Hcméo) Hybrid Capture®2 1 I D DNA Test

Navod k pouziti

digene® HC2 CT-ID DNA Test

Stanoveni nukleové kyseliny in vitro hybridizaénim testem s amplifikaci signalu na mikrodesti¢ce
s pouzitim chemiluminiscence pro kvalitativni detekci DNA Chlamydia trachomatis (CT) v
cervikalnich vzorcich.

Pro pouZiti se soupravami:

digene® HC2 DNA Collection Device
digene® Female Swab Specimen Collection Kit (souprava pro odbér vzork( vytéru u pacientek)
Hologic PreservCyt® Solution (PreservCyt® roztok pro dany test)

Pouze vyskoleny a kvalifikovany laboratorni personal. Pfed pouzitim testu si pozorné precététe tyto
instrukce.
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NAZEV A UCEL POUZITI

Testovaci souprava digene® Hybrid Capture® 2 (HC2) CT-ID DNA je uréena k analyze nukleové kyseliny
in vitro pomoci hybridizaniho testu se zesilenym signalem a s pouzitim chemiluminiscence pro
kvalitativni detekci DNA Chlamydia trachomatis (CT) u cervikalnich vzork(l odebranych pomoci soupravy
pro odbér cervikalnich vzorkd digene HC2 DNA Collection Device [ sestavaji z cervikalniho kartacku a
média pro pfenos vzorku digene Specimen Transport Medium (STM)] a rovnéz u cervikalnich vzorki
odebranych pomoci soupravy pro odbér vzorkl digene Female Swab Specimen Collection Kit (tampén a
médium STM) nebo u vzork(, kde je pouzito odbérové zafizeni typu kostatka, a které jsou umistény v
roztoku Hologic PreservCyt®. Test DNA digene HC2 CT-ID je pocatetni test k identifikaci Zen s pFiznaky
i bez nich jako dikaz infekce Chlamydia trachomatis.

Pro velké mnozstvi testl se pro test DNA digene HC2 CT-ID muze pouzit systém Rapid Capture® System
(RCS).

Pro pouziti v diagnostice in vitro. IVD
SOUHRN A VYSVETLENI

Chlamydiae jsou gramnegativni organismy s dvoufazovym Zivotnim cyklem, které zahrnuji dvé
morfologicky odli§né infekéni a reproduktivni formy." Genom Chlamydia trachomatis je relativné maly, s
priblizné 1 x 108 part bazi.? Infekéni forma je elementarni télisko, které se nemize délit a slouzi pouze k
pfenosu infekce z jedné buriky na druhou. KdyZ se elementarni téliska dostanou do hostitelské buriky,
spoji se do vakuol spojenych membranou a produkuji metabolicky aktivni chlamydialni reproduktivni
formy nebo retikulovana téliska. Replikace je zcela zavisla na hostiteli ATP? a probiha pomoci binarniho
Stépeni uvnitf refraktilnich cytoplasmatickych inkluzi. Vznika tak nova generace elementarnich télisek,
které se poté uvolfiuji a infikuji dalsi buriky. Chlamydiae maji membranou spojeny, genoveé specificky
lipopolysacharid, ktery slouZi jako zdroj antigenu pfi vzniku diagnostickych protilatek.

Konvenéni metody pfimé detekce Chlamydia trachomatis v klinickych vzorcich zahrnuji barveni jodem
nebo Giemsovo barveni organismu, poté nasleduje ohodnoceni pod mikroskopem?* nebo citlivéjsi uZiti
pfimého fluorescentniho obarveni protilatky (DFA)®. Tyto metody v§ak dosahuji pouze 70 - 85 % citlivosti
ve srovnani s technikami optimalnich tkarovych kultur.® Nejc¢astéji pfijimanym postupem slouzicim k
detekci Chlamydia je infekce McCoyovych bunék v bunééné kultufe. Protilatky konjugované s
fluoresceinem se poté pouzivaji k detekci intracytoplasmickych inkluzich télisek, ktera byla vytvofena
chlamydialnimi reproduktivnimi prvky v infikovanych burikach.” Optimalni buné&éna kultura ma vybornou
citlivost a specificitu pro detekci Chlamydiae, ale je to komplexni, drahy a ¢asové narocny postup.
Obvykle vysledky nejsou dostupné b&hem 48-72 hodin po inokulaci.? K detekci chlamydialnich antigend
se pouzivaji enzymatické imunologické metody® a zda se, Ze jsou trochu citlivéjsi a mirné méné
specifické nez primé fluorescenéni pristupy k protilatkam®. Existuji testy nukleové kyseliny uréené k
detekci riznych cilovych typt Chlamydia, v€etné chromozomalni DNA, mRNA a skrytého plasmidu,
bézného u velké vétsSiny kmend Chlamydia trachomatis. Tyto metody se ruzni v citlivosti a specificité, ale
v8eobecné se priblizuji nebo prekraduji uc¢innost kultivaénich metod.'%-12



PRINCIP POSTUPU

Test DNA digene HC2 CT-ID pouziva techniku imobilizace hybridu [digene Hybrid Capture 2]. Jde o
hybridiza¢ni test vyuzivajici nukleovou kyselinu, navazanou na mikrodesti¢ce, s amplifikaci signalu a
chemiluminiscenéni detekci. Vzorky, obsahujici cilovou DNA, hybridizuji se specifickou sondou
Chlamydia RNA. Vysledné hybridy RNA:DNA jsou zachyceny protilatkami, specifickymi pro hybridy
RNA:DNA, kterymi je potaZen povrch jamky mikrodesti¢ky. Imobilizované hybridy potom reaguji s
protilatkami konjugovanymi s alkalickou fosfatdzou, specifickymi pro hybridy RNA:DNA a jsou detekovany
chemiluminiscenénim substratem. Na kaZdou protilatku je konjugovano nékolik molekul alkalické
fosfatazy. Mnohonasobné konjugované protilatky se vazi ke kazdému zachycenému hybridu, coz ma za
nasledek podstatnou amplifikaci signalu. Substrat je Stépen konjugovanou alkalickou fosfatazou a dojde k
vyzareni svétla. Svételné kvantum je méfeno luminometrem a vyjadfeno v relativnich svételnych
jednotkach (RLU). Intenzita vyzareného svétla indikuje pfitomnost i nepfitomnost cilové DNA ve vzorku.

Vysledek méfeni RLU, shodny &i vétSi nez specifikovany pomér ke kladné hodnoté limitu pozitivity (CO),
znamena pfitomnost DNA Chlamydia ve vzorku. Je-li hodnota RLU nizSi nez specifikovany pomér ke
kladné hodnoté limitu pozitivity znamena to, Ze DNA Chlamydia neni pfitomna, nebo Ze testované urovné
DNA Chlamydia jsou pod detek&nim limitem stanoveni.

CT smésna sonda obsahuje specialné vybranou smés sondy, ktera eliminuje nebo minimalizuje
zkfizenou reaktivitu s DNA sekvencemi z lidskych bunék, jinymi bakterialnimi druhy nebo jinymi druhy
Chlamydia nez Chlamydia trachomatis. CT sonda je dodavana s testem DNA digene HC2 CT-ID a je
dopliikem k pfiblizné 39 300 bp nebo 4 % Chlamydia genomické DNA (1 x 108 bp).® Jedna sonda je
doplikem k 100 % skrytého plasmidu 7 500 bp.

Pro velké mnozstvi testd se pro test DNA digene HC2 CT-ID mlze pouzit obecny automaticky pipetovaci
a fedici systém, ktery se nazyva Rapid Capture System (RCS) [systém rychlé imobilizace]. Tento pfistroj,
pfi aplikaci specificky uréené k testu DNA digene HC2 CT-ID, dokaze zpracovat az 352 vzorkd za osm
hodin. Aby bylo mozné velké mnozstvi testl zvladnout, provadéji se vSechny kroky zkousky s pouzitim
RCS, kromé denaturace vzorku, chemiluminiscenéni detekce signalu a vyhodnoceni vysledka.



CINIDLA A POSKYTNUTE MATERIALY

V jedné testovaci soupravé testu DNA digene HC2 CT-ID je 96 testu ([REF] 5135-1330). Pocet vysledkd,
ziskanych od pacientek, se bude liSit v zavislosti na tom, kolikrat se kazda souprava pouzije:

1 pouziti = 88 vysledkl u pacientek
2 pouziti = 80 vysledkl u pacientek
3 pouziti = 72 vysledkl u pacientek
4 pouziti = 64 vysledk( u pacientek

Indikac¢ni barvivo 1x0,35 ml
obsahuje 0,05 % (w/v) azidu sodného.
Denaturaéni éinidlo* 1 x50 ml
zfedény roztok hydroxidu sodného (NaOH).

1x5mi

Roztok k nafedéni sondy*
pufrovaci roztok s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

CT sonda 1 x 200 pl
CT RNA sonda v pufrovacim roztoku.

Negativni kalibrator Tx2ml
nosi¢ DNA v médiu pro pfenos vzorkl (STM) s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

CT pozitivni kalibrator (Positive Calibrator — PC) Tx1ml
1,0 pg/ml klonované CT DNA a nosi¢ DNA v STM s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

CT kontrola kvality (QC CT) 1x1mil
5,0 pg/ml klonované CT DNA a nosi¢ DNA v STM s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

GC kontrola kvality (QC GC) 1x1ml

5,0 pg/ml klonované GC DNA a nosi¢ DNA v STM s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

Imobilizaéni mikrodesti¢ka 1 pro kazdy test
potazena protilatkami hybridu RNA:DNA test.

Detekéni inidlo 1 Tx12m
protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou na hybridy RNA:DNA v pufrovacim
roztoku s 0,05 % (w/v) azidu sodného.
Detekéni &inidlo 2 Tx12ml
CDP-Star® s Emerald Il (chemiluminescenéni substrat).

1x100 ml

Koncentrovany promyvaci pufr*
obsahuje 1,5 % (w/v) azidu sodného.

*Informace o zdravotnich a bezpecnostnich rizicich naleznete v ¢asti Varovdni a preventivni opatreni této
ptibalové informace.




MATERIALY, KTERE JSOU VYZADOVANY, ALE NEJSOU SOUCASTIi SOUPRAVY

Systém pro imobilizaci hybridu in vitro, diagnostické zafizeni a pfislu$enstvi®

o

Systém digene Hybrid Capture 2 (, systém digene HC2"),
skladajici se z luminometru, ktery je schvalen spole¢nosti
QIAGEN (,luminometr), spole€nosti QIAGEN schvaleného
osobniho pocitace a periferii po¢itace (monitor, klavesnice,
mys, tiskarna a kabel k tiskarné), softwaru systému digene
HC2 (,software analyzy digene “), softwaru testovacich
protokolu digene HC2 System Assay Protocols pro CT/GC,
softwaru LumiCheck Plate a uzivatelské pfirucky k softwaru
systému digene HC2.

rotacni tfepacka | (Hybrid Capture System)

mikrodestickovy inkubator |

automaticka promyvacka desti¢ek

vortexovaci zafizeni MST Vortexer pro vice vzorkd [Multi-
Specimen Tube (MST)] Vortexer 2 (volitelng)®

konverzni stojan a viko na stojan (voliteIné pro manualni

pouziti; rpoZzadovano v pfipadé pouziti systému Rapid Capture

s testem DNA digene HC2 CT-ID a vzorky PreservCyt)

digene stojan na vzorky a viko na stojan (volitelné pro

manualni pouziti; pozadovano v pfipadé pouziti systému Rapid

Capture s testem digene HC2 CT-ID a vzorkl odebranych

pomoci soupravy pro odbér vzorkl digene HC2 DNA

Collection Device)

EXPAND-4 pipetovaci zafizeni a stojanek (volitelné)C

digene HC2 DNA Collection Device (souprava pro odbér
vzorku)

digene Female Swab Specimen Collection Kit (souprava pro
odbér vzorka, sklada se ze dvou tampoénu a média pro
prenos vzork()P

zasobnik tésnici félie pro zkumavky a fezacka (pouzivano u
MST Vortexer 2)

Zarizeni a prislusenstvi bézné pouzivana v laboratofri

Rapid Capture System (volitelna polozka pro velké mnozstvi
testa)E

promyvaci aparat

hybridizaéni mikrodesticky

vi¢ka na mikrodesti¢ky

prazdné stripy mikrodesti¢ek (dodava Costar, Model #2581);
volitelné pro pouziti s automatickou promyvackou destic¢ek

specialni dlouhé pipetové Spicky pro pipetovani vzorku

zkumavky pro odbér vzorkd

stojan pro odbérové zkumavky

Sroubovaci uzavéry pro odbérové zkumavky

zasobniky €inidel na jedno pouziti

tésnici folie DuraSeal® na zkumavky

Pridavné zafizeni a prislusenstvi pro zpracovani vzorku
roztoku PreservCyt

vodni lazen (65 + 2 °C) dostatecné velka, aby mohla pojmout
bud jeden konverzni stojan (36 x 21 x 9 cm) nebo 2 stojany
pro zkumavky se vzorky digene Specimen Racks (kazdy
31,7 x 15,2 x 6,4 cm)

mikrocentrifuga (volitelna polozka pro centrifugaci ampulek se
sondami, aby se ziskal maximalni objem sondy)

vortexova michacka s kaliSkovym nastavcem

jednokanalova pipeta Micropipettor; ménitelné nastaveni pro
objemy 20-200 ul a objemy 200-1000 pl

opakovaci vytladovaci pipetovaci zafizeni jako je Eppendorf
Repeater® Pipette &i ekvivalentni

osmikanalova pipeta Pipettor; ménitelné nastaveni pro objemy
25-200 pl

minutkovy laboratorni budik

roztok chlornanu sodného, 0,5 % finalni koncentrace (nebo

domaéci bélici prostfedek)

Parafilm® nebo ekvivalent

pipetovaci $picky (na jedno pouziti) s aerosolovym filtrem pro
jednokanalové pipety (20 do 200 pl a 200-1000 pl)

Spicky (na jedno pouziti) pro pipetovaci zafizeni pro
opakovanou akci Eppendorf (25 a 500 pl)

$picky (na jedno pouziti) pro 8-kanalovou pipetu (25 do 200 pl)

Kimtowels® Wipers - tampdny na blotovani nebo ekvivalentni

papirové ubrousky bez volnych viaken

ochranny povlak laboratorniho stolu (na jedno pouziti)

rukavice bez mastku

5 ml nebo 15 ml polypropylenové zkumavky s kulatym dnem a
vickem (pro fedéni sondy)

2,0 ml polypropylenové mikrocentrifugacni zkumavky s vicky

centrifuga s vykyvnymi pouzdry schopna dosahnout 2900 +
150 x g a vhodna pro 10 ml &i 15 ml kénické
polypropylénové centrifugacni zkumavky

5 ml sérologické pipety nebo pfenosné pipety

digene HC2 souprava pro konverzi vzorku (hc2 Sample
Conversion Kit)*

$picky (na jedno pouziti) pro pipetovaci zafizeni pro

opakovanou akci Eppendorf Repeater® Pipette (50 a 100 L))

Pro manualni postup vortexovani:

digene HC2 zkumavky pro konverzi vzorku (15 ml konické),
Sarstedt 10 ml kdnické zkumavky s vicky ¢i VWR ¢&i znacky
Corning® 15 ml polypropylénové centrifugaéni zkumavky s
konickym dnem a s vicky

stojan na zkumavky, ktery pojme 10 ml nebo 15 ml kénické
zkumavky

Pro postupy pouzivajici zafizeni Vortexer 2 pro vice
zkumavek:

digene HC2 konverzni zkumavky pro vzorky (15 ml konické)"

Vortexer 2 pro vice zkumavek (Multi-Specimen Tube [MST]
Vortexer 2)

konverzni stojan a viko na stojan (specificky uréené pro 15 ml

konické zkumavky)

zasobnik tésnici félie pro zkumavky a fezacka

tésnici folie DuraSeal® na zkumavky (pro pouziti u MTS
Vortexeru 2)

Pouze zafizeni a pfisluSenstvi potvrzené jako vhodné pro DNA test digene HC2 CT-ID jsou k dispozici u firmy QIAGEN.

Je nutné pouzit i pfi poloautomatické RCS aplikaci.

Podle prani zakaznika. Jiné multikanalové pipetovaci zafizeni s nastavitelnou vzdalenosti mezi Spickami maze byt pouzito podle
potfeby: Pfedpoklad je, Ze mlze byt dosazeno vzdalenosti Spicek 3,2 cm v expandovaném stavu. Jako alternativa muze byt

pouzita jednokanalova pipeta, kterou Ize pipetovat 75 pl.

Charakteristiky ucinnosti testd DNA digene HC2 CT-ID byly stanoveny pouze u zminénych testovacich souprav.



E Nahlédnéte do uzivatelské pFirucky Rapid Capture System (RCS), kde se dozvite specifické informace pro pouZiti tohoto systému
pro testovani velkého mnozstvi vzorkd za pouziti tohoto stanoveni.

F digene HC2 konverzni zkumavky pro vzorky (VWR &i znaéky Corning®) jsou k dispozici u firmy QIAGEN a musi byt pouZity, aby
bylo zajiSténo fadné provedeni stanoveni, je-li pouzit postup s Multi-Specimen Tube Vortexer 2.

VAROVANI A PREVENTIVNiIi OPATRENI

PRECTETE SI POZORNE VSECHNY INSTRUKCE PREDTIM, NEZ TEST POUZIJETE.

BEZPECNOSTNi OPATRENI

VSECHNY VZORKY by mély byt povaZovany za potencialné infekéni. Zadna znama metoda neposkytuje
uplnou jistotu, Ze vzorky nemohou pfenést infekci. Doporu€ujeme, aby se s lidskymi vzorky zachazelo v
souladu s patfi¢nou praxi platnou pro biologickou bezpe¢nost v daném staté ¢i mist&.'314.15.16 Aplikujte
tuto praxi pro biologickou bezpe¢nost u materiall, které obsahuji (nebo je podezfeni ze obsahuji) infekéni
material. Tato preventivni opatfeni zahrnuji (ale nejsou omezena na) nasledujici body:

1. Nepipetujte usty.
2. Nekufte, nejezte nebo nepijte v prostorach, kde se zachazi s €inidly nebo se vzorky.

3. Pokud zachazite s €inidly nebo se vzorky, pouzivejte jednorazové gumové rukavice bez mastku. Po
provedeni testu si dukladné umyjte ruce.

4. Ocistéte a desinfikujte vSechna mista, kde doslo k rozliti vzork(: pouzijte tuberkulocidni desinfekéni
¢inidlo jako je 0,5 % chlornan sodny &i jiné vhodné desinfekéni Ginidlo. 18

5. Asanujte a zlikvidujte vdechny vzorky, Cinidla a jiné potencialné kontaminované materialy podle
mistnich predpis(.1920

Néktera Cinidla obsahuji azid sodny. Bylo pozorovano, ze azid sodny tvofi v laboratornim potrubi azid
olovnaty nebo médnaty. Tyto azidy mohou pfi narazu explodovat, napf. pfi uderu kladivem. Aby se
predeslo tvorbé olovnatého nebo médnatého azidu, dikladné proplachnéte odpad vodou, poté co jste
tam wylili roztoky obsahujici azid sodny. Podle Statniho ustavu pro bezpeénost a ochranu zdravi pfi praci
jsou doporuéena nasledujici opatfeni k odstranéni kontaminace ze starych vylevek kde je podezieni, Ze
se akumulovaly azidy: (1) odsajte kapalinu ze sifonu vylevky za pouZiti gumové nebo plastikové hadice,
(2) naplnite sifon roztokem 10 % hydroxidu sodného, (3) ponechte po dobu 16 hodin a (4) dobfe
proplachnéte vodou.



INFORMACE O BEZPECNOSTI A ZDRAVOTNIM RIZIKU

Materialy uvedené nize byly posouzeny podle poZzadavk( smérnic Evropského spolec¢enstvi a rady (EC
2001/59/ES a 99/45/ES).

Nahlédnéte do UZivatelské pfirucky pro Rapid Capture System (RCS), kde najdete dalSi varovani a
preventivni opatfeni, specifické pro tento systém urceny k testovani velkého mnozstvi vzorka.

Prohlaseni ohledné bezpecnosti a rizik komponent

Pro komponenty sady digene HC2 CT-ID DNA Test plati nasledujici R-véty a S-véty:

CT Quality Control
Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kiize. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné
bryle/ oblicejovy Stit.

CT-ID Positive Calibrator
Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kize. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné
bryle/ obli¢ejovy Stit.

Denaturation Reagent
Obsahuje: hydroxid sodny. Nebezpecli! Muze byt korozivni pro kovy.
Zpusobuje tézké poleptani kiZze a poskozeni oci. Pouzivejte ochranné
rukavice/ ochranny odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy §tit. PRI ZASAZENI OCI:
Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontakini Cocky, jsou-li

nasazeny a pokud je lze vyjmout snadno. PokraCujte ve vyplachovani.
Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare.

GC Quality Control
Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kize. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné
bryle/ obli¢ejovy Stit.

Negative Calibrator
Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kize. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ ochranné
bryle/ obli¢ejovy Stit.

Probe Diluent
Obsahuje: octova kyselina; kyseliny polyakrylové. Nebezpeci! ZpUsobuje tézké
poleptani kiize a poSkozeni o&i. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/
ochranné bryle/ obli¢ejovy $tit. PRI ZASAZENI OCIi: Né&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize
vyjmout snadno. Pokradujte ve vyplachovani. Okamzit¢ volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékare.

Wash Buffer Concentrate
Obsahuje: azid sodny. Varovani! Zdravi $kodlivy pfi poziti.. Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi Uc€inky. Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny
odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy Stit.

DalSi informace

Bezpecnostni listy: www.giagen.com/safety




OPATRENi PRO ZACHAZENIi S TESTEM

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Pro pouziti v diagnostice in vitro.

Cervikalni kartacek se pouziva pouze u Zen, které nejsou téhotné.

Nepouzivejte reakeni €inidla po uplynuti zaruéni Ihaty, vyznacené vedle symbolu g na vnéjSim Stitku
krabicky.

Provedeni testu mimo uvedena €asova a teplotni omezeni a limity midze poskytnout neplatné
vysledky. Stanoveni, ktera nespadaji do uréenych rozsaht ¢asu a teploty, musi byt opakovana.

Testovaci postup pro test DNA digene HC2 CT-ID, ovérovaci kriteria kalibrace stanoveni, kontrola
kvality a interpretace vysledkl ze vzorkd musi byt pfesné dodrzeny, aby bylo mozné ziskat spolehlivé
vysledky testu.

Je dllezité odpipetovat pfesny objem poZzadovaného ¢inidla a v§e dobfe promisit po kazdém
pfidavku Cinidla. Nedodrzeni tohoto postupu by mohlo zpUsobit chybné vysledky testu. Zjisténi, ze
nastala poZzadovana barevna zména potvrdi, Ze tyto podminky byly spinény.

Soucasti soupravy byly pfezkouseny jako ucelena jednotka. Nezaménujte jednotlivé sou€asti za
soucasti z jinych zdroju nebo z jinych Sarzi.

Nukleové kyseliny jsou velmi citlivé na degradaci nukledzou z okolniho prostfedi. Nukleazy se
vyskytuji na lidské kdzi a na povrchu véci ¢i na materidlech, kterych se dotykali lidé. Ocistéte povrchy
a pokryjte povrch pracovnich stold ochrannym krytem na jedno pouziti a pfi provedeni vS§ech kroku
testu pouzivejte gumové rukavice bez mastku.

Davejte pozor, aby se zabranilo kontaminaci imobilizaéni mikrodesti¢ky a detek¢éniho Cinidla 2
exogenni alkalickou fosfatazou v prabéhu provedeni testu. Latky, které mohou obsahovat alkalickou
fosfatazu zahrnuji detekéni €inidlo 1, baktérie, sliny, vlasy a oleje kozniho pavodu. Zakryti
imobilizaéni mikrodesti¢ky po promyvacim stupni a b€hem inkubace s detekénim éinidlem 2 je
zvlasté dulezité, protoze exogenni alkalicka fosfataza mize reagovat s detekénim €inidlem 2, a
to miize vést k faleSné pozitivnim vysledkiim.

Chrarite detekéni €inidlo 2 pfed vystavenim pfimému svétlu po deli dobu. PouZijte €inidlo
bezprostfedné po odebrani alikvotniho podilu a zabrarite vystaveni pfimému slune&nimu svétlu.

Opakovaci pipeta by méla byt pfedem nékolikrat naplnéna Cinidlem, nez se zacne s davkovanim.
Pozornost musi byt periodicky vénovana vétsim vzduchovym bublindm. Nadmérny obsah velkych
vzduchovych bublin miize zpUsobit nepfesné davkovani a Ize se mu vyhnout tim, Ze se pipeta zcela
naplni, pak se veSkera kapalina vypusti a znovu se naplni. Konkrétni pokyny pro pouziti najdete v
instrukéni pfirucce.

