Czerwiec 2023 r.

QIlAscreen® HPV PCR Test —
Instrukcja uzycia (Instrukcja
obstugi)

\Z

Wersja 1
IVD

Do diagnostyki in vitro

Do stosowania z aparatem Rotor-Gene® Q MDx

C€

617005
‘ Self-screen B.V., Plesmanlaan 125, 1066 CX Amsterdam, Holandia
R3 1132289PL

00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Spis tresci

PrZEZNACZENIE ... 4
Podsumowanie i ODJaSNIENIE ..........ooiiiiiiii e 5
=TT To F= W o] o Lo =To (1| VPSPPSRI 6
Materiaty doStarcCzone W ZeSTaWIE ..........uuiiiiiieii e 7
Materiaty wymagane, ale niedostarCzane................ooiiiiiiiiiiiiiii e 8

Materiaty eksploatacyjne, odczynniki i aparaty potrzebne do przygotowania

10 o) PPt 8
Materiaty eksploatacyjne do aparatu Rotor-Gene Q MDX.........cccccoeeeiiiiiiiiiiineeenes 8
VWYPOSAZENIE. ....ee ettt ettt e bbb 8
Sprzet potrzebny do izolacji i przeprowadzenia reakcji real-time PCR..................... 9
Ostrzezenia i SrodKi OSIrOZNOSCI.........viiuiiiiiiiiie et 10
Informacje dotyczace bezpieCzeNStWA ...........eeviiiiiieiiiii e 10
OgoINe Srodki OSTOZNOSCI.....ccciuvriieiiiieei it 10
Przechowywanie odczynnikéw i sposéb postgpowania z odczynnikami ...........cccocceeeeennee. 12
Przechowywanie prébek i sposéb postepowania z probkami...........ccccvveviiiiiiiiiiiiinns 14
Przygotowani€ PrODKI ..........ooi e a e 16
Protokot: Test QlAscreen HPV PCR Test w aparacie Rotor-Gene Q MDX......................... 19
Reakcja PCR w aparatach Rotor-Gene Q MDx z rotorem na 72 probéwki............. 21
Interpretacja WYNIKOW ...t e e e e 25
(o] =T ol [074=Y o1 - NSO S PPPPRRP 27
Parametry SKULECZNOSCI ......coiuiiiiiiiieeee e e e 29
Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD) ..........cccceeriiiiiiiieceieec e 29

2 QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 06/2023



SWOISTOSE @NalitYCZNA .........vviiiiiei i 30
Skutecznos¢ kliniczna w przypadku prébek z szyjki macicy (zeskrobin)................. 30
(00 L4117 2= g T 1= 31

Skuteczno$¢ testu przeprowadzonego na probkach (szyjkowo-)pochwowych

pobranyCh SAMOAZIEINIE ...........cccuiiiiiie e 31

Substancje zaKtOCajgCe™ ........ccocuiii i 31
LIEEIALUNE ...ttt 32
ROzZwigzywanie probleMOW .............ooiiiiiiiiie e 34
SYMDOIE ...t 36
INfOrmMacje KONTAKIOWE...........eiiiiiiii et 37
Informacje dotyCzgCe Zzamawiania............coooi i 38
Historia zmian doKUMENTU ..........ooiiiii e 40

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 06/2023 3



Przeznaczenie

Test QlAscreen HPV PCR Test to oznaczenie oparte na reakgcji real-time PCR in vitro, ktore
stuzy do jakosciowego wykrywania DNA wirusa brodawczaka Iludzkiego (Human
papillomavirus, HPV) o nastepujacych 15 genotypach (prawdopodobnie) wysokiego ryzyka:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67 oraz 68.

Za pomocg testu QlAscreen HPV PCR Test mozna oznacza¢ probki DNA wyizolowanego z

materiatéw pobranych w nastepujgcy sposoéb:

® probki z szyjki macicy pobrane (przez lekarza) za pomocg szczoteczki/miotetki do
wymazow cytologicznych;
® probki wymazu z pochwy pobrane (samodzielnie) za pomocg szczoteczki cytologicznej

lub irygatora.

Wskazania dotyczgce stosowania:

® jako test pierwszego rzutu wykonywany w ramach badan przesiewowych kobiet pod
katem ryzyka wystepowania stanéw (przed)rakowych szyjki macicy w celu okreslenia
koniecznosci skierowania na kolposkopie lub inne dalsze procedury;

® jako test kontrolny u kobiet, u ktérych w badaniu cytologicznym stwierdzono obecnos¢
atypowych komorek nabtonka ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu (atypical squamous
cells of wundetermined significance, ASC-US) Iub matego stopnia zmian
srodnabtonkowych w komorkach nabtonka ptaskiego (low-grade squamous intra-
epithelial neoplasia, LSIL) w celu okreslenia koniecznosci skierowania na kolposkopie

lub inne dalsze procedury.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez wykwalifikowanych pracownikéw, takich jak
technicy czy laboranci przeszkoleni w dziedzinie procedur diagnostyki in vitro, technik

biologii molekularnej oraz obstugi systemu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Podsumowanie i objasnienie

Wirusy brodawczaka ludzkiego (Human papillomavirus, HPV) to niewielkie wirusy nalezace
do rodziny papillomawiruséw i posiadajgce dwuniciowy DNA. Kolisty genom sklada sie
z okoto 7,9 tysigca par zasad. Zidentyfikowano ponad 100 typéw HPV, z ktérych niektore,
okreslane jako wirusy HPV wysokiego ryzyka (ang. high-risk HPV, hrHPV), takie jak HPV 16
i 18, zwigzane sg z powstawaniem zmian btony sluzowej, co moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworéw ztosliwych. Rak szyjki macicy i poprzedzajgce go zmiany chorobowe
(srodnabtonkowa neoplazja szyjki macicy, ang. Cervical Intraepithelial Neoplasia, CIN) to

najbardziej znane powikfania przetrwatego zakazenia typem HPV wysokiego ryzyka (1-3).

Genom wirusa zawiera geny wczesne (Early, E) oraz pézne (Late, L), ktére kodujg biatka
niezbedne do odpowiednio wczesnych i péznych etapéw cyklu replikacyjnego wirusa HPV.
Produkty genéw E6 i E7 wiruséw hrHPV majg wiasciwosci kancerogenne i sg niezbedne do
transformacji nowotworowej komoérek gospodarza (4). Rozwdj nowotworu ztosliwego jest
czesto zwigzany z integracjg gendw wirusa z genomem komorki gospodarza (5). Integracja
prowadzi do przerwania genomu wirusowego w regionie, ktéry moze rozciggac sie od
otwartej ramki odczytu E1 do L1 (6). Moze to mie¢ wptyw na zachodzgcg podczas reakc;ji
PCR amplifikacje wirusowego DNA w tych regionach. Inicjacja oraz utrzymanie zmienionego
fenotypu wymaga ciggtej ekspresji wirusowych onkoprotein (7, 8), dlatego w raku szyjki
macicy region E6/E7 wirusa jest zawsze utrzymywany w zintegrowanych genomach
wirusowych (6). Test QlAscreen HPV PCR Test za miejsce docelowe wykorzystuje
konserwatywny region genu E7. Oznaczenie zostato zatwierdzone Kklinicznie zgodnie
z miedzynarodowymi wytycznymi w zakresie oznaczeh wykrywajacych wirusa HPV i na
podstawie innych badan (9, 10, 14, 15).

