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NAZEV A UCEL POUZITI

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

Test digene HC2 HPV DNA vyuzivajici technologii Hybrid Capture® 2 (HC2) je hybridiza¢ni analyza
nukleové kyseliny s amplifikaci signalu pouzivajici chemiluminiscence mikrodesti¢ky ke kvalitativni
detekci 18 nizko rizikovych a vysoce rizikovych typu DNA lidského papillomaviru HPV v cervikalnich
vzorcich.

Cervikalni vzorky, které Ize zkouSet testem digene HC2 HPV DNA, obsahuji nasleduijici:

Vzory odebrané odbérovym zafizenim digene HC2 DNA

Vzorky odebrané odbérovym zafizenim kartackového typu nebo kombinaci kartacku/Spachtle a
vlozené do roztoku PreservCyt (viz navod k pouziti sady pro konverzi vzorku digene HC2, kde
jsou vSechny podrobnosti)

Vzorky odebrané v konzervaéni tekutiné SurePath (POUZE pro testovani vysoce rizikovych typl
HPV)

Bioptické vzorky uloZené v transportnim médiu digene Specimen Transport Medium (STM)
(Médium pro pfepravu vzork)

PFi pouzivani nizko rizikovych a vysoce rizikovych sond HPV je pouziti tohoto testu indikovano:

jako pomucka pfi diagnéze sexualné prenosnych infekci HPV u typa HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33,
35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

Pro rozliSeni mezi dvéma skupinami DNA HPV: nizko rizikové typy HPV 6, 11,42,43 a 44 a
vysoce rizikové typy HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68 s tim, zZe pfitomny
specificky typ HPV neni mozné urdit.

V pfipadé pouziti sondy HPV s vysokym rizikem, je pouziti tohoto testu uréeno pro:

K detekci vysoce rizikovych HPV typl 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, a 68, u nichz
se prokazalo, Ze jsou primarnim kauzalnim faktorem pfi vzniku nadorového onemocnéni cervixu.

Jako vychozi v8eobecny screeningovy test populace pro pouZiti se stérem z déloZniho &ipku
nebo bez néj s cilem identifikovat zeny se zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni
délozniho ¢ipku nebo pfitomnosti vysoce rizikového onemocnéni délozniho Cipku. Diagnéza HPV
ma rostouci indikativni schopnost ohledné onemocnéni délozniho Cipku s rostoucim vékem.

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

Jako kontrolni test u pacientek s vysledky stéru z déloZniho &ipku ukazujicimi na skvamaozni
intraepitelovou lézi nizkého stupné (Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion - LSIL) nebo
skvamaozni intraepitelovou Iézi vysokého stupné (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion -
HSIL) pfed kolposkopii. U téchto pacientek vysledek testu digene HC2 HPV DNA pomuze Iékafi s
IéEbou pacientky tim, Ze usnadni hodnoceni rizika u zen, pfi rozhodovani o absenci onemocnéni
vysokého stupné.

Test digene HC2 HPV DNA by se mél pouzivat ve spojeni s klinickymi informacemi odvozenymi od jinych
diagnostickych a screeningovych testu, fyzikalnich vySetfeni a iplné anamnézy v souladu s pfislusnymi
postupy pro léeni pacientu. Vysledky testu digene HC2 HPV DNA by se nemély pouzivat jako vyhradni
zakladna pro Klinické vySetfeni a [éEbu pacientek.



SOUHRN A VYSVETLENI

Pritomnost urcitych typt HPV v Zenskych pohlavnich organech je spojena s fadou onemocnéni, napfiklad
kondylom, Bowenoidni papuldza, cervikalni, vaginalni a vulvarni intraepitelialni neoplazie a karcinom 1-3.
VVSeobecné se ma za to, Ze tyto viry se pfenasi pfevazné pohlavni cestou a Ze vysoce rizikové HPV typy
jsou hlavnim uznavanym rizikovy faktorem pro vznik nadorového onemocnéni délozniho &ipku 4-s.

Lidské papillomaviry se skladaji z ikosahedralni virové Eastice (virionu), jezZ obsahuje dvouvlaknovou
kruhovou molekulu DNA s 8 000 pary bazi a ktera je obklopena proteinovym kapsidem. Po infekci
epitelialnich bunék se virova DNA vytvofi v celé tloustce epitelu, ale intaktni viriony se nachazi pouze v
hornich vrstvach tkané. Proto Ize virovou DNA nalézt bud ve virionech nebo jako epizomalni &i
integrované HPV sekvence v zavislosti na typu a stupni léze.

V soucasnosti nelze HPV kultivovat in vitro a ke stanoveni cervikalni infekce HPV jsou imunologické testy
inadekvatni. Nepfimy dlkaz o anogenitalni HPV infekci Ize ziskat fyzikalnim vySetfenim a pfitomnosti
charakteristickych buné&nych zmén spojovanych s virovou replikaci ve vzorcich stéru z délozniho Cipku
nebo biopsie. Alternativné Ize biopsie analyzovat hybridizaci nukleové kyseliny pro pfimou detekci
pfitomnosti DNA HPV.

Historicky se typy HPV 16 a 18 povaZzuji za vysoce rizikové typy spojované s karcinomem (8-10). U typl
HPV 31, 33 a 35 byla prokazana bezprostfedni spojitost s nadorovym onemocnénim (. 11-14. Navzdory
tomuto uzite€nému konceptualnimu ramci téchto 7 typt HPV spole¢né predstavuje pfiblizné 70 %
cervikalnich neoplazmat (9-11). DalSi typy HPV, v€etné 39, 42, 43, 44, 45, 51,52, 56, 58, 59 a 68, byly
identifikovany jako hlavni typy HPV, jez bylo mozné detekovat ve zbyvajicich lézich (15-20, 32-26). Tyto typy
HPV lze rovnéz na zakladeé jejich relativni distribuce v riznych histopatologickych diagnostickych
kategoriich charakterizovat jako nizko, stfedné az vysoce rizikoveé skupiny (21, 32-37).

Bylo prokazano, Zze DNA HPV je pfitomna u pfiblizné 10 % Zen s normalnim cervikalnim epitelem, ale
skute€na prevalence ve specifickych skupinach Zen je silné ovlivnéna vékem a jinymi demografickymi
proménnymi ( 10,21, 31). Prospektivni studie prokazaly, Ze u 15-28 % Zen, které byly pozitivné testovany na
DNA HPV, se rozvinuly skvamozni intraepitelialni 1éze (SIL) do 2 let v porovnani s pouze 1-3 % Zen, u
nichz byly testy na DNA HPV negativni (22 23). ZvIasté bylo vétsi riziko progrese u typt HPV 16 a 18
(pfiblizné 40 %) nez u jinych typl HPV (2.



PRINCIP METODY

Test digene HC2 HPV DNA, vyuzivajici technologii HC2, je analyza imobilizace protilatek pomoci
hybridizace se zesilenym signalem, ktera vyuziva detekci chemiluminiscence mikrodesticky. Vzorky,
obsahujici cilovou DNA, hybridizuji se smési HPV specifické RNA sondy. Vysledné hybridy RNA:DNA
jsou zachyceny protildtkami, specifickymi pro hybridy RNA:DNA, kterymi je potaZzen povrch jamek
mikrodesti¢ky. Zachycené hybridy potom reaguji s protilatkami konjugovanymi s alkalickou fosfatédzou,
specifickymi pro hybridy RNA:DNA, a jsou detekovany chemiluminiscencnim substratem. Na kazdou
protilatku se konjuguji nékteré molekuly alkalické fosfatazy. Vice konjugovanych protilatek navazanych na
kazdy zachyceny hybrid zpasobuje znaénou amplifikaci signalu. Substrat je $tépen konjugovanou
alkalickou fosfatazou a dojde k vyzareni svétla. Svételné kvantum je méfeno luminometrem a vyjadieno v
relativnich svételnych jednotkach (RLU). Intenzita vyzafeného svétla indikuje pfitomnost ¢i nepfitomnost
cilové DNA ve vzorku.

Vysledek méfeni RLU, shodné ¢&i vétsi nez hodnota hranice pozitivity, znamena pfitomnost sekvenci DNA
HPV ve vzorku. Je-li hodnota RLU niz$i nez hodnota hranice pozitivity, znamena to, Ze specificka
testovana sekvence DNA HPV neni pfitomna, nebo Ze testované urovné DNA HPV jsou pod detek&nim
limitem stanoveni.

Testovani s vysokoobjemovou propustnosti vzorkd testem digene HC2 HPV DNA Ize provadét pomoci
systému Rapid Capture® RCS. Dany pfistroj dokaze zpracovat az 352 vzork(l za osm hodin. Aby bylo
mozné velké mnozstvi testd zvladnout, vdechny kroky zkousky provadi RCS, kromé denaturace vzorku,
chemiluminiscenéni detekce signalu a vyhodnoceni vysledk.



CINIDLA A POSKYTNUTE MATERIALY

Je tu 96 testll v 1 sadé testu digene HC2 HPV DNA (katalogové Cislo 5196-1330). Pocet vysledku,
ziskanych od pacientek, se bude liit v zavislosti na tom, kolikrat se kazda souprava pouZije:

1 pouziti = 40 vysledk( pacientt (nizko rizikovych a vysoce rizikovych)
2 pouziti = 32 vysledkud pacientl (nizko rizikovych a vysoce rizikovych)

1 x 0,35 ml Barva indikatoru
obsahuje 0,05 % azidu sodného.

1 x50 ml Denaturacni Cinidlo
ziedény roztok hydroxidu sodného (NaOH).

1x5ml Rozpoustédio sondy
pufrovaci roztok s 0,05 % azidu sodného.

1x 150 yIl Sonda nizko rizikového HPV
HPV 6/11/42/43/44 RNA smésna sonda v pufrovacim roztoku (zelené vicko).

1x 100 yl Sonda vysoce rizikového HPV
HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 RNA smésna sonda v pufrovacim roztoku
(Cervené vicko).

1x1ml Kontrola kvality nizko rizikového HPV
5 pg/ml (500 000 kopii/ml) klonované DNA HPV 6 a nosi¢ DNA v STM s 0,05 % azidu
sodného.

1Tx1ml Kontrola kvality vysoce rizikového HPV
5pg/ ml(500.000 kopii / ml) klonované HPV 16 DNA anosi¢ ové DNA vSTMs 0,05 % ( obj emovych) azidusodného.

1x2,0ml Negativni kalibrator
Nosi¢ova DNA v médiu pro transport vzorku s 0,05 % objemovych azidu sodného

1x 1,0 ml Kalibrator nizko rizikového HPV
1 pg/ml klonované HPV 11 DNA a nosi¢ové DNA v STM s 0,05 % objemovych azidu
sodného

1x1,0ml Kalibrator vysoce rizikového HPV
1 pg/ml klonované HPV 16 DNA a nosi¢ové DNA v STM s 0,05 % objemovych azidu
sodného

1x1 Imobilizaéni mikrodesti¢ka
potazena protilatkami hybridu anti-RNA:DNA.

1x12ml Detekéni reagencie 1
protilatky konjugované s alkalickou fosfatdzou na hybridy RNA:DNA v pufrovacim roztoku s
0,05 % azidu sodného.

1x12ml Detekéni reagencie 2
CDP-Star® s Emerald I (chemiluminiscenéni substrat).

1 x 100 ml Koncentrat promyvaciho pufru
obsahuje 1,5 % azidu sodného.



MATERIALY, KTERE JSOU VYZADOVANY, ALE NEJSOU SOUCASTI SOUPRAVY

Diagnostické zafizeni Hybrid Capture System In Vitro a pfislu$enstvi®

Systém digene Hybrid Capture 2 (,systém digene HC2), se
sklada z luminometru schvaleného QIAGEN (,pfistroj
DML"), osobniho pocitace schvaleného QIAGEN a
pocitaCovych perifernich zafizeni (monitor, klavesnice, mys,
tiskarna a kabel k tiskarné), softwaru systému digene HC2
System Software (,software digene pro kvalitativni
analyzu®), protokolt analyzy systému digene HC2 System
Assay Protocols for HPV, softwaru LumiCheck Plate a
prirucky uzivatele pro software systému digene HC2 System
Software User Manual

Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Hybrid Capture System Microplate Heater |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer

Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer
2 (volitelné)®

Konverzni stojan a viko na stojan (volitelné)

Stojan na vzorky a viko stojanu digene (volitelné)

Pipetovad a stojan EXPAND-4 (volitelné)®

Odbérové zafizeni digene HC2 DNAP
Davkovac zafizeni pro utésnéni zkumavek a fezaci zafizeni
(volitelné, pouziva se s trepackou MST Vortexer 2)

Zarizeni a prislusenstvi bézné pouzivana v laboratofri

Vodni lazen (65+2 °C) dostatecné velka, aby mohla pojmout
bud jeden konverzni stojan (36 x 21 x 9 cm) nebo stojany
pro odbérové zkumavky

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

Vortexova michacka s kaliSkovym nastavcem

Jednokanalova pipeta; ménitelné nastaveni pro objemy 20-200
pl a objemy 200-1000 pl

Opakovaci pipetovac€ s pozitivnim vytlakem, napfiklad
Eppendorf® Repeater® Pipette nebo ekvivalentni

8kanalovy pipetovac: nastaveni pro objemy 25-200 pl

Casovy spinag

Roztok chlornanu sodného, 5 % v/v (€i domaci bélici
prostfedek)

Parafilm® nebo ekvivalent

Pipetovaci Spicky (na jedno pouziti) s aerosolovym filtrem pro
jednokanalovy pipetovac (20 do 200 pl a 200-1000 pl)

Jednorazové Spicky pro pipetu Eppendorf Repeater Pipette
(25 a 500 pl)

Spicky (na jedno pouziti) pro 8kanalovy pipetovaé (25 az 200
ul)

Tampony Kimtowels® nebo odpovidajici papirové ru¢niky,
které neuvolriuji viakno

Kryt laboratorniho stolu k jednorazovému pouziti

Rukavice bez mastku

Polypropylenové zkumavky s obsahem 5 ml nebo 15 ml,

s kulatym dnem a snimatelnym vickem (pro fedéni sondy)

2 ml polypropylenové centrifugaéni konické zkumavky s vicky

Systém Rapid Capture (volitelny pro testovani
vysokoobjemové propustnosti vzorkﬁ)E

Myci pfistroj

Hybridizani mikrodesticky

Vicka na mikrodesticky

Prazdné pruhy mikrodestiCky (k dispozici od Costar, model Cislo
2581); volitelné pro pouziti s automatickou promyvackou
desky

Specialni dlouhé pipetové Spicky pro pipetovani vzorkul

Zkumavky pro odbér vzorku

Stojanek na zkumavky pro odbér vzork

Sroubovaci uzavéry zkumavek pro odbér vzork(

Zasobni lahve na jedno pouziti s €inidly

Tésnici folie zkumavek DuraSeal™

Hybridizaéni mikrozkumavky

Stojanek na mikrozkumavky

Kryci félie na desticku

Dalsi zarizeni a pfislusenstvi nutné pro zpracovani vzork
pomoci PreservCyt Solution

Vykyvna kore¢kova odstfedivka, ktera mize dosahnout 2900 +
150 x g a pojme 10ml nebo 15ml kénické polypropylénové
odstfedovaci zkumavky

5ml sérologické pipety nebo pfenosné pipety na odebrani
vzorku

Sada digene HC2 Sample Conversion™.

Jednorazové Spicky pro pipetu Eppendorf Repeater Pipette
(50 a 100 pl)

Pro manuaini vortexovaci postup:

Zkumavky digene HC2 pro konverzi vzorkd (15 ml kénické) F,
10 ml konické zkumavky Sarstedt s uzavery nebo 15ml
polypropylénové centrifuga¢ni zkumavky s konickym dnem
s uzavéry znacky VWR® nebo Corning®

Stojan na 10 ml nebo 15 ml kénické zkumavky

Pro postup pro vortexovani pomoci tfepacky Vortexer 2 pro
vice vzorku

Zkumavky digene HC2 pro konverzi vzorkd (15 ml kénické

MST Vortexer 2 pro vice vzork

Konverzni stojan a viko na stojan (ur€eny pro 15 ml kénické
zkumavky)

Zasobnik tésnici folie pro zkumavky a fezacka

Tésnici félie pro zkumavky DuraSeal (pouzita s trepackou MST
Vortexer 2)

)F

Dalsi zafizeni a pfislusenstvi pro zpracovani vzorkt v konzervacni tekutiné Surepath Preservative Fluid

Vykyvna korec¢kova odstfedivka, ktera muze dosahnout 800 + 15 x g a pojme 15 ml kénické polypropylénové odstfedovaci

zkumavky

Zkumavky digene HC2 pro konverzi vzorkd (15 ml kénické zkumavky

7ml pfenosné pipety se standardni Spickou nebo ekvivalentni
Transportni médium pro vzorky QIAGEN

)F

Jednorazové Spicky pro pipetu Eppendorf Repeater Pipette (100 pl)

A QIAGEN dodava pouze zafizeni a pfisluSenstvi validované testy digene HC2 HPV DNA.
B Rovnéz pozadované pro pouZiti pii provadéni poloautomatické aplikace RCS.



C Zakaznicka polozka. Jiné multikanalové pipetovaci zafizeni s nastavitelnou vzdalenosti mezi $pickami mize byt pouzito podle

potfeby. Pfedpoklad je, Ze muze byt dosazeno vzdalenosti $pi¢ek 3,2 cm v rozloZzeném stavu. Jako alternativa maze byt pouzita
jednokanalova pipeta, kterou Ize pipetovat 75 pl.

P Charakteristiky chovani testu digene HC2 HPV DNA byly urdeny pouze pro vyznaéené odbérové sady.

E Pokyny konkrétné se tykajici pouzivani tohoto systému pro testovani vysokokoobjemové propustnosti vzorkd s touto analyzou viz
PFirucka uzivatele Rapid Capture System.

F Zkumavky pro konverzi vzork( digene HC2 (znadka VWR nebo Corning®) dodavané QIAGEN se musi pouzivat pro zajisténi
spravného provedeni analyzy pfi pouziti postupu s tfepackou Multi-Specimen Tube Vortexer 2.



VAROVANI A BEZPECNOSTNiI OPATRENI

PRECTETE S| POZORNE VSECHNY INSTRUKCE PREDTIM, NEZ POUZIJETE TEST.
BEZPECNOSTNi OPATRENI

VSECHNY VZORKY by mély byt povaZovany za potencialng infekéni. Zadna znama zkusebni metoda
nem(Zze nabidnout Uplnou jistotu, Ze vzorky nebudou pfenaset infekci. Doporu¢ujeme, aby se s lidskymi
vzorky zachazelo v souladu s patfi€nou praxi platnou pro biologickou bezpe&nost v daném staté ¢i misteé.
Tyto postupy pro biologickou bezpe&nost pouzivejte s materidly, které obsahuji infekéni latky nebo u
nichZ je na to podezieni. Tato bezpe&nostni opatfeni zahrnuji zejména nasledujici:

1. Nepipetujte usty.
2. 'V mistech, kde se pracuje s reagenciemi nebo vzorky nekufte, nejezte ani nepijte.

Pfi nakladani s reagenciemi nebo vzorky pouzivejte jednorazové rukavice neobsahujici prasek-.
Po provedeni testu si dukladné omyjte ruce.

4. Vycistéte a dezinfikujte veskeré uniky vzorkd pomoci tuberkulocidniho dezinfekéniho éLr;idIa, jako
je na priklad 0,5 % (objemovych) chlornan sodny nebo jiné vhodné dezinfekéni &inidlo- ™

5. Asanujte a zlikvidujte vSechny vzorky, €inidla a jiné potencialné kontaminované materialy podle
narodnich a mistnich predpis(.

Nékteré reagencie obsahuji azid sodny. Uvadi se, Ze azid sodny reaguje v laboratornich odpadnich
rozvodech za vzniku azidu olova €i médi. Tyto azidy mohou pfi uderu, napf. kladivem, explodovat. Aby
se zabranilo vzniku azidu olova ¢i médi, po likvidaci roztok(i obsahujicich azid sodny diikladné odpadni
potrubi proplachnéte vodou. Podle US Ufadu pro bezpeénost a ochranu zdravi pfi praci, jsou
doporu€ena nasledujici opatfeni k odstranéni kontaminace ze starych vylevek, kde je podezfeni, Zze se
akumulovaly azidy: (1) odsajte kapalinu ze sifonu vylevky za pouZiti gumové nebo plastikové hadice, (2)
naplnte sifon roztokem 10 % hydroxidu sodného, (3) ponechte po dobu 16 hodin a (4) dobfe proplachnéte
vodou.

Automatické testovani RCS

DalSi varovani a bezpecnostni opatieni konkrétné se tykajici pouzivani tohoto systému pro testovani
vysokokoobjemové propustnosti vzorkud viz Priru¢ka uZivatele Rapid Capture System.

PROHLASENi OHLEDNE BEZPECNOSTI A RIZIK KOMPONENT

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

Koncentrat promyvaciho pufru .
Obsahuje: azid sodny: Varovani! Zdravi Skodlivy pfi poziti. Skodlivy pro vodni
organismy s dlouhotrvajicimi uc€inky. Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostfedi.
Zneskodnéte obsah/obal ve schvaleném zafizeni ke zneskodnovani odpadu.

Denaturaéni reagencie
Obsahuje: hydroxid sodny. Pozor! ZpUsobuje téZzké poleptani kize a poskozeni oci.

MGze byt korozivni pro kovy. ZneSkodnéte obsah/obal ve schvaleném zafizeni ke
zneskodrnovani odpadu. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po nékolik
minut. Vyjméte kontaktni €ocky, jsou-li nasazeny a pokud je lze vyjmout snadno.
Pokradujte ve vyplachovani. PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Veskeré
kontaminované Casti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte kizi vodou/osprchuijte.
Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare.



Skladujte uzamcené. PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odé&v/ochranné
bryle/oblicejovy Stit.

Rozpoustédio sondy

Obsahuje: kyselinu octovou, kyselinu polyakrylatovou. Pozor! ZpUsobuje tézké
poleptani kiize a poSkozeni o¢i. ZneSkodnéte obsah/obal ve schvaleném zarizeni ke

zneskodrovani odpadu. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachujte vodou po nékolik
minut. Vyjméte kontaktni Cocky, jsou-li nasazeny a pokud je lze vyjmout snadno.
Pokradujte ve vyplachovani. PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Veskeré
kontaminované Casti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte kizi vodou/osprchuijte.
Okamzité volejte  TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare.
Skladujte uzamc&ené. Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy §tit.

Kalibrator pro vysoce rizikovy HPV
Varovani! Slabé drazdi kizi. PFi podrazdéni kiize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetfeni.

Kalibrator nizko rizikového HPV
Varovani! Slabé drazdi kizi. Pfi podrazdéni kiize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetfeni.

Kontrola kvality pro vysoce rizikovy HPV
Varovani! Slabé drazdi k(izi. Pfi podrazdéni kiize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni.

Kontrola kvality pro nizko rizikovy HPV
Varovani! Slabé drazdi k(izi. Pfi podrazdéni kiize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni.

Negativni kalibrator
Varovani! Slabé drazdi kizi. PFi podrazdéni kiize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetfeni.
Dalsi informace

Bezpecnostni datové listy: www.qgiagen.com/safety



OPATRENi PRO ZACHAZENI S TESTEM

10.

1.

12.

13.

14.

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

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

Nepouzivejte reagencie po dobé pouzitelnosti vyznacené u symbolu g na Stitku.

Provedeni testu mimo uvedena ¢asova a teplotni rozmezi a limity midzZe poskytnout neplatné
vysledky. Stanoveni, ktera nespadaiji do uréenych rozsahu ¢asu a teploty, musi byt opakovana.

Pro zajisténi spolehlivych vysledkl testu se musi pfisné dodrzovat postup testu digene HC2 HPV
DNA, ovérovaci kritéria kalibrace analyzy, kontrola kvality a interpretace vysledk( vzorka.

Je dullezité odpipetovat pfesny objem poZadovaného ¢inidla a vSe dobfe promisit po kazdém
pfidavku Cinidla. Nesplnéni tohoto pozadavku by mohlo vést chybnym vysledkdm testu. Zjisténi,
Ze doslo k popsanym barevnym zménam, potvrzuje, Ze tyto podminky byly spinény.

