HC (9 Hybrid Capture’2

Navod k pouziti

Test DNA digene® HC2 GC-ID

Souprava pro chemiluminiscenéni stanoveni nukleové kyseliny in vitro hybridizaénim testem s
amplifikaci signalu na mikrodestic¢ce pro kvalitativni detekci Neisseria gonorrhoeae (GC) DNA v
cervikalnich vzorcich.

Pro pouziti se soupravami:
digene® HC2 DNA Collection Device

digene® Female Swab Specimen Collection Kit (souprava pro odbér vzorku)
Hologic PreservCyt® Solution

HLAVNIi ZMENY OD PREDCHOZI REVIZE PRIBALOVEHO LETAKU
1. Aktualizovana informace o obchodni znacce vyrobku
2. Odstranény odkazy a udaje o reflexnim testu.

Pouze pro profesionalni pouziti vySkolenym a kvalifikovanym laboratornim personalem. Pred
pouzitim testovaci soupravy si pozorné prectéte nasledujici pokyny.
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Oznaceni CE znamena, ze DNA testovaci souprava digene HC2 GC-ID splrfiuje pozadavky
smérnice Evropského parlamentu a Rady 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich
in vitro.
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NAZEV A POUZITI

Testovaci souprava digene® Hybrid Capture® 2 (HC2) GC-ID DNA je souprava pro kvalitativni detekci
DNA Neisseria gonorrhoeae DNA in vitro hybridizaci nukleovych kyselin chemiluminiscenéni detekci
s amplifikaci vystupniho signalu na mikrodesti¢ce v cervikalnich vzorcich, odebranych pomoci souprav
digene HC2 DNA Collection Device [ skladaji se z cervikalniho kartacku a transportniho média digene
Specimen Transport Medium (STM)] a digene Female Swab Specimen Collection Kit (ftampon a médium
STM) nebo se vzorky odeberou pomoci kartacku a vlozi se do Hologic Preseeryt® Solution. Testovaci
souprava DNA digene HC2 GC-ID se pouziva pro ovéfeni, zda jsou zeny s pfiznaky nebo bez pfiznaku
nakazeny bakterii Neisseria gonorrhoeae.

Pokud bude tfeba zpracovat velky poc¢et vzorkl v omezené dobé, test digene HC2 GC-ID DNA je mozné
pouzit v kombinaci se zafizenim Rapid Capture® System (RCS).

IVD

Pro diagnostické pouziti In Vitro

SOUHRN A VYSVETLENI

Neisseria gonorrhoeae je nepohyblivy, gramnegativni diplokok s komplexnimi rlistovymi pozadavky. Jsou
aerobni a optimalniho rdstu dosahuiji pfi teploté v rozmezi 35 - 37 °C za pfitomnosti 3 - 7 % CO, a pii
relativni vihkosti > 70 %. Pfedbézna diagn6za Neisseria gonorrhoeae se tradi€né stanovuje tak, ze se
izoluji organismy z kultur klinickych vzorkd s pouzitim Gramova barveni pro morfologicka zkoumani.
Definitivni diagnéza muze byt stanovena pozitivnim oxidazovym nebo katalazovym testem kultury. DalSi
primym testlim na Neisserii gonorrhoeae patfi detekce antigenu a testy pro hybridizaci sond s nukleovymi
kyselinami. Ukazalo se, Ze enzymové imunologické metody jsou je stejné citlivé a specifické jako
Gramovo barveni pro detekci gonokokd v muzské mocové trubici a ve vzorcich ranni moce, ale Ze se
jejich citlivost snizuje pfi aplikaci na endocervikalni vzorky.1’2 ProtozZe test priikazu antigent maze kfizové
reagovat s komenzalnim druhem Neisseria a pfibuznymi druhy % je mozné tento test pouZivat jen pro
pfedbéznou diagnc')zu.3

V posledni dobé se testy hybridizaci nukleovych kyselin pouzivaji pro detekci Neisseria genorrhoeae u
klinickych vzorki odebranych od velmi ohrozenych skupin obyvatelstva, pfiemz se pouzivaji jak
(endocervikalni) vzorky z délozniho hrdla u zen, tak i (uretralni) vzorky z mocové trubice u muzu.

PRINCIP POSTUPU

V pfipadé testu DNA digene HC2 GC-ID, s vyuzitim metody pro imobilizaci hybridu [digene Hybrid
Capture 2], se jedna se o hybridizaCni analyzu nukleové kyseliny s amplifikaci signalu a s vyuzitim
chemiluminiscenéni detekce na mikrodestiCce. Vzorky obsahujici cilovou DNA hybridizuji se specifickou
smésnou sondou GC RNA. Vysledné hybridy RNA:DNA jsou zachyceny na povrchu jamek mikrodesticky,
ktera je potazena protilatkami specifickych pro hybridy RNA:DNA. Zachycené hybridy nasledné reaguji s
protilatkami specifickymi pro hybridy RNA:DNA konjugovanymi s alkalickou fosfatazou, a jsou detekovany
chemiluminiscenénim substratem. Na kazdou protilatku je konjugovano nékolik molekul alkalické
fosfatazy. Mnohonasobné konjugované protilatky se vazi ke kazdému zachycenému hybridu, coz vede
k vyrazné amplifikaci signalu. Substrat je Stépen konjugovanou alkalickou fosfatazou a dochazi k
vyzafeni svétla. Svételné kvantum je méfeno luminometrem a vyjadfeno v relativnich svételnych
jednotkach (RLU). Na zakladé intenzity vyzareného svétla bude stanovena pfitomnost ¢i nepfitomnost
cilova DNA ve vzorku.

Je-li naméfend hodnota RLU shodna &i vétSi neZ stanoveny rozsah pro hranici pozitivity (CO), bude to
znamenat, Ze vzorek obsahuje GC DNA. Pokud bude hodnota RLU niZ8i neZ uvedeny rozsah hranice
pozitivity, bude to znamenat, Zze GC DNA neni ve vzorku pfitomna, nebo ze urovné GC DNA jsou pod
detekénim limitem analyzy.



Sonda GC obsahuje smés zvolenou specificky tak, aby byla vylou¢ena nebo minimalizovana zkfizena
reakce se sekvencemi DNA zlidskych bunék, s ostatnimi kmeny bakterii nebo s kmeny Neisseria
odliSnymi od Neisseria gonorrhoeae. Smésna sonda GC, ktera je soucasti testovaci soupravy DNA
digene HC2 GC-ID, je komplementarni s 9 700 bp neboli 0,5 % genomické DNA Neisseria gonorrhoeae
(1,9 x 10° bp).4 Jedna sonda je komplementarni s 4 200 bp nebo-li 100 % kryptického plazmidu.

Velké objemy vzorku testovanych soupravou DNA digene HC2 GC-ID lIze vyhodnocovat s vyuzitim
automatického systému pro pipetovani a fedéni, nazyvaného Rapid Capture System. Pomoci tohoto
zafizeni, s nastavenim pro test DNA digene HC2 GC-ID, je mozné zpracovat az 352 vzorkl za 8 hodin.
PFi zpracovavani velkého poctu vzork(i v ¢asové omezené dobé jsou vSechny faze analyzy, kromé
denaturace vzorkd, detekce chemiluminisce¢niho signalu a ohlaseni vysledkl, provadény pomoci
zafizeni RCS.



CINIDLA A MATERIALY DODANE V SOUPRAVE

S jednou testovaci soupravou DNA digene HC2 GC-ID ( [REF]| 5140-1330) je mozné provést 96 testu.
Pokud jde o pacientky, pocet vysledku se bude liSit v zavislosti na tom, kolikrat se dana souprava pouzije.

1 pouziti = 88 vysledkl pro vzorky pacientek
2 pouziti = 80 vysledkl pro vzorky pacientek
3 pouziti = 72 vysledku pro vzorky pacientek
4 pouziti = 64 vysledkl pro vzorky pacientek

Indikacni barvivo | INDIC 1x 0,35 mi
obsahuje 0,05 % (w/v) azidu sodného.

Denaturaéni &inidlo* [REAG | DENAT| 1x 50 mi
zfedény roztok hydroxidu sodného (NaOH).

Roztok k nafedéni sondy* PROBE Tx5ml

pufrovaci roztok s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

GC sonda |PROBE | GC 1 x 200 pl

GC RNA sonda v pufrovacim roztoku.

Negativni kalibrator [CAL |- | 1x2ml
nosi¢ DNA v médiu pro pfenos vzorkd (STM) s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

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

CT kontrola kvality (QC CT) 1 x1ml

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

GC kontrola kvality (QC GC)

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

1x1ml

1 pro kazdy test
Imobilizaéni mikrodestiéka | PLATE | CAPTURE | P y

potazena protilatkami hybridu RNA:DNA test.

Detekéni &inidlo 1 1x12ml

protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou na hybridy RNA:DNA v pufrovacim
roztoku s 0,05 % (w/v) azidu sodného.

Detekéni éinidlo 2| REAG | DET | 2| 1x12 ml
CDP-Star’ s Emerald I (chemiluminescenéni substrat).

Koncentrovany promyvaci pufr* | BUF | WASH | X 30 | 1x100 ml

obsahuje 1,5 % (w/v) azidu sodného.

*Informace o zdravotnich a bezpecnostnich rizicich naleznete v ¢asti Varovani a preventivni opatieni této ptibalové

informace.



POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi SOUPRAVY

A

Systém pro imobilizaci hybridu in vitro, diagnostické zafizeni a pi‘isluéenstviA

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

Rotaéni tfepacka Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Mikrodestickovy inkubator Hybrid Capture System
Microplate Heater |

Automatické promyvaci zafizeni HCS Automated
Plate Washer

Multivortex MST Vortexer 2 pro vice vzorkl
[Multi-Specimen Tube (MST)]®

stojan a viko na stojan (volitelné pro manualni pouziti;
rpozadovano v pfipadé pouziti systému Rapid Capture s
testem DNA digene HC2 GC-ID a vzorky PreservCyt)

stojan digene pro vzorky a viko stojanu (volitelné pro manualni
pouziti; pozadovano v pfipadé pouziti systému Rapid
Capture s testem digene HC2 GC-ID a vzork( odebranych
pomoci soupravy pro odbér vzorkl digene HC2 DNA
Collection Device)

4-kandlova pipeta s nastavitelnou rozte¢i EXPAND-4™ a
stojan (volitelna polozka)

digene HC2 DNA Collection Device®

Bézna laboratorni zafizeni a prisluSenstv

Vodni lazefi na 65 +2 °C dostate¢né velka, aby mohla pojmout
bud jeden stojan (36 x 21 x 9 cm) nebo 2 stojany pro
odbérové zkumavky digene Specimen Racks (kazdy 31,7 x
15,2 x 6,4 cm)

Mikrocentrifuga (volitelna polozka pro centrifugaci
mikrozkumavek se sondami, aby se ziskal maximalni
objem sondy)

Vortexova michacka s kaliSkovym nastavcem

Jednokanalova mikropipeta; nastavitelna pro objemy 20-200 pl
a 200-1000 pl

Opakovaci pipeta (multistepper), jako je Eppendorf Repeater®
Pipette Ci ekvivalentni zafizeni

8-kanalova pipeta: nastavitelna na 200-1000 pl

Casovy spina¢

Roztok chlornanu sodného,0,5 % finalni koncentrace (nebo
domaci bélici prostfedek)

Parafilm® nebo ekvivalentni vyrobek

Spigky na jedno pouZiti pro jednokanalovou pipetu
s aerosolovym filtrem (20 az 200 pl a 200-1000 pl)

Spicky na jedno pouZiti pro opakovaci pipetu Eppendorf
Repeater® (25 a 500 pl)

Spicky na j@edno pouziti pro 8-kanalovou pipetu (25 az 200 pl)

Kimtowels™ Wipers - tampoény na blotovani nebo ekvivalentni
papirové ubrousky neuvolfiujici viakna

Ochranny pfehoz laboratorniho stolu na jedno pouziti

Rukavice bez mastku

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

Polypropylénové zkumavky pro mikrocentrifugu 2,0 ml
S uzavery

Odbérova souprava digene Female Swab Specimen Collection
Kit (skladajici se ze 2 tamponu a transportniho média
digene Specimen Transport Medium)D

Zasobnik tésnici félie pro zkumavky a fezacka (volitelna

polozka, pouzivano u MST Vortexer 2)
Rapid Capture® System (volitelna polozka pro testovani

velkych objemu vzorku)®

Myci zafizeni

Hybridiza¢ni mikrodesticky

Vicka na mikrodesticky

Prazdné stripy mikrodesti¢ek (dodava Costar, Model #2581);
volitelné pro pouZiti s automatickou promyvackou
mikrodesti¢ek

Specialni dlouhé pipetové Spicky pro pipetovani vzorkl

Zkumavky pro vzorky

Stojan pro odbérové zkumavky (pro umisténi odbérovych
zkumavek)

Sroubovaci uzavéry zkumavek pro odbér vzork(

Zasobniky ¢€inidel na jedno pouziti

Tésnici folie DuraSeal® na zkumavky

Dalsi zafizeni a prisluSenstvi nutné pro zpracovani vzorkt
pomoci PreservCyt Solution g

Centrifuga s vykyvnym rotorem schopna dosahnout 2900
+ 150 x g a pojmout 10 ml nebo 15 ml kdnické
polypropylénové zkumavky pro centrifugu.

5 ml sérologické pipety nebo pipety na odebrani vzorku

Souprava pro zpracovani vzorkl digene HC2*

Spi¢ky na jedno pouziti pro opakovaci pipetu Eppendorf
Repeater® Pipette (50 a 100 ul)

Pro manualni vortexovaci postup

Zkumavky na zpracovani vzorkl digene HC2 (15 ml, kénické),
10 ml konické zkumavky Sarstedt s uzavéry nebo VWR
nebo 15 ml polypropylénové zkumavky pro centrifugu
s kénickym dnem znacky Corning® s uzavéry

Stojan na 10 ml nebo 15 ml kénické zkumavky

Pro postup pro vortexovani pomoci tfrepacky Vortexer 2 pro
vice vzorkl

Zkumavky pro odbér vzorku digene HC2 (15 ml, k(’)nické)F

Trepacka MST Vortexer 2 pro vice vzorku

Stojan a viko na stojan (uréeny pro 15 ml kdnické zkumavky)

Zasobnik tésnici folie pro zkumavky a fezacka

Tésnici folie DuraSeal® pro zkumavky (pouzivano u MST
Vortexer 2)

Firma QIAGEN dodava pouze zafizeni a pfisluSenstvi potvrzené jako vhodné pro DNA testy digene HC2 CT/GC. Obratte se na

mistniho zastupce firmy QIAGEN .

8 Rovnéz nutné pro pouziti pfi provadéni poloautomatické aplikace RCS.
¢ Podle prani zakaznika. V pfipadé potfeby je mozné pouzit jiné vicekanalové pipetovaci zafizeni s nastavitelnou vzdalenosti mezi
$pickami, pokud Ize dosahnout vzdalenosti Spicek 3,2 cm v rozloZzeném stavu. Jako alternativa muze byt pouzita jednokanalova

pipeta, kterou Ize pipetovat 75 pl.



P Charakteristika Gginnosti soupravy digene HC2 GC-ID DNA Test byla zaloZzena pouze na odbérech, provedenych vyse

uvedenymi odbérovymi soupravami.

Viz Pfiru¢ka pro uZivatele Rapid Capture System pro specifické informace, tykajici se vyuziti tohoto systému pro zpracovani

velkych objem0 vzork(.

P Je nutné pouzivat zkumavky pro odbér vzork digene HC2 (znadky VWR nebo Corning®) dodané firmou QIAGEN . Tak je
zaruceny radny vysledek pfi vortexovani pomoci tfepacky Vortexer 2 pro vice vzorka.

E

VAROVANI A PREVENTIVNi OPATRENI

PRED POUZITIM TESTOVACI SADY SI POZORNE PRECTETE VSECHNY POKYNY

BEZPECNOSTNi OPATRENI

VSECHNY VZORKY je tieba povazovat za potencialné infekéni. Pro provadéni testu neexistuje zadna
metoda, ktera by s jistotou zaru€ovala, Ze vzorky nepfenesou infekci. Doporu€ujeme, aby se s lidskymi
vzorky zachazelo v souladu s pfislusnymi bezpeé&nostnimi smérnicemi platnymi v daném staté &i misté.
878 Tyto bezpeénostni smérnice se vztahuji na materialy, které obsahuji nebo mohou obsahovat
infek&ni material. Tato preventivni opatfeni zahrnuji (mimo jiné) nasledujici body:

1. Nepipetujte usty.
2. V prostorach, kde se zachazi s ¢inidly nebo se vzorky, se nesmi koufit, jist ani pit.

3. P¥i praci s €inidly nebo se vzorky pouZivejte gumové rukavice bez mastku na jedno pouziti. Po
provedeni testu si dikladné umyjte ruce.

4. Ocistéte a desinfikujte vSechna mista, kde doSlo k rozliti vzork(; k tomuto ucelu pouzijte tuberkulocidni
desinfekéni &inidlo jako je 0,5 % chlornan sodny &i jiny vhodny desinfekéni prostredek.®

5. Asanujte a zlikvidujte v8echny vzorky, €inidla a jiné potencialné kontaminované materialy, a to
v souladu se smérnicemi platnymi v daném staté/mist&."""?

Néktera Cinidla obsahuji azid sodny. Bylo pozorovano, Ze azid sodny tvofi v laboratornim potrubi azid
olovnaty nebo médnaty. Tyto azidy mohou pfi narazu, napf. pfi uderu kladivem, explodovat. Aby se
predeslo tvorbé olovnatého nebo médnatého azidu, odpadni potrubi, do kterého vylévate roztoky s
azidem sodnym, ddkladné proplachnéte vodou. Pokud jde o dekontaminaci starého odpadniho potrubi,
kde by se mohly vyskytovat akumulované azidy, Narodni Ustav pro bezpecnost a ochranu zdravi pfi praci
doporucuje: (1) pomoci gumové nebo plastikové hadice odsajte ze sifonu vylevky kapalinu, (2) sifon
naplite roztokem 10 % hydroxidu sodného, (3) nechejte odstat po dobu 16 hodin a (4) dikladné
proplachnéte vodou.



BEZPECNOST PRACE A OCHRANA ZDRAVi

Materialy uvedené nize byly posouzeny podle pozadavk( smérnic Evropského spole¢enstvi (2001/59/ES

a 99/45/ES).

Koncentrovany promyvaci pufr. Obsahuje azid sodny: toxicky (T)

R25: P¥i poziti je toxicky.

R52/53: Skodlivy pro vodni organismy, mize vyvolat dlouhodobé nepfiznivé uginky ve
vodnim prostiedi.

S36/37/39: Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a ochranné pracovni
prostfedky pro oci a oblice;j.

S45: V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li
mozno ukazte toto oznaceni).

Denaturaéni ¢inidlo. Obsahuje hydroxid sodny: korozivni (C)

R35: Plsobi vazné poleptani.

S26: Pri zasazeni o¢i okamzité dikladné vyplachnéte vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc.
S36/37/39: Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a ochranné pracovni
prostfedky pro odi a oblicej.

S45: V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li
mozno ukazte toto oznaceni).

Roztok k nafedéni sondy. Obsahuje BES a kyselinu octovou: drazdivy (Xi)

R36/38: Drazdi oci a kuzi.

S26: Pri zasazeni o¢i okamzité dikladné vyplachnéte vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc.
S36/37/39: Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a ochranné pracovni
prostfedky pro oci a oblicej.

INFORMACE PRO PRIPAD NOUZE 24 HODIN DENNE

INFORMACE K PRVNi POMOCI V PRIPADE NOUZE V ANGLICTINE, FRANCOUZSTINE A NEMCINE
LZE ZiSKAT 24 HODIN DENNE Z:

CENTRA JEDOVATYCH LATEK, MAINZ, NEMECKO

TEL: +49-6131-19240

DalSi varovani a bezpec¢nosti opatieni v souvislosti s pouzitim tohoto zafizeni pro testovani
velkého poctu vzorkt jsou uvedeny v UZivatelské priru¢ce pro zafizeni Rapid Capture System.



BEZPECNOSTNi OPATRENI PRO PRACI S TESTOVACIi SADOU

10.

11.

12.

13.

14.

Pouzivat vyhradné pro diagnostiku In Vitro

Cervikalni kartacek se nesmi pouzivat u téhotnych zen.
Nepouiivi'te reakéni Cinidla po uplynuti doby pouziti uvedené na stitku na krabi¢ce vedle

symbolu

V pfipadé nedodrzeni stanovenych ¢asovych a teplotnich rozmezi pro analyzu mohou byt dosazeny
neplatné vysledky. Analyzy, u kterych nebudou dodrZzena poZadovana €asova a teplotni rozmezi, je
tfeba opakovat.

Spolehlivé vysledky budou dosaZeny jediné tehdy, pokud bude striktné dodrzen postup testu DNA
digene HC2 GC-ID, ovéfovaci kriteria pro kalibraci stanoveni, kontrola kvality a interpretace vysledki
ze vzork(.

Je tfeba odpipetovat pfesné mnozstvi pozadovaného cinidla a po kazdém pfidani Cinidla v3e
dikladné promisit. Nedodrzeni tohoto postupu by mohlo vést k chybnym vysledkim testu. Pokud
zZjistite, Zze doslo k pozadované zméné barvy, bude to znamenat, ze tyto podminky byly dodrzeny.

Tyto komponenty byly pfezkouseny jako celek. Nezaménujte jednotlivé komponenty s komponenty z
jinych zdroji nebo z jinych Sarzi.

Nukleové kyseliny jsou velmi citlivé na degradaci nukledzou z okolniho prostfedi. Nukledzy se
vyskytuji na lidské kiGzi a na povrchu véci nebo na materialech, kterych se dotykali lidé. Povrch

pracovniho stolu oCistéte a pokryjte ochrannym krytem na jedno pouZiti a po celou dobu testu
pouzivejte gumové rukavice bez mastku.

Dévejte pozor, aby béhem testu nedoslo ke kontaminaci imobilizaéni desticky a detekéniho Cinidla 2
exogenni alkalickou fosfatazou. Alkalicka fosfataza muze byt obsazena v detekénim cinidle 1,
baktériich, slinach, vlasech a olejich kozniho plvodu. Pfitom je velmi dilezité zakryt imobilizaéni
desticku, a to po fazi promyvani a béhem inkubace s detekénim €inidlem 2, protoze exogenni
alkalicka fosfataza muiize reagovat s detekénim ¢inidlem 2, v disledku ¢ehoz by mohly byt
vykazany falesné pozitivni vysledky.

Detekéni &inidlo 2 nesmi byt del$i dobu vystaveno pfimému svétlu. Cinidlo pouzijte b&hem
uvedeného Casového ramce, bezprostiedné po odebrani alikvotniho podilu a zabrante pfitom
vystaveni pfimému slune€nimu svétlu.

NeZ zagnete davkovat, opakovaci pipetu nékolikrat naplite Cinidlem. Pipetu pravidelné kontrolujte,
zda se vni netvoii vétsi vzduchové bubliny. Nadmérny pocet velkych vzduchovych bublin
v opakovaci pipeté muze zpUsobit nepfesné davkovani. Predejit tomu Ize tak, Ze se pipeta zcela
naplni, a pak se uplIné vypusti a znovu naplni. Podrobné&jSi pokyny najdete v Navodu k pouZiti pipety.

Detekéni Cinidla 1 a 2 je tfeba davkovat pomoci vicekanalové pipety, a to reverznim zpusobem (viz
Detekce hybridu). Na vicekanalové pipeté zkontrolujte, zda je Spicka kazdé jednotlivé pipety dobfe
nasazena a zda je v pofadku pinéni.

