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KliCové zmény vuci pfedchozi revizi navodu k pouziti

Pfidan postup pfipravy vzorku z klinickych vzorka SurePath z post-gradientnich bunéénych
pelet pomoci sady QIAsymphony® DSP HPV Media doplnény o pfislusna data hodnoceni

ucinnosti.

Aktualizovano v souladu s globalnim harmonizovanym systémem klasifikace a oznacovani
chemickych latek a smési (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals, GHS).
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Zamyslené pouziti
Pro pouziti v diagnostice in vitro (IVD).

Test digene HC2 High-Risk HPV DNA vyuzivajici technologii Hybrid Capture® 2 (HC2) je
hybridizaéni analyza nukleové kyseliny s amplifikaci signalu pouzivajici chemiluminiscence
mikrodesti¢ky ke kvalitativni detekci 13 vysoce rizikovych typd DNA lidského papillomaviru HPV
v cervikalnich a vaginalnich vzorcich.

Cervikalni a vaginalni vzorky, které lze zkouSet testem digene HC2 High-Risk HPV DNA,

obsahuji nasleduijici:

® Cervikalni vzorky odebirané Iékafem pomoci odbérové sady digene HC2 DNA
® Vaginalni vzorky odebirané pacientkou pomoci odbérové sady digene HC2 DNA

e Bioptické vzorky uloZené v transportnim médiu digene Specimen Transport Medium (STM)

(Médium pro pfepravu vzork()

® Vzorky se odeberou kartackovym zafizenim pro odbér vzorkd nebo zafizenim pro odbér
vzork( kombinujicim kartacek a Spachtli a pak se umisti do roztoku PreservCyt Solution
nebo kapaliny SurePath Preservative Fluid

Pouziti tohoto testu je indikovano:

e K detekci vysoce rizikovych HPV typud 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, a 68, u
nichz se prokazalo, zZe jsou primarnim kauzalnim faktorem pfi vzniku nadorového

onemocnéni cervixu.

® Jako vychozi v§eobecny screeningovy test populace pro pouziti se stérem z délozniho Cipku
nebo bez néj s cilem identifikovat Zeny se zvySenym rizikem vzniku nadorového
onemocnéni délozniho Cipku nebo pfitomnosti vysoce rizikového onemocnéni délozniho
Cipku. Diagn6za HPV ma rostouci indikativni schopnost ohledné& onemocnéni délozniho
Cipku s rostoucim vékem.

e Jako kontrolni test u pacientek po abnormalnich vysledcich stéru z déloZniho Cipku nebo po
onemocnéni délozniho Cipku pro rozhodnuti o nutnosti doporucit pacientku ke kolposkopii
nebo na jiné kontrolni vykony.

® Jako kontrolni test u pacientek s vysledky stéru z délozniho Cipku ukazujicimi na skvamoézni
intraepitelovou 1ézi nizkého stupné (Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion - LSIL)
nebo skvamézni intraepitelovou 1ézi vysokého stupné (High-Grade Squamous Intraepithelial
Lesion - HSIL) pfed kolposkopii. U téchto pacientek vysledek testu digene HC2 High-Risk
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HPV DNA pom(ze lékafi s |éEbou pacientky tim, Ze usnadni hodnoceni rizika u Zen, pfi
rozhodovani o absenci onemocnéni vysokého stupné.

Souhrn a vysveétleni

Pritomnost uréitych typa HPV v Zenskych pohlavnich organech je spojena s fadou onemocnéni,
napfiklad kondylom, Bowenoidni papuléza, cervikdlni, vaginalni a vulvarni intraepitelialni
neoplazie a karcinom (1-3). VSeobecné se ma za to, Ze tyto viry se prenasi pfevazné pohlavni
cestou a ze vysoce rizikové HPV typy jsou hlavnim uznavanym rizikovy faktorem pro vznik

nadorového onemocnéni délozniho Eipku (4-8).

V soucasnosti nelze HPV kultivovat in vitro a ke stanoveni cervikalni infekce HPV jsou
imunologické testy inadekvatni. Nepfimy dukaz o anogenitalni HPV infekci Ize ziskat fyzikalnim
vySetfenim a pfitomnosti charakteristickych bunécnych zmén spojovanych s virovou replikaci ve
vzorcich stéru z délozniho Cipku nebo biopsie. Alternativné Ize biopsie analyzovat hybridizaci

nukleové kyseliny pro pfimou detekci pfitomnosti DNA HPV.

Historicky se typy HPV 16 a 18 povaZzuji za vysoce rizikové typy spojované s karcinomem (8-
10). U typt HPV 31, 33 a 35 byla prokdzana bezprostfedni spojitost s nadorovym
onemocnénim (2, 11-14). Tato bezprostfedni spojitost je zplisobena tim, Ze se uvedené typy
Castéji detekuji ve skvamoznich intraepitelialnich lézich vysokého stupné nez u nadord. Proto je
indukce nadorli zplUsobena pfitomnosti téchto typll méné pravdépodobna nez za pfitomnosti
vysoce rizikovych typti DNA HPV (15). Téchto 5 typu HPV spole¢né predstavuje pfiblizné 73 %
infekci HPV (16, 17). Dalsi typy HPV, vcetné 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68, byly identifikovany
jako hlavni typy HPV, jez bylo mozné detekovat ve zbyvajicich lézich (17-27). Tyto typy HPV
Ize rovnéz na zakladé jejich relativni distribuce v rGznych histopatologickych diagnostickych
kategoriich charakterizovat jako stfedné az vysoce rizikove skupiny (16, 17, 24-28).

Bylo prokazano, ze DNA HPV je pfitomna u pfiblizné 10 % Zen s normalnim cervikalnim
epitelem, ale skute¢na prevalence ve specifickych skupinach zen je silné ovlivnéna vékem a
jinymi demografickymi proménnymi (2, 10, 16, 29). Prospektivni studie prokazaly, Ze u 15-28 %
Zen, které byly pozitivné testovany na DNA HPV, se rozvinuly skvamozni intraepitelialni 1éze
(SIL) do 2 let v porovnani s pouze 1-3 % Zen, u nichZ byly testy na DNA HPV negativni (30,
31). Zvlasté bylo vétsi riziko progrese u typl HPV 16 a 18 (pfiblizné 40 %) nez u jinych typud
HPV (30).
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Informace o patogenu

Lidské papilomaviry je skladaji z ikosahedralni virové Castice (virion) obsahujicich molekulu
dvouvlaknové, cirkularni DNA, s 8.000 zakladnimi pary, obklopené proteinovou kapsidou. Po
infekci epitelidlnich bunék se virovd DNA vytvofi v celé tlouStce epitelu, ale intaktni viriony se
nachazi pouze v hornich vrstvach tkané. Proto Ize virovou DNA nalézt bud ve virionech nebo
jako epizomalni ¢i integrované HPV sekvence v zavislosti na typu a stupni léze.

Princip metody

Test digene HC2 High-Risk HPV DNA, vyuzivajici technologii HC2, je analyza hybridizace
nukleové kyseliny pomoci amplifikace signalu, kterd vyuziva detekci chemiluminiscence
mikrodesti¢ky. Vzorky obsahujici cilovou DNA hybridizuji se specifickou sondou RNA HPV.
Vysledné hybridy RNA-DNA se imobilizuji na povrchu jamky mikrodesti¢ky pokryté protilatkami
specifickymi pro hybridy RNA-DNA. Imobilizované hybridy poté reaguji s protilatkami
konjugovanymi s alkalickou fosfatazou, specifickymi pro hybridy RNA-DNA, a detekovanymi
chemiluminiscenénim substratem. Na kazdou protilatku se konjuguji nékteré molekuly alkalické
fosfatdzy. Vice konjugovanych protilatek navazanych na kazdy zachyceny hybrid zpusobuje
znac¢nou amplifikaci signalu. Pfi $tépeni substratu vazanou alkalickou fosfatazou se emituje
svétlo, které méfi pfistroj digene Microplate Luminometer (DML) jako relativni svételné jednotky

(RLU). Intenzita emitovaného svétla odpovida pfitomnosti nebo absenci cilové DNA ve vzorku.

Naméfena hodnota RLU rovna nebo vétSi nez hraniéni hodnota analyzy (CO) indikuje
pfitomnost vysoce rizikovych sekvenci DNA HPV ve vzorku. Naméfena hodnota RLU menSi
nez CO analyzy indikuje absenci testovanych specifickych, vysoce rizikovych sekvenci DNA
HPV nebo hladiny HPV DNA pod mezi detekce testu.
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PFiprava vzorka pomoci QlIAsymphony SP

Automatickou pfipravu vzorku u vzorkl PreservCyt Ize provadét pomoci QIAsymphony SP se
sadou QIAsymphony DSP HPV Media a sadou QIAsymphony DSP AXpH DNA.

Pfiprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media

Sada QIAsymphony DSP HPV Media poskytuje extrakty vzorkli na mikrodesce hybridizace,
ktera je pfipravena pro automatické testovani pomoci systému Rapid Capture® (RCS) testem
digene HC2 High-Risk HPV DNA. QIAsymphony SP provadi v§echny kroky postupu pfi pfipravé
vzorku az pro 88 vzorkl v $arzich po 24 v jediném béhu.

QIAsymphony SP zpracovava 88 vzorkl PreservCyt ve 2 hodinach a 15 minutach bez zasahu
uzivatele pozadovaného v pfipadé, kdy je pfistroj zaplnén vzorky.

QIAsymphony SP zpracovava 88 vzorkl SurePath ve 1 hodindch a 45 minutach bez zasahu
uzivatele pozadovaného v pfipadé, kdy je pFistroj zaplnén vzorky. Po pfipravé vzorku pomoci
QIAsymphony SP bezprostfedné nasleduje 90 minut inkubace extrakttdl vzorku v hybridiza¢ni
mikrodesti€ce na topeni mikrodesticky. Béhem inkubace extraktu vzorku se kalibratory a
kontroly kvality denaturuji oddélené ve vodni lazni a po dokongeni inkubace se ru¢né pipetuji do
prvni kolonky hybridizaéni mikrodesticky. Pfiprava vzorku z klinickych vzorkd SurePath
s vyuzitim pfistroje QlAsymphony SP a sady QIAsymphony DSP HPV Media mUzZe probéhnout

pred zpracovanim cytologickych vzorkl, nebo az po dokoné&eni tohoto procesu.

Dulezité upozornéni: Extrakty vzork( vyprodukované diky pfipravé vzorku u vzork(l PreservCyt
a SurePath pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media mohou byt testovany pouze s vyuzitim

RCS. Ru¢ni provadéni testu s extrakty vzorkdi neni validovano.

PFi provadéni automatizované pfipravy vzorku pomoci QlAsymphony odkazujeme na pfislusné
prirucky uzivatele QlAsymphony a Navod k pouziti (pfirucka) k sadé QlAsymphony DSP HPV
Media (QlAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) navic k témto
pokynum pro pouZiti pro nezbytné proceduralni a popisné informace.

Pfiprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH DNA

Sada QIAsymphony DSP AXpH DNA pfinasi eluaty DNA na hybridizaéni mikrodesti¢ku, ktera je
jiz pfipravena pro ruéni nebo RCS-automatické testovani testem digene HC2 High-Risk HPV
DNA. QIAsymphony SP provadi v§echny kroky postupu pfi pfipravé vzorku az pro 88 vzorkd v
Sarzich po 24 v jediném béhu. QIAsymphony SP zpracovava 88 vzorki ve 4 hodindch a
30 minutach bez zasahu uzivatele poZzadovaného v pfipadé, kdy je pfistroj zaplnén vzorky.
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PFi provadéni automatizované pfipravy vzorku pomoci QIAsymphony odkazujeme na pfisludné
priru¢ky uzivatele QIAsymphony a Pfirucky k soupravé QIAsymphony DSP AXpH DNA
(QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook) navic k t¢mto pokynim pro pouziti pro nezbytné
procedurdlni a popisné informace.

Testovani systémem Rapid Capture

Testovani s vysokoobjemovou propustnosti vzork( testem digene HC2 High-Risk HPV DNA Ize
provadét pomoci RCS. 4deskova sada (katalogové C&islo 618111) mize byt pouzita pouze s

RCS a nemUze byt pouzit pro ruéni testovani.

RCS je automaticky systém pro pipetovani a fedéni k vSeobecnému pouZiti, ktery lze pouzit s
testem digene HC2 High-Risk HPV DNA pro testovani s vysokoobjemovou propustnosti vzorka.
Tento systém zpracovava az 352 vzorkl za 8 hodin véetné 3,5hodinové lhaty b&éhem niz neni

vyZadovana intervence uzivatele; béhem 13 hodin Ize vyprodukovat az 704 vysledk( vzorkd.

PFiprava vzorku se provadi nezavisle na RCS pfed umisténim na platformu RCS. Navic se
provadi detekce chemiluminiscenéniho signalu a vykazovani vysledki pomoci offline DML
pfistroje spole€ného jako pro ru¢ni, tak RCS automatické testovani.

Kazdy z krok( testu digene HC2 High-Risk HPV DNA se provadi v pfesné sekvenci jako pfi
ruénim testovani. RCS umozniuje rozclenéné zpracovani az na 4 mikrodestiCky, kdy kazda
mikrodesti¢ka obsahuje vzorky a poZzadované kalibratory a kontroly kvality testu.

PFi provadéni automatického RCS testovani viz Pfiruc¢ka uzivatele systému Rapid Capture
(Rapid Capture System User Manual) a PfiruCka uzivatele systému Rapid Capture —
Provadéni testd digene HC2 DNA pomoci zpracovanych vzorkd QIlAsymphony SP (Rapid
Capture System User Manual and Rapid Capture System User Manual — Performing digene
HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples) navic k témto navodim k pouziti
pro nezbytné proceduralni a popisné informace.
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Dodavané materialy

ldeskovéa sada

ldeskova sada testu digene HC2 High-Risk HPV DNA (katalogové ¢&islo 5197-1330) obsahuje
96 testu.

PFi provadéni ru¢niho testovani pomoci sady 1 desky je nejmensi poCet doporuc¢enych testl pro
kazdé pouziti 24. Jestlize se pozaduje méné nez 24 testli na jedno pouziti, celkovy pocet testl
na sadu je mozné snizit diky omezenym objem(m reagencii. PoCet vysledk( pacientll se bude

ménit v zavislosti na poltu pouZziti na sadu, jak je dale uvedeno:

Pocet pouziti Pocet vysledkil pacientt
1 88
2 80
3 72
4 64

Pfi provadéni automatického RCS testovani se sadou 1 desky pouziti plné sady pozaduje
testovani celé mikrodesticky (88 vzorku) na jeden chod RCS. Testovani diléi mikrodesticky je
prijatelné, ovSem cela sada se pouziva diky prazdnému objemu pozZzadovanému pro provoz

pfistroje.
4deskova sada

4deskové sada testu digene HC2 High-Risk HPV DNA (katalogové ¢&islo 618111) obsahuje
384 testa.

4deskovou sadu Ize pouzit pouze pro automatické testovani se systémem RCS. Chcete-li u
4deskové sady provést 384 test(, je nutné ji pouzit v 1 nebo 2 bézich RCS. Jestlize pozadujete
vice nez 2 béhy, celkovy pocet testl na sadu muze byt niz§i v disledku omezeného objemu

reagencii.
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Obsah sady

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
Catalog number

Katalogové ¢.

5197-1330
96

618111
384

Indicator Dye (Barva indikatoru)

Obsahuje 0,05 % (objemovych) azidu sodného
Denaturation Reagent* (denaturacni reagencie)
Narfedény roztok hydroxidu sodného (NaOH)
Probe Diluent* (rozpoustédlo sondy)

Pufrovany roztok 0,05 % (objemovych) azidu
sodného

High-Risk HPV Probe (sonda pro vysoce rizikovy
HPV)

Sonda HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 a 68 RNA v pufrovaném roztoku (Cerveny
uzaver)

Low-Risk HPV Quality Control (kontrola kvality pro
nizko rizikovy HPV)

5 pg/ml (500.000 kopii/ml) klonované HPV 6 DNA
a nosi¢ové DNA v STM s 0,05 % (objemovych)
azidu sodného.

High-Risk HPV Quality Control (kontrola kvality pro
vysoce rizikovy HPV)

5 pg/ml (500.000 kopii/ml) klonované HPV 16 DNA
a nosi¢ové DNA v STM s 0,05 % (objemovych)
azidu sodného.

Negative Calibrator (Negativni kalibrator)
Nosi¢ova DNA v STM s 0,05 % (objemovych)
azidu sodného

High-Risk HPV Calibrator (kalibrator pro vysoce
rizikovy HPV)

1 pg/ml klonované HPV 16 DNA a nosic¢ové DNA v
STM s 0,05 % (objemovych) azidu sodného
Capture Microplate (zachytova mikrodeska)
Pokryta kozimi polyklonalnimi hybridnimi
protilatkami anti-RNA-DNA

Detection Reagent 1 (Detekéni reagencie)
Alkalické fosfataza—konjugované protilatky proti
hybriddm RNA-DNA v pufrovaném roztoku s 0,05
% (objemovych) azidu sodného

Detection Reagent 2 (Detekéni reagencie)
CDP-Star® s Emerald Il (chemiluminiscenéni
substrat)

0.35ml

50 ml

5ml

200 pl

1ml

1ml

2ml

1ml

12 ml

12 ml

2.0ml

2 x 100 ml

20 ml

3 x 200 pl

1ml

1ml

2ml

2ml

40 ml

40 ml
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digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

Catalog number 5197-1330 618111
Katalogové ¢. 96 384
Wash Buffer Concentrate* (koncentrat 100 ml 2x 100 ml

promyvaciho pufru)
Obsahuje 1,5% (objemovych) azidu sodného

*Viz ,Varovani a bezpec€nostni opatfeni,” strana 21, kde jsou informace o bezpecnosti.
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Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Dulezité upozornéni: Ujistéte se, Ze pfistroje pouzivané pfi této procedure prosly kontrolou a

kalibraci podle doporuceni vyrobce.
Diagnostické zafizeni a materialy in vitro

Spole¢nost QIAGEN nabizi pouze zafizeni a materidly validované testem digene HC2 High-
Risk HPV DNA.

e Systém digene Hybrid Capture 2 (,systém digene HC2“), se sklada z luminometru
schvaleného QIAGEN (,pfistroj DML®), osobniho pocitate schvaleného QIAGEN a
pocitacovych perifernich zafizeni (monitor, klavesnice, mys, tiskdrna a kabel k tiskarné),
softwaru systému digene HC2 System Software (,software digene pro kvalitativni analyzu®),
protokoll analyzy systému digene HC2 System Assay Protocols for HPV, softwaru
LumiCheck Plate a pfirucky uzivatele pro software systému digene HC2 System User
Manual

® Hybrid Capture System Rotary Shaker |

e Hybrid Capture System Microplate Heater |

e Hybrid Capture System Automated Plate Washer

® Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 (voIiteIné)*
e Konverzni stojan a viko (volitelné)’

e Konverzni stojan a viko digene (volitelné)’

® Pipeta a stojan EXPAND-4 (volitelné)”

e Davkovac zafizeni pro utésnéni zkumavek a fezaci zafizeni (volitelné, pouziva se s
trepackou MST Vortexer 2)

e System Rapid Capture (pozadovany pro pouZiti s 4deskovou sadou, volitelny pro 1deskovou
sadu).

® Myci pfistroj

® Hybridizaéni mikrodesky

e Vika mikrodesky

® Prouzky s jamkami mikrodesticky RCS*
* Jsou nutné k provedeni automatického testovani RCS.

T Vlastni poloZzka pouZzita k pfenosu vzorkd STM na hybridizaéni mikrodesticku. Lze pouzit jiné vlastni, rozsifitelné,
multikanalové pipety, pokud pfi vysunuti Ize dosahnout roztece hrotd 3,2 cm.

Ndvod k pouziti testu digene® HC2 High-Risk HPV DNA 08/2015



e Zlabky reagencii RCS*

e Vika Zlabkl reagencii RCS*

® Jednorazové hroty RCS*

® Narazové krytky RCS*

e Pufr N2'

e Pufr D2

e Modra promyvaci lodicka RCS*

e Velmi dlouhé hroty pipet

® Zkumavky na odbér vzork(

e Stojan zkumavek na odbér vzorkl
e Sroubovaci krytky zkumavek na odbé&r vzorkii
e Nadoby na jednorazové reagencie
e Tésnici folie zkumavek DuraSeal™
® Hybridiza¢ni mikrozkumavky§

® Stojanna mikrozkumavky§

e Tésnéni desek®
BézZné vybaveni a materialy pro pouziti v laboratofi

e Vodni lazen 65 + 2°C o dostatecné velikosti, ktera pojme stojan na zkumavky (21 cm Siroky
x 32 cm hluboky x 18 cm vysoky)

® Mikrocentrifuga

® Trepacka s upevnénim misky

e Jednokanalova pipeta: proménlivé nastaveni pro objemy 20—200 pl a 200-1.000 pl
® Opakovaci pipeta s pozitivnim vytlakem, napfiklad Eppendorf® Repeater®

e 8kanalova pipeta: proménliva nastaveni pro objemy 25-200 pl

e Casovy spinad

® Roztok chlornanu sodného, 0,5 % objemovych

e Parafilm® nebo ekvivalent

® Pipetové hroty s aerosolovou bariérou pro jednorazové pouziti pro jednokanalovou pipetu
(20-200 pl a 200-1.000 pl)

* Jsou nutné k provedeni automatického testovani RCS.

T Pozaduje se k testovani vzorkd pfipravenych pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA.

¥ PoZzaduje se k automatickému testovani vzork(t RCS pfipravenych pomoci sady QlIAsymphony DSP HPV Media.
§ Pozadovano k provadéni hybridizace pomoci mikrozkumavek a vodni lazné.
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Hroty k jednordzovému pouZiti pro opakovaci pipetu s pozitivnim vytlakem (12,5, 5, 2,5, a
1,25 ml)

Jednorazové hroty pro 8kanalovou pipetu (25-200 pl)

Tampény Kimtowels® nebo odpovidajici papirové ruéniky, které neuvolfuji viakno

Kryt laboratorniho stolu k jednorazovému pouziti

Rukavice na jednorazové pouziti bez prasku

5 ml a/nebo 15 ml polypropylénové zkumavky s nasazovacim uzavérem a kulatym dnem
Stojan na zkumavky, ktery pojme 10ml nebo 15ml zkumavky

50 ml polypropylénové kénické zkumavky

DalSi vybaveni a materialy pro pfipravu vzorku PreservCyt

EE Viz téz Navod k pouziti (pfirucka) sady QIAsymphony DSP HPV Media (QIAsymphony DSP
HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) pro automatickou pfipravu vzorku pomoci sady
médii QIAsymphony DSP HPV

[Ti] viz tez Prirugka sady QIAsymphony DSP AXpH DNA (QIAsymphony DSP AxpH DNA Kit
Handbook) pro automatickou pfipravu vzorku pomoci sady médii QIAsymphony DSP AXpH
DNA..

[Ti] viz navod k pouziti sady digene HC2 Sample Conversion pro ruéni pfipravu vzorku

DalSi vybaveni a materialy pro pfipravu vzorku SurePath

I"Ti] viz té2 Navod k pouziti (pfirucka) sady médii QlIAsymphony DSP HPV (QlAsymphony DSP
HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) pro automatickou pfipravu vzorku pomoci sady
médii QIAsymphony DSP HPV.

Ruéni pfipravy vzorkd SurePath vyZaduje nasledujici vybaveni a materialy:

Vykyvna kore¢kova odstfedivka, ktera mdze dosahnout 800 + 15 x g a pojme 15ml kénické
polypropylénové odstfedovaci zkumavky

Zkumavky digene HC2 Sample Conversion* nebo 15ml polypropylénové zkumavky VWR®
nebo Corning®

Dulezité upozornéni: Zkumavky pro konverzi vzork( digene HC2, které spolecnost
QIAGEN nabizi, se musi pouzivat s trepackou MST Vortexer 2 nebo systémem RCS.

7ml pfenosoveé pipety se standardnim hrotem nebo ekvivalent

digene Specimen Transport Medium
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostické pouziti in vitro.
Pred pouzitim testu si peclivé prectéte vSechny pokyny.
Varovani

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na jedno pouZziti a
ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich bezpeénostnich listech (BL).
Bezpecnostni listy jsou k dispozici online v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach

www.giagen.com/safety, kde miizete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kazdou sadu QIAGEN

a pro kazdou komponentu téchto sad.

Vzorky

UPOZORNENI

A Nebezpedi spojené s infek&nimi latkami

Vzorky mohou obsahovat infekéni latky a je zapotfebi s nimi podle toho

nakladat. VSechny vzorky povazujte za potencialné infekéni.

Zadna znama zkudebni metoda nemiiZze nabidnout tplnou jistotu, Ze vzorky nebudou prenaset
infekci. DoporuCujeme, aby se s humannimi vzorky zachazelo v souladu s vhodnymi narodnimi
a mistnimi postupy pro biologickou bezpecnost. Tyto postupy pro biologickou bezpecnost
pouzivejte s materialy, které obsahuji infekéni latky nebo u nichz je na to podezieni.

Tato bezpec&nostni opatieni zahrnuji zejména nasleduijici:

® Nepipetujte Usty.
® V mistech, kde se pracuje s reagenciemi nebo vzorky nekufte, nejezte ani nepijte.

® Prinakladani s reagenciemi nebo vzorky pouzivejte jednorazové rukavice neobsahujici
praSek. Po provedeni testu si dikladné omyjte ruce.

o Vycistéte a dezinfikujte veskeré uniky vzorka pomoci tuberkulocidniho dezinfekéniho Cinidla,
jako je na pfiklad 0,5 % (objemovych) chlornan sodny nebo jiné vhodné dezinfekéni €inidlo
(32).
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® Dekontaminujte nebo zlikvidujte vSechny vzorky, reagencie nebo jiné potencialné
kontaminované materialy v souladu s narodnimi nebo mistnimi pfedpisy.

Po denaturaci a inkubaci se vzorky jiz dale za infekéni nepovazuji (34); nicméné laboratorni

personal musi i nadale dodrzovat narodni a mistni bezpeénostni opatfeni.

Azid sodny

Nékteré reagencie obsahuji azid sodny. Uvadi se, Ze azid sodny reaguje v laboratornich
odpadnich rozvodech za vzniku azidu olova ¢ médi. Tyto azidy mohou pfi Uderu, napf.
kladivem, explodovat. Aby se zabranilo vzniku azidu olova & médi, po likvidaci roztoku
obsahujicich azid sodny dukladné odpadni potrubi proplachnéte vodou. Pfi odstrafiovani
kontaminace ze starych odpadnich potrubi pfi podezfeni na nahromadéni azidu doporucuje
U.S. Occupational Safety and Health Administration (Ufad pro ochranu zdravi a bezpe&nost
prace USA) nasledujici postup:

1. Vypustte kapalinu z lapate gumovou nebo plastovou hadici.
2. Naplite roztokem 10% (objemovych) hydroxidu sodného.
3. Nechte ustéat 16 hodin.

4. DOkladné proplachnéte vodou.

Pufr N2

UPOZORNENI  Nebezpedéi vzniku vysoce reaktivnich slouéenin

Nepfidavejte bélici ani kyselé roztoky pfimo do roztoku ¢&i odpadu
obsahujiciho pufr N2.

Pufr N2 obsahuje guanidin hydrochlorid, ktery muze vytvaret vysoce reaktivni slouceniny pfi
smiSeni s bélicim Cinidlem.

V pfipadé rozliti tekutin obsahujicich tyto pufry vycistéte kontaminované misto vhodnym
laboratornim detergentem a vodou. Pokud rozlita tekutina obsahuje potencialné infekéni latky,
vyCistéte zasaZenou oblast nejprve laboratornim detergentem a vodou a poté 1% (obj.)
roztokem chlornanu sodného.
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Automatické testovani RCS

Dal$i varovani a bezpecnostni opatfeni konkrétné se tykajici pouzivani tohoto systému pro
testovani vysokokoobjemové propustnosti vzork( viz Pfiru¢ka uzivatele Rapid Capture System
(Rapid Capture System User Manual).

Prohlaseni ohledné bezpecnosti a rizik komponent

Pro komponenty sady digene HC2 High-Risk HPV DNA Test plati nasledujici R-véty a S-véty:
Wash Buffer Concentrate (koncentrat promyvaciho pufru)

Obsahuje: Sodium azide. Varovani! Zdravi $kodlivy pfi poZiti. Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi ucinky. Zabrarte uvolnéni do Zivotniho prostredi.
Odstrarite obsahu/ obalu v zafizeni schvaleném pro likvidaci odpadu

Denaturation Reagent (denaturacni reagencie)

Obsahuje: sodium hydroxide. Nebezpecéi! Zplsobuje téZké poleptani kize a
poskozeni o¢i. Muze byt korozivni pro kovy. Odstrarte obsahu/ obalu v zafizeni
schvaleném pro likvidaci odpadd. PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize
vyjmout snadno. Pokradujte ve vyplachovani. PRI STYKU S KUZI (nebo s
vlasy): VeSkeré kontaminované Casti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte
kGZi vodou/ osprchujte. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO nebo lékafe. Skladujte uzamé&ené. PouZivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ ochranné bryle/ obliCejovy §tit..

Probe Diluent (rozpoustédlo sondy)

Obsahuje: acetic acid; Polyacrylic acid. Nebezpecil ZplUsobuje téZké poleptani
kuze a poSkozeni oc€i. Odstrafite obsahu/ obalu v zafizeni schvaleném pro
likvidaci odpadti. PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné vyplachuijte vodou.
Vyjméte kontaktni €ocCky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno.
Pokradujte ve vyplachovani. PRI STYKU S KUZi (nebo s viasy): Veskeré
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kontaminované casti odévu okamZzité svléknéte. Oplachnéte kizi vodou/
osprchujte. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
nebo lékafe. Skladujte uzamcené. PouZivejte ochranné rukavice/ ochranny

odév/ ochranné bryle/ obli¢ejovy Stit..

High-Risk HPV Calibrator (kalibrator pro vysoce rizikové typy HPV)

Varovani! Zplsobuje mirné podrazdéni kGze. PFi podrazdéni kGze: Vyhledejte

Iékafskou pomoc a osetfeni

High-Risk HPV Quality Control (kontrola kvality pro vysoce rizikovy HPV)

Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kGze. PFi podrazdéni kize: Vyhledejte

Iékafskou pomoc/ oSetfeni.

Low-Risk HPV Quality Control (kontrola kvality pro nizko rizikovy HPV

Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kGze. PFi podrazdéni kize: Vyhledejte

Iékafskou pomoc/ oSetfeni.

Negative Calibrator (negativni kalibrator)

Varovani! Vyvolava mirné podrazdéni kGze. PFi podrazdéni kize: Vyhledejte
Iékafskou pomoc/ oSetfeni..
BezpecCnostni opatfeni

Uzivatel musi vzdy pfi provadéni testu digene HC2 High-Risk HPV DNA dodrzovat nasledujici

bezpec&nostni opatfeni:

® Nepouzivejte reagencie po dobé pouzitelnosti vyznacené u symbolu g na $titku na vnéjSim

obalu nebo po dobé pouzitelnosti pfipravenych reagencii.
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Provadéni testu mimo stanovené ¢asové a teplotni rozsahy muze vést k neplatnym
vysledkiim. Testy mimo stanovené ¢asové a teplotni rozsahy jsou neplatné a musi se
opakovat.

Pro zajisténi spolehlivych vysledku testu se musi pfisné dodrzovat postup testu digene HC2

High-Risk HPV DNA, kalibrace analyzy, kontrola kvality a interpretace vysledka vzorku.

Je dllezité pipetovat pfesné vyznaceny objem reagencie a po kazdém pfidani reagencie
dobfe promichat. NespInéni tohoto poZadavku by mohlo vést chybnym vysledkdm testu.
Zjisténi, ze doslo k popsanym barevnym zménam, potvrzuje, Ze tyto podminky byly spinény.
S vyjimkou Wash Buffer Concentrate (koncentrat promyvaciho pufru) byly komponenty sady
testovany jako celek. Nezamériujte komponenty z jinych zdrojud nebo z jinych Sarzi. Je vSak
prijatelné kombinovat komponenty ze sad se stejnym Cislem Sarze, aby byly ziskany
pozadované objemy reagencii pro testovani vice mikrodestic¢ek v jediném béhu RCS.

Nukleové kyseliny jsou velmi citlivé na degradaci nukleazy v prostfedi. Nukleazy jsou
pfitomny na lidské k(zi a na povrSich ¢i materiadlech, a nimiz lidé manipulovali. Vycistéte

a zakryjte pracovni povrchy jednorazovym krytem laboratorniho stolu a pfi provadéni vSech
ukona testu noste rukavice neobsahujici prasek.