Pipetovani multikanalovou pipetou pfi davkovani detek&nich €inidel 1 a 2 by mélo byt provedeno za
pouziti reverzni pipetovaci techniky (viz Hybrid Detection [Detekce hybridu]). Zkontrolujte Spi¢ku
kazdé pipety na multikanalové pipeté, zda je dobfe nasazena a zda je v poradku plnéni.

Ujistéte se o tom, Ze béhem promyvani je kazda jamka mikrodesti¢ky dukladné promyta, jak je
uvedeno v instrukcich pro manualni promyvani. Nedostate¢né promyti se projevi jako zvySené
pozadi a muze zplsobit faleSné pozitivni vysledky. Zbytky promyvaciho pufru v jamkach mohou mit
za nasledek redukci signalu a $patnou reprodukovatelnost.

Zacinate-li pracovat ponechte mikrodesti¢kovy inkubétor | temperovat po dobu 60 minut, aby bylo
dosazeno rovnovahy pfi 65 °C £ 2 °C. Neni-li ponechana dostate¢na doba pro tento ohfev, maze dojit
k roztaveni hybridiza¢ni mikrodesti¢ky. Pro dal$i informace nahlédnéte do Navodu k pouziti
mikrodesti¢kového inkubatoru I.



PRIPRAVA CINIDEL A JEJICH USKLADNENI

1. Po dodani soupravy uskladnéte pfi 2 - 8 °C. Koncentrovany promyvaci pufr, denaturacni ¢inidlo a
indikani barvivo mohou byt skladovany pfi 2 - 30 °C, podle potfe

by.
2. Nepouzivejte po uplynuti zaru€ni doby vyznacené vedle symbolu gna Stitku krabicky, nebo
pfipravena Cinidla po zaruéni Ih(té (viz nize).

3. VSechna ¢inidla jsou pfipravena pro okamzité pouZiti, s vyjimkou denaturaéniho €inidla, smési CT
sondy a promyvaciho pufru.

Nahlédnéte do Uzivatelské prirucky Rapid Capture System (RCS) kde se dozvite jak pfipravit smés

CT sondy, promyvaci pufr, detekéni €inidlo 1 a detekéni €inidlo 2, ponévadz tyto instrukce jsou
specifické pro pouziti tohoto systému pro testovani velkého mnozstvi vzork.

Metoda pripravy Cinidel

Denaturaéni NEJDRIVE PRIPRAVTE:
€inidlo Pfidejte 5 kapek indika¢niho barviva do lahve denaturaéniho €inidla a diikladné promicheijte.
Denaturacni €inidlo ma mit homogenni tmavé fialovou barvu.

Takto pfipravené denaturacni ¢inidlo je stabilni po dobu tfi mésicl je-li uskladnéno pfi 2 - 8 °C.
Oznacte Stitkem s novou expiracni dobou. Jestlize Cinidlo ztraci barvu, pfidejte dalSi 3 kapky
indikatorového barviva a pfed pouzitim dikladné promichejte.

Varovani: Denaturacni ¢inidlo je korozivni. Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice
a ochranné pracovni prostfedky pro o€i a obli€ej. Postupujte opatrné.

Smés CT sondy | PRIPRAVTE BEHEM DENATURACNI INKUBACE VZORKU:
(pfipravena z L i N
CT sondy a DULEZITE: NEKDY DOJDE K ZACHYCENi SONDY VE Vi€EKU ZKUMAVKY.
éinidel k
naredéni
sondy)

Poznamka: NejvysSi opatrnost vénujte v této fazi postupu vénovana zabranéni kontaminaci
sondy a smési v sondé RNazou. Pouzijte pipetové $picky s aerosolovym filtrem pro
pipetovani sondy. Roztok k nafedéni sondy je visk6zni. Postupujte opatrné,
abyste pfi pripravé smési CT sondy zajistili dikladné promiseni. Béhem
miseni musi byt na kapaliné vidét vznik viru (vortexu). Nedostate¢né smiseni
muize mit za vysledek redukci signalu.

» Kratce centrifugujte zkumavku se CT sondou, aby se dostala kapalina ke dnu ampulky.
Jemnym poklepem promichejte.

» Stanovte pozadované mnozstvi smési sondy (25 pl/test). Doporucuje se pfipravit vice smési
sondy, aby se vykompenzoval objem ztrat ve Spickach nebo na sténach ampulky. Konzultujte
pouziti je 24. Je-li vyzadovano pouziti mensiho po¢tu jamek nez 24 v jednom provedeni,
celkovy pocet testl na jednu soupravu by se pak mél zredukovat s ohledem k omezenému
objemu sondy a roztoku k nafedéni sondy.

» Pfevedte pozadované mnozstvi roztoku k nafedéni sondy do nové nadobky na jedno pouziti.
V zavislosti na poctu testt se doporucuje pouzit bud 5 ml nebo 15 ml polypropylénové
zkumavky s kulatym dnem a zaklapovacim vickem. K pfipravé smési sondy zfedte CT sondu
v poméru 1:25 roztokem ke zfedéni sondy.

pocet testl/stripu roztok k naredéni sondy* objem sondy*
96/12 4,0 ml 160,0 pl
72/9 3,0ml 120,0 pl
48/6 2,0 ml 80,0 ul
24/3 1,0 ml 40,0 pl
na jamku 0,045 ml 1,8 pl

*Tyto hodnoty jiZ v sob& zahrnuji doporu€eny pfidavny objem.

* Napipetujte sondu do roztoku pro fedéni sondy tak, Ze opfFete Spicku pipety proti vnitfni sténé
zkumavky pravé nad meniskem a vytlacite obsah pipety. Zabrante ponofeni Spi€ky pipety
do roztoku ke ziredéni sondy.

» Vortexujte nejméné 5 vtefin pfi maximalni rychlosti pro dokonalé promiseni. Musi se vytvorit
viditelny vir. Oznacte Stitkem jako smés CT sondy a vlozte do utésnéné nadoby az do doby,
nez bude tfeba pouzit. Nepouzita smés sondy by méla byt zlikvidovana.
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Promyvaci pufr

PRIPRAVTE BEHEM IMOBILIZACNIHO KROKU:

Pro automatickou promyvacku desticek, je promyvaci pufr pfipraven jak popsano nize a
uskladnén v uzaviené nadobé, nebo mliZze byt pfipraven pokazdé objem 1 | a umistén v
zasobniku automatické promyvacky desticek I. Viz tabulku (nize) pro objemy pfi miseni:

Viz Navod k pouziti automatické promyvacky destiCek pro dalSi instrukce ohledné péce o zatizeni
a jeho udrzby.

Varovani: koncentrovany promyvaci pufr je pfi poziti toxicky. Pouzivejte vhodny ochranny
odév, ochranné rukavice a ochranné pracovni prostredky pro o€i a oblicej. Pro
minimalizaci vystaveni se koncentrovanému promyvacimu pufru pfidejte pri pripravé
vodu.

mnozstvi promyvaciho roztoku

koncentrovaného mnozstvi destilované kone&né mnozstvi
promyvaciho pufru) nebo deionizované vody promyvaciho pufru
33,3 ml 966,7 ml 11
66,6 ml 19334 ml 21
100,0 ml 2900,0 ml 31

Poznamka: Je velice dulezité ponechat automatickou promyvacku desticek | stale
zapnutou. Tim je zajiSténo proplachovani jako udrzba; to je provedeno
kazdych 8 hodin, kdy neni jednotka v provozu.

Pred provedenim kazdého stanoveni se ujistéte, ze odpadni zasobnik na automatické
promyvacce desticek | je prazdny a Ze je proplachovaci zasobnik naplnén destilovanou ¢i
deionizovanou vodou.

Viz Navod k pouziti automatické promyvacky destiCek pro dalSi instrukce ohledné péce o zafizeni
a jeho udrzby.

Pro metodu manualniho promyvani desticek:

» Koncentrovany promyvaci pufr dobfe promichejte.

+ K 100 ml koncentrovaného promyvaciho pufru pfidejte 2,9 | destilované &i deionizované vody a
dobre promichejte (konecny objem by mél byt 3 I).

+ Utésnéte nadobu, aby bylo zabranéno kontaminaci nebo vyparovani.

Takto pfipraveny promyvaci pufr je stabilni po dobu tfi mésict pfi 2 - 30 °C. Oznacte Stitkem s
novou expiracéni dobou. Jestlize byl promyvaci pufr v lednici, pfed pouzitim jej ponechte stat pfi
20 - 25 °C. Tim bude dosazeno vyrovnani teploty.

Doporucuje se, aby promyvaci pfistroj a hadice byly vymyty 0,5 % roztokem chlornanu sodného
a dukladné vyplachnuty destilovanou nebo deionizovanou vodou jednou za tfi mésice, aby se
zabranilo mozné kontaminaci alkalickou fosfatazou, pfitomnou v baktériich a plisnich.

Objemy predem

fipravenych ¢inidel

Detekéni
¢inidlo1 a
detekcni
¢inidlo 2

BEZPROSTREDNE PRED POUZITIM:

Cinidla dukladné promicheite, pak opatrn& odmétfte prislugny objem detek&niho &inidla 1 nebo
detekéniho &inidla 2 do ¢gistého zasobniku ¢inidel, podle pokyn( uvedenych nize. Aby se
zabranilo kontaminaci, tato &inidla NESMi BYT NIKDY nalita zpét do pavodnich Iahvi: Nepouzity
material pozdéji zlikvidujte. Jestlize neni pouzita 8-kanalova pipeta, je mozné ji nahradit
pfislusnym pipetovacim pfistrojem s opakovanou akci. V tomto pfipadé by mély byt alikvotni
podily ¢inidla nadavkovany do polypropylénové zkumavky dostatecné velikosti, aby byl k
dispozici pozadovany objem, jak je uvedeno nize.

objem detekéniho &inidla 1

pocet testd/stripu nebo 2
96/12 obsah lahve
72/9 7,0ml
48/6 5,0ml
24/3 3,0ml
1 test 0,125 ml




ODBER VZORKU A MANIPULACE SE VZORKY

Jediné vzorky, pro které je doporu€eno testovani testem DNA digene HC2 CT-ID, jsou cervikalni vzorky
odebrané a prenesené soupravou digene HC2 DNA Collection Device ( sestavajici z cervikalniho
kartacku a média pro pfenos vzork( (digene Specimen Transport Medium) a rovnéz cervikalni vzorky
odebrané pomoci digene Female Swab Specimen Collection Kit (tampdn a médium pro pfenos vzorkl
[digene STM]) nebo vzorky, kde je pouzito odbérové zafizeni typu kostatka, a které jsou umistény v
roztoku Hologic PreservCyt. Vzorky, které byly odebrany s pouzitim jiného systému pro odbér vzorkd,
nebo které byly pfenaseny v jinych transportnich médiich, nejsou zplsobilé pro pouziti s timto testem.
Charakteristiky u¢innosti testu této soupravy byly stanoveny pouze u zminénych testovacich souprav. Je-
li provedeno kolposkopické vySetieni, cervikalni vzorky musi byt odebrany pfed aplikaci kyseliny octové
nebo jodu. Pro dalsi instrukce o odbéru a postupy zachazeni se vzorky nahlédnéte do Navodu k pouZiti k
zafizeni digene HC2 DNA Collection Device.

CERVIKALNIi VZORKY V digene STM

Vzorky v STM mohou byt skladovany do dvou tydnu pfi pokojové teploté a odeslany bez zmrazeni do
testovaci laboratofe. Vzorky by mély byt odeslany v izolované nadobé pouzitim postovni kuryrni sluzby
pro zajisténou dodavku do 2 dnd nebo pfes noc. Pokud se analyza v testovaci laboratofi bude provadét
do jednoho tydne, vzorky je tfeba skladovat pfi teploté 2 - 8 °C. Jestlize bude zkouSka provedena déle
nez v jednom tydnu, uskladnéte vzorky pfi —20 °C po dobu do 3 mésicl. Do pfenosného média pro
vzorky digene STM byl pfidan konzervacni prostfedek, aby se zpomalilo mnoZeni bakterii a aby se
zachovala neporusena DNA. Neni zamérem zachovani Zivotaschopnosti organismud nebo bunék. Vzorky
odebrané v transportnim meédiu digene STM nemohou byt pouZity pro kultivaci u jinych testovacich
metod.

Dvoutydenni stabilita vzorktl STM pfi pokojové teploté, plus jeden tyden pfi teploté 2 - 8 °C, je zaloZzena
na internich testech 90 simulovanych klinickych vzorkd. Téchto 90 vzork( zahrnovalo 40 vzork(, které
obsahovaly nizké koncentrace CT organismu (na nebo blizko limitni hodnoté detekce [LOD]), 35 bylo
mirné pozitivnich (pfiblizné 2 - 5 nasobek limitu detekce) a 5 vysoce pozitivnich vzorkd, které 10 krat
pfevysSovaly limit LOD. Zbyvajicich 10 vzork( bylo CT negativnich, 5 z nich ale obsahovalo vysoké
mnozstvi GC organismu. Odhady ucinnosti testu jsou zaloZeny na vzorcich skladovanych pfi 2 - 8 °C
nebo zmraZenych a testovanych za 1 - 2 tydny po odebrani.

Poznamky:

1. Nedenaturovany alikvotni podil kazdého z 90 vzorkl byl podroben extrémnim teplotam, se
zamérem simulovat podminky béhem pfepravy (uskladnéni pfi —20 °C po dobu 3 dn, poté pfi 50
°C po dobu 5 dnu a dalsi 2 tydny pfi teploté mistnosti). Ackoli byla pozorovana ztrata signalu
(RLU/CO) po 8 dnech za téchto podminek, kvalitativni interpretace vysledku nebyla ovlivnéna. Po
dalsi inkubaci (po dobu 2 tydnu pfi teploté mistnosti) byly pozorovany kvalitativni rozdily u vzorkd,
které obsahovaly nizké urovné organizma.

2. Aby se zabranilo uvolfiovani vicek na zkumavkach se vzorky, které jsou posilany nebo
uskladnény zmrazené:

- Pfed odeslanim dfive zmrazenych vzorku pokryjte vicka zkumavek folii Parafilm®. Vzorky
mohou byt odeslany bud zmrazené nebo pfi 20 - 25 °C.

» Kdyz vyjmete vzorky z mraziciho zafizeni pro testovani, okamzité vymérite vicka za
Sroubovaci uzavéry zkumavek pro odbér vzorkd.

3. Zafizeni digene HC2 DNA Collection Device by nemélo byt pouzito pro odbér vzorkd u téhotnych
Zen. V pripadé odbéru vzork( u téhotnych Zen pouzijte pouze digene Female Swab Specimen
Collection Kit (souprava pro odbér vzorku vytéru u pacientek)

CERVIKALNIi VZORKY V ROZTOKU HOLOGIC PRESERVCYT

Vzorky odebrané s pouzitim zafizeni typu koStatka a umisténé v roztoku Hologic PreservCyt, které jsou
uréené pro naneseni na testovaci sklicka v Hologic ThinPrep® Pap testu, mohou byt pouZity pro test DNA
digene HC2 CT-ID. Vzorky by mély byt odebrany obvyklym zpisobem a sklicka ThinPrep Pap testu by
méla byt pfipravena podle Hologic instrukci.
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Vzorky roztoku PreservCyt poté, co byly odebrany a pfedtim, nez jsou zpracovany pro test DNA digene
HC2 CT-ID, mohou byt skladovany po dobu do jednoho mésice pfi teploté mistnosti (20 - 25 °C). Vzorky
roztoku PreservCyt nemohou byt zmrazeny. Pro postup zpracovani téchto vzork(l nahlédnéte do Postupu
zpracovani PreservCyt vzorkd.

POSTUP TESTU

Vzorky mohou obsahovat infekéni material a podle toho se s nimi musi zachazet. Test DNA digene
HC2 CT-ID se muze provadét ruéné (podle tohoto navodu k pouziti) nebo se mize pouzit zafizeni Rapid
Capture System pro testovani velkého mnozstvi vzork.

TESTOVANi VELKEHO MNOZSTVi VZORKU S POUZITIM ZARIZENi RAPID CAPTURE SYSTEM

Zarizeni Rapid Capture System (RCS) (systém rychlé imobilizace) je univerzalni pfistroj pro automatické
pipetovani a fedéni, které je mozné pouzit pfi provadéni testu digene HC2 CT-ID DNA na velkém poctu
vzorku. Tento systém dokaze zpracovat 352 vzork(l za osm hodin, v€etné doby, kdy po 3,5 h neni nutny
zasah uzivatele; az 704 vysledk( mize byt vygenerovano za 13 hodin. P¥i pfipravé na test se denaturace
vzorkd provadi nezavisle na RCS v primarni odbérové zkumavce tak, jak je popsano nize u manualni
metody testu DNA digene HC2 CT-ID, jesté pfed tim, nez jsou vzorky umistény na ploSinu RCS. Jak u
manualni metody, tak i metody RCS se navic pomoci mikrodesti¢kového luminometrického pfistroje
schvaleného spolec¢nosti QIAGEN provede detekce chemiluminiscenéniho signalu a vyhodnoti se
vysledky. Kazdy z kroku testu DNA digene HC2 CT-ID se provadi v pfesném poradi jako v pfipadé
manualniho postupu. Pomoci zafizeni RCS je mozZné postupné zpracovavat az 4 mikrodesticky, kde
kazda z téchto mikrodesti¢ek obsahuje vzorky, kontroly kalibratoru a kvality potfebné k dané analyze.

Pokud se rozhodnete pro metodu pomoci zafizeni Rapid Capture System, prectéte si kromé
tohoto navodu k pouziti i Uzivatelskou pFiruéku pro zafizeni Rapid Capture System, ktera se
dodava spolecné se zarizenim a ve které naleznete nezbytné proceduralni a nazorné informace.
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MANUALNi POSTUP

Usporadani pokusu

1.

Pokud test za¢inate za studena, ponechte HCS Mikrodesti¢kovy inkubator | temperovat po dobu 60ti
minut, aby bylo dosaZeno teplotni rovnovahy 65 * 2 °C. Podrobnéjsi informace naleznete v Navodu k
pouziti mikrodesti¢kového inkubatoru I.

. Ujistéte se, Ze teplota vodni l1azné je 65 °C a Ze ve vodni lazni je dostatek vody na to, aby mohl byt

ponofen cely objem vzorku ve zkumavkach.

Predtim, nez zacnete provadét analyzu, vyndejte z lednice vzorky a vSechna pozadovana ¢inidla.
Po dobu 15 az 30 minut je nechte temperovat, aby dosahly rovnovazné teploty 20 - 25 °C.

Vytvorte rozmisténi destiCek za pouziti softwaru digene pro analyzu s pomoci protokoll testu digene
pro CT. Podrobné informace naleznete v pfislusném navodu k pouziti softwaru.

Pro kazdy test je tfeba nové pfipravit negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontroly kvality (QC).
Kontroly kalibratort a kvality dikladné promichejte. Pokud budete pouzivat zafizeni Vortexer 2 uréené
pro zkumavky s vice vzorky, odeberte z kazdé z nich 500 yl do prazdnych a nalezité oznaenych
odbérovych zkumavek. Pfipadné muzete z kazdé odebrat 200 ul do nalezité oznacenych 2 mi
polypropylenovych mikrocentrifuga&nich zkumavek.

. NEJPRVE je tfeba provést test na negativnim kalibratoru a pozitivnim kalibratoru, a to tfikrat u

kazdé davky testovanych vzorkl. Testy kontrol kalibratoru a kvality a vzorkd je tfeba provadét
samostatné. Kontroly kalibratoru a kvality a vzorky je tfeba testovat v konfiguraci osmi jamkového
sloupce a to tak, aby replikaty negativniho kalibratoru (NC) byly umistény v jamkach A1, B1 a C1,
pozitivni kalibrator (PC) v jamkach D1, E1 a F1, kontrola kvality QC CT v jamce G1; QC GC v jamce
H1 a od jamky A2 budou nasledovat vzorky. Viz pfiklad uspofadani uvedeny nize. Pro spravné
nastaveni software pro kontroly/kalibratoru/kvality/vzorek konzultujte navod k pouziti k pFislusnému
luminometru schvalenému spole€nosti QIAGEN a navod kpouziti pfisluSného softwaru k analyze
digene.

PRIKLAD USPORADANI PRO POKUS S 24 MIKROJAMKAMI:

Sloupec
fada 1 2 3

A NC vzorek 1 vzorek 9

B NC vzorek 2 vzorek 10
C NC vzorek 3 vzorek 11
D PC vzorek 4 vzorek 12
E PC vzorek 5 vzorek 13
F PC vzorek 6 vzorek 14
G QCCT vzorek 7 vzorek 15
H QC GC vzorek 8 vzorek 16

DENATURACE

Poznamky:

* Upozornéni: Denaturacni €inidlo je korozivni. Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné
rukavice a ochranné pracovni pomtcky pro oci a obli¢ej. Postupuijte opatrné a pfi praci s €inidly
pouzivejte ochranné gumové rukavice bez mastku.

» Dulezité: Nékteré cervikalni vzorky mohou obsahovat krev i jiny biologicky material, ktery maze
prekryvat barevné zmény po pfidavku denatura¢niho &inidla. Vzorky, které vykazuji tmavou barvu
pfed pfidanim denaturaéniho €inidla, nemohou poskytnout v t&chto krocich spravnou barevnou
zménu. V téchto pfipadech, tedy kdyZ nebyla zaznamenana pfislusna barevna zména, vysledky
analyzy nejsou ovlivnény. Postup spravného smiseni miize byt ovéfen sledovanim barevné zmény
pro kontroly kalibratoru a kvality.

+ Béhem denaturacni faze se ujistéte, ze ve vodni lazni je dostatené mnozstvi vody, aby mohl byt
ponoren cely objem vzorku ve zkumavce.
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* Vzorky podrobené testu az do stadia denaturacniho kroku mohou byt pak uskladnény pfi 2 - 8 °C
pres noc, nebo pfi —20 °C po dobu do 3 mésicu. Maximalné mohou byt provedeny 3 cykly
zmrazeni/rozmrazeni, pfiemz doba jednotlivého rozmrazeni pfi pokojové teploté nesmi pfesahnout
2 hodiny. Pfed pouzitim dikladné promichejte.

» Kontroly kalibratoru a kvality je mozné pfipravit bEhem denaturacni faze a nasledné uskladnit pfes
noc pri teploté 2 - 8 °C. Nesmi se vSak zmrazit. Pokud byly kontroly kalibratoru a kvality zmrazeny,
musi byt zlikvidovany.

» Vzorky nejsou po denaturaci a inkubaci jiz povazovany za infekéni.?' Laboratorni personal viak
musi stale zachovavat opatreni platna v daném staté nebo misté.

KONTROLY KALIBRATORU, KVALITY A POSTUP PRIPRAVY VZORKU STM
Poznamky:
» Nastroj pro odbér vzorku nevyndavejte pfed denaturaci.

» Aby se predeslo fale$né pozitivnim vysledkim, je naprosto nezbytné, aby veSkery material -
kontroly kalibratoru, kvality a STM vzorky - pfidly do styku s denaturaénim Cinidlem. Zasadni je
pfitom faze smiseni nasledujici po pfidani denatura¢niho ¢inidla: Ujistéte se, ze zarizeni Multi-
Specimen Tube Vortexer 2 (uréené pro vice zkumavek se vzorky) je nastaveno na hodnotu
100 (maximalni rychlost) a ze se béhem vortexovani na hladiné vytvoril okem pozorovatelny
vir, a to takovy, aby kapalina oplachla cely vnitini povrch zkumavky. Jestlize provadite
postup manualné, ujistéte se o tom, ze kazda kontrola kalibratoru, kvality a vzorek je michan
individualné vortexovanim, kazdy nejméné po 5 vtefin pfi nejvyssi rychlosti tak, ze vir
kapaliny smaci cely vnitini povrch zkumavky. Pak zkumavku jednou obratte dnem vzhru.

1. Sejméte vicka ze zkumavek s kontrolami kalibratoru, kvality a STM vzorky a zlikvidujte je.

Poznamka: Vitka sejmuta ze zkumavek se vzorky jsou povazovana za potencialné infekeni.
Zlikviduijte je v souladu se statnimi/mistnimi pfedpisy.