Bé&hem promyvani dbejte na to, aby byly dikladné promyty vSechny jamky mikrodesticky, jak je to
popsano v Pokynech pro manualni promyvani. Pokud budou desti¢ky nedostateéné vymyty, miize byt
naméfena vysSi hodnota pozadi, coz povede k faleSné pozitivnim vysledkim. Zbytky promyvaciho
pufru v jamkach mohou mit za nasledek redukci signalu a Spatnou reprodukovatelnost.

Pokud test zaCinate za studena, Mikrodesti¢kovy inkubator | ponechte po dobu alespori 60ti minut
temperovat, aby bylo dosaZeno teplotni rovnovahy 65°C * 2 °C. Pokud nebude ponechana
dostateéna doba pro tento ohfev, mohlo by dojit k roztaveni hybridizacni mikrodesti¢ky. DalSi
informace viz Navod k pouziti mikrodesti¢kového inkubatoru I.



PRIPRAVA A USKLADNENI CINIDEL

1. Soupravu ihned po dodani uskladnéte pfi teploté 2 - 8 °C. Koncentrovany promyvaci pufr, denaturacni
¢inidlo a indikac¢ni barvivo je mozné skladovat pfi teploté 2 - 30 °C, podle potfeby.

2. Soupravu nepouzivejte po uplynuti doby pouziti uvedené na Stitku krabice vedle symbolu g nebo po
vyprseni doby pouziti pfipravenych Cinidel (viz nize).

3. V8echna dodana ¢inidla, kromé denaturacniho ¢inidla, smési sondy GC a promyvaciho pufru, jsou
pfipravena k bezprostfednimu pouZiti.

Navod k pripravé smési sondy GC, promyvaciho pufru, detekéniho ¢inidla 1 a detekéniho €inidla
2, pro testovani velkého poctu vzorkl v éasové omezené dobé, najdete v UZivatelské pFirucce pro
Rapid Capture System (Systém rychlého zachyceni).

ZpuUsob pripravy €inidel

Denaturacni
Cinidlo

NEJPRVE PRIPRAVTE:
Do lahve s denaturaénim ¢inidlem pfidejte 5 kapek indikaéniho barviva a dikladné promichejte.
Denaturac¢ni €inidlo by mélo mit homogenni tmavé fialovou barvu.

Takto pfipravené denaturacéni ¢inidlo bude stabilni po dobu 3 mésicu, pokud bude uskladnéno pfi
teploté 2 — 8 °C. Oznacte je Stitkem s novou dobou pouziti. Jestlize Cinidlo ztraci barvu, pfed
pouzitim pfidejte 3 kapky indika¢niho barviva a vSe dikladné promicheijte.

Pozor: Denaturacni €inidlo je korozivni. Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a
ochranné pracovni pomucky pro oéi a obliej. Pfi praci dbejte zvy$ené opatrnosti.

Smés sondy
GC (pripravena
z sondy GC

a Cinidel

k naredéni
sondy)

BEHEM DENATURACNI INKUBACE VZORKU PRIPRAVTE:
DULEZITE: NEKDY DOJDE K ZACHYCENi SONDY VE Vi€KU ZKUMAVKY.

Poznamka: V této fazivénujte zvySenou opatrnost vénovat tomu, aby nedo$lo ke kontaminaci
sondy a smési sondy RNazou. Pro pipetovani sondy pouzijte pipetové Spi¢ky s
aerosolovym filtrem. Roztok k nafedéni sondy je viskézni. Dbejte na to, abyste pfi
pfipravé smési sondy GC zajistili dakladné promiseni. Pfi promichavani se na
kapaliné musi vytvorit viditelny vir (vortex). Nedostatecné promiseni mize mit
za nasledek snizeni signalu.

» Zkumavku se sondou GC kratce centrifugujte, aby se kapalina dostala na dno zkumavky.
Zkumavku jemnym poklepem promichejte.

» Odmeéfte pozadované mnozstvi smési sondy (25 ul/test). Doporu¢ujeme pfipravit vice smési
sond, aby se vykompenzovaly pfipadné ztraty ve Spickach nebo na sténach zkumavky. Viz
navrzené objemy v niZze uvedeném seznamu. Pro kazdy test se doporuCuje pouzit nejméné
24 jamek. Pokud bude na kazdy test pouzito méné nez 24 jamek, celkovy pocet testli na
jednu soupravu by se vzhledem k omezenému objemu sondy a roztoku k nafedéni sondy
mohl zredukovat.

* Pozadované mnozstvi roztoku k nafedéni sondy preneste do nové nadobky na jedno pouziti.
Doporucujeme pouzit polypropylénové zkumavky s kulatym dnem a se snimatelnym vi¢kem
s objemem bud 5 ml nebo 15 ml, v zavislosti na poctu testd. Smés sondy pfipravite tak, ze
sondu GC zfedite roztokem ke zfedéni sondy v poméru 1:25.

Objem roztoku

Podet testlU/pruhd (stript) k naredéni sondy* Objem sondy*
96/12 4,0 ml 160,0 pl
72/9 3,0ml 120,0 pl
48/6 2,0ml 80,0 ul
24/3 1,0 ml 40,0 pl
na jamku 0,045 mi 1,8 pl

*V téchto hodnotéach je jiz zahrnuty objem pro dodateéné sondy.




» Sondu napipetujte do roztoku pro fedéni sondy, a to tim zplsobem, Ze Spi¢ku pipety oprete o
vnitfni sténu zkumavky a pfimo nad meniskem vytlaCite obsah pipety. Dbejte na to, aby se
Spicka pipety neponovila do roztoku pro ziedéni sondy.

» Pomoci tfepaciho zafizeni smés dukladné promichejte (do viru) po dobu minimalné 5 vtefin
pfi maximalni rychlosti. Musi se vytvofit viditelny vir. Na zkumavky nalepte Stitek
s oznacenim Smés sondy GC a do doby, nezZ ji bude mozné pouzit, ji uskladnéte v uzaviené
nadobce. Nepouzitou smés sondy je treba zlikvidovat.

Promyvaci pufr

BEHEM IMOBILIZACNi FAZE PRIPRAVTE:

Promyvaci pufr pro pouziti v Automatické promyvacce desti¢ek je mozné pfipravit podle
navodu uvedeného nize, pfiCemz jej bude tfeba uskladnit v uzaviené nadobé. Stejné tak je
mozné pokazdé pfipravit 1 I, kterym se naplni zasobniky automatické promyvacky desticek I. Viz
tabulka s objemy pro miseni uvedend nize:

DalSi pokyny ohledné péce o zafizeni a jeho udrzby viz Navod k pouziti automatické
promyvacky desticek.

Pozor: Koncentrat promyvaciho pufru je pfi poziti toxicky. Pouzivejte vhodny ochranny odév,
ochranné rukavice a ochranné pracovni pomdcky pro oci a obli¢ej. Za u¢elem snizeni
nebezpeclni ziedte koncentrat promyvaciho pufru b&hem jeho pfipravy vodou.

Mnozstvi koncentrovaného Mnozstvi destilované Vysledné mnozstvi
promyvaciho pufru nebo deionizované vody promyvaciho pufru
33,3 ml 966,7 ml 1L
66,6 ml 1.933,4 ml 2L
100,0 ml 2.900,0 ml 3L

Poznamka: Je velice dulezité, abyste automatickou promyvacku desti¢ek nechavali
neustale zapnutou, protoze tak bude moci, vzdy po osmi hodinach
necinnosti, dojit v ramci udrzby k automatickému proplachnuti.

Pied kazdym testem se ujistéte, ze odpadni zasobnik promyvacky je prazdny a ze
proplachovaci zasobnik je naplnén destilovanou nebo deionizovanou vodou.

DalSi pokyny ohledné péce o zafizeni a jeho udrzby viz Navod k pouziti automatické promyvacky
desticek.

Manualni promyvani desticek:
» Koncentrovany promyvaci pufr dobfe promicheijte.

+ Ke 100 ml koncentrovaného promyvaciho pufru pfidejte 2,9 | destilované &i deionizované vody
a dlikladné promichejte (vysledné objem by mél byt 3 1).

» Uzaviete nadobu, aby nedoslo ke kontaminaci nebo vypafovani.

Takto pfipraveny promyvaci pufr bude pfi teploté 2 - 30 °C stabilni po dobu tfi mésict. Oznacte
jej Stitkem s novou dobou pouziti. Pokud byl promyvaci pufr uskladnén v lednici, pfed pouzitim jej
zahfejte na vyrovnavaci teplotu 20 - 25 °C.

Promyvaci pfistroj a hadice doporu€ujeme jednou za tfi mésice vymyt 0,5 % roztokem chlornanu
a ddkladné vyplachnout destilovanou nebo deionizovanou vodou, aby se zabranilo mozné
kontaminaci alkalickou fosfatazou, kterou obsahuji baktérie a plisné.




Objemy piedem pripravenych ¢inidel

Detekéni BEZPROSTREDNE PRED POUZITIM:

¢inidla1a 2 Detekeéni €inidlo 1 nebo 2 dikladné promichejte a podle pokynd uvedenych nize opatrné odmérte
prislu§né mnozZstvi do Sistého zasobniku uréeného k tomuto téelu. Tato &inidla NESMi BYT
NIKDY nalita zpét do plGvodnich lahvi, v opaéném pfipadé by hrozila kontaminace: Nepouzity
material zlikvidujte. Misto 8kanalové pipety je mozné pouzivat jinou vhodnou pipetu s
opakovanou akci. V takovém pfipadé by mély byt alikvotni podily ¢inidla nadavkovany do
dostatecné veliké polypropylénové zkumavky, do které by se veSel pozadovany objem uvedeny
nize:

Objem detekéniho

Pocet testi/pruhi (stripd) ¢inidla 1 nebo 2
96/12 Obsah lahve
72/9 7,0 ml
48/6 5,0 ml
24/3 3,0 ml
1 test 0,125 ml

ODBER VZORKU A MANIPULACE SE VZORKY

Pro pouziti se soupravou digene HC2 GC-ID DNA Test jsou doporueny vyluéné cervikalni vzorky,
odebrané a transportované s pouzitim odbérové soupravy digene HC2 DNA Collection Device (skladajici
se z cervikalniho kartac¢ku a transportniho média digene Specimen Transport Medium) a odbérové
soupravy digene Female Swab Specimen Collection Kit (tampon a transportni médium) nebo vzorky
odebrané pomoci kartd€ku a umisténé v Hologic PreservCyt Solution. Vzorky, které byly odebrany s
pouzitim jiného systému pro odbér vzorkli nebo které byly pfenaseny v jinych transportnich médiich,
nejsou zpUsobilé pro vySetfeni timto testem. Charakteristiky uc¢innosti této soupravy byly zalozeny pouze
na téchto vySe uvedenych odbérovych soupravach. Cervikalni vzorky musi byt odebrany pred aplikaci
kyseliny octové nebo jodu, pokud bude provadéna kolposkopie. V Navodu k pouziti pro digene HC2 DNA
Collection Device najdete dalSi informace tykajici se odbéru vzork( a manipulace s nimi.

CERVIKALNIi VZORKY V STM (TRANSPORTNIM MEDIU)

Vzorky STM mohou byt skladovany do dvou tydn( pfi pokojové teploté a odeslany bez zmrazeni do
testovaci laboratofe. Vzorky by mély byt odeslany v izolované nadobé, s pouzitim postovni kuryrni sluzby
pro zajisténi dodavky do 2 dnud nebo pfes noc. V testovaci laboratofi by vzorky mély byt uskladnény pfi 2-
8 °C, pokud se stanoveni provede do jednoho tydne. Pokud bude stanoveni provedeno pozdéji nez do
tydne, skladujte vzorky pfi teploté -20 °C po dobu 3 mésicl. Do transportniho média pro vzorky digene
STM byl pfidan konzervacni prostfedek, aby se zpomalilo mnoZeni bakterii a aby se zachovala
neporuSena DNA. Neni zamérem zachovani Zivotaschopnosti organismd nebo bunék. Vzorky odebrané
do transportniho média pro vzorky digene STM nelze pouzit pro kultivaci nebo jiné testovaci metody.

Stabilita vzork(l STM po dobu 2 tydnl pfi pokojové teploté plus jeden tyden navic pfi teploté 2 - 8 °C byla
stanovena na zakladé testd na 90ti simulovanych klinickych vzorcich provadénych v laboratornich
podminkach. Téchto 90 vzorkd zahrnovalo 40 vzork( s nizkou koncentraci organismt GC [na hranici
nebo kolem hranice detekce (LOD)], 35 stfedné pozitivnich vzorkl (pfiblizné 2-5x hranice detekce) a 5
vysoce pozitivnich vzork( (vice nez 10x hranice detekce). Zbyvajicich 10 vzorkl bylo negativnich na GC,
av3ak 5 z nich obsahovalo velké mnoZstvi organismi CT. Pfedpokladana u/¢innost analyzy je stanovena
za zakladeé test( provadénych 1-2 tydny po odbéru vzorki, které byly uskladnény pfi teploté 2 - 8 °C nebo
zamrazeny.

10



Poznamky:
1. Nedenaturovana ¢ast kazdého z téchto 90 vzorku byla vystavena extrémnim teplotam, se
zamérem simulovat podminky transportu zasilky (skladovani pfi -20 °C po dobu 3 dnu, pak pfi
teploté 50 °C po dobu 5 dnu a nasledné dalSi dva tydny pfi pokojové teploté). | kdyz byla po 8
dnech za téchto podminek pozorovana ztrata signalu (RLU/CO), nebyla ovlivnéna kvalitativni
interpretace vysledkl. Po dalSich dvou tydnech inkubace pfi pokojové teploté byly pozorovany
kvalitativni rozdily u vzork(i obsahujicich nizké koncentrace organismu.

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

. Prekryjte pfed odeslanim zkumavek se vzorky, které byly skladovany zmrazené, vicka folii
Parafilm®. Vzorky mohou byt odeslany bud zmrazené nebo pfi teploté 20 - 25 °C.

. PFi vyjmuti vzorkl z mraziciho zafizeni pro testovani ihned nahradte vi¢ka za Sroubovaci
uzavéry pro zkumavky pro odbér vzorka.

3. Zafizeni digene HC2 DNA Collection Device nesmi byt pouzivano pro té€hotné Zeny. Provadéjte
odbéry vzorkli u téhotnych zen pouze s pouzitim odbérové soupravy digene Female Swab
Specimen Collection Kit.

CERVIKALNIi VZORKY V HOLOGIC PRESERVCYT SOLUTION

Vzorky odebrané pomoci kartacku a umisténé v Hologic PreservCyt Solution slouzici k pfipravé Hologic
ThinPrep® Pap Test slidu Ize pouzit s testem DNA digene HC2 GC-ID. Vzorky by mély byt odebrany
rutinnim zptsobem a ThinPrep Pap Test slidy by mély byt pfipraveny podle pokyn( Hologic.

Vzorky PreservCyt Solution mohou byt uchovavany pfi pokojové teploté (20 - 25 °C) jeden mésic po

odbéru a pred zpracovanim pomoci testu DNA digene HC2 GC-ID. Vzorky PreservCyt Solution se nesmi
zmrazit. Navod ke zpracovani téchto vzorkl najdete v Postupu pfipravy vzorki PreservCyt.

POSTUP TESTU

Vzorky mohou obsahovat infekéni material, a podle toho s nimi musi byt také nakladano. Test DNA
digene HC2 GC-ID je mozné provadét manualné (podle tohoto navodu k pouziti) nebo pomoci zafizeni
Rapid Capture System (v pfipadé testovani velkého poctu vzorkdl za omezenou dobu).

TESTOVANI VELKEHO POCTU VZORKU POMOCI ZARiIZENi RAPID CAPTURE SYSTEM

Zafizeni Rapid Capture System (RCS) je univerzalni zafizeni pro automatické pipetovani a fedéni, které
je mozné pouzit pfi provadéni testu DNA digene HC2 GC-ID na velkém poctu vzorkd. Pomoci tohoto
zafizeni je mozné zpracovat az 352 vzork(l za osm hodin, pfi¢emz 3,5 hodiny uzivatel nemusi do procesu
nijak zasahovat. Za 13 hodin je mozné vyhodnotit az 704 vzorkd. Vzorky jsou, stejné tak jako v pfipadé
manualniho provadéni testu digene HC2 GC-ID DNA (viz nize), v ramci pfipravy pfed samotnym testem
denaturovany (nezavisle na RCS) v odbérové zkumavce, a to jesté pfed tim, nez jsou umistény do
pristroje RCS. Jak u manualni metody, tak i metody RCS se navic pomoci mikrodesti¢kového
luminometru schvaleného spolecnosti QIAGEN provede detekce chemiluminiscenéniho signalu a
vyhodnoti se vysledky. Jednotlivé faze testu DNA digene HC2 GC-ID jsou provadény v pfesné sekvenci
jako v pfipadé manualniho postupu. Pomoci zafizeni RCS je mozné stuphiovité zpracovavat az 4
mikrodesti¢ky, kde kazda z t&chto mikrodestiek obsahuje vzorky a kontroly kalibratoru a kvality potfebné
k dané analyze.

Pokud se rozhodnete pro metodu pomoci zafrizeni Rapid Capture System, prectéte si kromé

tohoto navodu k pouziti i Uzivatelskou pfiru€ku pro zafizeni Rapid Capture System, ktera se
dodava spolecné se zarizenim a ve které naleznete nezbytné proceduralni a nazorné informace.
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MANUALNi POSTUP

Usporadani pokusu

1.

Pokud zadinate proces za studena, ponechte mikrodestiCkovy inkubator | po dobu alespori 60ti minut
temperovat na rovnovaznou teplotu 65°C + 2°C. Dalsi informace viz Navod k pouziti pro
mikrodestiCkovy inkubétor I.

Ujistéte se, Ze teplota vodni lazné je 65 °C a Ze ve vodni lazni je dostatek vody na to, aby mohl byt
ponofen cely objem vzorku ve zkumavkach.

. Predtim, nez za€nete provadét analyzu, vyndejte z lednice vzorky a vSechna pozadovana cinidla.

Po dobu 15 az 30 minut je nechejte temperovat, aby dosahly rovnovazné teploty 20 - 25 °C.

Vytvorte rozmisténi destiCek za pouziti softwaru digene pro analyzu s pomoci protokolu testu digene
pro GC. Podrobné informace naleznete v pfisluSném navodu k pouziti softwaru.

Pro kazdy test je tfeba nové pfipravit negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontroly kvality.
Kontroly kalibratort a kvality dukladné promichejte. Pokud budete pouzivat tfepaci zafizeni Vortexer 2
urené pro zkumavky svice vzorky, odeberte z kazdé znich 500 yl do prazdnych a nalezité
oznacenych odbérovych zkumavek. Pfipadné muzete z kazdé odebrat 200 pl do nalezité oznacenych
polypropylenovych zkumavek uréenych do mikrocentrifugy.

NEJDRIVE musi byt testovan negativni kalibrator a pozitivni kalibrator tFikrat pro kazdou davku
testovanych vzork(. Kontroly kalibratoru, kvality a vzorky se testuji jednotlivé. Kontroly kalibratoru,
kvality a vzorky se musi testovat v konfiguraci ve sloupcich po 8 mikrojamkach tak, Ze replikaty
negativniho kalibratoru (NC) jsou umistény v pozicich A1, B1, C1; pozitivni kalibrator (PC) v D1, E1,
F1; QC CT v G1; QC GC v H1; vzorky jsou v pozicich po€inaje A2. Viz pfiklad rozvrzeni nize.
Nahlédnéte do navodu k pouziti k pFislusnému luminometru schvalenému spole¢nosti QIAGEN a
navodu k pouziti pfislusného softwaru k analyze digene, kde najdete spravné umisténi kontrol
/kalibratoru/kvality/vzork.

PRIKLAD USPORADANI PRO TEST S 24 MIKROJAMKAMI:

Sloupec
Rada 1 2 3

A NC Vzorek 1 Vzorek 9

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

Upozornéni: Denaturacni Cinidlo je korozivni. Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné
rukavice a ochranné pracovni pomucky pro oéi a obli¢ej. Postupujte opatrné a pfi praci s inidly
pouzivejte ochranné gumové rukavice bez mastku.

Dulezité: Nékteré cervikalni vzorky mohou obsahovat krev nebo jiny biologicky material, ktery
muze po pfidani denaturaéniho ¢inidla pfekryvat barevné zmény. U vzork(, které budou prfed
pfidanim denaturac¢niho Cinidla zbarveny tmave, maze byt v téchto fazich zaznamenana nespravna
barevna zména. Tato skute€nost, tedy Ze nebyla zaznamenana pfislusna barevna zména, nebude
mit vliv na vysledky analyzy. Zda doSlo ke sprdvnému smiseni je mozné ovéfit na zakladé
pozorovani barevnych zmén u kontrol kalibratord a kvality.

Béhem denaturacni a hybridizani faze se ujistéte, Zze ve vodni lazni je dostate¢né mnozstvi vody,
aby mohl byt ponofen cely objem vzorku ve zkumavce.

Vzorky je mozné pfipravit béhem denaturacni faze a nasledné uskladnit pfi teploté 2-8 °C pres noc,
nebo pfi -20 °C po dobu do 3 mésici. Maximalné mohou byt provedeny 3 cykly
zmrazeni/rozmrazeni, pfiemz doba jednotlivych rozmrazeni pfi pokojové teploté nesmi pfesahnout
2 hodiny. Pfed pouzitim ddkladné promichejte.

Kontroly kalibratoru a kvality je mozné pfipravit béhem denaturaéni faze a nasledné uskladnit pfes
noc pfi teploté 2 - 8 °C. Nesmi se v8ak zmrazit. Pokud budou kontroly kalibratoru a kvality
zamrazeny, musi byt zlikvidovany.

Po denaturaci a inkubaci nejsou jiZ vzorky povaZzovany za infekéni."® Laboratorni personal véak
musi i nadale dodrzovat bezpeénostni opatfeni platna v daném staté/misté.

ZPUSOB PRIPRAVY KONTROL KALIBRATORU, KVALITY A VZORKU STM

Poznamky:

Neodstranujte odbérovy kartaéek pred denaturaci.

Abyste se vyvarovali faleSné pozitivnich vysledk(, je naprosto nezbytné, aby vSechny materialy —
kontrola kalibratoru, kvality a vzorky — pfisly do styku s denaturaénim ¢inidlem. Michani po pfidani
denaturaéniho Cinidla je kriticky krok: Ujistéte se, ze zafizeni Multi-Specimen Tube Vortexer 2
(uréené pro vice zkumavek se vzorky) je nastaveno na hodnotu 100 (maximalni rychlost) a
ze se béhem vortexovani na hladiné vytvofil okem pozorovatelny vir, a to takovy, aby
kapalina oplachla cely vnitini povrch zkumavky. Jestlize provadite vortexové michani
manualné, ujistéte se, ze kazda kontrola kalibratoru, kvality a vzorek je michan individualné
do viru (vortex), kazdy nejméné po dobu 5 vtefin pfi nejvysSi rychlosti tak, ze vir kapaliny
smagci cely vnitini povrch zkumavky. Pak zkumavku jednou obrat'te dnem vzhru.

1. Ze zkumavek s kontrolami kalibratoru, kvality a STM vzorky sejméte vicka a zlikvidujte je.

Poznamka: Vicka odstranéna ze zkumavek se vzorky jsou povazovana za potencialné infekéni.

Zlikviduijte je podle narodnich/mistnich pfedpis(.