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 06/2023 5



Zasada procedury

Test QlAscreen HPV PCR Test to oznaczenie oparte na multipleksowej reakcji real-time
PCR ukierunkowanej na gen E7 15 typéw wirusa HPV (prawdopodobnie) wysokiego ryzyka,
w ktérej do wykrycia co najmniej jednego gromadzgcego sie produktu reakcji PCR
wykorzystywane sg sondy fluorescencyjne. W trakcie kazdego cyklu reakcji PCR sygnat
fluorescencyjny rosnie w sposob logarytmiczny, w wyniku czego powstaje krzywa
amplifikacji. Gdy tylko krzywa amplifikacji sekwencji docelowej przekroczy warto$¢ progows,
probka jest uznawana za pozytywng dla danej sekwencji. Reakcja multipleksowa umozliwia
jednoczesng detekcje czterech réznych barwnikéw fluorescencyjnych w jednej reakcji, gdzie
kazdy barwnik fluorescencyjny stuzy do identyfikacji innej sekwencji docelowej. Te cztery
rozne sekwencje docelowe znajdujg sie w: 1. HPV 16, 2. HPV 18, 3. puli 13 innych typow
hrHPV oraz 4. ludzkim genie B-globiny. Test QlAscreen HPV PCR Test umozliwia oddzielng
detekcje HPV 16, HPV 18 oraz puli 13 innych genotypow hrHPV. Ludzki gen B-globiny jest
wykorzystywany jako kontrola probki w celu okre$lenia jakosci badanego DNA oraz

obecnosci potencjalnych substancji hamujgcych.
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartos¢ zestawu

QlAscreen HPV PCR Test Kit 72 reakcje
Nr katalogowy 617005
QlAscreen Master Mix (Mieszanina Master Mix Przezroczysta 1080 pl
QlAscreen) (1 probéwka)

QlAscreen Positive Control (Kontrola pozytywna Przezroczysta 100 pl
QlAscreen) (1 probéwka)

QIlAscreen Negative Control (Kontrola negatywna Przezroczysta 100 pl

QlAscreen) (1 probéwka)

QIAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia
(Instrukcja obstugi)
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS)
uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktow.

Materiaty eksploatacyjne, odczynniki i aparaty potrzebne do
przygotowania probki

® Roztwdér Hologic PreservCyt® Solution (do przechowywania probek pobranych
samodzielnie)

e Standardowe zestawy do izolacji DNA, takie jak QlAamp® DSP Virus Spin Kit
(QIAGEN, nr kat. 61704) i QlIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Midi Kit (QIAGEN,
nr kat. 937055) oraz NucleoMag 96 Tissue (Macherey-Nagel, nr kat. 744300)

o Bufor PBS do probek z szyjki macicy w podtozu do pobierania prébek PreservCyt

o Bufor AL (QIAGEN, nr kat. 19075) do wstepnego przygotowania prébek z szyjki macicy
zebranych do podtoza do pobierania prébek SurePath i CellSolutions

Materiaty eksploatacyjne do aparatu Rotor-Gene Q MDx

® Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, do stosowania w rotorze 72-Well Rotor (QIAGEN, nr
kat. 981103 lub 981106)

Wyposazenie

Pipety (z regulacjg) “przeznaczone do reakcji PCR (1-10 pl; 10=100 l)

Jatowe, wolne od DNaz koncéwki do pipet z filtrem, przeznaczone do reakcji PCR
Rekawiczki jednorazowe

Wiréwka laboratoryjna’

Wytrzgsarka’

" Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Sprzet potrzebny do izolacji i przeprowadzenia reakcji real-time
PCR

Modut QIAsymphony SP (nr kat. 9001297) (do opcjonalnej automatyzacji izolacji)
System Rotor-Gene Q 5plex HRM System (nr kat. 9002033) lub aparat Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM (nr kat. 9002032) z oprogramowaniem Rotor-Gene Q w wersji 2.3.1
lub wyzszej”

® Szablon programu QlAscreen dla aparatu Rotor-Gene Q. Szablon jest nazwany
,QlAscreen RGQ profile v1.0.ret”.

® Szablony analizy kanatéw QlAscreen dla kanatu zielonego (HPV 16), zéttego (inne typy
HPV), pomaranczowego (B-globina) i czerwonego (HPV 18). Pliki szablonéw sg

zapisane z rozszerzeniem ,.qut”.

“ Jesli dotyczy, aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany w styczniu 2010 r. lub pdzniej. Data produkgii jest
zawarta w numerze seryjnym znajdujgcym sie z tytu aparatu. Numer jest zapisany w formacie ,mmrrnnn”, gdzie
,mm” oznacza miesigc produkcji zapisany za pomoca cyfr, ,rr” oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkcji,

a ,nnn” — unikatowy identyfikator aparatu.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). S3 one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac¢ i drukowac karty

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

o Kontrole pozytywne i negatywne testu QlAscreen HPV PCR Test zawierajg azydek
sodu jako srodek konserwujgcy (0,01%). Azydek sodu moze wchodzi¢ w reakcije z
ofowianymi i miedzianymi elementami instalacji wodno-kanalizacyjnej i tworzy¢
wybuchowe azydki metali. Aby unikng¢ gromadzenia sie azydkow, po wylaniu ich do

zlewu nalezy przeptukaé rury duzg iloscig zimnej wody.

Ogodlne srodki ostroznosci

Podczas przeprowadzania testow PCR wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk
laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu, witasciwych dla biologii

molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.
Zawsze nalezy mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:

® Podczas pracy z prébkami nalezy nosi¢ jednorazowe rekawiczki bezpudrowe, fartuch
laboratoryjny i okulary ochronne.

® Nalezy chroni¢ prébki i zestaw przed zanieczyszczeniami mikrobiologicznymi
i nukleazami (DNazami). DNazy mogg spowodowac rozktad matrycy DNA.

® Nalezy unika¢ zanieczyszczen spowodowanych przeniesieniem DNA lub produktow
PCR, ktére mogtyby powodowac¢ uzyskanie fatszywie pozytywnego sygnatu.
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Zawsze nalezy uzywac jednorazowych koncowek do pipet wolnych od DNaz z
barierami aerozolowymi.

Odczynniki testu QlAscreen HPV PCR Test zostaty rozcienczone w optymalny sposob.
Nie nalezy bardziej rozciencza¢ odczynnikéw, poniewaz moze to skutkowac utratg
skutecznosci.

Wszystkie odczynniki dostarczone z testem QlAscreen HPV PCR Test sg
przeznaczone wytgcznie do stosowania z odczynnikami z tego samego zestawu.

Nie nalezy zastepowaé¢ odczynnika z jednego zestawu odczynnikiem z innego zestawu
QlAscreen HPV PCR Test kit, nawet jesli pochodzi on z tej samej partii, poniewaz
moze to wptywaé na skutecznosé.

Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci i procedury mozna znalez¢ w instrukciji
obstugi aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Przed wykonaniem pierwszego cyklu danego dnia nalezy wykonac¢ program
rozgrzewajgcy aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM w temperaturze 95°C przez

10 minut.

Zmiana czasow i temperatur inkubacji moze spowodowac otrzymanie btednych lub
sprzecznych danych.

Nie nalezy uzywac sktadnikéw zestawu po uptywie daty waznosci lub w przypadku,
gdy byly niewtasciwie przechowywane.

Czas ekspozycji sktadnikow na $wiatto powinien by¢ zminimalizowany: wtasciwosci
mieszanin reakcyjnych mogg ulec zmianie pod wptywem sSwiatta.

Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢, aby unikngé zanieczyszczenia mieszanin
syntetycznymi materiatami, ktére sg zawarte w odczynnikach do reakcji PCR.
Pozostatosci probek i odczynnikéw nalezy utylizowaé zgodnie z lokalnymi procedurami

dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Przechowywanie odczynnikdw i sposob
postepowania z odczynnikami

Warunki transportu

Test QlAscreen HPV PCR Test jest transportowany na suchym lodzie. Jesli ktorykolwiek
sktadnik testu QlAscreen HPV PCR Test nie byt zamrozony w chwili odbioru, opakowanie
zewnetrzne zostato otwarte podczas transportu lub przesytka nie zawiera listu
przewozowego, instrukcji obstugi lub odczynnikéw, nalezy skontaktowaé sie z jednym
z dziatdbw pomocy technicznej firmy QIAGEN Iub lokalnym dystrybutorem (informacje
znajdujg sie na stronie www.giagen.com).

Warunki przechowywania
Test QlAscreen HPV PCR Test musi zosta¢ natychmiast po dostarczeniu umieszczony w
zamrazarce o statej temperaturze od -30°C do -15°C bez dostepu $wiatta.

Stabilnos¢
Test QlAscreen HPV PCR Test zachowuje stabilno$¢ do uptynigcia terminu waznosci
podanego na etykiecie opakowania, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywaé w oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od -30°C do -15°C. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania.
Nie nalezy przekraczac 5 cykli zamrazania-rozmrazania.

® Przed otwarciem delikatnie wymiesza¢ przez 10-krotne odwrécenie probdéwki
i odwirowac wszystkie probowki.

o Daty waznosci dla kazdego odczynnika sg okreslone na etykietach poszczegdinych
sktadnikow. W prawidtowych warunkach przechowywania skuteczno$¢ produktu
zostanie zachowana w okresie stabilnosci, jezeli bedg uzywane sktadniki pochodzace
z tej samej partii.
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® Procedury kontroli jakosci firmy QIAGEN obejmujg testowanie dziatania zestawéw
przed ich dopuszczeniem, wykonywane dla kazdej serii zestawow. Nie nalezy mieszaé
odczynnikéw z réznych zestawow, nawet jesli pochodzg z tej samej serii.

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na pudetkach i etykietach wszystkich skfadnikow. Nie nalezy uzywaé

sktadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Przechowywanie probek i sposob postepowania
Z probkami

PRZESTROGA | Wszystkie prébki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie

zakazny.

Prébki z szyjki macicy

Test QlAscreen HPV PCR Test nalezy przeprowadza¢ na prébkach genomowego DNA
uzyskanego z prébek z szyjki macicy (zeskrobiny). Zatwierdzone podfoza do pobierania
prébek z szyjki macicy (zeskrobin) to PreservCyt, CellSolutions®, Pathtezt® i Surepath®.
Optymalna temperatura przechowywania prébek klinicznych po dostarczeniu do
laboratorium wynosi 2-8°C. W tych warunkach przechowywania probki w podiozu do
pobierania probek PreservCyt sg stabilne przez 3 miesigce, a w podtozu do pobierania
probek Surepath przez 2 tygodnie przed izolacjg DNA.

Prébki z szyjki macicy zebrane do podioza PreservCyt mozna przechowywaé przez
maksymalnie 210 dni od momentu pobrania w temperaturze 18-25°C, maksymalnie dwa
i pot roku w temperaturze 2—-8°C oraz maksymalnie 2 lata w temperaturze <20°C. Prébki
z szyjki macicy zebrane do podtoza Surepath mozna przechowywaé przez maksymalnie
10 tygodni od momentu pobrania w temperaturze 2-30°C, maksymalnie dwa i po6t roku
w temperaturze 2—8°C oraz maksymalnie 210 dni w temperaturze <20°C.
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Prébki wymazu z pochwy pobrane samodzielnie szczoteczkg cytologiczng

Test QlAscreen HPV PCR Test nalezy przeprowadza¢ z uzyciem genomowego DNA
wyizolowanego z probek pobranych samodzielnie szczoteczkg cytologiczng oraz z prébek
pobranych samodzielnie poprzez irygacje szyjkowo-pochwowa. Prébki wymazu z pochwy
pobrane samodzielne szczoteczkg cytologiczng po pobraniu nalezy transportowaé¢ na sucho
lub w roztworze soli fizjologicznej (NaCl o stezeniu masowym 0,9%), natomiast po
dostarczeniu do laboratorium przechowywa¢ w poditozu PreservCyt. Prébki pobrane
samodzielne poprzez irygacje szyjkowo-pochwowg po pobraniu nalezy transportowac
w roztworze soli fizjologicznej (NaCl o stezeniu masowym 0,9%), natomiast po dostarczeniu
do laboratorium przechowywaé w podtozu PreservCyt. Probki pobrane samodzielnie
w podtozu PreservCyt mozna przechowywac¢ maksymalnie 210 dni od momentu pobrania
w temperaturze 18-25°C, maksymalnie dwa i pot roku w temperaturze 2-8°C oraz

maksymalnie 2 lata w temperaturze <20°C.

Prébki genomowego DNA

Po izolacji genomowy DNA moze by¢ przechowywany w temperaturze 2—-8°C przez krotki

okres (<2 dni) lub w temperaturze od -30°C do -15°C przez maksymalnie 12 miesiecy.
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Przygotowanie probki

Izolacja DNA

Standardowe zestawy do izolacji DNA (np. zestawy z kolumnami i kulkami magnetycznymi,
takie jak QIAamp® DSP Virus Spin Kit, QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Midi Kit oraz
NucleoMag 96 Tissue, (Macherey-Nagel)) sg zgodne z tym oznaczeniem. Szczegdtowe
informacje dotyczace korzystania z zestawu QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Midi Kit

przedstawiono ponize;.

Prébki kliniczne w podtozu do pobierania probek PreservCyt lub PathTezt

W przypadku prébek (zeskrobin) z szyjki macicy zawieszonych w podtozu do pobierania
probek PreservCyt lub PathTezt frakcja DNA uzyta do reakcji PCR stanowi 0,125% z 20 ml
probki zeskrobin z kanatu szyjki macicy w podtozu PreservCyt lub PathTezt. Odpowiada to
25 pl pierwotnego typu probki. Jako matrycy do reakcji PCR mozna uzy¢ tylko 5 pl
wyizolowanego DNA, dlatego nalezy zmodyfikowaé protokét izolacji DNA, tak aby 5 pl
wyizolowanego DNA opowiadato 25 ul prébki z szyjki macicy (zeskrobin), co zagwarantuje,
ze do reakcji PCR wykorzystana zostanie wiasciwa frakcja prébki z szyjki macicy.
Réwnowartosciowe poditoza z dodatkiem (np. Surepath) lub bez dodatku (np. PreservCyt)
formaldehydu nalezy wykorzystywa¢ w podobny sposéb.

Wazne: Podtoze PreservCyt moze zakiécac proces izolacji DNA. Problem ten mozna

rozwigzac¢ na dwa sposoby.

1. Przed rozpoczeciem izolacji DNA rozcienczy¢ porcje prébki w podtozu PreservCyt
w réwnej objetosci buforu PBS lub buforu do lizy z zestawu do izolacji DNA i
wymieszac. Upewnic¢ sie, ze catkowita objetos¢ probki jest wtasciwa dla danego
zestawu do izolacji DNA. Jesli catkowita objetos¢ jest zbyt duza dla danego zestawu
do izolacji, zaleca sie zastosowanie 2. metody opisanej ponizej.
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2. Odwirowac probke w podtozu PreservCyt (23400 x g przez 10 min) i usung¢ supernatant.
Osad bedzie ponownie zawieszony w odpowiedniej objetosci buforu PBS lub buforu do lizy
wiasciwego dla danego zestawu do izolacji DNA (w przypadku zestawu QlAamp DSP Virus
Spin Kit: zawiesi¢ w 200 pl buforu PBS i postepowac zgodnie z instrukcjami producenta
w zakresie izolacji DNA, przeprowadzi¢ elucje w 100 pl; w przypadku zestawu Nagel
NucleoMag96 Tissue: zawiesi¢ w 100 ul buforu T1 z zestawu i postepowac zgodnie
z instrukcjami producenta, przeprowadzi¢ elucje w 100 pl).

