Pouze pro profesionalni pouziti

Anyplex™/|
HPV HR Detection

(katalogové ¢islo HP7E0Q0X, HP10380Z2)

Souprava Anyplex™ Il PCR uréena k detekci lidského papilomaviru: 14 typa HPV
s vysokym rizikem (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) ve vzorcich
k cytologii v tenké vrstvé a ve vzorcich stérii z délozniho ¢ipku a samoodbéru

vaginalnich vzorku.

Souprava je uréena pro pouziti v pristrojich:

1. Pro pouziti s 1. Detekéni systém CFX96™ PCR v realném ¢ase (CFX Manager™
Software-IVD v1.6)

2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

UPOZORNENI

® Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro
® Je-li produkt pouzivan spolu s MICROLAB NIMBUS IVD nebo MICROLAB STARIlet, pak

nejvyse pro 5 separatnich béhu.

® Tento test byl schvalen k pouziti u nasledujicich typu vzorka: stér z délozniho ¢ipku,
vzorky k cytologii v tenké vrstvé a samoodbér vaginalnich vzorku. Test nebyl schvalen
k pouziti pro zadny jiny typ vzorku.

® Pred pouzitim musi byt vzorky DNA uchovavany pfri teploté -70°C a béhem zpracovani
musi byt uchovavany na ledu.

® Citlivost analyzy mliZze byt nizsi u vzorku, které byly opakované zmrazovany a
rozmrazovany, nebo u dlouho skladovanych vzorkd.

® Spolehlivost vysledkl zavisi na vhodném postupu pfi odebirani vzorku, spravném
skladovani, pfepravé a spravném zpracovani vzorku.
Postup praci v laboratofi musi probihat vzdy jednosmérné.

® Ve vSech pracovnich prostorech pouzivejte vzdy jednorazové rukavice, pfed vstupem do
jiného pracovniho prostoru rukavice vzdy vyménte. Dojde-li ke kontaminaci rukavic,
neprodlené je vyméite nebo oSetfete dekontaminaénim prostfedkem na nukleovou
kyselinu.

® Material a pouZivané prostiedky pfifadte vzdy k jednotlivym oddélenym pracovnim
prostoriim a nepfemistujte je z jednoho prostoru do jiného.
Nepipetujte usty.

® V pracovnich prostorech laboratofe nejezte, nepijte, nekufte. PFfi zachazeni se vzorky a
reagenciemi pouzivejte vzdy jednorazové bezprasné rukavice, laboratorni plast a ochranu
oCi. Po praci se vzorky a reagenciemi si vzdy peclivé umyjte ruce.

® Pfi odebirani alikvotni Casti reagencii ze zkumavky zamezte kontaminaci reagencii.
Doporucujeme pouzivat sterilni, vici aerosolu odolné jednorazoveé Spicky na pipetu.

® Nemichejte reagencie z riznych Sarzi nebo z riznych zkumavek jedné Sarze.

® Nepouzivejte produkt s proslym datem exspirace.

® Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem, zamezte moznému potfisnéni nebo
kiizové kontaminaci vzork( v pribéhu jejich pfFipravy.

® Dbejte, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii izolovanymi nukleovymi kyselinami, produkty
PCR ani pozitivni kontrolou. Jako prevenci kontaminace reagencii doporu¢ujeme pouzivat
$picky s filtrem.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

® Pii kazdém méfeni vyuZivejte oddélené a izolované pracovni prostory.

® Pro kazdy z pracovnich prostoru (izolace nukleové kyseliny, michani reagencii, pfidani
templatu nukleové kyseliny, pfidani produktu PCR) si pfipravte a pouzijte jinou sadu pipet.

® Reakéni zkumavky a stripy zkumavek po amplifikaci otevirejte pouze na k tomu uréeném
misté, zamezite tak kontaminaci amplikonem.
Pozitivni materialy uchovavejte oddélené od souprav reagencii.
Pfi praci se vzorky je nezbytné postupovat v souladu s Bezpecnostnimi pokyny a postupy
laboratofe (viz Biologicka bezpeénost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich a
Dokumenty CLSI). Peclivé vydistéte a vydezinfikujte vSechny pracovni povrchy pomoci

0,5% roztoku chlornanu sodného (v deionoizované nebo destilované vodé).

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

konecéné 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 zménam,

jsou vysledky testu stejné.

® Obchodni nazev "CFX96TM Real-time PCR Detection System-IVD" se méni na "CFX96TM Dx
system". Vzhledem k tomu, Ze u systém( nedo$lo k zadnym hardwarovym zménam, o¢ekava se, Ze

z obou systému budou ziskany stejné vysledky.

® "CFX ManagerTM Dx Software v3.1" je aktualizovana verze "CFX ManagerTM 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 urCena k diferencialni diagnostice infekci cilovymi patogeny; lidskymi papilomaviry.

® Vlastni odbér by mél byt proveden ve zdravotnickém zafizeni na zakladé pokynl poskytovatele

zdravotni péce.

® AIOS kombinuje Seegene STARIet prodavany spolecnosti 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 Anyplex™ Il HPV HR Detection

UCEL POUZITI

Analyza Anyplex™ Il HPV HR Detection je kvalitativni in vitro test uréeny k detekci 14 typl viru
HPV s vysokym rizikem ve vzorcich cytologie v tenké vrstv&, vzorcich stéru z délozniho Cipku
a vaginalniho samoodbéru. Tato souprava specificky identifikuje nejen HPV 16 a HPV 18, ale
dalSich 12 jednotlivych vysoce rizikovych HPV genotypt (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68) v klinicky relevantnich stupnich infekce.

AnyplexTM Il HPV HR Detection je indikovana:

a) VySetfovat pacientky s vysledky cervikalni cytologie ASC US (atypické dlazdicové bunky
neurcitého vyznamu), aby bylo mozné urcit nutnost odeslani ke kolposkopii. Vysledky tohoto
testu nemaji zenam branit v pfistoupeni ke kolposkopii.

b) Screening pacientt s vysledky cervikalni cytologie ASC US za G¢elem posouzeni pFitomnosti
nebo nepfitomnosti HPV 16, HPV 18 a dalSich 12 jednotlivych vysoce rizikovych genotypli HPV
(31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68).

c) K pouziti s cervikalni cytologii k doplfikovému screeningu k posouzeni pfitomnosti nebo
nepfitomnosti HPV 16, HPV 18 a dalSich 12 jednotlivych vysoce rizikovych genotypl HPV (31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68).

d) Pouziva se jako primarni screeningovy test k identifikaci Zzen se zvySenym rizikem rozvoje
rakoviny délozniho €ipku nebo pfitomnosti onemocnéni vysokého stupné.

e) Pouziva se jako primarni screeningovy test k posouzeni pfitomnosti nebo nepfitomnosti HPV
16, HPV 18 a dalSich 12 jednotlivych vysoce rizikovych genotypt HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 , 66 a 68).

Vysledek z AnyplexTM Il HPV HR Detection spolu s Iékafovym posouzenim cytologické
anamnézy, dalSich rizikovych faktora a odbornych doporu¢eni muze byt pouzit jako voditko pro

Ié€bu pacienta.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

PRINCIPY, PREHLED POSTUPU

1. Principy

Analyza pomoci souprava Anyplex™ Il HPV HR Detection patfi mezi patentované technologie
spolec¢nosti Seegene. Je zaloZzena za technologii TOCE™, umoziiujici detekci vice patogent na
jednom fluorescenénim kanale pfistroje pro RT PCR.