2. Do kazdé kontroly kalibratort, kvality nebo vzorku STM napipetujte pomoci opakovaci nebo
nastavitelné pipety denaturacni €inidlo s indikatorovym barvivem. Dejte pozor, abyste se nedotkli stén
zkumavky — mohlo by dojit ke zkfizené kontaminaci vzork(. Denatura¢ni ¢&inidlo bude potfeba
v takovém objemu, ktery se rovna poloviné objemu vzorku. Pfesné objemy pro jednotlivé typy kontroly
kalibratoru, kvality a vzorku jsou uvedeny v tabulce nize.

Predtim, nez zbytek denaturaéniho ¢&inidla v lahviéce v souladu s plathymi statnimi/mistnimi
laboratornimi postupy zlikvidujete, tak jej zied'te.
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Pozadované objemy

Kontrola kalibratoru, kvality nebo vzorek denaturaéniho &inidla
Negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontrola kvality, 200 pl 100 i
Negativni kalibrator, pozitivni kalibrator a kontrola kvality, 500 pl 250 ul
Cervikalni vzorek, 1 ml 500 pl

3. Promichejte vzorky za pouziti jedné ze dvou metod popsanych nize.

Poznamka:

Metoda s pouzitim tfrepaciho zafizeni pro vice zkumavek najednou (Multi-Specimen Tube (MST)

Vortexer 2)

Poznamka: Vzorky QIAGEN promichavané pomoci zafizeni MST Vortexer 2 se musi hybridizovat za
pouziti hybridiza&ni mikrodesti¢ky a metody inkubace Microplate Heater |. Pokud je to
potfeba, dalSi pokyny naleznete v navodu k pouziti k zafizeni MST Vortexer 2.
a) Zakryjte zkumavky kontrol kalibratort, kvality a STM vzorka félii DuraSeal® tak, ze pretahnete félii
pfes zkumavky ve stojanu.
b) Umistéte vicko stojanu na zkumavky pokryté folii a zajistéte ho zaklapnutim dvou postrannich
spon. Odfiznéte folii Fezacim nastrojem.
c) Umistéte stojan na MST Vortexer 2 a zajistéte jej sponou. Ovéfte nastaveni rychlosti na hodnotu
100 (maximalni rychlost) a zapnéte spinac vortexeru do polohy "zapnuto"( “ON”). Michejte do viru
po dobu 10 vtefin.

Manualni tfepani do viru/tfepani zkumavek jednotlivé

a) U zkumavek s kontrolou kalibratort, kvality a vzorky STM vymérnite vicka za Cisté Sroubovaci
uzavéry uréené pro zkumavky pro odbér vzorku.

b) Obsah kazdé zkumavky dukladné promichejte, a to jednotlivé, tfepanim (do viru) pfi vysoké
rychlosti po dobu 5ti vtefin.

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

d) Vratte zkumavku do stojanu.

4., Béhem tiepani se na kapaliné uvnitf kazdé zkumavky musi vytvorit viditelny vir, aby kapalina
oplachla cely vnitini povrch zkumavky, a to bez ohledu na to, jakou metodu michani (do viru) jste si
zvolili. Kontroly kalibratoru, kvality a vzorky by mély zménit barvu na tmavé fialovou.

5. Inkubace obsahu zkumavek probiha ve stojanu umisténém ve vodni lazni pfi 65 + 2 °C po 45 £ 5 minut
(denaturované kontroly kalibratord, kvality a vzorky mohou byt testovany okamzité. Kontroly
kalibratoru a kvality Ize uskladnit pfes noc pfi teploté 2 - 8 °C jak je popsano vySe v Poznamkach).
Uskladnéni vzorkd, viz Bod volitelného zastaveni. BEhem této inkubace pfipravte smés sondy GC. Viz
oddil Pfiprava Cinidel a jejich uskladnéni.
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POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO PRESERVCYT SOLUTION

Poznamky:
e Uplné podrobnosti najdete v navodu k pouziti k soupravé digene HC2 Sample Conversion Kit.

e PFi manualnim testovani staci zpracovani 4 ml davky PreservCyt Solution pro dva testy. Minimalni
zpracovatelny objem je 4 ml. Podrobnosti k minimalnimu zbytkovému objemu naleznete v Casti
~Ekvivalence mezi vzorky digene STM a PreservCyt Solution®.

e Vzorky PreservCyt Solution si pfipravte v davkach 36 nebo mensich; v opaéném pfipadé se pelety
mohou uvolnit pfi dekantaci supernatantu. Je to dulezité kvdli zachovani integrity bunécné pelety
béhem dekantace. Pripravujete-li dalSi lahvicky s PreservCyt Solution, nezacCinejte je pfipravovat
dfive, nez dokondite pfipravu prvni davky.

Pouzijte bud’ denaturaéni €inidlo (DNR) dodavané s digene HC2 GC-ID DNA Test (viz Priprava Cinidla a

skladovani) nebo DNR dodavané se soupravou digene HC2 Sample Conversion Kit. DNR dodavané s

digene HC2 Sample Conversion Kit pfipravite tak, Ze do lahvicky DNR pfidate 3 kapky indikaéniho

barviva a dobfe zamichate. Mél by vzniknout stejnorody, tmavé fialovy roztok. Pozadavky na objem urcite

podle Tabulky 1.

Tabulka 1. Pozadavky na objem: Pfiprava Cinidla.

Objem
PreservCyt
Pocet testt Solution Objem pufru
1-2 4 ml 0,4 mi
3 6 mi 0,6 mi
4 8 mi 0,8 ml
5 10 ml 1,0 ml
6 12 ml 1,2ml

1. Oznacte zkumavku na zpracovani vzorkl digene HC2, 10 ml kénickou zkumavku Sarstedt nebo 15
ml VWR nebo kénickou zkumavku znaéky Corning fadnym identifikaCnim &islem vzorku.

2. Manipulace s jednotlivymi vzorky:
a. Rukou silné zatfepejte lahvickou PreservCyt, az se buniky homogenné rozptyli.

b. Okamzité, protoZze se burky velice rychle usazuji, napipetujte pfisluSné mnozstvi vzorku
PreservCyt do oznaené zkumavky. SnaZte se dostat roztok PreservCyt na dno koénické
zkumavky a minimalizovat tak pfilnuti buné&ného materialu ke vnitfni sténé zkumavky.

3. Do kazdé zkumavky pfidejte pfislusné mnozstvi pufru (viz Tabulka 1).

4. V8echny zkumavky uzaviete a pomoci vortexové michacky s kaliSkovym néastavcem dobfe
promichejte.

Poznamka: Postup s tfepackou MST Vortexer 2 nebyl validovan pro vzorky s PreservCyt Solution s
pufrem pfed odstfedovanim a proto se v tomto kroku nesmi pouzivat.

5. Zkumavky odstfedujte v centrifuze s vykyvnym rotorem pfi 2.900 £ 150 x g po dobu 15 £ 2 minuty.

6. Béhem odstfedovani si pfipravie smés transportniho média (digene STM)/denaturacniho cinidla
(STM/DNR) v poméru 2:1 (podle Tabulky 2).

Poznamka: Smés STM/DNR musite pripravit vzdy €ersvou v den testu.
a. Celkové mnozstvi pozadované smési STM/DNR urcite tak, Ze vezmete pocateCni mnozstvi

vzorku pro PreservCyt Solution jako voditko a poté vynasobite objemy STM a DNR pro jednu
zkumavku poétem zpracovavanych vzorku (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2. PoZzadavky na objem: STM/DNR.

Objem STM pro | Objem DNR pro
Objem jednu zkumavku | jednu zkumavku Smés STM/DNR

PreservCyt pro koncovou pro koncovou pridana do

Pocet testt Solution smés STM/DNR* | smés STM/DNR* zkumavky
1-2 4 ml 120 pl 60 ul 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 ul 225 pl
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 ul
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 pl

* Objemy uvedené v téchto sloupcich se nesmi pfimo pfidavat do zkumavky se vzorkem.
b. Dukladné roztok promichejte vortexovanim.

Zkumavky vyjméte po jedné z centrifugy a umistéte je na stojan. Na dné kazdé zkumavky by méla byt
rzovaloranzova peleta.

Poznamka: Vzorky, které po centrifugaci nemaiji viditelnou peletu, nejsou vhodné pro testovani a

mély by se zlikvidovat.
Manipulace s kazdou zkumavkou jednotlive:
a. Sejméte vicko a polozte na papirovy ubrousek bez viaken.
b. Opatrné slijte supernatant.

c. Drzte zkumavku v obracené pozici a jemné blotujte (asi 6 krat) na savych papirovych ubrouscich
bez vlaken, az ze zkumavky neodkapava zadna kapalina. Pokazdé pouzijte Cistou ¢ast ubrousku.
Davejte si pozor, aby pfi blotovani nevyklouzla bunééna peleta ze zkumavky.

Poznamky:

e Neblotujte na jednom misté na savych papirovych ubrouscich bez viaken vice nez jednou.

o Je dUlezité, abyste blotovanim odstranili co jak nejvétsi mnozstvi PreservCyt Solution.
Nicméné je bézné, Ze i po blotovani uvidite zbytky PreservCyt Solution.

d. Umistéte zkumavku na stojan.

Vortexovani a Denaturace

Postup pri manualnim vortexovani

1.

Pfidejte pozadované mnozstvi STM/DNR ke kazdé peleté (viz Tabulka 2). Uzaviete kazdou
zkumavku vickem a znovu suspendujte pelety tak, Ze kazdou zkumavku budete zvlast vortexovat
alespon 30 sekund za nejvy$Si rychlosti. Je-li obtizné peletu znovu suspenzovat, vortexujte dalSich
10-30 s, nebo do doby, kdy se peleta uvolni ze dna zkumavky. Je-li i po dalSim vortexovani peleta
nerozpusténa (celkové maximalné 2 minuty), poznamenejte si identifikator vzorku a prejdéte
k dalSimu kroku.

Umistéte zkumavky na stojan.

Vlozte stojan na 15 + 2 minuty do vodni l1azné o teploté 65 + 2 °C. Ujistéte se o tom, Ze vodni hladina
je dostate¢né vysoko na to, aby v ni byla ponofena veskera kapalina ve zkumavkach.

Vyjméte stojan se vzorky z vodni 1dzné a jednotlivé vortexujte vzorky po dobu 15 - 30 sekund.

Poznamka: Ujistéte se, ze vSechny pelety jsou v tomto okamziku zcela resuspendovany. Vzorky,
které stale maji viditelnou peletu, nejsou vhodné pro testovani a mély by se zlikvidovat.

Vlozte opét stojan na 30 + 3 minuty do vodni 1azné o teploté 65 + 2 °C a pokradujte v denaturaci.

Prejdéte dale ke kroku Hybridizace nebo v pfipadé uskladnéni a nakladani s denaturovanymi vzorky
si prectéte sekci Bod volitelného zastaveni.
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Postup pri pouziti trepacky MST Vortexer 2 pro vice vzorkU

Poznamky:

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.
19.

20.
21.

Postup s tfepackou MST Vortexer 2 je validovan pro vzorky s PreservCyt Solution po odstfedovani a
dekantaci supernatantu.

Pro zpracovani vzorkd s PreservCyt Solution je uréena pouze tfepacka MST Vortexer 2. Stojan a viko
jsou zvlast navrzené tak, aby pojmuly digene HC2 Sample Conversion Tubes (VWR nebo 15 ml
kénické zkumavky znacky Corning). Uzivatel by mél pouzivat na stojanu v jednu chvili pouze jeden
typ zkumavky. Jiné znacky nejsou pro pouziti validovany.

Je nutné pfisné dodrzovat uréené Casy vortexovani stojanu s vikem.

Stojan s vikem nelze pouzit pro vortexovani kontrol digene HC2 DNA Test kit, kalibrator(i nebo
kontrol kvality. Vy8ka zkumavek STM zabrariuje adekvatnimu vortexovani pomoci stojanu s vikem.

Po blotovani v8ech oznaenych 15 ml kénickych zkumavek umistéte zkumavky na stojan na jejich
fadné pozice.

Ke kazdé peleté pfidejte pfislusné mnozstvi smési STM/DNR (viz Tabulka 2).
Zakryijte koénické zkumavky folii DuraSeal tak, ze pretahnete fdlii pres zkumavky ve stojanu.

Umistéte viko stojanu na zkumavky pokryté folii a zajistéte ho zaklapnutim dvou postrannich spon.
Kdyz bude viko pevné uchycené, odfiznéte fezackou folii.

Otocte Cervenou packu tak, aby byla v horizontélni pozici.

Umistéte stojan a viko na tfepacku MST Vortexer 2 tak, aby nejvétSi diagonalni roh stojanu byl
umistény v pravém prfednim rohu. Umistéte stojan a viko na ploSinu tfepacky MST Vortexer 2 tak,
aby byl pevné uchycen voditky. Posunutim Cervené packy do vertikalni pozice upevnéte stojan na
misté. Tim bude stojan pevné uchycen.

Ovéfte si, Ze je rychlost nastavena na hodnotu 100 (maximalni rychlost) a Ze pfepina¢ impulzl je
v pozici vypnuto (OFF).

Zapnéte spinac tfepacky Vortexer do pozice zapnuto (ON). Vortexujte po dobu 30 vtefin.
Otocte spinac tfepacky Vortexer do pozice vypnuto (OFF).
Zvednéte Cervenou packu a vyjméte stojan a viko z tfepacky MST Vortexer 2.

Vlozte stojan na 15 + 2 minuty do vodni |azné o teploté 65 + 2 °C. Ujistéte se o tom, Ze vodni hladina
je dostate€né vysoko na to, aby v ni byla ponofena veskera kapalina ve zkumavkach.

Po 15 minutové inkubaci vyjméte stojan se vzorky z vodni lazné.
Pfed tim, nez umistite stojan na tfepacku MST Vortexer 2, stojan osuste, abyste zabranili rozstfiku.
Upevnéte stojan a viko na tfepacku MST Vortexer 2 podle popisu v kroku 6.

Ovéfte nastaveni rychlosti na hodnotu 100 a zapnéte spina¢ vortexeru do polohy zapnuto (ON).
Vortexujte po dobu 1 minuty.

Otocte spinac tfepacky Vortexer do pozice vypnuto (OFF).

Poznamka: Postup s tfepackou MST Vortexer 2 standardizuje rychlost michani, ¢as a zpracovani a
eliminuje tak potfebu vizualné kontrolovat buné&né pelety, jak to je nutné pfi manualnim
postupu vortexovani.

Vlozte opét stojan na 30 + 3 minuty do vodni lazné o teploté 65 + 2 °C a pokracujte v denaturaci.
Vyjméte stojan z vodni lazné&, stojan osuste a upevnéte do tfepacky.

Zapnéte spinag tfepacky Vortexer do pozice zapnuto (ON). Vortexujte 10 vtefin pfi maximalni
rychlosti.

Otocte spinac tfepacky Vortexer do pozice vypnuto (OFF). Vyjméte stojan.
Okamzité sejméte viko stojanu a tésnici folii zkumavky DuraSeal ze vzorku.
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22. Prejdéte k niZze uvedenému kroku Hybridizace nebo v pfipadé uskladnéni a nakladani
s denaturovanymi vzorky prectéte si sekci Bod volitelného zastaveni.

BOD VOLITELNEHO ZASTAVENI

Po denaturaci mohou byt vzorky STM a konvertované vzorky PreservCyt skladovany pfi teploté 2 - 8 °C
pfes noc, nebo pfi —20 °C po dobu do 3 mésicu. V pfipadé skladovani v lednici pfes noc mlzete vzorky
ponechat na stojanu uzavfené félii DuraSeal a vikem stojanu. Pfed skladovanim pfi -20 °C musite
odstranit viko stojanu a félii DuraSeal a zkumavky musite uzavfit viéky. V kazdém pfipadé musi byt
vzorky vytemperovany na teplotu 20 — 25 °C a d{ikladné vortexovany predtim, nez se prejde k
Hybridizaénimu kroku.

Poznamka: Neskladujte ani nezasilejte denaturované vzorky na suchém ledé.

Maximalné mohou byt provedeny 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni s maximalni dobou 2 hodin pfi pokojové
teploté béhem kazdého cyklu rozmrazeni.

HYBRIDIZACE

Poznamky:
+ Smeés sondy GC je viskdzni. Vénujte pozornost tomu, aby se zajistilo dokonalé smiseni a aby do
kazdé jamky hybridizaéni mikrodesticky bylo nadavkovano pozadované mnozstvi smési. Viz oddil
PFiprava a uskladnéni Cinidel.

» Pokud byl denaturovany vzorek uskladnén pfi teploté -20 °C, nechte jej roztat na teplotu 20-25 °C a
pred provedenim hybridizace jej dikladné promichejte (do viru).

» Mikrodesti¢kovy inkubator | nechejte pfed pouzitim po dobu alespori 60 minut pfedehfat na teplotu
65 * 2°C. V pfipadé potfeby podrobnégjsi informace naleznete v Navodu k pouZiti
mikrodestickového inkubatoru |.

1. PFipravte si hybridiza¢ni mikrodesti¢ku a oznacte ji.

2. Po inkubaci vyjméte kontroly kalibratoru, kvality a vzorky z vodni 1azné. Je-li pouzit Multi-Specimen
Tube Vortexer 2, promichejte obsah celého stojanu vzork( STM do viru po dobu minimalné 5 vtefin pfi
nastaveni maximalni rychlosti. V pfipadé vzork( PreservCyt Solution vortexujte cely stojan po dobu
minimalné 10 sekund pfi maximalni rychlosti. Jinak mulzete michat kazdou zkumavku do viru
jednotlivé, po dobu nejméné 5 vtefin.

3. Napipetujte 75 ul kazdé kontroly kalibratoru, kvality nebo vzorku na dno prazdné jamky hybridizaéni
mikrodestiCky podle navrzeného rozvrzeni desti¢ky, uvedeného v Rozvrzeni pokusu. Nedotykejte se
stén jamek a omezte moznost tvorby vzduchovych bublinek. Pouzijte €istou dlouhou pipetovaci Spicku
pro kazdy prenos, abyste zamezili zkfizené kontaminaci kontrol kalibratoru, kvality nebo vzorku.
V pFipadé vzork( STM neodstrarujte odbérovy kartacek z transportni zkumavky. Denaturované vzorky
mohou byt uzavieny Sroubovacimi uzavéry pro zkumavky a uloZzeny s odbé&rovymi kartacky
ponechanymi ve zkumavkach. Denaturované vzorky PreservCyt mohou byt uzavieny pivodnimi vicky.

Poznamky:
e Pokud nebudou alikvotni podily vzorkii pfeneseny s nalezitou péci, mohou se
vyskytnout falesné pozitivni vysledky. Dbejte na to, abyste se béhem pifenosu vzorku, pfi
odebirani alikvotniho podilu 75ul, nedotkli Spickou pipety vnitini stény zkumavky.

4. Po prenosu posledniho vzorku zakryjte desticku vickem a nechejte hybridizaéni mikrodesticku
inkubovat, a to po dobu 10ti minut pri teploté 20 - 25 °C.
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5. Preneste pfipravenou a dikladné promisenou (tfepanim do viru) smés sondy do zasobniku ¢inidla na
jedno pouziti. Pozorné napipetujte 25 ul smési sond do kazdé jamky obsahujici kontroly kalibratoru,
kvality a vzorky pomoci 8-kanalové pipety a novych Spi¢ek pro kazdou fadu. Nadavkujte objem smési
sondy do kazdé hybridizaéni jamky; zabrante zpétnému odstfiku. Nedotykejte se stén jamek.

Poznamka: Pro vySe uvedeny krok pouzijte 8-kanalovou pipetu, ktera je vybavena 25 - 200 pl
Spickami a mlze pfenést 25 - 75 ul. Pro malé mnozstvi jamek pouzijte jednokanalovou
pipetu (se 2 5 -200 pl Spickami) misto 8-kanalové pipety.

6. Hybridizacni mikrodestiCku zakryjte pfislusnym vickem. Hybridizaéni desticku nasledné trfepejte na
rotacni tfepacce |, a to pfi rychlosti 1 100 + 100 ot/min po dobu 3 + 2 minuty. Kontroly kalibratoru,
kvality a vzorky by mély po protfepani zeZloutnout. V téch jamkach, které zlstaly fialove,
pravdépodobné nebylo odpovidajici mnozstvi smési sondy. Do téchto (fialovych) vzorkl pfidejte
dalSich 25 pl smési sondy a znovu je protfepejte. Pokud jamky zUstanou fialové i po této procedure,
vzorky testujte je znovu.

7. Inkubace probiha v mikrodesti¢kovém inkubatoru |, ktery byl pfedehiat a vytemperovan na 65 + 2 °C,
po dobu 60 + 5 minut pfed pouzitim.

Poznamky:

e Vénujte pozornost pfi umisténi hybridizaéni mikrodesti¢ky do mikrodestickového inkubatoru |, aby
nedoslo k rozstfiku vzorkd.
e Po protfepani by mély vzorky PreservCyt Solution zrlizovét misto zeZloutnout.

IMOBILIZACE HYBRIDU

1. Z imobilizacni mikrodesticky odstrante vSechny pfebytecné jamky (ponechte pouze pocet potfebny pro
dany test). Nepouzité mikrojamky vratte to plvodniho obalu a obal opét uzaviete. Pomoci znac¢kovace
oCislujte jednotlivé sloupce 1, 2, 3... a mikrodesticku oznacte pfislusSnym identifikacnim Stitkem.
Vzorky budou davkovany do jamek podle pfikladu uspofadani podle pfedem pfipravené Sablony
ulozené pod heslem Usporadani pokusu (Setup).

2. Z mikrodestickového inkubatoru | opatrné vyjméte hybridizaéni mikrodesti¢ku s kontrolami kalibratoru,
kvality a vzorky. lhned sejméte viko desti¢ky a umistéte ji na Cisté misto.

3. Pomoci 8-kanalové pipety pfeneste z jamek hybridizaéni mikrodesti¢ky cely obsah (pfiblizné 100 pl) -
sestavajici z kontrol kalibratord, kvality a vzork(d - na dno pfisluSnych imobilizacnich mikrojamek. PFi
pfenosu pouZijte u 8-kanalové pipety pro kazdy sloupec nové pipetové Spi¢ky a kazdou Spicku pipety
nechte zcela vyprazdnit, aby byl zaru€en Uplny pfenos vzorku. Pipetu mlzete stabilizovat, a to tak, ze
stiedni ¢ast pipetovych Spicek opFete o horni okraj imobilizacnich mikrojamek (viz nakres 1).

NAKRES 1: SPRAVNE PIPETOVANI

Spravné Nepipetujte Dbejte na to,
vertikalné; kapalina abyste se Spikou
by se mohla odrazit pipety nedotkli

ode dna jamky bocni stény jamky
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4. Zakryjte mikrodesti¢ku vickem a tfepejte na rotacni tfepacce Rotary Shaker | pfi 1 100 £ 100 ot/min, pfi
20 - 25 °C po dobu 60 = 5 minut.

5. Béhem tohoto inkubacniho procesu pfipravte promyvaci pufr a u automatické promyvacky desticek
pfipadné zkontrolujte odpadni a vyplachové zasobniky. Viz oddil o pfipravé a uskladnéni €inidel.

6. Po dokonceni imobilizacniho kroku vyjméte imobilizacni mikrodesticku z tfepacky Rotary Shaker | a
opatrné sejméte vicko desticky. Odstrante kapalinu z jamek vylitim do vylevky. Obratte desti¢ku nad
vylevkou a silné ji vytfepejte pohybem smérem dolG tak, aby nedosSlo ke zpétnému odstfikovani
v blizkosti dna vylevky. Neobracejte desticku do puvodni polohy; odstrarite zbytek kapaliny
energickym oklepanim 2-3 krat na Gisté tampony Kimtowels® nebo na ekvivalentni papirové ubrousky
neuvolfujici vlidkna (blotovani). Ujistéte se o tom, Ze vSechna kapalina byla z jamek odstranéna a Ze
je vrchni Cast destiCky sucha.