Réwnowazne podtoze nalezy przetwarza¢ w podobny sposoéb.

Szczegotowe informacije dotyczace korzystania z zestawu QIAsymphony® DSP
Virus/Pathogen Midi Kit

Protokét QSDSP: 500 pl probki z szyjki macicy w podtozu PreservCyt zostaje zmieszane
z 500 pl buforu PBS. Cykl zintegrowany zgodny z protokotem Complex800_V6_DSP zostaje
uruchomiony w aparacie QIAsymphony po wykonaniu krokéw opisanych w dokumencie
,Zbiorcza instrukcja obstugi aparatéw QIAsymphony® SP/AS — 12.3, cykl zintegrowany”.
Nastepuje elucja DNA w 60 pl, a 5 pl zostaje uzyte do testu QlAscreen HPV PCR Test.
W przypadku korzystania wytgcznie z modutu QIAsymphony SP cykl przygotowania probki
z wykorzystaniem protokotu Complex800_V6_DSP jest wykonywany w aparacie
QlAsymphony SP. Nalezy postepowaé zgodnie z krokami opisanymi w dokumencie
,QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) — Ogolny
protokot oczyszczania®.

W przypadku prébek (zeskrobin) z szyjki macicy zawieszonych w podtozu do pobierania
prébek SurePath lub CellSolutions frakcja DNA uzyta do reakcji PCR stanowi 0,25% z 10 ml
probki zeskrobin z kanatu szyjki macicy w podtozu SurePath lub CellSolutions. Odpowiada
to 25 pl pierwotnej prébki. Jako matrycy do reakcji PCR mozna uzy¢ tylko 5 pl
wyizolowanego DNA, dlatego nalezy zastosowac takg objeto$¢ probki i objetosc elucji DNA,
aby 5 pl wyizolowanego DNA opowiadato 25 pl probki z szyjki macicy (zeskrobin), co
zagwarantuje, ze do reakcji PCR wykorzystana zostanie wtasciwa frakcja prébki z szyjki
macicy.
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WAZNE: Przed uzyciem probek klinicznych zebranych do podioza SurePath
i CellSolutions nalezy podda¢ je przygotowaniu wstepnemu, aby odwrdci¢ proces
sieciowania powodowany przez formaldehyd, stosujgc nizej opisany protokot.

Przygotowanie wstepne probek klinicznych zebranych do podtoza SurePath i
CellSolutions:

3. Doktadnie wymiesza¢ probke w podtozu SurePath lub CellSolutions z buforem AL
(QIAGEN) w proporcjach 1:1.

4. Inkubowa¢ w temperaturze 90°C przez 20 minut, po czym doprowadzi¢ do temperatury

pokojowej przed przejsciem do procesu izolacji DNA.

Roéwnowazne podioze zawierajgce formaldehyd powinno by¢ przetwarzane w podobny

sposob.

W przypadku prébek wymazu z pochwy pobranych samodzielnie szczoteczkg cytologiczng,
zawieszonych w roztworze Hologic PreservCyt Solution, nalezy zmodyfikowa¢ protokot
izolacji DNA, tak aby 5 pl wyizolowanego DNA stanowigcego matryce dla reakcji PCR
odpowiadato 0,5% probki wymazu z pochwy. Przykladowo je$li samodzielnie pobrana
probka wymazu z pochwy zostanie zawieszona w 2 ml roztworu PreservCyt Solution, to 5 pl

matrycy DNA odpowiada 10 pl zawiesiny samodzielnie pobranej probki.

W przypadku prébek pobranych samodzielnie poprzez irygacje szyjkowo-pochwowa frakcja
DNA stanowigca matryce do reakcji PCR odpowiada 0,5% prébki pobranej samodzielnie
poprzez irygacje. Dlatego jesli objetos¢ catkowita po irygacji wynosi 3 ml, protokét izolaciji
DNA nalezy zmodyfikowa¢ tak, aby 5 ul matrycy DNA odpowiadato 15 pl pierwotnej probki
pobranej samodzielnie poprzez irygacje.
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Protokot: Test QlAscreen HPV PCR Test w
aparacie Rotor-Gene Q MDx

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDx.

Nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi aparatu.

Przed wykonaniem pierwszego cyklu danego dnia nalezy wykona¢ program rozgrzewajgcy
aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM w temperaturze 95°C przez 10 minut.

Do przeprowadzenia testu wymagany jest szablon z oprogramowania z serii Rotor-Gene Q.

Nalezy sie upewni¢, ze wykorzystywany jest szablon QlAscreen RGQ profile v1.0.ret.

Do analizowania testu dla kazdego z czterech kanatow detekcji wymagany jest szablon

z oprogramowania z serii Rotor-Gene Q. Nalezy sie upewni¢, ze dla kazdego kanatu

wykorzystywany jest odpowiedni szablon, jak przedstawiono ponizej:

® Szablonu ,QlAscreen RGQ Green Channel analysis template.qut” nalezy uzy¢ do
analizy sygnatu z kanatu zielonego (HPV 16).

® Szablonu ,QlAscreen RGQ Orange Channel analysis template.qut” nalezy uzy¢ do
analizy sygnatu z kanatu pomaranczowego (B-globina).

® Szablonu ,QlAscreen RGQ Yellow Channel analysis template.qut” nalezy uzy¢ do
analizy sygnatu z kanatu zottego (inne typy HPV).

® Szablonu ,QlAscreen RGQ Red Channel analysis template.qut” nalezy uzy¢ do analizy

sygnatu z kanatu czerwonego (HPV 18).
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Przetwarzanie probek w aparatach Rotor-Gene Q MDx z rotorem na 72 probdwki

W czasie jednego eksperymentu, poza pozytywng i negatywng kontrolg, mozna zbadac¢

maksymalnie 70 prébek genomowego DNA. Na schemacie przedstawionym w Tabeli 1

pokazano przyktad rozkiadu probek w bloku tadowania lub rotorze dla eksperymentu

z wykorzystaniem testu QlAscreen HPV PCR Test. Liczby oznaczajg pozycje w bloku

tadowania i wskazujg koncowg pozycje rotora.

Tabela 1. Ustawienia ptytki i rotora dla eksperymentéow z wykorzystaniem testu QlAscreen HPV PCR Test
w aparacie Rotor-Gene Q MDx

Pasek Pozycja Nazwa probki Pasek Pozycja Nazwa Pasek Pozycja Nazwa
probowki probowki  probki probéwki  probki
1 1 Kontrola 7 25 Prébka 23 13 49 Prébka 47
pozytywna
2 Kontrola 26 Prébka 24 50 Probka 48
negatywna
3 Prébka 1 27 Prébka 25 51 Prébka 49
4 Prébka 2 28 Prébka 26 52 Prébka 50
2 5 Prébka 3 8 29 Prébka 27 14 53 Prébka 51
6 Prébka 4 30 Prébka 28 54 Prébka 52
7 Prébka 5 31 Prébka 29 55 Prébka 53
8 Prébka 6 32 Prébka 30 56 Prébka 54
3 9 Prébka 7 9 33 Prébka 31 15 57 Prébka 55
10 Prébka 8 34 Prébka 32 58 Prébka 56
11 Prébka 9 35 Prébka 33 59 Prébka 57
12 Prébka 10 36 Prébka 34 60 Probka 58
4 13 Prébka 11 10 37 Prébka 35 16 61 Probka 59
14 Prébka 12 38 Prébka 36 62 Prébka 60
15 Prébka 13 39 Prébka 37 63 Probka 61
16 Prébka 14 40 Prébka 38 64 Prébka 62
5 17 Prébka 15 11 41 Prébka 39 17 65 Probka 63
18 Prébka 16 42 Prébka 40 66 Prébka 64
19 Prébka 17 43 Prébka 41 67 Prébka 65
20 Prébka 18 44 Prébka 42 68 Prébka 66
6 21 Prébka 19 12 45 Prébka 43 19 69 Probka 67
22 Prébka 20 46 Prébka 44 70 Probka 68
23 Prébka 21 47 Prébka 45 71 Prébka 69
24 Prébka 22 48 Prébka 46 72 Prébka 70