Soucasti soupravy byly pfezkouSeny jako ucelena jednotka. Nezaménujte jednotlivé soucasti za
soucasti z jinych zdroju nebo z jinych Sarzi.

Nukleové kyseliny jsou velmi citlivé na degradaci nukleazy v prostfedi. Nukleazy jsou pfitomny na
lidské kuzi a na povrSich ¢i materialech, a nimiz lidé manipulovali. VyCistéte a zakryjte pracovni
povrchy jednorazovym krytem laboratorniho stolu a pfi provadéni v§éech ukonii analyzy noste
rukavice neobsahujici prasek.

Chrarite béhem provadéni analyzy pfed kontaminaci exogenni alkalickou fosfatazou imobilizaéni
mikrodestiCku a detek&ni reagencii 2. Latky, které mohou obsahovat alkalickou fosfatazu zahrnuji
detekéni Cinidlo 1, baktérie, sliny, vlasy a oleje kozniho plvodu. Zakryti imobilizacni
mikrodesti¢ky po promyvacim stupni a béhem inkubace s detekéni reagencii 2 je zvlasté
dulezité, protoze exogenni alkalicka fosfataza muaze reagovat s detekéni reagencii 2 a
mtuize vést k faleSné pozitivnim vysledkim.

Chrarite detekéni reagencii 2 pfed vystavenim pfimému svétlu po delsi dobu. Pouzijte detekéni
reagencii 2 bezprostfedné po odebrani alikvotniho podilu a zabrante vystaveni pfimému
sluneé&nimu svétlu.

Opakovaci pipeta by méla byt pfedem nékolikrat napinéna ¢inidlem, nez se za¢ne s davkovanim.
Pozornost musi byt periodicky vénovana vétSim vzduchovym bublindm. Nadmérny pocet velkych
vzduchovych bublin v davkovaci pipeté mize zpUsobit nepfesné davkovani. Pfedejit tomu Ize
tak, ze se pipeta zcela naplni, pak se Uplné vypusti a znovu se naplini. Konkrétni pokyny pro
pouziti najdete v instruk&ni pfirucce, poskytnuté prodejcem pipetovaciho zafizeni.

Pipetovani multikanalovou pipetou pfi davkovani detek&nich reagencii 1 a 2 by mélo byt
provedeno pomoci reverzni pipetovaci techniky (viz Detekce hybridu). Zkontrolujte SpiCku kazdé
pipety na multikanalové pipeté&, zda je dobfe nasazena a zda je v pofadku pInéni.

Zajistéte, aby kazda jamka mikrodesticky byla dikladné proplachnuta, jak je uvedeno v pokynech
pro ruéni promyvani. Nedostate&né promyti bude mit za nasledek zvySenou hodnotu pozadi a
muze zpUsobit faleSné pozitivni vysledky. Zbytky promyvaciho pufru v jamkach mohou mit za
nasledek redukci signalu a Spatnou reprodukovatelnost.

Nechte ohfiva¢ Microplate Heater | systému hybridni imobilizace zapnuty nejméné 60 minut, aby
doséahl rovnovahu pfi 65°C + 2°C ze studeného startu. NedostateCny €as ureny pro toto
zahfivaci obdobi by mohl vést k roztaveni hybridizacni mikrodesti¢ky. Viz UZivatelska pfirucka
Microplate Heater I, kde jsou podrobnosti.



PRIPRAVA CINIDEL A JEJICH USKLADNENI

1. Po doru€eni sadu uchovaveijte pfi 2-8°C. Wash Buffer Concentrate (koncentrat promyvaciho pufru),
Denaturation Reagent (denaturac¢ni reagencie) a Indicator Dye (barva indikatoru) Ize uchovavat pfi 2—
30°C podle pozadavkd.

2. Nepouzivejte po uplynuti zaruéni doby vyznalené vedle symbolu g na Stitku krabice, nebo
pfipravena cinidla po zaru¢ni [haté (viz nize).

3. VSechna €inidla jsou pfipravena pro okamzité pouziti, s vyjimkou denatura¢niho &inidla, HPV sond
pro nizké a vysoké riziko a koncentrovany promyvaci pufr.

Pro testovani vzorkd na pfitomnost jakéhokoliv z 18 typd HPV je k dispozici metoda kombinované
smésné sondy (CPC). Pro testovani této moznosti se musi pfipravit smés kombinovanych sond
smichanim nafedéné smési Low-Risk HPV Probe a nafedéné High-Risk HPV Probe pfed vlastnim
provedenim testu digene HC2 HPV DNA. Metoda dvou sond pouziva oddélené smésné sondy pro nizké
a pro vysoke riziko. Nahlédnéte do pracovniho postupu nize.

Pro ucely testovani vysokoobjemové propustnosti vzorki viz Prirucka uzivatele systému Rapid
Capture, kde jsou informace o pripravé smési(i) HPV Probe, promyvaciho pufru, detekéni
reagencie 1 a detekéni reagencii 2, protoze tyto pokyny jsou specifické pro pouziti tohoto systému
k testovani vysokoobjemové propustnosti vzorku.

CINIDLO METODA PRIPRAVY
Denatur_a(':ni Nejdfive pfipravte:
reagencie « Pridejte 5 kapek Indicator Dye (barva indikatoru) do lahve Denaturation Reagent

(denaturaéni reagencie) a dukladné promichejte. Denaturaéni reagencie ma mit
homogenni tmavé fialovou barvu.

. Po pripravé je denaturani reagencie stabilni tfi mésice, kdyz se uchovava pfi 2-8°C.
Oznacte ji Stitkem s novou dobou pouZitelnosti. Jestlize Cinidlo ztraci barvu, pfidejte tfi
kapky indikatorového barviva a pfed pouzitim dlikladné promichejte.

Varovani: Denaturacni €inidlo je korozivni. Pouzivejte vhodny ochranny odév, ochranné
rukavice a ochranné pracovni prostfedky pro oci a obli€ej. Pfi manipulaci postupujte
opatrné.

Smésna sonda
HPV pro nizké
riziko (pfipravena
ze sondy HPV pro
nizké riziko a
€inidel k naredéni
sondy)

Pripravte béhem denaturac¢ni inkubace vzorku:
Dilezité upozornéni: Nékdy dojde k zachyceni sondy ve vicku zkumavky.

Poznamka: Dbejte na to, aby nedoslo ke kontaminaci sondy a smési sond Rnazou.
Pouzijte pipetové Spicky s aerosolovym filtrem pro pipetovani sondy. Probe Diluent
(rozpoustédlo sondy) je viskdzni.

Pri pfipravé sond HPV dbejte na dikladné promichani. BEhem miseni musi byt na
kapaliné vidét vznik viru (vortexu). Nedostatecné trepani maze mit za vysledek
redukci signalu.

+ Odstfedujte kratce injekéni lahvicku sondy Low-Risk HPV Probe Aby se na dno injekéni
lahvi¢ky dostala kapalina. Jemnym poklepem promichejte.

* Urcete pozadované mnozstvi smeési Probe Mix (25 pl/test). Doporucuje se pfipravit vice
smeési sondy, aby se vykompenzoval objem ztrat ve Spi¢kach nebo na sténach
zkumavky. Konzultujte navrzené objemy v nize uvedeném seznamu. Doporuéeny
nez 24 v jednom provedeni, celkovy pocet testll na jednu soupravu by se pak mél
zredukovat s ohledem k omezenému objemu sondy a roztoku k nafedéni sondy.

+ Prevedte pozadovany objem Probe Diluent (rozpoustédlo sondy) do nové nadoby k
jednorazovému pouZziti. V zavislosti na poctu testl se doporucuje pouzit bud' 5 ml nebo
15 ml polypropylénové zkumavky s kulatym dnem s vickem. K pFipravé smési sondy
zredte HPV sondu pro nizké riziko v poméru 1:25 roztokem ke zfedéni sondy.
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pocet

test/stript

objem roztoku ke
zifedéni sondy*

objem sondy*

48/6 2,0 ml 80,0 pl
24/3 1,0 mi 40,0 pl
na jamku 0,045 ml 1,8 pl

*Tyto hodnoty jiz v sobé zahrnuji doporu€eny pfidavny objem.
Napipetujte Low-Risk HPV Probe (sonda nizko rizikového HPV) do Probe Diluent
(rozpoustédlo sondy), kdy pfilozite Spicku pipety k vnitfni sténé zkumavky tésné nad
meniskus a vypudite obsah. Zabraite ponoreni $pi¢ky pipety do roztoku ke ziredéni
sondy.

* Protfepavejte nejméné 5 sekund pfi maximalni rychlosti pro dikladné promichani. Musi
dojit k viditelnému protrepani. Oznacte jako “Smésna sonda HPV pro nizké riziko“ a
uchovavejte v Cisté, uzaviené nadobé az do okamziku pouziti. Nepouzita smés sondy
by méla byt zlikvidovana.

smésna sonda
HPV pro vysoké
riziko

Pfipravte jako smésnou sondu HPV pro nizké riziko (viz vy$e). Oznadte jako "smésna sonda
HPV pro vysokeé riziko". Nepouzita smés sondy by méla byt zlikvidovana.

kombinovana
smésna sonda

Pfipravte jako smésné sondy HPV pro nizké riziko a HPV pro vysoké riziko (jak popsano
vyse). Pridejte cely obsah zfedéné smésné sondy HPV pro nizké riziko do zkumavky se
zfedénou smésnou sondou HPV pro vysokeé riziko. Michejte do viru nejméné 5 vtefin pfi
maximaini rychlosti, pro dokonalé promiseni. Musi dojit k viditelnému protfepani. Oznacte
jako “kombinovana smésna sonda HPV". Nepouzita smés sondy by méla byt
zlikvidovana.
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Promyvaci pufr

Pripravte béhem imobiliza¢niho kroku:

Promyvaci pufr pro Hybrid Capture System Automated Plate Washer (automaticka
promyvacka desti¢ek systému hybridni imobilizace) Ize pfipravit dale popsanym zplsobem a
Ize jej ulozit do zakryté nadoby, pfipadné pfipravit 1 litr a umistite jej do promyvaci nadrzky
automatické promyvacky destiek. Michani objem( viz nasledujici tabulka:

Viz Automated Plate Washer Uzivatelska pfiruCka, kde naleznete pokyny ohledné péce a
udrzby.

Varovani: Koncentrat promyvaciho pufru je po poziti toxicky. Pouzivejte vhodny ochranny
odév, ochranné rukavice a ochranné pracovni pomucky pro o€i a obli€ej. Vystaveni se
koncentrovanému promyvacimu pufru minimalizujete pfidanim vody pfi pfipraveé.

MnozZstvi promyvaci ho puf ruMnoZstvi destil ovanéhonebo Kone&ny objem
koncentratu dei oni zované vody promyvaci ho pufru
33,3 ml 966,7 ml 11
66,6 ml 19334 ml 21
100 ml 2900 ml 31

Poznamka: Je velmi dulezité, aby po celou dobu zistala automaticka promyvacka
desti¢ek zapnuta. Je tak zajiSténo proplachovani, které je provedeno kazdych 8 hodin,
kdy neni jednotka v provozu.

Pred kazdou analyzou se presvédcte, zda je prazdna odpadni nadoba automatické

promyvacky desek a proplachovaci nadoba je naplnéna destilovanou nebo
deionizovanou vodou.

Uréeno pro metodu manualniho promyvani desticek:

. Dobre promichejte koncentrat promyvaciho pufru.

. Rozfedte 100 ml koncentratu promyvaciho pufru 2,9 | destilované nebo deionizované
vody v promyvacim pfistroji a dobfe promichejte (koneény objem by mél byt 3 I).

. Utésnéte obal, aby nedoslo ke kontaminaci nebo odparovani.

Takto pfipraveny promyvaci pufr je stabilni po dobu tfi mésicu pfi 2-30 °C. Oznacte Stitkem s
novou expiracni dobou. Jestlize byl promyvaci pufr v lednici, pfed pouZitim ponechte stat pfi
20-25 °C, aby bylo dosazeno vyrovnani teploty.

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

Detekéni . Bezprostiedné pred pouzitim:
:gg:gr‘:;e a Dlkladné promichejte reagencii, potom peélivé odmérte prisludny objem detekéni
reagencie 2 reagencie 1 nebo detekéni reagencie 2 do Cisté nadoby na reagencie podle déle

uvedenych pokynu. Tyto reagencie SE NESMI vratit do ptivodnich lahvi, aby
nedoslo ke kontaminaci: Po pouziti zlikvidujte nespotirebovany material. Jestlize
neni pouZzita 8kanalova pipeta, je mozné ji nahradit pfisluSnym pipetovacim
pFistrojem s opakovanou akci. V tomto pfipadé by mély byt alikvotni podily Cinidla
nadavkovany do polypropylénové zkumavky dostate¢né velikosti, aby byl k
dispozici pozadovany objem, jak je uvedeno nize.

Podet Obj emdet eké&ni
testd/ prouzks reagenci e 1 nebo 2
96/12 obsah lahve
72/9 7,0 ml
48/6 5,0 ml
24/3 3,0 ml
1 test 0,125 ml
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ODBER VZORKU A MANIPULACE SE VZORKY

Cervikalni vzorky odebrané a pfepravované pomoci odbérového zafizeni digene HC2 DNA (skladajiciho
se z cervikalniho kartacku a média pro transport vzorkd digene) nebo vzorky odebrané odbérovym
zafizenim kartackového typu nebo kombinaci kartacku/Spachtle a viozené do roztoku PreservCyt nebo
cervikalni vzorky odebrané v kapaliné Sure Path Preservative Fluid jsou jedinymi vzorky, které se
doporucuji pro pouziti s testem digene HC2 HPV DNA Vzorky, které byly odebrany s pouzitim jiného
systému pro odbér vzorkU, nebo které byly pfenaseny v jinych transportnich médiich, nejsou zpUsobilé
pro pouziti s timto testem. Charakteristiky Ucinnosti této soupravy byly stanoveny pouze u téchto
zminénych odbérovych souprav. V pfipadé kolposkopického vysSetfeni je tfeba cervikalni vzorky odebrat
ptred aplikaci kyseliny octové nebo jodu. Viz navod k pouziti odbérového zafizeni digene HC2 DNA
Collection Device, kde naleznete dal§i postupy pro odbér vzork( a nakladani s nimi.

CERVIKALNIi VZORKY V STM

Vzorky STM mohou byt skladovany do dvou tydn( pfi teploté mistnosti a odeslany bez zmrazeni do
testovaci laboratofe. Vzorky by mély byt odeslany v izolované nadobé&, s pouzitim postovni kuryrni sluzby
pro zajisténou dodavku do 2 dnli nebo pFes noc. V testovaci laboratofi by vzorky mély byt uskladnény pfi
2-8 °C, jestlize se stanoveni provede do jednoho tydne. Pokud se bude analyza provadét pozdéji nez za
jeden tyden, uchovavejte vzorky pfi -20°C az 3 mésice (pfed zmrazenim viz Poznamky v Cervikalni
biopsie). Do STM bylo pfidano konzervacni €inidlo ke zpomaleni bakterialniho rdstu a k zachovani
neporusenosti DNA. Neni uréeno k zachovani Zzivotaschopnosti organismi nebo bunék. Odbérové
zafizeni digene HC2 DNA Collection Device by se nemélo pouzivat k odbéru vzorkl od téhotnych zen.

CERVIKALNI BIOPSIE

Cerstvé odebrané cervikalni biopsie o prdméru 2-5 mm Ize rovnéz analyzovat testem digene HC2 HPV
DNA. Bioptické vzorky se musi ihned ulozit do 1,0 ml STM a uchovavat zmrazené pfi - 20°C. Vzorky z
biopsie Ize prepravovat pfi teploté od 2- 30°C pro dorucéeni pfes noc do testovaci laboratofe a uchovavat
pfi - 20°C az do zpracovani Vzorky biopsie o priméru mensim nez 2 mm nemohou byt pouZity.

Poznamky: Aby se zabranilo uvolfiovani vicek na zkumavkach se vzorky, které jsou posilany nebo
uskladnény zmrazené:
+  Krytky zakryjte folii Parafilm pfed pfepravou jiz dfive zmrazenych zkumavek se vzorky. Vzorky
Ize pfepravovat pfi teplotach 20-25°C.
»  Pfivyjimani vzorkll z mraznicky pro testovani neprodlené nahradte uzavéry Sroubovacimi
krytkami zkumavek pro odbér vzork.

CERVIKALNIi VZORKY V ROZTOKU PRESERVCYT

Vzorky odebrané odbérovym zafizenim kartackového typu nebo kombinaci kartaCku/Spachtle a viozené
do roztoku PreservCyt pro pouziti pfi pfipravé sklic¢ek ThinPrep® Pap Testlze pouzit pfi testu digene HC2
HPV DNA. Vzorky je nutno odebrat rutinnim zplsobem a pfipravit sklicka ThinPrep Pap Test podle
pokynu z navodu k pouziti Hologic.

Poznamka: Pro test digene HC2 HPV DNA musi zUstat k dispozici nejméné 4 ml roztoku PreservCyt.
Vzorky s méné nez 4 ml po pripravé testu Pap Test nemusi obsahovat dostateCny material a
mohly by vést k faleSné negativnimu vysledku testu digene HC2 HPV DNA.

Po odbéru a pfed zpracovanim pro test digene HC2 HPV DNA uchovavejte vzorky roztoku PreservCyt az

po dobu tfi mésicu pfi teploté 2 az 30°C. Vzorky roztokl PreservCyt nemohou byt zmrazeny. Pokyny ke
zpracovani téchto vzorkl viz Postup pfipravy vzork( PreservCyt.
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CERVIKALNIi VZORKY V KONZERVACNI KAPALINE SUREPATH PRESERVATIVE FLUID
(POUZE pro testovani DNA vysoce rizikového HPV)

Ruéni pfiprava vzorku u vzork(l SurePath se provadi pomoci post-gradientnich bunécnych pelet, které
vzniknou pfi pfipravé sklie testu SurePath Pap Test. Pfipravte sklicka SurePath Pap Test podle
vhodnych pokynu pro proces skli¢ek BD PrepStain® Slide Processor.

Dulezité upozornéni: Bezprostfedné po pfipravé sklicka SurePath Pap se musi do zkumavky v
odstfedivce obsahujici zbytkové bunééné pelety pipetovat 2,0 ml kapaliny SurePath Preservative Fluid.
Tim se zachova neporusenost post-gradientnich bunéénych pelet pro provedeni testu digene HC2 HPV
DNA.

Post-gradientni buné¢na peleta s kapalinou SurePath Preservative Fluid mze byt uchovavana az po 4
tydny pfi 2—30 °C pred pfipravou vzorku pro test digene HC2 HPV DNA.

Vzorky post-gradientni bunécné pelety SurePath jsou pfipraveny zpusobem stanovenym v tomto navodu
k pouziti. Vysledkem ru¢ni pfipravy vzorku je denaturovany vzorky pfipraveny ke zpracovani v ramci
hybridizaéniho kroku testu.
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POSTUP TESTU

Vzorky mohou obsahovat infekéni latky a je zapotiebi s nimi podle toho nakladat. Test digene HC2
HPV DNA Ize provadét ruéné podle pokynl uvedenych v tomto navodu k pouziti, nebo pouzit pFistroj
Rapid Capture System pro testovani vysokoobjemové propustnosti vzorkda.

TESTOVANi VYSOKOOBJEMOVE PROPUSTNOSTI VZORKU POMOCIi SYSTEMU RAPID CAPTURE
SYSTEM

Rapid Capture System je automaticky systém pro pipetovani a fedéni k vSeobecnému pouziti, ktery Ize
pouzit s testem digene HC2 HPV DNA pro testovani s vysokoobjemovou propustnosti vzork(. Tento
systém dokaze zpracovat 352 vzorkd za osm hodin, kdy po 3,5 h neni nutny zasah uzivatele; az 704
vysledk( muze byt vygenerovano za 13 hodin. Denaturace vzork( pfipravovanych k testovani se provadi
mimo RCS, jesté pred jejich umisténim na ploSinu RCS. Navic se provadi detekce chemiluminiscenéniho
signalu a vykazovani vysledkd pomoci offline DML pfistroje spole¢ného jako pro rucni, tak RCS metody.
Jednotlivé proceduralni kroky testu digene HC2 HPV DNA se provadi v pfesné posloupnosti jako pfi
ruénim testovani. Pomoci zafizeni RCS je mozné stupriovité zpracovavat az 4 mikrodesticky, kde kazda
z téchto mikrodesti¢ek obsahuje vzorky a kontroly kalibrace a kvality potfebné k dané analyze.

Pfi pouzivani systému Rapid Capture System naleznete dalSi pokyny v Rapid Capture System
User Manual (Pfiru¢ka uzivatele systému Rapid Capture) dodavana s timto pfistrojem navic k
témto navodim k pouziti pro nezbytné proceduralni a popisné informace.

MANUALNi POSTUP

Usporadani pokusu
1. Pokud budete pouzivat ohfiva¢ Microplate Heater |, nechte jej zapnuty nejméné 60 minut, aby
dosahl rovnovahu pfi 65 °C * 2 °C ze studeného startu. Viz UZivatelska prirucka Microplate
Heater I, kde jsou podrobnosti.

2. Ovérte si, ze je teplota vodni lazné 65°C a Ze je v ni dostatek vody na zakryti celého objemu ve
zkumavkach se vzorky.

3. Vyjméte vzorky a vS§echny pozadované reagencie z mrazni¢ky pfed zahajenim analyzy. Nechte
je 15 az 30 minut vytazené, aby dosahly teploty 20-25 °C.

Poznamka: Pfipravte vzorky PreservCyt a SurePath dfive, nez vSechny pfedtim denaturované
vzorky a reagencie dosahnou rovnovahu s pokojovou teplotou.

4. Pouzijte analyticky software pro analyzu digene k vytvofeni uspofadani desek pro analyzu.
Pokyny jak vytvofit uspofadani desek viz pfisludna pfirucka uzivatele.

5. Umistéte kontroly kalibratoru a kvality a vzorky, jeZ maji byt testovany, do stojanu zkumavek v
tomtéZ poradi, ve kterém budou testovany. NEJDRIVE musi byt testovany negativni kalibratory,
kalibratory HPV pro nizkeé riziko a kalibratory HPV pro vysoké riziko. Negativni kalibrator (NC),
kalibrator HPV pro nizké riziko (LRC), nebo kalibrator HPV pro vysoké riziko (HRC), kontrola
kvality pro nizké riziko (QC1-LR), kontrola kvality pro vysoké riziko (QC2-HR) a vzorky jsou
testovany v konfiguraci 8-mi jamkového sloupce. Viz Pfiklad uspofadani uvedeni nize.

Priklad usporadani pro béh s 24 jamkami na mikrodesti¢ce:
> Sloupec
Rada 1 > 3
A NC Vzorek 1 Vzorek 9
B NC Vzorek 2 Vzorek 10
C NC Vzorek 3 Vzorek 11
D LRC &i HRC Vzorek 4 Vzorek 12
E LRC &i HRC Vzorek 5 Vzorek 13
F LRC &i HRC Vzorek 6 Vzorek 14
G QC1-LR Vzorek 7 Vzorek 15
H QC2-HR Vzorek 8 Vzorek 16
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6. Jestlize je pouzivana metoda kombinované smésné sondy (CPC), NC, LRC a HRC jsou

testovany kombinovanou smésnou sondou tfikrat na stejné mikrodestiCce. Pouzijte jamky A1, B1
a C1 pro NC a jamky D1, E1, F1, G1, H1 a A2 pro LRC, respektive HRC. Pouzijte jamky B2 a C2
pro kontroly kvality QC1-LR, respektive QC2-HR a vzorky zacinajici v D2. Postup CPC nebyl
validovan pro pouziti se systémem Rapid Capture.

PFi metodé dvou sond provedte testy smésné sondy pro nizké riziko HPV na levé strané
mikrodestiCky a testy smésné sondy pro vysoké riziko HPV na pravé strané mikrodesticky.