2. Do kazdé kontroly kalibratoru, kvality nebo vzorku napipetujte pomoci opakovaci nebo nastavitelné
pipety denaturaéni €inidlo s indikaCnim barvivem. Dejte pozor, abyste se nedotkli st&n zkumavky -
mohlo by dojit ke zkfizené kontaminaci vzork(. Denaturac¢ni €inidlo bude potfeba v takovém objemu,
ktery se rovna poloviné objemu vzorku. Pfesné objemy pro jednotlivé typy kontrol kalibratoru, kvality a
vzorku jsou uvedeny v tabulce niZe.

o Zred'te zbytek denaturacéniho ¢inidla v lahvi¢ce predtim, nez jej zlikvidujete v souladu
s platnymi statnimi nebo mistnimi laboratornimi postupy.

pozadované objemy

kontroly kalibratoru, kvality nebo vzorek denaturacniho Cinidla
negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontrola kvality, 200 pl 100 pl
negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontrola kvality, 500 pl 250 pl
cervikalni vzorek, 1 mi 500 pl

3. Vzorky promichejte pomoci jedné ze dvou metod popsanych niZe.

Metoda s pouzitim zarizeni pro vice zkumavek (Multi-Specimen Tube [MST] Vortexer 2)

Poznamka: Vzorky QIAGEN promichavané pomoci zafizeni MST Vortexer 2 se musi hybridizovat za
pouziti hybridiza&ni mikrodesticky a metody inkubace Microplate Heater I. Pokud je to
potfeba, dalSi pokyny naleznete v navodu k pouziti k zafizeni MST Vortexer 2.

a) Zkumavky s kontrolou kalibrator(i, kvality a STM vzorky prikryjte specialni folii DuraSeal®, a to tak,
ze tuto fdlii pfetahnete pfes zkumavky ve stojanu.

b) Na zkumavky pokryté folii polozte viko stojanu a toto viko zajistéte pomoci dvou postrannich spon.
Fdlii odfiznéte pomoci fezaciho nastroje.

c) Umistéte stojan na zafizeni MST Vortexer 2 a zajistéte jej svorkou. Zkontrolujte, zda je rychlost
nastavena na hodnotu 100 (maximalni rychlost), a nasledné pfepnéte spina¢ zafizeni do polohy
»zapnuto"( ,ON”). Nechte vortexovat po dobu 10 vtefin.
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Metoda manualniho vortexovani jednotlivych zkumavek

a) U zkumavek s kontrolou kalibratord, kontroly a STM vzorky vyménte vicka za Cisté Sroubovaci
uzavéry uréené pro zkumavky pro odbér vzorku.

b) Obsah kazdé zkumavky dikladné promichejte, a to jednotlivé, vortexovanim pfi vysoké rychlosti po
dobu 5ti vtefin.

c) Kazdou zkumavku se vzorkem prevratte dnem vzhdru (jednou), aby se vymyl povrch vnitfni stén
zkumavky, uzavér a okraj.

d) Vratte zkumavku do stojanu.

Béhem vortexovani se na kapaliné uvniti kazdé zkumavky musi vytvorit viditelny vir, aby kapalina
oplachla cely vnitini povrch zkumavky, a to bez ohledu na to, jakou metodu vortexovani jste zvolili.
Kontroly kalibratoru, kvality a vzorky by mély zménit barvu na tmaveé fialovou.

Inkubace obsahu zkumavek probiha ve stojanu umisténém ve vodni lazni pfi 65 + 2 °C po dobu 45 + 5
minut (denaturované kontroly kalibratori, kvality a vzorky mohou byt testovany okamzité, nebo
uskladnény pfi 2 — 8 °C pfes noc, jak je popsano vySe v Poznamkach). Pro informace o skladovani
vzorkl nahlédnéte do oddilu Volitelna moznost preruseni testu. BEhem této inkubace pfipravte smés
sondy CT. Viz oddil Pfiprava a uskladnéni ¢inidel.

POSTUP PRIPRAVY VZORKU ROZTOKU PRESERVCYT

Poznamky:

Pro ziskani podrobnych informaci konzultujte navod k pouZiti konverzni soupravy digene HC2
(digene HC2 Sample Conversion Kit).

Zpracovani 4 ml alikvotniho podilu roztoku PreservCyt poskytne material pro 2 testy pfi manualnim
testovani. Minimalni objem, ktery maze byt zpracovan, je 4 ml. Podrobnosti k minimalnimu
zbytkovému objemu naleznete v ¢asti ,Ekvivalence mezi vzorky digene STM a vzorky roztoku
preservcyt”.

Pripravte vzorky roztoku PreservCyt v sériich o po&tu 36 nebo niZsim; jinak dojde k tomu, Ze se
pelety pfi dekantaci supernatantu uvolni. Toto je dulezité pro zachovani celistvosti bunééného peletu
b&hem dekantaéniho kroku. Pfipravujete-li dal$i ampulky roztoku PreservCyt, nezacinejte s jejich
pfipravou dfive, neZ ukonc¢ite pfipravu prvni série.

Priprava Cinidla

Pouzijte bud’ denaturacni €inidlo (DNR), které je soucasti vybaveni testu DNA digene HC2 CT-ID (viz
Priprava ¢inidla a jeho uskladnéni), nebo denaturacni €inidlo DNR dodavané s konverzni soupravou
digene HC2 Sample Conversion Kit. K pfipravé DNR dodavaného s konverzni soupravou digene HC2
Sample Conversion Kit pfidejte 3 kapky indikaéniho barviva do lahve s DNR a dobfe promichejte. Roztok
byl mél mit homogenni tmavé fialovou barvu. Ke stanoveni poZzadovanych objemu pouzijte Tab. 1.

Tab. 1. PoZadované objemy: pfiprava ¢inidla.

pocet testu objem roztoku PreservCyt objem konverzniho pufru
1-2 4 mi 0,4 ml
3 6 ml 0,6 ml
4 8 ml 0,8 ml
5 10 ml 1,0 mi
6 12 ml 1,2 ml

Oznacte konverzni zkumavku (digene HC2 Sample Conversion tube), 10 ml kénickou zkumavku
Sarstedt nebo 15 ml VWR ¢&i kénickou zkumavku znaéky Corning pfislusnym identifikacnim &islem
vzorku.

Kazdy vzorek zpracovavejte zvlast:
a. Dukladné protfepte ampulku PreservCyt v ruce, az se buriky jevi homogenné rozptylené.
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b. Bezprostfedné poté (protoze se bunky velmi rychle usazuji) odpipetujte pfisluSny objem vzorku
PreservCyt do oznaCené zkumavky. Zavedte pipetu s roztokem PreservCyt aZ na dno konické
zkumavky, aby byla minimalni mozZnost ulpéni buné&fného materialu na vnitfnich sténach
zkumavky.

PFidejte pfisluSny objem konverzniho pufru do kazdé zkumavky (viz Tab. 1).

Zavickujte a dikladné promichejte obsah kazdé zkumavky za pouziti vortexového michadla s
kaliSkovym nastavcem.

Poznamka: Postup pro MST Vortexer 2 nebyl ovéfen pro vortexovani vzorkd roztoku PreservCyt s
konverznim pufrem pfed centrifugaci a nesmi byt tedy v tomto kroku pouzit.

Centrifugujte zkumavky v rotoru s vykyvnymi pouzdry pfi 2 900 £ 150 x g po dobu 15 + 2 minut.

Béhem centrifugace pfipravte smés média pro pfenos vzorku (digene STM)/denaturaéniho cCinidla
(STM/DNR) v poméru 2:1, podle Tab. 2.

Poznamka: Smés STM/DNR musi byt ¢erstvé pfipravena kazdy den, kdy se provadi test.
a. Ke stanoveni celkového pozadovaného objemu smési STM/DNR pouzijte pocateCni objem
vzorku roztoku PreservCyt jako voditko a vynasobte objemy STM a DNR ,na jednu zkumavku”

poctem vzorkd, které maji byt zpracovany (viz Tab. 2).

Tab. 2. Pozadované objemy: STM/DNR.

objem STM na | objem DNR na
1 zkumavku 1 zkumavku
pro vyslednou | pro vyslednou smés STM/DNR
objem roztoku smés* smés* pfidana do
pocet testu PreservCyt STM/DNR STM/DNR zkumavky
1-2 4 mi 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 ul 225 i
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 yl
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 pl

* Objemy uvedené v téchto sloupcich by nemély byt pfimo pfidany do zkumavky se vzorkem.
b. Dukladné roztok promichejte vortexovanim.

Vyjméte zkumavky z centrifugy (jednu po druhé) a umistéte je do stojanu nebo do konverzniho
stojanu. Na dné kazdé zkumavky by mél byt viditelny rizovy/oranzovy pelet.

Poznamka: Vzorky, u kterych neni po centrifugaci viditelny pelet, nejsou pro testovani pfijatelné a
mély by byt zlikvidovany.

Kazdy vzorek zpracovavejte zvlast:
a. Odstrante vicko a odlozte je stranou na Cisty papirovy ubrousek bez volnych vlaken.
b. Opatrné dekantujte supernatant.

c. Drzte zkumavku dnem vzhdru a jemné vysuste (blotujte) - pfiblizné 6 krat - na absorpénich
papirovych ubrouscich bez volnych vlaken az prestane ze zkumavky odkapavat kapalina.
Pokazdé pouzijte &isté misto na ubrousku. Zabrarite tomu, aby bunééné pelety sklouzly béhem
blotovani dol.

Poznamky:
o Neblotujte vice nez jednou na stejném misté absorpéniho papirového ubrousku bez volnych
vlaken.

e Je dllezité blotovanim odstranit maximalni mnozstvi roztoku PreservCyt; je vSak normalni
pozorovat po blotovani jesté zbyly roztok PreservCyt.

d. Umistéte zkumavku do stojanu nebo konverzniho stojanu.
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Vortexovani a denaturace

Postup manualniho vortexovani

1.

Ke kazdému peletu pfidejte pfislusny objem STM/DNR (viz Tab. 2). Zavickujte kazdou zkumavku a
provedte resuspenzi peletll vortexovanim kazdé zkumavky zvlast po dobu nejméné 30 vtefin pfi
nastaveni maximalni rychlosti. Je-li resuspenze peletu obtizna, vortexujte po dobu dalSich 10-30
vtefin nebo do doby, kdy se pelet uvolni ode dna zkumavky. Zlstane-li pelet jesté stale nerozpustén
po dal8im vortexovani (maximalné 2 minuty) poznameneijte si identifikacni islo vzorku a pokradujte k
dalSimu kroku.

Umistéte zkumavky do stojanu.

Umistéte stojan do vodni lazné (65 + 2 °C) na dobu 15 £ 2 minut. Ujistéte se, Ze je uroveri vody v
lazni dostate€na k pokryti kapaliny ve zkumavkach.

Vyjméte stojan se vzorky z vodni lazné a vortexuijte vzorky jednotlivé po dobu 15 - 30 vtefin.

Poznamka: Ujistéte se o tom, Ze jsou v této fazi vSechny pelety UpIné resuspendovany. Vzorky, které
jesté vykazuji viditelné pelety nejsou pro testovani pfijatelné a mély by byt zlikvidovany.

Vratte stojan do vodni lazné (65 + 2 °C) a pokracujte s denaturaci po dalSich 30 + 3 minut.

Prejdéte k Hybridizacnimu kroku (nize) nebo viz Volitelné pferuseni testu pro informace o uskladnéni
a zpracovani denaturovanych vzork(.

Postup pro vice zkumavek - Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

Poznamky:

10.
11.

Postup pro vice zkumavek - Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 - je ovéfen pro zpracovani
vzork( roztoku PreservCyt po centrifugaci a dekantaci supernatantu.

Pouze MST Vortexer 2 je uren pro zpracovani vzorkd roztoku PreservCyt. Konverzni stojan a viko
jsou specielné navrzeny tak, ze pojmou konverzni zkumavky digene HC2 (VWR ¢&i znacky Corning 15
ml kénické zkumavky). Uzivatel by mél pouzivat na konverznim stojanu pouze jeden typ zkumavek
pohromadé. Jiné znaCky zkumavek nejsou pro pouZziti ovéieny.

Je vyZadovano pfesné zachovavani definované doby vortexovani konverzniho stojanu a vika.

Konverzni stojan a viko nemohou byt pouzity k vortexovani kontrol, kalibratorti &i kontrol kvality u
testu DNA digene HC2. VySka STM zkumavek zabranuje dostatenému vortexovani pfi pouziti
konverzniho stojanu a vika.

Po blotovani kazdé oznacené 15 ml kénické zkumavky ji umistéte do spravné pozice v konverznim
stojanu.

Ke kazdému peletu pfidejte pFislusny objem smési STM/DNR (Tab. 2).

Koénické zkumavky (15 ml) prekryjte specialni folii DuraSeal tak, ze ji pfetahnete pfes zkumavky ve
stojanu.

Na zkumavky pokryté folii polozte viko stojanu a zajistéte je pomoci dvou postrannich spon. Falii
odfiznéte pomoci fezaciho nastroje poté, co je viko bezpeé&né upevnéno.

Zvednéte paku s Cervenou rukojeti nahoru tak, Ze je v horizontalni pozici.

Umistéte konverzni stojan a viko na MST Vortexer 2 tak, ze je nejvétSi diagonalni thel konverzniho
stojanu umistén v pravém prednim rohu. Upravte pozici stojanu a vika na platformé MST Vortexeru 2
tak, aby byl bezpe¢né& usazen mezi pozi¢nimi znatkami. Zajistéte stojan na misté tim, Zze zatlalite
paku s ¢ervenou rukojeti doll do vertikalni pozice. Stojan je takto pevné pfichycen.

Ovéfte, ze je rychlost nastavena na 100 (maximalni rychlost) a Ze je pulzni pfepinac v poloze OFF
(vypnuto).

Zapnéte proudovy vypina¢ Vortexeru do polohy ON (zapnuto). Vortexujte zkumavky po dobu 30
vtefin.

Vypnéte proudovy vypinac Vortexeru - poloha OFF (vypnuto).

Sejméte konverzni stojan a viko z MST Vortexeru 2 tak, Ze zvednete paku s Cervenou rukojeti.

Umistéte stojan do vodni lazné (65 + 2 °C) na dobu 15 + 2 minut. Ujistéte se, Ze Urover vody v lazni
zcela pokryva kapalinu ve vSech zkumavkach.
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12. Po 15 minutové inkubaci vyjméte stojan se vzorky z vodni l1azné.

13. Aby se zabranilo rozstfiknuti pfebytec¢né vody, osuste stojan pfedtim, nez jej umistite na MST
Vortexer 2.

14. Zajistéte konverzni stojan a viko na MST Vortexeru 2 podle popisu v Kroku 6.

15. Ovéfrte, ze je rychlost nastavena na 100 a zapnéte proudovy vypina¢ Vortexeru do polohy ON
(zapnuto). Vortexujte zkumavky 1 minutu.

16. Vypnéte proudovy vypina¢ Vortexeru - poloha OFF (vypnuto).

Poznamka: Postup pro MST Vortexer 2 standardizuje rychlost michani, dobu a cely proces; vylu€uje
tedy potfebu vizualni kontroly bunécnych peletd, jak je vyzadovano pfi manualnim
postupu vortexovani.

17. Vratte stojan do vodni lazné (65 + 2 °C) a pokracujte v denaturaci po dobu 30 + 3 minut.
18. Vyjméte stojan z vodni 14zné, osuste jej a zajistéte jej na Vortexeru.

19. Zapnéte proudovy vypina¢ Vortexeru do polohy ON (zapnuto). Vortexujte po dobu 10 vtefin pfi
maximalnim nastaveni.

20. Vypnéte proudovy vypina¢ Vortexeru - poloha OFF (vypnuto). Sejméte stojan.
21. Okamzité sejméte viko stojanu a odstrante tésnici félii ze zkumavek se vzorky.

22. Prejdéte k Hybridizacnimu kroku (nize) nebo viz Volitelné pferuseni testu pro informace o uskladnéni
a zpracovani denaturovanych vzork(.

VOLITELNE PRERUSENI TESTU

Po denaturaci mohou byt vzorky STM a vzorky PreservCyt po konverzi uskladnény pfi 2 - 8 °C pfes noc
nebo pfi —20 °C po dobu do 3 mésicu. Pfi uskladnéni v lednici pfes noc mohou byt vzorky ponechany v
konverznim stojanu s novou félii DuraSeal a pfilozenym vikem stojanu. Pfed uskladnénim pfi —20 °C je
vSak tfeba odstranit viko stojanu a félii DuraSeal a zkumavky musi byt opatfeny vicky. V kazdém pfipadé
musi byt vzorky vytemperovany na teplotu 20 — 25 °C a dikladné vortexovany predtim, nez se prejde k
Hybridizacnimu kroku.

Poznamka: Neskladujte Ci neposilejte denaturované vzorky na suchém ledu.

Mohou byt provedeny maximalné 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni s maximalni dobou 2 hodin pfi teploté
mistnosti béhem kazdého rozmrazovaciho cyklu.

HYBRIDIZACE:

Poznamky:

e Smeés sondy CT je viskdzni. Vénujte pozornost tomu, aby se zajistilo dokonalé smiseni a aby do
kazdé jamky hybridizaéni mikrodesti¢ky bylo nadavkovano pozadované mnozstvi smési. Viz oddil
Priprava a uskladnéni ¢inidel.

e Pokud byl denaturovany vzorek uskladnén pfi teploté -20 °C, nechte jej roztat na teplotu
20 - 25 °C a pred provedenim hybridizace jej dikladné vortexujte.

o Pred pouzitim pfedehfejte mikrodesti¢kovy inkubator | na 65 + 2 °C po 60 minut. Podrobné;si
informace naleznete v Navodu k pouZziti mikrodestickového inkubatoru I, podle potfeby.

1. Pfipravte si a oznacte hybridizaéni desti¢ku.

2. Po inkubaci vyjméte kontroly kalibratoru, kvality a vzorky z vodni lazné. Pokud pracujete se zafizenim
MST Vortexer 2 ur€enym pro vice zkumavek najednou, vortexujte cely stojan se STM vzorky pfi
maximalni rychlosti po dobu minimalné 5 vtefin. Pro vzorky roztoku PreservCyt vortexujte cely
konverzni stojan po dobu minimalné 10 vtefin pfi maximalni rychlosti. Pfipadné muizete vortexovat
kaZdou zkumavku jednotlivé, opét po dobu minimalné 5 vtefin.

3. Z kazdé kontroly kalibratoru, kvality nebo vzorku napipetujte 75 uyl na dno jamky hybridizaéni
mikrodesti¢ky. Dodrzujte pfitom stanovené usporadani desticky (pod hlavickou Usporadani pokusu).
Nedotykejte se stén jamek a omezte tvorbu vzduchovych bublinek. Pro kazdy pfenos pouZijte €istou,
dlouhou pipetovaci Spicku, abyste zamezili zkfizené kontaminaci kontrol kalibratoru, kvality nebo
vzorkU. Z transportni zkumavky pro pfenos vzorkd STM neodstrariujte nastroj k odbéru vzorka.
Denaturované vzorky mohou byt zakryty Sroubovacimi uzavéry uréenymi pro zkumavky pro odbér
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vzorkl a uskladnény spolu s pomuckami pro odbér vzorku, které zUstaly ve zkumavkach.
Denaturované vzorky PreservCyt mohou byt znovu zakryty plvodnimi vicky.

Poznamky:

e Pokud nebudou alikvotni podily vzork{i preneseny s nalezitou péci, mohou se vyskytnout
falesné pozitivni vysledky. Dbejte na to, abyste se béhem pfenosu vzorku, pfi odebirani
alikvotniho podilu 75-pl, nedotkli Spickou pipety vnitini stény zkumavky.

. Po pfenosu posledniho vzorku, provedte inkubaci hybridizacni mikrodestiCky po 10 minut pfi
teploté 20 - 25°C.

. Z pfipravené a diikladné vortexované smésné sondy odmeérte alikvotni podily do zasobniku ¢inidla na
jedno pouziti. Do kaZzdé jamky s kontrolami kalibratoru, kvality a vzorky opatrné napipetujte 25 pl
smésné sondy, a to pomoci osmi kanalové pipety, pficemz pro kazdou fadu pouZijte nové Spicky.
Smés sondy nadavkujte do kazdé hybridizaéni jamky, pficemz zabrarite zpétnému vystfiknuti kapaliny.
Nedotykejte se stén jamek.

Poznamka: Pro pfedchozi krok pouzijte 8mi kanalové pipetovaci zafizeni, ktera je opatfeno 25 - 200
pl Spickami, a je schopné davkovat 25 - 75 ul. Misto osmi kanalového, pouzijte pro maly
pocet jamek jednokanalové pipetovaci zafizeni (opatfené 25 - 200 pl Spickami).

. Hybridiza¢ni mikrodesti¢ku zakryjte pfisluSnym vickem. Hybridiza¢ni destiCku nasledné tfepejte na
rotacni tfepacce I, a to pfi rychlosti 1 100 £ 100 ot/min po dobu 3 + 2 minuty. Kontroly kalibratoru,
kvality a vzorky by mély po protfepani zeZloutnout. V téch jamkach, které zustaly fialové,
pravdépodobné nebylo odpovidajici mnozstvi smésné sondy. Do téchto (fialovych) vzorkl pridejte
dalSich 25 pl smésné sondy a znovu je protfepejte. Pokud jamky zUstanou fialové i po této procedure,
vzorky testujte je znovu.

. Provedte inkubaci v mikrodestiCkovém inkubatoru |, ktery byl pfedehiédn na rovnovaznou teplotu
65 £ 2 °C po dobu 60 + 5 minut.

Poznamky:

e Pfivkladani hybridizaCni mikrodesti¢ky do inkubatoru | dbejte na to, aby nedoslo k rozliti
vzorku.

e Po protfepani by mély vzorky roztoku PreservCyt zménit barvu na rizovou (misto Zluté).

IMOBILIZACE HYBRIDU

1. Z ramu imobiliza&ni mikrodesti¢ky odstrarite vSechny pfebyte¢né jamky (ponechte pouze takovy pocet,

jaky je pro dany pokus potfeba). Nepouzité mikrojamky vratte to pdvodniho obalu a obal opét
uzaviete. Pomoci znackovace o€islujte jednotlivé sloupce 1, 2, 3 ... a mikrodesti¢ku oznacte
prisludnym identifikaénim Stitkem. Vzorky budou davkovany do jamek podle pfikladu uspofadani
uvedeného pod heslem Usporfadani pokusu.

2. Z mikrodesti¢kového inkubatoru | opatrné vyjméte hybridizacni mikrodesti¢ku s kontrolami kalibratoru,

kvality a vzorky. lhned sejméte viko desti¢ky a umistéte je na Cisté misto.

. Pomoci 8-kanalové pipety pfeneste z jamek hybridizacni mikrodesticky vzdy cely obsah (pfiblizné

100 ul) - pfislusnych kontrol kalibrator(, kvality a vzorkd - na dno pfisluSnych imobiliza¢nich
mikrojamek. Pro kazdy sloupec k pfenosu pouzijte nové pipetové Spi¢ky u 8-kanalové pipety a kazdou
Spi¢ku pipety nechte zcela vyprazdnit, aby byl zaru€en Gplny pfenos vzorku. Pipetu mlzete
stabilizovat a to tak, ze stfedni Cast pipetovych SpiCek opfete o horni okraj imobilizaénich mikrojamek
(viz Nakres 1).

NAKRES 1: SPRAVNE PIPETOVANI

SPRAVNE Nepipetujte Nedotykejte se ,
vertikalné, zabrarite $pickou stény jamky.
rozstfiknuti.
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4. Mikrodesti¢ku zakryjte pfislusnym vikem a po dobu 60 + 5 minut je nechejte protfepat na rotacni
tfepacce | pfi rychlosti 1 100 + 100 ot/min, pfi teploté 20 - 25 °C.

5. Béhem této inkubace pfipravte promyvaci pufr a zkontrolujte zasobniky pro vyplach a odpad
automatické promyvacky desti¢ek. Viz oddil o pfipravé a uskladnéni Cinidel.

6. Po dokonc&eni imobilizace vyjméte z rotacni tfepacky | imobilizaéni desticku a opatrné sejméte viko
desti¢ky. Kapalinu z jamek vylijte do vylevky, a to nasledujicim zptisobem: Desti¢ku obratte nad
vylevkou dnem vzh(ru a silné ji zatfepte smérem dol(, a to v dostate¢né vzdalenosti ode dna vylevky,
aby kapalina nevysplichla. Desti€ku neobracejte do pavodni polohy; po promyti desti¢ku vysuste
(blotujte) a to tak, ze ji 2 - 3 krat silné poklepete na Cisté tampdny Kimtowels® nebo na papirové
ubrousky bez vlaken (se srovnatelnymi vlastnostmi). Ujistéte se, Ze z jamek byla odstranéna vSechna
kapalina a Ze vrchni &ast desti¢ky je sucha.

