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iISIM VE KULLANIM AMACI

in vitro diagnostik kullanim igin.

Hybrid Capture® 2 (HC2) teknolojisi kullanan digene HC2 HPV DNA Testi servikal numunelerde 18 disik
risk ve yuksek risk HPV DNA tipinin kalitatif saptanmasi igin mikroplaka kemiluminesans kullanarak sinyal
amplifikasyonlu bir nikleik asit hibridizasyon analizidir.

digene HC2 HPV DNA Testi ile test edilebilecek servikal numuneler arasinda sunlar vardir:

e digene HC2 DNA Collection Device ile toplanan numuneler

e Bir slpurge tipi toplama cihazi veya firga/spatil kombinasyonuyla toplanip PreservCyt
Solisyonuna konan numuneler (tam ayrintilar icin digene HC2 Sample Conversion Kit (Ornek
Doénustirme Kiti) kullanma talimatina basvurun)

e SurePath Koruyucu Sivisinda toplanan numuneler (SADECE Yuksek Risk HPV DNA testleri icin)

e digene Specimen Transport Medium'da (Numune Nakil Ortami, STM) toplanan biyopsiler

DusUk risk ve yuksek risk HPV Problarini kullanirken bu testin kullaniimasi sunlar i¢in endikedir:

e HPVtip6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68 ile cinsel yoldan
bulasan HPV enfeksiyonlarinin tanisina yardimci olmak igin.

e iki HPV DNA grubu arasinda ayrim yapmak igin: diisiik risk HPV tipleri 6, 11, 42, 43 ve 44 ve
yuksek risk HPV tipleri 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68; ancak bulunan spesifik
HPV tipi belirlenemez.

Yiksek Risk HPV Probu kullanirken testin kullanimi sunlar icin endikedir:

o Servikal kanser geligtiriimesi icin birincil nedensel faktér oldugu gésterilmis yuksek riskli HPV
tipleri 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68 saptanmasi igin.

e Servikal kanser gelismesi veya yiiksek dereceli servikal hastalik varligi agisindan artmis riskte
kadinlari tanimlamak tzere Pap smear ile birlikte veya olmadan kullaniimak Uzere bir baglangi¢
genel popllasyon tarama testi olarak. HPV tanisi yas arttikca giderek servikal hastaliga isaret
eder.

¢ Kolposkopi veya diger takip islemlerine sevk gereksinimini belirlemek tGzere anormal Pap smear
sonuglari veya servikal hastalik sonrasinda hastalar icin bir takip testi olarak.

e Kolposkopi 6ncesinde Pap smear sonuglari Diisiik Dereceli Skuaméz intrapitelyal Lezyon (LSIL)
veya Yiiksek Dereceli Skuamdz intrapitelyal Lezyon (HSIL) bulunan hastalarda bir takip testi
olarak. Bu hastalar igin digene HC2 HPV DNA Test sonucu doktora ylksek dereceli hastalik
yoklugunu belirlemek Uzere kadinlarda risk degerlendirmesine yardimci olarak hasta takibi
acisindan yardim edecektir.

digene HC2 HPV DNA Test uygun hasta takibi islemleriyle uyumlu olarak diger diagnostik ve tarama
testleri, fizik muayeneler ve tam tibbi gecmisten elde edilen klinik bilgiyle birlikte kullaniimahdir. digene
HC2 HPV DNA Testi sonuglar hastalarin klinik degerlendirmesi ve tedavisi i¢in tek temel olarak
kullanilmamalidir.



OZET VE AGCIKLAMA

Disi genital kanalinda bazi HPV tiplerinin bulunmasi kondiloma, Bowenoid papulosis, servikal, vajinal ve
vulvar intraepitelyal neoplazi ve karsinom dahil olmak lzere gesitli hastaliklarla iligkilidir.1-3 Genel olarak

bu virtslerin temelde cinsel yolla gectigi kabul edilir ve yiksek riskli HPV tipleri servikal kanser gelismesi
icin temel taninan risk faktérudar.4-8

insan papillomaviriisleri bir protein kapsidiyle sarili 8000 baz iftlik ¢ift iplikgikli dairesel bir DNA molekiilii
iceren bir ikozahedral viral partikiilden (virion) olusur. Epitelyal hiicrelerin enfeksiyonundan sonra viral
DNA epitelin tim kalinhdi boyunca yerlesir ama saglam virionlar sadece dokunun Ust tabakalarinda
bulunur. Viral DNA lezyonun tipi ve derecesine bagli olarak virionlar veya epizomal ya da entegre HPV
sekanslari olarak bulunabilir.

Bugline kadar HPV in vitro olarak kulttirde Uretilememistir ve immuinolojik testler HPV servikal
enfeksiyonunun varhi§ini belirlemek igin yetersizdir. Fizik inceleme yoluyla ve Pap yayma veya biyopsi
numunelerinde viral replikasyonla iliskili karakteristik hiicresel degisikliklerin varliiyla anogenital HPV
enfeksiyonunun dolayl bulgulari gérilebilir. Alternatif olarak biyopsiler HPV DNA varligini dogrudan
saptamak Uzere nukleik asit hibridizasyonu ile analiz edilebilir.

Tarihsel olarak HPV 16 ve 18 yuksek riskli kanserle iligkili HPV'ler ve HPV tipleri 6 ve 11 dusuk risk
HPV'ler olarak gorilmustir.s-10 HPV tipleri 31, 33 ve 35'in kanserle orta derecede iliskisi oldugu
gOsterilmigtir.2.11-14 Bu faydali kavramsal gergeveye ragmen bu 7 HPV tipi servikal neoplazmlarin sadece
%70 kadarindan sorumludur.e-11 Tip 39, 42, 43, 44, 45, 51,52, 56, 58, 59 ve 68 dahil ek HPV'ler kalan
lezyonlarda saptanabilir temel HPV’ler olarak tanimlanmistirts-2032-3s, Bu HPV tipleri de ¢esitli histopatolojik

tani kategorilerindeki relatif dagilimlari temelinde dislik, orta ve yiiksek risk gruplarina siniflandirilabilir21.
32-37.

HPV DNA'nin normal servikal epitel bulunan kadinlarin yaklasik %10'unda bulundugu gdsterilmistir ama
spesifik kadin gruplarindaki fiili prevalans yas ve diger demografik degiskenlerden gugli sekilde
etkilenir.2.1021.31 Prospektif calismalar HPV DNA pozitif kadinlarin %15-28'inde 2 yil iginde skuaméz
intraepitelyal neoplazi (SIL) gelisirken bu rakamin HPV DNA negatif kadinlarda sadece %1- 3 oldugunu
g6stermistir.2223 Ozellikle HPV tipi 16 ve 18 igin ilerleme riski (yaklasik %40) diger HPV tipleri igin olandan
daha yuksek bulunmustur.22



ISLEMIN PRENSIBI

HC2 teknolojisi kullanan digene HC2 HPV DNA Testi mikroplaka kemiluminesan saptama kullanan sinyal
amplifikasyonlu bir hibridizasyon antikor yakalama analizidir. Hedef DNA igeren numuneler spesifik bir
HPV RNA probuna hibridize olur. Olugsan RNA:DNA hibridleri RNA:DNA hybridlerine spesifik antikorlarla
kapli bir mikroplaka kuyusunun yiizeyine yakalanir. immobilize edilmig hibridler sonra RNA:DNA
hibridlerine spesifik alkalen fosfatazla konjuge antikorlarla reaksiyona girer ve bir kemiluminesan
substratla saptanir. Her antikora birkag¢ alkalen fosfataz molekili konjlge olur. Cok sayida konjlge
antikor her yakalanan hibride baglanip énemli dlgtide sinyal amplifikasyonuyla sonuglanir. Substrat bagli
alkalen fosfataz ile yarildiginda bir luminometrede bagil 1sik Uniteleri (RLU'lar) olarak oélgilen i1sik sagilir.
Sagcilan i1si1§in siddeti numunede hedef DNA varli§i veya yokluguna isaret eder.

Kesme Noktasi De@erine (Cutoff Value) esit veya Uizerinde bir RLU 6l¢imi numunede HPV DNA dizileri
varligina isaret eder. Kesme Noktasi Degeri altindaki bir RLU olgiimii test edilen spesifik HPV DNA
dizilerinin yokluguna veya analizin saptama limiti altinda HPV DNA dizeylerine isaret eder.

digene HC2 HPV DNA Testi ile Rapid Capture® Sistemi (RCS) kullanilarak yiiksek hacimli numune c¢iktili
testler yapilabilir. Bu alet sekiz saatte 352 adede kadar numuneyi isler. Yiksek hacimli 6rnek ¢iktili testi
muimkuan kilmak Uzere analizin numune denatirasyonu, kemiluminesan sinyal saptama ve sonug bildirimi
hari¢ tim islemsel adimlari RCS tarafindan yapilir.



SAGLANAN REAKTIFLER VE MATERYALLER

Bir digene HC2 HPV DNA Test kitinde (kat. no. 5196-1330) 96 test vardir. Hasta sonucu sayisi kit basina
kullanim sayisina gore degisir:

1 kullanim =
2 kullanim =

40 hasta sonucu (dusik risk ve yuksek risk)
32 hasta sonucu (dusuk risk ve yuksek risk)

1x 0,35 ml Gosterge Boya

1 x50 ml

1x5ml

1x 150 pl

1x100 pl

1x1ml

1x1ml

1x2.0ml

1x1,0ml

1x1,0ml

1x1

1x12 ml

1x12 ml

1x100 ml

%0,05 a/h sodyum azit igerir.

Denatiirasyon Reaktifi
Seyreltilmis sodyum hidroksit (NaOH) sollisyonu.

Prob Seyreltici
%0,05 a/h sodyum azitli tamponlanmis soltsyon.

Dusiik Risk HPV Probu
HPV 6/11/42/43/44 RNA probu tamponlanmis solisyonda (kirmizi kapak).

Yiiksek Risk HPV Probu
HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 RNA probu, tamponlanmis solisyonda (kirmizi
kapak).

Dusiik Risk HPV Kalite Kontrol
5 pg/ml (500.000 kopya/ml) klonlanmis HPV 6 DNA ve tasiyici DNA, %0,05 a/h sodyum azit
ile STM iginde.

Yiiksek Risk HPV Kalite Kontrol
5 pg/ml (500,000 kopya/ml) klonlanmis HPV 16 DNA ve tasiyici DNA, %0,05 a/h sodyum
azitle STM iginde.

Negatif Kalibrator
Numune Nakil Ortaminda %0,05 a/h sodyum azitle Tasiyici DNA.

Dusiik Risk HPV Kalibrator
1 pg/ml klonlanmig HPV 11 DNA ve tasiyici DNA, %0,05 a/h sodyum azitle STM iginde.

Yuksek Risk HPV Kalibrator
1 pg/ml klonlanmig HPV 16 DNA ve tasiyici DNA, %0,05 a/h sodyum azitle STM iginde.

Yakalama Mikroplakasi
Anti-RNA:DNA hibrid antikorlarla kaplanmis.

Saptama Reaktifi 1
RNA:DNA hibridlerine alkalen fosfataz konjlige antikorlar, %0,05 a/h sodyum azitle
tamponlanmis sollisyonda.

Saptama Reaktifi 2
CDP-Star®, Emerald || (kemiluminesan substrat) ile.

Wash Buffer Concentrate (Yikama Tamponu Konsantresi)
%1,5 a/h sodyum azit igerir.



GEREKEN AMA SAGLANMAYAN MATERYALLER

Hybrid Capture System In Vitro Diagnostik Ekipman ve Aksesuarlar®

digene Hybrid Capture 2 Sistemi (“digene HC2 Sistemi”); bir
QIAGEN onayli luminometre (“DML aleti”), QIAGEN onayli
kisisel bilgisayar ve bilgisayar periferalleri (monit¢r, klavye, fare,
yazici ve yazicl kablosu), digene HC2 System Software (HC2
Sistem Yazilimi) (“digene assay analysis software” (test analiz
yazihmi)), digene HC2 System Assay (HC2 Sistem Testi) HPV
Protokolleri, LumiCheck Plate Software (LumiCheck Plaka
Yazilimi) ve digene HC2 Sistem Yazilimi Kullanici El Kitabi
(digene HC2 System Software User Manual) kisimlarindan
olusur

Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Hybrid Capture System Microplate Heater |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer

Hybrid Capture System Coklu Numune Tipl (MST) Vortexer 2
(Istege bagli)®

Donusturme Askisi ve Aski kapagi (istege bagl)

digene Numune Askisi ve Aski kapag (istege bagli)

EXPAND-4 Pipetér ve Standi (istege bagh)®

digene HC2 DNA Collection Device b

Tup Mihdrleyici Dispenseri ve kesme cihazi (istege bagh, MST
Vortexer 2 ile kullanilir)

Genel Laboratuar Kullanimi Ekipmani ve Aksesuarlari

1 Donustirme Askisi (36 x 21 x 9 cm) veya numune askilarini
tutmak icin yeterli buyuklikte 65 + 2°C su banyosu

Mikrosantriflij (maksimum prob hacmi elde etmek lzere prob
flakonlarinin santrifijlenmesi igin istege bagli)

Kap atasmanl vorteks karistirici

Tek kanalli Mikropipetor; 20-200 ul ve 200-1000 pl hacimler igin
degisken ayarlar

Eppendorf® Repeater® Pipet veya esdegeri gibi tekrarlayan pozitif
displasman pipeti

8 kanall Pipetor: 25-200 pl hacimler igin degisken ayarlar

Siire Olger

Sodyum hipoklorir soliisyonu, %5 h/h (veya ev tipi camasir suyu)

Parafilm® veya esdegeri

Tek kanall pipetor (20 - 200 pl ve 200-1000 pl) igin tek kullanimlik
aerosol bariyeri Pipet Uglari

Eppendorf Repeater Pipet icin tek kullanimlik uglar (25 ve 500 pl)

8 kanall pipetor igin Tek Kullanimlik Uglar (25 - 200 pl)

Kimtowels® Wipers veya esdegeri az tiftikli kagit havlular

Tek kullanimlik tezgah 6rtist

Pudrasiz eldivenler

5 ml ve/veya 15 ml tiklamali kapakli, yuvarlak altli Polipropilen
Tupler (Prob seyreltisi igin)

2,0 ml kapakli polipropilen mikrosantrifij tipleri

Rapid Capture System (ylksek hacim ornek ciktili test igin
istege bagh)®

Yikama Aygiti

Hibridizasyon Mikroplakalari

Mikroplaka Kapaklari

Bos Mikroplaka Stripleri (Costar'dan elde edilebilir, Model no:
2581); Automated Plate Washer (Otomatik Plaka Yikayici) ile
kullaniimak Uzere istege bagli

Numunenin alinmasi igin Ekstra Ucun Pipet Uglari

Numune Toplama Tipleri

Numune Toplama TupU Askisi

Numune Toplama Tiipl Vidali Kapaklari

Tek Kullanimlik Reaktif Rezervuarlari

DuraSeal™ Tiip Miihirleyici Film

Hibridizasyon Mikrotupleri

Mikrotlp Askisi

Plaka Mihurleyiciler

PreservCyt Soliisyonu Numune igleme igin Ek Ekipman ve
Aksesuarlar

2900 + 150 x g deg@erine ulagabilen ve 10 ml veya 15 ml konik
polipropilen santrifuj tiplerini tutabilen Sallanan Kova
Santrif(j

5 ml serolojik pipetler veya transfer pipetleri

digene HC2 Sample Conversion Kit*

Eppendorf Repeater Pipet icin tek kullanimhk uglar (50 ve
100 pl)

Manuel Vorteks islemi igin:

digene HC2 Sample Conversion Tupleri (15 ml konik)F,
Sarstedt 10 ml Kapakli Konik tiipler veya VWR® veya
Corning® marka kapakli 15 ml konik altl polipropilen
santrifyj tlpleri

10 ml veya 15 ml konik tipleri tutmak igin tup askisi

Multi-Specimen Tube Vortexer 2 islemi icin

digene HC2 Sample Conversion Tupleri (15 ml konik)F
Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

Donistirme Askisi ve Kapagi (15 ml konik tuplere spesifik)
Tap Muhdrleyici dispenseri ve kesme cihazi

DuraSeal Tup Muhirleyici Film (MST Vortexer 2 ile kullanilir)

Surepath Koruyucu Sivisi Numune igleme igin Ek Ekipman ve Aksesuarlar

800 + 15 x g deg@erine ulasabilen ve 15 ml konik polipropilen santrifijj tiplerini tutabilen Sallanan Kova Santrifijj

digene HC2 Sample Conversion Tupleri (15 ml konik t[]pleri)F
7 ml standart uglu transfer pipetleri veya esdegeri

QIAGEN Numune Tasima Ortami

Eppendorf Repeater Pipet igin tek kullanimlik uglar (100 pl)

A QIAGEN'den sadece digene HC2 HPV DNA Testleriyle kullanimi onaylanmis ekipman ve materyaller saglanabilir.

B Ayrica Yari Otomatik RCS Uygulamasini yaparken kullaniimasi gereklidir.

¢ Ozel madde. Genislediginde 3,2 cm ug araliginin elde edilebilmesi sartiyla diger 6zel genisletilebilir goklu kanal pipetleri
kullanilabilir. Alternatif olarak 75 pl pipetleyebilen bir tek kanalli pipet kullanilabilir.

N digene HC2 HPV DNA Testi performans 6zellikleri sadece belirtilen toplama kitleriyle belirlenmistir.

E Bu analizle yuksek hacim 6rnek giktili test igin o sistemin kullanimina spesifik talimat agisindan Rapid Capture System Kullanici El

Kitabi (Rapid Capture System User Manual) belgesine bagvurun.

F QIAGEN'den saglanabilen digene HC2 Sample Conversion Tupleri (VWR veya Corning® marka), Multi-Specimen Tube Vortexer 2
islemi kullanilirken uygun analiz performansini saglamak tzere mutlaka kullaniimalidir.



UYARILAR VE ONLEMLER

TESTi KULLANMADAN ONCE TUM TALIMATI DIKKATLE OKUYUN.
GUVENLIK ONLEMLERI

TUM NUMUNELERIN enfeksiyéz olabilecegi kabul edilmelidir. Bilinen higbir test yéntemi numunelerin
enfeksiyon bulagtirmayacag@i konusunda tam giivence veremez. insan numunelerinin uygun ulusal/yerel
biyoguvenlik uygulamalariyla uyumlu olarak kullaniimasi o6nerilir. Enfeksiy6z ajanlar iceren veya
icermesinden siphelenilen materyal ile bu biyoguvenlik uygulamalarini kullanin. Bu 6nlemler arasinda
verilenlerle sinirli olmamak Gzere sunlar vardir:

1. Agzinizla pipetlemeyin.
2. Reaktifler veya numunelerin kullanildigi yerlerde sigara icmeyin ve bir sey yiyip icmeyin.

Reaktifler veya numuneleri kullanirken tek kullanimlik pudrasiz eldivenler kullanin. Testi yaptiktan
sonra ellerinizi iyice yikayin.

4. Tdm numune dokuntilerini %0,5 h/h sodyum hipoklorir gibi tiiberkulosit bir dezenfektan veya
. o .42,
baska uygun bir dezenfektanla temizleyin ve dezenfekte edin.

5. TUm numuneler, reaktifler ve diger kontamine olmus olabilecek materyalleri ulusal ve yerel
duzenlemelerle uyumlu olarak dekontamine edin ve atin.

Bazi reaktifler sodyum azit icerir. Sodyum azitin laboratuar su borularinda kursun veya bakir azit
olusturdugu bildirilmistir. Bu azitler gekicle vurma gibi perkisyon durumunda patlayabilir. Kursun veya
bakir azit olusumunu 6nlemek igin sodyum azit igceren sollUsyonlari attiktan sonra lavabolardan iyice su
akitin.  Azit biriktiginden stphelenilen eski lavabolardan kontaminasyonu gidermek icin A.B.D. Mesleki
Glivenlik ve Saglik idaresi sunlari énerir: (1) su tutucudan siviyi lastik veya plastik bir hortum kullanarak
bosaltin, (2) %10 h/h sodyum hidroksit solisyonu ile doldurun, (3) 16 saat tutun ve (4) iyice su gegirin.

RCS otomatik testi

Yiiksek hacim érnek ¢iktill test igin o sistemin kullanimina spesifik ek Uyarilar ve Onlemler igin Rapid
Capture System Kullanici El Kitabi (Rapid Capture System User Manual) belgesine bakiniz.

BILESENLER iGIN GUVENLIK VE RiSK IFADELERI

digene HC2 HPV DNA Test kiti bilesenleri icin asagidaki risk ve guivenlik ifadeleri gecerlidir:

Yikama Tamponu Konsantresi
Igindekiler: Sodyum azit. Uyari! Yutulursa zararhdir. Sudaki organizmalara uzun

dénemli etkilerle zararlidir. Cevreye serbest birakmaktan kaginin. igerigi/kabi onayli
bir atik atma tesisine atin.

Denatiirasyon Reaktifi

Sodyum hidroksit igerir: Tehlike! Siddetli cilt yaniklari ve gbéz hasarina neden olur.
Metaller igin glritiicii olabilir. igerigi/kabi onayh bir atik atma tesisine atin.

GOZLERDEYSE: Suyla dikkatle birkag dakika yikayin. Varsa ve kolaysa kontakt
lensleri ¢ikarin. Yikamaya devam edin. CILTTEYSE (veya sacgtaysa): Hemen tiim
kontamine giysileri ¢ikarin. Cildi suyla yikayin/dus alin. Hemen bir ZEHIR MERKEZI
veya doktoru arayin. Kilit altinda saklayin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/
g6z korumasi/ yliz korumasi kullanin.



Prob Seyreltici
Asetik asit; Poliakrilik asit icerir. Tehlike! Siddetli cilt yaniklari ve géz hasarina neden

olur. igerigi/kabi onayli bir atik atma tesisine atin. GOZLERDEYSE: Suyla dikkatle
birka¢g dakika yikayin. Varsa ve kolaysa kontakt lensleri ¢ikarin. Yikamaya devam
edin. CILTTEYSE (veya sagtaysa): Hemen tim kontamine giysileri gikarin. Cildi
suyla yikayin/dus alin. Hemen bir ZEHIR MERKEZI veya doktoru arayin. Kilit altinda
saklayin. Koruyucu eldivenler/ koruyucu giysiler/ g6z korumasi/ yiz korumasi
kullanin.

Yuksek Risk HPV Kalibrator
Uyari! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi 6neri alin/ yardim isteyin.

Disiik Risk HPV Kalibrator
Uyari! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi 6neri alin/ yardim isteyin.

Yiiksek Risk HPV Kalite Kontrol
Uyari! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi 6neri alin/ yardim isteyin.

Dusiik Risk HPV Kalite Kontrol
Uyari! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi 6neri alin/ yardim isteyin.

Negatif Kalibrator
Uyari! Hafif cilt tahrisine neden olur. Cilt tahrisi olusursa: Tibbi 6neri alin/ yardim isteyin.
Daha Fazla Bilgi

Guvenlik Veri Sayfalari: www.qgiagen.com/safety



KULLANIM ONERILERI
1. In Vitro Diagnostik Kullanim igin.

2. Servikal firga sadece hamile olmayan kadinlarda kullaniimak tzeredir.

3. Reaktifleri dis kutu etiketinde 8 semboliiniin yaninda belirtilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

4. Analizi saglanan zaman ve sicaklik araliklarinin digsinda yapmak gecgersiz sonuglara neden
olabilir. Belirlenen sure ve sicaklik araliklarina girmeyen analizler gegersizdir ve tekrarlanmalidir.

5. digene HC2 HPV DNA Testi islemi, Analiz Kalibrasyon Dogrulama Kriterleri, Kalite Kontrol ve
Numune Sonuglarinin Yorumlanmasi givenilir test sonuglarinin elde edilmesi igin yakindan
izlenmelidir.

6. Belirtilen tam reaktif hacminin pipetlenmesi ve her reaktife geldikten sonra iyice karistiriimasi
onemlidir. Aksi halde hatal test sonuglari olusabilir. Belirtilen renk degisikliklerinin olmasini
saglamak bu kosullarin karsilandigini dogrular.

7. Kit bilesenleri bir Ginite olarak test edilmistir. Bagka kaynaklardan veya farkli lotlardan bilesenleri
birbirleriyle degistirmeyin.

8. Niikleik asitler gevresel niikleaz degradasyonuna ¢ok duyarlidir. insan cildinde ve insanlarin
kullandigi materyal ylzeylerinde nukleazlar bulunur. Calisma yilzeylerini temizleyip tek
kullanimlik tezgah ortlistiyle 6rtiin ve tiim analiz adimlarini yaparken pudrasiz eldivenler
kullanin.

9. Analiz yapilirken Yakalama Mikroplakasi ve Saptama Reaktifi 2'nin eksojen alkalen fosfatazla
kontaminasyonunu dnlediginizden emin olun. Alkalen fosfataz igerebilen maddeler arasinda
Saptama Reaktifi 1, bakteriler, tikuruk, sag¢ ve ciltten yaglar vardir. Yakalama Mikroplakasini
yikama adimindan sonra ve Saptama Reaktifi 2 inkiibasyonu sirasinda 6rtmek 6zellikle
onemlidir ¢linkii eksojen alkalen fosfataz Saptama Reaktifi 2 ile reaksiyona girip yalanci
pozitif sonuglara neden olabilir.