Chrante béhem provadéni testu pfed kontaminaci exogenni alkalickou fosfatazou
zachytovou mikrodesti¢ku a Detection Reagent 2 (DR2) (detek&ni reagencie 2). Mezi latky,
které mohou obsahovat alkalickou fosfatazu, patfi Detection Reagent 1 (DR1) (detekéni
reagencie 1), bakterie, sliny, ochlupeni a oleje pochazejici z kiize. Zakryti zachytové
mikrodesky po promyvacim kroku a béhem inkubace DR2 je mimoradné dulezité, protoze
exogenni alkalicka fosfatdza mize reagovat s DR2 a vyprodukovat fale$né pozitivni
vysledky.

Chrarite DR2 pfed dlouhodobou expozici sluneénimu zéfeni. DR2 pouzijte ihned po
alikvotnim davkovani a chrarite pfed pfimym slunecnim svétlem.

Opakovaci pipetu naplrite pred davkovanim reagencie a pravidelné kontrolujte, zda se
neobjevuji velké vzduchové bubliny. Nadmérna mnozstvi velkych vzduchovych bublin v
hrotu opakovaci pipety mohou zpUsobit nepfesné davkovani a musi se odstranit naplnénim
pipety, vytlaCenim veskeré tekutiny a opakovanym naplnénim. Konkrétni pokyny pro pouziti
viz pfiru¢ka uzivatele pipety.

Davkovani DR1 a DR2 provedte vicekanalové pipetovani reverzni pipetovaci technikou (viz
LDetekce hybridu,” strana 55). Zkontrolujte, zda je spravné nasazen kazdy hrot pipety na
vicekanalové pipeté.

Zajistéte, aby kazda zachytova jamka mikrodestic¢ky byla dikladné proplachnuta (viz
LPromyvéani,” strana 56). Nedostate¢né promyti bude mit za nasledek zvySenou hodnotu
pozadi a mlze zpUsobit faleSné pozitivni vysledky. Zbytkovy promyvaci pufr v zachytovych
jamkach mikrodesticky miize vést ke snizenému signalu nebo Spatné reprodukovatelnosti.
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Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Komponenty sady

Po doruceni sadu uchovavejte pfi 2-8°C. Wash Buffer Concentrate (koncentrat promyvaciho
pufru), Denaturation Reagent (denaturacni reagencie) a Indicator Dye (barva indikatoru) Ize
uchovavat pfi 2-30°C podle pozadavk(. VSechny reagencie se dodavaji jako pfipravené k
pouziti s vyjimkou Denaturation Reagent (DNR) (denatura¢ni reagencie), Probe Mix (smés

sond) a Wash Buffer (promyvaci pufr).
Pfipravené reagencie

Po pfipravé je DNR stabilni 3 mésice pfi 2-8°C.

Po pfipravé je Wash Buffer (promyvaci pufr) stabilni 3 mésice pfi 2-30°C.

PFi testovani vzorkl PreservCyt zpracovavanych pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media
nebo sady QlAsymphony DSP AXpH DNA jsou oteviené, nedenaturované kalibratory a kontroly
kvality stabilni po 3 mésice pfi 2-8°C.

Pfi zpracovani vzork( zpracovanych pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH DNA je pfipravena
denaturacni reagencie 2 (DNR2) stabilni po dobu 8 hodin pfi 15-30°C.

Odbér a pfiprava vzorku

Cervikalni a vaginalni vzorky odeberte a pfepravte k testovani testem digene HC2 High-Risk

HPV DNA s vyuzitim jednoho z nasledujicich zafizeni pro odbér vzorka:
® digene HC2 DNA Collection Device (obsahuijici cervikalni kartacek a STM)

® Biopsie odebrané v digene STM

o Kartackové zafizeni pro odbér vzorkl nebo zafizenim pro odbér vzork( kombinujicim
kartacek a Spachtli a pak se umisti do roztoku PreservCyt Solution nebo kapaliny SurePath
Preservative Fluid

Vzorky odebrané jinymi zafizenimi pro odbér vzorku nebo pfepravované v jinych transportnich
médiich nebyly kvalifikovany pro pouZiti s timto testem. Charakteristiky chovani tohoto testu

byly uréeny pouze pro vyznacené odbérové sady.

U téhotnych Zen se zafizeni k odbéru vzork( digene HC2 DNA Collection Device nesmi
pouzivat. Cervikalni vzorky se musi odebrat pfed aplikaci kyseliny octové nebo jédu, pokud se
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provadi kolposkopické vySetfeni. Viz navod k pouziti zafizeni digene HC2 DNA Collection

Device, kde naleznete dalsi postupy pro odbér vzork(l a nakladani s nimi.

Cervikalni a vaginaini vzorky odebrané v STM nevyzaduji konverzi vzorku pfed testovanim
testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. Vzorky PreservCyt a SurePath vyzaduji konverzi
vzorku pred testovanim testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Cervikéalni a vaginalni vzorky v STM

Dulezité upozornéni: Neodebirejte cervikalni ani vaginaini vzorek STM, pokud je ve vysoké

koncentraci pfitomen antifungalni krém, antikoncepéni gel nebo vaginalni roztok.

Vzorky STM je mozné prechovavat az po dobu 2 tydnu pfi pokojové teploté a pfepravovat je
bez zmrazeni do zku$ebni laboratofe. Pfepravujte vzorky v izolovaném kontejneru bud' jako

kuryrni zasilku dopravovanou pfes noc, nebo s 2dennim dodanim.

Ve zkuSebni laboratofi uchovavejte vzorky pfi teploté 2—8°C, pokud bude test proveden béhem
1 tydne. Pokud bude test proveden pozdéji nez za 1 tyden, zakryjte uzavéry zkumavek se
vzorky folii Parafilm a vzorky uchovavejte pfi
—20°C az po 3 mésice. Pfi vyjimani vzorkli z mrazni¢ky pro testovani neprodlené nahradte

uzavéry Sroubovacimi krytkami zkumavek pro odbér vzorku.

Do STM bylo pfidano konzervaéni Cinidlo ke zpomaleni bakterialniho rustu a k zachovani
neporusenosti DNA. Neni ur€eno k zachovani Zivotaschopnosti organismd nebo bunék.

Cervikalni biopsie

Cerstvé odebrané cervikalni biopsie o priiméru 2-5 mm Ize testovat testem digene HC2 High-
Risk HPV DNA. Nepouzivejte biopsie o priméru mensim nez 2 mm. Okamzité umistéte
bioptické vzorky do 1,0 ml STM, zakryjte uzavér zkumavky na vzorky félii Parafilm, aby se
predeslo uniknuti uzavéru ze zkumavky a uchovavejte zmrazené pfi —20°C. Bioptické vzorky
dopravujte pfi 2-30°C jako dodavku pfes noc do zkuSebni laboratofe.

Ve zkuSebni laboratofi uchovavejte pfi —20°C az do zpracovani. Pfi vyjimani vzork( z mraznicky

pro testovani neprodlené nahradte uzavéry Sroubovacimi krytkami zkumavek pro odbér vzorka.
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Cervikalni vzorky v roztoku PreservCyt

Dulezité upozornéni:

Neodebirejte cervikalni vzorky PreservCyt pro pfipravu vzorku pomoci sady QIAsymphony
DSP HPV Media, pokud je pfitomno antikoncepéni zZelé nebo antifungalni krém ve vysokych
koncentracich.

Neodebirejte cervikalni vzorky PreservCyt pro pfipravu vzorku pomoci sady QIAsymphony
DSP AXpH DNA, pokud je pfitomno antikoncepéni zelé nebo antifungalni krém ve vysokych
koncentracich.

Odeberte vzorky rutinnim zplsobem a pfipravte sklicka ThinPrep® Pap Test podle pokynl z

navodu k pouziti dodaného vyrobcem

Following collection, store PreservCyt specimens for up to 3 months at 2-30°C prior to sample

preparation for the digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. PreservCyt specimens cannot be

frozen.

Po odbéru uchovavejte vzorky PreservCyt az po dobu 3 mésicl pfi teploté 2-30 °C pred

pfipravou vzorku pro test digene HC2 High-Risk HPV DNA. VVzorky PreservCyt nelze zmrazit.

K pFipravé vzorku jsou dostupné nasledujici metody:

Automaticka pfiprava vzorku pomoci pfistroje QIAsymphony SP a sady QIAsymphony DSP
HPV Media.

Vysledkem je extrakt vzorku (obsahujici magnetické ¢astice, STM a DNR), ktery je pfipraven
k denaturacni fazi testu.

Automaticka pfiprava vzorku pomoci pfistroje QIAsymphony SP se sadou QIAsymphony
DSP AXpH DNA.

Vysledkem je eluat DNA pfipraveny ke zpracovani v ramci denaturacniho kroku testu.

Ruéni pfiprava vzorku pomoci sady digene HC2 Sample Conversion. Vysledkem ruéni

pfipravy vzorku je denaturovany vzorky pfipraveny ke zpracovani v ramci hybridizaéniho
kroku testu.

Pozadavky na objem vzorkl jsou zalozeny na metodé pfipravy
vzorku nasledujicim zpusobem:

Automaticka pfiprava vzorkd sadou QIAsymphony DSP HPV Media vyzaduje 3 ml vzorku

Automaticka pfiprava vzorkt sadou médii QlAsymphony DSP AXpH DNA vyZzaduje 4 ml
vzorku
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® Rucni pfiprava vzorku pouzivajici sadu digene HC2 Sample Conversion vyZzaduje nejméné
4 ml vzorku

Vzorky s méné nez pozadovanym objemem vzorku po pfipravé Pap testu neobsahuji
dostate¢ny material a mohly by vést k faleSné negativnimu vysledku testu digene HC2 High-
Risk HPV DNA.

Cervikalni vzorky v konzervacni kapaliné SurePath Preservative Fluid

Dilezité upozornéni: Neodebirejte cervikalni vzorky SurePath pro pfipravu vzorku pomoci
sady QIAsymphony DSP HPV Media, pokud je zde pfitomno antikoncepcni Zelé nebo
antifungalni i protizanétlivy krém.

Vzorky odebirejte do konzervaéni kapaliny SurePath podle pfisluSného navodu k pouziti.

PFiprava vzorku za vzorkd SurePath miiZze prob&hnout pfed zpracovanim cytologickych vzorkd,

nebo az po dokonceni tohoto procesu.

Pokud pfipravu provadite pfed zpracovanim cytologickych vzorku, pouzijte vzorek z plvodniho
vzorku SurePath, ktery nebyl zpracovan Zzadnou jinou diagnostickou metodou véetné systému
BD PrepMate® a procesoru sklitek BD PrepStain®. V tomto navodu k pouZiti se tyto vzorky
oznacuji jako ,vzorky SurePath“, abychom pfedesli nedorozuméni.

Pokud pfipravu provadite po zpracovani cytologickych vzork(, pouzZijte vzorek ze zbyvajici post-
gradientni bunécné pelety poté, co pfipravite klinicky vzorek SurePath podle pfislusnych
pokynu k systému BD PrepMate a procesoru skli¢ek BD PrepStain. V tomto navodu k pouZiti se
tyto vzorky oznacuji jako ,vzorky SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet”, abychom
predesli nedorozuméni.

K pFipravé vzorku jsou dostupné nasledujici metody:

® Automaticka pfiprava vzorku ze vzork(l SurePath pomoci pfistroje QlAsymphony SP a sady
QIAsymphony DSP HPV Media.

Vysledkem je extrakt denaturovaného vzorku (obsahujici magnetické ¢astice, STM a DNR),
ktery je pfipraven k hybridiza¢ni fazi testu.
e Automaticka prFiprava vzorku ze vzorkl SurePath z post-gradientni bunécné pelety

s vyuzitim pfistroje QIAsymphony SP a sady QIAsymphony DSP HPV Media.

Vysledkem je extrakt denaturovaného vzorku (obsahujici magnetické ¢astice, STM a DNR),
ktery je pfipraven k hybridiza¢ni fazi testu.
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® Rucni pfiprava vzorku ze vzorku SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet.

Vysledkem ruéni pfipravy vzorku je denaturovany vzorek pfipraveny k hybridiza¢ni fazi
testu.

Nasledujici pozadavky na objem vzorku jsou zaloZzeny na metodé pfipravy vzorku:

® Automaticka pfiprava vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media vyzaduje 950 pl.

® Ruéni pfiprava vzorku vyzaduje 2,8 ml vzorku SurePath z post-gradientnich buné&nych

pelet.

Pouzijete-li mensi nez doporuc¢ené mnozstvi, vysledek testu digene HC2 High-Risk HPV DNA

muze vyjit faleSné negativni.
Automaticka pfiprava vzorku ze vzork( SurePath

Po odbéru uchovavejte vzorky SurePath az po dobu 4 tydnu pfi teploté 5-25 °C pred pfipravou
vzorku pomoci pfistroje QIAsymphony SP a sady QIAsymphony DSP HPV Media. Pouzity
vzorek SurePath nesmi byt zpracovan zadnou jinou diagnostickou metodou véetné systému
BD PrepMate a procesoru sklicek BD PrepStain. Automatizovana pfiprava vyzaduje 950 pl
vzorku SurePath.

Automaticka pfiprava vzorku ze vzork( SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

Dulezité upozornéni. Bezprostiedné po pripravé sklicka SurePath Pap preneste pipetou do
odstfedovaci zkumavky obsahujici post-gradientni bunéCnou peletu 2,0 ml konzervaéni
kapaliny SurePath. Tim se zachova neporuSenost post-gradientni bunécéné pelety pro
provedeni testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Post-gradientni bunééna peleta s konzervaéni kapalinou SurePath mdzZe byt uchovavana az
4 tydny pfi teploté 5-25 °C pFed pfipravou vzorku pro test digene HC2 High-Risk HPV DNA.
Automatizovana pfiprava vzorku vyzaduje 950 pl vzorku SurePath z post-gradientnich

bunécénych pelet.

Ruéni pfiprava vzorku ze vzorkd SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

Dulezité upozornéni. Bezprostiedné po pripravé sklicka SurePath Pap preneste pipetou do
odstfedovaci zkumavky obsahujici zbyvajici buné&nou peletu 2,0 ml konzervaéni kapaliny
SurePath. Tim se zachova neporuSenost post-gradientni bunééné pelety pro provedeni testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA.
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Post-gradientni bunééna peleta s konzervacni kapalinou SurePath mize byt uchovavana az 4
tydny pfi teploté 2—30 °C pred pfipravou vzorku pro test digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Vzorky post-gradientni bunécéné pelety SurePath jsou pfipraveny zplsobem stanovenym v
tomto navodu k pouziti. Vysledkem rucni pfipravy vzorku je denaturovany vzorky pfipraveny ke

zpracovani v ramci hybridizaéniho kroku testu.
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Postup

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

PFi ruénim testovani nechte ohfiva¢ Microplate Heater | nejméné 60 minut temperovat na
65°C + 2°C pfi ohfevu ze studeného stavu. Nedostateény €as uréeny pro toto zahfivaci
obdobi by mohl vést k roztaveni hybridizaéni mikrodesti¢ky. Viz UzZivatelska pfirucka
Microplate Heater | (Microplate Heater | User Manual), kde naleznete dalSi pokyny.

Jestlize pouzivate vodni lazern béhem denaturace a hybridiza¢nich kroku, zajistéte, aby
vodni l4zefi méla teplotu 65°C a vodni hladina byla adekvatni pro ponofeni celého objemu
vzork( do zkumavky.

Priprava reagencie

Vyjméte vzorky a vSechny pozadované reagencie z mrazni¢ky pfed zahajenim testu. Nechte
je 15-30 minut vytazené, aby dosahly teploty 20-25°C. Pfipravte vzorky PreservCyt a
SurePath predtim, nez vS§echny pfedtim denaturované vzorky a reagencie dosahly
rovnovahu s pokojovou teplotou.

Pokud kombinujete reagencie pfipravené k okamzitému pouziti pro béh RCS s vice
destikami, dukladné promichejte jednotlivé lahvicky a pak smichejte pfisluSny objem
reagencie v Cisté jednorazové polypropylénové konické zkumavce.

Pro ru¢ni testovani se reagencie Wash Buffer (promyvaci pufr) a Probe Mix (smés sond)
pfipraveny béhem konkrétnich kroku testovani. Pro automatické testovani RCS se vSechny
reagencie pfipravi pfed zahgjenim béhu RCS a umisti se na ploSinu RCS.

Pripravte DNR a DNR2, podle situace, pfed pfipravou jinych reagencii.

Na konci testu zlikvidujte vSechny pfipravené reagencie (pokud nebudou specifikovany
odlisné) a alikvotni podily reagencii.

Pouzijte tabulky 1-5 nize pro stanoveni pozadovaného objemu kazdé reagencie na zakladé
poctu testd/mikrodestiCek a zkuSebni metody. Objemy pro automatické testovani RCS
zahrnuji prazdny objem reagencie pozadovany pfistrojem.
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Tabulka 1. Pozadované objemy pfipravovanych reagencii a reagencii pfipravenych k
okamzitému pouziti pro ruéni testovani vzorkti STM a ru¢né pripravenych vzorku
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

Pocet

testu/prouzku Smés sond Promyvaci pufr DR1 DR2
24/3 1.04 ml >1 litra 3ml 3ml
48/6 2.08 ml >1 litrd 5ml 5ml
72/9 3.12ml >1 litrG 7 ml 7ml
96/12 4.16 ml >1 litrt 12 ml 12 ml

Tabulka 2. Pozadované objemy pfipravenych reagencii a reagencii pripravenych

k okamzitému pouziti pro automatické testovani RCS vzorka STM, ru¢né pripravenych
vzork( PreservCyt a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet a vzorkli SurePath a
SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet pripravenych pomoci sady QlIAsymphony
DSP HPV Media

Poéet mikrodesek Smés sond Promyvaci pufr DR1 DR2
<1 5.20 ml 3 litrG 10 ml 10 ml

<1.5 6.24 ml 3 litrh 14 ml 14 ml

<2 8.32 ml 3 litrG 18 mi 18 mi

<25 9.36 ml 6 litrQ 22 ml 22 ml

<3 10.40 ml 6 litrQ 26 ml 26 ml

<3.5 12.48 ml 6 litrQ 30 ml 30 ml

<4 13.52 ml 6 litrQ 34 ml 34 ml

Tabulka 3. Pozadované objemy pfipravenych reagencii a snadno pouzitelnych reagencii
pro automatické testovani RCS vzorktl PreservCyt pfipravenych pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media

Pocet Promyvaci
mikrodesek DNR Smés sond pufr DR1 DR2
<1 2.2ml 5.20 ml 3litra 10 ml 10 ml
<15 2.2ml 6.24 ml 3 litrd 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 8.32ml 3litra 18 ml 18 ml
<25 2.4 ml 9.36 ml 6 litrQi 22 ml 22 mi
<3 2.6ml 10.40 ml 6 litra 26 ml 26 ml
<3.5 2.6 ml 12.48 ml 6 litra 30 ml 30 ml
<4 2.8 ml 13.52 ml 6 litra 34 ml 34 ml
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Tabulka 4. Pozadované objemy pfipravenych reagencii a snadno pouzitelnych reagencii
pro ruéni testovani vzorkti PreservCyt pfipravenych pomoci sady QlAsymphony DSP
AXpH DNA

Pocet
testt/prouzki Promyvaci
DNR DNR2 Smés sond pufr DR1 DR2
24/3 0.6 ml 1.0ml 1.04 mi >1 litrQh 3ml 3ml
48/6 0.6 ml 2.0 ml 2.08 ml >1 litrG 5ml 5ml
72/9 0.6 ml 2.5ml 3.12ml >1 litrQ 7ml 7ml
96/12 0.6 ml 5.0 ml 4.16 ml >1 litrQ 12 ml 12 ml

Tabulka 5. Pozadované objemy pfipravenych reagencii a snadno pouzitelnych reagencii
pro automatické testovani RCS vzorktl PreservCyt piipravenych pomoci sady
QIAsymphony DSP AXpH DNA

Pocet Promyvaci
mikrodesek DNR DNR2 Smés sond pufr DR1 DR2
<1 2.2ml 5.0 ml 5.20 ml 3 litra 10 ml 10 ml
<15 2.2ml 5.5 ml 6.24 ml 3 litra 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 6.5 ml 8.32ml 3litrG 18 ml 18 ml
<25 2.4 ml 7.7 ml 9.36 ml 6 litra 22 ml 22 ml
<3 2.6 ml 8.8 ml 10.40 ml 6 litra 26 ml 26 ml
<35 2.6 ml 10.0 ml 12.48 ml 6 litrd 30 ml 30 ml
<4 2.8ml 11.0 ml 13.52ml 6 litrd 34 ml 34 ml

Denaturaéni reagencie

ldeskova sada je dodavéana s denaturacni reagencii (DNR) o objemu 50 ml a 4deskova sada
s denaturaéni reagencii o objemu 2 x 100 ml. Pfipravu DNR musite provést podle objemu

obsazeného v pfislusné sadé.

Poznamky:
® Po pfipravé je DNR stabilni 3 mésice pfi 2-8°C.

® Pokud barva zmizi, pfidejte 3 dalSi kapky Indicator Dye (barva indikatoru) a pfed pouZitim
dikladné promicheijte.

50ml lahvic¢ka

1. Pridejte 5 kapek barviva indikatoru (Indicator Dye) do 50ml lahvi¢ky s denaturaéni
reagencii.
2. Dukladné promichejte.
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DNR by méla mit jednotnou, tmavé fialovou barvu.

3. Nalahvi¢ce s DNR vyznacte novou dobu pouzitelnosti.

100 ml lahvi¢ka

1. Pridejte 10 kapek barviva indikatoru (Indicator Dye) do 100 ml lahvi¢ky s denaturacni
reagencii.
2. Dukladné promichejte.

DNR by méla mit jednotnou, tmavé fialovou barvu.

3. Na lahvi¢ce s DNR vyznacte novou dobu pouzitelnosti.

Denaturation Reagent 2 (denaturacni reagencie 2)

Poznamka: DNR2 se pouze vyzaduje k testovani vzorki PreservCyt pfipravenych pomoci sady
QIAsymphony DSP AXpH DNA.

1. Oznacte Cistou jednorazovou polypropylénovou kénickou zkumavku jako ,DNR2".

2. Pridejte pozadovany objem Buffer N2 (pufr N2) (viz tabulka 6 nize) do oznacené nadoby.

Tabulka 6. Priprava DNR2

Pozadovany objem Indicator Dye (Barva

DNR2 Objem pufru N2 Objem pufru D2 indikatoru)

1.0ml 0.4 ml 0.6 ml
1-2 kapky

2.0 ml 0.8 ml 1.2ml
1-2 kapky

2.5ml 1.0ml 1.5ml
1-2 kapky

5.0 ml 2.0 ml 3.0ml
1-2 kapky

5.5ml 2.2ml 3.3ml
1-2 kapky

6.5 ml 2.6 ml 3.9ml
1-2 kapky

7.7ml 3.1ml 4.6 ml
1-2 kapky

8.8 ml 3.5 ml 5.3 ml
1-2 kapky

10.0 ml 4.0 ml 6.0 ml
1-2 kapky

11.0 ml 4.4 ml 6.6 ml
1-2 kapky

3. Pridejte pozadovany objem Buffer D2 (pufr D2) (viz tabulka 6 nize) do oznac¢ené nadoby.
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4. Pridejte pozadovany objem Indicator Dye (barva indikatoru) (viz tabulka 6 nize) do
oznalené nadoby.

Poznamka: Pouzijte Indicator Dye (barva indikatoru) dodavanou se sadou testu digene HC2
High-Risk HPV DNA.

5. Protfepavejte nejméné 10 sekund.
Poznamka: Po pfipravé je DNR2 stabilni 8 mésicl pfi 15-30°C.

Smés sond

® Pro ruéni testovani pfipravte smés sond bé&hem inkubace denaturace vzorkd (jak je to
vhodné, viz ,Denaturace kalibratori, kontrol kvality a vzorky STM,” strana 47 nebo
sDenaturace kalibrator(, kontrol kvality a eluatdl DNA pro ru¢ni testovani.,” strana 44).

® Postupujte mimoradné opatrné, aby nedoslo ke kontaminaci RNazy. Pfi pipetovani sondy
pouzivejte pipetové hroty s aerosolovou bariérou.

® Probe Diluent (rozpoustédlo sondy) je viskézni. Zajistéte, aby bylo dosazeno viditelného
protfepani pfi pfipravé Probe Mix (smés sond); nelpIné promichani mize vést ke snizeni
signalu.
® Pokud budete kombinovat vice injek¢énich lahvi€ek sondy pro automatické testovani RCS,
slijte sondu do jedné injek&ni lahviCky a promichejte pipetovanim.
1. Aby se zabranilo zachyceni sondy ve viku injekéni lahviky, kratce odstfedujte kazdou
injekéni lahvicku sondy, aby se kapalina dostala na dno injekéni lahvicky.
2. Poklepejte jemné na injek¢ni lahvi¢ku, aby se promichala.
3. Urcete pozadované mnozstvi Probe Mix (smés sond):
Doporucéeni: Vytvorte Probe Mix (smés sond) navic, aby vzal v vahu objem, ktery se mlze

ztratit v hrotech pipety nebo na strané injekéni lahvicky. Objemy uvedené v tabulkach 1-5
shora zahrnuji doporu€eny objem navic.

Ruéni testovani: Stanovte objemy pozadované pro fedéni sondy 1:25 v Probe Diluent
(rozpoustédlo sondy) na pfipravu Probe Mix (smés sond) (25 pl/test). Objemy jsou uvedeny
na Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., strana Error! Bookmark not
defined. a Tabulka 4 strana 34, podle toho, jak je to vhodné.

Automatické testovani RCS: Pouzijte objemy specifikované v Tabulka 2, strana 33,

Tabulka 3, strana 33, nebo Tabulka 5, strana 34 podle toho, co se hodi.

4. Oznacte novou, jednorazovou nadobu jako ,High-Risk HPV Probe Mix® (smés sond vysoce
rizikového HPV).

V zavislosti na poétu testd se doporuéuje bud 5 ml, nebo 15 ml polypropylénovou
zkumavkou s kulatym dnem a nasazovaci krytkou.
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5. Pfidejte pozadovany objem Probe Diluent (rozpoustédlo sondy) (viz tabulka 7 nize) do

oznacené nadoby.

6. Napipetujte pozadované mnozstvi High-Risk HPV Probe (sonda vysoce rizikového HPV) do
Probe Diluent (rozpoustédlo sondy) (viz tabulka 7 niZe), kdy pfilozZite hrot pipety k vnitfni

sténé zkumavky tésné nad meniskus a vypudite obsah.

Dulezité upozornéni: Hrot nesmite ponofit do Probe Diluent (rozpoustédlo sondy).

Tabulka 7. Priprava Probe Mix (smés sond)

PoZadovany objem Probe Mix Objem Probe Diluent Objem High-Risk HPV Probe
(smés sond) (rozpoustédlo sondy) (sonda vysoce rizikového HPV)
1.04 mi 1.0ml 40 pl
2.08 ml 2.0ml 80 ul
3.12ml 3.0ml 120 pl
4.16 ml 4.0ml 160 pl
5.20 ml 5.0 ml 200 pl
6.24 ml 6.0 ml 240 pl
8.32ml 8.0ml 320 pl
9.36 ml 9.0 ml 360 pl
10.40 ml 10.0 ml 400 pl
12.48 ml 12.0 ml 480 pl
13.52 ml 13.0 ml 520 pl

7. Protfepavejte nejméné 5 sekund pfi maximalni rychlosti pro dikladné promichani.

Musi dojit k viditeInému protiepani.

Promyvaci pufr

® Pro ru¢ni testovani pfipravte Wash Buffer (promyvaci pufr) béhem stupné hybridniho
zachytu (viz ,Zachyt hybridu,” strana 53).

® Pro minimalizaci expozice pfidejte vodu pfi pfipravé do Wash Buffer Concentrate
(koncentrat promyvaciho pufru).

® Pro metodu ruéniho promyvani mikrodesti¢ky pfipravte 3 litry Wash Buffer (promyvaci pufr)
ve Wash Apparatus (myci pfistroj).

Doporuéeni: Kazdé 3 mésice ogistéte myci pfistroj a hadicky roztokem 0,5% chlornanu
sodného a dtkladné& propléchnéte destilovanou nebo deionizovanou vodou, aby se zabranilo
pfipadné kontaminaci alkalickou fosfatdzou pfitomnou v bakteriich a plisnich.

® Pripravte promyvaci pufr pro Automated Plate Washer (automaticka promyvacka desticek) a
ulozte jej do zakryté nadoby, pfipadné pfipravte 1 litr a umistéte jej do promyvaci nadrzky
automatické promyvacky desti¢ek.
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® Pro automatické testovani RCS pfipravte stanovené mnozstvi (jak to bude vhodné, viz

Tabulka 2, strana 33, Tabulka 3, strana 33, nebo Tabulka 5, strana 34) v RCS Wash Bottle
(promyvaci nadobé RCS).

Koncentrat promyvaciho roztoku dobfe promichejte a pfidejte poZzadovany objem
koncentratu promyvaciho roztoku (viz tabulka 8 nize) do stanovené nadoby.

Pfidejte pozadovany objem destilované nebo deionizované vody (viz tabulka 8 nize) do
uréené nadoby.

Tabulka 8. Pripravy promyvaciho pufru

Pozadovany objem Objem koncentratu Objem deionizované nebo
promyvaciho pufru promyvaciho pufru destilované vody

1 litr 33.3ml 966.7 ml

2 litr@ 66.6 ml 1933.4 ml

3 itrd 100.0 ml 2900.0 ml

6 litrd 200.0 ml 5800.0 ml

. Jakékoliv otvory nadoby zakryjte Cistym papirovym ru¢nikem, ktery neuvolrfiuje viakna a

dobfe promichejte.

. Nadobu tésné uzavrete, aby nedoslo ke kontaminaci nebo odpafovani, pfipadné ji umistéte

na prisludny pfistroj podle toho, co je vhodné.

. Na promyvacim pufru vyznacte novou dobu pouzitelnosti.

Poznamka: Po pfipravé je Wash Buffer (promyvaci pufr) stabilni 3 mésice pfi 2—-30°C.

Vytvorte rozvrzeni desky

1.

Vytvorte rozvrzeni desky pomoci softwaru pro analyzu rozbort digene pomoci protokol(
rozborl digene pro HPV.

Viz pfislusna pfirucka pro uzivatele softwaru, kde jsou pokyny pro vytvoreni usporadani
desky se spravnymi polohami pro kalibratory, kontroly kvality a vzorky.

Poznamky:

Kalibratory, kontroly kvality a vzorky se zpracovavaji v konfiguraci kolonek po 8 jamkach.

Testujte kalibratory a kontroly kvality v nasledujicich polohach na mikrodesti¢ce (viz
Obréazek 1, strana 39):

® Replikaty Negative Calibrator (NC) (negativni kalibrator) v jamkach mikrodestiCky A1,
B1, C1

® Replikaty High-Risk HPV Calibrator (HRC) (kalibrator vysoce rizikového HPV) v
jamkach mikrodesti¢ky D1, E1, F1

Ndvod k pouziti testu digene® HC2 High-Risk HPV DNA 08/2015

38



e Kontrola kvality Low-Risk HPV Quality Control (QC1-LR) (nizko rizikovy HPV) v jamce
mikrodesticky G1

e Kontrola kvality High-Risk HPV Quality Control (QC2-HR) (vysoce rizikovy HPV) v

jamce mikrodesti¢ky H1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A g
> 58
: 2
gy
N
HS
1) NC = QC2-HR
fH HRC Sample

W QC1-IR

Obrazek 1. Poloha kalibratora, kontrol kvality a vzorkid na mikrodesticce.

Dulezité upozornéni: Pfi provadéni automatického testovani RCS pouzivejte k vytvoreni
rozvrzeni desky a generovani vysledku protokoly rozbort specifické pro RCS. Definované
parametry protokoll rozbort specifickych pro RCS se odliSuji od parametrd pro protokoly

rozborl ru¢niho testovani (viz ,Vypocet hrani¢ni hodnoty," strana 62).

2. S stojanu zkumavek pro odbér vzorkd nebo stojanu vzork(i umistéte kalibratory, kontroly
kvality a vzorky, jez se maji testovat, v pofadi, v némz budou testovany.
Dilezité upozornéni: Pri automatickém testovani RCS je zasadné dulezité, aby rozvrzeni
desky odpovidalo spravnym testovanym vzorkG a aby nedoSlo k hlaSeni nepfesnych
vysledkU testl. Potvrdte pro kazdy stojan vzorkd a pouzité viko, ze odpovidaji sériova Cisla

a, jak to bude vhodné, oznaéte kazdy stojan vzorkd a viko podle pofadi, v némz maiji byt
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testovany na RCS. Pouzijte znackovac a Stitek, ktery se nesmyje pfi teploté 65°C ve vodni
lazni.

