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Namjena

Za in vitro dijagnosti¢ku (IVD) uporabu.

Ispitivanje digene HC2 High-Risk HPV DNA Test s tehnologijom Hybrid Capture® 2 (HC2)
ispitivanje je za hibridizaciju nukleinskih kiselina s amplifikacijom signala primjenom

kemiluminiscencije mikrotitar plo€ica za kvalitativno otkrivanje DNK 13 visokorizi¢nih tipova

HPV-a u cervikalnim i vaginalnim ispitcima.

Cervikalni i vaginalni ispitci koji se mogu ispitivati testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

uklju€uju sljedece:

Cervikalni ispitci koje s pomoéu digene HC2 DNA Collection Device prikuplja lijeénik
Vaginalni ispitci samostalno prikupljeni s pomocu digene HC2 DNA Collection Device

Ispitci prikupljeni biopsijom u digene Specimen Transport Medium (STM)

Ispitci prikupljeni metlicom za uzimanje uzoraka ili kombinacijom Cetkice/Spatule za uzimanje
uzoraka koji su potom postavljeni u PreservCyt Solution ili SurePath Preservative Fluid

Uporaba ovog testa indicirana je za sljedece:

Za otkrivanje visokorizi¢nih tipova HPV-a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68
za koje se pokazalo da su primarni uzro¢ni ¢imbenik u razvoju raka vrata maternice.

Kao inicijalni test probira op¢e populacije za uporabu u kombinaciji s papa testom ili bez
njega, kako bi se otkrile Zene s poveéanim rizikom od razvoja raka vrata maternice ili
prisutnost bolesti vrata maternice visokog stupnja. Dijagnoza HPV-a sve ¢eSc¢e ukazuje na
bolest vrata maternice kako se povec¢ava dob pacijenata.

Kao kontrolni test za pacijente nakon neurednih rezultata papa testa ili preboljene bolesti
vrata maternice radi utvrdivanja potrebe za upucivanje na kolposkopiju ili druge kontrolne
zahvate.

Kao kontrolni test za pacijente €iji su rezultati papa testa prije kolposkopije ukazivali na
skvamoznu intraepitelnu neoplaziju niskog stupnja (Low-Grade Squamous Intraepithelial
Lesion, LSIL) ili skvamoznu intraepitelnu neoplaziju visokog stupnja (High-Grade Squamous
Intraepithelial Lesion, HSIL). U tih ¢e pacijenata rezultat testa digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test sluziti lije€niku kao pomo¢ u lije€enju, pomazuci u procjeni rizika Zena kako bi se
utvrdila odsutnost bolest visokog stupnja.
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Sazetak i objasnjenje

Prisutnost odredenih tipova HPV-a u Zenskom genitalnom traktu povezuje se s nizom bolesti,
ukljuCujuéi kondilom, bovenoidnu papulozu, cervikalnu, vaginalnu i vulvarnu intraepitelnu
neoplaziju i karcinom (1-3). Opcenito je prihvaceno da se ti virusi uglavnom prenose spolnim
putem i da su visokorizi¢ni tipovi HPV-a glavni prepoznati faktor rizika za razvoj raka vrata
maternice (4-8).

HPV jo§ nije moguée uzgojiti in vitro, a imunoloSki testovi nisu prikladni za utvrdivanje
prisutnosti cervikalne infekcije HPV-om. Neizravni dokazi anogenitalne infekcije HPV-om mogu
se dobiti sistematskim pregledom i otkrivanjem prisutnosti karakteristi¢nih stani¢nih promjena
povezanih s replikacijom virusa na papa testu ili ispitcima dobivenima biopsijom. Kao
alternativa, biopsije se mogu analizirati hibridizacijom nukleinskih kiselina kako bi se izravno
otkrila prisutnost DNK HPV-a.

Prije se HPV tipove 16 i 18 smatralo visokorizi¢nim tipovima i povezivalo ih se s rakom (8-10).
Pokazalo se da su HPV tipovi 31, 33 i 35 posredno povezani s rakom (2, 11 — 14). Ta posredna
povezanost nastaje zbog Cinjenice da se ti tipovi €eS¢e otkrivaju u sluaju skvamozne
intraepitelne neoplazije visokog stupnja nego u slu€aju raka. Stoga je induciranje raka zbog
prisutnosti tih tipova virusa manje vjerojatno nego u sluc¢aju prisutnosti DNK visokorizi¢nih tipova
HPV-a (15). Tih 5 tipova HPV-a zajedno &ine oko 73 % infekcija HPV-om (16, 17). Dodatni
HPV-a koje je moguce otkriti u preostalim lezijama (17-27). Ti se tipovi HPV-a takoder mogu
kategorizirati u skupine srednjeg i visokog rizika na temelju njihove relativne distribucije u
razliCitim kategorijama histopatoloskih dijagnoza (16, 17, 24-28).

Pokazalo se da je DNK HPV-a prisutan u priblizno 10 % Zena s normalnim cervikalnim epitelom,
ali na stvarnu prevalenciju u specificnim skupinama zena iznimno utje¢u dob i druge
demografske varijable (2, 10, 16, 29). Prospektivha su ispitivanja pokazala da su se u
15-28 % zena s pozitivnim testom na DNK HPV-a unutar 2 godine razvile skvamozne
intraepitelne lezije (SIL) u usporedbi sa svega 1 — 3 % Zena Ciji su rezultati testa na DNK HPV-a
bili negativni (30, 31). Tocnije, rizik od progresije za tipove HPV-a 16 i 18 bio je veci (priblizno
40 %) nego za druge tipove HPV-a (30).
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Informacije o patogenu

Humani papilomavirusi sastoje se od Cestice ikozahedralnog virusa (viriona) koji sadrzava
dvolan€anu kruznu molekulu DNK s 8000 baznih parova okruzenu proteinskom kapsidom.
Nakon infekcije epitelnih stanica virusni DNK uspostavlja se cijelom debljinom epitela, ali
netaknuti virioni mogu se pronaci samo u gornjim slojevima tkiva. Stoga je virusi DNK mogucée
pronaci u virionima ili kao episomalne ili integrirane sekvence HPV-a, ovisno o tipu i stupnju

lezije.
Nacelo postupka

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test s tehnologijom HC2 ispitivanje je za hibridizaciju
nukleinskih kiselina s amplifikacijom signala koje se koristi otkrivanjem s pomocu
kemiluminiscencije mikrotitar plo€ica. Ispitci koji sadrzavaju ciljni DNK hibridiziraju se s pomocu
specificnih RNK proba za HPV. Rezultiraju¢i RNK-DNK hibridi hvataju se na povrsinu jaZice
mikrotitar ploCice oblozene protutijelima specificnima za RNK-DNK hibride. Imobilizirani hibridi
zatim reagiraju s protutijelima konjugiranima s alkalnom fosfatazom specificnima za RNK-DNK
hibride te ih se otkriva s pomo¢u kemiluminiscentnog supstrata. Nekoliko molekula alkalne
fosfataze konjugira se na svako protutijelo. Vise konjugiranih protutijela veZze se na svaki
uhvaceni hibrid, Sto rezultira znatnom amplifikacijom signala. Kako vezana alkalna fosfataza
cijepa supstrat, emitira se svjetlost, koju instrument digene Microplate Luminometer (DML) mijeri
kao relativne svjetlosne jedinice (Relative Light Units, RLU). Intenzitet emitirane svjetlosti
oznacduje prisutnost ili odsutnost ciljinog DNK u ispitku.

Mjerenje RLU-a jednako ili viSe od grani¢ne vrijednosti ispitivanja (Cutoff, CO) naznacduje
prisutnost sekvenci DNK visokorizicnog HPV-a u ispitku. Mjerenje RLU-a nize od CO-a
ispitivanja naznacuje odsutnost testiranih specificnih sekvenci DNK visokorizicnog HPV-a ili

razine DNK HPV-a ispod granice detekcije testa.
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Priprema uzoraka s pomoc¢u QIAsymphony SP

Automatizirana priprema uzoraka za ispitke PreservCyt moze se provesti s pomocu instrumenta
QIAsymphony SP uporabom kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit ili QlIAsymphony DSP
AXpH DNA Kit.

Priprema uzoraka s pomocu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Komplet QlAsymphony DSP HPV Media Kit pruza ekstrakte uzorka na mikrotitar plocici za
hibridizaciju koji su spremni za automatizirano testiranje primjenom sustava Rapid Capture®
System (RCS) s testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Instrument QlAsymphony SP
provodi sve korake postupka pripreme uzoraka za maksimalno 88 uzoraka, u serijama od

maksimalno 24 uzorka tijekom jednog postupka.

Instrument QIAsymphony SP obraduje 88 uzoraka PreservCyt u 2 sata i 15 minuta bez potrebe

za intervencijom korisnika nakon $to se uzorci postave na instrument.

Instrument QIAsymphony SP obraduje 88 uzoraka SurePath u 1 sat i 45 minuta bez potrebe za
intervencijom korisnika nakon $to se uzorci postave na instrument. Nakon pripreme uzoraka s
pomocu instrumenta QlAsymphony SP odmah slijedi 90-minutna inkubacija ekstrakata uzoraka
u mikrotitar plocici za hibridizaciju na grijacu mikrotitar ploCica. Tijekom inkubacije ekstrakata
uzoraka kalibratori i kontrole kvalitete denaturiraju se odvojeno u vodenoj kupelji, a zatim se
nakon zavrSetka inkubacije ekstrakata uzoraka ru¢no pipetiraju u prvu kolonu mikrotitar plocice
za hibridizaciju. Priprema uzoraka za ispitke SurePath s pomo¢u instrumenta QlAsymphony SP
i kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit moze se provesti prije po€etka citoloSke obrade ili

nakon njezina zavrSetka.

Vazno: Ekstrakti uzoraka dobiveni kao rezultat pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt
i SurePath primjenom kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit mogu se testirati iskljucivo

s pomocu sustava RCS. Ruéna provedba testa s ekstraktima uzoraka nije odobrena.

Prilikom provedbe automatizirane pripreme uzoraka s pomocu instrumenta QIAsymphony osim
ovih uputa za uporabu pogledajte vazece korisniCke priru¢nike za instrument QIAsymphony
i Upute za uporabu za QIAsymphony DSP HPV Media Kit (Prirucnik) za potrebne informacije
0 postupcima i opise.
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Priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Komplet QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit pruza eluate DNK na mikrotitar plocici za
hibridizaciju koji su spremni za ru¢no testiranje ili automatizirano testiranje s pomocéu sustava
RCS i test digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Instrument QIAsymphony SP provodi sve
korake postupka pripreme uzoraka za maksimalno 88 uzoraka, u serijama od maksimalno
24 uzorka tijekom jednog postupka. Instrument QIAsymphony SP obraduje 88 uzoraka u 4 sata
i 30 minuta bez potrebe za intervencijom korisnika nakon $to se uzorci postave na instrument.

Prilikom provedbe automatizirane pripreme uzoraka s pomocu instrumenta QIAsymphony osim
ovih uputa za uporabu pogledajte vazece korisniCke priru¢nike za instrument QIAsymphony
i Priru¢nik za QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit za potrebne informacije o postupcima i opise.

Testiranje primjenom sustava Rapid Capture System

Testiranje s velikim protokom uzoraka s pomocu testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
moze se provesti s pomoc¢u sustava RCS. Komplet s 4 ploCice (kat. br.618111) mozZe se

upotrebljavati samo sa sustavom RCS i ne moZe se upotrebljavati za ruéno testiranje.

Sustav RCS sustav je za automatizirano pipetiranje i razrjedivanje za op¢u uporabu koji se
moze upotrebljavati s testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za testiranje s velikim
protokom uzoraka. Taj sustav obraduje do 352 ispitka u 8 sati, ukljucujuci 3,5-satno razdoblje
tijekom kojeg nije potrebna intervencija korisnika; u 13 sati moguce je generirati rezultate za do
704 ispitka.

Priprema uzoraka izvodi se neovisno o sustavu RCS prije postavljanja na platformu sustava
RCS. Osim toga, otkrivanje kemiluminiscentnog signala i izvjeStavanje o rezultatima provode se
s pomocu izvanmreznog DML instrumenta Kkoji je =zajedniCki i ruénom testiranju

i automatiziranom testiranju s pomocu sustava RCS.

Svaki korak testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test provodi se jednakim redoslijedom kao i
ru¢no testiranje. Sustav RCS omogucuje rasporedenu obradu do 4 mikrotitar plocice, pri ¢emu
svaka mikrotitar plocica sadrzava uzorke te kalibratore i kontrole kvalitete potrebne za test.

Prilikom provedbe automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS osim ovih uputa za
uporabu pogledajte Korisni¢ki priru¢nik za Rapid Capture System te KorisniCki priruénik za
Rapid Capture System — provedba testa digene HC2 DNA Tests primjenom uzoraka obradenih
instrumentom QIAsymphony SP za potrebne informacije o postupku i opise.
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UkljuCeni materijali
Komplet s 1 ploCicom

U testu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test s 1 plo¢icom (kat. br. 5197-1330) nalazi se

96 testova.

Prilikom provedbe ruénog testiranja s pomoc¢u kompleta s 1 plo€icom, najmanji broj testova koji
se preporuCuje tijekom svake uporabe jest 24. Ako Zelite provesti manje od 24 testova po
uporabi, ukupan broj testova po kompletu moze se smanijiti zbog ograni¢enih volumena
reagensa. Broj rezultata pacijenata varirat ¢e ovisno o broju uporaba po kompletu, kako je

navedeno u nastavku:

Broj uporaba Broj rezultata pacijenata
1 88
2 80
3 72
4 64

Prilikom provedbe automatiziranog testiranja s pomocéu sustava RCS i kompleta s 1 plocicom,
uporaba cijelog kompleta zahtijeva ispitivanje cijele mikrotitar plocice (88 uzoraka) po postupku
sustava RCS. Testiranje dijela mikrotitar plocice je prihvatljivo; medutim, upotrebljava se cijeli

komplet zbog praznog volumena potrebnog za rad instrumenta.

Komplet s 4 plocCice
U testu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test s 4 plocCice (kat. br. 618111) nalaze se 384 testa.

Komplet s 4 plocice moZe se upotrebljavati samo za automatizirano testiranje s pomoéu sustava
RCS. Za postizanje 384 testiranja, komplet s 4 ploCice mora se upotrijebiti u 1 ili 2 postupka
sustava RCS. Ako zZelite provesti viSe od 2 postupka, ukupan broj testova po kompletu moze se

smanijiti zbog ogranicenih volumena reagensa.
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Sadrzaj kompleta

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

Kataloski broj 5197-1330 618111
Broj testova 96 384
Indicator Dye (Indikatorska boja) 0,35 mi 2,0ml
sadrzava 0,05 % (w/v) natrijeva azida

Denaturation Reagent (Denaturacijski reagens)* 50 ml 2 x 100 ml
Razrijedena otopina natrijeva hidroksida (NaOH)

Probe Diluent (Diluens za probe)* 5ml 20 ml
Puferirana otopina s 0,05 % (w/v) natrijeva azida

High-Risk HPV Probe (Proba za visokorizi€ne tipove HPV-a) 200 pl 3 x 200 pl
RNK proba za tipove HPV-a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59 i 68 u puferiranoj otopini (crveni ¢ep)

Low-Risk HPV Quality Control 1ml 1ml
(Kontrola kvalitete za niskorizi¢ne tipove HPV-a)

5 pg/ml (500.000 kopija/ml) kloniranog DNK HPV-a tipa 6 i

nosa¢ DNK u transportnom mediju za ispitke koji sadrzava

0,05 % (w/v) natrijeva azida.

High-Risk HPV Quality Control 1ml 1ml
(Kontrola kvalitete za visokorizi¢ne tipove HPV-a)

5 pg/ml (500.000 kopija/ml) kloniranog DNK HPV-a tipa 16 i

nosa¢ DNK u transportnom mediju za ispitke koji sadrzava

0,05 % (w/v) natrijeva azida

Negative Calibrator (Negativni kalibrator) 2 mi 2 mi
Nosa¢ DNK u transportnom mediju za ispitke koji sadrzava

0,05 % (w/v) natrijeva azida

High-Risk HPV Kalibrator 1 mi 2 mi
(Kalibrator za visokorizi¢ne tipove HPV-a)

1 pg/ml kloniranog DNK HPV-a tipa 16 i nosa¢ DNK u

transportnom mediju za ispitke koji sadrzava 0,05 % (w/v)

natrijeva azida

Capture Microplate (Mikrotitar plo¢ica za hvatanje) 1 4
OblozZena kozjim poliklonskim anti-RNK—DNK hibrid protutijelima

Detection Reagent 1 (Detekcijski reagens 1) 12 ml 40 ml
Protutijela konjugirana s alkalnom fosfatazom na RNK-DNK

hibride u puferiranoj otopini koja sadrzava 0,05 % (w/v)

natrijeva azida

Detection Reagent 2 (Detekcijski reagens 2) 12 mi 40 ml
CDP-Star® with Emerald Il (kemiluminiscentni supstrat)

Wash Buffer Concentrate (Koncentrat pufera za ispiranje)* 100 ml 2 x 100 ml

Sadrzava 1,5 % (w/v) natrijeva azida

*

Pogledajte ,Upozorenja i mjere opreza”, stranica 20, za informacije o zdravlju i sigurnosti.
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Vazno: Provjerite jesu li instrumenti koji se upotrebljavaju u ovome postupku pregledani i

kalibrirani prema preporukama proizvodaca.

Oprema i materijali za in vitro dijagnostiku

Kod proizvodac¢a QIAGEN dostupni su samo oprema i materijali odobreni za uporabu s testom
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

e Sustav digene Hybrid Capture 2 System (,digene HC2 System”), koji se sastoji od
luminometra koji je odobrila tvrtka QIAGEN (,DML instrument”), osobnog rac¢unala i
perifernih uredaja koje je odobrila tvrtka QIAGEN (monitor, tipkovnica, mis, pisac i kabel
pisaca), softvera digene HC2 System Software (,softver za analizu ispitivanja digene”),
protokola digene HC2 System Assay Protocols za HPV, softvera LumiCheck Plate Software
i Korisni¢kog priru¢nika za sustav digene HC2 System

Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Hybrid Capture System Microplate Heater |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer

Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 (opcionalno)*
Conversion Rack and Lid (opcionalno)*

digene Specimen Rack and Lid (opcionalno)*

Pipeta i stalak EXPAND-4 (opcionalno)t

Dozator folije za prekrivanje epruveta i uredaj za rezanje (opcionalno, upotrebljava se s

vorteks mijeSalicom MST Vortexer 2)

Rapid Capture System (nuzan za uporabu s kompletom s 4 plocice; opcionalan za uporabu
s kompletom s 1 plocicom)

Uredaj za ispiranje

Mikrotitar plocice za hibridizaciju

Poklopci mikrotitar ploCica

Mikrotitar plo€ice s jazicama za RCS*

Spremnici reagensa za RCS*

Poklopci za spremnike reagensa za RCS*

* Nuzno za izvodenje automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS.

t Prilagodena stavka koja se upotrebljava za prijenos uzoraka u transportnom mediju za ispitke na mikrotitar ploticu za
hibridizaciju. Mogu se upotrebljavati i druge prilagodene, prosirive, visekanalne pipete pod uvjetom da je mogu¢e
postaviti razmak izmedu vriaka od 3,2 cm kada se prosire.
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Jednokratni vr§ci za RCS*

Cepovi za umetanje za RCS*

Buffer N2*

Buffer D2*

Blue RCS Washer Boat'

Ekstra dugacki vrici za pipete

Epruvete za uzimanje ispitaka

Stalak za epruvete za uzimanje ispitaka
Navojni ¢epovi za epruvete za uzimanje ispitaka
Spremnici za reagense za jednokratnu uporabu
Folija za prekrivanje epruveta DuraSeal™
Mikroepruvete za hibridizaciju*

Stalak za mikroepruvete?

Folije za prekrivanje plocicat
Oprema i materijali za opc¢u laboratorijsku uporabu

® Vodena kupelj temperature 65 + 2 °C dovoljne veli€ine da bi se u nju mogao smjestiti stalak
za ispitke (Sirine 21 cm x dubine 32 cm x visine 18 cm)

Mikrocentrifuga

Vorteks mijeSalica s elementom za pri¢vrs¢ivanje Casice

Jednokanalna pipeta; varijabilne postavke za zapremine od 20 — 200 pl i 200 — 1000 pl
Pipeta s ponavljaju¢im pozitivnim pomakom, kao $to je pipeta Eppendorf® Repeater®
8-kanalna pipeta: promjenjive postavke za volumene od 25 — 200 pl

Mijera¢ vremena

Otopina natrijeva hipoklorita, 0,5 % v/v

Folija Parafilm® ili slicna

Jednokratni vrci pipeta s pregradom za aerosol (20 — 200 pl i 200 — 1000 pl)
Jednokratni vrsci za pipete s ponavljaju¢im pozitivnim pomakom (12,5, 5, 2,5i 1,25 ml)
Jednokratni vrici za 8-kanalnu pipetu (25 — 200 pl)

Papirnati ru¢nici Kimtowels® ili sli¢ni papirnati ru¢nici koji ne otpustaju viakna
Jednokratna navlaka za radnu povrsinu

Rukavice za jednokratnu uporabu bez pudera

Polipropilenske epruvete sa zaobljenim dnom i Eepom od 5 ml i/ili 15 ml

Stalak za epruvete za drzanje epruveta od 10 ili 15 ml

Polipropilenske koni¢ne epruvete od 50 ml

* Nuzno za izvodenie testiranja s uzorcima pripremlienima s pomoéu kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit.
t Nuzno za automatizirano testiranje s pomo¢u sustava RCS za uzorke obradene s pomocu kompleta QIAsymphony DSP
HPV Media Kit.

¥ Nuzno za izvodenje hibridizacije s pomo¢u mikroepruveta i vodene kupelji.
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Dodatna oprema i materijali za pripremu uzoraka PreservCyt

[T7] Pogledajte Upute za uporabu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit (Prirucnik) za

automatiziranu pripremu uzoraka s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Uﬂ Pogledajte Priruénik za komplet QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit za automatiziranu
pripremu uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

[T7] Pogledajte Upute za uporabu za komplet digene HC2 Sample Conversion Kit za ru€nu
pripremu uzoraka.

Dodatna oprema i materijali za pripremu uzoraka SurePath

[Td] Pogledajte Upute za uporabu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit (Prirucnik) za
automatiziranu pripremu uzoraka s pomocu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Za rucnu pripremu uzoraka SurePath potrebna je sljede¢a dodatna oprema i materijali:

® Centrifuga s njiSuc¢im vjedrima koja moze posti¢i 800 = 15 x g i drzati koni¢ne
polipropilenske epruvete za centrifugiranje od 15 ml

e Epruvete digene HC2 Sample Conversion Tubes ili polipropilenske epruvete VWR® ili
Corning® od 15 ml

Vazno: Epruvete digene HC2 Sample Conversion Tubes dostupne kod tvrtke QIAGEN
moraju se upotrebljavati s vorteks mijeSalicom MST Vortexer 2 ili sustavom RCS.

® Pipete za prijenos od 7 ml sa standardnim vrScima ili sli¢ne
® digene Specimen Transport Medium
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Upozorenja i mjere opreza

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu.
Pazljivo procitajte sve upute prije uporabe testa.
Upozorenja

Kad radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovaraju¢u laboratorijsku kutu, rukavice za
jednokratnu uporabu i zastitne naocale. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im sigurnosno-
tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS). Oni su dostupni na mrezi u prakticnom i
kompaktnom PDF formatu na web-adresi www.qiagen.com/safety. Ondje mozete pronadi,
pregledati i ispisati sigurnosno-tehnicki list za svaki komplet QIAGEN i komponentu kompleta.

Ispitci
OPREZ Rizik od infektivnih agensa

Ispitci mogu sadrzavati infektivne agense te je njima potrebno postupati
u skladu s time. Sve ispitke smatrajte potencijalno infektivnima.

Nijedna poznata metoda testa ne mozZe pruZiti potpunu sigurnost da uzorci nece prenijeti
infekciju. PreporuCuje se da se ljudskim ispitcima rukuje u skladu s vazeéim nacionalnim
i lokalnim praksama za bioloSku sigurnost. Primjenjujte te prakse za bioloSku sigurnost

s materijalima koji sadrzavaju ili za koje se sumnja da sadrzavaju infektivhe agense.

Te mjere opreza, medu ostalim, ukljucuju sljedece:

® Nemojte pipetirati ustima.

e Nemojte pusiti, jesti ili piti u prostorijama u kojima se rukuje reagensima ili ispitcima.

e Prilikom rukovanja reagensima ili ispitcima nosite jednokratne rukavice bez pudera.
Temeljito operite ruke nakon provedbe testa.

e QOcistite i dezinficirajte sve prolivene ispitke tuberkulocidnim dezinfekcijskim sredstvom kao
Sto je natrijev hipoklorit koncentracije 0,5 % v/v ili drugo odgovarajuc¢e dezinfekcijsko
sredstvo (32, 33).

e Dekontaminirajte i bacite sve ispitke, reagense i druge potencijalno kontaminirane materijale

u skladu s nacionalnim i lokalnim propisima.

Nakon denaturacije i inkubacije ispitci se vise ne smatraju infektivnima (34); medutim,

laboratorijsko osoblje svejedno bi se trebalo pridrzavati nacionalnih i lokalnih mjera opreza.
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Natrijev azid

Neki reagensi sadrzavaju natrijev azid. ZabiljeZzeni su slu€ajevi kada je natrijev azid uzrokovao
nastanak olovnog ili bakrova azida u laboratorijskim cijevima. Ti azidi mogu eksplodirati prilikom
udara, kao Sto je lupanje Ceki¢em. Kako biste sprije€ili nastanak olovnog ili bakrova azida,
temeljito vodom isperite odvode nakon zbrinjavanja otopina koje sadrzavaju natrijev azid. Kako
biste uklonili kontaminaciju iz starih odvoda za koje se sumnja da sadrzavaju nakupine azida,
U.S. Occupational Safety and Health Administration (Uprava za zastitu na radu SAD-a)
preporucuje sliedece:

1. Sifonirajte tekucinu iz reSetke koristeéi gumeno ili plasti¢no crijevo.
2. Napunite otopinom natrijeva hidroksida koncentracije 10 % v/v.

3. Ostavite da odstoji 16 sati.
4

Dobro isperite vodom.

Buffer N2

OPREZ Opasnost od iznimno reaktivnih spojeva

Nemoijte izravno dodavati izbjeljivac ili kisele otopine ni u koju otopinu ili otpad
koji sadrzava pufer Buffer N2.

Buffer N2 sadrzava gvanidin hidroklorid koji u kombinaciji s izbjeljivatem moze stvoriti iznimno
reaktivne spojeve.

Ako se teku¢ina koja sadrzava te pufere prolije, odistite je odgovarajuéim laboratorijskim
deterdzentom i vodom. Ako prolivena tekuéina sadrzava potencijalno infektivhe agense, ocistite
zahvaéeno podrucje najprije laboratorijskim deterdzentom i vodom, a zatim 1-postotnim (v/v)
natrijevim hipokloritom.

Automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS

Pogledajte Korisnicki prirucnik za sustav Rapid Capture System za dodatna upozorenja i mjere
opreza specifi€ne za uporabu tog sustava za testiranje s velikim protokom uzoraka.
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Izjave o sigurnosti i rizicima za komponente

Sljedece se izjave o rizicima i sigurnosti primjenjuju na komponente kompleta digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test:

Denaturacijski reagens
SadrZzava: natrijev hidroksid. Opasnost! MozZe imati korozivno djelovanje na metale.
Uzrokuje teSke opekline koze i ozljede oka. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo /
zastitu za odi / zastitu za lice. U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom
nekoliko minuta. Ukloniti kontakine le¢e ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju.
Nastaviti ispiranje. Odmah nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika.

Kalibrator za visokorizi¢ne tipove HPV-a
Upozorenje! Uzrokuje blago nadraZivanje koZe. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zaStitu za oci / zastitu
za lice.

Kontrola kvalitete za visokorizi¢ne tipove HPV-a
Upozorenje! Uzrokuje blago nadrazivanje koze. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu
za lice.

Kontrola kvalitete za niskorizi¢ne tipove HPV-a
Upozorenje! Uzrokuje blago nadraZivanje koZe. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zaStitu za oci / zastitu
za lice.

Negativni kalibrator
Upozorenje! Uzrokuje blago nadrazivanje koze. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu
za lice.

Diluens za probe
SadrZava: octenu kiselinu, poliakrilnu kiselinu. Opasnost! Uzrokuje teSke opekline koze
Eﬁ” i ozliede oka. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu za lice.
< U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti
kontaktne le¢e ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje. Odmah
nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANUJA ili lije¢nika.

Koncentrat pufera za ispiranje . .
Sadrzava: natrijev azid. Upozorenje! Stetno ako se proguta. Stetno za vodeni okoli§ s
dugotrajnim uc€incima. Nosite zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za oci / zastitu
za lice.
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Mjere opreza

Korisnik se uvijek mora pridrzavati sljede¢ih mjera opreza prilikom provedbe testa digene HC2

High-Risk HPV DNA Test:

Nemojte upotrebljavati reagense nakon isteka roka trajanja naznacenog pokraj simbola 8 na
naljepnici vanjske kutije ili roka trajanja pripremljenih reagensa.

Provedba testa tijekom vremena i pri temperaturama koji premasuju navedene raspone
moze rezultirati nevazeéim rezultatima. Testovi koji premase utvrdene vremenske i
temperaturne raspone nisu vazeci i potrebno ih je ponoviti.

Potrebno je to¢no slijediti postupak ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test,
kalibraciju ispitivanja, kontrolu kvalitete i tumacenje rezultata ispitaka kako bi se dobili
pouzdani rezultati ispitivanja.

Vazno je da pipetirate to€no naznacen volumen reagensa i dobro promijeSate nakon svakog
dodavanja reagensa. Ako to ne ucinite, rezultati testa mogli bi biti pogresni. Vodenjem
raCuna o tome da se dogode zabiljezene promjene boja potvrdit ¢ete da su navedeni uvjeti
zadovoljeni.

Uz iznimku koncentrata pufera za ispiranje, komponente kompleta testirane su kao cjelina.
Nemojte mijenjati komponente za one iz drugih izvora ili drugih serija. Medutim, prihvatljivo
je kombinirati komponente iz kompleta s istim serijskim brojem kako biste imali potrebne
volumene reagensa za testiranje vise mikrotitar plo¢ica u jednom postupku sustava RCS.
Nukleinske su kiseline vrlo osjetljive na degradaciju nukleaza u okolini. Nukleaze su prisutne
na ljudskoj kozi te na povr§inama ili materijalima kojima ljudi rukuju. Ogistite i prekrijte radne
povrsine navlakom za radne povrSine za jednokratnu uporabu i nosite rukavice bez pudera
tijekom izvodenja svih koraka testiranja.

Pobrinite se da sprijecite kontaminaciju mikrotitar plo€ice za hvatanje i detekcijskog
reagensa 2 (DR2) vanjskom alkalnom fosfatazom tijekom izvodenja testa. Tvari koje mogu
sadrzavati alkalnu fosfatazu ukljuCuju detekcijski reagens 1 (DR1), bakterije, slinu, kosu i
ulja s koze. Prekrivanje mikrotitar plocice za hvatanje nakon koraka ispiranja i za vrijeme
inkubacije DR2 osobito je vazno jer vanjska alkalna fosfataza moze reagirati s DR2, Sto
moze rezultirati lazno pozitivnim rezultatima.

Zastitite DR2 od produljenog izlaganja izravnoj svjetlosti. Upotrijebite DR2 odmah nakon
alikvotiranja i izbjegavajte izravnu sunéevu svjetlost.

Pripremite ponavljajuéu pipetu prije dispenziranja reagensa i periodi€¢no provjeravajte da
nema velikih mjehuri¢a zraka. Prekomjerne koli¢ine velikih mjehuri¢a zraka u vrsku
ponavljajuce pipete mogu uzrokovati netocno dispenziranje, a moze ih se izbje¢i punjenjem
pipete, dispenziranjem sve tekuéine te ponovnim punjenjem. Za specificne upute za
uporabu pogledajte korisnicki priruénik za pipetu.
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® Pipetiranje s pomocu visekanalne pipete izvedite primjenom tehnike obrnutog pipetiranja
(pogledajte ,Otkrivanje hibrida,” stranica 52) za dispenziranje DR1 i DR2. Provjerite svaki
vr§ak pipete na visekanalnoj pipeti kako biste se uvjerili da je dobro pri¢vr§éen i napunjen.

® Pobrinite se da se svaka jazica mikrotitar plocice za hvatanje temeljito ispere (pogledajte
.Ispiranje,” stranica 53). Neodgovarajuce ispiranje rezultirat ¢e pove¢anom pozadinom i
moze uzrokovati lazno pozitivne rezultate. Ostatak pufera za ispiranje u jazicama mikrotitar

ploCica za hvatanje moze rezultirati smanjenim signalom ili slabom obnovljivosti.

Pohrana i rukovanje reagensima

Komponente kompleta

Nakon primitka Cuvajte komplet na temperaturi od 2 — 8 °C. Koncentrat pufera za ispiranje,
denaturacijski reagens i indikatorska boja mogu se ¢uvati na temperaturi od 2 — 30 °C, prema
zelji. Svi se reagensi isporuCuju spremni za uporabu, osim denaturacijskog reagensa (DNR),

mjeSavine probe i pufera za ispiranje.