10. Saptama Reaktifi 2 Grlininid dogrudan isiga uzun sireli maruz kalmadan koruyun. Saptama
Reaktifi 2 Grindni bolintilere ayirdiktan hemen sonra kullanin ve dogrudan giines i1sigindan
kaginin.

11. Tekrarlayici pipetorden reaktif iletimi 6ncesinden sivi gegirilmeli ve duizenli olarak buiyuk hava
kabarciklari agisindan kontrol edilmelidir. Tekrarlayici pipetdr ucunda asiri miktarlarda biyik
hava kabarciklari hatali iletime neden olabilir ve pipetéri doldurup tim siviyr atarak ve tekrar
doldurarak 6nlenebilir. Spesifik kullanma talimati igin pipetdr saticisinin talimat el kitaplarina
bakiniz.

12. Coklu kanal pipetleme Saptama Reaktifi 1 ve 2 verilmesi icin ters pipetleme teknigi (bakiniz
Hybrid Detection (Hibrid Saptama)) kullanilarak yapilmalidir. Coklu kanal pipetériinde her pipet
ucunu uygun oturma ve dolma agisindan kontrol edin.

13. Her mikroplaka kuyusunun Manuel Yikama Talimatinda belirtildidi sekilde iyice yikandigindan
emin olmak Uzere dikkatli olunmalidir. Yetersiz yikama artmis arka alan bulgularina yol acar ve
yalanci pozitif sonuglara neden olabilir. Kuyularda kalan yikama tamponu azalmis sinyal veya
kotu tekrar Uretilebilirlikle sonuglanabilir.

14. Soguk durumdan baslandiginda Microplate Heater | Griiniintin 65°C + 2°C sicakhda
dengelenmesi icin en az 60 dakika bekleyin. Bu i1sinma siresini beklememek Hybridization
Microplate (Hibridizasyon Mikroplakasinin) Griiniiniin erimesine yol acabilir. Daha fazla ayrinti
icin bakiniz Microplate Heater | Kullanici El Kitabi (Microplate Heater | User Manual).



REAKTIF HAZIRLAMA VE SAKLAMA

1. Alndiginda kiti 2-8°C'de saklayin. Yikama Tamponu Konsantresi, Denatliirasyon Reaktifi ve Gosterge
Boya istendigi sekilde 2-30°C'de saklanabilir.

2. Kutu etiketinde gsembolfmfm yaninda belirtilen son kullanma tarihi veya hazirlan reaktiflerin son
kullanma tarihinden (agagdiya bakiniz) sonra kullanmayin.

3. Denaturasyon Reaktifi ve Dusuk Risk ve Yiksek Risk HPV Probu ve Yikama Tamponu Konsantresi
disinda tim reaktifler kullanima hazirdir.

Numuneleri 18 HPV tipinden herhangi biri igin test etmek Uzere bir Combined-Probe Cocktail (Kombine
Prob Kokteyli) (CPC) Yoéntemi saglanmistir. Bu secenegi kullanarak test etmek igin bir Kombine Prob
Kokteyli, seyreltiimis Dusuk Risk HPV Prob Karisimi ve Yiksek Risk HPV Prob Karigimi birlikte digene
HC2 HPV DNA Test kullanimindan énce karistirilarak hazirlanmalidir. ikili Prob Yéntemi ayri Diisiik Risk
ve Yiksek Risk HPV Prob Karigimi kullanilir. Asagidaki talimata bakiniz.

Yiiksek hacim o6rnek ciktili test i¢cin Rapid Capture System Kullanici El Kitabi (Rapid Capture
System User Manual) HPV Prob Karisimi, Yikama Tamponu, Saptama Reaktifi 1 ve Saptama
Reaktifi 2 belgesine bakiniz ¢iinkii bu talimat bu sistemin yiiksek hacim 6rnek ciktili test icin
kullanimina spesifiktir.

REAKTIF HAZIRLAMA YONTEMI

Denatiirasyon Once Sunlar Hazirlayin:
Reaktifi + Denatiirasyon Reaktifi sisesine 5 damla Gésterge Boya ekleyin ve iyice karistirin.
Denatirasyon Reaktifi homojen, koyu mor renkte olmalidir.

. Hazirlandiktan sonra Denatlirasyon Reaktifi 2-8°C'de saklandiginda Ug¢ ay stabildir. Yeni
son kullanma tarihi ile etiketleyin. Renk solarsa 3 damla Gosterge Boya ekleyin ve
kullanmadan dénce iyice karigtirin.

Uyari: Denatlirasyon Reaktifi gurGtiictidir. Uygun koruyucu giysiler, eldiven ve goz/yiiz
korumasi kullanin. Kullanirken dikkatli olun.

Diisiik Risk HPV
Prob Karngimi
(Dusuk Risk HPV
Probu ve Prob

Numune Denatiirasyon inkiibasyonu Sirasinda Hazirlayin:

Onemli: Bazen Prob flakon kapagina sikigir.

Seyreltici Not: Prob ve Prob Karisimi Rnaz kontaminasyonunu énleyin. Pipetleme probu igin aerosol
reaktiflerinden bariyer pipet uglari kullanin. Prob Seyreltici viskdzd(ir.
hazirlanir)

HPV problarini hazirlarken iyice karistinldigindan emin olun. Karigstirma adiminda
sivida goriiniir bir vorteks olusmalidir. Tam olmayan karistirma azalmis sinyale neden
olabilir.

» Disiik Risk HPV Probu flakonunu siviyi flakon dibine getirmek tzere kisa bir stire
santrifije edin. Karistirmak igcin parmaginizla yavasga vurun.

» Gerekli Prob Karigsimi miktarini belirleyin (25 ul/test). Pipet uglarinda veya flakon
kenarinda kaybedebilecek hacmi hesaba almak Uzere ekstra Prob Karigimi yapiimasi
onerilir. Asagida liste halinde verilen énerilen hacimlere bagvurun. Her kullanim igin
Onerilen en kiguk test sayisi 24'tir. Analiz bagina 24 kuyudan azi isteniyorsa kit basina
toplam test sayisi sinirli Prob ve Prob Seyreltici hacimleri nedeniyle azalabilir.

» Gerekli miktarda Prob Seyrelticiyi yeni bir tek kullanimlik kaba aktarin. Test sayisina
bagl olarak 5 ml veya 15 ml tiklamali kapakli, yuvarlak altli polipropilen bir tiip énerilir.
Prob Karigimi hazirlamak igin Prob Seyrelticide 1:25 Dusik Risk HPV Probu seyreltisi

hazirlayin.
Test/Strip Hacim Prob .
Sayisi Seyreltici* Hacim Prob®
48/6 2,0 ml 80,0 pl
24/3 1,0 mi 40,0 pl
Kuyu Basina 0,045 ml 1,8 ul

*Bu degerlere 6nerilen ekstra hacim dahildir.
Dustk Risk HPV Probunu Prob Seyrelticiye, pipet ucunu meniskiisiin hemen (izerinde




tlp ic duvarina karsi yerlestirip igindekileri digari vererek pipetleyin. Ucu Prob
Seyrelticiye Batirmayin.

« lyice karistirmak igin maksimum hizda en az 5 saniye vorteksleyin. Goriiniir bir vorteks
olugmalidir. Disiik Risk HPV Prob Karisimi olarak etiketleyin ve kullanima hazir
oluncaya kadar temiz, kapal bir kapta tutun. Kullanilmamig Prob Karigimi atiimahdir.

Yiiksek Risk HPV
Prob Karigimi

Dusuk Risk HPV Prob Karisimini asagidaki gibi hazirlayin. “Yiksek Risk HPV Prob Karisimi”
olarak etiketleyin. Kullanilmamis Prob Karigimi atilmahdir.

Kombine Prob
Kokteyli

Dustuk Risk HPV Probu ve Yilksek Risk HPV Probu Karigimlarini yukarida tanimlandigi
sekilde hazirlayin. Tim seyreltiimis Dislk Risk HPV Prob Karigimi igerigini seyreltiimis
Yiksek Risk HPV Prob Karisimi tlipline ekleyin. En az 5 saniye ylksek hizda vorteksleyerek
iyice karistirin. Gérianir bir vorteks olugsmalidir. “Kombine Prob Kokteyli” olarak etiketleyin.
Kullanilmamig Prob Karigimi atilmalidir.

Yikama Tamponu

Yakalama Adimi Sirasinda Hazirlama:

Hybrid Capture System Automated Plate Washer igin Yikama Tamponu asagida
tanimlandigi sekilde hazirlanip kapali bir kapta saklanabilir veya her defasinda 1 L hazirlanip
Automated Plate Washer Yikama Rezervuarlarina yerlestirilebilir. Karistirma hacimleri igin
asagidaki Tabloya bakiniz:

Bakim ve Koruma Talimati igin Otomatik Plaka Yikayici Kullanici El Kitabina bakiniz.

Uyari: Yikama Tamponu Konsantresi yutuldugunda toksiktir. Uygun koruyucu giysiler,
eldivenler ve gdz/yliz korumasi kullanin. Maruz kalmayi minimuma indirmek lizere hazirlarken
Yikama Tamponu Konsantresine su ekleyin.

Yikama Tamponu Miktari Distile veya Son Hacim Miktar
Konsantrat Deiyonize Su Yikama Tamponu

33,3 ml 966,7 ml 1L

66,6 ml 1.933,4 ml 2L

100 ml 2900 ml 3L

Not: Automated Plate Washer giiciinii daima agik tutmak ¢gok 6nemlidir. Bu durum sekiz
saat kullanilmadiktan sonra bakim durulamasinin yapilmasini mimkiin kilar.

Her analizden 6nce Automated Plate Washer Atik Rezervuarinin bos ve Durulama
Rezervuarinin distile veya deiyonize su ile doldurulimus oldugundan emin olun.

Manuel plaka yontemi igin:

. Yikama tamponu konsantresini iyi karistirin.

. 100 ml Yikama Tamponu Konsantresine 2,9 L distile veya deiyonize su ile Yikama
Aparatinda seyreltin ve iyice karigtirin (son hacim 3 L olmalidir).

. Kabi kontaminasyon veya buharlagsmayi énlemek igin miharleyin.

Hazirlandiktan sonra Yikama Tamponu 2-30°C'de Ui¢ aya kadar stabildir. Yeni son kullanma
tarihi ile etiketleyin. Yikama Tamponu buzdolabina konmussa kullanmadan énce 20-25°C
dengeleyin.

Yikama Aparati ve tliplinin bakteriler ve kiiflerde bulunan alkalen fosfatazdan olasi
kontaminasyonunu énlemek Uzere ¢ ayda bir %0,5 sodyum hipoklorit sollisyonu ile
temizlenip distile veya deiyonize suyla iyice durulanmasi énerilir.
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KULLANIMA HAZIR REAKTIFLER iGiN HACIMLER

Saptama Reaktifi 1 | Ky jlanimdan Hemen Once:
‘éi:'ft%tiazma Reaktifi iyice karistirin ve sonra uygun Saptama Reaktifi 1 veya Saptama Reaktifi 2
hacmini élcup asagdidaki kilavuz ilkeleri izleyerek temiz tek kullanimlik bir reaktif
rezervuarina koyun. Kontaminasyonu dnlemek i¢in bu Reaktifler orijinal siselerine
geri KONMAMALIDIR: Kullanim sonrasinda kullanilmamigs materyali atin. Bir 8
kanall pipetor kullanilmiyorsa uygun bir tekrarlayici pipetdr onun yerine
kullanilabilir. Bu durumda Reaktifin béllntuleri agadida belirtildigi sekilde gerekli
hacmi tutmak igin yeterli blyUklUkte bir polipropilen tipe yapiimalidir.

Hacim Saptama sayisl
Testler/Stripler Reaktif 1 veya 2
96/12 sise icerigi
72/9 7,0 ml
48/6 50 mi
24/3 3,0 ml
1 test 0,125 ml
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NUMUNE TOPLAMA VE KULLANIMI

digene HC2 DNA Collection Device (Toplama Cihazi) (bir servikal firca ve digene Numune Nakil
Ortamindan olusur) kullanilarak toplanan ve tasinan servikal numuneler veya bir siiplrge tipi toplama
cihazi yada firga/spattl kombinasyonuyla toplanip PreservCyt Soliisyonuna konan numuneler veya
SurePath Koruyucu Sivisi iginde toplanan servikal numuneler digene HC2 HPV DNA Testi ile kullaniimasi
Onerilen yegane numunelerdir. Bagka 6rnek alma cihazlariyla alinan veya baska nakil ortamlarinda
tasinan numuneler bu analiz ile kullaniimak tzere yeterli vasiflara sahip degildir. Bu kitin performans
Ozellikleri sadece belirtilen toplama kitleriyle belirlenmigtir. Kolposkopik muayene yapiliyorsa servikal
numuneler asetik asit veya iyodur uygulanmasindan 6nce alinmalidir. Ek numune toplama ve muamele
islemleri igin digene HC2 DNA Collection Device kullanma talimatina basvurun.

STM IGINDE SERVIKAL NUMUNELER

STM numuneleri oda sicakhdinda iki haftaya kadar tutulabilir ve test laboratuarina sogutulmadan
gonderilebilir. Numuneler yalitimli bir kap i¢inde bir gecede veya 2 glinde teslim eden bir sirket
kullanilarak gonderilmelidir. Test laboratuarinda numuneler eder analiz bir hafta icinde yapilacaksa 2-
8°C'de saklanmalidir. Analiz bir haftadan daha ge¢ yapilacaksa numuneleri 3 aya kadar -20°C'de
saklayin (dondurmadan once bakiniz Servikal Biyopsiler altinda Notlar). STM'ye bakteriyel lGremeyi
geciktirmek ve DNA butunligunu korumak igin bir koruyucu eklenmistir. Bunun organizmalar veya
hicrelerin canhligini korumasi amaglanmamistir. digene HC2 DNA Collection Device hamile kadinlardan
numune alinmasi igin kullaniimamaldir.

SERVIKAL BiYOPSILER

Yeni toplanmis ve 2-5 mm ¢apraz keside sahip servikal biyopsiler de digene HC2 HPV DNA Testiyle
analiz edilebilir. Biyopsi numunesi hemen 1,0 ml STM igine yerlestiriimeli ve - 20°C'de dondurulmus olarak
saklanmalidir. Biyopsi numuneleri gece iletim igin 2- 30°C'de test laboratuarina gonderilip isleninceye
kadar - 20°C'de saklanabilir. Capi 2 mm'den az biyopsiler kullaniimamalidir.

Notlar: Kapaklarin dondurulmus gonderilen veya saklanan numune tiplerinden firlamasini énlemek igin:
+ Daha 6nce dondurulmus numune tiplerini géndermeden dnce kapaklari Parafilm ile kaplayin.
Numuneler dondurulmus olarak veya 20-25°C'de gonderilebilir.
*  Numuneleri test yapmak i¢in dondurucudan ¢ikarirken kapaklari hemen Numune Toplama
Tapu Vidal Kapaklariyla degistirin.

PRESERVCYT SOLUSYONU iCINDE SERVIKAL NUMUNELER

Bir sUpUr%e tipi toplama cihazi veya firga/spatil kombinasyonuyla toplanip PreservCyt Sollisyonuna
ThinPrep™ Pap Testilamlari yapmak Uizere toplanan numuneler de digene HC2 HPV DNA Test ile
kullanilabilir.Numuneler rutin sekilde toplanmali ve ThinPrep Pap Test lamlari Hologic talimatina gére
hazirlanmalidir.

Not: digene HC2 HPV DNA Test i¢in en az 4 ml PreservCyt Sollisyonu kalmalidir. Pap testi
hazirlandiktan sonra 4 ml altinda kalan numuneler yetersiz materyal igerebilir ve digene HC2 HPV
DNA Test ile yalanci negatif sonug verebilir.

PreservCyt Solliisyonu numuneleri toplandiktan sonra digene HC2 HPV DNA Test igin islenme éncesinde

u¢ aya kadar 2°C ve 30°C sicakliklari arasinda tutulabilir. PreservCyt Sollsyonu numuneleri
dondurulamaz. Bu numuneleri islemek icin bakiniz PreservCyt Numune Hazirlama Iglemi.
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SUREPATH KORUYUCU SIVISINDA SERVIKAL NUMUNELER
(SADECE Yiiksek Risk HPV DNA testi icin)

SurePath numuneleri igin manuel érnek hazirlama SurePath Pap Testi lamlarinin hazirlanmasinin
sonucunda olusan post gradiyent hiicre peleti kullanilarak yapilir. SurePath Pap Testi lamlarini BD
PrepStain® Slide Processor igin gegerli talimata gore hazirlayin.

Onemli: SurePath Pap lami hazirlanmasindan hemen sonra rezidiiel hiicre peletini igeren santrifijj tiipiine
2,0 ml SurePath Koruyucu Sivisi pipetlenmelidir. Bu islem digene HC2 HPV DNA Testinin yapilmasi igin
post-gradiyent hiicre peleti batanltigind korur.

SurePath Koruyucu Sivili post gradiyent hiicre peleti digene HC2 HPV DNA Testi igin 6rnek hazirlama
oncesinde 2-30°C'de 4 haftaya kadar saklanabilir.

Post gradiyent hiicre peleti SurePath numuneleri bu kullanma talimatinda belirtildigi sekilde hazirlanir.
Manuel 6rnek hazirlamanin sonucu testin hibridizasyon adimina ilerlemeye hazir bir denatire edilmis
ornektir.
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TEST ISLEMI

Numuneler enfeksiy6z ajanlar igerebilir ve uygun gekilde muamele edilmelidir. digene HC2 HPV
DNA Test yliksek hacimli 6rnek ¢ikti testi Rapid Capture System aleti kullanilarak veya bu kullanma
talimatinda talimat verildigi sekilde manuel olarak yapilabilir.

RAPID CAPTURE SYSTEM KULLANILARAK YUKSEK HACIMLI ORNEK GIKTI TESTI

Rapid Capture System, ylksek hacimli érnek ¢ikti testi icin digene HC2 HPV DNA Test ile kullanilabilen
bir genel kullanimlik otomatik pipetleme ve seyreltme sistemidir. Bu sistem, kullanici girisiminin
gerekmedigi 3,5 saatlik bir dénem dahil sekiz saatte 352 adete kadar numuneyi alabilir; 13 saatte 704
adede kadar numune sonucu elde edilebilir. Numunelerin test yapmaya hazirlik i¢in denattrasyonu,
numunelerin RCS platformuna yerlestiriimesinden 6nce RCS'den bagimsiz olarak yapilir. Ayrica hem
manuel hem RCS yontemlerinde ¢evrim disi DML cihazi kullanilarak kemiluminesan sinyal saptama ve
sonug bildirimi gergeklestirilir. digene HC2 HPV DNA Testi islem adimlarinin her biri manuel test islemiyle
tam olarak ayni sirada yapilir. RCS Uygulamasi numuneler ve gerekli analiz Kalibratorleri ve Kalite
Kontrolleri iceren 4 adede kadar mikroplakanin Ust Uste islenmesini mimkun kilar.

Rapid Capture System kullanirken gerekli iglemler ve tanimlayici bilgi i¢in bu kullanma talimatina
ek olarak aletle saglanan Rapid Capture Sistemi Kullanici El Kitabi (Rapid Capture System User
Manual) belgelerine bagvurun.

MANUEL YONTEM

Kurulum
1. Soguk durumdan baslandiginda Microplate Heater | Uriiniiniin 65 * 2°C sicakhga
dengelenmesi igin en az 60 dakika bekleyin. Daha fazla ayrinti igin bakiniz Microplate Heater |
Kullanici El Kitabi (Microplate Heater | User Manual ).

2. Su banyosunun 65°C sicaklikta oldugunu ve su seviyesinin numune tiplerindeki tim hacmi
ortmeye yeterli oldugunu dogrulayin.

3. Numuneleri ve tiim gerekli Reaktifleri buzdolabindan analize baglamadan 6nce ¢ikartin. 15 - 30
dakika boyunca 20-25°C'ye gelmelerini bekleyin.

Not: Herhangi bir 6nceden denatiire edilmis numuneyi ve kit reaktifini oda sicakligina
dengelemeden 6nce PreservCyt Solisyonu ve SurePath numunelerini hazirlayin.

4. Analiz plaka diizenini olusturmak lzere digene tahlil analiz yazilimi kullanin. Bir plaka dizeni
olusturma talimati icin ilgili kullanici el kitabina basvurun.

5. Kalibratorler, Kalite Kontroller ve test edilecek numuneleri test edilecekleri sirayla bir test tlpu
askisina yerlestirin. Negatif Kalibratér, Diisiik Risk HPV Kalibrator ve Yiiksek Risk HPV
Kalibrator ONCE test edilmelidir. Negatif Kalibratér (NC), Diisiik Risk HPV Kalibratér (LRC)
veya YUlksek Risk HPV Kalibratér (HRC), Dusuk Risk Kalite Kontrol (QC1-LR), Yuksek Risk Kalite
Kontrol (QC2-HR) ve numuneleri bir 8 mikroplaka kuyusu situn konfiglirasyonunda galistirin.
Asagidaki Ornek Diizene bakiniz.
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24 Mikroplaka kuyusu Calismasi icin Ornek Diizen:
Sira Situn
1 2 3
A NC Numune 1 Numune 9
B NC Numune 2 Numune 10
C NC Numune 3 Numune 11
D LRC veya Numune 4 Numune 12
HRC
E LRC veya Numune 5 Numune 13
HRC
F LRC veya Numune 6 Numune 14
HRC
G QC1-LR Numune 7 Numune 15
H QC2-HR Numune 8 Numune 16

6. Kombine Prob Kokteyli (CPC) kullaniliyorsa NC, LRC ve HRC uglu olarak ayni mikroplakada
Kombine Prob Kokteyli ile test edilir. NC i¢cin A1, B1 ve C1 kuyulari kullanin ve LRC ve HRC igin
sirasiyla D1, E1, F1, G1, H1 ve A2 kuyularini kullanin. B2 ve C2 kuyusunu sirasiyla QC1-LR ve
QC2-HR Kalite Kontroller ve D2 ile baglayan numuneler icin kullanin. CPC igslemi Rapid Capture
System ile kullaniimak lizere dogrulanmamistir.

7. Ikili Prob Yéntemi igin Diisiik Risk HPV Prob Karigimi testlerini mikroplakanin sol tarafinda ve
Yiksek Risk HPV Prob Karigimi testlerini mikroplakanin sag tarafinda yapin.

ONCE Negatif Kalibratdr (NC) ve Diisiik Risk Kalibratdr (LRC) Griinlerini Gglii olarak Disiik Risk
HPV Prob Karigimi ile test edin. Sonra Kalite Kontrolleri (QC1-LR ve QC2-HR) ve numuneleri tek
tek ve ayrica Dislik Risk HPV Prob Karigimi ile test edin. NC replikatlarini A1, B1, C1'e koyun;
LRC replikatlarini D1, E1, F1'e koyun; QC1-LR'yi G1'e koyun; QC2-HR'yi H1'e koyun; ve
numuneleri A2 ile baslayarak koyun.

SONRA NC ve Yuksek Risk Kalibratér (HRC) drinuni Yuksek Risk HPV Prob Karigimi ile Gglu
olarak test edin. Sonra QC1-LR ve QC2-HR'yi tek tek ve ayrica Yiksek Risk HPV Prob Karigimi
ile test edin. NC replikatlarini A7, B7, C7'ye koyun; HRC replikatlarini D7, E7, F7'ye koyun; QC1-
LR G7'ye koyun; QC2-HR H7'ye koyun; numuneleri A8 ile baglayarak koyun. Yukaridaki drnek
diizene bakiniz.

Yazilimda Kalibratér/Kalite Kontrol/numune kurulumu igin ilgili kullanici el kitabina basvurun.

8. Alternatif olarak Disuk Risk ve Yiksek Risk HPV Probu ile test edilen Kalibratorler, Kalite
Konroller ve numuneler icin iki ayri mikroplaka kullanilabilir. NC ve LRC Ugli olarak test edilir ve
QC1-LR ve QC2-HR Duisiik Risk HPV Prob Karisimi ile tek bir mikroplakada tek tek test edilir ve
NC ve HRC Ugli olarak test edilir ve QC1-LR ve QC2-HR Yiksek Risk HPV Prob Karigsimi ile
ikinci bir mikroplakada tek tek test edilir. NC icin A1, B1 ve C1 kuyularini ve LRC veya HRC igin
sirasityla D1, E1, F1 kuyularini kullanin. QC1-LR ve QC2-HR Kalite Kontroller icin sirasiyla G1 ve
H1 kuyularini kullanin.

9. Numuneler, CPC Yéntemi kullaniliyorsa Kombine Prob Kokteyli ile tek tek veya ikili Prob Yéntemi
kullaniliyorsa Dustk Risk HPV Prob Karisimi ile tek tek ve Yiksek Risk HPV Prob Karigimi ile tek
tek test edilebilir.
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DENATURASYON

Notlar:

Uyari: Denatlirasyon Reaktifi glriticidir. Kullanirken dikkatli olun ve pudrasiz eldivenler
kullanin.