NEJDRIVE testuijte tfikrat negativni kalibrator (NC) a tfikrat kalibrator pro nizké riziko (LRC)
smeésnou sondou pro nizké riziko HPV. Pak testujte kontroly kvality (QC1-LR a QC2-HR) a
vzorky jednotlivé, také s pouzitim smésné sondy pro nizké riziko HPV. Umistéte NC replikaty v
A1, B1, C1; LRC replikaty v D1, E1, F1; QC1-LR v G1; QC2-HR v H1; a pak vzorky, po¢inaje od
A2.

POTOM testujte tfikrat NC a tfikrat kalibrator pro vysokeé riziko (HRC) s pouzitim smésné sondy
pro vysokeé riziko HPV. Pak testujte QC1-LR a QC2-HR vzorky jednotlivé, také s pouzitim
smésné sondy pro vysoké riziko HPV. Umistéte NC replikaty v A7, B7, C7; HRC replikaty v D7,
E7, F7; QC1-LR v G7; QC2-HR v H7; a pak vzorky, po¢inaje od A8. Viz pfiklad usporadani vyse.

Viz pfisluSna uzivatelska prirucka, kde je spravné nastaveni Kalibratoru/kontroly kvality/\Vzorku v
softwaru.

Jinou moznost pfedstavuje usporadani dvou oddélenych mikrodesti¢ek: tyto mohou byt pouzity
pro kontroly kalibratoru, kvality a vzorky testované jednak sondou HPV pro nizké riziko a jednak
sondou HPV pro vysoké riziko. NC a LRC jsou testovany trojnasobné a QC1-LR a QC2-HR jsou
testovany jednotlivé smésnou sondou HPV pro nizké riziko na jedné mikrodesti¢ce; NC a HRC
jsou testovany trojnasobné a QC1-LR a QC2-HR jsou testovany jednotlivé smésnou sondou HPV
pro vysoké riziko na druhé mikrodesti€ce. Pouzijte jamky A1, B1, a C1 pro NC a jamky D1, E1, a
F1 pro LRC nebo, respektive, HRC. PouZijte jamky G1 a H1 pro kontroly kvality QC1-LR,
respektive QC2-HR.

Vzorky mohou byt testovany jednotlivé kombinovanou smésnou sondou, je-li pouZzita metoda
CPC, nebo jednotlivé smésnou sondou HPV pro nizké riziko a jednotlivé smésnou sondou HPV
pro vysoke riziko, je-li pouzita metoda dvou sond.

DENATURACE

Poznamky:

Varovani: Denaturaéni Cinidlo je korozivni. Pfi praci postupujte opatrné a noste rukavice
neobsahujici prasek.

Diulezité upozornéni: Nékteré cervikalni vzorky mohou obsahovat krev &i jiny biologicky
material, ktery muze prekryvat barevné zmény po pridavku denaturacniho Cinidla. Vzorky, které
vykazuji tmavou barvu pred pfidanim denaturacniho €inidla, nemohou vykazat v tomto kroku
spravnou barevnou zménu. V téchto pfipadech selhani patficné barevné zmény neovlivni
vysledky stanoveni. Ovéreni spravného smiseni mize byt provedeno sledovanim barevné zmény
pro kontroly kalibratoru a kvality.

Béhem denaturaénich a hybridiza&nich kroku se ujistéte, Ze uroven vody ve vodni lazni je
dostate¢na pro ponofeni celého objemu vzorku ve zkumavce.

Kalibratory, kontroly kvality a vzorky Ize pfipravovat az do denaturaéniho kroku a uchovavat pfi
28 °C pres noc nebo pfi -20 °C az po 3 mésice. Smi se provést maximalné 3 cykly
zmrazeni/roztati maximalné 2 hodiny pfi pokojové teploté béhem kazdého cyklu roztati. Pfed
pouzitim dobfe promichejte.

Po denaturaci a inkubaci se vzorky jiz dale za infek&ni nepovazuji.® Nicméné laboratorni
personal musi i nadale dodrzovat narodni/mistni bezpecnostni opatfeni.

Neodstrariujte kartacek pro odbér vzork(i z transportni zkumavky pfed denaturaci.

Abyste se vyhnuli faleSné pozitivnim vysledkdm, je naprosto nezbytné, aby vSechny materialy -
kontrola kalibratoru, kvality a vzorky — pfiSly do styku s denaturaénim C&inidlem. Tfepani po pfidani
denaturaéniho €inidla je kritickym krokem: Zajistéte aby byla tfepacka Multi-Specimen Tube
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Vortexer 2 nastavena na 100 (maximalni otaéky) a béhem michani byl viditelny vir kapaliny
v takovém rozsahu, ze kapalina bude omyvat cely vnitfni povrch zkumavky. Jestlize
provadite virové trepani manualné, ujistéte se, ze kazda kontrola kalibratoru, kvality a
vzorek je michan individualné do viru (vortex), kazdy nejméné po dobu 5 vtefin pfi
nejvyssi rychlosti tak, ze vir kapaliny smaci cely vnitini povrch zkumavky. Pak zkumavku
jednou obrat'te dnem vzhru.

Postup pripravy kontrol kalibratoru, kvality a vzorkii STM

1.

Odstrante a zlikvidujte vicka zkumavek kontrol kalibrator(, kvality a vzorkd.

Poznamka: Vicka sejmuta ze zkumavek se vzorky jsou potencialné infekéni. Likvidaci provedte
v souladu s narodnimi/mistnimi smérnicemi.

Napipetujte denaturaéni Cinidlo s indikatorovym barvivem do kazdé kontroly kalibratoru, kvality a
vzorku pomoci opakovaci pipety nebo jednokanalové pipety. Postupujte opatrné, abyste se
nedotkli stén zkumavky — mohlo by dojit ke zkFizené kontaminaci vzorkd. Objem potfebného
denaturac¢niho ¢inidla se rovna poloviné objemu vzorku. Pfesny objem pro kazdy typ kontroly
kalibratoru, kvality a vzorku je uveden nize v tabulce.

Zbytek denaturacéniho €inidla v lahvi¢ce zied'te predtim nez jej zlikvidujete v souladu
s platnymi statnimi/mistnimi laboratornimi postupy.

Pozadované objemy

Kontrola kalibratoru, kvality nebo vzorek denaturaéniho &inidla

Negativni kalibrator 1000 pl
Kalibrator pro nizké &i vysokeé riziko 500 pl
Kontroly kvality pro nizké &i vysoké riziko 500 pl
Cervikalni vzorky 500 pl

Promichejte vzorky za pouZiti jedné ze dvou metod popsanych nize.

Metoda s tfrepackou Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

Poznamka: Vzorky z odbérového zafizeni digene HC2 DNA michané pomoci tfepacky MST
Vortexer 2 musi byt hybridizovany metodou vyuzivajici hybridizacni mikrodestiCku a
ohfiva¢ Microplate Heater |

a) Zakryjte zkumavky kalibratoru, kontrol kvality a vzorktl STM tésnici félii zkumavek DuraSeal
pfetazenim félie pfes zkumavky ve stojanu.

b) Umistéte viko stojanu nad zkumavky zakryté folii a zajistéte na misté dvéma bocnimi
svorkami. Rezacim zafizenim odfiznéte folii.

c) Umistéte stojan na tfepacku Multi-Specimen Tube Vortexer 2 a stojan zajistéte svorkou.
Dbejte na nastaveni rychlosti na 100 (maximalni rychlost) a zapnéte otocte vypinacem
napajeni tfepacky do polohy ON (zapnuto). Zkumavky protfepavejte 10 sekund.

Metoda manualniho tfepani do viru (vortexing) pro jednotlivé zkumavky

a) Znovu zakryjte zkumavky kalibratoru, kontrol kvality a vzorkt STM &istymi Sroubovymi uzavéry
zkumavek na odbér vzork.

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

c) Jednou obratte kazdou zkumavku vzorku dnem vzharu, aby se omyl vnitfek zkumavky, krytka
a okrajovy lem.

d) Vratte zkumavku do stojanu.

PFi pouziti metody protfepavani musi byt béhem michani viditelny vir kapaliny v kazdé
zkumavce v takovém rozsahu, ze kapalina bude omyvat cely vnitini povrch zkumavky.
Kontroly kalibratoru, kvality a vzorky by mély zménit barvu na tmavé fialovou.
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4. Inkubace obsahu zkumavek probiha ve stojanu umisténém ve vodni lazni pfi 65 + 2 °C po dobu
45 + 5 minut (denaturované kontroly, kalibratory a vzorky mohou byt testovany okamzité, nebo
uskladnény jak je popsano vySe v Poznamkach). Béhem této inkubace pfipravte smés(i) pro HPV
sondu. Viz odstavec Priprava reagencii a uchovavani

Postup pripravy vzorkid pro PreservCyt Solution

Poznamky:
e Prostudujte navod k pouziti sady digene HC2 Sample Conversion, kde naleznete vSechny
podrobnosti.

e Pfi manualnim testovani staci zpracovani 4 ml davky PreservCyt Solution pro dva testy. Minimalni
zpracovatelny objem je 4 ml.

e Vzorky PreservCyt Solution si pfipravte v davkach 36 nebo menSich; v opaéném pfipadé se pelety
mohou uvolnit pfi dekantaci supernatantu. Je to dilezité kvali zachovani integrity bunécéné pelety
béhem dekantace. Prfipravujete-li dalSi lahvicky s PreservCyt Solution, nezacinejte je pfipravovat
dfive, nez dokongite pfipravu prvni davky.

Pfiprava Cinidla

Pouzijte bud denaturacni reagencii (DNR) dodavanou s testem digene HC2 HPV DNA (viz Priprava
reagencii a uchovavani), nebo DNR dodavanou se sadou digene HC2 Sample Conversion. Pro pfipravu
DNR dodavané se sadou digene HC2 Sample Conversion pfidejte 3 kapky barvy indikatoru do lahve
DNR a dobfe promichejte. Vysledkem by mél byt stejnorody, tmavé fialovy roztok. Pozadavky na objem
ur¢ite podle Tabulky 1.

Tabulka 1

Pozadavky na objem: Priprava cinidla

Objem

Pocet PreservCyt Objem pufru
testa Solution ke konverzi

1-2 4 ml 0,4 ml

3 6 ml 0,6 ml

4 8 mi 0,8 ml

5 10 ml 1,0 ml

6 12 ml 1,2 ml

1. Oznacte zkumavku digene HC2 pro konverzi vzorkd 10 ml kénickou zkumavku Sarstedt nebo 15 ml
konickou zkumavku znacky VWR nebo Corning vhodnym identifikacnim &islem vzorku.

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

b. Okamzité, protoze se buriky velice rychle usazuji, napipetujte pfislusné mnozstvi vzorku
PreservCyt do oznadené zkumavky. Snazte se dostat roztok PreservCyt na dno konické
zkumavky a minimalizovat tak pfilnuti bunééného materialu ke vnitfni sténé zkumavky.

3. Pridejte vhodny objem pufru pro konverzi vzorku do kazdé zkumavky (viz tabulka 1).

4. VSechny zkumavky uzaviete a pomoci vortexové michacky s kaliSkovym nastavcem dobfe
promichejte.

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

5. Odstfedujte zkumavky ve vykyvném koreC¢kovém rotoru pfi 2 900 + 150 x g po 15 £ 2 minut.
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6. Beéhem odstfedovani si pfipravte smés transportniho média/denaturaéniho Cinidla (STM/DNR) v
poméru 2:1 (podle Tabulky 2).

Poznamka: Smés STM/DNR musite pripravit vzdy ¢erstvou v den testu.

a. Celkové mnozstvi pozadované smési STM/DNR urcite tak, Ze vezmete pocate€ni mnozstvi
vzorku pro PreservCyt Solution jako voditko a poté vynasobite objemy STM a DNR pro jednu
zkumavku poétem zpracovavanych vzorku (viz Tabulka 2).

Tabulka 2
Pozadavky na objem: STM/DNR
Objem STM
pro jednu
zkumavku Objem DNR pro
pro jednu Smés
Objem koncovou zkumavku pro STM/DNR
Pocet PreservCyt smés koncovou smés pridana do
testu Solution STM/DNR* STM/DNR* zkumavky
1-2 4 ml 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 yl 225 pl
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 pl
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 pl
* Objemy uvedené v téchto sloupcich se nesmi pfidavat pfimo do zkumavky se vzorkem.
b. Protfepanim dukladné promichejte roztok.

Vyjméte zkumavky po jedné z centrifugy a umistéte je na stojan nebo konverzni stojan.
RUzova/oranzova peleta by méla byt pfitomna na dné kazdé zkumavky.

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

mély by byt zlikvidovany.

Manipulace s kaZzdou zkumavkou jednotlivé:

a.
b.
c.

Sejmeéte vicko a polozte na papirovy ubrousek bez viaken.
Opatrné slijte supernatant.

Drzte zkumavku v obracené pozici a jemné blotujte (asi Sestkrat) na savych papirovych

ubrouscich bez vladken, az ze zkumavky neodkapava Zadna kapalina. Pokazdé pouZijte Cistou

¢ast ubrousku. Béhem osusovani nenechte sklouznout bunéénou peletu doli do zkumavky.

Poznamky:

¢ Neblotujte na stejném misté na savych papirovych ubrouscich bez vlaken vice nez jednou.

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

Umistéte zkumavku na stojan nebo konverzni stojan.

VORTEXOVANIi A DENATURACE

Postup pfi manualnim vortexovani

1.

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

Umistéte zkumavky na stojan.
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Stojan vlozte do vodni lazné pfi 65 + 2°C na 15 + 2 minut. Dbejte na to, aby vodni hladina
dostaCovala k zakryti veSkeré kapaliny ve zkumavkach.

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

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

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

Pristupte ke kroku Hybridizace nebo viz bod Volitelné zastaveni, kde jsou pokyny k uloZeni a
zpracovani denaturovanych vzorka.

Postup pfi pouziti trepacky MST Vortexer 2 pro vice vzorku

Poznamky:

10.
11.

12.
13.
14.
15.

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

Pro zpracovani vzorkl s PreservCyt Solution je uréena pouze tfepacka MST Vortexer 2.

Konverzni stojan a viko jsou specificky konstruovany, aby pojaly zkumavky digene HC2 Sample
Conversion (15 ml kénické znacky VWR nebo Corning). Uzivatel by mél pouzivat na konverznim
stojanu v jednu chvili pouze jeden typ zkumavky. Jiné znacky nejsou pro pouziti validovany.

Je nutné pfisné dodrZzovat uréené Casy vortexovani konverzniho stojanu s vikem.

Konverzni stojan a viko nelze pouzit pfi protfepavani sad kalibratort testu HC2 DNA nebo kontrol
kvality. VySka STM zkumavek zabranuje adekvatnimu vortexovani pomoci konverzniho stojanu
s vikem.

Po blotovani vSech oznagenych 15 ml kdnickych zkumavek umistéte zkumavky na konverzni stojan
na jejich spravné pozice.

Ke kazdé peleté pridejte pfislusné mnozstvi smési STM/DNR (viz Tabulka 2).

Zakryjte 15 ml kénické zkumavky félii DuraSeal tak, Ze pretahnete fdlii pfes zkumavky ve stojanu.

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

Otocte Cervenou packu tak, aby byla v horizontélni pozici.

Umistéte konverzni stojan a viko na tfepacku MST Vortexer 2 tak, aby nejvétsi roh stojanu se zafezy
byl umistény v pravém pfednim rohu. Umistéte konverzni stojan a viko na ploSinu tfepacky MST
Vortexer 2 tak, aby byl pevné uchycen voditky. Posunutim &ervené packy do vertikalni pozice
upevnéte stojan na misté. Tim stojan pevné uchytite.

Dbejte na to, aby nastaveni otacek bylo na 100 (maximalni otacky) a pfepina¢ generatoru impulzud byl
v poloze OFF.

Zapnéte spinac tfepacky Vortexer do pozice ON (zapnuto). Zkumavky protrepavejte 30 sekund.
Pfepnéte sitovy vypinac tfepacky Vortexer do polohy OFF (Vypnuto).
Zvednéte Cervenou packu a vyjméte konverzni stojan a viko z tfepacky MST Vortexer 2.

Stojan vlozte do vodni lazné pfi 65 + 2 °C na 15 + 2 minut. Zajistéte, aby vodni hladina zcela
zakryvala veSkerou kapalinu ve vSech zkumavkach.

Po 15 minutové inkubaci vyjméte stojan se vzorky z vodni lazné.
PFed tim, nez umistite stojan na tfepaCku MST Vortexer 2, stojan osuste, abyste zabranili rozstfiku.
Zajistéte konverzni stojan a viko na tfepacce MST Vortexer 2, jak je uvedeno v Kroku 6.

Nastavte otacky na 100 a zapnéte otocte vypinaem napajeni tfrepacky Vortexer do polohy ON
(zapnuto). Michejte do viru (vortexujte) po dobu 1 minuty.
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16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.

Otocte spinac tfepacky Vortexer do pozice vypnuto (OFF).

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

VloZte opét stojan na 30 + 3 minuty do vodni 1azné o teploté 65 + 2 °C a pokradujte v denaturaci.
Vyjméte stojan z vodni lazné, stojan osuste a upevnéte do tfepacky.

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

Pfepnéte sitovy vypinac tfepacky Vortexer do polohy OFF (Vypnuto). Vyjméte stojan.
Okamzité sejméte viko stojanu a félii DuraSeal ze vzorku.

Pristupte ke kroku Hybridizace nebo viz bod Volitelné zastaveni, kde jsou pokyny k ulozeni a
zpracovani denaturovanych vzork.

Postup pripravy vzorkt SurePath (POUZE pro testovani DNA HPV s vysokym rizikem)

Po cytologickém zpracovani pokracujte nasledujicim zplsobem:

1.

o M DN

10.

Pozorovany objem kapaliny se musi rovnat 2,8 ml.

POZOR: Pokud se ukaze, ze zbytkova bunécna peleta obsahuje méné nez 1 ml tekutiny, je
mozné, ze nebyla po cytologii pfidana konzervaéni kapalina SurePath a vzorek
NENI vhodny pro testovani DNA vysoce rizikového HPV.

Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu.

Odstfedujte vzorek ve vykyvném koreCkovém rotoru pfi 800 + 15 x g po 10 £ 1 minut.

Vyjméte zkumavky z odstfedivky.

Ihned po centrifugovani opatrné slijte supernatant a jemné blotujte kazdou zkumavku (asi 3 krat) na
savych papirovych ubrouscich, az ze zkumavky neodkapava zadna kapalina. Pozorujte pelety v
kazdé zkumavce. Béhem osusovani nenechte sklouznout bunééné pelety dolt do zkumavky.

Umistéte zkumavky do stojanu.
Pridejte 200 pyl STM do kazdé pelety opakovacim nebo nastavitelnym pipetovacem.
Poznamka: Zkumavky Ize michat bez uzavreni.

Resuspendujte kazdou peletu vortexovanim kazdé zkumavky zvliast na 15 sekund pfi nejvyssi rychlosti.
Pokud se pelety obtizné resuspendu;ji, vortexuijte je dalSich 5 az 30 sekund nebo do doby, kdy se peleta
uvolni ze dna zkumavky a je rozpusténa.

Pipetujte 100 pl pfipravené denaturacni reagencie (s barvivem indikatoru) do kazdé pelety
opakovacim nebo nastavitelnym pipetovacem.

POZOR: Postupujte opatrné, abyste se nedotkli stén zkumavky — mohlo by dojit ke zkfizené
kontaminaci vzorkd.

Pfi likvidaci zbylého denaturaéniho &inidla postupujte v souladu s platnymi statnimi a mistnimi
pfedpisy pro likvidaci korozivnich latek.

Promichejte kaZzdou peletu vortexovanim kazdé zkumavky zvlast na 5 sekund pfi nejvy3si rychlosti.
Poznamka: Zkumavky Ize michat bez uzavreni.

Oznacte 15 ml kénickou zkumavku pfislusnou identifikaci a typem vzorku (napfiklad ,SP“ pro typ
SurePath vzorku) a umistéte je do stojanu.

Poznamka: Pokud pouzivate systém Rapid Capture pro poloautomatické zpracovani analyzy, musi se
pouzit 15 ml kénické zkumavky znacky VWR nebo Corning pro spravné umisténi do
konverzniho stojanu digene (stfibrny stojan).
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11. Prevedte cely objem zkumavky do 15 ml kénické zkumavky se Sroubovym uzavérem pomoci
jednorazové 7ml pfenosoveé pipety se standardni Spi¢kou nebo ekvivalentni pipetou1.

12. Uzavrete 15 ml kénické zkumavky.
13. Inkubujte ve vodni lazni pfi 65 £ 2°C 90 £ 5 minut.
POZOR: Tato inkubacni doba je del$i, nez se pozaduje pro jiné schvalené typy vzorkd.

14. Pokud bude testovani HPV dokonceno ve stejny den, denaturujte kalibratory testu digene HC2 HPV
DNA podle tohoto navodu k obsluze.

15. Vyjméte stojan se vzorky z vodni lazné.

Volitelny bod zastaveni

Po denaturaci mohou byt STM vzorky a konvertované vzorky PreservCyt a SurePath skladovany pfes
noc pfi teploté 2-8 °C, nebo pfi -20 °C po dobu do 3 mésicl. V prFipadé skladovani v lednici pfes noc
muzete vzorky ponechat na konverznim stojanu uzaviené félii DuraSeal a vikem stojanu. Pred
skladovanim pfi -20 °C musite odstranit viko stojanu a félii DuraSeal a zkumavky musite uzavfit vicky. V
kterémkoliv pfipadé se musi vzorky vytemperovat na pokojovou teplotu (20-25°C) a dlkladné protfepat
predtim, nez pfistoupite k hybridizaCnimu kroku.

Poznamka: Denaturované vzorky neuchovavejte na suchém ledu.

Smi se provést maximalné 3 cykly zmrazeni/roztati maximalné 2 hodiny pfi pokojové teploté béhem
kazdého cyklu roztati.

HYBRIDIZACE: METODY KOMBINOVANE SMESNE SONDY (CPC) A DVOU SOND

Poznamky:

e Smeési HPV sond jsou viskézni. Probe Mix (smés sond) se musi dikladné promichat a aby do kazdé
jamky hybridizaéni mikrodestiCky se musi zcela vydat pozadované mnozstvi. Viz odstavec Pfiprava
reagencii a uchovavani.

o Jestlize byl denaturovany vzorek uskladnén pfi -20 °C, ponechte vzorek roztat na teplotu 20-25 °C a
dikladné promichejte do viru (vortexujte) pfed zacatkem hybridizace.

e Pred pouzitim pfedehrejte mikrodesti¢kovy inkubator I na 65 + 2 °C po dobu alespon 60 minut. Viz
UZivatelska priru¢ka Microplate Heater |, kde jsou dalSi pokyny.

Metoda hybridizace za pouziti hybridiza¢ni desticky a mikrodesti¢kového inkubatoru |

Poznamka: Vzorky odebrané odbérovym zafizenim digene HC2 DNA Collection Devicev STM a
zpracovavané metodou MST Vortexer 2 Ize hybridizovat pouze s vyuzitim metody Microplate
Heater I.

1. Pripravte si hybridizacni mikrodesticku a oznacte ji.

2. Po inkubaci vyjméte kontroly kalibratoru, kvality a vzorky z vodni lazné. Pokud se pouziva
trepacka Multi-Specimen Tube Vortexer 2, protfepavejte cely stojan vzorkl STM minimalné 5
sekund pfi nastavené maximaini rychlosti. U vzorkl PreservCyt Solution nebo SurePath
protfepaveijte cely konverzni stojan Conversion Rack minimalné 10 sekund pfi maximalni
rychlosti. Jinak mGzete tfepat kazdou zkumavku do viru jednotlivé, po dobu nejméné 5 vtefin.