Pripremljeni reagensi

Nakon pripreme DNR je stabilan 3 mjeseca pri temperaturi od 2 — 8 °C.

Nakon pripreme pufer za ispiranje stabilan je 3 mjeseca pri temperaturi od 2 — 30 °C.

Ako testirate uzorke PreservCyt obradene s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media
Kit ili QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit, otvoreni nedenaturirani kalibratori i kontrole kvalitete

stabilni su 3 mjeseca na temperaturi od 2 — 8 °C.

Ako testirate uzorke obradene s pomoéu kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit,

pripremljeni denaturacijski reagens 2 (DNR2) stabilan je 8 sati na temperaturi od 15 — 30 °C.
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Uzimanje i priprema ispitaka

Cervikalne i vaginalne ispitke za testiranje s pomocu ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV

DNA Test uzimaijte i transportirajte primjenom nekog od sljedeéeg pribora za uzimanje uzoraka:

® digene HC2 DNA Collection Device (koji se sastoji od cervikalne €etkice i transportnog
medija za ispitke)

® Bioptati prikupljeni u transportni medij za ispitke digene

® Pribor za prikupljanje nalik metlici ili pribor za prikupljanje koji je kombinacija ¢etkice/Spatule
postavljen u otopinu PreservCyt Solution ili teku¢inu SurePath Preservative Fluid

Ispitci prikupljeni drugim priborom za uzimanje uzoraka ili transportirani u drugim transportnim
medijima nisu odobreni za uporabu s ovim testom. Radne znacajke ovog testa utvrdene su
isklju€ivo s nazna€enim kompletima za uzimanje uzoraka.

digene HC2 DNA Collection Device ne smije su upotrebljavati na trudnicama. Cervikalni ispitci
moraju se uzeti prije primjene octene kiseline ili joda ako ¢e se provoditi kolposkopija.
Pogledajte upute za uporabu za digene HC2 DNA Collection Device za dodatne postupke za
uzimanje ispitaka i rukovanje ispitcima.

Cervikalni i vaginalni ispitci prikupljeni u transportni medij za ispitke ne zahtijevaju konverziju
uzoraka prije testiranja ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Ispitci PreservCyt
i SurePath zahtijevaju konverziju uzoraka prije testiranja ispitivanjem digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test.

Cervikalni i vaginalni ispitci u transportnom mediju za ispitke

Vazno: Nemojte uzimati cervikalni ili vaginalni ispitak u transportni medij za ispitke ako su u njemu

prisutne visoke koncentracije kreme protiv gljivica, kontracepcijskog gela ili irigacijskog sredstva.

Ispitci u transportnom mediju za ispitke mogu se Cuvati do 2 tjedna na sobnoj temperaturi te ih
se moze transportirati bez hladenja do ispitnog laboratorija. Ispitke transportirajte u izoliranom
spremniku putem sluzbe za dostavu koja dostavlja preko noéi ili u roku od 2 dana.

U ispitnom laboratoriju ispitke Cuvajte na temperaturi od 2 — 8 °C ako ¢e se test provesti u roku
od tjedan dana. Ako ¢e se test provesti u roku duljem od tjedan dana, prekrijte ¢epove epruveta
s ispitcima folijom Parafilm i ¢uvajte ih na temperaturi od —20 °C maksimalno 3 mjeseca.
Prilikom vadenja ispitaka iz zamrziva¢a radi testiranja, odmah zamijenite ¢epove navojnim
¢epovima za epruvete za uzimanje ispitaka.

Transportnom mediju za ispitke dodan je konzervans kako bi se sprijeCio razvoj bakterija

i zadrzao integritet DNK. On nije namijenjen za o€uvanje vijabilnosti organizama ili stanica.
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Cervikalni bioptati

Netom prikupljene cervikalne bioptate presjeka do 5 mm moguce je testirati testom digene HC2
High-Risk HPV DNA Test. Nemojte upotrebljavati bioptate promjera manjeg od 2 mm. Ispitak
dobiven biopsijom odmah postavite u 1,0 ml transportnog medija za ispitke, prekrijte Cep
epruvete za ispitke folijom Parafilm kako biste sprijecili iskakanje ¢epa i Cuvajte ga zamrznutog
na temperaturi od —20 °C. PoSaljite ispitke dobivene biopsijom na temperaturi od 2 — 30 °C

no¢nom dostavom u ispitni laboratorij.

U ispitnom laboratoriju ispitke ¢uvajte na temperaturi od —20 °C do obrade. Prilikom vadenja
ispitaka iz zamrzivaca radi testiranja, odmah zamijenite ¢epove navojnim ¢epovima za epruvete

za uzimanije ispitaka.
Cervikalni ispitci u otopini PreservCyt Solution

Vazno: Ne prikupljajte cervikalni ispitak PreservCyt za pripremu uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit ako su prisutne visoke koncentracije kreme protiv gljivica,
vaginalnog lubrikanta u gelu ili krvi.

Vazno: Ne prikupljajte cervikalni ispitak PreservCyt za pripremu uzoraka s pomocéu kompleta
QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit ako je u njemu prisutan kontracepcijski gel.

Ispitke prikupljajte rutinski, a stakalca za papa test ThinPrep® pripremite prema uputama

za uporabu dobivenima od proizvodaca.

Nakon prikupljanja ispitke PreservCyt Cuvajte maksimalno 3 mjeseca na temperaturi od
2 - 30 °C prije pripreme uzorka za ispitivanje digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Ispitci
PreservCyt ne smiju se zamrzavati.

Za pripremu uzoraka dostupne su sljede¢e metode:

® Automatizirana priprema uzoraka s pomocu instrumenta QlAsymphony SP i kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Rezultat je ekstrakt uzorka (sadrzava magnetske Cestice, STM i DNR) koji je spreman za
nastavak na denaturacijski korak testa.

® Automatizirana priprema uzoraka s pomocu instrumenta QlAsymphony SP i kompleta
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit
Rezultat je eluat DNK spreman za nastavak na denaturacijski korak testa.

® Rucna priprema uzorka s pomoc¢u kompleta digene HC2 Sample Conversion Kit

Rezultat ruéne pripreme uzorka denaturirani je uzorak spreman za nastavak na

hibridizacijski korak testa.
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Zahtjevi za volumene ispitaka temelje se na metodi pripreme uzorka kako slijedi:

® Za automatiziranu pripremu uzorka s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit
potrebna su 3 ml ispitka

® Za automatiziranu pripremu uzorka s pomo¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit
potrebna su 4 ml ispitka

® Rucna priprema uzorka s pomoc¢u kompleta digene HC2 Sample Conversion Kit zahtijeva

najmanje 4 ml ispitka

Ispitci Ciji je volumen manji od potrebnog nakon pripreme papa testa sadrzavaju nedovoljno
materijala za ispitivanje te bi mogli uzrokovati lazno negativni rezultat ispitivanja digene HC2
High-Risk HPV DNA Test.

Cervikalni ispitci u tekucini SurePath Preservative Fluid

Vazno: Ne prikupljajte cervikalni ispitak SurePath za pripremu uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit ako su u njemu prisutni kontracepcijski gel, krema protiv
gljivica ili protuupalna krema.

Prikupite ispitke u teku¢inu SurePath Preservative Fluid sukladno odgovarajuéim uputama za

uporabu.

Priprema uzoraka za ispitke SurePath mozZe se obaviti ili prije poCetka citoloSke obrade ili nakon

njezina zavrSetka.

Ako je obavljate prije poletka citoloSke obrade, upotrijebite uzorak iz originalnog ispitka
SurePath koji nije obraden primjenom nijedne druge dijagnosticke metode, ukljuCujudi
BD PrepMate® System i BD PrepStain® Slide Processor. U ovim uputama za uporabu ti se

uzorci nazivaju ,uzorcima SurePath” kako ne bi doslo do zabune.

Ako je obavljate nakon zavrSetka citoloSke obrade, upotrijebite uzorak iz preostalog
postgradijentnog stani¢nog taloga dobivenog nakon pripreme ispitka SurePath u skladu s
odgovaraju¢im uputama za sustave BD PrepMate System i BD PrepStain Slide Processor. U
ovim uputama za uporabu ti se uzorci nazivaju ,uzorcima postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath” kako ne bi doslo do zabune.

Za pripremu uzoraka dostupne su sljede¢e metode:

® Automatizirana priprema uzoraka za uzorke SurePath s pomoéu instrumenta QlAsymphony
SP i kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Rezultat je denaturirani ekstrakt uzorka (sadrzava magnetske Cestice, transportni medij za

ispitke i DNR) koji je spreman za nastavak na hibridizacijski korak testa.
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e Automatizirana priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath s
pomocu instrumenta QIAsymphony SP i kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit.

Rezultat je denaturirani ekstrakt uzorka (sadrzava magnetske Cestice, transportni medij za

ispitke i DNR) koji je spreman za nastavak na hibridizacijski korak testa.
® Rucna priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath .

Rezultat ruéne pripreme uzorka denaturirani je uzorak spreman za nastavak na
hibridizacijski korak testa.

Zahtjevi za volumene uzoraka temelje se na metodi pripreme uzorka kako slijedi:

® Za automatiziranu pripremu uzoraka s pomoc¢u kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit
potrebno je 950 pl

® Zarucnu pripremu uzoraka potrebno je 2,8 ml uzorka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Uporaba volumena koji je manji od trazenog moze uzrokovati lazno negativni rezultat u testu
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Automatizirana priprema uzoraka za ispitke SurePath

Ispitke SurePath nakon prikupljanja ¢uvajte maksimalno 4 tjedna na temperaturi od 5—25 °C
prije pripreme uzoraka s pomocu instrumenta QIAsymphony SP i kompleta QIAsymphony DSP
HPV Media Kit. Koristeni SurePath ispitak ne smije se obradivati primjenom bilo koje druge
dijagnosticke metode, ukljuéujuéi BD PrepMate i BD PrepStain Slide Processor.

Za automatiziranu pripremu uzorka potrebno je 950 ul ispitka dobivenog sa SurePath.

Automatizirana priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Vazno: Odmah nakon pripreme stakalca za papa test SurePath pipetirajte 2,0 ml tekuéine
SurePath Preservative Fluid u epruvetu za centrifugiranje u kojoj se nalazi postgradijentni
stani¢ni talog. Time se Cuva cjelovitost postgradijentnog stani¢nog za izvodenje testa digene
HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Postgradijentni stanicni talog s tekuc¢inom SurePath Preservative Fluid moZe se €uvati do 4 tjedna na
temperaturi od 5—25°C prije pripreme uzoraka za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Za
automatiziranu pripremu uzoraka potrebno je 950 ul postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath.

Ruc¢na priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Vazno: Odmah nakon pripreme stakalca za papa test SurePath pipetirajte 2,0 ml tekucine
SurePath Preservative Fluid u epruvetu za centrifugiranje u kojoj se nalazi preostali stani¢ni
talog. Time se €uva cjelovitost postgradijentnog stani€nog za izvodenje testa digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test.
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Postgradijentni stani¢ni talog s tekuéinom SurePath Preservative Fluid moZe se Euvati do
4 tjiedna na temperaturi od 2 — 30 °C prije pripreme uzoraka za digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test.

Ispitci postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath pripremljeni su navedeno u ovim uputama za
uporabu. Rezultat ru¢ne pripreme uzorka denaturirani je uzorak spreman za nastavak na
hibridizacijski korak testa.
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Postupak

Postupci koje treba napraviti prije zapoc¢injanja

Za rucno testiranje ostavite grijac Microplate Heater | barem 60 minuta da se zagrije na
temperaturu od 65 °C + 2 °C od hladnog pokretanja. Ako ne omogucite dovoljno vrijeme za
ovo razdoblje zagrijavanja to bi za posljedicu moglo imati topljenje mikrotitar plo€ice za
hibridizaciju. Dodatne upute pogledajte u Korisnickom priru¢niku za Microplate Heater I.
Ako tijekom koraka denaturacije i hibridizacije upotrebljavate vodenu kupelj, pobrinite se da
je temperatura vodene kupelji 65 °C te da je razina vode odgovarajucéa kako bi cijeli

volumen ispitka u epruveti bio uronjen.

Priprema reagensa

Prije pocetka testiranja izvadite ispitke i sve potrebne reagense iz hladnjaka. Ostavite ih

15 — 30 minuta da dosegnu temperaturu od 20 — 25 °C. Pripremite uzorke PreservCyt i
SurePath prije ekvilibriranja bilo kojeg prethodno denaturiranog ispitka i reagensa na sobnu
temperaturu.

Ako kombinirate reagense spremne za uporabu za postupak sustava RCS s viSe plocica,
temeljito promijesajte pojedinacne bocice, a zatim ih pomijeSajte u Cistoj polipropilenskoj
koni¢noj epruveti za jednokratnu uporabu kako biste dobili potreban volumen reagensa.

Za rugno se testiranje reagensi pufer za ispiranje i mjeSavina probe pripremaju tijekom odredenih
koraka testiranja. Za automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS svi se reagensi pripremaju
prije poCetka postupka sustava RCS te se postavljaju na platformu sustava RCS.

Prema potrebi, pripremite DNR i DNR2 prije pripreme ostalih reagensa.

Na kraju testiranja bacite sve pripremljene reagense (osim ako je drugacije navedeno) i
alikvote reagensa.

Koristite se tablicama 1-5 u nastavku za odredivanje volumena potrebnog za svaki reagens
ovisno o broju testova/mikrotitar plo¢ica i metodi testiranja. Volumeni za automatizirano testiranje

s pomocu sustava RCS uklju€uju prazan volumen reagensa koji je potreban za instrument.

Tablica 1. Potrebni volumeni pripremljenih reagensa spremnih za uporabu za ruéno
testiranje ispitaka u transportnom mediju za ispitke i ruénu pripremu uzoraka
postgradijentnog stani¢énog taloga PreservCyt i SurePath

Broj

testovalplogica Mjesavina probe Pufer za ispiranje DR1 DR2
24/3 1,04 mi >11 3ml 3ml
48/6 2,08 ml >11 5ml 5ml
72/9 3,12 ml >11 7 ml 7 ml
96/12 4,16 ml >11 12 ml 12 ml
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Tablica 2. Potrebni volumeni pripremljenih reagensa spremnih za uporabu za
automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS za ispitke u transportnom mediju za
ispitke, ruéno pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga PreservCyt i
SurePath te uzoraka postgradijentnog staniénog taloga SurePath i SurePath
pripremljenih s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Broj mikrotitar

plodica Mjesavina probe Pufer za ispiranje DR1 DR2
<1 5,20 ml 31 10 ml 10 ml
<15 6,24 ml 31 14 ml 14 ml
<2 8,32 ml 31 18 ml 18 ml
<25 9,36 ml 61 22 ml 22 ml
<3 10,40 ml 61 26 ml 26 ml
<35 12,48 ml 61 30 ml 30 ml
<4 13,52 ml 61 34 ml 34 ml

Tablica 3. Potrebni volumeni pripremljenih reagensa spremnih za uporabu za
automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS za uzorke PreservCyt pripremljene
s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Broj mi!(_rotitar DNR Mjesavina _Pufer za DRA DR2
plocica probe ispiranje

<1 2,2ml 5,20 ml 31 10 ml 10 ml

<15 2,2 ml 6,24 ml 31 14 ml 14 ml

<2 2,4 ml 8,32 ml 31 18 ml 18 ml

<25 2,4 ml 9,36 ml 61 22 ml 22 ml

<3 2,6 ml 10,40 ml 61 26 ml 26 ml

<35 2,6 ml 12,48 ml 61 30 ml 30 ml

<4 2,8 ml 13,52 ml 61 34 ml 34 ml

Tablica 4. Potrebni volumeni pripremljenih reagensa spremnih za uporabu za ruéno
testiranje uzoraka PreservCyt pripremljenih s pomoéu kompleta QIAsymphony DSP
AXpH DNA Kit

testovBarI:jloéica DNR DNR2 Mj:f:;;na iZ::?;rizjae DR1 DR2
24/3 0,6 ml 1,0 ml 1,04 ml >11 3ml 3ml
48/6 0,6 ml 2,0 ml 2,08 ml >11 5ml 5 ml
72/9 0,6 ml 2,5ml 3,12 ml >11 7 ml 7 ml
96/12 0,6 ml 5,0 ml 4,16 ml >11 12 ml 12 ml
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Tablica 5. Potrebni volumeni pripremljenih reagensa spremnih za uporabu za
automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS za uzorke PreservCyt pripremljene s
pomocu kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Broj Mjesavina Pufer za
mikrotitar DNR DNR2 Lo DR1 DR2

o probe ispiranje

plocica

<1 2,2ml 5,0ml 5,20 ml 31 10 ml 10 ml
<15 22ml 5,5ml 6,24 ml 3l 14 ml 14 ml
<2 24 ml 6,5 ml 8,32 ml 31 18 ml 18 ml
<25 2,4ml 7,7 ml 9,36 ml 61 22 ml 22 ml
<3 2,6 ml 8,8 ml 10,40 ml 61 26 ml 26 ml
<35 2,6 ml 10,0 ml 12,48 ml 61 30 ml 30 ml
<4 2,8ml 11,0 ml 13,52 ml 61 34 ml 34 ml

Denaturacijski reagens

Komplet s 1 plo€¢icom isporucuje se s 50 ml denaturacijskog reagensa, a komplet s 4 ploCice
isporucuje se s 2 x 100 ml denaturacijskog reagensa. Pobrinite se da DNR pripremite u skladu

s volumenom isporu¢enim s doti€nim kompletom.

Napomena:

® Nakon pripreme DNR je stabilan 3 mjeseca pri temperaturi od 2 — 8 °C.
® Ako boja izblijedi, dodajte 3 dodatne kapi indikatorske boje i temeljito promijeSajte prije

uporabe.

Bocica od 50 ml

1. Dodajte 5 kapi indikatorske boje u boc€icu denaturacijskog reagensa od 50 ml.
2. Temeljito promijesajte.
DNR bi trebao biti ujednagene tamnoljubicaste boje.

3. Oznacite DNR novim datumom isteka trajanja.

Bocica od 100 ml

1. Dodajte 10 kapi indikatorske boje u bo€icu denaturacijskog reagensa od 100 ml.
2. Temeljito promijesajte.
DNR bi trebao biti ujednagene tamnoljubicaste boje.

3. Oznacite DNR novim datumom isteka trajanja.
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Denaturacijski reagens 2

Napomena: DNR2 je potreban samo za testiranje uzoraka PreservCyt pripremljenih s pomoéu
kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

1. Oznadite Cistu polipropilensku koni€nu epruvetu za jednokratnu uporabu kao ,DNR2”".

2. Dodajte potreban volumen pufera Buffer N2 (pogledajte Tablica 6 u nastavku) u oznaceni

spremnik.

Tablica 6. Priprema DNR2

Volumen pufera Buffer Volumen pufera Buffer
Potreban volumen DNR2 N2 D2 Indikatorska boja
1,0ml 0,4 ml 0,6 ml 1 — 2 kapi
2,0 ml 0,8 ml 1,2 ml 1 — 2 kapi
2,5ml 1,0 ml 1,5 ml 1 -2 kapi
5,0 ml 2,0ml 3,0 ml 1 — 2 kapi
5,5ml 22ml 3,3ml 1 — 2 kapi
6,5 ml 2,6 ml 3,9 ml 1 — 2 kapi
7,7ml 3,1 ml 4,6 ml 1 -2 kapi
8,8 ml 3,5ml 5,3 ml 1 — 2 kapi
10,0 ml 4,0ml 6,0 ml 1 - 2 kapi
11,0 ml 4,4 ml 6,6 ml 1 — 2 kapi

3. Dodajte potreban volumen pufera Buffer D2 (pogledajte Tablica 6, iznad) u oznaceni
spremnik.

4. Dodajte potrebnu koli¢inu indikatorske boje (pogledajte Tablica 6, iznad) u oznaceni
spremnik.
Napomena: Upotrijebite indikatorsku boju isporu¢enu uz komplet digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test.

5. MijeSajte vorteks mijesalicom najmanje 10 sekundi.

Napomena: Nakon pripreme DNR2 je stabilan 8 sati pri temperaturi od 15 — 30 °C.
MjeSavina probe

® Zarucno testiranje pripremite mjeSavinu probe za vrijeme inkubacije denaturacije ispitka
(prema potrebi, pogledajte ,Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i ispitaka u
transportnom mediju za ispitke”, stranica 44, ili ,Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i
eluata DNK za ru¢no testiranje”, stranica 42).

® Budite posebno oprezni kako biste sprijecili kontaminaciju RNaze. Tijekom pipetiranja probe

upotrebljavajte vrSke pipeta s pregradama za aerosole.
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Diluens za probe je viskozan. Pobrinite se da se postigne vidljivi vrtlog prilikom pripreme
mjeSavine probe; nepotpuno mijeSanje moze rezultirati smanjenim signalom.

Ako za automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS kombinirate nekoliko bocica probe,
pulirajte probu u jednu bocicu i promije$ajte pipetiranjem.

Kako biste izbjegli da ostaci probe ostanu na poklopcu bodice, kratko centrifugirajte svaku
bocicu probe kako bi se tekuéina spustila na dno bocice.

Lupkanjem njezno promijeSajte bocicu.

. Odredite potrebnu koli¢inu mjeSavine probe.

Preporuka: Pripremite dodatnu koli¢inu mjeSavine probe kako biste nadoknadili volumen
koji bi se mogao izgubiti u vr§cima pipete ili na stijenci bocice. Volumeni navedeni iznad u

tablicama 1. — 5. UkljuCuju preporuceni dodatni volumen.

Ruéno testiranje: Odredite volumene potrebne za razrjedivanje probe u diluensu za probe
u omjeru 1:25 kako biste pripremili mjeSavinu probe (25 pl/test). Volumeni su navedeni u
Tablica 1, stranica 30, i Tablica 4, stranica 31, kako je primjenjivo.

Automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS: Upotrijebite volumene navedene u
Tablica 2, stranica 31, Tablica 3, stranica 31 ili Tablica 5, stranica 32, kako je primjenjivo.

. Oznacite novi jednokratni spremnik kao ,MjeSavina probe za visokorizi¢ne tipove HPV-a”.
Ovisno o broju testova preporucuju se polipropilenske epruvete sa zaobljenim dnom i ¢epom
od 5 mlili 15 ml.

Dodajte potrebnu koli€inu diluensa za probe (pogledajte Tablica 7 u nastavku) u oznagenu

epruvetu.

Pipetirajte potrebnu koli€inu probe za visokorizi¢ne tipove HPV-a u diluens za probe
(pogledajte Tablica 7 u nastavku) tako da naslonite vr$ak pipete uz unutarnju stijenku
epruvete odmah iznad meniskusa i izbacite njezin sadrzaj.

Vazno: Nemojte uranjati vr$ak u diluens za probe.
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Tablica 7. Priprema mjeSavine probe

Potreban volumen mjesavine Volumen probe za visokorizicne
probe Volumen diluensa za probe tipove HPV-a
1,04 ml 1,0 ml 40 pl
2,08 ml 2,0 ml 80 pl
3,12 ml 3,0ml 120 pl
4,16 ml 4,0 ml 160 pl
5,20 ml 5,0ml 200 pl
6,24 ml 6,0 ml 240 pl
8,32 ml 8,0 ml 320 pl
9,36 ml 9,0 ml 360 pl

10,40 ml 10,0 ml 400 pl
12,48 ml 12,0 ml 480 pl
13,52 ml 13,0 ml 520 pl

7. MijeSajte u vorteks mijeSalici najmanje 5 sekundi pri maksimalnoj brzini kako biste
promijesali temeljito.

Mora se napraviti vidljivi vrtlog.

Pufer za ispiranje

® Zarucno testiranje pripremite pufer za ispiranje tijekom koraka hvatanja hibrida (pogledajte
~Hvatanje hibrida”, stranica 50).

e Kako biste minimizirali izlaganje, dodajte vodu koncentratu pufera za ispiranje tijekom
pripreme.

® Zaru¢nu metodu ispiranja mikrotitar plo€ica pripremite 3 litre pufera za ispiranje u uredaju

za ispiranje.

Preporuka: Svaka 3 mjeseca ocistite uredaj za ispiranje i cijevi 0,5-postotnom otopinom
natrijeva hipoklorita i temeljito isperite destiliranom ili deioniziranom vodom kako biste
sprijecili mogucu kontaminaciju alkalnom fosfatazom prisutnom u bakterijama i plijesni.

® Za automatizirani uredaj za ispiranje mikrotitar plocica pripremite pufer za ispiranje i
pohranite ga u zaceplijenom spremniku ili pripremite 1 litru i postavite je u spremnik za
ispiranje automatiziranog uredaja za ispiranje mikrotitar plocica.

® Za automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS pripremite navedenu koli¢inu (prema
potrebi, pogledajte Tablica 2, stranica 31, Tablica 3, stranica 31, ili Tablica 5, stranica 32) u
bocu za ispiranje sustava RCS.

1. PomijeSajte jazicu s koncentratom pufera za ispiranje i dodajte potreban volumen
koncentrata pufera za ispiranje (pogledajte Tablica 8 u nastavku) u za to odredeni spremnik.

2. Dodajte potreban volumen destilirane ili deionizirane vode (pogledajte Tablica 8 u nastavku)
u za to odredeni spremnik.

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018 35



Tablica 8. Priprema pufera za ispiranje

Volumen potrebnog pufera za Volumen koncentrata pufera za Volumen destilirane ili deionizirane
ispiranje ispiranje vode
11 33,3 ml 966,7 ml
21 66,6 ml 1933,4 ml
31 100,0 ml 2900,0 ml
61 200,0 ml 5800,0 ml

3. Postavite Cisti papirnati ru¢nik koji ne otpusta vlakna preko svih otvora spremnika i dobro
promijeSajte.
4. Zatvorite spremnik kako biste sprijecili kontaminaciju ili isparavanije ili ga postavite na

odgovarajuci instrument, prema potrebi.
5. Oznacite pufer za ispiranje novim datumom isteka trajanja.

Napomena: Nakon pripreme pufer za ispiranje stabilan je 3 mjeseca pri temperaturi
od 2 —30 °C.

Izrada rasporeda ploCica

1. lzradite raspored plocica s pomocu softvera za analizu ispitivanja digene s protokolima za
ispitivanja digene za HPV.
Pogledajte odgovarajuci korisnicki priruénik za softver radi uputa o izradi rasporeda plo€ica s

ispravnim poloZajima za kalibratore, kontrole kvalitete i ispitke.

Napomena:

e Kalibratori, kontrole kvalitete i ispitci se obraduju u konfiguraciji kolona od 8 jazica.

® Testirajte kalibratore i kontrole kvalitete na sljedeéim polozajima na mikrotitar plo€ici
(pogledaijte Slika 1, dolje):
® Negativni kalibrator (NC) replicira se u jaZzicama mikrotitar plo¢ice A1, B1, C1
® Kalibrator za visokorizi¢ne tipove HPV-a (High-Risk HPV Calibrator, HRC) replicira

se u jazicama mikrotitar plocice D1, E1, F1

® Kontrola kvalitete za niskorizi¢ne tipove HPV-a (QC1-LR) u jazici mikrotitar plocice G1
e Kontrola kvalitete za visokorizi¢ne tipove HPV-a (QC2-HR) u jaZici mikrotitar ploCice H1
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Slika 1. Polozaji kalibratora, kontrola kvalitete i uzoraka na mikrotitar plogici.

Vazno: Prilikom izvodenja automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS upotrebljavajte
protokole za ispitivanje specificne za sustav RCS kako biste izradili raspored plocica i
generirali rezultate. Definirani parametri protokola ispitivanja specifiénih za sustav RCS
razli¢iti su od onih za protokole ispitivanja specificne za ru¢no testiranje (pogledajte ,lzraCun
grani¢ne vrijednosti,” stranica 58).

2. Postavite kalibratore, kontrole kvalitete i ispitke za testiranje na stalak za epruvete za
uzimanije ispitaka ili stalak za ispitke onim redoslijedom kojim cete ih testirati.

Vazno: Prilikom provedbe automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS iznimno je vazno
da raspored plocica odgovara ispravnim ispitcima za testiranje kako bi se sprijecilo izvijeStavanje
netocnih rezultata za ispitke. Za svaki stalak za ispitke i poklopac koji se upotrebljavaju potvrdite
da se serijski brojevi podudaraju te, prema potrebi, oznacite svaki stalak za ispitke i poklopac
prema redoslijedu kojim ¢e ih se testirati na sustavu RCS. Upotrebljavajte marker i naljepnicu koji

se nece isprati u vodenoj kupelji na temperaturi od 65 °C .
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Priprema uzoraka

Ispitci PreservCyt i SurePath zahtijevaju pripremu uzoraka prije testiranja ispitivanjem
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Pripremljeni uzorci spremni su za razliCite korake testa
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, ovisno o vrsti pripreme uzroka koja se izvodi.

Dostupne metode pripreme uzoraka su sljedece:

® Automatizirana priprema uzoraka za ispitke PreservCyt s pomo¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit

® Automatizirana priprema uzoraka za ispitke SurePath i ispitke postgradijentnog stani¢nog
taloga s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit

® Automatizirana priprema uzoraka za ispitke PreservCyt s pomo¢u kompleta
QIlAsymphony DSP AXpH DNA Kit

® Rucna priprema uzoraka za ispitke PreservCyt

® Rucna priprema uzoraka za ispitke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Priprema uzoraka za ispitke PreservCyt s pomoc¢u kompleta QIAsymphony
DSP HPV Media Kit

[Td] Pogledajte Upute za uporabu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit (Prirucnik) za
upute za pripremu uzoraka PreservCyt s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Vazno: Ekstrakti uzoraka dobiveni kao rezultat pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt
primjenom kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit mogu se testirati iskljuivo s pomocu
sustava RCS. Ruc¢na provedba testa s ekstraktima uzoraka nije odobrena.

Rezultat pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV
Media Kit jesu ekstrakti uzoraka na mikrotitar plocici za hibridizaciju s praznom prvom kolonom.
Ekstrakti uzoraka sadrzavaju magnetske Cestice, STM i DNR i spremni su za automatizirano
testiranje s pomoc¢u sustava RCS od koraka denaturacije. Kalibratori, kontrole kvalitete
i ekstrakti uzoraka denaturiraju se istodobno na mikrotitar plo€ici za hibridizaciju za vrijeme
automatiziranog testiranja s pomoc¢u sustava RCS (pogledajte ,Denaturacija i hibridizacija

uzoraka pripremljenih s pomocu instrumenta QlAsymphony SP”, stranica 41).

(T3] Prilikom provedbe automatiziranog testiranja na sustavu RCS za uzorke pripremljene s pomocéu
instrumenta QIAsymphony SP pogledajte Korisnicki prirucnik za Rapid Capture System — Provedba
testova digene HC2 DNA Tests primjenom uzoraka obradenih instrumentom QIAsymphony SP za

upute o provedbi testiranja.
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Priprema uzoraka za ispitke SurePath i ispitke postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

[Td] Pogledajte Upute za uporabu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit (Prirucnik) za
upute za pripremu uzoraka SurePath i uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath s
pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit.

Vazno: Ekstrakti uzoraka dobiveni kao rezultat pripreme uzoraka za ispitke SurePath primjenom
kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit mogu se testirati iskljuivo s pomoéu sustava
RCS. Ru¢na provedba testa s ekstraktima uzoraka nije odobrena.

Rezultat pripreme uzoraka za ispitke SurePath i uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath s pomocéu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit jesu kalibratori, kontrole
kvalitete i ekstrakti uzoraka na mikrotitar plocici za hibridizaciju spremni za automatizirano
testiranje s pomocu sustava RCS na hibridizacijskom koraku testa.

(T3] Prilikom provedbe automatiziranog testiranja na sustavu RCS za uzorke pripremljene s pomocéu
instrumenta QIAsymphony SP pogledaijte Korisnicki priruénik za Rapid Capture System — Provedba
testova digene HC2 DNA Tests primjenom uzoraka obradenih instrumentom QIAsymphony SP za
upute o provedbi testiranja.

Priprema uzoraka za ispitke PreservCyt s pomoéu kompleta QlIAsymphony DSP
AXpH DNA Kit

(T3] Pogledajte Prirucnik za komplet QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit za upute o pripremi

uzoraka za ispitke PreservCyt.

Rezultat pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt s pomo¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH
DNA Kit jesu eluati DNK na mikrotitar plo€ici za hibridizaciju s praznom prvom kolonom. Eluati
DNK spremni su za denaturacijski korak testa. Kalibratori, kontrole kvalitete i eluati DNK
denaturiraju se istodobno na mikrotitar plocici za hibridizaciju (pogledajte ,Denaturacija i
hibridizacija uzoraka pripremljenih s pomocu instrumenta QIAsymphony SP”, stranica 41).

Ruéna priprema uzoraka za ispitke PreservCyt

[1d] Pogledajte Upute za uporabu za komplet digene HC2 Sample Conversion Kit za ru¢nu
pripremu ispitaka PreservCyt.
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Ruéna priprema uzoraka za ispitke PreservCyt s pomocu kompleta digene HC2 Sample
Conversion Kit rezultira uzorcima spremnima za hibridizacijski korak testa. Kalibratore i kontrole
kvalitete pripremajte odvojeno (pogledajte ,Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i ispitaka

u transportnom mediju za ispitke”, stranica 44).

Rucna priprema uzoraka za ispitke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Rucéna priprema uzoraka za ispitke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath rezultira
uzorcima spremnima za hibridizacijski korak testa. Kalibratore i kontrole kvalitete pripremajte
odvojeno (pogledajte ,Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i ispitaka u transportnom
mediju za ispitke”, stranica 44).