Priprava vzorku

Vzorky PreservCyt a SurePath vyzaduji pfipravu vzorku pfed testovanim testem digene HC2
High-Risk HPV DNA. V zavislosti na typu provedené pfipravy vzorku jsou pfipravené vzorky
pfipraveny k riznym krokdm testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

K dispozici jsou nasledujici metody pfipravy vzorkd:

® Automaticka pfiprava vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP
HPV Media.

® Automaticka pfiprava vzorku ze vzork( SurePath a post-gradientnich bunécnych pelet
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media

® Automaticka pfiprava vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP
AXpH DNA.

® Rucni pfiprava vzorkl PreservCyt

® Rucni pfiprava vzorku ze vzorkd SurePath z post-gradientnich bunécnych pelet

PFiprava vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady QlAsymphony DSP HPV
Media

[Td] Viz téz Navod k pouziti (pfirucka) sady QlAsymphony DSP HPV Media (QlAsymphony
DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)) s pokyny pro pfipravu vzorkd PreservCyt
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media.

Dilezité upozornéni: Extrakty vzork( vyprodukované diky pfipravé vzorku u vzork( PreservCyt
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media mohou byt testovany pouze s vyuzitim RCS.
Ruéni provadéni testu s extrakty vzorkd neni validovano.

Vysledkem pFipravy vzorku v pfipadé vzorkt PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP HPV
Media jsou extrakty vzork( v hybridizaéni mikrodesce s prazdnym prvnim sloupcem. Extrakty
vzork(l obsahuji magnetické ¢astice, STM a DNR a jsou pfipraveny k automatickému testovani
RCS v denaturaénim kroku. Kalibratory, kontroly kvality a extrakty vzorki se denaturuji
soucasné v hybridizani mikrodesce b&hem automatického testovani RCS (viz ,Denaturace a

hybridizace vzorkil pfipravenych pomoci QlAsymphony SP*, strana 44).
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Ti] P provadéni automatického testovani RCS eluatl vzork( pfipravenych pomoci
QIAsymphony SP naleznete pokyny pro Uplné testovani v Pfiru¢ce uzivatele systému Rapid
Capture — Provadéni testt digene HC2 DNA pomoci

Priprava vzorku ze vzork(l SurePath a SurePath z post-gradientnich bunécnych pelet
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media

[1d] Pokyny k pfipravé vzorkl SurePath a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media najdete v pfiru¢ce pro tuto sadu QIAsymphony
DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook).

Dulezité upozornéni: Extrakty vzork(l vyprodukované diky pfipravé vzorku u vzork(l SurePath
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media mohou byt testovany pouze s vyuzitim RCS.

Rucni provadéni testu s extrakty vzorkd neni validovano.

Vysledkem pfipravy vzorku z klinickych vzorkd SurePath a vzork(i SurePath z post-gradientnich
bunéénych pelet s vyuZitim sady QIAsymphony DSP HPV Media jsou kalibratory, kontroly
kvality a extrakty vzorku na hybridizacni mikrodesti¢ce pfipravené pro automatizovanou analyzu
systémem RCS v ramci hybridiza¢niho kroku celého testu.

Ti] P provadéni automatického testovani RCS eluatl vzork( pfipravenych pomoci
QIAsymphony SP naleznete pokyny pro Uplné testovani v Pfiru¢ce uzivatele systému Rapid
Capture — Provadéni testt digene HC2 DNA pomoci zpracovanych vzork( QlIAsymphony SP
(Rapid Capture System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using
QIAsymphony SP Processed Samples).

Pfiprava vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH
DNA

["[il Viz PFirugka k soupravé QlAsymphony DSP AXpH DNA (QIAsymphony DSP AxpH DNA Kit

Handbook), kde jsou pokyny pro pfipravu vzorku u vzorku PreservCyt.

Vysledkem pfipravy vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP
AXpH DNA jsou eluaty DNA v hybridizaéni mikrodesce s prazdnym prvnim sloupcem. Eluaty
DNA jsou pfipraveny pro denaturani krok testu. Kalibratory, kontroly kvality a eludty DNA se
denaturuji ve stejné dobé na hybridizacni mikrodesce (viz ,Denaturace a hybridizace vzorku
pfipravenych pomoci QIAsymphony SP,” strana 44).
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Ru¢ni pFiprava vzorkl PreservCyt

[Ti] pro vzorky PreservCyt viz navod k pouziti sady digene HC2 Sample Conversion pro ruéni

pfipravu vzorku.

Ruéni pfiprava vzorkd v pfipadé vzork( PreservCyt pomoci sady digene HC2 Sample
Conversion zajisti jejich pfipravenost na hybridiza¢ni krok testu. Oddélené pfipravte kalibratory

a kontroly kvality ( viz ,Denaturace kalibrator(i, kontrol kvality a vzorky STM* strana 47).
Ruéni pfiprava vzorku ze vzorkd SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

Na zakladé rucni pfipravy vzorkl SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet vzniknou

vzorky pfipravené na hybridizacni fazi testu. Oddélené pfipravte kalibratory a kontroly kvality.

Dilezité upozornéni: Pokud se ukaze, Ze objem post-gradientni bunécné pelety vzorku
SurePath je mensi nez 1 ml, post-gradientni bunécna peleta neni vhodna pro analyzu testem
digene HC2 High-Risk HPV DNA, protoze po cytologii nebyla k vzorku pfidana konzervaéni
kapalina SurePath.

1. Vytemperuijte vzorky SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet na teplotu mistnosti a
ujistéte se, Ze se pozorovany objem kapaliny rovna pfiblizné 2,8 ml.

2. Odstredujte vzorky SurePath z post-gradientnich bunécénych pelet ve vykyvném koreckovém
rotoru pfi 800 + 15 x g po dobu 10 minut (+ 1 minuta).

3. Vyjméte zkumavky z odstfedivky.

4. Bezprostfedné po odstfedovani opatrné dekantujte supernatant a jemné odsajte kazdou
zkumavku pfiblizné 3krat na tamponech Kimtowels nebo ekvivalentnich papirovych
ruénicich, které neuvoliuji viakno, abyste odstranili prebyte¢nou kapalinu. Peletu sledujte v
kazdé zkumavce.

Dulezité upozornéni: BEhem osusovani nenechte sklouznout bunééné pelety dolli do
zkumavky.

5. Zkumavky dejte do stojanu.

6. Pridejte 200 ul STM do kazdé pelety opakovaci nebo jednokanalovou pipetou.

7. Znovu suspendujte kaZzdou peletu protfepavanim kazdé zkumavky individualné po 15
sekund pfi vysoké rychlosti.

Pokud se bude peleta obtizné resuspendovat, protfepavejte dalSich 5-30 sekund nebo

dokud se plovouci vrstva pelety neuvolné ode dna zkumavky a nezacne se rozpoustét.

Poznamka: Zkumavky Ize michat bez uzavfeni.
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8. Pridejte 100 pl DNR do kazdého vzorku SurePath opakovaci nebo jednokanalovou pipetou.
Dulezité upozornéni: Dbejte na to, abyste se nedotkli bokli zkumavky, protoze by molo dojit
ke zkfizené kontaminaci vzork(.

9. Kazdou zkumavku jednotlivé dukladné promichejte v tfepacce pfi vysoké rychlosti po 5
sekund.

Poznamka: Zkumavky Ize michat bez uzavieni.
10.0znacte zkumavky digene HC2 Sample Conversion nebo 15ml konické zkumavky

odpovidajicim oznacenim vzorku a typem (napfiklad "SP" pro vzorky SurePath) a umistéte
zkumavky do stojanu zkumavek.

Poznamka: Zkumavky digene HC2 Sample Conversion se musi pouzivat pro automatické
testovani RCS.

11.Pfevedte cely objem do odpovidajici 15ml kénické zkumavky pomoci jednorazové 7ml
prenosové pipety se standardnim hrotem nebo ekvivalentni pipetou.

12.Uzavrete konické zkumavky a viozte je do stojanu zkumavek.

13.Inkubujte zkumavky ve vodni lazni pfi 65 + 2°C po 90 + 5 minut.
Poznamka: Tato inkubaéni doba je delSi, nez se pozaduje pro jiné schvalené typy vzorku.
Pokud se ve stejny den dokonc¢i testovani, denaturujte kalibratory a kontroly kvality (viz
.Denaturace kalibratoru, kontrol kvality a vzorky STM," strana 47).

14.Vyjméte stojan zkumavek z vodni 1dzné po inkubaci.

Pokud pouzivate stojan vzorkud, nenechte je ochladnout pfedtim, nez odstranite viko
stojanu. lhned pokracujte testovanim nebo odstrante viko stojanu a tésnici folii zkumavky
DuraSeal.

Poznamka: Pokud stojan zkumavek chladne, zkumavky se mohou pfilepit k viku stojanu a

nasledné se rozlit.
Pfipravené vzorky SurePath mohou byt:

neprodlené testovany (viz ,Hybridizace pfipravenych vzork( STM a ru¢né pfipravenych
vzorkU PreservCyt a SurePath” strana 49)

uchovéavany (viz ,Volitelny zastavovaci bod pfipravenych vzorkd STM a ru¢né pfipravenych
vzork(l PreservCyt a SurePath” strana 49)
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Denaturace a hybridizace vzorku pfipravenych pomoci
QIAsymphony SP

Vysledkem pfipravy vzork( na QlAsymphony SP je hybridizani mikrodesti¢ka obsahujici
minimalné pfipravené vzorky.

Pokud byly vzorky PreservCyt pfipraveny pomoci QIAsymphony SP, prvni sloupec hybridizaéni
mikrodesticky bude prazdny. Obsah mikrodestiCky je pfipraven pro denaturaéni krok testu.
Kalibratory a kontroly kvality se pfidavaji k hybridizacni mikrodesce bud ruéné&, nebo b&hem

automatického testu RCS, pak se provede denaturaéni krok.

Pokud byly vzorky SurePath nebo SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet pfipraveny
pomoci pFistroje QIAsymphony SP, desti¢ka obsahuje pfipravené vzorky s denaturovanymi

kalibratory a kontrolami kvality napipetovanymi do prvni kolonky hybridizaéni mikrodesticky.

Dulezité upozornéni: Extrakty vzork(, které jsou vysledkem pfipravy vzorku pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media, mohou byt testovany pouze s vyuzitim systému RCS. Rucni
provadéni testu s extrakty vzorkld neni validovano.

[l o provadéni automatického testovani RCS eluatl vzorkl pfipravenych pomoci
QIAsymphony SP naleznete pokyny pro Uplné testovani v Pfiru¢ce uzivatele systému Rapid
Capture — Provadéni testd digene HC2 DNA pomoci zpracovanych vzorkd QlAsymphony SP
(Rapid Capture System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using
QIAsymphony SP Processed Samples).

Denaturace kalibratoru, kontrol kvality a eluatd DNA pro ruéni testovani.

® Tento postup slouzi k ru€nimu testovani vzorkd PreservCyt pfipravenych pomoci sady
QlAsymphony DSP AXpH DNA. Pokud provadite automatického testovani RCS, naleznete
pokyny pro Uplné testovani v Pfirucce uzivatele systému Rapid Capture — Provadéni testl
digene HC2 DNA pomoci zpracovanych vzorkd QIAsymphony SP (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed
Samples).

® Denaturace kalibratort a kontrol kvality se provadi pomoci DNR, zatimco denaturace eluatl
DNA se provani pomoci DNR2.

1. Protfepejte kazdy kalibrator a kontrolu kvality po dobu 10 sekund pfi maximalnim nastaveni.
2. Otocte kazdou zkumavku dnem vzhlru, aby se odsunul material od krytky zkumavky.

Odstranite krytky ze zkumavek kalibratoru a kontroly kvality a zlikvidujte je.
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3. Jednokanalovou pipetou pridejte 50 pl pfislu§ného kalibratoru nebo kontroly kvality na dno
prazdné jamky hybridizacni mikrodesti¢ky podle vytvofeného rozvrzeni desky.

4. Pokud se pro dodate¢né testovani bude pouzivat kalibrator a kontroly kvality, uzaviete
zkumavky novymi Sroubovacimi krytkami pro zkumavky na odbér vzorkd, vyznaéte novou
dobu pouZitelnosti a uchovavejte pfi
2-8°C.

Poznamka: Po otevieni jsou nedenaturované kalibratory a kontroly kvality stabilni po dobu 3
mésicll pfi teploté 2—8°C.

5. Dukladné protfepejte pfipravené DNR a DNR2 a pfidejte alikvotni mnozZstvi kazdého z nich
do vhodné oznacené jednorazové nadobky na reagencie.

Dulezité upozornéni: Zajistéte pridani spravné reagencie do spravného sloupce
mikrodesticky eluatu.

6. 8kanalovou pipetou pridejte 25 ul DNR do prvniho sloupce hybridizaéni mikrodesticky
obsahujici kalibratory a kontroly kvality.

7. 8kanalovou pipetou pridejte 25 y DNR2 do kazdé jamky hybridiza¢ni mikrodesticky
obsahujici eluat DNA.

8. Zakryjte hybridiza¢ni mikrodesti¢ku vikem mikrodesticky a protfepaveijte 30 sekund na
rotacni tfepacce Rotary Shaker | nastavené na 1,100 + 100 ot/min.

9. Umistéte mikrodesticku do ohfivace Microplate Heater | vytemperovaného na teplotu
65 + 2°C, dbejte na to, aby nedochazelo k rozstfikovani. Inkubujte hybridizacni
mikrodestic¢ku 45 + 5 minut.

Pfipravte Probe Mix (smés sond) béhem této inkubace (viz ,Smés sond,” strana 36).

10.Vyjméte hybridiza¢ni mikrodesti¢ku z ohfivace Microplate Heater |.

Denaturované kalibratory, kontroly kvality a eluaty DNA mohou byt:

® uchovavany (viz ,Volitelny body zastaveni eluati DNA" strana 45)

® neprodlené testovany (viz ,Hybridizace eluatli DNA" strana 46)

Volitelny body zastaveni eluati DNA

Denaturované eluaty, véetné kalibratori a kontrol kvality, zakryté vikem mikrodesti¢ky Ize po 2
tydny uchovavat pfi 2-8°C.
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Hybridizace eluatll DNA

Pokud hybridizacni mikrodesti¢ka obsahujici denaturované kalibratory, kontroly kvality a eluaty

DNA byla uloZena, odstrarite viko mikrodesti¢ky a nechte mikrodesti¢ku eluatu vytemperovat na
20-25°C.

1.

Probe Mix (smés sond) diikladné protfepejte a v alikvotnim mnozstvi pfevedte do nadobky
reagencie na jedno pouziti.

. Opatrné pipetujte 25 ul Probe Mix (smés sond) do kazdé jamky hybridiza¢ni mikrodesticky

pomoci 8kanalové pipety a novych hrott pro kazdy pfidavek Probe Mix.

Zabrante zpétnému rozstfikovani a kontaktu s bo€nimi sténami jamek hybridizaéni
mikrodesticky.

. Zakryjte hybridizaéni mikrodesti¢ku vikem mikrodesti¢ky a protfepavejte 3 £ 2 minuty na

rotacni tfepacce Rotary Shaker | nastavené na 1.100 + 100 ot/min.
Po protfepani by kalibratory, kontroly kvality a eluaty DNA mély zeZloutnout.

Vzorky, které zlstanou fialové, mozna neobdrzely spravné mnozstvi Probe Mix (smés
sond). Pfidejte dalSich 25 pl Probe Mix (smés sond) ke vzorkdm, které zlistanou fialové a
znovu je protfepte. Pokud vzorek zUstane fialovy po provedeni tohoto postupu, vzorek

otestujte znovu.

. Umistéte mikrodesti¢ku do ohfivae Microplate Heater | vytemperovaného na teplotu

65 + 2°C, dbejte na to, aby nedochazelo k rozstfikovani. Inkubujte hybridizaéni
mikrodesticku 60 + 5 minut.

Pro pokracujici testovani pfistupte k ,Zachyt hybridu,” strana 53.

Denaturace a hybridizace vzorktl STM a ru¢né pfipravenych vzorku
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

e Pfi testovani ru¢né pfipravenych vzorkd PreservCyt a SurePath z post-gradientnich

bunécénych pelet se pro vzorky nevyzaduje denaturaéni faze. OvSem kalibratory a kontroly
kvality poZadované v ramci testu se denaturuji podle nasledujicich pokyn(.

Nékteré vzorky STM mohou obsahovat krev a jiny biologicky material, které mohou
maskovat zmény barvy po pfidani DNR. Vzorky, které se vyznacuji tmavou barvou pfed
pfidanim DNR, nemohou pfinést spravnou barevnou zménu v tomto kroku. V téchto
pfipadech, kdy se neprojevi spravna zména barvy, nebudou nepfiznivé ovlivnény vysledky
testu. Spravné smichani mize byt ovéfeno sledovanim zmény barvy kalibrator(i a kontrol

kvality.
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Denaturace kalibrator(i, kontrol kvality a vzorky STM

® Nikdy neodstrafiujte zafizeni pro odbér vzorku ze zkumavky vzorku.
® Aby nedoslo k faleSné pozitivnim vysledkim, je zasadné d(lezité, aby veSkery material
vzorkU pfisel do kontaktu s DNR. Smichani po pfidavku DNR je zasadné dulezity krok.

® Vzorky STM denaturované v tfepace MST Vortexer 2 musi pouzivat metodu ,Hybridizace
pomoci mikrodestiCky a ohfivace Microplate Heater I popsanou na strané 50. Metoda
LHybridizace pomoci mikrozkumavek a vodni |[azné“ (strana 51) nebyla validovana se vzorky
STM denaturovanymi v tfepa¢ce MST Vortexer 2.

1. Odeberte a zlikvidujte uzavéry zkumavek.

Dilezité upozornéni: Uzavéry odebrané ze zkumavek vzork(i STM povaZzujte za
potencialné infekéni (viz ,Varovani a bezpeénostni opatfeni,” strana 21, kde jsou dodate¢né
informace).

2. Odpipetujte stanoveny objem (viz tabulka 9 niZe) DNR do zkumavek pomoci opakovaci
nebo nastavitelné pipety.

Dbejte na to, abyste se nedotkli bok(i zkumavek, protoZe by mohlo dojit ke zkFizené
kontaminaci vzork(.

Dilezité upozornéni: Sady s 1 deskou a 4 deskami maji odliSné objemy pro kalibrator
High-Risk HPV. Zajistéte pfidani spravného objemu DNR.
Poznamka: Objem pfidané DNR je roven poloviné objemu kapaliny ve zkumavce.

Tabulka 9. Pridavek DNR

Kalibrator, kontrola kvality nebo vzorek STM Pozadovany objem DNR
Negativni kalibrator, 2 ml 1000 pl
Kalibrator High-Risk HPV, 1 ml 500 pl
Kalibrator High-Risk HPV, 2 ml 1000 pl
Kontrola kvality Low-Risk HPV nebo High-Risk HPV, 1 ml 500 pl
Vzorky STM, 1 ml 500 pl

3. Promicheijte zkumavky bud v tfepacce MST Vortexer 2 nebo vyuZzijte ruéni metodu
protfepavani jednotlivych zkumavek.

Metoda MST Vortexer 2

a.  Zakryjte zkumavky tésnici félii zkumavek DuraSeal pfetazenim félie pfes zkumavky
ve stojanu vzorka.

b. Umistéte viko stojanu nad zkumavky zakryté folii a zajistéte na misté 2 bo&nimi
svorkami. Rezacim zatizenim odfiznéte flii.

C. Dejte paku s €ervenou rukojeti do polohy UP tak, aby byla ve vodorovné poloze.
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4.

d. Umistéte stojan vzork( bezpecné ve vodicich kolejnicich na tfepacce MST
Vortexer 2 a roh s nejvétsim zarezem stojanu umistéte do pravého predniho rohu.
Stojanek na vzorky zajistéte pfesunutim paky s ervenou rukojeti do polohy ,dole*,
aby byla ve svislé poloze.

e. Dbejte na nastaveni rychlosti na 100 (maximalni rychlost) a napajeni na ON na
trepace MST Vortexer 2.

f. Zkumavky protfepavejte 10 sekund.
g. VYPNETE trepatku MST Vortexer 2.
h.  Vyjméte stojan vzorkl ze tfepacky MST Vortexer 2 pfesunutim paky s ¢ervenou

rukojeti do polohy nahoru.

Ruéni metoda protfepavani jednotlivych zkumavek.

a. Znovu uzaviete zkumavky snovymi vzorky Sroubovacimi krytkami odbérovych

zkumavek.

b. Kazdou zkumavku jednotlivé dakladné promichejte v tfepacce pfi vysoké rychlosti

po 5 sekund.
Dulezité upozornéni: BEhem michani musite pozorovat viditelny vir kapaliny, ktery
obmyva cely vnitfni povrch zkumavky.

C. Jednou obratte zkumavku dnem vzhuru, aby se omyl vnitfek zkumavky, krytka a
okrajovy lem.

d. Vratte zkumavku do stojanu.
Kapalina ve zkumavce by méla ziskat fialovou barvu.

Inkubujte zkumavky ve stojanu ve vodni [azni pfi 65 + 2°C po 45 + 5 minut.

Pro ruéni testovani pfipravte Probe Mix (smés sond) béhem této inkubace (viz ,Smés sond,”
strana 36).

Vyjméte zkumavky z vodni 1azné po inkubaci.

Pokud pouzivate stojan vzorkud, nenechte je ochladnout pfedtim, nez odstranite viko

stojanu. lhned pokracCujte testovanim nebo odstrarite viko stojanu a té&snici folii zkumavky

DuraSeal.

Poznamka: Pokud stojan zkumavek chladne, zkumavky se mohou pfilepit k viku stojanu a

nasledné se rozlit:

uchovéavany (viz ,Volitelny zastavovaci bod pfipravenych vzorkd STM a ru¢né pfipravenych

vzorkd PreservCyt a SurePath” strana 49)

neprodlené testovany (viz ,Hybridizace pfipravenych vzork( STM a ruéné pfipravenych

vzorkd PreservCyt a SurePath” strana 49)
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Volitelny bod pro zastaveni pfipravenych vzorkd STM a ru¢né pfipravenych vzorku
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich buné&&nych pelet

Dulezité upozornéni: Denaturované vzorky neuchovavejte na suchém ledu

V8echny pfipravené vzorky véetné kalibrator(l a kontrol kvality Ize uchovavat pfi 2—-8°C pfes noc
nebo pfi —20°C az po 3 mésice. Smi se provést maximalné 3 cykly zmrazeni/roztati maximalné
2 hodiny pfi pokojové teploté b&éhem kazdého cyklu roztati.

PFi uchovavani pfes noc pfi 2-8°C ve stojanu vzork(l zakryjte vzorky tésnici félii zkumavek
DuraSeal a vratte zpét viko stojanu.

Pro uchovavani pfi —20°C ve stojanu vzork(l odeberte viko stojanu a tésnici folii zkumavek
DuraSeal a na zkumavky dejte vhodné krytky.

Hybridizace pfipravenych vzorkd STM a ru¢né pfipravenych vzork(l PreservCyt a
SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet

LT3 pr provadéni automatického testovani RCS vzork(i STM nebo ruéné pfipravenych vzorku
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet dokoncete testy podle pokyn
v pFiruéce k systému RCS (Rapid Capture System User Manual).

Pokud byly denaturované Kkalibratory, kontroly kvality nebo vzorky uloZzeny, nechte je
vytemperovat na teplotu 20-25 °C, a pokud byly uloZzeny ve stojanu vzorkl, vyjméte a

zlikvidujte uzavéry zkumavek.

e Hybridizace pfipravenych vzorkd STM a ru¢né pfipravenych vzorkd PreservCyt a SurePath
z post-Pro vzorky STM a ru¢né pfipravené vzorky PreservCyt a SurePath z post-
gradientnich bunéénych pelet jsou k dispozici dvé hybridizaéni metody: ,Hybridizace pomoci
mikrodesti¢ky a ohfivace Microplate Heater I a ,Hybridizace pomoci mikrozkumavek a
vodni lazné*“.

® Vzorky STM denaturované v tfepacce MST Vortexer 2 musi pouzivat metodu ,Hybridizace
pomoci mikrodestiCky a ohfivaCe Microplate Heater I popsanou na strané 50. Metoda

LHybridizace pomoci mikrozkumavek a vodni [azné“ (strana 51) nebyla validovana se vzorky
STM denaturovanymi v tfepa¢ce MST Vortexer 2.
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® Probe Mix (smés sond) je visk6zni. Dbejte na to, aby byla Probe Mix (smés sond) dukladné
promichana a aby bylo pozadované mnozstvi zcela dodano do kazdé jamky hybridizacni

mikrodesti¢ky nebo hybridizacni mikrozkumavky.

® Pri pfenosu vzorku do hybridizaéni mikrodesti¢ky nebo hybridizaéni mikrozkumavky nesmi
dojit ke kontaktu s bohy jamek hybridizaéni mikrodesti¢ky nebo hybridizaénich
mikrozkumavek, protoze mize dojit k faleSné pozitivnim vysledkiim, pokud vzorky nebudou
preneseny opatrné. Zamezte tvorb& vzduchovych bublin. PouZivejte Cisty, velmi dlouhy
pipetovy hrot pro kazdy pfenos, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

Hybridizace pomoci mikrodesti¢ky a ohfivace Microplate Heater |

1. Opatfete si hybridiza¢ni mikrodesti¢ku a oznacte ji.
2. Protfepejte jednou z nasledujicich metod:

Kalibratory, kontroly kvality nebo vzorky STM pomoci tfepacky MST Vortexer 2

a. Bude-li to vhodné, zakryjte zkumavky tésnici félii zkumavek DuraSeal a zajistéte
viko stojanu na stojanu vzorku.

b. Protfepavejte stojan vzorkd minimalné 5 sekund pfi nastavené maximalni rychlosti.

C. Neprodlené umistéte stojan vzorkl na horni stranu laboratorniho stolu a uvolnéte
zapadky. Zdvihnéte viko stojanu pfiblizné o 1 cm a jemné jej pfesurite doleva a
doprava, aby se uvolnily v§echny zkumavky, které se mohly pfilepit k té&snici folii
zkumavek DuraSeal. Odstrarite viko stojanu zdvihnutim pfimo nahoru, dokud se
zcela neoddéli od stojanu vzorkd.

d.  Opatrné odstrante tésnici folii zkumavek DuraSeal z vika stojanu a zlikviduijte ji.

Vzorky PreservCyt nebo SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet s tfepackou MST

Vortexer 2

a. Bude-li to vhodné, zakryjte zkumavky tésnici folii zkumavek DuraSeal a zajistéte
viko stojanu na stojanu vzorku.

b. Protfepavejte konverzni stojan Conversion Rack minimalné 10 sekund pfi
nastavené maximalni rychlosti.

C. Neprodlené umistéte stojan vzorkd na horni stranu laboratorniho stolu a uvolnéte
zapadky. Zdvihnéte viko stojanu pfiblizné o 1 cm a jemné jej pfesunte doleva a
doprava, aby se uvolnily v8echny zkumavky, které se mohly pfilepit k té€snici folii
zkumavek DuraSeal. Odstrarite viko stojanu zdvihnutim pfimo nahoru, dokud se
zcela neoddéli od stojanu vzorkd.

d.  Opatrné odstrante tésnici folii zkumavek DuraSeal z vika stojanu a zlikvidujte ji.

Jakykoliv typ vzorku tfepackou

a. Kazdou zkumavku individualné protfepavejte nejméné 5 sekund.
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3. Pipetou EXPAND-4 nebo jednokanalovou pipetou s velmi dlouhym pipetovym hrotem
prevedte 75 pl kalibratoru, kontroly kvality nebo vzorku jednotlivé na dno prazdné jamky
hybridizaéni mikrodesti¢ky podle vytvofeného rozvrzeni desky.

Pokud budou vzorky ukladany, uzaviete denaturované kalibratory, kontroly kvality a vzorky
STM novymi Sroubovacimi krytkami zkumavek pro odbér vzorkl a na jednotlivé vzorky
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet umistéte pavodni krytku.

Poznamka: Vzorky uchovavejte podle omezeni podrobné popsanych v ,Volitelny
zastavovaci bod pfipravenych vzork(i STM a ruéné pfipravenych vzorkl PreservCyt a

SurePath”.

4. Po pfeneseni posledniho vzorku zakryjte hybridizacni mikrodesti¢ku vikem mikrodesti¢ky a
inkubujte 10 minut pfi 20—25°C.

5. Probe Mix (smés sond) dukladné protfepejte a v alikvotnim mnozstvi prevedte do nadobky

reagencie na jedno pouZiti.

6. Opatrné pipetujte 25 ul Probe Mix (smés sond) do kazdé jamky hybridizaéni mikrodesticky
pomoci 8kanalové pipety a novych hrotd pro kazdy pfidavek Probe Mix.

Zabrarite zpétnému rozstfikovani a kontaktu s bo¢nimi sténami jamek hybridiza¢ni
mikrodesticky.

7. Zakryjte hybridizaéni mikrodesti¢ku vikem mikrodesti¢ky a protfepavejte 3 + 2 minuty na
rotacni tfepacce Rotary Shaker | nastavené na 1.100 + 100 ot/min.

Po protfepéani by kalibratory, kontroly kvality, vzorky STM a vzorky SurePath mély
zezloutnout a vzorky PreservCyt by mély zr{izovét.

Vzorky, které zistanou fialové, mozna neobdrzZely spravné mnozstvi Probe Mix (smés
sond). Pfidejte dalSich 25 pl Probe Mix (smés sond) ke vzorkdim, které zlstanou fialové a
znovu je protfepte. Pokud vzorek zUstane fialovy po provedeni tohoto postupu, vzorek
otestujte znovu.

8. Umistéte mikrodesti¢ku do ohfivace Microplate Heater | vytemperovaného na teplotu
65 = 2°C, dbejte na to, aby nedochéazelo k rozstfikovani. Inkubujte hybridizaéni
mikrodesticku 60 + 5 minut.

9. Pro pokracujici testovani pfistupte k ,Zachyt hybridu,” strana 53.

Hybridizace pomoci mikrozkumavek a vodni lazné
1. Do stojanu mikrozkumavek umistéte pozadovany pocet Cistych hybridiza¢nich
mikrozkumavek a oznadte je.

2. Protiepejte jednotlivé kazdy kalibrator, kontrolu kvality a zkumavku vzork( nejméné 5
sekund pfed vyjmutim vzorku.
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3. Jednokanalovou pipetou s velmi dlouhym pipetovym hrotem pievedte 75 pl kalibratoru,
kontroly kvality nebo vzorku jednotlivé na dno mikrozkumavky pFislusné hybridizaéni
mikrodesti¢ky podle vytvofeného rozvrzeni desky.

Pokud budou vzorky ukladany, uzaviete denaturované kalibratory, kontroly kvality a vzorky
STM novymi Sroubovacimi krytkami zkumavek pro odbér vzorkd a na jednotlivé vzorky
PreservCyt a SurePath z post-gradientnich buné&nych pelet umistéte plvodni krytku.

Poznamka: Vzorky uchovavejte podle omezeni podrobné popsanych v ,Volitelny
zastavovaci bod pfipravenych vzorkd STM a ruéné pfipravenych vzork(i PreservCyt a
SurePath,” strana 49.

4. Po prevedeni posledniho vzorku inkubujte hybridizaéni mikrozkumavky 10 minut pfi 20—
25°C.

5. Probe Mix (smés sond) dlkladné protfepejte a v alikvotnim mnoZstvi pfevedte do nadobky
reagencie na jedno pouZiti.

6. Opatrné pipetujte 25 ul Probe Mix (smés sond) do kaZzdé hybridiza¢ni mikrozkumavky

pomoci 8kanalové pipety a novych hrotd pro kazdou fadu.

Zabrante zpétnému rozstfikovani a kontaktu s bo€nimi sténami jamek hybridizaénich
mikrozkumavek.

Zkontrolujte zespodu stojan, aby bylo zajisténo, ze vSechny hybridizani mikrozkumavky
dostaly spravné mnozstvi Probe Mix (smés sond).

7. Hybridiza¢ni mikrozkumavky zakryjte t€snénim desky. Na horni stranu stojanu dejte kryt
stojanu. Stojan mikrozkumavek protfepavejte 3 £ 2 minuty na rotaéni tfepacce Rotary
Shaker | nastavené na 1.100 + 100 ot/min.

Po protfepani by kalibratory, kontroly kvality, vzorky STM a vzorky SurePath z post-
gradientnich bunécénych pelet mély zeZloutnout a vzorky PreservCyt by mély zrliZovét.

Vzorky, které zlistanou fialové, mozna neobdrzely spravné mnozstvi Probe Mix (smés
sond). Pfidejte dalSich 25 pl Probe Mix (smés sond) ke vzorkdm, které zlistanou fialové a
znovu je protfepte. Pokud vzorek zlstane fialovy po provedeni tohoto postupu, vzorek
otestujte znovu.