Pfi analyzach kfivek tani provadénych v sou€asnosti jsou €asto pozorovany teplotni rozdily
u DNA s vysokou variabilitou sekvenci. Tato skute€nost se promita i do oblasti klinické
diagnostiky, kde je presnost a reprodukovatelnost vysledk(l testd zasadnim faktorem.
Technologie TOCE™ je navrzena tak, aby vysledky analyzy nebyly variabilitou sekvenci
ovlivnény, a byly tak zaru¢eny konzistentni hodnoty Tm.

Soupravu AnyplexTM Il HPV HR Detection Ize pouzit k multiplexni analyze bud s vyuzitim
metody End point-CMTA (End point-Catcher Melting Temperature Analysis) nebo metody
Cyclic-CMTA (Cyclic-Catcher Melting Temperature Analysis). Metoda Cyclic-CMTA,
predstavujici jeden z nové tfidy molekularnich testd, umozfuje rozeznat hlavni patogen
v koinfikovanych vzorcich. Anyplex™|l HPV HR Detection je multiplexni RT PCR analyza
umoziujici sou€asnou amplifikaci, detekci a rozlieni cilovych nukleovych kyselin 14 typa HPV
s vysokym rizikem (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) a interni kontroly (IC).
Uginnost reakce PCR mUze byt sniZzena inhibitory, které mohou byt v klinickych vzorcich
pfitomny. Soudasti tohoto produktu je interni kontrola (IC). Smyslem pouZiti této kontroly je
sledovani procesu izolace nukleovych kyselin a zjisténi pfipadné inhibice PCR reakce. Interni
kontrola je amplifikovana spolu s cilovymi nukleovymi kyselinami v klinickych vzorcich.
V soupravé AnyplexTM Il HPV HR Detection je jako endogenni interni kontrola pouzit lidsky
.provozni“ gen (house-keeping gen), ktery mlze zajistit kontrolu purifikace DNA, kontrolu PCR
reakce a potvrzeni vhodnosti bunék kazdého jednotlivého vzorku.

V soupravé Anyplex™ [I HPV HR Detection je vyuzit systém Uracil-DNA glykosylaza
(UDG)- dUTP. Systém UDG-dUTP je obecné pouzivan pfi PCR reakci k eliminaci pfeneseni

amplikonu, protoZze UDG ,vystfihne“ uracilova rezidua z DNA rozstépenim N-glykosidové vazby.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

2. Postup

Vzorky
(vzorek k cytologii v tenké vrstve,

stér z délozniho cipku)

Izolace nukleové kyseliny

Nukleova kyselina

Amplifikace a detekce pomoci
™
soupravy Anyplex I

Vyhodnoceni vysledki

< Postup pfi testu Anyplex™ Il HPV HR Detection >
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ZAKLADNI INFORMACE

Infekce lidskym papilomavirem (HPV) vykazuje souvislost s onemocnénim rakovinou dé&lozniho
Cipku. Viry HPV Ize rozdélit na typy s vysokym rizikem (high risk - HR) a typy s nizkym rizikem
(low risk — LR). Déleni je dano rizikem vyvolani pfednadorovych zmén na déloznim Cipku.

Z hlediska prevence rozvoje rakovinného onemocnéni a postupu nemoci je velmi dilezité znat
typ HPV, kterym je pacientka infikovana. Aktualné dostupné komeréni testy pro diagnostiku
HPV jsou zaloZzeny na metodach detekce genotypu HPV pomoci hybridizaénich sond.
Nedostatkem téchto detekénich metod je vysoky pomér faleSné pozitivnich vysledka, dany
kifizovou reaktivitou mezi sondami a DNA rlznych typd viru nebo mezi sondami a PCR
amplikony pouzitymi pro hybridizaci. Nabizime inovovanou metodu detekce/stanoveni genotypu
HPV viru, pfi které jsou amplifikovany pouze specifické cile, bez kfizové reaktivity. Detekce je
zaloZzena na vyuziti reakce RT PCR. PFi vyuziti soupravy Anyplex™ Il HPV HR Detection
dochazi k detekci pouze specifickych typl viru a k pfesnému stanoveni genotypu. Soucasti
soupravy je interni kontrola, slouzici ke zjisténi jakékoli pfipadné inhibice reakce PCR.
Onemocnéni invazivni rakovinou deélozniho ¢&ipku se rozviji z prednadorovych stavu.
Pfednadorové zmény jsou patrny 7-20 let pfed rozvojem vlastniho karcinomu. Tato relativné
dlouha doba umozriuje pfi podezieni na HPV infekci v€asné stanoveni diagnozy. Infekce virem
HPV s vysokym rizikem muze vést k rozvoji rakovinného onemocnéni, a to zejména u typd HPV
16 a 18, u kterych je prokazana souvislost s onemocnénim rakovinou délozniho €ipku v 70%.
Pomoci soupravy Anyplex™ Il HPV HR Detection Ize identifikovat sou¢asné 14 typa HPV s
vysokym rizikem, v&etné typt HPV16 a 18.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection
REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné soupravé postacuji pro 100 testd.

Objednaci ¢Cislo soupravy ( HP7EO00X).

Anyplex™ Il HPV HR Detection

Symbol Obsah Objem Popis
TOCE Oligo Mix(TOM):
4X HPV HRTOM | 500 yl 'go Mix(TOM): .
- reagencie pro amplifikaci a detekci
4X Anyplex - DNA polymeraza
PCR Master Mix 500 ul - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
(s UDG) - pufr s dNTPs
HPV HR PC1 50 P02|tv|vn| kontrola} (PC): ﬂ
- smét patogennich klont
Pozitivni kontrola (PC):
HPV HR PC2 50 . - (PC) .
- smés patogennich klonu
Pozitivni kontrola (PC):
HPV HR PC3 50 yl 3 (PO
- smés patogennich klonu
Ultracista kvalita, stupern PCR
WATER RNase-free Water 1 000 ul | negativni kontrola (NC):
- sterilizovana voda jako negativni kontrola
[1i] Navod k pousiti

PrisluSenstvi - analyticky software

Seegene Viewer*

¢ Analyticky software poskytuje spole€nost Seegene Inc. nebo regionalni manazer. PouZijte

prosim Seegene Viewer V3 a novéjsi.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

Reagencie obsazené v jedné soupravé postacuji pro 25 testu.Objednaci

Cislo soupravy ( HP103802).