Uwaga: We wszystkich niewykorzystanych pozycjach nalezy umiesci¢ puste probéwki.
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Reakcja PCR w aparatach Rotor-Gene Q MDx z rotorem na
72 probowki

1. Przygotowac test QlAscreen HPV PCR Test.

Uwaga: Aby zminimalizowac ryzyko zanieczyszczenia reakcji PCR, stanowczo zaleca

sie wykorzystanie komory do PCR z mozliwoscig wtgczenia lampy UV.

Wazne: Mieszaning QlAscreen Master Mix nalezy rozdziela¢ do probéwek w miejscu

oddzielonym od obszaru, w ktérym przeprowadzana jest izolacja DNA.

1a.

1b.

1c.

1d.

1e.

1f.

Przed uzyciem nalezy przemy¢ roztworem degradujgcym DNA stét roboczy,
pipety i statyw na probowki, aby unikng¢ zanieczyszczenia matrycg lub
nukleazami.

Uwaga: Nalezy zmienia¢ koncowke pipety przy kazdej probowce, aby unikng¢
przeniesienia zanieczyszczen w postaci niespecyficznej matrycy lub mieszaniny
reakcyjnej, co mogtoby prowadzi¢ do otrzymania fatszywie pozytywnych wynikow.
Przed uzyciem delikatnie wymieszac przez 10-krotne odwrécenie probowki i
krotko odwirowaé, aby pobrac roztwér z dna probowki.

Rozdzieli¢ po 15 pl mieszaniny QlAscreen Master Mix do odpowiednich probowek
i probéwek w paskach (maksymalnie 72 probéwki na jeden program aparatu
Rotor-Gene Q MDx). Reakcje mozna przygotowywa¢ w temperaturze pokojowej.
Mieszanine QlAscreen Master Mix nalezy ponownie umiesci¢ w zamrazalniku,
aby unikng¢ degradacji sktadnikow. Probéwki nalezy przenie$¢ w inne miejsce i
tam dodac kontrole QlAscreen Positive Control oraz prébki DNA.

Dodac 5 pl kontroli negatywnej do probéwki w pozycji 2, wymieszac przez
pipetowanie w gore i dot lub potrzgsanie probéwka, a nastepnie zamknagé
proboéwke przez nacisniecie zatyczki probéwki.

Dodac¢ 5 pl kontroli QlAscreen Positive Control do probowki w pozyciji 1,
wymieszaé przez pipetowanie w gore i dot lub potrzgsanie probowka, a nastepnie

zamkngc¢ probdwke.
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Uwaga: Nalezy zmienia¢ koncowke pipety przy kazdej probéwce, aby unikngé
przeniesienia zanieczyszczen w postaci niespecyficznej matrycy lub mieszaniny
reakcyjnej, co mogtoby prowadzi¢ do otrzymania fatszywie pozytywnych wynikow.
1g. Doda¢ po 5 ul probki DNA do odpowiednich probéwek zawierajgcych mieszanine
QlAscreen Master Mix, wymiesza¢ przez pipetowanie w gore i w doét lub
potrzgsanie probowka, a nastepnie zamkng¢ probéwke przez nacisniecie zatyczki
probowki.
1h. Po napetnieniu zestawu 4 probowek nalezy zamkng¢ probdowki.
Uwaga: Probowki do reakcji PCR mogg by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C, w ciemnosci, do 30 minut od czasu pipetowania prébek do probéwek do

reakcji PCR do momentu rozpoczecia eksperymentu w aparacie.

. Nalezy przygotowac¢ aparat Rotor-Gene Q MDx i rozpoczg¢ eksperyment w

nastepujgcy sposob:
Wazne: Przed wykonaniem pierwszego cyklu danego dnia nalezy wykona¢ program
rozgrzewajgcy aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM w temperaturze 95°C przez

10 minut.

2a. Umiesci¢ 72-dotkowy rotor w uchwycie na rotor.

2b. Zatadowac paski probowek do rotora zgodnie z przypisanymi pozycjami,
zaczynajgc od pozycji 1, jak pokazano w Tabeli 1, a w niewykorzystanych dotkach
umiesci¢ puste, zamkniete probéwki w paskach.
Uwaga: Nalezy upewnic sie, ze pierwsza probéwka zostata umieszczona
w pozycji 1, a probéwki w paskach sg umieszczone w prawidtowej orientacji
i prawidtowych pozycjach, tak jak przedstawia to Tabela 1.

2c. Zamocowac pierscien blokujgcy.

2d. Zatadowac rotor z pierscieniem blokujgcym do aparatu Rotor-Gene Q MDx,
a nastepnie zamkngc¢ pokrywe aparatu.

2e. Przejs¢ do okna New Run (Nowy program) i klikng¢ opcje Open a template in
another folder... (Otworz szablon w innym folderze...).

2f.  Wybrac¢ szablon QlAscreen run template (Szablon programu QlAscreen) o nazwie
QlAscreen RGQ profile v1.0.ret.
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2g. Wybrac¢ opcje Rotor type (Typ rotora): 72-well rotor (Rotor 72-dotkowy) oraz
Locking ring attached (Pierscien blokujgcy przymocowany) i klikngé przycisk
Next (Dalej).

2h. W polu Operator wpisa¢ inicjaty i klikng¢ przycisk Next (Dalej).

2i. W nastepnym oknie klikng¢ przycisk Next (Dalej).

2j.  Klikng¢ przycisk Start run (Rozpocznij program).
Aby wprowadzi¢ nazwy probek, nalezy klikngé opcje Edit samples (Edytuj probki)
(mozna to takze zrobi¢ po zakonczeniu programu).

Tabela 2. Ustawienia kanatéw i sekwencji docelowych*

Sekwencja docelowa Kanat detekcji
B-globina Orange

HPV 16 Green

HPV 18 Red

Inne typy HPV* Yellow

* Inne typy HPV odnoszg sie do puli 13 typéw HPV innych niz HPV 16/18.

3. Przeanalizowac¢ dane.

3a. Wybrac¢ probowki, ktére bedg uzywane do analizy.

3b. Przejs¢ do okna Analysis tool (Narzedzie do analizy), wybra¢ opcje Cycling A.
Green i klikng¢ przycisk Show (Pokaz). W obszarze Imported Settings
(Ustawienia importu) (prawy dolny rog okna) klikngé opcje Import (Importu;j) i
wybrac¢ plik QlAscreen RGQ Green Channel analysis template.qut. Wybra¢
opcje Cycling A. Green i klikng¢ przycisk Hide (Ukryj).

3c. Wybrac¢ opcje Cycling A. Orange i klikng¢ przycisk Show (Pokaz). W obszarze
Imported Settings (Ustawienia importu) klikng¢ opcje Import (Importuj) i wybra¢
plik QlAscreen RGQ Orange Channel analysis template.qut. Wybra¢ opcje
Cycling A. Orange i klikng¢ przycisk Hide (Ukryj).
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3d.