8. Stojan mikrozkumavek inkubuijte 60 + 5 minut ve vodni lazni pfi 65 + 2°C.

Zajistéte, aby ve vodni lazni byla dostate¢na hladina vody na zakryti celého objemu
hybridizaéni mikrozkumavky.

Poznamka: Stojan mikrozkumavek bude ve vodni lazni plavat.

9. Pro pokradujici testovani pfistupte k ,Zachyt hybridu,” strana 53.
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Zachyt hybridu

1.

N

4.

6

Kromé pozadovaného poctu jamek zachytové mikrodesti¢ky z ramu desky vSechny
odstrante.

. Vratte nepouzité jamky zdchytové mikrodestitky do plivodniho obalu a znovu je uzaviete.

. Znackovacem popiste jeden po druhém kazdy sloupec a oznacte vhodnym identifikatorem
zachytovou mikrodesticku.

Vzorky budou pfidavany do jamek zachytové mikrodesticky podle vytvofeného rozvrzeni
desky.

Opatrné vyjméte hybridiza¢ni mikrodesti¢ku z ohfivace Microplate Heater | nebo ze stojanu
mikrozkumavek ve vodni lazni podle toho, co bude vhodné.

Okamzité odstrante viko mikrodesti¢ky a ulozte jej na Cisty povrch nebo odeberte viko
stojanu a pomalu vytahnéte tésnéni desky nahoru a pres stojan mikrozkumavek.

. 8kanalovou pipetou pfevedte cely obsah (pfiblizné 100 pl) jamek hybridizaéni mikrodesticky
nebo hybridizaénich zkumavek na dno odpovidajicich jamek zachytové mikrodesticky.

Pouzijte nové pipetové hroty pro kazdy pfenos a nechte kazdy pipetovy hrot vypustit, aby
bylo jisté, Ze doSlo k Uplnému pfenosu vzorku. Pokud to bude Zadouci, pipetu je mozné
stabilizovat umisténim stfedu hrotl pipety na hornim okraji jamek zachytové mikrodestic¢ky
(viz Obrazek 2, nize).

/
B

Spravné Nepipetujte svisle, Hrot se nesmi
aby nedoslo ke dotknout bocni stény
zpétnému jamky.

rozstfikovani.

Obrazek 2. Spravné pipetovani.

. Zakryjte zachytovou mikrodesti¢ku vikem mikrodestiCky nebo novym tésnénim desky a
protfepavejte 60 + 5 minut na rotacni tfepacce Rotary Shaker | pfi 1.100 + 100 ot/min
pfi 20-25°C.
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Pripravte Wash Buffer (promyvaci pufr) béhem této inkubace (viz ,Promyvaci pufr,” strana
37).

7. Jakmile bude inkubace dokonéena, vyjméte zachytovou mikrodesticku z rotaéni tfepacky
Rotary Shaker | a opatrné odstrarite viko mikrodesti¢ky nebo t&snéni desky.

8. Odstrarite viko z jamek zachytové mikrodesticky tim, Ze jej date do vylevky, zcela obratte
zachytovou mikrodesti¢ku nad vylevkou dnem vzh(ru a intenzivné tfepejte smérem dold.

Dilezité upozornéni: Mikrodesti¢ku neobracejte dnem vzhuru.
Dbejte na to, aby nedochazelo k odstfikovani, pokud bude dekantace pfili§ blizko dna
vylevky.

9. Odstrarite vodu silnym poklepanim, 2—3x, na Cistych utérkach Kimtowels nebo
ekvivalentnich papirovych ruénicich, které nepoustéji viakno.
Dbejte na to, aby byla odstranéna veskera kapalina z jamek zachytové mikrodesti¢ky a

horni strana zachytové mikrodesti¢ky byla sucha.

10.Pristupte k ,Detekce hybridu,” strana 55 a pokracujte v testovani.
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Detekce hybridu

® Pridavky reagencii provadéjte napfi¢ zachytovou mikrodesti¢kou zleva d oprava za pouziti
8kanalové pipety. Otfete hroty nad jednorazovou nadobkou reagencii, abyste odstranili
prebyte€nou reagencii pfed dodavkou do mikrodesticky.

® Pokud se 8kanalova pipeta nepouziva, mdzete ji nahradit opakovaci pipetou. Pfidejte
alikvotni mnozstvi DR1 do polypropylénové zkumavky dostate¢né velikosti, ktera
pozadovany objem pojme.
® Doporucuje se pouziti techniky reverzni pipetace, aby se zlepSila konzistence davkovani
reagencie. Postup je popsan nize.
® Pokud je to zadouci, pipetu Ize stabilizovat opfenim stfedu hrotl pipet o horni okraj jamek
zachytové mikrodesti¢ky. Dbejte na to, abyste se nedotkli bokd jamek zachytové
mikrodesticky, protoze by mohlo dojit ke kfizové kontaminaci vzorku (viz Obrazek 2, strana
53).
1. Ddkladné promichejte DR1 a opatrné prevadéjte pfisluSny do Cisté jednorazové nadobky na
reagencie.
2. Opatrné pipetujte 75 ul DR1 do kazdé jamky zachytové mikrodesti¢ky technikou reverzniho
pipetovani nasledujicim zptusobem:
a. Pfipojte hroty na 8kanalovou pipetu; dbejte na to, aby byly vSechny hroty pevné
nasazeny.
b.  Zatladte pist pipety za prvni zarazku smérem k druhé zarazce.
C. Ponofte hroty do reagencie.
d. Pomalu uvolfujte pist a nechte reagencii, aby zaplnila hroty.
e. Davkujte reagencii do jamek mikrodesticky pfitlacenim pistu k prvni zarazce.

Neuvoliujte pist, dokud nebudou hroty pipety ponofeny do reagencie.

f. Znovu naplrite hroty a opakujte, dokud nebudou naplnény v§echny jamky
mikrodesticky.

Dbejte na to, aby vSechny jamky zachytové mikrodesti¢ky byly napinény na zakladé
pozorovani intenzity rlizové barvy. VSechny jamky zachytové mikrodesticky by mély mit

podobnou riizovou intenzitu.

3. Zachytovou mikrodesticku zakryjte vikem mikrodesti¢ky, Cistou folii Parafilm nebo
ekvivalentni a inkubujte 30—45 minut pfi 20-25°C.

4. Pristupte k ,Promyvani,” strana 56 a pokradujte v testovani.
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Promyvani

Promyvejte zachytovou mikrodesti¢ku pomoci jedné z nasledujicich metod.

Metoda promyvacky Automated Plate Washer

Promyvacku Automated Plate Washer vzdy méjte ZAPNUTY. Dbejte na to, aby byla

oplachovaci nadoba naplnéna a odpadni nadoba prazdna. Promyvacka Automated Plate

Washer bude v ramci c&isténi rutinné oplachovat systém. Viz Automated Plate Washer

Uzivatelska pfirucka (Automated Plate Washer User Manual), kde naleznete dodate¢né pokyny.

Véci, které je nutné udélat pfed zahajenim

Dbejte na to, aby promyvaci nadoba byla naplnéna nejméné na znacku 1 litru promyvacim

pufrem. Pokud ne, pfipravte promyvaci pufr (viz ,Promyvaci pufr,” strana 37).

Dbejte na to, aby byla oplachovaci nadoba naplnéna deionizovanou nebo destilovanou
vodou.

Dbejte na to, aby byla odpadni nadoba prazdna a byla bezpe¢né pfipevnéna krytka.
Promyvacka Automated Plate Washer se bude plnit automaticky pfed kazdym promyvanim
a oplachovanim po kazdém promyvani.

Pokud se pouziva pouze €ast prouzku jamek zachytové mikrodesti¢ky, umistéte prazdné
jamky mikrodesti¢ky do zachytové mikrodesticky, aby se pfed promyvanim dokongil
sloupec.

Odeberte viko mikrodesti¢ky a umistéte zachytovou mikrodesti¢ku na platformu
promyvacky Automated Plate Washer.

Ujistéte se, Ze je automaticka promyvacka desky zapnuta a na displeji se zobrazuje zprava
Digene Wash Ready (promyvani digene pfipraveno) nebo P1.
Stisknutim tlacitka Rows (fady) vyberte pocet prouzk(, které se maji promyvat, a poté
upravte pomoci + nebo —.
Stisknutim tlacitka Rows se vratite ke zpravé Digene Wash Ready nebo P1.
Stisknutim tla¢itka Start/Stop zaénete.
Promyvacka Automated Plate Washer provede 6 cykll plnéni a odsavani, coz bude
pfiblizné trvat 10 minut. BEéhem programu nastane kratka prestavka, neodstranujte

mikrodesti¢ku pfed€asné.

Jakmile promyvacka Automated Plate Washer dokoné&i promyvani, na displeji se objevi

.Digene Wash Ready" nebo ,P1".
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7.

Po skon&eni programu vyjméte zachytovou mikrodesti¢ku z platformy promyvacky

Automated Plate Washer.
Zachytova mikrodesticka by méla byt bila a v jamkach zachytové mikrodesticky by neméla
zustat zadna zbytkova razova kapalina.

Pristupte k ,Amplifikace signélu,” strana 58 a pokracujte v testovani.

Metoda ruéniho promyvani

Odstrarite DR1 z jamek zachytové mikrodesti¢ky tim, Ze polozite Cisté utérky Kimtowels
nebo ekvivalentni papirové ruéniky, které neuvolfiuji viakna na horni stranu zachytové
mikrodesticky.

Dbejte na to, aby byly papirové runiky ve styku s celou plochou povrchu zachytové
desti¢ky, a opatrné ji obratte dnem vzharu.

Nechte zachytovou desti¢ku vysouset 1-2 minuty.

Dobre odsajte vodu Cistymi utérkami Kimtowels nebo ekvivalentnimi papirovymi ru¢niky,
které neuvolriuji vlidkna.

Opatrné zlikvidujte pouzité papirové ru¢niky, aby nedoslo ke kontaminaci alkalickou
fosfatazou.

Pouzijte promyvaci pfistroj a ruéné zachytovou destic¢ku 6krat promyjte.

Pro spravné promyti kazdou jamku zachytové mikrodesti¢ky dikladné oplachnéte
promyvacim pufrem. Tim se odstrani DR1 z hornich stran jamek zachytové mikrodesticky.
Promyvani zacina v jamce A1 zachytové mikrodesti¢ky a pokracuje klikaté doprava a dold.
Po naplnéni vSech zachytovych mikrodesticek dekantujte kapalinu do vylevky silnym
pohybem smérem doll. Druhé promyvani zac¢ina v jamce H12 zachytové mikrodesticky
klikaté doleva a nahoru. Tato sekvence 2 promyvani se opakuje 2krat, az na jednu jamku
zachytové mikrodesticky pfipada 6 promyvani.

Po promyti vysuste zachytovou mikrodesticku oto¢enim dnem vzhdru a polozenim na Cisté
utérky Kimtowels nebo ekvivalentni papirové ru¢niky, které neuvolfiuji vidkna, a ddrazné na

ni 3—4kréat poklepejte. Papirové ruéniky vymérite a znovu vysousejte.

Nechte zachytovou desticku oto¢enou dnem vzhlru a nechte ji schnout 5 minut.
Zachytovou mikrodestiCku osuste jesté jednou.

Zachytova mikrodestiCka by méla byt bila a v jamkach zachytové mikrodesti¢ky by neméla
zUstat zadna zbytkova rGzova kapalina.

Pristupte k ,Amplifikace signélu,” strana 58 a pokracujte v testovani
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Amplifikace signalu

e K manipulaci s DR2 pouzijte novy par rukavic.

e Pridavky reagencii provadéjte napfi¢ zachytovou mikrodesti¢kou zleva d oprava za pouziti
8kanalové pipety.

® Pokud se 8kanalova pipeta nepouziva, mizete ji nahradit opakovaci pipetou. Pfidejte
alikvotni mnozstvi DR2 do polypropylénové zkumavky dostate¢né velikosti, ktera
pozadovany objem pojme.

e Pridejte DR2 bez pferuseni. Inkubacni doba vSech jamek zachytové mikrodesticky musi byt
co nejpodobné;jsi.

e Dbejte na to, abyste se nedotkli bok( jamek zachytové mikrodesti¢ky a reagencie nesmi
stfikat na hroty, protoze by mohlo dojit ke kfizové kontaminaci vzorku (viz Obrazek 2,

strana 53).

1. Dukladné promichejte DR2 a prevedte pfislusny objem (jak je to vhodné, viz Tabulka 1,
strana 33,Error! Bookmark not defined. nebo Tabulka 4, strana 34) do Cisté jednorazové

nadobky na reagencie.

2. Opatrné pipetujte 75 yl DR2 do kazdé jamky zachytové mikrodesti¢ky technikou reverzniho
pipetovani jiz dfive popsanou (viz ,Detekce hybridu,” strana 55).
Dbejte na to, aby vSechny jamky zachytové mikrodesti¢ky byly napinény na zakladé
pozorovani intenzity Zluté barvy; vSechny jamky zachytové mikrodesticky by mély mit

podobnou Zlutou intenzitu.

3. Zachytovou mikrodestic¢ku zakryjte vikem mikrodesti¢ky a inkubujte 15 minut pfi 20-25°C
(inkubace nema byt delSi nez 30 minut).
Dulezité upozornéni: Chrarite pred pfimym sluneénim svétlem.

4. Pristupte k ,Méreni zachytové mikrodesti¢ky a generovani vysledku,” strana 59 a

pokracujte v testovani.
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Méreni zachytové mikrodesti¢ky a generovani vysledku

1. Meéfeni zachytové mikrodestic¢ky pFistrojem DML.

Viz pfislusna pfirucka uzivatele softwaru, kde naleznete podrobnosti o méfreni zachytové
mikrodesti¢ky a generovani zprav s vysledky testu. Software pro analyzu rozbor( digene

umozni zadavat platné informace o testu.

2. Pokud nebyla pouzita cela zachytova mikrodestic¢ka, odstrarite pouzité jamky zachytové
mikrodesti¢ky z ramu mikrodesti¢ky, ram mikrodesti¢ky dukladné oplachnéte destilovanou

nebo deionizovanou vodu, osuste a rezervujte pro dalsi test.

3. Zlikvidujte vSechna alikvotni mnozstvi reagencie a pfipravené reagencie, pokud neni
uvedeno jinak.
Rozfedte zbyvajici DNR v lahvi pfed likvidaci podle narodnich a mistnich laboratornich

postupu.
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Interpretace vysledku

Hodnota CO 1 pg/ml testu digene HC2 High-Risk HPV DNA je ekvivalentni 100 000 kopii/ml
viru HPV nebo 5 000 kopii HPV na analyzu.

Vysledky testovani vzorkt STM

Vzorky STM s hodnotou RLU/CO 21,0 se povazuji za ,pozitivni“ (,positive”) pro jeden &i vice
typt HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

Vzorky STM s hodnotou RLU/CO <1,0 se povaZuji za ,negativni“ (,negative*) nebo ,DNA HPV
nezjisténa“ (,no HPV DNA detected”) pro 13 testovanych typl HPV. Sekvence DNA vysoce
rizikového HPV bud nejsou pfitomny, nebo jsou hladiny DNA HPV pod mezi detekce testu.

Vysledky testovani vzorkl SurePath

Vzorky SurePath s hodnotou RLU/CO 21,0 se povazuji za ,pozitivni“ (,positive“) pro jeden Ci
vice typt HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

Vzorky SurePath s hodnotou RLU/CO <1,0 se povaZuji za ,negativni“ (,negative*) nebo ,DNA
HPV nezjisténa“ (,no HPV DNA detected) pro 13 testovanych typt HPV. Sekvence DNA HPV

bud' nejsou pfitomny, nebo jsou hladiny DNA HPV pod mezi detekce testu.

Vysledky testovani vzorku PreservCyt

Vzorky PreservCyt s hodnotou RLU/CO 21,0 se povazuji za ,pozitivni“ (,positive”) pro jeden &i
vice typt HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

Vzorky PreservCyt s hodnotou RLU/CO <1,0 se povaZuji za ,negativni“ (,negative*) nebo ,DNA
HPV nezjisténa“ (,no HPV DNA detected) pro 13 testovanych typt HPV. Sekvence DNA HPV
bud' nejsou pfitomny, nebo jsou hladiny DNA HPV pod mezi detekce testu.

U vzorkd PreservCyt s hodnotou RLU/CO 21,0 a <2,5 QIAGEN doporu€uje provést jejich retest
nasledujicim zplsobem:

e Jestlize je prvni retest RLU/CO 21,0, hlaste vzorek jako ,pozitivni“ (,positive*). Zadné dalsi
testovani neni nutné.

e Jestlize je prvni retest RLU/CO <1,0, je nutny druhy retest (tfeti vysledek). Druhy vysledek je
kone¢nym vysledkem (<1,0 je negativni, 21,0 je pozitivni) a hlasi se.
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Hodnota RLU/CO blizk&a 1,0

Pokud je hodnota RLU/CO vzorku blizka, ale mensi nez 1,0 a je podezieni na infekci vysoce
rizikovym HPV, zvaZzte alternativni metody testovani a/nebo opakovani vzorku.

Jiné typy HPV

ProtoZe tato analyza detekuje pouze vysoce rizikové typy HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 a 68, nezapomerite, Ze ve vzorku mohou byt pfitomny i jiné typy nizko rizikovych
HPV. Pokud se provadi testovani specificky na pfitomnost pohlavné pfenaseného nizko
rizikového HPV, pouZijte test digene HC2 HPV DNA, ktery detekujte DNA nizko rizikovych a
vysoce rizikovych typa HPV

Overeni kalibrace analyzy

Oveérfeni kalibrace analyzy se provadi s cilem zajistit, Ze reagencie, kalibratory a kontroly kvality
funguji Fadné a umoznuji pfesné stanoveni CO analyzy. Test digene HC2 High-Risk HPV DNA
vyzaduje kalibraci analyzy v ramci kazdého testu; proto je nezbytné kazdou analyzu ovéfit.
Tento ovéfovaci postup neni ur€en jako nahrada za vnitini testovani kontroly kvality. Pfijatelné
rozsahy pro kalibraci analyzy a kontroly kvality byly stanoveny pouze pro pfistroje DML

schvalené spole¢nosti QIAGEN.

Kalibraci analyzy provadi automaticky software pro analyzu rozboru digene a tiskne zpravu s
analyzou dat. OvSem uZivatelé softwaru digene Qualitative Software verze 1.03 nebo starSi
musi provadét ovéreni kalibrace analyzy ru¢né pfedtim, nez bude mozné vykazovat vysledky
pacienta. Vice informaci Vam poskytnou technické sluzby QIAGEN.

Test musi splfiovat stanovena kritéria kalibrace analyzy. Pokud bude kterékoliv z nasledujicich

kritérii neplatné, software nebude vysledky vzorku interpretovat.
Negativni kalibrator

NC musi byt s kazdym testem zkouSen tfikrat. Primér NC musi byt v rozmezi 210 az <250 RLU
a variacni koeficient (CV) musi byt <25 %. Pokud bude CV >25 %, software odstrani hodnotu
RLU nejdale od praméru jako odlehlou hodnotu a pramér a CV prepocita pomoci zbyvajicich
hodnot.
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Pokud CV zastane >25 %, kalibrace analyzy bude neplatna a test se musi pro vSechny vzorky

pacienta zopakovat. V takovém pfipadé vysledky vzork( pacienta nehlaste.

Pozitivni kalibrator

HRC musi byt s kazdym testem zkousen tfikrat. CV HRC musi byt <15 %. Pokud bude CV
>15%, software odstrani hodnotu RLU nejdale od prdméru jako odlehlou hodnotu a primér a

CV prepocita pomoci zbyvajicich hodnot.

Pokud CV zustane >15%, kalibrace analyzy bude neplatna a test se musi pro vSechny vzorky
pacienta zopakovat. V takovém pfipadé vysledky vzorkd pacienta nehlaste.

Pramér pozitivniho kalibratoru/primér negativniho kalibratoru

Software pouziva HRCX a NCX pro vypocet HRCXUNCX. Platny HRCIUNCX je definovan
jako 2,0 < HRCX/NCX < 15. Pokud bude HRCX/NCX <2,0 nebo >15, kalibrace analyzy bude
neplatna a test se musi pro vSechny vzorky pacienta zopakovat. V takovém pfipadé vysledky

vzorkU pacienta nehlaste.

Vypocet hrani¢ni hodnoty

Software pro analyzu rozborG digene vypocita a bude hlasit RLU/CO a pozitivni/negativni
vysledky pro vSechny vzorky. CO pro stanoveni pozitivnich vzorkd je HRCX. Software pro

analyzu rozbor(i digene pouziva hodnoty RLU vzorku k vyjadfeni vysledkl jako RLU/CO vzorku.

Pro automatické testovani RCS pouziva protokol analyzy RCS HPV koeficient pro Upravu
kalibrace (CAF) 0,8 pro platny HRCX. Tento CAF je nezbytny, aby charakteristiky chovani
automatického testovani RCS zlstaly ekvivalentni vici ruénimu testovani. CAF se pouziva
pouze pro vysledky automatického testu RCS, proto je zadsadné dlilezité zvolit spravny protokol

analyzy pro generovani pfesnych vysledki testl

Kontroly kvality

Vzorky kontroly kvality se dodavaji s testem digene HC2 High-Risk HPV DNA a musi se
pouzivat pro vnitfni kontrolu kvality. Dodavané kontroly kvality jsou naklonované cile DNA HPV
a nejsou odvozeny z HPV divokého typu. Je to stejny typ materialu pouzivany pro dodavané
kalibratory. Dodate¢né kontroly kvality Ize testovat podle smérnic ¢i poZadavkd narodnich ¢i

mistnich pfedpist nebo akreditaénich organizaci. Dodavané kontroly kvality nebudou plsobit
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jako vhodna kontrola kvality pro zpracovani roztoku PreservCyt nebo konzervacni kapaliny
SurePath.

Pokyny pro zadavani Cisla Sarzi a dat pouzitelnosti kontrol kvality naleznete v pfislusné
uzivatelské pfiru¢ce softwaru digene pro analyzu rozboru. Pokud ma byt analyza platna,
RLU/CO kazdé kontroly kvality musi spadat do definovanych kritérii, jak jsou uvedena v
nasledujici tabulce 10. Pokud kontroly kvality do t&chto rozsah(i nespadaji, analyza je neplatna

a test se musi opakovat. V takovém pfipadé vysledky pacienta nehlaste.

Tabulka 10. Kritéria validity analyzy kontroly kvality

Kontrola kvality Minimum (RLU/CO) Maximum (RLU/CO) CV (%)
QC1-LR 0.001 0.999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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Omezeni

® Test digene HC2 High-Risk HPV DNA pro typy HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 a 68 se nedoporucuje pro hodnoceni podezfeni na pohlavni zneuzivani.

® Prevalence infekce HPV v populaci mGze nepfiznivé ovlivnit vysledky. Pozitivni prediktivni
hodnoty klesaji pfi testovani populaci s nizkou prevalenci nebo jednotlivcl bez rizika
infekce.

® Negativni vysledek testu nevylu€uje infekci HPV, protoZe velmi nizké hladiny infekce nebo
chyba pfi odbéru vzorku mohou zpUsobit fale$né negativni vysledek testu. Tento test rovnéz
nedetekuje DNA nizkorizikovych typl HPV (6, 11, 42, 43 a 44).

® Infekce HPV neni definitivnim ukazatelem pfitomnosti cervikalniho onemocnéni vysokého
stupné ani z ni nepfimo nevyplyva ve v8ech pfipadech, Ze dojde ke vzniku cervikalniho
onemocnéni vysokého stupné nebo nadorového onemocnéni.

® Mezi sondou vysoce rizikového HPV a typy HPV 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7,
MM8 a MM9 existuje kfizova hybridizace v malém mnozstvi. Pacienti se vzorky obsahujicimi
vysoké hladiny téchto typu HPV mohou byt nespravné doporuéeni na kolposkopii (15, 35).

® Test digene HC2 High-Risk HPV DNA je navrzen k detekci typl vysoce rizikového HPV,
véetné 39, 58, 59 a 68. Analytické studie provedené spole¢nosti QIAGEN pomoci
plazmidové DNA klonovaného HPV prokazaly, Ze test detekuje tyto typ v koncentracich od
0,62 pg/ml do 1,39 pg/ml. To je ekvivalentni charakteristikam detekce jinych typt HPV, které
jsou cilem testu digene HC2 High-Risk HPV DNA. Spole¢nost QIAGEN dokazala validovat
detekci téchto typt HPV pouze u omezeného poctu klinickych vzork(. Diky nizké prevalenci
téchto typl v celkové populaci (28) charakteristiky chovani testu digene HC2 High-Risk HPV
DNA pro detekci typt HPV 39, 58, 59 a 68 nebyly statisticky potvrzeny.

® Pokud jsou pfitomny vysoké koncentrace antifungalniho krému, antikoncep&niho gelu nebo
vyplachu v dobé odbéru vzorku STM pro testovani, je pravdépodobné, Ze ziskani faleSné
negativniho vysledku by mély tyto vzorky obsahovat hladiny DNA HPV, které pfinasi
hodnoty RLU/CO v blizkosti CO analyzy.

® Pokud jsou pfitomny vysoké koncentrace vaginalniho lubrikaéniho krému nebo krve v dobé
odbéru cervikalniho vzorku PreservCyt pro pfipravu vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP
HPV Media, je pravdépodobné, Ze ziskate faleSné negativni vysledek, pokud by tyto vzorky
obsahovaly hladiny DNA HPV, které pfinasi hodnoty RLU/CO v blizkosti CO analyzy.

® Pokud je v dobé odbéru cervikalniho vzorku PreservCyt pfitomen antikoncep&ni gel pro
pripravu vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA, vysledkem muze byt faleSné
negativni vysledek testu.
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® Pokud je v dobé odbéru cervikalniho vzorku SurePath, ktery bude zpracovan pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media, zde pfitomen antikoncepéni gel nebo antifungalni &i
protizanétlivy krém, vysledkem testu maze byt faleSna negativita.

® Je mozna zkfizena reaktivita mezi sondou High-Risk HPV Probe a plazmidovym pBR322.
Pfitomnost homologovych sekvenci pBR322 byla hldSena ve vzorcich z lidskych genitald a
fale$né pozitivni vysledky by se mohly vyskytnout za pfitomnosti vysokych hladin
bakterialniho plazmidu.

® Pri automatickém testovani RCS mize nemoznost vizualné pozorovat hybridizacni destiCku
na zajisténi spravného pfenosu vzorku a nemoznost opravit jakykoliv neadekvatni prenos
vzorku vést k fale$né negativnim vysledkdm.

Charakteristiky chovani

Klinické chovani pfi screeningu pacientek s normalnimi vysledky stéru z
délozniho €ipku jakozto pomucka pfi hodnoceni rizika pfi 1éEbé
pacientek

Vysledky 8 nezavislych klinickych studii provadénych prominentnimi 1ékafskymi, akademickymi
a vladnim institucemi na centrech ve Spojenych statech a v zahranici jsou popsany nize. Studie
vyuzivaly zavedené metody stéru z délozniho Cipku pfi pouziti v zemich, kde se studie
provadély. Ve vSech kromé 2 byl vyuzit systém hodnoceni Bethesda Grading System pro vyklad
vysledkud stéru z délozniho Cipku. Pokud jde o ekvivalentni terminologii screeningu cervikalniho
nadorového onemocnéni v Evropském spole€enstvi viz European Guidelines for Quality
Assurance in Cervical Cancer Screening (36). Kromé& toho bylo pro kazdou studii
diagnostikovano cervikalni onemocnéni vysokého stupné pomoci biopsie fizené kolposkopii.
Tyto studie hodnotily klinickou uzitenost testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pfi srovnani
stéru délozniho Cipku u starSich zen (obecné starSich 30 let). VSechny studie kromé jedné
rovnéz provadeély prospektivni testovani HPV pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Studie byly priifezovymi screeningovymi studiemi celkové populace vyuzivajici test digene HC2
High-Risk HPV DNA, pokud neni dale uvedeno jinak. Dvé studie byly provadény ve Spojenych
statech, 2 v Evropé, 2 v Latinské Americe, jedna v Africe a jedna v Asii.

Chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pozorované v 6 prafezovych studiich je shrnuta
(viz tabulky 11 a 12 nize) pro zeny ve véku 30 let a star$i, u nichz byla diagnostikovana

histologicky potvrzena cervikalni neoplazie vysokého stupné, ktera je definovana jako cervikalni

Ndvod k pouziti testu digene® HC2 High-Risk HPV DNA 08/2015

65



Tabulka 11. Odhady chovéani — citlivost a specificita

Citlivost (%)

Specificita ( %)

* Data testu digene HC2 High-Risk HPV DNA byla k dispozici, data HCS byla pouzita jinak, spojena data.

(nIN) (n/N)
95 % interval spolehlivosti (CI) 95 % ClI
Samt?tny s tny Samotny
_ster amotny  ypy + stér stér HPV + stér
délozniho HPV délozniho  délozniho  Samotny délozniho
Populace n Cipku &ipku &ipku HPV Sipku
Zapadni 7592 51.6 96.3 100.0 98.5 96.2 95.1
Evfopa 1 (14/27) (26/27) (27/27) (7453/7565)  (7275/7565)  (7193/7565)
32.0-71.3 81.0-99.9 87.2-100.0 98.2—98.8 95.7-96.6 94.6-95.6
s 6115 58.4 94.8 97.4 98.7 93.9 93.4
Latinska
Amerika 1 (45/77) (73/77) (75/77) (5962/6038)  (5669/6038)  (5637/6038)
46.68—-69.6 87.2-98.6 90.9-99.7 98.4-99.0 93.3-94.5 92.7-94.0
— 6176 77.9 89.7 94.1 94.1 94.0 89.9
Latinska
Amerika 2* (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6108)  (5742/6108)  (5490/6108)
66.2-87.1 79.9-95.8 85.6-98.4 93.4-94.6 93.4-94.6 89.1-90.6
2925 84.1 89.7 92.5 86.4 80.0 76.4
Afrika (90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818)  (2253/2818)  (2152/2818)
75.8-90.5 82.4-94.8 85.8-96.7 85.1-87.7 78.4-81.4 74.8-77.9
1936 97.6 100.0 100.0 76.3 83.0 68.0
Asie (41/42) (42/42) (42/42) (1445/1894)  (1572/1894)  (1287/1894)
87.4-99.9  91.6-100.0  91.6-100.0 74.3-78.2 81.2-85.0 65.8-70.1
1040 50.0 100.0 100.0 97.6 96.2 95.5
USA 1 (1/2) (2/2) (2/2) (1013/1038)  (999/1038)  (991/1038)
1.26-98.7  15.8-100.0  15.8-100.0 96.5-98.4 94.9-97.3 94.0-96.7
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Tabulka 12. Odhady vykonnosti — pozitivni a negativni prediktivni hodnota

Pozitivni prediktivni hodnota (%)  Negativni prediktivni hodnota (%)

Prevalence (n/N) (n/N)
(%)
95 % ClI 95 % ClI
Samotny HPV + Samotny HPV +
stér stér stér stér
délozniho Samotny délozniho délozniho Samotny délozniho
Populace n CIN 3 Cipku HPV Cipku Cipku HPV Cipku
. . 7592 0.36 11.1 8.23 6.77 99.83 99.99 100.0
Zapadni
Evropa 1 (27/17592) (14/126) (26/316) (27/399) (7453/7466)  (7275/7276)  (7193/7193)
P 0.23-0.52 6.2-17.9 55-11.8 45-9.7 99.7-99.9 99.9-100.0 99.9-100.0
Latinska 6115 1.26 37.2 16.5 15.8 99.47 99.93 99.96
Amerika (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) (5962/5994)  (5669/5673)  (5637/5639)
1 0.99-1.57 28.6-46.4 13.2-20.3 12.6-19.4 99.3-99.6 99.8-100.0 99.9-100.0
Latinska 6176 1.10 12.7 14.3 9.4 99.74 99.88 99.93
Amerika (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) (5745/5760)  (5742/5749)  (5490/5494)
0% 0.86-1.39 9.7-16.3 11.1-18.0 7.3-11.8 99.6-99.9 99.8-100.0 99.8-100.0
2925 3.66 19.1 145 12.9 99.31 99.51 99.63
Afrika (107/2925) (90/472) (96/661) (99/765) (2436/2453)  (2253/2264)  (2152/2160)
SOR=54D 15.6-22.9 11.9-17.4 10.6-15.5 98.9-99.6 99.1-99.8 99.3-99.8
1936 2.17 8.37 115 6.47 99.93 100.0 100.0
Asie (42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) (1445/1446)  (1572/1572)  (1287/1287)
1.57-2.92 6.1-11.2 8.4-15.3 4.7-8.7 99.6-100.0 99.8-100.0 99.7-100.0
1040 0.19 3.85 4.88 4.08 99.90 100.0 100.0
USA 1 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014) (999/999) (991/991)
0.02-0.69 0.1-19.6 0.6-16.5 0.5-14.0 99.5-100.0 99.6-100.0 99.6-100.0

* Data testu digene HC2 High-Risk HPV DNA byla k dispozici, data HCS byla pouzita jinak, spojena data.