3. Na dno prazdné jamky hybridizaéni mikrodesti¢ky odpipetujte po 75 ul kalibratoru, kontroly
kvality, nebo vzorku podle rozlozeni desticky podle Nastaveni. Nedotykejte se stén jamek a

! Pro ovéfovaci testy spole¢nosti QIAGEN byly pouzivany 15 ml konické zkumavky znacky VWR
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omezte moznost tvorby vzduchovych bublinek. PouZijte Cistou dlouhou pipetovaci SpiCku pro
kazdy pfenos, abyste zamezili zkfizené kontaminaci kontrol kalibratoru, kvality nebo vzorkd.
Neodstranujte zafizeni pro odbér vzorkl z transportni zkumavky . Denaturované vzorky Ize
uzavfit Sroubovymi krytkami pro odbér vzork( a ulozZit pomoci zafizeni na odbér vzorkdu, ktera ve
zkumavkach zbudou. Na denaturované vzorky PreservCyt mizete opét nasadit jejich plvodni
vicka.
Poznamka: Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytnout v pfipadé, kdyz alikvotni podily
vzorkl nejsou pfeneseny opatrné. Nedotykejte se stény zkumavky $pi¢kou pipety
b&hem pienosu vzorku, kdyz vyjimate 75ul alikvotni podil.

4. Po pfeneseni posledniho vzorku zakryjte mikrodesti¢ku vikem mikrodesticky a hybridizaéni
mikrodesti¢ku inkubujte 10 minut pfi 20-25 °C.

5. Odmérte alikvotni podil pfipravené a dukladné protfepané (do viru) smési sondy do $picky
opakovaci pipety. Pozorné napipetujte 25 pl smési sondy do kazdé jamky, obsahujici kontrolu
kalibratoru, kvality a vzorky, pouZzijte 8kanalovou pipetu a pro kazdou Ffadu nové Spicky.
Nadavkujte objem sondy do kazdé hybridizaéni jamky; vyhnéte se zpétnému rozstfikovani.
Nedotykejte se stén jamek. Béhem trvani denaturaéni inkubace vlozte na mikrodesti¢ku pfislusné
vicko.

6. Zakryjte hybridiza¢ni mikrodestiCku vikem mikrodesti¢ky a protfepavejte 30 sekund na rotacni
trepacce Hybrid Capture System Rotary Shaker | nastavené na 1.100 £ 100 ot/min 3 + 2 minuty.
Kontroly kalibratoru, kvality a vzorky by mély po tfepani zezloutnout. Jamky, které zdstaly fialové,
patrné nemeély patficné mnozstvi smési sondy. Pfidejte dalSich 25 pl smési sondy do vzorkd,
které zustaly fialové, a znovu tfepejte. Jestlize jamky zUstanou fialové i po této procedure, vzorky
by mély byt testovany znovu.

Poznamky:
* Po tfepani maji vzorky roztoku PreservCyt zriizovét (misto zezloutnuti).

*  Umistéte hybridizaéni mikrodesti¢ku do ohfivace mikrodesti¢ek I, dbejte na to, aby
nedochazelo k rozstfikovani.

7. Inkubujte v pfedehiatém a vytemperovaném ohfivaci mikrodestiek | pfi 65 £ 2 °C po 60 £ 5
minut.

Metoda hybridizace pouzivajici mikrozkumavky a vodni lazen

Poznamky:

»  Zpracovani vzorkl odebranych odbérovym zafizenim digene HC2 DNA Collection Device v
STM a zpracovavané metodou MST Vortexer 2 pro michani a metodou vodni lazné pro
hybridizaci nebylo validovano. Vzorky odebrané odbérovym zafizenim digene HC2 DNA
Collection Device v STM a zpracovavané metodou MST Vortexer 2 |ze hybridizovat pouze s
vyuzitim metody Microplate Heater I.

*  Pokud byly denaturované vzorky uchovavany pfi -20 °C, nechte vzorky roztat pfi 20-25 °C a
dikladné vzorky protfepejte predtim, nez pfikrocite k hybridizaci.

1. Do stojanu mikrozkumavek umistéte pozadovany pocet Cistych hybridizanich mikrozkumavek a
oznacte je.

2. Po inkubaci vyjméte kontroly kalibratoru, kvality a vzorky z vodni 14zné&. Michejte kazdou
zkumavku jednotlivé (vortex) po dobu nejméné 5 vtefin, tésné pfed odebranim alikvotd.

3. Na dno prazdné jamky hybridizaéni mikrozkumavky odpipetujte po 75 pl kalibratoru, kontroly
kvality, nebo vzorku podle rozloZeni desticky podle Nastaveni. Nedotykejte se stén
mikrozkumavek a omezte tvoieni vzduchovych bublinek. PouZijte Cistou dlouhou pipetovaci
SpiCku pro kazdy pfenos, abyste zamezili zkfizené kontaminaci kontrol kalibratoru, kvality nebo
vzork(. Neodstranujte kartacek k odbéru vzorka z transportni zkumavky. Denaturované vzorky

24



Ize uzavrit Sroubovymi krytkami pro odbér vzork(l a ulozit pomoci zafizeni na odbér vzorku, ktera
ve zkumavkach zbudou.

Poznamka: FaleSné pozitivni vysledky se mohou vyskytnout v pfipadé, kdyz alikvotni podily
vzorkl nejsou pfeneseny opatrné. Nedotykejte se stény zkumavky $pickou pipety béhem prenosu
vzorku, kdyZ vyjimate 75pl alikvotni podil.

4. Po prevedeni posledniho vzorku inkubujte hybridizaéni mikrozkumavky 10 minut pri 20-25
°C.

5. Odmérte alikvotni podily pfipravené a dukladné promisené (do viru) smési sondy do zasobniku
¢inidla na jedno pouziti. Pozorné napipetujte 25 yl smési sondy do kazdé mikrozkumavky,
obsahujici kontrolu kalibratoru, kvality a vzorky, pouZijte 8-kanalovou pipetu a pro kazdou fadu
nové Spicky. Nadavkuijte objem sondy do kazdé hybridizacni mikrozkumavky; zabrarite zpétnému
rozstfikovani. Nedotykejte se stén zkumavek. Zkontrolujte zespodu stojan, aby bylo zajisténo, Ze
v§echny zkumavky dostaly odpovidajici mnozstvi Probe Mix (smés sond).

6. Zakryjte mikrozkumavky félii, aby byly patfiéné uzavfeny. Na horni stranu stojanu dejte kryt
stojanu. Protfepavejte stojan mikrozkumavek na rotaéni tfepacce | nastavené na
1.100 £ 100 ot/min 3 £ 2 minuty. Kontroly, kalibratory a vzorky by mély po tfepani zeZloutnout.
Zkumavky, které zustaly fialové, patrné nemeély patficné mnoZstvi smési sondy. Pfidejte dalSich
25 pl smési sondy do vzorkd, které zlstaly fialové, a znovu tfepejte. Jestlize zkumavky zlstanou
fialové i po této procedure, vzorky by mély byt testovany znovu.

Poznamka: Vzorky roztoku PreservCyt by mély po tfepani zrizovét misto zezloutnuti.

7. Inkubujte ve vodni lazni pfi 65 + 2 °C 60 £ 5 minut. Ve vodni lazni musi byt dostate¢né vysoka
hladina vody na zakryti celého objemu hybridizaéni smési. Stojan mikrozkumavek bude vodni
lazni plovat.

Poznamka: Vytvorte soubor rozvrzeni desky pomoci softwaru pro analyzu rozbor( digene, pokud jste
tak jiz neudinili dfive.

IMOBILIZACE HYBRIDU

1. Ze sestavy imobilizaéni mikrodesti¢ky odstrarite vSechny jamky kromé téch, které jsou
vyzadovany. Vratte nepouzité jamky mikrodesti¢ky to pdvodniho obalu a obal uzavrete.
Znackovacem ocislujte jednotlivé sloupce 1, 2, 3... Mikrodesti¢ku oznacte pfisluSnym
identifikacnim Stitkem. Vzorky budou davkovany do jamek podle pfikladu uspofadani uvedeného
pod heslem Uspofadani pokusu.

2. Opatrné vyjméte hybridizacni mikrodesti¢ku, obsahujici kalibratory, kontroly a vzorky z ohfivade
mikrodestiCek I. Ihned sejméte viko destiCky a umistéte ji na €isté misto. V alternativnim
usporadani vyjméte stojanek s mikrozkumavkami z vodni lazné. lhned sejméte viko stojanku a
pomalu odstrarite kryci félii desti¢ky, tahem nahoru a ve sméru pfes stojanek.

3. Prevedte cely obsah (pfiblizné 100 pl) - sestavajici z kontrol, kalibrator a vzorku - z jamek
hybridiza¢ni mikrodesti¢ky (nebo mikrozkumavek) na dno odpovidajicich imobilizagnich jamek
mikrodestiCky za pouziti 8-kanalového pipetovaciho zafizeni. Pouzijte nové pipetové hroty na
8kanalovém pipetovaci pro kazdy pfeneseny sloupec a nechte kazdou Spicku pipety dobfe
vypustit, aby bylo jisté, Ze doslo k uplnému pFenosu vzorku. Pokud to bude Zadouci, pipetovac je
mozné stabilizovat umisténim stfedu Spicek pipety na hornim okraji jamek imobiliza¢ni
mikrodesticky (viz Schéma 7).
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4.

SCHEMA 1: SPRAVNE PIPETOVANI

SPRAVNE Nepipetujte Hrot se nesmi
svisle. Zabrarite dotknout bo¢ni
zpétnému stény jamky.

rozstfikovani.

Zakryjte imobilizagni mikrodestic¢ku pfislusnym vikem nebo pouZijte kryci folii na destic¢ku a
tfepejte na rotacni tfepacce | pfi 1100 £ 100 ot/min, pfi 20 - 25 °C po 60 + 5 minut.

Pripravte promyvaci pufr a zkontrolujte nadrzky oplachovani a odpadni kapaliny automatické
promyvacky desti¢ek béhem inkubace. Viz odstavec Pfiprava reagencii a uchovavani

Odstrarite kapalinu z jamek vyklepnutim do vylevky; UpIné obratte desticku nad vylevkou a silné ji
zatfepte smérem dol(l. Opatrnost musi byt vénovana vzdalenosti ode dna vylevky, aby nedoslo k
tomu, Ze by se rozstfiknuta kapalina nedostala zpét na destiCku odrazem ode dna vylevky.
Neobracejte desticku spodni stranou nahoru, odstrarite vodu silnym poklepanim, 2-3x, na
Cistych utérkach Kimtowels nebo ekvivalentnich papirovych ru€nicich, které nepoustéji viakno.
Dbejte na to, aby byla odstrané&na veSkera kapalina z jamek a horni strana desti¢ky byla sucha.

DETEKCE HYBRIDU

Poznamky:

Pridavky provadéjte napfi¢ desti¢kou zleva do oprava za pouziti 8kanalového pipetovace.
Doporucuje se pouziti techniky reverzni pipetace, aby se zlepsila konzistence davkovani
reagencie. U této techniky jsou pipetové Spi¢ky zpocCatku pfeplnéné tak, Ze je pouzita druha
zarazka na ovladaci pipetovaciho zafizeni pro nasavani a davkovani (na pistu). Viz postup
popsany nize. Otfete Spicky na zasobniku ¢inidla (na jedno pouziti), aby byl odstranén
prebytek €inidla pfed jeho davkovanim na desticku.

Pokud je to Zadouci, pipetovac Ize stabilizovat opfenim stfedu Spi€ek pipety o horni okraj
jamek imobilizaéni mikrodesti¢ky. Dbejte na to, abyste se nedotkli bokl jamek mikrodesticky,
protoZe by mohlo dojit ke zkFizené kontaminaci vzorka. Viz Schéma 1 uvedené vyse.

Do nadoby na jednorazové reagencie dodejte alikvotni mnoZzstvi pfislusného objemu detekéni
reagencie 1 (viz odstavec Pfiprava reagencii a uchovavani, kde jsou uvedeny pokyny). Opatrné
napipetujte 75 ul detekéni reagencie 1 do kazdé jamky imobilizaéni mikrodesti¢ky pomoci
8kanalové pipety a za pouZiti reverzni pipetovaci techniky.

Reverzni pipetovaci technika — postup:

a) Pripojte $picky na 8kanalovy pipetovac; dbejte na to, aby byly vSechny $pi¢ky pevné

nasazeny.

b) Zatlacte pist pipetovace za prvni zarazku smérem k druhé zarazce.

c) Ponofte Spicky do roztoku detekéni reagencie 1.

d) Pomalu uvolfiujte pist a nechte reagencii, aby zaplnila Spicky.

e) Davkujte roztok do jamek mikrodesticky pfitlacenim pistu (75 ul) k prvni zarazce.
Neuvolfiujte pist pfedtim, nez ponofite Spi¢ky znovu do roztoku detekéni reagencie 1.

f)  Znovu napliite 8pi¢ky a opakujte, dokud nebudou naplnény v8echny jamky. Plite jamky
mikrodestiCky zleva doprava. Dbejte na to, aby vSechny jamky byly naplnény na zékladé
pozorovani intenzity rGzové barvy. VSechny jamky by mély mit podobnou intenzitu.

2. Pokryjte desticky pfislusnym vickem nebo Cistou félii Parafilm (nebo ekvivalentni félii) a provedte
inkubaci pfi 20 - 25 °C po dobu 30 - 45 minut.
PROMYVANI

Promyijte imobiliza¢ni desti¢ku za pouZiti jedné z uvedenych dvou metod, jak je popsano nize.
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Metoda promyvacky Automated Plate Washer

Poznamka: Promyvacku Automated Plate Washer vZdy méjte ZAPNUTOU. Dbejte na to, aby byla

oplachovaci nadoba naplnéna a odpadni nadoba prazdna. Promyvacka Automated Plate Washer
bude v ramci Cisténi rutinné oplachovat systém. Viz Uzivatelska pfiru¢ka promyvacky Automated
Plate Washer, kde jsou dalSi pokyny.

PREDTIM KAZDYM POUZITIM:

Dbejte na to, aby promyvaci nadoba byla naplnéna nejméné na znacku 1 litru roztokem
promyvaciho pufru. Pokud ne, pfipravte roztok promyvaciho pufru. Viz odstavec Pfiprava reagencii
a uchovavani

Dbejte na to, aby byla oplachovaci nadoba naplnéna deionizovanou nebo destilovanou vodou.
Dbejte na to, aby byla odpadni nadoba prazdna a byla bezpe¢né pfipevnéna krytka.

Promyvacka Automated Plate Washer se bude plnit automaticky pfed kazdym promyvanim a
oplachovat po kazdém promyvani.

Odeberte viko desticky a umistéte destiCku na platformu promyvacky Automated Plate Washer.

Zajistéte, aby bylo zapnuto napajeni a aby se na displeji objevilo ,Digene Wash Ready* (digene
pfipraven k promyvani) nebo ,P1“.

Poznamka: Je-li pouzita jen ¢ast pruhu imobiliza¢nich jamek, bude potfeba umistit prazdné
jamky mikrodesti¢ky v imobilizaéni desti€ce, aby se pfed vymyvanim doplnil cely sloupec.

Zvolte pocet stripu, které maji byt promyty, zmacknutim tlacitka "fady" ("Rows") a pak pomoci “+”
nebo ,-“ nastavte hodnotu. Stisknutim klavesy ,Rows*® se vratite k ,Digene Wash Ready“ nebo
P1

Stisknutim ,Start/Stop” za¢nete.

Promyvacka provede Sest plnicich a vypustnych cykll, coz potrva pfiblizné 10 minut. Potom
nasleduje kratka pfestavka v programu, je tfeba pockat a nevyndavat desticku pfili§ brzy. Jakmile
promyvacka Automated Plate Washer dokond&i promyvani, na displeji se objevi ,Digene Wash
Ready“ nebo ,P1“.

Po skon€eni programu vyndejte mikrodesti¢ku z promyvacky. Desticka ma byt bila a v jamkach
mikrodesticky nema zbyt zadna rdzova kapalina.

Metoda ruéniho promyvani

1.

Odstranite detekéni Cinidlo 1 z jamek tak, ze na desti¢ku polozite Cisté tampdny Kimtowels (nebo
ekvivalentni papirové ubrousky bez vlaken) a opatrné ji pfevratite. Pfed obracenim dnem vzh(ru
dbejte na to, aby byl papir ve styku s celou plochou povrchu desticky. Nechte desti¢ku odkapat
po dobu 1 - 2 minut. Dikladné vysuste (blotujte) Cistymi tampony Kimtowels (nebo ekvivalentnimi
papirovymi ubrousky bez vlaken). Opatrné zlikvidujte pouzité papirové ubrousky, aby se
zabranilo kontaminaci alkalickou fosfatazou v dalSich krocich.

Pomoci promyvaciho aparatu Sestkrat ruéné desti¢ku promyjte. Kazda jamka je promyta k
prete€eni, aby bylo odstranéno detekéni inidlo 1 z horniho okraje jamek. Promyvani zacina u
jamky A1 a pokracuje ve stylu serpentiny doprava a dolu. Po naplnéni vSech jamek dekantujte
kapalinu do vylevky prudkym pohybem dold. Druhé promyvani zacina u jamky H12 a pokracuje
ve stylu serpentiny doleva a nahoru. Tento sled 2 promyvani se opakuje znovu dvakrat tak, aby
byl celkovy pocet promyvani na jamku roven 6.

Po promyvani vysuste (blotujte) desticku tak, ze ji obratite na Cisté tampony Kimtowels (nebo
ekvivalentni papirové ubrousky bez vlaken) a silné na ni 3 - 4 krat poklepete. Papirové rucniky
vymeénte a znovu vysousSejte. Ponechte destiCku obracenou a nechte ji 5 minut odkapat. Blotujte
desticku jesté jednou.

4. Desticka ma byt bila a v jamkach mikrodesticky nema zbyt Zadna rGzova kapalina.

27



AMPLIFIKACE SIGNALU
POZNAMKY:

K manipulaci s detek¢ni reagencii 2 pouZijte novy par rukavic.

Pfidejte pouze alikvotni mnoZstvi reagencie poZzadované k provedeni analyzy do jednorazové
nadoby reagencie, aby nedoslo ke kontaminaci detekéni reagencie 2. Viz oddil Pfiprava
¢inidel. Nevracejte detekéni reagencii 2 do originalni lahve. Nepouzity material pozdéji
zlikvidujte.

Pfidavek detekni reagencie 2 je nutné provést bez pferuSeni. Inkubacni doba obsahu v8ech
jamek musi byt pokud mozno stejna.

Dbejte na to, abyste se nedotkli bokt jamek mikrodesti¢ky a aby se reagencie nerozstfikovala
zpét na Spicky, protoze by mohlo dojit ke kfizové kontaminaci vzorkul (viz Schéma 1).

Opatrné napipetujte 75 ul detekéni reagencie 2 do kazdé jamky imobiliza¢ni mikrodesti¢ky za
pouziti 8kanalové pipety, jak bylo popsano dfive. VSechny jamky mikrodesticky by mély
zeZloutnout. Dbejte na to, aby vSechny jamky byly naplnény na zakladé pozorovani intenzity
barvy. VSechny jamky by mély mit podobnou intenzitu.

Zakryjte mikrodesti¢ky prislusnym vickem nebo Cistou félii Parafilm (i ekvivalentni), a provedte
inkubaci pfi 20 - 25 °C po dobu 15 minut. Chrante pfed pfimym slune¢nim svétlem.

Prectéte mikrodesti¢ku na pfistroji DML po 15 minutach inkubace (a ne déle nez 30 minut
inkubace).

Protokol softwaru specificky pro umozni zadavat platné informace o analyze pfimo do softwaru.

Jestlize nebyla pouzita cela mikrodestiCka, vyndejte nepouzité jamky mikrodesti¢ky z drzaku
mikrodesti¢ky, dikladné drzak vyplachnéte destilovanou ¢i deionizovanou vodou, vysuste a
uschovejte pro pfisti stanoveni.
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OVEROVACI KRITERIA PRO KALIBRACI STANOVENI

Ovéreni kalibrace analyzy se provadi s cilem zajistit, Ze reagencie, dodavany kalibrator a materialy
kontroly kvality funguji fddné a umozriuji pfesné stanoveni hrani¢ni hodnoty analyzy. Test digene HC2
HPV DNA vyZaduje kalibraci u kazdé analyzy, proto je nezbytné kazdou analyzu ovéfit pomoci
nasledujicich kritérii. Tento ové&fovaci postup neni uréen jako nahrada za vnitfni testovani kontroly
kvality. Protokoly analyzy ze softwaru pro rozbor analyz digene automaticky ovéfuji nasledujici kritéria.

1. Negativni kalibrator
Negativni kalibrator musi byt zafazena tfikrat pro kazdy zkuSebni test. Primér negativniho
kalibratoru musi byt = 10 a < 250 RLU, aby se pfistoupilo k dal$i kroktm. Vysledky negativniho
kalibratoru by mély vykazovat variaéni koeficient (% CV) < 25 %. Je-li % CV > 25, vyfadte hodnotu
kontroly o hodnoté RLU nejvice vzdalené od priiméru jako ,lezici mimo rozsah®, a znovu
vypocitejte pramér za pouziti zbylych dvou hodnot pro kontrolu. Pokud bude rozdil mezi primérem
a kazdou ze dvou hodnot < 25 %, pfistupte ke kroku 2. Jinak je ovéfeni kalibrace analyzy neplatné
a analyza se musi pro vSechny vzorky pacienta zopakovat. V souladu s tim by se vysledky vzorku
pacienta nemély hlasit.

2. Kalibratory
Kalibrator/y musi byt zafazen/y tfikrat pro kazdy test. Pro metodu CPC, musi byt oba kalibratory
musi byt zafazeny tfikrat. Vysledky kalibratoru by mély vykazovat variacni koeficient (% CV) < 15
%. Pro CPC musi % CV LRC, HRC a kombinované LRC-HRC vykazovat % CV <15 %. Je-li % CV
> 15, vyfadte hodnotu kalibratoru o hodnoté RLU nejvice vzdalené od priméru jako ,lezici mimo
rozsah®, a znovu vypocitejte pramér za pouziti zbylych hodnot pro kalibrator. Pouze 1 LRC a 1
HRC replikaty mohou byt vynechany. Pokud bude % CV kalibratord < 15 %, pfistupte ke kroku 3.
Jinak je ovéfeni kalibrace analyzy neplatné a analyza se musi pro vSechny vzorky pacienta
zopakovat. V souladu s tim by se vysledky vzorkd pacienta nemély hiasit.

Ovéreni kalibrace analyzy popsané shora pro kalibratory provadi automaticky software pro analyzu
rozborl digene a tiskne zpravu s analyzou dat. Protokoly rozbora analyzy digene pro HPV
automaticky ovéfi, ze % CV kalibratora nizko rizikového a vysoce rizikového HPV je < 15 %.
Ovsem verze softwaru v1.0.2 a v.1.0.3 pro rozbor analyzy digene NEBUDOU zneplatfiovat analyzu,
pokud nebude % CV pro kalibratory >25 %. Proto musi uZivatel ru¢né ovéfit, Ze % CV vypocitany
softwarem pro rozbor analyzy digene je <15 % a postupovat ur€éenym zpusobem pro situaci 1 v
nasledujici tabulce. Spadaiji-li hodnoty replikatl % CV pro kalibrator mezi 15 a 25, fidte se
instrukcemi pro situaci 2 &i 3 v tabulce uvedené nize, a provedte doporucenou ,akci uzivatele.”