Anyplex™ Il HPV HR Detection

Symbol Obsah Objem Popis
TOCE Oligo Mix(TOM):
4XHPVHRTOM | 125l '90 Mix(TOM): .
- reagencie pro amplifikaci a detekci
4X Anyplex - DNA polymeraza
PCR Master Mix 125 4l | - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
(s UDG) - pufr s dNTPs
Pozitivni kontrola (PC):
HPV HR PC1 50 3 2 (PC):
- smét patogennich klonu
Pozitivni kontrola (PC):
HPV HR PC2 50 ) L (PC):
- smés patogennich klonu
HPV HR PC3 50 P02|tv|vn| kontrola’ (PC): n
- smés patogennich klonu
UltraCista kvalita, stupeft PCR
WATER RNase-free Water 1 000 ul | negativni kontrola (NC):
- sterilizovana voda jako negativni kontrola
E]E Navod k pouziti

Prislusenstvi - analyticky software

Seegene Viewer*

¢ Analyticky software poskytuje spole€¢nost Seegene Inc. nebo regionalni manazer. PouZijte

prosim Seegene Viewer V3 a novéjsi.
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SKLADOVANI PRODUKTU, ZACHAZENI S PRODUKTEM

Komponenty soupravy Anyplex™ Il HPV HR Detection je tfeba skladovat pfi teploté -20°C. P¥i
dodrzeni podminek skladovani je jejich stabilita zaru€ena do data exspirace, uvedeného na
Stitku soupravy. Reagencie opakované nezmrazujte a nerozmrazujte, mohlo by dojit ke snizeni
citlivosti testu. Pokud budou reagencie pouzivany pouze obc¢asné, je vhodné je zmrazit po

alikvotnich ¢astech.

POTREBNE PROSTREDKY NEOBSAZENE V BALENI

e Jednorazové nepudrované rukavice (latexové nebo nitrilové)

o Pipety (nastavitelné) a sterilni pipetovaci Spicky 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavka

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

e Proteinazu K (pro Seeprep32)

e Vyrobnik ledu

e Stolni odstfedivka Vortex mixer

o CFX96TM Detekéni systém PCR v realném &ase (Bio-Rad)

e CFX96TM Dx System (Bio-Rad)

o Optické ploché stripy s 8 vicky (kat. &. TCS0803, Bio-Rad)

e Nizkoprofilové 0,2 ml 8-zkumavkové prouzky bez uzavéru (bila barva, kat. €.
TLSO0851, Bio-Rad) Hard shell® 96jamkové PCR desti¢ky, nizky profil, tenka
sténa, s okrajem, bila/bila (kat. €. HSP9655, Bio-Rad)

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

e Systém pro management uzavérl lahvicek (kat. ¢. 6600532-01, Hamilton)

e AIOS (kat. €. SG72100, Seegene)

e Propichovaci uzaveér (kat. €. 922119, SPL) (pouze pro pouziti v AIOS)
Permanentni €ira tepelné tésnéni (kat. &. 1814035, Bio-Rad)*

e PX1 PCR tésnéni desti¢ek (auto-sealer, kat. ¢. 181-4000, Bio-Rad)*

o Cisty stul

* Ujistéte se, Ze pouzivate vhodnou folii a vy8e uvedeny nastroj na zataveni

desticek.
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PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorku
Poznamka: Se vSemi vzorky je nutné zachazet jako s potencialné infekénim materialem.
Zpracovavat je mozné pouze vzorky, které byly odebrany, skladovany a pfepravovany
v naprostém souladu s pokyny uvedenymi dale v textu.

.. ” .
Stér z délozniho ik
v | indlnit bé

Poznamka: Aby zUstala zachovana dostate¢na kvalita vzorku, je nutné prepravu uskutecénit co

nejdrive. Vzorky musi byt pfepravovany pfi teploté specifikované dale v textu.

A. Odbér vzorku

logii & <

® Postupujte podle navodu k médiu pro odbér vzorku bunék z délozniho &ipku ThinPrep®
(HOLOGIC,USA) nebo SurePath™. (Becton Dickinson, USA), CellPreserv (Kolplast, Brazil)

media.

Stér z délozniho Eipk
Pro odbér stéru z délozniho Cipku pouzivejte tyto prostfedky:
® K odbéru a pfepravé vzorku stéru z délozniho Cipku pouzivejte nasledujici média:

- ENAT(COPAN)

Souprava pro odbér vzorku Vyrobce Katalogové cislo

ENAT PM 2ML L-SHAPE APPLICATOR COPAN 606CS0O1L

® Vzorek stéru ponechejte v médiu pro pfepravu. Kontejner se vzorkem uzaviete a oznacte
Stitkem. Peclivé dodrzujte vSechny pokyny pro uchovavani a pfepravu vzorku.
® P¥i odbéru cylindrickych a skvamdznich epitelovych bunék nejprve odstrarite hlen, poté

postupujte podle doporu¢eného protokolu.
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@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

® K odbéru vaginalniho vzorku z vlastniho odbéru pouzijte prosim nasledujici material:
- Rovers® Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices B.V., Nizozemsko)

- Quintip® (Aprovix AB, Svédsko)

Self-sampling device | Manufacturer ‘ Cat. No.
Rovers® Evalyn® Brush Rovers Medical Devices B.V. 380500131
Quintip® Aprovix AB 10-002

® Samoobsluzny vaginalni vzorek Ize odebrat a ulozit do roztoku ThinPrep®

PreservCyt®.
® Pri odbéru a uchovavani vzork( vaginalnich bunék se fidte pokyny kazdého vyrobce

odbérového zafizeni a transportniho média.

B. Skladovani a transport vzorki
U opakované rozmrazovanych a zmrazovanych vzorku, a u vzorkl skladovanych del$i dobu miize

Storage & Transport
Note

dojit ke snizeni citlivosti testu.

Specimen Media
Temp. Duration*
Cervical
eNAT®
swab
ThinPrep®
o - Performance may be affected by
Liquid-based
SurePath™ 2~8°C prolonged storage of specimens.
cytology
& Room 90 days | - Specimens should also adhere to
CellPreserv | tamperature* local and national instructions for
Self- transport of pathogenic material.
collected
) ThinPrep®
vaginal
specimen

® *Trvani: Vzorek odebrany z obdobi pfed zkouskou, v€etné skladovani a pfepravy
vzorku pred zkouskou.

® ** Optimalni teplota pro pfepravu je 2~25°C°C.

® Poznamka: Uginnost testu mazZe byt ovlivnéna dlouhodobym skladovanim. Vzorky by

také mély dodrZzovat mistni a narodni pokyny pro pfepravu patogenniho materialu.
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2. lIzolace nukleové kyseliny

Na trhu je k dispozici mnozstvi souprav pro izolaci nukleové kyseliny od raznych vyrobcl. Vzdy
pouzivejte mnozstvi vzorku podle daného protokolu. K pouziti spolu s touto detekéni soupravou

byly schvaleny soupravy pro izolaci nukleové kyseliny uvedené dale v textu.

A. Predulprava vzorku k cytologii v tenké vrstvé

® Nechte teplotu vzork(l vyrovnat na pokojovou teplotu (19~25°C).

® Qdstfedujte 1 ml vzorku k cytologii v tenké vrstvé po dobu 15 minut pfi 15 000 x g
(13 000 ot/m).

® Odstrante supernatant. Po jeho odstranéni vortexem peclivé resuspendujte pelet s

doporu¢enym objemem 1X PBS (200~300ul, viz Doporu€eny objem 2-C, D).

Poznamka: Krok predupravy procesu s pouzitim lyza¢niho pufru v extrakéni sadé, nikoli 1X PBS,
pokud jsou vzorky odebirany v médiu SurePathTM a byly by analyzovany pomoci Microlab

NIMBUS VD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS nebo Seegene STARIet.

Poznamka: Média ThinPrep® a SurePathTM Ize zpracovat bez pfedbézné Upravy pfi pouziti

Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS nebo Seegene STARIet.
Poznamka: CellPreserv a vaginalni vzorek z vlastniho odbéru nevyZaduji krok pfedbé&zného
o8etfeni.

Poznamka: SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C Kit.

