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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

UPOZORNENI

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.
Detekci pomoci Allplex™ HPV28 Detection musi provadét kvalifikovany a vyskoleny
personal.

e Pokud je tento produkt pouzit s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD,
Seegene NIMBUS a Seegene STARIet, umoziuje maximalné 5 samostatnych béhu.

¢ Tento test byl validovan pro nasledujici typy vzorku: vzorky z délozniho €ipku a
vzorky odebrané z pochvy samoodbérem. Tento test nebyl validovan pro zadné
jiné typy vzorku.

e Vzorky DNA skladujte pri teploté -20 °C az do pouziti a béhem pouziti je
uchovavejte na ledu.

e Citlivost testu se muze snizit, pokud jsou vzorky opakované
zmrazovany/rozmrazovany nebo skladovany po delSi dobu.

e Pracovni postup v laboratofi by mél probihat jednosmérné.

e Spolehlivost vysledkd zavisi na spravném procesu odbéru, pfepravy, skladovani a
zpracovani vzorku.

e Pouzivejte jednorazoveé rukavice a pfed vstupem do rdznych prostor si je vyménte. V
pfipadé kontaminace rukavice okamzité vymeérite nebo je oSetfete dekontaminacnim
Cinidlem DNA.

e Zasoby a vybaveni musi byt vyhrazeny pro jednotlivé pracovni prostory a nesmi se
pfemistovat z jednoho prostoru do druhého.

¢ Nepipetujte Usty.

e Vlaboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a
reagenciemi pouzivejte jednorazové nepudrované rukavice, laboratorni plasté a
ochranu o¢i. Po manipulaci se vzorky a testovacimi reagenciemi si dukladné umyjte
ruce.

¢ P¥i odebirani alikvott ze zkumavek s reagenciemi zabrarite jejich kontaminaci.
Doporucuje se pouzivat sterilni jednorazové pipetovaci Spicky.

e Nekombinujte reagencie riznych Sarzi.

o NepouzZivejte vyrobek po uplynuti doby
pouZzitelnosti. Nepouzivejte znovu Zadny
material na jedno pouziti.

o Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zabrarite pfipadnému rozstfiku
nebo kfizové kontaminaci vzorkd béhem pFipravy.

e Aby se zabranilo kontaminaci reagencii, doporucuje se pouzivat filtracni Spicky. Davejte
také pozor, abyste nekontaminovali reagencie s extrahovanymi nukleovymi kyselinami,
produkty PCR a pozitivhimi kontrolami.
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Pro kazdy experiment pouzivejte oddélené pracovni plochy.

Abyste zabranili kontaminaci pracovniho prostoru amplifikovanymi produkty, otevirejte
zkumavky nebo prouzky s PCR reakci po amplifikaci pouze na uréenych pracovnich
mistech

Pozitivni materialy skladujte oddélené od reagencii soupravy.

PFi manipulaci se vzorky je tfeba dodrzovat laboratorni bezpeénostni postupy (viz
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories & CLSI Documents).
Dukladné vycistéte a dezinfikujte vdechny pracovni plochy 0,5% chlornanem sodnym
(v deionizované nebo destilované vodé). Sou€asti vyrobku (zbytky vyrobku, obaly)
Ize povaZovat za laboratorni odpad. Nepouzita €inidla a odpad zlikvidujte v souladu
s platnymi statnimi a mistnimi pfedpisy.

Doba pouzitelnosti je 13 mésicu pfi teploté < -20 °C od data vyroby. Datum expirace
naleznete na konec¢né etiketé.

Seegene NIMBUS a Seegene STARIet jsou stejna zafizeni jako Microlab NIMBUS
IVD a Microlab STARIet IVD, liSi se pouze vyrobcem. Protoze na pfistroji nedoslo k
zadnym hardwarovym zmeénam, jsou vysledky testl stejné.

Obchodni nazev "CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se méni na
"CFX96™ Dx system". Vzhledem k tomu, ze u systému nedoslo k zadnym hardwarovym
zménam, oCekava se, Ze z obou systému budou ziskany stejné vysledky.

"CFX Managerw| Dx Software v3.1" je aktualizovana verze "CFX ManagerT'\’I
Software-IVD v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylepSeni nabidky "Run"
(Spustit). Tato vylepSeni nemaji vliv na vysledky analyzy dat, proto jsou vysledky z
obou softwar( stejné.

Tato souprava je uréena k diferencialni diagnostice infekci cilovymi patogeny;
lidskymi papilomaviry.

Vlastni odbér by mél byt proveden ve zdravotnickém zafizeni na zakladé pokyn(

poskytovatele zdravotni péce.

AlOS kombinuje Seegene STARIet prodavany spole€nosti Seegene se zafizenim
pro PCR v realném Case (CFX96 Dx, vyrobce: Bio-Rad) a zafizenim pro uzavirani
desti¢ek (vyrobce: SAMICK THK) a vytvafi tak automatizovanou strukturu propojeni

extrakce nukleovych kyselin s PCR.
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@ Seegene

Allplex™ HPV28 Detection

UCEL POUZITI

Allplex™ HPV28 Detection je diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro ur€eny ke kvalitativni
detekci lidskych papilomavird ve vzorcich z délozniho Cipku nebo ve vaginalnich vzorcich

odebranych vlastnim odbérem.

Allplex™ HPV28 Detection se sklada ze dvou PCR reakci (A a B MOM).
MOM je multiplexni test, ktery umozriuje sou¢asnou amplifikaci cilové DNA 14 vysoce
rizikovych lidskych papilomaviru.

B MOM je multiplexni test, ktery umoznuje sou€asnou amplifikaci cilové DNA 5 vysoce

rizikovych a 9 nizkorizikovych lidskych papilomavird.

Kategorie

14 vysoce rizikovych typa HPV

(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68)

5 vysoce rizikovych typa HPV (26, 53, 69, 73, 82).

9 nizkorizikovych typa HPV (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70)

A MOM

B MOM
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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

PREHLED ZASAD A POSTUPU
1. Zasady

Allplex™ HPV28 Detection je multiplexni PCR test v realném ¢ase, ktery umozniuje sou¢asnou
amplifikaci a detekci cilovych nukleovych kyselin 19 vysoce rizikovych typt HPV (16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) a 9 nizkorizikovych typtu HPV (6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70) a také vnitfni kontroly (IC).

K provedeni multiplexni amplifikace cile a detekce v jediné reakci vyuziva tato testovaci sada
inovativni patentované technologie spole¢nosti Seegene bPO™ Toce™  MubT™a3ct.
Technologie 3 Ct muze poskytnout hodnotu Ct tfi cild v jednom kanalu, aniz by byla ovlivnéna
citlivost a specificita. PFitomnost specifickych genovych sekvenci v reakci je hlasena jako
hodnota Ct prostfednictvim analytického softwaru Seegene Viewer.

Pfi PCR mohou uc¢innost amplifikace snizovat inhibitory, které mohou byt pfitomny v klinickych
vzorcich. Vnitini kontrola (IC) je zaclenéna do produktu jako endogenni kontrola celého
procesu, aby bylo mozné sledovat izolaci nukleovych kyselin a kontrolovat moznou inhibici
PCR. IC je v klinickych vzorcich koamplifikovana s cilovymi nukleovymi kyselinami. Allplex ™
HPV28 Detection pouziva lidsky house-keeping gen jako endogenni IC, ktery mlze zajistit
extrakci DNA, ovéfeni PCR reakce a objasnéni adekvatnosti bunék z kazdého vzorku.

Aby produkt amplifikace nepUsobil jako potencialni kontaminant, pouzivad se v systému
Allplex™ HPV28 Detection systém Uracil-DNA glykosylaza (UDG)-dUTP. Systém UDG-dUTP
se bé&zné pouziva pfi provadéni PCR k eliminaci pfenosu amplikonu pomoci UDG, ktera
vylu€uje uracilové zbytky z DNA Stépenim N-glykosylové vazby.

2. Prehled postupu

Vzorky
(vzorky z délozniho hrdla a

vzorky odebrané z pochvy)
@Extrakce nukleovych kyselin

Nukleova kyselina

PCR v realném c¢ase pomoci

Systém Allplex ™

Analyza vysledku
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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

ZAKLADNI INFORMACE

Infekce lidskym papiloma virem (HPV) je spojena s rakovinou délozniho ¢ipku. HPV Ize rozdélit
do skupin "vysokého rizika (HR)" a "nizkého rizika (LR)" na zakladé jejich souvislosti s 1ézemi
délozniho hrdla. Proto je velmi dllezité védét, jakym typem HPV jsou pacientky infikovany, aby
se zabranilo vzniku rakoviny a pfenosu onemocnéni. V sou¢asné dobé je vétSina komercéné
dostupnych produktt pro diagnostiku HPV zaloZzena na metodé hybridizace sond pro detekci
a/nebo genotypizaci HPV. Hlavnim nedostatkem metod zaloZzenych na hybridizaci sond je viak
vysoka mira faleSné pozitivity zplisobena zkFizenou reaktivitou sond a rdznych druh( virové
DNA nebo amplikont PCR pouzitych k hybridizaci. Zde pfedstavujeme inovativni systém pro
detekci/genotypizaci HPV, ktery amplifikuje pouze specifické cile bez zkfizené reaktivity a
jehoz detekce je automatizovana pomoci metody PCR v realném ¢ase. Produkt specificky
detekuje pouze skuteéné HPV a pfesné je genotypizuje. Obsahuje také endogenni vnitfni
kontrolu (IC) pro kontrolu pfipadné inhibice, ke které by mohlo dojit béhem reakce PCR.
Rakovina délozniho €ipku, ktera pfechazi z pfednadorového stadia do invazivniho, ma 7-20 let
prednadorového stadia, proto je pfi podezfeni na HPV infekci mozna v€asna diagnostika.
Vysoce rizikova skupina HPV mUize vést ke vzniku karcinomu délozniho hrdla; zejména HPV16
a 18 jsou spojovany se 70 % pfipadi karcinomu délozniho hrdla. Na druhé strané nizkorizikova
skupina HPV véetné HPV6 a 11 mlze zplsobit genitalni bradavice. Allplex™ HPV28 Detection
dokaze identifikovat 19 vysoce rizikovych typd HPV v€etné HPV16 a 18 a zaroven odhalit 9
nizkorizikovych typ HPV, jako jsou HPV6 a 11.
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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 100 reakci.

Informace k objednavce ( HP10372X).

Allplex™ HPV28 Detection ‘

Symboly Obsah Objem Popis
Oligo Mix:
PRIMER HPV28 A MOM P00 Ml Amplifikagni a detekéni Ginidla
Oligo Mix:
PRIMER HPV28 B MOM 500 pl
H - Amplifikaéni a detekéni ¢inidla
500 ul - DNA polymeraza
ENZYME EM4 X 2“ - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)

- Pufr obsahujici dNTP

Vyrovnavaci pamét 500 ul

BUFFER EM4 Pufr pro PCR v realném Case

X2 - Pufr obsahujici BSA a glycerol

Pozitivni kontrola (PC):
Allplex HPV28 PC1 1 I
CONTROL piex 8PC 00w - Smés klonl patogent

Pozitivni kontrola (PC):
- Smés klonl patogent

CONTROL | + Allplex HPV28 PC2 | 100 pl

Pozitivni kontrola (PC):
- Smés klond patogent

CONTROL | + | | Allplex HPV28 PC3 | 100 pl

1,000 i
X 2

I:]E Uzivatelska pfirucka

WATER Voda bez RNazy Ultracista kvalita, stupen PCR

PrisluSenstvi - analyticky software

Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spoleénost Seegene Inc. nebo regionalni manazer. Pouzijte

prosim Seegene Viewer V3 a novéjsi.
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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 25 reakci.