Zjisténé % CV pro Kroky podniknuté
Situace LRC nebo HRC softwarem pro rozbor Akce uzivatele
replikaty analyzy digene
Stanoveni oznacené jako | Vysledky mohou byt vykazany, neni vyzadovana
1 <15% A
Lplatné zadna dalSi akce.
Vyrfadte RLU hodnotu kalibratoru nejdale od
prdméru. Znovu vypocitejte % CV kalibratoru s
dvéma zbylymi hodnotami. Je-li % CV zbylych RLU
Zadné hodnoty ,leZici hodnot > 15 %, stanoveni je neplatné. Vysledky
CaEo o mimo rozsah“ nebyly nesmi byt vykazany. Pokud bude % CV zbyvajicich
2 mezi 15% a25% vyfazeny a stanoveni hodnot RLU < 15 %, pfepocitejte hrani¢ni hodnotu
oznacené jako ,platné“ analyzy, pak prepocitejte pomér RLU/hrani¢ni
hodnota pro kazdy vzorek pomoci této hrani¢ni
hodnoty. Tyto pfepocitané vysledky mohou byt
vykazany.
Jedna hodnota ,mimo
rozsah* pro kazdy . e .
3 mezi 15 % a25% | kalibrator vyfazena Stanoveni je neplatné. Vysledky nesmi byt
. . vykazany. Stanoveni musi byt opakovano.
stanoveni oznacené jako
Lplatné*
Jedna hodnota ,mimo
4 > 259 rozsah* vyfazena a Stanoveni je neplatné. Vysledky nesmi byt
stanoveni oznacené jako vykazany. Stanoveni musi byt opakovano.
Lneplatné”

29



Pro ru¢ni vypocet % CV, jak je vyzadovano v situaci 2 vySe, by mél uzivatel vydélit standardni
odchylku (STDEV) (n-1) hodnot RLU zbyvajicich replikatd praimérem hodnot RLU zbyvajicich
replikatd (LRC ¢&i HRC ¢&i obou) a tento vysledek vynasobit 100.

Pro vypocet % CV programem Microsoft® Excel® (dodavanym s predchozi verzi softwaru pro
rozbor analyzy digene) mlze uzivatel vypocitat smérodatnou odchylku replikatd kalibratoru pomoci
vzorce STDEV a stanovit priimérny RLU kalibratoru pomoci vzorce AVERAGE. Kdyz jsou ziskany
tyto hodnoty, vydélte STDEV hodnotou AVERAGE a vynasobte vysledek 100, tak ziskate hodnotu
% CV.

(STDEV/AVERAGE) * 100 = % CV

Jestlize mate néjaké otazky spojené s vypoétem hodnot % CV, znovu vypoé€itanou hranici
pozitivity stanoveni, nebo prepocitanymi hodnotami poméru RLU/hranice pozitivity u
vzorkl, zavolejte prosim vaseho mistniho zastupce firmy QIAGEN .

Ke stanoveni reprodukovatelnosti kalibratoru a odhadu frekvence, jez mize byt nezbytna pro ruéni
prepocitani byly zkompilovany vysledky ze tfi klinickych hodnoceni zahrnujicich 152 béha analyzy
provedenych s testem digene HC2 HPV DNA. Vysledky ukazaly, Ze primér % CV pro téchto 152
pokusu byl 8,1. Vezmeme-li v ivahu v§echny tfi replikaty kalibratoru pro zkusebni test, pozorovana
reprodukovatelnost kalibratoru byla > 15 % CV pouze pro 17 z 152 pokust (11,2 %); pfitom 10 z
téchto 17 zkusebnich testl poskytlo vysledek pro % CV mezi 15 - 25 (situace 2). Ze zminénych 17
zkuSebnich test(, které poskytly hodnotu % CV > 15, pouze jedina hodnota lezela ,mimo rozsah“ a
nebyla vzata v ivahu a hodnota % CV byla pfepocitana. Podle akce uzivatele pro situaci 2, pouze
jedna hodnota % CV zkuSebniho testu zlstala > 15, tento zkuSebni test byl tudiz neplatny.
Hodnoty % CV pro zbyvajicich 151 zku$ebnich testd byly vypocitany pro hodnotu priiméru % CV
rovnhou 6,0.

Vysledky primeért pro kalibrator (LRC ¢i HRC) a pro negativni kalibrator (NC) jsou pouzity k
vypoctu poméru LRC/NC ¢i HRC/NC pro kazdou sondu. DFivéjsi verze protokoll (v. 1.0.2 a v.
1.0.3) softwaru pro rozbor analyzy digene NEBUDOU nepoditaji spravné pfijatelné rozsahy. Tyto
pomeéry musi splfiovat nasledujici kritéria pro ovéfeni kalibrace analyzy pfedtim, nez bude mozné
interpretovat vysledky vzork.

METODA CPC METODA DVOU SOND
Ovéreni kalibrace analyzy Ovéreni kalibrace analyzy
prijatelné rozmezi prijatelné rozmezi

2,0<LRCX/NCx=<15 2,0 <LRCX/NCLRX < 15 (strana nizkého
rizika)

2,0 <HRCX/NCX <15 2,0 < HRCX/ NCHRX < 15 (strana vysokého
rizika)

20<(LRCaHRC)X/NCXx<15

Spoditejte pfislusné poméry LRCX/NCX nebo HRC¥/NCX pro kazdou ze sad sond. Pokud budou
poméry >2,0 a < 15, pokracujte k dalSimu kroku. Pokud kterykoliv z pomért je <2,0 nebo > 15,
analyza je pro takovou konkrétni sondu neplatna a test se musi opakovat. Zopakujte pokusy
se vSemi vzorky od pacientek pro tento krok.

Poznamka: Pfijatelné rozsahy pro negativni kalibrator a pozitivni kalibratory byly stanoveny pouze
pro pfistroje DML.
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VYPOCET HRANICNI HODNOTY

Poté, co bylo stanoveni prohlaseno za platné (podle kritérii uvedenych vyse) hodnoty hranice pozitivity
pro urceni pozitivnich vzork( jsou nasleduijici:

1) Metoda kombinované smésné sondy: (LRC replikatd+ HRC replikat()
pocet replikatd

2) Metoda dvou sond: Hraniéni hodnota sody pro nizko rizikovy HPV = LRCX

Hraniéni hodnota sody pro vysoce rizikovy HPV = HRCX

Priklad vypocta hranice pozitivity
pro: Sonda pro Metoda CPC | Sonda pro Kombinovana
nizko sondy nizko | vysoce sonda HPV
rizikovy nebo | rizikového rizikovy HPV Metoda CPC
vysoce HPV Metoda CPC
rizikovy HPV
Metoda
dualni sondy
Hodnoty NC | Hodnoty RLU | Hodnoty RLU | Hodnoty RLU | Hodnoty RLU
RLU LRC ¢i HRC LRC HRC LRC a HRC
97 312 330 235* 330
101 335 305 295 305
91 307 385 279 385
295
235*
279
Pramérna 96 318 340 287* 318,8*
hodnota RLU
% CV 4,9 4,7 12,0 3,9* 13,0
LRCX/NCX Neuvedeno 3,31 3,54 3,00 3,32

Primérna hodnota RLU pro pozitivni kalibrator uréuje hodnotu hranice pozitivity stanoveni. Proto je
pozitivni hraniéni hodnota (LRCX) = 318.

* Primérna hodnota % CV vSech 6 replikat byla 16,8. Replikaty o hodnoté 235 byly vynechany jako
slezici mimo rozsah*. % CV zbyvajicich replikatd bylo 13,0 s primérem 318,8. Pocate¢ni % CV pro HRC
bylo 11,5.

V3echny hodnoty RLU pro vzorky by mély byt pfevedeny na pomér k pfislusné hodnoté hranice pozitivity.
Napfiklad vSechny testy stanoveni provedené pomoci HPV sondy pro nizké riziko by mély byt vyjadfeny
jako pomér RLU vzorku/hodnota hranice pozitivity pro nizké riziko. TotéZ by mélo byt provedeno se
vzorky testovanymi HPV sondou pro vysoké riziko nebo sondou CPC.

Poznamky: Hodnoty RLU/CO a pozitivni/negativni vysledky pro vdechny vzorky jsou hlaseny ve Zpravé
o analyze dat pfistroje DML.

V pfipadé aplikace Rapid Capture System, softwarovy protokol HPV RCS byl naprogramovan
tak, aby aplikoval adjustacni faktor kalibrace (CAF) o hodnoté 0,8 na primér hodnoty RLU
platnych replikata pozitivnich kalibratord. Tento faktor (CAF) je nutny k tomu, aby charakteristiky
ucinnosti testu byly stejné jako u manualniho postupu. Tato zména se tyka pouze analyz
provadénych pomoci aplikace Rapid Capture System. Aby bylo mozné dosahnout spravnych
vysledkU testu, je nezbytné nutné zvolit spravny softwarovy protokol pfi pouziti kazdé testovaci
metody. VSechny hodnoty RLU pro vzorky by mély byt pfevedeny na pomér k pfislusné hodnoté
hranice pozitivity (CO). Napfiklad, vSechny analyzy by mély byt vyjadifeny jako pomér RLU
vzorku/hranice pozitivity (CO).

31




KONTROLA KVALITY

Vzorky kontroly kvality se dodavaji s testem digene HC2 HPV DNA. Pokyny pro zadavani Cisla Sarzi a
dat pouzitelnosti kontrol kvality naleznete v pfisludné uzivatelské pfiru¢ce. Tyto kontroly kvality musi byt
soucasti kazdého zkuSebniho testu a hodnota RLU/CO kazdé kontroly kvality musi spadat do limitu
nasledujicich pfijatelnych rozmezi, aby byl dany pokus povazovan za platny. Jestlize kontroly kvality
nespadaji do danych rozmezi, stanoveni je neplatné a musi byt opakovano. Nasledkem toho, zadné
vysledky tykajici se pacientek nemohou byt zaznamenany pro neplatné stanoveni.

Ocekavany vysledek
Kontrola (hodnota RLU/CO)
kvality HPV typ HPV sonda pro nizké riziko
minimum | maximum pramér % CV
QC1-LR | nizkeé riziko (HPV 6) 2 8 5,0 25
QC2-HR | vysokeé riziko (HPV 0,001 0,999 0,5 25
16)
Oc¢ekavany vysledek
Kontrola (hodnota RLU/CO)
kvality HPV typ Sonda pro vysoce rizikovy HPV
minimum | maximum primér % CV
QC1-LR | nizké riziko (HPV 6) 0,001 0,999 0,5 25
QC2-HR | vysoké riziko (HPV 2 8 5,0 25
16)
Oc¢ekavany vysledek
Kontrola (hodnota RLU/CO)
kvality HPV typ CPC HPV sonda
minimum | maximum pramér % CV
QC1-LR | nizké riziko (HPV 6) 2 8 5,0 25
QC2-HR | vysoké riziko (HPV 2 8 5,0 25
16)

1. Materialy pro kontrolu kvality, které jsou k dispozici v soupravé, jsou klonované cilové DNA HPV
a nejsou odvozeny od pfirodniho typu HPV. Je to stejny typ materialu pouzivany pro kalibratory
dodavané s testem digene HC2 HPV DNA.

2. Tento material kontroly kvality nebude plsobit jako vhodna kontrola pro zpracovani roztoku
PreservCyt nebo konzervacni kapaliny SurePath.

3. Kontroly kvality, které jsou k dispozici u této testovaci soupravy, musi byt pouZity pro interni
kontrolu kvality. Pfidavné kontroly kvality mohou byt testovany podle smérnic nebo pozadavku
mistnich nebo narodnich pfedpist nebo pravidel pfislu§nych organizaci.
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INTERPRETACE VYSLEDKU PRO VZORKY

Poznamka: Hrani¢ni hodnota testu digene HC2 HPV DNA 1pg/ml je ekvivalentni 100.000 HPV kopii/ml
nebo 5.000 HPV kopii na analyzu.

1. Vzorky STM s pomérem RLU/hraniéni hodnota = 1,0 u sondy nizko rizikového HPV se povazu;ji
za ,pozitivni“ pouze pro 1 nebo vice pro typy HPV 6, 11, 42, 43 nebo 44.

2. Vzorky STM s pomérem RLU/hraniéni hodnota 21,0 se povazuji za ,pozitivni“ pro sondu vysoce
rizikového HPV pouze pro 1 nebo vice u typu HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
a 68.

3. V pfipadé testovani vzorkl PreservCyt, doporucuje firma QIAGEN opétny test vzorku, je-li pomér
RLU/hodnota hranice pozitivity =2 1,0 a < 2,5. Jestlize vysledek prvniho opétného testu je
pozitivni (= 1,0 RLU/CO), Ize vzorek povazovat za pozitivni a dalSi testy nejsou nutné. Pokud
vSak bude prvni vysledek opakovaného testu negativni (<1,0), pak se musi dokon¢it druhy
opakovany test (tfeti vysledek), aby byl ziskan vysledek koneény. Za konecny vysledek uréeny
k vykazani je pokladan vysledek druhého opétného testu.

4. Je-li pomér RLU/hodnota vzorku blizko, ale mensi nez 1,0 a je podezfeni na infekci HPV s
vysokym rizikem, uvazujte o pouZiti alternativni testovaci metody nebo opakovani testu vzorku.

5. Vzorky STM s pomérem RLU/hrani¢ni hodnota = 1,0 jak u sondy nizko rizikového HPV, u sondy
vysoce rizikového HPV se povaZzuji za ,pozitivni“ pouze pro 1 nebo vice pro typy HPV z kazdé
skupiny sond.

6. Vzorky STM s pomérem RLU/hrani¢ni hodnota 21,0 se povazuji za ,pozitivni“ u koktailu
kombinované sondy pouze pro 1 nebo vice u typu HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44,
45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

7. Vzorky s pomérem RLU/hraniéni hodnota < 1,0 pro koktail kombinovanych sond nebo jak u
sondy nizko rizikového HPV, u sondy vysoce rizikového HPV se povazuji za ,negativni“ nebo
,nedetekovana DNA HPV* pouze pro 18 testovanych typu HPV. Sekvence DNA HPV jsou bud
nepfitomny, nebo jsou urovné DNA HPV pod urovni detekéniho limitu stanoveni.
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CHARAKTERISTIKY CHOVANI

UDAJE NA PODPORU INDIKACE HPV S NiZKYM A S VYSOKYM RIZIKEM

Pacientky klinického screeningu s vysledky stéru z délozniho €ipku ASC-US pro stanoveni
potieby doporuéeni ke kolposkopii

Studie s nazvem ,Uzite¢nost testovani DNA HPV pro priorizovanou skupinu zen s hrani¢nimi vysledky
Pap natérd® byla provedena v roce 1996 v U.S.A. pod vedenim vyzkumné nadace Kaiser Foundation
Research Institute a skupiny Kaiser Permanente Medical Group. Cervikalni vzorky pro rutinni stér z
délozniho ¢ipku a pro test digene HC2 HPV DNA byly ziskany od Zen, které navstivily nékolik
Kaiserovych klinickych pracovist. Vychozi stéry z déloZniho &ipku byly hodnoceny podle Klasifikace
Bethesda. Pokud jde o ekvivalentni terminologii screeningu cervikalniho nadorového onemocnéni v
Evropském spole€enstvi viz European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening‘“’.
Zeny, ve véku 15 let a starsi, s vysledky Pap natéru ASC-US (atypické buriky neuréené zavaznosti) se
vratily na kolposkopii a biopsii. Kolposkopicky orientované histologické vzorky byly zkoumany patology a
byla formulovana pocate¢ni diagndza. Kazdy histologicky vzorek byl téz pfezkouman nezavislym
patologem a nesrovnalosti mezi plivodnim vyrokem a nezavislym pfezkoumanim byly posouzeny tfetim
patologem (vysledkem je konsenzus).

Testovani DNA HPV bylo provedeno na vychozich vzorcich a pouzila se pouze sonda vysoce rizikového
HPV. Testovani DNA HPV bylo provedeno prototypem testu digene HC2 HPV DNA, ktery obsahoval
sondy na 11 typt HPV ze 13 v€etné sondy vysoce rizikového HPV, ale neobsahoval sondy typl HPV 59
a 68. NeocCekava se, Ze by se tento rozdil projevil ve vyrazné rozdilném profilu G¢innosti t&échto dvou
stanoveni.

Byly k dispozici vysledky testu HPV a histologické diagnézy pro 885 Zen s Pap natéry ASC-US. Testovani
vétsiny pacientl bylo provedeno se vzorky odebranymi jak v STM, tak roztoku PreservCyt. Diky
podobnostem mezi charakteristikami chovani testu digene HC2 HPV DNA pro STM a médii PreservCyt je
chovani analyzy prezentovano pouze pro roztok PreservCyt.

Tabulka 3 ukazuje, Ze u pacientek vyznacujicich se arbitraznim stérem z délozniho Cipku ASC-US je
negativni prediktivni hodnota testu digene HC2 High-Risk HPV DNA u vyskytu HSIL nebo vétsiho
onemocnéni pfi kolposkopii 99 %.

Tabulka 3
Porovnani testu digene HC2 HPV DNA versus konsensus histologie
Populace Pap definovana jako ASC-US
Studie Kaiser, vzorky roztoku PreservCyt

HSIL nebo vaznéjsi v dobé provedeni kolposkopie
+ - Celkem
Vysoce rizikovy + 66 317 383
HPV - 5 497 502
Celkem 71 814 885

Citlivost [TP/(TP+FN)] = 93,0 % (66/71)
95 % Cl = 84,3 to 97,7
specificita [TN/(TN+FP)] = 61,1 % (497/814)
95 % Cl = 57,7 to 64,4
vyskyt choroby = 8,0 % (71/885)
pozitivni prediktivni hodnota stanoveni = 17,2 % (66/383)
negativni prediktivni hodnota stanoveni = 99,0 % (497/502)
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Tabulka 4 ukazuje teoretické pozitivni a negativni pfedpovidané hodnoty pro rizné ¢etnosti vyskytu
pocate¢ni ASC-US, ktera se ukazala byt HSIL, nebo vy$si, zaloZzené na vysledcich sondy HPV pro
vysoke riziko.

Tabulka 4
Teoreticka pozitivni a negativni prediktivni hodnota
Sonda pro vysoce rizikovy HPV
vysledky Pap natéru ASC-US

Teoreticka cetnost Pocatecni vysledek Pap natéru ASC-US
vyskytu pro HSIL Pozitivni prediktivni hodnota Negativni prediktivni hodnota
stanoveni stanoveni
5 11,2 99,4
10 21,0 98,7
15 29,7 98,0
20 37,4 97,2
25 44,3 96,3
30 50,6 95,3

Tabulka 5 ilustruje variace mezi riznymi vékovymi skupinami zahrnutymi v této studii:

Tabulka 5

Udaje studie Kaiser
Chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA versus konsensus histologie

Vysledky (HSIL)

Charakteristiky s ohledem na vék

Vék <30 Vék 30-39 Vék >39
n 287 233 365
Cetnost vyskytu choroby (%) 12,2 11,2 2,7
Citlivost (%) 100,00 88,46 80,00
(35/35) (23/26) (8/10)
95 % interval 90,0-100 69,9-97,6 44,4-97,5
spolehlivosti
Specificita ( %) 31,4 66,2 79,15
(79/252) (137/207) (281/355)
95 % interval 25,7-37,5 59,3-72,6 74,6-83,3
spolehlivosti
Negativni prediktivni hodnota 100 97,86 99,29
(%) (79/79) (137/140) (281/283)
Pozitivni prediktivni hodnota 16,83 24,73 9,76
(%) (35/208) (23/93) (8/82)

Klinicka citlivost a specificita pro urceni rizika choroby vysokého stupné zavaznosti u zen s LSIL
nebo HSIL Pap natéry

Multicentricka klinicka studie pouzivajici test digene HC2 HPV DNA byla provedena pomoci vzorku
odebranych z nékolika nemocnic s vysokou prevalenci cervikalniho onemocnéni a HPV a klinik
provadéjicich kolposkopii ve zdravotnickych stfediscich (3 pracovi§té) na zapadé a jihu Spojenych stata.
Testovani HPV bylo provedeno ve 3 vyzkumnych pracovistich, ktera nebyla pfidruzena ke
kolposkopickym klinikam, kde byly odebrany vzorky. Populace pro tuto klinickou studii zahrnovala Zeny s
diagnézou bud LSIL nebo HSIL, zaloZzenou na nedavném Pap natéru, a pro které byla doporu¢ena
nasledna kolposkopie. Bylo zaregistrovano 702 pacientek, z nich 327 mélo vysledky Pap natéru vétsi nez
ASC-US a mélo k dispozici dostate¢né informace; 96 z téchto Zen mélo kone¢ny statut choroby uréen
jako HSIL nebo vétsi. Byly ziskany vzorky exfoliovanych cervikalnich bunék byly ziskany bud odb&rovym
zafizenim digene HC2 DNA a pak vlozeny do STM, nebo kartackovym zafizenim, které bylo nasledné
oplachnuto v roztoku PreservCyt. Vzorky byly odebrany v dobé kolposkopie. Vzorky byly testovany
testem digene HC2 HPV DNA a vysledky porovnany se stavem onemocnéni urenym u kazdé pacientky.
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Stav onemocnéni byl zalozen na vysledcich histologického vySetfeni s tim, ze kdyz byla histologie
negativni, nebo histologicky vysledek chybél, stav onemocnéni byl stanoven cytologii v dobé
kolposkopického vysetfeni (viz tabulka 6). Test digene HC2 HPV DNA byl proveden ve 3 velkych
méstskych zdravotnickych stfediscich nespojenych s pracovisti provadéjicimi odbér vzorkd pro
kolposkopii. Cytologie byla provedena v referenni patologické laboratofi a histologie byla provedena v
institucich, které provedly kolposkopii. Vysledky testu byly porovnany se stavem onemocnéni pro
vyhodnoceni citlivosti, specificity a negativni a pozitivni prediktivni hodnoty testu pro detekovani
cervikalni neoplazie vysokého stupné. Diky podobnostem mezi charakteristikami chovani testu digene
HC2 HPV DNA pro STM a médii PreservCyt je chovani analyzy prezentovano pouze pro roztok
PreservCyt.

Nebyl pozorovan zadny rozdil ve vysledcich vysoce rizikového HPV ze vzork(l STM a vzork( PreservCyt.
Nasledujici tabulka ukazuje vysledky se sondou HPV pro vysoké riziko v této populaci:

Tabulka 6
Algoritmus statutu choroby u pacientek
Vysledek cytologie Vysledek histologie Statut choroby
NEG NEG ¢&i neprovedena * NEG
LSIL NEG LSIL
HSIL NEG HSIL
Tumor NEG HSIL+
NEG LSIL LSIL
LSIL neprovedena* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Tumor LSIL LSIL
NEG HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL neprovedena* HSIL
Tumor HSIL HSIL
NEG Tumor HSIL+
LSIL Tumor HSIL+
HSIL Tumor HSIL+
Tumor neprovedena* HSIL+
Tumor Tumor HSIL+

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

Tabulky 7 a 8 pfedstavuji chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA bylo stanoveno pomoci 327
vzorkl PreservCyt, z nichz 96 bylo odebrano Zenam, u nichz bylo diagnostikovano cervikalni onemocnéni
vysokého stupné. Srovnani byla provedena s vyuzitim vSech studijnich pacientek s abnormalnimi
arbitraznimi vysledky stéru z délozniho &ipku. Srovnani jsou vyobrazena pro vzorky PreservCyt testované
sondou vysoce rizikového HPV.

Tabulka 7
Vysledky sondy vysoce rizikového HPV

Koneény statut choroby

Vysledek HSIL LSIL

Pap natéru

Negativni Celkem

Vysledky POZ NEG POZ NEG POZ NEG
HPV s

vysokym
rizikem

LSIL 44 4 78 33 28 37 224
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HSIL

45

w

29

14

103

Celkem

89

107

47

327

96

154

77

Tabulka 8 ukazuje, Ze test digene HC2 HPV DNA vyuZivajici sondu vysoce rizikového HPV prokazal
pfiblizné 93 % celkovou citlivost pro identifikaci Zen s neoplazii vysokého stupné v populaci doporucené
ke kolposkopii na zakladé diagndzy stéru z délozniho Cipku LSIL, HSIL nebo ekvivalentni. Test rovnéz
prokazal negativni prediktivni hodnotu témér 93 % v této populaci.