Onemli: Bazi servikal numuneler Denatiirasyon Reaktifi eklendiginde renk degisikliklerini
maskeleyebilecek kan veya diger biyolojik materyal igcerebilir. Denatlirasyon Reaktifi eklenmeden
once koyu renkli numuneler bu adimda uygun renk degisimini vermeyebilir. Bu durumlarda dogru
renk degisimini gbstermemek analiz sonuglarini etkilemez. Uygun karsim Kalibratorler ve Kalite
Kontrollerin renk degisimi gdzlenerek dogrulanabilir.

Denatlrasyon ve hibridizasyon adimlari sirasinda su banyosundaki su seviyesinin tlp igindeki
tim numune hacmini értmeye yeterli oldugunu dogrulayin.

Kalibratérler, Kontroller ve numuneler denattirasyon adiminda hazirlanip gece boyunca 2- 8°C
veya 3 aya kadar -20°C sicaklikta saklanabilir. Her c6zme dongisiinde oda sicakliginda
maksimum 2 saat olmak lzere maksimum 3 dondurma/gézme donglsi kullanilabilir.
Kullanmadan once iyice karistirin.

Denatlrasyon ve inkiibasyon sonrasinda numuneler artik enfeksiy6z kabul edilmez.”® Ancak
laboratuar personeli halen ulusal ve yerel dnlemlere uymalidir.

Numune toplama cihazini Denatlrasyon éncesinde gikarmayin.

Yalanci pozitif sonuglardan kaginmak igin tim Kalibratér, Kalite Kontrol ve STM numune
materyalinin Denatiirasyon Reaktifine temas etmesi énemlidir. Denatlirasyon Reaktifi eklendikten
sonra karigtirma kritik bir adimdir: Multi-Specimen Tube Vortexer 2 cihazinin 100 (maksimum
hiz) degerine ayarlandigindan ve karigtirma sirasinda sivinin tiplin tim i¢ yuzeyini
yikayacagi sekilde goriiniir bir sivi vorteksi goriildiigiinden emin olun. Manuel vorteksleme
yapiliyorsa her Kalibratoér, Kalite Kontrol ve numunenin her biri tam hizda 5 saniye
vortekslenerek ayri ayri sivi vorteksi tiipin tiim i¢ ylzeyini yikayacak sekilde
karistirildigindan ve sonrasinda tiipiin bir kez ters diiz edildiginden emin olun.

Kalibratorler, Kalite Kontroller ve STM Numune Hazirlama islemi

1.

Kalibratérler, Kalite Kontroller ve STM numunesi tuplerinden kapaklari ¢ikarin ve atin.

Not: Numune tiplerinden gikarilan kapaklarin enfeksiy6z olabilecegi kabul edilir. Ulusal/yerel
dizenlemelerle uyumlu olarak atin.

Denaturasyon Reaktifini GOsterge Boya ile bir tekrarlayan veya ayarlanabilir pipetor kullanarak
her Kalibrator, Kalite Kontrol veya STM numunesini pipetleyin. Numunelerin capraz
kontaminasyonu olusabileceginden tliplerin kenarlarina dokunmamaya dikkat edin. Gerekli
Denatlirasyon Reaktifi hacmi numune hacminin yarisinda esittir. Her Kalibratér, Kalite Kontrol ve
numune tipi igin kesin hacim asagidaki tabloda liste halinde verilmigtir.

Sigede kalan Denatiirasyon Reaktifini ulusal/yerel laboratuar islemlerine gére atmadan
once seyreltin.

. .. . Gerekli Denatiirasyon
Kalibrator, Kalite Kontrol veya Numune Reaktifi Hacimleri
Negatif Kalibratér 1000 pl
Dusuk Risk veya Yiksek Risk HPV 500 pl
Kalibrator
Dustuk Risk veya Yuksek Risk Kalite 500 pl
Kontroller
Servikal Numune 500 pl
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3. Numuneleri agagidaki iki ydontemden birini kullanarak karistirin.
Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 Yontemi

Not:  MST Vortexer 2 ile kanstnlan digene HC2 DNA Collection Device numuneleri Hibridizasyon
Mikroplakasi ve Microplate Heater | yontemi ile mutlaka hibridize edilmelidir.

a) Kalibrator, Kalite Kontroller ve STM numune tiplerini DuraSeal Tip Muahdarleyici Film ile filmi
askidaki tlpler Gzerine gekerek ortln.

b) Aski kapagini film kapl tlpler Gizerine yerlestirin ve kapagi iki yan klipsle yerine kilitleyin. Filmi
kesme cihazi ile kesin.

c) Askiyr Multi-Specimen Tube Vortexer 2 lzerine yerlestirin ve askiyl klemple sabitleyin. Hiz
ayarinin 100 (maksimum hiz) oldugundan emin olun ve vorteksleyici gli¢ anahtarini ACIK
pozisyona gevirin. Tupleri 10 saniye boyunca vorteksleyin.

Manuel Ayri Tip Vorteksleme Yontemi

a) Kalibrator, Kalite Kontroller ve STM numune tipleri (izerine temiz Numune Toplama TUpU
Vidali Kapaklari kullanarak tekrar kapak kapatin.

b) Her tlipl ylksek hizda 5 saniye ayri olarak vorteksleyerek iyice karigtirin.

¢) Her numune tipinu tlp ici kapak ve kenari yikamak igin bir kez ters gevirin.

d) Tupu tekrar askiya koyun.

Kullanilan vorteksleme ydnteminden bagimsiz olarak karigtirma sirasinda sivinin tipin tiim i¢
ylizeyini yikayacagi sekilde her tiip i¢cinde goriiniir bir sivi vorteksi olmalidir. Kalibratorler,
Kalite Kontroller ve numuneler mor renk almalidir.

4. Tiupleri 65 + 2°C su banyosunda bir aski icinde 45 + 5 dakika inkiibe edin (denatiire edilmis
Kalibratorler, Kalite Kontroller ve numuneler hemen test edilebilir veya yukarida Notlar igcinde
tanimlandidi sekilde saklanabilir). Bu inkiibasyon sirasinda HPV Prob Karigimi hazirlayin.
Bakiniz Reaktif Hazirlama ve Saklama kismi.

PreservCyt Soliisyon Numune Hazirlama iglemi

Notlar:
e TUm ayrintilar igin digene HC2 Sample Conversion Kiti kullanma talimatina basvurun.

e Bir4 ml PreservCyt SolUsyonu boluntisund isleme koymak manuel test yapildiginda 2 test icin yeterli
miktar Uretir. Islenebilecek minimum hacim 4 ml'dir.

e PreservCyt Sollisyonunu 36 adet veya altinda gruplar halinde hazirlayin; aksi halde peletler
supernatant dekantasyonu sirasinda yerinden oynayabilir. Bu durum dekantasyon adimi sirasinda
hiicre peleti blylkligini devam ettirmek igin énemlidir. Ek PreservCyt Sollisyonlari flakonlari
hazirliyorsaniz bunlari ilk grup hazirlanmasi tamamlanmadan hazirlamaya baslamayin.

Reaktif Hazirlama

digene HC2 HPV DNA Testiyle saglanan Denatiirasyon Reaktifini (DNR) (bakiniz Reaktif Hazirlama ve
Saklama) veya digene HC2 Sample Conversion Kitiyle saglanan DNR'yi kullanin. digene HC2 Sample
Conversion Kitiyle saglanan DNR'yi hazirlamak icin DNR sisesine 3 damla Gosterge Boyasi ekleyin ve
iyice karistirin. Soliisyon homojen, koyu mor renkte olmalidir. Hacim gerekliliklerini belirlemek igin Tablo
1'i kullanin.

17



Tablo 1
Hacim Gereklilikleri: Reaktif Hazirlama

PreservCyt Doéniistiirme

Test Soliisyonu Tamponu
Sayisi Hacmi Hacmi
1-2 4 ml 0,4 ml
3 6 ml 0,6 ml
4 8 ml 0,8 ml
5 10 ml 1,0 ml
6 12 ml 1,2 ml

Bir digene HC2 Numune Donusturme tipu, 10 ml konik Sarstedt tipl veya 15 ml VWR yada Corning
marka konik tipld uygun numune tanimlama numarasiyla etiketleyin.

Her defasinda bir numune kullanarak:
a. PreservCyt flakonunu hicreler homojen dagilmis gériniinceye kadar elle kuvvetlice sallayin.

b. Hucreler ¢cok hizl ¢oktigunden hemen uygun hacimde PreservCyt numunesini etiketli tipe
pipetleyin. PreservCyt soliisyonunu hiicresel materyalin tipln i¢ kismina yapismasini minimuma
indirmek Uzere konik tlpun altina iletin.

Her tiipe uygun hacimde Ornek Déniistiirme Tamponu ekleyin (bakiniz Tablo 1).
Her tipln kapagini kapatip kap atasmanli vorteks karistirici kullanarak igerigini iyice karistirin.

Not: MST Vortexer 2 islemi santrifligasyon dncesinde Ornek Déniistirme Tamponlu PreservCyt
Sollisyonu numunelerini vortekslemek i¢in dogrulanmamistir ve bu nedenle bu adim igin
kullaniimamalidir.

Tapleri bir sallanan kova rotor icinde 15 £ 2 dakika boyunca 2.900 + 150 x g hizinda santrifije edin.

Santrifligasyon sirasinda Numune Nakil Ortami/Denatiirasyon Reaktifi karisimini (STM/DNR) Tablo 2
uyarinca 2:1 oraninda hazirlayin.

Not: STM/DNR Karigimi testin yapildigi her giin taze olarak hazirlanmalidir.
a. Gerekli STM/DNR karisiminin total hacmini belirlemek igin PreservCyt Soliisyonu numunesinin

baslangi¢ hacmini bir kilavuz olarak kullanin ve sonra “tip basina” STM ve DNR hacimlerini
islenecek numune sayisiyla ¢arpin (bakiniz Tablo 2).

Tablo 2
Hacim Gereklilikleri: STM/DNR
Son
STM/DNR Son STM/DNR
PreservCyt Karigimi igin Karigimi igin Tiipe eklenen
Test Soliisyonu tiip basina tiip basina DNR STM/DNR
Sayisi Hacmi STM Hacmi* Hacmi* Karigimi
1-2 4 mil 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 pl 225 yl
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 yl
6 12 ml 320 ul 160 pl 450 pl

* Bu sutunlarda liste halinde verilen hacimler dogrudan numune tiiptine eklenmemelidir.

b. Solisyonu vortekslemeyle iyice karistirin.
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Tupleri santrifijden birer birer ¢ikarin ve bir aski veya Dénustiirme Askisina yerlestirin. Her tipan
altinda pembe/turuncu bir pelet olmalidir.

Not: Santrifigasyondan sonra gorinir bir pelet olmayan numuneler test i¢in kabul edilebilir degildir
ve atilmaldir.

Her tlpu ayr olarak kullanarak:
a. Kapagi c¢ikarin ve temiz tiftiksiz bir kagit havlu tizerine koseye koyun.
b. Supernatantta dikkatle dekantasyon yapin.

c. Ters gevrilmis tip pozisyonunu koruyun ve artik tipten sivi damlamayincaya kadar emici tiftiksiz
kagit havlular Uzerine yavasca dokunun (yaklagik 6 kez). Her seferinde kagdit havlunun temiz bir
bdlgesini kullanin. Kurutma sirasinda hicre peletlerinin tipte asagi kaymasina izin vermeyin.
Notlar:

o Emici tiftiksiz kagit havlunun ayni bélgesine birden fazla kez dokunmayin.
e Kagit havluya dokunma yoluyla maksimum PreservCyt Solliisyonu gidermek énemlidir. Ancak
kagit havluya dokunduktan sonra kalan PreservCyt Sollisyonu gérmek normaldir.

d. Tapd bir aski veya Donustirme Askisina yerlestirin.

VORTEKSLEME VE DENATURASYON

Manuel Vorteksleme islemi

1.

Her pelete uygun hacimde STM/DNR ekleyin (bakiniz Tablo 2). Her tipin kapagini kapatin ve her
tlpU ayri olarak en yiksek hiz ayarinda en az 30 saniye vorteksleyerek peletleri tekrar sispansiyon
haline getirin. Peletin tekrar slispansiyon haline getiriimesi zorsa ek 10-30 saniye veya pelet tip
altindan gevseyip ylzer hale gelinceye kadar vorteksleyin. Bir pelet ek vortekslemeden sonra
(maksimum toplam 2 dakika) ¢ézlinmemis halde kalirsa numune tanimlamasini kaydedin ve sonraki
adima gegin.

Tupleri bir askiya yerlestirin.

Askiyi 15 £ 2 dakika boyunca bir 65 + 2°C su banyosuna yerlestirin. Su seviyesinin tiplerdeki tim
siviyl 6rtmeye yetecek diizeyde oldugundan emin olun.

Askiyl numunelerle su banyosundan gikarin ve numuneleri tek tek 15-30 saniye vorteksleyin.

Not: Bu noktada tim peletlerin tamamen tekrar siispansiyon haline geldiginden emin olun. Hala
gOrunir pelet olan numuneler test icin kabul edilebilir degildir ve atilmalidir.

Askiyi tekrar 65 + 2°C su banyosuna koyun ve denatlirasyona 30 + 3 dakika daha devam edin.

Hibridizasyon Adimina devam edin veya denatiire numunelerin saklanmasi ve muamelesi igin /stege
Bagli Durma Noktasi kismina bakiniz.

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 iglemi

Notlar:

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 iglemi stipernatant santrifigasyon ve dekantasyonu
sonrasinda PreservCyt Solisyonu numunelerinin igslenmesi igin dogrulanmistir.

PreservCyt Solliisyonu numune islenmesi icin sadece MST Vortexer 2 tasarlanmistir.

Doénustirme Askisi ve Kapagi 6zellikle digene HC2 Sample Conversion Tupleri (VWR veya Corning
marka 15 ml konik tlipler) almak Uzere tasarlanmistir. Kullanici her seferinde Doénuistirme Askisinda
sadece tek tup tipi kullanmaldir. Diger markalar kullanim agisindan dogrulanmamistir.

Doénustirme Askisi ve Kapagi icin belirtilen vorteksleme sirelerine kati sekilde uymak gereklidir.

digene HC2 DNA Test kiti Kalibratorleri veya Kalite Kontrolleri vortekslenirken Dondstirme Askisi ve
Kapagdi kullanilamaz. STM tiplerinin yuksekligi Donustirme Askisi ve Kapagi kullanilarak yeterli
vortekslemeyi dnler.
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1. Her etiketli 15 ml tipl kagit havluya dokunduktan sonra her birini DonlUstirme Askisinda uygun
pozisyona yerlestirin.

2. Her pelete uygun hacimde STM/DNR karisimi ekleyin (Tablo 2).
3. 15 ml konik tupleri DuraSeal tip muhurleyici filmle filmi askidaki tipler Gzerine ¢ekerek értin.

4. Aski kapagini film kapl tipler Uzerine yerlestirin ve kapagdi iki yan klemple yerine kilitleyin. Kapak
sikica sabitlendikten sonra filmi kesme cihaziyla kesin.

5. Kirmizi sapli kolu yatay pozisyonda olacak sekilde yukari hareket ettirin.

6. Donusturme Askisi ve Kapagdi MST Vortexer 2 Uzerine Dénustirme Askisinin biylk gentikli kosesi
sag on késede yer alacak sekilde yerlestirin. Aski ve kapadi MST Vortexer 2 platformu Gzerinde
kilavuzlara sikica oturacak sekilde konumlandirin. Askiyi kirmizi sapl kolu asagiya dikey pozisyona
hareket ettirerek yerine sabitleyin. Bu iglem askiyi yerine Kilitler.

7. Hiz ayarinin 100 (maksimum hiz) ve Pulser gegis anahtarinin KAPALI durumda oldugundan emin
olun.

8. Vorteksleyici gu¢ anahtarini ACIK pozisyona ¢evirin. Tupleri 30 saniye boyunca vorteksleyin.
9. Vorteksleyici gu¢ anahtarint KAPALI pozisyona gevirin.
10. Dondstirme Askisi ve Kapadi MST Vortexer 2 lizerinden kirmizi sapli kolu yukari kaldirarak gikarin.

11. Askiyr 15 = 2 dakika boyunca bir 65 £ 2°C su banyosuna yerlestirin. Su seviyesinin tuplerdeki tim
siviyl kaplamaya yeterli oldugundan emin olun.

12. 15 dakika inkibasyondan sonra askiyl numunelerle su banyosundan ¢ikarin.
13. Sigramayi 6nlemek i¢in askiyt MST Vortexer 2 (izerine yerlestirmeden 6nce fazla suyu kurutun.

14. Donistirme Askisi ve Kapagint MST Vortexer 2 Uzerine Adim 6 iginde tanimlandigi sekilde
sabitleyin.

15. Hiz ayarinin 100 oldugundan emin olun ve Vorteksleyici gii¢ anahtarini ACIK pozisyona gevirin.
Tipleri 1 dakika vorteksleyin.

16. Vorteksleyici gu¢ anahtarint KAPALI pozisyona gevirin.

Not: MST Vortexer 2 islemi Manuel Vorteksleme islemini kullanirken gerektigi sekilde hiicre
peletlerini gorsel kontrol etme gereksinimini ortadan kaldiracak bir bicimde karistirma hizi, streleri ve
surecini standart hale getirir.

17. Askiyi tekrar 65 £ 2°C su banyosuna koyun ve denatirasyona 30 + 3 dakika daha devam edin.
18. Askiyl su banyosundan gikarin, askiyl kurulayin ve vortekse sabitleyin.

19. Vorteksleyici gli¢ anahtarini ACIK pozisyona gevirin. Maksimum ayarda 10 saniye vorteksleyin.
20. Vorteksleyici gug anahtarini KAPALI pozisyona gevirin. Askiyi gikarin.

21. Aski Kapagi ve DuraSeal tip muhurleyici filmi numunelerden hemen ¢ikarin.

22. Hibridizasyon Adimina devam edin veya denatiire numunelerin saklanmasi ve muamelesi icin istege
Bagli Durma Noktasi kismina bakiniz.

SurePath Numune Hazirlama iglemi (SADECE Yiiksek Risk HPV DNA testi igin)

Sitolojik isleme sonrasinda su sekilde devam edin:
1. Gozlenen sivi hacminin 2,8 ml'ye esit oldugundan emin olun.
DIKKAT: Rezidiiel hiicre peleti 1 ml'den az sivi igeriyor gibiyse sitoloji sonrasinda SurePath

Koruyucu Sivisinin eklenmemis olmasi ve numunenin yiksek risk HPV DNA testi
acgisindan uygun OLMAMASI mimkiindiir.

2. Numunelerin oda sicakligina dengelendiginden emin olun.
3. Numuneyi bir sallanan kova rotor iginde 10 + 1 dakika boyunca 800 £ 15 x g hizinda santrifije edin.

4. Tupleri santrifiijden gikarin.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

Santrifigasyondan sonra stpernatantta dikkatle dekantasyon yapin ve fazla siviyi gidermek igin her
tupl emici kagit havlulara yavasca dokunun (yaklasik 3 kez). Her tlpteki peleti izleyin Hiicre
peletlerinin kagit havluya dokunma sirasinda tiipte agsagi kaymasina izin vermeyin.

Tapleri askiya yerlestirin.
Bir tekrarlayan veya ayarlanabilir pipetor kullanarak her pelete 200 yl STM ekleyin.
Not: Tupler kapak kapatiimadan karigtirilabilir.

Her peleti, her tlpu ayr olarak yiiksek hizda 15 saniye vorteksleyerek tekrar slispansiyon haline getirin.
Peletin tekrar stispansiyon haline getiriimesi zorsa ek 5-30 saniye veya pelet tip altindan gevseyip ylzer
hale gelinceye ve ¢6zlntyor gibi gérintinceye kadar vorteksleyin.

Bir tekrarlayan veya ayarlanabilir pipetor kullanarak her numuneye 100 pl hazirlanmis Denatirasyon
Reaktifi (Gosterge Boyal) pipetleyin.

DIKKAT: Numunelerin gapraz kontaminasyonu olusabileceginden tiiplerin kenarlarina
dokunmamaya dikkat edin.

Kalan Denatlirasyon Reaktifi atiliyorsa litfen koroziv maddelerin atilmasi igin yerel, bolgesel ve ulusal
dlzenlemelere uyun.

Her tlpu ylksek hizda 5 saniye ayri olarak vorteksleyerek iyice karistirin.
Not: Tlpler kapak kapatiimadan karigtirilabilir.

Bir 15 ml konik tipd uygun numune tanimlamasiyla ve tipiyle etiketleyin (6rnegdin SurePath numune tipi
icin “SP”) ve bir askiya yerlestirin.

Not: Yari otomatik analiz isleme igin Rapid Capture System kullaniliyorsa digene Dénlistirme
Askisina (gumus aski) uygun sekilde yerlegtirmek icin VWR veya Corning marka 15 ml konik
tipler kullaniimahdir.

Tdm thp hacmini vidali kapakh bir 15 ml konik tlipe tek kullanimlik, 7-ml standart uglu bir transfer pipeti
veya esdegeri kullanarak aktarin'.

15 ml konik tuplerin kapagini kapatin.
Bir 65 + 2°C su banyosunda 90 + 5 dakika inkiibe edin.
DIKKAT: Bu inkiibasyon siiresi diger onayli numune tipleri igin gerekenden daha uzundur.

Egder HPV testi ayni glin tamamlanacaksa, digene HC2 DNA Testi kalibratorlerini bu kullanma
talimatina gére denatire edin.

Ornek askisini su banyosundan gikarin.

istege Bagli Durma Noktasi

Denatlirasyondan sonra STM numuneleri ve donistiriimis PreservCyt ve SurePath numuneleri gece
boyunca 2-8°C veya 3 aya kadar -20°C sicaklikta saklanabilir. Gece boyunca buzdolabinda saklama igin
numuneler DuraSeal film ve Aski Kapag yerlestiriimis olarak Donlstlirme Askisinda birakilabilir. -
20°C'de saklama 6ncesinde Aski Kapagi ve DuraSeal film ¢ikariimali ve tilpler lzerine kapaklar
yerlestiriimelidir. Her durumda numuneler oda sicakligina (20 - 25°C) dengelenmeli ve Hibridizasyon
adimina ilerlemeden 6nce iyice vortekslenmelidir.

Not: Denatlire numuneleri kuru buzda géndermeyin veya saklamayin.

Her ¢c6zme ddngisiinde oda sicakliginda maksimum 2 saat olmak Gizere maksimum 3 dondurma/¢ézme
dongusu kullanilabilir.

! QIAGEN dogrulama testleri VWR marka 15 ml konik tipler kullanmistir
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HIBRIDIZASYON: KOMBINE PROB KOKTEYLI (CPC) VE iKiLi PROB YONTEMLERI

Notlar:

HPV Prob Karisimlari viskézdir. Prob Karisiminin iyice karistirildigindan ve her mikroplaka
kuyusuna gerekli miktarin tamamen verildiginden emin olun. Bakiniz Reaktif Hazirlama ve Saklama
kismi.

Denature numune -20°C'de saklandiysa numunenin 20-25°C'ye ¢6zinmesini bekleyin ve
hibridizasyonla devam etmeden énce numuneyi iyice vorteksleyin.

Microplate Heater I'i kullanimdan en az 60 dakika 6nce 65 + 2°C sicakliga on isitin. Gerektidi sekilde
daha ileri talimat icin Microplate Heater | Kullanici El Kitabi (Microplate Heater | User Manual)
bakiniz.

Hibridizasyon Plakasi ve Microplate Heater | Kullanilarak Hibridizasyon Yéntemi

Not:

digene HC2 DNA Collection Device ile STM iginde toplanan ve MST Vortexer 2 yontemi ile iglenen
numuneler sadece Microplate Heater | yontemi kullanilarak hibridize edilebilir.

Bir Hibridizasyon Mikroplakasi alin ve etiketleyin.

Kalibratorler, Kalite Kontroller ve numuneleri inkiibasyondan sonra su banyosundan gikarin.
Coklu Numune Tlpi Vortexer 2 kullaniliyorsa tim STM numuneleri askisini maksimum hiz
ayarinda minimum 5 saniye vorteksleyin. PreservCyt Sollisyonu veya Surepath numuneleri igin
tim Konversiyon Askisini maksimum hiz ayarinda minimum 10 saniye vorteksleyin. Alternatif
olarak her tipu en az 5 saniye ayri ayri vorteksleyin.

Her Kalibratér, Kalite Kontrol veya numuneden 75 pl'yi bos bir hibridizasyon mikroplakasi
kuyusunu Kurulum iginde olusturulan plaka diizenini izleyerek pipetleyin. Kuyularin kenarlarina
dokunmaktan kacginin ve hava kabarciklari olusmasini sinirlayin. Kalibratérler, Kalite Kontroller
veya numunelerin ¢apraz kontaminasyonundan kaginmak igin her transfer igin temiz bir ekstra
uzun pipet ucu kullanin. Numune toplama cihazini numune nakil tipinden ¢ikarmayin. Denatlre
numuneler Numune Toplama TUpu Vidali Kapaklariyla kapatilabilir ve tiplerde kalan numune
toplama cihazlariyla saklanabilir. Denatiire PreservCyt numuneleri orijinal kapaklariyla
kapatilabilir.