DETEKCE HYBRIDU

Poznamky:
» Cinidlo na desti¢ku pfidavejte pomoci 8-kanalové pipety ve sméru zleva doprava.

» Doporucuje se pouziti reverzni pipetovaci techniky, aby se zlepsila jednotnost davkovani Cinidla. P¥i
tomto zplsobu pipetovani se pomoci druhé zarazky na ovladadi pro nasavani/davkovani (na pistu)
pipetové 3piCky nejprve pfeplni. Viz postup popsany nize. Nez zacnete Cinidlo davkovat na
desti¢ku, otfete Spicky pipety o zasobnik s &inidlem nebo o papirovy ubrousek, neuvolfujici viakna
a odstrante pfebyte¢né Cinidlo.

* Pipetu muzete stabilizovat, a to tak, ze stfedni Cast pipetovych Spicek opfete o horni okraj
imobilizaénich mikrojamek. Dejte pozor, abyste se nedotkli stén mikrojamek, mohlo by tak dojit ke
zkfizené kontaminaci vzorkl. Viz nakres 1 uvedeny vyse.

1. Do zasobniku ¢inidla nadavkujte pfislusny alikvotni podil detekéniho ¢&inidla 1 (pokyny viz oddil
Priprava a uskladnéni cinidel). Pomoci 8-kanalové pipety opatrné napipetujte (reverzni pipetovaci
technikou, ktera je popsana nize) do kazdé jamky imobilizaéni mikrodesti¢ky 75 ul detekéniho &inidla
1.

Reverzni pipetovaci metoda:

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

b) Pist pipety zatladte pfes prvni zardZku ke druhé zarazce.

c) Ponofte Spicky do roztoku detek&niho &inidla 1.

d) Pomalu uvolfiujte pist, pfi€emZ se do Spic¢ek nasaje roztok.

e) Roztok nadavkujte do mikrojamek (75 pl), a to tak, ze pist zatlacite na prvni zarazku. Pist
neuvoliujte, dokud Spic¢ky znovu neponofite do roztoku detekéniho €inidla 1.

f) Znovu napliite SpiCky a postup opakujte, dokud nebudou naplnény vSechny jamky. Jamky
mikrodesti¢ky plrite ve sméru zleva doprava. Podle intenzity rizové barvy zkontrolujte, zda byly
radné napinény vsechny jamky. VSechny jamky by mély mit pfiblizné stejnou intenzitu.

2. Desticky zakryijte pfisluSnym viékem a po dobu 30 - 45 minut nechejte inkubovat pfi teploté 20 - 25 °C.

PROMYVANI

Promyjte imobiliza¢ni desti¢ku za pouziti jedné z uvedenych dvou metod.

PROMYVANiI POMOCI AUTOMATICKE PROMYVACKY DESTICEK

Poznamka: Automatickou promyvacku desti¢ek nikdy nevypinejte. Zkontrolujte, zda je zasobnik pro
vyplach naplnén a zda je odpadni zasobnik prazdny. Automaticka promyvacka desti¢ek se
bude v rdmci béZzného Cisticiho reZzimu sama automaticky vyplachovat. Bude-li to vyZzadovat

situace, podrobnéjsi informace naleznete v Navodu k pouZiti a Gdrzbé automatické
promyvacky desticek.
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PRED KAZDYM POUZITIM:
» Oveéfte, zda je zasobnik pro vyplachovani naplnén minimalné ke znacce 1 | roztokem promyvaciho
pufru. Pokud tomu tak neni, pfipravte roztok promyvaciho pufru. Viz oddil Priprava cinidel a jejich
uskladnéni.

» Ovérte, Ze je vyplachovaci zasobnik naplnén destilovanou nebo demineralizovanou vodou.
» Ovéfte, ze je odpadni zasobnik prazdny a ze uzavér je bezpecné uzavien.

» Automaticka promyvacka destiCek se automaticky sama poprvé naplni pfed kazdym nadavkovanim
a vyplachne se po kazdém promyvani.

1. Odstrarite vicko desti¢ky a umistéte desti¢ku do automatické promyvacky.
2. Oveéfte, Ze je pfistroj zapnuty a Ze displej ukazuje ,Digene Wash Ready” nebo ,P1*.

Poznamka: Je-li pouZzita jen &ast stripu imobilizacnich jamek, bude potfeba doplnit pfed promyvanim
mikrodesti¢ky cely sloupec prazdnymi jamkami. Informace pro objednani jsou uvedeny
v oddilu PfisluSenstvi.

3. Zvolte pocet stripd, které maji byt promyty, stisknutim ,Rows" a pak pomoci ,+” nebo ,-” nastavte
hodnotu. Stisknéte ,Rows" a displej se vrati k ,Digene Wash Ready” nebo ,P1“.

4. Stisknéte ,Start/Stop” pro zacatek procesu.

5. Automaticka promyvacka provede Sest plnicich a odsavacich cykl, coz potrva pfiblizné 10 minut.
Potom nasleduje kratka prestavka v programu, je tfeba pockat a nevyndat desticku pfedCasné. Kdyz
automaticka promyvacka desti¢ek skonéi promyvani, displej ukazuje ,Digene Wash Ready” nebo ,P1*.

6. Po skonCeni programu vyndejte mikrotitracni destiCku z promyvacky. Desticka ma byt bila a v
mikrojamkach nema zbyvat Zadna rdzova kapalina.

MANUALNi PROMYVANI

Poznamka: Nedostateéné promyvani muaze zpUsobit zvySeni pozadi a falesné pozitivni vysledky
(vzhledem k rezidualni alkalické fosfataze). Pro zajisténi efektivniho vymyti pomoci
promyvaciho pfistroje dohlédnéte na to, aby byl promyvaci pfistroj umistén minimalné 61
cm a maximalné 91 nad promyvaci oblasti a aby béhem promyvani byla deska umisténa
mezi 61 a 91 cm pod promyvacim pfistrojem. Pokud je promyvaci pfistroj v provozu,
uzaviraci kohoutek je tfeba otocit do krajni polohy ,open® (otevieno), a mimo provoz je
tfeba jej nastavit do polohy ,off “ (vypnuto).

1. Z jamek odstranite detekéni Cinidlo 1, a to tak, Ze na destiCku poloZite Cisté tampdny Kimtowels nebo
ekvivalentni papirové ubrousky bez vlaken a opatrné ji pfevréatite. Pfedtim, neZ destiCku obratite, se
ujistéte, Ze papir je v kontaktu s celym povrchem desti¢ky. Desti¢ku nechte odkapat po dobu 1-2 minut
a potom ji ddkladné vysuste (blotujte) pomoci Cistych tampdn(i Kimtowels nebo pomoci papirovych
ubrouskl bez vlaken (se srovnatelnymi vliastnostmi). Pouzité papirové ubrousky nalezité zlikviduijte,
aby v nasledujicich fazich nedoslo ke kontaminaci alkalickou fosfatazou.

2. Desticku Sestkrat ruéné promyjte pomoci promyvaciho pfistroje. Kazda jamka je promyta tak, aby
doslo k preteCeni promyvaciho roztoku a aby tak bylo odstranéno detekéni €inidlo 1 z horniho okraje
jamek. Promyvani zac¢ina u jamky A1 a pokracuje esovité ve sméru doprava a doll. Po naplnéni vSech
jamek kapalinu rychlymi pohyby smérem dolu slijte do vylevky. Druhé promyvani zacina u jamky H12
a pokracuje esovité smérem doleva a nahoru. Tyto 2 promyvaci faze jesté dvakrat opakuje tak, aby
kazda jamka byla vymyta celkem Sestkrat.
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3. Po promyti desticku vysuste (blotujte), a to tak, Ze ji obratite dnem vzh(ru na Cisté tampodny Kimtowels
nebo na papirové ubrousky bez vlaken (se srovnatelnymi vlastnostmi) a silné na ni 3-4 krat poklepete.
Podlozte dalSi papirové ubrousky a vysuSeni opakujte. DestiCku ponechte oto€enou dnem vzhiru a
nechejte ji 5 minut odkapat. Potom ji jeté jednou vysuste.

4. Desti¢ka by méla byt bila a v mikrojamkach by neméla zistat zadna rdzova kapalina.

AMPLIFIKACE SIGNALU

Poznamky:
» P¥i praci s detekénim &inidlem 2 pouZijte novy par rukavic bez mastku.

* Do zasobniku pro Cinidlo nadavkujte pouze takovy alikvotni podil poZadovaného ¢inidla, jaky je
potfeba k provedeni testu, aby nedoslo ke kontaminaci detekéniho €inidla 2 v pavodni lahvi¢ce. Viz
oddil Priprava a uskladnéni ¢inidel. Detekéni €inidlo 2 nikdy nevracejte zpét do plvodni lahve.
Nepouzity material zlikvidujte.

» Detekeéni Cinidlo 2 je tfeba pridat najednou (tj. bez pferuseni). U vSech jamek by méla byt zajisténa
pokud mozno stejna inkubacni doba.

+ Postupujte opatrné, nedotykejte se stén mikrojamek a zamezte rozstfiku €inidla, aby se nedostalo
zpét na Spicky, protoZze by mohlo dojit ke zkfizené kontaminaci vzork( (viz nakres 1).

1. Pomoci 8-kanalové pipety opatrné napipetujte (reverzni pipetovaci technikou, ktera je popsana vyse)
do kazdé jamky imobilizacni mikrodesti¢ky 75 pl detekéniho Cinidla 2. V8echny mikrojamky by mély
zeZloutnout. Podle intenzity barvy zkontrolujte, zda byly naleZité naplnény v8echny jamky. Barva
¢inidla by méla mit ve vSech jamkéach pfiblizZné stejnou intenzitu.

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

3. Po 15 minutach inkubace (a ne pozdéji nez po 30 minutach inkubace) zméfte hodnoty
mikrodestiCkovym luminometrem schvaleném spolecnosti QIAGEN.

4. Prislusny software digene pro tento test zajisti vstup informaci o vysledcich testu pfimo do
vyhodnocovaciho pocitaCového programu.

5. Jestlize nebyla pouZita celd mikrodesti¢ka, odstrarite nepouzité mikrojamky z rameéku mikrodesticky,
dikladné jej vyplachnéte destilovanou ¢&i demineralizovanou vodou, vysuste a uschovejte pro pfisti
stanoveni.

OVEROVACI KRITERIA PRO KALIBRACI ANALYZY

Ovéreni kalibrace pro stanoveni se provadi proto, aby se zajistila kontrola spravné funkce cinidel a
dodanych material( pro kalibratory a kontroly, a aby bylo zajisténo pfesné stanoveni hodnoty hranice
pozitivity pro test. Pomoci softwaru digene pro pfisluSny test bude automaticky vypocitano a
vyhodnoceno, zda jsou ovéfovaci kriteria spravna nebo nespravna. V pfipadé testu DNA digene HC2
GC-ID je tfeba kalibraci provadét pro kazdy test zvlast, a proto je nezbytné verifikovat kazdy jednotlivy
test pomoci nasledujicich kritérii. Smyslem této verifikace neni nahradit test interni kontroly kvality.

1. Negativni kalibrator
Negativni kalibrator musi byt pro kazdy zkuSebni test zafazena tfikrat. U negativniho kalibratoru musi
byt dosazena primérna hodnota > 10 a < 150 RLU (relativnich svételnych jednotek), jinak nebude
mozné v testu pokracovat. U replikatd negativniho kalibratoru by mél byt zaznamenan variacni
koeficient (% CV) < 25 %. Pokud bude variaéni koeficient > 25 %, program automaticky vyfadi replikat
s tou hodnotou RLU, ktera se bude nejvice liSit od primérné hodnoty, jakozto « lezici mimo rozsah »,
a na zakladé zbyvaijicich dvou replikatl stanovy novou priimérnou hodnotu. Nové stanoveny variaéni
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koeficient by mél byt < 25 %. V opacném pfipadé jsou ovérovaci kritéria pro kalibraci stanoveni
neplatna a test musi byt zopakovan pro vSechny vzorky pacientd. Vysledky vysetieni vzorku
pacientl se tudiz nesmi vykazat.

2. Pozitivni kalibrator

Pro kazdy zkuSebni test musi byt pozitivni kalibrator zafazen tfikrat. U replikatd pozitivniho kalibratoru
musi byt dosazen variacni koeficient (% CV) ( 20 %. Pokud bude variaéni koeficient > 20 %, program
automaticky vyfadi replikat s tou hodnotou RLU, ktera se bude nejvice liSit od primérné hodnoty,
jakozto « lezici mimo rozsah », a na zakladé zbyvajicich dvou replikatd stanovi novou priameérnou
hodnotu. Nové stanoveny variacni koeficient by mél byt ( 20 %. V opacném pfipadé jsou ovéfovaci
kritéria pro kalibraci stanoveni neplatna a test musi byt zopakovan pro vSechny vzorky pacientu.
Vysledky vySetfeni vzorkd pacientl se tudiz nesmi vykazat.

3. Pomér primérné hodnoty pozitivniho kalibratoru a primérné hodnoty negativniho kalibratoru
Priimérna hodnota vypocitana z replikatll pozitivniho kalibratoru (prdmér PC) a prumérna hodnota
vypocitana z replikatord negativniho kalibratoru (prdmér NC) se pouzivaji pro vypocet poméru primér
PC/pramér NC. Tento pomér (priimér PC/primér NC), ktery bude automaticky vypocitan programem,
musi splhovat nasledujici kritéria pro ovéfeni kalibrace analyzy, a teprve potom bude mozné u danych
vzorkl interpretovat vysledky: Pokud bude tento pomér ( 2,0 a ( 20, program pfejde na vypocet
hranice pozitivity. Je-li pomér < 2,0 nebo > 20, ovéfovaci kritéria pro kalibraci stanoveni jsou neplatna
a test se musi opakovat pro vSechny vzorky pacientll. Vysledky vySetfeni vzork(l pacientd se tudiz
nesmi vykazat.

Poznamka: Pro stanoveni reprodukovatelnosti kalibrator( u testovaci sady DNA digene HC2 GC-ID
byly v ramci internich studii, které zahrnovaly 62 test provedenych pomoci pfistroje
Rapid Capture System a 43 pokusU provedenych manualnim zplsobem, shromazdény
vysledky zpracované pomoci pfistroje digene Microplate Luminometer 2000 (DML 2000)
(viz tabulka 3). Ztéchto vysledkld vyplynulo, ze u pozitivniho kalibratoru byl po 105
testech zaznamenan pramérny variacni koeficient (% CV) roven nebo nizSi nez 6,5 % a u
negativniho kalibratoru roven nebo nizSi nez 14,6 %. U primérného negativniho
kalibratoru bylo pfi manualnich testech dosazeno primérné hodnoty RLU 43, pfi¢emz pfi
testech provadénych pomoci zafizeni RCS bylo dosazeno primérné hodnoty 54, z ¢ehoz
vyplyva, Ze pfi metodé provadéné pomoci RCS byly u negativniho Kkalibratoru
ve srovnani s manualni metodou dosazeny mirné vyssi hodnoty. Ukazalo, Ze tento rozdil
nema (ani u jedno z téchto postupu) zadny vliv na vysledky testu. U negativniho
kalibratoru byla stanovena primérna prahova hodnota 250 RLU, a to na zakladé
statistického vypoctu primérné hodnoty RLU +3SD pro negativni kalibrator pozorovanou
pfi testu digene HC2 CT/GC DNA, pfic¢emz v priibéhu vyvoje zafizeni RCS byl proveden
velky pocet testl. Horni mez tohoto rozsahu +3SD byla navysSena o dalSich 20 %, aby u
negativni hodnoty bylo mozZzné dosahnou prahové hodnoty RLU v rutinni klinické praxi.

U negativniho kalibratoru by méla byt standardné dosahovana hodnota RLU ( 150 a variaéniho
koeficientu CV ( 25 %. Kazda laborator by méla monitorovat kontrolu kvality a prdbéh kalibrace v souladu
s dokumentem C24-2A vydanym Narodnim vyborem pro normy tykajici se klinickych laboratofi (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). Primérna hodnota RLU dosazZena pfi metodé se zafizenim
RCS muze ve vyjimecnych prFipadech pfesahnout hodnotu 150, pficemz muze dojit i k odpovidajicimu
snizeni poméru PC (pozitivni kalibrator) /NC (negativni kalibrator), kde by podle tabulky 3 byla po
kalibraci dosazena pramérna hodnota 8,29. V takovém pfipadé budou vysledky pfijatelné, avSak za
predpokladu, Ze u negativniho kalibratoru (NC) zlstane RLU < 250 a pomér PC/NC bude > 2,0. Pokud
bude negativni kalibrator vykazovat hodnotu RLU vy3Si nez 250 (NC RLU > 250) nebo pokud pomér
PC/NC bude niZ8i nez 2,0, nebo je vétsi nez 20, test bude neplatny.
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Tabulka 3. Souhrn statistickych hodnot negativniho kalibratoru a pozitivniho kalibratoru pro manualini
testy a testy provadéné pomoci metody RCS.

Kontroly kvalityz testovaci

soupravy
Vypocitané priamérné hodnoty pro PC/NC (pramér RLU/CO)
Pocet
Metoda desticek primér median Min max QCCT QC GC
RCS 62 8,29 8,99 3,95 12,72 0,22 4,73
Manualni 43 8,22 8,83 2,59 12,88 0,23 4,07
Vypocitané pramérné hodnoty pro RLU Pramér vypogitaného
varia¢niho koeficientu
Metoda kalibrator primér median Min max (%CV)
RCS negativni 54 46 24 127 14,4
pozitivni 399 405 179 606 6,5
Manualni  negativni 43 36 16 120 14,6
pozitivni 295 309 167 415 4,7

VYPOCET HRANICE POZITIVITY

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

Hranice pozitivity RLU = prumérna hodnota RLU pozitivniho kalibratoru

Priklad vypoctu hranice pozitivity:
Hodnoty NC Hodnoty PC

RLU RLU

97 312

101 335

91 307

Primérna hodnota 96 318
Variaéni koeficient (%CV) 4,9 4,7
Primér PC/primér NC N/A 3,31

Hranice pozitivity RLU je tedy (primérna hodnota PC) = 318

VSechny hodnoty RLU vzorkd budou pfevedeny na pomér k pfislusné hranici pozitivity (CO) RLU
software digene pro pfislusny test. Tak napfiklad vSechny vysledky z celé sady testl vzorkd by mély byt
vyjadreny hodnotou poméru RLU vzorku pacienta/hranice pozitivity testu.

Poznamka: Hodnoty RLU/CO a pozitivni/negativni vysledky dosazené u vSech testovanych vzorku

budou uvedeny ve zpravé o analyze dat provedené pomoci programového softwaru digene
pro pfislusny test.
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KONTROLA KVALITY

Vzorky pro kontrolu kvality jsou dodavany s DNA testem digene HC2 GC-ID. Konzultujte ndvod k pouZiti k
prislusnému software digene analyzypro pokyny, jak vkladat Cisla Sarzi a data expirace pro kontroly
kvality. Tyto kontroly musi byt sou€asti kazdého testu a hodnota RLU/CO kazdé kontroly kvality musi
spadat do limitu nasledujicich rozmezi, aby byl dany test povazovan za platny. Jestlize kontroly kvality
nespadaji do danych rozmezi, stanoveni je neplatné a musi byt opakovano. V disledku toho nelze
pro neplatné stanoveni zaznamenat zadné vysledky, tykajici se pacientek.

QC

QCCT GC

Minimalni hodnota RLU/CO 0 1,0
Maximalni hodnota RLU/CO 0,9999 20,00
Maximalni hodnota %CV 20,00 20,00

1. Kontroly kvality, které jsou soucasti soupravy, jsou klonované terCiky CT a GC DNA, které se skladaji
ze stejného plazmidu vytvofeného pro kazdy jednotlivy organismus (jeden pro CT a jeden pro GC),
stejné tak jako je tomu u pozitivniho kalibratoru, ktery je soulasti testovaci soupravy DNA digene HC2
GC-ID.

2. Tento material pro kontrolu kvality neni totoZny s organismem CT nebo GC v matrici vzorku a neni
vhodny jako uc€inna kontrola kvality pro transportni médium digene STM nebo PreservCyt Solution.

3. Pozitivni kalibrator se pouziva pro normalizaci vysledkd vzork(l vytvofenim hranice pozitivity RLU.
Kontroly kvality dodané s touto soupravou musi byt pouzity pro interni kontrolu kvality. DalSi kontroly
kvality mohou byt testovany podle smérnic nebo pozadavkl mistnich, statnich nebo narodnich
predpist nebo pravidel pfisluSnych organizaci.

4. Aby mohla byt u vzorku testovana efektivita lyze a denaturace, laboratofe by mély pravidelné
pfipravovat kontroly pro pfipravu vzorkl, a to tak, Ze se do nové zkumavky pro STM (médium pro
prenos vzorku) pfida > 5 000 CFU/ml Neisseria gonorrhoeae (auxotyp 1, 5 nebo kmen Type z ATCC).
Predtim, nez zacnete provadét test (stejnym zplsobem jako u klinickych vzork(), nechte vzorek
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Pokud bude vzorek zpracovan nalezitym zpuisobem,
mélo by byt dosazeno RLU/CO > 2,50. Pfipadné je pro tento u€el mozné pouzit i vzorky z testovacich
panell s organismy GC, které jsou komeréné dostupné.

5. Pfijatelna rozmezi pro kalibratory a kontroly kvality byla uréena pouze pro luminometr schvéleny

spole¢nosti QIAGEN. Negativni kalibrator a kontroly kvality monitoruji pfipadné podstatné selhani
reagencii a nezajistuji pfesnost hranice pozitivity stanoveni.

INTERPRETACE VYSLEDKU VZORKU
Pouzita kritéria DNA testu digene HC2 GC-ID

1. Vzorky s pomérem hodnot RLU/CO > 2,50 jsou povaZovany za pozitivné testované pro DNA
Neisseria gonorrhoeae. Zivotaschopnost nebo infekénost mikroorganizmi nelze odvodit, protoze

DNA v testovaném vzorku muze perzistovat i za nepfitomnosti Zzivych mikroorganizm.

2. Vzorky s pomérem hodnot RLU/CO < 1,00 neobsahuji DNA Neisserie gonorhoeae nebo obsahuji
mnozstvi DNA pod detekovatelnym limitem daného testu. Tyto vzorky by mély byt hodnoceny jako
vzorky, kde DNA Neisseria gonorhoeae nebyla zjiSténa. Negativni vysledek nevyluCuje infekci
Neisseria gonorhoeae, protoze vysledky zavisi na adekvatnim odbéru vzorkG a na dostateéném
mnozstvi DNA k detekci.
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3. Vzorky s pomérem hodnot RLU/CO > 1,00 a < 2,50 jsou povazovany za nejednoznacné, tj. v Sedé
zbéné. Vysledky by mély byt povazovany za pravdépodobné pozitivni na DNA Neisseria gonorrhoeae.
Je doporu¢eno opakované testovani nového vzorku od pacientky nebo daldi testovani alternativnimi
postupy vzhledem k omezené prediktivni hodnoté pozitivhiho vysledku pfi uvedenych hodnotach
poméru RLU/CO.