Vazno: Ako postgradijentni stani¢ni talog ispitka SurePath sadrzava manje od 1 ml,
postgradijentni stani¢ni talog nije prikladan za testiranje ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test buduci da tekucina SurePath Preservative Fluid nije dodana nakon citoloSke obrade.

1. Ostavite postgradijentni stani¢ni talog SurePath da dosegne sobnu temperaturu i potvrdite
da promatrani volumen tekucine iznosi priblizno 2,8 ml.

2. Centrifugirajte postgradijentni stani¢ni talog SurePath u rotoru s njiSu¢im vjedrima pri
800 + 15 x g tijekom 10 = 1 minuta.

Izvadite epruvete iz centrifuge.

4. Netom nakon centrifugiranja paZljivo preto€ite supernatant i njezno tapkanjem osusite svaku
epruvetu priblizno 3 puta na papirnatim ru¢nicima Kimtowels ili sli€¢nim papirnatim ru¢nicima
koji ne otpustaju vlakna kako biste uklonili visak tekucine. Promotrite talog u svakoj epruveti.
Vazno: Nemojte dopustiti da stani¢ni talog sklizne niz epruvetu tijekom susenja tapkanjem.

5. Postavite epruvete na stalak.

Dodajte 200 yl transportnog medija za ispitke u svaki talog s pomocu ponavljajuce ili
jednokanalne pipete.

7. Resuspendirajte svaki talog mijeSanjem svake epruvete pojedinaéno u vorteks mijesalici
tijekom 15 sekundi pri velikoj brzini.

Ako je teSko resuspendirati talog, mijeSajte ga u vorteks mijesalici dodatnih 5 — 30 sekundi ili
dok talog ne pocne plutati odvojen od dna epruvete i po¢ne se otapati.
Napomena: Epruvete se mogu mijeSati bez poklapanja.

8. Pipetirajte 100 pl DNR u svaki ispitak SurePath s pomoc¢u ponavljajuce ili jednokanalne pipete.
Vazno: Pazite da ne dodirujete stijenke epruvete jer bi moglo do¢i do krizne kontaminacije
ispitaka.

9. Dobro promijeSajte svaku epruvetu mijeSajuéi ih 5 sekundi pojedinaéno u vorteks mijesalici
pri visokoj brzini.

Napomena: Epruvete se mogu mijeSati bez poklapanja.
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10. Oznadite epruvete digene HC2 Sample Conversion Tubes ili koni¢ne epruvete od 15 ml
odgovaraju¢im identifikacijskim oznakama uzoraka i vrstom (na primjer, ,SP” za ispitak
SurePath) i postavite epruvete na stalak za epruvete.

Vazno: Za automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS moraju se upotrebljavati
epruvete digene HC2 Sample Conversion Tubes.

11. Prenesite cijeli volumen u primjenjivu koni¢nu epruvetu od 15 ml s pomocu jednokratne
pipete za prijenos od 7 ml sa standardnim vr§kom.

12. ZaCepite koni¢ne epruvete i postavite ih na stalak za epruvete.

13. Epruvete inkubirajte u vodenoj kupelji na temperaturi od 65 + 2 °C, u trajanju od 90 + 5 minuta.
Napomena: To je vrijeme inkubacije dulje nego sto je potrebno za druge odobrene vrste ispitaka.
Ako ¢e se testiranje izvrsiti isti dan, denaturirajte kalibratore i kontrole kvalitete (pogledajte
,Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i ispitaka u transportnom mediju za ispitke”,
stranica 44).

14. 1zvadite stalak za epruvete iz vodene kupelji nakon inkubacije.

Ako upotrebljavate stalak za ispitke, nemojte dopustiti da se ohladi prije nego $to uklonite
poklopac stalka. Odmah nastavite s testiranjem ili uklonite poklopac stalka i foliju za
prekrivanje epruveta DuraSeal.

Napomena: Ako se stalak za ispitke ohladi, epruvete bi se mogle zalijepiti za poklopac
stalka te stoga proliti.

Pripremljeni uzorci SurePath mogu se:

® odmah testirati (nastavite na ,Hibridizacija pripremljenih uzoraka u transportnom mediju
za ispitke te ru€no pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga PreservCyt i
SurePath”, stranica 47)

® pohraniti (pogledajte ,Opcionalna toCka zaustavljanja pripremljenih uzoraka u
transportnom mediju za ispitke te ru¢no pripremljenih uzoraka postgradijentnog
stani¢nog taloga PreservCyt i SurePath”, stranica 46)

Denaturacija i hibridizacija uzoraka pripremljenih s pomocu instrumenta
QIAsymphony SP

Rezultat pripreme uzoraka na instrumentu QIAsymphony SP jest mikrotitar ploCica za

hibridizaciju koja sadrzava barem pripremljene uzorke.

Ako su uzorci PreservCyt pripremlieni s pomoc¢u instrumenta QIAsymphony SP, prva kolona
mikrotitar plo€ice za hibridizaciju je prazna. Sadrzaj mikrotitar ploCice spreman je za denaturacijski
korak testa. Kalibratori i kontrole kvalitete dodaju se mikrotitar plo€ici za hibridizaciju bilo ru¢no ili za
vrijeme automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS, a potom se izvodi korak denaturacije.
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Ako su uzorci SurePath ili uzorci postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath pripremljeni s
pomocu instrumenta QIAsymphony SP, plo€ica sadrzava pripremljene uzorke s denaturiranim
kalibratorima i kontrolama kvalitete pipetiranima u prvu kolonu mikrotitar plo€ice za hibridizaciju.
Sadrzaj mikrotitar plocice spreman je za automatizirano testiranje s pomoéu sustava RCS od
hibridizacijskog koraka testa.

Vazno: Ekstrakti uzoraka dobiveni kao rezultat pripreme uzoraka primjenom kompleta
QIlAsymphony DSP HPV Media Kit mogu se testirati isklju¢ivo s pomoc¢u sustava RCS. Ruc¢na
provedba testa s ekstraktima uzoraka nije odobrena.

(T3] Prilikom provedbe automatiziranog testiranja na sustavu RCS za uzorke pripremljene s pomocéu
instrumenta QIAsymphony SP pogledajte Korisnic¢ki priruénik za Rapid Capture System — Provedba
testova digene HC2 DNA Tests primjenom uzoraka obradenih instrumentom QIAsymphony SP za
upute o provedbi testiranja.

Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i eluata DNK za ru€no testiranje

® Ovaj se postupak odnosi samo na ru¢no testiranje uzoraka ispitaka PreservCyt pripremljenih
s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit. Ako provodite automatizirano
testiranje na sustavu RCS, pogledajte Korisnicki priru¢nik za Rapid Capture System —
Provedba testova digene HC2 DNA Tests primjenom uzoraka obradenih instrumentom
QIAsymphony SP za upute o provedbi testiranja.

® Denaturacija kalibratora i kontrola kvalitete izvodi se s pomoc¢u denaturacijskog reagensa (DNR)
dok se denaturacija eluata DNK izvodi s pomocu denaturacijskog reagensa 2 (DNR2).

1. PromijeSajte svaki kalibrator i kontrolu kvalitete 10 sekundi u vorteks mijeSalici na

maksimalnim postavkama.
2. Preokrenite svaku epruvetu kako biste dohvatili materijal s Cepa epruvete.
3. Uklonite ¢epove s epruveta s kalibratorom i kontrolom kvalitete i bacite ih.

4. S pomocu jednokanalne pipete dodajte 50 pl primjenjivog kalibratora ili kontrole kvalitete na

dno prazne jazice mikrotitar plocice za hibridizaciju prema izradenom rasporedu plocice.

Ako ¢e se kalibrator i kontrole kvalitete upotrebljavati za dodatno testiranje, zacepite
epruvete novim navojnim ¢epovima za epruvete za uzimanje ispitaka, oznacite ih novim

datumom isteka trajanja i pohranite na temperaturi od 2 — 8 °C.

Napomena: Otvoreni, nedenaturirani kalibratori i kontrole kvalitete stabilni su 3 mjeseca na
temperaturi od 2 — 8 °C.
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5. Temeljito promijeSajte pripremljeni DNR i DNR2 u vorteks mijeSalici i alikvotirajte ih u

odgovarajuce oznagene jednokratne spremnike za reagense.

Vazno: Pobrinite se da ispravni reagens dodate u ispravnu kolonu mikrotitar ploCice za
eluat.

6. S pomocu 8-kanalne pipete dodajte 25 yl DNR u prvu kolonu mikrotitar plocice za

hibridizaciju koja sadrzava kalibratore i kontrole kvalitete.

7. S pomocu 8-kanalne pipete dodajte 25 yl DNR2 u svaku jaZicu mikrotitar plocice za
hibridizaciju koja sadrzava eluat DNK.

8. Poklopcem mikrotitar plocice prekrijte mikrotitar plo€icu za hibridizaciju i protresite je
30 sekundi na tresilici Rotary Shaker | postavljenoj na 1100 £ 100 o/min.

9. Postavite mikrotitar plo€icu u Microplate Heater | ekvilibriran na 65 + 2 °C i osigurajte da
nece doci do prskanja. Inkubirajte mikrotitar plo€icu za hibridizaciju tijekom 45 + 5 minuta.

Za vrijeme inkubacije pripremite mjesavinu probe (pogledajte ,MjeSavina probe”, stranica 33).
10. Uklonite mikrotitar plo€icu za hibridizaciju iz grija¢a Microplate Heater I.
Denaturirane kalibratore, kontrole kvalitete i eluate DNK mozete:

e pohraniti (pogledajte ,Opcionalna toka zaustavljanja eluata DNK”, stranica 43)
® odmabh testirati (nastavite na ,Hibridizacija eluata DNK”, stranica 43)

Opcionalna to¢ka zaustavljanja eluata DNK

Denaturirani eluati DNK, ukljuéujuéi kalibratore i kontrole kvalitete, pokriveni poklopcem za

mikrotitar plo€ice mogu se Cuvati 2 tiedna na temperaturi od 2 — 8 °C.

Hibridizacija eluata DNK

1. Ako je mikrotitar plocica za hibridizaciju koja sadrzava denaturirane kalibratore, kontrole
kvalitete i eluate DNK pohranjena, uklonite poklopac mikrotitar plo€ice i ostavite mikrotitar

plocicu za hibridizaciju da dosegne temperaturu od 20 — 25 °C.

2. Temeljito promijeSajte mjeSavinu probe u vorteks mijesalici i alikvotirajte je u jednokratni
spremnik za reagense.

3. Pazljivo pipetirajte 25 pl mjeSavine probe u svaku jaZicu mikrotitar ploCice za hibridizaciju s
pomocu 8-kanalne pipete i novih vrSaka za svako dodavanje mjeSavine probe.
Izbjegavajte prskanje i dodirivanje bocnih stranica jazica mikrotitar plo€ice za hibridizaciju.

4. Poklopcem mikrotitar plocice prekrijte mikrotitar ploCicu za hibridizaciju i protresite je
3 + 2 minute na tresilici Rotary Shaker | postavljenoj na 1100 £ 100 o/min.

Nakon obrade u tresilici kalibratori, kontrole kvalitete i eluati DNK trebali bi pozutjeti.
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Uzorci koji ostanu ljubi¢asti mozda nisu primili odgovarajuéu koli€inu mjeSavine probe.
Dodajte dodatnih 25 pl mjeSavine probe uzorcima koji su ostali ljubi€asti i ponovno ih
protresite. Ako uzorak ostane ljubi€ast nakon tog postupka, ponovno testirajte ispitak.

5. Postavite mikrotitar ploCicu u Microplate Heater | ekvilibriran na 65 + 2 °C i osigurajte da
nece doc¢i do prskanja. Inkubirajte mikrotitar ploCicu za hibridizaciju tijekom 60 + 5 minuta.

6. Nastavite na ,Hvatanje hibrida”, stranica 50, kako biste nastavili testiranje.

Denaturacija i hibridizacija ispitaka u transporthnom mediju za ispitke te
ru¢no pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga
PreservCyt i SurePath

e Kod testiranja ruéno pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢énog taloga PreservCyt i
SurePath, korak denaturacije nije potreban za sve uzorke. Medutim, kalibratori i kontrole
kvalitete potrebni za test denaturiraju se prema uputama u nastavku.

® Neki ispitci u transportnom mediju za ispitke mogu sadrzavati krv ili drugi bioloski materijal
koji moze maskirati promjene boje nakon dodavanja DNR. Ispitci koji su tamne boje prije
dodavanja DNR u ovome koraku mozda nece proizvesti odgovaraju¢u promjenu boje. U tim
slu¢ajevima izostanak odgovaraju¢e promjene boje nec¢e utjecati na rezultat testa. Ispravno
mijeSanje moze se provijeriti promatranjem promjene boje kalibratora i kontrola kvalitete.

Denaturacija kalibratora, kontrola kvalitete i ispitaka u transportnom mediju za ispitke

® Nemojte uklanjati pribor za uzimanje ispitaka iz epruvete za ispitke ni u kojem trenutku.

e Kako biste izbjegli lazno pozitivhe rezultate, od iznimne je vaZnosti da sav materijal ispitaka
dode u kontakt s DNR. MijeSanje nakon dodavanja DNR klju¢an je korak.

® Zaispitke u transportnom mediju za ispitke denaturirane primjenom metode vorteks
mijesalice MST Vortexer 2 mora se primjenjivati metoda ,Hibridizacija s pomoc¢u mikrotitar
plocice i grijaca Microplate Heater I” na stranici 47. Metoda ,Hibridizacija s pomocu
mikroepruveta i vodene kupelji” (stranica 49) nije odobrena za ispitke u transportnom mediju
za ispitke denaturirane s pomocu vorteks mijeSalice MST Vortexer 2.

1. Uklonite Eepove s epruveta i bacite ih.

Vazno: S ¢epovima uklonjenima s epruveta u kojima se nalaze ispitci u transportnom mediju
za ispitke postupajte kao da su potencijalno infektivni (pogledajte ,Upozorenja i mjere
opreza”, stranica 20, za dodatne informacije).

2. Pipetirajte odredeni volumen (pogledajte Tablica 9 u nastavku) DNR u epruvete s pomoc¢u
ponavljajuce ili prilagodljive pipete.

Pazite da ne dodirujete stijenke epruveta jer bi moglo doéi do krizne kontaminacije ispitaka.
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Vazno: Kompleti s 1 i 4 plo€ice sadrzavaju razli¢ite volumene kalibratora za visokorizi¢ne

tipove HPV-a. Pazite da dodate ispravan volumen DNR.

Napomena: Volumen dodanog DNR jednak je polovici volumena tekucine u epruveti.
Tablica 9. Dodavanje DNR

ib:z:)liittla:tor, kontrola kvalitete ili ispitak u transportnom mediju za Potreban volumen DNR
Negativni kalibrator, 2 ml 1000 pl
Kalibrator za visokorizi€ne tipove HPV-a, 1 ml 500 pl
Kalibrator za visokorizi¢ne tipove HPV-a, 2 ml 1000 pl
Kontrola kvalitete za niskorizi¢ne ili visokoriziéne tipove HPV-a, 1 ml 500 pl
Ispitak u transportnom mediju za ispitke, 1 ml 500 pl

3. PromijeSajte epruvete metodom vorteks mijeSalice MST Vortexer 2 ili metodom ru¢nog
vrtloznog mijeSanja pojedinacnih epruveta.

Metoda vorteks mijeSalice MST Vortexer 2

a. Prekrijte epruvete folijom za prekrivanje epruveta DuraSeal prevlatenjem folije preko
epruveta na stalku za ispitke.

b.  Postavite poklopac stalka na epruvete prekrivene folijom i uévrstite ga dvjema bo¢nim
kop&ama. Izrezite foliju uredajem za rezanje.

c. Pomaknite rucicu s crvenom drskom u GORNJI polozaj tako da bude vodoravna.

d. Postavite stalak za ispitke ¢vrsto unutar vodilica na vorteks mijeSalici MST Vortexer 2
tako da se kut stalka s najve¢im urezom nalazi u prednjem desnom kutu. Uévrstite
stalak za ispitke pomicanjem rucice s crvenom drskom u ,donji” polozaj tako da bude
okomita.

e. Pobrinite se da je postavka brzine postavljena na 100 (maksimalna brzina) te ukljucite
vorteks mijeSalicu MST Vortexer 2.

f. MijeSajte epruvete na vorteks mijesalici 10 sekundi.
g. Iskljucite vorteks mijeSalicu MST Vortexer 2.

h.  Uklonite stalak za ispitke s vorteks mijeSalice MST Vortexer 2 pomicanjem rucice s

crvenom dr§kom u ,gornji” polozZaj.

Metoda ruénog vrtloznog mijeSanja pojedinacnih epruveta

a. Ponovno zacepite epruvete novim navojnim Eepovima za epruvete za uzimanje ispitaka.

b. Dobro promijeSajte svaku epruvetu vrtloznim mijeSanjem pojedinacnih epruveta
velikom brzinom tijekom 5 sekundi.

Vazno: Tijekom mijeSanja mora se vidjeti vidljivi vrtlog tekuéine koji oplahuje cijelu

unutarnju povrsinu epruvete.

c.  Preokrenite svaku epruvetu jedanput kako biste oplahnuli unutrasnjost epruvete, ¢ep i rub.
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d. Vratite epruvetu na stalak.
Tekucina u epruveti trebala bi poprimiti ljubi¢astu boju.

4. Epruvete inkubirajte na stalku u vodenoj kupelji na temperaturi od 65 + 2 °C, u trajanju od
45 + 5 minuta.

Za rucno testiranje pripremite mjesavinu probe za vrijeme inkubacije (pogledajte ,MjeSavina

probe”, stranica 33).
5. lzvadite epruvete iz vodene kupelji nakon inkubacije.

Ako upotrebljavate stalak za ispitke, nemojte dopustiti da se ohladi prije nego Sto uklonite
poklopac stalka. Odmah nastavite s testiranjem ili uklonite poklopac stalka i foliju za
prekrivanje epruveta DuraSeal.

Napomena: Ako se stalak za ispitke ohladi, epruvete bi se mogle zalijepiti za poklopac
stalka te stoga proliti.

Denaturirane kalibratore, kontrole kvalitete i ispitke u transportnom mediju za ispitke mozete:

® pohraniti (pogledajte ,Opcionalna to¢ka zaustavljanja pripremljenih uzoraka u
transportnom mediju za ispitke te ruéno pripremljenih uzoraka postgradijentnog
stani¢nog taloga PreservCyt i SurePath”, stranica 46)

e odmabh testirati (nastavite na ,Hibridizacija pripremljenih uzoraka u transportnom mediju
za ispitke te ru¢no pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga PreservCyt i
SurePath”, stranica 47)

Opcionalna toc¢ka zaustavljanja pripremljenih uzoraka u transportnom mediju za ispitke
te ru¢no pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani¢énog taloga PreservCyt i SurePath

Vazno: Nemojte Cuvati ili transportirati denaturirane ispitke na suhom ledu.

Svi pripremljeni uzorci, ukljuujuci kalibratore i kontrole kvalitete, mogu se ¢uvati na temperaturi
od 2-8°C preko noc¢i ili na —-20°C maksimalno 3 mjeseca. NajvisSe 3 ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja mogu se provesti s najviSe 2 sata na sobnoj temperaturi tijekom

svakog ciklusa odmrzavanja.

Za Cuvanje preko nocu u stalku za ispitke na temperaturi od 2 — 8 °C prekrijte uzorke folijom za
prekrivanje epruveta DuraSeal i zamijenite poklopac stalka.

Za cuvanje na —20 °C na stalku za ispitke uklonite poklopac stalka i foliju za prekrivanje

epruveta DuraSeal te postavite odgovarajuci ¢ep na epruvete.
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Hibridizacija pripremljenih uzoraka u transportnom mediju za ispitke te ru¢no
pripremljenih uzoraka postgradijentnog stani€nog taloga PreservCyt i SurePath

EE] Prilikom izvodenja automatiziranog testiranja s pomoéu sustava RCS za uzorke u
transportnom mediju za ispitke ili ruéno pripremljene uzorke postgradijentnog stani€nog taloga
PreservCyt i SurePath pogledajte Korisni¢ki prirucnik za Rapid Capture System za upute o
provedbi testiranja.

Ako su denaturirani kalibratori, kontrole kvalitete i ispitci bili pohranjeni, ostavite ih da dosegnu
temperaturu od 20 — 25 °C te, ako su pohranjeni na stalku za ispitke, uklonite Eepove s epruveta i

bacite ih.

® Zauzorke u transportnom mediju za ispitke te ru¢no pripremljene uzorke postgradijentnog
stani¢nog taloga PreservCyt i SurePath dostupne su dvije metode hibridizacije: ,Hibridizacija s
pomocu mikrotitar plo€ice i grijac¢a Microplate Heater I” i ,Hibridizacija s pomoc¢u mikroepruveta i
vodene kupelji”.

® Zaispitke u transporthom mediju za ispitke denaturirane primjenom metode vorteks
mijeSalice MST Vortexer 2 mora se primjenjivati ,Hibridizacija s pomoc¢u mikrotitar plocice i
grijaca Microplate Heater |” na stranici 47. ,Hibridizacija s pomo¢u mikroepruveta i vodene
kupelji” (stranica 49) nije odobrena za ispitke u transportnom mediju za ispitke denaturirane
s pomocu vorteks mijeSalice MST Vortexer 2.

® MijeSavina probe je viskozna. Pobrinite se da se mjeSavina probe dobro promijesa i da se
potrebna koli¢ina u potpunosti dispenzira u svaku jazicu mikrotitar plocice za hibridizaciju ili
mikroepruvetu za hibridizaciju.

® Prilikom prijenosa uzorka na mikrotitar ploCicu za hibridizaciju ili u mikroepruvetu za
hibridizaciju izbjegavajte dodirivanje stijenki jaZica mikrotitar ploCice za hibridizaciju ili
mikroepruveta za hibridizaciju jer moze doc¢i do lazno pozitivnih rezultata ako se uzorci ne
prenose pazljivo. Ogranicite stvaranje mjehuri¢a zraka. Upotrebljavajte Cisti, ekstra dugacak

vr8ak za pipetu za svaki prijenos kako biste izbjegli kriznu kontaminaciju.

Hibridizacija s pomocu mikrotitar plocice i grijata Microplate Heater |

1. Nabavite i oznacite mikrotitar plo€icu za hibridizaciju.
2. PromijeSajte u vorteks mijesalici primjenom jedne od sljedec¢ih metoda:

MijeSanje kalibratora, kontrola kvalitete ili uzoraka u transportnom mediju za ispitke s

pomocu vorteks mijeSalice MST Vortexer 2

a. Prema potrebi, prekrijte epruvete folijom za prekrivanje epruveta DuraSeal te ucvrstite

poklopac stalka na stalku za ispitke.
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b. PromijeSajte stalak s ispitcima na vorteks mijeSalici minimalno 5 sekundi na

maksimalnoj postavki brzine.

C. Odmah postavite stalak s ispitcima na radnu povrSinu i otpustite zasune. Podignite
poklopac stalka priblizno 1 cm i lagano ga pomicite ulijevo i udesno kako biste otpustili sve
epruvete koje su se mozda zalijepile za foliju za prekrivanje epruveta DuraSeal. Uklonite
poklopac stalka tako da ga podignete uvis sve dok se ne odvoji od stalka s ispitcima.

d. NjeZno skinite foliju za prekrivanje epruveta DuraSeal s poklopca stalka i bacite je.

MijeSanje uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga PreservCyt ili SurePath s pomocu

vorteks mijeSalice MST Vortexer 2

a. Prema potrebi, prekrijte epruvete folijom za prekrivanje epruveta DuraSeal te uévrstite

poklopac stalka na stalku za ispitke.

b. PromijeSajte stalak za konverziju na vorteks mijeSalici minimalno 10 sekundi na
maksimalnoj postavki brzine.

C. Odmah postavite stalak s ispitcima na radnu povrSinu i otpustite zasune. Podignite
poklopac stalka priblizno 1 cm i lagano ga pomicite ulijevo i udesno kako biste otpustili sve
epruvete koje su se mozda zalijepile za foliju za prekrivanje epruveta DuraSeal. Uklonite
poklopac stalka tako da ga podignete uvis sve dok se ne odvoji od stalka s ispitcima.

d. Njezno skinite foliju za prekrivanje epruveta DuraSeal s poklopca stalka i bacite je.

MijeSanije bilo koje vrste uzoraka vorteks mijeSalicom

a. PromijeSajte svaku epruvetu pojedinacno vorteks mijeSalicom najmanje 5 sekundi.

. S pomocu pipete EXPAND-4 ili jednokanalne pipete s ekstra dugackim vr§kom prenesite
75 pl svakog kalibratora, kontrole kvalitete ili uzorka na dno prazne jazice mikrotitar plocice
za hibridizaciju prema izradenom rasporedu plocice.

Ako ¢e se uzorci Cuvati, zaCepite denaturirane kalibratore, kontrole kvalitete ili uzorke u
transportnom mediju za ispitke novim navojnim &epovima za epruvete za uzimanje ispitaka i
postavite originalni Cep za svaki uzorak na uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
PreservCyt i SurePath.

Napomena: Cuvajte uzorke u skladu s ograniéenjima opisanima u odjeljku ,Opcionalna togka
zaustavljanja pripremljenih uzoraka u transportnom mediju za ispitke te ru¢no pripremljenih
uzoraka postgradijentnog staniénog taloga PreservCyt i SurePath”, stranica 46.

Nakon $to prenesete zadnji uzorak, prekrijte mikrotitar plocicu za hibridizaciju poklopcem
mikrotitar plocice i inkubirajte je 10 minuta na temperaturi od 20 — 25 °C.

. Temeljito promijeSajte mjeSavinu probe u vorteks mijeSalici i alikvotirajte je u jednokratni
spremnik za reagense.

Pazljivo pipetirajte 25 yl mjeSavine probe u svaku jazicu mikrotitar ploCice za hibridizaciju s
pomocu 8-kanalne pipete i novih vr8aka za svako dodavanje mjeSavine probe.

Izbjegavajte prskanje i dodirivanje bo¢nih stranica jazica mikrotitar plo€ice za hibridizaciju.
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7. Poklopcem mikrotitar plo€ice prekrijte mikrotitar ploCicu za hibridizaciju i protresite je

3 + 2 minute na tresilici Rotary Shaker | postavljenoj na 1100 £ 100 o/min.

Nakon protresanja kalibratori, kontrole kvalitete, uzorci u transporthnom mediju za ispitke i
uzorci postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath trebali bi poprimiti Zutu boju, dok bi
uzorci PreservCyt trebali poprimiti ruzi¢astu boju.

Uzorci koji ostanu ljubi¢asti mozda nisu primili odgovarajucu koli¢inu mjeSavine probe.
Dodajte dodatnih 25 pl mjeSavine probe uzorcima koji su ostali ljubi€asti i ponovno ih

protresite. Ako uzorak ostane ljubi¢ast nakon tog postupka, ponovno testirajte ispitak.

8. Postavite mikrotitar plo€icu u Microplate Heater | ekvilibriran na 65 + 2 °C i osigurajte da

necée doc¢i do prskanja. Inkubirajte mikrotitar ploCicu za hibridizaciju tijekom 60 + 5 minuta.

9. Nastavite na ,Hvatanje hibrida”, stranica 50, kako biste nastavili testiranje.

Hibridizacija s pomoc¢u mikroepruveta i vodene kupelji

1. Oznacdite i postavite Zeljeni broj Cistih mikroepruveta za hibridizaciju na stalak za mikroepruvete.

2. Vrtlozno promijeSajte svaku epruvetu s kalibratorom, kontrolom kvalitete i uzorkom

pojedinaéno najmanje 5 sekundi prije nego Sto uklonite uzorak.

3. S pomocu jednokanalne pipete s ekstra dugackim vr§kom prenesite 75 pl svakog
kalibratora, kontrole kvalitete ili uzorka na dno odgovaraju¢e mikroepruvete za hibridizaciju
prema izradenom rasporedu plocice.

Ako ¢e se uzorci Cuvati, zaCepite denaturirane kalibratore, kontrole kvalitete ili uzorke u
transportnom mediju za ispitke novim navojnim &epovima za epruvete za uzimanje ispitaka i
postavite originalni Cep za svaki uzorak na uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
PreservCyt i SurePath.

Napomena: Cuvajte uzorke u skladu s ograni¢enjima opisanima u odjeljku ,Opcionalna togka
zaustavljanja pripremljenih uzoraka u transportnom mediju za ispitke te ru¢no pripremljenih
uzoraka postgradijentnog staniénog taloga PreservCyt i SurePath”, stranica 46.

4. Nakon $to prenesete zadnji uzorak inkubirajte mikroepruvete za hibridizaciju 10 minuta na
temperaturi od 20 — 25 °C.

5. Temeljito promijeSajte mjeSavinu probe u vorteks mijesalici i alikvotirajte je u jednokratni
spremnik za reagense.

6. Pazljivo pipetirajte 25 pl mjeSavine probe u svaku mikroepruvetu za hibridizaciju s pomocéu
8-kanalne pipete i novih vr§aka za svaki redak.

Izbjegavajte prskanje i dodirivanje stijenki mikroepruveta za hibridizaciju.

Pregledajte stalak s donje strane kako biste se uvijerili da se u svim mikroepruvetama za

hibridizaciju nalazi ispravna koli¢ina mjeSavine probe.

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018

49



7. Prekrijte mikroepruvete za hibridizaciju folijom za prekrivanje ploCica. Postavite poklopac za
stalak na stalak. Protresite stalak za mikroepruvete 3 + 2 minute na tresilici Rotary Shaker |
postavljenoj na 1100 + 100 o/min.

Nakon protresanja kalibratori, kontrole kvalitete, uzorci u transporthom mediju za ispitke i
uzorci postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath trebali bi poprimiti Zutu boju, dok bi
uzorci PreservCyt trebali poprimiti ruzi¢astu boju.

Uzorci koji ostanu ljubi€¢asti mozda nisu primili odgovarajucu koli€inu mjeSavine probe.
Dodajte dodatnih 25 pl mjeSavine probe uzorcima koji su ostali ljubiasti i ponovno ih
protresite. Ako uzorak ostane ljubi€ast nakon tog postupka, ponovno testirajte ispitak.

8. Inkubirajte stalak za mikroepruvete 60 + 5 minuta u vodenoj kupelji na temperaturi od 65 + 2 °C.
Pobrinite se da je razina vode u vodenoj kupelji dovoljna da bi prekrila cijeli volumen
mikroepruveta za hibridizaciju.

Napomena: Stalak za mikroepruvete plutat ¢e u vodenoj kupelii.

9. Nastavite na ,Hvatanje hibrida” kako biste nastavili testiranje.

Hvatanje hibrida

1. S okvira ploCice uklonite sve osim potrebnog broja jaZica mikrotitar plocice za hvatanje.
2. Vratite neiskoristene jazice mikrotitar plocice za hvatanje u originalnu vrecicu i zatvorite je.

3. Markerom redom numerirajte svaku kolonu i oznagcite mikrotitar ploCicu za hvatanje

odgovarajuc¢om identifikacijskom oznakom.
Uzorci Ce se dodavati u jaZice mikrotitar ploCice za hvatanje prema izradenom rasporedu plocice.

4. Prema potrebi pazljivo uklonite mikrotitar plocicu za hibridizaciju s grija¢a Microplate Heater

| ili stalak za mikroepruvete iz vodene kupelji.

Odmah uklonite poklopac mikrotitar ploCice i odlozite ga na €istu povrSinu ili uklonite
poklopac stalka i polagano povucite foliju za prekrivanje plo€ica prema gore i preko stalka za
mikroepruvete.

5. S pomocu 8-kanalne pipete prenesite cijeli sadrzaj (priblizno 100 pl) jazica mikrotitar ploCice
za hibridizaciju ili mikroepruveta za hibridizaciju na dno odgovarajucih jazica mikrotitar
plocice za hvatanje.

Upotrebljavajte nove vrske za pipete za svaki prijenos i pricekajte da se svaki vr§ak pipete
ocijedi kako biste bili sigurni da ste prenijeli cijeli uzorak. Prema Zelji, pipete mozete umiriti
oslanjajuéi sredinu vr$aka pipeta o gornji rub jazica mikrotitar plo€ice za hvatanje
(pogledajte Slika 2 u nastavku).
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Ispravno Nemojte pipetirati Nemojte dopustiti da

okomito kako vr§ak dodirne bo¢nu
biste izbjegli stranicu jazice.
prskanje.

Slika 2. Ispravno pipetiranje.

6. Poklopcem mikrotitar plocice ili novom folijom za prekrivanje plocica prekrijte mikrotitar
plocicu za hvatanje i protresite je 60 £ 5 minuta na tresilici Rotary Shaker | postavljenoj na
1100 + 100 o/min na temperaturi od 20 — 25 °C.

Za vrijeme inkubacije pripremite pufer za ispiranje (pogledajte ,Pufer za ispiranje”, stranica 35).
7. Nakon zavrSetka inkubacije uklonite mikrotitar plo€icu za hvatanje s tresilice Rotary Shaker |
i pazljivo skinite poklopac mikrotitar plocice ili foliju za prekrivanje ploc€ica.
8. Uklonite tekucinu iz jazica mikrotitar ploCice za hvatanje tako da je odlijete u sudoper;

potpuno preokrenite mikrotitar ploCicu za hvatanje iznad sudopera i snazno je protresite

pokretima prema dolje.
Vazno: Nemojte ponovno preokretati mikrotitar ploCicu.
Pobrinite se da ne prskate pretakanjem preblizu dnu sudopera.
9. Osusite ¢vrstim tapkanjem 2 — 3 puta na Cistim papirnatim ru¢nicima Kimtowels ili sli¢nim
papirnatim ru¢nicima koji ne otpustaju vlakna.
Pobrinite se da uklonite svu tekucinu iz jazica mikrotitar plocice za hvatanje te da je vrh

mikrotitar ploCice za hvatanje suh.