Poznamka: CellPreserv nebyl validovan pomoci STARMag 96 ProPrep C (Plate) a STARMag 96
ProPrep C (Tube).

Poznamka: Pokud je vzorek odebran do média SurePath™ a bude analyzovan v pfistroji

NIMBUSnebo STARIet, pouZijte namisto 1X PBS lyticky pufr z izolaCni soupravy.

® Postupujte podle protokolu vyrobce.
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o

Stér z délozniho €ipku

Nechte teplotu vzorku vyrovnat s pokojovou teplotou (19~25°C).

® Vzorky stérl z délozniho Cipku s odbérovym tamponem umisténé v médiu pro prepravu
kultury je tfeba rozmichat vortexem.

® Victka zkumavek se vzorky je tfeba otevirat opatrné, aby nedoSlo ke kontaminaci. VSechen

nadbyteény hlen ve vzorku je tfeba v tomto okamziku ze vzorku odebrat. VeSkerou rezidualni

tekutinu z hlenu a odbérového tamponu je tfeba vytlait zmacknutim proti boéni sténé

zkumavky. Poté je nutné tampon a hlen odstranit a zlikvidovat.

® Vzorky odebrané pomoci ENAT mohou byt rovnou zpracovany mimo puvodni kontejner.

C. Soupravy pro manualni pfipravu

Souprava pro izolaci Vyrobce . €. Doporuéeny objem

s Vzorek: 200 pl
® *
QIAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 Eluce: 50 yl
Ribo_spin vRD** GeneAll 302-150 Vzorek: 200 pl
(Viral RNA/DNA Extraction Kit) SG1701*** | Eluce: 50 pl

*V pfipadé média SurePath™ pouzijte pfi lyze misto pufru AL 180 pl pufru ATL.
** Soupravu Ribo_spin vRD nelze pouzit s médiem SurePath™,

*** Pfi objednavani téchto produktd u spole¢nosti Seegene, Inc. pouzijte uvedena katalogova ¢isla.

D. Zafrizeni pro automatickou purifikaci

Poznamka: Pouzijte prosim doporu¢ené objemy vzorku a eluce, jak je uvedeno nize. Pro ostatni viz
protokol vyrobce.

D-1. MICROLAB NIMBUS IVD
Poznamka: Informace naleznete v Navodu k obsluze MICROLAB NIMBUS IVD.

Zarizeni pro automatickou

Vyrobce . €. Doporuéeny objem

purifikaci

MICROLAB NIMBUS IVD Hamilton 65415-02*

Vzorek: 300 pl
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Seegene 6%58024
Kit Eluce: 100 pl

Vzorek: 300 pl
STARMag 96 X 4 Viral DNARNA 200 | Seegene | =X00013C
C Kir Eluce: 100 pl

*Pfi objednavani produktu u spole¢nosti Seegene, Inc. pouZijte toto katalogové €islo.

** SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4
Viral DNA/RNA 200 C Kit.
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D-2. MICROLAB STARIet IVD

Poznamka: Informace naleznete v Navodu k obsluze MICROLAB STARIet.

Zarizeni pro automatickou

purifikaci

Vyrobce

Kat. ¢islo

Doporuéeny objem

MICROLAB STARIlet Hamilton 173000-075*

Vzorek: 300 pl
STARMag 96 X 4 Universal Seegene 6?33524
Cartridge Kit Eluce: 100 pl
STARMag 96 X 4 Viral DNA/RNA Seegene EX00013C | Vzorek: 300 pl
200 C Kit* Eluce: 100 pl

*PFi objednavani produktu u spole¢nosti Seegene, Inc. pouzijte toto katalogové Eislo.
** SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C Kit.

D-3. Seegene Nimbus-IVD
Poznamka: Informace naleznete v Navodu k obsluze Seegene Nimbus-1VD

Automated Extraction System Manufacturer Recommended Vol.
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Specimen: 300 pL

Seegene
Universal Cartridge Kit uc3e4 Elution: 100 pL
STARMag 96 X 4 Specimen: 300 pL
Seegene EX00013C

Viral DNA/RNA 200 C Kit*

Elution: 100 pL

*PFi objednavani produktu u spole¢nosti Seegene, Inc. pouzijte toto katalogové Cislo.
** SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C Kit.
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D-4. Seegene STARlet
Poznamka: Informace naleznete v Navodu k obsluze Seegene STARIet

Automated Extraction System Manufacturer Cat. No. Recommended Vol.
Seegene| STARIet Seegene 67930-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Specimen: 300 uL

Seegene
Universal Cartridge Kit UC384 Elution: 100 pL
STARMag 96 X 4 Specimen: 300 pL
Seegene EX00013C
Viral DNA/RNA 200 C Kit* Elution: 100 pL
EX00036P Specimen: 300 pL
STARMag™ S96H N Kit** Seegene
EX00037P Elution: 60 pL

*SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4 Viral
DNA/RNA 200 C Kit.

** Sada STARMagTM S96H N je navrzena a validovana pro pouziti s konfiguraci Seegene
STARIet s hlavici sondy CO RE 96.

D-5. NucliSENS® easyMAG®

® Pokracujte v procesu extrakce pomoci ,obecného protokolu“.

Automated Extraction System Manufacturer Recommended Vol.

Specimen: 200 pL
NucliSENS® easyMAG® bioMérieux 200111 Magnetic Silica: 50 pL
Elution: 100 uL

D-6. SEEPREP32

® Pokracuijte v procesu extrakce pomoci ,Pro-Protocol A

Automated Extraction System Manufacturer REF Recommended Vol.
SEEPREP32 Seegene SG71100 -
Specimen: 200 pL
STARMag 96 ProPrep (Plate Type) Seegene EX00009P

Elution: 100 pL

Specimen: 200 pL

STARMag 96 ProPrep (Tube Type) Seegene EX00009T
Elution: 100 pL
STARMag 96 ProPrep C Specimen: 200 pL
Seegene EX00017P
(Plate Type)* Elution: 100 pL
STARMag 96 ProPrep C Specimen: 200 pL
Seegene EX00017T
(Tube Type)* Elution: 100 pL

*CellPreserv nebyl validovan pomoci STARMag 96 ProPrep C (Plate)
a STARMag 96 ProPrep C (Tube).
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E. Shrnuti
1. Extraction Method ‘ Applicated sampling device
Microlab NIMBUS IVD / Microlab STARIlet VD / eNAT®, ThinPrep®, SurePath™ 12
Seegene NIMBUS / Seegene STARIet 8 CellPreserv’
SEEPREP12™3 eNAT®, ThinPrep®’, SurePath™
NucliSENS® easyMAG® 4 eNAT®, ThinPrep®’, CellPreserv

eNAT®, ThinPrep®, SurePath™ 3=,
QlAamp® DNA Mini Kit
CellPreserv

Ribo_spin vRD

) . ] eNAT®, ThinPrep®, CellPreserv
(Viral RNA/DNA Extraction Kit)

SEEPREP32 eNAT®, ThinPrep®, CellPreserv ®

1.SurePathTM a CellPreserv nebyly validovany pomoci soupravy STARMag 96 X 4 Viral DNA/RNA 200 C Kit.

2. Pokud je DNA extrahovana ze vzorki SurePathTM pomoci Microlab NIMBUS VD, Microlab STARIet IVD, Seegene
NIMBUS nebo Seegene STARIet, existuje moznost, Ze by se citlivost mohla snizit ve srovnani s jinymi extrakénimi
metodami.

