus (HPV)-positive
women in cervical cancer screening. Am J Clin Pathol, 2016; 145(1):35-45.

Rossi P, Borghi L, Ferro R, Mencarelli R. A population of 1136 HPV DNA-HR
positive women: expression of p16(INK4a)/Ki67 Dual-Stain Cytology and cytological
diagnosis. Histological correlations and cytological follow up. Pathologica.
2015;107(3-4):185-191.

Wright TC Jr, Behrens CM, Ranger-Moore J, et al. Triaging HPV-positive women
with p16/Ki-67 dual-stained cytology: Results from a sub-study nested into the
ATHENA trial. Gynecol Oncol. 2017;144:51-56.

Clarke MA, Cheung LC, Castle PE, et al. Five-Year Risk of Cervical Precancer
Following p16/Ki-67 Dual-Stain Triage of HPV-Positive Women. JAMA Oncol.
2019;5(2):181-186.

Wentzensen N, Clarke MA, Bremer R, et al. Clinical Evaluation of Human
Papillomavirus Screening With p16/Ki-67 Dual Stain Triage in a Large Organized
Cervical Cancer Screening Program. JAMA Intern Med. 2019;179(7):881-888.
Wentzensen N, Fetterman B, Tokugawa D, et al. Interobserver reproducibility and
accuracy of p16/Ki-67 dual-stain cytology in cervical cancer screening. Cancer
Cytopathol, 2014;122(12):914-20.

Arean-Cuns C, Mercado-Gutierrez M, Paniello-Alastruey |, et al. Dual staining for
p16/Ki67 is a more specific test than cytology for triage of HPV-positive women.
Virchows Arch. 2018;473(5):599-606.

Ebisch RMF, van der Horst J, Hermsen M, et al. Evaluation of p16/Ki-67 dual-
stained cytology as triage test for high-risk human papillomavirus-positive women.
Mod Pathol. 2017;30(7): 1021-1031.

Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous
chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.

Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 24 June 2020 on
the protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work.
Nayar R and Wilbur DC, eds. The Bethesda System for Reporting Cervical
Cytology: Definitions, Criteria, and Explanatory Notes. 3rd ed. 2015, Springer
International Publishing: Switzerland.

FT0700-421h

18/18

NOTA: En este documento se ha usado el punto como separador decimal para marcar el
borde entre la parte entera y la parte fraccionaria de los numerales con decimales. No se
han usado separadores para las unidades de millar.

El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:
http://ec.europa.edu/tools/eudamed
Simbolos

Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma ISO
15223-1 (para USA: consulte elabdoc.roche.com/symbols para obtener mas informacion).
GTIN

Numero mundial de articulo comercial

Para USA: Precaucion: Las normas nacionales restringen la venta de

Rx only este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos.

HISTORIAL DE REVISIONES

Rev Actualizaciones

J Se ha actualizado la plantilla y el etiquetado. Incorporacion de BenchMark
ULTRA PLUS.

PROPIEDAD INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, CINTEC y COBAS son marcas comerciales de Roche. Todos
los demas nombres de productos y marcas comerciales pertenecen a sus respectivos
propietarios.
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For USA: Rx only
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