Informace k objednavce ( HP103732).

Allplex™ Detekce HPV28 ‘

Symboly Obsah Objem Popis
Oligo Mix:
PRIMER HPV28 A MOM 125 - Amplifikaéni a detekéni ¢inidla
Oligo Mix:
PRIMER HPV2BBMOM | 1254l | )\ piifikagni a detekéni Ginidla
125 ul - DNA polymeraza
ENZYME EM4 X 2“ - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)

- Pufr obsahujici dNTP

Vyrovnavaci pameét 125 i

Pufi PCR alném &
BUFFER EM4 ufr pro PCR v realném case

X2 - Pufr obsahujici BSA a glycerol

Pozitivni kontrola (PC):
CONTROL Allplex HPV28 PC1 | 100l | g o o ioon

Pozitivni kontrola (PC):
- Smés klond patogent

CONTROL | + | | Allplex HPV28 PC2 | 100 pl

Pozitivni kontrola (PC):
- Smés klonl patogent

CONTROL | + Allplex HPV28 PC3 100 pl

1,000 yl
X 2

Dﬂ Uzivatelska pfirucka

WATER Voda bez RNazy UltraCista kvalita, stupefi PCR

Dopliikovy produkt - analyticky software

Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spoleénost Seegene Inc. nebo regionalni manazer. Pouzijte

prosim Seegene Viewer V3 a novejsi
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@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

SKLADOVANI A MANIPULACE

VSechny slozky Allplex™ HPV28 Detection by mély byt skladovany pfi teploté < 20 °C.
VSechny sloZzky jsou za doporucenych skladovacich podminek stabilni az do data expirace
uvedeného na $titku. Uginnost sloZzek soupravy neni ovlivnéna az 5nasobnym zmrazenim a
rozmrazenim. Pokud jsou reagencie pouze kobCasnému pouziti, mély by se zmrazovat

v alikvotech.

POZADOVANE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOCASTiI DODAVKY

e Jednorazové nepudrované rukavice (latexové nebo nitrilové) Pipety
(nastavitelné) a sterilni pipetovaci Spi¢ky 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavka

e Souprava pro extrakci nukleovych kyselin (viz Extrakce nukleovych kyselin)
Vyrobnik ledu

e Stolni odstfedivka Vortex mixer

e CFX96TM Detekéni systém PCR v realném Case (Bio-Rad) CFX96TM Dx
System (Bio-Rad)

e Optické ploché prouzky s 8 uzavéry (kat. &. TCS0803, Bio-Rad)

¢ Nizkoprofilové 0,2 ml 8-zkumavkové prouzky bez uzavéru (bila barva, kat. €.
TLS0851, Bio-Rad) Hard shell® 96jamkové PCR desticky, nizky profil, tenka
sténa, s okrajem, bila/bila (kat. &. HSP9655, Bio-Rad)

e Hard-Shell® 96jamkové PCR desticky, nizky profil, tenka sténa, s okrajem,
bila/bila, s ¢arovym kdédem (kat. €. HSP9955, Bio-Rad)

e Systém pro management uzavera lahvi¢ek (kat. €. 6600532-01, Hamilton)

e AIOS (kat. €. SG72100, Seegene)

e Propichovaci uzavér (kat. &. 922119, SPL) (pouze pro pouZziti v AIOS)
Permanentni Cira tepelné tésnéni (kat. €. 1814035, Bio-Rad)*

e PX1 PCR tésnéni desticek (auto-sealer, kat. €. 181-4000, Bio-Rad)*

e Cisty stdl

* Ujistéte se, ze pouzivate tepelné tésnéni a vySe uvedeny nastroj na tésnéni

desticek.
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@ Seegene

Allplex™ HPV28 Detection

PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorku
Poznamka: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s potencialné infekénimi materialy. Povoleny

jsou pouze ty vzorky, které jsou odebirany, skladovany a pfepravovany za pfisného dodrzovani
nasledujicich pravidel a pokyn:

Vzorek z déloZniho hrdla

Viastni odbér vaginalniho vzorku

Poznamka: Aby byla zajisténa vysoka kvalita vzork(, mély by byt vzorky pfepravovany co nejrychleji.
Vzorky musi byt pfepravovany za uvedenych teplotnich podminek.

A. Odbér vzorku

Vzorek z déloZniho hrdla

Pro odbér vzorku z délozniho hrdla pouzijte nasledujici materialy:

o Vzorek z délozniho hrdla Ize odebrat a pfepravit v nasledujicich médiich:

- eNAT™ (COPAN, Italie), ThinPrep® (HOLOGIC, USA), SurePath™ (Becton-Dickinson,
USA) nebo CellPreserv (Kolplast, Brazilie).
Souprava pro odbér vzorkt z délozniho

hrdla Vyrobce

eNAT PM 2ML L-SHAPE APLIKATOR COPAN 606CS01L

e Ponechte tampon v transportnim médiu. Uzaviete a oznacCte nadobku se vzorkem.
Dusledné dodrzujte pokyny uvedené pro skladovani a pfepravu.

e Pri odbéru bunék sloupcového a dlazdicového epitelu po odstranéni cervikalniho hlenu
postupujte podle doporu¢eného protokolu.

Viastni odbér vaginalniho vzorku

e Pro odbér vaginalniho vzorku odebraného vlastnimi silami pouZijte nasledujici material:

- Rovers® Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices B.V., Netherlands)

Self-sampling device Manufacturer

Rovers® Evalyn® Brush Rovers Medical Devices B.V. 380500131

e Vlastni vaginalni vzorek |ze odebrat a uchovavat v roztoku ThinPrep® PreservCyt @

e PFi odbéru a skladovani vzorkl vaginalnich bunék postupujte podle pokynu vyrobce
odbérového zafizeni a transportniho média.

11
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@ Seegene

Allplex™ HPV28 Detection

B. Skladovani vzorku a transport

Storage & Transport duration*

Specimen
2~8°C** Room temperature**
eNAT™ 90 days 90 days
; ®
Cervical ThinPrep 90 days 90 days
specimen SurePath™ 90 days 90 days
CellPreserv 90 days 90 days
Self-collected ThinPrep® 90 days 90 days
vaginal specimen

* Doba trvani: Doba trvani: Vzorek odebrany v obdobi pfed testem, v€etné skladovani a pfepravy
vzorku pred testem.

*Qptimalni teplota pro pfepravu je 2 ~ 25 °C.

Poznamka: Uginnost miize byt ovlivnéna del$im skladovanim vzorkd.

Poznamka: Vzorky by také mély byt v souladu s mistnimi a narodnimi pokyny pro pfepravu
patogenniho materialu.
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@ Seegene

Allplex™ HPV28 Detection

2. Extrakce nukleovych kyselin

R0zni vyrobci nabizeji soupravy pro extrakci nukleovych kyselin. Pouzijte spravné mnozstvi vzorku
podle pouzitého protokolu. Pro pouZiti s touto soupravou byly validovany nasledujici extrakéni

soupravy.

[Extrakéni metody v riznych médiich]

Poznamka: Automaticky extrakéni systém pouzivejte podle média uvedeného v nasledujici tabulce.

Automatizovany extrakéni systém
Microlab Seegene
. SEEPREP32
Transportni|| NIMBUS IVD / STARIlet IVD NIMBUS / STARIet

média . . . . . .
Universal Cartridge Kit Universal Cartridge Kit STARMag 96 ProPrep
eNAT (0] 0] (e}
ThinPrep® 0 o] 0
Vzorek z délozniho
hrdla SurePath™ = o 0 X
CellPreserv 0] @) (0]
Vlastni sbér

vaginaini vzorek ThinPrep® O o) o]

Volitelné: Systém spravy uzavéra plahvicek Ize pouzit s Microlab STARIet IVD a Seegene STARIet.
Volitelné: AIOS plze pouzit se Seegene STARIet.

09/2022 V1.03




@ Seegene Allplex™ HPV28 Detection

A. Pfreduprava ThinPrep® a SurePath™

e Nechte vzorky zahfat na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).

e Odstfedujte 1 ml vzorku po dobu 15 minut pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.).

e Odestrarite supernatant. Poté by mél byt doporu€eny objem (200~300 ul, viz doporu¢eny
objem 2-C) resuspendovan v lyzaénim pufru nebo 1X PBS ddkladnym vifenim, aby se znovu
rozpustil.

Poznamka: Pokud jsou vzorky odebirany do média ThinPrep® , provedte pfedupravu pomoci 1X
PBS.

Poznamka: Pokud jsou vzorky odebrany v médiu SurePath™ provedte pfedupravu pomoci
lyza¢niho pufru z extrakéni sady.

Poznamka: Média ThinPrep® a SurePath™ Ize pfi pouziti Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet

IVD, Seegene NIMBUS nebo Seegene STARIet zpracovat bez predipravy.
Poznamka: CellPreserv a eNAT nevyzaduji krok pfedupravy.

B. Priprava vzorki

o Nechte vzorky zahfat na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).

e U vzorkd z délozniho hrdla a samoodbéru z pochvy, které obsahuji tampon/stérku v
transportnim médiu, by se vzorky mély promichat vifenim.

o Uzavéry ze zkumavek se vzorky je tfeba odstranit opatrné, tak aby nedoS$lo ke kontaminaci.
Pfipadny pfebytecny hlen ve vzorku by mél byt v tomto okamziku odstranén jeho
zachycenim na tampon/stérku. Zbytky tekutiny z hlenu a tamponu/stérky se poté odstrani
pfitlagenim tamponu/stérky ke sténé zkumavky. Nakonec se tampon/stérka a hlen odstrani a
zlikviduiji.

e Vzorky z roztoku eNAT Ize zpracovavat pfimo z primarniho kontejneru.
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C. Automaticky systém extrakce nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluce, jak je uvedeno nize. Ostatni Udaje
naleznete v protokolu vyrobce.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

Poznamka: Viz pfiru¢ka k provozu Microlab NIMBUS IVD.

Automatizovany extrakéni . .
systém Vyrobce . C. Doporuceny objem

Microlab NIMBUS VD Hamilton 65415-02*

STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene

Univerzalni sada kazet uc3g4 Eluce: 100 pl

* Pokud si pfejete zakoupit vySe uvedené produkty od spolecnosti Seegene Inc., pouzijte toto katalogové
Cislo.

C-2. Microlab STARlet IVD

Moznost: Pre-analytic System (viz navod k obsluze systému management uzaveéru lahvicek)

Automatizovany preanalyticky systém Vyrobce Kat. €. Doporuceny objem

Systém managementu uzavéru Hamilton 6600532-01* -

lanvicek
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* Pokud si prejete zakoupit vyse uvedene produkty od spolecnosti Seegene Inc., pouzijte toto katalogove cislo.

POZNAMKA: Systém pro management uzavérd plahviéek Ize pouzit s pfipravkem ThinPrep® .

Poznamka: Viz pfiruc¢ka k provozu Microlab STARIlet IVD.
Automatizovany extrakéni

systém Vyrobce . C. Doporuceny objem
Microlab STARIet IVD Hamilton 173000-075* -
STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene
Univerzalni sada kazet uC384 Eluce: 100 pl

* Pokud si piejete zakoupit vySe uvedené produkty od spole¢nosti Seegene Inc., pouzijte toto katalogoveé
Cislo.

C-3. Seegene NIMBUS

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene NIMBUS.