10. Nastavite na ,Otkrivanje hibrida” kako biste nastavili testiranje.
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Otkrivanje hibrida

® Reagense dodajte na mikrotitar plo€icu za hvatanje u smjeru slijeva udesno s pomocu

8-kanalne pipete. Vrske obriSite na jednokratnom spremniku za reagense kako biste uklonili

viSak reagensa prije nego Sto ga prenesete na mikrotitar plocicu.

® Ako ne upotrebljavate 8-kanalnu pipetu, moguce ju je zamijeniti ponavljaju¢om pipetom.

Alikvotirajte DR1 u polipropilensku epruvetu koja je dovoljno velika da primi potreban

volumen.

® Preporucuje se primjena tehnike obrnutog pipetiranja kako bi se poboljSala dosljednost

prijenosa reagensa. Postupak je opisan u nastavku.

® Prema Zelji, pipete mozete umiriti oslanjajuci sredinu vr§aka pipeta o gornji rub jazica

mikrotitar ploCice za hvatanje. Pazite da ne dodirujete bo¢ne stranice jazica mikrotitar

plocice za hvatanje jer bi moglo do¢i do krizne kontaminacije uzoraka (pogledajte Slika 2,

stranica 51).

1. Dobro promijeSajte DR1 i pazljivo premjestite odgovarajuéi volumen (prema potrebi,

pogledajte Tablica 1, stranica 30, ili Tablica 4, stranica 31) u Cisti jednokratni spremnik za

reagense.

2. Pazljivo pipetirajte 75 ul DR1 u svaku jaZicu mikrotitar plocice za hvatanje primjenom

tehnike obrnutog pipetiranja kako slijedi:

a.
b.

C.

f.

PriCvrstite vr§ke na 8-kanalnu pipetu; provjerite jesu li svi vrsci ¢vrsto sjeli.
Gurnite klip pipete preko prvog zaustavnika do drugog zaustavnika.
Uronite vr8ke u reagens.

Polagano otpustite klip i omogucite reagensu da napuni vrske.

Pipetirajte reagens u jazice mikrotitar ploCice pritiskom klipa do prvog zaustavnika.
Nemojte otpustati klip sve dok vrSci pipete ne budu uronjeni u reagens.

Ponovno napunite vrdke i ponovite postupak sve dok sve jazice mikrotitar ploCice ne

budu napunjene.

Provijerite jesu li sve jazice mikrotitar plocice za hvatanje napunjene promatranjem

intenziteta ruzicaste boje. Sve bi jaZice mikrotitar ploCice za hvatanje trebale biti ruziaste

boje slicnog intenziteta.

3. Mikrotitar plocicu za hvatanje prekrijte poklopcem mikrotitar plocice, Cistom folijom Parafilm

ili slicnom folijom i inkubirajte je 30 — 45 minuta na temperaturi od 20 — 25 °C.

4. Nastavite na ,Ispiranje” kako biste nastavili testiranje.
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Ispiranje
Isperite mikrotitar ploCicu za hvatanje primjenom jedne od metoda u nastavku.

Metoda automatiziranog uredaja za ispiranje plocica

Automatizirani uredaj za ispiranje ploCica uvijek drzite uklju€enim. Pobrinite se da je spremnik
za ispiranje napunjen, a spremnik za otpad prazan. Automatizirani uredaj za ispiranje ploCica
rutinski Ce ispirati sustav radi €iS¢enja. Dodatne upute pogledajte u Korisnic¢kom priruéniku za

automatizirani uredaj za ispiranje plocica.

® Provjerite je li spremnik za ispiranje napunjen puferom za ispiranje barem do oznake za
1 litru. Ako nije, pripremite pufer za ispiranje (pogledajte ,Pufer za ispiranje”, stranica 35).

® Provjerite je li spremnik za ispiranje vodom napunjen deioniziranom ili destiliranom vodom.

® Provjerite je li spremnik za otpad prazan, a ¢ep ¢vrsto priévrséen.

e Automatizirani uredaj za ispiranje plo€ica automatski ¢e se pripremiti prije svakog ispiranja i
isprati vodom nakon svakog ispiranja.

® Ako se traka jazica mikrotitar plocice za hvatanje upotrebljava samo djelomi¢no, postavite
prazne jazice mikrotitar plo¢ice u mikrotitar ploCicu za hvatanje kako biste popunili kolonu
prije ispiranja.

1. Uklonite poklopac mikrotitar plocice i postavite mikrotitar plo€icu za hvatanje na platformu

automatiziranog uredaja za ispiranje plocica.

2. Provijerite je li automatizirani uredaj za ispiranje plo¢ica uklju¢en i piSe li na zaslonu Digene
Wash Ready (Ispiranje uredaja digene spremno) ili P1.

3. Odaberite broj traka koje je potrebno isprati pritiskom na gumb Rows (Redci) te potom
pritiskom na + ili — za prilagodbu.

4. Pritisnite gumb Rows (Redci) za povratak na zaslon Digene Wash Ready (Ispiranje uredaja
digene spremno) ili P1.

5. Pritisnite gumb Start/Stop (Pokreni/Zaustavi) za pocetak.
Automatizirani uredaj za ispiranje plo€ica provest ¢e 6 ciklusa punjenja i aspiriranja koji ce
trajati priblizno 10 minuta. Za vrijeme programa bit ¢e kratka pauza; nemojte prerano ukloniti
mikrotitar plocCicu.
Kada automatizirani uredaj za ispiranje plocica zavrsi s ispiranjem, na zaslonu ¢e pisati

Digene Wash Ready (Ispiranje uredaja digene spremno) ili P1.
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6. Uklonite mikrotitar plo€icu za hvatanje s platforme automatiziranog uredaja za ispiranje

ploCica kada program zavrsi.

Mikrotitar ploCica za hvatanje trebala bi biti bijela, a u jazicama mikrotitar plo€ice za hvatanje

ne bi trebalo biti ostataka ruzi¢aste tekucine.

7. Nastavite na ,Amplifikacija signala”, stranica 55, kako biste nastavili testiranje.
Metoda ruénog ispiranja

1. Uklonite DR1 iz jaZica mikrotitar ploCice za hvatanje postavljanjem Cistih papirnatih ruénika
Kimtowels ili sli¢nih papirnatih ru¢nika koji ne otpustaju vlakna na vrh mikrotitar plocCice za

hvatanje.

2. Pobrinite se da papirnati ru¢nici dodiruju cijelu povrSinu mikrotitar plocice za hvatanje, a
potom je paZljivo preokrenite.

3. Ostavite mikrotitar ploCicu za hvatanje da se ocijedi 1 — 2 minute.

4. Dobro je osusite tapkanjem na Cistim papirnatim ru¢nicima Kimtowels ili sli¢nim papirnatim
ru¢nicima koji ne otpustaju vlakna.

Pazljivo bacite iskoriStene papirnate ru¢nike kako biste izbjegli kontaminaciju alkalnom
fosfatazom.

5. S pomocu uredaja za ispiranje ru¢no isperite mikrotitar plo€icu za hvatanje 6 puta.

Za pravilno ispiranje, prenapunite svaku jazicu mikrotitar ploCice za hvatanje puferom za
ispiranje. Time ¢ete ukloniti DR1 s vrhova jazica mikrotitar ploCice za ispiranje. Ispiranje zapo€inje
na jazici mikrotitar plo€ice za hvatanje A1 te se nastavlja vijugavo udesno i prema dolje. Nakon
Sto su sve jazice mikrotitar ploice za hvatanje napunjene, pretocite tekucinu u sudoper snaznim
pokretom prema dolje. Drugo ispiranje zapoc€inje na jazici mikrotitar plo€ice za hvatanje H12 te se
nastavlja vijugavo ulijevo i prema gore. Taj slijed od 2 ispiranja ponavlja se jo$ 2 puta, $to €ini
ukupno 6 ispiranja po jaZici mikrotitar plo€ice za hvatanje.

6. Nakon ispiranja osusite mikrotitar plo€icu za hvatanje tako da je preokrenete na Ciste
papirnate ru¢nike Kimtowels ili slicne papirnate ru¢nike koji ne otpustaju vlakna i potapkate
je ¢vrsto 3 — 4 puta. Zamijenite papirnate ru€nike i ponovno je tapkanjem osusite.

7. Ostavite mikrotitar ploCicu za hvatanje preokrenutu da se ocijedi 5 minuta. Jo$ jedanput

tapkanjem osusite mikrotitar plo€icu za hvatanje.

Mikrotitar ploCica za hvatanje trebala bi biti bijela, a u jazicama mikrotitar ploCice za hvatanje
ne bi trebalo biti ostataka ruziaste tekucine.

8. Nastavite na ,Amplifikacija signala”, stranica 55, kako biste nastavili testiranje.
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Amplifikacija signala

e Upotrijebite novi par rukavica za rukovanje detekcijskim reagensom 2 (DR2).

® Reagense dodajte na mikrotitar ploCicu za hvatanje u smjeru slijeva udesno s pomocu
8-kanalne pipete.

® Ako ne upotrebljavate 8-kanalnu pipetu, moguce ju je zamijeniti ponavljaju¢om pipetom.
Alikvotirajte DR2 u polipropilensku epruvetu koja je dovoljno velika da primi potreban volumen.

® Dodajte DR2 bez prekida. Vrijeme inkubacije svih jazica mikrotitar plocice za hvatanje mora
biti Sto je moguce sli¢nije.

e Pazite da ne dodirujete bocne stranice jazica mikrotitar plocice za hvatanje ili da ne prskate
reagensom po vricima jer bi moglo doc¢i do krizne kontaminacije ispitaka (pogledajte Slika 2,

stranica 51).

1. Dobro promijeSajte DR2 i premjestite odgovarajuéi volumen (prema potrebi, pogledajte
Tablica 1, stranica 30, ili Tablica 4, stranica 31) u Cisti jednokratni spremnik za reagense.

2. Pazljivo pipetirajte 75 ul DR2 u svaku jaZicu mikrotitar ploCice za hvatanje primjenom

prethodno opisane tehnike obrnutog pipetiranja (pogledajte ,Otkrivanje hibrida”, stranica 52).

Provjerite jesu li sve jazice mikrotitar ploCice za hvatanje ispravno napunjene promatranjem
intenziteta Zute boje; sve jazice mikrotitar plo€ice za hvatanje trebale bi biti Zute boje sli¢nog

intenziteta.

3. Prekrijte mikrotitar ploCicu za hvatanje poklopcem mikrotitar ploCice i inkubirajte je na

temperaturi od 20 — 25 °C 15 minuta (a ne dulje od 30 minuta).
Vazno: Izbjegavaijte izravnu suncevu svjetlost.

4. Nastavite na ,Mjerenje mikrotitar plocice za hvatanje i generiranje rezultata” kako biste

nastavili testiranje.

Mijerenje mikrotitar ploCice za hvatanje i generiranje rezultata

1. Izmjerite mikrotitar plocicu za hvatanje s pomocéu DML instrumenta.

Pogledajte odgovarajuci korisnicki priruénik za softver za pojedinosti o mjerenju mikrotitar
plocice za hvatanje i generiranju izvieS¢a s rezultatima testa. Softver za analizu ispitivanja
digene omogucit ¢e unos relevantnih podataka o testu.

2. Ako nije koristena cijela mikrotitar ploCica za hvatanje, uklonite iskoriStene jazice mikrotitar
plocice za hvatanje s okvira mikrotitar plo€ice, temeljito isperite okvir mikrotitar ploCice
destiliranom ili deioniziranom vodom, osusite ga i saCuvajte za sljedeci test.

3. Bacite sve alikvote reagensa i pripremljene reagense, osim ako je drugacije navedeno.
Razrijedite preostali DNR u bo¢ici prije odlaganja u skladu s nacionalnim i lokalnim

laboratorijskim postupcima.
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Tumacenje rezultata

Granic¢na vrijednost (cutoff, CO) ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test od 1 pg/ml
jednaka je 100.000 HPV kopija/ml ili 5.000 HPV kopija po ispitivanju.

Rezultati testiranja ispitaka u transportnom mediju za ispitke

Ispitci u transportnom mediju za ispitke s vrijednosti RLU/CO = 1,0 smatraju se ,pozitivnima” na
1 ili viSe tipova HPV-a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68.

Ispitci u transportnom mediju za ispitke s vrijednosti RLU/CO < 1,0 smatraju se ,negativnima”
na 13 testiranih tipova HPV-a ili se smatra da ,DNK HPV-a nije detektiran”. Sekvenci DNK

visokoriziénih tipova HPV-a ili nema ili su razine DNK HPV-a ispod granice detekcije testa.

Rezultati testiranja ispitaka SurePath

Ispitci SurePath s vrijednosti RLU/CO = 1,0 smatraju se ,pozitivnima” na 1 ili viSe tipova HPV-a
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68.

Ispitci SurePath s vrijednosti RLU/CO < 1,0 smatraju se ,negativnima” na 13 testiranih tipova
HPV-a ili se smatra da ,DNK HPV-a nije detektiran”. Sekvenci DNK HPV-a ili nema ili su razine
DNK HPV-a ispod granice detekcije testa.

Rezultati testiranja ispitaka PreservCyt

Ispitci PreservCyt s vrijednosti RLU/CO 2 1,0 smatraju se ,pozitivnima” na 1 ili viSe tipova HPV-
a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68.

Ispitci PreservCyt s vrijednosti RLU/CO < 1,0 smatraju se ,negativnima” na 13 testiranih tipova
HPV-a ili se smatra da ,DNK HPV-a nije detektiran”. Sekvenci DNK HPV-a ili nema ili su razine
DNK HPV-a ispod granice detekcije testa.

Za ispitke PreservCyt s vrijednosti RLU/CO = 1,0 i < 2,5 tvrtka QIAGEN preporuc¢uje ponovno
testiranje ispitka kako slijedi:

® Ako je u prvom ponovnom testiranju vrijednost RLU/CO 2 1,0, prijavite ispitak kao
.pozitivan”. Nije potrebno dodatno testiranje.

® Ako je u prvom ponovnom testiranju vrijednost RLU/CO < 1,0, potrebno je izvesti i drugo
ponovno testiranje (treci rezultat). Drugi rezultat je konacni rezultat (< 1,0 je negativan, = 1,0

je pozitivan) te se on prijavljuje.
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Vrijednost RLU/CO blizu 1,0

Ako je vrijednost RLU/CO ispitka blizu, ali manja od 1,0, a sumnja se na infekciju visokorizi¢nim

tipom HPV-a, razmotrite alternativne metode testiranja i/ili ponovno uzimanje ispitka.
Drugi tipovi HPV-a

Buduci da ovo ispitivanje otkriva samo visokorizi¢ne tipove HPV-a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 i 68, imajte na umu da u ispitku moze biti drugih niskorizi€nih tipova HPV-a. Ako testirate
specificno prisutnost niskorizicnih tipova HPV-a koji se prenose spolnim putem, upotrijebite
digene HC2 HPV DNA Test, koji otkriva DNK niskorizicnih i visokorizi¢nih tipova HPV-a.

Provjera kalibracije ispitivanja

Provjera kalibracije ispitivanja izvodi se kako bismo se uvijerili da reagensi, kalibratori i kontrole
kvalitete ispravno funkcioniraju, omogucujuci to¢no odredivanje grani¢ne vrijednosti (Cutoff, CO)
ispitivanja. digene HC2 High-Risk HPV DNA Test zahtijeva kalibraciju ispitivanja za svaki test;
stoga je potrebno provijeriti svako ispitivanje. Taj postupak provjere nije namijenjen da sluzi kao
zamjena za interno testiranje kontrole kvalitete. Prihvatljivi rasponi za kalibraciju ispitivanja i

kontrole kvalitete utvrdeni su isklju€ivo za DML instrumente koje je odobrila tvrtka QIAGEN.

Kalibraciju ispitivanja automatski izvodi softver za analizu ispitivanja digene, a rezultati se ispisuju u
izvieS¢e o analizi podataka. Medutim, korisnici s inaicom softvera digene Qualitative Software 1.03
ili starijom moraju ruéno provesti provjeru kalibracije ispitivanja kako bi se mogli prijaviti rezultati
pacijenata. Obratite se tehni¢koj sluzbi tvrtke QIAGEN kako biste dobili viSe informacija.

Test mora zadovoljavati odredene kriterije kalibracije ispitivanja. Ako bilo koji od sljedecih

kriterija nije zadovoljen, softver ne¢e tumaciti rezultate ispitaka.

Negativni kalibrator

NC se mora testirati u triplikatu sa svakim testom. Srednji NC mora iznositi 210 te < 250 RLU, a
koeficijent varijacije (Coefficient of Variation, CV) mora iznositi <25 %. Ako je CV > 25 %,
softver pomi¢e RLU vrijednost najdalje od srednje vrijednosti kao str§ec¢u vrijednosti te ponovno

racuna srednju vrijednost i CV s pomocu preostalih vrijednosti.

Ako CV i dalje iznosi > 25 %, kalibracija ispitivanja nije vazeca, a test je potrebno ponoviti za

sve ispitke pacijenta. U skladu s tim, ne prijavljujte rezultate ispitaka pacijenata.
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Pozitivni kalibrator

HRC se mora testirati u triplikatu sa svakim testom. CV za HRC mora iznositi < 15 %. Ako je CV
> 15%, softver pomi¢e RLU vrijednost najdalje od srednje vrijednosti kao str§ecu vrijednosti te
ponovno racuna srednju vrijednost i CV s pomocu preostalih vrijednosti.

Ako CV i dalje iznosi > 15%, kalibracija ispitivanja nije vazeca, a test je potrebno ponoviti za sve

ispitke pacijenta. U skladu s tim, ne prijavljujte rezultate ispitaka pacijenata.

Srednja vrijednost pozitivnog kalibratora / srednja vrijednost negativnog
kalibratora

Softver upotrebljava HRCX i NCX za ragunanje vrijednosti HRCX/NCX. Vazeca vrijednost
HRCX/NCX definirana je kao 2,0 < HRCX/NCX < 15. Ako HRCX/NCX iznosi < 2,0 ili > 15,
kalibracija ispitivanja nije vaZzeca, a test je potrebno ponoviti za sve ispitke pacijenata. U skladu

s tim, ne prijavljujte rezultate ispitaka pacijenata.

IzraCun grani¢ne vrijednosti

Softver za analizu ispitivanja digene racuna i prijavljuje vrijednost RLU/CO te
pozitivne/negativne rezultate za sve ispitke. CO za odredivanje pozitivnih ispitaka jest HRCX.
Softver za analizu ispitivanja digene upotrebljava RLU vrijednosti ispitka za izrazavanje
rezultata kao RLU/CO ispitka.

Za automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS, protokol ispitivanja sustava RCS za HPV
primjenjuje faktor prilagodbe kalibracije (Calibration Adjustment Factor, CAF) od 0,8 na valjani
HRCX. Taj je CAF nuzan kako bi radne zna¢ajke automatiziranog testiranja s pomocu sustava
RCS ostale ekvivalentne ru¢nom testiranju. CAF se primjenjuje isklju¢ivo na rezultate
automatiziranog testa s pomocéu sustava RCS; stoga je iznimno vazno odabrati ispravan

protokol ispitivanja kako bi se generirali to¢ni rezultati testa.
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Kontrole kvalitete

Uzorci kontrole kvalitete isporucuju se s testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test i moraju
se upotrebljavati za internu kontrolu kvalitete. Isporuene kontrole kvalitete su klonirane ciljne
sekvence DNK HPV-a koje ne potje¢u od HPV-a divljeg tipa. To je ista vrsta materijala koja se
upotrebljava za isporu€ene kalibratore. Dodatne kontrole kvalitete mogu se testirati u skladu sa
smjernicama ili zahtjevima nacionalnih ili lokalnih propisa ili akreditacijskih organizacija.
Isporucene kontrole kvalitete nece sluziti kao odgovaraju¢a kontrola kvalitete za obradu otopine
PreservCyt Solution ili tekuc¢ine SurePath Preservative Fluid.

Pogledajte vazeci korisnicki priruénik softvera za analizu ispitivanja digene za upute o unosu
serijskih brojeva i rokova trajanja za kontrole kvalitete. Da bi ispitivanje bilo vazece, vrijednost
RLU/CO svake kontrole kvalitete mora biti unutar definiranih kriterija kako je navedeno u Tablica
10 u nastavku. Ako kontrole kvalitete nisu unutar tih raspona, ispitivanje je nevazece i test je
potrebno ponoviti. U skladu s tim, ne prijavljujte rezultate pacijenata.

Tablica 10. Kriteriji valjanosti ispitivanja kontrole kvalitete

Kontrola kvalitete Minimalni RLU/CO Maksimalni RLU/CO CV (%)
QC1-LR 0,001 0,999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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OgraniCenja

® digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za HPV tipove 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 i 68 nije preporu€en za procjenu sumnje na seksualno zlostavljanje.

® Prevalencija infekcije HPV-om u populaciji moze utjecati na rad. Pozitivhe prediktivne
vrijednosti smanjuju se kod testiranja populacija s niskom prevalencijom ili pojedinaca kod
kojih ne postoji rizik od infekcije.

® Negativan rezultat testa ne isklju¢uje moguénost infekcije HPV-om jer vrlo niske razine
infekcije ili pogreSka pri uzimanju ispitka mogu uzrokovati lazno negativan rezultat testa.
Takoder, ovaj test ne otkriva DNK niskorizi¢nih tipova HPV-a (6, 11, 42, 43 i 44).

e Infekcija HPV-om nije definitivni pokazatelj prisutnosti bolesti vrata maternice visokog
stupnja, niti u svim slu€ajevima ukazuje na to da ée se razviti bolest vrata maternice visokog
stupnja ili rak.

® Malena koli¢ina krizne hibridizacije postoji izmedu probe za visokorizi¢ne tipove HPV-a i HPV
tipova 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 i MM9. Pacijenti Ciji ispitci sadrzavaju
visoke razine tih tipova HPV-a mogu neto¢no biti upuéeni na kolposkopiju (15, 35).

® digene HC2 High-Risk HPV DNA Test osmisljen je za otkrivanje visokorizi¢nih tipova HPV-a,
ukljucujuéi 39, 58, 59 i 68. Analiticka ispitivanja koja je provela tvrtka QIAGEN primjenom
kloniranog plazmidnog DNK HPV-a pokazala su da test otkriva te tipove pri koncentracijama
u rasponu od 0,62 pg/ml do 1,39 pg/ml. To je ekvivalentno znacajkama otkrivanja drugih
tipova HPV-a na koje test digene HC2 High-Risk HPV DNA Test cilja. Tvrtka QIAGEN mogla
je potvrditi otkrivanje tih tipova HPV-a tek u ograni¢enom broju klinickih ispitaka. Zbog niske
prevalencije tih tipova u opcoj populaciji (28), radne znacajke testa digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test za otkrivanje HPV tipova 39, 58, 59 i 68 nisu statisti¢ki potvrdene.

® Ako su u ispitku tijekom njegova prikupljanja u transportni medij za ispitke radi testiranja
prisutne visoke koncentracije kreme protiv gljivica, kontracepcijskog gela ili irigacijskog
sredstva, postoji vjerojatnost da ¢e se dobiti lazno negativan rezultat ako ti ispitci sadrzavaju
razine DNK HPV-a zbog kojih ¢e vrijednosti RLU/CO biti blizu granine vrijednosti (cutoff,
CO) ispitivanja.

® Ako su u cervikalnom ispitku PreservCyt tijekom njegova prikupljanja radi pripreme uzoraka
s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit prisutne visoke koncentracije kreme
protiv gljivica, vaginalnog lubrikanta u gelu ili krvi, postoji vjerojatnost da ¢e se dobiti lazno
negativan rezultat ako ti ispitci sadrzavaju razine DNK HPV-a zbog kojih su vrijednosti
RLU/CO blizu grani¢ne vrijednosti (Cutoff, CO) ispitivanja.

® Ako je u cervikalnom ispitku PreservCyt tijekom njegova prikupljanja radi pripreme uzoraka s
pomocéu kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit prisutan kontracepcijski gel, moze doci
do lazno negativnog rezultata testa.
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® Ako su u cervikalnom ispitku SurePath tijekom njegova prikupljanja radi pripreme uzoraka s
pomocéu kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit prisutni kontracepcijski gel, krema
protiv gljivica ili protuupalna krema, moze do¢i do lazno negativnog rezultata testa.

® KriZzna reaktivnost izmedu probe za visokorizi¢ne tipove HPV-a i plazmida pBR322 je
moguca. Prisutnost homolognih sekvenci pBR322 zabiljezena je u humanim genitalnim
ispitcima, a do lazno pozitivnih rezultata moglo bi do¢i u slu€aju prisutnosti visokih razina
bakterijskog plazmida.

® Ako se prilikom provedbe automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS ne obavi
vizualni pregled plocice za hibridizaciju kako bi se provijerilo je li ispitak ispravno prenesen te
ako se ne isprave svi neodgovarajuci prijenosi ispitaka, moze doci do lazno negativnih
rezultata.
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Radne znacCajke

KliniCke radne znacajke prilikom probira pacijenata s normalnim
rezultatima papa testa kao pomoc pri procjeni rizika za skrb o pacijentima

Rezultati 8 neovisnih klini€kih ispitivanja koja su provele istaknute medicinske, akademske i
vladine institucije u centrima u SAD-u i u inozemstvu opisani su u nastavku. Ispitivanja su se
koristila utvrdenim metodama papa testa koje se primjenjuju u drzavama u kojima su se
ispitivanja provodila. U svim slu¢ajevima osim 2 za tumacenje rezultata papa testova
primjenjivan je sustav ocjenjivanja Bethesda. Za ekvivalentnu terminologiju povezanu s rakom
vrata maternice u Europskoj zajednici, pogledajte Europske smjernice za osiguranje kvalitete
probira raka vrata maternice (36). Osim toga, bolest vrata maternice visokog stupnja
dijagnosticirana je primjenom kolposkopski navodene biopsije za svako ispitivanje. Ta su
ispitivanja ocjenjivala klini€ku korisnost testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test u usporedbi
s papa testom za starije Zene (opcenito starije od 30 godina). Sva ispitivanja osim jednog
takoder su provela prospektivno testiranje na HPV s pomocu testa digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test.

Ispitivanja su predstavljala presjeCna ispitivanja opce populacije u svrhu probira koja
upotrebljavaju test digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, osim ako je u nastavku drugacije
navedeno. Dva ispitivanja provedena su u SAD-u, 2 u Europi, 2 u Latinskoj Americi, jedno u
Africi i jedno u Aziji.

Radne znacajke testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test promatrane u 6 presjecnih
ispitivanja saZzete su (pogledajte tablice 11. i 12. u nastavku) za Zene u dobi od 30 godina i viSe
kojima je dijagnosticirana histoloSki potvrdena cervikalna neoplazija visokog stupnja, koja je
definirana kao cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) 3 ili jo$ tezi oblik.
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Tablica 11. Procjene radnih znaéajki — osjetljivost i specificnost

Osjetljivost (%) Specificnost (%)
(n/N) (n/N)
95-postotni interval pouzdanosti 95-postotni Cl
(Confidence Interval, Cl)
Samo papa HPV + papa Samo papa HPV + papa
Populacija n test Samo HPV test test Samo HPV test
Zapadna 7592 51,6 96,3 100,0 98,5 96,2 95,1
Europa 1 (14/27) (26/27) (27/127) (7453/7565)  (7275/7565)  (7193/7565)
320-71,3 81,0-999 87,2-100,0 98,2-988 95,7 - 96,6 94,6 — 95,6
Latinska 6115 58,4 94,8 97,4 98,7 93,9 93,4
Amerika 1 (45/77) (73/77) (75/77) (5962/6038)  (5669/6038)  (5637/6038)
46,68-69,6 87,2-986 90,9-997 984-990  933-945 92,7 - 94,0
Latinska 6176 77,9 89,7 94,1 94,1 94,0 89,9
Amerika 2 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6108)  (5742/6108)  (5490/6108)
66,2-87,1 799-958 856-984  93,4-946 93,4 -94,6 89,1-90,6
Afrika 2925 84,1 89,7 92,5 86,4 80,0 76,4
(90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818)  (2253/2818)  (2152/2818)
758-90,5 824-948 858-967 851-87,7 784-814 74,8-77,9
Azija 1936 97,6 100,0 100,0 76,3 83,0 68,0
(41/42) (42/42) (42/42) (1445/1894)  (1572/1894)  (1287/1894)
87,4-99,9 91,6-1000 91,6-1000 74,3-78.2 81,2-85,0 65,8 - 70,1
SAD 1 1040 50,0 100,0 100,0 97,6 96,2 95,5
(1/2) (2/2) (2/2) (1013/1038)  (999/1038) (991/1038)

1,26-98,7 158-100,0 158-100,0 96,5-984 94,9 -97,3 94,0 - 96,7

* Podaci iz testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test ako su bili dostupni, u suprotnom su koristeni podaci
visokosadrzajnog probira (HCS); podaci su kombinirani.
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Tablica 12. Procjene radnih znaéajki — pozitivna i negativna prediktivna vrijednost

Prevalencija Pozitivna prediktivna vrijednost Negativna prediktivna vrijednost (%)

(%) (IN)
n
0,
CIN 3 (%) (nIN) _
(niN) 95-postotni Cl
95-postotni CI
Samo Samo HPV + Samo HPV + papa

Populacija n 95-postotni CI papatest HPV papa test papa test Samo HPV  test
Zapadna 7592 0,36 11,1 8,23 6,77 99,83 99,99 100,0
Europa 1 (27/7592) (14/126) (26/316) (27/399) (7453/7466) (7275/7276) (7193/7193)

0,23-0,52 62-179 55-118 45-97 99,7 -99,9 99,9 - 100,0 99,9 - 100,0
Latinska 6115 1,26 37,2 16,5 15,8 99,47 99,93 99,96
Amerika 1 (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) (5962/5994) (5669/5673) (5637/5639)

0,99 — 1,57 286-464 132-203 126-194 99,3 — 99,6 99,8 — 100,0 99,9 - 100,0
Latinska 6176 1,10 12,7 14,3 9,4 99,74 99,88 99,93
Amerika 2* (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) (5745/5760) (5742/5749) (5490/5494)

0,86 -1,39 97-163 11,1-180 7,3-118 99,6 - 99,9 99,8 - 100,0 99,8 - 100,0
Afrika 2925 3,66 (107/2925) 19,1 14,5 12,9 99,31 99,51 99,63

3,01-4,40 (90/472) (96/661) (99/765) (2436/2453)  (2253/2264) (2152/2160)

156-229 11,9-174 106-155 98,9-99,6 99,1-99,8 99,3-99,8

Azija 1936 2,17 8,37 11,5 6,47 99,93 100,0 100,0

(42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) (1445/1446) (1572/1572) (1287/1287)

1,57 —2,92 61-112 84-153 47-87 99,6 -100,0 99,8 -100,0 99,7 - 100,0
SAD 1 1040 0,19 3,85 4,88 4,08 99,90 100,0 100,0

(2/1040) (1/26) (2/141) (2/49) (1013/1014) (999/999) (991/991)
0,02 - 0,69 0,1-19,6 0,6-16,5 0,5-14,0 99,5-100,0 99,6 — 100,0 99,6 — 100,0

* Podaci iz testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test ako su bili dostupni, u suprotnom su koristeni podaci
visokosadrzajnog probira (HCS); podaci su kombinirani.

U svim ispitivanjima postoji ujednaceno i Cesto vrlo znacajno poboljSanje osjetljivosti testa
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test u odnosu na samo papa test. Kao Sto je slucaj i s
osjetljivoS¢u, negativna prediktivna vrijednost HPV-a premaSuje samo papa test u svim
slu€ajevima, priblizavajuc¢i se postotku od 100 %. Ta negativna prediktivna vrijednost pokazuje
veliku vjerojatnost za odsutnost bolesti vrata maternice visokog stupnja ili raka u Zena s
normalnim citoloSkim nalazima u kojima nema infekcije HPV-om.

lako je specificnost testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test niza nego samo za papa test,
analiza odnosa vjerojatnosti pokazala je da opazeno smanjenje specificnosti nije dovoljno
znacajno da bi utjecalo na klinicku korisnost primjene testa za identificiranje Zena koje imaju
malen ili nikakav rizik od imanja ili razvijanja bolesti vrata maternice. Ipak, vazno je da se odluka
o upucivanju pacijenta na kolposkopiju temelji na svim klinickim podacima i informacijama o
riziku te povijesti bolesti pacijenta koji su dostupni lije¢niku. Vazne varijable uklju€uju povijest
infekcija HPV-om i/ili abnormalne rezultate papa testa, dob u kojoj je pacijent imao prvi spolni

odnos, broj seksualnih partnera i druge istodobno prisutne spolno prenosive bolesti (37, 38).