DETEKCE HYBRIDU

Poznamky:
» Cinidlo na desti¢ku pfidavejte pomoci osmi kanalové pipety ve sméru zleva doprava.

» Pipetovani doporucujeme provadét reverznim zplsobem, aby pfi byla dosazena lepSi konzistence
davkovani Cinidla. U této techniky jsou pipetové $pi¢ky zpocatku preplnéné tak, Ze je pouzita druha
zarazka na ovladaci pipetovaciho zafizeni pro nasavani a davkovani (na pistu). Viz postup
popsany nize. Nez zanete Cinidlo davkovat na destiCku, otfete Spicky pipety o zasobnik s €inidlem
nebo o Cisty papirovy ubrousek bez vlaken, aby se odstranilo pfebytecné &inidlo.

» Je-li tfeba, muzete pipetu stabilizovat tak, Ze oprete stfedni ¢ast pipetovych $pi¢ek o horni okraj
imobilizaénich mikrojamek. Dejte pozor, abyste se nedotkli st&én mikrojamek, mohlo by tak dojit ke
zkFizené kontaminaci vzorku. Viz nakres 1 uvedeny vyse.

1. Do zasobniku Cinidla nadavkujte pfislusny alikvotni podil detekéniho &inidla 1 (pokyny viz oddil
Priprava a uskladnéni ¢inidel). Pomoci 8-kanalové pipety opatrné napipetujte (reverzni metodou, ktera
je popsana nize) do kazdé jamky imobilizacni mikrodestiCky 75 ul detekéniho Cinidla 1.

Reverzni pipetovaci metoda:

a) Na 8-kanalovou pipetu nasadte Spicky a zkontrolujte, zda vSechny pevné drzi.

b) Pist pipety zatlaéte pfes prvni zarazku ke druhé zarazce.

c) Ponofte $pi¢ky do roztoku detekeniho Cinidla 1.

d) Pomalu uvolfiujte pist, pfiCemz se do Spic¢ek nasaje roztok.

e) Roztok nadavkujte do mikrojamek (75 pl) tak, Ze pist zatlaCite k prvni zardzce. Pist neuvolriujte,
dokud $pi¢ky znovu neponofite do roztoku detekéniho €inidla 1.

f) Znovu naplite Spicky a postup opakujte, dokud nebudou napinény vSechny jamky. Jamky
mikrodesti¢ky plrite ve smeéru zleva doprava. Podle intenzity riZové barvy zkontrolujte, zda byly
radné napinény vsechny jamky. Barva Cinidla by méla mit ve vdech jamkach pfiblizné stejnou
intenzitu.

2. Desticky zakryjte pfislusnym vikem a po dobu 30 - 45 minut ponechte inkubovat pfi teploté 20 - 25 °C.
PROMYVANI

Imobiliza¢ni destiCku promyjte po vzoru jednoho z nize uvedenych zplsoba.

Promyvani pomoci automatické promyvacky desti¢ek:

Poznamka: Automatickou promyvacku destiCek | nikdy nevypinejte. Zkontrolujte, zda je zasobnik pro
vyplach napInén a zda je odpadni z&sobnik prazdny. Automaticka promyvacka destiCek se
bude v rdmci b&Zného Cisticiho reZimu sama automaticky vyplachovat. Bude-li to vyZadovat

promyvacky desticek.
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PRED KAZDYM POUZITIM:

Zkontrolujte, zda je promyvaci zasobnik naplnén roztokem promyvaciho pufru az po znacku 1 | . Neni-
li tomu tak, pfipravte roztok promyvaciho pufru. Viz oddil Pfiprava a uskladnéni inidel.

Zkontrolujte, zda je vyplachovaci zasobnik naplnén destilovanou &i deionizovanou vodou.
Zkontrolujte, zda je odpadni zasobnik prazdny a zda je bezpeéné utazen uzaveér.

Automaticka promyvacka destiCek se pfed kazdym promyvanim sama automaticky naplni a po
kazdém promyvani se zase vyplachne.

. Z destiCky sejméte viko a umistéte ji na platformu automatické promyvacky.

. Zkontrolujte, zda je pfistroj zapnuty a zda je na displeji zobrazeno ,Digene Wash Ready“ (promyvani

pfipraveno) nebo ,P1“.

Poznamka: Pokud bude pouzita pouze ¢ast pruhu (stripu) imobiliza¢nich jamek, na
imobilizacni desticku bude tfreba umistit i prazdné jamky, aby se pred vymyvanim
doplnil cely sloupec. Informace tykajici se objednavek viz oddil Pfislusenstvi.

. Nastavte pocet stripl, které chcete promyt, a to pomoci tladitka ,Rows” (fady) a nasledné pomoci

tlacitek ,+” nebo ,-”. Stisknéte tlacitko ,Rows" (Fady), a displeji se opét objevi napis ,Digene Wash
Ready” (promyvani pfipraveno) nebo ,P1*.

4. Tlacitkem ,Start/Stop”(zap./vyp.) uvedte zafizeni do chodu.

5. Promyvacka se Sestkrat napini a vypusti, coz potrva pfiblizné 10 minut. Potom bude nésledovat kratka

prestavka v programu, takze dejte pozor, abyste desti¢ku nevyndali pfed€asné. Jakmile automaticka
promyvacka desti¢ek dokon€i promyvani, na displeji se zobrazi ,Digene Wash Ready*“ (promyvani
pfipraveno) nebo ,P1“.

. Po skonéeni programu vyjméte mikrodestiCku z promyvacky. Desti¢ka by méla byt bila a v

mikrojamkach by neméla zlistat zadna rdzova kapalina.

Metoda manualniho promyvani

Poznamka: Pokud budou desti¢ky nedostatecné vymyty, muze dojit ke zvySenému pozadi a k faleSné

pozitivnim vysledkim (v disledku zbytkové alkalické fostatazy). Pro zajisténi efektivniho
vymyti pomoci promyvaciho pfistroje dohlédnéte na to, aby byl promyvaci pfistroj umistén
minimalné 61 cm a maximalné 91 nad promyvaci oblasti a aby béhem promyvani byla
destiCka umisténa mezi 61 a 91 cm pod promyvacim pfistrojem. Pokud je promyvaci
pfistroj v provozu, uzaviraci kohoutek je tfeba otocit do krajni polohy ,open* (otevieno), a
mimo provoz je tfeba jej nastavit do polohy ,off “ (vypnuto). Aby byl zajistén dostateCny tlak,
musi promyvaci pfistroj obsahovat alespon 1,0 | promyvaciho pufru.

. Odstrarite detekéni Cinidlo 1 z jamek tak, Ze na desti¢ku polozite Cisté tampdny Kimtowels (nebo

ekvivalentni papirové ubrousky bez viaken) a opatrné ji pfevratite. Pfedtim, nez desti¢ku obratite, se
ujistéte, Ze papir je v kontaktu s celym povrchem desti¢ky. Desti¢ku nechte odkapat po dobu 1 - 2
minut. Pro blotovani pouZijte tampdny Kimtowels Wipers €i papirové ubrousky bez viaken se
srovnatelnymi vlastnostmi. Pouzité papirové ubrousky naleZité zlikvidujte, aby v nasledujicich fazich
nedoslo ke kontaminaci alkalickou fosfatazou.

Desticku Sestkrat ruéné promyjte pomoci promyvaciho pfistroje. KaZzda jamka je promyta k pieteceni,
aby bylo odstranéno detekéni Cinidlo 1 z horniho okraje jamek. Promyvani zacina u jamky A1 a
pokracuje esovité ve sméru doprava a doll. Po naplnéni vSech jamek kapalinu slijte do vylevky
rychlym pohybem smérem doll. Druhé promyvani zacina u jamky H12 a pokracuje esovité smérem
doleva a nahoru. Tyto 2 promyvaci faze jeSté dvakrat opakuje tak, aby kazda jamka byla vymyta
celkem Sestkrat.

Po promyti desti¢ku blotujte tak, Ze ji obratite dnem vzhlru na gisté tampoény Kimtowels nebo na
papirové ubrousky bez vlaken (se srovnatelnymi vlastnostmi) a silné na ni 3 - 4 krat poklepete.
Podlozte dalSi papirové ubrousky a blotovani opakujte. Desti¢ku ponechte oto¢enou dnem vzhuru a
nechejte ji 5 minut odkapat. Potom ji jesté jednou blotujte.

Desticka by méla byt bila a v mikrojamkach by neméla zustat zadna rdzova kapalina.
20



AMPLIFIKACE SIGNALU

Poznamky:
+ P¥ipraci s detek&nim &inidlem 2 pouZijte novy par rukavic bez mastku.

» Do zasobniku pro ¢inidlo nadavkujte pouze takovy alikvotni podil poZadovaného €inidla, jaky je
potfeba k provedeni testu, aby nedoslo ke kontaminaci detekéniho &inidla 2. Viz oddil Pfiprava a
uskladnéni ¢inidel. Detekéni €inidlo 2 nikdy NEVRACEJTE zpét do plivodni lahve. Nepouzity
material zlikvidujte.

» Detekeéni Cinidlo 2 je tfeba pfidat najednou (tj. bez preruseni). U vSech jamek by méla byt zajisténa
pokud mozno stejna inkubaéni doba.

» Dbejte na to, abyste se nedotkli stén mikrojamek a aby neslo vystfiknuti inidla a potfisnéni Spicek,
protoZe tak by mohlo dojit ke zkFizené kontaminaci vzorku (viz Nakres 1).

1. Pomoci 8-kanalové pipety opatrné napipetujte (reverzni metodou, ktera je popsana vySe) do kazdé
jamky imobiliza&ni mikrodestic¢ky 75 pl detekéniho Cinidla 2. V§echny mikrojamky by mély zeZloutnout.
Podle intenzity barvy zkontrolujte, zda byly naleZité naplnény vSechny jamky. Barva €inidla by méla
mit ve v8ech jamkach pfiblizZné stejnou intenzitu.

2. Mikrodesticku zakryjte pFisluSnym vikem nebo Cistou folii Parafilm (nebo jinou félii se srovnatelnymi
vlastnostmi), a po dobu 15 minut nechejte inkubovat pfi teploté 20 - 25 °C. Chrarite pfed pfimym
slune¢nim svétlem.

3. Bezprostfedné po 15 minutach inkubace (a ne pozdéji nez po 30 minutach inkubace) odectéte na
mikrodestickovém luminometru schvaleném spolecnosti QIAGEN udaje pro mikrodesticku.

4. Prislusny software digene pro tento test zajisti vstup relevantnich informaci o vysledcich pokusu
pfimo do tabulkového procesoru (spreadsheet).

5. Pokud nebyla pouzita cela mikrodestic¢ka, vyndejte z drzaku nepouzité mikrojamky, drzak ddkladné
vyplachnéte deionizovanou vodou, vysuste a uschovejte pro pfisti analyzu.

KRITERIA OVERENI KALIBRACE SADY TESTU

Oveéreni kalibrace testl se provadi za Ucelem zjisténi, zda &inidla a dodany material kontroly kalibratoru a
kvality spravné funguji a umozriuji pfesné uréeni hodnoty limitu pozitivity testu. Ové&fovaci kritéria jsou
vypocitany automaticky a jejich platnost nebo neplatnost se ovéfuje pomoci software digene pro pfislusny
test. Test DNA digene HC2 CT-ID vyZaduje kalibraci pfed kazdym provedenim, proto je nutno kazdé
stanoveni ovéfit pomoci nasledujicich kritérii. Tento ovéfovaci postup neni uréen jako nahrada interniho
testu kvality.

1. Negativni kalibrator
Negativni kalibrator musi byt testovan tfikrat pro kazdé stanoveni. Primérna hodnota RLU negativniho
kalibratoru musi byt = 10 a < 150, aby se mohlo pokracovat. Varia¢ni koeficient (% CV) pro replikaty
negativniho kalibratoru by mél byt < 25 %. Pokud bude % CV >25 %, pak software vyfadi replikacni
test s hodnotou RLU, ktera je nejdale od priméru a prepodita priimeér a % CV pro zbyvajici dva
replikaty. Pfepocitana hodnota % CV by méla byt < 25 %; jinak je ovéfeni kalibrace zafizeni
neplatné a test je nutno zopakovat pro vdechny vzorky odebrané od pacientek. V takovém
pripadé se vysledky testll provedenych na vzorcich od pacientek neuvadéji.

2. Pozitivni kalibrator
Pozitivni kalibrator musi byt testovan tfikrat pro kazdé stanoveni. Hodnota % CV pro replikaty
pozitivniho kalibratoru by méla byt < 20 %. Pokud bude % CV > 20 %, software vyfadi replikacni test s
hodnotou RLU, ktera je nejdale od priméru, a pfepocita pramér a % CV pro zbyvajici dva replikaty.
PFepocitana hodnota % CV by méla byt < 20 %; jinak je ovéreni kalibrace zafizeni neplatné a test je
nutno zopakovat pro vSechny vzorky odebrané od pacientek. V takovém pripadé se vysledky
testll provedenych na vzorcich od pacientek neuvadéji.
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3. Pomér primérnych hodnot PC (pozitivni kalibrator)/ NC (negativni kalibrator)
Primérna hodnota replikatl pozitivniho kalibratoru (primérna hodnota PC) a primérna hodnota
replikatd negativniho kalibratoru (priimérna hodnota NC) se pouzivaji pro vypocet poméru (pramérna
hodnota PC/ primérna hodnota NC). Software vypocita pomér primérné hodnoty PC k primérné
hodnoté NC. Tento pomér musi splfiovat nasledujici kritéria ovéfeni kalibrace zafizeni, jinak nelze
interpretovat vysledky dosazené s odebranymi vzorky. Pokud tento pomér bude = 2,0 a < 20, pak
software postoupi k dal§imu kroku. Pokud tento pomér bude < 2,0 nebo > 20, pak bude kalibrace
povazovana za neplatnou a bude nutno ji zopakovat pro vSechny vzorky odebrané od
pacientek. V takovém pripadé se vysledky testd provedenych na vzorcich od pacientek
neuvadéji.

Poznamka: Pro uréeni reprodukovatelnosti vysledkl u kalibratort pro test DNA digene HC2 CT-ID, byly
do tabulky (viz Tab. 3) shrnuty vysledky dosazené pomoci pfistroje digene Microplate
Luminometer 2000 (DML 2000) béhem internich studii spocivajicich v provedeni 63 testu
pomoci aplikace systému Rapid Capture System (RCS) a 43 testll pomoci manualni
metody. Vysledky ukazaly, ze primérna hodnota % CV pro pozitivni kalibrator u téchto 106
testd byla mensi nebo rovna 5,8 % a primérna hodnota % CV pro negativni kalibrator testu
byla menSi nebo rovna 11,2 %. A€koliv u manualnich testl bylo dosazeno maximalni
priimérné hodnoty RLU pro negativni kalibrator rovnou 88, v priméru aplikace RCS
vykazovala mirné zvySené hodnoty NC RLU v porovnani s manualni metodou. Toto zvyseni
prokazatelné nemélo vliv na vysledky testl provadénych kteroukoliv z t&€chto moznych
metod. Prahova hodnota priméru RLU pro negativni kalibrator byla definovana jako 250
RLU na zakladé statistického vypocétu +3SD primérné hodnoty RLU pro negativni kalibrator
pozorovanou u systému testu DNAdigene HC2 CT/GC na zakladé vysledku rozsahlého
testovani, které bylo provedeno béhem vyvoje aplikace RCS. Horni hranice rozsahu +3SD
byla rozSifena o dalSich 20 %, aby bylo zajist€no dosazeni prahové hodnoty NC RLU, ktera
je bézna v klinické praxi.

Priimérna hodnota RLU NC by bézné méla byt < 150 a CV < 25 %. Kazda laboratof by méla monitorovat
kvalitu a kalibraéni vykon podle normativniho dokumentu C24-2A Narodniho vyboru pro klinické
laboratorni normy (NCCLS). Primérna hodnota RLU ziskana pomoci aplikace RCS miize ob¢as prekrocit
hodnotu 150, s odpovidajicim poklesem poméru PC/NC, ktery podle Tab. 3 vede k dosazeni pramérné
hodnoty pfi kalibraci 7,11. V tomto pfipadé jsou vysledy pfijatelné, pokud hodnota NC RLU zlstane
mensi nebo rovna 250 a pomér PC/NC bude = 2,0 a < 20. Pokud by v§ak NC RLU pfesahla hodnotu 250
nebo by pomér PC/NC poklesl pod 2,0, nebo je vétsi nez 20, pak by zkouSka byla neplatna.

Tab. 3. Statisticky pfehled hodnot negativniho kalibratoru a pozitivniho kalibratoru pfi pouziti aplikace
RCS a manualni metody testovani

kontrola kvality
testovacich souprav
(primeérna hodnota

podet vypocitané primérné hodnoty poméru PC/NC poméru RLU/CO)
metoda desticek primér stfed min max QCCT QC GC
RCS 63 7,11 6,87 5,24 10,23 3,8 0,24
manualni
metoda 43 6,75 5,70 4,60 11,25 3,5 0,16

kontrola/ vypocitané primérné hodnoty RLU pramér vypocitané hodnoty
metoda kalibrator  pramér stied min max % CV

negativni
RCS vysledek 52 50 29 84 9,2

pozitivni

vysledek 362 369 179 505 53
manualni  negativni
metoda vysledek 41 37 28 88 11,2

pozitivni

vysledek 275 274 135 428 5,8

22



VYPOCET LIMITU POZITIVITY

Po ovéreni sady testl podle vySe uvedenych kritérii bude pouZito platnych replikatd pozitivnich
kalibratort pro stanoveni hodnot limitu pozitivity RLU, od kterého budou vzorky uréeny jako pozitivni. Tyto
hodnoty limitu pozitivity se pocitaji takto:

hodnota limitu pozitivity RLU = prdmérna hodnota RLU pozitivniho kalibratoru

pfiklad vypoctu limitu pozitivity testu:

hodnoty RLU NC hodnoty RLU PC
97 312
101 335
91 307
prumérna hodnota 96 318
% CV 4,9 4,7
pramérna hodnota PC/ nevztahuje se (N/A) 3,31

prumérna hodnota NC

Z toho je limit pozitivity RLU (pramér PC) = 318

VS8echny hodnoty RLU vzork( budou pfevedeny na pomér k pfislusnému limitu pozitivity (CO) hodnoty
RLU programem software digene pro pfislusny test. Tak napfiklad vSechny vysledky z celé sady testl
vzork(l by mély byt vyjadfeny pro dany vzorek jako hodnota poméru RLU/CO.

Poznamka: Hodnoty poméru RLU/CO a pozitivhi/negativni vysledky pro vSechny testované vzorky jsou
uvedeny ve zprave o analyze dat programu software digene pro pFislusny test.

KONTROLA KVALITY

Kontroly pro ovéfeni kvality se dodavaiji s testem DNA digene HC2 CT-ID. Viz UZivatelské pfirucka k
pfislusnému software digene analyzy, kde jsou uvedeny pokyny pro vkladani Cisel sérii a udaje o datech
uplynuti zaruéni doby kontrol kvality. Tyto kontrolni testy musi byt zahrnuty v kazdé sérii testd a pomér
RLU/CO kazdé kontroly kvality (QC) musi spadat do nasledujicich pfijatelnych rozmezi, jinak nebudou
testy povazovany za platné. Pokud by kontroly kvality nespadaly do tohoto pfijatelného rozsahu,
pak by musela byt série testti povazovana za neplatnou a musela by se opakovat. Zadny vysledek
neplatného testu u pacientek by se nemél zverejhovat.

QCCT QC GC

min. RLU/CO 1,00 0
max. RLU/CO 20,00 0,9999
max. % CV 20,00 20,00

1. Kontroly kvality, které jsou soucasti soupravy, obsahuji klonované cilové DNA CT a GC, a jsou
sloZzené z téZe sady plazmidu pro kazdy jednotlivy organizmus (jedna pro CT a jedna pro GC) jako je
pozitivni kalibrator dodavany spolu s testem DNA digene HC2 CT-ID.

2. Tento material pro kontrolu kvality neni tyZ jako organizmus CT v matrici vzorku a nebude slouZit jako
vhodny kontrolni test kvality pro zpracovani transportniho média vzorku (digene STM) nebo roztoku
PreservCyt.

3. Pozitivni kalibrator se pouziva pro normalizaci vysledku testl vzorku tak, ze stanovi limit pozitivity RLU
testu. S touto soupravou dodavané kontroly kvality se musi pouzit pro interni kontrolu kvality. Dal$i
kontrolni testy kvality mohou byt provedeny podle smérnic nebo pozZadavkd mistnich nebo statnich
zakonl nebo akreditaénich organizaci.

4. Za ucelem testovani ucinnosti rozkladu a denaturace vzorkd by laboratofe mély pravidelné pfidavat
>100 000 C. trachomatis, elementarnich télisek (Serovar E nebo J, podle doporuceni, jsou k dispozici
v ATCC, jako ATCC VR348B a VR886) k nové zkumavce STM. Vzorek by mél byt inkubovan po dobu
minimalné jedné hodiny pfed zahajenim testu, jako bézny klinicky vzorek. Pfi spravném zpracovani
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vzorku by mélo byt docileno hodnoty poméru RLU/CO = 2,50. Podobné Ize pro tento Gcel pouzit také
komeréni testovaci panely vzorku obsahujici organizmus CT.

5. Pfijatelny rozsah hodnot pro negativni kalibrator a pozitivni kalibrator byl stanoven pouze pro

luminometr schvéaleny spole¢nosti QIAGEN. Negativni a pozitivni kalibratory pouze monitoruji zasadni
selhani funkce €inidel a nezaruduji pfesnost limitu pozitivity testu.

INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU KLINICKYCH VZORKU

Podle kritérii testu DNA digene HC2 CT-ID DNA:

1.

Vzorky s pomérem hodnoty RLU/CO = 2,50 jsou povazovany za ,pozitivni na vyskyt DNA Chlamydia
trachomatis®. Nelze z nich usuzovat na Zivotaschopnost nebo infekénost organizmu Chlamydia
trachomatis, protoze cilova DNA muze i pfi absenci Zivotaschopnych organismu pretrvat.

. Vzorky s pomérem hodnoty RLU/CO < 1,00 neobsahuji DNA Chlamydia trachomatis DNA nebo

obsahuji DNA pod hranici rozliSitelnosti daného testu. Tyto vzorky by mély byt interpretovany jako
vzorky, v nichZ ,nebyla objevena zadna DNA Chlamydia frachomatis”. Negativni vysledek neznamena
vylou€eni infekce Chlamydia trachomatis, protoze vysledky zavisi na spravném odbéru vzorku a
dostateCném mnozstvi DNA pro detekci.

. Vzorky s pomérem hodnoty RLU/CO = 1,00 a < 2,50 jsou povazovany za nejednoznacné. Vysledky

mohou byt povazovany za pravdépodobné pozitivni s ohledem na vyskyt DNA Chlamydia trachomatis.
Avsak doporucuje se opakovany test na novém vzorku od pacientky, nebo se doporucuje dalSi
testovani alternativnim postupem, protoze u téchto hodnot poméru RLU/CO neni pozitivita
jednoznacéna.”

. Pokud je pravdépodobnost vyskytu infekce Chlamydia trachomatis nejista nebo sporna, doporucuje se

potvrdit pozitivni vysledek jinou metodou. Analytické studie tohoto testu ukazaly na existenci
pfedpokladu zkifizené reaktivity na urcité jiné fetézce DNA, coZ by mohlo vést k faleSnému pozitivhimu
vysledku testu. Ackoliv frekvence vyskytu pBR322 a jinych fetézct DNA ve vzorcich odebranych

z pohlavnich organu nebyla plné vyhodnocena, u populace 1 818 pacientd, u nichz bylo 106 CT
pozitivnich vzorkl testovano na pfitomnost pBR322, nebyla pozorovana zkfizena reaktivita. Toto je
dostate¢né representativni vzorek populace a naznacuje, ze tato zjiSténi nemuseji odrazet frekvenci
vyskytu pBR322 v celé testované populaci. DalSi informace viz Analyticka specificita.

Béhem klinického hodnoceni testu DNA digene HC2 CT-ID DNA byla ovéfena pozitivita 7 ze 14 takto
spornych vysledk pomoci testovani kultury, DFA nebo reakce polymerazového fetézce (PCR);
zbyvajicich 7 vysledkl bylo zjevné fale$né pozitivnich. AvSak téchto 7 fale$né pozitivnich vzork(
spadalo mezi pouze 11 vzorkl, které nebyly shledany negativnimi testem DNA digene HC2 CT-ID
DNA, z celkového poctu 1 643 vzorku, a u kterych bylo ovéfeno, Ze neobsahuji CT v kultufe (99,3 %
spravné identifikovanych ve vztahu ke kultufe nebo DFA, uvazujeme-li vysledky testd PCR).