Tabulka 8
Charakteristiky chovani

testu digene HC2 High-Risk HPV DNA u pacientek s doporu¢enim
pro Pap natér LSIL nebo vyssi a s koneénym statutem choroby HSIL

Uroven Pap LSIL nebo HSIL — HSIL choroba
Vysledek + - Celkem
sondy HPV + 89 140 229
: 7 of %
Celkem 96 231 327

Citlivost [TP/(TP+FN)] = 92,7 % (89/96)
95 % Cl = 85,6 t0 97,0
specificita [TN/(TN+FP)] = 39,4 % (91/231)
95 % Cl = 33,1 t0 46,0
Cetnost vyskytu pro uroveri LSIL - vyvin do kone¢né HSIL = 21,4 %
Cetnost vyskytu pro troven HSIL - vyvin do kone¢né HSIL = 46.6 %
celkova pozitivni prediktivni hodnota = 38,9 % (89/229)
celkova negativni prediktivni hodnota = 92,8 % (91/98)

Zatimco se zda, Ze specificita testu digene HC2 HPV DNA bude ponékud nizka, neocekava se pfisna
korelace mezi nepfitomnosti neoplazie a negativnim vysledkem HPV. DNA HPV se m{ize vyskytovat u
zen, u kterych se nevyvinula choroba do vysokého stupné. Ve skute€nosti, kdyz bylo provedeno testovani
HPV Polymerase Chain Reaction (PCR) (reakce fetézce polymerazy HPV) (analyza pouze pro vyzkumné
Ucely) na vzorcich s pozitivnimi vysledky testu HPV a jejichz odpovidajici stav onemocnéni byl niz§i nez
neoplazie nizkého stupné, bylo témérf 75 % pozitivnich.

Tabulka 9 ukazuje teoretické pozitivni a negativni pfedpovidané hodnoty (sonda HPV pro vysoke riziko)
pro poc¢atecni LSIL nebo HSIL, které byly identifikovany kolposkopii jako HSIL nebo vaznéjsi forma
choroby.

Tabulka 9
Teoreticka pozitivni a negativni prediktivni hodnota
Sonda pro vysoce rizikovy HPV
pocateéni vysledky Pap natéru LSIL nebo HSIL

Pocateéni vysledek Pap natéru LSIL nebo HSIL
Teoreticka prevalence

pro HSIL Stanoveni pozitivni Stanoveni negativni
Prediktivni hodnota Prediktivni hodnota

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
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35 45,1 90,9
40 50,4 89,0
45 55,5 86,8
50 60,4 84,3

UDAJE PODPORUJICI INDIKACI HPV S VYSOKYM RIZIKEM Z PRIMARNIHO SCREENINGU

Klinicka u€innost pro pacientky s normalnimi vysledky Pap natéru, které se podrobi screeningu,
jako pomocny nastroj pro posouzeni rizika a pro zachazeni s pacientkami

NiZe jsou popsany vysledky osmi nezavislych klinickych studii provedenych vyznamnymi zdravotnickymi,
univerzitnimi a vladnimi institucemi ve Spojenych statech a v zahranici. Studie vyuzivaly zavedené
metody stéru z délozniho Cipku pfi pouziti v zemich, kde se studie provadély. Ve v8ech pfipadech
(kromé dvou) byl pouzit systém kategorizace Bethesda pro interpretaci vysledkd Pap. Kromé toho bylo
pro kazdou studii diagnostikovano cervikalni onemocnéni vysokého stupné pomoci biopsie fizené
kolposkopii. Tyto studie hodnotily klinickou uziteénost testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pfi srovnani
stéru délozniho Cipku u starSich Zen (obecné starsich 30-35 let). VSechny studie kromé jedné rovnéz
provadély prospektivni testovani HPV pomoci testu digene HC2 High-Risk HPV DNA.

Studie byly prafezovymi screeningovymi studiemi celkové populace vyuzivajici test digene HC2 High-
Risk HPV DNA, pokud neni dale uvedeno jinak. Jak je naznaceno, dvé z osmi screening studii byly
provedeny ve Spojenych statech, dvé v Evropé, dvé v Latinské Americe, jedna v Africe a jedna v Asii.

Chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA pozorované v Sesti prifezovych studiich je shrnuto v
tabulkach 10 a 11 pro zeny ve véku 30 let a starSi, u nichz byla diagnostikovana histologicky potvrzena
cervikalni neoplazie vysokého stupné, ktera je definovana jako cervikalni intraepitelialni neoplazie (

Tabulka 10
Odhady chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA
Citlivost a specificita

Populace n Citlivost (%) Specificita (%)
PAP HPV HPV + PAP samotny | HPV samotny HPV + PAP
samotny samotny PAP
51,6 96,3 100 98,5 96,2 951
Zapadni Evropa 1 7592 (14127) (26127) (27127 (7 453/7 565) (2757 565) (7 193/7 565)
95%Cl | 32,0713 81,0-99,9 87,2-100 98,2- 98,8 95,7-96,6 94,6-95.6
584 948 97.4 98,7 93,9 934
Latinska Amerika 1 6115 (45/77) (73177) (75177) (5962/6 038) | (5669/6038) | (5637/6038)
95% Cl | 46,68-69,6 87,2-98,6 90,9-99,7 98,4-99,0 93,3-94,5 92,7-94,0
77,9 89,7 94.1 94,1 94,0 89.9
Latinska Amerika 2 6176 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6 108) | (5742/6108) | (5490/6 108)
95%CIl | 66,2-87,1 79,9-95,8 85,6-98.4 93,4-94,6 93,4-94,6 89,1-90,6
84,1 89,7 925 86,4 80,0 76.4
Afrika 2925 (90/107) (96/107) (99/1107) | (2436/2818) | (2253/2818) | (2 152/2818)
95%CIl | 75,8-90,5 82,4-94,8 85,8-96,7 85,1-87,7 78,4-81,4 74,8-77,9
97,6 100 100 76,3 83,0 68.0
Asie 1936 (41/42) (42/42) 42/42 (1445/1894) | (1572/1894) | (1287/1894)
95%CIl | 87,4-99,9 91,6-100,0 | 91.6-100.0 74,3782 81,2-85,0 65.8-70.1
50,0 100 100 97,6 96,2 95,5
us.1 1040 (1/2) (2/2) 2/2 (1.013/1 038) (999/1 038) (991/1 038)
95%CIl | 1,26-98,7 15,8-100,0 | 15,8-100,0 96,5-98,4 94,9-97,3 94,0-96,7

Data HC2, byla-li k dispozici, data HCS byla pouzita jinak, spojena data.

38




Tabulka 11
Odhady chovani testu digene HC2 High-Risk HPV DNA
pozitivni a negativni pfedpovidané hodnoty

Populace n Cetnost Pozitivni prediktivni hodnota (%) Negativni prediktivni hodnota (%)
vyskytu (%)
CIN 3 PAP HPV HPV + PAP HPV HPV + PAP
samotny samotny PAP samotny samotny
. . 0,36 11,1 8,23 6.77 99,83 99,99 100.0
Zapadni 7592 (27/7592) (14/126) (26/316) (27/399) (7453/7466) (7275/7276) | (7193/7193)
Evropa 1 95 % Cl 0,23-0,52 6,21-17,9 5,45-11,8 4.51-9,69 99,70-99,91 99,92-100,0 | 99,95-100,0
o 1,26 37,2 16,5 15.8 99,47 99,93 99,96
Lat|n§ka 6115 (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) (5962/5994) (5669/5673) | (5637/5639)
Amerika 1 95 % Cl 0,99-1,57 28,6-46,4 13,2-20,3 12,6-19.4 99,25-99,63 99,82-99,98 | 99,87-100,0
o 1,10 12,7 14,3 94 99,74 99,88 99,93
Latinska " 6176 (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) (5745/5760) (5742/5749) | (5490/5494)
Amerika 2 95 % Cl 0,86-1,39 9,69-16,3 11,1-18,0 7,30-11.8 99,57-99,85 99,75-99,95 | 99,81-99,98
3,66 19,1 14,5 129 99,31 99,51 99,63
Afrika 2925 (107/2925) (90/472) (96/661) (99/765) (2436/2453) (2253/2264) | (2152/2160)
95 % Cl 3,01-4,40 15,6-22,9 11,9-17,4 10,6-15.5 98,89-99,60 99,13-99,76 | 99,27-99,84
2,17 8,37 11,5 6.47 99,93 100,0 100,0
Asie 1936 (42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) (1445/1446) (1572/1572) | (1287/1287)
95 % Cl 1,57-2,92 6,07-11,2 8,44-15,3 4.70-8,65 99,62-100,0 99,77-100,0 | 99,71-100,0
0,19 3,85 4,88 4,08 99,90 100,0 100,0
Us. 1 1040 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014) (999/999) (991/991)
" 95 % Cl 0,02-0,69 0,10-19,6 0,60-16,5 0.50-14.0 99,45-100,0 99,63-100,0 | 99,63-100,0
T Data HC2, byla-li k dispozici, data HCS byla pouZita jinak, spojena data

Napfi¢ vSemi studiemi je tu jednotné a Casto velmi signifikantni zlepSeni citlivosti testu digene HC2 High-
Risk HPV DNA vuci samotnému stéru z délozniho Cipku. Stejné tak jako citlivost, negativni prediktivni
hodnota (NPV) testu HPV pfevysSuje ve vSech pfipadech hodnotu pro samotny Pap test a blizi se 100 %.
Tato NPV ukazuje vysokou pravdépodobnost nepfitomnosti cervikalni choroby vysokého stupné nebo

rakoviny u cytologicky normalnich zen, které nemaji HPV infekci.

Prestoze je specificita testu digene HC2 High-Risk HPV DNA je nizSi nez u stéru délozniho ipku
samotného, analyza poméru pravdépodobnosti prokazala, Ze snizeni pozorované specificity neni
dostatec¢né vyznamné, aby nepfiznivé ovlivnilo klinickou uzite¢nost vyuziti testu k identifikaci Zen, u nichz
je malé nebo zadné riziko, Ze maiji cervikalni onemocnéni nebo Ze u nich vznikne. Nicméné je dilezité,
Ze rozhodnuti doporucit pacientku na kolposkopii je zalozeno na vSech klinickych a rizikovych informacich
a anamnéze pacientky, které ma Iékafr k dispozici. Dulezité proménné zahrnuiji historii infekci HPV
a/nebo abnormalnich stérli z délozniho ¢ipku, vék pfi prvnim pohlavnim styku, pocet sexualnich partner(
a soubé&zné pohlavné pfenosné choroby?27,28.

Ackoli se Cetnost vyskytu choroby vysokého stupné podstatné neméni ve studiich, podle kterych byla
ucinnost stanovena, Cetnost vyskytu HPV infekce mezi populaci mize ucinnost ovlivnit, a méni se typicky
s populaci pacientek. Kromé toho se ukazalo, ze prevalence infekce HPV dramaticky klesala s vékem?®
303741 Pozitivni prediktivni hodnoty klesaji pi testovani populaci s nizkou prevalenci nebo jednotlivcl s
malym rizikem infekce.

Byly provedeny generacni analyzy pomoci vysledk(l ze dvou studii; jedna byla provedena ve Spojenych
statech National Cancer Institute (NCI) (Narodni ustav pro nadorova onemocnéni) v Portlandu, Oregon, a
druhou provedli ve Francii v Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims (Laboratof Pol Bouin C.H.U, Remes).
Tyto prdbézné analyzy byly provedeny, aby prokazaly, Ze pacientky s Pap negativni/HPV negativni maji
niz&i riziko vyskytu cervikalni choroby, ve srovnani s tradi¢né definovanou skupinou Zen s nizkym rizikem,
jejichz HPV statut neni znam, a ve srovnani s pacientkami majicimi Pap negativni/HPV positivni.
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Vysledky téchto pribéznych analyz jsou prezentovany v tabulkach 12 a 13 (nize).

Tabulka 12

Souhrn vysledkt: NCI a studie z Francie
relativni riziko choroby vysokého stupné

Vék Klasifikace — nizké n PFipady Vyskyt (na Relativni
Studijni riziko CIN 3+ 100 riziko
skupina pacientko-let) (95% CI)
Pap normalini, HPV 12 054 28 0,043 0,897
30 leta negativni (0,596, 1,348)
starsi po sobé jdouci 9429 19 0,048 1,000
NCI normalni testy Pap*
Pap normalni, HPV 17 594 48 0,056 0,678
Vaechny negativni (0,514, 0,894)
po sobé jdouci 13 392 44 0,082 1,000
normalni testy Pap*
Pap normalini, HPV 1690 3 0,084 0,849
30leta negativni (0,307, 2,35)
starsi po sobé jdouci 2026 4 0,099 1,000
Francie normalni testy Pap*
Pap normalni, HPV 2180 3 0,066 0,491
Vaechny negativni (0,221, 1,09)
po sobé jdouci 2650 7 0,136 1,000
normaini testy Pap*
*Tfi normalni testy Pap ro¢né, po dobu pfiblizné 2 let.
Tabulka 13

Souhrn vysledkt: NCI a studie z Francie
vyskyt choroby stratifikovany podle statutu HPV na zakladni ¢are

Veék Pocatecni n Pfipady Vyskyt (na Relativni
Studijni statut CIN 3+ 100 riziko
skupina pacientko-let) (95% CI)
Pap normalni, 1078 24 0,451 10,50
30leta HPV pozitivni (6,13, 18,0)
starsi Pap normaini, 12 054 28 0,043 1,00
NCI HPV negativni
Pap normaini, 2561 63 0,096 10,64
Vaechny HPV pozitivni (7,33 - 15,5)
Pap normaini, 17 594 48 0,056 1,00
HPV negativni
Pap normaini, 419 14 2,346 27,3
30leta HPV pozitivni (8,41, 88,3)
starsi Pap normalni, 1696 3 0,084 1,00
Francie HPV negativni
Pap normaini, 619 22 2,520 37,0
Vaechny HPV pozitivni (11,8, 116)
Pap normalni, 2180 3 0,066 1,00
HPV negativni

Klinicka uzite¢nost vysledk( testu HPV se dale projevuje tim, Ze ukaze zvysSené riziko cervikalni choroby
u HPV pozitivnich Zen ve srovnani s HPV negativnimi Zenami.

ANALYTICKA CITLIVOST

Byl testovan neklinicky panel plazmidové DNA klonovaného HPV, aby se stanovilo, zda kazdy ze 18 typl
HPV je detekovatelny testem digene HC2 HPV DNA a urcila analyticka citlivost analyzy pro kazdy z typu
HPV. Pro kazdou cilovou koncentraci HPV (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml a 0,2
pg/ml) od kazdého z 18 DNA typa HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a
68) byl tfikrat proveden pokus se sondou HPV pro nizké riziko nebo sondou HPV pro vysoké riziko, podle
potfeby. Byl vypocitan primérny signal RLU pro kaZzdou koncentraci kazdého typu HPV a porovnana s
pozitivnim kalibratorem.
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Detekovatelna hranice kazdého typu HPV v STM je uvedena v tabulce 14. Detekovatelné hranice se
pohybovaly od 0,62 pg/ml do 1,39 pg/ml, v zavislosti na testovaném typu HPV. VSechny typy HPV byly
detekovatelné pfi odhadnuté urovni 1,09 pg cilové DNA HPV na 1 ml STM vzorku. Primérna hranice
detekovatelnosti vSech 18 DNA typd HPV byla 1,09 pg/ml se standardni odchylkou 0,05.

Tabulka 14
Souhrn mezi detekce testu digene HC2 HPV DNA
citlivosti pro kazdy typ DNA HPV v STM

Detekovatelna 95 %
DN@EPV koncentrace DNA HPV z;acnh‘;?g spolehlivost
(pg/ml) Rozsah

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
Prameér 1,09 0,05 0,97-1,27

(vSechny typy)

UCINNOST KOMBINOVANE SMESNE SONDY (CPC)

Stejny neklinicky panel plazmidové DNA HPV popsany shora byl testovan s cilem stanovit analytickou
citlivost kazdého z 18 typll HPV v testu digene HC2 HPV DNA podle protokolu koktailu kombinovanych
sond (CPC), jak to popisuje tato pfibalova informace. Analyticka citlivost pro protokol CPC se pohybovala
od 0,58 pg/ml do 1,39 pg/ml a vSechny typy HPV byly detekovatelné pfi odhadnuté urovni 0,95 pg/mi
cilové DNA HPV na 1 ml vzorku. Primérna mez detekovatelnosti vSech 18 typd HPV byla 0,95 pg/ml se
smérodatnou odchylkou 0,07. Tato citlivost je ekvivalentni analytické citlivosti, kterou naleznete u metody
dualni sondy testu digene HC2 HPV DNA.

EKVIVALENCE MEZI VZORKY STM A ROZTOKU PRESERVCYT

Ekvivalence mezi vzorky STM a roztoku PreservCyt byla zkoumana z hlediska rovnocenné obnovy DNA
HPV 18 z priblizné 10° pozitivnich bunék HelLa obsahujicich integrovanych 18 genoma HPV
pfimichanych do STM a negativniho bunééného souboru roztoku PreservCyt. Kazdy typ vzorku byl
zpracovan podle svych pfislusnych postupl zpracovani/denaturace popsanych v pfislusném navodu a
testovan testem digene HC2 HPV DNA pomoci sondy vysoce rizikového HPV. Vysledky prokazaly, ze
vytéZek DNA 18 HPV z lidskych nadorovych bunék je ekvivalentni pro tato dvé média a Ze postup
pripravy roztoku PreservCyt neovliviiuje analytickou citlivost testu digene HC2 HPV DNA.

KORELACE VYSLEDKU VZORKU SUREPATH SE VZORKY STM V KLINICKE POPULACI

Klinické hodnoceni ve dvou fazich bylo vedeno v 6 sbérnych centrech a 3 testovacich mistech v ramci
USA. Pro ucast ve studii byli vybrani pacienti navstévuijici kliniky STD, porodni/gynekologickou Kliniku,
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kolposkopickou kliniku, nemocnice nebo centra planovaného rodi¢ovstvi podle pfedem stanovenych
kritérii pro zafazeni a vylouCeni ze studie. Ve fazi proveditelnosti, uréené ke stanoveni vhodné hranicni
hodnoty analyzy digene HC2 High-Risk HPV DNA pro pouziti vzork(l SurePath, bylo pfiblizné zafazeno
400 pacientek. Klinicka validagni faze, kdy bylo zafazeno pfiblizné 1.500 pacientek pro vyhodnoceni
zvolené hrani¢ni hodnoty analyzy, zacala po pfedb&zné analyze faze proveditelnosti a prokazala, Ze
hrani¢ni hodnota analyzy 1,0 RLU/CO vyuZivajici vzorky SurePath, doséahla pfijatelné shody s vysledky
vzorkl STM.

V obou hodnoticich fazich byly sparovany cervikalni vzorky SurePath a STM od vSech ucastniki
zenského pohlavi, které k tomu daly souhlas. Vzorky SurePath byly poté odeslany do cytologické
laboratofe k pfipravé sklicka. Po cytologické pFipravé byly testovany zbyvajici vzorky SurePath a
odpovidajici vzorky STM testem digene HC2 High-Risk HPV DNA s vyuzitim hrani¢ni hodnoty analyzy
1,0 RLU/CO.

Tabulka 15 uvadi korelaci vysledkli SurePath se sparovanymi vzorky STM ve finalnich vysledcich
vhodnych pro analyzu dat ziskanych z celkové populace uc¢astnika.

Tabulka 15
Shoda vysledku SurePath s STM
(vSech vékovych kategorii a vSech cytologickych typu)

(n =1 490)
Pozitivni shoda % Negativni shoda %
95 % CI 95 % CI
(n/N) n/N)
V&echny Subset vysoce V&echny Subset s nizkou
pozitivni pozitivnich negativni negativitou
(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) (1011/1 061) (1.002/1 044)

Vysledky predikuji, Ze relativni citlivost a specificita analyzy pouzivajici vzorky SurePath vysoce koreluje s

jak pro pozitivni, tak negativni shodu.

REPRODUKOVATELNOST

Byla provedena multicentricka studie reprodukovatelnosti pro stanoveni reprodukovatelnosti mezi dny,
pracovisti a celkové reprodukovatelnosti testu digene HC2 HPV DNA s vyuzitim panell cild DNA HPV a
HPV pozitivnich a HPV negativnich klinickych vzorka.

TFi externi laboratofe provadély testovani se stejnou Sarzi sad testll digene HC2 HPV DNA ve 3 rdznych
dnech s identickym panelem reprodukovatelnosti. Panel reprodukovatelnosti zahrnoval nasledujici
vzorky: 12 denaturovanych klinickych STM rezervoar(i vzork(; 3 nedenaturované klinické rezervoary
vzorkl PreservCyt roztoku; negativni kalibrator; pozitivni kalibratory pro nizké riziko a vysoké riziko, v
koncentracich 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml a 10 pg/ml. VSichni ¢lenové panelu byly testovani
kazdy den trojmo jak sondou vysoce rizikového HPV, tak metodami CPC. Vysledky jsou uvedeny v
tabulce 16.
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Tabulka 16
Souhrn celkové statistiky pro
multicentrickou reprodukovatelnost testu digene HC2 HPV DNA.

Kombinované

Statisticka SONDA PRO VYSOCE | Kombinovana smésna Vysledky
Mérit RIZIKOVY HPV sonda (CPC) sondy pro vysoce
rizikovy HPV a CPC’
Podil ogekavanych
pozitivnich vysledku 100 % 99,8 %
. o 99,9 %
a pozorovanych (99,0-100,0) (98,92-100,0) (99,38-100,0)
pozitivnich vysledku
Podil ogekavanych
. , o]
negativnich 99.0 % 98,9 % 99.0%

a pozorovanych
negativnich vysledku

(97,49-99,73)

(96,79-99,77)

(97,88-99,58)

99.5 %
99,5 % ' 99,5 %
Shoda (98,70-99,86) (98,70-99,86) (99,0.99,78)
Kappa 0,990 0,989 0,990

°Cisla v zavorkach oznacuji intervaly spolehlivosti 95 %. Celkové udaje jsou kombinaci vSech pokusl ve

vSech centrech.

To naznacduje, ze je reprodukovatelnost testu digene HC2 HPV DNA s klinickymi vzorky odebranymi v

STM velmi dobra.
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ZKRIZENA REAKTIVITA

PANEL ZKRIZENE REAKTIVITY

Testem digene HC2 HPV DNA pouzitym se sondami HPV byla analyzovana baterie bakterii, vir( a
plazmidd, které se bézné nachazi v Zenském anogenitalnim traktu spole¢né se sbirkou koznich HPV
typl, pro néz jsou k dispozici klony, s cilem ur€it, zda se vyskytla kfizova reaktivita. VSechny
mikroorganismy byly analyzovany pfi koncentracich 1x10° a 1x10’ organism@ na ml. Ci§téné vzorky DNA
virG a plazmidd byly testovany pfi koncentraci 4 ng/ml.

Nize je uveden seznam testovanych bakterii. VS§echny testované bakterie byly v testu digene HC2 HPV
DNA negativni:

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 nebo 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 (CowanUtv kmen)
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

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

NiZe je uveden seznam testovanych virovych €i plazmidovych DNA nebo lidského séra:

Adenovirus 2 lidsky papillomavirus typu 1
Cytomegalovirus lidsky papillomavirus typu 2
Virus Epsteina-Barrové lidsky papillomavirus typu 3
Sérum pozitivni na povrchovy antigen hepatitidy B lidsky papillomavirus typu 4
Herpes Simplex | lidsky papillomavirus typu 5
Herpes Simplex Il lidsky papillomavirus typu 8
Virus humanni imunodeficience (HIV, RT, DNA) lidsky papillomavirus typu 13
Simiandyv virus typu 40 I idsky papillomavirus typu 30
pBR322

Jedinymi viry nebo plazmidy, které vykazovaly zkfizenou reaktivitu v testu digene HC2 HPV DNA, byly
HPV typu 13 a plazmid pBR322. DNA HPV 13 reagovala pouze se sondou HPV pro nizké riziko. HPV 13
je Casto detekovan v Iézich na rtech urcitych etnickych skupin, ale nebyl detekovan v anogenitalnim
traktu.?® Proto by se neoCekavalo, Ze zkfiZzena reaktivita pozorovana mezi HPV 13 a sondou nizko
rizikového HPV testu digene HC2 HPV DNA zp(sobi klinicky matouci vysledek pro anogenitalni vzorky.
KFizova reaktivita mezi pBR322 a sondami nizko rizikového a vysoce rizikového HPV testu digene HC2
HPV DNA se nepfedpoklada, protoze je obtizné odstranit veSkerou vektorovou pBR322 DNA pfi izolaci
vlozky HPV. PFitomnost homologovych sekvenci pBR322 byla hlaSena ve vzorcich z lidskych genital( a
faleSné pozitivni vysledky by se mohly vyskytnout za pfitomnosti vysokych hladin bakterialniho plazmidu.
Ovsem u 298 klinickych vzorkl testovanych jako pozitivni sondami nizko rizikového a vysoce rizikového
HPV testu digene HC2 HPV DNA se ukazalo, ze nema pozitivni vysledky kvali pPBR322, kdyz byly
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testovany sondou pBR322. Pravdépodobnost faleSné pozitivhiho vysledku testu digene HC2 HPV DNA
kvuli homologovym sekvencim pBR322 v klinickych vzorcich se zda byt nizka.