Napfi¢ véemi studiemi je tu jednotné a ¢asto velmi signifikantni zlepSeni citlivosti testu digene
HC2 High-Risk HPV DNA v(¢i samotnému stéru z délozniho Cipku. Stejné jako u citlivosti
prekraCuje negativni prediktivni hodnota HPV hodnotu stéru z déloZniho &ipku samotného ve
vSech pfipadech, blizi se 100 %. Tato negativni prediktivni hodnota prokazuje vysokou
pravdépodobnost nepfitomnosti cervikalniho onemocnéni vysokého stupné nebo nadorového

onemocnéni u Zzen s normalni cytologii, které nemaji infekci HPV.

PfestoZe je specificita testu digene HC2 High-Risk HPV DNA je niz8i nez u stéru délozniho
Cipku samotného, analyza poméru pravdépodobnosti prokazala, Ze snizeni pozorované
specificity neni dostate¢né vyznamné, aby nepfiznivé ovlivnilo klinickou uzite€nost vyuziti testu
k identifikaci Zen, u nichZ je malé nebo zadné riziko, Ze maji cervikalni onemocnéni nebo ze u
nich vznikne. Nicméné je dulezité, ze rozhodnuti doporucit pacientku na kolposkopii je zalozeno
na v8ech klinickych a rizikovych informacich a anamnéze pacientky, které ma IékaF k dispozici.
Dilezité proménné zahrnuji historii infekci HPV a/nebo abnormalniho stéru z délozniho Cipku,
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vék pfi prvnim pohlavnim styku, pocet sexualnich partneri a soubé&zné pohlavné prenosné
choroby (37, 38).

Prestoze se prevalence onemocnéni vysokého stupné neméni vyznamné mezi studiemi, z nichz
se vykonnost stanovovala, prevalence HPV infekce v populaci mlze nepfiznivé ovlivnit
vykonnost a typicky se v populaci pacientd méni. Kromé toho se ukazalo, ze prevalence infekce
HPV dramaticky klesala s vékem (17, 24-29, 38-40). Pozitivni prediktivni hodnoty klesaji pfi
testovani populaci s nizkou prevalenci nebo jednotlivcll s malym rizikem infekce.

Byla provedena generaéni analyza pomoci vysledkl ze 2 studii; jedna byla provedena ve
Spojenych statech National Cancer Institute (NCI) (Narodni Ustav pro nadorova onemocnéni) v
Portlandu, Oregon, a druhou provedli ve Francii v Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims
(Laborator Pol Bouin C.H.U, Remes). Tyto generani analyzy byly provedeny s cilem prokazat,
Ze pacientky s negativnim stérem z délozniho €ipku/HPV negativni maji nizsi riziko cervikalniho
onemocnéni v porovnani s tradicné definovanymi nizkorizikovymi Zenami, jejichz statut HPV
neni znam a v porovnani s pacientkami s negativnim stérem z délozniho €ipku/HPV negativnimi
(viz tabulky 13 a 14 nize).

Tabulka 13. Generaéni analyza — relativni riziko onemocnéni vysokého stupné

Mira vyskytu o
(na 100 Re.Ia'tlvnl
Studijni Klasifikace Ptipady CIN pacientko- riziko
skupina Vék nizkého rizika n 3+ roku) 95 % ClI
Stér normalni, 12,054 28 0.043 0.897
HPV negativni 0.596-1.348
30 let a starsi 9 ( )
Konzekutivn{ 9429 19 0.048 1.000
normalni stéry*
NCI
Stér normalni, 17,594 48 0.056 0.678
HPV negativni 0.514-0.894
VSechny ( )
Konzekutivni 13,392 44 0.082 1.000
normalni stéry*
Stér normalni, 1690 3 0.084 0.849
HPV negativni 0.307-2.35
30 let a starsi 9 ( )
Konzekutivni 2026 4 0.099 1.000
normalni stéry*r
Francie
Stér normalni, 2180 3 0.066 0.491
HPV negativni 0.221-1.09
VSechny ( )
Konzekutivn{ 2650 7 0.136 1.000
normalni stéry’

* TFi normalni stéry z délozniho &ipku béhem pfiblizné 2 let.
" Dva normalni stéry z délozniho &ipku béhem priblizné 2 let.
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Tabulka 14. Generacéni analyza — miry vyskytu onemocnéni stratifikované podle stavu
HPV ve vychozim stavu

Mira vyskytu o
(na 100 Re}&lﬁlvnl
Studijni Pfipady CIN pacientko- riziko
skupina Vék Vychozi stav n 3+ roku) 95 % ClI
Stér normalni, 1078 24 0.451 10.50
HPV pozitivni .
30 let a starsi P (6.13-18.0)
Stér normalni, 12,054 28 0.043 1.00
HPV negativni
NCI
Stér normalni, 2561 63 0.096 10.64
HPV pozitivni (7.33-15.5)
VSechny
Stér normalni, 17,594 48 0.056 1.00
HPV negativni
Stér normalni, 419 14 2.346 27.3
. HPV pozitivni (8.41-88.3)
30 let a starsi
Stér normalni, 1696 3 0.084 1.00
) HPV negativni
Francie
Stér normé|n|" 619 22 2.520 37.0
5 HPV pozitivni (11.8-116)
VSechny
Stér normalni, 2180 8 0.066 1.00
HPV negativni

Klinické wyuziti vysledku testu HPV je dale prokazano zvySenym rizikem cervikalniho
onemocnéni u HPV pozitivnich Zen v porovnani s HPV negativnimi Zenami.

Klinické chovani pfi screeningu pacientek s vysledky stéru z délozniho
Cipku ASC-US pro stanoveni potfeby doporuceni ke kolposkopii

Studie nazvana “Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap Smears”
(Vyuziti testovani HPV DNA pro hodnoceni Zen s hraniénimi stéry z délozniho Cipku) byla
provedena v USA v roce 1996 pod vedenim Kaiser Foundation Research Institute (Vyzkumny
ustav Kaiserovy nadace) a Kaiser Permanente Medical Group (Kaiserova stéla Iékafska
skupina). Cervikalni vzorky pro rutinni sté&r z délozniho Cipku a pro test digene HC2 High-Risk
HPV DNA byly ziskany od Zen, které navstivily nékolik Kaiserovych klinickych pracovist.
Vychozi stéry z délozniho &ipku byly hodnoceny podle Klasifikace Bethesda. Pokud jde o
ekvivalentni terminologii screeningu cervikalniho nadorového onemocnéni v Evropském
spole€enstvi viz European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening (42).
Zeny (15 let nebo starsi) s vysledky stéry z délozniho &ipku v podobé atypickych bunék
nestanovené vyznamnosti (ASC-US) se vratily na kolposkopii a biopsii. Histologické vzorky
uréené pro kolposkopii byly zkoumany patology a byla stanovena poc¢ate¢ni diagnéza. Kazdy
histologicky vzorek byl rovnéz prohlédnut nezavislym patologem a rozdily mezi vychozi
kontrolou a nezavislou kontrolou zdtvodnil tfeti patolog.
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Vychozi vzorky byly testovany prototypem testu digene HC2 High-Risk HPV DNA, ktery
obsahoval sondy na 11 typu HPV ze 13 (s vyjimkou typd HPV 59 a 68). NeoCekavalo se, ze by
tento rozdil vedl k vyznamné odliSnému profilu chovani testu.

Vysledky testu DNA vysoce rizikového HPV a histologické diagnézy byly k dispozici u 885 Zen
se stéry z délozniho Cipku ASC-US. Testovani vétSiny pacientl bylo provedeno se vzorky
odebranymi jak v STM, tak roztoku PreservCyt. Vzhledem k podobnostem mezi
charakteristikami ucinnosti testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pro STM a roztok PreservCyt

je uCinnost analyzy prezentovana pouze pro roztok PreservCyt.

U pacientek vyznacujicich se arbitraznim stérem z délozniho &ipku ASC-US je negativni
prediktivni hodnota testu digene HC2 High-Risk HPV DNA u vyskytu HSIL nebo vétsiho
onemocnéni pfi kolposkopii 99 % (viz tabulka 15 nize).

Tabulka 15. Porovnani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA a konsensualni histologie;
populace s arbitraznim stérem z délozniho €ipku ASC-US; studie Kaiser, vzorky
PreservCyt

HSIL nebo vétsi v dobé kolposkopie

+ - Celkem
digene HC2 High- + 66 317 383
Risk HPV DNA Test
result - 5 497 502
Celkem 71 814 885

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

95 % Cl = 84,3-97,7

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

95 % Cl =57,7-64,4

Prevalence onemocnéni = 8,0 % (71/885)

Pozitivni prediktivni hodnota analyzy = 17,2 % (66/383)
Negativni prediktivni hodnota analyzy = 99,0 % (497/502)
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Stanoveni teoretické pozitivni a negativni prediktivni hodnoty zaloZzené na riznych prevalencich
pro vychozi ASC-US, u néhoz se zjistilo, Ze se jedna o HSIL nebo vysSi na zakladé vysledki
testu vysoce rizikového HPV (viz tabulka 16 nize).

Tabulka 16. Teoreticka pozitivni a negativni prediktivni hodnota testovani vysoce
rizikového HPV vysledk stéru z délozniho ¢ipku ASC-US

Vysledek vychoziho stéru z délozniho ¢ipku

ASC-US
Teoreticka Pozitivni prediktivni hodnota Negativni prediktivni hodnota
prevalence pro HSIL analyzy analyzy
5 11.2 99.4
10 21.0 98.7
15 29.7 98.0
20 37.4 97.2
25 44.3 96.3
30 50.6 95.3

Stanoveni odchylky mezi riznymi vékovymi skupinami obsazenymi v této studii (viz tabulka 17
nize).
Tabulka 17. Data z Kaiserovy studie: Chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA v

porovnani s konsensualnimi histologickymi vysledky (HSIL) — vékové specifické
charakteristiky

Vék <30 Vék 30-39 Vék >39
n 287 233 365
Prevalence onemocnéni 12.2 11.2 2.7
(%)
Citlivost (%) 100 88.46 80.0
(n/N) (35/35) (23/26) (8/10)
95 % ClI 90.0-100.0 69.9-97.6 44.4-97.5
Specificita ( %) 31.4 66.2 79.15
(n/N) (79/252) (132/207) (281/355)
95 % ClI 25.7-37.5 59.3-72.6 74.6-83.3
Negativni prediktivni 100.0 97.86 99.29
hodnota (%) (79179) (137/140) (281/283)
(n/N)
Pozitivni prediktivni 16.83 24.73 9.76
hodnota (%) (35/208) (23/93) (8/82)
(n/N)
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Klinicka citlivost a specificita pfi stanoveni rizika onemocnéni vysokého
stupné u zen se stéry z délozniho Cipku LSIL nebo HSIL

Multicentricka klinicka studie pouZzivajici test digene HC2 High-Risk HPV DNA byla provedena
pomoci vzorkll odebranych z nékolika nemocnic s vysokou prevalenci cervikalniho onemocnéni
a HPV a klinik provadeéjicich kolposkopii ve zdravotnickych stfediscich (3 pracovisté) na zapadé
a jihu Spojenych statd. Testovani HPV bylo provedeno na 3 vyzkumnych pracovistich, ktera
nebyla ve spojeni s klinikami provadéjicimi kolposkopii, kde byly odebirany vzorky. Populace
pro tuto klinickou studii byla tvofena Zenami, u nichz byla diagnostikovana bud LSIL nebo HSIL
na zakladé nedavného stéru z délozniho Cipku a byly doporu€eny ke kontrolni kolposkopii. Ze
702 zafazenych pacientek mélo 327 vysledky stéru z délozniho Cipku vétsi nez ASC-US a mélo
k dispozici adekvatni informace; 96 z nich mélo statut kone¢ného stadia onemocnéni HSIL

nebo vétsi.

Vzorky exfoliovanych cervikalnich bunék byly ziskany bud pomoci zafizeni k odbéru vzork(
digene HC2 DNA Collection Device a pak vlozeny do STM nebo kartackovym zafizenim, které
bylo nasledné oplachnuto v roztoku PreservCyt. Vzorky byly odebrany v dobé kolposkopie.
Vzorky byly testovany testem digene HC2 High-Risk HPV DNA a vysledky byly porovnany se
stavem onemocnéni urenym u kazdé pacientky. Stav onemocnéni byl zaloZzen na vysledcich
histologického hodnoceni. Kdyz vSak byla histologie negativni, nebo histologicky vysledek
chybél, stav onemocnéni byl stanoven cytologii v dobé& kolposkopického vySetfeni (viz
tabulka 18 nize).

Test digene HC2 High-Risk HPV DNA byl proveden ve 3 velkych méstskych zdravotnickych
stfediscich nespojenych s pracovisti provadéjicimi odbér vzorkl pro kolposkopii. Cytologii
provadéla referenéni patologicka laboratof a histologie byla provedena v institucich
provadéjicich kolposkopii. Vysledky testu byly porovnany se stavem onemocnéni pro
vyhodnoceni citlivosti, specificity a negativni a pozitivni prediktivni hodnoty testu pro detekovani
cervikalni neoplazie vysokého stupné. Diky podobnostem mezi charakteristikami chovani testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA pro STM a roztok PreservCyt je chovani analyzy
prezentovano pouze pro roztok PreservCyt. Nebyl pozorovan Zzadny rozdil ve vysledcich
testovani vysoce rizikového HPV u vzork( STM a vzork( PreservCyt.
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Tabulka 18. Algoritmus stavu onemocnéni pacientky

Vysledek cytologie Vysledek histologie Stav onemocnéni
Negativni Negativni nebo neprovedeno* Negative
LSIL Negativni LSIL
HSIL Negativni HSIL
Tumor Negativni HSIL+
Negativni LSIL LSIL
LSIL Neprovedeno* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Tumor LSIL LSIL
Negativni HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Neprovedeno* HSIL
Tumor HSIL HSIL
Negativni Tumor HSIL+
LSIL Tumor HSIL+
HSIL Tumor HSIL+
Tumor Neprovedeno* HSIL+
Tumor Tumor HSIL+

* Biopsie a/nebo endocervikalni kyretaz (ECC) nebyly provedeny, protoze pfi kolposkopii nebyly
pozorovany zadné abnormality, pfipadné nebyly k dispozici histologické vysledky.

Chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA bylo stanoveno pomoci 327 vzorkd PreservCyt,
z nichZz 96 bylo odebrano Zenam, u nichZz bylo diagnostikovano cervikdlni onemocnéni
vysokého stupné (viz tabulky 19 a 20 nize). Srovnani byla provedena s vyuzitim vSech

studijnich pacientek s abnormalnimi arbitraznimi vysledky stéru z délozniho &ipku.
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Tabulka 19. Vysledky testovani vysoce rizikového HPV

Konecné Konecné Konec¢né
stadium stadium stadium
onemocnéni onemocnéni onemocnéni
HSIL LSIL negativni
Vysledky
__vysoce + - + - + - Total
rizikového
HPV
Arbitrédzni LSIL 44 4 78 33 28 37 224
vysledek stéru
2 délozniho HSIL 45 3 29 14 5) 7 103
Cipku
Celkem 89 7 107 47 33 44 327
Celkem 96 154 77 327

Test digene HC2 High-Risk HPV DNA prokazal pfiblizné& 93 % celkovou citlivost pro identifikaci
zen s neoplazii vysokého stupné v populaci doporucené ke kolposkopii na zakladé diagnézy
stéru z délozniho Cipku LSIL, HSIL nebo ekvivalentni (viz tabulka 20 niZe). Test rovnéz

prokazal negativni prediktivni hodnotu témér 95 % v této populaci.

Tabulka 20. Charakteristiky chovani testu DNA vysoce rizikového HPV mezi pacientkami
doporucenymi ke stéru z délozniho €ipku LSIL nebo vyssi a v kone€ném stadiu
onemocnéni HSIL

Konec¢né stadium onemocnéni

LSIL nebo

HSIL L Celkem
negativni
Vysledek testu DNA vysoce + 89 140 229
rizikového HPV _ 7 an -
Celkem 96 231 327

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

95 % CIl = 85,6-97,0

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

95 % CI = 33,1-46,0

Prevalence onemocnéni pro arbitrazni LSIL az kone¢né LSIL = 21,4 %
Prevalence onemocnéni pro arbitrazni HSIL az kone¢né HSIL = 46,6 %

Celkova pozitivni prediktivni hodnota = 38,9 % (89/229)
Celkova negativni prediktivni hodnota = 92,8 % (91/98)

Zatimco se zd4, Ze specificita testu digene HC2 High-Risk HPV DNA bude ponékud nizka,

neoCekava se pfisna korelace mezi nepfitomnosti neoplazie a negativnim vysledkem HPV.
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DNA HPV muze byt pfitomna u Zen, u nichZ nedoslo k progresi do onemocnéni vyssiho stupné.
Ve skutecnosti, kdyz bylo provedeno testovani HPV Polymerase Chain Reaction (PCR) (reakce
fetézce polymerazy HPV) (analyza pouze pro vyzkumné ucely) na vzorcich s pozitivnimi
vysledky testu digene HC2 High-Risk HPV DNA a jejichZ odpovidajici stav onemocnéni byl nizsi

nez neoplazie nizkého stupné, bylo témér 75 % pozitivnich.

Byly stanoveny teoretické pozitivni a negativni prediktivni hodnoty testu digene HC2 High-Risk
HPV DNA pro vychozi vysledky stéru z délozniho €ipku LSIL, nebo HSIL, které se ukazaly jako

Tabulka 21. teoretické pozitivni a negativni prediktivni hodnoty testu digene HC2 High-
Risk HPV DNA pro vychozi vysledky stéru z délozniho €ipku LSIL, nebo HSIL

Vychozi vysledky stéru z délozniho ¢ipku LSIL nebo HSIL

Teoreticka prevalence Pozitivni prediktivni hodnota Negativni prediktivni hodnota
pro HSIL analyzy analyzy
5 7.4 99.0
10 14.5 97.9
15 21.2 96.8
20 27.6 95.5
25 33.7 94.1
30 39.6 92.6
35 45.1 90.9
40 50.4 89.0
45 55.5 86.8
50 60.4 84.3

Chovani testu pfi vaginalnim nebo samostatnému odbéru pacientkou

V literatufe, ktera pojednava o ucinnosti testu digene HC2 High-Risk HPV DNA z vaginalnich
vzorkU odebiranych pacientkou, se zminuji studie s Ucasti vice nez 141 000 zen ve véku 16—
54 let. Kohorty studii zahrnovaly Zeny z Ciny (41, 42), Mexika (43, 44) a Spojeného kralovstvi
(45). Usporadani studii se mirné lisilo, ale obecné platilo, Ze Zenam s pozitivnim vysledkem bylo
nabidnuto dalsi vy$etfeni formou kolposkopie a vysledky byly posuzovany z hlediska senzitivity
a specificity ve srovnani s komparativni metodou.

Ve dvou studiich, v nichz byla k dispozici data k porovnani vzorki odebiranych pacientkou a
vzork( odebiranych lékafem, vysledky naznaduji u obou metod vysokou senzitivitu pro prikaz
CIN2+ (42, 45): 81-85 % u vzorkd odebiranych pacientkou v porovnani s 96-100 % u vzorki
odebiranych Iékafem. Vysledky specificity byly u obou metod velmi podobné pro priikaz CIN2+
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(42, 45): 81-82% u vzorkG odebiranych pacientkou v porovnani s 83-85% u vzorkd
odebiranych |ékafem. V dalSich studiich, které zahrnuji pouze data UcCinnosti pro vzorky
odebirané pacientkou, ucinnost testu digene HC2 High-Risk HPV DNA z hlediska senzitivity na
CIN2+ byla 3,4krat vysSi nez cytologie (43), pficemz senzitivita dosahovala 98 % pred Upravou
zkresleni pfi verifikaci testu (44).

Analyticka citlivost

Byl testovan neklinicky panel plazmidové DNA klonovaného HPV, aby se stanovilo, zda kazdy
ze 13 typu HPV je detekovatelny testem digene HC2 High-Risk HPV DNA a urcila analyticka
citlivost analyzy pro kazdy z typt HPV. Kazda cilova koncentrace HPV (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5
pa/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml a 0,2 pg/ml) kazdého ze 13 typtl DNA HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68) byla provedena ffikrat. Byla vypocitana primérna RLU pro kazdou
koncentraci kazdého typu HPV a porovnana s pozitivnim kalibratorem.

Byla urCena mez detekovatelnosti kazdého typu HPV v STM (viz tabulka 22 nize). Meze
detekovatelnosti se pohybovaly od 0,62 pg/ml do 1,39 pg/ml v zavislosti na testovaném typu
HPV. Primérna mez detekovatelnosti vSech 13 typli DNA HPV byly 1,08 pg/ml se smérodatnou
odchylkou 0,05 pg/ml.

Tabulka 22. Souhrn detekovatelnych limiti senzitivity pro vSechny typy DNA viru HPV
v STM

Detekovatelna

koncentrace Smérodatna
Typ DNA HPV HPV DNA (pg/ml) odchylka 95% CI
16 1.09 0.06 0.94-1.29
18 1.05 0.05 0.88-1.29
31 1.01 0.05 0.91-1.15
33 1.35 0.02 1.26-1.45
35 1.11 0.05 0.95-1.31
39 1.39 0.09 1.16-1.71
45 1.14 0.04 0.99-1.35
51 0.78 0.10 0.70-0.88
52 1.37 0.06 1.21-1.58
56 0.62 0.04 0.58-0.67
58 0.82 0.04 0.73-0.94
59 1.10 0.06 1.00-1.21
68 1.19 0.04 1.03-1.39
Pramér (vSechny typy) 1.08 0.05 0.95-1.25
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Ekvivalence mezi typy vzorku
Ekvivalence mezi vzorky STM a PreservCyt

Ekvivalence mezi vzorky STM a PreservCyt byla zkoumana pro rovnocenny vytéZzek DNA 18
HPV. Pfiblizné 10° pozitivnich bunék HelLa obsahujicich integrovanych 18 genomd HPV bylo
pfimichdno do STM a negativniho buné&tného souboru PreservCyt. Kazdy typ vzorku byl
zpracovan podle své pfislusné prfipravy vzorku a podle denatura¢nich postupl popsanych v
pfislusnych pokynech pro pouzivani a testovani testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.
Vysledky prokazaly, ze vytézek DNA 18 HPV z lidskych nadorovych bunék je ekvivalentni pro
tato dvé média a Ze pfiprava vzorku roztoku PreservCyt neovliviiuje analytickou citlivost testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Ekvivalence mezi ruéni pfipravou vzorku v pfipadé vzork( PreservCyt a pfipravou
vzorkl v pripadé vzorkd PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media

Byly provedeny studie vyuzivajici vzorky PreservCyt odebrané dil&i populaci Zen s normalni
cytologii (n=1276) a dil¢i populaci Zzen s cytologii ASC-US (n=402) nebo vysSi. Ruéni pfiprava
vzorku a pfiprava vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media byla provedena pro
kazdy vzorek po automatickém testovani RCS pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA
(viz tabulka 23 nize).

Tabulka 23. Shoda vysledkt PreservCyt mezi rucni pfipravou vzorku a pfipravou vzorku
pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media (n=1678)

Pozitivni shoda (%)

Negativni shoda (%)

(n/N)
95 % CI

Silné pozitivni oblast

(n/N)
95 % ClI

Silné negativni oblast

VSechny pozitivni (RLU/CO 22,5) VSechny negativni (RLU/CO <0,8
96.0 97.6 96.2 99.1
(409/426) (372/381) (1204/1252) (1173/1184)
93.7-97.5 95.6-98.8 95.0-97.1 98.3-99.5

Relativni citlivost a specificita analyzy vzorkd PreservCyt pfipravenych s pouzZitim sady
QlAsymphony DSP HPV Media vysoce koreluje s vysledky ziskanymi metodou rucni pfipravy

vzorku, jak o tom svédc¢i dolni mez 95% CI jak pro pozitivni, tak negativni shodu.
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Ekvivalence mezi ruéni pfipravou vzorku v pfipadé vzorku PreservCyt a pfipravou
vzorkl v pfipadé vzork(l PreservCyt pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA

Byly provedeny studie vyuzivajici vzorky PreservCyt odebrané dili populaci Zzen ve véku 30 let
a vice s normalni cytologii (n=1.901) a dil€i populaci Zen s cytologii ASC-US (n=398). Ruc¢ni
priprava vzorku a pfiprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH DNA byla provedena
pro kazdy vzorek po automatickém testovani RCS pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV
DNA (viz tabulka 24 nize).

Tabulka 24. Shoda vysledkl PreservCyt mezi ruéni pripravou vzorku a pfipravou vzorku
pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA (n=2299)

Positive agreement (%)
(n/N)

Negative agreement (%)
(n/N)

95% CI 95% Cl
Strong positive
region Strong negative region
All positives RLU/CO 2 2.5 All negatives RLU/CO < 0.8
92.7 96.5 99.1 99.9
(281/303) (245/254) (1978/1996) (1967/1969)
89.3-95.2 93.4-98.1 98.6-99.4 99.6-100.0

Relativni citlivost a specificita analyzy vzorkd PreservCyt pfipravenych s pouzitim sady
QlAsymphony DSP AXpH DNA vysoce koreluje s vysledky ziskanymi metodou ruéni pfipravy

vzorku, jak o tom svédc¢i dolni mez 95% CI jak pro pozitivni, tak negativni shodu.

Ekvivalence mezi STM a ruéni pfipravou vzorku ze vzork SurePath z post-
gradientnich buné&énych pelet

Bylo provedeno dvoufazové klinické hodnoceni vyuzivajici 6 odbérovych center a 3 testovacich
pracovidt ve Spojenych statech. Pacientky navstévujici oddéleni venerickych chorob,
porodnické/gynekologické oddéleni, oddéleni kolposkopie, nemocnici nebo centrum
planovaného rodicovstvi jsou zplsobilé k zafazeni podle pfedem stanovenych zafazovacich a
vylu€ovacich kritérii. Ve fazi proveditelnosti, urené ke stanoveni pfislusné hodnoty CO testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA pro pouziti vzorkll SurePath z post-gradientnich bunéénych
pelet, bylo zafazeno pfiblizné 400 pacientek. Klinicka valida¢ni faze, do niz bylo zafazeno
pfiblizné 1 500 pacientek pro vyhodnoceni zvolené hodnoty CO, zacala po pfedbé&zné analyze
faze proveditelnosti a prokazala, ze CO 1,0 RLU/CO pfi pouziti vzorkli SurePath z post-
gradientnich bunéénych pelet dosahla pfijatelné shody s vysledky vzorkd STM.
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V obou vyhodnocovacich fazich byly odebirany parové cervikalni vzorky SurePath a STM od
kazdé ucastnice studie, ktera s tim vyslovila souhlas. Vzorek SurePath byl poté odeslan do
cytologické laboratofe k pfipravé mikroskopického preparatu. Po cytologické pfFipravé byly
zbyvajici vzorky SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet a odpovidajici vzorky STM
analyzovany s vyuzitim testu digene HC2 High-Risk HPV DNA, kde hodnota CO byla 1,0
RLU/CO (viz tabulka 25 nize).

Tabulka 25. Shoda vysledkl vzorka SurePath s vysledky vzorkai STM (vSechny vékové
kategorie a cytologicka klasifikace) (n=1.490)

Pozitivni shoda (%) Negativni shoda (%)

(n/N)
95 % Cl

Silné pozitivni oblast

(n/N)
95 % Cl

Silné negativni oblast

VSechny pozitivni (RLU/CO 22,5) V8echny negativni (RLU/CO <0,8)
93.5 96.4 95.3 96.0
(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)
90.7-95.6 94.1-98.0 93.8-96.5 94.6-97.1

Relativni senzitivita a specificita analyzy pfi testovani vzork(i SurePath z post-gradientnich
bunécénych pelet vysoce koreluje s vysledky ziskanymi pfi testovani vzorkl STM, jak prokazuje
dolni limit 95% intervalu spolehlivosti Cl jak pro pozitivni, tak negativni shodu.

Ekvivalence mezi ruéni pfipravou vzorku ze vzorkd SurePath z post-gradientnich
bunécnych pelet a pfipravou vzorkl ze vzorkd SurePath pomoci sady QIAsymphony
DSP HPV Media

Byly provedeny studie s vyuzitim vzorkd SurePath odebranych z nasledujicich dil€ich populaci:
e Zeny s normalni cytologii (n=1189)

e Zeny s cytologii ASC-US nebo vy33i nez ASC-US (n=199)

U kazdého vzorku SurePath byla provedena pfiprava vzorku ze vzorkd SurePath pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media a ruéni pfiprava vzorku ze vzorku z post-gradientnich

bunéénych pelet. U v8ech pfipravenych vzork(l byla provedena automaticka analyza RCS
s vyuzitim testu digene HC2 High-Risk HPV DNA (viz tabulka 26 niZe).
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Tabulka 26. Shoda vysledkt mezi ruéni pripravou vzorku ze vzork SurePath a pfipravou
vzorkt ze vzorklt SurePath pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media (n = 1 388)

Pozitivni shoda (%)
(n/N)

Negativni shoda (%)
(n/N)

95 % ClI 95 % ClI
Silné pozitivni oblast Silné negativni oblast
VSechny pozitivni (RLU/CO 22,5) VSechny negativni (RLU/CO <0,8)
91.7 97.5 99.0 99.7
(222/242) (192/197) (1134/1146) (1124/1127)
87.6-94.6 94.2-98.9 98.2-99.4 99.2-99.9

Relativni citlivost a specificita analyzy vzork( SurePath pfipravenych s pouzitim sady
QlAsymphony DSP HPV Media vysoce koreluje s vysledky ziskanymi metodou ruéni pfipravy

vzorku, jak o tom svédci dolni mez 95% CI jak pro pozitivni, tak negativni shodu.

Ekvivalence mezi ruéni pfipravou vzorku ze vzorkd SurePath z post-gradientnich

bunéénych pelet a pfipravou vzorku ze vzork( SurePath z post-gradientnich

bunécnych pelet pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media

Byly provedeny studie s vyuzitim vzorkd SurePath odebranych z nasledujicich dil€ich populaci:

® 7eny s normalni cytologii (n =1 200)

® Zeny s cytologii ASC-US nebo vysSi nez ASC-US (n = 183)

Ruéni pfiprava vzorku a pfiprava vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media byla
provedena pro kazdy vzorek SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet po automatické

analyze RCS pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA (viz tabulka 27 nize).

Tabulka 27. Shoda vysledkti mezi ru¢ni pfipravou vzorku a pfipravou vzorku pomoci
sady QlIAsymphony DSP HPV Media ze vzork(i SurePath z post-gradientnich bunéénych

pelet (n =1 383)

Pozitivni shoda (%)
(n/N)

Negativni shoda (%)
(n/N)

95% ClI 95% ClI
Oblast vyrazné
pozitivity Oblast vyrazné negativity
VSechny pozitivni RLU/CO 22,5 V8echny negativni RLU/CO<0,8
92,6 97,4 94,4 99,3
(188/203) (147/151) (1 114/1 180) (1 078/1 086)
88,2-95,5 93,4-99,0 92,9-95,6 98,6-99,6
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Relativni citlivost a specificita analyzy vzorkl SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet
pfipravenych s pouzitim sady QIAsymphony DSP HPV Media vysoce koreluje s vysledky
ziskanymi metodou ruéni pfipravy vzorku, jak o tom sv&d¢i dolni limit 95% CI jak pro pozitivni,

tak negativni shodu.

Shoda testovacich metod

Byla provedena multicentricka studie (n=2.270) s cilem vyhodnotit vysledky klinickych testu s
RCS srovnavanych s vysledky testu vyuZivajicimi ruéni metodu. Testovani probihalo na 3
pracovistich, ktera nebyla soucasti spolecnosti QIAGEN, se vzorky od pacientek odebranymi na
5 odbérovych mistech. Datova mnozina obsahovala 1.269 cervikalnich vzorkd odebranych v
roztoku PreservCyt a 1.001 vzork( odebranych v STM.

Byly vypocitany statistické shody mezi sparovanymi vzorky testovanymi RCS a ru¢nimi testem

pro tuto populaci pacientt (viz tabulky 2 a 29 nize).