V nasledném hodnoceni mélo téchto 7 na poc¢atku pozitivnich vzork( pocate¢ni pomér RLU/CO v
rozsahu 1,00-2,50 a 3 z nich byly negativni ve v8ech ostatnich provedenych testech (vSechny 3 tyto
vzorky byly negativni ve dvakrat opakovaném testu DNA digene HC2 CT-ID). Zbyvajici 4 vzorky byly
vS8echny pozitivni co do testd kultura/DFA/PCR a oba opakované testy DNA digene HC2 CT-ID byly =
1,00 co do poméru RLU/CO.

OMEZENI POSTUPU

DalSi omezeni tohoto postupu jsou uvedena v UzZivatelské priru¢ce k systému Rapid Capture
System. Tato omezeni se tykaji pouziti tohoto systému pro testovani velkych objemt vzorku.

Pouze pro diagnostiku in vitro.

Testovaci postup testu DNA digene HC2 CT-ID, kontrola kvality a interpretace vysledkd musi byt
presné dodrzovany, aby bylo dosazeno spolehlivych vysledku.

Test DNA digene HC2 CT-ID Ize pouZit pouze pro cervikalni vzorky odebrané pomoci zafizeni pro
odbér vzorku digene HC2 DNA Collection Device a viozené do STM, nebo pro cervikalni vzorky
odebrané pomoci zafizeni na odbér vzork({l digene Female Swab Specimen Collection Kit a vioZzené
do STM, a nebo pro cervikalni vzorky odebrané pomoci nastroje typu kostatka a vioZzené do roztoku
PreservCyt.

Vysledky této sady testt by meély byt interpretovany pouze ve spojeni s informacemi ziskanymi z
klinického hodnoceni pacientky a dalSich postup.
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o Test DNA digene HC2 CT-ID poskytuje kvalitativni vysledky. Nebyla prokazana korelace numerické
hodnoty (poméru) pfi pfekrogeni limitu pozitivity s mnozZstvim DNA CT pfitomnym ve vzorku
pacientky.

e Negativni vysledek nevylu€uje moznost infekce Chlamydia trachomatis, protoze jeji zjiSténi
zavisi na poctu organizmu pfitomnych ve vzorku a mize byt ovlivnéno metodou odbéru vzorku,
individualnimi faktory pacientky, stadiem infekce nebo kmenem Chlamydia trachomatis.

e Stejné jako u v8ech ostatnich metod, které nejsou zalozeny na testu kultury, pozitivni vzorek nelze
interpretovat jako vzorek obsahujici Zivotaschopné organismy Chlamydia trachomatis.

e Test DNA digene HC2 CT-ID neni uréen ke stanoveni Uspésnosti terapie.

o Test DNA digene HC2 CT-ID DNA byl ovéfen pouze pro pouziti s automatickou promyvackou
destiCek | pfi nastaveni parametrd uréenych v navodu k testu. Tato valida¢ni studie byla provedena
pFimo vyrobcem a podp(irna data jsou k dispozici ve firmé QIAGEN. Jiné promyvacky desti¢ek a jina
nastaveni promyvacky nejsou pfijatelna k pouziti u testu DNA digene HC2 CT-ID.

e Za UcCelem snizeni variability vysledkd na minimum (vysledky dosazené testem DNA digene HC2 CT-
ID), je nutna odpovidajici technicka odbornost laboratorniho personalu provadéjiciho tyto testy.
Kazda laboratof musi také provéfit technickou odbornost personalu ve vztahu k provadéni tohoto
testu. Za timto u¢elem se doporucuje periodické vyuziti komerénich testovacich panelt vzorki
obsahujicich organizmus CT i DNA CT ve shodé s postupy pro zajisténi kvality.

OCEKAVANE VYSLEDKY

CETNOST VYSKYTU

Cetnost vyskytu pozitivnich testt na Chlamydia trachomatis je rlizna pro rGzné podskupiny pacientd
rozdélené podle véku, pohlavi a rizikovych faktord. PoCet pozitivnich testd Chlamydia trachomatis, ve
skupiné testované v ramci klinické studie populace testem DNA digene HC2 CT-ID, dosahoval 3,3 % az
14,6 %. Cetnost vyskytu byla vypo&itana za predpokladu, Ze 14 vzorkd s nejednozna&nym vysledkem
bylo povazovano za pozitivni s ohledem na DNA CT (Tab. 4). U sedmi z téchto 14 vzork( byla pozitivita
prokazana pomoci testu CT kultury/DFA nebo CT PCR.

Tab. 4. Cetnost vyskytu pozitivnich vysledk testu DNA digene HC2 CT-ID
podle testovacich pracovist.

testovaci pracovisté pocet pozitivnich/pocet % pozitivnich
testovanych vzork(

1 67/460 14,6

2 42/307 13,7

3 38/308 12,3

4 23/414 5,6

5 11/329 3,3
celkem 181/1818 10,0

PREDIKTIVNi HODNOTA POZITIVNICH A NEGATIVNICH VYSLEDKU

Hypotetické prediktivni hodnoty pozitivnich a negativnich vysledk( (PPV a NPV) pro rizné Cetnosti
vyskytu pozitivnich vysledkl za pouziti testu DNA digene HC2 CT-ID byly vypocitany na zakladé celkové
citlivosti a specificity ve vztahu k testu CT kultury/DFA, uréené individualné pro vzorky odebrané
nastrojem digene HC2 DNA Collection Device (cervikalni kartaek) a pro vzorky odebrané pomoci
tamponu digene Female Swab Specimen Collection Kit (tampon Dacron). Tab. 5 obsahuje hypotetické
hodnoty PPV a NPV pro vzorky odebrané kartackem (celkova citlivost 97,71 % a specificita 98,15 %) a
Tab. 6 obsahuje hypotetické hodnoty PPV a NPV pro vzorky odebrané tamponem (celkova citlivost 87,50
% a specificita 98,36 %).
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Tab. 5. Test DNA digene HC2 CT-ID a jeho hypotetické prediktivni hodnoty pro rizné ¢etnosti vyskytu
pozitivnich vysledku (kartacek).

pocet pozitivnich citlivost (v %) specificita PPV (v %) NPV (v %)
vysledkil (v %) (v %)
5 97,7 98,2 73,5 99,9
10 97,7 98,2 85,4 99,7
15 97,7 98,2 90,3 96,6
20 97,7 98,2 93,0 99,4

Tab. 6. Test digene HC2 CT-ID a jeho hypotetické prediktivni hodnoty pro rdzné cetnosti vyskytu
pozitivnich vysledkd (tampon).

pocet pozitivnich citlivost (v %) specificita PPV (v %) NPV (v %)
vysledkl (v %) (v %)
5 87,5 98,4 73,4 99,4
10 87,5 98,4 83,2 98,9
15 87,5 98,4 87,2 98,4
20 87,5 98,4 89,3 97,9

FREKVENCNI DISTRIBUCE: VYSLEDKY RLU/CO PRO TEST DNA digene HC2 CT-ID

Distribuce poméri RLU/CO u testu DNA digene HC2 CT-ID pozorovana béhem multicentrické klinické
studie je uvedena nize (Obr. 1). Tato data zahrnuji vzorky, u kterych byl proveden test DNA digene HC2
CT-ID a soucasné byly k dispozici vysledky testu CT kultury/DFA (n=1818). Interpretace vysledku byla
provedena podle nasledujicich kritérii: Vzorky s hodnotami poméru RLU/CO < 1,00 byly povazovany za
negativni. Vzorky s hodnotami poméru RLU/CO = 2,50 byly povazovany za pozitivni. Vzorky s hodnotami
poméru RLU/limitu pozitivity = 1,00 a < 2,50 byly povazovany za nejednoznacné.

Obr. 1. Frekvencéni distribuce poméru RLU/CO pro vysledky testu DNA digene HC2 CT-ID.

800 -
700 - Equivocal Zone 1.0-2.5 RLU/CO
600
500

400 -

Frequency

300 -

200

.. L

01]02|03|04|05|06|07[08|09| 1 |25]| 5 | 10 | 50 | 100 |2500 5000 |*
|D Ct Cul/DFA Positive | 0 | 0 2 1 00 010 0 2 1 6 | 11|26 |15 |8 | 5
Il Ct Cult/DFA Negative | 82 | 224 | 670 | 464 | 127 | 36 | 14 | & 6 4 [ 13| 3 5 | 4 3 1 0

RLU/CO
Jasny rozdil mezi poméry RLU/CO lze pozorovat mezi pozitivnim a negativnimi vysledky testu DNA
digene HC2 CT-ID. 99 % (1 620/1 637) negativnich vysledkl testu DNA digene HC2 CT-ID mélo hodnotu
poméru RLU/CO mezi 0 a 0,7. Celkem < 1 % (14/1 818) vysledk( spadalo do zény nejednoznacnosti, u
7,1 % (1/14) byla prokazana pozitivita testem CT kultury/DFA a u dalSich Sesti (46 %) byla prokazana
pozitivita pomoci CT PCR. 85 % (142/167) z pozitivnich vysledkl testu DNA digene HC2 CT-ID mélo
hodnotu poméru RLU/CO v ramci rozsahu 10 az 5 000.
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CHARAKTERISTIKA VYKONU

VYSLEDKY KLINICKYCH TESTU PODLE VZORKU

Charakteristika vykonu testu DNA digene HC2 CT-ID byla uréena porovnanim vysledk( sady testu

s vysledky testd kultury Chlamydia a DFA. Bylo odebrano a pozdéji testovano 1 818 vzorkd od pacientt
na 5 rdznych pracovistich, véetné STD, Kliniky pro planované rodi¢ovstvi a Gynekologicko-porodnické
kliniky. Testy DFA byly provedeny na sedimentu transportniho média CT kultury po centrifugaci pro
vzorky, které byly pozitivni v testu DNA digene HC2 CT-ID a negativni v testu kultury. Pak byly provedeny
testy PCR na vzorcich s pozitivnim vysledkem testu DNA digene HC2 CT-ID, negativnim vysledkem testu
kultury a negativnim vysledkem DFA. Vysledky testu DNAdigene HC2 CT-ID NEBYLY vyfeSeny pomoci
vysledk( testu PCR a proto PCR nemélo vliv na vypocet charakteristiky vykonu testu DNA digene HC2
CT-ID. Pro generovani dat pro charakteristiku vykonu testu DNA digene HC2 CT-ID byly pouzity dva
razné modely luminometru (Dynex MLX a ML2200). Vysledky klinické studie vzorki odebranych pomoci
digene HC2 DNA Collection Device (cervikalni kartacek) jsou uvedeny v Tab. 7 a vzorky odebrané
pomoci tamponu digene Female Swab Specimen Collection Kit (tampon ) jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 7. Test DNA digene HC2 CT-ID vs. vysledky testu CT kultury/DFA pro vzorky odebrané kartackem.
Vypocet charakteristiky vykonu pomoci hodnot poméru RLU/CO hranice pozitivity 1,0 jsou uvedeny nize. Hodnoty v zavorkach predstavuji vykon uvazujici
pomér RLU/CO limitu pozitivity 2,5. Intervaly spolehlivosti 95% zahrnuji oba rozsahy, kdy se odhady pro kazdou hodnotu poméru RLU/CO limitu pozitivity liSily.

CT-ID: POS POS POS NEG NEG CT-ID+
kultura: POS NEG NEG POS NEG Cul-
DFA: N/A POS NEG! N/A N/A3 DFA-
pracovisté n citlivost specificita NPV PPV PCR?+
symptomatické hodnoty
1 351 42 5 7 (4) 2 295 (298) 95,92 97,68 (98,68) 99,33 87,04 (92,16) 5/7 (3/4)
95% Cl 86,0-99,5 95,3-99,6 97,6-99,9 75,1-97,8
2 192 11 5 6 (5) 0 170 (171) 100,00 96,59 (97,16) 100 72,73 (76,19) 6/6 (5/5)
95% Cl 79,4-100 92,7-99,1 97,9-100 49,8-91,8
3 219 34 0 3(1) 1 181 (183) 97,14 98,38 (99,46) 99,45 (99,46) 91,89 (97,14) 1124 (111)
95% ClI 81,5-100 94,4-100 97,0-100 78,1-99,9
4 177 6 3(2) 0 0(1) 168 100,00 (88,89) 100.00 100,00 (99,41) 100,00 N/A
95% ClI 51,8-100 97,8-100 96,8-100 63,1-100
v§echna 939 93 13 (12) 16 (10) 3(4) 814 (820) 97,25 (96,33) 98,07 (98,80) 99,63 (99,51) 86,89 (91,30) 12/15% (9/10)
95% CI 90,9-99,4 96,9-98,9 98,8-99,9 79,6-95,8
asymptomatické hodnoty
1 101 8 0 2(0) 0 91 (93) 100,00 97,85 (100.00) 100,00 80,00 (100,00) 0/2 (N/A)
95% ClI 63,1-100 92,5-100 96,0-100 44,4-100
2 12 1 0 1 0 10 100.00 90,91 100,00 50,00 17
95% Cl 2,50-100 58,7-99,8 69,2-100 1,3-98,7
3 81 3 0 0 0 78 100.00 100,00 100,00 100,00 N/A
95% Cl 29,2-100 95,4-100 95,4-100 29,2-100
4 236 9 1 4(2) 0 222 (224) 100,00 98,23 (99,12) 100,00 71,43 (83,33) 3/44 (1/11%)
95% Cl 69,2-100 95,5-99,9 98,4-100 41,9-97,9
5 1 0 0 0 0 1 N/A 100,00 100,00 N/A N/A
95% ClI 2,5-100 2,5-100 2,5-100
vSechna 431 21 1 7(3) 0 402 (406) 100,00 98,29 (99,27) 100 75,86 (88,00) 4/74 (2/3%)
95% CI 84,6-100 96,5-99,9 99,1-100 56,5-97,5
celkova populace pacientu
95% ClI 452 50 5 9(4) 2 386 (391) 96,49 97,72 (98,99) 99,48 (99,49) 85,90 (93,22) 5/9 (3/4)
87,9-99,6 95,7-99,7 98,2-99,9 75,0-98,1
95% ClI 2 204 12 5 7 (6) 0 180 (181) 100,00 96,26 (96,79) 100,00 70,83 (73,91) 717 (6/6)
80,5-100 92,4-98,8 98,0-100 48,9-89,8
95% ClI 3 300 37 0 3(1) 1 259 (261) 97,37 98,86 (99,62) 99,62 92,50 (97,37) 124 (111)
86,2-99,9 96,7-100 97,9-100 79,6-99,9
95% Cl 4 413 15 4 (3) 4(2) 0(1) 390 (392) 100,00 (94,74) 98,98 (99,49) 100,00 (99,75) 82,61 (90,00) 3/34 (1/1%)
74,0-100 97,4-99,9 98,6-100 61,2-98,8
95% Cl 5 1 0 0 0 0 1 N/A 100,00 100,00 N/A N/A
2,5-100 2,5-100
vSechna 1370 114 14 (13) 23 (13) 3(4) 1216 (1226) 97,71 (96,85) 98,15 (98,95) 99,75 (99,67) 84,77 (90,71) 16/215 (11/12%)
95% ClI 92,4-99,5 97,2-99,4 99,2-100 78,0-95,0

1 Ve dvou pfipadech byl test DFA pozadovan, avSak nebyl neproveden.

2 Toto jsou pouze informativni Udaje; vysledky nebyly FeSeny pomoci testu PCR.

3 Jeden negativni vzorek DNA digene HC2 CT-ID s negativnim testem kultury byl zbytecné testovan testem DFA s pozitivnim vysledkem. Tento vysledek byl zafazen do vypoétu vykonu jako faleSné negativni vysledek testu
DNA digene HC2 CT-ID.

4 U jednoho vzorku nebyl proveden test PCR.

5 V jednom pfipadé byl poZzadovan test DFA, ale nebyl proveden.

N/A = Nevztahuje se.
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Tab. 8. Test DNA digene HC2 CT-ID vs. vysledky testu CT kultury/DFA pro vzorky odebrané tamponem.
Vypocet charakteristiky vykonu pomoci hodnot poméru RLU/CO limitu pozitivity 1,0 jsou uvedeny niZe. Hodnoty v zavorkach pfredstavuiji vykon uvaZzujici pomér
RLU/CO limitu pozitivity 2,5. Intervaly spolehlivosti 95 % zahrnuji oba rozsahy, kdy se odhady pro kazdou hodnotu poméru RLU/CO limitu pozitivity liSily.

CT-ID: POS POS POS NEG NEG CT-ID+
kultura: POS NEG NEG POS NEG Cul-
DFA: N/A POS NEG' N/A N/A3 DFA-
pracovisté n citlivost specificita NPV PPV PCR?+
symptomatické hodnoty
1 358 31(28) 0 5(3) 7 (10) 315 (317) 81,58 (73,68) 98,44 (99,06) 97,83 (96,94) 86,11 (90,32) N/A
95% ClI 65,67-92,26 96,39-99,49 95,57-99,12 70,50-95,33
2 94 10 1 3(1) 1 79 (81) 91,67 96,34 (98,78) 98,75 (98,78) 78,57 (91,67) 2/3 (1/1)
95% ClI 61,5-99,8 89,6-100 93,2-100 49,2-100
3 5 1 0 0 0 4 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
95% ClI 0,84-90,6 47,8-100 29,0-96,3 2,5-100
5 152 7 0 2(1) 0 143 (144) 100,00 98,62 (99,31) 100,00 77,78 (87,50) 0/0* (0/0%)
95% ClI 59,0-100 95,1-100 97,5-100 40,0-99,7
All 609 49 (46) 1 10 (5) 8 (11) 541 (546) 86,21 (81,03) 98,19 (99,09) 98,54 (98,03) 83,33 (90,38) 2/3% (1/13)
95% ClI 74,62-93,85 96,69-99,13 97,15-99,37 71,48-91,71
asymptomatické hodnoty
61 4 (3) 0 2(1) 0(1) 55 (56) 100 (75,00) 96,49 (98,25) 100 (98,25) 66,67 (75,00) N/A
95% ClI 39,76-100 87,89-99,57 93,51-100 22,28-95,67
2 10 0 0 0 0 10 N/A 100,00 100,00 N/A N/A
95% ClI 69,2-100 69,2-100
3 2 0 0 1 0 1 N/A 50,00 100,00 0,00 N/A3
95% ClI 1,3-98,7 2,5-100 0-97,5
4 1 0 0 0 0 1 N/A 100,00 100,00 N/A N/A
95% ClI 2,5-100 2,5-100
5 176 2 0 0 0 174 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
95% ClI 15,8-100 97,9-100 97,9-100 15,8-100
All 250 6 (5) 0 3(2) 0(1) 241 (242) 100 (83,33) 98,77 (99,18) 100 (99,59) 66,67 (71,43) N/A3
95% CI 54,07-100 96,45-99,75 98,48-100 29,93-92,51
celkova populace pacientt
1 419 35 (31) 0 7 (4) 7(11) 370 (373) 83,33 (73,81) 98,14 (98,94) 98,14 (97,14) 83,33 (88,57) N/A
95% Cl 68,64-93,03 96,21-99,25 96,21-99,25 68,64-93,03
2 104 10 1 3(1) 1 89 (91) 91,67 96,74 (98,78) 98,89 (91,67) 78,57 (98,78) 2/3 (1/1)
95% Cl 61,5-99,8 90,8-100 94,0-100 49,2-99,8
3 7 1 0 1 0 5 100,00 83,33 100,00 50,00 N/A3
95% Cl 2,5-100 35,9-99,6 47,8-100 1,3-98,7
4 1 0 0 0 0 1 N/A 100,00 100,00 N/A N/A
95% Cl 2,5-100 2,5-100
5 328 9 0 2(1) 0 317 (318) 100,00 99,37 (99,69) 100,00 81,82 (90,00) N/A%
95% ClI 66,4-100 97,8-100 98,8-100 48,2-99,8
All 859 55 (51) 1 13 (7) 8 (12) 782 (788) 87,50 (81,25) 98,36 (99,12) 98,99 (98,50) 81,16 (88,14) 2/35 (1/1%)
95% CI 76,85-94,45 97,22-99,13 98,01-99,56 69,94-89,57

1 Do této kategorie byly zafazeny vSechny vzorky, kde byl pozadovan text DFA, ale nebyl proveden.
2 Toto jsou pouze informativni Udaje; vysledky nebyly feSeny pomoci testu PCR.

3 V jednom pfipadé nebyl proveden test PCR.

4 Ve dvou pfipadech nebyl proveden test PCR.

5 Ve tfech pfipadech nebyl proveden test PCR.

NA = Nevztahuje se
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Charakteristika vykonu testu DNA digene HC2 CT-ID DNA byla vypocitana pro limit pozitivity jak 1,0 a téz
2,5 bez ohledu na predpokladané pozitivni vzorky spadajici do nejednoznaéného rozsahu, jak je popsano
v ,Interpretaci vysledkd“ tohoto navodu k pouziti. Proto se vykon testu DNA digene HC2 CT-ID podle
méfeni ve vasi laboratofi mize od nasSich hodnot liSit, v zavislosti na distribuci hodnot spadajicich do
nejednoznacné zény. Mlzete provést opakovani testt kontrol vzorku, u kterych se pfedpoklada pozitivni
vysledek, ale které spadaji do zony nejednoznacénych vysledki, jak se doporucuje v ¢asti Interpretace
vysledkl tohoto navodu k pouziti (kritérium 3)Pro informaci - do této skupiny spadalo méné nez 0,8 %
vzorkl (14 z 1 818) testovanych v ramci multicentrické klinické studie pouzivané ke stanoveni vykonu
testu DNA digene HC2 CT-ID. Viz Frekvenéni distribuce vysledkd poméru RLU/CO v oddile O¢ekavané
vysledky, které jsou soucasti tohoto navodu k pouZiti.

Neexistuje dostatek udajli pro odhad ekvivalentni citlivosti a pozitivni prediktivni hodnoty testu DNA
digene HC2 CT-ID vyuzivajiciho odbérové tampony digene Female Swab Specimen Collection Kit

v porovnani se vzorky odebranymi nastrojem digene HC2 DNA Collection Device. ProtoZe pouziti
kartacku soupravy digene HC2 DNA Collection Device je kontraindikovano pro odbér vzorka u téhotnych
zen, schopnost testu zjistit pfitomnost DNA CT muze byt omezena v této skupiné pacientek nebo ve
skupiné pouzivajici pro odbér vzorkll tampony digene Female Swab Specimen Collection Kit.

Klinicka citlivost a specificita testu DNA digene HC2 CT-ID pro pacienty s klinicky aktivni infekci, ktera je
prenosna na partnera nebo miize zpUsobit nasledky spojené s Chlamydia, nebyla ur¢ena v porovnani

s komerc¢né dostupnou metodou amplifikace kyseliny nukleové (NAA) slouzici k ureni pfitomnosti DNA
CT. V klinickych studiich modifikovana sada komerénich testli NAA prokazala pozitivitu u 12 vzorkud
pozitivnich na zakladé testu DNA digene HC2 CT-ID a u 6 vzorkd spadajicich do zény pravdépodobné
pozitivity ziskanych od 24 pacientl s negativnimi vysledky testu kultury CT/DFA, avSak 1 637 vzorkU

s negativnim vysledkem testu DNA digene HC2 CT-ID z této studie a 5 vzorkud s pozitivnim vysledkem
testu DNA digene HC2 CT-ID a negativnim vysledkem testu CT kultury/DFA nebylo pomoci této
modifikované metody NAA testovano. Odhadovana citlivost je zaloZzena na poétu pozitivnich vysledku
testu DNA digene HC2 CT-ID zjisténych u pacient(, jejichzZ testy kultury nebo DFA zjistujici Chlamydia
trachomatis byly pozitivni. Proto Ize citlivost testu DNA digene HC2 CT-ID pouze dedukovat ve vztahu

k pozitivité testu kultury/DFA, jehoz citlivost mize byt asi 60 - 85 %. Navic bylo provedeno nékolik studii
rdznych nezavislych vyzkumnych skupin zkoumajicich vykon testu DNA digene HC2 CT-ID v porovnani
se komerénimi a vyzkumnymi testy NAA.??

REPRODUKOVATELNOST

V ramci multicentrické klinické studie byl proveden test pro ureni reprodukovatelnosti pro jednotlivé sady
testl, pro jednotlivé dny, pracovisté, a celkové reprodukovatelnosti testu DNA digene HC2 CT-ID pomoci
panelu tvofeného cilovymi DNA Chlamydia trachomatis a pozitivnimi a negativnimi klinickymi vzorky testu
DNA digene HC2 CT-ID.