ZKRiZENA HYBRIDIZACE

Kazdy z 18 typl HPV byl testovan jak sondou pro nizké riziko, tak sondou pro vysoké riziko pfi
koncentracich 4 ng/ml DNA HPV. Bylo ofekavano, Ze se v8echny cilové HPV projevi jako pozitivni (s
pFislusnou skupinou sond), zatimco u Zadnych ze vzork( nebyl oCekavan pozitivni vysledek s opaénou
skupinou sond. Tato studie ukazala, Ze existuje nizky rozsah zkfiZzené hybridizace mezi HPV typy 6 a 42
(typy HPV s nizkym rizikem) a skupinou sond pro vysoké riziko (sonda HPV s vysokym rizikem). Vzorky s
vysokymi urovnémi DNA HPV 6 ¢i HPV 42 (4 ng/ml &i vy8Si) mohou byt pozitivni pro obé& skupiny sond.
Klinicky vyznam tohoto zjis§téni spociva v tom, Ze pacientky s DNA HPV 6 ¢i HPV 42 s drovni 4 ng/ml &i
vy$Si mohou byt poslany na kolposkopii.

Navic se ukazalo, ze sonda vysoce rizikového HPV reaguje zkfizené s typy HPV 40, 53 a 66. Tyto typy
jsou vzacné a neni dostatek dikazl pro stanoveni pfesné korelace mezi infekci témito typy a vznikem
onemocnéni vysokého stupné®. Pacienti, jejichZ vzorky obsahuji vysoké hladiny téchto typti DNA HPV
mohou byt nespravné doporuceni na kolposkopii. V literatufe se rovnéz uvadeélo, Ze slozité sondy
podobné tém, které byly v tomto testu pouzity mohou zplsobovat faleSné pozitivni vysledky kvali zkfizené
hybridizaci typy HPV 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 nebo MM9.% Piestoze jsou nékteré z t&chto
typud HPV vzacné nebo nové typy, s nimiz se Casto nesetkavame u onemocnéni vysokého stupné,
pacientky, jejichz vzorky obsahuji vysoké hladiny téchto typd DNA HPV mohou byt nespravné
doporuceny ke kolposkopii.

VLIV KRVE A JINYCH LATEK NA VZORKY STM

V testu digene HC2 HPV DNA byl vyhodnocen uGc&inek krve a jinych, potencialné rusicich, definovanych &i
nedefinovanych latek. K STM negativnim a pozitivnim vzorkdm (soubory klinickych vzorktd a neklinickych
vzorku) byla pfidana cela krev, vaginalni roztok, antifungalni krém a antikoncepéni gel (latky, které se
mohou bé&zZné nachazet v cervikalnich vzorcich) v koncentracich, které Ize v cervikalnich vzorcich nalézt.
U zadné ze Ctyfech latek nebyly v Zadné koncentraci pozorovany zadné fale$né pozitivni vysledky.
FaleSné negativni vysledky mohou byt vSak nalezeny u klinickych vzorkd s arovnémi DNA HPV v blizkosti
kladné hranice pozitivity pro stanoveni (1 pg/ml), jsou-li pfitomny vysoké urovné protiplisfiového krému
nebo antikoncepéniho Zelé. Je vSak velice nepravdépodobné, Ze by klinicky vzorek sestaval témér
vyhradné z jedné z téchto latek, protoze cervix je normalné ocistén pred odbérem vzorkd pro Pap natér a
testovani HPV.

VLIV KRVE A JINYCH LATEK NA VZORKY ROZTOKU PRESERVCYT

V testu digene HC2 HPV DNA byl vyhodnocen G¢&inek krve a jinych, potencialné rusicich, definovanych &i
nedefinovanych latek pfitomnych ve vzorcich roztoku PreservCyt. K negativnim a pozitivnim vzorkdm
roztoku PreservCyt (soubory klinickych vzork( a neklinickych vzork() byla pfidana cela krev, vaginalni
roztok, antifungalni krém a antikoncep¢ni gel (latky, které se mohou bézné nachazet v cervikalnich
vzorcich) v koncentracich, které Ize v téchto vzorcich nalézt. U Zadné ze &tyfech latek nebyly v Zadné
koncentraci pozorovany zadné faledné pozitivni nebo faledné negativni vysledky. Navic latky pfitomné v
nékterych klinickych vzorcich nebrani detekci DNA HPV testem digene HC2 HPV DNA.

REPRODUKOVATELNOST TESTU digene HC2 HPV DNA S KLINICKYMI VZORKY ODEBRANYMI V
STM

Reprodukovatelnost testu digene HC2 HPV DNA s klinickymi vzorky odebranymi v STM byla stanovena
ve studii pouzivajici 20 klinickych soubort ( 10 pozitivnich a 10 negativnich) pfipravenych kombinaci
pfedchozich denaturovanych a testovanych vzorkd odebranych v STM kartacky. Vzorky byly testovany v
replikatech po 4 v kazdy z 5 dna, celkem 20 replikatll na vzorek. Testovani bylo provedeno s pouzitim
metody kombinované smésné sondy. Priméry, standardni odchylky a 95 % intervaly spolehlivosti kolem
praméru (ClI) byly vypocitany pro kazdy vzorek béhem jednoho dne a pro pétidenni interval; vysledky jsou
v Tabulce 17.
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Tabulka 17
Priméry RLU/CO s intervaly spolehlivosti a procenta pozitivnich vysledkt
(v sestupném poradku podle priiméru RLU/CO)

; Vzorek Pramér

0 e
C. ID RLU/CO Cl % pozitivni
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)

Pro 5 vzorkd s primérem RLU/CO 20 % nebo vice nad hranici pozitivity (€.1-5), 100 ze 100 replikatt
(100,0 %) bylo pozitivnich. U 5 vzorkd s primérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod hrani¢ni
hodnotou analyzy (€. 6-10) bylo pozitivhich 60 ze 100 (60 %) replikatt a 40 ze 100 (40 %) bylo
negativnich. Pro 10 vzorkd s primérem RLU/CO vice nez 20 % pod hranici pozitivity zkousky, 200 ze 200
replikatt (100 %) bylo negativnich.

Lze Fici, Ze vzorky s primérem RLU/CO 20 % nebo vice nad hranici pozitivity byly pozitivni po 100 %
dané doby, zatimco vzorky s primérem RLU/CO vice nez 20 % pod hranici pozitivity byly negativni po
100 % dané doby, coz znamena, ze u vzorku s 20 % nebo vice vzdalenymi od hranice pozitivity Ize
ocCekavat spolehlivé vysledky. Vzorky blizko hranice pozitivity poskytovaly pfiblizné stejny pocet
pozitivnich a negativnich vysledku. Tyto udaje ukazuji, Ze vzorky STM ziskané testem digene HC2 HPV
DNA davaiji reprodukovatelné vysledky.

REPRODUKOVATELNOST TESTU digene HC2 HPV DNA S KLINICKYMI VZORKY ODEBRANYMI V
ROZTOKU PRESERVCYT

Reprodukovatelnost testu digene HC2 HPV DNA s klinickymi vzorky odebranymi v roztoku PreservCyt
byla stanovena ve studii pouzivajici 24 modelovych vzork( v rozpéti koncentraci z pokryvajicim rozsah
koncentraci DNA HPV. Vzorky obsahovaly roztok PreservCyt a bilé krvinky s a bez bakterii obsahujicich
16 plazmidda HPV.

Vzorky byly testovany ve 4 replikacich, kazdy den z péti dnd, a nakonec byl celkovy pocet replikatl na
vzorek rovny 20. Kazdy den z 5 ve studii bylo zpracovano a testovano 8 ml alikvotniho mnozstvi z
kazdého vzorku podle navodu k pouziti sady digene HC2 Sample Conversion pro pouziti pouze se
sondou vysoce rizikového HPV. Priméry, standardni odchylky a 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly
vypocitany pro kazdy vzorek béhem jednoho dne, pro pétidenni interval a pro replikaty. Priimérny interval
spolehlivosti RLU/CO okolo priiméru a procentualni podil pozitivnich replikatll je uveden v tabulce 18 pro
kazdy vzorek v sestupném poradi podle primérného RLU/CO.
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Tabulka 18
Priméry RLU/CO s intervaly spolehlivosti a procenta pozitivnich vysledk
(v sestupném poradku podle priiméru RLU/CO)

; Vzorek Pramér

. 0 e
C. pocet RLU/CO Cl % pozitivni
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)

Pro 6 vzorkd s primérem RLU/CO 20 % nebo vice nad hranici pozitivity (€. 1-6), 114 ze 120 replikaci
(95,0 %) bylo pozitivnich. U 7 vzorkd s primérnym RLU/CO v rozmezi 20 % nad nebo pod hrani¢ni
hodnotou analyzy (€. 7-13) bylo pozitivnich 88 ze 139 (63,3 %) replikatd a 51 ze 139 (36,7 %) bylo
negativnich. Pro 4 vzorky uvnitf intervalu 10 % nad nebo pod hranici pozitivity (¢. 10-13), 41z 79 (51,9
%) replikati bylo pozitivnich a 38 (48,1 %) bylo negativnich. Pro 11 vzork( s primérem RLU/CO vice nez
20 % pod hranici pozitivity zkousky, 220 z 220 replikatt (100 %) bylo negativnich.

Lze tedy fici, ze vzorky s primérem RLU/CO 20 % nebo vice nad hranici pozitivity byly pozitivni po vice
nez 95 % dané doby, zatimco vzorky s primérem RLU/CO 20 % nebo vice pod hranici pozitivity byly
negativni po 100 % dané doby, coZ znamena, Ze u vzorkl 20 % nebo vice vzdalenymi od hranice
pozitivity Ize oCekavat spolehlivé vysledky. Vzorky blizko hranice pozitivity poskytovaly pfiblizné stejny
pocet pozitivnich a negativnich vysledkl. Tyto udaje ukazuji, Ze vzorky roztoku PreservCyt ziskané
testem digene HC2 HPV DNA davaiji reprodukovatelné vysledky.

REPRODUKOVATELNOST TESTU digene HC2 HPV DNA S KLINICKYMI VZORKY ODEBRANYMI V
KONZERVACNI KAPALINE SUREPATH

Hodnoceni reprodukovatelnosti byla provadéna s cilem charakterizovat schopnost 3 rlznych laboratofi
ziskat podobny diagnosticky vysledek v riznych dnech a s rlznymi chody z identické sady vzorkd se
znamym stavem pozitivniho/negativniho HPV pfi pouziti hrani¢ni hodnoty analyzy 1,0 RLU/CO. Panel
vzorkl pro reprodukovatelnost obsahoval 5 HPV pozitivnich vzorkd, 2 vzorky s koncentraci DNA HPV
blizko hodnoty hranice pozitivity a 5 HPV negativnich vzorkd.
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Soucasti panelu byly pfipraveny spojenim unikatnich pacientskych vzork( SurePath se znamym stavem
pozitivity/negativity HPV za uCelem ziskani pozadovanych cilovych hodnot RLU/CO. Kazda soucast
panelu byla testovana dvojmo, kazdy den dvakrat po dobu péti dnl v kazdé ze tfi spolupracujicich
laboratofi.

Tabulka 19
Studie reprodukovatelnosti vzorkli SurePath
Kvalitativni vysledky podle jednotlivych soucasti panelu

Soucast | Pramér Ocekavany HPV pozitivni | HPV negativni
panelu | RLU/CO vysledek n (%) n (%)
1 0,20 negativni 0(0) 60 (100)
2 0,21 negativni 0(0) 60 (100)
3 0,22 negativni 0(0) 60 (100)
4 0,28 negativni 2(3,3) 58 (96,7)
5 0,36 negativni 2(3,3) 58 (96,7)
6 0,83 negativni 13 (21,7) 47 (78,3)
7 1,17 pozitivni 26 (43,3) 34 (56,7)
8 19,47 pozitivni 60 (100) 0(0)
9 25,65 pozitivni 60 (100) 0(0)
10 81,52 pozitivni 60 (100) 0(0)
11 154,18 pozitivni 60 (100) 0(0)
12 765,29 pozitivni 60 (100) 0(0)

REPRODUKOVATELNOST VYSLEDKU SUREPATH PRI POUZITi SYSTEMU RAPID CAPTURE PRO
ZPRACOVANI ANALYZY

Vysledky reprodukovatelnosti vzorkd SurePath, kdyz pro zpracovani testu byl pouzit systém Rapid
Capture System byly porovnany s vysledky ziskanymi za pouziti manualniho zpracovani testu. Byly
provedeny dva porovnavaci testy na oddélenych &astech stejné zpracovaného vzorku.

Tabulka 20
Shoda vysledki vzorkt SurePath - uvniti béhu - s vysledky RCS
(RCS oproti manualnimu testu)

Pozitivni shoda % Negativni shoda %
95 % ClI 95 % ClI
(n/N) n/N)
Vsechny Subsgt. vysoce Vsechny Subset s r.lizkou
e s pozitivnich . negativitou
pozitivni (RLU/CO > 2,5) | Megativni RLU/CO (< 0,80)
99,0 100 97,7 98,7
417/421 375/375 1057/1 079 1 050/1 064
97,6, 99,7 99,0, 100 96,9, 98,7 97,8, 99,28
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OMEZENI POSTUPU

Pro diagnostické pouZiti in vitro

Dalsi

omezeni postupu konkrétné se tykajici pouzivani tohoto systému pro testovani

vysokokoobjemové propustnosti vzorku viz Pfiru¢ka uZivatele Rapid Capture System.

Test digene HC2 HPV DNA pro typy HPV 6, 11,16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44 45, 51, 52, 56,
58, 59 a 68 se nedoporucuje pro hodnoceni podezfeni na pohlavni zneuzivani.

Vyskyt infekce HPV mezi populaci mlze ovlivnit uéinnost postupu. Pozitivni prediktivni hodnoty
klesaji pfi testovani populaci s nizkou prevalenci nebo jednotlivct bez rizika infekce.

Negativni vysledek nevylu€uje moznost infekce HPV, protoZe velmi nizké urovné infekce nebo
chyba pfi odbéru vzorku mize zplsobit faleSné negativni vysledek.

Test digene HC2 HPV DNA rozliSuje mezi 2 skupinami typt HPV: HPV 6/11/42/43/44 a
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Test vSak neposkytne rozliseni mezi typy virt uvnitf
téchto skupin.

Test digene HC2 HPV DNA Ize pouzit pouze s cervikalnimi vzorky odebranymi odb&rovym
zafizenim digene HC2 DNA nebo u biopsii odebranych v STM nebo u cervikalnich vzorki
odebranych s vyuzitim odbérového zafizeni kartackového typu ¢i kombinaci kartaek/Spachtle a
uloZzenych do roztoku PreservCyt, pfipadé u cervikalnich vzork(l odebranych v konzervaéni
kapaliné SurePath. Bioptické vzorky Ize analyzovat pouze v pfipadé&, Ze jsou ihned vliozeny to
STM a do analyzy uchovavany pfi -20°C.

Odbérové zafizeni digene HC2 DNA by se nemélo pouzivat k odbéru vzork( od téhotnych Zen.

Infekce HPV neni jesté definitivnim dukazem pfitomnosti vysokého stupné cervikalni choroby, ani
neznamena, ze ve vSech pfipadech dojde ke vzniku vysokého stupné choroby nebo karcinomu.

Existuje nizky stupen zkfizené hybridizace mezi typy HPV 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4,
MM7, MM8 a MM9, a sondou HPV pro vysoké riziko. Pacienti se vzorky obsahujicimi vysoké
hladiny téchto typu HPV mohou byt nespravné doporuceni na kolposkopii38.

Test digene HC2 HPV DNA je navrzen k detekci typu nizko rizikového a vysoce rizikového HPV,
vCetné 39, 58, 59 a 68. Analytické studie provedené spolecnosti QIAGEN pomoci plazmidové
DNA klonovaného HPV prokazaly, Ze tato analyza detekuje tyto typy v hladinach od 0,62 pg/mi
do 1,39 pg/ml. To je ekvivalentni charakteristikam detekce jinych typt HPV, které jsou cilem
testu digene HC2 HPV DNA. Spole¢nost QIAGEN dokazala validovat detekci téchto typl HPV
pouze u omezeného poctu klinickych vzorkl. Diky nizké prevalenci téchto typu v celkové
populaci (jak prokazal Bosch et. aI36) charakteristiky chovani testu digene HC2 HPV DNA pro
detekci typl HPV 39, 58, 59 a 68 nebyly statisticky potvrzeny.

Jsou-li pfitomny vysoké koncentrace protiplisfiového krému, antikoncepéniho Zelé Ci vyplachu v
dobé, kdy je vzorek odebiran pro HPV test, existuje pravdépodobnost, Ze budou obdrzeny
faleSné negativni vysledky v pfipadé, ze tyto vzorky obsahuji trovné DNA HPV, které poskytuji
hodnoty RLU/CO blizko hranice pozitivity stanoveni.

Je mozna zkfizena reaktivita mezi sondou testu digene HC2 HPV DNA a plazmidovym pBR322.
Pfitomnost homologovych sekvenci pBR322 byla hlaSena ve vzorcich z lidskych genitalt a
faleSné pozitivni vysledky by se mohly vyskytnout za pfitomnosti vysokych hladin bakterialniho
plazmidu.
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RESENI PROBLEMU

Pozorovani

Pravdépodobné
prFi€iny

Roztoky

Nespravna nebo
zadna barevna zména
pozorovana béhem
denaturace.

Denaturaéni €inidlo
nebylo spravné
pfipraveno nebo

nebylo pfidano
denatura¢ni €inidlo.

Vzorky obsahuji krev
nebo jiné materialy, které
maskuji zménu barvy.

pH vzorku muaze byt
neobvykle kyselé.

Zaijistéte, aby denaturaéni reagencie obsahovala barva indikatoru a méla tmavé
fialovou barvu.

Pridejte denatura¢ni reagencii ke vzorku méfenim objemu vzorku (o¢ekava se 1,5 ml).
Jestlize objem ukazuje, Ze nebyla pfidana denaturaéni reagencie, pfidejte ji,
zamichejte a, je-li pak pozorovana pfislusna barevna zména, pokracujte ve stanoveni.

Popsana pfesna zména barvy se u téchto typl vzorkd neocekava; vysledky testu
digene HC2 HPV DNA by nemély byt nepfiznivé ovlivnény.

Jestlize neplati Zadné jiné pficiny, vzorek mize byt neobvykle kysely a nedojde k
oc¢ekavané barevné zméné. Pred pouzitim kyseliny octové na délozni ipek odeberte
novy vzorek, protoZze nespravné pH vzorku nepfiznivé ovlivni vysledky testu.

Kontroly kvality
poskytuji nespravné
vysledky.

Pro dany test byl zvolen
nespravny protokol
software (tj. CPC protokol
pro metodu dvou sond).

Obracené umisténi QC1-
LR a QC2- HR.

Obracené umisténi LRC
a QC1-LR nebo HRC a
QC1-HR

Jestlize je zvolen nespravny protokol softwaru pro dany test, mohou byt mikrodesti¢ky
znovu odecteny béhem 30 minut po pfidani detek&niho Cinidla 2 za pouZiti spravného
protokolu.

Vzorky znovu otestujte.

Vzorky znovu otestujte.

Nespravna nebo
zadna barevna zména
pozorovana béhem
hybridizace.

Nedostatec¢né smiseni
smésné sondy s
denaturovanymi
kalibratory, kontrolami,
nebo vzorky; nebo nebyla
pfidana smésna sonda;
nebo byl pfidan
nespravny objem &inidla.

Vzorky obsahuji krev
nebo jiné materialy, které
maskuji zménu barvy.

Vzorek mél < 1 000 pl
STM.

Trepejte hybridizaéni mikrodesti¢ku nebo mikrozkumavku po dal$i 2 minuty. Jestlize
nékteré jamky jesté zustaly fialové, pfidejte dalSich 25 pl pFislusné smésné sondy a
dobfe promichejte. Jestlize se prfislusna barevna zména neprojevi po pfidani sondy a
novém protfepani a vzorek neobsahuje krev nebo jiné materialy, provedte test na
vzorku znovu.

Popsana pfesna zména barvy se u téchto typl vzorkd neocekava; vysledky testu
digene HC2 HPV DNA by nemély byt nepfiznivé ovlivnény.

Zkontrolujte objem puvodniho vzorku. Objem by mél byt 1 350 ul +20 pl (po odebrani 75
pl sondy HPV pro nizké a pro vysokeé riziko). Je-li objem < 1 350 pl, plvodni vzorek
obsahoval < 1 000 pl STM. Ziskejte novy vzorek.
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Pozorovani

Pravdépodobné
prFi€iny

Roztoky

Analyza nespliuje
validaéni kritéria.
Nebyl pozorovan
zadny signal u
kalibratoru, kontrol
kvality ¢i u vzorki.

K roztoku pro fedéni
sondy nebyla pfidana
Zadnéa sonda.

Sonda byla béhem
pfipravy kontaminovana
RNazou.

Nedostatecné smiseni
sondy a roztoku pro
fedéni sondy.

Nedostate¢né smiseni
zfedéné sondy a
denaturovaného vzorku.

Nespravna doba nebo
teplota b&éhem
hybridiza¢niho kroku.

Nedostate¢né smiseni
béhem kroku imobilizace.

Zaménéné
sondy/smésné
sondy/hybridizaéni
zkumavky.

PFidani nespravného
mnozstvi detekéniho
¢inidla 1 nebo inkubace
provedena po
nespravnou dobu.

Pfidani nespravného
mnozstvi detekéniho
¢inidla 2 nebo inkubace
provedena po
nespravnou dobu.

Nespravna funkce
luminometru nebo
nespravné
naprogramovani.

Pfipravte Probe Mixes (smési sond) podle popisu uvedeného v tomto navodu k pouZiti.
Zkumavky peclivé oznacte.

Kdyz pipetujete sondu, pouzijte Spicky pipet s aerosolovym filtrem a ochranné
rukavice. Pouzivejte pouze Cisté, nové, jednorazové nadoby na reagencie.

Po pfidani sondy k roztoku pro fedéni sondy velice diikladné promichejte do viru
(vortexing) vysokou rychlosti po dobu nejméné 5 vtefin. Musi dojit k viditelnému
protiepani.

Po pfidani smésné sondy a vzorku do kazdé hybridizacni jamky mikrodesticky i
mikrozkumavky, tfepejte na rotacni tfrepacce | nastavené na 1 100 £100 ot/min po 3 +2
minuty. Zkontrolujte, Ze barevna zména z fialové do Zluté probéhla v kazdé
zkumavce/jamce mikrodesticky.

Provedte hybridizaci po 60 £5 minut pfi 65 +2 °C. Zkontrolujte teplotu
mikrodesti¢kového inkubatoru | ¢i vodni 14zné. Dbejte na to, aby Microplate Heater |
(ohfiva¢ mikrodesti¢ky I) nebo vodni lazeri byla nastavena k ohfevu vzorku na
spravnou teplotu a byla pfed pouzitim 60 minut pfedehfivana. Dbejte na to, aby hladina
vody byla adekvatni pro ohfev vzork( na spravnou teplotu. Vodni 1azné by mély byt
pravidelné kalibrovany.

Protfepejte na tfepac¢ce Rotary Shaker | 60 + 5 minut pfi 20-25 °C, jak je to popsano v
tomto navodu. Ovérte otacky tfepacky Rotary Shaker | kalibraci, jak je uvedeno v
odstavci Kalibrace otacek tfepacky Navodu k pouZiti trepacky Rotary Shaker I.