3. Dostupné pouze pro SEEPREP12TM Viral NA Kit.

4. Systém NucliSENS® easyMAG

5. V pfipadé média SurePathTM zpracujte krok lyzy s pouzitim 180 pl ATL pufru misto AL pufru.

6. CellPreserv nebyl validovan pomoci STARMag 96 ProPrep C (Plate) a STARMag 96 ProPrep C (Tube).

7. Média ThinPrep® se samoodebiranymi vaginalnimi vzorky nebyla validovana pomoci NucliSENS®easyMAG®.
8. Sada STARMagTM S96H N je navrzena a ovéfena pro pouziti s konfiguraci Seegene STARIet

s hlavici sondy CO-RE 96.

* Volitelné: Systém pro spravu uzaveéru lahvicky Ize pouzit s Microlab STARIet IVD a Seegene STARIet.

** Volitelné: AlIOS Ize pouzit se Seegene STARIet.
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3. Priprava pro RT PCR

Poznamka: P¥i pouziti Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a
Seegene STARIlet pro tento krok prostudujte navod k pouziti

Poznamka: Je nutné pouzivat spravné typy zkumavek a viéek (viz ¢ast POTREBNE
PROSTREDKY NEOBSAZENE V BALENI).

Poznamka: P¥i pfipravé vzorkl pouzivejte Spicky s filtrem aerosolu a pfiléhavé rukavice.
Postupuijte velmi peclivé, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

Poznamka: Zcela rozmrazte reagencie na ledu.

Poznamka: Zkumavky s reagenciemi kratce odstfedte, odstranite tak kapi¢ky z vnitini strany
vicka.

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

A. Priprava PCR mixu

5yl 4X HPV HR TOM
5l 4X Anyplex PCR Master Mix (s UDG)
5ul RNase-free Water
Sl nukleova kyselina vzorku
20 pl celkovy reakéni objem pro PCR reakci

Poznamka: Celkovy potfebny objem jednotlivych reagencii vypoctéte podle pocCtu vSech reakci

(vzorky + kontroly).

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

D. Pridejte 5 pl nukleovych kyselin kazdého vzorku do zkumavky obsahujici PCR Mastermix.
15 pl PCR mix

5l Vzorek nukleové kyseliny

20 pl celkovy reakéni objem
Poznamka: Pro kazdy vzorek pouZijte novou sterilni $piCku na pipetu.
Poznamka: Pro negativni kontrolu pouZijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 yl RNase-free

Water.

Poznamka: Pro pozitivni kontrolu pouZzijte 5 pl od kazdé pozitivni kontroly HPV HR PC1, PC2
a PC3.

Poznamka: Dbejte, aby pozitivni kontrolou nedoslo ke kfizové kontaminaci PCR mastermixu a
vzorkd.

Poznamka: Stitek s oznadenim neumistujte na vicko reakéni zkumavky, fluorescence je
detekovana pfes vicko.
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® Pozitivni kontrola
Souprava obsahuje tfi zkumavky s pozitivnimi kontrolami: HPV HR PC1, PC2 a PC3.
Kazda pozitivni kontrola obsahuje klony pro 5 cilG.

Poznamka: Pripravte tfi zkumavky pozitivni kontroly.

Pozitivni kontrola

FAM HEX CalRed 610 Quasar 670 Quasar 705
Name Auto interpretation
66 | 45 | 568 [ 51 [ 59 [ 16 | 33 [ 39 | 52 | € | 35 | 18 | 56 | 68 | 31
PC1 + - - + - - + - - + - - + - - Positive Control &)
PC2 -1+ - - |+ - - |+ - - |+ - - |+ - Positive Control (+)
PC3 - - |+ - - |+ - - |+ - - |+ - - |+ Positive Control (+)
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NASTAVENIi PRISTROJE RT PCR, ANALYZA VYSLEDKU

1. CFX96™ Real time PCR Detection System (CFX ManagerTM Software IVD v1.6)

1.1. Nastaveni pristroje RT PCR
Poznamka: Nastaveni pfistroje CFX96™ Real-time PCR System(Bio-Rad) Ize rozdélit do

nasledujicich tfi kroku:
- Nastaveni Protocol
- Nastaveni Plate

- Start Run

A. Nastaveni Protocol

1) V hlavni nabidce kliknéte na Protocol, otevie se okno Experiment Setup.

Obr. 1. Nastaveni Protocol.

Pro provadéné méfeni vytvofte novy nebo nacdtéte jiz existujici
protokol.

21 11/2022 V2.1



@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

2) V Protocol Editoru zadejte teplotni profily podle nasledujici tabulky:

i) Cyclic-CMTA (Melt analysis of three times)

Temperature Duration No. of cycles
Segment o Zet ovkiG
(teplota) (doba trvani) (poCet cyklt)
1 50°C 4 min
2 95°C 15 min
3 95°C 30 sec
4 60°C 1 min
30
5 72°C 30 sec
6 GOTO 3, 29 more times
7 55°C 30 sec
8* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/ 0.5°C)
9 95°C 30 sec
10 60°C 1 min
10
11 72°C 30 sec
12 GOTO 9, 9 more times
13 55°C 30 sec
14* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)
15 95°C 30 sec
16 60°C 1 min
10
17 72°C 30 sec
18 GOTO 15, 9 more times
19 55°C 30 sec
20* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)

Poznamka: Plate Read na Segment 8, 14 and 20. Fluorescence je detekovana pfi tani

(melting).
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ii) End point-CMTA (Melt analysis of one time)

Segment

Temperature Duration

No. of cycles

1

50°C 4 min

95°C 15 min

95°C 30 sec

60°C 1 min

72°C 30 sec
GOTO 3, 49 more times

50

~N~N|jloo o A O WIDN

55°C 30 sec

8*

Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)

Poznamka: Plate Read na Segment 8. Fluorescence je detekovana pfi tani (melting).

Group: [All Wells = ?

Il 28] ot Curve [ 44 Mo Curve Dwtn| ) A rtcmizon

Frrocet At HP2S Pretoce_Ouarstate o<t
e 3 A

1350 ¢ | 950
|50 030

leoo ¢ 530 | S hssoc s
0 | o0 | 0%

Is
et 0
0 C i 05C

Scan Mode: Al Channels | Plate Type : BR White | Anslysis Mode Saseline Sublracted Curve Fit

Obr. 2. Protocol Editor (Cyclic-CMTA)

... |y Wl Group: (Al wlls
(A Mon Curve [ E£4 et Curve Dt | ) A omason

Frotocot: O met prc

| e e e gy =) 5
0 ¢
50
2 20 ¢
@ L
E:

w0 c | 90
o o

Completed Scan Mode. All Channels | Plate Type - BR White | Anslysis Mode. Saseline Sublracted Curve Fit

Obr. 3. Protocol Editor (End point-CMTA)
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3)
4)

Kliknéte na okno Sample Volume a zadejte 20 pl.

Kliknéte na tlacitko OK, otevie se okno Experiment Setup.