Tabulka 28. Shrnuti shody mezi automaticky testovanim RCS a ru¢nim testovanim —
vzorky STM (n=1.001)

Pozitivni shoda (%) Negativni shoda (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % ClI
Silné pozitivni Silné negativni
Cytologicka Prevalence VSechny oblast VS8echny oblast
klasifikace HPV (%) pozitivni (RLU/CO >2,5) negativni (RLU/CO >0,8)
21 99.3 99.1 99.3 100.0
WNL* <30 let (139/140) (112/113) (538/542) (531/531)
96.1-100.0 95.2-100.0 98.1-99.8 99.3-100.0
15 92.0 93.8 100.0 100.0
WNL* 230 let (23/25) (15/16) (143/143) (142/142)
74.0-99.0 69.8-99.8 97.5-100.0 97.4-100.0
65 98.1 100.0 96.4 100.0
ASC-US (51/52) (47/47) (27/28) (26/26)
89.7-100.0 92.4-100.0 81.7-99.9 86.8-100.0
96 100.0 100.0 66.7 66.7
LSIL+ (65/65) (62/62) (2/3) (2/3)
94.5-100.0 94.2-100.0 9.4-99.2 9.4-99.2
33 100.0 100.0 100.0 100.0
Jiné (1/1) (/1) (2/2) (2/2)
2.5-100.0 2.5-100.0 15.8-100.0 15.8-100.0
p— 28 98.6 99.2 99.2 99.9
Sechny
vzorky STM (279/283) (237/239) (712/718) (703/704)
96.4-99.6 97.0-99.9 98.2-99.7 99.2-100.0

* WNL = v normélnich mezich.
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Tabulka 29. Shrnuti shody mezi automaticky testovanim RCS a ruénim testovanim —

vzorky PreservCyt (n=1.269)

Pozitivni shoda (%) Negativni shoda (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % ClI
HPV Silné pozitivni Silné negativni
Cytologicka Prevalence VS8echny oblast VS8echny oblast
klasifikace (%) pozitivni (RLU/CO >2,5) negativni (RLU/CO >0,8)
WNL <30 20 96.2 100.0 98.4 99.0
<
rokii (75/78) (64/64) (301/306) (293/296)
89.2-99.2 94.4-100.0 96.2-99.5 97.1-99.8
8 88.7 92.1 99.1 99.5
WNL* 230 let (47/53) (35/38) (578/583) (571/574)
77.0-95.7 78.6-98.3 98.0-99.7 98.5-99.9
36 100.0 100.0 96.6 96.5
ASC-US (48/48) (46/46) (84/87) (83/86)
92.6-100.0 92.3-100.0 90.3-99.3 90.1-99.3
77 100.0 100.0 89.5 88.9
LSIL+ (64/64) (62/62) (17/19) (16/18)
94.4-100.0 94.2-100.0 66.9-98.7 65.3-98.6
Dal&i 11 100.0 100.0 100.0 100.0
alsi
cytologie (313) (313) (24/124) (24/24)
29.2-100.0 29.2-100.0 85.6-100.0 85.8-100.0
VSechny 20 96.4 98.6 98.5 98.9
vzorky (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
PreservCyt* 93.2-98.3 96.0-99.7 97.6-99.2 98.0-99.4

*WNL = v normélnich mezich..

*Cytologické Udaje nejsou k dispozici u 4 pacientek.patients.

Byl provedena dopliikova klinickd studie vyuZivajici archivované rezidualni vzorky
PreservCyt odebrané v dil¢i populaci zen ve véku 30 let a starSich s normaini cytologii
(viz tabulka 30 nize) s prevalenci HPV 4,8 %.

Tabulka 30. Shrnuti shody mezi automatickym RCS testovanim a ruénim testovanim —

zeny WNL ve véku 30 let a starsSi (n=2.077)

Pozitivni shoda (%)
(n/N)
95 % CI

Silné pozitivni oblast

VSechny pozitivni (RLU/CO >2,5)

V8echny negativni

Negativni shoda (%)
(n/N)
95 % Cl

Silné negativni oblast
(RLU/CO >0,8)

92.0 91.8 99.3 99.7
(92/100) (78/85) (1964/1977) (1944/1949)
84.84-96.48 83.77-96.62 98.88-99.65 99.40-99.92
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Objevilo se 7 nesouhlasnych vysledkl mezi vysledky ruéniho a automatického RCS testovani v
silné pozitivni oblasti. Po¢ate¢ni vysledky ruéniho testovani pro téchto 7 vzorkd byly mimo
doporu€en algoritmus opakovaného testovani PreservCyt; protoZze vSak design studie
vyzadoval testovani vSech vzorkl trojmo, opakované vysledky byly pro nesouhlasné rozliseni k
dispozici.

Data z opakovaného testovani pro kazdy ze 7 nesouhlasnych vzorkd naznacuji, Ze vSechny
nesouhlasné vzorky jsou pro DNA HPV negativni (viz nasledujici tabulka 31). Na zakladé
opakovanych negativnich vysledk( ziskanych pro oba replikaty byl kazdy zpo€atku pozitivnich

vysledku ruéniho testu pravdépodobné fale$né pozitivni.

Tabulka 31. Nesouhlasné vzorky PreservCyt pro zeny WNL ve véku 30 let a starSi (n=7))

Ruéni testovani Automatické testovani RCS
(RLU/CO) (RLU/CO)
Opakovani Opakovani Opakovani Opakovani
Vzorek Pracovisté Vychozi 1 2 Vychozi 1 2
1 A 251 0.08 0.08 0.12 0.17 0.14
2 20.18 0.08 0.09 0.19 0.24 0.20
3 A 3.88 0.12 0.11 0.17 0.22 0.22
4 A 9.37 0.09 0.09 0.15 0.21 0.20
5 A 6.01 0.17 0.13 0.25 0.30 0.30
6 B 2.97 0.71 0.99 1.59 0.89 0.90
7 C 11.01 0.16 0.14 0.19 0.15 0.21

Vysledky z této klinické studie naznacuji celkovou shodu mezi automatickym RCS a ru€nim

testovanim pfi pouziti vzorktl STM, nebo PreservCyt.
Reprodukovatelnost

Celkova reprodukovatelnost ruéniho testovani

Byla provedena multicentricka studie reprodukovatelnosti pro stanoveni reprodukovatelnosti
mezi dny, pracovisti a celkové reprodukovatelnosti testu digene HC2 High-Risk HPV DNA s
vyuzitim panell cild DNA HPV a HPV pozitivhich a HPV negativnich klinickych vzorkd STM.

TFi externi laboratofe provadély testovani se stejnou Sarzi sad testll digene HC2 High-Risk HPV
DNA ve 3 rGznych dnech s identickym panelem reprodukovatelnosti. Panel reprodukovatelnosti
zahrnoval nasledujici vzorky:

® 12 denaturovanych soubor( klinickych vzorkd STM
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® 3 nedenaturované soubory klinickych vzorka PreservCyt
® Negativni kalibrator

® Positive High-Risk HPV Calibrator (pozitivni kalibrator vysoce rizikového HPV) v
koncentracich 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml a 10 pg/ml.

VSichni €lenové panelu byli testovani kazdy den trojmo testem digene HC2 High-Risk HPV
DNA. Vysledky naznaduji, ze je reprodukovatelnost testu digene HC2 High-Risk HPV DNA s
klinickymi vzorky velmi dobra (viz tabulka 31 nize).

Tabulka 32. Celkova reprodukovatelnost — multicentricka reprodukovatelnost (vSechny
béhy na vS§ech pracovistich)

Statisticka mé&Feni Vysledek
Ocekavana pozitiva u pozorovaného pozitivniho vysledku 100.0%
(95 % CI) (99.0-100.0)
Ocekavana negativa u pozorovaného pozitivniho vysledku 99.0%
(95 % Cl) (97.49-99.73)
Shoda 99.5%
(95 % CI) (98.70-99.86)
Kappa 0.990

Reprodukovatelnost u klinickych testd STM

Rucni testovani

Byla provedena studie pro hodnoceni reprodukovatelnosti ruéniho testovani klinickych vzorki
STM testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. Kombinaci dfive testovanych vzorkG STM byl
pfipraven 20¢lenny panel skladajici se z klinickych soubort (10 pozitivnich a 10 negativnich).
Vzorky byly testovany v replikatech po 4 v kazdy z 5 dnu, celkem 20 replikatl na vzorek.
Testovani probihalo pomoci kombinované Probe Mix (smé&s sond) obsahujici High-Risk HPV
Probe (sonda vysoce rizikového HPV) a Low-Risk HPV Probe (sonda nizko rizikového HPV.
Neocekavalo se, Zze se bude reprodukovatelnost testu odliSovat pfi pouziti pouze Probe Mix
(smés sond) v testu digene HC2 High-Risk HPV DNA. Byl vypocitan prdmérny RLU/CO a 95 %
Cl okolo priméru (viz tabulka 33 nize).
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Tabulka 33. Reprodukovatelnost vzorkii STM — rucni testovani (sestupné poradi podle
priimérného RLU/CO))

Pozitivni vysledek testu

ID vzorku Primérny RLU/CO 95 % CI (%) (n/N)
10 3.18 3.02-3.35 100 (20/20)
20 1.43 1.36-1.50 100 (20/20)
11 1.25 1.20-1.28 100 (20/20)
12 1.21 1.15-1.27 100 (20/20)
15 1.20 1.14-1.25 100 (20/20)
13 1.07 1.01-1.11 80 (16/20)
16 1.06 1.01-1.09 75 (15/20)
17 1.04 1.00-1.06 80 (16/20)
14 0.98 0.92-1.02 45 (9/20)
18 0.92 0.87-0.96 20 (4/20)
19 0.72 0.68-0.75 0 (0/20)
7 0.40 0.33-0.46 0 (0/20)
4 0.38 0.35-0.39 0 (0/20)
9 0.37 0.32-0.41 0 (0/20)

1 0.35 0.32-0.36 0 (0/20)
2 0.35 0.31-0.37 0 (0/20)
8 0.32 0.29-0.34 0 (0/20)
8 0.30 0.27-0.31 0 (0/20)
6 0.27 0.24-0.30 0 (0/20)
5 0.26 0.23-0.28 0 (0/20)

U 5 vzorkld s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice nad CO bylo pozitivnich 100 ze 100 replikatd
(100,0 %). U 5 vzorkti s primérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod CO bylo pozitivnich
60 ze 100 (60%, 95% CI = 49,7-69,6) replikatt a 40 ze 100 (40%) bylo negativnich. 200 ze 200
replikat (100,00 %) bylo negativnich pro 10 vzorkd s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice pod
CO.

Vysledky signalizuji, Ze 1ze u vzorkl vzdalenych od CO 20 % nebo vice o¢ekavat, Ze budou
davat konzistentni vysledky. Vzorky v blizkosti CO davaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a
negativnich vysledku. Tato data prokazuji, Ze rucni testovani vzorki STM testem digene HC2
High-Risk HPV DNA dava reprodukovatelné vysledky.

Automatické testovani RCS

Byla provedena studie pro hodnoceni reprodukovatelnosti v ramci béhu, ze dne na den a mezi
laboratofemi u automatického testovani RCS vzork(l STM testem digene HC2 High-Risk HPV
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DNA. Panel o 16 prvcich ze sdruzenych klinickych vzorkd (viz tabulka 34 nize) byl testovan
pomoci jediné Sarze reagencii dvakrat denné v 3 ruznych dnech. Kazdy prvek panelu byl
testovan ctyfikrat.

Tabulka 34. Reprodukovatelnost vzorkii STM — sloZeni panelu automatického testovani
RCS

Prvek panelu Priblizny RLU/CO Ocekavany vysledek testu

IN <0.4 Negativni

2N 0.4-0.8 Negativni

3P 0.8-1.2 Vysoky negativni/nizky pozitivni

4P 0.8-1.2 Vysoky negativni/nizky pozitivni

5P 0.8-1.2 Vysoky negativni/nizky pozitivni

6P 1.2-2.0 Nizky pozitivni

7P 1.2-2.0 Nizky pozitivni

8P 1.2-2.0 Nizky pozitivni

9P 2.0-5.0 Nizky pozitivni

10P 5.0-10.0 Stfedni pozitivni

11N <0.4 Negativni

12N <0.4 Negativni

13N <0.4 Negativni
14XR Vysoky negativni/nizky pozitivni

Pozitivni klinicky material DNA
nizkorizikového HPV v klinicky negativnim
souhrnu STM

15XR . o . Vysoky negativni/nizky pozitivni
Plazmid DNA nizkorizikového HPV v klinicky

negativnim souhrnu STM

16XR . Vysoky negativni/nizky pozitivni
Kontrola DNA plazmidového vektoru v

klinicky negativnim souhrnu STM

Pro hodnoceni potencialu zkfizené hybridizace Probe Mix (smési sond) testu digene HC2 High-
Risk HPV DNA se vzorky obsahujicimi pouze typy DNA nizkorizikového HPV 6, 11, 42, 43 a 44
byly zahrnuty pouze dva ¢lenové panelu (14XR a 15XR). Prvek panelu 16XR se skladal z DNA
pGEM® v koncentraci 1,49 ng/ml a slouzil jako kontrola vektoru pro ¢lena panelu 15XR.
Vysledky tohoto testovani neindikovaly zadné vysledky faleSné pozitivnino testu diky
pfitomnosti typ DNA nizkorizikového HPV v klinickych vzorcich. Tyto vysledky jsou ve shodé s
ruénim testovanim.
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Reprodukovatelnost byla vypocCitana podle metody popsané NCCLS E5-A* (viz tabulka 35
nize). Tato metoda vyzaduje vypocet komponent variance pro kazdy zdroj variability: laboratof,
den, béh a chyba (definované jako variace v ramci analyzy a mezi analyzami).

Tabulka 34. Reprodukovatelnost vzorkti STM — automatické testovani RCS, kvantitativni
reprodukovatelnost

Smérodatna odchylka

Prvek Primérny V ramci Mezi Mezi Celkovy CV
panelu n RLU/CO béhu béhy Mezi dny laboratofemi Celkem (%)
IN 72 0.13 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 15.10
2N 72 0.36 0.03 0.01 0.03 0* 0.04 11.69
3P 72 0.96 0.06 0.06 0.04 0* 0.09 9.55
4P 72 1.03 0.06 0.18 0.06 0* 0.19 18.81
5P 72 1.41 0.11 0.14 0.15 0.06 0.24 17.00
6P 72 1.73 0.10 0.27 0* 0.11 0.31 18.10
7P 72 1.74 0.12 0.21 0* 0* 0.24 13.78
8P’ 70 1.95 N/AF N/AF N/AF N/AF 0.47 23.80
9P 72 5.21 0.34 0.44 0.21 0* 0.59 11.36
10P 72 7.67 0.46 0.63 0.71 0* 1.05 13.70
11N 72 0.13 0.01 0.01 0.01 0* 0.02 16.89
12N 72 0.17 0.03 0.06 0.03 0* 0.07 39.14
13N 72 0.15 0.02 0.02 0* 0.01 0.03 17.01

* Komponenty negativni variance jsou nastaveny na rovné nule.

*Dva neplatné replikaty pro ¢lena panelu 8P brani provedeni analyzy komponent variance kvli
nerovnocenné velikosti srovnavanych skupin.

$ NEUVEDENO: analyza variance neni mozna kvili menSimu poctu replikatt nez ostatnich ¢lent panelu.

Reprodukovatelnost klinickych vzorkd PreservCyt

Rucni testovani

Reprodukovatelnost ru¢niho testovani vzork(i PreservCyt testem digene HC2 High-Risk HPV
DNA byla stanovena ve studii vyuzivajici 24 simulovanych vzorkll s riznymi koncentracemi
DNA HPV. Vzorky obsahovaly roztok PreservCyt a bilé krvinky s a bez bakterii obsahujicich 16
plazmid{ HPV.

Vzorky byly testovany jako replikaty po 4 kazdy z 5 dnt, celkem 20 replikatt na vzorek. Kazdy
den z 5 ve studii byl pfipraven 8ml vzorek z kazdého vzorku podle navodu k pouziti sady digene

HC2 Sample Conversion a otestovan. Byl spocitan primér 95 % CI (viz nasledujici tabulka 36).
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Tabulka 36. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — ruéni testovani s ruéni pfipravou
vzorku; kvalitativni reprodukovatelnosti (sestupné poradi podle priimérného RLU/CO)

Pozitivni vysledek testu

ID vzorku Primérny RLU/CO 95 % CI (%) (n/N)
21 351 3.19-3.83 100 (20/20)
12 1.58 1.48-1.69 100 (20/20)
13 1.42 1.32-1.52 100 (20/20)
17 1.38 1.23-1.53 90 (18/20)
18 1.36 1.23-1.48 95 (19/20)
15 1.32 1.16-1.49 85 (17/20)
23 1.17 1.06-1.27 75 (15/20)
16 1.14 1.07-1.20 75 (15/20)
20 1.10 0.96-1.21 85 (17/20)
19 1.06 0.95-1.17 45 (9/19)
22 1.05 0.99-1.10 70 (14/20)
11 1.04 0.96-1.11 65 (13/20)
14 0.94 0.86-1.01 25 (5/20)
24 0.77 0.73-0.81 0 (0/20)
3 0.28 0.25-0.30 0 (0/20)

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

U 6 vzorkld s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice nad CO bylo pozitivnich 114 ze 120 replikatd
(95,0 %). U 7 vzorkd s primérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod CO bylo pozitivnich
88 ze 139 (63,3 %, 95% CI = 54,3-70,9) replikatd a 51 ze 139 (36,7 %) bylo negativnich. U 4
vzorkd v rozmezi 10 % nad nebo pod CO bylo pozitivnich 41 ze 79 (51,9 %) replikatt a 38 ze
79 (48,1 %) bylo negativnich. U 11 vzorkd s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice pod CO bylo
negativnich 220 ze 220 replikatd (100%).

Vysledky signalizuji, ze Ize u vzorkd vzdalenych od CO 20 % nebo vice oekavat, Ze budou
davat konzistentni vysledky. Vzorky v blizkosti CO davaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a
negativnich vysledkd. Tyto Udaje ukazuji, Ze ruéni testovani vzorkd PreservCyt testem digene
HC2 High-Risk HPV DNA dava reprodukovatelné vysledky.
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Automatické testovani RCS s ruéni pfipravou vzorku

Byla provedena vnitfni studie automatizovaného testovani RCS pomoci klinickych vzorkl
PreservCyt ziskanych hlavné od Zen s vysledkem cytologie ASC-US nebo vys$Sim nez ASC-US
(prevalence HPV 57 %). Vzorky byly rozdéleny na 2 alikvotni dily, kazdy alikvotni dil byl poté
individualné zpracovan pomoci sady digene HC2 Sample Conversion a testovan dvojmo testem
digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Stejné jako u jinych kvalitativnich testd IVD je variabilita vysledku testu digene HC2 High-Risk
HPV DNA ziskanych z klinickych vzorkl spojovana primarné s jednim ¢i kombinaci
nasledujicich faktorl: odbér vzorkd, pfiprava vzorku a testovaci postup. ProtoZze byly
srovnavané vysledky testu ziskany ze stejného klinického vzorku, experimentalni design
kontroloval variabilitu kvdli odbéru vzorku. Opakovatelnost vysledkd ziskanych ze 2 individualné
pripravenych alikvotnich mnozstvi vzorku ze stejnych klinickych vzorkd (uvadéné dale jako
,mezi pfipravenymi alikvotnimi mnozZstvimi“) odrazi variaci zpUsobenou kombinaci pfiprava
vzorku a testovaci postup. Opakovatelnost vysledkl ziskanych z téhoz alikvotniho mnozstvi
vzorku (uvadéno dale jako ,v ramci pfipraveného alikvotniho mnozstvi“) odrazi variaci pouze z
testovaciho postupu (viz tabulka 37 nize).

Tabulka 37. Reprodukovatelnost vzorki — automatické testovani RCS s ruéni pripravkou
vzork(; kvalitativni reprodukovatelnost

Pozitivni shoda Negativni shoda Celkova
(%) (%) shoda (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Ana|yZa 95 % ClI 95 % ClI 95 % ClI
VSechny udaje 99.62 94.7 97.7
V ramci (261/262) (160/169) (421/431)
ramci
phipraveného 97.9-100.0 90.1-97.5 95.8-98.9
ﬁj‘ﬁ(‘)’;’;’t‘\'fl‘o Silné pozitivni a 100.0 98.2 99.3
f)'l')fl‘:sgega“""' (249/249) (160/163) (409/412)
98.5-100.0 94.7-99.6 97.9-99.9
VSechny Gdaje 99.6 98.2 99.1
Vezi (264/265) (163/166) (427/431)
ezl
pRpravenymi 97.9-100.0 94.8-99.6 97.6-99.8
alkvomim. Silng pozitivni a 100.0 99.4 99.8
z't','l‘:sgega"""' (249/249) (161/162) (410/411)
98.5-100.0 96.6-100.0 98.7-100.0

Byla provedena dalsi studie pro hodnoceni kvantitativni reprodukovatelnosti vysledk( ziskanych
automatickym testovanim RCS simulovanych vzork( PreservCyt. Studie se ucastnila ffi

testovaci pracovisté véetné spolecnosti QIAGEN.
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Kazda testovaci laboratof provedla jak automatické testovani RCS, tak ruéni testovani testem
digene HC2 High-Risk HPV DNA dvakrat denné v 5 riznych dnech pomoci dodaného panelu
reprodukovatelnosti o 6 prvcich. Kazdy prvek panelu se skladala s kultivovanych bunék
pfidanych do roztoku PreservCyt uréeného a ziskani pfiblizné hodnoty RLU/CO (viz tabulka 38

nize).

HPV DNA pozitivni prvky panelu byly pfipraveny pfidanim rdznych mnozstvi SiHa bunék HPV
DNA pozitivnich (z laboratorni bunééné linie). Negativni prvky panelu byly tvofeny HPV
negativnimi burfikami Jurkat (z bunééné linie jiné laboratofe). Kone&na buné&éné koncentrace

vSech 6 prvkl panelu byla pfiblizné 5 x 10* bunék/ml.

Tabulka 38. Reprodukovatelnost vzorki PreservCyt — automatické testovani RCS s rucni
pripravou vzorku; kvalitativni reprodukovatelnost prvki panelu

Prvek panelu Bunéény typ Pfiblizny RLU/CO Oé&ekavany vysledek
1N Jurkat <1,0 Negativni

2N Jurkat <1,0 Negativni

3p SiHa a Jurkat 5,0-8,0 Nizky pozitivni
4P SiHa a Jurkat 5,0-8,0 Nizky pozitivni
5p SiHa 30,0-50,0 Stredni pozitivni
6P SiHa 200,0 Vysoky pozitivni

Reprodukovatelnost byla vypocitana podle metody popsané NCCLS E5-A* (viz tabulka 38
nize). Tato metoda vyzaduje vypocet komponent variance pro kazdy zdroj variability: laboratof,
den, béh a chyba (definované jako variace v ramci analyzy a mezi analyzami). Kazdy ze ¢lenu
panelu o 6 prvcich byl testovan &tyfikrat v kazdém z 10 béhd (2 béhy na den béhem 5 dnud

testovani) v kazdé ze 3 testovacich laboratofi.
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Tabulka 39. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — automatické testovani RCS s rué¢ni
pFipravou vzork; kvalitativni reprodukovatelnost

Smérodatna odchylka
Prvek Primeérny V ramci Mezi Mezi Celkovy CV
panelu n RLU/CO béhu béhy Mezi dny laboratofemi Celkem (%)
IN 120 0.20 0.04 0.01 0.01 0.08 0.089 44.4
2N 120 0.20 0.06 0.01 0* 0.08 0.10 52.2
3P 120 4.05 0.76 1.17 0* 0.26 1.42 35.1
4P 120 4.23 0.74 0.86 0* 0.31 1.18 27.8
5P 120 28.6 5.00 5.61 4.41 o* 8.71 30.5
6P 120 214.6 33.95 27.25 18.09 25.53 53.61 25.0

T Komponenty negativni variance jsou nastaveny na rovné nule.

Pro doplnéni této vychozi studie reprodukovatelnosti udaji ze vzorkd velmi blizkych hrani¢ni
hodnoté analyzy byla provedena dodate€na studie pfesnosti na externim pracovisti vzhledem
ke spole¢nosti QIAGEN s vyuzitim RCS.

Panel se skladal z 1 negativniho, 2 negativnich nebo nizko pozitivnich a 2 nizko pozitivnich
prvk(G. Kazdy panel byl pfipraven pfidanim kultivovanych bunék Jurkat a SiHa do roztoku
PreservCyt, aby byly ziskany cilové hodnoty RLU/CO (viz tabulka 39 nize).

Toto externi pracovisté provedlo automatické testovani RCS pomoci jediné Sarze reagencii
testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pro kazdy béh testu, provadélo test 2krat denné v 3
raznych dnech s dodanym 5prvkovym panelem simulovanych vzork(l PreservCyt. Kazdy prvek
panelu byl rozdélen do 4 vzork( a vSechny 4 vzorky byly testovany na téZze mikrodesti¢ce (viz
tabulka 41 dale).

Tabulka 40. Reprodukovatelnost vzorki PreservCyt — automatické testovani RCS s ruéni
pripravou vzorku; kvantitativni reprodukovatelnost prvkl panelu lezicich v blizkosti
hodnoty CO analyzy

Priblizna
Prvek panelu hodnota RLU/CO Ocekavany vysledek
IN 0.2 Negativni
2N 0.8-1.2 Vysoky negativni/nizky pozitivni
3P 0.8-1.2 Vysoky negativni/nizky pozitivni
4P 1.2-2.0 Nizky pozitivn{
5P 1.2-2.0 Nizky pozitivni
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Tabulka 41. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — automatické testovani RCS s ruéni
pfipravou vzorku; kvantitativni reprodukovatelnost v blizkosti hodnoty CO analyzy

Smérodatna odchylka

Prvek Pramérny V ramci Mezi Mezi

panelu n RLU/CO béhu béhy dny Celkem Total CV (%)
IN 24 0.14 0.01 0* 0.02 0.02 15.12
2N 24 1.39 0.14 0.15 0* 0.21 14.84
3P 24 1.31 0.16 0* 0.11 0.19 14.70
4P 24 1.74 0.13 0.21 0.18 0.31 17.73
5P 24 1.63 0.24 0.20 0.26 0.40 24.63

* Komponenty negativni variance jsou nastaveny na rovné nule

Priprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media

Vnitini studie pfipravy vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media byla provedena s
vyuzitim klinickych vzork(i PreservCyt ziskanych od Zzen s jednim ze dvou nasledujicich
cytologickych vysledk:

® ASC-US nebo vysSi nez ASC-US
® negativni na intraepitelialni [ézi ¢i malignitu (NILM)
Z kazdého klinického vzorku byly odebrany dva vzorky. Kazdy vzorek byl individualné pfipraven

pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media a vysledky byly stanoveny automatickym
testovanim RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Stejné jako u jinych kvalitativnich testd IVD je variabilita vysledkud testu digene HC2 High-Risk
HPV DNA ziskanych z klinickych vzorkd spojovana primarné s jednim &i kombinaci
nasledujicich faktord: odbér vzorku, pfFiprava vzorku a testovaci postup. Protoze byly
srovnavané vysledky testu ziskény ze stejného klinického vzorku (uvadéné jako ,mezi vzorky®),
experimentalni design kontroloval variabilitu kvili odbéru vzorku. Reprodukovatelnost vysledku
(viz tabulka 42 dale) vytvofena ze 2 individudlné pfipravenych vzork( ze stejného klinického

vzorku odrazi variaci zpusobenou pfipravou vzorku a testovacim postupem.

Tabulka 42. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — pfiprava vzorku pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media; kvalitativni reprodukovatelnost mezi vzorky

Pozitivni shoda (%) Negativni shoda (%) Celkova shoda (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95 % CI 95 % Cl 95 % Cl
99.0 96.4 97.3
(95/96) (161/167) (256/263)
94.3-99.8 92.4-98.3 94.6-98.7
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Byla provedena dalSi studie pro hodnoceni reprodukovatelnosti vysledkd ziskanych pomoci
simulovanych vzorkd PreservCyt. Po pfipravé vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV
Media néasledovalo automatické testovani RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. 8
pozitivnich ¢lenu panelu bylo pfipraveno pfidavkem HPV DNA pozitivnich bunék SiHa, nebo
HelLa k HPV DNA negativnim bufikam C-33 A v roztoku PreservCyt, zatimco 2 ¢lenové HPV
DNA negativniho panelu obsahovaly pouze HPV DNA negativni buriky C-33 A.

Testovani v jediném dnu provadéli tfi rlzni ¢lenové obsluhy pomoci tfi rlznych pfistroja
QIAsymphony SP a tfi rliznych Sarzi sad QIAsymphony DSP HPV Media s ¢leny panelu 2N, 3E,
5P, 7P a 9P. Clenové panelu 2N, 3E, 5P a 7P byli testovani s 18 replikaty v 3 riiznych bézich,
kdy pro kaZdého &lena panelu bylo ziskano 54 datovych bodt. Clen panelu 9P byl testovan s 16
replikaty v 3 riznych bézich, coz pfineslo 48 datovych bodu.

Jeden clen obsluhy proved! test digene HC2 High-Risk HPV DNA béhem tfi rdznych dnt
pomoci tfi riiznych pfistroji QIAsymphony SP a jednou sadou QIAsymphony DSP HPV Media
se Cleny panelu 1N, 4E, 6P, 8P a 10P. Clenové panelu 1N, 4E, 6P a 8P byli testovani s
18 replikaty v 8 rliznych bézich, kdy pro kazdého ¢lena panelu bylo ziskano 144 datovych boda.
Clen panelu 10P byl testovan s 16 replikaty v 8 rliznych bézich, coZ pfineslo 128 datovych
bodu.

U prvk( panelu s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice nad CO bylo pozitivhich 572 ze 572
(100,0 %). U prvkl panelu s pramérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod CO bylo
pozitivnich 98 ze 198 (49,5 %) a 100 ze 198 (50,5 %) bylo negativnich. U prvkll panelu s
pramérnym RLU/CO o 20 % nebo vice pod CO bylo negativnich 198 ze 198 (100,0 %) (viz
tabulka 43 nize).
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Tabulka 43. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — priprava vzorku pomoci sady

QIAsymphony DSP HPV Media; kvalitativni reprodukovatelnost

Smérodatna Pozitivni vysledek

Prvek panelu Bunéény typ Pramérny RLU/CO odchylka testu (%) (n/N)

IN C-33A 0.37 0.05 0 (0/144)

2N C-33A 0.41 0.06 0 (0/54)

3E HeLaa C-33 A 0.81 0.11 6 (3/54)

4E SiHaa C-33 A 1.09 0.18 66 (95/144)

5P HeLaa C-33 A 3.17 0.46 100 (54/54)

6P SiHaa C-33 A 4.81 0.74 100 (144/144)

7P HeLaa C-33 A 6.77 0.97 100 (54/54)

8P SiHaa C-33 A 9.41 1.39 100 (144/144)

9P HeLaa C-33 A 13.72 2.81 100 (48/48)

10P SiHaa C-33 A 28.13 5.08 100 (128/128)

Vysledky signalizuji, Ze Ize u vzorkl vzdalenych od CO 20 % nebo vice o€ekavat, Ze budou
davat konzistentni vysledky. Vzorky v blizkosti CO davaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a
negativnich vysledkl. Tyto Udaje ukazuji, Ze pfiprava vzork( u vzorkd PreservCyt pomoci sady
QlAsymphony DSP HPV Media a nasledovana testem digene HC2 High-Risk HPV DNA dava

reprodukovatelné vysledky.

Byly rovnéz pouzity vysledky vnitfni studie pro vyhodnoceni kvantitativni reprodukovatelnosti

vysledkd ziskany pfipravou vzorku u klinickych vzorkd PreservCyt pomoci sady QlAsymphony

DSP HPV Media (viz tabulka 44 a 45 nize)..

Tabulka 44. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — pfiprava vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP HPV Media; kvantitativni reprodukovatelnost u stejného prislusnika

obsluhy
Smeérodatna odchylka
Odhadovana
celkova

Prvek Pramérny V ramci Mezi smérodatna Odhadovany
panelu n RLU/CO béht Mezi béhy  kombinacemi* odchylka celkovy CV (%)
IN 144 0.37 0.04 0.03 0.03 0.06 14.92

4E 144 1.09 0.12 0.11 0.09 0.19 17.24

6P 144 4.81 0.49 0.40 0.42 0.77 15.92

8P 144 9.41 0.96 0.97 0.46 1.44 15.32
10P 128 28.13 4.00 2.04 2.54 5.16 18.35

* Mezi kombinacemi pfistrojd QlAsymphony SP a rGznymi dny.
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Tabulka 45. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — pfiprava vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP HPV Media; kvantitativni reprodukovatelnost ve stejny den

Smérodatna odchylka

Odhadovana
celkova

Prvek Pramérny smérodatna odhadovany
panelu n RLU/CO V ramci béhu Mezi béhy* odchylka celkovy CV (%)
2N 54 0.41 0.04 0.05 0.06 15.86

3E 54 0.81 0.08 0.08 0.12 14.48

5P 54 3.17 0.38 0.33 0.50 15.72

P 54 6.77 0.92 0.38 1.00 14.73

9P 48 13.72 2.64 1.15 2.88 21.01

f Béh se sklada z kombinace sady QlAsymphony DSP HPV Media, pfistroje QIAsymphony SP a ¢lena obsluhy

Kvantitativni reprodukovatelnost je velmi vysoka, jak o tom svéd&i vSechny hodnoty CV
zUstavajici pod 25 %. Smérodatné odchylky mezi béhy jsou srovnatelné s odpovidajici
hodnotou v rdmci béhd, cozZ signalizuje konzistentni vysledky bez ohledu na pouzity pfistroj

nebo Sarzi sady.
Priprava vzorku pomoci sady QlIAsymphony DSP AXpH DNA.