Deseti¢lenny panel maskovanych, denaturovanych klinickych a neklinickych vzorkd tvofenych 8-mi
pozitivnimi a dvéma negativnimi vzorky byl testovan Sesti opakovanymi testy, dvéma denné po dobu tfi
dnd, na vSech &tyfech pracovistich (3 externi pracovisté a pracovisté QIAGEN). Kazdé pracovisté
vygenerovalo 36 datovych Udaji po kazdy testovany vzorek. VSechny vzorky byly pfed testovanim
denaturovany a ulozeny v mrazicim boxu. 99,9 % shoda byla pozorovana u 1 152 o¢ekavanych
pozitivnich vysledkd (1 151 z 1 152) a 99,6 % shoda byla pozorovana u 288 ofekavanych negativnich
vysledku (287 z 288). Celkova shoda byla 99,9 % (1 438 z 1 440), s intervalem spolehlivosti 95 % ( 99,5-
99,9) a hodnotou kappa = 0,996. Nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil mezi jednotlivymi sadami, dny
nebo pracovisti, proto byly udaje ze vSech sad spojeny a jsou prezentovany v nize uvedené Tab. 9.
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Tab. 9. Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 CT-ID v multicentrické studii.

pracovisté 1 pracovisté 2 pracovisté 3 pracovisté 4 celkem
XRLU/ % XRLU/ % ARLU/ % XRLU/ % XRLU/  pozorovani/ %

Cislo vzorku| CO shody CcO shody | CO shody | CO shody | CO oCekavani  shody
1 3,7 100 3,2 100 4.1 100 4,2 100 3,8 144/144 100

2 6,7 100 6,0 100 7,4 100 9,8 100 7.5 144/144 100

3 34,2 100 29,3 100 38,6 100 42,8 100 36,2 144/144 100

4 61,9 100 55,0 100 69,4 100 79,1 100 66,4 144/144 100

5 2,7 100 25 100 3,2 100 3,4 100 3,0 144/144 100

6 6,4 100 54 100 7.4 100 7.4 100 6,6 144/144 100

7 13,9 100 12,0 100 16,0 100 16,3 100 14,5 144/144 100

8 17,3 100 14,8 100 19,2 97.2 23,2 100 18,6 143/144 99,3

9 0,3 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100

10 0,3 100 0,3 97.2 0,3 100 0,2 100 0,3 143/144 99,3
CELKEM 1438/1440 99.9

DalSi studie reprodukovatelnosti a u€innosti, s celym organismem Chlamydia trachomatis (CT) pfidanym
do matrice nepravého klinického vzorku epitelovych bunék, byla provedena na tfech externich
pracovistich. Testované vzorky obsahovaly representanty vzorkd, které byly jednak negativni, jednak

s nizkou pozitivitou (na hranici detekce nebo blizko ni) a stfedni pozitivitou s dvéma CT serovary, se
smiSenou infekci Neisseria gonorrhoeae (GC) a vzorky obsahujici krev. U dvanacti vzorka se
predpokladala pozitivita a tfinact vzorkd mélo byt negativnich. Procentualni shoda mezi pozorovanymi a
ocCekavanymi vysledky testu DNA digene HC2 CT-ID na tfech nezavislych testovacich pracovistich a pro
vSechna pracovisté dohromady je uvedena v Tab. 10. Citlivost, specificita, shoda a hodnoty kappa pro
kazdé pracovisté jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 10. Vysledky studie reprodukovatelnosti testu DNA digene HC2 CT-ID.

pozorované vs. o¢ekavané vysledky % shody
s vyjimkou
nejednoznacnych
pozitivni vSechny vzorky vzorkUl
pozitivni

prac. n negativni nejednoznacné (22.5) @1,0 limit* @2,5 limit @2,5 limit
1 25 13 7 5 25/25 (100%) 18/25 (72%) 18/18 (100%)
2 25 13 3 9 25/25 (100%) 22/25 (88%) 22/22 (100%)
3 25 13 2 10 25/25 (100%) 23/25 (92%) 23/23 (100%)
celkem 75 39 12 24 75/75 (100%) 63/75 (84%) 63/63 (100%)

*Tychz hodnot bylo dosazeno pro interpretaci vysledki jako ,pfedpokladana pozitivita” pfi limitu 2,5. Pozn. - prac. = pracovisté

Tab. 11. Vysledky testu DNA digene HC2 CT-ID, pfehledna statistika (limit 1,0).

statistické
udaje pracovisté 1 pracovisté 2 pracovisté 3 pracovisté 4
citlivost 100% (73,54%-100%)* 100% (73,54%-100%) 100% (73,54%-100%) 100% (90,26%-100%)
specificita 100% (75,29%-100%) 100% (75,29%-100%) 100% (75,29%-100%) 100% (90,97%-100%)
shoda 100% (86,28%-100%) 100% (86,28%-100%) 100% (86,28%-100%) 100% (95,20%-100%)

K 1,0 1,0 1,0 1,0

*Cisla v zavorkach oznaéuji intervaly spolehlivosti 95%.

V rutinnim testu ucinnosti vSech 12 nejednoznacnych vzorkd uvedenych v Tab. 11, které obsahovaly
nizké koncentrace organizmu CT (~5x10* organism(i/ml), jsou vysledky interpretovany, podle oddilu
Interpretace vysledkl tohoto navodu k pouziti, jako vzorky s prfedpokladanou pozitivitou. Proto sada test
prokazala schopnost objevit DNA CT ve vzorcich s koncentraci organizm(l na hranici detekce nebo blizko
této hranice. DalSi dlkaz vhodnosti tohoto testu byl pozorovan pfi testovani panelu vzorkd, ktery
obsahoval vzorky s nizkym poétem organizmu v rozsahu pfedpokladané detekce amplifikovanymi testy
na nukleovou kyselinu. Testovani na tfech externich pracovistich a v QIAGEN prokazalo 100 % pozitivitu
(nebo predpokladanou pozitivitu) vysledkl vzorkd panelu, které obsahovaly organizmus CT. Ve dvou
pfipadech spadaly hodnoty poméru RLU/CO do nejednoznacné zény (viz Tab. 12 nize).
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Tab. 12. Vysledky pro panel vzorkl obsahujicich CT a GC.

vysledky testu DNA digene HC2

oznag. CT/GC ocekavany
prac. vzorku RLU/CO interpretace vysledek
1 1 3,63 POz POz
2 0,14 NEG NEG
3 0,17 NEG NEG
4 0,14 NEG NEG
5 0,21 NEG NEG
2 1 1,79 NEJEDN.* POz
2 0,11 NEG NEG
3 0,10 NEG NEG
4 0,09 NEG NEG
5 0,14 NEG NEG
3 1 3,24 POz POz
2 0,15 NEG NEG
3 0,14 NEG NEG
4 0,14 NEG NEG
5 0,13 NEG NEG
4 1 1,87 NEJEDN.* POz
2 0,15 NEG NEG
3 0,53 NEG NEG
4 0,14 NEG NEG
5 0,15 NEG NEG

*Tyto vzorky byly interpretovany jako vzorky s pfedpokladanou pozitivitou. Pozn. — prac. = pracovisté.

PRESNOST

Studie pfesnosti byla provedena na tfech pracovistich s cilem ur€it pfesnost pro jednotlivé sady a

celkovou presnost testu DNA digene HC2 CT-ID. Studie byla realizovana pomoci panelu pozitivnich a
negativnich maskovanych simulovanych klinickych STM vzork(. Navic byla na tomtéZ panelu pozorovana
intra- a inter-nastrojova presnost pfi pouziti dvou samostatnych luminometrd. Dva luminometrické modely
zahrnovaly pfistroj DML 2000, ktery se doporucuje pouzivat v kombinaci s testem DNA digene HC2 CT-

ID, a luminometr MLX; ktery byl jednim z luminometrickych modeld pouzivanych béhem klinického

hodnoceni, které jiz nejsou k dispozici. BEhem pocate€niho testovani vykazala dvé z pracovist pfijatelné
vysledky. Jedno pracovisté vSak mélo potize, které by bylo moZno pfipsat technice testovani této sady,

pravdépodobné zpUsobené technickou chybou diky nevhodnému nebo neodpovidajicimu vyskoleni

obsluhy. Technik, ktery na tomto pracovisti testovani provadél a znal spravnou techniku tohoto testu, jiz
test DNA digene HC2 CT-ID neprovadél po vice nez 6 meésicu.

Tab. 13 ukazuje vykon testu DNA digene HC2 CT-ID, v€etné pracovisté, které mélo technické problémy.

Technik dostal pougeni o spravné technice testu a testovani bylo opakovano. Udaje o presnosti se

podstatné zlepSily a jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 13. V ramci instrumentu, mezi instrumenty, v ramci sady, celkové odhady pfesnosti pro pomér
RLU/CO pro jednotlivé vzorky pfed preSkolenim technika.

v ramci instrumentu mezi instrumenty v ramci sady celkem
standardni

vzorek pramér odchylka

panelu ¢. RLU/CO (SD) (% CV) (SD) (% CV) (SD) (% CV) (SD) (% CV)
1 54 17,6152 2,7418 15,5647 0,6011 3,4123 45,8628  260,3593 53,8172 305,5160
2 54 6,9076 0,8102 11,7297 0,2198 3,1819 17,9588  259,9861 20,9987 303,9941
3 54 3,0293 0,0969 3,1981 0,0930 3,0685 0,6870 22,6801 0,6739 22,2459
4 54 5,4674 0,3348 6,1231 0,1485 2,7156 10,0455  183,7341 11,4415 209,2673
5 54 13,6956 0,4045 2,9536 0,5280 3,8555 1,7475 12,7599 1,8065 13,1904
6 54 16,9526 0,7011 4,1359 0,6187 3,6497 22,1095  130,4199 25,9379 153,0027

Vysledky testu prfesnosti pro vSechna pracovisté dohromady ukazuje Tab. 14. Ac¢koliv to z tabulky neni

patrné, byly kvalitativni vysledky 100 % (54 z 54) (93,4 %-100 % 95 % CI) ve shodé s oekavanymi

vysledky na vSech tfech pracovistich po pfeskoleni technika provadéjiciho test DNA digene HC2 CT-ID.
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Tab. 14. V ramci instrumentu, mezi instrumenty, v ramci sady, celkové odhady pfesnosti pro pomér
RLU/CO pro jednotlivé vzorky po pfedkoleni technika.

v ramci instrumentu mezi instrumenty v ramci sady celkem
standardni
vzorek pramér odchylka
panelu c. RLU/CO (SD) (% CV) (SD) (% CV) (SD) (% CV) (SD) (% CV)
1 54 0,1441 0,0224 15,5507 0,0000 0,0000 0,0603 41,8765 0,0629 43,6874
2 54 0,1256 0,0212 16,8771 0,0000 0,0000 0,0210 16,7125 0,0234 18,6069
3 54 2,7720 0,0996 3,5933 0,0888 3,2046 0,4732 17,0719 0,4749 17,1332
4 54 1,8643 0,0647 3,4683 0,0635 3,4051 0,4015 21,5358 0,3956 21,2227
5 54 13,2050 0,4129 3,1266 0,5281 3,9989 1,7018 12,8873 1,6604 12,5743
6 54 7,8674 0,2725 3,4633 0,3946 5,0157 1,5361 19,5250 1,5118 19,2160

U vzorkll panelu €. 3 a 4, které oba obsahovaly nizké koncentrace organizmu CT, byly pozorované
hodnoty poméru RLU/CO uvnitf nebo pobliz zény nejednoznacénosti 1,0 - 2,5.

Pro ucely analyzy téchto dat byly vSechny hodnoty poméru RLU/CO - spadajici do nejednoznacného
rozsahu nebo pfekracujici hodnotu 2,5 - interpretovany jako pozitivni.

V QIAGEN byla pak provedena jesté dalSi studie pfesnosti za u¢elem ureni celkové pfesnosti testu DNA
digene HC2 CT-ID pomoci pfistroje DML 2000. Byl pfipraven panel se Sesti vzorky pomoci matrice
simulovanych klinickych vzorku, obsahujicich epitelové buriky s nasazenou kulturou, suspendované ve
transportnim médiu vzorku (STM) a skladajici se ze dvou negativnich vzork(, dvou pozitivnich vzorku

s nizkou koncentraci sledovaného organizmu, a dvou stfedné pozitivnich vzorku, vSech ziskanych
odbérem kartaCkem. Kazdy panel byl testovan tfemi opakovanymi testy, dva panely na desti¢ku, dvéma
techniky po dobu 5 dni. Pro kazdou desti¢ku byl pouzit erstvé denaturovany panel. Celkové vysledky
testu presnosti pro test DNA digene HC2 CT-ID sestavené na zakladé vSech péti testovacich dn( jsou
uvedeny v Tab. 15. A¢koliv to z tabulky neni patrné, byly kvalitativni vysledky ve 100 % shodé

s oCekavanymi vysledky (120/120; 97,0 - 100 % 95 % Cl), pfi pouziti hodnoty RLU/CO 1,0.

Tab. 15. Celkova piesnost testu DNA digene HC2 CT-ID.

vzorek primér primér  primér

panelu C. RLU/CO SD CV% -2xSD  +2xSD
1 120 0,15 0,0326 21,24 0,09 0,22
2 120 0,16 0,0479 29,25 0,07 0,26
3 120 3,07 0,7078 23,05 1,66 4,49
4 120 4,00 0,5585 13,97 2,88 5,12
5 120 11,61 1,6955 14,60 8,22 15,00
6 120 12,01 1,9818 16,50 8,05 15,98

PRESNOST U VZORKU ROZTOKU PRESERVCYT

Byla provedena multicentricka studie s cilem charakterizovat pfesnost s ohledem na jednotliva laboratorni
pracovisté a jednotlivé dny pro testovani sad vzork( roztoku PreservCyt. Dvé pracovisté (kromé vlastniho
pracovisté QIAGEN) testovala dvanacti¢leny panel simulovanych vzorkl od pacientl, odebranych v
roztoku PreservCyt. Kazda laboratorf testovala cely panel tfikrat, dvakrat denné béhem tfi dnd, za pouziti
¢inidel téze vyrobni série. Dvanacti¢lenny panel simulovanych vzorkl roztoku PreservCyt byl pfipraven s
proménnym mnozstvim organizmt CT (Serovar D; ATCC VR885) tak, aby byl vytvofen panel
prezentovany v Tab. 16.

Tab. 16. Slozeni panelu pro uréeni pfesnosti.

hromadny élenové panelu * oéekévgné vysledky testu| priblizné hodnoty
vzorek DNA digene HC2 CT/GC RLU/CO
A 1P, 2P, 7P, 8P nizky CT- pozitivni ~5
B 3P, 4P, 9P, 10P stfedni CT-pozitivni ~10
C 5N, 11N negativni ~0,20
D 6N, 12N vysoky negativni ~0,70

*Identifikace vzorku oznaCuje znamy statut C. trachomatis [positivni (P) nebo negativni (N)]
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V souladu s pokyny instrukce EP-12A , pfinaleZejici NCCLS, pro hodnoceni kvalitativnich diagnostickych
testl in vitro, byly vzorky €lent panelu 6N a 12N, které byly oba odvozeny z hromadného vzorku ,D”,
zahrnuty proto, aby byla zhodnocena pfesnost bezprostiedné pod negativni hodnotou limitu pozitivity
RLU/CO 1,0.

Pro ucely analyzy udaju byla kombinovana data pro ¢leny panelu, odvozenymi z téhoz hromadného
vzorku.

Tab. 17. Kvalitativni vysledky postupu testu DNA digene HC2 CT-ID DNA podle hromadného vzorku.

pro zasobu hromadného CT pozitivni | nejednoznaény negativni celkem
vzorku n (%) n (%) n (%)
negativni
0(0,0
(5N, 11N) (0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
vysoky negativni
0(0,0
(6N, 12N) (0,0 12 (11,2) 90 (88,8) 108
celkovy negativni 0 (0,0) 12 (5,6) 204 (94,4) 216
CT nizky pozitivni
216 (100
(1P, 2P, 7P, 8P) (100) 0(0.0) 0(0,0) 216
CT stfedni pozitivni
216 (100
(3P, 4P, 9P, 10P) (100) 0(0,0) 0(0,0) 216
celkovy pozitivni 432 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 432
Tab. 18. Standardni odchylky (SD) a variacni koeficienty (CV) pro pfesnost podle
laboratore a dne: test DNA digene HC2 CT-ID v PreservCyt
SDv
pramér | ramci | SD mezi | SD mezi | SD mezi | celk. | |
vzorek N |RLU/CO| testu | testy dny orac. | sp | # €V
negativni
(5N, 11N) 108 | 0,215 0,038 0,020 0,010 0,037 0,058 | 27,0
vysoky negativni .
(6N, 12N) 108 | 0,648 0,304 0,210 0 0 0,370 | 57,1
CT stfedni
pozitivni 216 | 12,64 1,444 0,733 1,013 1,070 2,189 | 17,3

(2P,3P,8P,9P)
CT nizky pozitivni
(1P, 2P, 7P, 8P)
*Negativni soucasti odchylky byly nastaveny na nulu. Pozn. — prac. = pracovisteé.

216 | 4,637 0,490 0,485 0,285 0,288 0,800 | 17,3
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ANALYTICKA CITLIVOST

Analyticka citlivost (limity detekce) testu DNA digene HC2 CT-ID byla ur€ena pfimym testovanim roztoku
neklinického panelu vzork( tvofeného 15 serovary Chlamydia trachomatis a Chlamydia psittaci a
Chlamydia pneumoniae. Ctyfbodova série fedéni roztok(i pro kazdy serovar byla testovana testem DNA
digene HC2 CT-ID za uc¢elem uréeni odhadované zatéze organizmu pro nejvyssi zfedéni roztoku, které
jesté dokaze ukazat pozitivni vysledek v testu DNA digene HC2 CT-ID. Kazda koncentrace kazdého
cilového typu vzorku byla testovana tfikrat podle navodu k pouziti pro test DNA digene HC2 CT-ID.

Limity detekce serovaru Chlamydia jsou uvedeny v Tab. 19. Uvedeny limit detekovatelnosti pfedstavuje
roztok kazdého serovaru, ktery byl ur€en jako spadajici do zény nejednoznacnosti nebo nad rozsah 1,0-
2,5 RLU/CO. Limit detekovatelnosti se pohyboval mezi 1 000 a 500 000 EB/mI podle testovaného
serovaru. Rozliseni 50 az 25 000 EB v kazdém testu se rovna 1 000 az 500 000 EB v pGvodnim vzorku
(na ml STM).

Nejbéznéjsi serovary CT ve Spojenych statech u asymptomatickych Zen mladSich 30 let jsou serovary E,
I a D (v sestupném potadi).?® Pro zeny ve véku 17 — 68 let, které navstévovaly gynekologickou kliniku ve
vnitfnim mésté, byly nejbéznéjsimi zjisténymi serovary F, E a G (v sestupném poradi). Je dulezité si
uvédomit, ze pro vSechny nejbéznéji se vyskytujici serovary CT, s vyjimkou serovaru E, byl spodni limit
detekce testu DNA digene HC2 CT-ID roven 50 EB/sada; serovar E ma vysSi limit detekce (2 500
EB/sada), jak bylo jiz popsano. Autofi této prace navrhuji existenci spojeni nékterych serovaru se
symptomatickou (nap¥. serovar G) a jinych s asymptomatickou (napf. serovary D a |) infekci. Pro tyto

Tab. 19. Prehled limit(i detekovatelnosti pro citlivost u serovaru CT.
detekovatelna koncentrace

serovar
EB/ml EB/test

A 1 000 ->10 000 50 - >500
B 10 000 — 100 000 500 -5 000
Ba 5000 - 50 000 250 — 2 500
C 10 000 500

D 1 000 - 10 000 50 - 500
E 50 000 2 500

F 1 000 50

G 1 000 - 10 000 50 - 500
H 10 000 — 100 000 500 -5 000
| 1 000 - 10 000 50 - 500

J 5000 — 500 000 2 500 - 25 000
K 20 000 1000
L1 2 000 100
L2 2 000 - 20 000 100 -1 000
L3 10 000 500

DALSI OKOLNOSTI S OHLEDEM NA VZORKY ROZTOKU PRESERVCYT

Studie limith detekce (popsané v pfedchozim oddile pro STM) nebyly opakovany pfi pouziti vzorka
roztoku PreservCyt, protoZe se olekava, Ze analyticka citlivost zkousky nebude zavisla na typu vzorku
(bud STM nebo PreservCyt); zvlasté proto, ze vzorky roztoku PreservCyt jsou podrobeny konverznimu
pro konverzi vzorku firmy QIAGEN].Tento postup ma za nasledek podobné slozeni vzorkd roztoku
PreservCyt jako vzorky STM pfed pouzitim testu DNA digene HC2 CT-ID.

Protoze jsou v8ak vzorky roztoku PreservCyt podrobeny centrifugacnimu kroku béhem konverzni
procedury, bylo tfeba zhodnotit mozny vliv centrifugace na analytickou citlivost testu DNA digene HC2
CT-ID. Ke zjisténi mozného vlivu centrifugace na analytickou citlivost bylo pfipraveno 88 part vzork( C.
trachomatis DNA-negativnich v STM a v roztoku PreservCyt, obsahuijici stejna mnozstvi organizma CT
(serovar G). Byly testovany parové vzorky a analyticka citlivost byla stanovena porovnanim ziskanych
priimérnych hodnot RLU/CO [(PreservCyt:STM) x 100].
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Parovy-T test udaju uvedenych v Tab. 20 ukazuje, Ze analyticka citlivost testu DNA digene HC2 CT-ID
neni statisticky odliSna (p = 0,33), zda-li se testovani cervikalnich vzorkd provadi v roztoku PreservCyt
nebo STM.

Tab. 20. Srovnani analytické citlivosti — test DNA digene HC2 CT-ID — parové
vzorky roztoku PreservCyt (PC) a STM.

test DNA digene HC2 CT-ID RLU/CO
STM PreservCyt

pocet vzorkl 88 88
pramér RLU/CO 3,38 3,48
stfed RLU/CO 3,41 3,44
standardni odchylka 0,41 0,54
max. RLU/CO 442 5,01
min. RLU/CO 2,44 2,27

Dalsi studie poskytla podobné srovnani u parovych simulovanych vzorkd od pacientt. Vzorky odebrané
pacientim umisténé v roztoku PreservCyt Solution byly ziskany z pracovisté mimo QIAGEN a byl u nich
provedeno plosné vySetfeni (screening) testem DNA digene HC2 CT-ID, aby byly identifikovany pozitivni
vzorky. Tyto pozitivni vzorky od pacientt byly pak zkombinovany tak, aby vytvofily celkové zasoby 10-ti
koncentrovanych vzorkl roztoku PreservCyt. Z téchto zasob byly pfipraveny dva alikvotni podily a byly
zpracovany do rezultujici formy bunéénych peletll. Bunécné pelety byly resuspendovany ve fyziologickém
roztoku pufrovaném fosfatem (PBS). Alikvotni podil A byl pfipraven pfidanim resuspendovaného peletu
do STM a alikvotni podil B byl pfipraven pfidanim resuspendovaného peletu do roztoku PreservCyt. Oba
alikvotni podily byly testovany testem DNA digene HC2 CT-ID - byly ziskany nasledujici vysledky:

Parovy-T test Udaji v Tab. 21 poukazuje na to, Ze analyticka citlivost testu DNA digene HC2 CT-ID neni
statisticky odlisna (p = 0,98), at se testovani cervikalnich vzorkd provadi v roztoku PreservCyt nebo STM.

Tab. 21. Srovnani analytické citlivosti — test DNA digene HC2 CT-ID — simulované
vzorky od pacientd v roztoku PreservCyt parované s STM.

test DNA digene HC2 CT-ID

STM PreservCyt

(alikvotni podil A) (alikvotni podil B)
pocet vzorki 10 10

pramér RLU/CO 30,92 24,90
stfed RLU/CO 3,56 3,00
standardni odchylka 47,27 38,91
max. RLU/CO 125,62 115,08
min. RLU/CO 1,15 1,26

ANALYTICKA SPECIFICITA

Baterie bakterii, virt a plasmidd potencialné zjistitelnych v zenském anogenitalnim traktu byla testovana
za ucelem urceni zkfizené reaktivity sondami pouzivanymi pfi testu DNA digene HC2 CT-ID. VSechny
mikroorganizmy byly testovany v koncentracich 10° a 107 organizmd na ml, a kde to bylo mozné,
dokonce v koncentraci 10° organizm(i na ml. Vy¢isténa DNA vir(i a plasmid(l byla testovana v koncentraci
4 ng na ml.