Experiment Setup
Cptions
(2] Protocal [ Plate | B> Stan Run

Create New,., Express Load
st .
Selected Proiocal
cyclc-CMTA el Ef Selected..
Preview
Est, Run Time: (3:50:00 {35 Wells-All Channels) Sampie Wolume: 20l
1 1 3 ] 5 & T & g 1] LU I R " 11 i T
E0 C|%0 C %0 C 50 C
e[ @0 [F ®0 ¢ T |
A . | | 7zl - | 70 C
\Trmc" o &0 C | En';—"' % lmocimoc! aocy
20 C : o |E T : o @ TeE
™ [ ] [ ]
3
k— i+ &
T x El T
Mt > >
Expmriment Setup =
optiens
(& Prowcol |G Aate [ Suanfun
Crasta o Express Loas
Seloc Esing.
Selected Protcal
Imekarl Edh Sefecind
Pravew
£ Fun Time: (3200 (6 Wells-Al Chamnels) Sample Valume: 201
1 z a 1 . i 5 i 1 i 8
®0 C 50 C |
| i 0 ¢
il
| i 7o c
| T
| L
Ton =0 c =0 c
w0 c T i
T
3
L)
et 35

Obr. 5. Experiment Setup Protocol (End point-CMTA)
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B. Nastaveni Plate

1) V okné Experiment Setup Plate kliknéte na tladitko Create New. Tim oteviete Plate

Editor, kde muzete zadat nové parametry.

Experiment Setup =
Options.
(4] Protocol | (L) Piate |w> Startun
Croate New... Express Load
Select Existing... \ GuickPlate % wells Al Channels,phd =
Selected Plate
QuickPlate 36 wells _All Channels. phd Edit Selected...
Preview
Fluorophores: FAM, HEX. Texas Red. Cy5, OQuasar W5 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 3 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
] 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
Ll 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. Next >>

Obr. 6. Plate Editor. Zadejte nové parametry plata nebo nactéte jiz ulozené.

2) Kliknéte na tlacitko Select Fluorophores, v zobrazeném okné vyberte kanaly, které budou
pfi méfeni pouzity (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705).

Plate Editor - New ® =
Fle Settings Toos
B & zoom 100% ~ | i Scan Mode [All Channels v]| & wellGroups . | 2 {625 Piate Loading Guide
[ 2 2 0 3 3 Z 3 a 10 i 12 (85 Select Fuorophores ..
5 | B e e | .
= Select Fluorophores S | Samole Tyoe =
. Channel Huorophore Selected Color
2 al P I
2 o= TN —
E 2 e v
Ter r
£ calGad 90 r
e r [=——=—)
4 2 X r [ —-
jronsies = =
H CalRed 610 3 e 81 Experiment Setings... ]
W o r I
R B | 4 Clea Ropicats # |
s Quasar 05 g Clear Wells |
Cancel
Plate Type : BR Clear [ oK [ Cancel |

Obr. 7. Select Fluorophores(FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705).

3) Vyberte jamku a nasledné v roletovém menu Sample Type vyberte typ vzorku v jamce.
- Unknown: klinické vzorky
- Negative Control (negativni kontrola)

- Positive Control (pozitivni kontrola)
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4) Kliknutim na pfislusna zaskrtavaci okénka (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a
Quasar705) vyberte méfici kanaly pro zvolené jamky.
5) Zadejte Sample Name a PC(PC1, PC2 a PC3), poté stisknéte tlacitko Enter.

6) Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editoru zvolte Plate Size(96 Wells) a Plate Type
(BR White).

Plats Loading Guide
g

5 i i 12 858 Sesec Pracroohores....
B T e—

@ Expmrienant Semng.. 1

[ coaroplicate o

8 ceawes

I — = -

Obr. 8. Plate Setup.

7) Kliknéte na tlagitko OK a soubor s Udaji nastaveni nového plata ulozte.

8) Poté bude zobrazeno okno Experiment Setup.

Expeiment Setup =
Options
[ Piste why StanFun

Creala New.., Express Lasd
Select Exlising,.,
Selectod Platy

OuickPlate. 56 weks A Channals,pihd
Preview

Flusraphares: FAM, HE. Qussar 705, Cal Fed 610, Quasar 570 Plats Typs: B White Scan Mods! Al Chanvals
1 2 3 4 5

F
4
£
H
7

AR
A A RARA AR
Elg)slss)%]=
sls15):1515|¢
gla)sfra)x]|*

Obr. 9. Experiment Setup Plate.
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C. Start Run

1) V okné Experiment Setup Start Run kliknéte na tladitko Close Lid, dojde k zavfeni vika.

Experiment Setup

Options

(£ Protocol | 2] Pate] B> Stanfum
Aun Information
Protocal - HPV protocol pred
Plaie : plaie_HPV phd
Notes

Scan Mode : All Channels
Start Fun on Selected Blockis)

Block Name Type Run Status Sample Volume Protocol D

a
7 Eﬁ T f Eid Idle i)

) Select All Blocks

@ Flash Block Indicator | | #7  Open Lid £ Clase Lid \

b Start Run

<< Prev

Obr. 10. Close Lid.

2) Kliknéte na tlacgitko Start Run.
3) Soubor méfeni uloZte bud ve slozce My documents nebo v jiné, k tomu uréené
sloZzce.Zadejte nazev souboru a stisknéte tladitko SAVE, tim dojde ke spusténi

pristroje.

1.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozky uréené k ulozeni dat

A-1. Cyclic-CMTA

* Pouziti funkce ‘Export All Data Sheet to excel’ function (viz str. 23)
1) Za ucelem uloZeni dat ze souboru vysledku pro kazdy bod tani vytvorte tfi slozky.
2) Nazev slozky pro data prvniho bodu tani je “1”, pro data druhého bodu tani “2” a pro

datatfetiho bodu tani “3”.

* Pouziti funkce ‘Seegene Export’ (viz str. 26)
1) Pro uloZeni dat ze souboru vysledk( pro bod tani vytvorte jednu slozku.
2) Nazev slozky zadejte dle Vasi volby.

3) PFi vyuziti funkce ‘Seegene Export’ jsou v ramci slozky vytvofené uzivatelem automaticky
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vytvofeny podslozky 1, 2 a 3, do kterych budou uloZzena data pro jednotlivé body tani.

A-2. End point-CMTA

1) Pro ulozeni dat ze souboru vysledku pro bod tani vytvorte jednu slozku.

2) Nazev slozky zadejte podle vlastni volby.

B. Pfednastavni pro analyzu dat CFX96™

B-1. Pouziti funkce ‘Export All Data Sheet to excel’

1) Po dokonceni testu kliknéte na pole Melt curve, tak vysledky Melt Peak akceptujete.

B 8@ Q8 viewedree. | g wer roup: (Al wells = ?

A0 en Cuve |2 i urve Owe | ) A omuson|

B E]
Temperature, Cetsuis

[V HEX (V] CoRed 610 (V) ussar670 (7] Quasar 705

Pesk Type: [Bostive.

=] S tomeer (8

0 2 3 1

| | Scan Mode. All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

| Completed |

0| R 4| Coners | Sumie 0 % o

Guasar Uakn
Quasar MUakn
Guasar MUk
Quasar MUakn
Ouasar Muakn
Quasar MUk
Quasar Muakn
Quasar Muakn
Quasar MUakn
Quasar MUakn

5750

Obr. 11. Vysledek Melting peak.