Not: Numune boélintuleri dogru sekilde aktariimazsa yalanci pozitif sonuglar olusabilir. Numune
aktarilmasi sirasinda 75 pl boluntlyu c¢ikarirken pipet ucunu tipun icine dokundurmayin.

Son numuneyi aktardiktan sonra plakayi bir plaka kapag: ile kapatin ve hibridizasyon
mikroplakasini 10 dakika 20-25°C'de inkiibe edin.

Hazirlanmis ve iyice vortekslenmis Prob Karigimini tek kullanimlik bir reaktif rezervuarina
bélintileyin. Prob Karisimindan 25 pl'yi Kalibratérler, Kalite Kontroller ve numuneleri igeren her
kuyuya 8 kanalli bir pipetor ve her sira i¢in yeni uglar kullanarak dikkatle pipetleyin. Prob hacmini
her hibridizasyon kuyusuna geriye sigramadan kaginarak verin. Kuyularin kenarlarina
dokunmaktan kaginin. Plaka kapagini mikroplakaya, denatlirasyon inkiibasyonu suresince
yerlestirin.

Hibridizasyon Mikroplakasini bir plaka kapagiyla értin ve 1100 £ 100 devir/dk hizinda ayarlanmis
bir Hybrid Capture System Rotary Shaker | cihazinda 3 + 2 dakika sallayin. Kalibratérler, Kalite
Kontroller ve numuneler sallandiktan sonra sari renge dénmelidir. Mor kalan kuyular uygun
miktarda Prob Karigsimi almamis olabilir. Mor kalan numunelere ek 25 ul Prob Karigimi koyun ve
tekrar sallayin. Kuyular bu islemden sonra mor kalirsa numuneler tekrar test edilmelidir.

Notlar:
« Salladiktan sonra PreservCyt Solisyonu numuneleri sari yerine pembeye donmelidir.

« Hibridizasyon Mikroplakasini Microplate Heater | igcine koyarken sigramaya neden olmamak
icin dikkatli olunmalidir.
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7

65 £ 2°C'ye 6nceden isitiimis ve dengelenmis bir Microplate Heater | igcinde 60 + 5 dakika inklibe

edin.

Mikrotiipler ve Su Banyosu Kullanarak Hibridizasyon Yoéntemi

Notlar:

« Karistirma igin MST Vortexer 2 ydntemi ve hibridizasyon igin su banyosu yéntemi kullanarak
STM icinde digene HC2 DNA Collection Device ile toplanmis numunelerin islenmesi
dogrulanmamistir. digene HC2 DNA Collection Device ile STM iginde toplanan ve MST
Vortexer 2 yontemi ile islenen numuneler sadece Microplate Heater | ydntemi kullanilarak
hibridize edilebilir.

»  Denatiire numune -20°C'de saklandiysa numunenin 20-25°C'ye ¢6ziinmesini bekleyin ve
hibridizasyonla devam etmeden énce numuneyi iyice vorteksleyin.

Gereken miktarda temiz hibridizasyon mikrotlpinu etiketleyip mikrotiip askisina yerlestirin.

Kalibratorler, Kalite Kontroller ve numuneleri inklibasyondan sonra su banyosundan ¢ikarin. Her
tUpU boéluntlleri cilkarmadan hemen dnce en az 5 saniye ayri olarak vorteksleyin.

Her Kalibrator, Kalite Kontrol veya numuneden 75 pl'yi bos bir hibridizasyon mikrotipunin
Kurulum icinde olusturulan plaka dizenini izleyerek pipetleyin. Mikrotlplerin yanlarina
dokunmaktan kacinin ve hava kabarciklari olusmasini sinirlayin. Kalibratérler, Kalite Kontroller
veya numunelerin ¢apraz kontaminasyonundan kaginmak igin her transfer igin temiz bir Ekstra
Uzun Pipet Ucu kullanin. Numune toplama cihazini numune nakil tipiinden ¢gikarmak gerekmez.
Denatire numuneler Numune Toplama Tupu Vidah Kapaklariyla kapatilabilir ve tiplerde kalan
numune toplama cihazlariyla saklanabilir.

Not: Numune bélintileri dogru sekilde aktarilmazsa yalanci pozitif sonuglar olusabilir. Numune
aktarilmasi sirasinda 75 pul bollntlyl ¢ikarirken pipet ucunu tipln igine dokundurmayin.

Son numuneyi aktardiktan sonra hibridizasyon mikrotiiplerini 20-25°C'de 10 dakika inkiibe
edin.

Hazirlanmis ve iyice vortekslenmis Prob Karigimini Tek Kullanimlik Reaktif Rezervuarina
bélintileyin. Prob Karisimindan 25 pl'yi Kalibratérler, Kalite Kontroller ve numuneleri iceren her
mikrotlpe 8 kanall bir pipetdr ve her sira icin yeni uglar kullanarak dikkatle pipetleyin. Prob
hacmini her hibridizasyon mikrotiipiine geriye sigramadan kaginarak verin. Tuplerin kenarlarina
dokunmaktan kaginin. Askiyi tim tuplerin uygun miktarda Prob Karigimi aldigindan emin olmak
icin alttan inceleyin.

Mikrotupleri bir plaka mahdrleyici ile 6rtin. Aski kapagini askinin Gstine yerlestirin. Mikrotlip
askisini 1100 £ 100 devir/dk olarak ayarlanmis bir Rotary Shaker | cihazinda 3 + 2 dakika
sallayin. Kalibratérler, Kalite Kontroller ve numuneler sallandiktan sonra sari renge dénmelidir.
Mor kalan tupler uygun miktarda Prob Karisimi almamis olabilir. Mor kalan numunelere ek 25 pl
Prob Karisimi koyun ve tekrar sallayin. Tupler bu islemden sonra mor kalirsa numuneler tekrar
test edimelidir.

Not: Salladiktan sonra PreservCyt Solisyonu numuneleri sari yerine pembeye donmelidir.

Bir 65 + 2°C su banyosunda 60 + 5 dakika inkiibe edin. Su banyosundaki su seviyesinin tim
hibridizasyon karisimi hacmini drtmeye yeterli oldugundan emin olun. Mikrotlp askisi su
banyosunda yuzer.

Not: Eger daha dnce yapllmadiysa digene test analizi yazilimini kullanarak bir plaka diizeni dosyasi
olusturun.
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HIBRID YAKALAMA

Plaka gergevesinden gereken sayida Yakalama Mikroplakasi kuyusu diginda timunu gikarin.
Kullaniimamis mikroplaka kuyularini orijinal torbaya koyup tekrar mihurleyin. Bir gazl kalemle
her situnu 1, 2, 3 olarak isaretleyin. . . . Mikroplakayi uygun bir tanimlayici ile etiketleyin.
Numuneler kuyulara Kurulum altinda hazirlanmig 6rnek diizene goére eklenir.

Kalibratdrler, Kontroller ve numuneleri iceren Hibridizasyon Mikroplakasini Microplate Heater |
icinden dikkatle ¢ikarin. Plaka kapagdini hemen ¢ikarin ve temiz bir ylizeye koyun. Alternatif olarak
mikrotip askisini su banyosundan ¢ikarin. Aski kapagini hemen ¢ikarin ve plaka muhurleyiciyi
yavascga askida yukari ve aski Uzerinden gekin.

Kalibratorler, Kalite Kontroller ve numunelerin tim icerigini (yaklasik 100 pl) Hibridizasyon
Mikroplakasi kuyulari veya Mikrotuplerinden karsilik gelen Yakalama Mikroplakasinin alt kismina
8 kanalli bir pipetor kullanarak aktarin. Aktariimis her situn icin 8 kanalli pipetdr Uzerinde yeni
pipet uclari kullanin ve tam numune aktarimini saglamak Utzere her pipet ucunun iyice akarak
bosalmasina izin verin. isterseniz pipetor pipet uglarinin ortasi yakalama mikroplakasi
kuyularinin Ust kenari lizerine dayanarak sabitlenebilir (bakiniz Sema 7).

SEMA 1: DOGRU PIPETLEME

G

DOGRU Dikey pipetleme Ucun kuyunun

yapmayin. kenarina
Geriye dokunmasina izin

sigramadan vermeyin.
kaginin.

Yakalama mikroplakasini plaka kapagi veya plaka mihdarleyici ile 6rtiin ve Rotary Shaker |
Uzerinde 1100 £ 100 devir/dk hizinda 20-25°C'de 60 * 5 dakika sallayin.

Bu inklibasyon sirasinda Yikama Tamponunu hazirlayin ve Automated Plate Washer Durulama
ve Atik rezervuarlarini kontrol edin. Bakiniz Reaktif Hazirlama ve Saklama kismi.

Yakalama adimi tamamlandiginda Yakalama Mikroplakasini Rotary Shaker | Gizerinden ¢ikarin ve
plaka kapagi veya plaka muhtrleyiciyi dikkatle ¢ikarin. Kuyulardan siviyi bir lavaboya ddkerek
giderin; plakayi lavabo Uzerinde tamamen ters ¢evirin ve lavabonun alt kismina fazla yakin
dekantasyonla geri sigramaya neden olmamaya dikkat ederek asagi dogru hareketle sikica
sallayin. Plakayi ters gevirmeyin; temiz Kimtowels Wipers veya esdegeri tiftiksiz kagit havlular
Uzerine 2-3 kez sikica vurarak emdirin. Kuyulardan tim sivilarin giderildiginden ve plakanin
Ustlintn kuru oldugundan emin olun.

HIBRID SAPTAMA

Notlar:

8 kanalli bir pipetor kullanarak plakada soldan saga yone eklemeler yapin.

Reaktif iletiminin tutarhihdini arttirmak Gzere ters pipetleme tekniginin kullaniimasi énerilir. Bu
teknikte pipet uclari baslangicta pipetériin aspirat/verme kontroll (piston) kullanilarak ikinci
durdurucu kullanimiyla fazla doldurulur. Asagidaki isleme bakiniz. Uglari plakaya iletim
oncesinde fazla reaktifi gidermek Uzere tek kullanimlik reaktif rezervuarina silin.

isterseniz pipetor pipet uglarinin ortasi mikroplaka kuyularinin tist kenari tizerine dayanarak
sabitlenebilir. Numunelerin ¢apraz kontaminasyonu olusabileceginden mikroplaka kuyularinin
kenarlarina dokunmamaya dikkat edin. Daha énce gosterilen Sema 1'e bakiniz.
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Uygun Saptama Reaktifi 1 hacmini tek kullanimlik bir reaktif rezervuarina bélintileyin (talimat igin
Reaktif Hazirlama ve Saklama Kismina bakiniz). Yakalama Mikroplakasinin her kuyusuna 8
kanalli bir pipetor ve ters pipetleme teknigini kullanarak dikkatle 75 yl Saptama Reaktifi 1'i
pipetleyin.

Ters Pipetleme islemi:
a) 8 kanalli pipetore uglar takin; tim uclarin sikica oturdugundan emin olun.

b) Pipetorin pistonunu ilk durdurucudan 6teye ikinci durdurucuya itin.

c) Ugclarn Saptama Reaktifi 1 soliisyonuna batirin.

d) Pistonu yavascga birakin ve sollisyonun uglara dolmasina izin verin.

e) Sollsyonu (75 pl) pistonu ilk durdurucuya kadar basarak mikroplaka kuyularina verin. Pistonu
pipet uclari Saptama Reaktifi 1 sollisyonuna tekrar batincaya kadar serbest birakmayin.

f)  TUm kuyular doluncaya kadar uglari tekrar doldurup tekrarlayin. Mikroplaka kuyularini soldan

saga doldurun. Pembe renk siddetini gdzleyerek tim kuyularin doldugunu dogrulayin. Tim
kuyulardaki siddet benzer olmalidir.

. Plakalar plaka kapagi veya temiz Parafilm (veya esdegeri) ile kaplayin ve 20-25°C'de 30-45

dakika inklibe edin.

YIKAMA

Yakalama plakasini asagidaki iki ydntemden birini kullanarak yikayin.

Automated Plate Washer Yontemi

Not: Automated Plate Washer'i daima ACIK tutun. Durulama Rezervuarinin dolu ve Atik Rezervuarinin

bos oldugundan emin olun. Automated Plate Washer sistemi temizlemek igin rutin olarak durular.
Gerektigi sekilde daha ileri talimat igcin Otomatik Plaka Yikayici Kullanici El Kitabina bakiniz.

HER KULLANIMDAN ONCE:

Yikama Rezervuarinin Yikama Tampon Sollisyonuyla en azindan 1 L isaretine kadar doldugundan
emin olun. Degilse Yikama Tamponu solisyonu hazirlayin. Bakiniz Reaktif Hazirlama ve Saklama
kismi.

Durulama Rezervuarinin deiyonize veya distile suyla doldurulmus oldugundan emin olun.

Atik Rezervuarinin bos ve kapagin sikica takilmis oldugundan emin olun.

Automated Plate Washer her yilkamadan 6nce kendi kendine otomatik olarak sivi doldurur ve her
yikamadan sonra durulama yapar.

Plaka kapagini ¢ikarin ve plakayl Automated Plate Washer platformuna yerlestirin.

Gucun agik oldugunu ve ekranda “Digene Wash Ready” (Digene Yikama Hazir) veya “P1”
yazdigindan emin olun.

Not: Sadece kismi bir yakalama kuyusu stripi kullaniliyorsa, yikama dncesinde situnu
tamamlamak igin bos mikroplaka kuyularinin yakalama plakasina yerlestiriimesi gerekecektir.

Yikanacak strip sayisini “Rows” (Siralar) tusuna basip sonra ayarlamak igin “+” veya “-” kismina
basarak secin. “Digene Wash Ready” (Digene Yikama Hazir) ve “P1” kismini dénmek igin “Rows”
(Siralar) tusuna basin.

Baslamak icin “Start/Stop” (Baslat/Durdur) kismina basin.

Yikayici yaklasik 10 dakika surecek sekilde alti doldurma ve aspirasyon donglist yapacaktir.
Program sirasinda kisa bir duraklama olacaktir yani plakayi vaktinden dnce ¢ikarmayin.
Automated Plate Washer yikamasi bittiginde “Digene Wash Ready” veya “P1” gdsterecektir.

Program bittiginde mikroplakay! yikayicindan gikarin. Plakalar beyaz gérinmeli ve mikroplaka
kuyularinda kalan pembe sivi bulunmamalidir.

25



Manuel

4.

Yikama Yontemi

Saptama Reaktifi 1'i kuyulardan plaka Ustiine temiz Kimtowels Wipers veya esdeger tiftiksiz kagit
havlular koyup dikkatle ters gevirerek giderin. Ters ¢cevirmeden dnce kagidin plakanin tim
yuzeyiyle temas halinde oldugundan emin olun. Plakanin 1-2 dakika sivilarini bosaltmasini
bekleyin. Kimtowels Wipers veya esdeger tiftiksiz kagit havlular izerine iyice dokunarak kurutun.
Kullaniimis kagit havlulari daha sonraki adimlarda alkalen fosfataz kontaminasyonundan
kagcinmak igin dikkatle atin.

Yikama Aygitini kullanarak plakay! elle 6 kez yikayin. Her kuyu, kuyu Ustlerinden Saptama
Reaktifi 1 gidermek Uzere tasincaya kadar yikanir. Yikama A1 kuyusunda baglar ve yilan hareketi
gibi saga ve asagiya dogru devam eder. Tum kuyular doldurulduktan sonra siviy lavaboya giglu
bir asagi dogru hareketle dekantasyon yapin ikinci yikama kuyu H12'de baslayip yilan gibi sola
ve yukari devam eder. Bu 2 yikama dizisi kuyu basina toplam 6 yikama olacak sekilde 2 kez
daha tekrarlanir.

Yikamadan sonra plakayi temiz Kimtowels Wipers veya esdeder tiftiksiz kagit havlular tGzerine
ters gevirip 3-4 kez sikica vurarak kurutun. Kagit havlulari degistirip tekrar siviyi giderin. Plakayi
ters tutun ve 5 dakika sularini akitmasini bekleyin. Plakay bir kez daha bu sekilde kurutun.

Plakalar beyaz gorinmeli ve mikroplaka kuyularinda kalan pembe sivi bulunmamalidir.

SINYAL AMPLIFIKASYONU

NOT

LAR:
Saptama Reaktifi 2 kullanmak igin yeni bir eldiven c¢ifti kullanin.
Saptama Reaktifi 2 kontaminasyonundan kaginmak igin tek kullanimlik reaktif rezervuarina
sadece analizi yapmak igin gerekli reaktif miktarini bélintileyin. Bakiniz Reaktif Hazirlama
Kismi. Saptama Reaktifi 2'yi orijinal sisesine geri koymayin.Kullanim sonrasinda
kullaniimamis materyali atin.
Saptama Reaktifi 2 eklenmesi kesintisiz olarak yapilmalidir. Tim kuyularin inkiibasyon siiresi
muUmkin oldugunca yakin olmalidir.
Numunelerin gapraz kontaminasyonu olusabileceginden mikroplaka kuyularinin yanlarina
dokunmamaya veya pipet uglarina reaktif sicratmamaya dikkat edin (Bakiniz Sema 7).

Yakalama Mikroplakasinin her kuyusuna 75 pl Saptama Reaktifi 2'yi 8 kanalli bir pipetor
kullanarak daha 6nce tanimlandidi sekilde dikkatle pipetleyin. Tim mikroplaka kuyulari sari renk
almalidir. Renk siddetini gozleyerek tim kuyularin doldugunu dogrulayin. Tum kuyulardaki siddet
benzer olmalidir.

Mikroplakalari bir plaka kapagi ve temiz Parafilm (veya esdegeri) ile kaplayin ve 20-25°C'de 15
dakika inkibe edin. Dogrudan gunes i1s1dindan kaginin.

DML aletindeki mikroplakayi 15 dakika inklibasyondan sonra (ve en ge¢ 30 dakika
inkibasyondan sonra) okuyun.

Analize spesifik yazilim protokoli ilgili test bilgisinin dogrudan yazilima girilmesini mimkdin kilar.

Tam bir mikroplaka kullaniimiyorsa kullaniimis mikroplaka kuyularini mikroplaka tutucudan
cikarin, tutucuyu distile veya deiyonize suyla iyice durulayin, ve kurutup sonraki analiz igin ayirin.
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ANALIZ KALIBRASYONU DOGRULAMA KRITERLERI

Test Kalibrasyonu Dogrulama reaktifler ve saglanan Kalibratér ve Kalite Kontrol materyallerinin dogru
calistigindan ve analiz kesme noktasi degerinin dogru sekilde saptanmasini mimkun kildigindan emin
olmak igin yapilr. digene HC2 HPV DNA Testi her analiz igin kalibrasyon gerektirir ve bu nedenle her
analizi asagidaki kriterleri kullanarak dogrulamak gereklidir. Bu dogrulama isleminin dahili kalite kontrol
testinin yerini almasi amaglanmamistir. digene tahlil analiz yazilimi analiz protokolleri otomatik olarak
asagidaki kriterleri dogrular.

1 Negatif Kalibrator
Negatif Kalibrator her test analizi ile Gglu olarak test edilmelidir. Negatif Kalibratér ortalamasi
devam etmek igin = 10 ve < 250 RLU olmalidir. Negatif Kalibratér sonuglari < %25 varyasyon
katsayisi (%CV) gostermelidir. %CV >25 ise, ortalamadan en uzak RLU degerini bir disarida kalan
olarak kaldirin ve ortalama degeri kalan iki degeri kullanarak tekrar hesaplayin. Ortalama ile iki
degerin her biri arasindaki fark < %25 ise adim 2 ile devam edin. Aksi halde, analiz kalibrasyonu
dogrulama gecgersizdir ve analiz tim hasta numuneleri igin tekrarlanmalidir. Bunun sonucunda
hasta numune sonuglari bildiriimemelidir.

2 Kalibratorler
Kalibratdr(ler) her analiz ile Uglu olarak test edilmelidir. CPC icin her iki kalibratér Gglu olarak test
edilmelidir. Kalibrator sonuglari < %15 varyasyon katsayisi (%CV) gostermelidir. CPC igin, LRC,
HRC ve kombine LRC-HRC i¢in %CV, <%15 degerinde bir %CV gostermelidir. %CV >15 ise,
ortalamadan en uzak RLU degerini bir digarida kalan olarak kaldirin ve ortalama kalibratdr degerini
kalan kalibrator degeri kullanarak tekrar hesaplayin. Sadece 1 LRC ve 1 HRC replikati silinebilir.
Kalibratorlerin %CV degeri < %15 ise adim 3 ile devam edin. Aksi halde, analiz kalibrasyonu
dogrulama gegersizdir ve analiz tim hasta numuneleri igin tekrarlanmalidir. Bunun sonucunda
hasta numune sonuglari bildiriimemelidir.

Kalibratérler icin yukarida tanimlanan analiz kalibrasyonu dogrulama digene tahlil analizi yazilimi
tarafindan otomatik olarak yapilir ve veri analizi raporuna yazdirilir. HPV igin digene tahlil analiz
protokolleri Dusiik Risk ve Yiiksek Risk HPV Kalibratorleri i¢cin %CV degerinin < %15
oldugunu otomatik olarak dogrular. Ancak digene tahlil analiz yazilimi v1.0.2 ve v1.0.3,
kalibratorler icin %CV >%25 olmadikga testi gecersiz duruma getirmez. Bu nedenle kullanici
digene tahlil analiz yazilimi tarafindan hesaplanan %CV degerinin <%15 oldugunu manuel olarak
dogrulamali ve asagidaki tabloda Durum 1 igin belirtildigi sekilde ilerlemelidir. Kalibratdr replikatlari
icin %CV degeri 15 ile 25 arasindaysa asagidaki tabloda Durum 2 veya 3 igin talimata basvurun ve
belirtilen “Kullanici Eylemi” ile ilerleyin.

LRC ve/veya HRC digene tahlil analiz
Durum Replikatlar igin yaziliminin Kullanici Eylemi
Rapor %CV gerceklestirdigi eylem
1 <%15 Analiz *Valid (Gegerli) Sonuglar bildirilebilir; bagka eylem gerekmez.

olarak bildirilir

Ortalamadan en uzaktaki Kalibratér RLU degerini
kaldirin. ki kalan degerle Kalibratér %CV degerini
hesaplayin. Kalan RLU degerleri icin %CV > %15
Disarida kalan gikarilmaz | ise analiz gegersizdir. Sonuclar bildiriimemelidir.
2 %15 ile %25 arasinda | ve analiz “Valid (Gegerli)” | Kalan RLU degerleri igin %CV < %15 ise analiz
olarak bildirilir kesme noktasini tekrar hesaplayin ve sonra bu
kesme noktasini kullanarak her numune igin
RLU/kesme noktasi oranini tekrar hesaplayin. Bu
tekrar hesaplanan degerler bildirilebilir.

Kalibrator basina bir
disarida kalan ¢ikarilir ve | Analiz gegersizdir. Sonuglar bildiriimemelidir. Analiz
analiz “Valid (Gegerli)” tekrarlanmalidir.

olarak bildirilir

3 %15 ile %25 arasinda

Bir digarida kalan ¢ikarilir
4 > %25 ve analiz “Invalid
(Gegersiz)” olarak bildirilir

Analiz gegersizdir. Sonuglar bildiriimemelidir. Analiz
tekrarlanmalidir.
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Yukarida Durum 2 iginde belirtildigi sekilde %CV degerini manuel olarak hesaplamak igin kullanici
kalan replikat RLU degerlerinin standart sapmasini (STDEV) (n-1) kalan replikat RLU degerlerinin
ortalamasina (LRC veya HRC veya her ikisi) bélmeli ve sonucu 100 ile garpmalidir.

%CV degerini Microsoft” Excel” (digene tahlil analiz yaziliminin énceki versiyonuyla saglanmistir)
kullanarak hesaplamak i¢in kullanici Kalibratér replikatlarinin standart sapmasini STDEV
formalind kullanarak hesaplayabilir ve Kalibratoriin ortalama RLU degerini AVERAGE formulini
kullanarak belirleyebilir. Bu iki deger elde edildikten sonra STDEV degerini AVERAGE degerine
bdlin ve %CV elde etmek i¢in sonucu 100 ile ¢arpin.

(STDEV/AVERAGE) * 100 = %CV

%CV hesaplama, analiz kesme noktasini tekrar hesaplama veya numuneler i¢in RLU/kesme
noktasini tekrar hesaplama hakkinda sorular varsa litfen yerel QIAGEN Temsilcinizi arayin.