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018

64



lako prevalencija bolesti visokog stupnja ne varira znatno medu ispitivanjima u kojima su
odredivane radne znacajke, prevalencija infekcije HPV-om u populaciji moze utjecati na radne
znaCajke i obi¢no varira ovisno o populaciji pacijenata. Osim toga, pokazalo se da se
prevalencija infekcije HPV-om dramati¢no smanjuje s dobi (17, 24 — 29, 38 —40). Pozitivne
prediktivne vrijednosti smanjuju se kod testiranja populacija s niskom prevalencijom ili

pojedinaca kod kojih postoji mali rizik od infekcije.

Longitudinalna analiza provedena je primjenom rezultata 2 ispitivanja; jednog koje je u SAD-u
proveo ameri¢ki Nacionalni institut za rak (National Cancer Institute, NCI) u Portlandu, Oregon, i
drugog provedenog u Francuskoj u Laboratoriju Pol Bouin C.H.U. de Reims. Te su
longitudinalne analize provedene kako bi se dokazalo da pacijenti s negativnim rezultatom papa
testa i negativnim rezultatom na HPV imaju maniji rizik od obolijevanja od bolesti vrata maternice
u usporedbi s tradicionalno definiranim niskoriziénim Zenama &iji status HPV-a nije poznat i nije
usporedivan s rezultatima pacijenata koji su imali negativne rezultate papa testa, ali pozitivne
rezultate za HPV (pogledajte tablice 13. i 14. u nastavku).

Tablica 13. Longitudinalna analiza — relativan rizik bolesti visokog stupnja

Relativan rizik

Ispitivana Klasifikacija Slucajevi Stopa (na 100
skupina Dob niskog rizika n CIN3 pacijent-godina) (95-postotni Cl)
Papa test normalan, 12.054 28 0,043 0,897
HPV negativan (0,596 — 1,348)
30ivise
Uzastopni normalni 9429 19 0,048 1,000
papa testovi*
NCI
Papa test normalan,  17.594 48 0,056 0,678
HPV negativan (0,514 — 0,894)
Sve
Uzastopni normalni 13.392 44 0,082 1,000
papa testovi*
Papa test normalan, 1690 3 0,084 0,849
HPV negativan (0,307 _ 2135)
30 vise
Uzastopni normalni 2026 4 0,099 1,000
papa testovit
Francuska
Papa test normalan, 2180 3 0,066 0,491
HPV negativan (0,221 - 1,09)
Sve
Uzastopni normalni 2650 7 0,136 1,000

papa testovit

*Tri normalna papa testa unutar priblizno 2 godine.
tDva normalna papa testa unutar priblizno 2 godine.
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Tablica 14. Longitudinalna analiza — stope bolesti stratificirane prema statusu HPV-a
tilekom prvog posjeta

Relativan rizik

Ispitivana Status tijekom Sluéajevi Stopa (na 100
skupina Dob prvog posjeta n CIN3 pacijent-godina)  (95-postotni Cl)
Papa test normalan, 1078 24 0,451 10,50
HPV pozitivan (6,13 _ 18,0)
30 vise
Papa test normalan, 12.054 28 0,043 1,00
HPV negativan
NCI
Papa test normalan, 2561 63 0,096 10,64
HPV pozitivan (7,33 - 15,5)
Sve
Papa test normalan, 17.594 48 0,056 1,00
HPV negativan
Papa test normalan, 419 14 2,346 27,3
HPV pozitivan (8,41 _ 88,3)
30 vise
Papa test normalan, 1696 3 0,084 1,00
HPV negativan
Francuska
Papa test normalan, 619 22 2,520 37,0
HPV pozitivan (11,8 = 116)
Sve
Papa test normalan, 2180 3 0,066 1,00
HPV negativan

Klinicka korisnost rezultata testa na HPV dodatno je dokazana poveéanim rizikom od razvoja
bolesti vrata maternice u Zena pozitivnih na HPV u usporedbi sa Zenama negativnima na HPV.

KliniCke radne znacajke prilikom probira pacijenata s rezultatima papa
testa ASC-US (neodredenog znacenja) za utvrdivanje potrebe za
upucivanjem na kolposkopiju

Ispitivanje naziva ,Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap Smears”
( ,Korisnost ispitivanja na DNK HPV-a radi trijaze Zena s grani¢nim rezultatima papa testa”)
provedeno je 1996. Godine u SAD-u pod vodstvom instituta Kaiser Foundation Research
Institute i grupe Kaiser Permanente Medical Group. Cervikalni ispitci za rutinske papa testove i
za ispitivanje digene HC2 High-Risk HPV DNA Test uzeti su od Zena koje su se lijeCile u
nekoliko objekata klinike Kaiser. Pocetni papa testovi procijenjeni su prema Bethesda
klasifikaciji. Za ekvivalentnu terminologiju povezanu s rakom vrata maternice u Europskoj
zajednici, pogledajte Europske smijernice za osiguranje kvalitete probira raka vrata maternice
(36). Zene (u dobi od 15 godina ili starije) s rezultatima papa testa koji su ukazivali na atipiéne
stanice neodredenog znacenja (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, ASC-
US) bile su ponovno pozvane na kolposkopiju i biopsiju. Ispitke dobivene kolposkopski
navodenom histoloSkom obradom pregledali su patolozi i donesena je pocetna dijagnoza. Svaki
histoloski ispitak takoder je ponovno pregledao neovisni patolog, a u slu¢aju nepodudaranja

izmedu poCetnog pregleda i neovisnog pregleda konaénu je odluku donio treéi patolog.
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Pocetni je ispitak testiran prototipom ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test koji je
sadrzavao probe za 11 od 13 tipova HPV-a (ne uklju¢ujuc¢i HPV tipove 59 i 68). Za takvu se

razliku ne bi o¢ekivalo da ¢e rezultirati znatno razli€itim profilom radnih znacajki za test.

Rezultati testa na DNK visokorizi¢nih tipova HPV-a i histoloSke dijagnoze dobiveni su od 885
Zena s rezultatima papa testa ASC-US. Testiranje je u vecine pacijenata provedeno s ispitcima
prikupljenima u transportni medij za ispitke i PreservCyt Solution. Zbog sli¢nosti izmedu radnih
znacajki ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za ispitke u transportnom mediju za
ispitke i za ispitke u otopini PreservCyt Solution, radne znacajke ispitivanja prikazane su samo
za otopinu PreservCyt Solution.

Medu osobama s rezultatom referalnog papa testa ASC-US, negativna prediktivna vrijednost
testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za otkrivanje HSIL-a ili viSeg stupnja bolesti pri
kolposkopiji iznosila je 99 % (pogledajte Tablica 15 u nastavku).

Tablica 15. Usporedba ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test i konsenzusne
histoloSke obrade; populacija upuéena zbog rezultata papa testa ASC-US; ispitivanje
Kaiser, ispitci PreservCyt

HSIL ili viSe u vrijeme kolposkopije

+ - Ukupno
Rezultat testa + 66 317 383
digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test - 5 497 502
Ukupno 71 814 885

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

95-postotni Cl = 84,3 — 97,7

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

95-postotni Cl = 57,7 — 64,4

Prevalencija bolesti = 8,0 % (71/885)

Pozitivna prediktivna vrijednost ispitivanja = 17,2 % (66/383)
Negativna prediktivna vrijednost ispitivanja = 99,0 % (497/502)
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Utvrduju se teoretske pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti temeljene na razlicitim

prevalencijama za otkrivanje HSIL-a ili bolesti viseg stupnja nakon poc¢etnog rezultata ASC-US

na temelju rezultata testa na visokorizi¢ne tipove HPV-a (pogledajte Tablica 16 u nastavku).

Tablica 16. Teoretska pozitivna i negativna prediktivna vrijednost testiranja na
visokoriziéne tipove HPV-a za rezultate papa testa ASC-US

Pocetni rezultat papa testa ASC-US

Teoretska prevalencija za HSIL

Pozitivna prediktivna vrijednost

Negativna prediktivna vrijednost

ispitivanja ispitivanja
5 11,2 99,4
10 21,0 98,7
15 29,7 98,0
20 37,4 97,2
25 443 96,3
30 50,6 95,3

Odreduje se varijacija izmedu razlicitih dobnih skupina obuhvacenih ovim ispitivanjem

(pogledajte Tablica 17 u nastavku).

Tablica 17. Podaci iz ispitivanja Kaiser: Radne znacajke testa digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test u odnosu na rezultate konsenzusne histoloSke obrade (HSIL) — znacajke

specificne za dob

(n/N)

Dob < 30 Dob 30 - 39 Dob > 39
n 287 233 365
Prevalencija bolesti (%) 12,2 11,2 2,7
Osjetljivost (%) 100 88,46 80,0
(n/N) (35/35) (23126) (8/10)
95-postotni Cl 90,0 — 100,0 69,9 97,6 444-975
Specificnost (%) 31,4 66,2 79,15
(nIN) (79/252) (132/207) (281/355)
95-postotni Cl 257375 59,3 72,6 74,6 - 83,3
Negativna prediktivna 100,0 97,86 99,29
vrijednost (%) (79/79) (137/140) (281/283)
(n/N)
Pozitivna prediktivna 16,83 24,73 9,76
vrijednost (%) (35/208) (23/93) (8/82)
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KliniCka osjetljivost i specificnost za utvrdivanje rizika od bolesti visokog
stupnja u Zena Ciji rezultati papa testa pokazuju LSIL ili HSIL

Multicentri¢no klinicko ispitivanje koje se sluzi ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
provedeno je na ispitcima prikupljenima iz nekoliko velikih kolposkopskih klinika u sklopu
bolnica i medicinskih centara s velikom prevalencijom bolesti vrata maternice i HPV-a (3 centra)
na zapadu i jugu SAD-a. Testiranje na HPV provedeno je u 3 ispitivacka centra koja nisu
povezana s kolposkopskim klinikama u kojima su ispitci prikupljeni. Populacija za ovo klini¢ko
ispitivanje obuhvacala je Zene kojima su dijagnosticirani LSIL ili HSIL na temelju nedavno
provedenog papa testa i koje su upucene na kolposkopsku kontrolu. Od 702 uklju¢ene
pacijentice, 327 ih je imalo rezultate papa testa viSe od ASC-US i dostupne adekvatne

informacije; 96 ih je imalo konacan status bolesti HSIL ili viSi.

Ispitci oljustenih cervikalnih stanica prikupljeni su priborom digene HC2 DNA Collection Device
te su zatim smjesteni u transportni medij za ispitke ili Cetkicom za prikupljanje koja je potom
isprana u otopini PreservCyt Solution. Ispitci su prikupljeni za vrijeme kolposkopije. Ispitci su
testirani ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, a njihovi su rezultati usporedeni sa
statusom bolesti utvrdenim za svaku pacijenticu. Status bolesti temeljio se na rezultatima
histoloSke procjene. Medutim, kada je histoloSka procjena bila negativna ili u nedostatku
rezultata histoloSke procjene, status bolesti utvrden je citoloSkom obradom u vrijeme
kolposkopskog pregleda (pogledajte Tablica 18 u nastavku).

Ispitivanje digene HC2 High-Risk HPV DNA Test provedeno je u 3 velika metropolitanska
medicinska centra koja nisu povezana s centrima u kojima su se prikupljali ispitci tijekom
kolposkopije. CitoloSka obrada provedena je u referentnom patoloSkom laboratoriju, dok je
histoloSka obrada provedena u institucijama u kojima je obavljena kolposkopija. Rezultati testa
usporedeni su sa statusom bolesti kako bi se ocijenile osjetljivost, specifiCnost te negativne i
pozitivne prediktivne vrijednosti testa za otkrivanje neoplazije vrata maternice visokog stupnja.
Zbog sli¢nosti izmedu radnih znacajki ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za
ispitke u transportnom mediju za ispitke i za ispitke u otopini PreservCyt Solution, radne
znacCajke ispitivanja prikazane su samo za otopinu PreservCyt Solution. Nije opazena razlika
izmedu rezultata testiranja na visokorizi¢ne tipove HPV-a za ispitke u transportnom mediju za
ispitke te ispitke PreservCyt.
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Tablica 18. Algoritam statusa bolesti pacijenta

Citoloski nalaz Rezultat histoloSke obrade Status bolesti
Negativan Negativan ili nije obavljen* Negativan
LSIL Negativan LSIL
HSIL Negativan HSIL

Rak Negativan HSIL+
Negativan LSIL LSIL

LSIL Nije obavljen* LSIL

LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL

Rak LSIL LSIL
Negativan HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Nije obavljen* HSIL

Rak HSIL HSIL
Negativan Rak HSIL+
LSIL Rak HSIL+
HSIL Rak HSIL+
Rak Nije obavljen* HSIL+
Rak Rak HSIL+

*

Biopsija i/ili endocervikalna kiretaza (Endocervical Curettage, ECC) nisu obavljene jer nisu primije¢ene abnormalnosti
prilikom kolposkopije ili rezultat histoloSke obrade nije bio dostupan.

Provedba ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test utvrdena je na 327 ispitaka
PreservCyt, od kojih je 96 prikupljeno od Zena kojima je dijagnosticirana cervikalna bolest
visokog stupnja (pogledaijte tablice 19. i 20. u nastavku). Usporedbe su obavljene uklju€ivanjem
svih pacijenata uklju¢enih u ispitivanje s abnormalnim rezultatima referalnog papa testa.
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Tablica 19. Rezultati testiranja na visokorizicne tipove HPV-a

Konacni
Konacni Konacni status
status status bolesti

bolesti HSIL  bolesti LSIL  negativan

Rezultat za
visokoriziéne + - + - + - Ukupno
tipove HPV-a
Rezultati LSIL 44 4 78 33 28 37 224
referalnog papa
testa HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Ukupno 89 7 107 47 33 44 327
Ukupno 96 154 77 327

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pokazao je priblizno 93 % ukupne osjetljivosti za
identificiranje Zena s neoplazijom visokog stupnja u populaciji upu¢enoj na kolposkopiju na
temelju dijagnoze papa testa LSIL, HSIL ili sli¢ne (pogledajte Tablica 20 u nastavku). Test je

takoder pokazao negativnu prediktivnu vrijednost od priblizno 95 % u toj populaciji.

Tablica 20. Radne znacajke testiranja na DNK visokoriziénih tipova HPV-a medu

pacijentima Ciji je rezultat referalnog papa testa LSIL ili viSi, a konacni status bolesti HSIL

Konacni status bolesti

HSIL LSIL ili negativho Ukupno
Rezultat testa digene HC2 + 89 140 229
High-Risk HPV DNA Test _ 7 91 98
Ukupno 96 231 327

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

95-postotni Cl = 85,6 — 97,0

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

95-postotni Cl = 33,1 — 46,0

Prevalencija bolesti za referalni LSIL do kona¢nog HSIL-a = 21,4 %
Prevalencija bolesti za referalni HSIL do kona¢nog HSIL-a = 46,6 %
Ukupna pozitivna prediktivna vrijednost = 38,9 % (89/229)

Ukupna negativna prediktivna vrijednost = 92,8 % (91/98)

Dok je specificnost testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test naizgled bila dosta niska, ne
ocCekuje se stroga korelacija izmedu odsutnosti neoplazije i negativhog rezultata na HPV. DNK
HPV-a moze biti prisutan u zZena u kojima nije doSlo do progresije na bolest viSeg stupnja.
Zapravo, kada je provedeno ispitivanje na HPV primjenom lan€ane reakcije polimerazom
(Polymerase Chain Reaction, PCR) (ispitivanje samo u svrhu istrazivanja) na ispitcima s
pozitivnim rezultatima ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, ciji je odgovarajudi

status bolesti bio nizi od neoplazije niskog stupnja, priblizno 75 % bilo ih je pozitivno.
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Utvrdene su teoretske pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti testa digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test za otkrivanje HSIL-a ili tezeg oblika bolesti tijekom kolposkopije nakon pocetnih
rezultata papa testa LSIL ili HSIL (pogledajte Tablica 21 u nastavku).

Tablica 21. Teoretska pozitivna i negativna prediktivna vrijednost testa digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test za pocetne rezultate papa testa LSIL ili HSIL

Pocetni rezultat papa testa LSIL ili HSIL

Teoretska prevalencija za HSIL Pozitivna pirsel:::li(:iavnr}: vrijednost Negativna 'i);:'ijtiil\(/t;‘r’\?: vrijednost
5 7.4 99,0
10 14,5 97,9
15 21,2 96,8
20 27,6 95,5
25 33,7 94,1
30 39,6 92,6
35 45,1 90,9
40 50,4 89,0
45 55,5 86,8
50 60,4 84,3

Radne znacajke za vaginalno ili samostalno prikupljene ispitke

U literaturi citiranoj za radne znacajke ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test kod
samostalno prikupljenih vaginalnih ispitaka preko 141.000 Zzena u dobi od 16 — 54 godine bila je
uklju¢ena u ispitivanje. Kohorte ispitivanja ukljucivale su Zene iz Kine (41, 42), Meksika (43, 44)
i Ujedinjene Kraljevine (45). Dizajni ispitivanja neznatno su varirali, ali uglavhom je Zzenama s
pozitivnim rezultatom testa bio ponuden dodatni pregled kolposkopijom, a rezultati su se biljeZili

u vidu osjetljivosti i specifi¢nosti u odnosu na komparativnu metodu.

U dva ispitivanja u kojima su podaci bili dostupni za usporedbu samostalno prikupljenih ispitaka
i ispitaka koje je prikupio lije¢nik rezultati ukazuju na visoku osjetljivost za CIN2+ za obje
metode (42, 45), 81 — 85 % za samostalno prikupljene ispitke i 96 — 100 % za ispitke koje je
prikupio lijeénik. Rezultati specificnosti bili su slicni za CIN2+ za obje metode (42, 45),
81— 82 % za samostalno prikupljene ispitke u odnosu na 83 — 85 % za ispitke koje su prikupili
lije€nici. U drugim ispitivanjima u kojima su bili dostupni samo podaci za radne znacajke za
samostalno prikupljene ispitke, osjetljivost ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za
CIN2+ bila je 3,4 puta veca nego kod citoloSke obrade (43) i iznosila je 98 % osjetljivosti prije

prilagodbe pristranosti provjere (44).
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AnalitiCka osjetljivost

Neklini¢ki panel kloniranog DNK plazmida HPV-a testiran je kako bi se utvrdilo moze Ii se
testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test otkriti svaki od 13 tipova HPV-a te kako bi se
utvrdila analiticka osjetljivost ispitivanja za svaki tip HPV-a. Svaka koncentracija ciljne sekvence
HPV-a (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml i 0,2 pg/ml) svakog od 13 tipova
DNK HPV-a (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68) testirana je u triplikatu. Srednja
vrijednost RLU za svaku koncentraciju svakog tipa HPV-a izraCunana je i usporedena s
pozitivnim kalibratorom.

Utvrdena je granica detekcije za svaki tip HPV-a u transportnom mediju za ispitke (pogledajte
Tablica 22 u nastavku). Granice detekcije varirale su od 0,62 pg/ml do 1,39 pg/ml, ovisno o
testiranom tipu HPV-a. Srednja granica detekcije za svih 13 tipova DNK HPV-a iznosila je
1,08 pg/ml uz standardnu devijaciju od 0,05 pg/ml.

Tablica 22. Sazetak granica detekcije osjetljivosti za svaki tip DNK HPV-a u transportnom
mediju za ispitke

Koncentracija DNK HPV-
a koju je moguce

Tip DNK HPV-a detektirati (pg/ml) Standardna devijacija 95-postotni CI

16 1,09 0,06 0,94-1,29
18 1,05 0,05 0,88 -1,29
31 1,01 0,05 0,91-1,15
33 1,35 0,02 1,26 — 1,45
35 1,11 0,05 0,95-1,31
39 1,39 0,09 1,16 - 1,71
45 1,14 0,04 0,99-1,35
51 0,78 0,10 0,70-0,88
52 1,37 0,06 1,21-1,58
56 0,62 0,04 0,58 - 0,67
58 0,82 0,04 0,73-0,94
59 1,10 0,06 1,00 — 1,21
68 1,19 0,04 1,03 -1,39

Srednja vrijednost 1,08 0,05 0,95-1,25

(svi tipovi)
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Ekvivalencija izmedu vrsta ispitaka
Ekvivalencija izmedu ispitaka u transportnom mediju za ispitke i ispitaka PreservCyt

Ekvivalencija izmedu ispitaka u transportnom mediju za ispitke i ispitaka PreservCyt ispitana je za
jednak prinos DNK HPV-a 18. Priblizno 106 pozitivnih stanica HeLa koje sadrzavaju integrirane
genome HPV-a 18 dodano je u transportni medij za ispitke te u pool negativnih stanica PreservCyt.
Svaki tip ispitka obraden je u skladu s odgovarajuéim postupcima pripreme uzorka i denaturacije za
doti¢ni ispitak kako je opisano u odgovaraju¢im uputama za uporabu te je testiran ispitivanjem
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Rezultati su pokazali da je prinos DNK HPV-a 18 iz stanica
humanog karcinoma ekvivalentan za dva medija i da priprema uzorka u otopini PreservCyt Solution
ne utjece na analiticku osjetljivost testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Ekvivalencija izmedu ru¢ne pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt i pripreme

uzoraka za ispitke PreservCyt s pomocu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Ispitivanja su provedena primjenom ispitaka PreservCyt prikupljenih od subpopulacije Zena s
normalnim citoloskim nalazima (n = 1276) i subpopulacije Zena s citoloskim nalazom ASC-US ili
vi§im od ASC-US (n = 402). Ru¢na priprema uzoraka i priprema uzoraka s pomocéu kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit provedene su za svaki ispitak, nakon Cega je uslijedilo
automatizirano ispitivanje s pomoc¢u sustava RCS ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA

Test (pogledajte Tablica 23 u nastavku).

Tablica 23. Podudaranje rezultata za ispitke PreservCyt izmedu ruéne pripreme uzoraka i
pripreme uzoraka s pomocéu kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit (n = 1678)

Pozitivno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno pozitivho

Negativno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno negativho

podrucje podrucje
Svi pozitivni RLU/CO 22,5 Svi negativni RLU/CO < 0,8
96,0 97,6 96,2 99,1
(409/426) (372/381) (1204/1252) (1173/1184)
93,7-97,5 95,6 — 98,8 95,0 — 97,1 98,3-99,5

Relativha osjetljivost i specificnost ispitivanja za ispitke PreservCyt pripremljene s pomoéu
kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit snazno koreliraju s rezultatima dobivenima
primjenom metode ru¢ne pripreme uzoraka, $to dokazuje donja granica 95-postotnog intervala

pouzdanosti i za pozitivno i za negativno podudaranje.
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Ekvivalencija izmedu ru€ne pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt i pripreme

uzoraka za ispitke PreservCyt s pomocéu kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Ispitivanja su provedena primjenom ispitaka PreservCyt prikupljenih od subpopulacije Zena u dobi od
30 godina ili starijih s normalnim citoloskim nalazima (n = 1901) i subpopulacije Zena s citoloSkim
nalazom ASC-US (n=398). Ru¢na priprema uzoraka i priprema uzoraka s pomocu kompleta
QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit provedene su za svaki ispitak, nakon ¢ega je uslijedilo testiranje
ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (pogledajte Tablica 24 u nastavku).

Tablica 24. Podudaranje rezultata za ispitke PreservCyt izmedu ruéne pripreme uzoraka i
pripreme uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit (n = 2299)

Pozitivno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno pozitivno podrucje

Negativno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni CI

Snazno negativno podrucje

Svi pozitivni RLU/CO 2 2,5 Svi negativni RLU/CO < 0,8
92,7 96,5 99,1 99,9
(281/303) (245/254) (1978/1996) (1967/1969)
89,3-95,2 93,4 - 98,1 98,6 — 99,4 99,6 — 100,0

Relativna osjetljivost i specificnost ispitivanja za ispitke PreservCyt pripremlijene s pomocu
kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit snazno koreliraju s rezultatima dobivenima
primjenom metode ruéne pripreme uzoraka, $to dokazuje donja granica 95-postotnog intervala

pouzdanosti i za pozitivno i za negativno podudaranje.

Ekvivalencija izmedu ispitaka u transportnom mediju za ispitke i ruéne pripreme

uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath

Klini¢ka procjena u dvije faze provedena je primjenom 6 centara u kojima su prikupljani uzorci i
3 ispitna centra u SAD-u. Pacijenti koji se lije€e u klinici za spolno prenosive bolesti,
opstetrickoj/ginekoloskoj klinici, kolposkopskoj klinici, bolnici ili centru za planiranje obitelji
ispunjavali su uvjete za ukljuCivanje u ispitivanje prema unaprijed odredenim kriterijima
uklju€ivanja i isklju€ivanja. Faza izvedivosti namijenjena za utvrdivanje primjenjive grani¢ne
vrijednosti testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za uporabu s uzorcima postgradijentnog
stanié¢nog taloga SurePath ukljucivala je priblizno 400 pacijenata. Faza klini¢ke provjere, koja je
ukljucivala priblizno 1500 pacijenata za provjeru odabrane grani¢ne vrijednosti zapocela je
nakon Sto je privremena analiza faze izvedivosti pokazala da je grani¢na vrijednost od
1,0 RLU/CO uz primjenu uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath rezultirala
prihvatljivim podudaranjem s rezultatima ispitaka u transportnom mediju za ispitke.
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U obje faze procjene upareni cervikalni ispitci SurePath i ispitci u transportnom mediju za ispitke
prikupljeni su od svake sudionice koja je za to dala privolu. Ispitak SurePath zatim je poslan u
citolodki laboratorij radi pripreme stakalca. Nakon citoloSke pripreme preostali uzorci
postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath i odgovarajuéi ispitci u transportnom mediju za
ispitke testirani su ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test uz primjenu grani¢ne
vrijednosti od 1,0 RLU/CO (pogledajte Tablica 25 u nastavku).

Tablica 25. Podudaranje rezultata za uzorke postgradijentnog staniénog taloga SurePath
s rezultatima ispitaka u transportnom mediju za ispitke (sve dobne skupine i citoloSke
klasifikacije) (n = 1490)

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%)
(n/N) (n/N)
95-postotni Cl 95-postotni CI
Snazno pozitivho podrucje Snazno negativno podrucje
Svi pozitivni RLU/CO 22,5 Svi negativni RLU/CO < 0,8
93,5 96,4 95,3 96,0
(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)
90,7 - 95,6 94,1-98,0 93,8 - 96,5 94,6 - 97,1

Relativna osjetljivost i specificnost ispitivanja za testiranje uzoraka postgradijentnog stani¢nog
taloga SurePath snazno koreliraju s rezultatima dobivenima testiranjem ispitaka u transportnom
mediju za ispitke, $to dokazuje donja granica 95-postotnog intervala pouzdanosti i za pozitivno i

za negativno podudaranje.

Ekvivalencija izmedu ru€ne pripreme uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog
taloga SurePath i pripreme uzoraka za ispitke SurePath s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Ispitivanja su provedena primjenom ispitaka SurePath prikupljenih od sljedecih subpopulacija:

e Zene s normalnim citolodkim nalazima (n = 1189)
e Zene s citolodkim nalazom ASC-US ili vi§im od ASC-US (n = 199)

Za svaki je ispitak SurePath provedena priprema uzoraka za ispitke SurePath s pomocu
kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit i ru€na priprema uzoraka za uzorke
postgradijentnog stani¢nog taloga. Automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS i testa
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (pogledajte Tablica 26 u nastavku) provedeno je za svaki

od pripremljenih uzoraka.
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Tablica 26. Podudaranje rezultata izmedu ruéne pripreme uzoraka za uzorke SurePath i
pripreme uzoraka za ispitke SurePath s pomoéu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media
Kit (n = 1388)

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%)
(n/N) (n/N)
95-postotni Cl 95-postotni CI
Snazno pozitivno podrucje Snazno negativno podrucje
Svi pozitivni RLU/CO 2 2,5 Svi negativni RLU/CO < 0,8
91,7 97,5 99,0 99,7
(222/242) (192/197) (1134/1146) (1124/1127)
87,6 —94,6 94,2 - 98,9 98,2 -99,4 99,2-99,9

Relativha osjetljivost i specificnost ispitivanja za ispitke SurePath pripremljene s pomocu
kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit snazno koreliraju s rezultatima dobivenima
primjenom metode ruéne pripreme uzoraka, $to dokazuje donja granica 95-postotnog intervala

pouzdanosti i za pozitivno i za negativno podudaranje.

Ekvivalencija izmedu ru¢ne pripreme uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog
taloga SurePath i pripreme uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Ispitivanja su provedena primjenom ispitaka SurePath prikupljenih od sljedecih subpopulacija:

e Zene s normalnim citologkim nalazima (n = 1200)
e Zene s citolodkim nalazom ASC-US ili vis§im od ASC-US (n = 183)

Rué€na priprema uzoraka i priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV
Media Kit provedene su za svaki uzorak postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath, nakon
¢ega je uslijedilo automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS i testa digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test (pogledajte Tablica 27 u nastavku).
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Tablica 27. Podudaranje rezultata za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath
izmedu ruc¢ne pripreme uzoraka i pripreme uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony
DSP HPV Media Kit (n = 1383)

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%)
(n/N) (n/N)
95-postotni Cl 95-postotni CI
Snazno pozitivno podrucje Snazno negativno podrucje
Svi pozitivni RLU/CO 2 2,5 Svi negativni RLU/CO < 0,8
92,6 97,4 94,4 99,3
(188/203) (147/151) (1114/1180) (1078/1086)
88,2-95,5 93,4-99,0 92,9-95,6 98,6 — 99,6

Relativha osjetljivost i specifi€nost ispitivanja za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath pripremljene s pomocéu kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit snazno koreliraju
s rezultatima dobivenima primjenom metode ruéne pripreme uzoraka, $to dokazuje donja
granica 95-postotnog intervala pouzdanosti i za pozitivno i za negativno podudaranje.

Podudaranje izmedu metoda testiranja

Multicentricno ispitivanje (n =2270) provedeno je kako bi se ocijenili rezultati klinickog
ispitivanja s pomoc¢u sustava RCS u usporedbi s rezultatima testiranja primjenom ru¢ne metode.
Testiranje je provedeno u 3 centra izvan tvrtke QIAGEN, a ispitci pacijenata prikupljeni su
u 5 centara za prikupljanje. Skup podataka sastojao se od 1269 cervikalnih ispitaka prikupljenih

u otopini PreservCyt Solution i 1001 ispitka prikupljenog u transportnom mediju za ispitke.

Statisticka podudaranja izmedu podudarnih ispitaka testiranih s pomoc¢u sustava RCS i ru¢nim
ispitivanjem izraCunana su za doti¢nu populaciju pacijenata (pogledajte tablice 28. i 29.

u nastavku).
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Tablica 28. Sazetak podudaranja izmedu automatiziranog ispitivanja s pomoc¢u sustava
RCS i ruénog testiranja — ispitci u transportnom mediju za ispitke (n = 1001)

Pozitivno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni CI

Snazno pozitivho

Negativno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno negativho

Citoloska Prevalencija podrucje podrucje
klasifikacija HPV-a (%) Sve pozitivho (RLU/CO 2 2,5) Sve negativno (RLU/CO <0,8)
UNG* < 30 21 99,3 99,1 99,3 100,0
godina (139/140) (112/113) (538/542) (531/531)
96,1 —100,0 95,2 — 100,0 98,1-99,8 99,3 - 100,0
UNG 230 15 92,0 93,8 100,0 100,0
godina (23/25) (15/16) (143/143) (142/142)
74,0 — 99,0 69,8 - 99,8 97,5 - 100,0 97,4 — 100,0
ASC-US 65 98,1 100,0 96,4 100,0
(51/52) (47147) (27/28) (26/26)
89,7 —100,0 92,4 - 100,0 81,7-99,9 86,8 — 100,0
LSIL+ 96 100,0 100,0 66,7 66,7
(65/65) (62/62) (2/3) (2/3)
94,5 —100,0 94,2 — 100,0 9,4 99,2 9,4 99,2
Ostalo 33 100,0 100,0 100,0 100,0
(1/1) (1/1) (212) (212)
2,5-100,0 2,5-100,0 15,8 — 100,0 15,8 —100,0
Svi ispitci u 28 98,6 99,2 99,2 99,9
‘;‘ﬁ%";‘:m (279/283) (237/239) (712/718) (703/704)
ispitk’e 96,4 — 99,6 97,0 - 99,9 98,2 - 99,7 99,2 — 100,0

* UNG = unutar normalnih granica.
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Tablica 29. Sazetak podudaranja izmedu automatiziranog ispitivanja s pomocu sustava

RCS i ru¢nog testiranja — ispitci PreservCyt (n = 1269)

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%)
(n/N) (n/N)
95-postotni CI 95-postotni CI
Snazno pozitivho Snazno negativho
Citoloska Prevalencija podruéje podrugje
klasifikacija HPV-a (%) Sve pozitivho (RLU/CO 2 2,5) Sve negativno (RLU/CO <0,8)
UNG* 20 96,2 100,0 98,4 99,0
< 30 godina (75/78) (64/64) (301/306) (293/296)
89,2 - 99,2 94,4 — 100,0 96,2 - 99,5 97,1-99,8
UNG 8 88,7 92,1 99,1 99,5
= 30 godina (47/53) (35/38) (578/583) (571/574)
77,0-95,7 78,6 - 98,3 98,0 - 99,7 98,5-99,9
ASC-US 36 100,0 100,0 96,6 96,5
(48/48) (46/46) (84/87) (83/86)
92,6 —100,0 92,3 -100,0 90,3-99,3 90,1 -99,3
LSIL+ 77 100,0 100,0 89,5 88,9
(64/64) (62/62) (17/19) (16/18)
94,4 — 100,0 94,2 — 100,0 66,9 — 98,7 65,3 98,6
Ostalo 11 100,0 100,0 100,0 100,0
(313) (3/3) (24/24) (24/24)
29,2 - 100,0 29,2 - 100,0 85,6 — 100,0 85,8 — 100,0
Sve ispitci 20 96,4 98,6 98,5 98,9
PreservCyt! (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
93,2-98,3 96,0 — 99,7 97,6 — 99,2 98,0 — 99,4

*UNG = unutar normalnih granica.
T Citoloski podaci nisu bili dostupni za 4 pacijentice.