Automaticky extrakéni systém Vyrobce Doporucéeny objem
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl

Seegene
Univerzalni sada kazet uCc384 Eluce: 100 pl

C-4. Seegene STARIet

Moznost: (viz navod k obsluze systému managementu uzavérl lahvicek)
Automaticky preanalyticky

systém Vyrobce . ¢. Doporuéeny objem

Systém spravy uzavér( lahvicek Hamilton 6600532-01* -

* Pokud si pfejete zakoupit vySe uvedené produkty od spolenosti Seegene Inc., pouZijte toto

katalogové ¢&islo. POZNAMKA: Systém spravy uzavér( lahviéek Ize pouZit s pFipravkem ThinPrep®

Moznost: Automaticka struktura propojeni (viz navod k obsluze AIOS)

Automaticka struktura propojeni | Vyrobce

AIOS Seegene SG72100*

* Pokud si pfejete zakoupit vySe uvedené produkty od spole&nosti Seegene Inc., pouZijte toto

katalogové &islo.
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* POZNAMKA: Nahradte uzavér pozitivni kontroly (PC) propichovacim vickem. Po dokon&eni
operace vymeénite uzavér pozitivni kontroly (PC) za puvodni vicko.

POZNAMKA: Propichovaci uzavér je vyrobek na jedno pouziti a po jednom pouZiti musi byt
zlikvidovan.

POZNAMKA: Pokud je tento produkt pouZivan s AIOS aplikovanym Seegene STARIet, umoZfiuje maximalné 3
samostatné béhy.

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene STARlet.

Automaticky extrakéni systém m Doporuceny objem

Seegene STARlet Seegene 67930-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene

Univerzalni sada kazet uc3g4 Eluce: 100 pl

C-5. SEEPREP32

Poznamka: Pokracujte v extrakci pomoci "Pro-Protocol A".

Automaticky extrakéni systém Vyrobce . C. Doporuceny objem

SEEPREP32 Seegene SG71100 -

Vzorek: 200 pl
STARMag 96 ProPrep (Plate) Seegene EX00009P

Eluce: 100 pl

Vzorek: 200 pl
STARMag 96 ProPrep (Tube) Seegene EX00009T

Eluce: 100 pl
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3. Priprava pro PCR v realném case

Poznamka: PFi pouziti Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a
Seegene STARIet pro tento krok prostudujte navod k pouziti.

Poznamka: Je tfeba pouzit spravné zkumavky a uzavéry (viz POTREBNE MATERIALY, KTERE
NEJSOU SOUCASTI DODAVKY).

Poznamka: P¥i pfipravé vzorkl je tfeba pouzivat filtraéni Spicky odolné proti aerosoliim a tésné
rukavice. Budte velmi opatrni, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci.

Poznamka: Reagencie zcela rozmrazte na ledu.
Poznamka: Zkumavky s reagenciemi kratce odstfedte, abyste odstranili kapky z vnitfniho vicka.

Poznamka: Kroky A~D jsou automaticky zpracovavany na Microlab NIMBUS IVD, Microlab
STARIlet IVD, Seegene NIMBUS a Seegene STARIet. Viz navod k obsluze.

A. Pripravte PCR Mastermix.

5ul HPV28 A MOM nebo B MOM
5ul EM4
5ul Vyrovnavaci pamét EM4

15l Celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Vypoditejte potfebné mnozstvi kazdé reagencie na zakladé poctu reakci (vzorky +

kontroly).

B. Pétkrat zkumavku otoé&te nebo rychle protfepejte ve vortexu a zkumavky kratce odstredte.
C. Alikvotni ¢ast 15 pl smési PCR Mastermix do zkumavek pro PCR.

D. Pfidejte 5 pl nukleovych kyselin kazdého vzorku do zkumavky obsahujici PCR Mastermix.

15 pl PCR Mastermix
5ul Nukleova kyselina vzorku
20 pl Celkovy objem reakce

E. Uzaviete a kratce zkumavky PCR odstfedte.

F. Zkontrolujte, zda je kapalina obsahujici vSechny slozky PCR na dné kazdé zkumavky PCR. Pokud

tomu tak neni, odstfedte ji znovu pfi vySSich otackach za minutu na delS$i dobu.
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Poznamka: Pred zahajenim PCR se doporucuje zkumavky s PCR odstiedit, aby se

odstranily vzduchové bubliny a zachytily vSechny zbytky tekutin na dné zkumavek.

Spravné Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni pipetovaci $picku.

Poznamka: Pro negativni kontrolu (NC) pouzijte 5 pl "vody bez RNazy" misto nukleové kyseliny
vzorku.

Poznamka: Pro pozitivni kontrolu (PC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl "Allplex

HPV28 PC1", "Allplex HPV28 PC2" a "Allplex HPV28 PC3".

Poznamka: Davejte pozor, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci reakéni smési a vzorkd pozitivni
kontrolou.

Poznamka: Reakéni zkumavku na vi¢ku neoznacujte. Fluorescence je detekovana z horni ¢asti kazdé reakéni
zkumavky.

Pozitivni kontrola

Soudasti sady jsou 3 zkumavky s pozitivni kontrolou: Allplex HPV28 PC1, PC2 a PC3.

Kazdy PC obsahuje klony pro 5 cill v MOM A (14 typ0 vysokého rizika a IC) a 5 cilt v MOM B
(5 typu vysokého rizika, 9 typl nizkého rizika a IC).

Poznamka: Pro provedeni reakce pozitivni kontroly pfipravte 3 zkumavky PCR pro

kazdou sadu, celkem 6 zkumavek PCR; pro A MOM: prvni zkumavku s PC1, druhou
zkumavku s PC2 a tfeti zkumavku s PC3. Pro B MOM: prvni zkumavku s PC1, druhou
zkumavku s PC2 a tfeti zkumavku s PC3.

(Viz vysledky nize.)

Pozitivni kontrola A MOM

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705
Nazev Automaticky vyklad
66 45 58 | 51 59 16 33 39 52 IC 35 18 56 68 31
PC1l + - - + - - + - - + - - + - - Pozitivni kontrola (+)
PC2 - + - - + - - + - - + - - + - Pozitivni kontrola (+)
PC3 - - + - - + - - + - - + - - + Pozitivni kontrola (+)

Pozitivni kontrola B MOM

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705

Nazev Automaticky vyklad
26 69 73 42 82 53 43 54 70 IC 61 6 44 40 11

PC1 + - - + - - + - - + - - + - - Pozitivni kontrola (+)

pPC2 R + - - + - - + - - + - - + - Pozitivni kontrola (+)

PC3 - - + - - + - - + - - + - - + Pozitivni kontrola (+)

19
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NASTAVENI PRISTROJE PRO PCR V REALNEM CASE A ANALYZA VYSLEDKU
1. CFX96™ Detekéni systém PCR v redlném €ase (CFX ManagerT'VI Software-IVD v1.6)
1.1. Nastaveni pfistroje pro PCR v redlném ¢ase

Poznamka: CFX96 ™ Detekéni systém PCR v realném Case (Bio-Rad) Ize rozdélit na dvé Zasti.
do 3 krok(: Nastaveni protokolu, Nastaveni desti¢ek a Spusténi béhu.

A. Nastaveni protokolu

Obr. 1. Nastaveni protokolu

20
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2) V "Editoru protokolu" definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykli Teplota Doba trvani
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 3 sekundy
3* 60°C 10s

45
4* 72°C 10s
5* 83°C 55

Poznamka*: V kroku 3, 4 a 5 se oded¢itaji hodnoty na desti€ce. Fluorescence se detekuje
pfi 60 °C, 72 °C a 83 °C.

otocol Editor - =2

Flle  Settings Tooks

|l & nsent step [ater || sample Volume [20 [yl | Est RunTime 014300 | 9
' e o
%0 C B0 C
150 T o ¢

— L1 EM Cforls
4] Insert Step 52 &0 C for 003
3 600 C for0:10
[/g]Insert Gradient + Plate Read
4 720 C for 0:10
Insert GOTO + Plate Read
5 830  C for 0:05
203k Head
E:L Insert Melt Curve B GOTO 2 ) more tmes 1
figl Add Plate Read to Step E
Step Options
i{JDelete Step

0K Cancel ||

Obr. 2. Editor protokolu

Poznamka: Kliknéte na "Insert GOTO" a v kroku 6 zadejte "GOTO 2, 44 more times".

3) Kliknutim na poli¢ko vedle polozky "Sample Volume" (Objem vzorku) zadejte pfimo 20 pl.
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4) Kliknutim na tla¢itko OK a ulozenim protokolu oteviete okno "Nastaveni experimentu”.

Experiment Setup =
Options

[2z] Protocol (iZ3) Plate P Start Run

Create New.., Express Load

Select Existing,., v
Selected Protocol

Edit Selected...

Test.prcl

Preview
Est. Run Time: 01:43:00 (96 Wells-All Channels)

Sample Volume: 20ul

%0 C %50 C
T5:00 003 830 C
720 C L/ g o
/ LA (
— ey o :
@ 5
2
LY
e

Obr. 3. Nastaveni experimentu: Protokol

B. Nastaveni desticky

1) V tabulce "Plate - Desticka" v ¢asti "Experiment Setup“ (Nastaveni experimentu) kliknéte na
tlaCitko "Create New* (Vytvofrit novy) a oteviete okno "Plate Editor* (Editor desticky).

Experiment Setup |
Options
| [ Frotocol | (£33 PlatengsBe Start Aun |
Create New... Express Load
QuickPlate 96 wells_All Channels, pitd -
Selactad Plate
QuickPlate 96 wells_All Channels pltd Edit Selected, .,
Previeu
Fluarophores: Far. HEX, Texas Red. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channals
1 2 4 E B 7 ] 8 10 11 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk.
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk.
iG] Unk: Unk: Unk: Unk: Unk. Unk. Unk: Unk Unk. Unk. Unk Unk
D Unk Unk Unk. Unk. Unk. Unk. Unk. Unk Unk. Unk. Unk Unk
E Unk. I| Unk. I| Unk. I| Unk. I| Unk. I| Unk. I| Unk. I| Unk I| Unk. I| Unk. I| Unk I| Unk
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk.
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk.
H Unlk Unlk Unk Unk Unk. Unk. Unk Unk Unk. Unk. Unk Unk
[ <<Prev | [ Mewtzz |

Obr. 4. Editor destiCky

22
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2) Kliknutim na "Select Fluorophores" (Zvolit fluorofory) oznaéte fluorofory (FAM, HEX, Cal
Red 610, Quasar 670 a Quasar 705), které budou pouzity, a kliknéte na "OK".

File Settings Editing Tools ? :
H] 100% v| gl Scan Mode | All Channels v ‘-‘ Well Groups... |14 Trace Styles.. = Spreadsheet View/Importer @ Plate Loading Guide |
! 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 @ Select Fluorophores,..
A | | | | | | | |
Select Fluorophores X = Sample Type v
b 3
Channel Fluorophore Selected Color
£
(— Yy
0 s r'\ p—
: e o\ I |
E 1= r E—]
calrange 56 OO\ —
; calcd s C -
r —
& s Rox r
) Texas s o | —
CalRed 610 7 — ‘m Experiment Settings, .,
T Z
Tex 615 r\ _ ,’{I Clear Replicate #
s O =
Qusar 67 Yy G Cleortele
; Qa3 T\, —
\ 0K Cancel
Plate Type: BR C e oK Cancel
late Type: lear (4 Sample [] Well Group [] Biological Set [] Well Note

Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705)

3) Vyberte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a v rozbalovaci nabidce
"Sample Type" vyberte typ vzorku.

- Neznamy: Klinické vzorky

- Negativni kontrola

- Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusna zaskrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar

705) ur&ete fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

5) Zadejte "Sample Name" (Nazev vzorku) a PC (PC1, PC2 a PC3) a stisknéte klavesu enter.
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6) V hlavni nabidce "Plate Editor" v ¢asti "Settings" (Nastaveni) zvolte "Plate Size"
(Velikost desticky) (96 jamek) a "Plate Type" (Typ desticky) (BR White).