3e.

3f.

3g.

Wybrac¢ opcje Cycling A. Red i klikng¢ przycisk Show (Pokaz). W obszarze
Imported Settings (Ustawienia importu) klikng¢ opcje Import (Importuj) i wybraé
plik QlAscreen RGQ Red Channel analysis template.qut. Wybrac¢ opcje
Cycling A. Red i klikng¢ przycisk Hide (Ukryj).

Wybrac¢ opcje Cycling A. Yellow i klikng¢ przycisk Show (Pokaz). W obszarze
Imported Settings (Ustawienia importu) klikng¢ opcje Import (Importuj) i wybraé
plik QlAscreen RGQ Yellow Channel analysis template.qut.

Klikng¢ przycisk Save (Zapisz).

OPCJONALNIE: W celu interpretacji wynikdw dane mozna wyeksportowac

w formacie pliku .csv. Przej$¢ do opcji File > Save as > Excel Analysis Sheet

(Plik > Zapisz jako > Arkusz Excel do analizy) i zapisa¢ eksportowany plik.

4. Roztadowac aparat Rotor-Gene Q MDx i usung¢ probéwki w paskach zgodnie

24

z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Interpretacja wynikow

Kryteria walidacji programu i probek przedstawiono ponizej, odpowiednio w punktach A i B.

W przypadku niespetnienia jednego (lub wiecej) kryteriow wskazano odpowiednie srodki.

A. Kryteria walidacji kontroli testu QlAscreen HPV PCR Test

Wartosci Cr dla sekwencji docelowych w kontroli QlAscreen Positive Control powinny by¢
mniejsze niz 29 dla B-globiny, mniejsze niz 30 dla HPV 16 i HPV 18 i mniejsze niz 32 dla
innych typéw HPV. Jesli otrzymane wyniki sg inne, a ustawienia analizy sg prawidtowe,

nalezy powtorzy¢ eksperyment.

Zadna z sekwencji docelowych w kontroli QlAscreen Negative Control nie powinna emitowaé
sygnatu powyzej ustalonego progu do konca trwania programu PCR (ij. do cyklu 40 lub
nieokreslonego). Jesli zaobserwowano sygnat przed 40 cyklem, a ustawienia analizy sg

prawidtowe, nalezy powtérzy¢ eksperyment.

Uwaga: Jezeli kontrole nie mieszczg sie w okreslonych limitach, a powtorzenia wykluczajg

btedy w technice, nalezy sprawdzi¢ nastepujgce pozycje:

Date waznosci na opakowaniu odczynnikéw
Temperature odczynnikow
Ustawienia systemu PCR i oprogramowania

Zanieczyszczenia

Jezeli kontrole wcigz sg niezgodne, nalezy skontaktowa¢ sie z dziatem obstugi klienta

producenta lub z lokalnym dystrybutorem.
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B. Interpretacja wynikow prébek

Wynik probki okresla sie w nastepujgcy sposéb (Tabela 3).

Tabela 3. Interpretacja wynikéw

Wartosé
Wartos¢ Cr dla sekwencji docelowych HPV Crdla Interpretacja
B-globiny
1 Dla HPV 16 illub HPV 18 <36 i/lub dla innych typéw HPV <33,5 Dowolna  Wynik dla HPV
pozytywny
2 DlaHPV 16 i HPV 18 236 lub nieokreslona i dla innych typow HPV <30 Wynik dla HPV
233,5 lub nieokreslona negatywny
3 DlaHPV 16 i HPV 18 236 lub nieokreslona i dla innych typéw HPV >30 Wynik niewazny

233,5 lub nieokreslona

1. Wynik dla HPV pozytywny. Gdy wartosci Ct dla HPV 16 i/lub HPV 18 wynoszg <36 i/lub dla innych typéw HPV
wynoszg <33,5 (bez wzgledu na wartos¢ Cr dla B-globiny). Kanat wskazuje ktére typy sg obecne. 2. Wynik dla HPV
negatywny. Gdy warto$¢ Cr dla B-globiny wynosi <30 oraz wartosci Cr dla HPV 16 i HPV 18 wynoszg 236 lub brak
jest sygnatu, a dla innych typéw HPV wynoszg 233,5 lub brak jest sygnatu. 3. Wynik niewazny. Gdy warto$¢ Cr dla
B-globiny wynosi >30 oraz wartosci Ct dla HPV 16 i HPV 18 wynoszg 236 lub brak jest sygnatu, a dla innych typow
HPV wynoszg 233,5 lub brak jest sygnatu.
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Ograniczenia

Dla wskazanego przewidzianego zastosowania test nalezy wykonywac¢ na probkach
zeskrobin z kanatu szyjki macicy lub samodzielnie pobranych prébkach (szyjkowo-)
pochwowych. Jednakze test QlAscreen HPV PCR Test zostat takze oceniony pod
katem wykorzystania DNA wyizolowanego z prébek z biopsji utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE).

Sposob pobierania, transportu i przechowywania moze wptywacé na liczbe kopii
sekwencji docelowej w probce i spowodowac otrzymanie wyniku fatszywie
pozytywnego lub fatszywie negatywnego.

Te instrukcje odnoszg sie wytgcznie do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Niedoktadne przeprowadzenie izolacji DNA moze skutkowac¢ otrzymaniem niewaznych
wynikéw testu. W takim wypadku nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem
lub dziatem obstugi klienta producenta w celu otrzymania technicznych porad
dotyczgcych protokotu izolacji DNA.

Niejednoznaczne wyniki dla probek z niskg liczba kopii sekwencji docelowych moga
zostaé potwierdzone poprzez powtorng analize.

W rzadkich przypadkach zmiany chorobowe szyjki macicy mogg powstawa¢ wskutek
naturalnych wariantéw HPV lub typéw HPV, ktére nie sg wykrywane za pomocg testu
QlAscreen HPV PCR Test.

Wszystkie odczynniki uzywane do testu QlAscreen HPV PCR Test sg przeznaczone
wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Podczas przeprowadzania testow PCR wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk
laboratoryjnych, w tym dotyczgcych konserwacji sprzetu, wtasciwych dla biologii
molekularnej i zgodnych z obowigzujgcymi przepisami i wkasciwymi normami.
Odczynniki i instrukcje dostarczone z testem QlAscreen HPV PCR Test zostaty
zwalidowane w celu zapewnienia optymalnej skutecznosci.

Test QlAscreen HPV PCR Test jest przeznaczony do uzycia przez personel
laboratorium przeszkolony w zakresie uzywania aparatéw Rotor-Gene Q MDx.
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Z produktu moze korzystac jedynie personel odpowiednio poinstruowany

i przeszkolony w zakresie techniki real-time PCR i procedur diagnostycznych in vitro.
Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac wraz z innymi wynikami
badan klinicznych i laboratoryjnych.

W celu uzyskania optymalnych wynikéw testu QlAscreen HPV PCR Test nalezy $cisle
przestrzegac Instrukcji uzycia (instrukcji obstugi).

Nalezy zwraca¢ uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikow zestawu. Nie uzywac przeterminowanych sktadnikéw.
Wszystkie odczynniki dostarczone z testem QlAscreen HPV PCR Test sg
przeznaczone wytgcznie do stosowania z odczynnikami z tego samego zestawu.

W przeciwnym wypadku moze doj$¢ do obnizenia skutecznosci.