Dodatno klini¢ko ispitivanje provedeno je primjenom arhiviranih ostatnih ispitaka PreservCyt

prikupljenih od subpopulacije Zzena u dobi od 30 godina ili starijih s normalnim citoloSkim

nalazima (pogledajte Tablica 30 u nastavku) s prevalencijom HPV-a od 4,8 %.

Tablica 30. Sazetak podudaranja izmedu automatiziranog testiranja s pomocu sustava
RCS i ruénog testiranja — Zzene UNG u dobi od 30 godina ili starije (n = 2077)

Pozitivno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno pozitivno podrucéje

Negativno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni CI

Snazno negativno podrucje

Svi pozitivni (RLU/CO 2 2,5) Svi negativni (RLU/CO <0,8)
92,0 91,8 99,3 99,7
(92/100) (78/85) (1964/1977) (1944/1949)
84,84 — 96,48 83,77 — 96,62 98,88 — 99,65 99,40 — 99,92
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Dobiveno je 7 nepodudarnih rezultata medu rezultatima ru¢nog testiranja i testiranja s pomocu
sustava RCS u snazno pozitivnom podrucju. Pocetni rezultati ruénog ispitivanja za tih 7 ispitaka
bili su izvan preporu¢enog algoritma ponovnog ispitivanja za ispitke PreservCyt, medutim,
budu¢i da je dizajn ispitivanja zahtijevao testiranje svih ispitaka u triplikatu, ponovljeni rezultati
bili su dostupni za razrjeSenje nepodudarnosti.

Podaci iz ponovljenog testiranja za svaki od 7 nepodudarnih ispitaka pokazuju da su svi
nepodudarni ispitci negativni na DNK HPV-a (pogledajte Tablica 31 u nastavku). Na temelju
ponovljenih negativnih rezultata dobivenih za oba replikata, svaki od pocetno pozitivnih
rezultata ru¢nog testiranja vjerojatno je bio lazno pozitivan.

Tablica 31. Nepodudarni ispitci PreservCyt za Zene u dobi od 30 godina ili viSe s nalazima
UNG (n=7)

Automatizirano testiranje s pomocu sustava

Rucéno testiranje (RLU/CO) RCS (RLU/CO)

Uzorak  Centar Pocetno pona;llijanje ponafl.ljanje Pocetno pona1vijanje pona\zlijanje
1 A 2,51 0,08 0,08 0,12 0,17 0,14
2 A 20,18 0,08 0,09 0,19 0,24 0,20
3 A 3,88 0,12 0,11 0,17 0,22 0,22
4 A 9,37 0,09 0,09 0,15 0,21 0,20
5 A 6,01 0,17 0,13 0,25 0,30 0,30
6 B 2,97 0,71 0,99 1,59 0,89 0,90
7 o] 11,01 0,16 0,14 0,19 0,15 0,21

Rezultati ovog klini¢kog ispitivanja ukazuju na sveukupno podudaranje izmedu automatiziranog
testiranja s pomoc¢u sustava RCS i ru¢nog testiranja primjenom bilo ispitaka u transportnom
mediju za ispitke ili ispitaka PreservCyt.

Obnoviljivost

Sveukupna obnovljivost ru¢nog testiranja

Multicentriéno ispitivanje obnovljivosti provedeno je kako bi se utvrdila obnovljivost izmedu
dana, izmedu centara i sveukupna obnovljivost ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
primjenom panela ciljnih sekvenci DNK HPV-a te klini¢kih ispitaka u transportnom mediju za
ispitke pozitivnih na HPV i negativnih na HPV.

Tri vanjska laboratorija provela su testiranje s istom serijom kompleta digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test u 3 razli¢ita dana s identi¢nim panelom za obnovljivost. Panel za obnovljivost
ukljucivao je sljedece ispitke:
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12 poolova denaturiranih klini¢kih ispitaka u transportnom mediju za ispitke
3 poola nedenaturiranih klinickih ispitaka PreservCyt

negativni kalibrator

pozitivni kalibrator za visokorizi¢ne tipove HPV-a u koncentracijama od 0,5, 1, 2,5, 5i 10 pg/ml.

Sve sastavnice panela testirane su u triplikatu svaki dan s pomocu testa digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Rezultati pokazuju da je obnovljivost ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV

DNA Test s klini¢kim ispitcima vrlo dobra (pogledajte Tablica 32 u nastavku).

Tablica 32. Sveukupna obnovljivost — multicentriéna obnovljivost (svi postupci u svim
centrima)

Statisticka mjera Rezultat
Ocekivani pozitivni rezultati s dobivenim pozitivnim rezultatom 100,0%
(95-postotni Cl) (99,0 — 100,0)
Ocekivani pozitivni rezultati s dobivenim negativnim rezultatom 99,0%
(95-postotni CI) (97,49 — 99,73)
Podudaranje 99,5%
(95-postotni Cl) (98,70 — 99,86)
Kapa 0,990

Obnovljivost s klini¢kim ispitcima u transportnom mediju za ispitke

Ruéno testiranje

Provedeno je ispitivanje kako bi se pristupilo obnovljivosti ruénog ispitivanja klini€kih ispitaka u
transportnom mediju za ispitke s pomocu ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
Panel od 20 sastavnica koji se sastoji od klinickih poolova (10 pozitivnih i 10 negativnih)
pripremljen je kombiniranjem prethodno testiranih ispitaka u transporthom mediju za ispitke.
Ispitci su testirani u replikatima od 4 svakog od 5 dana kako bi se dobilo ukupno 20 replikata po
ispitku. Testiranje je provedeno primjenom kombinirane mjeSavine probe koja se sastojala od
probe za visokorizi¢ne tipove HPV-a i probe za niskoriziéne tipove HPV-a. Nije se ocekivalo da
¢e se obnovljivost testa razlikovati u slu€aju primjene samo mjeSavine probe u testu Probe Mix
u testu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Izratunana je srednja vrijednost RLU/CO i

95-postotni Cl oko srednje vrijednosti (pogledajte Tablica 33 u nastavku).

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018

82



Tablica 33. Obnovljivost ispitaka u transportnom mediju za ispitke — ru¢no testiranje
(silazni redoslijed prema srednjoj vrijednosti RLU/CO)

Srednja vrijednost Pozitivan rezultat testa
ID ispitka RLU/CO 95-postotni Cl (%) (n/N)
10 3,18 3,02-3,35 100 (20/20)
20 1,43 1,36 - 1,50 100 (20/20)
11 1,25 1,20 - 1,28 100 (20/20)
12 1,21 1,15-1,27 100 (20/20)
15 1,20 1,14 -1,25 100 (20/20)
13 1,07 1,01 -1,11 80 (16/20)
16 1,06 1,01-1,09 75 (15/20)
17 1,04 1,00 — 1,06 80 (16/20)
14 0,98 0,92 - 1,02 45 (9/20)
18 0,92 0,87 - 0,96 20 (4/20)
19 0,72 0,68-0,75 0 (0/20)
7 0,40 0,33 -0,46 0 (0/20)
4 0,38 0,35-0,39 0 (0/20)
9 0,37 0,32-0,41 0 (0/20)
1 0,35 0,32-0,36 0 (0/20)
2 0,35 0,31-0,37 0 (0/20)
8 0,32 0,29-0,34 0 (0/20)
3 0,30 0,27 -0,31 0 (0/20)
6 0,27 0,24 - 0,30 0 (0/20)
5 0,26 0,23-0,28 0 (0/20)

Za 5 ispitaka sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe iznad grani¢ne vrijednosti, 100 od
100 replikata (100,0 %) bilo je pozitivno. Za 5 ispitaka sa srednjom vrijednosti RLU/CO unutar
20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 60 od 100 (60 %; 95-postotni Cl = 49,7 — 69,6)
replikata bilo je pozitivno, a 40 od 100 (40 %) bilo je negativno. Za 10 ispitaka sa srednjom
vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe ispod grani¢ne vrijednosti, 200 od 200 replikata (100 %) bilo

je negativno.

Ti rezultati ukazuju na to da se za ispitke koji su 20 % ili viSe udaljeni od grani¢ne vrijednosti
moze oCekivati da ¢e dati dosljedne rezultate. Ispitci blizu grani¢ne vrijednosti dali su priblizno
jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju da ruéno testiranje ispitaka
u transportnom mediju za ispitke ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje

obnovljive rezultate.
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Automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS

Provedeno je ispitivanje kako bi se procijenila obnovljivost automatiziranog ispitivanja ispitaka u
transportnom mediju za ispitke s pomocu sustava RCS i ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA
Test unutar postupka, od dana do dana i medu laboratorijima. Panel puliranih klini¢kih ispitaka od 16
sastavnica (pogledajte Tablica 34 u nastavku) testiran je primjenom jedne serije reagensa, dvaput na
dan u 3 razli¢ita dana. Svaka je sastavnica panela testirana u kvadriplikatu.

Tablica 34. Obnovljivost ispitaka u transportnom mediju za ispitke — sastav panela za
automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS

Sastavnica panela Priblizna vrijednost RLU/CO Ocekivani rezultat testa

1N <04 Negativan

2N 04-0,8 Negativan
3P 0,8-1,2 Visoko negativan / nisko pozitivan
4P 0,8-1,2 Visoko negativan / nisko pozitivan
5P 0,8-1,2 Visoko negativan / nisko pozitivan
6P 1,2-2,0 Nisko pozitivan
7P 1,2-2,0 Nisko pozitivan
8P 1,2-2,0 Nisko pozitivan
9P 2,0-5,0 Nisko pozitivan

10P 5,0-10,0 Sredniji pozitivan

11N <0,4 Negativan

12N <04 Negativan

13N <04 Negativan

14XR Klinicki materijal pozitivan na DNK Visoko negativan / nisko pozitivan

niskorizicnog HPV-a u klinickom negativnom
poolu u transportnom mediju za ispitke

15XR Plazmid DNK niskorizicnog HPV-a u klinickom  Visoko negativan / nisko pozitivan
negativnom poolu u transportnom mediju za
ispitke

16XR Plazmidna vektorska DNK kontrola u Visoko negativan / nisko pozitivan

klinickom negativnom poolu u transportnom
mediju za ispitke

Dvije sastavnice panela (14XR i 15XR) ukljuéene su radi procjene potencijala za kriznu
hibridizaciju mjeSavine probe ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test s ispitcima koji
sadrzavaju samo DNK niskorizi€nih tipova HPV-a 6, 11, 42, 43 i 44. Sastavnica panela 16XR
sastojala se od DNK pGEM® u koncentraciji od 1,49 ng/ml i sluzila je kao vektorska kontrola za
sastavnicu panela 15XR. Rezultati ovog testa nisu ukazali na lazno pozitivne rezultate testa
zbog prisutnosti DNK niskorizi¢nih tipova HPV-a u klini¢kim ispitcima. Ti su rezultati u skladu s

ru¢nim testiranjem.
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Obnovljivost je izraCunana prema metodi E5-A koju je opisao NCCLS (Nacionalni odbor za
klinicke laboratorijske standarde) (46) (pogledajte Tablica 35 u nastavku). Ta metoda zahtijeva
proratun komponenata varijance za svaki od izvora varijabilnosti: laboratorij, dan, postupak i

pogreska (definirani kao varijacija unutar ispitivanja i varijacija izmedu ispitivanja).

Tablica 35. Obnovljivost ispitaka u transportnom mediju za ispitke — automatizirano
testiranje s pomocu sustava RCS; kvantitativha obnovljivost

Standardna devijacija
Srednja
Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu Izmedu Ukupni CV
panela n RLU/CO postupka postupaka dana laboratorija  Ukupno (%)
1N 72 0,13 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 15,10
2N 72 0,36 0,03 0,01 0,03 0* 0,04 11,69
3P 72 0,96 0,06 0,06 0,04 0* 0,09 9,55
4P 72 1,03 0,06 0,18 0,06 0* 0,19 18,81
5P 72 1,41 0,11 0,14 0,15 0,06 0,24 17,00
6P 72 1,73 0,10 0,27 0* 0,11 0,31 18,10
P 72 1,74 0,12 0,21 0* o* 0,24 13,78
8Pt 70 1,95 N/P* N/P* N/P* N/P* 0,47 23,80
9P 72 5,21 0,34 0,44 0,21 0* 0,59 11,36
10P 72 7,67 0,46 0,63 0,71 0* 1,05 13,70
11N 72 0,13 0,01 0,01 0,01 0* 0,02 16,89
12N 72 0,17 0,03 0,06 0,03 0* 0,07 39,14
13N 72 0,15 0,02 0,02 0* 0,01 0,03 17,01

*

Komponente negativne varijance postavljene su tako da su jednake nuli.

-+

Dva nevazeca replikata za sastavnicu panela 8P onemogucila su analizu komponenata varijance zbog nejednakih veli¢ina
skupina koje su se usporedivale.

* N/P: analiza varijance nije moguc¢a zbog manjeg broja replikata nego $to je drugih sastavnica panela.

Obnovljivost klini¢kih ispitaka PreservCyt

Ruéno testiranje

Obnovljivost ruénog ispitivanja ispitaka PreservCyt s pomocu ispitivanja digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test utvrdena je ispitivanjem u kojem su upotrijebljena 24 lazna ispitka s razli€itim
koncentracijama DNK HPV-a. Ispitci su se sastojali od otopine PreservCyt Solution i bijelih
krvnih stanica s bakterijama koje su sadrzavale plazmid HPV-a 16 i bez njih.

Ispitci su testirani u replikatima od 4 svakog od 5 dana kako bi se dobilo ukupno 20 replikata po
ispitku. Svakog od 5 dana ispitivanja pripremljeno je 8 ml uzorka iz svakog ispitka prema
uputama za uporabu kompleta digene HC2 Sample Conversion Kit te su uzorci testirani.

Izradunana je srednja vrijednost i 95-postotni Cl (pogledajte Tablica 36 u nastavku).
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Tablica 36. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — ruéno testiranje s ruénom pripremom
uzoraka; kvalitativha obnovljivost (silazni redoslijed prema srednjoj vrijednosti RLU/CO)

Srednja vrijednost Pozitivan rezultat testa
ID ispitka RLU/CO 95-postotni Cl (%) (n/N)
21 3,51 3,19-3,83 100 (20/20)
12 1,58 1,48 - 1,69 100 (20/20)
13 1,42 1,32 -1,52 100 (20/20)
17 1,38 1,23-1,53 90 (18/20)
18 1,36 1,23 -1,48 95 (19/20)
15 1,32 1,16 — 1,49 85 (17/20)
23 1,17 1,06 - 1,27 75 (15/20)
16 1,14 1,07 - 1,20 75 (15/20)
20 1,10 0,96 - 1,21 85 (17/20)
19 1,06 0,95-1,17 45 (9/19)
22 1,05 0,99-1,10 70 (14/20)
11 1,04 0,96 - 1,11 65 (13/20)
14 0,94 0,86 — 1,01 25 (5/20)
24 0,77 0,73-0,81 0 (0/20)
3 0,28 0,25-10,30 0 (0/20)
1 0,27 0,24 - 0,30 0 (0/20)
7 0,27 0,25-10,30 0 (0/20)
2 0,27 0,25-0,28 0 (0/20)
5 0,26 0,24 - 0,28 0 (0/20)
4 0,24 0,22 -0,25 0 (0/20)
9 0,23 0,21-0,25 0 (0/20)
8 0,22 0,18-0,27 0 (0/20)
10 0,22 0,20 - 0,25 0 (0/20)
6 0,19 0,17 -0,21 0 (0/20)

Za 6 ispitaka sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe iznad grani¢ne vrijednosti, 114 od
120 replikata (95,0 %) bilo je pozitivno. Za 7 ispitaka sa srednjom vrijednosti RLU/CO unutar
20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 88 od 139 (63,3 %; 95-postotni Cl = 54,3 —70,9)
replikata bilo je pozitivno, a 51 od 139 (36,7 %) bilo je negativno. Za 4 ispitka unutar 10% iznad
ili ispod grani¢ne vrijednosti, 41 od 79 (51,9 %) replikata bilo je pozitivno, a 38 od 79 (48,1 %)
bilo je negativno. Za 11 ispitaka sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe ispod grani¢ne
vrijednosti, 220 od 220 replikata (100 %) bilo je negativno.
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Ti rezultati ukazuju na to da se za ispitke koji su 20 % ili viSe udaljeni od grani¢ne vrijednosti
moze ocekivati da ¢e dati dosljedne rezultate. Ispitci blizu graniéne vrijednosti dali su priblizno
jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju da ruéno testiranje ispitaka
PreservCyt ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje obnovljive rezultate.

Automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS s ruénom pripremom uzoraka

Interno ispitivanje automatiziranog testiranja s pomocéu sustava RCS provedeno je na klini¢kim
ispitcima PreservCyt dobivenima ve¢inom od Zena s citoloSkim nalazom ASC-US ili vis§im od
ASC-US (prevalencija HPV-a 57 %). Ispitci su podijeljeni u 2 alikvota; svaki alikvot je potom
pojedinaéno obraden primjenom kompleta digene HC2 Sample Conversion Kit i testiran u
duplikatu ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Kao i kod drugih kvalitativnih 1VD ispitivanja, varijabilnost rezultata ispitivanja digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test dobivenih od klini¢kih ispitaka povezuje se prvenstveno s jednim od
sljededih parametara ili njihovom kombinacijom: uzimanje uzoraka, priprema uzoraka i postupak
ispitivanja. Buduéi da su usporedivani rezultati testa dobiveni od istog klinikog ispitka, dizajn
ispitivanja kontrolirao je varijabilnost koja proizlazi iz uzimanja uzoraka. Obnovljivost rezultata
dobivenih od 2 zasebno pripremljena alikvota uzoraka iz istog kliniCkog ispitka (u nastavku
navedeno kao ,izmedu pripremljenih alikvota”) odrazava varijaciju zbog kombinacije pripreme
uzoraka i postupka testiranja. Obnovljivost rezultata dobivenih od istog alikvota uzoraka (u
nastavku navedeno kao ,unutar pripremljenog alikvota”) odrazava varijaciju koja proizlazi samo
iz postupka testiranja (pogledajte Tablica 37 u nastavku).
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Tablica 37. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — automatizirano testiranje s pomoc¢u
sustava RCS s ruénom pripremom uzoraka; kvalitativha obnovljivost

Pozitivho Negativno Ukupno podudaranje
podudaranje (%) podudaranje (%) (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Analiza 95-postotni Cl 95-postotni CI 95-postotni Cl
Svi podaci 99,62 94,7 97,7
(261/262) (160/169) (421/431)
Unutar 97,9 -100,0 90,1-97,5 95,8 -98,9
pripremljenog
alikvota Snazna pozitivna i 100,0 98,2 99,3
snazna negativna (249/249) (160/163) (409/412)
podrucja
98,5 —100,0 94,7 — 99,6 97,9 -99,9
Svi podaci 99,6 98,2 99,1
(264/265) (163/166) (427/431)
Izmedu 97,9 -100,0 94,8 — 99,6 97,6 — 99,8
pripremljenog
alikvota Snazna pozitivna i 100,0 99,4 99,8
snazna negativna (249/249) (161/162) (410/411)
podrucja
98,5 -100,0 96,6 — 100,0 98,7 — 100,0

Dodatno ispitivanje provedeno je kako bi se procijenila kvantitativna obnovljivost rezultata
dobivenih automatiziranim testiranjem s pomocu sustava RCS simuliranih ispitaka PreservCyt.

U testiranju su sudjelovala tri ispitna centra, ukljucuju¢i QIAGEN.

Svaki ispitni laboratorij obavio je i automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS i ru¢no
testiranje s testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test dvaput na dan tijekom 5 razli¢itih dana
s dobivenim panelom za obnovljivost od 6 sastavnica. Svaka se sastavnica panela sastojala od
uzgojenih stanica dodanih u otopinu PreservCyt Solution namijenjenu da pruzi pribliznu

vrijednost RLU/CO (pogledajte Tablica 38 u nastavku).

Sastavnice panela pozitivne na DNK HPV-a pripremljene su dodavanjem razliitih koli¢ina SiHa
stanica pozitivnih na DNK HPV-a (iz laboratorijske stani¢ne linije). Negativne sastavnice panela
sastojale su se od Jurkat stanica negativnih na HPV (iz druge laboratorijske stani¢ne linije).

Konac¢na stani¢na koncentracija svih 6 sastavnica panela iznosila je priblizno 5 x 10* stanica/ml.
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Tablica 38. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — automatizirano testiranje s pomocu sustava
RCS s ruénom pripremom uzoraka; sastavnice panela za kvantitativhu obnovljivost

Sastavnica
panela Vrsta stanice Priblizna vrijednost RLU/ICO  Ocekivani rezultat testa

1N Jurkat <10 Negativan

2N Jurkat <1,0 Negativan

3P SiHa i Jurkat 50-8,0 Nisko pozitivan

4P SiHa i Jurkat 5,0-8,0 Nisko pozitivan

5P SiHa 30,0-50,0 Srednji pozitivan

6P SiHa 200,0 Visoko pozitivan

Obnovljivost je izraunana prema metodi E5-A koju je opisao NCCLS (Nacionalni odbor za
klinicke laboratorijske standarde) (46) (pogledajte Tablica 39 u nastavku). Ta metoda zahtijeva
proraCun komponenata varijance za svaki od izvora varijabilnosti: laboratorij, dan, postupak i
pogreska (definirani kao varijacija unutar ispitivanja i varijacija izmedu ispitivanja). Svaka od
6 sastavnica panela testirana je u kvadriplikatu u svakom od 10 postupaka (2 postupka na dan
tijekom 5 dana testiranja) u svakom od 3 ispitna laboratorija.

Tablica 39. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — automatizirano testiranje s pomocéu
sustava RCS s ruénom pripremom uzoraka; kvantitativha obnovljivost

Standardna devijacija
Srednja

Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu Izmedu Ukupni CV

panela n RLU/CO postupka postupaka dana laboratorija  Ukupno (%)
1N 120 0,20 0,04 0,01 0,01 0,08 0,089 444
2N 120 0,20 0,06 0,01 0* 0,08 0,10 52,2
3P 120 4,05 0,76 1,17 0* 0,26 1,42 35,1
4P 120 4,23 0,74 0,86 0* 0,31 1,18 27,8
5P 120 28,6 5,00 5,61 4,41 0* 8,71 30,5
6P 120 214,6 33,95 27,25 18,09 25,53 53,61 25,0

* Komponente negativne varijance postavljene su tako da su jednake nuli.

Kako bi se ovo pocetno ispitivanje obnovljivosti dopunilo podacima za ispitke koji su vrlo blizu
grani¢ne vrijednosti ispitivanja, provedeno je dodatno precizno ispitivanje u centru izvan tvrtke
QIAGEN s pomocu sustava RCS.

Panel se sastojao od 1 negativne, 2 negativne ili nisko pozitivne te 2 nisko pozitivhe sastavnice.
Svaka je sastavnica panela pripremljen dodavanjem uzgojenih Jurkat i SiHa stanica u otopinu
PreservCyt Solution kako bi pruzio ciljne vrijednosti RLU/CO (pogledajte Tablica 40 u nastavku).
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Taj je vanjski centar proveo automatizirano ispitivanje s pomoc¢u sustava RCS primjenom jedne
serije reagensa za ispitivanje digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za svaki postupak
ispitivanja, provodedi ispitivanje 2 puta na dan u 3 razli¢ita dana s dobivenim panelom sa
simuliranim ispitcima PreservCyt od 5 sastavnica. Svaka je sastavnica panela podijelijena na 4
uzorka i sva su 4 uzorka testirana na istoj mikrotitar plo€ici (pogledajte Tablica 41 u nastavku).

Tablica 40. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — automatizirano testiranje s pomocu
sustava RCS s ruénom pripremom uzoraka; sastavnice panela za kvantitativnu
obnoviljivost blizu grani€ne vrijednosti ispitivanja

Sastavnica panela Priblizna vrijednost RLU/CO Ocekivani rezultat testa
1N 0,2 Negativan
2N 08-1,2 Visoko negativan / nisko pozitivan
3P 0,8-1,2 Visoko negativan / nisko pozitivan
4P 1,2-2,0 Nisko pozitivan
5P 1,2-2,0 Nisko pozitivan

Tablica 41. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — automatizirano testiranje s pomocu
sustava RCS s ruénom pripremom uzoraka; kvantitativha obnovljivost blizu grani¢ne
vrijednosti ispitivanja

Standardna devijacija

Srednja

Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu

panela n RLU/CO postupka postupaka dana Ukupno Ukupni CV (%)
1N 24 0,14 0,01 0* 0,02 0,02 15,12

2N 24 1,39 0,14 0,15 0* 0,21 14,84

3P 24 1,31 0,16 0* 0,11 0,19 14,70

4P 24 1,74 0,13 0,21 0,18 0,31 17,73

5P 24 1,63 0,24 0,20 0,26 0,40 24,63

* Komponente negativne varijance postavljene su tako da su jednake nuli.

Priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

Provedeno je interno ispitivanje pripreme uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV
Media Kit na klini¢kim ispitcima PreservCyt prikupljenima od Zena s jednim od dvaju sljedecih
citoloskih nalaza:

® ASC-US ili viSi od ASC-US

® nalaz negativan na intraepitelnu leziju ili malignitet (NILM)
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Dva su uzorka uklonjena iz svakog ispitka. Svaki je uzorak zasebno pripremlijen s pomocu
kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit nakon €ega su rezultati utvrdeni automatiziranim
testiranjem na sustavu RCS s pomocu testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Kao i kod drugih kvalitativnih IVD ispitivanja, varijabilnost rezultata ispitivanja digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test dobivenih od klinickih ispitaka povezuje se prvenstveno s jednim od sljedecih
parametara ili njihovom kombinacijom: uzimanje uzoraka, priprema uzoraka i postupak ispitivanja.
Buduci da su usporedivani rezultati testa dobiveni od istog klinickog ispitka (navedeno kao ,izmedu
uzoraka”), dizajn ispitivanja kontrolirao je varijabilnost koja proizlazi iz uzimanja uzoraka. Obnoviljivost
rezultata (pogledajte Tablica 42 u nastavku) dobivenih od 2 zasebno pripremljena uzorka iz istog

klinickog ispitka odraZzava varijaciju koja proizlazi iz pripreme uzoraka i postupka testiranja.

Tablica 42. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvalitativha obnovljivost medu uzorcima

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%) Ukupno podudaranje (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95-postotni CI 95-postotni Cl 95-postotni Cl
99,0 96,4 97,3

(95/96) (161/167) (256/263)
94,3-99,8 92,4 -98,3 94,6 — 98,7

Dodatno ispitivanje provedeno je kako bi se procijenila obnovljivost rezultata s pomoéu
simuliranih ispitaka PreservCyt. Nakon pripreme uzoraka s pomocéu kompleta QIAsymphony
DSP HPV Media Kit uslijedilo je automatizirano testiranje na sustavu RCS s pomocu testa
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Osam pozitivnih sastavnica panela pripremljeno je
dodavanjem SiHa ili HeLa stanica pozitivnih na DNK HPV-a u stanice C-33 A negativnhe na DNK
HPV-a u otopini PreservCyt Solution, dok su 2 sastavnice panela negativne na DNK HPV-a
sadrzavale samo stanice C-33 A negativne na DNK HPV-a.

Tri razliéita rukovatelja provela su testiranje u jednome danu na 3 razliCita instrumenta
QIAsymphony SP i s 3 razliCite serije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit sa sastavnicama
panela 2N, 3E, 5P, 7P i 9P. Sastavnice panela 2N, 3E, 5P i 7P testirane su s 18 replikata u 3 razliCita
postupka, ¢ime su dobivene 54 podatkovne tocke za svaku sastavnicu panela. Sastavnica panela

9P testirana je sa 16 replikata u 3 razli¢ita postupka, ¢ime je dobiveno 48 podatkovnih tocaka.

Jedan rukovatelj proveo je digene HC2 High-Risk HPV DNA Test u 3 razli¢ita dana na 3 razli¢ita
instrumenta QIAsymphony SP i s jednom serijom kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit
sa sastavnicama panela 1N, 4E, 6P, 8P i 10P. Sastavnice panela 1N, 4E, 6P i 8P testirane su s
18 replikata u 8 razli¢itih postupaka, Cime su dobivene 144 podatkovne tocke za svaku
sastavnicu panela. Sastavnica panela 10P testirana je sa 16 replikata u 8 razli¢itih postupaka,

¢ime je dobiveno 128 podatkovnih tocaka.
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Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe iznad grani¢ne vrijednosti,
572 od 572 (100,0 %) su bila pozitivna. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO unutar
20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 98 od 198 (49,5 %) bilo je pozitivno, a 100 od 198 (50,5 %)
bilo je negativno. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe ispod
grani¢ne vrijednosti, 198 od 198 (100,0 %) bilo je negativno (pogledajte Tablica 43 u nastavku).

Tablica 43. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvalitativha obnovljivost

Sastavnica Srednja vrijednost Standardna Pozitivan rezultat
panela Vrsta stanice RLU/CO devijacija testa (%) (n/N)

1N C-33A 0,37 0,05 0 (0/144)
2N C-33A 0,41 0,06 0 (0/54)
3E HelLaiC-33 A 0,81 0,11 6 (3/54)
4E SiHa i C-33 A 1,09 0,18 66 (95/144)
5P HelaiC-33 A 3,17 0,46 100 (54/54)
6P SiHai C-33 A 4,81 0,74 100 (144/144)
P HelLaiC-33 A 6,77 0,97 100 (54/54)
8P SiHa i C-33 A 9,41 1,39 100 (144/144)
9P HelaiC-33 A 13,72 2,81 100 (48/48)
10P SiHaiC-33 A 28,13 5,08 100 (128/128)

Ti rezultati ukazuju na to da se za ispitke koji su 20 % ili viSe udaljeni od grani¢ne vrijednosti
moze oCekivati da ¢e dati dosljedne rezultate. Ispitci blizu grani€ne vrijednosti dali su priblizno
jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju da priprema uzoraka za
ispitke PreservCyt s pomo¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit nakon koje slijedi
testiranje ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje obnovljive rezultate.

Rezultati internog ispitivanja takoder su upotrijebljeni za procjenu kvantitativne obnovljivosti
rezultata dobivenih nakon pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt s pomocu kompleta
QIAsymphony DSP HPV Media Kit (pogledajte Tablica 44 i Tablica 45 u nastavku).
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Tablica 44. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvantitativha obnovljivost s istim rukovateljem

Standardna devijacija

Procijenjena
Srednja ukupna

Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu standardna Procijenjeni
panela n RLU/CO postupaka postupaka kombinacija* devijacija ukupni CV (%)
1N 144 0,37 0,04 0,03 0,03 0,06 14,92

4E 144 1,09 0,12 0,11 0,09 0,19 17,24

6P 144 4,81 0,49 0,40 0,42 0,77 15,92

8P 144 9,41 0,96 0,97 0,46 1,44 15,32
10P 128 28,13 4,00 2,04 2,54 5,16 18,35

* izmedu kombinacija instrumenata QlAsymphony SP i razli¢itih dana.

Tablica 45. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvantitativha obnovljivost u istome danu

Standardna devijacija

Procijenjena
Srednja ukupna

Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu standardna Procijenjeni
panela n RLU/CO postupaka postupaka® devijacija ukupni CV (%)
2N 54 0,41 0,04 0,05 0,06 15,86

3E 54 0,81 0,08 0,08 0,12 14,48

5P 54 3,17 0,38 0,33 0,50 15,72

7P 54 6,77 0,92 0,38 1,00 14,73

9P 48 13,72 2,64 1,15 2,88 21,01

T Postupak se sastoji od kombinacije kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit, instrumenta QIAsymphony SP i rukovatelja.

Kvantitativha obnovljivost vrlo je visoka, na Sto ukazuju sve vrijednosti koeficijenta varijacije
(Coefficient of Variation, CV) koje ostaju ispod 25 %. Standardne devijacije izmedu postupaka
mogu se usporediti s odgovaraju¢om vrijednosti unutar postupaka, Sto ukazuje na dosljedne

rezultate neovisno o upotrijebljenom instrumentu ili seriji kompleta.

Priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Provedeno je interno ispitivanje pripreme uzoraka s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP AXpH
DNA Kit na klini¢kim ispitcima PreservCyt prikuplienima od Zena s citolokim nalazom ASC-US ili
NILM. Dva su uzorka uklonjena iz svakog ispitka. Svaki je uzorak zasebno pripremlien s pomocu
kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit nakon ¢ega su rezultati utvrdeni automatiziranim

testiranjem na sustavu RCS s pomocu testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Kao i kod drugih kvalitativnih IVD ispitivanja, varijabilnost rezultata ispitivanja digene HC2
High-Risk HPV DNA Test dobivenih od klini¢kih ispitaka povezuje se prvenstveno s jednim od
sliedecih parametara ili njihovom kombinacijom: uzimanje uzoraka, priprema uzoraka i postupak
ispitivanja. Budué¢i da su usporedivani rezultati testa dobiveni od istog klinickog ispitka
(navedeno kao ,izmedu uzoraka”), dizajn ispitivanja kontrolirao je varijabilnost koja proizlazi iz
uzimanja uzoraka. Obnovljivost rezultata (pogledajte Tablica 46 u nastavku) dobivenih od
2 zasebno pripremljena uzorka iz istog klinickog ispitka odrazava varijaciju koja proizlazi iz

pripreme uzoraka i postupka testiranja.