Bakterie testované pomoci testu DNA digene HC2 CT-ID jsou uvedeny v Tab. 22. VSechny bakterie s
vyjimkou Chlamydia psittaci vykazaly v testu DNA digene HC2 CT-ID negativni vysledek. Chlamydia
psittaci je zjistitelna na kazi lidi, ktefi pracuji s jistymi druhy ptakd, ale nebyla zjiSténa v kone¢niku a
pohlavnim traktu.?* Proto se neotekava zkfizena reaktivita mezi Chlamydia psittaci a sondou CT, ktera by
mohla vést k faleSnym klinickym vysledkim vzork( z kone¢niku a pohlavniho traktu.

Sonda CT neprokazala zkfizenou reakci s Neisseria gonorrhoeae, coz ukazuje, ze sondy testu DNA
digene HC2 CT-ID nereaguiji s organizmy, které se zjistuji sondou GC-ID v testu DNA digene HC2 GC-
ID.
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Tab. 22. Mikroorganismy testované na zkfizenou reaktivitu.

Acinetobacter anitratus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter Iwoffi
Achromobacter xerosis
Actinomyces israelii
Alcaligenes faecalis
Bacillus subtilus
Bacteroides fragilis
Bacteroides melaninogenicus
Branhamella catarrhalis
Candida albicans
Candida glabrata
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia psittaci®
Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (Clinical isolate)®
Escherichia coli (HB101)°
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis
Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Kingella denitrificans
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii
Salmonella typhimurium
Mobiluncus mulieris
Mobiluncus mulieris
Moraxella lacunata

Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

Neisseria cinera

Neisseria flavescens

Neisseria gonorrhoeae®
Neisseria species® *

Neisseria lactamica

Neisseria meningitidis

Neisseria mucosa

Neisseria polysaccharea
Neisseria sicca

Neisseria subflava (biovar flava)
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus asaccharalyicus
Peptostreptococcus productus
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium
Salmonella minnesota
Salmonella typhimurium

Serratia marcescens
Staphylococcus aureus (ProtA +)
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae (Grp B)
Streptococcus pyogenes (Grp A)
Streptococcus pyogenes (Grp B)
Streptomyces griseus
Treponema pallidum
Trichomonas vaginalis®
Ureaplasma urealyticum

Testované koncentrace byly 1x10°%, 1x10” a 1x108 organizm0/ml.
Byly testovany jak kmen E. coli pouzivany pro rust plasmidt (HB101) tak klinicky izolat E. coli.
Testované koncentrace byly 2x10°, 2x107 a 2x108 organizm(/ml.
Testované koncentrace byly 2x107 , 2x108 a 2x10° organizmu/ml.

* ® a o T o

Testované koncentrace byly 1x10%a 1x10° organizma/ml.
Kmen ATCC Neisseria ma vlastnosti jak Neisseria gonorrhoeae tak Neisseria meningitidis (ATCC €. 43831).

Druhy virové nebo plazmidové DNA nebo lidského séra testované testem DNA digene HC2 CT-ID jsou
uvedeny v Tab. 23. Pfedpokladana zkfizena reaktivita byla pozorovana u plazmidovych vektort pBR322,
pGEM® 3Zf a pGEM® 3Zf(-). Pfitomnost t&chto homologickych fetézcu se uvadi u lidskych vzorkd

z genitdlii a za pfitomnosti vysokych hladin téchto bakterialnich plasmid( by se mohly objevit faleSné
pozitivni vysledky. Z 106 klinickych vzorkd, u nichz byla testem DNA digene HC2 CT-ID zjisténa pozitivita,
z celkové populace pacienttl 1 818 byla u dvou zjiSténa pBR322; avSak jeden vzorek ukazal pozitivni
nalez v testu CT kultury a DFA a jiny v testu DNA CT PCR. Proto se neobjevily faleSné pozitivni vysledky
téchto testd diky pfitomnosti homologickych fetézcu pBR322, pGEM3Z a pGEM3Z(-) v téchto 106
klinickych vzorcich. Frekvence zjisténi téchto plasmidd ve vzorcich odebranych z Zenskych pohlavnich
organu nebyla pIné ur€ena. Toto je representativni vzorek pacientll a nemusi odrazet frekvenci vyskytu
pBR322 u celé testované populace.
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Tab. 23. Virova nebo plazmidova DNA nebo lidské sérum testované na zkfizenou reaktivitu.

Cytomegalovirus Lidska plna krev

Epstein Barr Virus Lidsky Papillomavirus typ 6
Hepatitis B Surface Antigen Positive Serum Lidsky Papillomavirus typ 11
Herpes Simplex | Lidsky Papillomavirus typ 16
Herpes Simplex Il Lidsky Papillomavirus typ 18
Lidské epitelové buriky pGEM®3Z

Lidsky virus HIV@ pGEM®3Zf(-)

Lidska genotypova DNA pBR322

Lidska placentalni DNA Sv40

a Testované koncentrace byly 2 x 10°, 2 x 107, a 2 x 108 organizmua/ml.

VLIV KRVE A JINYCH LATEK NA VZORKY STM

Vliv krve a dalSich potencialné rusivych latek byl hodnocen pomoci testu DNA digene HC2 CT-ID. Krev,
télovy Sampon, protiplisfiovy krém a antikoncepcni zelé (latky, které Ize bézné nalézt v cervikalnich
vzorcich) byly pfidany v koncentracich 1 % a 5 % k negativnim a pozitivnim vzorkdm v STM (klinické
zasoby vzork( a neklinické vzorky). Nebyly pozorovany zadné faleSné pozitivni vysledky u zadné z téchto
Ctyf latek v Zadné koncentraci. Studie blize neurenych latek pfitomnych v 117 negativnich klinickych
vzorcich ukazala, Ze bliZze neurené latky mohou mirné, aviak nikoliv vyznamné, zvysit signél pfitomnosti
DNA Chlamydia trachomatis zjistovany testem DNA digene HC2 CT-ID. Tento vliv neni na zavadu,
protoZe je protikladem inhibujiciho vlivu.

VLIV KRVE A DALSICH LATEK NA VZORKY ROZTOKU PRESERVCYT

Hodnoceni vlivu specifickych ruSivych latek, jak je popsano v pfedchozim oddile pro vzorky STM, nebylo
pro vzorky roztoku PreservCyt provedeno. U vzorku roztoku PreservCyt nejsou v8ak ocekavany profily
rusivych jevu rozdilné od STM vzorkd, protoZze anatomické misto odbéru endocervikalnich vzorku je
totozné jak pro vzorky roztoku PreservCyt, tak pro STM. Protoze je vzorek roztoku PreservCyt podroben
konverznimu procesu (jak je podrobné popsano v navodu k pouziti k soupravé pro konverzi vzork
digene HC2 Sample Conversion Kit), ma to za nasledek podobné sloZeni vzork{l roztoku PreservCyt jako
vzorky STM; zbytkovy pufr pro konverzi vzorku (SCB)' mtze byt pfitomen ve stopovych mnozstvich ve
zcela konvertovanych vzorcich roztoku PreservCyt. Byla proto dokonéena analyticka studie k ovéfeni
analytického vykonu testu DNA digene HC2 CT-ID v pfitomnosti rizného mnozstvi SCB. Rizné
koncentrace plasmidu DNA CT byly pfipraveny v STM. Potom byly pfidany ke vzorkam pfidany
nadbytecné objemy SCB a tfi alikvotni podily z kazdého vzorku byly testovany k ziskani pramérné
hodnoty RLU/CO pro kazdy vzorek, v pfitomnosti bud’ roztoku PreservCyt nebo SCB. Srovnani téchto
hodnot priméri RLU/CO pro kazdy vzorek (porovnavanymi s hodnotami praméru RLU/CO pro kazdy
kontrolni vzorek STM) neposkytlo zadné faleSné pozitivni nebo faleSné negativni vysledky.

PRESNOS'I: LIMITU POZITIVITY TESTU DNA digene HC2 CT-ID U KLINICKYCH VZORKU
ODEBRANYCH V STM

Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 CT-ID u klinickych vzorki v STM byla urena ze studie 30
klinickych zasob vzorkl (15 pozitivnich a 15 negativnich) pfipravenych kombinaci pfedem
denaturovanych a testovanych cervikalnich vzorkd odebranych kartackem v STM. Vzorky byly testovany
StyFmi opakovanymi testy po dobu 5 dn0, coz celkem ¢inilo 20 opakovani testu na kazdy vzorek.
Testovani bylo provedeno testem DNA digene HC2 CT-ID. Primérna hodnota poméru RLU/CO, 95 %
intervaly spolehlivosti kolem priméru (ClI) a procento pozitivnich vysledku byly vypocitany pro kazdy
vzorek za celé obdobi péti dnl a jsou obsazeny v Tab. 24.

1 Pufr pro konverzi vzorku je pufrovanym roztokem Eosinu Y s 0,05 % azidu sodného, ktery je vyzadovan pro konverzi vzorku
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Tab. 24. Primérna hodnota RLU/CO s intervaly spolehlivosti a
procento pozitivnich vysledku testu DNA digene HC2
CT-ID (v sestupném poradi podle primérné hodnoty

RLU/CO).

C. RLU/CO 95 % Cl % pozitivnich vysledki
1 2,14 2,06-2,22 100 (20/20)
2 1,43 1,35-1,51 100 (20/20)
3 1,41 1,36-1,47 100 (20/20)
4 1,37 1,26-1,48 90 (18/20)
5 1,31 1,24-1,39 100 (20/20)
6 1,29 1,21-1,36 100 (20/20)
7 1,28 1,20-1,36 95 (19/20)
8 1,19 0,94-1,62 90 (18/20)
9 1,18 1,00-1,37 75 (15/20)
10 1,17 0,62-1,71 30 (6/20)
11 1,15 1,10-1,20 95 (19/20)
12 1,08 1,02-1,13 75 (15/20)
13 1,05 1,00-1,09 65 (13/20)
14 1,04 0,99-1,09 70 (14/20)
15 1,02 0,97-1,06 60 (12/20)
16 0,99 0,95-1,04 45 (9/20)
17 0,93 0,87-1,00 30 (6/20)
18 0,93 0,88-0,99 35 (7/20)
19 0,91 0,85-0,96 25 (5/20)
20 0,91 0,85-0,97 25 (5/20)
21 0,90 0,87-0,93 10 (2/20)
22 0,90 0,84-0,95 25 (5/20)
23 0,86 0,76-0,96 5 (1/20)
24 0,85 0,81-0,88 5 (1/20)
25 0,82 0,77-0,88 10 (2/20)
26 0,80 0,78-0,82 0 (0/20)
27 0,48 0,46-0,50 0 (0/20)
28 0,48 0,46-0,50 0 (0/20)
29 0,45 0,42-0,47 0 (0/20)
30 0,24 0,22-0,25 0 (0/20)

Vzorky s prdmérnou hodnotou RLU/CO 20 % nebo vice nad limitem pozitivity byly pozitivni v 98 %
pFipadu, zatimco vzorky s pramérnou hodnotou RLU/CO 20 % nebo vice pod limitem byly ve 100 %
pfipadl negativni. Tyto vysledky naznacuji, Zze vzorky vzdalené o 20 % nebo vice procent od limitu budou
pravdépodobné prinaset v testu DNA digene HC2 CT-ID shodné vysledky.

Vzorky s hodnotami blizko limitu pozitivity zkousky vétSinou zUstavaly pozitivnimi nebo negativnimi; ty,
které byly nad limitem o méné nez 20 % zustaly pozitivni v 70 % pfipadd. Vzorky pod limitem do 20 %
zUstaly negativni v 79 % pripadu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze test DNA digene HC2 CT-ID pfinaSi reprodukovatelné vysledky pro klinické
vzorky v STM, jejichZz hodnoty poméru RLU/CO se pohybuiji v oblasti vzdalené do 20 % od limitu
pozitivity.

HISTORICKE INFORMACE

V minulosti se kromé nastroje DML 2000 pro udaje o vykonu testu DNA digene HC2 CT-ID pouzival také
luminometr Dynex Model MLX. Luminometr MLX uz neni k dispozici a pro ziskani Udajl se stale pouziva
pristroj DML 2000. Nasledujici udaje byly ziskany v ramci multicentrické klinické studie provedené za
ucelem uréeni reprodukovatelnosti pozitivniho kalibratoru a negativniho kalibratoru a jsou uvedeny dale
jako historické informace.

Pro ur€eni reprodukovatelnosti pozitivniho kalibratoru a negativniho kalibratoru byly shrnuty vysledky
klinickych hodnoceni 81 sad testd DNA digene HC2 CT-ID (Tab. 25). Vysledky ukazuji, Ze pramérné %
CV pro téchto 81 sad testu bylo 6,4 % a Zadna sada nevykazala primérné hodnoty negativniho
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kalibratoru vyssi nez 150 RLU. Reprodukovatelnost pozitivniho kalibratoru pfesahujici 25 % CV byla
pozorovana jen u 2 z 81 sad testl (2,5 %). Zadna z hodnot % CV nezlstala vy$Si nez 25 %, coz
naznacuje, Ze viechny testy byly platné.

Tab. 25. Vykon z hlediska testu pozitivniho kalibratoru a negativniho kalibratoru. Kombinované udaje
z multicentrické klinické studie a studie pfesnosti (n = 81 testovych sad).

primér vypocitanych priméra

typ (RLU) pramér vypocitanych %CV
kontrolniho Uprava po Uprava po
pocet pramér nebo vyfazeni vyfazeni
sad pomér( kalibracniho okrajovych okrajovych
pristroj testd SIN testu tfi opakovani hodnot tfi opakovani hodnot
DML2000 9 5,49 negativni 44,89 39,15 26,10 13,75
pozitivni 231,41 231,41 7,35 7,35
MLX* 72 5,33 negativni 0,075 0,074 16,59 12,90
pozitivni 0,265 0,263 6,34 4,86

*jiz neni v uzivani

EKVIVALENCE MEZI VZORKY STM A VZORKY ROZTOKU PRESERVCYT

Ekvivalence mezi vzorky STM a vzorky roztoku PreservCyt byla zkoumana pomoci klinického hodnoceni
1231 parovych cervikalnich vzorkd. Vzorek roztoku PreservCyt byl zpracovan podle navodu k pouziti k
soupraveé pro konverzi vzorku digene HC2 a testovan spolu s parovym vzorkem STM pomoci testu DNA
digene HC2 CT-ID. Vysledky tohoto hodnoceni jsou uvedeny v Tab. 26. Klinicka u€innost byla stanovena
se zbytkovym objemem vét§im nez 6,5 ml na vzorcich za pouziti roztoku PreservCyt. Testovani vzorkl se
zbytkovym objemem od 4,0 - 6,5 ml musi byt ovéfeno laboratofi.

Tab. 26. Souhrn statistickych Gdaji pro souhlas testu DNA digene HC2 CT-ID mezi parovymi
cervikalnimi vzorky odebranymi v STM a v roztoku PreservCyt.

pozitivni negativni celkovy souhlas
analyza dat pro dané kappa souhlas souhlas (n/N)
seskupeni (95 % Cl) (n/N) (n/N) 95 % CI
95 % ClI 95 % ClI °
vylou€eni udajt 0,92 92,16 99,36 98,75
nejednoznacné oblasti (0,88; 0,96) (94/102) (1092/1099) (1186/1201)
85,13; 96,55 98,69; 99,74 97,95; 99,30
algoritmus™ opakovani 0,90 90,09 99,20 98,30
testu v nejednoznacné (0,86; 0,94) (100/111) (1111/1120) (1211/1231)
oblasti 82,96; 94,95 98,48; 99,63 97,50; 99,00

*U vzorkl v rozmezi RLU/CO 1,0 az 2,5 bylo testovani dvakrat opakovano. Klasifikace vzorku byla pak stanovena

podle pravidla dva ze tfi.

Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 CT-ID DNA byla posouzena jako ¢ast klinického hodnoceni s
cilem prokazat, Ze byly obdrzeny ekvivalentni vysledky testu DNA digene HC2 CT-ID pfi testovani panelu
20 vzorku roztoku PreservCyt po dobu 3 dnu ve tfech laboratofich. Vysledky této studie
reprodukovatelnosti jsou uvedeny v Tab. 271 nize.

Tab. 27. Test DNA digene HC2 CT-ID, percentualni souhlas — podle pracovi§té

pracovisté pozorovano vs. ocekavano? % souhlasu (95 % CI)
1 60/60 100 (94,04-100)
2 60/60 100 (94,04-100)
3 60/60 100 (94,04-100)
kombinovana pracovisté 180/180 100 (97,97-100)

a20 ¢lend panelu x 3 dny x 3 pracovisté
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ZAVADY A JEJICH ODSTRANOVANI

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Béhem denaturace
byla pozorovana
nespravna barevna
zména nebo k zadné
barevné zméné
nedoslo.

Nebylo pfidano denaturaéni €inidlo
nebo bylo pfidano denaturaéni
¢inidlo, které nebylo spravné
pfipravené.

1. Zkontrolujte, zda denaturacni ¢inidlo obsahuje indikaéni
barvivo a zda ma tmavé fialovou barvu.

2. Zkontrolujte, zda bylo do vzorku pfidano denaturacni Cinidlo, a
to tak, Ze zméfite objem vzorku (mél by byt 1,5 ml). Pokud na
zakladé méfeni objemu zjistite, Ze denaturacni €inidlo nebylo
pridano, pfidejte jej v nalezitém mnozstvi, zamichejte a pokud
dojde k pfislusné barevné zméné, pokracujte v analyze.

U vzorkd, které obsahuji krev, mize
dojit k zakryti barevné zmény.

U téchto typl vzorkd se neocekava, ze dojde k presné takové
barevné zméné, jak je popsana, na vysledky testu by to v8ak
nemélo mit Zadny negativni vliv.

pH vzorku mGze byt neobvykle
kyselé.

Vzorek maze byt neobvykle kysely, a proto nedojde k oéekavané
barevné zméné. Odeberte novy vzorek, a to jesté predtim, nez na
cervix aplikujete kyselinu octovou, protoze nespravné pH vzorku
nepfiznivé ovlivni vysledky testu.

Pfi kontrole kvality
(QC) byly
zaznamenany

nespravné vysledky.

Pro test byl vybran nespravny
softwarovy protokol

Pokud byl pro pravé probihajici test zvolen nespravny protokol,
bude tfeba co mozna nejdfive znovu odecist hodnotu pro danou
desticku pomoci spravného protokolu (béhem 30 minut po pfidani
detekéniho ¢&inidla 2).

Obracené umisténi QC-CT a QC-
GT.

Zopakovat test na vzorcich.

Béhem hybridizace
byla pozorovana
nespravna barevna
zména.

« Nedostate¢né promichani smésné
sondy s denaturovanym
kalibratorem, kontrolou, kvality
nebo se vzorky.

« Nebyla pfidana smés sondy.

« Pfidano nespravné mnozstvi
¢inidla.

Hybridiza¢ni mikrodestiCku nechte protfepat dalsi 2 minuty.
Jestlize nékteré jamky jesté zustaly fialové nebo Sedivé, pFidejte
dalSich 25 pl sondy a dukladné promichejte. Jestlize k pfislusné
barevné zméné nedojde ani po pfidani sondy a protfepani a
vzorek neobsahuje krev ani jiné materialy, provedte test na
vzorku znovu.

U vzorkd, které obsahuji krev, mize
dojit k zakryti barevné zmény.

U téchto typu vzorkd se neocekava, ze dojde k pfesné takové
barevné zméné, jak je popsana, na vysledky testu by to vSak
nemélo mit zadny negativni vliv.

Ve vzorcich bylo < 1000 ml digene
STM (médium pro pfenos vzork()

Zkontrolujte objem plvodniho vzorku. Tento objem by mél byt
1425 pl = 20 pl (po odebrani 75 pl). Pokud bude objem <1405 pl,
bude to znamenat, Ze ptvodni vzorek obsahoval <1000 pl média
pro prenos vzorkd (STM). Vezméte novy vzorek.

PFi analyze nebyla
splnéna ovérovaci
kritéria. U
pozitivniho
kalibratoru, kontrol
kvality ani u vzorku
nebyl pozorovan
zadny signal.

Do roztoku pro fedéni sondy nebyla
pfidana zadna sonda.

Pripravte smés CT sondy, a to tak, jak je to popsano v tomto
navodu k pouziti, v oddile Pfiprava a uskladnéni ¢inidel. Dakladné
promichejte. Zkumavku nalezité oznacte. Analyzu opakujte

s nové pfipravenou smési sondy.

Sonda byla béhem pfipravy
kontaminovana RNazou.

PFi pipetovani sondy pouzivejte $picky pipet s aerosolovym filtrem
a ochranné rukavice bez mastku. Sondu zfedte ve sterilni
nadobce. Pouzivejte pouze €isté, nové nadobky na jedno pouziti.

Nedostate¢né smiseni sondy a
roztoku pro fedéni sondy.

Po pfidani sondy do roztoku pro fedéni sondy dikladné
promichejte vortexovanim pfi vysoké rychlosti po dobu nejméné 5
vtefin. Musi se objevit viditelny vir.

Nedostatecné smiseni zfedéné sondy
a denaturovaného vzorku.

Jakmile pfidate smés sondy do denaturovaného vzorku,
hybridizaéni desti¢ku zakryjte a pomoci rota¢ni tfrepacky (Rotary
Shaker |) nechejte protfepat po dobu 3 + 2 pfi rychlosti 1100 £
100 ot./min., jak je to popsano v navodu k pouziti, v oddile Postup
testu, hybridizace, krok 6. Zkontrolujte, zda ve vSech jamkach
doslo k barevné zméné z purpurové na Zlutou.
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POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Nespravna doba nebo teplota béhem
hybridizaéni faze.

Provedte hybridizaci, a to po dobu 60 + 5 minut pfi teploté

65 + 2 °C, jak je to popsano v navodu k pouziti, v oddile Postup
testu, hybridizace, krok 7 v instrukcich. Zkontrolujte teplotu
mikrodesti¢kového inkubatoru | (Microplate Heater ). Zajistéte,
aby byl inkubator nastaven tak, aby temperoval vzorky na
spravnou teplotu a aby byl pfedehfan 1 hodinu pfe pouzitim.

Nedostatecné smiseni béhem
imobiliza¢ni faze.

Pomoci rotacni tfepacky (Rotary Shaker I) nechte protfepat po
dobu 60 + 5 minut pfi rychlosti 1100 + 100 ot./min. a pfi teploté
20-25 °C, jak je to popsano v pfibalovém navodu, v oddile Postup
testu, hybridizace, krok 4. Pomoci kalibrace ovéfte rychlost
rotacni tfepacky |, jak je uvedeno v Pfiruce pro pouziti rotacni
trepacky I, v oddile Kalibrace rychlosti tfrepacky.

* Nebylo pfidano odpovidajici
mnozstvi detekéniho Cinidla 1.

» U inkubace nebyla dodrzena
stanovena doba.

Pomoci 8mi kanalové pipety napipetujte do kazdé jamky 75 pl
detekéniho ¢inidla 1.

Inkubujte pfi 20-25°C po dobu 30-45 minut.

* Nebylo pfidano odpovidajici
mnozstvi detekéniho €inidla 2.

* U inkubace nebyla dodrzena
stanovena doba.

Pomoci 8-kanalové pipety napipetujte do kazdé jamky 75 pl
detekéniho Cinidla 2.

Nechte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 15-30 minut.

Porucha nebo nespravné
naprogramovani luminometru.

Postupujte podle pokynt v ¢asti udrzba a odstrariovani zavad
pfislusného navodu k pouZiti k softwaru pro pfislusny test nebo
kontaktujte oddéleni technické podpory spole¢nosti QIAGEN.

U kalibratoru,
kontrol nebo vzorkt
byly zaznamenany
zvysené hodnoty
RLU (v mnoha ¢i
v§ech jamkach byly
hodnoty RLU 2150).
Je mozné, ze
analyza nespliiuje
ovérovaci kritéria.

* Nebylo pfidano denatura¢ni €inidlo,
nebo bylo pfidano nespravné
mnozstvi €inidla, nebo denaturaéni
¢inidlo nebylo dostate¢né smiSeno
se vzorky, kalibratory nebo
kontrolami kvality.

* Nespravna teplota vodni lazné a
nedostate¢na uroven hladiny vody.

» Pred pfidanim denaturac¢niho Cinidla ovéfte, zda opakovaci
pipeta odméfuje pfesné. Je tfeba pouzivat kalibrované pipety.
Do kazdé zkumavky pfidejte polovinu objemu denatura¢niho
¢inidla a dobfe promichejte. Abyste se vyhnuli faleSné
pozitivnim vysledkim, ujistéte se, Ze kapalina smyva cely
vnitfni povrch zkumavky (v pfipadé manualniho miseni
prevratte zkumavku dnem vzhuiru). Kontroly kvality, kalibratory
a vzorky by mély po pfidani denaturaéniho €inidla dostat
purpurovou barvu. U zafizeni uréeného pro vice zkumavek
(Multi-Specimen Tube Vortexer 2 zkontrolujte kalibraci
rychlosti.