4. Pokud je pravdépodobnost infekce Neisseria gonorrhoea nejistd nebo zpochybnéna klinickym
obrazem a jinymi laboratornimi vysledky, doporuCuje se potvrdit pozitivni vysledky jinou metodou.
Analytické studie pouzivajici tento test ukazaly omezenou zkfizenou reaktivitu s urCitymi sekvencemi
jinych DNA, coz mlze zpUsobit faleSné pozitivni vysledky. Dal$i informace viz oddil Analyticka
specificita.

Béhem klinického hodnoceni testu DNA digene HC2 GC-ID byly 3 ze 17 vysledk( v rozmezi Sedé
zbény potvrzeny kultivaénim vySetfenim na gonokoky jako pozitivni. Zbyvajicich 14 bylo faledné
pozitivnich. Nasledné byla u 5ti vzorkd po¢ate¢ni hodnota RLU/CO mezi 1,00 a 2,50, 3 z nich byly
kultivaci na gonokoky potvrzeny jako pozitivni. Opakované dvojité testovani téchto tfi vzorkl testem
DNA digene HC2 GC-ID pfineslo vysledek RLU/CO vétSi nez = 1,00. Zbyvajici 2 vzorky byly
kultivacné negativni a také byly dvojitym testem DNA digene HC2 GC-ID hodnoceny jako negativni.

OMEZENi METODY

DalSi omezeni metody pfi pouziti systému k testovani velkého objemu vzorku viz UzZivatelska
prirucka pro zafizeni Rapid Capture System.

e KuZziti pouze pro In-Vitro testy.

e Postup, kontrola kvality a hodnoceni vysledkli testu DNA digene HC2 GC-ID je tfeba presné
dodrzovat, aby byly dosaZeny spolehlivé vysledky testu.

e Test DNA digene HC2 GC-ID mlize byt pouzit pouze s cervikalnimi vzorky, odebranymi pomoci
soupravy digene HC2 DNA Collection Device a umisténymi v STM, s cervikalnimi vzorky, odebranymi
pomoci soupravy digene Female Swab Specimen Collection Kit a umisténymi v STM nebo s
cervikalnimi vzorky, odebranymi pomoci kartd¢ku a umisténymi v Hologic PreservCyt Solution.

e Vysledky testu by mély byt hodnoceny pouze ve spojeni s klinickymi Udaji o pacientce a s vysledky
dalSich vysetfeni.

e Test DNA digene HC2 GC-ID poskytuje kvalitativni vysledky. Ciselna hodnota (pomér) nad hranici
pozitivity stanovena ve vzorku od pacientky nekoreluje s mnozstvim DNA gonokokl pfitomnych ve
vzorku.

e Negativni vysledek nevyluCuje moznost infekce Neisseria gonorhoeae, protoze detekce zavisi na
mnozstvi mikroorganizmud pfitomnych ve vzorku a muaze byt ovlivnéna zplsobem odbéru vzorku,
pacientkou, stadiem infekce nebo kmenem Neisseria gonorhoeae, ktery infekci vyvolal.

e Test DNA digene HC2 GC-ID neni uréen k hodnoceni vysledku lécby.

e Test DNA digene HC2 GC-ID byl validovan pouze pro pouziti automatické promyvacky desti¢ek
nastavené dle navodu k testu. Tato hodnotici studie byla provedena v domovské laboratofi, vysledky
jsou ulozeny ve spole¢nosti QIAGEN. Jiné promyvacky destiCek nebo jiné nastaveni uvedené
promyvacky nejsou pro test DNA digene HC2 GC-ID pfipustné.

e Aby se minimalizovala variabilita vysledk(i ziskanych pomoci testu DNA digene HC2 GC-ID, je
nezbytné fadné zaskolit personal laboratofe, ktery tento test provadi. Kazda laboratof musi také
kontrolovat technickou kvalitu provadéni testu. Ktomuto u€elu jsou komeréné dodavany vzorové
testovaci panely obsahujici gonokoky nebo DNA gonokokd, které je tfeba pravidelné testovat
v souladu s ustanovenymi postupy pfi kontrole kvality.
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PREDPOKLADANE VYSLEDKY

PREVALENCE

Prevalence vzork( pozitivnich na Neisseria gonorhoeae se lisi v zavislosti na charakteristice populace —
véku, pohlavi nebo rizikovych faktorech. Prevalence Neisseria gonorhoeae zjisténa pomoci testu DNA
digene HC2 GC-ID v populaci u€astnici se klinické studie se pohybovala mezi 1,1% a 13,0 %. Prevalence
byla vypocitana za predpokladu, ze 17 vzorkd s nejednoznacnym vysledkem bylo GC DNA pozitivnich
(tabulka 4). 8 ztéchto 17 vzorkd bylo potvrzeno jako pozitivni pomoci kultivace gonokokd nebo
polymerazovou fetézovou reakci.

Tabulka 4. Prevalence pozitivnich vysledkl testu DNA digene HC2 GC-ID podle mista testovani

Pracovisté Pozitivni/Testovano % Prevalence
1 60/460 13,0
2 34/302 11,3
3 23/324 71
4 10/390 2,6
5 4/349 1,1
celkem 131/1825 7,2

PREDIKTIVNi HODNOTA POZITIVNICH A NEGATIVNICH VYSLEDKU

Hypotetické pozitivni a negativni predikéni hodnoty (PPH a NPH) testu DNA digene HC2 GC-ID pro rGzné
urovneé prevalence byly pocitany s pouzitim celkové senzitivity a specificity urované jednotlivé pro vzorky
ziskané cervikalnim kartackem digene HC2 DNA Collection Device a pro vzorky odebrané tamponem
digene Female Swab Collection Kit. Tabulka 5 ukazuje hypotetické PPH a NPH pro vzorky ziskané
kartackem (celkova senzitivita 92,6 % a specificita 98,5 %), v tabulce 6 jsou uvedeny hypotetické PPH a
NPH pro vzorky ziskané stérem tamponem (celkova senzitivita 93,0 % a specificita 98,8 %)

Tabulka 5. Hypotetické prediktivni hodnoty testu DNA digene HC2 GC-ID pfi rliznych hodnotach
prevalence (karta€ek - cytobrush).

Prevalence (%) Sensitivita (%) Specificita (%) PPH (%) NPH (%)
5 92,6 98,5 76,5 99,6
10 92,6 98,5 87,3 99,2
15 92,6 98,5 91,6 98,7
20 92,6 98,5 76,3 99,6

Tabulka 6. Hypotetické prediktivni hodnoty digene HC2 GC-ID DNATestu pfi riznych hodnotach
prevalence (stér Stétickou).

Prevalence (%) Sensitivita (%) Specificita (%) PPH (%) NPH (%)
5 93,0 98,8 79,8 99,7
10 93,0 98,8 88,3 99,4
15 93,0 98,8 91,6 99,1
20 93,0 98,8 93,3 98,7
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DISTRIBUCE CETNOSTI:VYSLEDKY RLU/CO U TESTU DNA digene HC2 GC-ID

Distribuce poméri RLU/CO testu DNA digene HC2 GC-ID pozorované v pribéhu multicentrové klinické
studie je znazornéna na obrazku 1. Tyto Udaje zahrnuji vdechny vzorky testované pomoci testu DNA
digene HC2 GC-ID, pro néz byly dostupné také vysledky kultivaéniho vySetfeni (n=1828). Rozbor
vysledkl byl proveden podle nasledujicich podminek: vzorky s hodnotou RLU/CO < 1,00 byly
povazovany za negativni. Vzorky s hodnotou RLU/CO > 2,50 byly povazovany za pozitivni. Vzorky
s hodnotami RLU/CO > 1,00 a < 2,50 byly povazovany za nejednoznacné.

Mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky testu DNA digene HC2 GC-ID je zfejmy velky rozdil pomérd
RLU/CO. U 99 % ( 1 676 z 1 690) z negativnich vysledku testu byly hodnoty poméru RLU/CO mezi 0,0 a
0,5. Pét negativnich vysledkl (5 z 1 690) mélo hodnotu RLU/CO mezi 0,6 a 0,8. Celkem méné nez 1 %
(méné nez 0,9 %, 17 z 1 825) vysledkd vzorkl spada do Sedé zony testu, 47 % (8 ze 17) z nich bylo
kultivacné nebo PCR metodou potvrzeno jako pozitivni. 89 % (93 ze 104) pozitivnich vysledkd testu DNA
digene HC2 GC-ID mélo hodnotu poméru RLU/CO mezi 10 a 2 500.

Obrazek 1. Distribuce Cetnosti vysledkt poméru RLU/CO testu DNA digene HC2 GC-ID

Equivocal Zone 1.0-2.5 RALU/CO

Frequency

0 -_—I
01 02 03 04 05 0.6 0708 08 1 25 5 10 100 2500 5000 «

= coommrema|o | 2]+ o[ 2] | o] o o [o]2]o]r [au]
Il GC Culture Negative m|sue|m|1az‘ 2a| | 2| ‘ | 2 | l |4 | 2 |
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0

*Ukazuje horni limit rozsahu v€etné uvedenych hodnot.
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FUNKCNi CHARAKTERISTIKA TESTU

VYSLEDKY KLINICKE STUDIE PODLE VZORKU

Funkéni charakteristika testu DNA digene HC2 GC-ID byla stanovena srovnanim vysledk( testu a
vysledkl kultivace gonokokul. Bylo testovano 1825 vzork(l od pacientek z 5 rlznych pracovist (napf.
oddéleni pohlavné pfenosnych chorob, poradna pro planovani rodiGovstvi, gynekologicko-porodnické
kliniky). Testy PCR byly provedeny u vzork( s pozitivnim digene HC2 GC—ID DNA testem, ale s negativni
kultivaci. Vysledky testu digene HC2 GC-ID DNA nebyly hodnoceny pomoci vysledku testd PCR, proto
nema PCR metoda Zadny vliv na vypocty funkéni charakteristiky digene HC2 GC—ID DNA testu. Vysledky
klinické studie pro vzorky ziskané cervikalnim kartackem (digene HC2 DNA Collection Device) jsou
uvedeny v tabulce 7, vysledky pro vzorky ziskané stérem tamponem (digene Female Swab Collection Kit)
jsou uvedeny v tabulce 8.

Funké&ni charakteristika testu DNA digene HC2 GC-ID byla stanovena s vyuzitim hranic pozitivity 1,0 a 2,5
bez ohledu na predpoklad, Ze pfedbézné pozitivni vysledky spadaji do nejednoznacné oblasti vysledku
testu, jak je popsano v odstavci Hodnoceni vysledki v tomto navodu k pouziti. Proto se funkénost testu
digene HC2 GC—ID DNA muze ve vasi laboratofi liSit v zavislosti na distribuci hodnot, které spadaji do
Sedé zony a vysledky ziskané novym testovanim predbézné pozitivnich vzorkl se opakuji. Jako pomucka
muze poslouzit fakt, ze méné nez 0,9 % testovanych vzorkl (17 z 1 825) v multicentrické studii uzité ke
stanoveni funkénosti testu digene HC2 GC—ID DNA spadalo do tohoto rozmezi Sedé zény. Podivejte se
na distribuci ¢etnosti pomért RLU/CO v odstavci O¢ekavané vysledky v tomto navodu k pouziti.

Nebyly ziskany dostatecné udaje, které by pfesnéji porovnaly senzitivitu a pozitivni predikéni hodnotu
testu DNA digene HC2 GC-ID pfi pouziti stérd tamponem digene Female Swab Specimen Collection Kit a
pFi sbéru vzorkd cervikalnim kartackem HC Cervical Sampler. ProtoZze pouziti cervikalniho kartacku
digene HC2 DNA Collection Device je kontraindikovano pfi odbéru vzorkd u téhotnych Zen, schopnost
testu zjistit pfitomnost gonokokové DNA muze byt v této skupiné omezena stejné, jako kdyz je pro odbér
vzorku pouzit stér tamponem. Funkéni charakteristika testu pfedpoklada, Zze testované vzorky jsou
uchovavany pfi 2 - 8 stupnich Celsia nebo zamrazené a zpracovany do 1 - 2 tydna po odbéru.

Klinicka senzitivita a specificita testu DNA digene HC2 GC-ID pro detekci pacientek s klinicky manifestni
infekci v nakazlivém stadiu, kdy nemoc muze byt pfenesena na sexualniho partnera nebo zplsobit
komplikace onemocnéni, nebyla srovnavana s jinymi komeréné dostupnymi metodami amplifikace
nukleovych kyselin (NAA) k detekci gonokokové DNA. V klinickych studiich testovani modifikovanymi
komeréné vyrabénymi NAA testy ukazalo pozitivitu u nékterych vzorkld s pozitivnim testem DNA digene
HC2 GC-ID, ale negativnim kultivaénim vysledkem. Oc&ekavand senzitivita je zaloZena na poctu
pozitivnich vysledkl testu DNA digene HC2 GC-ID u pacientek s negativnimi vysledky kultivace Neisseria
gonorhoeae. Senzitivita testu DNA digene HC2 GC-ID je proto mozné odvodit pouze od hodnoty
pozitivnich kultivacnich vysledkd, jejichz senzitivita se pohybuje kolem 60 — 85 %.
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Tabulka 7. Srovnani testu DNA digene HC2 GC-ID s vysledky kultivace gonokok( ze vzorku odebranych kartackem. Funkéni charakteristika
vypoctena s pouzitim RLU/CO hranic pozitivity 1,0 a 2,5 uvedena nize. Hodnoty v zavorkach predstavuji funk&nost za pfedpokladané hranic
pozitivity RLU/CO 2,5. Interval spolehlivosti 95 % zahrnuje obé hranice pozitivity, bodové odhady se liSily u kazdé hodnocené hranice pozitivity

poméru RLU/CO.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID+
kultivace POS POS NEG NEG kultivace-
Pracovi$té n= POS NEG POS NEG Senzitivita PPH Specificita NPH PCR'+
Pfriznaky nemoci
1 351 39 (38) 7(3) 1(2) 304 (308) 97,50 (95,00) 84,78 (92,68) 97,75(99,04) 99,67 (99,35) 5/7 (2/3)
95% ClI 83,1-99,9 80,1-98,5 97,2-99,8 98,2-100
2 188 13 2 4 169 76,47 86,67 98,83 97,69 12
95% ClI 50,1-93,2 59,5-98,3 95,8-99,9 94,2-99,4
3 233 14 6 (3) 1 212 (215) 93,33 70,00 (82,35) 97,25 (98,62) 99,54 0%/6
95% ClI 68,1-99,8 56,6-96,2 96,0-99,7 97,4-100
4 163 4 0 0 159 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
95% ClI 39,8-100 39,8-100 97,7-100 97,7-100
vSechna 935 70 (69) 15 (8) 6 (7) 844 (851) 92,11 (90,79) 82,35 (89,61) 98,25 (99,07) 99,29 (99,18) 6%15
95% ClI 83,6-97,1 80,1-95,4 98,2-99,6 98,5-99,7
Bez pfiznakt
1 101 10 (9) 2 0(1) 89 100,00 (90,00) 83,33 (81,82) 97,80 100,00 (98,89) 2/2
95% CI 69,2-100 51,6-97,9 92,3-99,7 95,9-100
2 12 2 0 0 10 100,00 100,00 100,00 100,00 N/A
95% CI 15,8-100 15,8-100 69,2-100 69,2-100
3 84 1(0) 0 0(1) 83 100,00 (0,00) 100,00 100,00 100,00 (98,81) N/A
95% ClI 2,5-100 2,5-100 95,7-100 95,7-100
4 226 4 2 (0) 1 219 (221) 80,00 66,67 (100,00) 99,10 (100,00) 99,55 12
95% ClI 28,4-99,5 39,8-100 98,3-100 97,5-100 (N/A)
5 1 0 0 0 1 N/A N/A 100,00 100,0 N/A
95% Cl 2,5-100 2,5-100
v§echna 424 17 (15) 4(2) 1(3) 402 (404) 94,44 (83,33) 80,95 (88,24) 99,01 (99,51) 99,75 (99,26) 3/4 (2/2)
95% ClI 72,7-99,9 63,6-98,5 98,2-99,9 98,6-100
Vsechny pacientky
1 452 49 (47) 9 (5) 1(3) 393 (397) 98,00 (94,00) 84,48 (90,38) 97,76 (98,76) 99,75 (99,25) 7/9 (4/5)
95% ClI 89,4-100 79,0-96,8 97,1-99,6 98,6-100
2 200 15 2 4 179 78,95 88,24 98,90 97,81 12
95% ClI 54,4-94,0 63,6-98,5 96,1-99,9 94,5-99,4
3 317 15 (14) 6 (3) 1(2) 295 (298) 93,75 (87,50) 71,43 (82,35) 98,01 (99,00) 99,66 (99,33) 0%/6
95% CI 69,8-99,8 56,6-96,2 97,1-99,8 98,1-100
4 389 8 2 (0) 1 378 (380) 88,89 80,00 (100,00) 99,47 (100,00) 99,74 1/2 (N/A)
95% ClI 51,8-99,7 63,1-100 99,0-100 98,5-100
5 1 0 0 0 1 N/A N/A 100,00 100,00 N/A
95% Cl 2,5-100 2,5-100
Vsichni 1359 87 (84) 19 (10) 7 (10) 1246 1255) 92,55 (89,36) 82,08 (89,36) 98,50 (99,21) 99,44 (99,21) 9%19
95% CI 85,3-97,0 81,3-94,8 98,6-99,6 98,9-99,8

1 pouze informativni charakter; vzorky nebyly rozliseny pomoci PCR.

2 pracovisté 5 nedodalo vzorky ziskané kartaCkem od symptomatickych pacientek

3 ve 2 pfipadech nebyla PCR provedena.
N/A = nelze uplatnit
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Tabulka 8. Srovnani testu DNA digene HC2 GC-ID s vysledky kultivace gonokok(i ze vzorku odebranych stérem §tétickou. Funkéni

charakteristika vypoctena s pouzitim RLU/CO hranic pozitivity 1,0 a 2,5 uvedena nize. Hodnoty v zavorkach pfedstavuji funkénost za

predpokladané hranice pozitivity RLU/CO 2,5. 95 % interval spolehlivosti zahrnuje obé hranice pozitivity, bodové odhady se lisily u kazdé

hodnocené hranice pozitivity poméru RLU/CO.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID+
kultivace POS POS NEG NEG kultivace -
Pracovisté 2 n= POS NEG POS NEG Sensitivita PPH Specificita NPH PCR'+
Priznaky nemoci
1 354 34 (31) 2(3) 2(5) 316 (315) 94,44 (87,18) 94,44 (91,18) 99,37 (99,06) 99,37 (98,44) N/A
95% ClI 81,34-99,32 81,34-99,32 97,75-99,92 97,75-99,92
2 92 13 2(0) 1 76 (78) 92,86 86,67 (100) 97,44 (100) 98,70 (98,73) 0/2
95% ClI 66,1-99,8 75,3-100 95,4-100 93,2-100
3 5 2 0 0 3 100 100 100 100 N/A
95% Cl 15,8-100 15,8-100 29,2-100 29,2-100
5 162 0 3(1) 0 159 (161) N/A 0,00 98,15 (99,38) 100 133
95% Cl 2,5-100 96,6-100 97,7-100
Vsechna 613 49 (46) 7(4) 3(6) 554 (557) 94,23 (88,46) 87,50 (92,00) 98,75(99,29) 99,46 (98,93) 135
95% ClI 84,05-98,79 75,93-94,82 97,45-99,50 98,43-99,89
Bez ptiznaku
1 61 1 0 1 59 50,00 100 100 98,33 N/A
95% ClI 1,26-98,74 2,50-100 93,94-100 91,06-99,96
2 10 2 0 0 8 100 100 100 100 N/A
95% ClI 15,8-100 15,8-100 63,1-100 63,1-100
3 2 0 0 0 2 N/A N/A 100 100 N/A
95% ClI 15,8-100 15,8-100
4 1 0 0 0 1 N/A N/A 100 100 N/A
95% CI 2,5-100 2,5-100
5 186 1 0 0 185 100 100 100 100 N/A
95% ClI 2,5-100 2,5-100 98,0-100 98,0-100
Vsechna 260 4 0 1 255 80,00 100 100 99,61 N/A
95% Cl 28,36-99,49 39,76-100 98,56-100 97,84-99,99
VSichni
1 415 35(32) 5(3) 3(6) 372 (374) 92,11 (84,21) 87,50 (91,43) 98,67 (99,20) 99,20 (98,42) N/A
95% ClI 78,62-98,34 73,20-95,81 96,93-99,57 97,68-99,83
2 102 15 2 (0) 1 84 (86) 93,75 88,24 (100) 97,67 (100) 98,82 (98,85) 0/2
95% ClI 69,8-99,8 63,6-100 91,9-100 93,6-100
3 7 2 0 0 5 100 100 100 100 N/A
95% ClI 15,8-100 15,8-100 47,8-100 47,8-100
4 1 0 0 0 1 N/A N/A 100 100 N/A
95% ClI 2,5-100 2,5-100
5 348 1 3(1) 0 344 (346) 100 25,00 (50,00) 99,14 (99,71) 100 1%3
95% ClI 2,5-100 1,3-98,7 98,4-100 98,9-100
Vsechna 873 53 (50) 10 (4) 4(7) 806 (812) 92,98 (87,72) 84,13 (92,59) 98,77 (99,51) 99,51 (92,59) 135
95% ClI 83,00-98,05 72,74-92,12 97,76-99,41 98,74-99,87

1 pouze informativni charakter; vzorky nebyly rozliseny pomoci PCR.
2 pracoviété 5 nedodalo vzorky ziskané stérem tétickou od symptomatickych pacientek

3ve2 pfipadech nebyla provedena PCR.
N/A nelze uplatnit
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REPRODUKOVATELNOST METODY

Jako souc€ast multicentrové klinické studie byla provedena studie reprodukovatelnosti testu, kterd by
urcila kazdodenni, rutinni, na misté nezavislou celkovou reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 GC-
ID s pouzitim panelu sestaveného ze sekvenci DNA Neisseria gonorhoeae a digene HC2 GC-ID DNA
pozitivnich a digene HC2 GC-ID DNA negativnich klinickych vzorka.

Byl testovan 10-prvkovy panel slepych, denaturovanych klinickych a laboratornich vzorkd sestavajici z 8
pozitivnich vzork(li a 2 negativnich vzork(, po Sesti kopiich dvakrat denné po dobu 3 dnG na 4
pracovistich (3 externi pracovisté a QIAGEN ). Kazdé pracovisté vytvofilo 36 poloZek udajl pro kazdou
testovanou sekvenci. VSechny vzorky byly pfed testovanim denaturovany a uloZzeny ve zmrazeném
stavu. 100 % shody spravnych vysledku bylo dosazeno u 1 152 o¢ekavanych pozitivnich testd (1 152 z 1
152) a u 288mi ocekavané negativnich testll bylo dosazeno 100 % spravnych vysledk( (288 z 288).
Celkova spravnost vysledkl byla 100 % (1 440 z 1 440), s intervalem spolehlivosti 95 %, 99,7-100 a
kappa = 1,00. Nebyl shledan vyznamny rozdil mezi provedenim jednotlivych testl, dny provadéni testd
nebo pracovisti, proto udaje ze v8ech zkoudek na kazdém pracovisti byly sestaveny do tabulky 9:

Tabulka 9. Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 GC-ID v multicentrické klinické studii.