Tablica 46. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; kvalitativha obnovljivost medu uzorcima

Pozitivno podudaranje (%) Negativno podudaranje (%) Ukupno podudaranje (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95-postotni Cl 95-postotni Cl 95-postotni Cl
95,3 96,7 96,2
(101/106) (176/182) (277/288)

89,4 -98,0 92,3-98,5 93,3-97,9

Dodatno ispitivanje provedeno je kako bi se procijenila obnovljivost rezultata s pomoéu
simuliranih ispitaka PreservCyt. Nakon pripreme uzoraka s pomocéu kompleta QIAsymphony
DSP AXpH DNA Kit uslijedilo je automatizirano testiranje na sustavu RCS s pomocu testa
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Tri razliCita rukovatelja provela su test digene HC2 High-Risk HPV DNA Test na razlicite dane
primjenom razli€itih instrumenata i razli€itih serija reagensa s panelom s 9 sastavnica. Svaka je
sastavnica panela testirana u duplikatu u 24 razli¢ita postupka, Cime je dobiveno 48
podatkovnih toaka za svaku sastavnicu panela. Osam pozitivnih sastavnica panela
pripremlieno je dodavanjem SiHa ili HeLa stanica pozitivnih na DNK HPV-a u stanice H9
negativne na DNK HPV-a u otopini PreservCyt Solution, dok je jedna sastavnica panela

negativna na DNK HPV-a sadrZzavala samo stanice H9 negativnhe na DNK HPV-a.

Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe iznad grani¢ne
vrijednosti, 237 od 240 (98,8 %) bilo je pozitivno. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti
RLU/CO unutar 20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 95 od 144 (66,0 %) bilo je pozitivno, a
49 od 144 (34,0 %) bilo je negativno. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na
20 % ili vise ispod grani¢ne vrijednosti, 48 od 48 (100,0 %) bilo je negativno (pogledajte
Tablica 47 u nastavku).
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Tablica 47. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; kvalitativha obnovljivost

Sastavnica Srednja vrijednost Standardna Pozitivan rezultat
panela Vrsta stanice RLU/CO devijacija testa (%) (n/N)

1N H9 0,17 0,03 0 (0/48)

2E H9 i Hela 1,00 0,16 56 (27/48)

3E H9 i HeLa 1,16 0,57 54 (26/48)

4E H9 i SiHa 1,18 0,23 88 (42/48)

5P H9 i SiHa 1,89 0,20 100 (48/48)

6P H9iHelLa 2,05 0,43 96 (46/48)

P H9 i SiHa 2,97 0,45 100 (48/48)

8P H9 i Hela 5,67 0,61 100 (48/48)

9P H9 i SiHa 9,91 1,63 98 (47/48)

Ti rezultati ukazuju na to da se za ispitke koji su 20 % ili viSe udaljeni od grani¢ne vrijednosti
moze oCekivati da Ce dati dosljedne rezultate. Ispitci blizu grani€ne vrijednosti dali su priblizno
jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju da priprema uzoraka za
ispitke PreservCyt s pomo¢u kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit nakon koje slijedi
testiranje ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje obnovljive rezultate.

Rezultati internog ispitivanja takoder su upotrijebljeni za procjenu kvantitativne obnovljivosti
rezultata dobivenih nakon pripreme uzoraka za ispitke PreservCyt s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit (pogledajte Tablica 48 u nastavku).
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Tablica 48. Obnovljivost ispitaka PreservCyt — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit; kvantitativha obnovljivost

Standardna devijacija

Procijenjena
Srednja ukupna
Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu standardna Procijenjeni
panela n RLU/CO postupaka postupaka kombinacija* devijacija ukupni CV (%)
1N 48 0,17 0,02 0,02 0,01 0,03 18,13
2E 48 1,00 0,14 0,05 0,06 0,16 16,20
3E 48 1,16 0,48 0,22 0,23 0,57 49,27
4E 48 1,18 0,16 0,14 0,10 0,23 19,63
5P 48 1,89 0,09 0,09 0,16 0,20 10,63
6P 48 2,05 0,18 0,34 0,19 0,43 20,83
P 48 2,97 0,27 0,23 0,28 0,45 15,14
8P 48 5,67 0,35 0,44 0,24 0,61 10,85
9P 48 9,91 1,36 0,55 0,71 1,63 16,42

* 1zmedu kombinacija kompleta digene HC2 High-Risk HPV DNA Test, kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kits,
upotrijeblienog sustava RCS, upotrijebljenog instrumenta QlAsymphony SP i rukovatelja.

Obnoviljivost klinickih ispitaka SurePath

Rucéno testiranje

Obnovljivost ruénog testiranja uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath testom
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test utvrdena je u ispitivanju u 3 razliita laboratorija.
Sastavnice panela testirane su primjenom grani¢ne vrijednosti od 1,0 RLU/CO u razliite dane i
razli¢itim postupcima primjenom identi€nog skupa sastavnica panela poznatog pozitivnog ili
negativnog statusa za HPV. Panel se sastojao od 5 pozitivnih, 2 visoko negativne / nisko

pozitivne te 5 negativnih sastavnica.

Svaka sastavnica panela pripremliena je kombiniranjem jedinstvenih klinickih ispitaka
prikupljenih u tekuc¢inu SurePath Preservative Fluid s poznatim negativnim i pozitivnim statusom
za HPV kako bi se dobile Zeljene ciljne vrijednosti RLU/CO. Svaka sastavnica panela testirana
je u duplikatu dvaput na dan u razdoblju od 5 dana u svakom od 3 laboratorija koji su sudjelovali
(pogledajte Tablica 49 u nastavku).

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018

96



Tablica 49. Obnovljivost uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath — ru¢no
testiranje; kvalitativha obnovljivost

Sastavnica panela Srednja vrijednost RLU/CO Pozitivan rezultat testa (%) (n/N)
1 0,20 0,0 (0/60)
2 0,21 0,0 (0/60)
3 0,22 0,0 (0/60)
4 0,28 3,3 (2/60)
5 0,36 3,3 (2/60)
6 0,83 21,7 (13/60)
7 1,17 43,3 (26/60)
8 19,47 100,0 (60/60)
9 25,65 100,0 (60/60)
10 81,52 100,0 (60/60)
11 154,18 100,0 (60/60)
12 765,29 100,0 (60/60)

Automatizirano testiranje s pomoc¢u sustava RCS

Obnovljivost rezultata za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath dobivenih
automatiziranim testiranjem s pomocu sustava RCS usporedena je s rezultatima dobivenima
ruénim testiranjem. Testirana su dva zasebna alikvota iz istog obradenog uzorka
postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath (iz istog ispitka) (pogledajte Tablica 50 u nastavku).

Tablica 50. Obnovljivost uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath —
automatizirano testiranje s pomocu sustava RCS; podudaranje rezultata izmedu
automatiziranog testiranja s pomoc¢u sustava RCS i ruénog testiranja

Pozitivno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno pozitivho

Negativno podudaranje (%)
(n/N)
95-postotni Cl

Snazno negativno

podrucje podrucje
Svi pozitivni (RLU/CO 2 2,5) Svi negativni (RLU/CO < 0,80)
99,0 100,0 97,7 98,7
(417/421) (375/375) (1057/1079) (1050/1064)
97,6 —99,7 99,0 - 100,0 96,9 — 98,75 97,8 — 99,28
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Priprema uzoraka za ispitke SurePath s pomoc¢u kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit

Provedeno je ispitivanje kako bi se procijenila obnovljivost rezultata s pomo¢u simuliranih
ispitaka SurePath. Nakon pripreme uzoraka s pomocu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media
Kit uslijedilo je automatizirano testiranje na sustavu RCS s pomocu testa digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Cetiri pozitivne sastavnice panela pripremljene su dodavanjem SiHa stanica
pozitivnih na DNK HPV-a u stanice H9 negativne na DNK HPV-a u tekucini SurePath
Preservative Fluid, dok je jedna sastavnica panela negativha na DNK HPV-a sadrzavala samo
stanice H9 negativne na DNK HPV-a u tekuéini SurePath Preservative Fluid.

Tri razli¢ita rukovatelja provela su testiranje u 6 razli€itih dana na 3 razli¢ita instrumenta
QlAsymphony SP i s 3 razlicite serije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit sa
sastavnicama panela 1N, 2E, 3P, 4P i 5P. Sastavnice panela 1N, 2E, 3P i 4P testirane su s 18
replikata u 37 razli€itih postupaka, ¢ime je dobiveno 666 podatkovnih to€aka za sastavnice 2E i
3P te 665 podatkovnih toaka za sastavnice panela 1N i 4P. Sastavnica panela 5P testirana je
sa 16 replikata u 37 razligitih postupaka, ¢ime je dobiveno 590 podatkovnih todaka. Cetiri su
podatkovne tocke isklju¢ene zbog nedovoljnog volumena kako je oznacio instrument

QIAsymphony SP za vrijeme pripreme uzoraka.

Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSse iznad granine
vrijednosti, 1921 od 1921 (100,0 %) bilo je pozitivho. Za sastavnice panela sa srednjom
vrijednosti RLU/CO unutar 20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 410 od 666 (61,6 %) bilo je
pozitivho, a 256 od 666 (38,4 %) bilo je negativno. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti
RLU/CO na 20 % ili viSe ispod grani¢ne vrijednosti, 664 od 665 (99,8 %) bilo je negativho
(pogledajte Tablica 51 u nastavku).

Tablica 51. Obnovljivost ispitaka SurePath — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvalitativha obnovljivost

Sastavnica Srednja vrijednost Pozitivan rezultat
panela Vrsta stanice RLU/CO Standardna devijacija testa (%) (n/N)
1N H9 0,38 0,06 0,2 (1/665)
2E SiHa i H9 1,06 0,17 61,6 (410/666)
3P SiHa i H9 4,51 0,78 100,0 (666/666)
4P SiHa i H9 8,34 1,57 100,0 (665/665)
5P SiHa i H9 24,69 5,12 100,0 (590/590)
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Ti rezultati ukazuju na to da se za ispitke SurePath koji su 20 % ili viSe udaljeni od grani¢ne
vrijednosti moze ocekivati da ¢e dati dosljedne rezultate. Ispitci SurePath blizu grani¢ne
vrijednosti dali su priblizno jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju
da priprema uzoraka za ispitke SurePath s pomo¢u kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit
nakon koje slijedi testiranje ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje obnovljive
rezultate.

Rezultati internog ispitivanja takoder su upotrijebljeni za procjenu kvantitativne obnovljivosti
rezultata dobivenih nakon pripreme uzoraka za ispitke SurePath s pomocu kompleta
QIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Tri razli¢ita rukovatelja provela su testiranje u 6 razliCitih dana na 3 razliCita instrumenta
QlAsymphony SP i s 3 razliCite serije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit sa
sastavnicama panela 1N, 2E, 3P, 4P i 5P. Sastavnice panela 1N, 2E, 3P i 4P testirane su s
18 replikata, ¢ime su dobivene 162 podatkovne to¢ke za svaku sastavnicu panela. Sastavnica
panela 5P testirana je sa 16 replikata, ¢ime su dobivene 144 podatkovne tocke (pogledajte
Tablica 52 u nastavku).

Tablica 52. Obnovljivost ispitaka SurePath — priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta
QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvantitativha obnovljivost

Standardna devijacija

Procijenjena
Srednja ukupna

Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu standardna Procijenjeni
panela n RLU/CO postupaka dana kombinacija* devijacija ukupni CV (%)
1N 162 0,37 0,06 0,02 0,03 0,07 19,18

2E 162 1,05 0,14 0,07 0,10 0,18 17,41

3P 162 4,40 0,62 0,00 0,43 0,75 17,09

4P 162 8,24 1,15 1,01 1,34 1,77 21,42

5P 144 23,89 3,95 4,10 4,67 6,11 25,59

* Postupak se sastoji od kombinacije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit, instrumenta QIAsymphony SP i
rukovatelja na odredeni dan.

Kvantitativha obnovljivost vrlo je visoka, na Sto ukazuju sve vrijednosti koeficijenta varijacije
(Coefficient of Variation, CV) koje ostaju ispod 26%. Standardne devijacije izmedu postupaka
mogu se usporediti s odgovaraju¢om vrijednosti unutar postupaka, $to ukazuje na dosljedne

rezultate neovisno o upotrijebljenom instrumentu ili seriji kompleta.
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Priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath s pomoc¢u
kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit

Provedeno je ispitivanje kako bi se procijenila obnovljivost rezultata s pomo¢u simuliranih
uzoraka postgradijentnog stani€nog taloga SurePath. Nakon pripreme uzoraka s pomocu
kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit uslijedilo je automatizirano testiranje na sustavu
RCS s pomoc¢u testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Materijal staniCne kulture u
70-postotnoj tekucini SurePath Preservative Fluid upotrijeblijen je kako bi opona$ao uzorke
postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath. Cetiri pozitivne sastavnice panela pripremljene su
dodavanjem SiHa stanica pozitivnih na DNK HPV-a u stanice H9 negativne na DNK HPV-a u
tekucini SurePath Preservative Fluid, dok je jedna sastavnica panela negativha na DNK HPV-a
sadrzavala samo stanice H9 negativhe na DNK HPV-a u tekucini SurePath Preservative Fluid.

Cetiri razligita rukovatelja provela su testiranje u 6 razli¢itih dana na 3 razligita instrumenta
QlAsymphony SP i s 3 razliCite serije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit sa
sastavnicama panela 1, 2, 3, 4 i 5. Sastavnice panela 1, 2, 3 i 4 testirane su s 18 replikata u
37 razlic¢itih postupaka, ¢ime je dobiveno 666 podatkovnih toaka za sastavnice panela 1i 3 te
665 podatkovnih toCaka za sastavnice panela 2 i 4. Dvije su podatkovne tocke isklju¢ene zbog
nedovoljnog volumena kako je oznacio instrument QlIAsymphony SP za vrijeme pripreme
uzoraka. Sastavnica panela 5 testirana je sa 16 replikata u 37 razli¢itih postupaka, ¢ime su
dobivene 592 podatkovne tocke.

Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti RLU/CO na 20 % ili viSe iznad grani¢ne
vrijednosti, 1923 od 1923 (100,0 %) bilo je pozitivno. Za sastavnice panela sa srednjom
vrijednosti RLU/CO unutar 20 % iznad ili ispod grani¢ne vrijednosti, 416 od 665 (62,6 %) bilo je
pozitivno, a 249 od 665 (37,4 %) bilo je negativno. Za sastavnice panela sa srednjom vrijednosti
RLU/CO na 20 % ili viSe ispod grani¢ne vrijednosti, 666 od 666 (100 %) bilo je negativno
(pogledajte Tablica 53 u nastavku).

Tablica 53. Obnovljivost uzoraka postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath —
priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit; kvalitativha
obnoviljivost

Srednja
Sastavnica vrijednost Standardna Pozitivan rezultat testa
panela Vrsta stanice RLU/CO devijacija CV (%) (%) (n/N)
1 H9 0,12 0,02 18,77 0,0 (0/666)
2 SiHa i H9 0,96 0,11 11,15 62,6 (416/665)
3 SiHa i H9 4,72 0,56 11,89 100,0 (666/666)
4 SiHa i H9 9,34 0,98 10,46 100,0 (665/665)
5 SiHa i H9 24,9 3,37 13,55 100,0 (592/592)
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Ti rezultati ukazuju na to da se za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath koji su
20 % ili vise udaljeni od grani¢ne vrijednosti moze ocekivati da ¢e dati dosljedne rezultate.
Uzorci postgradijentnog stani€nog taloga SurePath blizu grani€ne vrijednosti dali su priblizno
jednake brojeve pozitivnih i negativnih rezultata. Ti podaci pokazuju da priprema uzoraka za
uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath s pomocéu kompleta QIAsymphony DSP
HPV Media Kit nakon koje slijedi testiranje testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test daje
obnovljive rezultate.

Rezultati internog ispitivanja takoder su upotrijebljeni za procjenu kvantitativne obnovljivosti
rezultata dobivenih nakon pripreme uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga
SurePath s pomoc¢u kompleta QlIAsymphony DSP HPV Media Kit.

Cetiri razliita rukovatelja provela su testiranje u 6 razliitih dana na 3 razligita instrumenta
QIAsymphony SP i s 3 razliCite serije kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit sa
sastavnicama panela 1, 2, 3, 4 i 5. Sastavnice panela 1, 2, 3 i 4 testirane su s 18 replikata, ¢ime
su dobivene 162 podatkovne to¢ke za svaku sastavnicu panela. Sastavnica panela 5 testirana
je sa 16 replikata, ¢ime su dobivene 144 podatkovne toCke (pogledajte Tablica 54 u nastavku).

Tablica 54. Obnovljivost uzoraka postgradijentnog staniénog taloga SurePath —
priprema uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit; kvantitativha
obnoviljivost

Standardna devijacija

Procijenjena
Srednja ukupna
Sastavnica vrijednost Unutar Izmedu Izmedu standardna Procijenjeni
panela n RLU/CO postupaka dana kombinacija* devijacija ukupni CV (%)
1 162 0,12 0,02 0,00 0,01 0,02 19,80
2 162 1,00 0,08 0,02 0,06 0,10 10,27
3 162 4,99 0,37 0,13 0,38 0,55 11,00
4 162 9,78 0,61 0,23 0,54 0,85 8,72
5 144 26,40 2,19 0,70 1,51 2,75 10,41

* 1zmedu kombinacija razli¢itih dana, rukovatelja, serija kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit i instrumenata
QIAsymphony SP.

Kvantitativna obnovljivost vrlo je visoka, na $to ukazuju sve vrijednosti koeficijenta varijacije
(Coefficient of Variation, CV) koje ostaju ispod 20%. Standardne devijacije izmedu postupaka
mogu se usporediti s odgovaraju¢om vrijednosti unutar postupaka, $to ukazuje na dosljedne
rezultate neovisno o upotrijeblienom instrumentu ili seriji kompleta.

Upute za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test  12/2018

101



Krizna reaktivnost

Skup bakterija, virusa i plazmida koji se ¢esto nalaze u Zenskom anogenitalnom traktu, kao i
skup koznih tipova HPV-a za koje su bili dostupni klonovi ispitani su kako bi se utvrdilo moze li
do¢i do krizne reaktivhosti s testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Svi su
mikroorganizmi ispitani u koncentracijama od 1x10% i 1x107 organizama po ml. Proc¢i§éeni DNK
virusa i plazmida ispitani su u koncentracijama od 4 ng/ml.

Testirane su sljedece bakterije i sve su imale negativne rezultate u testu digene HC2 High-Risk

HPV DNA Test:

* | soj E. coli koji se upotrebljava za uzgoj plazmida (HB101) i klinicki izolat E. coli were su ispitani.

Acinetobacter anitratus

Acinetobacter Iwoffi (ATCC® 17908)
Bacteroides fragilis (ATCC 25285)
Bacteroides melaninogenicus

Candida albicans (ATCC 14053 or 10231)

Chlamydia trachomatis
Enterobacter cloacae
Escherichia coli (HB101)*
Escherichia coli*
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis
Haemophilus ducreyi
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii
Mobiluncus mulieris
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
Neisseria lactamica (NRL 2118)

Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
Neisseria sicca (ATCC 29256)
Peptostreptococcus anaerobius

Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus (soj Cowan)

Staphylococcus epidermidis
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Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
Streptococcus pyogenes (ATCC27762)
Treponema pallidum

Trichomonas vaginalis

Ureaplasma urealyticum

Testirani su sljededi virusni ili plazmidni DNK ili humani serum i svi su imali negativne rezultate
u testu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test:

Adenovirus 2

Citomegalovirus

Epstein-Barrov virus

Serum pozitivan na povrsinski antigen hepatitisa B
Herpes simplex |

Herpes simplex Il

Virus humane imunodeficijencije (HIV, RT DNK)
HPV tipovi 1, 2, 3,4, 5, 8,13i 30

Majmunski virus tip 40 (SV40)

Jedini plazmid koji je pokazao kriznu reaktivnost u testu digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
bio je pBR322. Krizna reaktivnost izmedu pBR322 i mjeSavine probe nije neolekivana jer je
prilikom izoliranja umetka HPV-a teSko ukloniti sav vektorski pBR322 DNK. Prisutnost
homolognih sekvenci pBR322 zabiljeZzena je u humanim genitalnim ispitcima, a do lazno
pozitivnih rezultata moglo bi do¢i u slu€aju prisutnosti visokih razina bakterijskog plazmida.
Medutim, 298 klini¢kih ispitaka koji su nakon provedenog ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV
DNA Test bili pozitivni nije imalo pozitivhe rezultate zbog pBR322 kada su ispitani probom
pBR322. Stoga se vjerojatnost da ¢e rezultat ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

biti lazno pozitivan zbog homolognih sekvenci pBR322 u klini¢kim ispitcima &ini niskom.
Krizna hibridizacija

Osamnaest razli¢itih tipova HPV-a (visokorizi¢nih i niskorizi¢nih) testirano je testom
digene HC2 High-Risk HPV DNA Test pri koncentracijama od 4 ng/ml DNK HPV-a. Sve ciljne
sekvence visokorizi¢nih tipova HPV -a bile su pozitivne. Ovo je ispitivanje takoder pokazalo da
postoji malena koli¢ina krizne hibridizacije izmedu HPV tipova 6 i 42 i testa digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test. Ispitci pacijenata s visokim razinama (4 ng/ml ili viSim) HPV tipova 6 ili 42
mogu dati lazno pozitivne rezultate ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Klinicki je
znacCaj toga da ¢e pacijenti s razinama HPV tipova 6 ili 42 od 4 ng/ml ili viSima mozda biti
nepotrebno upuéeni na kolposkopiju.
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Takoder se pokazalo da test digene HC2 High-Risk HPV DNA Test krizno reagira s HPV
tipovima 40, 53 i 66. Ti su tipovi rijetki i ne postoji dovoljno dokaza kako bi se utvrdila to¢na
korelacija izmedu infekcije tim tipovima i razvoja bolesti visokog stupnja (15). U literaturi je
takoder zabiljezeno da kompleksne probe sli¢ne onima koje se upotrebljavaju u ovom testu
mogu uzrokovati lazno pozitivne rezultate zbog krizne hibridizacije s HPV tipovima 11, 53, 54,
55, 66, MM4, MM7, MM8 ili MM9 (35). Premda nekoliko od tih tipova HPV-a predstavlja rijetke ili
nove tipove koji se ne susrecu Cesto kod bolesti visokog stupnja, pacijenti Ciji ispitci sadrzavaju

visoke razine DNK tih tipova HPV-a mogu biti netoéno upucéeni na kolposkopiju.

Ucinak krvi i drugih tvari na ispitke u transportnom mediju za ispitke

Ucinak krvi i drugih potencijalno interferiraju¢ih definiranih ili nedefiniranih tvari procijenjen je
testom digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Puna krv, irigacijsko sredstvo, krema protiv
gljivica i kontracepcijski gel (sredstva koja se ¢esto mogu naci u cervikalnim ispitcima) dodani
su pozitivnim i negativnim ispitcima u transportnom mediju za ispitke (poolovi klinickih ispitaka i

neklini¢ki ispitci) u koncentracijama koje se mogu pronadéi u cervikalnim ispitcima.

Nisu zabiljezeni lazno pozitivni rezultati ni s kojim od Cetiri sredstva ni u kojoj koncentraciji.
Medutim, lazno negativni rezultat moze se prijaviti u kliniCkim ispitcima s razinama DNK HPV-a
blizu grani¢ne vrijednosti za test (1 pg/ml) ako su prisutne visoke koncentracije kreme protiv
gljivica ili kontracepcijskog gela. No, vrlo je malo vjerojatno da ¢e se klini¢ki ispitak gotovo u
potpunosti sastojati od jedne od tih tvari jer se vrat maternice rutinski Cisti prije uzimanja ispitaka
za papa test ili za testiranje na HPV.

UcCinak krvi i drugih tvari na ispitke PreservCyt
Ruc¢na priprema uzoraka

UCinak krvi i drugih potencijalno interferiraju¢ih definiranih ili nedefiniranih tvari koje su
potencijalno prisutne u ispitcima PreservCyt procijenjen je u ispitivanju digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Puna krv, irigacijsko sredstvo, krema protiv gljivica i kontracepcijski gel
(sredstva koja se ¢esto mogu naci u cervikalnim ispitcima) dodani su poolovima negativnih i
pozitivnih kliniCkih ispitaka PreservCyt u koncentracijama koje se mogu pronaci u cervikalnim
ispitcima. Nisu zabiljeZeni lazno pozitivni ili laZno negativni rezultati ni s kojim od 4 sredstva ni u
kojoj koncentraciji. Nadalje, tvari svojstvene nekim klinickim ispitcima ne inhibiraju otkrivanje
DNK HPV-a ispitivanjem digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.
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Priprema uzoraka s pomocu kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit

UcCinci krvi i drugih potencijalno interferirajucih tvari u ispitcima PreservCyt ocijenjeni su
primjenom kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit za pripremu uzoraka i automatiziranog
ispitivanja s pomocu sustava RCS te ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test. Testirani

su ucinci sljedecih potencijalno interferirajucih tvari:

Krema protiv gljivica

Protuupalna krema

Krv

Kontracepcijski gel

Irigacijsko sredstvo

Dezodorans u €epi¢ima za intimnu njegu

Lubrikant u gelu

Spermicid

Svaka je tvar dodana negativnim i pozitivnim klinickim poolovima. Nisu zabiljezeni lazno
pozitivni ili lazno negativni rezultati ni sa kojom od tvari u koncentracijama u kojima ih je moguée
naci u cervikalnim ispitcima. Medutim, lazno negativni rezultat moze se prijaviti u klini¢kim
ispitcima s razinama DNK HPV-a blizu grani¢ne vrijednosti za test ako su prisutne visoke
koncentracije kreme protiv gljivica, vaginalnog lubrikanta u gelu ili krvi. No, vrlo je malo
vjerojatno da ¢e se klinicki ispitak gotovo u potpunosti sastojati od jedne od tih tvari jer se vrat

maternice rutinski Cisti prije uzimanja ispitaka za papa test ili za testiranje na HPV.

Priprema uzoraka s pomocéu kompleta QlIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Ucinak pune krvi u ispitcima PreservCyt ocijenjen je primjenom kompleta QIAsymphony DSP
AXpH DNA Kit za pripremu uzoraka i ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test za
testiranje. Vidljivo krvavi klini€ki ispitci odabrani su i testirani primjenom metode ru€ne pripreme
uzoraka i metode automatizirane pripreme uzoraka s pomocu kompleta QIAsymphony DSP AXpH
DNA Kit. Usporedeni su rezultati za 238 ispitaka te je dobiveno ukupno podudaranje od 94,12 % i
McNemarova p vrijednost od 0,2850, $to ukazuje na to da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
klinickim radnim znacajkama izmedu metode ru¢ne pripreme uzoraka i metode automatizirane

pripreme uzoraka s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit.

Testirani su ucinci sljedecih potencijalno interferirajucih tvari:
Irigacijsko sredstvo
Krema protiv gljivica

Kontracepcijski gel

Mononuklearne stanice iz periferne krvi (PBMC)
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Lubrikant u gelu

Dezodorirajuéi sprej za intimnu njegu
Spermicid

Magnetske Cestice

Tekuéina TopElute Fluid

Svaka je tvar dodana to negativnom i pozitivhom stani€¢nom poolu u koncentracijama u kojima
se moze nadi u cervikalnim ispitcima ili u kojima bi mogla biti dodana tijekom pripreme uzoraka.
Nisu zabiljezeni lazno pozitivni rezultati ni sa kojom tvari ni u kojoj koncentraciji. Nisu zabiljezeni

laZno negativni rezultati uz iznimku kontracepcijskog gela.

Ne prikupljajte cervikalni ispitak PreservCyt za automatiziranu pripremu uzoraka s pomocu
kompleta QlAsymphony DSP AXpH DNA Kit ako je u njemu prisutan kontracepcijski gel.

UcCinak krvi i drugih tvari na ispitke SurePath

Priprema uzoraka za uzorke SurePath s pomoc¢u kompleta QIAsymphony DSP
HPV Media Kit

Uginci krvi i drugih potencijalno interferiraju¢ih tvari u uzorcima SurePath ocijenjeni su
primjenom kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit za pripremu uzoraka i automatiziranog
testiranja s pomocu sustava RCS te testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Testirani su ucinci sljedecih potencijalno interferirajucih tvari:

Krema protiv gljivica

Protuupalna krema

Krv

Kontracepcijski gel

Irigacijsko sredstvo

Dezodorans u ¢epi¢ima za intimnu njegu

Lubrikant u gelu

Spermicid

Svaka je tvar dodana negativnim i pozitivnim klinickim poolovima. Nisu zabiljeZeni lazno
pozitivni rezultati ni sa kojom od tvari u koncentracijama u kojima ih je moguce naci u

cervikalnim ispitcima.
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Nisu zabiljezeni lazno negativni rezultati uz iznimku sljedecih tvari:

e Kontracepcijski gel uzrokovao je lazno negativne rezultate pri vrlo niskoj koncentraciji.

® Ako je uispitku prisutna visoka koncentracija kreme protiv gljivica, lazno negativni rezultat
moze biti prijavljen za kliniCke ispitke s razinama DNK HPV-a blizu grani¢ne vrijednosti za
test. No, vrlo je malo vjerojatno da ée se klini¢ki ispitak gotovo u potpunosti sastojati od
kreme protiv gljivica jer se vrat maternice rutinski Cisti prije uzimanja ispitaka za papa test ili

za testiranje na HPV.

Ne prikupljajte cervikalni ispitak SurePath za automatiziranu pripremu uzoraka s pomocu
kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit ako su u njemu prisutni krema protiv gljivica ili
kontracepcijski gel.

Priprema uzoraka za uzorke postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath s pomocu
kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit

Uginci krvi i drugih potencijalno interferiraju¢ih tvari u uzorcima postgradijentnog stani¢nog
taloga SurePath ocijenjeni su primjenom kompleta QIAsymphony DSP HPV Media Kit za
pripremu uzoraka i automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS te testa digene HC2 High-
Risk HPV DNA Test.

Testirani su ucinci sljedecih potencijalno interferirajucih tvari:

Krema protiv gljivica

Protuupalna krema

Krv

Kontracepcijski gel

Irigacijsko sredstvo

Dezodorans u €epi¢ima za intimnu njegu

Lubrikant u gelu

Spermicid

Svaka je tvar dodana negativnim i pozitivnim klinikim poolovima koji su zatim obradeni na sustavu
BD PrepMate System kako bi opona$ali uzorak postgradijentnog stani¢nog taloga SurePath.
Zabiljezen je po jedan lazno pozitivan rezultat za krv i kremu protiv gljivica; medutim, statisticka je
analiza pokazala da nema znacajne interferencije. Nisu zabiljeZeni lazno pozitivni rezultati ni sa

kojom drugom tvari u koncentracijama u kojima ih je moguée naci u cervikalnim ispitcima.

Lazno negativni rezultati zabiljezeni su za kremu protiv gljivica, protuupalnu kremu i
kontracepcijski gel. Ne prikupljajte cervikalni ispitak SurePath za automatiziranu pripremu
uzoraka s pomoc¢u kompleta QlAsymphony DSP HPV Media Kit ako su u njemu prisutni krema

protiv gljivica, protuupalna krema ili kontracepcijski gel.
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Prijenos

Sustav RCS osmiéljen je kako bi minimizirao kontaminaciju ispitaka ili prijenos ostatne alkalne
fosfataze uporabom jednokratnih vrSaka za pipete za aspiraciju reagensa i ispitaka. Kako bi
potvrdila ovu zna€ajku dizajna, tvrtka QIAGEN provela je nekoliko ispitivanja kako bi ocijenila
povecéava li uporaba sustava RCS potencijal za prijenos ili kriznu kontaminaciju ispitaka u
usporedbi s ru¢nom metodom. ViSe instrumenata RCS upotrijeblijeno je kako bi se ocijenio

potencijal za prijenos sa sustava na sustav.

U jednom je ispitivanju materijalu negativne kontrole dodano 2 ng i 20 ng plazmida DNK HPV-a
za pripremu visoko pozitivnih ispitaka u transportnom mediju za ispitke. Koncentracija od
20 ng/ml dala je vrijednosti RLU priblizno 3 — 5 puta viSe od onih koje su se oCekivale za najvisi
pozitivni klinicki ispitak tijekom rutinskog klinickog ispitivanja. Ti su simulirani visoko pozitivni
ispitci postavljeni na mikrotitar plo€ici u uzorku Sahovnice te su se izmjenjivali s jaZicama koje
su sadrzavale samo negativnu kontrolu (testne jazZice). Taj je dizajn razmatrao potencijalne
aditivne ucinke uzastopnih visoko pozitivnih ispitaka. Mikrotitar ploCice zatim su testirane
primjenom ruéne metode i metode automatiziranog testiranja s pomocéu sustava RCS. Nakon
obrade usporedeni su brojevi lazno pozitivnih testnih jaZica. Automatizirano testiranje s pomocu
sustava RCS nije proizvelo viSe testnih jazica s lazno pozitivnim rezultatom nego rucno
ispitivanje s navedenim simuliranim ispitcima u transporthom mediju za ispitke, ¢ak ni kad je
mikrotitar plocica sadrzavala slijed iznimno visoko pozitivnih ispitaka.