2) Na nastrojové listé zvolte Step number “8” a vyberte “Export All Data Sheets to

Excel”.Poznamka: V pfipadé End point-CMTA zvolte rovnou “Export All Data Sheets to

Excel”.
BRI S
[um V) HEX (V] CHRed 610 (V) Qusaw 670  [¥) Guasar 705 Pasc Type: [Postve  v| Siep Mumber
I S T T 7 0 0 780 TR | 17 P P P 30 1
- Hi2 HEX Pas Cwl PC3 1.50
e
e —
e e
e e on
e
e ok
e o
e — i —oh
e o
Completed |, J Scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White  Analysis Mode. Baseline Subtracted Curve Fit
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B B3
Tempersture, Celsius.

Pk Type: [Postive | StepMumber (8 -

I

[ | Lyjn.._:-mas-—o,‘:‘,m
He Quasar 70 Unkn 6250
Hee Quasar T Unkn 57.50
Ho3. Quasar 0 Unkn 63,00
HO3 Quasar T Unkn 57.50
HO4 Quasar MUakn 6300
HOL Quasar M Unakn 57.50
HIS Quasar M Uakn 51.50
HIS Quasar WUakn 6300
HiZ Quasar WPos Ol PC3 51.50
Hi2 Quasar 0Pos C PC3 78,00

4| |Scan Mode. All Channels | Piste Type - BR White | Analysis Mode- Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 12b. Export All Data sheets to excel.

3) Po otevieni nového okna ulozte vysledek do slozky “1”.
Poznamka: V pfipadé End point-CMTA ulozte vysledek do libovolné slozky.
|8 &= a e e —

A0 en cave |5 on curve ot | £ A omusen|

Ml Curve

‘@ EE 023 0)

L ANyl HPV28 @4 DATA
4l Anyl HR

v
Temperature,

|7 FIHex [ Camedein v uewem ¥4

[ 4 5

b QFCR reterece fiom 2FE
Ju testhit editor

A6 User 241-5C

"

M WO 2RI

4| | Sean Mode All

Obr. 13. Export vSech dat z tabulek analyzy dat do uréené slozky.

4) Uijistéte se, ze vysledek byl do slozky ulozen.

Fle View Setings Tools

(B R ([ veweoe .. |G vt co: (vl 7

g moEAHN W~
i @) o
PR ) admin_Anyplexll HPV HR Detection_BR.
- ne ) sdmin_Anyplesdl HPV HR Detection BR.
e EE L 45) admin_AnyolexD HPV MR Detection_ER.
) sdmin_Anypledl HPV HR Detection_BR.

@ zoima ) adrmin Anygledl HPV HR Detection B8.
& us @) adrmin_Anyplexl HPV MR Detection_BR.
3 2M ) sdmin_Anyplel HPV HR Detection BR.
Huns ) sdin_ Anyplex HPV HR Detection_B8.
[ | 45 admin_Anyplexdl HPV MR Detection_BR..
-2 ) admen_Anyplextl HPV HA Detection_BR.

(V] £AM (V] HEX V] Caf Fsd 61

- umy
&e=nozac

l 1074 B8

A Quasar 67Unkn
AR Quasar 6TUakn

4| | Scan Mode: All Channels [ Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 14. Exportované soubory vysledki.
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Poznamka: V pripadé End point-CMTA preskocte kroky 5)~7) a pokracujte dalSim

krokem analyzy.

5) Vratte se do kroku 2) a zvolte Step number “14”. Opakujte kroky 3) a 4) a ulozte
datado slozky “2”.

6) Vratte se do kroku 2) a zvolte Step number “20”.

7) Opakujte kroky 3) a 4), data ulozte do slozky “3”. Data z jednotlivych krokl (Step

number) jsou ulozena nasledovné.

Step number Slozka
8 1
14 2
20 3

30 11/2022 V2.1



@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

B-2. Pouziti funkce ‘Seegene Export’

1) Po dokonceni testu kliknéte na pole Melt curve, tim vysledky Melt peak akceptujete.

R N e Et - —
| 50 e 5 oo | 9 mntiomane]

it Curve.

AN e
— /N SN AN\
N ——

e BS——————

U
$o33588%

P3 7o 3 - =
Temperature, Ceiniva
Pook Tive: (ot w] S tomber [Bon]

oot 0| Puox & Comert 0| Snwie O b

AD Guasar Tlain 57.50

404 Quasar ToUakn @5

404 Quasar TUain 750

A5 Guasar TUakn 600

A5 Quasar akn 5750

A6 Quasar MUakn 500

A6 Quasar Muakn 5750

BOI  Quasar Muakn 250

B0 Quasar MUakn 5750

Be Quasar T Uakn 63,00

1| | Scan Mode. All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Sublracted Curve Fit

Obr. 15. Vysledek Melt peak.

2) V menu Tools zvolte Seegene Export.

o v oo 0
i ar P b
W Eae in T
We i pecw b mw
F12 HEX PosCv  PCIH 6350
G tex  pmor b mw
W lec meon o
A0 Quasar 67Unkn 84,50
%0 o et @k
e v et o
e e o

1 | Scan Mode: All Channels | Plste Type -8R White | Anslysis Mode Baseline Subtracted Curve Fit
e = -

Obr. 16. Seegene Export.
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3) Vyberte slozku, do které budou data uloZena, a kliknéte na tlacitko OK.

[ Data Analys - acmin Amypiedt K H Detection BRiooaziocrd e ®m slElEs
T Vew Setings Took

B &R |G viewsst .. | &3 vies Goop: Alvita =IE3

| 523 ercive |54 v o | ) o omton| —

Mait Curve

Choose dessnation folder

Ji Anyll HPVZ8 &4 DATA

‘s
b1 Celsius.
|7 @) Hex ) Cameaei v| Seotomber (20 =]
PR e o o swwe oM o 3
g (21 TR TS I GengRuN ™o
s I “unk || unk b kakaotak bl
3 - ! boee
c B - Unk Unk Y A LAS
ol I3 = Hod o P @50
oo Bok J ok } ek i 8G EW) i fBon e wmw
€| um | vk | M PC3 7%.00
F o 7 sCM  PCI 250,
~ o T3 FAM PosCvl  PC2 050
L Unk FAM  Unkn %0
K|k ak FAM  PosCl  PC3 7850 o

Obr. 17. Seegene Export dat z tabulek analyzy do uréené slozky.

C. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer

1) Na obrazovce spustte program Seegene Viewer, kliknéte na tlacitko Option, a vyberte

CFX96 v zalozce Instrument.

e €3 | Cpoon | Help.

@ q e
Wild Contol

Standard Cettng CPNOG D
Penbs/ STAR Setiing . v
Samph Index SEtng

v« . .
»
g
o

Ashs Eport
Export A
Apoly Made

Nepatie C Ve
Print Derre.

User Account lew paradigm for
B0t ath Aolecuilar Diagnostics
Temuit Prefie -

y Mty e T S

Obr. 18. Seegene viewer
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2)

soupravu.