[ Plate editor - Testpid J§ |S=F
File Tools
= & Plate Size @y Well Groups .. | 2 () Piate Loading Guide
T —
[_; :::;Dor Convention “7M 8 9 10 il -1'2- |85  Select Fluorophares ...
Pl 7 P Sample Type [Unknown -
L —
Szt Load Target Name
(%1 FAM <none> -
- %] HEX <none> -
(%] Cal Red 810 <none> -
¥ Quasar 670 <none> -
[¥) Quasar 705 <none> -
()
Load Sample Name
[ <nane> -
o Load FReplicate #
[ 1 %
| Heplicate Serles |
& ‘L;ﬂ’ Experiment Settings.,.
[ 5 Cloar Aeplicate #
G- Clear Walis
F
G
H -
Quimsar 708 Casar %8
Plate Type : BA White (oK ] [ Cancel ]
Obr. 6. Nastaveni desti¢ky
. . v " " ~ ‘v
7) Kliknutim na tlagitko "OK" ulozte novou desticku.
s n H H n e =
8) Vratite se do okna "Experiment Setting" (Nastaveni experimentu).
|y _m."t o p
Options
“Ej Prolocoll Plate | > Start Run ‘
Create New,.. Express Load
Select Existing, .. ( ~]
Selected Plate
Test,pitd
Preview
Fluorophores: FAM. HEX. Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 | 5 6 7 | 8 9 10 11 12
A Unk. Unk. Unk. Unk. Unk. Unk. Unk Unk Unk. Unk. Unk Unk.
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
c Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Pos Unk unk Unk Unk Unk Pos
i Unk. Unk Unk Unk Unk. Pos Unk Unk Unk. Unk. Unk Pos
G Unk. Unk. Unk Unk uUnk. Pos Unk. Unk Unk. Unk. Unk Pos.
H Unk Unk Unk Unk Unk Neg Unk Unk Unk Unk Unk Neg

Obr. 7. Nastaveni experimentu:

9) Kliknutim na tlacitko "Next" (Dalsi) spustite b&h
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C. Spustit chod

1) Na karté "Start Run" (Spustit chod) v "Experiment Setup" (Nastaveni experimentu)
kliknéte na "Close lid" (Zavfit viko), abyste zavreli viko pFistroje.

Experiment Setup @
Options

(54] Protocol | (D) Pate| D> St Rn
Run information

Protocol = Afiplex prel
Plate : Test pitd

Notes

Scan Mode : Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name - Type Run Status Sample Volume 1D/Bar Code

M BR205600 I 96FX Ide 20
Select Al Blocks
i Plash Bock ndcator | | £)  Openlid ) Coseld

"

<< Prev

Obr. 8. Zavreni vika

2) Kliknéte na tlagitko "Start run" (Spustit chod).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do urené slozky. Zadejte nazev
souboru, kliknéte na tlacitko

"SAVE" a spusti se chod.
1.2. Analyza dat
A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data vSech detekénich krokl amplifikacnich kfivek ze souboru s vysledky, vytvorte
jednu slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky
vytvoli slozky "QuantStep3", "QuantStep4" a "QuantStep5", do kterych se ulozi data kazdé

amplifikacni kfivky ve slozce vytvorené uzivatelem).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v CFX96 ™

1) Po testu kliknéte na zalozku "Quantitation" (Kvantifikace) a zobrazte vysledky amplifikacni

kFivky.

(7] Data Analysis - Test.pcrd

File View Settings Tools

B 8 @ A 8 veweroe.. | @ wencouw Mwes 7] ?

[T cumon |7 oo £33 s 2w [ 53 s v o gl e e P 3 et 2 6 [ ) e

Amplification

0 10 20 30 40

No wells designated as Sample Type standard

Cycles v] Log Scale
(7] FAM [7] HEX [ CalRed610 ¥ Quasar670  [¥) Quasar 705 Step Number: [4 -
i 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ||| Wel 0 Puor & Comtert 0| Sample 0] CH 0[5
A vHﬁa FAM Neg Cid 2417
A0l HEX Unkn 2490
B A2 HEX  Unkn 276
c a3 HEX Unkn 2474
= A4 HEX Unkn 48
A0S HEX Unkn 2489
E A0S HEX Unkn 2476
£ 1A07  HEX Urkn 2481
|A0e  HEX Unkn 279
G |80t HEX  Unkn 270
H 802 HEX Urkn 2469
Completed | | [Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
| - — — —

Obr. 9. Vysledky amplifikaéni kfivky

2) V nabidce Settings, v Analysis Mode (Rezim analyzy) vyberte moznost No Baseline

Subtraction (Bez odecitani zakladni linie).

[ 7] Data Analysis - Testperd

File  View Tools
C(t) Determination Mode  »

Analysis Mode

Settings

Baseline Threshold...

on | 28] End Pt | (2] e Dscammnaton | @) ac [ £ Aun romatin

Trace Styles...

View/Edit Plate...

N

No wels designated as Sample Type standard.

V] FAM [¥]HEX (V| CalRed610 [V Quasar670 V] Quasar 705 Step Number: [4 v
‘ Wel 0| Fuor & Cotent ( Sampe Q| Ct) O
: il BO4 HEX Unkn N/A
B0S HEX Unkn NA
8 B0S  HEX  Unkn WA
c B07  HEX Unkn N/A
808 HEX Unkn N/A
2 co1 HEX Unkn NA
E 02 HEX Unkn N/A
F 03 HEX Unkn NA
M4 HEX Unkn N/A
G C05  HEX Unkn N/A
H 06 HEX Unkn N/A

|| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction i
Obr. 10. Bez odecitani zakladni linie
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3) V nabidce Nastroje vyberte moznost "Seegene Export".

(] Data Analysis - Testperd [E=SECE X}
File View Settings
B ER AT - i el o ?
e __w Import Fluorophore Calibration... S
Iw@q@ Replace Plte... . 0o ] Gene Erresson | iss] £t Pore | (2] At Dmcrminaton | &) ac | ) Fun tomation
—
| Export All Data Sheets to Excel
Seegene Export f
" N
7 '," No wells designated as Sample Type standard.
DT )| EORRRRNGS  SURRRRRRN. SUORRNROS. Do I
5 :
2 » :
E 10 2 4
7
. 4
5 . = /
— l
° 10 2 30
Cycles |
V] FAM ] HEX [ CalRed610 [¥] Quasar670  [¥] Quasar 705 Step Number: (4 -
4K 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 || Wel O Fuor & Content | Sample Q| CO) O
BO4 HEX Unkn N/A
B0S HEX Unkn N/A
B0S  HEX  Unkn NA
B07 HEX Unkn N/A
B08 HEX Unkn N/A
co1 HEX Unkn N/A
2 HEX  Unkn WA
co3 HEX Unkn N/A
Cco4 HEX Unkn N/A |
' C05 HEX Unkn N/A
05 HEX  Unkn WA i
Completed | ][SunMod:Nl(Mnnds ‘PlneType:BRwhite Analysis Mode: No Baseline Subtraction at
U — il |

Obr. 11. Seegene Export

4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tlacitko "OK".
(i Data Analysis - Testperd Lo & |

File View Settings [T

I IE N T —

IW‘;‘;@Z lg:‘;u::mcmbv m[gﬂmwllﬂmmluw] oclamnnm:

Export All Data Sheets to Excel

Seegene Export

= :
2 : -
2 . S 2
Em 3 s
I T T o e e e B Desktop
° 1 20 3 -
G Libraries

No welis designated as Sample Type standard,

| Cyclas’ (B user i‘
] FAM [¥] HEX [ CalRed610  [¥] Quasar670 [4 ::‘::ZI" Step Number: [4 -
-Joing 0] Rl Gt 0 Swm 0108 0
A HEX Unkn N/A
HEX Unkn N/A
B HEX  Unkn NA
c HEX Unkn NA
B08  HEX Unkn A
2 co1 HEX Unkn NA
E C02  HEX Unkn N/A
F co3 HEX Unkn N/A
C04  HEX Unkn NA |
Il s C05 HEX  Unkn WA
H C06  HEX  Unkn WA i
Completed | | | Scan Mode: All Channels \ Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction 3
. —

Obr. 12. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize¢i Seegene Viewer

1) Oteviete program Seegene Viewer a kliknutim na "Option" (Moznosti) vyberte CFX96
nebo CFX96 Dx v "Instrument" (Nastroj).

Fie ot | Opon | Help

@ .. @ Seegene

Obr. 13. Prohlize€ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko "Open" vyhledejte ulozeny soubor ve sloZce "QuantStep3", otevfete

soubor s vysledky a v nabidce "PRODUCT" vyberte testovaci sadu.

£ seegene Viewer - - - =)
[ Fle edt option Heip
( ( ( ( ( v
0@@@wow 5 PRODUCT @ Seegene
Test - Quantitation Ct Results,xlsx x | s | \
@ vELLPLaTE o 7 WELLGR o
1 2 3 4 5 6 7 B 8 10 11 12| FIFAM FIHEX [ACalRed 610 [ Quasar 670 [ Quasar 705
‘000000000000 093 )
: 9000000000000 084 084 08
‘99090000000000 ' or4 07
' 000000000000 ;¢ g goe
t 0000090000000 . 04 04
000000000000 - o5 0s
c 000000000000 an ;;f
i i
1900000000000 i3 ;
= 0 010203040506070809 0 010203040506070809 0 010203040506070808
@ Negative @ Positive @) Invalid [ combine Cycle (Graph 1) Cycte (Graph 2) Cycle (Graph 3)
O ApPLY RESULT o
Well Info Positive Find (] (1 @ Ventical O Horizantal
[] Sample No Patient id Well Name Type Fam HEX Cal Red 610 Quasar 6. Quasar 705 Auto Interpretation Comment
] At SAMPLE =
=] B0 SAMPLE
jm] col SAMPLE
=] 001 SAMPLE
[m] EO1 SAMPLE
=] _For | SAMPLE = -
] G0l SAMPLE
=] HOI SAMPLE
[m] AR SAMPLE
] 802 SAMPLE
a ce SAMPLE
(] [ SAMPLE v

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeéi Seegene Viewer
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3) Zkontrolujte vysledek pro kazdou jamku.