U drugoj ocjeni prijenosa, ispitci PreservCyt pacijenata pozitivnih na HPV kombinirani su kako bi
se izradio panel ispitaka s razli¢itim razinama kemiluminiscencije radi dobivanja vrijednosti
RLU/CO koje su reprezentativne za raspon ocekivan tijekom rutinskog klinickog
automatiziranog testiranja s pomoc¢u sustava RCS. Pozitivni ispitci imali su priblizan raspon
200 — 1800 RLU/CO. Kako bi se ocijenio potencijalni prijenos, uklju€ujuci potencijalne aditivne
uCinke uzastopnih visoko pozitivnih ispitaka, pozitivne sastavnice panela postavljene su na
mikrotitar ploCice u uzorku Sahovnice pokraj jazica s negativnim kontrolama. Te su plo€ice zatim

testirane primjenom metode automatiziranog testiranja s pomocu sustava RCS.

Rezultati ove ocjene prijenosa, pri kojoj su se upotrebljavali poolovi ispitaka pacijenata, upucuju na
potencijalnu lazno pozitivhu stopu od 0,3 % zbog ucinka prijenosa prilikom provodenja automatiziranog
ispitivanja s pomocu sustava RCS i ispitivanja digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Iskustvo tvrtke QIAGEN u provodenju testova s poolovima ispitaka PreservCyt ukazuje na to da
puliranje ispitaka PreservCyt pacijenata stvara ispitke koji ne pokazuju karakteristike sli¢ne ispitcima
pojedinaénih pacijenata. lako ucinci ovog puliranja na potencijal automatiziranog testiranja s pomocu
sustava RCS za prijenos nisu poznati, dodatna pretklinicka ispitivanja automatiziranog testiranja s
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pomocu sustava RCS nisu ukazala na povecani potencijal za dobivanje lazno pozitivnih rezultata
zbog prijenosa. Te su procjene provedene primjenom umjetnih ispitaka plazmida s koncentracijama
DNK gotovo 5 puta viSima od onih zabiljezenih u klinickom okruzenju.

U tre¢oj ocjeni prijenosa izradeni su testni ispitci dodavanjem fluorescentne boje u koncentracijama
reprezentativnima za dinamicki raspon vrijednosti RLU ispitivanja u pozadinske matrice Cija je
viskoznost priblizno odgovarala onoj klini¢kih ispitaka i reagensa za ispitivanje digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test. Ti su testni ispitci zatim obradeni primjenom 3 zasebna instrumenta RCS te je

ocijenjen potencijal za prijenos svakog od sljedecih kljuénih koraka postupka sustava RCS:

prijenos ispitka

prijenos s plocice na plo¢icu
dodavanje probe

protresanje mikrotitar ploCice

ispiranje mikrotitar plocCice

Rezultiraju¢a fluorescencija izmjerena je pri ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm i emisijskoj
valnoj duljini od 535 nm te je bila dovoljno osjetljiva za otkrivanje dogadaja prijenosa reda
veli¢ine 1:20.000, koji bi odgovarao lazno pozitivnom rezultatu s testom digene HC2 High-Risk
HPV DNA Test (tj., 1 pg u 20 ng). Rezultati te ocjene nisu pokazali nijedan dogadaj prijenosa
tijekom bilo kojeg od klju¢nih koraka postupka sustava RCS koji bi doveo do lazno pozitivnih
rezultata testa digene HC2 High-Risk HPV DNA Test.

Stabilnost reagensa na sustavu

Tvrtka QIAGEN ocijenila je radne znacajke automatiziranog testiranja s pomoc¢u sustava RCS
prilikom uporabe reagensa koji su ostali na platformi sustava tijekom duljih razdoblja. Reagensi
za koje je najvjerojatnije da ¢e biti podlozni produljenom drzanju na sustavu uklju€uju mjesavinu
probe, DR1, DR2 i mikrotitar ploCicu za hvatanje.

Radne znadajke testa procijenjene su primjenom svjeze pripremljenih reagensa i reagensa koji
su ostavljeni da odstoje na instrumentu RCS pri sobnoj temperaturi u razdoblju od 16 sati (kako
bi simulirali 2 radne smjene u laboratorijskom okruZenju). Testiranje simuliranih klini¢kih ispitaka
provedeno je na 2 instrumenta RCS na svaki od 2 dana testiranja s definiranom matricom

reagensa (pogledajte Tablica 55 u nastavku).

Tablica 55. Dizajn ispitivanja za stabilnost reagensa na sustavu

Instrument RCS 1. dan 2. dan
1 Odstajali reagensi Svjezi reagensi
2 Svjezi reagensi Odstajali reagensi
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Grafikon svih podatkovnih to€aka RLU/CO prikazan je na Slika 3 u nastavku. Grafikon i
regresijska analiza za odstajale reagense nasuprot svjezima ukazuju na podudaranje izmedu

odstajalih i svjezih reagensa.
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Vrijednost RLU/CO svjezeg reagensa

Slika 3. Grafikon rasprsenosti koji prikazuje usporedbu vrijednosti kalibratora i

kontrolnih vrijednosti ispitivanja primjenom odstajalih i svjezih reagensa.

Dodatna analiza rezultata podudaranja pokazuje da se kvalitativni rezultati nisu promijenili

prilikom uporabe odstajalih reagensa (pogledajte Tablica 56 u nastavku).

Tablica 56. Podudaranje izmedu svjezih i odstajalih reagensa

Statisticka mjera Rezultat
Ukupno podudaranje (%) 100,0%
(n/N) (96/96)
95-postotni Cl 97,97 - 100,0
Pozitivno podudaranje (%) 100,0%
(n/N) (64/64)
95-postotni Cl 97,97 — 100,0
Negativno podudaranje (%) 100,0%
(n/N) (32/32)
95-postotni CI 97,97 — 100,0
R? 0,9937
Nagib 0,97
Sjeciste 0,47
Kapa 1,0

Analiza podataka pokazala je da su rezultati statistiCki identiCni za svjeze i odstajale reagense, Sto

ukazuje na to da su reagensi dovoljno stabilni kad ih se postavi na instrument u razdoblju od 16 sati.
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Simboli

Simboli u sljedecoj tablici primjenjuju se na povezanim naljepnicama proizvoda.

Simbol Definicija simbola

Sadrzava dovoljno za 96/384 testova

96/384

LOT Kod serije

IVD In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

c € Simbol s oznakom CE-IVD

REF Kataloski broj

Proizvodacd

ﬂ
@)
A
m
o

Ovlasteni predstavnik u Europskoj zajednici

Upotrijebiti do

Ogranic¢enje temperature

Prije upotrebe procitajte upute

g = T

GTIN Globalni broj trgovagke jedinice
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VodiC za rjeSavanje problema

Komentari i prijedlozi

Neispravna promjena boje ili izostanak promjene boje zabiljezeni tijekom denaturacije

a) DNR nije ispravno

pripremljen

b) DNR nije dodan

c) Ispitak sadrzava krv ili
druge materijale koji

maskiraju promjenu boje

d) pH vrijednost ispitka mogla

bi biti neuobicajeno kisela

Pobrinite se da DNR sadrzava indikatorsku boju te da je

tamnoljubiCaste boje.

Provjerite je li DNR dodan ispitku mjerenjem volumena
ispitka (oCekivani volumen je 1,5ml). Ako volumen
ukazuje na to da DNR nije dodan, ispravno ga dodajte,
promijeSajte i nastavite s testom ako nakon toga opazite

ispravnu promjenu boje.

Toéno opisana promjena boje ne o€ekuje se s ovim
vrstama ispitaka; to ne bi trebalo Stetno utjecati na
rezultate testa.

Ako nije prisutan nijedan drugi uzrok, ispitak je mozda
neuobi€ajeno kiseo te se stoga oCekivana promjena boje
neée dogoditi. Uzmite novi ispitak prije primjene octene
kiseline u cerviksu jer ¢e neodgovarajuc¢i pH ispitka

Stetno utjecati na rezultate testa.

Kontrole kvalitete daju neto¢ne rezultate

a) Zatestje odabran
neispravan protokol

ispitivanja

b) Obrnuto postavljanje
kontrola kvalitete QC1-LR i
QC2-HR

Ako je protokol ispitivanja neispravan za test koji se
provodi, ponovno o itajte mikrotitar plo¢icu unutar 30
minuta nakon dodavanja DR2 primjenom ispravnog

protokola ispitivanja.

Ponovno testirajte ispitke.
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c)

Obrnuto postavljanje
kalibratora HRC i kontrole
kvalitete QC2-HR

Ponovno testirajte ispitke.

Neispravna promjena boje zabiljezena tijekom hibridizacije

a)

Neodgovarajuce mijeSanje
mjeSavine probe s
denaturiranim kalibratorima,
kontrolama kvalitete i/ili
ispitcima; ili mjeSavina
probe nije dodana; ili je
dodan neispravan volumen
reagensa

Ispitak sadrzava krv ili
druge materijale koji

maskiraju promjenu boje

Ispitak je imao < 1000 pl
transportnog medija za
ispitke

Protresite mikrotitar ploCicu za hibridizaciju ili stalak s
mikroepruvetama dodatne 2 minute. Ako su neke
mikroepruvete ili jazice mikrotitar plocice i dalje ljubi¢aste,
dodajte dodatnih 25 pl ispravne mjeSavine probe i dobro
promijeSajte. Ako nakon dodavanja mjeSavine probe i
ponovnog mijeSanja i dalje ne dode do ispravne
promjene boje, a ispitak nije sadrzavao krv ili druge

materijale, ponovno testirajte ispitak.

Toéno opisana promjena boje ne o€ekuje se s ovim
vrstama ispitaka; to ne bi trebalo Stetno utjecati na

rezultate testa.

Provjerite volumen izvornog ispitka. Volumen bi trebao
biti 1425 pl £ 20 pl (nakon uklanjanja 75 pl alikvota za
testiranje). Ako volumen iznosi < 1425 pl, izvorni je
ispitak sadrzavao < 1000 ul transportnog medija za

ispitke. Uzmite novi ispitak.

Test ne prolazi provjeru ispitivanja; nema signala u pozitivnim kalibratorima,

kontrolama kvalitete ili u ispitcima

a)

b)

Proba nije dodana u diluens

za probe

Proba je kontaminirana
RNazom tijekom pripreme

Pripremite mjeSavinu probe kako je opisano u ovim

uputama za uporabu. PaZljivo oznacite epruvete.

Tijekom pipetiranja probe upotrebljavajte vrske pipeta s
pregradama za aerosole i nosite rukavice. MjeSavinu
probe pripremite u sterilnom spremniku. Upotrebljavajte

samo Ciste nove jednokratne spremnike za reagense.
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f)

Neodgovarajuce mijeSanje

mjeSavine probe

Neodgovarajuce mijeSanje
mjeSavine probe i
denaturiranog ispitka

Neispravno vrijeme ili
temperatura tijekom koraka

hibridizacije

Neodgovarajuce mijeSanje
tijekom koraka hvatanja

Izostanak dodavanja
ispravne koli¢ine DR1 ili
inkubiranja tijekom
odredenog vremena

Izostanak dodavanja
ispravne koli¢ine DR2 ili
inkubiranja tijekom
odredenog vremena

Nakon dodavanja probe u diluens za probe, vrlo temeljito
promijeSajte na vorteks mijeSalici pri velikoj brzini

najmanje 5 sekundi. Mora se napraviti vidljivi vrtlog.

Nakon dodavanja mjeSavine probe i ispitka u svaku
jazicu mikrotitar plocice za hibridizaciju ili mikroepruvetu
za hibridizaciju, protresite ih na tresilici Rotary Shaker |
postavljenoj na 1100 £100 o/min 3 + 2 minute. Provjerite
je li doSlo do promjene boje iz ljubi€aste u Zutu u svakoj

jazici mikrotitar plo€ice ili u svakoj mikroepruveti.

Hibridizirajte 60 + 5 minuta na temperaturi od 65 + 2 °C.
Provjerite temperaturu grijaa Microplate Heater | ili
vodene kupelji. Pobrinite se da su grijac Microplate
Heater | ili vodena kupelj postavljeni da griju ispitke na
ispravnu temperaturu te da su unaprijed zagrijani
60 minuta prije uporabe. Pobrinite se da je razina vode
dovoljna da bi zagrijala ispitke na ispravnu temperaturu.

Vodene bi kupelji trebalo periodiéno kalibrirati.

Protresite na tresilici Rotary Shaker | 60 + 5 minuta na
temperaturi od 20-25°C kako je opisano u ovim
uputama za uporabu. Kalibracijom provjerite brzinu
tresilice Rotary Shaker |. (Pogledajte Korisnicki priruc¢nik

za tresilicu Rotary Shaker |).

Pipetirajte 75 yl DR1 u svaku jaZzicu mikrotitar plo€ice s
pomocu 8-kanalne pipete. Inkubirajte 30 — 45 minuta na
20 -25 °C.

Pipetirajte 75 pyl DR2 u svaku jazicu mikrotitar ploCice s
pomocu 8-kanalne pipete. Inkubirajte 15 — 30 minuta na
20-25°C.
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i)  Kvar DML instrumenta ili

neispravno programiranje

Pogledajte vazeci korisnicki priru¢nik za DML instrument i
korisniCki priruénik za softver za dodatne upute ili se
obratite tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

PoviSene vrijednosti RLU u kalibratorima, kontrolama kvalitete i/ili ispitcima

(2200 RLU u mnogo ili u svim jazicama mikrotitar plo€ice); moguce je da test nece

proci provjeru ispitivanja

a) DNR nje dodan; dodan je

neispravan volumen

reagensa; neodgovarajuce
mijeSanje DNR s ispitcima,
kalibratorima i kontrolama

kvalitete

b) Slabo curenje na DML

instrumentu; vratasca nisu

zabrtvljena; brtva oko

vrataSca je potrgana

c) Kontaminacija DR2 ili jazica

mikrotitar plocice za

hvatanje reagensom DR1 ili

vanjskom alkalnom

fosfatazom

d) Kontaminirani pufer za

ispiranje

e) Kontaminirani
automatizirani uredaj za

pranje plocica

Pobrinite se da ponavljaju¢a pipeta ispravno pipetira prije
dodavanja DNR. Kalibrirane pipete su klju¢ne. Dodajte
pola volumena DNR wu svaku epruvetu i dobro
promijeSajte. Da biste izbjegli lazno pozitivne rezultate,
pobrinite se da tekuéina oplahuje cijelu unutarnju
povrSinu epruvete. Kalibratori, kontrole kvalitete i ispitci

trebali bi poprimiti ljubi¢astu boju nakon dodavanja DNR.

Provjerite pozadinsko ocitanje (mjerenje neobradenih
podataka) DML instrumenta ocitavanjem prazne
mikrotitar plocice. Ocitanje ve¢e od 50 RLU naznacuje da
postoji slabo curenje. Pogledajte vazeci korisnicki
priruénik za DML instrument za upute ili se obratite
tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Pogledajte  ,Provjera DR2 na  kontaminaciju”,

stranica 127.

Pogledajte ,Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje

ifili izvora vode”, stranica 127.

Pogledajte ,Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje
i/ili izvora vode”, stranica 127.
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f)  Neodgovarajuce ispiranje
jazica mikrotitar plocice za
hvatanje nakon inkubacije
DR1

g) Kontaminacija jazica
mikrotitar plocica
reagensom DR1

h) Susenje otopine za
hibridizaciju tapkanjem na
istom podruéju papirnatih
ruénika Kimtowels ili sli¢nih
papirnatih ruénika koji ne
otpustaju vlakna

i)  Upotrijebljeni su neispravni
papirnati ruénici za suSenje

JaZice mikrotitar ploCice za hvatanje isperite temeljito
puferom za ispiranje 6 puta, bilo prepunjivanjem jazica ili
primjenom automatiziranog uredaja za ispiranje ploc€ica.
Nakon ispiranja ne bi trebalo biti vidljivih ostataka
ruZiCaste tekucine u jazicama mikrotitar plocice.
Pogledajte Korisnicki prirunik za automatizirani uredaj
za ispiranje ploCica za upute o testiranju radi utvrdivanja

kontaminacije ili kvarova.

Pobrinite se da su sve radne povrsine Ciste i suhe. Budite
oprezni prilikom uporabe DR1. Izbjegavajte aerosole.

Nemojte ponovno susiti tapkanjem na prethodno
iskoristenim papirnatim ru¢nicima Kimtowels ili sli¢nim

papirnatim ru¢nicima koji ne otpustaju vlakna.

Upotrebljavajte papirnate ru€nike Kimtowels ili sli¢ne
papirnate ru¢nike koji ne otpustaju vlakna za suSenje
tapkanjem.

Niski omjeri PC/NC ili velik broj nisko pozitivnih ispitaka s omjerima < 2,0 (> 20 %);

moguce je da test nece proci provjeru ispitivanja

a) Neodgovarajuca priprema
ispitka

Dodajte ispravan volumen DNR i dobro promijeSajte na
vorteks mijeSalici. Da biste izbjegli lazno pozitivne
rezultate, pobrinite se da tekucina oplahuje cijelu

unutarnju povrsinu epruvete.
Kod ispitaka PreservCyt pobrinite se da se obave
ispravno mijeSanje i resuspenzija stani¢nog taloga prije
inkubacije radi denaturacije.

Trebala bi se vidjeti izrazita promjena boje iz prozirne u
tamnoljubi€astu. Inkubirajte 45 + 5 minuta na 65 + 2 °C.
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f)

MjeSavine probe
neodgovarajuce je
promijeSana ili je dodano
nedovoljno mjeSavine probe

Neodgovarajuéi volumen
mjeSavine probe dodan je u
svaku mikroepruvetu ili
jazicu mikrotitar plocice za

hibridizaciju

Gubitak aktivnosti DR1

Nedostatno hvatanje

Neodgovarajuce ispiranje

Kontaminirani pufer za

ispiranje

Pripremite mjeSavinu probe kako je opisano. Dobro
promijeSajte vrtloznim mijeSanjem i pobrinite se da se
napravi vidljivi vrtlog. MjeSavina probe mora se dodati u
epruvete s pipetama s pozitivnim pomakom ili u
viSekanalnu pipetu kako bi se osiguralo ispravno

pipetiranje.

Pobrinite se da 8-kanalna pipeta ispravno pipetira prije
dodavanja mjeSavine probe. Dodajte 25 pyl mjeSavine
probe u svaku mikroepruvetu ili jazicu mikrotitar plocice
koje sadrzavaju denaturirane kalibratore, kontrole
kvalitete i ispitke. Boja bi se trebala promijeniti od
tamnoljubiCaste do Zute nakon dodavanja i temeljitog
mijeSanja. Ispitci PreservCyt trebali bi poprimiti ruzi€astu

boju umjesto Zute.

Cuvajte DR1 na temperaturi od 2 — 8 °C. Upotrijebite ga

prije isteka roka trajanja.

Korak hvatanja trebao bi se provoditi na tresilici Rotary
Shaker | postavljenoj na 1100 £100 o/min. Kalibracijom

potvrdite brzinu tresilice.

Jazice mikrotitar ploCice isperite temeljito puferom za
ispiranje 6 puta, bilo prepunjivanjem jaZica ili primjenom

automatiziranog uredaja za ispiranje plocica.

Pogledajte ,Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje

ifili izvora vode”, stranica 127.
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Niz pozitivnih ispitaka s vrijednostima RLU koje su priblizno jednake

a) Kontaminacija jazica
mikrotitar ploCice za

hvatanje tijekom testa

b) Kontaminacija DR2

c) Kvar automatiziranog

uredaja za ispiranje plocica

Prekrijte mikrotitar ploCicu za hvatanje tijekom svake
inkubacije. |zbjegavajte izlaganje epruveta kontaminaciji
aerosolom prilikom provodenja ispitivanja. Tijekom
rukovanja nosite rukavice bez pudera.

Pazite da ne kontaminirate izvorni reagens prilikom
pipetiranja DR2 u jazice mikrotitar ploCice za hvatanje.
Izbjegavajte kontaminaciju DR2 aerosolima iz DR1 ili iz

laboratorijske prasine itd.

Pogledajte ,Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje
i/ili izvora vode”, stranica 127, ili pogledajte Korisnicki
priru¢nik za automatizirani uredaj za ispiranje plocica za
upute o testiranju radi utvrdivanja kontaminacije ili

kvarova.

Sirok raspon koeficijenta varijacije medu replikatima

a) Netocno pipetiranje

b) Nedovoljno mijesanje

c) Nepotpuni prijenos tekucine
iz mikroepruveta za
hibridizaciju ili jazica
mikrotitar plocica za
hibridizaciju u jazice
mikrotitar plo€ice za
hvatanje

Provjerite pipetu kako biste osigurali da se pipetiraju

obnovljivi volumeni. Rutinski kalibrirajte pipete.

Dobro promijeSajte  u svim koracima. Vrtlozno
promijeSajte prije i nakon inkubacije radi denaturacije te
nakon dodavanja mjeSavine probe. Pobrinite se da se
napravi vidljivi vrtlog.

Tijekom koraka prilenosa s mikrotitar ploCice za
hibridizaciju ili mikroepruvete za hibridizaciju u jazice
mikrotitar plo€ice za hvatanje pobrinite se da se prenesu

obnovljivi volumeni.
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d) Neodgovarajuci uvjeti

ispiranja

e) Kontaminacija jazica
mikrotitar plocica
reagensom DR1

Jazice mikrotitar plocCice isperite temeljito puferom za
ispiranje 6 puta, bilo prepunjivanjem jazica ili primjenom

automatiziranog uredaja za ispiranje plocica.

Pobrinite se da su sve radne povrsine Ciste i suhe. Budite

oprezni prilikom uporabe DR1. Izbjegavajte aerosole.

Lazno pozitivni rezultati dobiveni za ispitke za koje je poznato da su negativni

a) Kontaminiran DR2

b) Kontaminacija jaZica
mikrotitar plocica

reagensom DR1

c) SusSenje tapkanjem na
istom podrucju papirnatih
ruénika Kimtowels ili sli¢nih
papirnatih ru¢nika koji ne
otpustaju vlakna u nekoliko

redaka

Pobrinite se da ne dode do krizne kontaminacije ispitaka
dok alikvotirate DR2 medu ispitcima. Ako upotrebljavate
samo dio kompleta, alikvotirajte volumen potreban za test
u Cisti jednokratni spremnik za reagense prije punjenja

pipete.

Jazice mikrotitar ploCice isperite temeljito puferom za
ispiranje 6 puta, bilo prepunjivanjem jaZica ili primjenom
automatiziranog uredaja za ispiranje ploc€ica. Nakon
ispiranja ne bi trebalo biti vidljivih ostataka ruziCaste

tekucine u jaZicama mikrotitar plocice.

Nemojte susiti tapkanjem na podrucju papirnatog ruénika
koje je prethodno koristeno.
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d) Neodgovarajuca priprema
ispitka

e) Neodgovarajuci

uvjeti ispiranja

f)  Kontaminacija vr§ka pipete
nedenaturiranim
materijalom tijekom
prijenosa denaturiranog
ispitka u mikroepruvetu za
hibridizaciju ili na jazicu
mikrotitar plocice za
hibridizaciju

Dodajte ispravan volumen DNR i dobro promijeSajte na
vorteks mijeSalici. Da biste izbjegli lazno pozitivne
rezultate, pobrinite se da tekucina oplahuje cijelu

unutarnju povrsinu epruvete.

Kod ruéne pripreme ispitaka PreservCyt pobrinite se da
se obave ispravno mijeSanje i resuspenzija stani¢nog
taloga prije inkubacije radi denaturacije. Pogledajte Upute
za uporabu za komplet digene HC2 Sample Conversion
Kit.

Trebala bi se vidjeti izrazita promjena boje iz prozirne
u tamnoljubi€astu. Inkubirajte 45 + 5 minuta na
temperaturi od 65 + 2 °C. Kod ru€ne pripreme ispitaka
SurePath pobrinite se da se ispitci inkubiraju
90 + 5 minutana 65 + 2 °C.

Jazice mikrotitar ploCice isperite temeljito puferom za
ispiranje 6 puta, bilo prepunjivanjem jaZica ili primjenom

automatiziranog uredaja za ispiranje plocica.

Denaturacijski korak postupka obrade ispitka mora se
izvesti prema uputama opisanima u ovim uputama za
uporabu. Neodgovarajuce vrtlozno mijeSanje ispitka,
preokretanje epruvete i agitacija mogu rezultirati
nedovrSenom denaturacijom endogenih nespecificnih
RNK-DNK hibrida u cervikalnim ispitcima. Kod ispitaka
PreservCyt ili SurePath posebno postoji vjerojatnost da
¢e ti hibridi biti prisutni na unutarnjim stijenkama epruvete
za denaturaciju ispitka. Kako biste sprijecili prijenos tog
nedenaturiranog stani¢énog materijala, vrSak pipete ne
smije dodirivati stijenke epruvete za denaturiranje
ispitaka tijekom prijenosa denaturiranog ispitka u
mikroepruvetu za hibridizaciju ili jazicu mikrotitar plocCice

za hibridizaciju.
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PovisSene vrijednosti RLU negativnog kalibratora (> 200 RLU); ostatak testova provodi

se prema ocekivanjima

a) DR2 je inkubiran na
temperaturi vidoj od
20-25°C

b) DR2 je inkubiran dulje od
30 minuta

c) DR2ili pufer za ispiranje
kontaminirani su alkalnom
fosfatazom ili detekcijskim
reagensom 1 (DR1)

Ponovno provedite test i pobrinite se da se koraci
hvatanja i otkrivanja inkubiraju na temperaturi od
20-25°C.

Ocitajte mikrotitar plo¢icu nakon 15 minuta inkubacije
(i ne kasnije od 30 minuta inkubacije) na temperaturi od
20-25°C.

Pogledajte ,Provjera DR2 na kontaminaciju”, stranica
127, ili ,Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje i/ili
izvora vode”, stranica 127.

Test ne prolazi provjeru ispitivanja; poviSene vrijednosti PCX/NCX

Obrnuto postavljanje
kalibratora HRC i kontrole
kvalitete QC2 HR

Ponovno testirajte ispitke. PaZljivo procitajte naljepnice
na bocicama s kalibratorom i kontrolom kvalitete kako

biste sprijecili obrnuto postavljanje tih reagensa.
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Provjera DR2 na kontaminaciju

1. Pipetirajte 75 pl alikvotiranog, ostatnog DR2 ili DR2 iz originalne bocice u praznu jazicu
mikrotitar plocice za hvatanje.

Napomena: Testiranje DR2 u replikatima od 3 omogucuje optimalnu procjenu radnih
znacajki.
2. Inkubirajte 15 minuta na 20 — 25 °C. Izbjegavajte izravnu suncevu svjetlost.
3. lzmjerite mikrotitar plo€icu s pomoc¢u DML instrumenta.
Kontrola za DR2 trebala bi iznositi < 50 RLU.
Ako su vrijednosti DR2 < 50 RLU, DR2 se moze upotrijebiti za ponavljanje testa.

Ako je kontaminiran (> 50 RLU), nabavite novi komplet i ponovite test.

Provjera kontaminacije uredaja za ispiranje i/ili izvora vode

1. Oznadite jazice brojevima 1 — 4. Pipetirajte 75 pl DR2 u 4 odvojene jazice mikrotitar ploCice

za hvatanje.
Jazica 1 sluzi kao kontrola za DR2.

2. Pipetirajte 10 pl pufera za ispiranje iz boce za ispiranje u jazicu 2 mikrotitar plocice.

3. Dopustite da pufer za ispiranje tece kroz cijevi uredaja za ispiranje. Pipetirajte 10 pl pufera
za ispiranje iz cijevi u jazicu 3 mikrotitar plocice.

4. Uzmite alikvot vode koja je upotrijebljena za pripremu pufera za ispiranje. Pipetirajte 10 pl
vode u jazicu 4 mikrotitar plocice.

5. Inkubirajte 15 minuta na 20 — 25 °C. Izbjegavaijte izravnu suncevu svjetlost.

6. lzmjerite mikrotitar plo€icu s pomoc¢u DML instrumenta.
Kontrola za DR2 (jazica 1) trebala bi iznositi < 50 RLU.

Usporedite vrijednost RLU iz jaZica 2, 3 i 4 s kontrolom vrijednosti RLU za DR2. Pojedinacni
RLU za jazice 2, 3 i 4 ne bi trebao premasivati vrijednost od 50 RLU kontrole vrijednosti RLU
za DR2.

Vrijednosti koje premasuju 50 RLU kontrole za DR2 upuc¢uju na kontaminaciju. Pogledajte
,Metoda ru€nog ispiranja”, stranica 54, za upute za €iS¢enje i odrZzavanje uredaja za

ispiranje.
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Provjera kontaminacije automatiziranog uredaja za ispiranje ploc€ica

1. Oznadite jaZice brojevima 1 — 5. Pipetirajte 75 pl DR2 u 5 odvojene jaZice mikrotitar ploCice
za hvatanje.

Jazica 1 sluzi kao kontrola za DR2.

2. Pipetirajte 10 pl pufera za ispiranje iz boce za ispiranje na uredaju za ispiranje plo€ica u
jazicu 2 mikrotitar plocice.

3. Pipetirajte 10 pl tekucine za ispiranje iz boce za ispiranje vodom na uredaju za ispiranje
plo€ica u jazicu 3 mikrotitar plo€ice.

4. Pritisnite gumb Prime (Pripremi) na tipkovnici uredaja za ispiranje plocica, omogucujuci da
pufer za ispiranje te€e kroz vodove. Pipetirajte 10 ul pufera za ispiranje iz spremnika u jazicu
4 mikrotitar plocice.

5. Pritisnite gumb Rinse (Isperi) na tipkovnici uredaja za ispiranje ploCica, omogucujuci da
tekucina za ispiranje te€e kroz vodove. Pipetirajte 10 pl pufera za ispiranje iz spremnika u
jazicu 5 mikrotitar plocice.

6. Prekrijte i inkubirajte 15 minuta na temperaturi od 20 — 25 °C. Izbjegavajte izravnu sunéevu
svjetlost.

7. lzmjerite mikrotitar plo€icu s pomo¢u DML instrumenta.

Kontrola za DR2 (jazica 1) trebala bi iznositi < 50 RLU.

Usporedite vrijednost RLU iz jazica 2, 3, 4 i 5 s kontrolom vrijednosti RLU za DR2.
Pojedinacni RLU za jaZice 2, 3, 4 i 5 ne bi trebao premasivati vrijednost od 50 RLU kontrole
vrijednosti RLU za DR2.

Vrijednosti koje premaSuju 50 RLU kontrole za DR2 upuc¢uju na kontaminaciju uredaja za
ispiranje plocica.
Postupak dekontaminacije potrazite u Korisnickom priruéniku za automatizirani uredaj za

ispiranje plocica.
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Kontaktni podaci

Pogledajte list s informacijama za kontakt tvrtke QIAGEN isporu¢en s kompletom testa kako
biste se obratili svom lokalnom predstavniku tvrtke QIAGEN.
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Znacajne izmjene

Znacajne izmjene u ovoj reviziji ovih uputa za uporabu za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

sazete su u tablici u nastavku:

Izmjena(e)

Odjeljak Stranica
Upozorenja i mjere opreza 20
Cervikalni bioptati 26
Zastitni znakovi 132

Nove informacije u vezi s GHS-om
Bioptati veli¢ine do 5 mm
Uklonjeni patenti
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Ova stranica namjerno je ostavljena praznom
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Zastitni znakovi: QIAGEN®, Sample to Insight®; digene®, Hybrid Capture®, QIAsymphony®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection);
CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG); Kimtowels®
(Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.); pPGEM® (Promega Corp); PrepMate®, PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company);
PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR International, Inc.).

Registrirani nazivi, zastitni znakovi itd. upotrijebljieni u ovom dokumentu, ¢ak i ako nisu specificno oznaceni kao takvi, ne smiju se smatrati zakonski nezasti¢enim.

Ugovor o ogranicenoj licenciji za digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sliedece uvjete:

1. Proizvod se smije upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporuéeni s proizvodom i ovim uputama za upotrebu i namijenjen je samo za upotrebu s komponentama koje su sadrzane u kompletu. QIAGEN
ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasnistvo za uporabu ili ugradivanje komponenata ovog kompleta s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom kompletu, osim kako je opisano u protokolima
koji su isporuceni s proizvodom i ovim uputama za uporabu.

2. Osim izri¢ito navedenih licencija, QIAGEN ne jam¢i da ovaj komplet i/ili njegova uporaba ne kr$i prava trecih strana.
3. Ovaj komplet i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu upotrebu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati, osim ako je drugacije odredila tvrtka QIAGEN.
4. QIAGEN se odrice svih drugih licencija, izricitih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

5. Kupac i korisnik ovog kompleta potvrduju da neée dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do krsenja gore navedenih odredbi ili omoguciti njihovo krSenje. QIAGEN moZe provesti zabrane
navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potraZivati sve sudske troSkove i troSkove postupka istrazivanja, ukljucujuéi troSkove odvjetnika, za svaku radnju s ciliem provedbe ovog
Ugovora o ogranic¢enoj licenciji ili bilo kojeg svojeg prava intelektualnog vlasnistva povezanog s kompletom i/ili njegovim komponentama.

Azurirane uvjete licencije potraZite na adresi www.giagen.com.

© 2012-2018 QIAGEN, sva prava pridrzana.
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