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego
sktadnikach spowoduje zniesienie odpowiedzialno$ci firmy Self-screen B.V.
Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod kgtem
wszelkich procedur stosowanych w danym laboratorium, ktdre nie sg objete badaniami
skutecznosci.
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Parametry skutecznosci

Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD)

Granice wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD) okreslono za pomoca blokéw gBlock

(tj. blokéw dwuniciowego genomowego DNA) zawierajgcych czes¢ genu E7 z genotypu

wirusa HPV. Przygotowano serie trzykrotnych rozcienczen blokéw gBlock dla 15
docelowych typow wirusa HPV (. 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67 i 68)
w obecnosci 50 ng ludzkiego DNA i przeanalizowano w o$miu powtorzeniach. W przypadku

B-globiny wartos¢ LoD oceniono na podstawie serii trzykrotnych rozcienczen blokéw gBlock

zawierajgcych czes¢ genu B-globiny przygotowanych w wodzie i przeanalizowano w o$miu

powtdrzeniach.

Tabela 4. Granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD) testu QlAscreen HPV PCR Test dla 15 typow

wirusa HPV i genu B-globiny

Sekwencja docelowa

LoD (l. kopii na reakcje PCR)

HPV 16

HPV 18

HPV 39, 45

HPV 31, 33, 35, 51, 56, 59, 66, 67
HPV 52, 58, 68

B-globina

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi)
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Swoistos¢ analityczna*

Swoistos¢ analityczna zostata okreslona z wykorzystaniem fragmentéw DNA plazmidowego
zawierajgcych sekwencje genoméw HPV niebedace sekwencjami docelowymi (tj. HPV 6,
11, 26, 40, 42, 43, 53, 61 i 70) w stezeniu co najmniej 46 000 kopii/test oraz 3 potencjalnie
najbardziej patogennych mikroorganizméw pochwy: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae i Candida albicans w stezeniu co najmniej 10 000 kopii/test. Test nie wykazat
reaktywnosci krzyzowej z typami HPV niezawierajgcymi sekwencji docelowych (6, 11, 26,
40, 42, 43, 53 i 61) ani z mikroorganizmami. Pozytywny sygnat zaobserwowano wytgcznie
dla HPV 70 w kanale innych typéw HPV (ij. w kanale, w ktorym wykrywana jest pula 13
typéw HPV innych niz HPV 16/18), ktéry po dalszym rozcienczeniu byt wykrywany przy
>17 000 kopii/test. Na podstawie badan epidemiologicznych, filogenetycznych
i czynnosciowych uznano wirus HPV 70 za potencjalnie kancerogenny (11-13).

Skutecznos$¢ kliniczna w przypadku prébek z szyjki macicy
(zeskrobin)

Kliniczna czulos¢ i swoistos¢ testu na probkach (zeskrobinach) z szyjki macicy ze
$rédnabtonkowg neoplazjg szyjki macicy stopnia 2 lub wyzszego (Cervical Intraepithelial
Neoplasia 2+, CIN 2+) zebranych w podtozu PreservCyt zostata zwalidowana w dwéch réznych
badaniach za pomoca analizy rownowaznosci wzgledem testu wykrywajgcego wirusa HPV
wysokiego ryzyka wykonywanego technikg GP5+/6+ PCR(10) lub Hybrid Capture 2 (14) zgodnie
z miedzynarodowymi wytycznymi dotyczgcymi wymagan dla testéw na obecnos$¢ wirusa HPV
przeprowadzanych podczas badan przesiewowych pod katem raka szyjki macicy (9). Czuto$¢
kliniczna w przypadku CIN 2+ wynosita kolejno 96,8% (61/63) i 92,9% (91/98), a swoistos¢
kliniczna w przypadku CIN 2+ kolejno 95,1% (783/823) i 94,2% (933/990). Kliniczna czuto$c i
swoistos¢ byly rownowazne tym w oznaczeniu referencyjnym wykonywanym technikg GP5+/6+
PCR (10) lub Hybrid Capture 2 (14), co wskazuje na bardzo dobrg skutecznos$¢ kliniczng. W
przypadku kobiet, u ktérych stwierdzono komérki ASC-US lub LSIL, wartosci klinicznej czutosci i
swoistosci dla prébek CIN2+ wyniosty odpowiednio 97,4% (37/38; 95-procentowy Cl: 83,5-99,6)
i 59,8% (52/87; 95-procentowy Cl: 49,2-69,5).(14)

* Parametry skutecznosci testu dotyczg wersji ABI7500. Rdwnowazna analiza wykazata zblizong skutecznos$¢ i
walidacje testu QlAscreen HPV PCR Test w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Odtwarzalnosc¢*

Wewnatrzlaboratoryjna odtwarzalnos¢ i miedzylaboratoryjna zgodnos¢ testu zostaty
zwalidowane zgodnie z miedzynarodowymi wytycznymi w zakresie wymagan dotyczacych
testéw na obecnos¢ wirusa HPV przeprowadzanych podczas badan przesiewowych pod
katem raka szyjki macicy (9). Wewnatrzlaboratoryjna odtwarzalnos¢ badan na probkach z
szyjki macicy (zeskrobinach) w czasie wyniosta 99,5% (544/547) z wartoscig kappa 0,99, a
miedzylaboratoryjna zgodnos$¢ wyniosta 99,2% (527/531) z wartoscig kappa 0,98, co
wskazuje na bardzo dobrg zgodnos¢ (10).

Skutecznos$¢ testu przeprowadzonego na probkach (szyjkowo-)
pochwowych pobranych samodzielnie*

Skutecznos¢ testu przeprowadzonego na probkach (szyjkowo-)pochwowych pobranych
samodzielnie zostata zwalidowana dla dwoch réznych metod pobierania probek: 1) prébki
pobrane samodzielnie za pomocg irygacji oraz 2) prébki pobrane samodzielnie szczoteczka.
Dla probek pobranych samodzielnie za pomocg irygacji zgodnos¢ z oznaczeniem
referencyjnym wykonywanym technikg GP5+/6+ PCR wyniosta 96,7% (59/61) z czutoscig
CIN 2+ wynoszacg 91,4% (21/23) (10). Dla prébek pobranych samodzielnie szczoteczka
zgodnos$c¢ z testem referencyjnym wykonywanym technikg GP5+/6+ PCR wyniosta 92,9%
(104/112) z czutoscig CIN 2+ wynoszgcg 93,9% (31/34) (10).

Substancje zaktécajgce*
Sladowe ilosci EDTA (0,5 M), HCI (1 N), kulek krzemionkowych (1 pl), krwi (1 ul), mocznika
(40 g/100 ml) i buforu do lizy obnizajg skutecznos$c testu. Etanol 96% (1 pl) i DMSO 4% (o/o)

nie wykazaty efektu hamujgcego wpltywajgcego na skutecznos$¢ testu. Efekt hamujacy
monitorowano z uzyciem probki kontrolnej (np. sekwencji docelowej B-globiny).

* Parametry skutecznosci testu dotyczag wersji ABI7500. Réwnowazna analiza wykazata zblizong skuteczno$c¢ i
walidacje testu QlAscreen HPV PCR Test w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji dotyczgca rozwigzywania probleméw moze by¢ przydatna w przypadku

wystgpienia ewentualnych probleméw. Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy réwniez

zapoznaC sie ze strong poswiecong czesto zadawanym pytaniom (Frequently Asked

Questions,

FAQ) w witrynie naszego centrum pomocy technicznej

pod adresem:

www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu technicznego firmy

QIAGEN zawsze chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace informacji i/lub

protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek i oznaczen

(informacje kontaktowe znajdujg sie na stronie www.qgiagen.com).