© Sseegene Viewsr - o x
File Edit Option Melp
O (@ (@ ) @) () B~ e wevzs omecoon @w
Test.HA - Quantitation Ct Flesuns,dsx X | o |
@ weLL pLate O % WELL GRAPH o
EFa FHEX I Cal Red 610 B9 Quasar 670 B9 Quasar 106
IS(JI}]I " - 1500 - Sﬂﬂi
i oL | i /
cQ 120§ / . 1280 iy 5004
' @ 1000 § / 1600 0o
2.1
cQ & 504 { g { $a00d "
-4 son} / 500 2004
6@ :sni‘ / - 250 / - 100 AT
" @ (3 a — 1] Z —— o}!m—.—/
1 1
° 10 0 30 40 L] 1% 0 » @0 L] 10 0 ] 40
Crycle (Graph 1) Cyele (Graph 2} Cyche (Graph 3)
D wepLY RESULT o
Wol info Positive Find (1 [C4  Positive Check M @ Vertical O Horizontal
O samgle o Patientld  Wel Mame Type FAM HEX Cal Red 610
. o | om |45 | cm | ss | om | s | em [ | cm [ e | cw || om | w ]| ow | 2| a~
o £ WA - N/A - A - WA WA gL ] - ana N
or 2% | om |60 | ewm [ 7| om |42 | em | e2 | cm |53 | cm |48 i o
| TR B | - | wa N on | - | wa | - WA N
501 66 | cm | &5 | cm s | o s1| cm [ | cm | | cm | @ < o
o . WA | - | ha | rve [ e wa | - | wa | - N
- % | om |6 | cm | 73 | om |42 | cm | 82 | cm | 52 | om | 4 o
wa | - | wa wa | - | w TN RS B x
an 8 | om | a5 | cm | s | om |1 | em | s | cm | 6 | om | 3 o
o r— wa | - | wa wa | - | nea WA | - | e 2
o 2 | cm |6 | e |7 | cm |42 | cm |82 | cm | 9 | cm | & G
< >

Obr. 15. Vysledek testu v prohlizec¢i Seegene Viewer
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4) Kritéria validace vysledkud kontrol

a. Platny pribéh testu
Pro kontrolu validace experimentt by mély byt PCR béhy doplnény o PC (pozitivni kontrola) a
NC (negativni kontrola). Pribéh testu je oznacen za validni, pokud jsou splnéna vSechna

nasledujici kritéria:

<A MOM>
Vysledek prohlizece
Seegene
HEX
Kontrola FAM (Ct (Ct) Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Auto
66 45 58 51 59 16 33 39 52 IC 35 18 56 68 31 7
Vyklad
Pozitivni Pozitivni
15sCt <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 16<Ct <31 - - 155Ct <31 - -
Kontrola 1 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- 15sCt <31 - - 155 Ct <31 - - 155Ct <31 - - 155Ct <31 - - 15 Ct <31 -

Kontrola 2 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- - 155Ct <31 - - 155Ct <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 15<Ct <31
Kontrola 3 Kontrola(+)
Negativni Negativni

Kontrola Kontrola(-)
<B MOM>
Vysledek prohlizece
Seegene
FAM
Kontrola (Ct) HEX (Ct Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Auto
26 69 73 42 82 53 43 54 70 IC 61 6 44 40 11 p
Vyklad
Pozitivni Pozitivni
155Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 - -
Kontrola 1 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- 15<Ct <31 - - 15¢ Ct €31 - - 15<Ct <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 -

Kontrola 2 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- - 15<Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 155Ct <31
Kontrola 3 Kontrola(+)
Negativni Negativni
Kontrola Kontrola(-)

b. Neplatny pribéh testu
V pfipadé selhani validace by vysledky nemély byt interpretovany ani hlaSeny. Reakce

PCR se musi opakovat.
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2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)
2.1 Nastaveni pfistroje pro PCR v redlném &ase

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému CFX96™ Dx (Bio-Rad) Ize rozdélit do 3

kroku: Nastaveni protokolu, Nastaveni desti¢ek a Spusténi chodu.

A. Nastaveni protokolu

— —
1) V hlavni nabidce vyberte "File" (Soubor)  "New" (Novy) "Protocol" a otevfete
"Protocol Editor" (Editor protokolu).

= CFX Manager Dx (admin) - o X
[ACH View User Run Tools Windows Help
JEG A E—— BI0RAD
[y Open » [E]  Plate.
%) Recent Data Files » |all GenesStudy \
&y Repeat a Run
Exit
Startup Wizard (=3
w‘é} Run setup
Select instrument CFX9%6 v
@ Repeat run
% Analyze Select run type
£L25) User-defined &U PrimePCR
No instrument detected after 120 seconds. Useradmin | 03/04/2021 11:55

Obr. 1. Nastaveni protokolu
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykli Teplota Doba trvani
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 3 sekundy
3* 60°C 10s

45
4* 72°C 10s
5 83°C 5s

Poznamka*: V kroku 3, 4 a 5 se oded¢itaji hodnoty na desti€ce. Fluorescence se detekuje
pfi 60 °C, 72 °C a 83 °C.

[[rotoco r-
\ File Settings Tools

H g,, Insert Step | After <|| sample Volume [20 ul  Est. Run Time 01:43:00
| . : H o .
V ®0 C %0 C
" T5:00 iR s = i gaﬂg c i

| ) A . LEL]

= A o &)
| = L
|
\ 2
a4 x
1 950 C for 15:00
| (e insert Step 2 %0 C for 0:03
3 600 C for 0:10
‘ [g] Insert Gradient + Plate Read
‘ 4 20 C for 0:10
Insert GOTO + Plate Read
| l=ynse 5830 C for 0:05
Y]

i E}_ Insert Melt Curve |3 1W m more tmes. 1

: il Add Plate Read to Step END

Step Options

LﬂDelele Step
| OK Cancel

Obr. 2. Editor protokolu

Poznamka: Kliknéte na "Insert GOTO" (Vlozte JIT NA) a v kroku 6 zadejte "GOTO 2, 44 more
times"(JIT NA, jesté 44 x).

3) Kliknutim na policko vedle polozky "Sample Volume" (Objem vzorku) zadejte pfimo 20 pl.
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4) Kliknutim na tlacitko OK a ulozenim protokolu oteviete okno ,, Run Setup“ Spustit nastaveni.

Run Setup =
| [2] Protocol (EZ3) Plate s Start Aun
Create New,,, Express Load
Select Existing... o
Selected Protocol
Test.prcl Edit Selected...
Preview
Est, Run Time: 01:43:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 20ul
T T g B g . . 5
%0 C 350 C
f T5:00 IEIE] 830 C
f b 720 C ot i
60.0 C 0O
g ol
tol

Obr. 3. Spustit nastaveni: Protokol

B. Nastaveni desticky

1) V tabulce "Plate" (desticka) v nabidce "Run Setup" (Spustit nastaveni) kliknéte na tlacitko
"Create New" ( Vytvorit novy) a otevrete okno "Plate Editor" (Editor desticky).

Run Setup = |
Prntncn\| [Z53) Plate |IID Start Fun ‘
Express Load
[ CuickPlate_56 walls_All Channels.pitd -
Selected Plate
CuickPlate_36 wells _&ll Chann®s., pltd Edit Selected...
Preview
Fluorophaores: FAM. HEX, Tewxas Red. Cyh. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 4 by (5] 7 g 9 10 11 12
A Unk || Unk || Unk Unk | Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk | Unk
E Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
g Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
D Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
E Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
F Unk || unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
=] Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
H Unk || Unk || Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk Unk Unk || Unk
[ <<Prev | [ Memt>> |

Obr. 4. Editor desti€ky
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2) Kliknutim na "Select Fluorophores" (Vybrat fluorofory) oznacte fluorofory (FAM, HEX,
Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705), které budou pouzity, a kliknéte na "OK".

File Settings Editing Tools ? :
Ej |100% v| @l Scan Mode | All Channels v ; Well Groups... [ Trace Styles.. = Spreadsheet View/Importer @ Plate Loading Guide !
! 2 3 5 7 8 9 10 Ll 12 @ Select Fluorophores,..
A | | | | | | | |
Select Fluorophores X Sample Type v
B =
Channel Fluorophore Selected Color 2
) — v —
0 o - Y\ E—
2 HeX 4 I
§ = r'\ ]
Cal Orange 560 r I
& ol Gl 5% r I -
Vi r I
i : Rox r
FeeaRed r F—
" = . :
IR [7 EE—— 'ﬂ Experiment Settings. .,
rexsis r\ — A Clear Replicate #
4 o5 r I =
Qoser 67 o G CloarWele
: Qe s Py — G|
\ 0K Cancel
View
Plate Type: BR Clear 3 samole [ Well Group [ Biological Set [ Well Note OK Cancel

Obr. 5. "Vybrané fluorofory" (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705)

3) Vyberte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a v rozbalovaci nabidce

"Sample Type" vyberte typ vzorku.

- Neznamy: Klinické vzorky
- Negativni kontrola

- Pozitivni kontrola

4) Kliknéte na pfisludna zaskrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar

705) A zadejte fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

5) Zadejte "Sample Name" (Nazev vzorku) a PC (PC1, PC2 a PC3) a stisknéte klavesu enter.
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6) V hlavni nabidce "Settings" (Nastaveni) v "Plate Editor" (Editor destic¢ek) zvolte "Plate
Size" (Velikost desti¢ky) (96 jamek).

"Typ desky" (BR White).

Plate Editor - Testpitd JESSEE <
File Editing Tooks ?
Plate Size * il Channels ~|| (S Well Groups_ | Trace Styles . | 1 Spreadshest View/Importer (&) Piate Loading Guide
Plate Type »
Number Convention  » 7 g 0 i 2 T 8 Select Aucrophores
. = i = = — —
Lo i FaM FamM Fam FaAM FAM
HEC HEX HEX EX EX HEX HI HEX HEX HEX HEX
A [cumsden | cardsin | cursden 3 610 e carcdetn | concden | curcdew | cureds | coRcdew | Cursds Ll a2 Unknawn -
Quesse 670 | Qussae 570 | Cussar 570 | Qumser snaar 70 | Quesar 670 | Qumsar 6% | Queser 60 | Quesarsm | Quesar 57 | Quaser 570
Bl 2o | Qe : Quanar 705 | Qumsar 705 | Quesar U5 | Queser 705 | Queser 05 | Qusser 703 Load Pe———
Unkc Unic Unk Unk Unkc Unk Umbkc Unk Unk Unkc Unkc Unk
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FaM <none> -
ex HEX HEX HEX X ex HEX e Hex e ex HEX 9] HEX
B | ColRed610 | CoiRed610 | ColRed 610 | ColRed 620 | CoiRed 610 | ColRed 10 | ColRed610 | ColRed 610 | ColRed 610 | ColRed 610 | ColRed 510 | Coified 610 <none> -
Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar & Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quassr 670 Quassr 670 Quasar 670
Guasar 705 5 2sr 705 Guazar 705 | Guasmr 705 | Guasar705 | Quasar705 | Guemar705 | Quesar70S | Quassr 705 | Quessr 705 Cal fied 610 <nons> -
Ouasar 670 <none> -
TM t‘ngr: E'm ig: iﬁ& iﬂ&‘M |¥| Quasar 705 <none> -
£ CalRed €10 | CalRed €10 | CalRed €20 CalRed 10 | CalRed 610 | CalRed €10
Gumcn 670 | uncar 670 | Goumar 670 Guaar 60 | Quasaré® | Quamrso
s | G | dimr e i | Smmres | Guemrres _| Lead Samole Name
= = <none> -
FAw
o ca maa g0 Lead Replicals #
Cpuasar E70 ] 1 =
Sianr e *
. [ Replicale Seriss ]
e
e ) Experiment Setings...
E cai e 610
Quasar 570 -
i | A Clear Replicate #
2 Claar Walls
G e
HEX HEX. H Hi HEX
F Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610
Quassr 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670
705 Quasar 705 Quasar 705 ussar uasar 705
Unk Unk Unk Unk Unk Pos Unk Unk Unk Unk Unk
Fam Fam Fan Fam Fam Fam FAm Fam FAM A FAM
X HEx HEX e e Wex Hex e H M H
G | CoReds10 | CalRe 610 | ColRed 610 | ColMed 620 | CoRed 0 | CoRedsio | CoRedsio | Caikedbio | ColRedsio | ColRed 10 | CoRed 630
Quasar 670 | Quasar 670 | Quasar 670 | Quamr 670 | Qussar 670 | Quaaré?0 | Quasaré’ | Quasar6® | Quamre® | Quasaren | Guasar &7
Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705
 View
Riat= Type! BR Yhita Sample [] Well Group [7] Blological Set [ Well Note
. . v " " ~ -
7) Kliknutim na tlagitko "OK" uloZte novou desticku.
aceni " “ (Spustit t i
8) Budete vraceni do okna "Run Setup“ (Spustit nastaveni).
————n)

| mm .ﬁ’
[A4] Protocol (3 Piate ub Start Run

Create New... Express Load
Sele

Selected Plate
QuickPlate 36 wells_All Channels, pitd Edit Selected..,
Preview

Fluorophores: FAM. HEX Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
3 4 5 8 1

AR BB
A B BB R
glElf)15|5|R|5]%
AR
AR BB L
Elz|z|z|=|=]|=|5]|
AR BB
AL
AR BB R
AR BB
glE|5|5|5|5|%]¢F

L L H B HBEHEE

:

Obr. 7. Nastaveni béhu:.