Kalibrator tekrar Uretilebilirligini belirlemek ve manuel tekrar hesaplamalarin gerekli olabilecegi
sikh@r tahmin etmek Gzere digene HC2 HPV DNA Testi ile yapilan 152 analiz galismasinin yer
aldigi Gg klinik degerlendirmenin sonuglari birlestiriimistir. Sonuglar bu 152 ¢alisma igin ortalama
%CV degerinin 8.1 oldugunu gdstermistir. Test calismasi basina kalibratorin Ug¢ replikatinin hepsi
dikkate alindiginda >%15 CV kalibrator tekrar Uretilebilirligi152 ¢calismanin sadece 17'sinde
gorilmuis (%11,2) ve bu 17 test calismasinin 10'u 15-25 arasinda %CV vermistir (Durum 2). %CV
>15 veren 17 test galismasi igin tek bir disarida kalan kaldiriimis ve %CV tekrar hesaplanmistir.
Durum 2 i¢in Kullanici Eylemi sonrasinda test ¢calismalarinin sadece birinde %CV >15 kalip test
sonucunu gegersiz hale getirmistir. Kalan 151 test calismasinin %CV degerleri 6,0 ortalama %CV
verecek sekilde hesaplanmistir.

Kalibrator ortalamasi (LRC veya HRC) ve Negatif Kalibrator ortalamasi (NC) sonuglari her prob igin
LRC/NC veya HRC/NC oranini hesaplamak i¢in kullanilir. digene tahlil analiz yaziliminin
protokollerinin dnceki versiyonlari (V1.0.2 ve V1.0.3) kabul edilebilir araliklari dogru olarak
hesaplamaz. Bu oranlar, numune sonuglarinin yorumlanabilmesinden énce analiz kalibrasyonunu
dogrulamak Uzere su kriterleri karsilamalidir.

CPC YONTEMI iKiLI PROB YONTEMI
Analiz Kalibrasyonu Dogrulama Analiz Kalibrasyonu Dogrulama
Kabul Edilebilir Araliklar Kabul Edilebilir Araliklar
20<LRCX/NCX<15 2,0 < LRCX/NCLRX < 15 (LR tarafi)
2,0 <HRCX/NCX <15 2,0 < HRCX / NCHRX < 15 (HR tarafi)
2,0<(LRCve HRC) X/ NCX <15

Prob setlerinin her biri igin uygun LRCX/NCX veya HRCX/NCY oranlarini hesaplayin. Oranlar >2,0
ve < 15 ise, sonraki adima ilerleyin. Oranlarin herhangi biri <2,0 veya >15 ise analiz o spesifik
prob icin gegersizdir ve tekrarlanmalidir. Calisma igindeki tim hasta numunelerini tekrarlayin.

Not: Negatif Kalibrator ve Pozitif Kalibratorler igin kabul edilebilir araliklar sadece bir DML aleti igin
belirlenmistir.
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KESME NOKTASI HESAPLAMA

Yukarida belirtilen kriterlere gére bir analiz dogrulandiktan sonra pozitif numuneleri belirlemek igin Kesme
Noktasi Degerleri su sekildedir:

1) Kombine Prob Kokteyli Yéntemi: (LRC replikatlari + HRC replikatlari)
Replikat sayisi
2) ikili Prob Yéntemi: Dislk Risk HPV Probu Kesme Noktasi = LRCX
Yiiksek Risk HPV Probu Kesme Noktasi = HRCX
Ornek Kesme Noktasi Hesaplamalari
sunlar igin: Dusuk Risk Dusuk Risk Yuksek Risk Kombine HPV
veya Yiksek | HPV Probu HPV Probu Probu
Risk HPV CPC Yontemi | CPC Yontemi | CPC Yontemi
Probu
ikili Prob
Yoéntemi
NC RLU LRC veya LRC RLU HRC RLU LRC ve HRC
Degerleri HRC RLU Degerleri Degerleri RLU Degerleri
Degerleri
97 312 330 235" 330
101 335 305 295 305
91 307 385 279 385
295
235"
279
Ortalama RLU 96 318 340 287* 318,8*
Degeri
%CV 4,9 4,7 12,0 3,9* 13,0
LRCX/NCX - 3,31 3,54 3,00 3,32

Pozitif Kalibratdr i¢in ortalama RLU deg@eri analiz kesme noktasi degerini belirler. Bu nedenle, Pozitif
Kesme Noktasi degeri (LRCX) = 318 seklindedir.

* 6 replikatin hepsi i¢in ortalama %CV 16,8'dir. Degeri 235 tzerinde olan replikat bir disarida kalan olarak
silinmistir. Kalan replikatlar i¢in %CV 318,8 ortalama ile 13,0'dir. HRC i¢in baslangi¢ %CV 11,5'ir.

Uygun Kesme Noktasi Degeri igin tim RLU degerleri bir orana déniistiriimelidir. Ornegin Disiik Risk
HPV Probu ile test edilen tim analizler Numune RLU/Dustik Risk Kesme Noktasi Degeri olarak ifade
edilmelidir. Ayni islem Yiksek Risk HPV Probu veya CPC Probu ile test edilen numuneler icin
yapiimahdir.

Notlar: Tuim numuneler icin RLU/CO degerleri ve pozitif/negatif sonuglar DML aleti Veri Analizi Raporu
icinde bildirilmistir.

Rapid Capture System alet uygulamasi icin RCS HPV yazilim protokoll gegerli Pozitif Kalibrator
replikatlarinin RLU degeri ortalamasina 0,8 seklinde bir Calibration Adjustment Factor
(Kalibrasyon Ayarlama Faktorii) (CAF) uygulayacak sekilde programlanmistir. Bu CAF testin
performans 6zelliklerinin manuel analiz islemine esdegder kalmasi icin gereklidir. Bu degisiklik
sadece Rapid Capture System aleti uygulamasi kullanilarak yapilan analizler igin gecerlidir. Bu
nedenle, dogru test sonuglari olusturmak (izere her spesifik test yontemi i¢in kullanilacak dogru
yazilim protokoliini segmek ¢ok dnemlidir. Uygun Kesme Noktasi Degeri i¢in tim RLU degerleri
bir orana dénustiriimelidir. Ornegin tim analizler bir Numune RLU/CO degeri olarak ifade
edilmelidir.
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KALITE KONTROL

digene HC2 HPV DNA Testiyle kalite kontrol drnekleri saglanmistir. Kalite kontrollerin Lot Numaralari ve
Son Kullanma Tarihlerini nasil bileceginiz konusunda talimat i¢in uygun kullanici el kitabina bagvurun. Bu
kalite kontroller her test calismasina dahil edilmelidir ve her kalite kontroliin RLU/CO degeri ¢galismanin
gecerli sayilabilmesi igin asagidaki kabul edilebilir araliklar dahilinde olmalidir. Kalite kontroller bu
araliklar dahilinde degilse, analiz gegersizdir ve tekrarlanmalidir.Bunun sonucunda herhangi bir
gegersiz ¢galisma icin herhangi bir hasta ¢alismasi bildiriimemelidir.

Beklenen Sonug
Kalite (RLU/Kesme Noktasi Degeri)
Kontrol HPV Tipi Disik Risk HPV Probu
Minimum | Maksimum | Ortalama %CV
QC1-LR | Dusuk Risk (HPV 6) 2 8 5,0 25
QC2-HR | Yiksek Risk (HPV 0,001 0,999 0,5 25
16)
Beklenen Sonug
Kalite (RLU/Kesme Noktasi Degeri)
Kontrol HPV Tipi Yiksek Risk HPV Probu
Minimum | Maksimum | Ortalama %CV
QC1-LR | Dustk Risk (HPV 6) 0,001 0,999 0,5 25
QC2-HR | Yuksek Risk (HPV 2 8 5,0 25
16)
Beklenen Sonug
Kalite (RLU/Kesme Noktasi Degeri)
Kontrol HPV Tipi CPC HPV Probu
Minimum | Maksimum | Ortalama %CV
QC1-LR | Dusuk Risk (HPV 6) 2 8 5,0 25
QC2-HR | Yuksek Risk (HPV 2 8 5,0 25
16)

1. Kitte saglanan Kalite Kontrol materyalleri klonlanmig HPV DNA hedefleridir ve vahsi tip HPV'den
tretiimemistir. Bu, digene HC2 HPV DNA Testi ile sadlanan kalibratorler i¢in kullanilan materyal
tipiyle aynidir.

2. Bu kalite kontrol materyali PreservCyt Solusyonu veya SurePath Koruyucu Sivisinin igslenmesi
icin uygun kontrol gbrevi yapmaz.

3. Bu test kitiyle saglanan Kalite Kontroller dahili kalite kontrol i¢in kullaniimalidir. Yerel ve/veya lilke
duzenlemeleri veya akreditasyon organizasyonlarinin kilavuz ilkeleri veya gerekliliklerine ek kalite
kontroller test edilebilir.
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NUMUNE SONUCLARININ YORUMLANMASI

Not: digene HC2 HPV DNA Testi kesme noktasi olan 1 pg/ml, analiz basina 5.000 HPV kopyasi veya
100.000 HPV kopya/ml degerlerine esdegerdir.

1. Sadece Disiik Risk HPV Probu ile RLU/Kesme Noktasi Degeri oranlari = 1,0 olan STM
Numuneleri HPV tip 6, 11, 42, 43 veya 44'Un 1 veya birkagi i¢in "Pozitif" kabul edilir.

2. Sadece Yiiksek Risk HPV Probu ile RLU/Kesme Noktasi Degeri oranlari = 1,0 olan STM
Numuneleri HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68'in 1 veya birkagl igin
"Pozitif" kabul edilir.

3. PreservCyt numuneleri test edilirken bir numunenin RLU/CO orani 21,0 ve <2,5 ise QIAGEN
numunelerin tekrar test edilmesini 6nerir. Baslangig tekrar test sonucu pozitif ise (=1,0 RLU/CO)
numune pozitif olarak bildirilebilir ve baska tekrar test yapilmasi gerekmez. Ancak, ilk tekrar test
sonucu negatifse (<1,0), son bir sonug olusturmak Uzere ikinci bir tekrar testin (l¢lincl sonug)
tamamlanmasi gerekir. ikinci tekrar testin sonucu son sonug kabul edilir ve bildirilecektir.

4. Bir numunenin RLU/Kesme Noktasi orani 1,0'a yakin ama daha duislikse ve ylksek risk HPV
enfeksiyonundan slpheleniliyorsa alternatif test yontemleri ve/veya tekrarlanan bir numune
kullanmayi disindn.

5. Hem Dusuk Risk HPV Probu hem Yiksek Risk HPV Probu i¢cin RLU/Kesme Noktasi Degeri
oranlari 2 1,0 olan STM Numuneleri her prob grubundan HPV tiplerinin 1'i veya birkag! igin
"Pozitif" kabul edilir.

6. Sadece Kombine Prob Kokteyli ile RLU/Kesme Noktasi Degeri oranlari = 1,0 olan STM
Numuneleri HPV tip 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68'in 1
veya birkag! igin pozitif kabul edilir.

7. Hem Kombine Prob Kokteyli hem Duslk Risk HPV Probu ve Yiksek Risk HPV Probu igin
RLU/Kesme Noktasi Degeri oranlari <1,0 olan test edilen 18 HPV tipi icin "Negatif" veya "HPV
DNA saptanmadi" kabul edilir. HPV DNA sekanslari yoktur veya HPV DNA dizeyleri analiz
saptama sinirinin altindadir.
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PERFORMANS OZELLIKLERI

DUSUK RiSK VE YUKSEK RiSK HPV ENDIKASYONUNU DESTEKLEYEN VERILER

Kolposkopiye Sevk Gereksinimini Belirlemek icin ASC-US Pap Smear Sonuglariyla Hastalari Klinik
Olarak Tarama

A.B.D.'de 1996 yilinda Kaiser Vakfi Arastirma Enstitlisii ve Kaiser Permanente Medical Group
yonlendirmesi altinda “Sinirda Pap Smearli Kadinlarda Triaj icin HPV DNA Testi Kullaniimasi” adli bir
calisma yapilmistir. Rutin Pap smearlar ve digene HC2 HPV DNA Testi icin servikal numuneler birkag
Kaiser klinik tesisine giden kadinlardan elde edilmistir. Baslangi¢ Pap smearlar ve Bethesda
Siniflandirmasina gére degerlendirilmistir. Avrupa Toplulugunda servikal kanser tarama esdeger
terminolojisi icin European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer belgesine basvurun.*.
Pap smear sonuglari ASC-US (6nemi belirlenmemis atipik hiicreler) olan kadinlar (15 yas ve Ustl)
kolposkopi ve biyopsi icin geri gelmiglerdir. Kolposkopiyle yonlendirilmis histolojik numuneler patologlar
tarafindan incelenmis ve bir baglangi¢ tanisi konmustur. Her histolojik numune ayrica bagimsiz bir
patolog tarafindan gézden gegcirilmis ve baslangi¢ gdzden gecirme ile bagimsiz gdézden gegirme
arasindaki farkliliklar durumunda tglncU bir patolog hakemlik yapmistir.

HPV DNA baslangi¢c numunesinde yapilmis ve sadece Yiuksek Risk HPV Probu kullaniimistir. HPV DNA
testi Yiksek Risk HPV Probu icinde bulunan 13 HPV tipinin 11'ine karsi problar iceren ama HPV tip 59 ve
68'e karsi problar icermeyen bir digene HC2 HPV DNA Testi prototipi ile yapilmistir. Bu farkhhgin iki
analiz igin dlgtide farkli performans profilleriyle sonuglanmasi beklenmez.

HPV testi sonuglari ve histolojik tanilar ASC-US Pap smear sonucu olan 885 kadindan alinmistir.
Hastalarin gogunda testler hem STM hem PreservCyt Sollisyonunda toplanmis numunelerle yapilimistir.
digene HC2 HPV DNA Testinin STM ve PreservCyt vasati i¢in performans 6zelliklerinin benzerlikleri
nedeniyle analiz performansi sadece PreservCyt Sollisyonu igin sunulmustur.

Tablo 3 ASC-US ile sevk edilen Pap smearla gelenler arasinda digene HC2 HPV DNA Testinin HSIL
veya Ustl hastaligin kolposkopide bulunmasi agisindan negatif prediktif degerinin %99 oldugunu
gOstermektedir.

Tablo 3
digene HC2 HPV DNA Testinin Fikir Birligi Histolojisi ile kargilagtiriimasi
ASC-US Sevk Pap Popiilasyonu
Kaiser Caligsmasi, PreservCyt Soliisyonu Numuneleri

Kolposkopi zamaninda HSIL veya listi
+ - Toplam
N . + 66 317 383
Yiksek Risk HPV - 5 297 502
Toplam 71 814 885

Hassasiyet [TP/(TP+FN)] = %93,0 (66/71)
%95 GA = 84,3 - 97,7
Ozgullik [TN/(TN+FP)] = %61,1 (497/814)
%95 GA = 57,7 -64,4
Hastalik Prevalansi = %8,0 (71/885)
Analiz Pozitif Prediktif Degeri = %17,2 (66/383)
Analiz Negatif Prediktif Degeri = %99,0 (497/502)
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Tablo 4 Yiksek Risk HPV Probu sonuglari temelinde baslangi¢ ASC-US'nin HSIL veya Usti bulunmasi
icin gesitli prevalanslar temelinde teorik pozitif ve negatif prediktif degerleri gdstermektedir.

Tablo 4
Teorik Pozitif ve Negatif Prediktif Deger
High-Risk HPV Probe (Yiiksek Risk HPV Probu)
ASC-US Pap Smear Sonuglari

Teorik HSIL Baslangi¢ ASC-US Pap Smear Sonucu
Prevalansi Analiz Pozitif Prediktif Degeri Analiz Negatif Prediktif Degeri
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

Tablo 5 bu galismada bulunan gesitli yas gruplari arasindaki degisiklikleri gdstermektedir:

Tablo 5
Kaiser Caligma Verileri
digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testi Performansi ile Fikir Birligi Histolojisinin Karsilagtiriimasi
Sonuglar (HSIL)
Yasa Spesifik Ozellikler

Yas <30 Yas 30-39 Yas >39
n 287 233 365
Hastalik Prevalansi (%) 12,2 11,2 2,7
Hassasiyet (%) 100,00 88,46 80,00
(35/35) (23/26) (8/10)
%95 Guven Araligi 90,0-100 69,9-97,6 44,4-97,5
Ozgiilliik (%) 31,4 66,2 79,15
(79/252) (137/207) (281/355)
%95 Guven Araligi 25,7-37,5 59,3-72,6 74,6-83,3
Negatif Prediktif Deger (%) 100 97,86 99,29
(79/79) (137/140) (281/283)
Pozitif Prediktif Deger (%) 16,83 24,73 9,76
(35/208) (23/93) (8/82)

LSIL veya HSIL Pap Smearli Kadinlarda Yiiksek Evre Hastalik Riskinin Belirlenmesi icin Klinik
Hassasiyet ve Ozguilliik

Bati ve Gliney A.B.D.'de birkag blylik, yiksek servikal hastalik ve HPV prevalansi olan hastane ve tibbi
merkez kolposkopi kliniginde (3 ¢alisma yeri) toplanan numunelerde digene HC2 HPV DNA Testi
kullanilarak bir gok merkezli klinik galisma yapilmistir. HPV testi numunelerin toplandigi kolposkopi
klinikleriyle iliskili olmayan Ug¢ arastirma yerinde gergeklestiriimistir. Bu klinik ¢galisma igin populasyon
yakin zamanl bir Pap smear ile LSIL veya HSIL tanisi koyup takip kolposkopi i¢in sevk edilen
kadinlardan olusmustur. Kaydolan 702 hasta icinde 327'sinde Pap smear sonuglari ASC-US lzerinde
olup yeterli bilgi bulunurken bunlarin 96'sinda son hastalik durumu HSIL veya Ustl olmustur. Eksfoliasyon
yapmis servikal hiicre numuneleri digene HC2 DNA Collection Device ile alinip STM igine yerlestirilmis
veya bir slptrge cihazi ile alinip PreservCyt Sollisyonuna konmustur. Numuneler kolposkopi zamaninda
toplanmistir. Numuneler digene HC2 HPV DNA Testi ile test edilmis ve sonuglar her hasta i¢in hastalik
durumuyla karsilastiriimigtir.Hastalik durumu histolojik degerlendirme sonugclarini temel almistir ama
histoloji negatif oldugunda veya bir histoloji sonucu bulunmadiginda hastalik durumu kolposkopik
inceleme sirasinda sitoloji ile belirlenmistir (bakiniz Tablo 6).digene HC2 HPV DNA Testi kolposkopi icin
numuneleri toplayan ¢alisma yerleriyle iligkisi olmayan 3 blyik metropolitan tibbi merkezde
yapilmistir.Sitoloji bir referans patoloji laboratuarinda yapilmis ve histoloji kolposkopiyi yapan kurumlarda
gerceklestiriimistir. Test sonuglari hastalik durumuyla karsilastirilarak yiksek evre servikal neoplazi
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saptamak icin testin hassasiyeti, 6zgulligu ve negatif ve pozitif prediktif degeri degerlendirilmistir.digene
HC2 HPV DNA Testinin STM ve PreservCyt vasati icin performans 6zelliklerinin benzerlikleri nedeniyle
analiz performansi sadece PreservCyt icin sunulmustur.

STM numuneleri ve PreservCyt Solisyonu numuneleri igin Yiksek Risk HPV Probu sonuglari arasinda bir

farklihk gézlenmemistir. Asagidaki tablo bu popilasyonda Yiksek Risk HPV Probu sonuglarini
gOstermektedir:

Tablo 6

Hastanin Hastalik Durumu Algoritmasi

Sitoloji Sonucu Histoloji Sonucu Hastalik Durumu
NEG NEG veya NEG
Yapiimamis*
LSIL NEG LSIL
HSIL NEG HSIL
Kanser NEG HSIL+
NEG LSIL LSIL
LSIL Yapilmamis* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Kanser LSIL LSIL
NEG HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Yapiimamig* HSIL
Kanser HSIL HSIL
NEG Kanser HSIL+
LSIL Kanser HSIL+
HSIL Kanser HSIL+
Kanser Yapiimamig* HSIL+
Kanser Kanser HSIL+

* Biyopsi ve/veya Endoservikal Kuretaj (ECC) yapilmamis ¢lnkU
kolposkopide anormallik gézlenmemis veya histoloji sonucu yok.

Tablo 7 ve 8, 96's1 yliksek evre servikal hastalikla tani konmus kadinlardan olmak lizere 327 PreservCyt
numunesinde belirlenmis digene HC2 HPV DNA Testi performansini géstermektedir. Karsilastirmalar
anormal sevk Pap smear sonuglari olan tim ¢alisma hastalari kullanilarak yapiimistir. Karsilastirmalar
Yiksek Risk HPV Probu ile test edilen PreservCyt numuneleri igin gosterilmistir.

Tablo 7

Yiiksek Risk HPV Probu Sonuglari

Son Hastalik Durumu

Sevk Pap HSIL LSIL Negatif Toplam
Smear
Sonucu
Yiiksek POz NEG POz NEG POz NEG
Risk HPV
Sonuglari
LSIL 44 4 78 33 28 37 224
HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Toplam 89 7 107 47 33 44 327

96 154 77
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Tablo 8 Yuksek Risk HPV Probunu kullanan digene HC2 HPV DNA Testinin bir LSIL, HSIL veya esdegeri
Pap smear tanisi temelinde kolposkopi igin sevk edilen popllasyonda ylksek evre neoplazi bulunan
kadinlari tanimlamak igin yaklasik %93 genel hassasiyet gosterdigini ortaya koymaktadir. Test ayrica bu
populasyonda yaklasik %93 negatif prediktif deger gdstermistir.

Tablo 8
Performans Ozellikleri
Sevk Edilen Hastalar arasinda digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testi
Pap Smear LSIL veya Ustii ve Son Hastalik Durumu HSIL veya Ustii

Sevk Pap LSIL veya HSIL — HSIL Hastalig:
Yiiksek + - Toplam
Risk HPV + 89 140 229
Sonucu - ! o1 98
Toplam 96 231 327

Hassasiyet [TP/(TP+FN)] = %92,7 (89/96)
%95 GA =85,6 - 97,0
Ozglllik [TN/(TN+FP)] = %39,4 (91/231)
%95 GA = 33,1 -46,0
Sevk LSIL'den son HSIL'ye Hastalik Prevalansi = %21,4
Sevk HSIL'den son HSIL'ye Hastalik Prevalansi = %46,6
Genel Pozitif Prediktif Deger = %38,9 (89/229)
Genel Negatif Prediktif Deger = %92,8 (91/98)

digene HC2 HPV DNA Testinin 6zgulligi biraz diisiik goriinse de neoplazi bulunmamasi ve negatif HPV
sonucu arasinda kati bir korelasyon beklenmemektedir. HPV DNA daha yiksek evre hastaliga
ilerlememis kadinlarda bulunabilir. Hatta pozitif HPV sonuglari olan ve karsilik gelen hastalik durumu
disUk evre neoplaziden daha disUk olan numunelerde HPV Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) testi
(sadece arastirma amaglh kullanilan bir analiz) yapildiginda yaklasik %75'i pozitif bulunmustur.

Tablo 9 baslangigta LSIL veya HSIL durumunun kolposkopide HSIL veya daha siddetli hastalik
bulunmasi agisindan teorik Yiuksek Risk HPV Probu pozitif ve negatif prediktif degerlerini géstermektedir.

Tablo 9
Teorik Pozitif ve Negatif Prediktif Deger
High-Risk HPV Probe (Yiiksek Risk HPV Probu)
Baglangig¢ LSIL veya HSIL Pap Smear Sonuglari

Baslangi¢ LSIL veya HSIL Pap Smear Sonucu
Teorik Prevalansi

HSIL igin Analiz Pozitif Analiz Negatif
Prediktif Deger Prediktif Deger

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
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HIGH-RISK HPV PRIMER TARAMA ENDIKASYONUNU DESTEKLEYEN VERILER

Hasta Yonetimi icin Risk Degerlendirmesine Yardimci Olarak Normal Pap Yayma Sonuglari olan
Hastalar Tararken Klinik Performans

Amerika Birlesik Devletleri ve dis Ulkelerde 6nde gelen tibbi, akademik ve resmi kurumlarda yapilan sekiz
bagimsiz klinik galismanin sonuglari asagida tanimlanmistir. Calismalar, calismanin yapildigi tlkelerde
kullanimda olan yerlesmis Pap yontemlerini kullanilmistir. iki vaka diginda, tim vakalarda Pap
sonuclarini yorumlamak igin Bethesda Derecelendirme Sistemi kullanilmistir. Ayrica yiksek dereceli
servikal hastaliga her galisma igin kolposkopinin yénlendirdigi biyopsi kullanimiyla tani konmustur. Bu
calismalar daha yash kadinlarda (genel olarak 30-35 yas Ustl) Pap smear ile karsilastirildiginda digene
HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testinin klinik faydasini degerlendirmistir. Bir calisma disinda hepsi digene
HC2 Yiksek Risk HPV DNA Testi kullanarak prospektif HPV testi de yapmistir.

Calismalar asagida aksi belirtiimedikge digene HC2 Yiksek Risk HPV DNA Testi kullanan ¢apraz kesit
genel popllasyon tarama gcalismalaridir. Belirtildigi gibi 8 tarama ¢alismasinin 2'si Amerika Birlesik
Devletleri; 2'si Avrupa'da, 2'si Latin Amerika'da 1'i Afrika'da ve 1'i Asya'da yapilmistir.

digene HC2 Yiksek Risk HPV DNA Testinin alti gapraz kesit galismasinda goézlenen performansi yasi 30
ve Uzerinde olan ve servikal intraepitelyal neoplazi (CIN 3 veya Ustu olarak tanimlanan) histolojik olarak
dogrulanmis ylksek evre servikal neoplazi tanisi konmus kadinlar igin Tablo 10 ve 11'de 6zetlenmistir.