Komentarze i wskazowki

Wynik dla prébki jest niewazny: amplifikacja B-globiny jest zbyt niska lub nie wystepuje

a)

b)

Btad pipetowania lub
pominiecie odczynnikow.
Patrz ,Reakcja PCR w
aparatach Rotor-Gene Q
MDx z rotorem na

72 probdéwki”, strona 21

Sprawdzi¢ eluat DNA

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.
Powtérzy¢ badanie prébki.

Powtorzy¢ izolacje DNA.

Wynik kontroli pozytywnej jest niewazny: amplifikacja jest zbyt niska lub nie wystepuje dla jednej lub

wiekszej liczby sekwencji docelowych

a)

b)

d)

e)
f)

34

Btad pipetowania lub
pominiecie odczynnikow.
Patrz ,Reakcja PCR w
aparatach Rotor-Gene Q
MDx z rotorem na

72 probowki”, strona 21

Czesciowa degradacja

Odczynniki do reakcji PCR
czesciowo zdegradowane

Odwrdcenie probowek
w pasku

Data waznosci

Zbyt diuga przerwa migedzy
pipetowaniem probek i
rozpoczeciem programu

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi)

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgji.
Powtérzy¢ badanie prébki.

Zawarto$¢ zestawu przechowywac w temperaturze od -15°C do -30°C.
Unika¢ ponownego zamrazania i rozmrazania wiecej niz pigé razy.

Zawarto$¢ zestawu przechowywaé w temperaturze od -15°C do -30°C
i chroni¢ mieszaniny reakcyjne przez $wiattem.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania i odmrazania.

Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgiji.

Sprawdzi¢ date waznosci uzywanego zestawu.

Mieszaniny do reakcji PCR moga by¢ przechowywane w aparacie w
temperaturze 2—-8°C, w ciemnosci, przez 30 minut od czasu
pipetowania prébek do probéwek do momentu rozpoczecia programu.
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Komentarze i wskazowki

Kontrola bez matrycy (ang. no template control, NTC) jest niewazna

a) Bfad pipetowania lub Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakciji.
pominiecie odczynnikéw. Powtorzy¢ badanie prébki.
Patrz ,Reakcja PCR w
aparatach Rotor-Gene Q
MDx z rotorem na
72 probdwki”, strona 21

Brak sygnatu lub niski sygnat w prébce pomimo prawidtowej kontroli

a)  Efekty hamujgce Zawsze nalezy sie upewnic, ze w trakcie izolacji DNA nie zostaty resztki
buforéw.
Powtérzy¢ izolacje DNA.

b)  Btad pipetowania. Patrz Nalezy sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakgiji.
,Reakcja PCR w Powtorzy¢ reakcje PCR.
aparatach Rotor-Gene Q
MDx z rotorem na
72 probdwki”, strona 21

Jesli problem bedzie sie utrzymywat, nalezy skontaktowaé sie z serwisem technicznym
QIAGEN.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol

Definicja symbolu

36

]

<
o

n
m

-HHRE

A
>

B
Z

e
v

> 5

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Oznaczono symbolem CE-IVD

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu

Sktadniki

Zawiera

Numer

R oznacza wydanie instrukcji uzycia (instrukcji obstugi), a n to numer
wydania

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

Chroni¢ przed $wiatlem stonecznym

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi)
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegétowych informacji nalezy odwiedzié¢
witryne  naszego centrum  pomocy technicznej dostepng pod  adresem
www.giagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowac sie
z jednym z dziatdéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub lokalnych dystrybutoréw (patrz

tylna oktadka lub strona www.qiagen.com).
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

QIAscreen HPV PCR Test

QlAsymphony SP

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx HRM
System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

Na 72 reakcje, zawiera: Mieszanina
Master Mix, Kontrola Pozytywna,
Kontrola Negatywna, Instrukcja
uzycia

Modut do przygotowania prébek
QIAsymphony (opcjonalnie do
izolacji)

Cykler do reakcji real-time PCR i
analizator High Resolution Melt
z 5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria:

obejmuje roczng gwarancje na czesci

i robocizne, instalacje i przeszkolenie

Cykler do reakcji real-time PCR i
analizator High Resolution Melt
z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria;

obejmuje roczng gwarancje na czesci

i robocizne, nie obejmuje instalac;ji i
przeszkolenia

617005

9001297

9002035

9002032
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Akcesoria do aparatu Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 mL
Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 mL
(2500)

Aluminiowy blok do recznego 9018901
przygotowywania reakcji

jednokanatowg pipetg w uktadzie

72 probéwek o pojemnosci 0,1 ml

250 paskow po 4 probowki i zatyczki 981103
na 1000 reakgc;ji

10 x 250 paskow po 4 probowki 981106
i zatyczki na 10 000 reakcji

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci

odpowiedniego zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika

zestawow QIAGEN sg dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamowié

w serwisie technicznym firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.

QlAscreen HPV PCR Test — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 06/2023

dla
poszczegolnych produktéw znajdujg sie w instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika

39


http://www.qiagen.com/

Historia zmian dokumentu

Data

Zmiany

R2, sierpien 2018 r.

R3, czerwiec 2023 r.

Zaktualizowano sekcje Ostrzezenia i $rodki ostroznosci; dodano informacije
dotyczacg podtoza CellSolutions®w sekcji Przechowywanie i sposéb postgpowania
z prébkami oraz Znaki towarowe; zmieniono tre$¢ sekcji Przygotowanie probki,
zastepujgc wartosci utamkowe warto$ciami procentowymi; zaktualizowano
protokét: Test QlAscreen HPV PCR Test w aparacie RGQ MDx; zmieniono tres¢
kolumny 3 w Tabeli 1 dotyczacej protokotu: Test QlAscreen HPV PCR Test w
aparacie RGQ MDx; zaktualizowano sekcje Reakcja PCR w aparacie RGQ MDx z
rotorem na 72 probéwki, dodajgc tre§¢ Wazna uwaga oraz zmieniajac nazwe okna
New experiment (Nowy eksperyment) na New Run (Nowy program);
zaktualizowano sekcje Parametry skutecznosci; skorygowano numer katalogowy
dla testu QlAscreen HPV PCR Test; poprawiono uktad.

Zaktualizowano sekcje dotyczacg przechowywania probek i sposobu
postepowania z nimi; zaktualizowano sekcje dotyczacg przygotowania probki
obejmujgcego wstepne przygotowanie prébek zebranych do poditoza SurePath
oraz instrukcje izolacji DNA przy uzyciu zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit oraz
izolacji DNA w aparacie QIAsymphony przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kit; zaktualizowano informacje dotyczace skutecznosci
klinicznej dla prébek zebranych w podtozu SurePath i dodano odniesienia
dotyczgce walidacji prébek zebranych w podtozu SurePath.

Umowa ograniczonej licencji dla testu QlAscreen HPV PCR Test
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzywany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela Zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania tego zestawu ze sktadnikami
nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz dodatkowych protokotach
dostepnych na stronie www.qiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg o innych
uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizaciji przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN
nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw stron trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone

licencje.

3. Panel oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub

sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik panelu zobowigzuije sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogq doprowadzié¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztow wszelkich postgpowan i kosztéw sadowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiern Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do

zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostepne na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAsymphony®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); PreservCyt® (Hologic, Inc.); CellSolutions®;
Pathtezt® (Pathtezt); SurePath® (Becton Dickinson and Company). Zastrzezonych nazw, znakow towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie,
nawet jezeli nie zostaly wyraznie oznaczone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

Firma Self-screen B.V. jest oficjalnym producentem testu QlAscreen HPV PCR Test.
Test QlAscreen HPV PCR Test jest produkowany przez Self-screen B.V. dla firmy QIAGEN.
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