Vnitfni studie pfipravy vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA byla provedena s
vyuzitim klinickych vzork( PreservCyt ziskanych od Zen bud s cytologii ASC-US, nebo NILM. Z
kazdého klinického vzorku byly odebrany dva vzorky. Kazdy vzorek byl individualné pfipraven
pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH DNA a vysledky byly stanoveny automatickym
testovanim RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Stejné jako u jinych kvalitativnich testd VD je variabilita vysledkd testu digene HC2 High-Risk
HPV DNA ziskanych z Kklinickych vzork(i spojovana primarné s jednim & kombinaci
nasledujicich faktord: odbér vzorkd, pfiprava vzorku a testovaci postup. Protoze byly
srovnavané vysledky testu ziskany ze stejného klinického vzorku (uvadéné jako ,mezi vzorky*),
experimentalni design kontroloval variabilitu kvali odbéru vzorku. Reprodukovatelnost vysledku
(viz tabulka 46 dale) vytvofena ze 2 individudIné pfipravenych vzork(i ze stejného klinického

vzorku odrazi variaci zpusobenou pfipravou vzorku a testovacim postupem
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Tabulka 46. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — pfiprava vzorku pomoci sady
QIAsymphony DSP AXpH DNA; kvalitativni reprodukovatelnost mezi vzorky

Pozitivni shoda (%)

Negativni shoda (%)

Celkova shoda (%)

(n/N) (n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
95.3 96.7 96.2
(101/106) (176/182) (277/288)
89.4-98.0 92.3-98.5 93.3-97.9

Byla provedena dal$i studie pro hodnoceni reprodukovatelnosti vysledku ziskanych pomoci

simulovanych vzork( PreservCyt. Po pfipravé vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH
DNA nasledovalo automatické testovani RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

TFi rGzni operatofi provadéli test digene HC2 High-Risk HPV DNA v rizné dny pomoci raznych

pfistroju a riznych $arzi reagencii s panelem o 9 prvcich. Kazdy prvek panelu byl testovan

dvojmo v 24 raznych bézich, coz poskytlo 48 datovych bodu pro kazdy prvek panelu. 8

pozitivnich ¢lenli panelu bylo pfipraveno pfidavkem HPV DNA pozitivnich bunék SiHa, nebo
HeLa k HPV DNA negativnim bunkam H9 v roztoku PreservCyt, zatimco ¢len HPV DNA
negativniho panelu obsahoval pouze HPV DNA negativni bufiky H9.

U prvkd panelu s primérnym RLU/CO 20 % nebo vice nad CO bylo pozitivnich 237 ze 240

(98,8 %). U prvkl panelu s primérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod CO bylo
pozitivnich 95 ze 144 (66,0 %) a 49 ze 144 (34,0 %) bylo negativnich. U prvk( panelu s

pramérnym RLU/CO o 20 %

Tabulka 47. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — priprava vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP AXpH DNA; kvalitativni reprodukovatelnost

Smérodatna Pozitivni vysledek
Prvek panelu Bunéény typ Pramérny RLU/CO odchylka testu (%) (n/N)

IN H9 0.17 0.03 0 (0/48)

2E H9 a HeLa 1.00 0.16 56 (27/48)

3E H9 a HeLa 1.16 0.57 54 (26/48)

4E H9 a SiHa 1.18 0.23 88 (42/48)

5P H9 a SiHa 1.89 0.20 100 (48/48)

6P H9 a HeLa 2.05 0.43 96 (46/48)

7P H9 a SiHa 2.97 0.45 100 (48/48)

8P H9 a HeLa 5.67 0.61 100 (48/48)

9P H9 a SiHa 9.91 1.63 98 (47/48)
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Vysledky signalizuji, Ze Ize u vzorkl vzdalenych od CO 20 % nebo vice o¢ekavat, Ze budou
davat konzistentni vysledky. Vzorky v blizkosti CO davaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a
negativnich vysledkl. Tyto Udaje ukazuji, Ze pfiprava vzork( u vzorkd PreservCyt pomoci sady
QIAsymphony DSP AXpH DNA a néasledovana testem digene HC2 High-Risk HPV DNA dava

reprodukovatelné vysledky.

Byly rovnéz pouzity vysledky vnitfni studie pro vyhodnoceni kvantitativni reprodukovatelnosti
vysledku ziskany pfipravou vzorku u klinickych vzorkG PreservCyt pomoci sady QlAsymphony
DSP AXpH DNA (viz tabulka 48 nize).

Tabulka 48. Reprodukovatelnost vzork( PreservCyt — pfiprava vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP AXpH DNA; kvantitativni reprodukovatelnost

Smérodatna odchylka

Odhadovana
celkova

Prvek Pramérny V ramci Mezi smérodatna Odhadovany
panelu n RLU/CO béht Mezi béhy  kombinacemi* odchylka celkovy CV (%)
IN 48 0.17 0.02 0.02 0.01 0.03 18.13

2E 48 1.00 0.14 0.05 0.06 0.16 16.20

3E 48 1.16 0.48 0.22 0.23 0.57 49.27

4E 48 1.18 0.16 0.14 0.10 0.23 19.63

5P 48 1.89 0.09 0.09 0.16 0.20 10.63

6P 48 2.05 0.18 0.34 0.19 0.43 20.83

7P 48 2.97 0.27 0.23 0.28 0.45 15.14

8P 48 5.67 0.35 0.44 0.24 0.61 10.85

9P 48 9.91 1.36 0.55 0.71 1.63 16.42

* Mezi kombinacemi sad testt digene HC2 High-Risk HPV DNA, sad QIAsymphony DSP AXpH DNA,
pouzitého RCS, pouzitého QIAsymphony SP a obsluhy.

Reprodukovatelnost klinickych vzorkd SurePath

Rucni testovani

Reprodukovatelnost ru¢niho testovani vzorki SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet
pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA byla stanovena ve studii vyuZzivajici 3 r{iznych
laboratofi. Prvky panelu byly testovany s hodnotou CO 1,0 RLU/CO v rGznych dnech s r{iznymi
béhy vyuZivajicimi identickou mnoZzinu prvkll panelu s prokazanou pozitivitou nebo negativitou
na HPV. Panel se skladal z5 pozitivnich, 2 vysoce negativnich/nizko pozitivnich a
5 negativnich prvka.
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Kazdy prvek panelu byl pfipraven kombinaci jedineénych klinickych vzork( odebranych v
SurePath Preservative Fluid (konzervacni kapaliny SurePath) o znamém negativnim a
pozitivnim stavu HPV pro ziskani pozadovanych cilovych hodnot RLU/CO. Kazdy prvek panelu
byl testovan dvojmo dvakrat denné po dobu 5 dnl v kazdé ze 3 Ucastnickych laboratofi (viz
tabulka 49 nize).

Tabulka 49. Reprodukovatelnost vzorkid SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet —
rucni testovani, kvalitativni reprodukovatelnost

Prvek panelu Pramérny RLU/CO Pozitivni vysledek testu (%) (n/N)
1 0.20 0.0 (0/60)
2 0.21 0.0 (0/60)
3 0.22 0.0 (0/60)
4 0.28 3.3 (2/60)
5 0.36 3.3 (2/60)
6 0.83 21.7 (13/60)
7 1.17 43.3 (26/60)
8 19.47 100.0 (60/60)
9 25.65 100.0 (60/60)

10 81.52 100.0 (60/60)
11 154.18 100.0 (60/60)
12 765.29 100.0 (60/60)

Automatické testovani RCS

Reprodukovatelnost vysledk( vzork( SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet s vyuzitim
automatického testovani RCS byla porovnana s vysledky ziskanymi pomoci ruéniho testovani.
Byly testovany dva samostatné alikvotni podily z téhoz zpracovaného vzorku SurePath z post-

gradientnich bunéénych pelet (ze stejného klinického vzorku) (viz tabulka 50 nize).

Tabulka 50. Reprodukovatelnost vzorki SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet —
automatické testovani RCS; shoda vysledkil mezi automatickym testovanim RCS a
ruénim testovanim

Pozitivni shoda (%)
(n/N)
95 % CI

Silné pozitivni oblast

Negativni shoda (%)
(n/N)
95 % CI

Silné negativni oblast

VSechny pozitivni (RLU/CO 22,5) V8echny negativni (RLU/CO <0,80))
99.0 100.0 97.7 98.7
(4171421) (375/375) (1057/1079) (1050/1064
97.6-99.7 99.0-100.0 96.9-98.75 97.8-99.28
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Priprava vzorku ze vzorkl SurePath pomoci sady QlIAsymphony DSP HPV Media

Byla provedena studie pro hodnoceni reprodukovatelnosti vysledkl ziskanych pomoci
simulovanych vzorkd SurePath. Po pfipravé vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP HPV
Media néasledovalo automatické testovani RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. 4
pozitivni €lenové panelu byli pfipraveni pfidavkem HPV DNA pozitivnich bunék SiHa k HPV
DNA negativnim bufikam H9 v kapaliné SurePath Preservative Fluid, zatimco ¢len HPV DNA
negativniho panelu obsahoval pouze HPV DNA negativni bufiky H9 v kapalin€ SurePath
Preservative Fluid.

Testovani v 6 rliznych dnech provadéli tfi razni ¢lenové obsluhy pomoci 3 rlznych pfistroju
QIAsymphony SP a 3 rdznych Sarzi sad QIAsymphony DSP HPV Media s ¢leny panelu 1N, 2E,
3P, 4P a 5P. Clenové panelu 1N, 2E, 3P a 4P byl testovani s 18 replikaty v 37 odli§nych
bézich, coz pfineslo 666 datovych bodl pro ¢leny panelu 2E a 3P a 665 datovych bodl pro
gleny panelu 1N a 4P. Clen panelu 5P byl testovan s 16 replikaty v 37 rdznych bé&zich, coz
pfineslo 590 datovych bodd. CtyFi datové body byly vyloudeny kvali nedostateénému objemu,

coz signalizoval pfistroj QlAsymphony SP béhem pfipravy vzorku.

U prvkl panelu s pramérnym RLU/CO 20 % nebo vice nad CO bylo pozitivnich 1921 ze 1921
(100,0 %). U prvkd panelu s prdmérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod CO bylo
pozitivnich 410 ze 666 (61,6%) a 256 ze 666 (38,4%) bylo negativnich. U prvkd panelu s
primérnym RLU/CO o 20 % nebo vice pod CO bylo negativnich 664 ze 665 (99,8%) (viz
tabulka 51 nize).

Tabulka 51. Reprodukovatelnost vzork(i SurePath — pfiprava vzorku pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media; kvalitativni reprodukovatelnost

Smérodatna Pozitivni vysledek
Prvek panelu Bunéény typ Pramérny RLU/CO odchylka testu (%) (n/N)
IN H-9 0.38 0.06 0.2 (1/665)
2E SiHa a H-9 1.06 0.17 61.6 (410/666)
3P SiHa a H-9 451 0.78 100.0 (666/666)
4P SiHa a H-9 8.34 1.57 100.0 (665/665)
5P SiHa a H-9 24.69 5.12 100.0 (590/590)

Vysledky hodnoceni signalizuji, Ze u vzork( SurePath, které se li§i od hodnoty CO o 20 % a
vice, Ize oCekavat, Zze budou vykazovat konzistentni vysledky. Vzorky SurePath v blizkosti
hodnoty CO vykazovaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a negativnich vysledkd. Tyto Udaje
ukazuji, ze pfiprava vzorkl u vzork( SurePath pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media a
nasledovana testem digene HC2 High-Risk HPV DNA dava reprodukovatelné vysledky.
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Byly rovnéz pouzity vysledky vnitfni studie pro vyhodnoceni kvantitativni reprodukovatelnosti
vysledku ziskany pfipravou vzorku u klinickych vzorkd SurePath pomoci sady QlAsymphony
DSP HPV Media (viz tabulka 51 nize).

Testovani v 6 raznych dnech provadéli tfi rlzni ¢lenové obsluhy pomoci 3 rliznych pfistrojd
QIAsymphony SP a 3 rGiznych Sarzi sad QlIAsymphony DSP HPV Media s ¢leny panelu 1N, 2E,
3P, 4P a 5P. Clenové panelu 1N, 2E, 3P a 4P byli testovani s 18 replikaty v 8 riznych bézich,
kdy pro kazdého &lena panelu bylo ziskano 162 datovych bod(. Clen panelu 5P byl testovan 16
replikaty, které poskytly 144 datovych bodu (viz tabulka 52 nize).

Tabulka 52. Reprodukovatelnost vzork( SurePath — pfiprava vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP HPV Media; kvantitativni reprodukovatelnost

Smérodatna odchylka
Odhadovana
celkova

Prvek Pramérny V ramci Mezi smérodatna Odhadovany
panelu n RLU/CO béht Mezi dny kombinacemi* odchylka celkovy CV (%
IN 162 0.37 0.06 0.02 0.03 0.07 19.18

2E 162 1.05 0.14 0.07 0.10 0.18 17.41

3P 162 4.40 0.62 0.00 0.43 0.75 17.09

4P 162 8.24 1.15 1.01 1.34 1.77 21.42

5P 144 23.89 3.95 4.10 4.67 6.11 25.59

*Béh se sklada z kombinace sady QIAsymphony DSP HPV Media, pfistroje QIAsymphony SP a ¢lena obsluhy v konkrétni
den.

Kvantitativni reprodukovatelnost je velmi vysoka, jak o tom svéd&i vSechny hodnoty CV
zUstavajici pod 26 %. Smérodatné odchylky mezi béhy jsou srovnatelné s odpovidajici
hodnotou v ramci béhd, coz signalizuje konzistentni vysledky bez ohledu na pouzity pfistroj
nebo Sarzi sady

Priprava vzorku ze vzorkl SurePath z post-gradientni bunécné pelety pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media

Byla provedena studie hodnotici reprodukovatelnost vysledkd ziskanych pomoci simulovanych
vzorkll SurePath z post-gradientnich bunécnych pelet. Po pfipravé vzorku pomoci sady
QlAsymphony DSP HPV Media néasledovalo automatické testovani RCS pomoci testu digene
HC2 High-Risk HPV DNA. K napodobeni vzork( SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet
byl pouzit material uréeny pro bunécnou kultivaci vlozeny do 70% konzervacéni kapaliny
SurePath. 4 pozitivni prvky panelu byly pfipraveny tak, Ze k bufikdm H-9 negativnim na DNA
HPV- v konzervaéni kapaliné SurePath byly pfidany buriky SiHa pozitivni na DNA HPV, zatimco
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negativni prvek panelu obsahoval buriky H-9 negativni na DNA HPV v konzervaéni kapaliné
SurePath.

Testovani v 6 riznych dnech provadéli ¢tyfi rizni ¢lenové obsluhy pomoci 3 rdznych pfistroju
QIAsymphony SP a 3 rliznych Sarzi sady QIAsymphony DSP HPV Media s prvky panelu 1, 2, 3,
4 a 5. Prvky panelu 1, 2, 3 a 4 byly testovany s 18 replikaty v 37 rliznych bézich, coz pfineslo
666 datovych bodl pro prvky panelu 1 a 3 a 665 datovych bodd pro prvky panelu 2 a 4. Dva
datové body byly vylou€eny kvili nedostate€nému objemu, coz signalizoval pfistroj
QIAsymphony SP béhem pfipravy vzorku. Prvek panelu 5 byl testovan s 16 replikaty

v 37 rliznych bézich, coz pfineslo 592 datovych bodu.

U prvkl panelu s primérem RLU/CO 20 % nebo vice nad hodnotou CO bylo pozitivnich 1923
z 1923 (100,0 %). U prvka panelu s primérem RLU/CO v rozmezi nad 20 % hodnoty CO nebo
pod ni bylo pozitivhich 416 ze 665 (62,6 %) a 249 ze 665 (37,4 %) bylo negativnich. U prvki
panelu s primérem RLU/CO o 20 % a vice pod hodnotou CO bylo negativnich 666 ze 666
(100 %; viz tabulka 53 nize).

Tabulka 53. Reprodukovatelnost vzork SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet —
priprava vzorku pomoci sady QlIAsymphony DSP HPV Media; kvalitativni
reprodukovatelnost

Prvek Pramér Smeérodatna Pozitivni vysledek testu
panelu Bunéény typ RLU/CO odchylka CV (%) (%) (n/N)

1 H-9 0,12 0,02 18,77 0,0 (0/666)

2 SiHa a H-9 0,96 0,11 11,15 62,6 (416/665)

3 SiHa a H-9 4,72 0,56 11,89 100,0 (666/666)

4 SiHa a H-9 9,34 0,98 10,46 100,0 (665/665)

5 SiHa a H-9 24,9 3,37 13,55 100,0 (592/592)

Vysledky hodnoceni signalizuji, Zze u vzorkd SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet,
které se liSi od hodnoty CO o 20 % a vice, lze o¢ekavat, Ze budou vykazovat konzistentni
vysledky. Vzorky SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet v blizkosti hodnoty CO
vykazovaly pfiblizné stejny pocet pozitivnich a negativnich vysledkd. Tyto udaje ukazuji, ze
pfiprava vzorku ze vzorkl SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media nasledovana testem digene HC2 High-Risk HPV DNA dava
reprodukovatelné vysledky.

Byly rovnéz pouzity vysledky interni studie pro vyhodnoceni kvantitativni reprodukovatelnosti
vysledkd ziskanych pfipravou vzorku z klinickych vzork(i SurePath z post-gradientnich
bunéc&nych pelet pomoci sady QlIAsymphony DSP HPV Media.
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Testovani v 6 riznych dnech provadéli étyfi rlzni €lenové obsluhy pomoci 3 rGznych pfistrojl
QIAsymphony SP a 3 rliznych Sarzi sady QIAsymphony DSP HPV Media s prvky panelu 1, 2, 3,
4 a 5. Prvky panelu 1, 2, 3 a 4 byly testovany s 18 replikaty, kdy kazdy prvek panelu ziskal
162 datovych bodu. Prvek panelu 5 byl testovan s 16 replikaty, které poskytly 144 datovych
bodu (viz tabulka 54 nize).

Tabulka 54. Reprodukovatelnost vzorkid SurePath z post-gradientnich bunéénych pelet —
priprava vzorku pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media; kvantitativni
reprodukovatelnost

Smeérodatna odchylka

Odhadovana
celkovéa

Prvek Pramér V ramci Mezi smérodatna Odhadovany
panelu n RLU/CO béhu Mezi dny kombinacemi* odchylka celkovy CV (%)

1 162 0,12 0,02 0,00 0,01 0,02 19,80

2 162 1,00 0,08 0,02 0,06 0,10 10,27

3 162 4,99 0,37 0,13 0,38 0,55 11,00

4 162 9,78 0,61 0,23 0,54 0,85 8,72

5 144 26,40 2,19 0,70 1,51 2,75 10,41

* Mezi kombinacemi rdznych dna, pracovniki obsluhy, Sarzi sady QlIAsymphony DSP HPV Media a pfistroji QIAsymphony
SP.

Kvantitativni reprodukovatelnost je velmi vysoka, jak o tom svéd¢&i vdechny hodnoty CV, které
zUstavaji pod 20 %. Smérodatné odchylky mezi béhy jsou srovnatelné s odpovidajici hodnotou
v ramci béhd, coz signalizuje konzistentni vysledky bez ohledu na pouzity pfistroj nebo Sarzi
sady.

Zkfizena reaktivita

Testem digene HC2 High-Risk HPV DNA byla analyzovana baterie bakterii, virli a plazmida,
které se bézné nachazi v Zenském anogenitalnim traktu spole¢né se sbirkou koZnich HPV typd,
pro néz jsou k dispozici klony, s cilem urcit, zda se vyskytla kfizova reaktivita. VSechny
mikroorganismy byly analyzovany pfi koncentracich 1x1 0° a 1x10’ organism( na ml. Ci§téna

DNA virQl a plazmidud byla analyzovana v koncentracich 4 ng/ml.

Byly testovany nasledujici bakterie a vSechny byly v testu digene HC2 High-Risk HPV DNA
negativni:
® Acinetobacter anitratus

® Acinetobacter Iwoffi (ATCC 17908)
® Bacteroides fragilis (ATCC 25285)
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Byla testovana nasleduijici virova nebo plazmidova DNA, pfipadné lidské sérum, a v§echny byly
v testu digene HC2 High-Risk HPV DNA negativni:

* Byl analyzovan jak kmen E. coli pouzity pro rust plazmida (HB101), tak klinicky izolat E. coli.

Bacteroides melaninogenicus

Candida albicans (ATCC 14053 nebo 10231)
Chlamydia trachomatis

Enterobacter cloacae

Escherichia coli (HB101)*

Escherichia coli

Fusobacterium nucleatum

Gardnerella vaginalis

Haemophilus ducreyi

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

Mobiluncus curtisii

Mobiluncus mulieris

Mycoplasma hominis

Mycoplasma hyorhinis

Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
Neisseria lactamica (NRL 2118)
Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
Neisseria sicca (ATCC 29256)
Peptostreptococcus anaerobius
Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
Serratia marcescens

Staphylococcus aureus (kmen Cowan)
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
Streptococcus pyogenes (ATCC 27762)
Treponema pallidum

Trichomonas vaginalis

Adenovirus 2
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e Cytomegalovirus

® Virus Espteina-Barrové

® Sérum pozitivni na povrchovy antigen hepatitidy B

® Herpes simplex |

® Herpes simplex I

® Virus humanni imunodeficience (HIV, RT, DNA)

e TypyHPV 1,2 3458 13a30

Jediny plazmid, ktery vykazoval zkfizenou reaktivitu v testu digene HC2 High-Risk HPV DNA
byl pBR322. KFiZzova reaktivita mezi pBR322 a Probe Mix (smés sond) se nepfedpoklada,
protoZze je obtizené odstranit veSkerou vektorovou pBR322 DNA pfi izolaci viozky HPV.
Pfitomnost homologovych sekvenci pBR322 byla hlaSena ve vzorcich z lidskych genitald a
fale$né pozitivni vysledky by se mohly vyskytnout za pfitomnosti vysokych hladin bakterialniho
plazmidu. OvS§em 298 Klinickych vzork(l testovanych jako pozitivni testem digene HC2 High-
Risk HPV DNA nemélo pozitivni vysledky kvuli pBR322, kdyz byly testovany sondou pBR322.

Pravdépodobnost faleSné pozitivniho vysledku testu digene HC2 High-Risk HPV DNA kvuli
homologovym sekvencim pBR322 v klinickych vzorcich se zda byt nizka.

ZkFiZzena hybridizace

Testem digene HC2 High-Risk HPV DNA bylo testovano osmnact riznych typt HPV (vysoce
rizikové a nizko rizikové) v koncentracich 4 ng/ml HPV DNA. VSechny cile vysoce rizikového
HPV byly pozitivni. Tato studie rovnéz ukazala, Ze je tu malé mnozstvi zkfizené hybridizace
mezi typy HPV 6 a 42 a testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. Vzorky pacientd s vysokymi
hladinami (4 ng/ml nebo vys$si) typd HPV 6 nebo 42 mohou mit faleSné pozitivni vysledky testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA. Klinicka vyznamnost spociva v tom, Ze pacientky s typy HPV
6 nebo 42 s 4 ng/ml nebo vys$§i mohou byt zbyte¢né doporuceny na kolposkopii.

Rovnéz se ukazalo, Ze test digene HC2 High-Risk HPV DNA reaguje zkfizené s typy HPV 40,
53 a 66. Tyto typy jsou vzacné a neni dostatek dlkaz( pro stanoveni prfesné korelace mezi
infekci t€mito typy a vznikem onemocnéni vysokého stupné (15). V literatufe se rovnéz uvadélo,
Ze slozité sondy podobné tém, které byly v tomto testu pouZity mohou zplsobovat falesné
pozitivni vysledky kvuli zkfizené hybridizaci typy HPV 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 nebo
MM9 (35). Prestoze jsou nékteré z téchto typd HPV vzacné nebo nové typy, s nimiz se ¢asto
nesetkdvame u onemocnéni vysokého stupné, pacientky, jejichz vzorky obsahuji vysoké
hladiny t&chto typu DNA HPV mohou byt nespravné doporuceny ke kolposkopii.
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Uginek krve a jinych latek na vzorky STM

V testu digene HC2 High-Risk HPV DNA byl vyhodnocen ucinek krve a jinych, potencialné
rusicich, definovanych &i nedefinovanych latek. K STM negativnim a STM pozitivhim vzorkim
(soubory klinickych vzorkd a neklinickych vzork() byla pfidana cela krev, vaginalni roztok,
antifungalni krém a antikoncepéni gel (latky, kieré se mohou bézné nachazet v cervikalnich
vzorcich) v koncentracich, které Ize v téchto vzorcich nalézt.

U Zadné ze Ctyfech latek nebyly v Zadné koncentraci pozorovany zadné faledné pozitivni
vysledky. FaleSné negativni vysledek v8ak mlze byt hlasen v klinickych vzorcich s Urovnémi
DNA HPV v blizkosti CO v pfipadé testu (1 pg/ml), pokud jsou pfitomny vysoké koncentrace
antifungalniho krému nebo antikoncepéniho gelu. Je vSak velmi nepravdépodobné, ze se
klinické vzorky budou skladat téméf vyluéné z jedné z téchto latek, protoZe se délozni &ipek
pravidelné Cisti pred ziskanim vzorkud pro stéry z délozniho Cipku a testovani HPV.

Uginek krve a jinych latek na vzorky PreservCyt
Ruéni pFiprava vzork

V testu digene HC2 High-Risk HPV DNA byl vyhodnocen ucinek krve a jinych, potencialné
ruSicich, definovanych ¢i nedefinovanych latek pfitomnych ve vzorcich PreservCyt. K
PreservCyt negativnim a pozitivnim vzorkim (soubory klinickych vzorkd a neklinickych vzorku)
byla pfidana cela krev, vaginalni roztok, antifungalni krém a antikoncepéni gel (latky, které se
mohou bézné nachazet v cervikalnich vzorcich) v koncentracich, které Ize v téchto vzorcich
nalézt. U Zadné ze &tyfech latek nebyly v Zadné koncentraci pozorovany Zzadné faledné pozitivni
nebo faleSné negativni vysledky. Navic latky pfitomné v nékterych klinickych vzorcich nebrani
detekci DNA HPV testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Pfiprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media

Uginky krve a jinych potencialné rusivych latek ve vzorcich PreservCyt byly vyhodnoceny
pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media pro pfipravu vzorku a automatické testovani RCS
pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA. Byly testovany ucinky nasledujicich potencialné
ruSivych latek:Anti-fungal cream

® Antifungalni krém

® Protizanétlivy krém

e Krev

® Antikoncepc¢ni gel
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® Vaginalni roztok

e Zenské deodoragni &ipky

® Lubrikacni gel

® Spermicid

Kazda latka byla pfidana ke klinickému souboru negativnich a pozitivnich vzorkd. U zadné latky
nebyly pozorovany faleSné pozitivni ani faleSné negativni vysledky v koncentracich, které je
mozné nalézt u cervikalnich vzork(. FaleSné negativni vysledek vSak mulze byt hlasen v
klinickych vzorcich s arovnémi DNA HPV v blizkosti CO v pfipadé testu, pokud jsou pfitomny
vysoké koncentrace antifungalniho krému vaginalniho lubrikaéniho gelu nebo krve. Je vSak
velmi nepravdépodobné, ze se klinické vzorky budou skladat témér vyluéné z jedné z téchto
latek, protoze se délozni Cipek pravidelné &isti pfed ziskanim vzorkl pro stéry z délozniho Cipku
a testovani HPV.

Pfiprava vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH DNA

Uginek celé krve ve vzorcich PreservCyt byl hodnocen pomoci sady QIAsymphony DSP AXpH
DNA pro pfipravu vzorku a poté testovan testem digene HC2 High-Risk HPV DNA. Byly vybrany
a testovany klinické vzorky s viditelnymi stopami krve jak pomoci ruéni metody pfipravy vzorku,
tak automatické metody pfipravy vzorku s vyuzitim sady QlIAsymphony DSP AXpH. Vysledky
byly porovnany pro 238 vzorkG a dosahly celkové shody 94,12%, pficemz McNemarova
hodnota p 0,2850 neukazovala na statisticky vyznamny rozdil v klinickém chovani mezi ruéni
metodou pfipravy vzorku a automatickou metodou pfipravy vzorku s vyuzitim sady
QIAsymphony DSP AXpH.

Byly testovany ucinky nasledujicich potencialné rusivych latek:

Vaginalni roztok

Antifungalni krém

Antikoncepéni gel

Mononuklearni bufiky periferni krve (PBMC)
Lubrikacni gel

Damsky intimni sprej

Spermicid

Magnetické Castice

Kapalina TopElute

Kazda latka byla pfidana do negativnich a pozitivnich bunéénych soubort v koncentracich,
které Ize nalézt v cervikalnich vzorcich nebo které mohou byt pfidany b&hem pfipravy vzorku. U

zadné z latek nebyla v zadné koncentraci pozorovana zadna z uvedenych latek. Nebyly zjistény
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zadné faleSné negativni vysledky s vyjimkou antikoncepéniho gelu. Neodebirejte cervikalni
vzorky PreservCyt pro automatickou pfipravu vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP AXpH
DNA, pokud je pfitomno antikoncepéni zelé.

Uginek krve a jinych latek na vzorky SurePath
PFiprava vzorku ze vzorkd SurePath pomoci sady QIAsymphony DSP HPV Media

Uginky krve a jinych potencialné rusivych latek ve vzorcich SurePath byly vyhodnoceny pomoci
sady QIAsymphony DSP HPV Media pro pfipravu vzorku a automatickou analyzou
RCS- pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Byly testovany ucinky nasledujicich potencialné rusivych latek:

Antifungalni krém
Protizanétlivy krém

Krev

Antikoncepéni gel
Vaginalni roztok

Zenské deodoraéni &ipky
Lubrikaéni gel

Spermicid
Kazda latka byla pfidana ke klinickému souboru negativnich a pozitivnich vzorkd. U zadné latky

nebyly pozorovany fale$né pozitivni vysledky v koncentracich, které je mozné nalézt u
cervikalnich vzorka.

Nebyly zjistény zadné faleSné negativni vysledky s vyjimkou nasledujicich latek.
® AntikoncepcCni zelé zplsobovalo faleSné negativni vysledky ve velmi nizkych koncentracich.

® Pokud bude pfitomna vysoka koncentrace antifungalniho krému ve vzorcich, maze byt u
klinickych vzorkd s hladinami HPV DNA blizkych CO hlasen fale$né negativni vysledek
testu. Je vSak velmi nepravdépodobné, Ze se klinicky vzorek bude témér vyluéné skladat z
antifungalniho krému, protoze se délozni Cipek pravidelné Eisti pfed ziskanim vzorkud pro
stéry z délozniho &ipku a testovani HPV.

Neodebirejte cervikalni vzorky SurePath pro automatickou pfipravu vzorku pomoci sady
QIAsymphony DSP HPV Media, pokud je zde pfitomno antikoncepéni zelé nebo antifungalni
krém.
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Priprava vzorku ze vzork(l SurePath z post-gradientnich bunécnych pelet pomoci
sady QIAsymphony DSP HPV Media

Uginky krve a jinych potencialné rusivych latek ve vzorcich SurePath z post-gradientnich
buné&nych pelet byly vyhodnoceny pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media pro pfipravu
vzorku a automatickou analyzou RCS pomaoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Byly testovany ucinky nasledujicich potencialné rusivych latek:

® Antifungalni krém

® Protizanétlivy krém

e Krev

® Antikoncep¢ni gel

® Vaginalni roztok

e Zenské deodoragni &ipky

® Lubrikacni gel

® Spermicid

Kazda latka byla pfidana do negativnich a pozitivnich klinickych soubord, které byly nasledné
zpracovany systémem BD PrepMate s cilem napodobit vzorek SurePath z post-gradientnich
buné&nych pelet. Jak u krve, tak u antifungalniho krému byl zaznamenan jeden faledné pozitivni
vysledek; avSak statisticka analyza neprokazala vyznamné interference. U zadné jiné latky
v koncentraci, kterou je mozné zjistit v cervikalnich vzorcich, nebyly pozorovany zadné falesné

pozitivni vysledky.