Pracovisté 1 Pracovisté 2 Pracovisté 3 Pracovisté 4 celkem

Cislo | XRLU % ZRLU % ZRLU % ZRLU % XRLU  pozorovano %
terciku /CO shoda /CO shoda /CO shoda /CO shoda /CO [/ ocekavano shoda

1 2,5 100 2,1 100 2,7 100 2,6 100 2,5 144/144 100

2 4.8 100 4,2 100 5,0 100 52 100 4.8 144/144 100

3 29,4 100 23,3 100 30,1 100 30,4 100 28,3 144/144 100

4 51,5 100 43,0 100 52,1 100 54,1 100 50,2 144/144 100

5 2,5 100 2,0 100 2,5 100 2,5 100 2,4 144/144 100

6 4.7 100 3,5 100 4.9 100 4.8 100 4.5 144/144 100

7 14,0 100 10,6 100 13,9 100 14,1 100 13,2 144/144 100

8 16,7 100 12,7 100 17,4 100 18,2 100 16,3 144/144 100

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

10 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100

celkem 1440/1440 100

Druha studie ucinnosti a reprodukovatelnosti testu pouZivajici cely mikroorganizmus Neisseria
gonorrhoeae (GC) inokulovany do zakladni hmoty modelového klinického vzorku epitelialnich bunék byla
provedena na tfech externich pracovistich. 25 testovanych vzorkd zahrnovalo zastupce negativnich,
slabé (na hranici nebo nad hranici detekovatelnosti) a stfedné pozitivnich vzorki se dvéma kmeny
gonokoku, smiSené infekce s Chlamydia trachomatis (CT) a vzorky obsahujici krev. 12 vzorkd bylo
ocekavané pozitivnich a 13 vzork( bylo o¢ekavané negativnich. Procentualni shoda mezi o€ekavanymi a
dosazenymi vysledky v testu DNA digene HC2 GC-ID na tfech jednotlivych pracovistich a pro
vSechna pracovisté dohromady ukazuje tabulka 10. Senzitivita, specificita, shoda a index kappa
pro kazdé pracovisté jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 10. Test DNA digene HC2 GC-ID procentualni shoda podle pracovisté.
pracovisté Pozorované/oekavané % shody*
1 25/25 100% (86,28%-100%)
2 25/25 100% (86,28%-100%)
3 25/25 100% (86,28%-100%)
K:r’:gg\‘/?é‘f 75175 100% (95,20%-100%)

* ¢isla v zavorkach uvadéji 95% interval spolehlivosti
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Tabulka 11. Vysledky DNA digene HC2 GC-ID testu — souhrnna statistika (hranice pozitivity 1,0).

Statisticka
mira pracovisté 1 pracovisté 2 pracovisté 3 celkové

Senzitivita 100% 100% 100% 100%
(73,54%-100%)* (73,54%-100%) (73,54%-100%) (90,26%-100%)

Specificita 100% 100% 100% 100%
(75,29%-100%) (75,29%-100%) (75,29%-100%) (90,97%-100%)

Shoda 100% 100% 100% 100%
(86,28%-100%) (86,28%-100%) (86,28%-100%) (95,20%-100%)

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

** isla v zavorkach uvadéji 95% interval spolehlivosti

PFi bézném testovani ucinnosti je 12 nejednoznaénych vzorku uvedenych v tabulce 10 obsahujicich nizké
koncentrace gonokokii (~5x10* mikroorganizmu/ml) podle oddilu Interpretace vysledkil v tomto navodu k
pouziti jako ocekavané pozitivni. Test ukazal svou schopnost rozliSit DNA gonokok( ve vzorcich s urovni
koncentrace mikroorganizmud na hranici detekovatelnosti pro danou testovaci metodu. DalSi dikaz byl
pozorovan pfi testovani panelu, ktery obsahoval vzorky s malym poétem mikroorganizm( na udrovni
uréené k detekci pomoci metod amplifikace nukleovych kyselin. Testovani na tfech externich pracovistich
a ve spole¢nosti QIAGEN pfineslo 100 % pozitivnich (nebo ocekavané pozitivnich) vysledkd u vzorku na
panelu obsahujicim gonokoky. Ve dvou pfipadech se hodnoty RLU/CO dostaly do Sedé zony testu (viz
Tabulka 12).

Tabulka 12. Vysledky panelt se vzorky Chlamydia tr. (CT) a gonokoki (GC).

Vysledek testu DNA digene HC2 GC-ID

Pracovisté RLU/CO Hodnoceni Oc&ekavany vysledek
1 0,12 NEG NEG
10,45 POS POS
10,26 POS POS
9,74 POS POS
0,14 NEG NEG
2 0,09 NEG NEG
9,31 POS POS
9,93 POS POS
9,69 POS POS
0,09 NEG NEG
0,11 NEG NEG
11,00 POS POS
3 12,08 POS POS
9,45 POS POS
0,10 NEG NEG
0,07 NEG NEG
8,54 POS POS
4 7,27 POS POS
8,09 POS POS
0,08 NEG NEG
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PRESNOST

Studie pfesnosti byla provedena na tfech pracovistich s cilem urcit celkovou a dil€i pfesnost testu DNA
hc2 GC-ID s pouzitim panelu pozitivnich a negativnich slepych, simulovanych klinickych vzorkd. Byla téz
hodnocena pfesnost dvou luminometrii s vyuzitim stejného panelu. Dva luminometrické modely
zahrnovaly pfistroj DML 2000, ktery se doporucuje pouzivat v kombinaci s testem DNA digene HC2 CT-
ID, a luminometr MLX; ktery byl jednim zluminometrickych modell pouzivanych bé&hem klinického
hodnoceni, které jiz nejsou k dispozici. Jedno ze tfi pracovist mélo potize s jinymi DNA digene HC2 testy
provadénymi jako soucast této studie, které byly zplsobeny postupem testovani a nespravnou obsluhou
po nevyhovujicim zaSkoleni laboranta. | kdyz testovani pfesnosti testu DNA digene HC2 GC-ID nebyl
ovlivnéno, laborant provadéjici test musel byt pfeskolen na spravny postup testu.

Tabulka 13ukazuje funkénost testu DNA digene HC2 GC-ID kombinované& pro v8echna pracovisté
(v€etné pracovisté, kde se vyskytly technické potize pfed preskolenim obsluhy na spravny postup pfi
provadéni testu). Test ukazal srovnatelnou pfesnost po preskoleni laborantniho technika, avsak pro
slozku 3 panelu (ktery obsahoval nizkou koncentraci gonokoku) byly naméfené hodnoty RLU/CO blizko
nebo uvnitf Sedé zény 1,0-2,5. Pro potfeby analyzy dat byly hodnoty RLU/CO spadajici do Sedé zény
nebo presahujici 2,5 povazovany za pozitivni. | kdyz to z této tabulky neni patrné, kvalitativni vysledky
byly 100 % (54 z 54) (93,4 %-100 % 95 % interval spolehlivosti) v souladu s oCekavanymi vysledky na
téchto tfech pracovistich.

Tabulka 13. Odhady pFesnosti - rozdily v pFistrojich, sériich testu, celkova pfesnost RLU/CO podle testu

na terCiku.
U 1 pfistroje Mezi 2 pfistroji V baterii testd Celkem

Standard

Prvek Primér odchylka
panelu n RLU/CO (SD) (%CV) (SD) (%CV) (SD) (%CV) (SD) (%CV)
1 54 0,0974 0,0104 10,6818 | 0,0017 1,7328 0,0275 28,2556 0,0275 28,1978
2 54 0,0967 0,0111 11,5031 0,0015 1,5618 0,0338 34,9362 0,0342 35,4230
3 54 3,2335 0,1502 4,6462 0,0356 1,0997 0,3520 10,8869 0,3866 11,9551
4 54 3,8407 0,2078 5,4092 0,0525 1,3671 0,3401 8,8541 0,3487 9,0802
5 54 16,1676 1,0507 6,4986 0,1122 0,6940 2,1788 13,4766 2,1437 13,2589
6 54 18,0704 1,0539 5,8321 0,3456 1,9124 2,3701 13,1158 2,3316 12,9027

Pro potfeby této analyzy dat byly vSechny hodnoty RLU/CO spadaijici do Sedé zény nebo presahujici
hodnotu 2,5 povazovany za pozitivni. DalSi studie pfesnosti byla provedena ve spole€nosti QIAGEN
k uréeni celkové presnosti testu DNA digene HC2 GC-ID s pouzitim pfistroje DML 2000. Sestiprvkovy
panel na testovani pfesnosti byl pfipraven s vyuzitim simulované substance klinického vzorku
z tkanovych kultur epitelialnich bunék v suspenzi s transportnim médiem (digene STM) a obsahoval 2
negativni vzorky, 2 slabé pozitivhi vzorky a dva stfedné pozitivni vzorky, vdechny obsahovaly kartaCek na
odbér vzork(l. Kazdy panel byl testovan ve tfech kopiich, dva panely na desti¢ce, a zpracovavan 2
laboranty v pribéhu péti dnt. Na desti€ce byl pouzit Cerstvé denaturovany panel. Vysledky celkové
presnosti testu DNA digene HC2 GC-ID shromazdéné z celych 5ti dnu testovani jsou uvedeny v tabulce
14. | kdyz to vtabulkach neni uvedeno, kvalitativni interpretace vysledkd byla 100 % v souladu
s oCekavanymi vysledky (120 ze 120; 96,97 % - 100 % 95 %ni interval spolehlivosti), RLU/CO hodnota
stanovena na 1,0.

Tabulka 14. Celkova presnost testu DNA digene HC2 GC-ID.

Prvek Prameér Pramér Prameér

panelu n RLU/CO SD CV% -2xSD +2xSD
1 120 0,11 0,0361 32,28 0,04 0,18
2 120 0,11 0,0283 26,45 0,05 0,16
3 120 3,03 0,3212 10,62 2,38 3,67
4 120 4,06 0,4151 10,23 3,23 4,89
5 120 14,41 2,2239 15,44 9,96 18,85
6 120 13,34 1,7298 12,97 9,88 16,80
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PRESNOST SE VZORKY PRESERVCYT

PFi testu vzorkd PreservCyt Solution byla provedena multicentrova studie, ktera charakterizovala presnost
testu od laboratofe klaboratofi a den ke dni. Dvé externi centra (nepatfici QIAGEN) testovala
dvanactidilny panel simulovanych vzorkd pacientd odebranych v PreservCyt Solution. Kazda laborator
poté testovala panel tfikrat, dvakrat denné po tfi dny pomoci vyrobné stejnych Sarzi €inidel. Dvanactidilny
panel simulovanych vzork(l PreservCyt Solution byl pfipraveny s riznym mnozstvim GC (Auxotype 22;

ATCC 27631) a byl vytvoren panel jako v tabulce 15.

Tabulka 15. Panel simulovanych vzorkl PreservCyt Solution pro testovani DNA digene HC2 GC-ID.

Ocekavany vysledek

Bulk vzorek Casti panelu* testu DNA digene HC2 Perl-bllzne
GC-ID u/CO
A 1P, 2P, 7P, 8P Nizko GC pozitivni ~5
B 3P, 4P, 9P, 10P Stfedné GC pozitivni ~10
C 5N, 11N Negativni ~0,20
D 6N, 12N Negativni ~0,20

*ldentifikator vzorku indikuje znamy status Neisseria gonorrhoeae[pozitivni (P) nebo negativni (N)].

Pro ucely analyzy dat byly &asti panelu ziskané ze stejného bulk vzorku spojené.

Tabulka 16. Kvalitativni vysledky podle bulk vzorku — postup testu DNA digene HC2 GC-ID

. Pozilivhina | §ed3 z6na Negativni
Pool bulk vzorkt A n (% B (%) Celkem
Negativni
(5N, 11N) 0(0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
Negativni
(6N, 12N) 0(0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
Negativni celkem 0 (0,0) 0 (0,0) 216 (100) 216
Nizka pozitivita
(1P, 2P, 7P, 8P) 216 (100) 0(0,0) 0(0,0) 216
Stiedni pozitivita
(3P, 4P, 9P, 10P) 216 (100) 0(0,0) 0(0,0) 216
Pozitivni celkem 432 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 432

Tabulka 17. Standardni odchylky (SD) a varia¢ni koeficienty (CV) pro pfesnost podle laboratofe a dne:
digene HC2 GC-ID DNA Test v PreservCyt

SD
Vzorek n Pramér | vramci | SD mezi | SD mezi | SD mezi | Celkova %CV
RLU/CO | stanove- | stanovenimi dny centry SD o
ni
Negativni
108 | 0,201 0,037 0,019 0* 0,032 0,052 25,9
(5N, 11N)
Negativni
108 | 0,198 0,055 0,016 0,019 0,021 0,064 32,3
(6N, 12N)
GC stfedni pozitivita
216 | 7,981 0,906 1,203 0 0,243 1,526 19,1
(3P, 4P, 9P, 10P)
GC nizka pozitivita
216 | 4,648 0,675 0,478 0,308 0 0,883 19,0
(1P, 2P 7P, 8P)

*Slozky negativni proménlivosti byly nastaveny na nulu.
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ANALYTICKA CITLIVOST

Analyticka citlivost (limit detekce) testu DNA digene HC2 GC-ID byla stanovena pfimym testovanim sérii
fedéni panelu vzork(l sestavajicich z 114 jednotlivych izolath Neisseria gonorrhoeae. Téchto 114 izolatl
predstavovalo 13 auxotypd, 5 serovard, 10 kmen0 rezistentnich na antibiotika, 6 izolatd kmenu bez
plazmidd a 2 necharakterizovanych izolat(i nalezenych b&hem multicentrické studie. Ctyistupfiové fedéni
kazdého z izolatu fazené v sériich bylo jednorazové testovano metodou DNA digene HC2 GC-ID ke
stanoveni detekénich limitd testu. Detekéni limit pro kazdy auxotyp Neisseria je uveden v tabulce 18.
Urover limitu detekce byla uvedena jako fedéni kazdého z auxotypd, kde byla detekovana hodnota blizko
zbény nebo v Sedé z6né testu 1,0-2,5 RLU/CO.

Analyticka citlivost testu DNA digene HC2 GC-ID se pohybovala mezi 25 az 50 000 CFU/ test u 114
testovanych izolatt Neisserie, zahrnujicich auxotypy, serovary, izolaty bez plazmidd a kmeny rezistentni
na antibiotika. Pouze jeden ze Sesti kmenl bez plazmidl a jeden z péti testovanych serovarl Neisseria
gonorrhoeae IA-5 byl detekovan pfi koncentraci 50 000 CFU/test; zadny z dalSich 112 izolatl nebyl
detekovan pfi koncentracich nad 5000 CFU/ test. Primérny limit detekce u vSech 114 izolatld se
pohyboval mezi 974 a 2 887 CFU/ test, zohlednény byly téz izolaty v fedéni spadajicim do
nejednoznacné zony testu a nad 2,5 RLU/CO. Celkovy pramérny limit detekce byl 1 931 CFU/test (3,8 x
10* CFU/ml). Klinické vzorky, které obsahuji mikroorganizmy na urovni nebo blizko trovné limitu detekce,
mohou vyzadovat provedeni opakovaného testu alternativni metodou nebo nabér nového vzorku od
pacientky, jak je uvedeno v odstavci Hodnoceni vysledk( tohoto navodu k pouZziti.
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Tablulka 18. Souhrn limitu citlivosti detekce pro GC auxotypy, serovary, kmeny bez plazmidd a kmeny
rezistentni k antibiotikim.

Detekovatelna koncentrace

Auxotyp CFU/mI CFUltest
N. gonorrhoeae Auxotyp 1 1000 50
N. gonorrhoeae Auxotyp 12 500-5000 25 - 250
N. gonorrhoeae Auxotyp 16 10%-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae Auxotyp 22 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae Auxotyp 5 500-5000 25 -250
N. gonorrhoeae Auxotyp 9 5 x10* 2500
N. gonorrhoeae Auxotyp AHU (5 izolatd) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae Auxotyp Arg (5 izolatd) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae Auxotyp AU (5 izolatd) 10°-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae Auxotype PAU (5 izolat) 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae Auxotype Pro (5 izolatd) 10*-10° 500 - 500
N. gonorrhoeae Auxotype Proto (5 izolatd) 10%-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae Ciprofloxacin slabé citlivy (Cipl) (5 izolatd) 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae Ciprofloxacin rezistentni (Cip R) (4 izolata) 10%-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae CMRNG (5 izolat1) 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae jiné-5423 10*-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae jiné-5658 10%-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae PenR (5 izolath) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae PenR (5 izolatt) 10%-10° 50 - 50,000
N. gonorrhoeae kmeny bez plazmidd (6 izolatd) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae PPNG 3.05 (5 izol4tti) 10%-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae PPNG 3.2 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae PPNG 4.4 (4 izolaty) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae Serovar | A-1 or IA-2 (5 izolat() 10*-10° 500 - 50,000
N. gonorrhoeae Serovar | A-5 (4 izolaty) 10%-10* 50 - 500
N. gonorrhoeae Serovar | B-1 (5 izolatd) 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae Serovar | B-4 or IB-15 (5 izolatt) 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae Spectinomycin rezistentni (SpecR) 10° 5000
N. gonorrhoeae TetR (5 izolat() 10%-10° 50 - 5000
N. gonorrhoeae TRNG Americky (5 izolatd) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae TRNG Holandsky(5 izolatt) 10*-10° 500 - 5000
N. gonorrhoeae Typovy kmen 500-5000 25-250

DALSI FAKTORY TYKAJICi SE VZORKU PRESERVCYT SOLUTION

Limit detekénich zkoumani popsany v pfedeslé sekci pro STM nebyl opakovan se vzorky PreservCyt
Solution, protoze se oCekava, Zze analyticka citlivost testu je nezavisla na STM i typu vzorku PreservCyt
Solution, zvlasté protoZze vzorky PreservCyt Solution podléhaji konverznimu postupu (detaily viz Pokyny
k pouziti digene HC2 Sample Conversion Kit). Tento postup vykazuje vzorky PreservCyt Solution
v podobném sloZeni, jako vzorky STM pfed pouzitim s testem DNA digene HC2 GC-ID.

Ale protoZe vzorek PreservCyt Solution podléhd b&hem pfipravy centrifugaci, bylo nezbytné vyhodnotit
jakykoli mozny vliv centrifugace na analytickou citlivost testu DNA digene HC2 GC-ID. Aby bylo mozné
posoudit mozny vliv centrifugace na analytickou citlivost, bylo pfipraveno osmdesat osm (88) paru
Neisseria gonorrhoeae DNA negativnich STM a PreservCyt Solution vzorkl s odpovidajicim mnozstvim
organism( Neisseria gonorrhoeae (bezplazmidovy kmen NRL 33151). Byly testovany parové vzorky a
srovnanim ziskanych hodnot RLU/CO byla odhadnuta analyticka citlivost [(PreservCyt:STM) x 100].
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Tabulka 19. Srovnani analytické citlivosti testu DNA digene HC2 GC-ID mezi
parovanymi cervikalnimi vzorky PreservCyt Solution a STM.

Test DNA digene HC2 GC-ID PC:STM
STM PreservCyt RLU/CO
Pocet vzorku 88 88 -
Pramér RLU/CO 3,97 4,91 1,24
Median RLU/CO 4,01 4,93 1,23
Standardni odchylka (SD) 0,34 1,00 -
Minimum RLU/CO 3,06 2,30 -
Maximum RLU/CO 4,77 7,10 -

DalSi studie poskytla podobné srovnani s parovanymi, simulovanymi vzorky pacientl. Vzorky pacientu,
odebravé v roztoku PreservCyt, byly ziskany z centra nepatfici QIAGEN a pozitivni vzorky byly ureny
testem DNA digene HC2 GC-ID. Tyto pozitivni vzorky pacientl byla pak kombinovany tak, aby vzniklo
celkem 10 koncentrovanych pooll vzorku PreservCyt. Z téchto pooll byly pfipraveny dva alikvotni podily
a zpracovany tak, aby vznikly bunééné pelety. Bunécné pelety byly resuspendovany ve fosfatovém
fyziologickém roztoku (PBS). Podil A byl pfipraven pfidanim resuspendované pelety do STM a podil B byl
pfipraven pfidanim resuspendované pelety do PreservCyt. Oba alikvotni podily byly testované pomoci
testu DNA digene HC2 GC-ID s nasledujicimi vysledky:

Tabulka 20. Srovnani analytické citlivosti testu DNA digene HC2 GC-ID —
simulované (poolované) cervikalni vzorky PreservCyt Solution
parované s STM.

Test DNA digene HC2 GC-ID PC: STM
STM PreservCyt RLU/CO
Pocet vzorki 10 10 -
Pramér RLU/CO 4,80 4,32 0,90
Median RLU/CO 2,66 2,47 0,93
Standardni odchylka (SD) 5,44 5,08 -
Minimum RLU/CO 1,16 1,02 -
Maximum RLU/CO 18,97 17,26 -

38



ANALYTICKA SPECIFICITA

Byla testovana série bakterii, virti, plazmidu a lidského buné&ného materialu a krevnich slozek, které se
potencionalné vyskytuji v zenském anogenitalnim traktu. Cilem bylo stanovit vyskyt zkfizené reaktivitg
testu DNA digene HC2 GC-ID. VSechny mikroorganizmy byly testovany v koncentraci 10° a 10
organizmt nebo CFU na ml, kde to bylo mozné — v koncentraci 10° organizm(i nebo CFU na ml, pokud
neni nize uvedeno jinak. Purifikovana DNA vird a plazmidd byla testovana v raznych koncentracich — viz

nize.

Seznam testovanych bakterii:

Acinetobacter anitratus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter Iwoffi
Achromobacter xerosis
Actinomyces israelii
Alcaligenes faecalis

Bacillus subtilus

Bacteroides fragilis
Bacteroides melaninogenicus
Branhamella catarrhalis (6 izolat()
Candida albicans

Candida glabrata

Chlamydia pneumoniae °
Chlamydia psittaci ° (2 kmeny)
Chlamydia trachomatis b (serovar B, Ba, E, J, L3) °
Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (klinicky izolat) T
Escherichia coli (HB101) T
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis

Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Kingella denitrificans d
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii
Mobiluncus mulieris

Moraxella lacunata
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

Neisseria caviae (2 izolaty) °

Neisseria cuniculi (3 izolaty) '

Neisseria cinera (6 izolat()

Neisseria flavescens (4 izolaty)
Neisseria species ¢ *

Neisseria lactamica (6 izolati) °
Neisseria meningitidis (skupina A, B, C, W135, Y)
Neisseria mucosa (6 izolattr) ¢

Neisseria polysaccharea

Neisseria sicca (6 izolatu)

Neisseria subflava

Neisseria subflava biovar flava (5 izolat()
Neisseria subflava biovar perflava (4 izolatt) h
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus asaccharalyicus
Peptostreptococcus productus

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa °

Salmonella minnesota

Salmonella typhimurium

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus (ProtA +)
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae (Grp B)
Streptococcus pyogenes (Grp A)
Streptomyces griseus

Treponema pallidum

Trichomonas vaginalis '

Ureaplasma urealyticum

Testované koncentrace (organizmi/ml nebo CFU/ml pro druh Neisseria):

25x10% 5x107, 5x 108, 8 x 104, 8 x 10%, 8 x 108, 9 x 104, 9 x 10%, 9 x 108

b2 x 105 2x107a2x 108
c1x105 1x107a1x 108
45x 109 5x 107, 5x 108

e1,1x 1095, 1,1x 107, 1,1 x 10°
79,7 x 105, 9,7 x 106, 9,7 x 108
92x107,2x108a2x 10°
"4,8 x 104, 4,8 x 106, 4,8 x 108
i1x10%a1x 108

T Byl testovan kmen E. coli kmen uzity ke kultivaci plazmidd (HB101) a klinicky izolat E. col.
* Kmen ATCC Neisseria ma vlastnosti Neisseria gonorrhoeae a Neisseria meningitidis (ATCC #43831).