Tablo 10
digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testi Performans Tahminleri
Hassasiyet ve Ozgiillik

Popiilasyon n Hassasiyet (%) Ozgiilliik (%)
Sadece Sadece HPV + Sadece PAP Sadece HPV HPV + PAP
PAP HPV PAP
51,6 96,3 100 98,5 96,2 95,1
Bati Avrupa 1 7592 (14127) (26127) (27127 (7453/7565) (275/7565) (7193/7565)
%95 32,0-71,3 81,0-99,9 87,2-100 98,2- 98,8 95,7-96,6 94,6-95.6
GA
] ] 584 948 97.4 98,7 93,9 93.4
Latin Amerika 1 6115 (45/77) (73177) (75177) (5962/6038) (5669/6038) (5637/6038)
%95 46,68-69,6 87,2-98,6 90,9-99,7 98,4-99,0 93,3-94,5 92,7-94.0
GA
] o 77,9 89,7 94,1 94,1 94,0 89,9
Latin Amerika 2 6176 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6108) (5742/6108) (5490/6108)
%95 66,2-87,1 79,9-95,8 85,6-98,4 93,4-94,6 93,4-94,6 89,1-90,6
GA
84,1 89,7 92,5 86,4 80,0 76.4
Afrika 2925 (90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818) (2253/2818) (2152/2818)
%95 75,8-90,5 82,4-94,8 85,8-96,7 85,1-87,7 78,4-81,4 74,8-77.9
GA
97,6 100 100 76,3 83,0 68.0
Asya 1936 (41/42) (42/42) 42/42 (1445/1894) (1572/1894) (1287/1894)
%95 87,4-99,9 91,6-100,0 | 91,6-100,0 74,3-78,2 81,2-85,0 65,8-70,1
GA
50,0 100 100 97,6 96,2 95,5
ABD.1 1040 (1/2) (2/2) 2/2 (1013/1038) (999/1038) (991/1038)
%95 1,26-98,7 15,8-100,0 | 15,8-100,0 96,5-98,4 94,9-97,3 94,0-96,7
GA

THC2 verileri mevcut oldugunda kullanilmistir, aksi halde HCS verileri kullaniimistir; veriler kombine edilmistir.
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Tablo 11
digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testi Performans Tahminleri
Pozitif ve Negatif Prediktif Deger

Popiilasyon n Prevalans(%) Pozitif Prediktif Deger (%) Negatif Prediktif Deger (%)
CIN 3 Sadece Sadece HPV + Sadece Sadece HPV + PAP
PAP HPV PAP PAP HPV
0,36 1,1 8,23 6.77 99,83 99,99 100.0
Bati Avrupa 7592 (2717592) (14/126) (26/316) (27/399) | (7453/7466) | (7275/7276) | (7193/7193)
1 %95 0,23-0,52 6,21-17,9 | 545118 | 451-969 | 99,70-99.91 | 99,92-100,0 | 99.95-100.0
GA
_ 1,26 37,2 16,5 15.8 99,47 99,93 99.96
Latin_ 6115 (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) | (5962/5994) | (5669/5673) | (5637/5639)
Amerika 1 %95 0,99-1,57 28,6464 | 132203 | 126194 | 99,25-99.63 | 99,82-99,98 | 99.87-100.0
GA
, 1,10 12,7 14,3 9.4 99,74 99,88 99.93
Latin 6176 (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) | (5745/5760) | (5742/5749) | (5490/5494)
Amerika 2 %95 0,86-1,39 9,69-16,3 | 11,1180 | 7.30-11.8 | 99,57-99,85 | 99,75-99,95 | 99.81-99.98
GA
3,66 19,1 14,5 12.9 99,31 99,51 99.63
Afrika 2925 (107/2925) (90/472) (96/661) (99/765) | (2436/2453) | (2253/2264) | (2152/2160)
%95 3,01-4,40 15,6-22,9 | 11,9-174 | 10.6-155 | 98,89-99,60 | 99,13-99,76 | 99.27-99.84
GA
2,17 8,37 11,5 6.47 99,93 100,0 100,0
Asya 1936 (42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) | (1445/1446) | (1572/1572) | (1287/1287)
%95 1,57-2,92 6,07-11,2 | 844153 | 470865 | 99,62-100,0 | 99,77-100,0 | 99.71-100.0
GA
0,19 3,85 7,88 4.08 99,90 100,0 100.0
ABD. 1 1040 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014) | (999/999) (991/991)
it %95 0,02-0,69 0,10-19,6 | 0,60-165 | 0.50-14.0 | 99,45-100,0 | 99,63-100,0 | 99.63-100.0
GA

THC2 verileri meveut oldugunda kullanilmistir, aksi halde HCS verileri kullanilmistir; veriler kombine edilmistir

Tdm galismalarda tek basina Pap kullaniimasina gére digene HC2 Ylksek Risk HPV DNA Testi ile
hassasiyette siklikla gok anlamli bir artis vardir. Hassasiyet ile oldugu gibi tim vakalarda HPV igin
Negatif Prediktif Deger (NPV) tek basina Pap degerini gegmekte ve %100'e yaklagsmaktadir. Bu NPV,
HPV enfeksiyonu bulunmayan sitolojik olarak normal kadinlarda yiksek evre servikal hastalik veya
kanser bulunmamasi olasiliginin yiksek oldugunu géstermektedir.

digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA Testinin 6zgllligu tek basina Pap'tan diislik olsa da olasilik orani
analizi gézlenen 6zgullik azalmasinin, testi servikal hastalik bulunmasi veya gelistirme agisindan riski
olmayan veya ¢ok distik olan kadinlari tanimlamak igin kullanmanin klinik faydasini etkilemeye yetecek
kadar anlamh olmadigini géstermistir. Yine de doktorun tim klinik ve risk bilgisi ve mevcut hasta
gegmisine gére bir hastayi kolposkopiye sevk etme karari verebilmesi 6nemlidir. Onemli degiskenler
arasinda HPV enfeksiyonu ve/veya anormal Pap smear 6ykisU, ilk cinsel iliski yasi, cinsel partner sayisi

. 2
ve eszamanl cinsel yoldan bulasan hastaliklar vardir.

Yiksek evre hastalik prevalansi performansin belirlendigi calismalar arasinda anlamh élgtide farklilik
gOstermese de bir poplilasyondaki HPV enfeksiyonu prevalansi performansi etkileyebilir ve tipik olarak
hasta popUIaonnuna gore degisir. Ayrica, HPV enfeksiyonu prevalansinin yasla dramatik olarak azaldigi
28, 30-37, 41 e < .. . L e o
Dusuk prevalansin bulundugu popllasyonlar veya enfeksiyon riskinin ¢ok diistk
oldugu bireyler test edilirken pozitif prediktif degerler azalir.

gosterilmigtir.

iki calismanin sonuglari kullanilarak longitudinal analizler yapilmistir; bunlardan biri Amerika Birlesik
Devletleri'nde Oregon'da Portland'da Ulusal Kanser Enstitlisii (National Cancer Institute (NCI)) ve digeri
Fransa'da Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims kurulusunda yapilmistir. Bu longitudinal analizler Pap
negatiffHPV negatif hastalarin HPV durumu bilinmeyen, geleneksel olarak tanimlanmis disuik riskli
kadinlar ve Pap negatif/HPV pozitif hastalara goére servikal hastalik bulunmasi riskinin daha disik
oldugunu gostermek Gzere yapilmistir.
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Bu longitudinal analizlerinin sonuglari asagida Tablo 12 ve 13'te sunulmustur.

. Tablo 12
Sonuglarin Ozeti: NCI ve Fransa Caligsmalari

Yiiksek Evre Hastalik Relatif Riski

Yas Dustlk Risk n CIN 3+ Oran (100 Relatif Risk
Calisma Siniflandirmasi Vakalar Hasta Yili (%95 GA)
Grubu icin)
Pap Normal, HPV 12.054 28 0,043 0,897
- Negatif (0,596, 1,348)
30ve Ustl  hha sonra Normal 9.429 19 0,048 1,000
NCI Pap'lar®
Pap Normal, HPV 17.594 48 0,056 0,678
Hepsi Negatif (0,514, 0,894)
Daha sonra Normal 13.392 44 0,082 1,000
Pap'lar*
Pap Normal, HPV 1.690 3 0,084 0,849
30 ve iistii Negatif (0,307, 2,35)
Daha sonra Normal 2.026 4 0,099 1,000
Fransa Pap'lar’
Pap Normal, HPV 2.180 3 0,066 0,491
Hepsi Negatif (0,221, 1,09)
Daha sonra Normal 2.650 7 0,136 1,000
Pap'lar*
*Yaklasik 2 yilda G¢ normal yillik Pap
Tablo 13

Sonuglarin Ozeti: NCI ve Fransa Galismalari
Hastalik Oranlari Baglangi¢cta HPV Durumuna Goére Katmanlandiriimig

Yas Baslangic n CIN 3+ Oran (100 Relatif Risk
Calisma Durumu Vakalar Hasta Yili (%95 GA)
Grubu icin)
Pap Normal, 1.078 24 0,451 10,50
30 ve listii HPV pozitif (6,13, 18,0)
Pap Normal, 12.054 28 0,043 1,00
NCI HPV negatif
Pap Normal, 2.561 63 0,096 10,64
Hepsi HPV pozitif (7,33 —15,5)
Pap Normal, 17.594 48 0,056 1,00
HPV negatif
Pap Normal, 419 14 2,346 27,3
30 ve iistii HPV pozitif (8,41, 88,3)
Pap Normal, 1696 3 0,084 1,00
Fransa HPV negatif
Pap Normal, 619 22 2,520 37,0
Hepsi HPV pozitif (11,8, 116)
Pap Normal, 2180 3 0,066 1,00
HPV negatif

HPV testi sonucunun klinik faydasi HPV negatif kadinlara gére HPV pozitif kadinlarda artmig servikal
hastalik riskiyle ayrica gosterilmistir.

ANALITIK HASSASIYET

Klinik olmayan bir klonlanmis HPV plazmid DNA paneli 18 HPV tipinin her birinin digene HC2 HPV DNA
Test Testiyle saptanabilip saptanamayacagini ve analizin HPV tiplerinin her biri i¢in analitik hassasiyetini
belirlemek icin yapiimistir. 18 HPV DNA tipinin (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56,
58, 59 ve 68) her HPV hedef konsantrasyonu (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml ve 0,2
pg/ml) Disuk Risk HPV Probu veya Yiksek Risk HPV Probu ile uygun oldugu sekilde tg¢li olarak
calisiimistir. Her HPV tipinin her konsantrasyonu igin RLU'daki ortalama sinyal hesaplanmis ve analizin

uygun tarafi igin Pozitif Kalibrator ile kargilastiriimistir.
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Her HPV tipinin STM iginde saptanabilir limiti Tablo 14'te gosterilmistir. Saptanabilir limitler test edilen
HPV tipine bagl olarak 0,62 pg/mlile 1,39 pg/ml arasinda degismistir. Tim HPV tipleri 1 mlI STM
numunesi basina 1,09 pg HPV DNA tahmini seviyesinde saptanabilmistir. 18 HPV DNA tipinin ortalama
saptanabilir limiti 0,05 standart sapmayla 1,09 pg/ml olmustur.

Tablo 14
digene HC2 HPV DNA Testinin .
STM'de Her HPV DNA Tipi i¢in Saptanabilir Hassasiyet Limitlerinin Ozeti

HPV DNA Saptanabilir HPVDNA | g ¢ %95 Giiven
Tip Konsantrasyonu Sapma Aralign
(pg/ml)
6 1,33 0,03 1,22-1,46
11 1,13 0,05 1,00-1,29
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
42 1,20 0,05 1,02-1,44
43 0,85 0,03 0,86-1,07
44 1,17 0,04 1,02-1,36
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
Ortalama (tiim 1,09 0,05 0,97-1,27
tipler)

KOMBINE PROB KOKTEYLI (CPC) PERFORMANSI

Yukarida tanimlanan klinik olmayan HPV plazmid DNA panelinin aynisi bu kullanma talimatinda
tanimlandigi gibi Kombine Prob Kokteyli (CPC) protokolii sonrasinda digene HC2 HPV DNA Testi igindeki
18 HPV tipinin her birinin analitik hassasiyetini belirlemek icin yapiimistir. CPC protokolinin analitik
hassasiyeti 0,58 pg/ml ile 1,39 pg/ml arasinda degismis ve tim HPV tipleri 1 ml numune basina 0,95
pg/ml HPV DNA hedefi tahmini seviyesiyle saptanabilir olmustur. 18 HPV tipi icin ortalama saptanabilir
limiti 0,07 standart sapmayla 0,95 pg/ml olmustur. Bu hassasiyet digene HC2 HPV DNA Testinin ikili Prob
yontemi icin bulunan analitik hassasiyetine esdegerdir.

STM VE PRESERVCYT SOLUSYON NUMUNELERININ ESDEGER OLMASI

STM ve PreservCyt Solliisyonu numunelerinin esdeger olma durumu STM igine ve PreservCyt
Solisyonunda negatif bir hiicre havuzuna eklenen entegre HPV 18 genomlari iceren yaklasik 10° pozitif
HeLa hicresinden HPV 18 DNA'sinin esit sekilde geri alinmasiyla incelenmistir. Her numune tipi bu
kullanma talimatinda tanimlanan ilgili isleme/denatirasyon islemlerine goére islenmis ve digene HC2 HPV
DNA Testiyle YUksek Risk HPV Probu kullanilarak test edilmistir. Sonuglar insan karsinom hicrelerinden
HPV 18 DNA'sinin geri alinmasinin iki ortam i¢in esdeger oldugunu ve PreservCyt Sollisyonu hazirlama
isleminin digene HC2 HPV DNA Testinin analitik hassasiyetini etkilemedigini gostermistir.
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BiR KLINIK POPULASYONDA SUREPATH NUMUNE SONUGLARININ STM NUMUNELERIYLE
KORELASYONU

Amerika Birlesik Devletleri'nde 6 toplama merkezi ve 3 test etme yeri kullanilarak iki fazl bir klinik
degerlendirme yapilmistir. Bir cinsel hastalik klinigi, obstetri/jinekoloji klinidi, kolposkopi klinidi, hastane
veya aile planlama merkezine basvuran hastalar 6nceden belirlenmis ¢calismaya alma ve almama
kriterlerine gére kaydolmaya uygun olmustur. SurePath numuneleriyle kullaniimak tzere uygun bir
digene HC2 Yiiksek Risk HPV DNA analizi kesme noktasini belirlemesi amacglanmis fizibilite fazinda
yaklasik 400 hasta kaydolmustur. Segilen analiz kesme noktasi degerini dogrulamak igin yaklasik 1500
hastanin kaydoldugu klinik dogrulama fazi fizibilitenin bir ara analizi SurePath numuneleri kullanilarak 1,0
RLU/CO seklindeki bir analiz kesme noktasi degerinin STM numunesi sonuglariyla kabul edilebilir bir
anlasma gosterdigini ortaya koyduktan sonra baglamistir.

Her iki degerlendirme fazinda her izin veren kadin katihmcidan eslesmis SurePath ve STM servikal
numuneler alinmistir. SurePath numunesi sonra lam hazirlanmasi icin bir sitoloji laboratuarina
gonderilmistir. Sitoloijk hazirlama sonrasinda, kalan SurePath Numunesi ve karsilik gelen STM numunesi
1,0 RLU/CO seklinde bir analiz kesme noktasi degeri kullanilarak digene HC2 Yiksek Risk HPV DNA
Testiyle test edilmistir.

Tablo 15 toplam kayit olmus populasyondan elde edilmis ve veri analizi igin uygun son sonugclarla
g6zlenen eslesmis STM numunesiyle SurePath sonug korelasyonunu vermektedir.

Tablo 15
STM ile SurePath Sonu¢ Anlagmasi
(tiim yaslar ve sitolojik siniflandirma)

(n = 1490)
Pozitif Anlasma % Negatif Anlasma %
%95 GA %95 GA
(n/N) n/N)
Yiiksek Pozitif Diisiik Negatif Alt
Hepsi Pozitif Alt Set Hepsi Negatif Set
(RLU/CO 2 2,5) RLU/CO (<0,80)
93,5 96,4 95,3 96,0
90,7, 95,6 94,1, 98,0 93,8, 96,5 94,6, 97,1
(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)

Bu sonugclar SurePath numuneleri kullanilarak relatif analiz hassasiyeti ve 6zgulligunin hem pozitif hem
negatif anlagsma igin %95 glven araliginin alt sininyla gérildiga sekilde STM numune tipiyle elde
edilenlerle ylksek korelasyon gosterecegini dngormektedir.

TEKRAR URETILEBILIRLIK

HPV pozitif ve HPV negatif klinik numuneler ve HPV DNA hedefleri numunesi kullanilarak digene HC2
HPV DNA Testinin glnler arasinda, galisma yerleri arasinda ve genel tekrar Uretilebilirligini belirlemek
Uzere bir gok merkezli tekrar Uretilebilirlik galismasi yapilmistir.

Harici laboratuarlar testleri esdeger tekrar Uretilebilirlik paneliyle 3 farkh ginde ayni digene HC2 HPV
DNA Test kiti lotunu kullanarak yapmistir. Tekrar Uretilebilirlik paneli su numuneleri icermistir: 12 denatire
klinik STM numunesi havuzu; 3 denature olmamis klinik PreservCyt Solisyonu numunesi havuzu; Negatif
Kalibrator; ve Pozitif Disik Risk ve Yuksek Risk Kalibratorler, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10
pg/ml konsantrasyonlarinda. Tim panel Uyeleri her giin hem Yiksek Risk HPV Probu hem CPC yontemi
kullanilarak Ugli olarak test edilmistir. Sonuglar Tablo 16'da gosterilmistir.
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Tablo 16

digene HC2 HPV DNA Testi

Gok Merkezli Tekrar Uretilebilirlik Genel istatistiksel Ozeti

Kombine
ista_t_istiksel YUKSEK RiSK HPV Kombine Prob Sonugclar
Olgiit PROBU Kokteyli (CPC) Yiiksek Risk HPV
Probu ve CPC’
Go6zlenen
pozitif sonuglu o %99,8
%100 %99,9
beklenen (99,0-100,0) (98,92-100,0) (99,38-100,0)
pozitiflerin orani
Go6zlenen
negatif sonuglu o %98,9 o
beklenen %99,0 (96,79-99,77) %99,0

negatiflerin orani

(97,49-99,73)

(97,88-99,58)

%99,5
%99,5 ’ %99,5

Anlasma (98,70-99,86) (98,70-99,86) (99,0-99,78)
Kappa 0,990 0,989 0,990

*Parantezler icindeki rakamlar %95 guven araliklarina isaret etmektedir. Genel veriler tim calisma

yerlerinde tim ¢alismalarin bir kombinasyonudur.

Bu durum STM iginde toplanan klinik numunelerle digene HC2 HPV DNA Testinin tekrar Uretilebilirliginin

¢ok iyi olduguna isaret etmektedir.
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CAPRAZ REAKTIVITE
GAPRAZ REAKTIVITE PANELI

Disi anogenital kanalinda siklikla bulunan gesitli bakteriler, virsler ve plazmidler ve ayrica klonlarin
mevcut oldugu kitaneotropik HPV tiplerinin bir koleksiyonu digene HC2 HPV DNA Testinde kullanilan
HPV problariyla ¢apraz reaktivite olusup olusmayacagini belirlemek Gzere incelenmistir. Tim
mikroorganizmalar 1x10" ve 1x10 organizma/ml konsantrasyonlarinda incelenmistir. Virlsler ve
plazmidlerin saflagtiriimis DNA'lari 4 ng/ml konsantrasyonunda incelenmistir.

Asagida test edilen bakterilerin bir listesi vardir. Tim bakteriler digene HC2 HPV DNA Testiyle negatif
sonug vermigtir.

Acinetobacter anitratus Mycoplasma hyorhinis

Acinetobacter Iwoffi (ATCC 17908) Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) Neisseria lactamica (NRL 2118)
Bacteroides melaninogenicus Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
Candida albicans (ATCC 14053 or 10231) Neisseria sicca (ATCC 29256)
Chlamydia trachomatis Peptostreptococcus anaerobius
Enterobacter cloacae Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
Escherichia coli (HB101)* Serratia marcescens

Escherichia coli Staphylococcus aureus (Cowan strain)
Fusobacterium nucleatum Staphylococcus epidermidis
Gardnerella vaginalis Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
Haemophilus ducreyi Streptococcus pyogenes (ATCC27762)
Klebsiella pneumoniae Treponema pallidum

Lactobacillus acidophilus Trichomonas vaginalis

Mobiluncus curtisii Ureaplasma urealyticum

Mobiluncus mulieris
Mycoplasma hominis

Hem plazmidleri blayUtmek i¢in kullanilan E. coli sugsu (HB101) hem de bir klinik E. coli izolati
incelenmisgtir.

Asagida test edilen viral veya plazmid DNA veya insan serumlarinin bir listesi vardir:

Adenovirus 2 insan Papillomaviriis tip 1
Sitomegalovirls insan Papillomaviriis tip 2
Epstein-Barr Virtsu insan Papillomauviriis tip 3
Hepatit B ylizey antijeni pozitif serum insan Papillomaviriis tip 4
Herpes Simplex | insan Papillomaviriis tip 5
Herpes Simplex Il insan Papillomaviriis tip 8
insan Immiinyetmezlik Viriisii (HIV, RT DNA)  insan Papillomaviris tip 13
Simian Virus tip 40 (SV40) insan Papillomaviriis tip 30
pBR322

digene HC2 HPV DNA Testinde ¢apraz reaktivite gosteren virisler veya plazmidler sadece HPV 13 ve
plazmid pBR322 olmustur. HPV 13 DNA sadece Dusuk Risk HPV Probu ile reaksiyon géstermistir. HPV
13 belirli etnik gruplarin dudak lezyonlarinda siklikla bulunur ama anogenital kanalda bulunmamlgtlr.29 Bu
nedenle HPV 13 ve digene HC2 HPV DNA Test Dustik Risk HPV Probu arasinda gézlenen gapraz
reaktivitenin anogenital numuneler i¢in klinik olarak kafa karistirici bir sonuca yol agmasi beklenmez.
pBR322 ve digene HC2 HPV DNA Testi Dusuk Risk ve Yiksek Risk HPV Problari arasindaki ¢gapraz
reaktivite beklenmedik degildir giinkl HPV inserti izole edilirken tim vektdér pBR322 DNA'sInin gikariimasi
zordur. pBR322 homolog sekanslarinin varligi insan genital numunelerinde bildirilmistir ve ylksek
bakteriyel plazmid seviyeleri varliginda yalanci pozitif sonuglar olusabilir.Ancak digene HC2 HPV DNA
Testi ile Disuk Risk ve Yiksek Risk HPV Problariyla pozitif sonug veren 298 klinik numune bir pBR322
probu ile test edildiginde pozitif sonuclarin higbirinin pBR322'ye bagli olmadigini géstermistir.Béylece bir
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digene HC2 HPV DNA Testi yalanci pozitif sonucunun klinik numunelerde homolog pBR322 sekanslarina
bagli olmasi olasiligi disutk gorilmektedir.

GCAPRAZ HIiBRIDIZASYON

18 HPV tipinin her biri 4 ng/ml HPV DNA konsantrasyonlarinda Disuk Risk ve Yuksek Risk HPV
Problariyla test edilmistir. HPV hedeflerinin hepsinin uygun prob grubuyla pozitif olmasi beklenirken
higbirinin kargi prob grubuyla pozitif olmasi beklenmemistir. Bu ¢alisma HPV tip 6 ve 42 (duslk risk HPV
tipleri) ve ylksek risk prob grubu (Yuksek Risk HPV Probu) arasinda az miktarda ¢apraz hibridizasyon
oldugunu gdstermigstir. Yiksek seviyelerde (4 ng/ml veya Usti) HPV 6 veya HPV 42 DNA'sI bulunan
numuneler her iki prob grubu ile pozitif olabilir. Bunun klinik 8nemi HPV 6 veya HPV 42 DNA'sinin 4 ng/ml
veya Uzerinde bulundugu hastalarin kolposkopiye sevk edilebilecegidir.

Ayrica Yiksek Risk HPV Probunun HPV tipleri 40, 53 ve 66 ile ¢apraz reaksiyon gosterdigi gosterilmistir.
Bu tipler nadirdir ve bu tiplerle enfeksiyon ile yiksek evre hastalik gelismesi arasindaki tam korelasyonu
belirlemek igin bulgular yeterli degildir38. Bu HPV DNA tiplerinin ylksek seviyelerini iceren numuneleri
olan hastalar yanliglikla kolposkopiye sevk edilebilir. Literatirde ayrica bu testte kullanilana benzer
kompleks problarin HPV tip 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 veya MM9 ile ¢apraz hibridizasyon
nedeniyle gapraz pozitif sonuglar verebilecegi biIdiriImistir.39 Bu HPV tiplerinin birka¢i nadir veya yluksek
evre hastalikla sik gérilmeyen nadir veya yeni tipler olsa da bu HPV DNA tiplerinin yiksek seviyelerini
iceren numuneleri bulunan hastalar yanlislkla kolposkopiye sevk edilebilir.