9) Kliknutim na tlacitko
"Next" (dalSi) spustte chod.
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C. Spustit chod

1) Na karté "Start Run" (Spustit chod) v nabidce "Run Setup"” (Spustit nastaveni) kliknéte na
"Close lid" (Zavfit viko), abyste zavreli viko pfistroje.

Run Setup [
(2d] Protocol [££3) Plate up Start Aun
Run Information
Protocol:  Allplex prel

Plate: Test pitd
Notes:

Scan Mode: All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
[BR205500 ] oerx Idle 20

[ Select &l Blocks

@ Flash Block Indicator | | 27 Open Lid Z1  Close Lid

N

Obr. 8. Zavreni vika

<< Pray

2) Kliknéte na tlagitko "Start Run“ (Spustit chod).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do urené slozky. Zadejte nazev
souboru, kliknéte na tlacitko

"SAVE" (ULOZIT) a zafizeni se spusti.

2.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data vSech detekénich krokd amplifikaénich kfivek ze souboru

s vysledky, vytvorte jednu slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky
vytvori slozky "QuantStep3", "QuantStep4" a "QuantSteps", do kterych se uloZi data kazdé

amplifikacni kfivky ve slozce vytvorené uzivatelem).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v CFX96™

1) Po testu kliknéte na zalozku "Quantification" (Kvantifikace) a zobrazte vysledky amplifikacni

kFivky.

= Data Analysis - Testperd

File View Settings Export Tools

7] ourtticsson [/ ouarticaton Da ] ek Curve ] Mek Curve Data ] Gene Erpression 28] End Pore [12] ek Dscmnation. {88 Custom Dta view & o ) A fomaton

= o X

& [or| 7

%ﬁae Setup ~

Amplification

X

4000

RFY

No whls designated as Sample Type standard

Step Number: 4 v

g
i

Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

i  Wel 0| Fuor ) Taget & Content O Sample O Ca O
A D08 Quasar 10 Unkn 202
E09 Cal Red 61( Unkn N/A

B E0S  FAM Unkn NA
c E09  HEX Unkn NA
D E09 Quasar 670 Unkn NA
E E08 Quasar 10 Unkn AR
FO9 Cal Red 61( Unkn 3425

£ B3 FAM Unkn NA
G FO3 HEX Unkn NA
H FO3 Quasar 670 Unkn NA
e Oxinenr 708 Linkn N/A

Obr. 9. Vysledky amplifika€ni kfivky

2) V nabidce Baseline Setting (Nastaveni zakladni linie) vyberte moznost "No Baseline
Subtraction” (Bez odecitani zakladni linie).

s Data Analysis - Test perd

o

X

.

%gmeset\p'»s;'ﬂmwv*?

B e

Cq Determination Mode

Baselin

Gene Expresson (358 End Port [12] ek Ducamnaton {8F Custom Deta view [l 0C %) A komaton

w £ Analysis Mode » mnmsummm
> Baseline Subtracted Curve Fit
d W oen = No wels desgrated 23 Sargie Type sandad
poas Apply Fluorescence Drift Comection - e
= Baseline Threshold... 3
¥ & Trace Styles. E
by
2 ef 8 patse » 3
1. Include All Excluded Wells 4
. ¥ Mouse Highlighting E
3 Restore Default Window Layout E
° 1° 20 » 0
Cytles ] Log Scale

B FAM £ HEX [ CaRed 510

) Quasar 670 (] Quasar 705

| Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White

g
H

Fuxr () Taget & Content § Samgle O Ca O

Pl 2 3 4 5 ¢ 7 3 ) 10 12 | wet O

A B8  CalRed$ Unkn

BB FAM Unkn
8 B8  HEX Unkn
< BB  Ouasar 67 Unkn
D B3 Quasar 70 Unkn
€ C08  CalRed 6l Urikn

co8 FAM Urikn
F coe HEX Urin
G C08  Quasr670 Unkn
P C08  Guasar 705 Unikn

nne Cul Ract R10 Tiin

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
NA
NA
N/A
NA
N/A
N

Obr. 10. Bez odecitani zakladni linie
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3) V nabidce Export vyberte moznost " Seegene Export".

= Data Analysis - Test perd = @ X
File View Settings - Tools & piote setup - | & |[Fuorophore 1| 2
[ ourttcsion [l ¢ EwotAlDstasheets  » B ot cuve Data ] Gene Exresson 28] EndPort [IE] Aekc Disctmnsion {88 Custom Data View (@) 6¢ ) Aun komaton
&} Custom Export.
No wels designated as Sample Type standard
s
°
2
H
AFAM AHEX CaRed6l0 [ Quasar670 [ Quasar 705 Seplumber: 4 v
| 1 2 3 4 5 6 7 | 8 3 10 | 1 12 || Wel 0 Fuor O Taget & Content ) Sample O Ca 0
X A FAM Unkn N/A
8 AO7 HEX Unkn NA
A7 Quasar§T0 Urkn NA
c A7 Quasar 705 Urkn NA
) B07  CalRed$il Unkn WA
€ B07 FAM Unkn N/A
BO7 HEX Unkn NA
£ BO7  Quasar670 Urkn NA
G BO7  Quasar 05 Unkn WA
H Co7 Cal Red 61( Unkn NA
rn7 Fam Hinkn N/A
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction
Obr. 11. Seegene Export
4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tlacitko "OK".
= Data Analysis - Testperd - =] X

e view sengs [ Toos & piate setwp - | & | [Fuorophore <1 2

[ auerthcaton [ ¢ o AlDatasheets  » B ot Cuve Data gl Gene Evesson (28] End Port [EE] Aekc Dscamnsion {8 Custom Data Vew [ o ) Aun fomatin
g Custom Export..

i £ Export to UMS Foider..
. No wells designated s Sample Type standard
]
g,
5
; s Choose destination folder
H
3 B Deskop -
" 4 Libraries
B user L
3 ™ Computer J
° 10 20 30 i Network
Cycles @ Control Panel
& Recycle Bin
M FAM [ HEX K] CaRed610 [ Quasar670 [ Guasar 7 1 StepNumber: 4 v
- Contert () Semple O/ Ca 0
B 7 o [ coca | Unkn N/A
' Unkn NA
. Quasar 670 Urkn NA
c Quasar 705 Unkn NA
D Cal Red 61( Unkn NA
- FAM Urkn A
HEX Urkn NA
£ Quasar 670 Unkn NA
G Quasar 705 Unkn A
" Cal Red 61( Urkn NA
Fam Tiokn N/A
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Obr. 12. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize¢i Seegene Viewer

1) Otevfete program Seegene Viewer a kliknutim na "Option" (Moznost) zvolte CFX96
nebo CFX96 Dx v "Instrument" (Nastroj).

Fie ot | Opon | Help

@ .. @ Seegene

Obr. 13. Prohlize€ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko "Open" (Otevrit) vyhledejte uloZeny soubor ve slozce

"QuantStep3", oteviete soubor s vysledky a v nabidce "PRODUCT" vyberte testovaci sadu.

Allplex™ HPV28 Detection

e

B seegene Viewer =)
[ Fle edt option Heip
( ( ( ( ( v
O@o@nhw B PRODUCT @ Seegene
Test - Quantitation Ct Results,xlsx x | s |
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@ Negative @ Positive @) Invalid [ combine Cycle (Graph 1) Cycte (Graph 2) Cycle (Graph 3)

O ApPLY RESULT o

Well Info Positive Find (] (1 @ Ventical O Horizantal
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] At SAMPLE =
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(] [ SAMPLE v

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeéi Seegene Viewer
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3) Zkontrolujte vysledek pro kazdou jamku.

© Sseegene Viewsr - o x
File Edit Option Melp
@ @ ) @ > B | e wwvas onecoon () Seegene
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o0 250 . 1250 500 /
000 | I 1™ i
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000 2" Zoon | u
.Q. & 504 | ] { E3004
000 son} / 500 2004
000 :sni‘ / - 250 / - 100 AT
000 nfm a — 1] Z —— o?m—.—/
1 1
° 10 0 30 40 L] 1% 0 » @0 L] 10 0 ] 40
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o
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Obr. 15. Vysledek testu v prohlizec¢i Seegene Viewer
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4) Kritéria validace vysledkud kontrol

a. Platny pribéh testu

Pro kontrolu validace experiment( by mély byt vykonané PCR testy doplnény o PC (pozitivni

kontrola) a NC (negativni kontrola). Pribéh testu je oznacen za validni, pokud jsou spinéna

v8echna nasledujici kritéria:

<A MOM>
Vysledek prohlizece
Seegene
HEX
Kontrola FAM (Ct (Ct) Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Auto
66 45 58 51 59 16 33 39 52 IC 35 18 56 68 31 7
Vyklad
Pozitivni Pozitivni
15sCt <31 - - 155Ct <31 - - 15<Ct <31 - - 16<Ct <31 - - 155Ct <31 -
Kontrola 1 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- 15sCt <31 - 155 Ct <31 - 155Ct <31 - 155Ct <31 - - 15 Ct <31 -
Kontrola 2 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- - 155Ct <31 - 155Ct <31 - 155Ct <31 - 15<Ct <31 - 15<Ct <31
Kontrola 3 Kontrola(+)
Negativni Negativni
Kontrola Kontrola(-)
<B MOM>
Vysledek prohlizece
Seegene
FAM
Kontrola (Ct) HEX (Ct Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Auto
26 69 73 42 82 53 43 54 70 IC 61 6 44 40 11 p
Vyklad
Pozitivni Pozitivni
155Ct <31 - 15<Ct <31 - 15<Ct <31 155Ct <31 15<Ct <31 -
Kontrola 1 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- 15Ct <31 - - 155 Ct €31 - - 155Ct <31 - 155Ct <31 - 155Ct <31
Kontrola 2 Kontrola(+)
Pozitivni Pozitivni
- 15<Ct <31 - 15<Ct <31 - - 155Ct <31 - 155Ct <31 - - 155Ct <31
Kontrola 3 Kontrola(+)
Negativni Negativni
Kontrola Kontrola(-)

b. Neplatny pribéh testu

V pfipadé selhani validace by vysledky nemély byt interpretovany ani hldSeny a reakce

PCR musi byt opakovéana.
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VYSLEDKY

1. Informace o analytu

<A MOM>
Analyty
Fluorofory
Graf 2
FAM HPV66 HPV45 HPV58
HEX HPV51 HPV59 HPV16
Cal Red 610 HPV33 HPV39 HPV52
Quasar 670 IC HPV35 HPV18
Quasar 705 HPV56 HPV68 HPV31
<B MOM>
Fluorofory
FAM HPV26 HPV69 HPV73
HEX HPV42 HPV82 HPV53
Cal Red 610 HPV43 HPV54 HPV70
Quasar 670 IC HPV61 HPV6
Quasar 705 HPV44 HPV40 HPV11
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2. Interpretace vysledkl

Analyty | ‘ ‘ Hodnota\HCt ‘ Vysledek
<43 Zjisténo (+)
Cile
> 43 nebo N/A Nezjisténo (-)
<43 Zjisténo (+)
IC
> 43 nebo N/A Nezjisténo (-)

Cilova

stranka IC Celkovy vyklad

Vysledek

Vysledek*

|
Detekovana cilova nukleova kyselina

- Identifikace cilového typu HPV

Detekovana cilova nukleova kyselina**
- Identifikace cilového typu HPV

- DalSi genotypy HPV, které mohou byt pfitomny, nebyly

zZjisténo.