U antifungalniho a protizanétlivého krému a antikoncepéniho Zelé nebyly zaznamenany zadné
faleSné negativni vysledky. Neodebirejte cervikalni vzorky SurePath pro automatickou pfipravu
vzorku pomoci sady QlAsymphony DSP HPV Media, pokud je zde pfitomno antikoncepéni zelé

nebo antifungalni €i protizanétlivy krém.
Pfenos

RCS byl navrzen k minimalizaci kontaminace vzorkd ¢&i pfenosu zbytkové alkalické fosfatazy
pouzivanim jednorazovych pipetovych hrotll pro nasavani reagencie a vzorku. Pro potvrzeni
této charakteristiky designu spole€nost QIAGEN provedla nékolik studii s cilem vyhodnotit, zda
pouzivani RCS zvysilo potencial pro prenos nebo zkfizenou kontaminaci vzorkd v porovnani s
ruéni metodou. K hodnoceni potencialniho pfenosu ze systému na systém bylo pouzito vice

pristrojii RCs.
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V jedné studii byly pfidany 2 ng a 20 ng plazmidu DNA HPV do materidlu negativni kontroly pro
pfipravu vysoce pozitivnich vzorkd STM. Koncentrace 20 ng/ml dava hodnoty RLU pfiblizné 3-5
vy$$i nez hodnoty nejvysSich pozitivnich klinickych vzork(, které by se mély podle oéekavani
pozorovat béhem rutinniho klinického testovani. Tyto simulované vysoce pozitivni vzorky byly
Sachovnicové umistény na mikrodesticku, kdy se stfidaly s jamkami obsahujicimi pouze
negativni kontrolu (zkuSebni jamky). Tento design zvazuje potencialni pfidatné ucinky
sekvenénich vysoce pozitivnich vzorkld. Mikrodesticky pak byly testovany pomoci jak ruénich,
tak automatickych testovacich metod RCS. Po zpracovani byla porovnana cisla jamek falesné
pozitivnich testd. Automatické testovani RCS neprodukovalo vice jamek s faleSné pozitivnimi
testy nez ruéni testovani s témito stimulovanymi vzorky STM, a to i v pfipadé, kdy byly na
mikrodesti¢ce pfitomna extrémné vysoka sekvence pozitivnich vzorku.

V druhém hodnoceni pfenosu byly kombinovany vzorky PreservCyt HPV pozitivni pacientky s
cilem vytvofit panel vzorkld s rdznymi hladinami chemiluminiscence pro ziskani hodnot RLU/CO
predstavujicich oekavany rozsah béhem rutinniho klinického automatického testovani RCS.
Pozitivni vzorky se pohybovaly pfiblizné v rozsahu 200-1800 RLU/CO. Pro hodnoceni
potencidlu pro pfenos véetné potencialnich pfidatnych G¢inkt sekvenénich vysoce pozitivnich
vzorkd byly tyto prvky pozitivniho panelu Sachovnicové umistény na mikrodesti¢ky vedle jamek
negativni kontroly. Tyto desky byly poté testovany s vyuzitim automatické testovaci metody
RCS.

Vysledky tohoto hodnoceni pfenosu vyuzivajici sdruzené vzorky pacientek naznacuji
potencialni miru fale$né pozitivity 0,3 % diky pfenosovym uginkiim pfi provadéni automatického
testovani RCS testem digene HC2 High-Risk HPV DNA.

ZkuSenosti spole¢nosti QIAGEN pfi provadéni testd se sdruzenymi vzorky PreservCyt
naznacuji, Ze sdruZovani pacientskych vzork( vytvafi vzorky, které nevykazuji charakteristiky
podobném jednotlivym pacientskym vzorkim. Prestoze jsou ucCinky tohoto sdruzeni
potencialniho pfenosu automatického testovani RCS neznamé, dodate¢né preklinické testovani
automatického testovani RCS neprokazalo zvySeny potencial pro faleSné pozitivni vysledky
kvlli prfenosu. Tato hodnoceni byla provadéna pomoci umélych plazmidovych vzork( s

koncentracemi DNA témér 5krat vy$Simi, nez které byly pozorovéany v klinickém nastaveni.

Treti hodnoceni pfenosu vytvofilo testovaci vzorky pfidanim fluorescenéniho barviva v
koncentracich predstavujicich dynamicky rozsah RLU analyzy pro podkladové matrice, které
aproximovaly viskozitu klinickych vzorkd a reagencie testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.
Tyto testované vzorky pak byly zpracovany pomoci 3 samostatnych pfistrojd RCS a byl

vyhodnocen potencial pfenosu pro kazdy nasledujici kli¢ovy proceduralni krok RCS:

Ndvod k pouziti testu digene® HC2 High-Risk HPV DNA 08/2015

109



Pfenos vzorku
Pfrenos z desky na desku
Pridavek sondy

Trepani mikrodestiCkou

Promyvani mikrodesti¢ky

Vysledna fluorescence byla méfena pfi excitacni vinové délce 485 nm a emisni vinové délce
535 nm a byla dostatecné citliva pro detekci pfipadu pfenosu v fadu 1:20.000, coz by
odpovidalo fale$né pozitivnimu vysledku u testu digene HC2 High-Risk HPV DNA (tj. 1 pg v 20
ng). Vysledky tohoto hodnoceni neprokazaly zadny pfipad prenosu béhem kteréhokoliv z
klicovych proceduralnich krok(i RCS, ktery by vedl k faleSné pozitivnimu vysledku testu digene
HC2 High-Risk HPV DNA.

Stabilita reagencii ponechanych v pfistroji

Spole¢nost QIAGEN hodnotila charakteristiky chovani automatického testovani RCS pfi pouziti
reagencii, které zlstaly uloZeny v platformé systému dlouha obdobi. Reagencie, u nichz je
nejvétsi pravdépodobnost, Zze zlistanou umistény v pfistroji, zahrnuji Probe Mix (smés sond),
DR1, DR2 a Capture Microplate (zachytova mikrodesticka).

Chovani testu bylo hodnoceno s vyuzitim Cerstvé pfipravenych reagencii a reagencii, které v
pristroji RCS zestarly pfi pokojové teploté po dobu 16 hodin (pro simulaci 2sménného provozu v
laboratofi). Testovani simulovanych klinickych vzorkd probihalo na 2 pfistrojich RCS, 2
testovaci dny na kazdém z nich, s definovanou matrici reagencii (viz tabulka 55 nize).

Tabulka 55. Design studie pro stabilitu reagencii ponechanych v pfistroji

Pi‘istroj RCS Den 1 Den 2
1 Ptistroje, které zGstaly v pfistroji  Cerstvé reagencie
Cerstvé reagencie PFistroje, které zustaly v
2 pFistroji
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VSechny vynesené datové body RLU/CO jsou zachyceny na nasledujicim obrazku 3. Vynesené
body a regresni analyza pro reagencie ponechané v pfistroji versus Cerstvé reagencie vykazuji
shodu mezi reagenciemi ponechanymi v pfistroji a Cerstvymi reagenciemi.

400
jwiwy

R*=0.9937
10 A

Aged Reagent RLU/CO
4

0.1

WAL
L= |

Fresh Reagent RLU/CO

Obrazek 3. Bodovy graf porovnavajici kalibrator analyzy a hodnoty kontroly pfi pouziti
reagencii ponechanych v pfistroji a €erstvych reagencii.

Dalsi zkoumani vysledkl shody vysledkl ukazuje, Ze se pfi pouziti reagencii ponechanych v
pristroji neobjevily Zadné kvalitativni zmény (viz tabulka 56 nize).

Tabulka 56. Shoda €erstvych reagencii a reagencii ponechanych v pfistroji

Statisticka mé&feni Vysledek
Celkova shoda (%) 100.0%
(n/N) (96/96)
95 % ClI 97.97-100.0
Pozitivni shoda (%) 100.0%
(n/N) (64/64)
95 % ClI 97.97-100.0
Negativni shoda (%) 100.0%
(n/N) (32/32)
95 % ClI 97.97-100.0
R? 0.9937
Sklon 0.97
Prasecik 0.47
Kappa 1.0
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Analyza Udaju ukazuje, Zze vysledky jsou statisticky shodné pro Cerstvé reagencie a reagencie
ponechané v pfistroji, coz znamena, Ze jsou reagencie dostate¢né stabilni, pokud v pfistroji
zUstanou po dobu az 16 hodin.
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Symboly

V tomto navodu k pouziti jsou pouzivany symboly uvedené v nasledujici tabulce.

Symbol Definice symbolu

Obsahuje reagencie dostacduijici pro 96 testl

Obsahuje reagencie dostadujici pro 384 testu

384

IV D Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

R E F Katalogové Cislo

Vyrobce

Autorizovany zastupce v Evropském spolecenstvi

o
A
m

Pouzijte do

DalSi informace viz navod k pouziti

g =

GTIN Mezinarodni ¢islo obchodni polozky GTIN
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Re3eni problémi

Komentare a navrhy

Nespravna nebo zadna barevna zména pozorovana béhem denaturace.

a) DNR nebyl fadné pfipraven

b) DNR nebyla pfidana

c) Vzorky obsahuji krev nebo jiné
materidly, které maskuji zménu
barvy

d) pH vzorkd mize byt neobvykle
kyselé

Kontroly kvality davaji nespravné vysledky

a) Pro test byl vybran nespravny protokol
analyzy

b) Zpétné umisténi QC1-LR a QC2-HR

c) Zpétné umisténi HRC a QC2-HR

Zajistéte, aby DNR obsahovala Indicator Dye
(barva indikatoru) a mél tmavé fialovou barvu.

Pfidejte DNR ke vzorku méfenim objemu vzorku
(oCekava se 1,5 ml). Pokud objem signalizuje, Zze
DNR nebyla pfidana, pfidejte spravné mnozstvi,
promichejte a pokracujte v testu, pokud byla poté

zpozorovana odpovidajici zména barvy.

Popsana pfesna zména barvy se u téchto typl
vzorkl neoCekava; vysledky testd by nemély byt
nepfiznivé ovlivnény.

Pokud neplati zadna jina pficina, vzorky mohou
byt neobvykle kyselé a oCekavana zména barvy
nenastane. Pfed pouzitim kyseliny octové na
délozni Cipek odeberte novy vzorek, protoze
nespravné pH vzorku nepfiznivé ovlivni vysledky

testu.

Pokud protokol analyzy neodpovida provadénému
testu, analyzujte mikrodesti¢ku znovu do 30 minut
po pfidani DR2 s vyuzitim spravného protokolu
analyzy.

Vzorky znovu otestuijte.

Vzorky znovu otestujte
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Komentare a navrhy

Nespravna nebo zadna barevna zména pozorovana béhem hybridizace.

a) Neadekvatni smichani Probe
Mix (smés sondy) s
denaturovanymi kalibratory,
kontrolami kvality a/nebo
vzorky, pfipadné nebyla Probe
Mix (smés sondy) pfidana,
nebo byl pfidan nespravny
objem reagencie

b) Vzorky obsahuji krev nebo jiné
materialy, které maskuji zménu
barvy

c) Vzorek mél <1.000 pl STM

DalSi 2 minuty tfepejte hybridizaéni mikrodesti¢kou nebo
stojanem mikrozkumavek obsahujicim mikrozkumavky.
Pokud existuji mikrozkumavky nebo jamky mikrodesticky,
které stale zlistavaji fialové, pfidejte dodatecnych 25 pl
spravné Probe Mix (smés sondy) a dobfe promichejte.
Pokud po pfidavku Probe Mix (smés sondy) a
opakovaném promichani nedojde k zadouci zméné barvy
a vzorek neobsahuje krev ani jiné materialy, vzorek
Znovu otestujte.

Popsana pfesna zména barvy se u téchto typl vzorki
neocekava; vysledky testd by nemély byt nepfiznivé
ovlivnény.

Zkontrolujte objem plvodniho vzorku. Objem by mél byt
1.425 pl + 20 pl (od odebrani 75 pl alikvotniho mnozstvi
pro testovani). Pokud bude objem 1.425 pl, ptvodni

vzorek obsahoval <1.000 pl STM. Ziskejte novy vzorek.

Test neuspél pfi validaci analyzy. V pozitivnich kalibratorech, kontrolach kvality nebo

vzorcich nebyl pozorovan zadny signal.

a) Do Probe Diluent (fedidlo
sondy) nebyla pfidana zadna
sonda

b) Sonda kontaminovana RNazou

b&hem pfipravy

c) Neadekvatni michani Probe

Mix (smés sondy)

d) Neadekvatni michani Probe
Mix (smés sondy) a
denaturovaného vzorku

Pfipravte Probe Mix (smés sondy) podle popisu
uvedeného v tomto ndvodu k pouZziti. Zkumavky peclivé
oznacte.

Pfi pipetovani sondy pouZivejte pipetové hroty s
aerosolovou bariérou a noste rukavice. Pfipravte Probe
Mix (smés sondy) ve sterilni nadobé. Pouzivejte pouze
Cisté, nové, jednorazove nadoby na reagencie.

Po pfidavku Probe Diluent (fedidlo sondy), dikladné
promichejte protfepanim pfi vysoké rychlosti nejméné 5
sekund. Musi dojit k viditeInému protfepani.

Po pfidavku Probe Mix (smés sondy) a vzorku do kazdé
jamky hybridizacni mikrodesti¢ky nebo hybridizacni
mikrozkumavky protfepejte na tfepacce Rotary Shaker |
nastavené na 1.100 + 100 ot/min po 3 + 2 minuty.
Zkontrolujte zménu barvy z fialové na Zlutou v kazdé
jamce mikrodesti¢ky nebo mikrozkumavce.
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Komentare a navrhy

e)

9)

h)

ZvysSené hodnoty RLU v kalibratorech, kontrolach kvality a/nebo vzorcich (2200 RLU v

Nespravna doba &i teplota

b&hem hybridizaéniho kroku

Neadekvatni michani béhem

zachytového kroku

Nepfidani spravného mnozstvi
DR1 nebo inkubace po jinou
nez stanovenou dobu

Nepfidani spravného mnozstvi
DR2 nebo inkubace po jinou
nez stanovenou dobu

Vadné funkce pfistroje DML
nebo nespravné
naprogramovani

Hybridizujte po 60 + 5 minut pfi 65 + 2°C. Zkontrolujte
teplotu Microplate Heater | (ohfiva¢ mikrodesticky 1) nebo
vodni lazné. Dbejte na to, aby Microplate Heater |
(ohFiva¢ mikrodesti¢ky I) nebo vodni lazen byla
nastavena k ohfevu vzork(l na spravnou teplotu a byla
pred pouzitim 60 minut pfedehfivana. Dbejte na to, aby
hladina vody byla adekvatni pro ohfev vzorkd na
spravnou teplotu. Vodni 1azné je zapotfebi periodicky
kalibrovat.

Protfepejte na tfepacce Rotary Shaker | 60 + 5 minut pfi
20-25°C, jak je to popsano v tomto navodu. Ovérte
otacky tfepacky Rotary Shaker | kalibraci. (Viz Rotary
Shaker | UZivatelska pfiruka (Rotary Shaker | User
Manual)).

Napipetujte 75 ul DR1 do kazdé jamky mikrodesticky
8kanalovou pipetou. Inkubujte pfi 20-25°C 30—45 minut.

Napipetujte 75 pul DR2 do kazdé jamky mikrodesticky
8kanalovou pipetou. Inkubujte pfi 20-25°C 15-30 minut.

Viz pfislusna pfirucka uzivatele pfistroje DML a pfirucka
uzivatele softwaru, kde jsou dal$i pokyny, nebo
kontaktujte technické sluzby QIAGEN.

mnoha nebo vSech jamkach mikrodesti¢ky). Test mozna neuspél pfi validaci analyzy.

a)

Nebyla pfiddna DNR nebo byl
pfidan nespravny objem
reagencie, pfipadné
neadekvatni michani DNR se
vzorky, kalibratory &i kontrolami

kvality.

Dbejte na to, aby opakovaci pipeta pfed pfidavkem DNR
pfesné davkovala. Kalibrované pipety jsou zasadné
dulezité. Pridejte polovinu objemu DNR do kazdé
zkumavky a dobfe promichejte. Aby se zabranilo faleSné
pozitivnim vysledkiim, zajistéte, aby kapaliny promyvala
cely vnitini povrch zkumavky. Kalibratory, kontroly kvality
a vzorky by mély po pfidavku DNR Zzfialovét.
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Komentare a navrhy

b)

c)

d)

e)

9)

h)

Slaba netésnost v pfistroji
DML, dvitka netésni, tésnéni

okolo dvefi je porusené

Kontaminace DR2 nebo jamek
zachytové mikrodesticky DR1
nebo exogenni alkalickou
fosfatazou

Kontaminovany Wash Buffer

(promyvaci pufr)

Kontaminovana Automated
Plate Washer (automaticka

promyvacka desek)

Neadekvatni promyti jamek
zachytové mikrodesti¢ky po
inkubaci DR1

Kontaminace DR1 jamek

mikrodesticky

Vysuste hybridizagni roztok na
témze misté rouskami
Kimtowels nebo ekvivalentnimi
papirovymi ru¢niky, které
neuvolfiuji vidkna

Pouzity nespravné odsavaci
rousky

Zkontrolujte odecet pozadi (méfeni hrubych dat) pfistroje
DML odecétem prazdné mikrodesticky. Odecet vétSi nez
50 RLU signalizuje, Ze je pfistroj mirné netésny. Viz
vhodna pfiru¢ka uzivatele pfistroje DML, kde jsou dalSi
pokyny, nebo kontaktujte technické sluzby QIAGEN.

Viz ,Kontrola kontaminace DR2", strana 127.

Viz ,Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje
vody*, strana 127.

Viz ,Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje
vody*, strana 127.

Dlkladné promyjte jamky zachytové mikrodesti¢ky 6krat
Wash Buffer (promyvaci pufr) bud proplachovanim
jamek, nebo pomoci Automated Plate Washer
(automaticka promyvacka desky). V jamkach
mikrodesti¢ky po promyvani by neméla byt vidét Zadna
zbytkova riizova kapalina. Viz Automated Plate Washer
Uzivatelska pfirucka (Automated Plate Washer User
Manual), kde naleznete dalSi pokyny ohledné
kontaminace nebo vadnych funkci.

Zaijistéte, aby vSechny pracovni povrchy zustaly Cisté a
suché. Pfi pouziti DR1 postupujte opatrné. Chranite
aerosoly.

Neodséavejte vodu jiz pouzitymi rouSkami Kimtowels nebo
ekvivalentnimi papirovymi ru€niky, které neuvolfuji
vldkna.

Pouzijte rousSky Kimtowels nebo odpovidajici papirové
ruéniky, které neuvolriuji viakno.
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Komentare a navrhy

Nizké poméry PC/NC nebo vysoky pocet nizko pozitivnhich vzorkii s poméry <2,0 (>20 %).

Test mozna neuspél pri validaci analyzy

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

Neadekvatni pfiprava vzorku

Probe Mix (smés sondy)
namichana neadekvatné nebo
pfidan nedostatek Probe Mix

(smés sondy)

Neadekvatni objem Probe Mix
(smés sondy) pfidan do kazdé
hybridizaéni mikrozkumavky

nebo jamky mikrodesti¢ky

Ztrata aktivity DR1

Nedostateény zachyt

Neodpovidajici promyti

Kontaminovany Wash Buffer
(promyvaci pufr)

Pridejte spravny objem DNR a dukladné promichejte
protfepavanim. Aby se zabranilo faleSné pozitivnim
vysledkum, zajistéte, aby kapaliny promyvala cely vnitfni
povrch zkumavky.

U vzorkd PreservCyt zajistéte, Ze spravné michani a
opakovana suspenze bunéénych pelet je dokoncena pied
inkubaci denaturace.

Byla pozorovana vyznaéna barevna zména z prahledné
na tmavé fialovou. Inkubujte 45 + 5 minut pfi 65 + 2°C.

Pfipravte Probe Mix (smés sondy) jak je uvedeno.
Dukladné promichejte protfepanim, dbejte na to, aby byl
vytvoren viditelny vir. Probe Mix (smés sondy) se musi
pfidat do zkumavek pipetami s pozitivnim vytlakem nebo
vicekanalovou pipetou, aby byla zajisténa pfesna davka.
Dbejte na to, aby 8kanalova pipeta pfesné davkovala
pred pfidanim Probe Mix (smés sondy). Pridejte 25 pl
Probe Mix (smés sondy) do kazdé mikrozkumavky nebo
jamky mikrodesti¢ky obsahujici denaturované kalibratory,
kontroly kvality a vzorky. Zména barvy by méla byt z
tmavé fialové do Zluté po pfidani a dikladném
promichani. Vzorky PreservCyt by se mély zménit na
riZzovou misto Zluté.

Uchovavejte DR1 pfi 2-8°C. Pouzijte pfed uplynutim
doby pouZzitelnosti.

Zachyt by se mél provést rotackou Rotary Shaker |
nastavenou na 1.100 + 100 ot/min. Validujte rychlost
tfepacky kalibraci.

Dukladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat Wash
Buffer (promyvaci pufr) bud proplachovanim jamek, nebo
pomoci Automated Plate Washer (automaticka

promyvacka desky).

Viz ,Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje
vody*, strana 127.
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Komentare a navrhy

Rady pozitivnich vzorki s hodnotami RLU sou pfiblizné stejné.

a)

b)

c)

Kontaminace jamek zachytové
mikrodesticky béhem testu

Kontaminace DR2

Vadna funkce Automated Plate
Washer (automaticka

promyvacka desky)

Siroké CV mezi replikaty.

a)

b)

c)

d)

e)

Nepresné pipetovani

Nedostate¢né michani

Neuplny pfenos kapaliny z
hybridizaénich mikrozkumavek
nebo jamek hybridizaéni
mikrodesti¢ky do jamek

zachytové mikrodesticky

Nevhodné podminky
promyvani

Kontaminace DR1 jamek
mikrodesticky

Zakryjte zachytovou mikrodesti¢ku béhem vSech
inkubaci. Zabrarite expozici zkumavek aerosolové
kontaminaci béhem provadéni analyzy. Béhem
manipulace pouzivejte rukavice bez prasku.

Zajistéte, aby nedoslo ke kontaminaci materialu pfi
pipetovani DR2 do jamek zachytové mikrodesticky.
Zabrarite kontaminaci DR2 aerosoly z DR1 nebo
laboratornim prachem, atd.

Viz ,Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje
vody," stranka 127, nebo viz Automated Plate Washer
Uzivatelska pfiru¢ka (Automated Plate Washer User
Manual), kde naleznete dal$i pokyny ohledné
kontaminace nebo vadnych funkci.

Zkontrolujte pipetu, aby bylo zajisténo, Ze se davkuji
reprodukovatelné objemy. Rutinné kalibrujte pipety.

Ve vSech krocich dikladné michejte. Protfepejte pfed a
po inkubaci denaturace a po pfidani Probe Mix (smés
sond). Zajistéte, aby byl vytvofen viditelny vir.

Zajistéte béhem prenosu z hybridizaéni mikrodesti¢ky
nebo hybridizaénich mikrozkumavek do jamek zachytové
mikrodesti¢ky, Ze budou pfevedeny reprodukovatelné
objemy.

Dlkladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat Wash
Buffer (promyvaci pufr) bud proplachovanim jamek, nebo
pomoci Automated Plate Washer (automaticka
promyvacka desky).

Zajistéte, aby v8echny pracovni povrchy zustaly &isté a
suché. Pfi pouziti DR1 postupujte opatrné. Chrante
aerosoly.

Falesné pozitivni vysledky ziskané ze znamych negativnich vzorkd.

a)

Kontaminovana DR2

Dbejte na to, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci vzorkd,

kdyz mezi vzorky pfevadite alikvotni mnozstvi DR2.
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Komentare a navrhy

b) Kontaminace DR1 jamek
mikrodesticky

c) Odsavejte na stejném misté
rouSkami Kimtowels nebo
ekvivalentnimi papirovymi
ru€niky neuvolfiujicimi vidkna v
nékolika fadach

d) Neadekvatni pfiprava vzorku

e) Nevhodné podminky
promyvani

f)  Kontaminace hrotu pipety

Pokud pouzivate pouze ¢ast sady, pfevedte alikvotni
objem potiebny pro tento test do Cisté jednorazové
nadobky reagencii pfed naplnéni pipety.

Dlkladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat Wash
Buffer (promyvaci pufr) bud proplachovanim jamek, nebo
pomoci Automated Plate Washer (automaticka
promyvacka desky). V jamkach mikrodesti¢ky po
promyvani by neméla byt vidét Zadna zbytkova rGzova
kapalina.

Neodsavejte vodu v misté, které jiz bylo pouzito dfive.

Pfidejte spravny objem DNR a duikladné promichejte
protfepavanim. Aby se zabranilo faleSné pozitivnim
vysledkim, zajistéte, aby kapaliny promyvala cely vnitfni
povrch zkumavky.

Pfi ruéni pfipravé vzork(l PreservCyt se ujistéte, ze pred
inkubaci denaturace probéhlo nalezité promichani a
resuspendovani bunéénych pelet. Viz navod k pouziti
sady digene HC2 Sample Conversion.

Byla pozorovana vyznaéna barevna zména z pruhledné
na tmavé fialovou. Inkubujte 45 + 5 minut pfi teploté 65 *
2 °C. Pfi ruéni pfipravé vzorkd SurePath dbejte na to,
aby byly vzorky inkubovany po 90 + 5 minut pfi teploté 65
+2°C.

Dukladné promyjte jamky mikrodesti¢ky 6krat Wash
Buffer (promyvaci pufr) bud proplachovanim jamek, nebo
pomoci Automated Plate Washer (automaticka
promyvacka desky).

Denaturacni krok v ramci zpracovani vzorku se musi
provadét podle pokynl v tomto navodu k pouziti.
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nedenaturovanym materialem
b&hem pfenosu
denaturovaného vzorku do
hybridizaéni mikrozkumavky
nebo jamky hybridizaéni
mikrodesticky

Nevhodné protiepani vzorku, obraceni zkumavky dnem
vzhlru a michani mize zplsobit nedplnou denaturaci
nespecifickych hybridd RNA-DNA endogennich pro
cervikalni vzorky. Zvlasté u vzork( PreservCyt nebo
SurePath je u téchto hybridd pravdépodobné, ze budou
pfitomny na vnitfnich sténach denaturaéni zkumavky
vzorku. Aby nedoslo k pfenosu tohoto nedenaturovaného
buné&&ného materialu, hrot pipety se nesmi dotykat stran
denaturaéni zkumavky vzorku b&éhem pfenosu
denaturovaného vzorku do hybridizaéni mikrozkumavky
nebo jamky hybridizaéni mikrodesticky.

Zvysené hodnoty NC RLU (>200 RLU). Zbytek testu probiha podle oéekavani.

a)

b)

c)

DR2 byla inkubovana pfi
teploté vétsi nez 20-25°C.

DR2 byla inkubovana déle nez
30 minut.

DR2 nebo Wash Buffer
(promyvaci pufr) byl
kontaminovan alkalickou
fosfatdzou nebo DR1.

Znovu provedte test a zajistéte, Zze kroky zachytu a
detekce probihaji pfi teploté 20—25°C.

Preltéte mikrodesti¢ku po 15 minutach inkubace (a ne
déle nez 30 minut inkubace) pfi 20—-25°C.

Viz ,Kontrola kontaminace DR2," strana 127 nebo
+Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje
vody," strana 127.

Test neuspél pfi validaci analyzy. ZvySeny pomér PC)_(/NC)_(.

Zpétné umisténi HRC a
QC2-HR

Vzorky znovu otestujte. Peclivé si prectéte Stitky na
injek¢énich lahvickach kalibratoru a kontrol kvality, aby se
zabranilo obraceni umisténi téchto reagencii.
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Kontrola kontaminace DR2

Pipetujte 75 pl z alikvotni, rezidualni nebo originalni injekéni lahvicky DR2 do prazdné jamky
zachytové mikrodesticky.

Poznamka: Testovani DR2 v replikatech po 3 poskytuje optimalni hodnoceni chovani.
Inkubujte pfi 20-25°C po 15 minut. Chranite pfed pfimym slunecnim svétlem.

Méfeni mikrodestiCky pFistrojem DML.

Kontrola DR2 by méla byt <50 RLU.
Pokud hodnoty DR2 jsou <50 RLU, DR2 Ize pouzit pro opakovani testu.

Pokud bude kontaminovana (>50 RLU), ziskejte novou sadu a opakujte test.

Kontrola kontaminace myciho pfistroje a/nebo zdroje vody

Oznacte jamky 1-4. Pipetujte 75 yl DR2 do 4 samostatnych jamek zachytové mikrodesticky.

Jamka 1 slouzi jako kontrola DR2.

Pipetujte 10 yl promyvaciho pufru z promyvaci lahve do jamky 2 mikrodesticky.

Nechte promyvaci pufr protékat skrz potrubi promyvacky. Pipetujte 10 ul promyvaciho pufru
z potrubi do jamky 3 mikrodesticky.

4. Ziskejte alikvotni mnozstvi do pouzivané vody pro pFipravu promyvaciho pufru. Pipetujte 10

pI vody do jamky 4 mikrodesticky.

Inkubujte pfi 20-25°C po 15 minut. Chrante pfed pfimym slune¢nim svétlem.
Méfeni mikrodestiCky pFistrojem DML.

Kontrola DR2 (jamka 1) by méla byt <50 RLU.

Srovnejte RLU z jamek 2, 3 a 4 do RLU kontroly DR2. Individualni RLU pro jamky 2, 3a 4
by nemeély prekrocit 50 RLU kontroly DR2.

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly DR2 indikuji kontaminaci. Viz ,Metoda ru¢niho
promyvani,” strana 57, kde jsou pokyny ohledné &isténi a udrzby myciho pfistroje.
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Kontrola kontaminace Automated Plated Washer (automaticka
promyvacka desky)

1. Oznacte jamky 1-5. Pipetujte 75 yl DR2 do 5 samostatnych jamek zachytové mikrodesticky.
Jamka 1 slouzi jako kontrola DR2.

2. Pipetujte 10 pl Wash Buffer (promyvaci pufr) z Plate Washer Wash Bottle (promyvaci lahev
promyvacky desky) do jamky 2 mikrodesticky.

3. Pipetujte 10 pl oplachovaci kapaliny z Plate Washer Wash Bottle (promyvaci lahev
promyvacky desky) do jamky 3 mikrodesticky.

4. Stisknéte klavesu ,Prime” (pInéni) na klavesnici Plate Washer (promyvacka desky), coz
dovoluje, aby Wash Buffer (promyvaci pufr) protékal linkami. Pipetujte 10 pl promyvaciho
pufru z nadrzky do jamky 4 mikrodesticky.

5. Stisknéte klavesu ,Rinse” (oplachovani) na klavesnici Plate Washer (promyvacka desky),
coz dovoluje, aby omyvaci kapalina protékala linkami. Pipetujte 10 ul Wash Buffer
(promyvaci pufr) z nadrzky do jamky 5 mikrodesticky.

6. Zakryjte a inkubujte 15 minut pfi 20-25°C. Chrarite pfed pfimym sluneénim svétlem.
7. Méfeni mikrodesticky pfistrojem DML.
Kontrola DR2 (jamka 1) by méla byt <50 RLU.

Srovnejte RLU z jamek 2, 3, 4 a 5 do RLU kontroly DR2. Individualni RLU pro jamky 2, 3, 4
a 5 by nemély prekrocit 50 RLU kontroly DR2.

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly DR2 indikuji kontaminaci Plate Washer (promyvacka
desky).

Viz Automated Plate Washer UzZivatelska pfiru¢ka (Automated Plate Washer User Manual),

kde je uveden postup dekontaminace.
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Kontaktni informace

Pouzijte list s kontaktnimi informacemi QIAGEN dodéavany s testovaci sadou pro kontaktu se
svym lokalnim predstavitelem QIAGEN.
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Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight”; digene®, Hybrid Capture®, QlAsymphony®, Rapid Capture” (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection);
CDP-Star” (Life Technologies Corporation); Corning” (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG); Kimtowels®
(Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.); pPGEM® (Promega Corp); PrepMate®, PrepStain®, SurePath” (Becton, Dickinson and Company);
PreservCyt”, ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWWR International, Inc.).

Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem nechranéné.

Tento vyrobek a zptisob pouZiti je pokryt jednim nebo vice nasledujicimi patenty:

technologie Hybrid Capture je chranéna Evropskym patentem &. 0 667 918 registrovanym v Rakousku, Belgii, Svycarsku, Lichtenstejnsku, Némecku, Dansku, Spanéisku,
Francii, Velké Britanii, Recku, Irsku, Italii, Lucembursku, Nizozemsku a Svédsku.

Patent Hybrid Capture USA

6,228,578B1

Patenty USA HPV

5,876,922 e 5,952,487 e 5,958,674 ¢ 5981,173

© 2012- 2015 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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