KAN VE DIGER MADDELERIN STM NUMUNELERINE ETKISi

Kan ve diger olasi enterferans yapan tanimlanmig veya tanimlanmamis maddelerin etkisi digene HC2
HPV DNA Testiyle degerlendirilmistir. Tam kan, vajinal yikama sivisi, anti- fungal krem ve kontraseptif jole
(servikal numunelerde siklikla bulunabilen ajanlar) STM negatif ve pozitif numunelere (klinik numune
havuzlar ve klinik olmayan numuneler) servikal numunelerde bulunabilecek konsantrasyonlarda
eklenmigtir. Bu dort ajanin herhangi biriyle herhangi bir konsantrasyonda yalanci pozitif sonuglar
g6zlenmemistir. Ancak HPV DNA seviyeleri analiz i¢in pozitif kesme noktasina (1 pg/ml) yakin olan klinik
numunelerle ylksek seviyelerde anti-fungal krem veya kontraseptif jole mevcutsa yalanci negatif bir
sonug bildirilebilir. Ancak yine de bir klinik numunenin tamamen bu maddelerden herhangi birinden
olusma olasiligi gok disuktir ¢iinkii Pap smear ve HPV testi icin numune almadan énce serviks rutin
olarak temizlenir.

KAN VE DIGER MADDELERIN PRESERVCYT SOLUSYONU NUMUNELERINE ETKISI

PreservCyt numunelerinde bulunabilecek kan ve diger olasi enterferans yapan tanimlanmis veya
tanimlanmamis maddelerin etkisi digene HC2 HPV DNA Testiyle degerlendirilmistir. Tam kan, vajinal
yikama sivisi, anti- fungal krem ve kontraseptif j6le (servikal numunelerde siklikla bulunabilen ajanlar)
PreservCyt negatif ve pozitif klinik numune havuzlari servikal numunelerde bulunabilecek
konsantrasyonlarda eklenmistir. Bu 4 ajanin herhangi biriyle herhangi bir konsantrasyonda yalanci pozitif
veya yalanci negatif sonuglar gdzlenmemistir. Ayrica bazi klinik numunelerde bulunan maddeler digene
HC2 HPV DNA Testi tarafindan HPV DNA saptanmasini inhibe etmez.

STM iGINDE TOPLANAN KLINIK NUMUNELERDE digene HC2 HPV DNA TESTININ TEKRAR
URETILEBILIRLIGI

digene HC2 HPV DNA Testinin STM iginde toplanan klinik numunelerle tekrar uretilebilirligi STM iginde
toplanan 6nceden denatire edilmis ve test edilmis servikal firga numunelerini kombine ederek
hazirlanmis 20 klinik havuzda (10 pozitif ve 10 negatif) kullanilarak bir galismada belirlenmistir.
Numuneler numune basina toplam 20 replikat olacak sekilde 5 glintin her birinde 4 replikat olarak
calisiimistir. Testler Kombine Prob Kokteyli ydntemi kullanilarak test edilmistir. Ortalamalar, standart
sapma ve ortalama etrafinda %95 gtiven araliklari (GA'lar) her numune igin giin iginde ve 5 giin
Uzerinden hesaplanmistir ve Tablo 17'de gosterilmektedir.
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Tablo 17
Ortalama RLU/CO, Giiven Araliklan ve Yiizde Pozitif ile
(Ortalama RLU/CO'ya gore Azalan Sira)

Numune Ortalama
LTS o .
No. KIMLIGI RLU/CO Cl % Pozitif
1 10 3,18 3,02-3,35 100 (20/20)
2 20 1,43 1,36-1,50 100 (20/20)
3 11 1,25 1,20-1,28 100 (20/20)
4 12 1,21 1,15-1,27 100 (20/20)
5 15 1,20 1,14-1,25 100 (20/20)
6 13 1,07 1,01-1,11 80 (16/20)
7 16 1,06 1,01-1,09 75 (15/20)
8 17 1,04 1,00-1,06 80 (16/20)
9 14 0,98 0,92-1,02 45 (9/20)
10 18 0,92 0,87-0,96 20 (4/20)
11 19 0,72 0,68-0,75 0 (0/20)
12 7 0,40 0,33-0,46 0 (0/20)
13 4 0,38 0,35-0,39 0 (0/20)
14 9 0,37 0,32-0,41 0 (0/20)
15 1 0,35 0,32-0,36 0 (0/20)
16 2 0,35 0,31-0,37 0 (0/20)
17 8 0,32 0,29-0,34 0 (0/20)
18 3 0,30 0,27-0,31 0 (0/20)
19 6 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
20 5 0,26 0,23-0,28 0 (0/20)

Ortalama RLU/CO kesme noktasinin %20 veya daha fazla Gzerinde olan 5 numune i¢in (No.1-5), 100
replikatin 100'G (%100,0) pozitif bulunmustur. Ortalama RLU/CO degeri analiz kesme noktasinin %20
Uzerinde veya altinda olan 5 numune igin (No. 6-10) replikatin 100'de 60'i (%60) pozitif bulunmustur ve
100'de 40" (%40) negatiftir. Ortalama RLU/CO analiz kesme noktasinin %20'sinden fazla altinda olan 10
numune igin (200 replikatin 200'G (%100) negatif bulunmustur.

Yani, ortalama RLU/CO degeri kesme noktasinin %20 veya lzerinde olan numuneler %100 pozitif
bulunmusken ortalama RLU/CO degeri kesme noktasinin %20 veya daha fazla altinda olan numuneler
%100 negatif bulunmustur ve kesme noktasindan %20 veya daha fazla uzak olan numunelerin tutarli
sonuglar vermesinin beklenebilecegine isaret eder. Kesme noktasina yakin olan numuneler yaklasik esit
miktarlarda pozitif ve negatif sonuglar vermislerdir. Bu veriler STM numunelerinin digene HC2 HPV DNA
Testiyle tekrar Uretilebilir sonuglar verdigini gésterir.

PRESERVCYT SOLUSYONU iCINDE TOPLANAN KLIiNiK NUMUNELERDE digene HC2 HPV DNA
TESTININ TEKRAR URETILEBILIRLIGI

digene HC2 HPV DNA Testinin PreservCyt Sollisyonunda toplanan klinik numunelerle tekrar uretilebilirligi
cesitli HPV DNA konsantrasyonlarinin bulundugu 24 6zel hazirlanmis numuneyle bir ¢alismada
belirlenmistir. Numuneler HPV 16 plazmidi iceren bakteriler ile veya olmadan PreservCyt Sollisyonu ve
akyuvarlardan olugsmustur.

Numuneler numune basina toplam 20 replikat olacak sekilde 5 glintin her birinde 4 replikat olarak test
edilmistir. Calismanin 5 glintinlin her birinde her numuneden 8 ml'lik bir bélinti digene HC2 Sample
Conversion Kiti kullanma talimatina gore sadece Yuksek Risk HPV Probu kullanilarak islenmis ve test
edilmistir. Ortalamalar, standart sapmalar ve %95 given araliklari (GA'lar) her numune igin her gin iginde
ve tim 5 glin ve replikatlar igin hesaplanmistir. Ortalama RLU/CO, ortalama etrafindaki gliven aralidi ve
pozitif replikatlarin yiizdesi Tablo 18'de her numune igin ortalama RLU/CO temelinde azalan sirayla
gosterilmigtir.
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Tablo 18
Ortalama RLU/CO, Giiven Araliklar ve Yiizde Pozitif ile
(Ortalama RLU/CO'ya gore Azalan Sira)

Numune Ortalama
o .
No. # RLU/CO Cl % Pozitif
1 21 3,51 3,19-3,83 100 (20/20)
2 12 1,58 1,48-1,69 100 (20/20)
3 13 1,42 1,32-1,52 100 (20/20)
4 17 1,38 1,23-1,53 100 (20/20)
5 18 1,36 1,23-1,48 90 (18/20)
6 15 1,32 1,16-1,49 95 (19/20)
7 23 1,17 1,06-1,27 85 (17/20)
8 16 1,14 1,07-1,20 75 (15/20)
9 20 1,10 0,96-1,21 75 (15/20)
10 19 1,06 0,95-1,17 85 (17/20)
11 22 1,05 0,99-1,10 45 (9/19)
12 11 1,04 0,96-1,11 70 (14/20)
13 14 0,94 0,86-1,01 65 (13/20)
14 24 0,77 0,73-0,81 25 (5/20)
15 3 0,28 0,25-0,30 0 (0/20)
16 1 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
17 7 0,27 0,25-0,30 0 (0/20)
18 2 0,27 0,25-0,28 0 (0/20)
19 5 0,26 0,24-0,28 0 (0/20)
20 4 0,24 0,22-0,25 0 (0/20)
21 9 0,23 0,21-0,25 0 (0/20)
22 8 0,22 0,18-0,27 0 (0/20)
23 10 0,22 0,20-0,25 0 (0/20)
24 6 0,19 0,17-0,21 0 (0/20)

Ortalama RLU/CO kesme noktasinin %20 veya daha fazla Gzerinde olan 6 numune i¢in (No.1-6) 120
replikatin 114'0 (%95,0) pozitif bulunmustur. Ortalama RLU/ analiz kesme noktasinin %20 (zerinde veya
altinda olan 7 numune (No 7-13) icin replikatlarin 139'da 88'i (%63,3) pozitif ve 139'de 51'i (%36,7) negatif
bulunmustur. Kesme noktasinin %10 tzerinde veya altinda olan 4 numune i¢in (No 10-13) 79 replikatlarin
41'i (%51,9) pozitif ve 38'i (%48,1) negatif bulunmustur. Ortalama RLU/CO analiz kesme noktasinin
%20'sinden fazla altinda olan 11 numune igin (220 replikatin 220'G (% 100) negatif bulunmustur.

Yani, ortalama RLU/CO degeri kesme noktasinin %20 veya lzerinde olan numuneler %95'ten fazla pozitif
bulunmusken ortalama RLU/CO degeri kesme noktasinin %20 veya daha fazla altinda olan numuneler
%100 negatif bulunmustur ve kesme noktasindan %20 veya daha fazla uzak olan numunelerin tutarli
sonuglar vermesinin beklenebilecedine isaret eder. Kesme noktasina yakin olan numuneler yaklasik esit
miktarlarda pozitif ve negatif sonuglar vermislerdir. Bu veriler PreservCyt Sollisyon numunelerinin digene
HC2 HPV DNA Testiyle tekrar Uretilebilir sonuglar verdigini gosterir.

SUREPATH KORUYUCU SIVISINDA TOPLANAN NUMUNELER ILE digene HC2 YUKSEK RiSK HPV
DNA TESTININ TEKRAR URETILEBILIRLIGI

Analiz kesme noktasi olarak 1,0 RLU/CO kullanildiginda bilinen pozitif/negatif HPV durumlu ayni numune
setiyle farkh giinlerde ve farkli ¢alismalarda benzer bir diagnostik sonug elde etmek agisindan 3 farkh
laboratuarin kapasitesini belirlemek Uzere tekrar Uretilebilirlik degerlendirmeleri yapilmistir.  Tekrar
uretilebilirlik numune paneli 5 HPV pozitif numune, 2 HPV DNA konsantrasyonlari analiz kesme noktasina
yakin numune ve 5 negatif HPV numunesinden olugsmustur.
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Panel uyeleri istenen hedef RLU/CO degerlerini elde etmek Uzere bilinen negatif ve pozitif HPV durumu
olan benzersiz SurePath hasta numunelerini kombine ederek hazirlanmistir. Her panel Gyesi (i¢ katihmci
laboratuarin her birinde bes gunlik bir donem boyunca gunde iki kez olmak Uzere ikili olarak test
edilmistir.

. Tablo 19
Tekrar Uretilebilirlik Caismasi SurePath Numuneleri
Panel Uyesi Basina Kalitatif Sonuglar

Panel | Ortalama Beklenen HPV Pozitif HPV Negatif
Uyesi RLU/CO Sonug¢ n (%) n (%)
1 0,20 negatif 0(0) 60 (100)
2 0,21 negatif 0(0) 60 (100)
3 0,22 negatif 0(0) 60 (100)
4 0,28 negatif 2(3,3) 58 (96,7)
5 0,36 negatif 2(3,3) 58 (96,7)
6 0,83 negatif 13 (21,7) 47 (78,3)
7 1,17 pozitif 26 (43,3) 34 (56,7)
8 19,47 pozitif 60 (100) 0(0)
9 25,65 pozitif 60 (100) 0(0)
10 81,52 pozitif 60 (100) 0(0)
11 154,18 pozitif 60 (100) 0(0)
12 765,29 pozitif 60 (100) 0(0)

ANALIZ iISLEME iGiN RAPID CAPTURE SYSTEM KULLANILIRKEN SUREPATH SONUCU TEKRAR
URETILEBILIRLIGI

SurePath numune sonuglarinin analiz isleme igin Rapid Capture System kullanilirken tekrar Uretilebilirligi
manuel tahlil isleme ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Ayni islenmis numunenin ayri
bélintdlerinde iki karsilastirma testi yapiimistir.

) Tablo 20
Numune I¢i SurePath Sonuglarinin RCS ile Anlagmasi
(RCS ve manuel analiz)

Pozitif Anlasma % Negatif Anlasma %
%95 GA %95 GA
(n/N) n/N)
Yiiksek Pozitif Diisiik Negatif Alt
Hepsi Pozitif Alt Set Hepsi Negatif Set
(RLU/CO 2 2,5) RLU/CO (<0,80)
99,0 100 97,7 98,7
417/421 375/375 1057/1079 1050/1064
97,6, 99,7 99,0, 100 96,9, 98,7 97,8, 99,28
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ISLEMIN SINIRLAMALARI

in Vitro Diagnostik Kullanim igin

Yiitksek hacim ornek ciktili test igin o sistemin kullanimina spesifik ek islem Sinirlamalan igin
Rapid Capture System Kullanici El Kitabi (Rapid Capture System User Manual) belgesine bakiniz.

insan papillomaviriis tipleri 6, 11,16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68
icin digene HC2 HPV DNA Testinin cinsel istismar stiphesinin degerlendiriimesinde kullaniimasi
onerilmez.

Bir poptilasyonda HPV enfeksiyonu prevalansi performansi etkileyebilir. Dislik prevalansli
populasyonlar veya enfeksiyon riski olmayan bireyler test edilirken pozitif prediktif degerler azalir.

Negatif bir sonu¢ HPV enfeksiyonu olasiliini ortadan kaldirmaz ¢iinkli gok duisik enfeksiyon
seviyeleri veya érnekleme hatasi yalanci negatif bir sonuca neden olabilir.

digene HC2 HPV DNA Testi 2 grup HPV tipi arasinda ayrim yapar: HPV 6/11/42/43/44 ve
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Bu gruplar icinde viral tipler arasinda ayrim yapmaz.

digene HC2 HPV DNA Testi sadece digene HC2 DNA Collection Device veya STM iginde
toplanan biyopsiler veya stipuirge tipi toplama cihazi veya firga/spatil kombinasyonuyla toplanip
PreservCyt Sollisyonuna yerlestirilen servikal numuneler veya SurePath Koruyucu Sivisinda
toplanan servikal numunelerle kullanilabilir. Biyopsi numuneleri ancak hemen STM'ye yerlestirilir
ve tahlile kadar -20°C'de saklanirsa incelenebilir.

digene HC2 DNA Collection Device hamile kadinlardan numune alinmasi igin kullaniimamalidir.

HPV enfeksiyonu yiksek evre servikal hastalik varlidi icin kesin bir gosterge degildir ve tim
vakalarda yuksek evre hastalik veya kanser gelisecedine de isaret etmez.

HPV tipleri 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 56, MM4, MM7, MM8 ve MM9 ve Yiksek Risk HPV Probu
arasinda az miktarda ¢apraz hibridizasyon vardir. Bu HPV tiplerinin ylksek seviyelerini iceren
numuneleri olan hastalar yanlislikla kolposkopiye sevk edilebilir’®.

digene HC2 HPV DNA Testi 39, 58, 59 ve 68 dahil dusuk risk ve yuksek risk HPV tipleriyle
saptamak Uzere tasarlanmistir. QIAGEN tarafindan klonlanmis HPV plazmid DNA'sI kullanilarak
yapilan analitik calismalar bu analizin 0,62 pg/ml ile 1,39 pg/ml arasindaki seviyelerde bu tipleri
saptadigini géstermistir. Bu durum digene HC2 HPV DNA Testi tarafindan hedeflenen diger HPV
tiplerinin saptama 6zelliklerine esdegerdir. QIAGEN bu HPV tiplerinin saptanmasini sadece
sinirli sayida klinik numunede dogrulayabilmistir. Bu tiplerin genel populasyonda distk
prevalansi nedeniyle (Bosch et. AI*® tarafindan gosterildigi sekilde), digene HC2 HPV DNA
Testinin HPV tipleri 39, 58, 59 ve 68'in saptanmasi bakimindan performans 6zellikleri istatistiksel
olarak dogrulanmamistir.

Bir numune HPYV testi i¢in alinirken yiiksek konsantrasyonlarda anti-fungal krem, kontraseptif jole
ve vajinal yikama sivisi bulunursa bu numuneler analiz kesme noktasina yakin RLU/CO degerleri
veren HPV DNA seviyeleri igerirlerse bir yalanci negatif sonug elde etmek olasiligi vardir.

digene HC2 HPV DNA Testi probu ile plazmid pBR322 arasinda ¢apraz reaktivite mimkuinddr.
pBR322 homolog sekanslarinin varligi insan genital numunelerinde bildirilmigtir ve yiksek
bakteriyel plazmid seviyeleri varliginda yalanci pozitif sonuglar olusabilir.
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SORUN GIDERME KILAVUZU

Gozlem

Olasi Nedenler

Coézimler

Denatiirasyon
sirasinda renk
degisikligi hatali veya
hi¢ gézlenmiyor.

Denatiirasyon Reaktifi
uygun sekilde
hazirlanmamis veya

Denatiirasyon Reaktifi
eklenmemis

Numuneler renk
degisikligini maskeleyen
kan veya bagka
materyaller igeriyor.

Numune pH'l olagandigi
asidik olabilir.

Denatiirasyon Reaktifinin Gosterge Boyayi icerdiginden ve koyu mor renkte
oldugundan emin olun.

Numune hacmini élgerek (1,5 ml beklenir) Denatlirasyon Reaktifinin numuneye
eklendigini dogrulayin. Eger hacim Denatiirasyon Reaktifinin eklenmedigine isaret
ederse uygun eklemeyi yapin, karistirin ve bu sefer uygun renk degisikligi gézlenirse
analize devam edin.

Tarif edilen tam renk degisikligi bu tir numunelerde beklenmez; digene HC2 HPV DNA
Testi sonuglarinin olumsuz etkilenmemesi gerekir.

Diger nedenlerden higbiri gegerli degilse, numune olagandigi asidik olabilir ve beklenen
renk degisikligi olusmayacaktir. Servikse asetik asit uygulamadan énce yeni bir numune
alin ¢linkd uygun olmayan numune pH'I test sonuglarini olumsuz etkiler.

Kalite Kontroller
yanlis sonuglar verir

Test igin yanhs yazilim
protokolu segilmis (6rn.
ikili ydntem icin CPC
protokoli kullaniimis)

QC1-LR ve QC2- HR ters
yerlestirilmis

LRC ve QC1-LR velveya
HRC ve QC1-HR ters
yerlestirilmis.

Yazilim protokoll yapilmakta olan test i¢in yanligsa, plaka Saptama Reaktifi 2
eklendikten sonra 30 dakika iginde dogru protokolle tekrar okunmalidir.

Numuneleri tekrar test edin.

Numuneleri Tekrar Test Edin.

Hibridizasyon
sirasinda hatali renk

degisikligi gozlenmis.

Prob Karigiminin
denatiire Kalibratorler,
Kontroller ve/veya
numunelerle yetersiz
karistirilmasi veya Prob
Karigimi eklenmemis
veya hatall hacimde
Reaktif eklenmis.

Numuneler renk
degisikligini maskeleyen
kan veya bagka
materyaller igeriyor.

Numune <1000 pl STM
degerine sahip.

Hibridizasyon mikroplakasini veya mikrotlp askisini 2 dakika daha sallayin. Halen mor
kalan kuyular varsa uygun Prob Karigimina 25 ul daha ekleyin ve iyi karigtirin. Prob
eklenip tekrar karistirildiginda uygun renk degisimi olmazsa ve numune kan veya
baska materyaller icermediyse numuneyi tekrar test edin.

Tarif edilen tam renk degisikligi bu tir numunelerde beklenmez; digene HC2 HPV DNA
Testi sonuglarinin olumsuz etkilenmemesi gerekir.

Orijinal numunenin hacmini kontrol edin. Hacim 1350 pl + 20 pl olmahdir (Dlsik ve
Yiksek Risk HPV Problari icin 75 pl bolinti alindiktan sonra). Hacim <1350 pl ise,
orijinal numune <1000 pl STM icermistir. Yeni bir numune alin.
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Gozlem

Olasi Nedenler

Coézimler

Analiz, dogrulama
kriterlerinde basarisiz
olur. Kalibrator, Kalite
Kontroller veya
numunelerde sinyal
go6zlenmiyor.

Prob Seyrelticiye Prob
eklenmemis.

Hazirlama sirasinda
prob, RNaz ile kontamine
olmus.

Prob ve Prob
Seyrelticinin Yetersiz
karistiriimasi.

Seyreltilmis Prob ve
denatlire numunenin
yetersiz karistiriimasi.

Hibridizasyon adiminda
yanls siire veya sicaklik.

Yakalama adiminda
yetersiz karistirma.

Birbirleri Yerine Gegmis
Problar/Prob
Karigimlari/Hibridizasyon
Tupleri.

Dogru Saptama Reaktifi 1
miktarinin eklenmemesi
veya belirtilen sure
boyunca inkiibasyon
yapilmamasi.

Dogru Saptama Reaktifi 2
miktarinin eklenmemesi
veya belirtilen sure
boyunca inkiibasyon
yapilmamasi.

Luminometre arizasi veya
hatali programlama.

Prob Karigimlarini bu kullanma talimatinda tanimlandigi sekilde hazirlayin. Tipleri
dikkatle etiketleyin.

Probu pipetlerken aerosol bariyeri pipet uglari kullanin ve eldiven takin. Sadece temiz,
yeni tek kullanimlik reaktif rezervuarlari kullanin.

Probu Prob Seyrelticiye ekledikten sonra en az 5 saniye yiiksek hizda vorteksleyerek
iyice karistirin. Goruinir bir vorteks olusmalidir.

Prob Karigimi ve numuneyi her Hibridizasyon Mikroplakasi kuyusu veya MikrotUplne
ekledikten sonra Rotary Shaker | Gizerinde 3 +2 dakika 1100 = 100 devir/dk hizinda
sallayin. Her tiip/mikroplaka kuyusunda mordan sariya renk deg@isimini kontrol edin.

65 +2°C'de 60 + 5 dakika hibridize edin. Microplate Heater | veya su banyosunun
sicakhigini kontrol edin. Microplate Heater | veya su banyosunun numuneleri dogru
sicaklga isitmak tzere ayarlandigindan ve kullanimdan 6nce 60 dakika 6n
1sitildigindan emin olun. Su seviyesinin numuneleri dogru sicakliga isitmaya yeterli
oldugundan emin olun. Su banyolari diizenli olarak kalibre edilmelidir.

Bir Rotary Shaker | Gizerinde bu kullanma talimatinda belirtildigi gibi 20-25°C'de 60 + 5
dakika sallayin. Rotary Shaker | hizini Rotary Shaker | Kullanim Kilavuzu (Rotary
Shaker | User Manual) icinde Shaker Speed Calibration (Shaker Hiz Kalibrasyonu)
kisminda ana hatlar verildigi sekilde dogrulayin.

Prob Karigimlarini dikkatle hazirlayin ve Prob Karigimi tiplerini buna gore etiketleyin.
Dogru Hibridizasyon Tpleri setine dogru Probu eklediginizden emin olun. Prob
Karigimi tuplerini, Hibridizasyon Tuplerine ve/veya askilari degistirme olasiligini en aza
indrimek Uzere etiketleyin.

Her kuyuya 8 kanalli bir pipetor kullanarak 75 pl Saptama Reaktifi 1 pipetleyin. 20-
25°C'de 30-45 dakika inkibe edin.

Her kuyuya 8 kanalli bir pipetor kullanarak 75 pl Saptama Reaktifi 2 pipetleyin. 20-
25°C'de 15-30 dakika inkibe edin.

Ek talimat i¢in uygun Kullanici El Kitabina bagvurun veya yerel QIAGEN Temsilcinizi
arayin.
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Gozlem

Olasi Nedenler

Coézimler

Kalibrator, Kalite
Kontroller ve/veya
numunelerde artmig
RLU degerleri (birgok
kuyuda veya tiim
kuyularda 2200
RLU).Analiz,
dogrulama
kriterlerinde basarisiz
olabilir.