- + Cilova nukleova kyselina, nedetekovana

Neplatny
- Negativni signal IC naznacuje nedostateény odbér vzorku,

- - zpracovani nebo pfitomnost inhibitord.

- Opakovani testu od kroku extrakce nukleové kyseliny

pomoci dal$iho alikvotniho podilu plvodniho vzorku.

* \/nitfni kontrola nebo jiné signaly nejsou pozorovany: viz ODSTRANENI CHYB.

** Signal vnitfni kontroly maze byt snizen nebo chybét v dusledku vysokého titru patogena.
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3. Aplikace na klinické vzorky

Klinicky vzorek 1

<A MOM>
1500 ._,-" ;t‘ 400 ff 300 ‘;‘!
21000 EGDD 4 z a0 4
= & 200 | - /58
500 ™ ggﬁa 100 _,aéﬂ
J
0 FiE —+ - - L1 1 E— ] Fu%fz/
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
<B MOM>
2000 'ﬁ’ z:g f]' 1500
1500 /' 200 /
[l g sz Z1000
=000 / 150 m7. @
f 100 / 500
500 / 50 /
4 44C //
(18 ) o —— [/ 1 O S S ]
o 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cyele (Graph 2) Cycle (Graph 3)
Klinicky vzorek 2
<A MOM>
1500 ~ = 1500 -
1250 “c 7 0 1250 fﬁ
1000 300 1000 y
Z 750 3 ;m £ s
500 500 /./
250 8 100 250 / 16
0 JA01 — — ] 0 -
o 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
<B MOM>
2000 i 300 2000
1500 S z:g 1500
EWDUO / Elﬁﬂ EIDUD
42 / 100
500 50 500
0 20 — o 0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
Vysledek prohlizece Seegene (Ct)
Seegene Viewer Result (Ct)
Quasar Quasar Auto
Sample FAM HEX Cal Red 610 Quasar 705 .
670 670 Interpretation
66 | 45 58 51 59 16 33 39 | 52 | 35 18 56 68 31 Ic
MOM | n/aA | NA | 3958 N/A N/A N/A N/A N/A | N/A | N/A | N/A N/A 3905 | N/A 237
58,68,82 44
26 69 73 42 82 53 43 54 70 61 6 44 40 11 ic
MOM | n/A | NA N/A N/A 41.58 NIA N/A N/A | N/A | N/A | N/A | 30.82 N/A N/A 23.49
66 | 45 58 51 59 16 33 39 | 52 | 35 18 56 68 31 Ic
2 MOM | n/a | NA N/A N/A N/A 2404 | 3478 | N/A | NJA | NJA | N/A N/A N/A N/A 23.79 16.33.42
26 69 73 42 82 53 43 54 70 61 6 44 40 11 ic T
MOM | na | NA N/A 38.27 N/A NIA N/A N/A | N/A | N/A | N/A N/A N/A N/A 22.84
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RESENi PROBLEMU

Allplex™ HPV28 Detection ‘
e T —————

o PRAVDEPODOBNE o
POZOROVANI PRICINY RESENI
Fluorofory pro data
analyzy nejsou v souladu | Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.
s protokolem
Prosim zkontrol
.. Nespravné nastaveni real- |, ujte podminky tepelného cyklovani
Zadny signal

time termalni cykléru

a zopakujte test se spravnym nastavenim.

Nespravné skladovani nebo

expirace testovaci sady

Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana

10) a datum spotieby (viz etiketa).
testovaci soupravu a v pfipadé potfeby pouzijte
novou soupravu.

Zadna vnitini kontrola

signal

Vysoké zatiZzeni patogennimi
latkami

nukleové kyseliny

Pokud je pozorovan signal cilového patogenu,
ale ne IC,

pak mohlo dojit k inhibici amplifikace IC
vysokym titrem cilového patogenu. Pokud
chcete

pozorovat IC signal, zfedte vzorek
(1/3~1/10) ve fyziologickém roztoku a test
opakujte

od kroku extrakce.

Pfitomnost inhibitoru PCR

Zfedte, prosim, extrahovanou nukleovou
kyselinu (1/2~1/5) ve vodé bez RNazy a
zopakujte

test od kroku PCR.

Pokud se zobrazi stejny vysledek, je vzorek
(1/3~1/10) ve fyziologickém roztoku a test
opakujte

od kroku extrakce.

Nespravné odebrany vzorek

Pokud nebyl pozorovan signal cile ani IC
to znamen4, Ze vzorek byl odebran nevhodnym
zplusobem.

Odeberte vzorek znovu.

Domnéla falesna pozitivita
nebo
sledovany cilovy signal
(sledované cilové signaly)

v negativni kontrole

Kontaminace

Dekontaminuijte vSechny povrchy a nastroje

s chlornanem sodnym a ethanolem.

V prabéhu procedury pouzivejte pouze Spicky

s filtrem a ménte Spicky mezi zkumavkami
Opakujte cely

postup od extrakce nukleovych kyselin s

novou sadou reagencii.
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.

POZOROVANI

Allplex™ HPV28 Detection ‘

PRAVDEPODOBNE
PRICINY

RESENI

Kfizova kontaminace

meziPC1,2a3

Restartovat z kroku extrakce nebo restartovat

Od kroku real-time PCR.

Chyba v odbéru vzorku

Zkontrolujte prosim metodu odbéru vzorku

a znovu odeberte vzorek.

Nespravné skladovani

vzorku

Odeberte vzorek znovu a opakujte cely postup.

Ujistéte se, Ze vzorek je
skladovany podle
doporuceni.

Chyba v extrakci nukleové
kyseliny

Zknotrolujte proces extrakce a koncentraci
nukleovych kyselin,

a extrahujte nukleovou

kyselinu znovu.

Predpokladany faleSné
negativni nebo

zadny signal pozorovan v

Chyba pfi pfidavani
nukleovych

kyselina na opravu PCR
zkumavek

Zkontrolujte &isla vzork( ve zkumavkach
obsahujicich

nukleové kyseliny a ujistéte se, ze jste pfidali
nukleovou kyselinu.

do spravnych zkumavek pro PCR a peclivé
zopakujte.

test, pokud je to nutné.

Pozitivni kontrola

Pritomnost inhibitoru

Zfedte vzorek (1/3~1/10) ve fyziologickém

pufru a zopakujte test od kroku extrakce.

Fluorofory pro data
analyzy nejsou v souladu

s protokolem

Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.

Nespravné programovani

Opakujte PCR s opravenym nastavenim.

Nespravna smés PCR

Zkontrolujte, zda jsou vSechny soucasti pfidany
do

reakéni smesi. Citlivost je ohrozena
predem pfipravenym premixem. VSechna
Cinidla se musi

pred pouzitim homogenizovat a odstredit.

Ponechani €inidel pfi pokojové
teploté

po dlouhou dobu

nebo nespravné skladovani

Zkontrolujte zpusob skladovani a
datum expirace (viz Stitek soupravy) reagencii.

a v pfipadé potfeby pouzijte novou sadu.

Vykyvy v jakychkoli
cyklech

amplifikaéni krivky

Bublina ve zkumavce PCR

Pred spusténim PCR zkumavku odstredte.

46

09/2022 V1.03




@ Seegene

Allplex™ HPV28 Detection

UCINNOST

1. Analyticka specificita

Vysoka specifita detekce Allplex™ HPV28 je zajisténa oligo nukleidy navrzenymi specialné pro

sledované cile. Allplex™ HPV28 Detekce byla testovan na zkfizenou reaktivitu vaéi 105 rdznym

patogenim a amplifikace a detekce PCR byla identifikovana pouze pro uréené cile.

Zoroi  leolitc, Visledekt
1 Acinetobacter baumannii ZMC 0801597 Nezjisténo
2 Acinetobacter ulwoffii ZMC 0801909 Nezjisténo
3 Adenovirus typu 1 ZMC 0810050CF Nezjisténo
4 Adenovirus typu 18 KBPV KBPV-VR-4D Nezjisténo
5 Adenovirus typu 23 KBPV KBPV-VR-5D Nezjisténo
6 Adenovirus typu 40 ZMC 0810084CF Nezjisténo
7 Bacteroides fragilis ZMC 0801583 Nezjisténo
8 Bifidobacterium longum ZMC 0804047 Nezjisténo
9 Candida albicans ZMC 0801504 Nezjisténo
10 Chlamydia trachomatis ZMC 0801775 Nezjisténo
11 Clostridium perfringens typ A ZMC 0801585 Nezjisténo
12 Corynebacterium genitalium ZMC 0804108 Nezjisténo
13 Cytomegalovirus (CMV) (kmen: AD-169) ZMC 0810003CF Nezjisténo
14 Enterobacter cloacae ZMC 0801597 Nezjisténo
15 Enterococcus faecalis ZMC 0801637 Nezjisténo
16 Escherichia coli ZMC 0801517 Nezjisténo
17 Fusobacterium nucleatum ZMC 0801911 Nezjisténo
18 Gardnerella vaginalis ZMC 0801894 Nezjisténo
19 Haemophilus ducreyi ZMC 0801736 Nezjisténo
20 Herpes simplex virus typu 1 (HSV-1) ZMC 0810005CF Nezjisténo