Pozorné pfipravte smésné sondy a oznacte pfislusné zkumavky téchto sond. Budte
opatrni pfi pfidani spravné sondy do spravné sady hybridizacnich zkumavek. Oznacte
zkumavky se smésnymi sondami, hybridizani zkumavky nebo stojanky, aby se snizilo
na minimum riziko zamény.

Napipetujte 75 pl detekéniho ¢inidla 1 do kazdé jamky za pouZziti 8-kanalové pipety.
Provedte inkubaci pfi 20-25 °C po 30-45 minut.

Napipetujte 75 pl detekéniho ¢inidla 2 do kazdé jamky za pouZziti 8-kanalové pipety.
Provedte inkubaci pfi 20-25 °C po 15 az 30 minut.

Dal$i pokyny viz navod k pouziti nebo zavolejte svému mistnimu zastupci QIAGEN.
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Pozorovani

Pravdépodobné
prFi€iny

Roztoky

Zvysené hodnoty RLU
v kalibratorech,
kontrolach kvality
a/nebo vzorcich (2200
RLU v mnoha nebo
vSech jamkach
mikrodesticky).
Analyza mozna
nespliuje validaéni
kritéria.

Nebylo pfidano
denaturacni ¢inidlo; nebo
pfidan nespravny objem
¢inidla; nebo je
nedostate¢né smiseni
denatura¢niho Cinidla se
vzorky &i kalibratory.

Dochazi k uniku svétla u
luminometru.

Dvirka nejsou tésné
uzaviena.

Tésnéni dvifek je vadné.

Kontaminace detekéniho
¢inidla 2 ¢i imobilizacnich
jamek na mikrodesti¢ce
detekénim ¢inidlem 1
nebo exogenni alkalickou
fosfatazou.

Kontaminovany
promyvaci pufr.

Kontaminovana
Automated Plate Washer
(automaticka promyvacka
desek).

Nedostate¢né promyti
imobilizaénich jamek na
mikrodesti¢ce po inkubaci
s detek&nim Cinidlem 1.

Kontaminace jamek
mikrodesticky detekéni
reagencii 1.

Vysus$eni (blotovani)
hybridizaéniho roztoku na
stejném misté tampona
Kimtowels Wipers ¢i na
odpovidajicich
papirovych ubrouscich
bez vlaken.

Pouzity nespravné
blotovaci ubrousky.

Dbejte na to, aby opakovaci pipetova¢ pred pfidavkem denaturaéni reagencie pfesné
davkoval. Kalibrovana pipetovaci zafizeni jsou naprosto nutna. Pfidejte polovinu
objemu denaturaéniho ¢inidla do kazdé zkumavky a dobfe promichejte. Aby se
zabranilo fale$né pozitivnim vysledkdm, zajistéte, aby kapaliny promyvala cely vnitfni
povrch zkumavky. Kalibratory, kontroly kvality a vzorky maji po pfidani denaturaéniho
¢inidla zfialovét.

Zkontrolujte hodnotu pozadi pro luminometr tim, Ze pfectete Udaj pro prazdnou
mikrodesti¢ku. Udaj vy38i nez 50 RLU ukazuje, Ze existuje unik svétla. Dal$i pokyny
viz navod k pouziti nebo zavolejte svému mistnimu zastupci QIAGEN.

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

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

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

Dukladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat promyvacim pufrem, pokazdé preplrite
plnici jamky nebo pouzijte automatickou promyvacku desti¢ek. V jamkach by po
promyvani neméla zUstat Zadna zbytkova rizova kapalina. Viz Automated Plate
Washer UZivatelska prirucka, kde naleznete dal$i pokyny ohledné kontaminace nebo
vadnych funkci.

Zajistéte, aby vSechny pracovni povrchy zUstaly Cisté a suché. Pfi pouZiti detekéni

reagencie 1 postupujte opatrné. Chrarite aerosoly.

Neblotujte na stejném misté tampénu Kimtowels Wipers, ¢i na odpovidajicich
papirovych ubrouscich bez vlaken, které byly jiz dfive pouzity.

Pro vysus$eni (blotovani) pouzijte tampoény Kimtowels Wipers ¢i odpovidajici papirové
ubrousky bez vlaken.
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Pozorovani

Pravdépodobné
prFi€iny

Roztoky

Nizké poméry PC/NC
¢i vysoky pocet
vzorkl s nizkymi
pozitivnimi
hodnotami, s poméry
<2.0 (> 20 %).
Analyza mozna
nespliuje validaéni
kritéria.

Neadekvatni pfiprava
vzorku

Sonda nedostate¢né
promisena ¢i pfidano
nedostate¢né mnozstvi
sondy pfi stanoveni.

Nedostate¢ny objem
zfedéné sondy pfidan do
kazdé hybridiza¢ni
mikrozkumavky.

Ztrata aktivity detekéniho
¢inidla 1.

Nedostate¢na
imobilizace.

Nedostate¢né promyti.

Kontaminovany promyvaci
pufr.

Pridejte vhodny objem denaturacni reagencie a dukladné promichejte protfepavanim.
Aby se zabranilo fale$né pozitivnim vysledkiim, zajistéte, aby kapaliny promyvala cely
vnitfni povrch zkumavky. U vzorkl roztoku PreservCyt zajistéte, Ze spravné michani a
opakovana suspenze bunéénych pelet je dokonéena pfed inkubaci denaturace.
Prostudujte navod k pouziti sady digene HC2 Sample Conversion, kde naleznete
v8echny podrobnosti. Byla pozorovana vyzna¢na barevna zména z prihledné na
tmavé fialovou. Inkubujte 45 + 5 minut pfi 65 + 2 °C.

Pripravte smésné sondy podle popisu. Dlkladné promichejte protfepanim, zajistéte,
aby byl vytvofen viditelny vir. Probe Mixes (smési sond) se musi pfidat do zkumavek
pipetovacem s pozitivnim vytlakem nebo vicekanalovym pipetovacem, aby byla
zajisténa presna davka.

Dbejte na to, aby 8kanalovy pipetovac pfesné davkoval do hybridizaéni mikrodesticky
nebo mikrozkumavek pfed pfidanim Probe Mix (smés sondy). Pfidejte 25 ul smési
sondy do kazdé jamky na mikrodesti¢ce nebo mikrozkumavky obsahujici denaturovany
kalibratory, kontroly kvality a klinické vzorky. Dbejte na to, aby 8kanalovy pipetova¢
presné davkoval do jamek hybridizaéni mikrodesticky pfed pfidanim Probe Mix (smés
sondy). Zména zabarveni by méla byt z tmaveé fialové do Zluté po pfidani smésné
sondy a diikladném protiepani. Vzorky roztokt PreservCyt by mély zrtizovét misto
zeZloutnuti.

Uskladnéte detekéni €inidlo 1 pfi 2 - 8 °C. Pouzijte pfed uplynutim zaruéni doby
vyznacené na vnéj§im $titku krabicky pro soupravu.

Imobilizaéni krok by mél byt proveden pfi pouZziti rotacni tfepacky | nastavené na 1 100
+100 ot/min. Validujte rychlost tfepacky kalibraci.

Dukladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat promyvacim pufrem, pokazdé preplrite
plnici jamky nebo pouzijte automatickou promyvacku desti¢ek.

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

Série pozitivnich
vzorku s priblizné
stejnymi hodnotami
RLU.

Kontaminace
imobilizaénich jamek na
mikrodesti¢ce béhem
manipulace pfi stanoveni.

Kontaminace detekéniho

Cinidla 2.

Vadna funkce promyvacky
Automated Plate Washer.

Zakryjte imobilizacni mikrodesticku béhem vSech inkubaci. Zabrarite expozici
zkumavek aerosolové kontaminaci béhem provadéni analyzy. Béhem manipulace
pouzivejte rukavice bez prasku.

Budte opatrni, abyste nekontaminovali zasobni roztok, kdyz pipetujete detekéni €inidlo
2 do imobilizagnich jamek na mikrodesti€ce. Zabrarite kontaminaci detekéniho Einidla
2 aerosoly z detek¢niho €inidla 1 nebo z laboratorniho prachu atd.

Viz Kontrola kontaminace v tomto oddilu Odstrariovani potizi nebo viz Automated Plate
Washer UZivatelska prirucka, kde naleznete dal$i pokyny ohledné kontaminace nebo
vadnych funkci.

Siroké rozmezi % CV
mezi replikaty.

Nepresné pipetovani.

Nedostateéné tfepani.

Neuplny pfenos kapaliny
z hybridizaénich
mikrozkumavek do
imobilizaénich jamek na
mikrodesti¢ce.

Nevhodné podminky
promyvani.

Kontaminace jamek
mikrodesti¢ky detekéni
reagencii 1.

Zkontrolujte pipetova¢, aby bylo zajiSténo, Ze se davkuji reprodukovatelné objemy.
Provadéjte kalibraci pipetovaciho zafizeni jako standardni postup.

Ve v8ech krocich dukladné michejte. Michejte do viru pfed denatura¢ni inkubaci a po
pridavku smésné sondy. Zajistéte, aby byl vytvofen viditelny vir.

Zajistéte, Ze béhem prenosu z jamek hybridizacni mikrodesticky nebo mikrozkumavek
do jamek imobiliza¢ni mikrodesti¢ky, budou pfevedeny reprodukovatelné objemy.

Ddkladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat promyvacim pufrem, pokazdé preplrite
plnici jamky nebo pouzijte automatickou promyvacku desti¢ek a prislusné protokoly
automatické promyvacky desticek.

Zajistéte, aby vSechny pracovni povrchy zGstaly Cisté a suché. Pfi pouZiti detekéniho
¢inidla 1 postupujte opatrné. Chrante aerosoly.
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Pozorovani

Pravdépodobné
prFi€iny

Roztoky

Falesné pozitivni
vysledky ziskané ze
znamych negativnich
vzorkd.

Kontaminované detekéni
¢inidlo 2.

Kontaminace jamek
mikrodesticky detekéni
reagencii 1.

Vysus$eni (blotovani) na
stejném misté tamponad
Kimtowels Wipers (Ci
ekvivalentnich
papirovych ubrouscich
bez vlaken) pro nékolik
fad.

Neadekvatni pfiprava
vzorku

Nevhodné podminky
promyvani.

Kontaminace $picky pipety
nedenaturovanym
materidlem béhem
prenosu denaturovaného
vzorku do zkumavky nebo
jamky mikrodesticky
pouzité pro hybridizaci
sondy HPV.

Postupujte opatrné pfi davkovani alikvotniho podilu detekéniho Cinidla 2 mezi vzorky,
abyste se vyhnuli zkfizené kontaminaci vzorku. Jestlize pouzivate pouze ¢ast
soupravy, nadavkujte potfebny objem pro dané stanoveni do Cistého zasobniku Cinidel
na jedno pouziti pfedtim, nez naplnite pipetovaci zafizeni.

Dukladné promyjte jamky mikrodesticky 6krat promyvacim pufrem, pokazdé preplrite
nebo pouzijte automatickou promyvacku destiéek. V jamkach mikrodesti¢ky by po
promyvani neméla zUstat zadna zbytkova riizova kapalina.

Neblotujte na stejném misté, které uz bylo predtim pouzito z diivodu mozného vyskytu
kontaminace.

Pridejte vhodny objem denaturacni reagencie a dukladné promichejte protfepavanim.
Aby nedoslo k fale$né pozitivnim vysledkim dbejte na to, aby kapalina promyvala cely
vnitfni povrch zkumavka bud ruéni metodou, nebo metodou vyuzivajici MST Vortexer
2 (pfi pouziti metody ruéni trepacky obratte zkumavku jednou dnem vzharu). U vzork(
roztoku PreservCyt zajistéte, Ze spravné michani a opakovana suspenze bunéénych
pelet je dokonéena pred inkubaci denaturace. Prostudujte navod k pouziti sady digene
HC2 Sample Conversion, kde naleznete vSechny podrobnosti. Ma byt vidét zfetelna
barevna zména na tmavé fialovou. Inkubujte 45 + 5 minut pfi 65 + 2 °C. U vzorkU
SurePath dbejte na to, aby vzorky byly inkubovany po 90 + 5 minut pfi 65 + 2 °C.

Dlkladné promyjte jamky mikrodesti¢ky 6krat promyvacim pufrem, pokazdé napliite
jamky, az budou pfetékat, nebo pouzijte automatickou promyvacku desticek a pfislusné
protokoly automatické promyvacky desticek.

Denaturaéni krok v ramci zpracovani vzorku se musi provadét podle pokyn( v tomto
navodu k pouziti. Nespravné vortexovani vzorku, obraceni zkumavky a michani mohou
mit za nasledek neuplnou denaturaci nespecifikovanych hybridid RNA:DNA
endogennich k cervikalnim vzorkdm. Zvlasté pfi pouziti vzork PreservCyt Solution
nebo SurePath Preservative Fluid, tyto hybridy se mohou nachazet na vnitfnich sténach
zkumavky s denaturovanym vzorkem. Aby se zabranilo moznému pfenosu tohoto
nedenaturovaného bunééného materialu, Spicka pipety se nesmi dotknout stén
zkumavky béhem pfenosu denaturovaného vzorku do mikrozkumavky nebo jamky
mikrodesti¢ky pouZité pro hybridizaci sondy HPV.

Zvysené hodnoty RLU
negativniho
kalibratoru (>200
RLU). Zbytek
stanoveni probiha
ocekavanym
zpUsobem.

Detekéni reagencie 2
byla inkubovana pfi
teploté vétsi nez 20-25
°C.

Inkubace detekéniho
¢inidla 2 byla provedena
po dobu delSi nez 30
minut.

Detekéni €inidlo 2 nebo
promyvaci pufr byly
kontaminovany alkalickou
fosfatazou ¢i detekénim
Cinidlem 1.

Znovu provedte test a zajistéte, Ze kroky imobilizace a detekce probihaji pfi teploté 20—
25°C.

Odectéte udaj pro destiku po 15 minutach inkubace (a ne pozdéji nez 30 minutach

inkubace) pii 20-25 °C.

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

Analyza nespliuje
validaéni kritéria.
Zvyseny pomér
PCI/NC

Obracené umisténi HRC
a QC2-HR nebo LRC a
QC1-LR

Vzorky znovu otestujte. Peclivé precist Stitky na ampulkach s kontrolou kalibratoru a
kvality, aby se zamezilo obracenému umisténi téchto reagencii.

TESTOVANI NA KONTAMINACI

Zvysena
hodnota cinidla

Postup testovani na kontaminaci

Interpretace vysledku

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

Detekéni
reagencie 2

e Napipetujte 75 pl alikvotni, zbyvajici ¢ast nebo z o Kontrola detekéniho Cinidla 2 musi byt
originalni ampulky detekeni reagencie 2 do prazdné <50 RLU.
jamky v imobiliza¢ni mikrodesti¢ce. e Jestlize jsou hodnoty detekéniho

e Inkubujte pfi 20-25°C po 15 minut. Chrante pfed
pfimym slune¢nim svétlem.
e Odecist vysledky jamky mikrodesti¢ky pomoci .

¢inidla 2 < 50 RLU, Ize detekéni €inidlo
2 pouzit k opakovani testu.
Pokud je kontaminovano (>50 RLU),

57




luminometru.

Poznamka: Optimalni hodnoceni ucinnosti je dosazeno
testovanim detekéni reagencie 2 na 3 replikacich.

pouzit novou soupravu a zopakovat
test.

Pristroj pro
promyvaci pufr
a/nebo

zdroj vody

o Napipetovat 75 ul detekéniho €inidla 2 do 4 zvlastnich
jamek v imobilizacni mikrodesticce.

e Oznacte jamky 1-4.

e Jamka 1 slouzi jako kontrola detekéniho Cinidla 2.

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

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

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

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

e Inkubujte pfi 20-25 °C po 15 minut. Chrante pfed
pfimym slune¢nim svétlem.

e Odecist vysledky jamek mikrodesticky pomoci
luminometru.

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

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

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly
detekéniho ¢inidla 2 znamenaji
kontaminaci. Pokyny k vycisténi a
udrzbé promyvaciho pristroje
naleznete v Casti Pfiprava Cinidel a
jejich uskladnéni.

Automaticka
promyvacka
desticek

o Napipetovat 75 pl detekeniho Cinidla 2 do 5 zvlastnich
jamek v imobilizani mikrodesti¢ce.

e Oznacte jamky 1-5.

e Jamka 1 slouzi jako kontrola detekéniho Cinidla 2.

e Pipetujte 10 pl promyvaciho pufru z lahve promyvacky
desti¢ek oznacené Wash do jamky 2.

e Pipetujte 10 pl oplachovaci kapaliny z lahve
promyvacky destiCek oznacené Rinse do jamky 3.

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

e Napipetovat 10 pl proteklého promyvaciho pufru do
jamky 4.

e Stisknout tlacitko ,Rinse* na klavesnici promyvacky
desti¢ek, tim se vyplachovaci roztok dostane do fadku.

e Napipetovat 10 pl proteklého promyvaciho pufru do
jamky 5.

e Zakryjte a inkubujte 15 minut pfi 20-25 °C. Chrarite
pfed pfimym slune¢nim svétlem.

e Odecist vysledky jamek mikrodesticky pomoci
luminometru.

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

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

Hodnoty pfekracujici 50 RLU kontroly
detekéniho €inidla 2 znamenaji
kontaminaci promyvacky desticek.

Viz Automated Plate Washer
Uzivatelska prirucka, Postup
dekontaminace.
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KONTAKTNI INFORMACE QIAGEN

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

Ochranné znamky: 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.).

Registrované naz vy, ochranné z na mky atd. pouz ité v tomto dokumentu, atoiv pf i padé, Z e takto nej sou
vy slovné oz nac eny, nej sou povaz ovany za z akonem nechranéné.

Tento vyrobek a zpUsob pouZiti je pokryt jednim nebo vice nasledujicimi patenty:

Cisla patent(i USA pro HPV
5,643,715  5712,092 e 5,876,922 ¢ 5,952,487 5958674 ¢ 5981,173 ¢ 6,107,086

Cislo patentu USA pro hybridni imobilizaci
6,228,578B1
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Souhrn testu digene HC2 HPV DNA

DULEZITE: Je dulezité, abyste se pred pouzitim tohoto souhrnu diikladné seznamili s podrobnostmi celého postupu.

Postup

Metoda manualniho tfepani do viru (Vortex)

Metoda s trepackou Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

DENATURACE

(V pripadé vzorku v
roztoku PreservCyt
viz navod k pouziti
sady digene HC2
Sample Conversion)

Oznacte hybridizaéni mikrozkumavky.
Pripravte denaturaéni ¢inidlo.

Napipetujte denaturaéni ¢inidlo (objem je ekvivalentni poloviné objemu
vzorku) do kalibratort, kontrol kvality a vzork(.

Protiepejte kazdy vzorek, kalibrator a kontrolu kvality jednotlivé po
dobu 5 sekund pfi vysokych otakach (podrobnosti viz tento navod k
pouziti).

Zkontrolujte, Ze vSechny zkumavky vykazuji fialové zbarveni.

N

Inkubuijte pfi 65 + 2°C 45 + 5 minut.
N2
PFipravte smés sondy HPV .
N

N
N

Oznacte hybridizaéni destiku.
Pripravte denaturacéni €inidlo.

Napipetujte denaturaéni ¢inidlo (objem je ekvivalentni poloviné objemu
vzorku) do kalibratoru, kontrol kvality a vzorku.
Zkontrolujte, Ze vSechny zkumavky vykazuiji fialové zbarveni.

%

Zakryjte stojan folii a vikem.

%

PouZzijte Vortex po 10 vtefin.

Inkubuijte pfi 65 + 2 °C 45 + 5 minut.
%

Pfipravte smés sondy HPV .

HYBRIDIZACE

Metoda kombinované
smésné sondy

Metoda dualni sondy

Metoda vodni lazné

Dobfe promichejte denaturované vzorky a napipetujte 75 pl do
zkumavek.

Provedte inkubaci po 10 minut pfi 20-25 °C.
N2

Napipetujte 25 yl kombinované smésné sondy
do hybridiza¢nich mikrozkumavek.

NEBO
Dobfe promichejte denaturované vzorky a napipetujte 75 pl do
zkumavek ,LR”.
Dobfe promichejte denaturované vzorky a napipetujte 75 pl do
zkumavek ,HR”.

Provedte inkubaci po 10 minut pfi 20-25 °C.
N

Napipetujte 25 pl smési sondy HPV pro nizké riziko do zkumavek ,LR”.
Napipetujte 25 pl smési sondy HPV pro vysoké riziko do zkumavek
LHR”.

%

%
Pokryjte mikrozkumavky félii pro destiCku a tfrepejte na rotacni trepacce |
pfi 1100 £100 ot/min po 3 £2 minut.
Zkontrolujte, zda maji v8echny desti¢ky Zlutou barvu.
%

Inkubujte pfi 65 + 2 °C 60 £ 5 minut.

Pfipravte imobiliza¢ni mikrodesti¢ku.

2
v

Metoda mikrodestickového inkubatoru |

Dobfe promichejte denaturované vzorky a pipetujte
75 pl do j amek mikrodesti¢ ky.
N2

Provedte inkubaci po 10 minut pfi 20-25 °C.
N

Napipetujte 25 yl kombinované smésné sondy
do hybridiza¢nich jamek mikrodesticky.
NEBO
Dobfe promichejte denaturované vzorky a napipetujte 75 pl do jamek
mikrodesti¢ky ,“LR” a 75 pl do jamek mikrodesticky ,HR”.
N

Provedte inkubaci po 10 minut pfi 20 - 25 °C.
%

Napipetujte 25 pl smési sondy HPV pro nizké riziko
do jamek mikrodesti¢ky ,LR”.
Napipetujte 25 pl smési sondy HPV pro vysoké riziko
do jamek mikridestiéky LHR”.

Zakryjte mikrodesti¢ku vikem a tfepejte na rotacni tfepacce | pfi 1100
+100 ot/min po 3 +2 minut.
Zkontrolujte, zda maji vSechny desti¢ky Zlutou barvu.
%

Inkubuijte pfi 65 + 2 °C 60 + 5 minut.
Pfipravte imobiliza¢ni mikrodesti¢ku.

IMOBILIZACE
HYBRIDU

Prevedte obsah kazdé jamky hybridiza¢ni desticky nebo mikrozkumavky do odpovidajici jamky
v imobilizaéni mikrodesti¢ce za pouziti 8-kanalové pipety.
Zakryjte vikem desticky nebo folii.
Trepejte pfi 1100 £100 ot/min a 20 - 25 °(ipo 60 +5 minut. Pfipravte promyvaci pufr.

Dekantujte a osuste imobilizaéni mikrodesti¢ku (podrobnosti viz navod k pouZiti).

DETEKCE HYBRIDU

Pipetujte 75 pl detekeni reagencie 1 do kazdé jamky imobilizaéni mikrodesticky.
Zakryjte imobiliza¢ni mikrodesti¢ku vickem desticky, félii Parafilm ¢i ekvivalentni folii.
Provedte inkubaci pfi 20 - 25 °C po 30 - 45 minut. Promyjte desti¢ku za pouziti poZadované metody.
N

Metoda promyvacky Automated Plate Washer

PROMYVANI Metoda ruéniho promyvani
Dekantujte a osuste imobiliza¢ni mikrodesti¢ku Umistéte desticku na promyvacku a zmacknéte “START/STOP”.
(podrobnosti viz navod k pouZziti). %
Pokracuijte k dalSimu kroku.
Sestkrat promyjte.
N %
Nechte oschnout na papirovych ruénicich, které neuvolriuji viakna. i
N
Pipetujte 75 pl detekeni reagencie 2 do kazdé jamky imobilizaéni mikrodesticky.
AMPLIFIKACE Provedte inkubaci pfi 20-25 °C po 15-30 minut.
SIGNALU v

ODECTENI

Odectéte imobilizani mikrodesti¢ku v pfistroji DML.



VYSLEDKU N
Potvrdte platnost stanoveni a provedte interpretaci vysledkd pro vzorky.
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