+ Zkontrolujte hladinu a teplotu vody.

+ Unik svétla u luminometru.
¢ Poskozené tésnéni.

» Dvirka nejsou tésné uzaviena.

Zkontrolujte hodnotu pozadi (méFeni hrubych Gdajd) luminometru
odectem udajll pro prazdné jamky mikrodesti¢ky. Pokud bude tato
hodnota vy$Si nez 50 RLU, bude to znamenat, Zze dochazi k tniku
svétla. Postupuijte podle pokynu v ¢asti udrzba a odstranovani
z&vad prislusného navodu k pouziti k softwaru pro pfislusny test
nebo kontaktujte oddéleni technické podpory spole¢nosti
QIAGEN

Kontaminace detekéniho cinidla 2 €i
imobilizacnich mikrojamek detekénim
¢inidlem 1 nebo exogenni alkalickou
fosfatazou.

Dalsi informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti
Chyby a jejich odstranéni.

Kontaminovany promyvaci pufr.

Dal$i informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti
Chyby a jejich odstranéni.

Kontaminace automatické
promyvacky desticek I.

Dalsi informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti Chyby a
jejich odstranéni.

Nedostate¢né promyti imobiliza¢nich
mikrojamek po inkubaci s detekénim
¢inidlem 1.

Mikrojamky dikladné (Sestkrat) promyjte promyvacim pufrem,
pficemz pokazdé naplnte jamky do pfete€eni nebo pouzijte
automatickou promyvacku desti€ek. Po vymyti by v jamkach
neméla zUstat Zadna rGzova kapalina. Postup pfi ovéfovani, zda
nedoslo ke kontaminaci nebo zda zafizeni funguje spravné viz
oddil Zavady a jejich odstrafiovani Navod k pouZivani
automatické promyvacky desticek.
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Kontaminace mikrojamek detek&nim
¢inidlem 1.

Dbejte na to, aby vSechny pracovni plochy byly €isté a suché. Pfi
praci s detekénim €inidlem 1 postupujte opatrné. Vyvaruijte se
styku s aerosoly.

Opakované vysuseni (blotovani)
hybridizaéniho roztoku na stejném
misté tampdénd Kimtowels Wipers
nebo srovnatelnych papirovych
ubrousku bez viaken.

Pro vysou$eni byly pouzity nevhodné
ubrousky.

PFi vysouseni (blotovani) pomoci tampond Kimtowels Wipers
nebo papirovych ubrouscich bez viaken dbejte na to, abyste
nepouzili opakované stejné misto.

Pro blotovani pouzijte tampény Kimtowels Wipers &i papirové
ubrousky bez vliaken se srovnatelnymi vlastnostmi

Material kontroly kvality CT byl pouzit
jako pozitivni kalibrator. Analyza
nesplfiuje ovéfovaci kritéria.

Zajistéte spravné umisténi kalibratord a kontrol kvality.

Nizké hodnoty
poméru PC/NC nebo
velky pocet vzork

s nizkou pozitivitou
(>20% z celkového
poctu vzork) a

s pomérem RLU/CO
<2,0. Muze se stat,
Ze analyza nespliuje
ovérovaci kritéria.

Nedostate¢na pfiprava vzorku.

Pridejte prislusné mnozstvi denatura¢niho ¢inidla a dukladné
promichejte vortexovanim. Abyste se vyhnuli faleSné pozitivnim
vysledkdm, ujistéte se, Ze kapalina pfi vortexovani pomoci
zafizeni (Multi-Specimen Tube Vortexer 1) omyva cely vnitfni
povrch zkumavky, a to po dobu minimalné 5 vtefin (v pfipadé
manualniho vortexovani také 5 vtefin, po ¢emz je tfeba zkumavku
prevratit dnem vzhru). Pfitom by se méla vyrazné zménit barva z
prihledné na tmavé purpurovou. Nasledné nechte inkubovat pfi
teploté 65 + 2°C po dobu 45 + 5 minut. Pfi pouziti vzorkl
PreservCyt Solution, tyto hybridy se mohou nachazet na vnitfnich
sténach zkumavky. Aby se zabranilo moznému prenosu tohoto
nedenaturovaného bunééného materialu, Spicka pipety se nesmi
dotknout stén zkumavky béhem pfenosu denaturovaného vzorku
do jamky mikrodesti¢ky pouzité pro hybridizaci sondy CT/GC.
Podrobnosti o postupu naleznete v navodu k pouziti k soupravé
digene HC2 Sample Conversion Kit.

Sonda je nedostate¢né promisena
nebo bylo pro ucely analyzy pfidano
nedostate¢né mnozstvi sondy.

PFipravte smés sondy podle navodu. Dukladné promichejte
vortexovanim a ujistéte se, Ze se vytvofil viditelny vir. Smésnou
sondu je tfeba pfidat do zkumavek pomoci vicekanalové nebo
opakovaci pipety, aby se zajistilo pfesné davkovani.

Do jednotlivych hybridizaénich jamek
na mikrodesti¢ce bylo pfidano
nedostate¢né mnoZstvi smési sondy.

Pred pfidanim smési sondy na hybridizani mikrodesti¢ku
zkontrolujte, zda 8mi kanalova pipeta davkuje pfesné. Do kazdé
jamky mikrodesti¢ky, obsahujici na dné denaturovany vzorek,
pfidejte 25 pl smés sondy. Pfed pfidanim smési sondy do
hybridiza¢nich jamek ovéfte, ze davkovani pomoci 8-kanalové
pipety je pfesné. Po pfidani smési sondy a dukladném
promichani by mélo dojit ke zméné zabarveni z tmavé fialového
na zluté.

Detekeni €inidlo 1 prestalo byt aktivni.

Detekeni €inidlo 1 uskladnéte pfi teploté 2-8 °C. PouZijte jej pfed
uplynutim zaruéni doby, ktera je uvedena na $titku nalepeném na
krabi¢ce soupravy.

Nedostate¢na imobilizace hybrid{
RNA: DNA.

Imobilizaéni faze by méla byt provedena s pouzitim rotacni
tfepacky | nastavené na 1100 100 ot/min. Pomoci kalibrace
ovérte rychlost rotacni tfepacky I, jak je uvedeno v navodu k
pouziti rotacni tfepacky |, v oddile Kalibrace rychlosti tfepacky.

Nedostateéné promyti.

Jamky na mikrodesti¢ce dukladné (Sestkrat) promyjte
promyvacim pufrem, pfi¢emz pokazdé naplrite jamky do
prete€eni, nebo pouzijte automatickou promyvacku desticek.

Kontaminovany promyvaci pufr.

Dalsi informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti Chyby a
jejich odstranéni.

Série pozitivnich
vzorkt s priblizné
stejnymi hodnotami
RLU.

Béhem manipulace pfi analyze do$lo
ke kontaminaci jamek imobiliza¢ni
mikrodesticky.

Béhem vSech inkubaci zakryjte jamky imobilizaéni mikrodesticky.
Bé&hem analyzy zabrante tomu, aby byly jamky na mikrodesticce
kontaminovany aerosolem. Pfi manipulaci s materialy pouzivejte
ochranné rukavice bez mastku.
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Test DNA digene HC2 CT-ID

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Kontaminace detekéniho Cinidla 2.

Dbejte na to, aby pfi pipetovani detekéniho €inidla 2 do
imobilizacnich jamek mikrodesticky nedoslo ke kontaminaci
zasobniho roztoku. Zabrarte kontaminaci detekéniho €inidla 2
aerosoly z detekéniho €inidla 1 nebo laboratornim prachem atd.

Porucha automatické promyvacky
desticek I.

Dal$i informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti
Chyby a jejich odstranéni nebo viz. navod k pouziti k
automatické promyvacky desticek.

Velké rozpéti % CV
mezi replikaty.

Nespravné pipetovani (tj. vzduchové
bubliny, nekalibrovana pipeta)

Zkontrolujte pipetovaci zafizeni, zda jsou davkovany
reprodukovatelné objemy. Pipety pravidelné kalibrujte.

Nedostate¢né smiseni.

Pti kazdé fazi dukladné promichejte. Pfed a po denaturaéni
inkubaci dikladné vortexujte. Na hladiné se musi vytvofit viditelny
vir.

Neuplny pfenos kapaliny
z hybridiza¢ni mikrodesti¢ky do jamek
imobilizaéni mikrodesticky.

PFi pfenosu z hybridizaéni mikrodesti¢ky na imobiliza¢ni desti¢ku
dbejte na to, aby byly pfeneseny reprodukovatelné objemy.

Nevhodné podminky pro promyvani.

Jamky na mikrodesti¢ce dukladné (Sestkrat) promyjte
promyvacim pufrem, pfi¢emz je pokazdé naplite do preteceni
nebo pouzijte automatickou promyvacku desti¢ek a pfislusny
protokol pro automatickou promyvacku desticek.

Kontaminace jamek mikrodesti¢ky
detekénim Einidlem 1

Dbejte na to, aby vSechny pracovni plochy byly €isté a suché. Pfi
praci s detekénim €inidlem 1 postupujte opatrné. Vyvaruijte se
styku s aerosoly.

Kontaminace Spicky pipety
materidlem, ktery nebyl denaturovan,
b&hem prenosu nedenaturovaného
vzorku do jamky mikrodesticky
pouzivané pro hybridizaci CT sondy.

Denaturaéni krok pfi postupu zpracovani vzorku musi byt
proveden podle tohoto navodu k pouziti. Nedostatec¢né
vortexovani vzorku, obraceni zkumavky a tfepani mize mit za
nasledek nelplnou denaturaci nespecifickych hybridd RNA:DNA,
které jsou endogenni cervikalnim vzorkdm. PFi pouziti vzork(
roztoku PreservCyt jsou tyto hybridy hlavné pfitomny na vnitfnich
sténach konverzni zkumavky vzorku. Pro prevenci pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunécného materialu se nesmi Spicka pipety
dotknout vnitfnich stén konverzni zkumavky béhem prenosu
denaturovaného vzorku do jamky mikrodesti¢ky, ktera je uzita pro
hybridizaci sondy CT.

Blotovani nékolika fad na stejném
misté tampdénu Kimtowels Wipers.

Nepouzivejte opakované stejné misto tampona Kimtowels Wipers
k blotovani.

U znamych
negativnich vzorku
byly vykazany
falesné pozitivni
vysledky.

Kontaminace detekéniho Cinidla 2.

Dbejte na to, aby pfi pfidavani detekéniho ¢€inidla 2 k vzorkim
nedoslo ke zkfizené kontaminaci mezi vzorky. Pokud pouzivate
pouze Cast soupravy, nadavkujte do Cistého zasobniku €inidel
alikvotni podil, ktery je potfeba k provedeni dané analyzy predtim,
nez naplnite pipetu.

Kontaminace jamek mikrodesti¢ky
detekenim Cinidlem 1.

Jamky na mikrodesti¢ce dukladné (Sestkrat) promyijte
promyvacim pufrem, pfi¢emz pokazdé naplrite jamky do preteceni
nebo pouzijte automatickou promyvacku desti¢ek |. Po vymyti by
v jamkach neméla zGstat zadna rdzova kapalina.

Kontaminace Spicky pipety
nedenaturovanym materialem b&hem
prenosu denaturovaného vzorku do
jamky mikrodesti¢ky pouzivané pro
hybridizaci CT sondy.

Denaturaéni krok pfi postupu zpracovani vzorku musi byt
proveden podle téchto instrukci. Nespravné vortexovani vzorku,
obraceni zkumavky a tfepani miize mit za nasledek netplnou
denaturaci nespecifickych hybridd RNA:DNA, které jsou
endogenni cervikalnim vzorkdm. PFi pouziti vzork( roztoku
PreservCyt jsou tyto hybridy hlavné pfitomny na vnitfnich sténach
konverzni zkumavky. Pro prevenci pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunééného materialu, se Spic¢ka pipety nesmi
dotknout vnitfnich stén konverzni zkumavky béhem prenosu
denaturovaného vzorku do jamky mikrodesticky, ktera je uzita pro
hybridizaci sondy CT.
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Test DNA digene HC2 CT-ID

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Nedostate¢na priprava vzorka.

PFidejte pfislusné mnozstvi denaturac¢niho €inidla a dukladné
promichejte vortexovanim. Abyste se vyhnuli faleSné pozitivnim
vysledkiim ujistéte se, Ze kapalina smyva cely vnitini povrch
zkumavky, za pouziti vortexovani pomoci MST Vortexer 2 po
dobu nejméné 5 vtefin (u manualni metody pfevratte jednou
zkumavku dnem vzhdru). Pfitom by se méla vyrazné zménit barva
z prahledné na tmaveé purpurovou. Nasledné nechte inkubovat pfi
teploté 65 + 2°C po dobu 45 + 5 minut. Pfi pouziti vzork(
PreservCyt Solution, tyto hybridy se mohou nachazet na vnitfnich
sténach zkumavky. Aby se zabranilo moznému pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunééného materialu, Spicka pipety se nesmi
dotknout stén zkumavky béhem pfenosu denaturovaného vzorku
do jamky mikrodesti¢ky pouzité pro hybridizaci sondy CT/GC.
Podrobnosti o postupu naleznete v navodu k pfipravé k soupravé
digene HC2 Sample Conversion Kit.

Nevhodné podminky pro promyvani.

Dikladné (Sestkrat) promyjte mikrojamky promyvacim pufrem,
pokazdé naplrite mikrojamky do pfete€eni nebo pouzijte
automatickou promyvacku desti¢ek a pfislusny protokol pro
automatickou promyvacku desticek .

U negativniho
kalibratoru
zaznamenany
zvySené hodnoty
RLU (>150 RLU).
Zbytek stanoveni
probiha oéekavanym
zpuisobem.

Inkubace detekéniho €inidla 2 byla
provedena pfi teploté vy$si nez
20-25°C.

Test je neplatny, protoZe u kalibratori byly zaznamenany vysoké
negativni hodnoty. Provedte test znovu a zajistéte, aby inkubace
béhem imobilizaéni a detekéni faze byla provedena pfi teploté
20-25°C.

Inkubace detekéniho &inidla 2 trvala
déle nez 30 minut.

Po 15 minutach inkubace pfi 20 - 25 °C (nejpozdéji po 30
minutach inkubace) prectéte udaj pro desticku.

Detekeni €inidlo 2 nebo promyvaci
pufr byly kontaminovany alkalickou
fosfatazou nebo detekénim
¢inidlem 1.

Dalsi informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti Chyby a
jejich odstranéni.
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TESTOVANI NA KONTAMINACI

Zvysena
hodnota €inidla

Postup terstovani na kontaminaci

Interpretace vysledku

Poznamka: Aby se zamezilo kontaminaci, postupujte opatrné pfi pipetovani detekéniho €inidla 2. Pouzit rukavice a zamezit
dotyku Spicky pipety s pracovni plochou.

Detekéni ¢inidlo
2

o Napipetovat 75 pl alikvotni, zbyvajici ¢ast nebo z
originalni ampulky detekéniho €inidla 2 do prazdné
jamky v imobiliza¢ni mikrodesticce.

e Inkubovat 20 - 25 °C po dobu 15 minut. Nevystavovat
primému svétlu.

e Odecist vysledky jamky mikrodesticky pomoci
luminometru.

Poznamka: Optimalni hodnoceni ucinnosti je dosazeno
testovanim detek&niho ¢inidla 2 na 3 replikacich.

Kontrola detekéniho €inidla 2 musi byt
<50 RLU.

Jestlize jsou hodnoty detekéniho
Ginidla 2 < 50 RLU, Ize detekéni
¢inidlo 2 pouzit k opakovani testu.
Pokud je kontaminovano (>50 RLU),
pouzit novou soupravu a zopakovat
test.

Promyvaci
pfistroj nebo
zdroj vody

o Napipetovat 75 pl detekeniho €inidla 2 do 4 zvlastnich
jamek v imobilizacni mikrodesti¢ce.

e Jamky oznacit 1 - 4.

e Jamka 1 slouZzi jako kontrola detekéniho Cinidla 2.

e Napipetovat 10 pl promyvaciho pufru z promyvaci
lahve do jamky 2.

e Pockat, az se promyvaci pufr dostane do promyvacich
hadic.

e Napipetovat 10 pl promyvaciho pufru z hadic do jamky
3.

e Dil pouzité vody pouzit k pfipravé promyvaciho pufru.
Napipetovat 10 pl této vody do jamky 4.

e Inkubovat pfi 20 - 25 °C po dobu 15 minut.
Nevystavovat pfimému svétlu.

e Odecist vysledky jamek mikrodesti¢ky pomoci
luminometru.

Kontrola detekéniho €inidla 2 (jamka 1)
musi byt < 50 RLU.

Porovnat hodnoty RLU z jamek 2, 3 a
4 s hodnotou RLU kontroly detekéniho
¢inidla 2 (jamka 1). Jednotlivé hodnoty
RLU jamek 2, 3 a 4 nesmi prekrocit 50
RLU hodnoty RLU kontroly detekéniho
¢inidla 2 (jamka 1).

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly
detekéniho Cinidla 2 zamenaji
kontaminaci. Pokyny k vycisténi a
udrzbé promyvaciho pristroje
naleznete v ¢asti Pfiprava Cinidel a
jejich uskladnéni.

Automaticka
promyvacka
desticek

o Napipetovat 75 pl detekéniho €inidla 2 do 5 zvlastnich
jamek v imobilizaéni mikrodesti¢ce.

e Jamky oznadit 1 - 5.

e Jamka 1 slouzi jako kontrola detekéniho ¢inidla 2.

e Napipetovat 10 pl promyvaciho pufru z Iahve
promyvacky oznacené jako Promyvani (Wash) do
jamky 2.

e Napipetovat 10 pl tekutiny na vyplachovani z lahve
promyvacky oznacené jako Vyplachovani (Rinse) do
jamky 3.

e Stisknout tlacitko ,Prime* na klavesnici promyvacky
desticek, tim promyvaci pufr protece fadky.

e Napipetovat 10 ul proteklého promyvaciho pufru do
jamky 4.

e Stisknout tlacitko ,Rinse” na klavesnici promyvacky
destic¢ek, tim se vyplachovaci roztok dostane do Fadku.

e Napipetovat 10 ul proteklého promyvaciho pufru do
jamky 5.

e  Zakryt a inkubovat po dobu 15 minut pfi 20 - 25 °C.
Nevystavovat pfimému svétlu.

e Odedist vysledky jamek mikrodesti¢ky pomoci
luminometru.

Kontrola detekéniho ¢inidla 2 (jamka 1)
musi byt < 50 RLU.

Porovnat hodnoty RLU z jamek 2, 3, 4
a 5 s hodnotou RLU kontroly
detekéniho Cinidla 2 (jamka 1).
Jednotlivé hodnoty RLU jamek 2, 3, 4
a 5 nesmi prekrocit 50 RLU hodnoty
RLU kontroly detekéniho &inidla 2
(jamka 1).

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly
detekéniho Cinidla 2 zamenaji
kontaminaci promyvacky desticek.
Viz Postup dekontaminace navodu k
pouziti automativké promyvacky
desti¢ek Automated Plate Washer.
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QIAGEN KONTAKTNi INFORMACE

Kontaktni Udaje na svého mistniho zastupce firmy QIAGEN pro tento vyrobek najdete na pfilozeném listu
s kontaktnimi informacemi.

Uznani ochrannych znamek:

QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type
Culture Collection); CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Corning® (Corning
Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG);
Kimtowels® (Kimberly-Clark Corporation); Parafiim® (BEMIS Company, Inc.); pPGEM® (Promega
Corp); PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); Sarstedt®: SARSTEDT AG & Co.;

VWR® (VWR International, Inc.).
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SOUHRN TESTU DNA digene HC2 CT-ID

Dulezité: Predtim, nez toto shrnuti pouZijete, je dilezZité, abyste se podrobné seznamili s celym postupem.

POSTUP
Denaturace Metoda manualniho vortexovani Vortexovani pomoci zafizeni pro vice zkumavek (Multi-Specimen
(pro vzorky Tube Vortexer 2)
roztoku Rozvrhnéte usporadani destigky.
PreservCyt viz . AT Rozvrhnéte usporadani desticky.
Postup pfipravy OznaCte hybridizacni mikrozkumavky. Oznacte hybridizagni desticku.
vzorkd roztoku Pripravte denaturacni inidlo. Pipravte denatura&ni &inidlo.
PreservCyt) J
NaplpetUJ_te denaturaéni Cinidlo (v mnc_)zstVl,lkte’re czdpowda Polovme Napipetujte denaturaéni €inidlo (v mnozstvi, které odpovida poloviné
objemu vzorku) do kontrol kvality, kalibratort a vzorku. . : S o
X . Ny ) -~ ’ objemu vzorku) do kontrol kvality, kalibratorti a vzorkd.
Kazdou kontrolu kvality, kalibrator a vzorek jednotlivé vortexujte, a to po !
dobu 5 vtefin pfi vysoké rychlosti, a zkumavky nasledné otocte dnem Zkontroluite. Sech K ky zbanvily do fial
vzhuru (podrobnéjsi informace viz tento navod k pouZziti). ontrolujte, ze se vsechny zkumavky zbarvily do fialova.
Zkontrolujte, Ze se vSechny zkumavky zbarvily do fialova. Zaknyjte stojaE folif a vikem.
Nechte inkubovat pfi teploté 65 + 2 °C po dobu 45 + 5 minut. Vortexujte pfi maximaini rychlosti po dobu 10 vtefin.
| ) " . . .
Pripravte smés CT sondy . Nechte inkubovat pfi teploté 65 + 2 °C po dobu 45 + 5 minut.
l Pripravte smés CT sondy .
1 \
Hybridizace
Metoda inkubatoru mikrodesticek |
Denaturované vzorky dikladné promichejte a odpipetujte vzdy 75 pl vzorku, kalibratoru a kontroly kvality nebo vzorku do pfislusnych jamek na
mikrodesticce.
Nechte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 10 minut.
\
Napipetujte 25 pl smésné sondy CT do jamek na mikrodesti¢ce.
Zakryjte mikrodesti¢ku vikem a tfepejte na rotacni tfepacce | pfi rychlosti 1100 £100 ot/min po dobu 3 +2 minut.
Zkontrolujte, zda se vsechny jamky zbarvily do Zluta. (Vzorky roztoku PreservCyt se zbarvi do rizova).
Nechte inkubovat pfi teploté 65 + 2 °C po dobu 60 + 5 minut..
{
Pfipravte imobilizaéni mikrodesticku.
)
Imobilizace Obsah z jednotlivych jamek hybridizaéni desti¢ky pfeneste pomoci 8mi kanalové pipety do pfislusné jamky imobilizacni mikrodesticky.
hybridu
Zakryjte vikem desticky nebo folii.
Protfepejte pfi rychlosti 1100 £100 ot/min, pfi teploté 20-25 °C po dobu 60 + 5 minut. Pfipravte promyvaci pufr.
{
Imobilizaéni mikrodesticku slijte a blotujte (podrobné;jsi informace viz tento navod k pouziti).
{
Detekce Do kazdé jamky imobilizaéni mikrodesti¢ky napipetujte 75 pl detekéniho €inidla 1.
hybridu Imobilizaéni mikrodestiCku zakryjte pfislusnym vikem, folii Parafilm nebo jinou félii se srovnatelnymi vlastnostmi.
Nechte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 30 - 45 minut. Promyjte desticku za pouziti pfislu§né metody.
Promyvani Manualni promyvani Promyvani pomoci automatické promyvacky desti¢ek
Provedte dekantaci a blotujte imobilizaéni mikrodesti¢ku (podrobné;si Umistéte desticku na promyvacku a stisknutim tlacitka
informace viz Navod pfiloZeny k souprave). ,START/STOP” ji uvedte do chodu.
‘L . Pejdéte na dalsi krok
Sestkrat promyjte. 1
v y
Blotujte pomoci papirovych ubrousku bez viaken. !
{
{
{
Zesileni Do kazdé jamky imobiliza¢ni mikrodesti¢ky napipetujte 75 pl detekéniho €inidla 2.
signalu Zakryjte desticku vikem. Nechte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 15-30 minut.
\
Odecteni Na luminometru schvaleném spolesnosti QIAGEN odectéte vysledky pro imobilizaéni desticku.
hodnot
Potvrdte platnost analyzy a provedte interpretaci vysledku pro vzorky.
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