(Kmen: Maclintyre)
21 Herpes simplex virus typu 2 (HSV-2) ZMC 0810006CF Nezjisténo
(Kmen: MS)
22 Virus lidské hepatitidy B (HBV) ZMC NATHBV-0006 Nezjisténo
23 Virus lidské imunodeficience (HIV-1) ATCC VR-3245SD Nezjisténo
24 Klebsiella pneumoniae ZMC 0801506 Nezjisténo
25 Lactobacillus acidophilus ZMC 0801540 Nezjisténo
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26 Lactobacillus crispatus ZMC 0804143 Nezjisténo
27 Lactobacillus gasseri ZMC 0804327 Nezjisténo
28 Lactobacillus iners ZMC 0804261 Nezjisténo
29 Lactobacillus jensenii ZMC 0804260 Nezjisténo
30 Mobiluncus curtisii ZMC 0804141 Nezjisténo
31 Mobiluncus mulieris ZMC 0804116 Nezjisténo
32 Mycoplasma hominis ZMC 0804011 Nezjisténo
33 Neisseria gonorrhoeae ZMC 0801482 Nezjisténo
34 Neisseria plactamica ZMC 0801752 Nezjisténo
35 Neisseria meningitidis séroskupina A ZMC 0801511 Nezjisténo
36 Neisseria sicca ZMC 0801754 Nezjisténo
37 Peptostreptococcus anaerobius ZMC 0804012 Nezjisténo
38 Prevotella melaninogenica ZMC 0804292 Nezjisténo
39 Proteus mirabilis ZMC 0804544 Nezjisténo
40 Pseudomonas aeruginosa ZMC 0801519 Nezjisténo
41 Pseudomonas fluorescens ZMC 0804248 Nezjisténo
42 Serratia marcescens ZMC 0801723 Nezjisténo
43 Simian Virus 40 (SV40) ATCC VRMC-2 Nezjisténo
a4 Staphylococcus rezistentni vici meticilinu ZMC 0801638 Nezjisténo
aureus (MRSA)
5 Staphylococc-us rezlls‘tentnl vuci meticilinu ZMC 0801651 Nezjiténo
epidermidis (MRSE)
46 Streptococcus agalactiae ZMC 0801545 Nezjisténo
a7 Streptococcus mitis ZMC 0801695 Nezjisténo
48 Streptococcus pyogenes ZMC 0801512 Nezjisténo
49 Syfilis (Treponema pallidum) ZMC KZMC002 Nezjisténo
50 Trichomonas vaginalis ZMC 0801805 Nezjisténo
51 Ureaplasma urealyticum NCTC 10177 Nezjisténo
Klonovana
52 HPV1 DNA Nezjisténo
Klonovana
53 HPV2 DNA Nezjisténo
54 HPV3 Korejsky izolat Nezjisténo
Klonovana
55 HPV4 DNA Nezjisténo
Klonovana
56 HPV5 DNA Nezjisténo
Klonovana
57 HPV8 DNA Nezjisténo
58 HPV10 Korejsky izolat Nezjisténo
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Klonovana
59 HPV13 DNA Nezjisténo
60 HPV27 Korejsky izolat Nezjisténo
Klonovana
61 HPV30 DNA Nezjisténo
62 HPV32 Korejsky izolat Nezjisténo
63 HPV34 Korejsky izolat Nezjisténo
64 HPV55 Korejsky izolat Nezjisténo
65 HPV57 Korejsky izolat Nezjisténo
66 HPV62 Korejsky izolat Nezjisténo
67 HPV67 Korejsky izolat Nezjisténo
68 HPV71 Korejsky izolat Nezjisténo
69 HPV72 Korejsky izolat Nezjisténo
70 HPV74 Korejsky izolat Nezjisténo
71 HPV81 Korejsky izolat Nezjisténo
Klonovana
72 HPV83 DNA Nezjisténo
73 HPV84 Korejsky izolat Nezjisténo
Klonovana
74 HPV85 DNA Nezjisténo
Klonované
75 HPV102 DNA Nezjisténo
76 SiHa (HPV16 pozitivni) KCLB 30035 Zjistény HPV16
77 HelLa (HPV18 pozitivni) KCLB 10002 Zjistény HPV18
78 HPV16 NIBSC 06/202 Zjistény HPV16
79 HPV18 NIBSC 06/206 Zjistény HPV18
80 HPV31 NIBSC 14/258 Zjistény HPV31
81 HPV33 NIBSC 14/260 Zjistény HPV33
82 HPV35 Korejsky izolat Zjistény HPV35
83 HPV39 Korejsky izolat Zjistény HPV39
84 HPV45 NIBSC 14/104 Zjistény HPV45
85 HPV51 Korejsky izolat Zjistény HPV51
86 HPV52 NIBSC 14/262 Zjistén HPV52
87 HPV56 Korejsky izolat Zjistény HPV56
88 HPV58 NIBSC 14/264 Zjistén HPV58
89 HPV59 Korejsky izolat Zjistény HPV59
90 HPV66 Korejsky izolat Zjistény HPV66
91 HPV68 Korejsky izolat Zjistény HPV68
92 HPV6 NIBSC 14/256 Zjistény HPV6
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93 HPV11 NIBSC 14/100 Zjistény HPV11
94 HPV26 Korejsky izolat Zjistény HPV26
95 HPV40 Korejsky izolat Zjistény HPV40
9 HPV42 Korejsky izolat Zjistény HPV42
97 HPV43 Korejsky izolat Zjistény HPV43
08 HPV44 Korejsky izolat Zjistény HPV44
99 HPV53 Korejsky izolat Zjistény HPV53
100 HPV54 Korejsky izolat Zjistény HPV54
101 HPV61 Korejsky izolat Zjistény HPV61
102 HPV69 Korejsky izolat Zjistény HPV69
103 HPV70 Korejsky izolat Zjistény HPV70
104 HPV73 Korejsky izolat Zjistén HPV73

105 HPV82 Korejsky izolat Zjistény HPV82

t Testy specificity byly opakovany tfikrat.
X ATCC: American Type Culture Collection
KBPV: Korejska banka pro patogenni viry
ZMC: ZeptoMetrix Corporation
NCTC: Narodni sbirka typovych kultur
NIBSC: Narodni institut pro biologické standardy a kontrolu
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2. Analyticka citlivost

Za ucelem stanoveni plimitu detekce (LoD) detekce Allplex™ HPV28 byla pDNA pro cil 6, 11, 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 69, 70, 73, 82 a 2 typy
bunéénych linii pro cil 16 a 18 sériové nafedéna do smésnych HPV negativnich vzorkl délozniho
hrdla odebranych v roztoku ThinPrep. Nukleové kyseliny byly extrahovany pomoci Microlab NIMBUS
IVD (STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit). Limit detekce pro kazdy cil byl odhadnut probitovou
analyzou pomoci softwaru (MedCalc V20.015).

2-1.Limit detekce: Bunécné linie HPV

cil Limit detekce
(buriky/ml)
SiHa (HPV16) 88.9
HelLa (HPV18) 45.2

2-2.Limit detekce: HPV pDNA

Gil Limit Qetekce Gil Limit detekce
(kopie/ml) (IU/ml)

HPV26 2101 HPV6 5193

HPV35 3556 HPV11 4931

HPV39 2515 HPV16 4134

HPV40 3171 HPV18 1217

HPV42 1801 HPV31 3680

HPV43 2586 HPV33 1616

HPV44 1477 HPV45 5643

HPV51 3142 HPV52 2967

HPV53 2385 HPV58 2263

HPV54 2917

HPV56 3623

HPV59 3660

HPV61 1184

HPV66 3941

HPV68 3586

HPV69 1871

HPV70 2563

HPV73 2434

HPV82 2832
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3. Reprodukovatelnost

Test reprodukovatelnosti byl pfipraven véetné stfedné pozitivnich (3x LD) a malo pozitivnich (1x LD)
vzorkU. V kazdém testovacim misté byla souprava testovana po dobu 5 dnu, 2 pokusy denné dvéma
rdznymi experimentatory a trojnasobkem kazdého cile. Pro studii reprodukovatelnosti byla u kazdého
cile sledovana mira pozitivity: Pro stfedné pozitivni vzorky bylo zjisténo 100,0 %, pro nizce pozitivni
vzorky > 95 %. Reprodukovatelnost detekce Allplex™ HPV28 byla hodnocena mezi jednotlivymi
béhy, pracovisti a Sarzemi produktu. Mira pozitivity pro vS8echny koncentrace splfovala kritéria a
hodnoty CV byly nizsi nez 10 (<10).

Vysledky splfiovaly vy$e uvedena kritéria, coz potvrzuje reprodukovatelnost detekce HPV28 pomoci
Allplex™,

4. Intereferujici latky

Pridani latky nemélo zadny vliv na vysledky: nespecifické detekce nebo inhibice amplifikace cile. Na

zakladé vysledku bylo zjisténo, Ze 7 raznych typu interferujicich latek nemélo zadny vliv na vysledky

detekce Allplex™ HPV28.

Testovana
Rusivé latky koncentrace
1 |Krev Clovék 5 % viv
Lee Biosolutions 6
2 | Leukocyty, sonikovaneé (kat. &. 342-10-1) 1X10” bunék/ml
. . o Sigma-Aldrich
3 | Mucin (Mucin z praseciho Zaludku 10%
( P ) (kat. &. M1778-10G) 0% viv
. Abcam
4 | Spermicid (Nonoxynol-9 10% wi/
P ( ynol-9) (kat. & ab143673) oW
® Jezero Spotiebitel
5 | Yeast Gard Advanced Products, Inc. 10% wiv
. . .®
6 | Lubrikant Vagisil 10% wiv
7 | Antikoncepéni pilulka (Mercilon®) Alvogen® 10% wiv
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5. Klinicka G¢innost

[Klinicka acéinnost detekce HPV28 pomoci Allplex™ v cervikalnich vzorcich]

Klinicka ucinnost Allplex™ HPV28 Detection byla ovéfena u vzorkd délozniho &ipku. Celkem bylo
testovano 981 vzork( délozniho €ipku a kazdy vysledek Allplex™ HPV28 Detection byl porovnan s
odpovidajicim vysledkem komparatoru s ozna¢enim CE. Kazdy cil zahrnujici 19 vysoce rizikovych
HPV a 9 nizkorizikovych HPV vykazoval pozitivni procentualni shodu, negativni procentualni shodu
a celkovou procentualni shodu pfesahujici 95 %, coz naznacuje klinickou validitu. Podrobnosti
naleznete v nasledujici tabulce.

Typ HPV PPA (%) NPA (%) OPA (%)
HPV16 100.00 99.89 99.90
HPV18 96.00 99.89 99.69
HPV31 100.00 99.56 99.59
HPV33 100.00 100.00 100.00
HPV35 98.25 99.89 99.80
HPV39 97.64 99.77 99.49
HPV45 100.00 99.89 99.90
HPV51 97.78 99.78 99.59
HPV52 100.00 98.66 98.78
HPV56 95.30 98.80 98.27
HPV58 99.33 99.76 99.69
HPV59 98.55 99.78 99.69
HPV66 98.72 99.45 99.39
HPV68 98.96 99.77 99.69
HPV26 100.00 100.00 100.00
HPV53 98.39 98.80 98.78
HPV69 100.00 100.00 100.00
HPV73 100.00 99.90 99.90
HPV82 100.00 99.90 99.90
HPV6 100.00 99.79 99.80
HPV11 100.00 100.00 100.00
HPV40 100.00 100.00 100.00
HPV42 97.22 100.00 99.90
HPV43 100.00 99.69 99.69
HPV44 97.62 99.68 99.59
HPV54 96.23 99.57 99.39
HPV61 100.00 99.37 99.39
HPV70 96.77 99.79 99.69

X PPA: Pozitivni procentualni shoda
NPA: Zaporné procento dohody
OPA: Celkova procentualni shoda
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[Klinicka acinnost pro samoodbér vaginalnich vzorku]

Byla provedena klinicka studie pro samoodbér vaginalnich vzork( s cilem porovnat u¢innost detekce
HPV u samoodbéru a u vzorkd odebranych lékafem pomoci Allplex™ HPV28 Detection. Samostatné
odebrané vzorky a vzorky odebrané klinickym Iékafem byly ziskany od stejného subjektu pomoci
kartacku Evalyn® Brush, respektive ThinPrep® . 'V této klinické studii vykazoval Allplex™ HPV28
Detection podobnou klinickou vykonnost mezi parovymi vzorky odebranymi samoplatci a vzorky

odebranymi klinikem.
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KLiC K SYMBOLUM

Kli¢ k symbolam pouzitym v pfiruce a na Stitcich.

Symbol Vysvétleni

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
LOT Sarze davky
Katalogové Cislo
g Datum spotreby
/}[ Horni limit teploty
PRIMER Smés oligonukleotid pro amplifikaci a detekci
ENZYME Smés enzymdu
BUFFER Pufr
WATER Voda bez RNazy

CONTROL Pozitivni kontrola (PC)

Precltéte si navod k pouziti

1]
u Vyrobce
o]

Datum vyroby

EC |REP Autorizovany zastupce v Evropském spole€enstvi

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro <n> testu

& Upozornéni

UDI Jedineény identifikator zafizeni

rxns Reakéni ¢arovy kdéd pro automatizovany extrakéni systém
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

Kat. €. Produkt

Rada Allplex™ HPV

HP10373Z Allplex™ HPV28 Detection 25 reakci
HP10372X Allplex™ HPV28 Detection 100 reakci
HP10371Z Allplex™ HPV HR Detection 25 reakci
HP10370X Allplex™ HPV HR Detection 100 reakci
HP10376L Allplex™ HPV HR Detection 100 reakci x 8 sad

Automatizované extrakéni systémy

65415-02 Microlab NIMBUS IVD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARIlet EA
SG72100 AIOS EA
744300.4.UC384 Univerzalni sada kazet STARMag 96 X 4 384T / 1box
SG71100 SEEPREP32 EA
EX00009P STARMag 96 ProPrep (typ desticky) 96T / 1box
EX00009T STARMag 96 ProPrep (typ zkumavky) 96T / 1box
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