VSechny bakterie kromé Neisseria gonorrhoeae, které se potencionalné nachazeji v urogenitalnim traktu
s vyjimkou tfi komenzalnich kmen(l Neisserie a Chlamydia psittaci, vykazovaly negativni test DNA digene
HC2 GC-ID. Pouze mirna zkfizena reaktivita interpretovana jako pravdépodobné pozitivni byla zjisténa u
Chlamydia psittaci a Neisseria lactamica. Tato zkFizena reaktivita by neméla ovlivnit hodnoceni vysledku
testu DNA digene HC2 GC-ID ve vzorcich z urogenitalniho traktu. Mikroorganizmy, které vykazovaly
urCity stupen zkfizené reaktivity, jsou:

hodnoceni Koncentrace, pfi které se objevila zkfizena reakce
Chlamydia psittaci (1 ze 2 izolatd) Pravdépodobné pozitivni 1 x 107 organizma/ml
Neisseria lactamica (1 ze 6 izolatd) Pravdépodobné pozitivni* 1x 109 CFU/mI
Neisseria meningitidis T 7
(skupina Y, 1 ze 2 izolatd) Pozitivni 1 x 107 CFU/m
Neisseria mucosa (1 ze 6 izolat() Pozitivni 5x 109 CFU/mI

* RLU/CO spada do Sedé zony testu 1,00 az 2,50.

Tfi komenzalni kmeny Neisserie, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis, a Neisseria mucosa, se
primarné nachazeji v nosohltanu a hornich dychacich cestach. Jsou vzacné izolovany i v urogenitalnim
traktu''* Dale zkfizend reagujici izolat Neisseria meningitidis skupiny Y, ktery nebylo mozno zaradit
podle typu lipopolysacharidu; je vzacné nalézan v bézné populaci. Chlamydia psittaci mGze byt nalezena
na kizi lidi pracujicich nebo manipulujicich s ptaky, avéak nebyla nalezena v anogenitaini oblasti.'

Dokonce ani vSechny izolaty daného kmene nereagovaly zkiizené v testu DNA digene HC2 GC-ID, &imz
se sniZuje pravdépodobnost nalezu faleSné pozitivhiho vysledku z klinického vzorku v pfipadé pfitomnosti
uvedeného kmene. Napfiklad pét ze Sesti izolatl Neisseria lactamica nebo Neisseria mucosa byly
testovany v testu DNA digene HC2 GC-ID negativné stejné jako jeden ze dvou kmenu Chlamydia psittaci.
Proto se nepredpoklada, ze zkfizena reaktivita v testu DNA digene HC2 GC-ID uvedena u zminénych tfi
komenzalnich kmenl Neisserie a Chlamydia psittaci by mohla vést k nespravnému klinickému hodnoceni
pozitivniho vysledku testovani vzorku z anogenitalniho traktu.

Pfehled virové DNA, plazmidové DNA a lidského bunéfného materialu nebo slozek krve, které byly
testovany, v€etné odpovidajicich koncentraci:

Cytomegalovirus® lidsky Papillomavirus typ 6 1
Virus Epstein Barrové® lidsky Papillomavirus typ 11"
HBsAg Pozitivni Serum°® lidsky Papillomavirus typ 16"
Herpes Simplex 4 lidsky Papillomavirus typ 18
Herpes Simplex 11 pBR322'

Human Immunodeficiency Virus (HIV)b‘g sv40!

Lidska genomova DNA® PGEM®3Z

Lidska placentarni DNA® PGEM®3Zf(-Y

Lidska plna krev lidské epitelialni buﬁkyk

Testované koncentrace:

21 x10% 1 x 10"; 1 x 10° virovych &astic/ml
®1x10° 1 x 107, 1 x 108 virovych &astic/ml
©2,9x10% 1,1 x 10° virovych &astic/ml
46,1 x 10°% 2,4 x 10 virovych ¢astic/ml
€2,7 x 10% 1,1 x 10° kopii/ml

1,1 x 10% 4,6 x 10® virovych &astic/ml
92x10% 2 x 10"; 2 x 10° virovych &astic/ ml
" 5%; 10%; 50%

' 2,1x 10% 8,3 x 10® kopii/ml

"1 ng/ml; 4 ng/ml

*1x10% 1 x 10°% 1 x 10" bunék/ml
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Zadny ztestovanych virll nevykazoval zkfizenou reaktivitu vtestu DNA digene HC2 GC-ID; av$ak
zkfizena reakce se objevila u plazmidd pBR322, pGEM® 3Z, a pGEM® 3Zf(-). VSechny ostatni DNA
preparaty vcetné lidské DNA byla testovany s negativnim vysledkem. Lidska krev ani epitelialni buriky
nevykazovaly v testu DNA digene HC2 GC-ID zkfizenou reaktivitu. ZkFfizena reaktivita mezi pBR322 a
testem DNA digene HC2 GC-ID neni prekvapenim vzhledem ke zplsobu, jakym je GC sonda pfipravena.
Pritomnost pBR322molognich sekvenci byla u lidskych genitalnich vzork( hlaSena, vyskytuji se faleSné
pozitivni vysledky v pfitomnosti vysokych koncentraci bakterialnich plazmida. AvSak zadny ze 103 vzorku
pozitivné testovanych na Neisseria gonorhoeae pomoci testu DNA digene HC2 GC-ID v americké
multicentrické klinické studii nebyl oznacen za faleSné pozitivni kvuli zkfizené reakci se sekvencemi
pBR322. Tim je pravdépodobnost falesné pozitivnich vysledkl testu DNA digene HC2 GC-ID
zpusobenych zkfizenou reaktivitou homolognich sekvenci pBR322 u klinickych vzorkd zfejmé nizka. |
kdyz test DNA digene HC2 GC-ID mize zkfizené reagovat s Chlamydia psittaci, pBR322, pGEM, a
nékolika komenzalnimi kmeny Neisserii, pravdépodobnost, Ze tyto organizmy ovlivni hodnoceni restu, je
mald, jak ukazuji vysledky multicentrické klinické studie.

HOMOLOGIE SOND S PLAZMIDOVOU A GENOMOVOU DNA

Genomové sondy jsou homologni k asi 0,5% genomu Neisseria gonorrhoeae. Je uvedena charakteristika
pro kazdou sondu testu DNA digene HC2 GC-ID:

T P¥iblizna velikost inzerce % genomu
Sonda w (bp)
pGC1 Genomovy 6.400 0,34%
pGC2 3.300 0,17%
9 700 (celkem) 0,51%
pGC3 kryptovy plazmid 4.200 N/A*

* predstavuje celou sekvenci sondy

VLIV KRVE A JINYCH LATEK NA VZORKY SUSPENDOVANE V TRANSPORTNIM MEDIU (STM)

V testu DNA digene HC2 GC-ID byl hodnocen vliv krve a jinych potencialné inhibujicich definovanych
latek. PIna krev a jeden z komer¢né dodavanych typl sprchového gelu, antimykoticky krém a spermicidni
gel (latky, které se mohou bézné vyskytovat v cervikalnich vzorcich) byly pfidany do pozitivnich vzorki (
ze skupiny klinickych vzorkl) v koncentracich, které mohou byt pfitomny ve vzorcich z hrdla délozniho
(viz tabulka 21). Nebyly pozorovany zadné fale$né pozitivni vysledky u zadné z téchto latek a v zadné z
pouzitych koncentraci. Studie s neurenymi latkami pfitomnymi ve skupiné 100 negativnich klinickych
vzorkl ukazala, ze tyto nespecifikované latky nebrani vytvoreni pozitivni reakce v testu DNA digene HC2
GC-ID ve srovnani s reakci pozorovanou pfi testovani gonokoku v suspenzi s transportnim médiem.

Tabulka 21. Vliv interferujicich latek na vysledky testu.
vysledky testu DNA digene HC2 GC-ID

Skupina klinickych vzorku Médium pro pfenos vzorku
Negativni Pozitivni* Pozitivni*
Vysledek Latka Koncentrace RLI/CO Zjisténo RLU/CO Zjisténo RLU/CO Zjisténo
Z&dna (kontrola) 0,15 NA 3,41 NA 2,70 NA

Krev 1% 0,21 +37% 3,17 -T% 3,21 +19%
5% 0,19 +22% 3,11 -9% 3,05 +13%
Sprchovy gel 1% 0,21 +37% 3,48 +2% 2,80 +4%
5% 0,18 +20% 3,47 +2% 3,20 +18%
Antimykoticky krém 1% 0,19 +20% 3,60 +5% 2,95 +9%
5% 0,20 +30% 3,52 +3% 3,09 +14%
Spermicidni gel 1% 0,08 -54% 3,18 7% 2,98 +10%
5% 0,08 -54% 3,24 +5% 3,10 +15%

* inokulovano 10° CFU/ml autotypu 1 Neisseria gonorrhoeae.
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VLIV KRVE A JINYCH LATEK NA VZORKY PRESERVCYT SOLUTION

Hodnoceni konkrétnich ruSivych substanci, jak je uvedeno v pfedchozi sekci pro vzorky STM, nebylo
provedeno pro vzorky PreservCyt Solution. Ale ani se neotekava, Zze vzorky PreservCyt Solution budou
vykazovat rozdilné interferenéni profily nez vzorky STM, protoze anatomické umisténi odbéru
endocervikalnich vzorkl je identické jak pro vzorky PreservCyt Solution, tak pro vzorky STM. DalSim
divodem je to, ze vzorky PreservCyt Solution podléhaji pfipravnému konverznimu postupu (popsanému
v navodu k pouziti k digene HC2 Sample Conversion Kit), ktery je upravi do podobného slozeni jako
vzorky STM.

Rezidualni pufr (SCB)1 muze byt pfitomny ve stopovém mnozstvi v plné konvertovanych vzorcich
PreservCyt Solution. Z tohoto ddvodu byla provedena analyticka studie, ktera ovéfila analyticky vykon
testu DNA digene HC2 GC-ID v pfitomnosti rdznych mnozstvi SCB. V STM byly pfipraveny r{zné
koncentrace plasmidové DNA GC. Piebyte¢na mnozstvi SCB byla pfidana do vzorku a tfi alikvotni podily
z kazdého vzorku byly testovany a byl ziskan pradmér RLU/CO pro kazdy vzorek za pfitomnosti bud
PreservCyt Solution, nebo SCB. Srovnani téchto pridmérnych hodnot RLU/CO pro kazdy vzorek s
primérem hodnot RLU/CO pro kazdy kontrolni vzorek STM vedlo k nulovému poctu faleSné pozitivnich
vysledkl nebo k faleSné negativnim vysledkam.

! Pufr je pufrovaci roztok s eosinem Y a 0,05% azidu sodného, ktery je nutny ke konverzi vzorku PreservCyt. Viz dalSi
detaily v digene HC2 Sample Conversion Kit firmy QIAGEN .
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PRESNOST V HRANICNi OBLASTI TESTU DNA digene HC2 GC-ID PRI ZPRACOVANI KLINICKYCH
VZORKU UCHOVANYCH V SUSPENZI S TRANSPORTNIM MEDIEM

Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 GC-ID pfi zpracovani vzork(l odebranych do suspenze
s transportnim médiem byla stanovena studii vyuzivajici 30 klinickych soubort (15 pozitivnich a 15
negativnich) pfipravenych kombinovanim jiz dfive denaturovanych a testovanych vzorkd odebranych
cervikalnim kartackem do suspenze s transportnim médiem (STM). Vzorky byly testovany ve 4 sériich po
dobu péti dn(, celkové pro kazdy vzorek byl test dvacetkrat opakovan. K testovani byl pouzit test DNA
digene HC2 GC-ID. Byla vypocitana primérna hodnota RLU/CO, 95 %ni interval spolehlivosti pro primeér
(95 % interval spolehlivosti) a procentuaini vyjadreni pozitivity vysledkl pro kazdy vzorek béhem péti dna,
jak uvadi tabulka 22.

Tabulka 22. Priimérna hodnota RLU/CO s intervalem spolehlivosti a procentualni zastoupeni pozitivnich
vysledku v testu DNA digene HC2 GC-ID (sestupné poradi podle priimérné hodnoty

RLU/CO).
islo RLU/CO 95% interval spolehl. % pozitivnich
1 1,92 1,31-2,00 100 (20/20)
2 1,22 1,16-1,29 100 (20/20)
3 1,21 1,16-1,25 100 (20/20)
4 1,21 1,16-1,25 90 (18/20)
5 1,17 1,03-1,28 100 (20/20)
6 1,14 1,09-1,18 90 (18/20)
7 1,08 1,04-1,12 80 (16/20)
8 1,05 1,00-1,09 70 (14/20)
9 1,05 1,01-1,09 70 (14/20)
10 1,02 0,98-1,06 65 (13/20)
11 1,00 0,96-1,03 65 (13/20)
12 1,00 0,97-1,03 45 (9/20)
13 1,00 0,96-1,03 40 (8/20)
14 0,98 0,95-1,02 45 (9/20)
15 0,91 0,89-0,94 10 (2/20)
16 0,90 0,87-0,92 0 (0/20)
17 0,87 0,84-0,91 5 (1/20)
18 0,86 0,83-0,89 0 (0/20)
19 0,84 0,82-0,85 0 (0/20)
20 0,82 0,79-0,85 0 (0/20)
21 0,79 0,75-0,82 0 (0/20)
22 0,77 0,78-0,80 0 (0/20)
23 0,76 0,74-0,79 0 (0/20)
24 0,75 0,78-0,79 0 (0/20)
25 0,73 0,70-0,75 0 (0/20)
26 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
27 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
28 0,56 0,53-0,59 0 (0/20)
29 0,54 0,52-0,56 0 (0/20)
30 0,12 0,11-0,13 0 (0/20)

Vzorky s primérnou hodnotou RLU/CO 20 % a vice nad hranici pozitivity byly pozitivni nebo
pravdépodobné pozitivni v 97 %, zatimco vzorky s prdmérnou hodnotou RLU/CO 20 % a vice pod hranici
pozitivity byly negativni ve 100 %. Tyto vysledky ukazuji, ze vzorky s hodnotou liSici se 0 20 % a vice od
hranice pozitivity davaji spolehlivé vysledky v testu DNA digene HC2 GC-ID.

Vzorky s hodnotami blizko hranice pozitivity testu byly pozitivni i negativni: ty, jejichz hodnota se
pohybovala do 20 % nad hranici pozitivity, byly pozitivni nebo pravdépodobné pozitivni v 69,4 %. Vzorky
do 20 % pod hranici pozitivity byly negativni v 91,4 %.

Tyto zavéry ukazuji, Ze test DNA digene HC2 GC-ID dava reprodukovatelné vysledky pfi vySetfeni

klinickych vzorki odebranych do suspenze s transportnim médiem, jejichz hodnoty RLU/CO se pohybuiji
v rozmezi do 20 % okolo hranice pozitivity testu.
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INFORMACE O HISTORII TESTU

V minulosti se kromé pfistroje DML 2000 k ziskani dat a stanoveni funk&ni charakteristiky testu DNA
digene HC2 GC-ID pouzival také luminometr Dynex Model MLX. Luminometr MLX jiz neni k dispozici a
pro odecitani vysledkd je stale pouzivan pfistroj DML 2000. Nasledujici udaje byly shromazdény
v multicentrické klinické studii a poslouzily ke stanoveni reprodukovatelnosti pozitivniho kalibratoru a
negativniho kalibratoru - jsou uvedeny niZe jako historické informace.

K ur€eni reprodukovatelnosti pozitivniho kalibratoru a negativniho kalibratoru a odhadu nutnosti provadét
manualni pfepocet byly shromazdény a zpracovany vysledky klinickych zkousek zahrnujici 79 sérii testd
DNA provedenych metodou digene HC2 GC-ID (tabulka 23). Vysledky ukazaly, ze primérna hodnota %
hranice pozitivity v téchto 79 sériich byla 5,79 % a zadna ze sérii testl neméla primérné hodnoty
negativniho kalibratoru pfesahujici 150 RLU. Pokud sledujeme 3 hodnoty opakovani pozitivniho
kalibratoru v kazdém testu, reprodukovatelnost kalibratoru vy8Si nez 20 % hranice pozitivity byla
pozorovana pouze v 1 ze 79 testu (1,3 %), kde nasledné byla % hranice pozitivity prepocitana. Po korekci
zustala % hranice pozitivity v testu pod 15 %, coz vyjadfovalo validitu vSech sérii testU.

Tabulka 23. Funkéni charakteristika pozitivniho kalibratoru a negativniho kalibratoru. Zpracovany udaje z
multicentrické klinické studie a studie pfesnosti (n = 79 sérii testl).
Pramér vypocitanych
pramérd (RLU)
Upraveno pro

Pramér vypocitanych
variaénich koeficientt %CV
Upraveno pro

Pocet Priimér Typ kontroly

seérii SIN nebo vysledky vysledky
Pristroj testd poméru kalibratoru 3 opakovani mimo rozsah 3 opakovani mimo rozsah
DML2000 9 7,71 Negativni 40,300 34,470 18,960 12,240
Pozitivni 292,370 292,370 6,670 6,670
Pristroj 70 4,52 Negativni 0,076 0,070 13,830 12,360
MLX* Pozitivni 0,292 0,292 5,674 5,674

* jiz neni k dispozici

EKVIVALENCE MEZI VZORKY STM A PRESERVCYT SOLUTION

Ekvivalence mezi vzorky STM a PreservCyt Solution byla zjiSténa v klinickém vySetfeni 1252 parovanych
cervikalnich vzorkl. Vzorek Preservcyt Solution byl zpracovan podle navodu k pouziti k digene HC2
Sample Conversion Kit a testovan s parovym vzorkem STM testem DNA digene HC2 GC-ID. Vysledky
tohoto vySetfeni jsou uvedeny nize v tabulce 24. Klinicka ucinnost byla stanovena se zbytkovym
objemem vét§im nez 6,5 ml na vzorcich za pouziti roztoku PreservCyt. Testovani vzork se zbytkovym
objemem od 4,0 - 6,5 ml musi byt ovéfeno laboratofi.

Tabulka 24. Souhrn statistickych dat pro shodu testu DNA digene HC2 GC-ID mezi parovymi
cervikalnimi vzorky odebranymi v PreservCyt Solution a STM.

Pozitivni Negativni
shoda shoda Celkova shoda
Kapa (n/N) (n/N) (n/N)

Kohorta 95% ClI 95% CI 95% ClI 95% ClI

Exkluze dat Sedé 0,96 98,00 99,75 99,68
26ny (49/50) (1181/1184) (1230/1234)
0,92, 0,99 89,35, 99,95 99,26, 99,95 99,17, 99,91

Retestovaci 0,93 91,80 99,75 99,36
algoritmus Sedé zény (56/61) (1188/1191) (1244/1252)
0,88, 0,98 81,90, 97,28 99,27, 99,95 98,74, 99,72

*Vzorky v rozsahu 1,0 az 2,5 RLU/CO byly retestovany dvakrat. Klasifikace vzork( byla uréena podle pravidla dva

ze tfi.
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Reprodukovatelnost testu DNA digene HC2 GC-ID byla soucasti klinického vysSetfeni, aby se tak
dokazalo, ze lze dosahnout ekvivalentni vysledky testu DNA digene HC2 GC-ID pfi pouziti panelu 20
vzork(l PreservCyt Solution a testovani po tfi dny ve tfech laboratofich. Vysledky této studie
reprodukovatelnosti jsou uvedeny nize v tabulce 25.

Tabulka 25. Shoda testu DNA digene HC2 GC-ID v % podle centra.

Pozorované proti
Centrum Oc&ekavané Shoda v % (95% CI)
1 60/60 100 (94,04, 100)
2 60/60 100 (94,04, 100)
3 59/60 98.33 (91,06, 99,96)
Vsechna centra spole¢né 179/180 99.44 (96,94, 99,99)

*20 ¢lend x 3 dny x 3 centra.
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CHYBY A JEJICH ODSTRANENI

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

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

« Nebylo pfidano denaturaéni €inidlo

nebo bylo pfidano denaturacni
¢Cinidlo, které nebylo spravné
pfipravené.

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

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

U vzorkd, které budou obsahovat
krev, mGze dojit k zakryti barevné
zmény.

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

pH vzorku mize byt neobvykle
kyselé.

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

Kontroly kvality
poskytuji nespravné
vysledky

Pro test byl vybran nespravny
softwarovy protokol

Pokud byl pro pravé probihajici test zvolen nespravny protokol,
bude nutné do 30 minut po pfidani detekéniho ¢inidla znovu
odecist hodnotu pro danou desticku pomoci spravného protokolu.

Obracené umisténi QC-CT a
QC- GT.

Zopakovat test na vzorcich.

Béhem hybridizace
byla pozorovana
nespravna barevna
zména.

« Nedostatecné promichani smési
sondy s denaturovanym
kalibratorem, kontrolou kvality,
nebo se vzorky.

« Nebyla pfidana smés sondy.

« Pfidano nespravné mnozstvi
cinidla.

Hybridizaéni mikrodestiCku nechejte protfepat daldi 2 minuty.
Jestlize nékteré jamky jesté zUstaly fialové nebo Sedivé, pfidejte
dal$ich 25 pl smési sondy a dukladné promichejte. Jestlize

k pfisludné barevné zméné nedojde ani po pfidani sondy a
protfepani a vzorek nebude obsahuje krev ani jiné materialy,
otestujte vzorek znovu.

U vzorku, které budou obsahovat
krev, mGze dojit k zakryti barevné
zmeény.

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

Ve vzorcich bylo < 1000 pl digene
STM (médium pro pfenos vzorku)

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

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

Do roztoku pro fedéni sondy nebyla
pfidana zadna sonda.

Pfipravte smés sondy GC, a to tak, jak je to popsano v tomto
navodu k pouziti k soupravé, v oddile Pfiprava a uskladnéni
¢inidla. Dukladné promichejte. Zkumavku nalezité oznacte.
Analyzu opakujte s noveé pfipravenou smesi sondy.

Sonda byla b&éhem pfipravy
kontaminovana RNazou.

PFi pipetovani sondy pouzivejte Spicky pipet s aerosolovym filtrem
a ochranné rukavice bez mastku. Sondu zfedte ve sterilni
nadobce. PouZivejte pouze Cisté, nové nadobky na jedno pouZiti,
které jsou uréené pro Cinidla.

Nedostateéné smiseni smési sondy a

roztoku pro fedéni sondy.

Po pfidani sondy do roztoku pro fedéni sondy dikladné
promichejte (do viru) pfi vysoké rychlosti po dobu nejméné 5
vtefin. Na hladiné se musi objevit viditelny vir.
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Test DNA digene HC2 GC-ID

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Nedostate¢né smiseni zfedéné sondy
a denaturovaného vzorku.

Jakmile smés sondy pfidate do denaturovaného vzorku,
hybridizaéni desti¢ku zakryjte a pomoci rotacni tfepacky (Rotary
Shaker I) nechejte protfepat po dobu 3 * 2 pfi rychlosti 1100

+ 100 ot./min., jak je to popsano v navodu k pouziti, v oddile
Postup testu, hybridizace, krok 6. Zkontrolujte, zda ve vSech
jamkach doslo k barevné zméné z fialové na Zlutou.

Nespravna doba nebo teplota béhem
hybridizacni faze.

Provedte hybridizaci, a to po dobu 60 + 5 minut pfi teploté 65

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

Nedostatec¢né smiseni béhem
imobiliza¢ni faze.