Denatiirasyon Reaktifi
eklenmemis veya hatali
reaktif hacmi eklenmis
veya Denatlirasyon
Reaktifinin numuneler
veya Kalibratérlerle
yetersiz karistiriimasi.

Luminometrede 1s1k
kacagi.

Kapi mihirlenmemis.
Kapi etrafindaki mihir
bozulmus.

Saptama Reaktifi 2 veya
Yakalama Mikroplakasi
kuyularinin Saptama
Reaktifi 1 veya ekzojen
alkalen fosfatazla
kontaminasyonu.

Kontamine Yikama
Tamponu.

Kontamine Automated
Plate Washer.

Yakalama Mikroplakasi
kuyularinin Saptama
Reaktifi 1
inklibasyonundan sonra
yetersiz ylkanmasi.

Mikroplaka kuyularinin
Saptama Reaktifi 1
kontaminasyonu.

Hibridizasyon
solisyonunun Kimtowels
Wipers veya esdeger
tiftiksiz kagit havlularin
ayni bolgesine dokunarak
kurutulmasi.

Hatali kagit havlularin

Tekrarlama pipetoriiniin dogru iletim yaptigini Denatiirasyon Reaktifini eklemeden
once dogrulayin. Kalibre edilmis pipetorler sarttir. Her tlipe yarim hacim
Denatiirasyon Reaktifi ekleyin ve iyice karistirin. Yalanci pozitif sonuglardan kaginmak
icin sivinin tlpiln tim i¢ yuzeyini yikadigindan emin olun. Kalibratérler, Kalite
Kontroller ve numuneler Denatiirasyon Reaktifi eklendikten sonra mor renge
dontsmelidir.

Luminometrenin arka alan okumasini bos bir mikroplaka okuyarak kontrol edin. 50
RLU tzerindeki bir 6lgiim bir i1sik kagagi bulunduguna isaret eder. Ek talimat igin
uygun Kullanici El Kitabina bagvurun veya yerel QIAGEN Temsilcinizi arayin.

Bu Sorun Giderme Kisminda Kontaminasyon Kontrolline bagvurun.

Bu Sorun Giderme Kisminda Kontaminasyon Kontrolline bagvurun.

Bu Sorun Giderme Kisminda Kontaminasyon Kontroliine bagvurun.

Mikroplaka kuyularini Yikama Tamponuyla 6 kez, her seferinde kuyulari tagirarak
yikayin veya Automated Plate Washer kullanin. Yikadiktan sonra kuyularda gorintr
kalan pembe sivi oimamalidir. Testlerde kontaminasyon veya arizalar icin Otomatik
Plaka Yikayici Kullanici El Kitabina (Automated Plate Washer User Manual) bagvurun.

Tim galisma yuzeylerinin temiz ve kuru oldugundan emin olun. Saptama Reaktifi 1
kullanilirken dikkatli olun. Aerosollerden kaginin.

Kimtowels Wipers veya esdeger tiftiksiz kagit havlularin daha énce kullaniimis ayni
bodlgesine dokunarak kurutmayin.

Dokunarak siviyr gidermek igin Kimtowels Wipers veya esdegeri tiftiksiz kagit havlular

kullaniimasi. kullanin.
Diigiik PC/NC oranlar1 | Yetersiz numune Uygun Denatiirasyon Reaktifi hacmini ekleyin ve vortekslemeyle iyice karistirin.
veya oranin hazirlama. Yalanci pozitif sonuglardan kaginmak icin sivinin tiipiin tim i¢ yizeyini yikadigindan
<2,0 oldugu yiiksek emin olun. PreservCyt Sollisyonu numuneleri igin denatiirasyon inkiibasyonundan
sayida (>%20) disiik once uygun karistirma ve hiicre peleti tekrar siispansiyonunun tamamlandigindan emin

pozitif numune.
Analiz, dogrulama
kriterlerinde basarisiz
olabilir.

Prob yeterince
karigtirilmamis veya
analizlere yetersiz Prob
eklenmis.

Her Hibridizasyon
Mikrotlipiine yetersiz

seyreltilmis Prob hacmi
eklenmis

Saptama Reaktifi 1
aktivitesi kaybi.

Yetersiz yakalama.

Yetersiz yikama.

Kontamine Yikama
Tamponu.

olun. Protokol ayrintilari igin digene HC2 Sample Conversion Kiti kullanma talimatina
basvurun. Saydamdan koyu mora belirgin bir renk degisikligi gézlenmelidir. 65 +
2°C'de 45 + 5 dakika inkiibe edin.

Prob Karigimlarini tanimlandigi sekilde hazirlayin. Vortekslemeyle, gérinur bir vorteks
olustugundan emin olarak iyice karistirin. Prob Karigimlari dogru iletimden emin
olunmasi igin tiiplere bir pozitif displasman pipetori veya ¢oklu kanalli bir pipetorle
eklenmelidir.

8 kanali pipetoriin dogru iletim yaptigini hibridizasyon mikroplakasi veya mikrotiiplerine
Prob Karigimini eklemeden 6nce dogrulayin. Denatilire Kalibratérler, Kalite Kontroller
ve klinik numuneleri iceren her mikroplaka kuyusu veya mikrotiipe 25 pl Prob Karigimi
ekleyin. 8 kanali pipet6riin dogru iletim yaptigini Hibridizasyon Mikroplakasi kuyularina
Prob Karigimini eklemeden 6nce dogrulayin. Renk degisimi Prob Karigimi ekleyip
iyice karistirmadan sonra koyu mordan sariya olmalidir. PreservCyt Sollsyonu
numuneleri sari yerine pembeye dénmelidir.

Saptama Reaktifi 1'i 2-8°C'de saklayin. Kit dis kutu etiketindeki son kullanma
tarihinden 6nce kullanin.

Yakalama adimi 1.100 £100 devir/dk olarak ayarlanmis bir Rotary Shaker | kullanilarak
yapilmalidir. Shaker hizini kalibrasyonla dogrulayin.

Mikroplaka kuyularini Yikama Tamponuyla 6 kez, her seferinde kuyulari tagirarak
yikayin veya Automated Plate Washer kullanin.

Bu Sorun Giderme Kisminda Kontaminasyon Kontroliine bagvurun.
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Gozlem

Olasi Nedenler

Coézimler

RLU degerleri
yaklasik ayni olan bir
dizi pozitif numune.

Analiz manipilasyonu
sirasinda Yakalama
Mikroplakasi kuyularinin
kontaminasyonu.

Saptama Reaktifi 2

kontaminasyonu.

Automated Plate Washer
arizasl.

Tlm inkiibasyonlar sirasinda yakalama mikroplakasini értiin. Analizi yaparken tuplerin
aerosol kontaminasyonuna maruz kalmasindan kaginin. Kullanim sirasinda pudrasiz
eldivenler takin.

Yakalama Mikroplakasi kuyularina Saptama Reaktifi 2 pipetlerken stogu kontamine
etmediginizden emin olun. Saptama Reaktifi 2'nin Saptama Reaktifi 1'den aerosoller
veya laboratuar tozu, vs. ile kontaminasyonundan kaginin.

Kontaminasyon veya ariza testleri talimati icin Sorun Giderme kisminda Kontaminasyon
Kontroliine bagvurun veya Otomatik Plaka Yikayici Kullanici El Kitabina (Automated
Plate Washer User Manual) bakin.

Replikatlar arasinda
genis %CV.

Hatal pipetleme.

Yetersiz karigtirma.

Sivinin Hibridizasyon
Mikrotlplerinden
Yakalama Mikroplaka
Kuyularina tam olmayan
transferi.

Uygun olmayan yikama
kosullari.

Mikroplaka kuyularinin
Saptama Reaktifi 1
kontaminasyonu.

Tekrar Uretilebilir hacimlerin iletildiginden emin olmak i¢in pipetérii kontrol edin.
Pipetdrleri rutin olarak kalibre edin.

Tldm adimlarda iyice karistirin. Denatiirasyon inkiibasyonundan &nce ve Prob Karigimi
eklenmesinden sonra vorteksleyin. Gorln(r bir vorteks olustugundan emin olun.

Hibridizasyon Mikroplakasi kuyulari veya mikrottiplerinden Yakalama Mikroplakasi
kuyularina transfer adimi sirasinda tekrar uretilebilir hacimlerin aktarildigindan emin
olun.

Mikroplaka kuyularini Yikama Tamponuyla 6 kez, her seferinde tasirarak yikayin veya
Automated Plate Washer ve uygun Automated Plate Washer protokolleri kullanarak
yikayin.

Tlm galisma yuzeylerinin temiz ve kuru oldugundan emin olun. Saptama Reaktifi 1
kullanilirken dikkatli olun. Aerosollerden kaginin.

Bilinen negatif
numunelerden elde
edilen yalanci pozitif
sonuglar.

Saptama Reaktifi 2
kontaminasyonu.

Mikroplaka kuyularinin
Saptama Reaktifi 1
kontaminasyonu.

Birkag sira boyunca
Kimtowels Wipers veya
esdeger tiftiksiz kagit
havlularin ayni bélgesine
dokunarak kurutulmasi.

Yetersiz numune
hazirlama.

Uygun olmayan yikama
kosullari.

Denatiire numunenin HPV
probu hibridizasyon
mikrotipu veya
hibridizasyonu igin
kullanilan mikrotiipe veya
mikroplaka kuyusuna
aktariimasi sirasinda pipet
ucunun denatire olmamis
materyallerle
kontaminasyonu.

Saptama Reaktifi 2'yi numuneler arasinda bolerken numunelerde gapraz
kontaminasyon olusturmadiginizdan emin olun. Bir kitin sadece bir pargasini
kullaniyorsunuz, o analiz igin gerekli hacmi pipetori doldurmadan énce temiz, tek
kullanimlik bir reaktif rezervuarina bdéluntileyin.

Mikroplaka kuyularini Yikama Tamponuyla 6 kez, her seferinde tasirarak yikayin veya
Automated Plate Washer kullanin. Yikadiktan sonra mikroplaka kuyularinda gérinir
kalan pembe sivi olmamalidir.

Daha 6nce kullanilan bir bdlgeye dokunarak suyu gidermeyin yoksa kontaminasyon
olusabilir.

Uygun Denatiirasyon Reaktifi hacmini ekleyin ve vortekslemeyle iyice karistirin.
Yalanci pozitif sonuglardan kaginmak igin manuel yéntem veya MST Vortexer 2
yontemiyle (manuel vorteksleyici ydntemi igin tlipl bir kez ters gevirin) sivinin tiip i¢
yuzeyini yikadigindan emin olun. PreservCyt Sollisyonu numuneleri i¢in denatiirasyon
inkiibasyonundan énce uygun karistirma ve hlicre peleti tekrar stispansiyonunun
tamamlandigindan emin olun. Protokol ayrintilari igin digene HC2 Sample Conversion
Kiti kullanma talimatina bagvurun. Tim numuneler i¢in koyu mora belirgin bir renk
degisikligi gézlenmelidir. 65 + 2°C'de 45 * 5 dakika inklbe edin. SurePath numuneleri
icin numunelerin 65 + 2°C'de 90 * 5 dakika inkibe edildiginden emin olun.

Mikroplaka kuyularini Yikama Tamponuyla 6 kez, her seferinde kuyulari tagirarak
yikayin veya Automated Plate Washer ve uygun Automated Plate Washer protokolleri
kullanarak yikayin.

Numune igleme isleminin denatlrasyon adimi bu kullanma talimatinda belirtildigi sekilde
yapilmalidir. Uygun olmayan numune vorteksleme, tiip inversiyonu ve ajitasyon servikal
numunelere endojen spesifik olmayan RNA:DNA hibridlerinin tam olmayan
denatiirasyonuyla sonuglanabilir. Ozellikle PreservCyt Soliisyonu veya SurePath
Koruyucu Sivisi numuneleri kullanirken bu hibridlerin numune denatiirasyon tiipu
duvarlarinin i¢ kisminda bulunmasi olasidir. Bu denatiire olmamis hiicresel materyalin
olasi bulagsmasini énlemek igin mikropipet ucunun denatiire numunenin HPV probu
hibridizasyonu igin kullanilan mikrotip veya mikroplaka kuyusuna aktariimasi sirasinda
numune denatlirasyon tliptiniin kenarlarina dokunmasina izin vermeyin.
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Gozlem

Olasi Nedenler

Coézimler

Artmig Negatif
Kalibratér RLU
degerleri (>200 RLU).
Analizin kalan kismi
beklenen performansi
gosterir.

Saptama Reaktifi 2 20—
25°C Ulzerinde bir
sicaklikta inkibe
edilmigtir.

edildiginden emin olun.

Saptama Reaktifi 2, 30
dakikanin Gzerinde
inklibe edilmistir.

inkiibasyondan sonra) okuyun.

Saptama Reaktifi 2 veya
Yikama Tamponu alkalen
fosfataz veya Saptama
Reaktifi 1 ile kontamine
olmustur.

Testi tekrar galisin ve yakalama ve saptama adimlarinin 20-25°C'de inkilibe

Plakay1 20-25°C'de 15 dakika inklibasyondan sonra (ve en fazla 30 dakika

Bu Sorun Giderme Kisminda Kontaminasyon Kontrolline bagvurun.

Analiz, dogrulama
kriterlerinde basarisiz
olur. Artmig PC/NC
Orani

HRC ve QC2-HR vel/veya
LRC ve QC1-LR ters
yerlestirilmis

Numuneleri Tekrar Test Edin. Bu reaktiflerin yerlestirilmesini ters yapmamak igin
Kalibrator ve Kalite Kontrol flakonlarindaki etiketleri dikkatle okuyun.

KONTAMINASYON KONTROLU

Degerlendirilen
Reaktif

Kontaminasyon Kontrolii iglemi

Sonuglarin Yorumlanmasi

Not: Saptama Reaktifi 2 pipetlerken kontaminasyondan kaginmak icin dikkatli olun

bir ¢alisma yuzeyine dokundurmaktan kacinin.

. Eldiven kullanin ve pipet uglarini herhangi

Saptama Reaktifi
2

e Bodluntilenmis, kalan veya orijinal Saptama Reaktifi 2
flakonundan 75 pl miktarini bog bir Yakalama
Mikroplakasi kuyusuna pipetleyin.

e 20-25°C'de 15 dakika inklibe edin. Dogrudan giines
1Is1gindan kaginin.

e Luminometrede Mikroplaka kuyularini okuyun.

Not: Performansin optimum degerlendiriimesi i¢in Saptama
Reaktifi 2'yi 3 kopya halinde test edin.

Saptama Reaktifi 2 Kontrolii < 50 RLU
olmalidir.

Saptama Reaktifi 2 degerleri < 50 RLU
ise Saptama Reaktifi 2 analizi
tekrarlamak igin kullanilabilir.
Kontamineyse (>50 RLU), yeni bir kit
alin ve analizi tekrarlayin.

Yikama
Tamponu Aygiti
velveya

Su Kaynagi

e 4 ayri Yakalama Mikroplakasi kuyusuna 75 pl Saptama
Reaktifi 2 pipetleyin.

e Kuyular 1-4 olarak isaretleyin.

e Kuyu 1, Saptama Reaktifi 2 kontroll goérevi yapar.

e Yikama sisesinden kuyu 2'ye 10 pl yilkama tamponu
pipetleyin.

e Yikama tamponunun yikayici tipu igcinden akmasini
bekleyin.

e Tupten 10 pl yikama tamponunu kuyu 3'e pipetleyin.

e Yikama tamponunu hazirlamak i¢in kullanilan sudan bir
boélintl alin. 10 yl suyu kuyu 4'e pipetleyin.

e 20-25°C'de 15 dakika inklibe edin. Dogrudan giines
1Isigindan kaginin.

e Luminometrede Mikroplaka kuyularini okuyun.

Saptama Reaktifi 2 Kontroli (kuyu 1) <
50 RLU olmalidir.

Kuyu 2, 3 ve 4'ten RLU degerini
Saptama Reaktifi 2 kontrol RLU
degeriyle (kuyu 1) kargilastirin. Kuyu
2, 3 ve 4 icin ayri RLU degerleri
Saptama Reaktifi 2 kontrol RLU
degerini 50 RLU gegcmemelidir (kuyu
1).

Saptama Reaktifi 2 kontroluini 50 RLU
gecen degerler kontaminasyona isaret
eder. Yikama Aygitini temizleme ve
bakimini yapma igin bakiniz Reaktif
Hazirlama ve Saklama.

Automated Plate
Washer

e 5 ayri Yakalama Mikroplakasi kuyusuna 75 pl Saptama
Reaktifi 2 pipetleyin.

e Kuyular 1-5 olarak etiketleyin.

e Kuyu 1, Saptama Reaktifi 2 kontroll gorevi yapar.

e Wash (Yikama) etiketli plaka yikayici sisesinden kuyu
2'ye 10 pl yikama tamponu pipetleyin.

e Rinse (Durulama) etiketli plakaya yikayici sisesinden
kuyu 3'e 10 pl durulama sivisi pipetleyin.

e Plaka Yikayici tus takiminda Prime (Sivi Gegir) tusuna
basip yikama tamponunun hatlardan akmasini
bekleyin.

e Oluktan 10 pl yilkama tamponunu kuyu 4'e pipetleyin.

e Plaka Yikayici tus takiminda Rinse (Durula) tusuna
basip durulama sivisinin hatlardan akmasini bekleyin.

e Oluktan 10 yl yikama tamponunu kuyu 5'e pipetleyin.

e Ortlin ve 20-25°C'de 15 dakika inkiibe edin. Dogrudan
glines 1sigindan kaginin.

e Luminometrede Mikroplaka kuyularini okuyun.

Saptama Reaktifi 2 Kontroli (kuyu 1) <
50 RLU olmalidir.

Kuyu 2, 3, 4 ve 5'ten RLU degerini
Saptama Reaktifi 2 kontrol RLU
degeriyle (kuyu 1) kargilastirin. Kuyu
2, 3, 4 ve 5igin ayri RLU degerleri
Saptama Reaktifi 2 kontrol RLU
degerini 50 RLU gegcmemelidir (kuyu
1).

Plaka Yikayicidan, DR2 kontrolden 50
RLU Uzerinde degerler
kontaminasyona isaret eder.

Bakiniz Otomatik Plaka Yikayici
Kullanici El Kitabina (Automated Plate
Washer User Manual)
Dekontaminasyon Islemi.
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QIAGEN IRTIBAT BILGISI

Yerel QIAGEN temsilcinizle irtibat kurmak igin bu iriinle saglanan irtibat Bilgi sayfasini kullanin.

Ticari markalar: QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); CDP-Star®(Tropix, Inc.);
Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorfe, Repeater® (Eppendorf AG); Excel®,
Microsoft® (Microsoft Corporation); Kimtowels® (Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.);
PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company); PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR
International, Inc.).

Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar vs. bu sekilde isaretlenmemis olsalar bile kanunen koruma altinda
olmadiklari distiniimemelidir.

Bu Urtin ve kullanim ydntemi asagidaki patentlerden biri veya birkaginin kapsami altindadir:

A.B.D. HPV Patent Numaralan
5,643,715 ¢ 5,712,092 ¢ 5,876,922 ¢ 5,952,487 e 5,958,674 ¢ 5,981,173 ¢ 6,107,086

A.B.D. Hybrid Capture Patent Numarasi
6,228,578B1

56



digene HC2 HPV DNA Testi Ozeti

ONEMLI: Bu ézeti kullanmadan énce ayrintili isleme tamamen asina olmak énemilidir.

islem

Manuel Vorteks Yontemi

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 Yontemi

DENATURASYON

(PreservCyt
Soliisyonlari
numuneleri igin
bakiniz digene HC2
Sample Conversion
Kit kullanma talimati)

Hibridizasyon mikrotuplerini etiketleyin.
Denatiirasyon Reaktifi hazirlayin.
N2

Denatiirasyon Reaktifini kalibratorler, kalite kontroller ve numunelere
pipetleyin (hacim, numune hacminin yarisina esdegerdir).
Her numune, kalibratér ve kalite kontroll yiksek hizda ayri ayri 5
saniye vorteksleyin (ayrintilar icin bu kullanma talimatina bakiniz).
Tdm taplerin mor rengj]/oldugunu kontrol edin.

65 + 2°C'de 45 + 5 dakika inkiibe edin.
N
HPV Prob Karisimi hazirlayin.
N

%
N

Hibridizasyon Plakasini etiketleyin.
Denatiirasyon Reaktifi hazirlayin.
%

Denatiirasyon Reaktifini kalibratorler, kalite kontroller ve numunelere
pipetleyin (hacim, numune hacminin yarisina esdegerdir).
Tum taplerin mor rengi oldugunu kontrol edin.
%
Askiyi film ve kapakla ortlin.
%
10 saniye boyunca vorteksleyin.
%

65 + 2°C'de 45 + 5 dakika inkibe edin.
2

HPV Prob Karisimi hazirlayin
N

HIBRIDIZASYON

Kombine Prob
Kokteyli Yontemi

ikili Prob Yontemi

Su Banyosu Yontemi
Denatiire edilmis numuneyi iyice karistirin ve tiplere 75 pl pipetleyin.
%

20-25°C'de 10 dakika inkiibe edin
N2

Hibridizasyon mikrotiplerine 25 yl Kombine Prob Kokteyli
pipetleyin.

VEYA
Denature edilmis numuneyi iyice karigtirin ve 75 pl'yi "LR" tiplerine
pipetleyin.
Denatiire edilmis numuneyi iyice karistirin ve 75 pl'yi "HR" tlplerine
pipetleyin.
%

20-25°C'de 10 dakika inkiibe edin
N2

“LR” tiiplerine 25 pl Dislk Risk HPV Prob Karigimi pipetleyin.
“HR” tiplerine 25 pl Yiksek Risk HPV Prob Karigimi pipetleyin.
%

%
Mikrotipleri bir plaka muhurleyici ile 6rtiin ve Rotary Shaker | Gizerinde
1100 +£100 devir/dk hizinda 3 * 2 dakika sallayin.
Tum taplerin sari renkli oldugunu kontrol edin.

65 + 2°C'de 60 + 5 dakika inklibe edin.
Yakalama mikroplakasini hazirlayin.

¥
¥

Microplate Heater | Yontemi

Denatiire edilmis numuneyi iyice karistirin ve
mikroplaka kuyularina 75 pl pipetleyin.
N2

20-25°C'de 10 dakika inkibe edin
N

Hibridizasyon mikroplakasi kuyularina 25 ul Kombine Prob Kokteyli
pipetleyin.
VEYA
Denatiire edilmis numuneyi iyice karistirin ve "LR" mikroplaka
kuyularina 75 pl ve "HR" mikro;iaka kuyularina 75 pl pipetleyin.

20-25°C'de 10 dakika inkibe edin
N

25 pl DUstk Risk HPV Prob Karigsimi

“LR” mikroplaka kuyularina pipetleyin.

25 pl Yiksek Risk HPV Prob Karigimi

“HR” mikroplaka kuyularina pipetleyin.
%

Mikroplakay: bir plaka kapagiyla ortiin ve Rotary Shaker | izerinde
1100 + 100 devir/dk hizinda 3 + 2 dakika sallayin.
Tlm tiplerin sari renkli oldugunu kontrol edin.

65 + 2°C'de 60 + 5 dakika inkiibe edin.
Yakalama mikroplakasini hazirlayin.

HIBRID YAKALAMA

Her Hibridizasyon Plakasi Kuyusu veya mikrotiipinden igerigi
8 kanalli bir pipetor kullanarak yakalama mikroplakasinda karsilik gelen kuyuya aktarin.
Bir plaka kapagi veya plaka muhurleyici ile értiin.
1100 £100 devir/dk hizinda 20-25°C'de 60 + 5 dakika sallayin. Yikama Tamponu Hazirlayin.
N

Yakalama mikroplakasinda dekantasyon yapin ve dokunarak kurutun (ayrintilar igin bu kullanma talimatina bakiniz).

HIBRID SAPTAMA

Her yakalama mikroplakasi kuyusuna 75 pl Saptama Reaktifi 1 pipetleyin.
Yakalama mikroplakasini plaka kapagi, Parafilm veya esdegeri ile ortiin.
20-25°C'de 30 - 45 dakika inkube edin. Plakayi istenen yontemi kullanarak yikayin.
N

Manuel Yikama Yontemi

Automated Plate Washer Yontemi

YIKAMA
Yakalama mikroplakasinda dekantasyon yapin ve dokunarak kurutun Plakay! yikayiciya yerlestirin ve baslamak icin “START/STOP”
(ayrintilar igin bu kullanma talimatina bakiniz). (BASLAT/DURDUR) kismina basin.
%
6 kez yikayin. Sonraki adima gidin.

N %

Tiftiksiz kagit havlularda dokunarak kurutun N

%

N

. Her yakalama mikroplakasi kuyusuna 75 pl Saptama Reaktifi 2 pipetleyin.

SINYAL

AMPLIFIKASYONU

20-25°C'de 15 - 30 dakika inkiibe edin.
N

ALcOM

Yakalama mikroplakasini DML Aletinde dlgin.
N

Analizi dogrulayin ve numune sonuglarini yorumlayin.
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