Pomoci rotacni tfepacky (Rotary Shaker I) nechejte protfepat po
dobu 60 + 5 minut pfi rychlosti 1 100 + 100 ot./min. a pfi teploté
20 - 25 °C, jak je to popsano v navod, v oddile Postup testu,
hybridizace, krok 7. Pomoci kalibrace ovéite rychlost rotaéni
tfepacky I, jak je uvedeno v PFiru¢ce pro pouZiti rotaéni tfepacky
I, v oddile Kalibrace rychlosti tfepacky.

« Nebylo pfidano odpovidajici
mnozstvi detekéniho &inidla 1.

« U inkubace nebyla dodrzena
stanovena doba.

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

Nechejte inkubovat pfi teploté 20 - 25 °C po dobu 30 - 45 minut.

« Nebylo pfidano odpovidajici
mnozstvi detekéniho €inidla 2.

« U inkubace nebyla dodrZena
stanovena doba.

Pomoci 8-kanalové pipety napipetujte do kazdé jamky 75 pl
detekéniho €inidla 2. Nechejte inkubovat pfi teploté 20 - 25 °C po
dobu 15 - 30 minut

Chyba funkce luminometru nebo
nespravné programovani.

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

U kalibrator,
kontrol kvality
nebo vzorkl byly
zaznamenany
zvySené hodnoty
RLU (v mnoha ¢i
v§ech jamkach byly
hodnoty RLU >150).
Je mozné, ze
analyza nespliuje
ovérovaci kriteria.

« Nebylo pfidano denaturaéni €inidlo,
nebo bylo pfidano nespravné
mnozstvi Cinidla, nebo denaturaéni
¢inidlo nebylo dostatec¢né smiSeno
s vzorky, kalibratorem nebo
kontrolami kvality.

« Nespravna teplota vodni lazné a
nespravna hladina vody.

« Pred pfidanim denaturaéniho ¢inidla ovérte, zda opakovaci
pipeta odméruje pfesné. Pouzivat je tfeba kalibrované pipety.
Do kazdé zkumavky pfidejte polovinu objemu denaturaéniho
¢inidla a dobfe promichejte. Abyste se vyhnuli faleSné
pozitivnim vysledkim, ujistéte se, Ze kapalina smyva cely
vnitfni povrch zkumavky (v pfipadé manualniho miseni
prevratte zkumavku dnem vzhuru). Kontroly kvality,
kalibratory a vzorky by mély po pfidani denaturaéniho €inidla
Zfialovét. U tfepaciho zafizeni uréeného pro vice zkumavek
(Multi-Specimen Tube Vortexer 2) zkontrolujte kalibraci
rychlosti.

« Zkontrolujte hladinu a teplotu vody.

« Unik svétla u luminometru.
« PoSkozené tésnéni.

« Dvitka nejsou tésné uzavrena.

Zkontrolujte hodnotu pozadi (méFeni hrubych Gdajd) luminometru
odedétem udajl pro prazdné jamky mikrodesti¢ky. Pokud bude
tato hodnota vyssi nez 50 RLU, bude to znamenat, Zze dochazi k
uniku svétla. Postupujte podle pokynl v ¢asti udrzba a
odstranovani zavad pfislusného navodu k pouziti k softwaru pro
pfislusny test nebo kontaktujte oddéleni technické podpory
spole¢nosti QIAGEN

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

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

Kontaminovany promyvaci pufr.

DalSi informace o testovani na kontaminaci naleznete v ¢asti
Chyby a jejich odstranéni.
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Kontaminace automatické
promyvacky desticek I.

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

Nedostate&né promyti imobilizacnich
mikrojamek po inkubaci s detekénim
¢inidlem 1.

Mikrojamky dikladné Sestkrat promyjte promyvacim pufrem,
pfiemz pokazdé naplnte jamky do pfete€eni nebo pouZijte
automatickou promyvacku desti¢ek. Po vymyti by v jamkach
neméla zUstat Zadna rGzova kapalina. Postup pfi ovéfovani, zda
nedoslo ke kontaminaci nebo zda zafizeni funguje spravné viz
Navod k pouzivani automatické promyvacky desti¢ek, oddil
,Chyby a jejich odstranéni®.

Kontaminace mikrojamek detek&nim
¢inidlem 1.

Zajistéte, aby vSechny pracovni plochy byly Cisté a suché. Pfi
praci s detekénim €inidlem 1 postupujte opatrné. Vyvarujte se
styku s aerosoly.

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

Pro vysou$eni byly pouzity nevhodné
ubrousky.

PFi vysous$eni (blotovani) pomoci tampona Kimtowels Wipers
nebo papirovych ubrouscich bez vlaken dbejte na to, abyste
nepouzili opakované stejné misto.

Pro vysus$eni (blotovani) pouzijte tampdny Kimtowels Wipers i
papirové ubrousky bez vlaken se srovnatelnymi vlastnostmi.

Material kontroly kvality GC pouzity
jako pozitivni kalibrator. Test
neuspésné validovan.

Ujistéte se, ze kalibratory a kontroly kvality jsou spravné
umisténé.

Nizké hodnoty
poméru PC/NC nebo
velky pocet vzorku
s nizkou pozitivitou
(>20% z celkového
poctu vzorku) a

s pomérem RLU/CO
<2,0. Mlize se stat,
ze analyza neprojde
pres ovérujici
kritéria.

Nedostate¢na pfiprava vzorka.

PFidejte pfislusné mnozstvi denaturaéniho €inidla a dukladné
promichejte tfepanim (do viru) (vortex). Abyste se vyhnuli fale$né
pozitivnim vysledkim, ujistéte se, Ze kapalina pfi tfepani (do viru)
pomoci tfepaciho zafizeni (Multi-Specimen Tube Vortexer 2)
omyva cely vnitfni povrch zkumavky, a to po dobu minimalné

5 sekund (v pfipadé manualniho tfepani (do viru) také 5 sekund,
po ¢emz je tfeba zkumavku oto¢it dnem vzharu). Pfitom by se
méla vyrazné zménit barva z prihledné na tmavé fialovou.
Provedte inkubaci po dobu 45 + 5 minut pfi teploté 65 + 2 °C.

PFi pouziti vzork( PreservCyt Solution, tyto hybridy se mohou
nachazet na vnitfnich sténach zkumavky. Aby se zabranilo
moznému pfenosu tohoto nedenaturovaného bunééného
materialu, Spic¢ka pipety se nesmi dotknout stén zkumavky béhem
pfenosu denaturovaného vzorku do jamky mikrodesticky pouzité
pro hybridizaci sondy CT/GC. Podrobnosti o postupu naleznete v
navodu k pouziti k soupravé digene HC2 Sample Conversion Kit.

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

Pfipravte smés sondy podle navodu. Diakladné promicheijte (do
viru) (vortex) a ujistéte se, zZe se na hladiné vytvofil viditelny vir.
Smés sondy je tfeba pfidat do jamek pomoci vicekanalové nebo
opakovaci pipety, aby se zajistilo pfesné davkovani.

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

Ovéfte, ze 8-kanalova pipeta davkuje presné pred pfidanim
smési sond jamek hybridizani mikrodesti¢ky. 25 pl smési sond
by méla byt pfidana do deanturovaného vzorku ve spodni ¢asti
kazdé mikrojamky. Pfed pfidanim smési sond do hybridiza¢nich
jamek se ujistéte, Ze 8-kanalova pipeta pfesné davkuje. Zména
zabarveni by méla byt z tmavé fialové do Zluté po pfidani smési
sond a dukladném protiepani.

Detekeni €inidlo 1 prestalo byt aktivni.

Detekéni €inidlo 1 uskladnéte pfi teploté 2-8 °C Pouzijte jej pfed
vyprsenim doby pouziti, ktera je uvedena na Stitku nalepeném na
krabi¢ce pro soupravu.
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Nedostate¢na imobilizace RNA.
Hybridy DNA.

Imobilizaéni faze by méla byt provedena s pouzitim rotaéni
tfepacky | nastavené na 1100 +100 ot/min. Zkontrolujte rychlost
tfepacky, a to podle navodu uvedeného v navodu k pouziti pro
rotacni tfepacku, v oddile Kalibrace rychlosti tfepacky.

Nedostate¢né promyti.

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

Kontaminovany promyvaci pufr.

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

Rady pozitivnich
vzorku s priblizné
stejnymi hodnotami
RLU.

Béhem manipulace pfi analyze doslo
ke kontaminaci imobiliza¢nich
mikrojamek.

Béhem vSech inkubaci zakryjte imobilizaéni mikrodesti¢ku.
Béhem analyzy zabrante tomu, aby byly jamky na mikrodesti¢ce
kontaminovany aerosolem. Pfi manipulaci s materialy pouZivejte
ochranné rukavice bez mastku.

Kontaminace detekéniho Cinidla 2.

Dbejte na to, aby pfi pipetovani detekéniho cinidla 2 do
imobilizacnich mikrojamek nedoSlo ke kontaminaci zasobniho
roztoku. Zabrarite kontaminaci detekéniho Cinidla 2 aerosoly z
detekéniho Cinidla 1 nebo z laboratorniho prachu atd.

Porucha automatické promyvacky
desticek I.

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

Velké rozpéti u %CV
mezi replikaty.

Nespravné pipetovani (tj. vzduchové
bubliny, nekalibrovana pipeta)

Zkontrolujte pipetu, zda jsou davkovany reprodukovatelné
objemy. Pipety pravidelné kalibrujte.

Nedostatecné smiseni.

PF¥i kazdé fazi dukladné promichejte. Pfed a po denaturaéni
inkubaci promichejte (do viru) (vortex). Na hladiné se musi
vytvofit viditelny vir.

Neuplny pfenos kapaliny
z hybridizaéni mikrodesticky do
imobilizacnich mikrojamek.

PFi pfenosu z hybridizaéni mikrodesticky na imobilizaéni destiCku
dbejte na to, aby byly pfeneseny reprodukovatelné objemy.

Nevhodné podminky pro promyvani.

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

Kontaminace mikrojamek detek&nim
¢inidlem 1.

Dbejte na to, aby vSechny pracovni plochy byly Cisté a suché. Pfi
praci s detekénim ¢inidlem 1 postupujte opatrné. Vyvarujte se
styku s aerosoly.

Kontaminace 3Spicky pipety
nedenaturovanym materialem b&hem
prenosu denaturovaného vzorku do
jamky mikrodesti¢ky pouZité pro
hybridizaci sondy GC.

Krok denaturace pfi postupu zpracovani vzork( musi byt
proveden podle zde uvedenych pokynud. Nespravné michani
vzorku, obraceni zkumavky a michani mdze mit za nasledek
neuplnou denaturaci nespecifikovatelnych hybridd RNA:DNA
endogennich k cervikalnim vzorkam. Zvlasté pfi pouziti vzorkd
PreservCyt Solution se mohou tyto hybridy nachazet na vnitfnich
sténach zkumavky. Aby se zabranilo moznému pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunécného materialu, Spicka pipety se nesmi
dotknout stén zkumavky béhem pfenosu denaturovaného vzorku
do mikrozkumavky nebo jamky mikrodestiCky pouZité pro
hybridizaci sondy GC.

Vysus$eni nékolika fad (blotovani) na
stejném misté tamponl Kimtowels
Wipers.

PFi vysuSovani pomoci tampont Kimtowels Wipers, dbejte na to,
abyste k vysouSeni nepouzivali opakované stejné misto.

U znamych
negativnich vzorku
byly vykazany
falesné pozitivni
vysledky.

Kontaminace detekéniho Cinidla 2.

Dbejte na to, aby pfi pfidavani detekéniho Cinidla 2 mezi vzorky
nedoslo ke zkfizené kontaminaci vzork(. Pokud pouzivate pouze
¢ast soupravy, nez naplnite pipetu, nadavkujte do Cistého
zasobniku €inidel alikvotni podil, ktery je potfeba k provedeni
dané analyzy.
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Test DNA digene HC2 GC-ID

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE PRICINY

RESENI

Kontaminace mikrojamek detekénim
¢inidlem 1.

Jamky na mikrodesti¢ce dukladné (Sestkrat) promyijte
promyvacim pufrem, pfi¢emz pokazdé naplrite jamky do
prete€eni nebo pouzijte automatickou promyvacku destiek.
Po vymyti by v jamkach neméla zlstat zadna rdzova kapalina.

Kontaminace Spicky pipety
nedenaturovanym materialem béhem
pfenosu denaturovaného vzorku do
jamky mikrodesti¢ky pouzité pro
hybridizaci sondy GC.

Krok denaturace pfi postupu zpracovani vzork musi byt
proveden podle zde uvedenych pokynd. Nespravné michani
vzorku, obraceni zkumavky a michani mize mit za nasledek
nelplnou denaturaci nespecifikovatelnych hybridd RNA:DNA
endogennich k cervikalnim vzorkdm. Zvlasté pfi pouziti vzorkd
PreservCyt Solution se tyto hybridy mohou nachazet na vnitfnich
sténach zkumavky. Aby se zabranilo moznému pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunééného materialu, Spicka pipety se nesmi
dotknout stén zkumavky béhem pfenosu denaturovaného vzorku
do mikrozkumavky nebo jamky mikrodesti¢ky pouzité pro
hybridizaci sondy GC.

Nedostate¢na pfiprava vzorka.

PFidejte pfislusné mnozstvi denaturaéniho €inidla a dukladné
promichejte tfepanim do viru (vortexovanim). Vyhnéte sei falesné
pozitivnim vysledkim tim, Ze zajistite, aby kapalina pfi tfepani do
viru (vortexovani) pomoci tfepaciho zafizeni (Multi-Specimen
Tube Vortexer 2) omyvala cely vnitini povrch zkumavky, a to po
dobu minimalné 5 sekund (v pfipadé manualniho tfepani otocte
zkumavku dnem vzharu). Pfitom by se méla vyrazné zménit
barva z prihledné na tmavé fialovou. Nasledné nechejte
inkubovat pfi teploté 65 + 2 °C po dobu 45 + 5 minut. Pfi pouziti
vzorkd PreservCyt Solution, tyto hybridy se mohou nachazet na
vnitfnich sténach zkumavky. Aby se zabranilo moznému pfenosu
tohoto nedenaturovaného bunééného materialu, Spicka pipety se
nesmi dotknout stén zkumavky b&hem pfenosu denaturovaného
vzorku do jamky mikrodesti¢ky pouZité pro hybridizaci sondy
CT/GC. Podrobnosti o postupu naleznete v navodu k pripravé k
soupravé digene HC2 Sample Conversion Kit.

Nevhodné podminky pro promyvani.

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

U negativniho
kalibratoru
zaznamenany
zvys$ené hodnoty
RLU (>150 RLU).
Jinak analyza
probiha podle
ocekavani.

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

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

Inkubace detekéniho &inidla 2 trvala
déle nez 30 minut.

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

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

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

Zvysena
hodnota €inidla

Postup terstovani na kontaminaci

Interpretace vysledku

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

Detekéni .
éinidlo 2

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

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

Odecist vysledky jamky mikrodesti¢ky pomoci
luminometru.

Poznamka: Optimalni hodnoceni ucinnosti je dosazeno
testovanim detekéniho &inidla 2 na 3 replikacich.

Kontrola detekéniho €inidla 2 musi byt
<50 RLU.

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

Promyvaci o Napipetovat 75 pl detekeniho €inidla 2 do 4 zvlastnich e Kontrola detek¢niho ¢inidla 2 (jamka 1)
pristroj nebo jamek v imobilizaéni mikrodesti¢ce. musi byt < 50 RLU.
zdroj vody e Jamky oznagit 1 - 4. e Porovnat hodnoty RLU z jamek 2, 3 a
e Jamka 1 slouzi jako kontrola detekéniho Cinidla 2. 4 s hodnotou RLU kontroly detekéniho
¢ Napipetovat 10 pl promyvaciho pufru z promyvaci Cinidla 2 (jamka 1). Jednotlivé hodnoty
lahve do jamky 2. RLU jamek 2, 3 a 4 nesmi prekrocit 50
e Pockat, az se promyvaci pufr dostane do promyvacich RLU hodnoty RLU kontroly detekéniho
hadic. ¢inidla 2 (jamka 1).
e Napipetovat 10 pl promyvaciho pufru z hadic do e Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly
jamky 3. detekéniho €inidla 2 zamenaji
« Dil pouzité vody pouzit k pipravé promyvaciho pufru. kontaminaci. Pokyny k vycisténi a
Napipetovat 10 pl této vody do jamky 4. udrzbé promyvaciho piistroje
o Inkubovat pfi 20 - 25 °C po dobu 15 minut. naleznete v casti Pfiprava Cinidel a
Nevystavovat pfimému svétlu. jejich uskladnéni.
e Odecist vysledky jamek mikrodesticky pomoci
luminometru.
Automaticka o Napipetovat 75 pl detekéniho €inidla 2 do 5 zvlastnich e Kontrola detekéniho ¢inidla 2 (jamka 1)
promyvacka jamek v imobiliza¢ni mikrodesticce. musi byt < 50 RLU.
desti¢ek e Jamky oznadit 1 - 5. e Porovnat hodnoty RLU z jamek 2, 3, 4

Jamka 1 slouzi jako kontrola detekéniho Cinidla 2.
Napipetovat 10 yl promyvaciho pufru z Iahve
promyvacky oznacené jako Promyvani (Wash) do
jamky 2.

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

Stisknout tlacitko ,Prime* na klavesnici promyvacky
desticek, tim promyvaci pufr protece fadky.
Napipetovat 10 pl proteklého promyvaciho pufru do
jamky 4.

Stisknout tlagitko ,Rinse” na klavesnici promyvacky

desti¢ek, tim se vyplachovaci roztok dostane do fadku.

Napipetovat 10 pl proteklého promyvaciho pufru do
jamky 5.

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

Odecist vysledky jamek mikrodesti¢ky pomoci
luminometru.

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

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

K tomuto vyrobku je pFilozen seznam kontakt(l pro pfipad, Ze bude potfeba kontaktovat nejblizSiho
zastupce spole¢nosti QIAGEN .

QIAGEN?®, digene®, Hybrid Capture® a Rapid Capture®jsou registrovanymi ochrannymi znamkami firmy QIAGEN.

Technika Hybrid Capture je chranéna Evropskym patentem €. 0 667 918, registrovanym v Rakousku, Belgii,
Svycarsku, Lichtenstejnsku, !\lémecku, Dansku, Spanélsku, Francii, Spojeném kralovstvi, Recku, Irsku, Italii,
Lucembursku, Holandsku a Svédsku.

U.S. patentova Cisla pro Hybrid Capture jsou:6,228,578B1

Uznani ochrannych znamek:

ThinPrep® and Preseeryt®: Hologic Corporation
Kimtowels®: Kimberly-Clark Corporation

Epp(—:tndorf® and Repeater®: Eppendorf-Netheler-Hinz
CDP-Star®: Tropix, Inc.

Parafilm®: American Can Co.

DuraSeal®: Diversified Biotech, Inc

Sarstedt® SARSTEDT AG & Co.

pGEM®: Promega Corporation

VWR®: VWR International, Inc.

Corning®: Corning, Inc.
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SHRNUTI PRO TEST DNA digene HC2 GC-ID

Dulezité: Je nutné, abyste se pfed pouzitim tohoto souhrnu dukladné seznamili s podrobnostmi celého postupu.

POSTUP
Denaturace Manualniho tfepani (do viru) (vortex) Pomoci tfrepaciho zafizeni pro vice zkumavek (Multi-Specimen
(Vzorky Tube Vortexer 2)
PreservCyt Vytvorte rozvrzeni na desticce.
Solution, viz Oznacte hybridiza¢ni destiku. Vytvofte rozvrzeni na destic¢ce.
Postup Pfipravte denaturaéni Cinidlo. Oznacte hybridiza¢ni desti¢ku.
pFipravy vorkl 1 Pripravte denaturac¢ni ¢inidlo.
PreservCyt Napipetujte denaturaéni €inidlo (v mnozstvi, které odpovida poloviné
Solution) objemu vzorku) do kontrol kvality, kalibratoru a vzorka. Napipetujte denatura¢ni ¢inidlo (v mnozstvi, které odpovida poloviné
Kazdou kontrolu kvality, kalibrator a vzorek jednotlivé promichejte (do objemu vzorku) do kontrol kvality, kalibratoru a vzorkd.
viru) (vortex), a to po dobu 5ti vtefin pfi vysoké rychlosti, a zkumavky Zkontrolujte, Ze se vSechny zkumavky zbarvily do fialova.
nasledné otoéte dnem vzhUru (podrobnéjsi informace viz tento navod k
pouziti). Zakryjte stojan folii a vikem.
Zkontrolujte, Ze se vSechny zkumavky zbarvily do fialova.
Duikladné promichejte (do viru) (vortex) pfi maximalni rychlosti.
Provedte inkubaci pfi 65 +2 °C po dobu 45 +5 minut. l
{ Nechejte inkubovat pfi teploté 65 +2 °C po dobu 45 +5 minut.
Pfipravte smés sondy GC. 1

. Pfipravte smés sondy GC.

2

\

Hybridizace Denanaturované vzorky dikladné promichejte a nasledné pipetujte 75 ul denaturovaného vzorku, kalibratoru nebo kontroly kvality do pfislu§né jamky

na mikrodesticce.
Nechte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 10 minut.
\2
Napipetujte 25 pl smési sondy GC do jamek na mikrodesticce.

Zakryjte mikrodesticku vikem a tfepejte na rotacni trepacce | pfi rychlosti 1100 100 ot/min po dobu 3 +2 minut.
Zkontrolujte, zda se vSechny zkumavky zbarvily doZluta. (Vzorky PreservCyt Solution se zbarvi dorGzova).

Nechejte inkubovat pfi teploté 65 + 2 °C po dobu 60 + 5 minut.
d

Pfipravte imobilizacni mikrodesti¢ku.

Imobilizace Obsah z jednotlivych jamek hybridizaéni desti€ky pfeneste pomoci 8-kanalové pipety do pfislusné jamky imobiliza¢ni mikrodesticky.
hybridu 1

Desticku zakryjte pfislusnym vikem nebo félii.

\2
Protfepejte pfi rychlosti 1100 100 ot/min, pfi teploté 20-25 °C po dobu 60 +5 minut. Pfipravte promyvaci pufr.

Detekce Do kazdé jamky imobiliza¢ni mikrodesti¢ky napipetujte 75 ul detekéniho €inidla 1.
hybridu Imobilizaéni mikrodesti¢ku zakryjte pFislusnym vi€kem, folii Parafilm nebo jinou félii se srovnatelnymi viastnostmi.
Nechejte inkubovat pfi teploté 20-25 °C po dobu 30 - 45 minut. Promyjte desti¢ku za pouziti jedné z nize uvedenych metod.

Promyvani Manualni promyvani Promyvani pomoci automatické promyvacky desticek
Provedte dekantaci a vysuste (blotujte) imobilizaéni mikrodesti¢ku Umistéte desti¢ku na promyvacku a stisknutim tlacitka ,START/STOP” ji
(podrobnéjsi informace viz navod pfilozeny k sadé). uvedte do chodu.
{
Sestkrat promyjte. d
{ {
Vysuste (blotujte) pomoci papirovych ubrouskt bez viaken. 1
| \
Amplifikace Do kazdé jamky imobilizacni mikrodesticky napipetujte 75 pl detekéniho ¢inidla 2.
signalu Prikryjte vickem. Nechte inkubovat pfri teploté 20-25 °C po dobu 15-30 minut.
)
Preéteni Na luminometru schvaleném spoleSnosti QIAGEN odectéte vysledky pro imobilizaéni desticku.

hodnot

Potvrdte platnost analyzy a proved'te interpretaci vysledkl pro vzorky.
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