Po otevreni souboru vysledkl kliknéte na PRODUCT a ze seznamu vyberte testovaci

B seegene Viewer —t. e A =i
File Edit Option Help
@0@® @0 B o @ Seegene
Test - Quaniitation Ct Results. xlsx X | =)
@ vew rieTe o WELL GRAPH o
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 GFaM @HEX [¥1Cal Red 510 [¥) Quasar 670 [¥] Quasar 105 st [znd @3nd

' 000000000000

0900000000000 .,

‘000000000000 -,

1900000000000 : .

r000000000000 —

F000000000000 wlw/ - \
900000000000 o] Al ——— — = .
1000000000000

@ negative @ Postive (I nvalld 7] comeine % o % T;:m & & #
{2 appLY RESULT o

well Info Positive Find [1[C)) @ Yertical © Horizontal

[C]  sample No Patient Id Well Name Type FAM HEX CalRed 610  Quasar 6. Quasar 705 Auto Interpretation Comment

& Al SAMPLE =
a 801 SAMPLE -
] ol SAMPLE

0a ] SAMPLE

=] EON SAMPLE

0 FOt SAMPLE

a GO1 SAMPLE

0a HOM SAMPLE

a AD2 SAMPLE =

ver 3,12,001

Obr. 19. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer.

Poznamka: Souéasné s vybérem testovaci soupravy zaskrtnéte typ zkumavky (8-strip
nebo 96 plate).
3) Zkontrolujte vysledky u jednotlivych jamek.

[0 seegene Viewer -ae LB L T — o = [E=E—
File Edit Option Help
(o (ﬂ' (@) (@) E]v. Anyplex™ Il HPV HR Detect
&) (i o 1 yplex ection (8 strip) @Seegene
Test - Quaniitation Ct Results xlsx x |
@ veupLate o WELL GRaPH o
I 2 3 4 5 6 7 8 0 10 11 12 [@FaM @HEX [@CalRed 610 [] Quasar 670 (@] Quasar 705 tst Fl2nd @3
' 000000000000 .
:000000000000 .
‘000000000000 -7
1 000000000000
000000000000
F000000000000 /
900003000009 ™™ — - —
000000000000
@ tegatve @ Positve () Invalid [ combine 55 # & T;:p ” e s
2 APPLY RESULT a
Well Info Positive Find [ [C] @ Vertical © Horizontal
Q. FAM HEX CalRed 610 Qx Qi 705
[[1  SampleNo  Patientld Well Name Type Auto Interpretation Remark = L= = Comment
IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
] A0t SAMPLE - IEEEEEEEEEEEEE =
o B01 SAMPLE - HEE -] ST -T-1-T- i
] cn SAMPLE|  High-risk HPY 56(+) = =1- === 1-1- N
a D01 SAMPLE - - - [N N U A I I I I
a E01 SAMPLE - === HEEEEEEEEE
o FO1 SAMPLE - HEE ST -T-T-T1-T-T-1T-T-
] 01 SAMPLE - EEEEEEEEEEEEEE
= f— T Z
- Positive Count : BB(0:2), 53(0:2), B8(Q:7), 58(Q:3), 56(0:5), 35(C1:6), B1(015), 62(01:9), 18(0:2), 33(C:1), 1B(C:1T), 39(Q:T) ver 3,12,001

Obr. 20. Vysledek testu CFX96™ na Seegene Viewer.
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2. CFX96™ Dx System (CFX ManagerTM Dx Software v3.1)

2.1. Nastaveni pristroje RT PCR
Poznamka: Nastaveni pristroje CFX96™ Real-time PCR System(Bio-Rad) Ize rozdélit do

nasledujicich tfi kroku:
- Nastaveni Protocol
- Nastaveni Plate

- Start Run

A. Nastaveni Protocol

1) V hlavni nabidce kliknéte na Protocol, otevie se okno Experiment Setup.

[ = CFX Manager Dx (admi LE\LJ
View User Run Tools Windows Help
q % Protocol
i BIO-RAD
[ | Open v [ Plate.
1 Recent Data Files v | ol Gene Study.

lazhy  Repeata Run

Exit

Searching for instrument(s) User:admin | 01/15/2019 16:35
€

Obr. 1. Nastaveni Protocol.

Pro provadéné meéreni vytvorte novy nebo nactéte jiz existujici
protokol.
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2) V Protocol Editoru zadejte teplotni profily podle nasledujici tabulky:

i) Cyclic-CMTA (Melt analysis of three times)

Step Temperature Duration No. of cycles
1 50°C 4 min
2 95°C 15 min
3 95°C 30 sec
4 60°C 1 min
30
5 72°C 30 sec
6 GOTO 3, 29 more times|
7 55°C 30 sec
8* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/ 0.5°C)
9 95°C 30 sec
10 60°C 1 min
10
1" 72°C 30 sec
12 GOTO 9, 9 more times
13 5586 30 sec
14* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)
15 95°C 30 sec
16 60°C 1 min
10
17 72°C 30 sec
18 GOTO 15, 9 more times
19 55°C 30 sec
20* Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)

Poznamka: Plate Read na Segment 8, 14 and 20.

Fluorescence je detekovana pfi tani(melting).
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ii) End point-CMTA (Melt analysis of one time)

Step Temperature Duration No. of cycles
1 50°C 4 min
2 95°C 15 min
3 95°C 30 sec
4 60°C 1 min
50
5 72°C 30 sec
6 GOTO 3, 49 more times
7 55°C 30 sec
8" Melting curve 55°C ~ 85°C (5 s/ 0.5°C)
Poznamka: Plate Read na Segment 8. Fluorescence je detekovana pfi tani (melting).
f Protocol Editor - Anyplexd]_cyclic CMTA prel ﬁ‘
File Settings Tools ?
HI ‘E‘p Insert Step Sample Velume yl | Est. Run Time 03:30:00
1 2 3 4 B B 7 8 g 10 " 12 13 18 15
950 C|%0 C mo c|%0 C mo c|%0 C
M | 030 20 C ‘ (1= — 720 C - :
f0 Clpmr—— G |so0 ciso c 08 C 0 Clpgr—t G |so0 ciso c U5 C \?EH
i%i IR 0 n?n—ms—/ JELO 0 | T =
5 @ 5 @
i 3 i g "3
e ]
<[ T 3
1 GO0 C for 400 L
l'”sen Step | 2 950 C for 1500
— 3 80 C for 0:00
Insert Gradient | T 600 C for 100
§ 720 C for 030 |
— B GOTO3 &4 mare times I
[SlinsengoTo | 7550 C for 030
’@ Inzert Melt Curva l 8 Melt Curve 550 to 850 C.increment 05 C.
far 0:05 + Plate Read
[todscd Plate Fead o step | 3 o0 G o 130
1 720 C far 030
(2 step Options | =z Got09 .7 o tmes
3 860 C for 030
@Delete Step l 14 Melt Curve 550 to 85,0  C.increment 05 C. g
far TR a Dlata Raad
[ 0K, | [ Cancel |

Obr. 2. Protocol Editor (Cyclic-CMTA)
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Protocol Editor - Anyplextl_end poi

File Setings Tools ?

% Insert Step Sample Volume ul | Est. Run Time 03:02:00

950 C 950 C
o0 030
g0 C
20 C
[}
600 C a
b T 80 C 80 C I
[u] 0:30 05
]
3
a3 x
180, C for 4:00
8] Insert Step 2 90 C for 1500
—~ 3 9% C for 0:30
[P Insert Gradient [ 4 ED C for 1:00
| 5 72 C for 0:30
L6 GOTO3 a5 rnore fimes
Insert GOTO .
750 C for 030
6 Melt Curve 55,0 1o 850  C,increment 0.5 [o5

(S et taet Curve for 005+ Plate Read

fesl dd Plate Read to Step END
Step Options
@De\ete Step

)

Obr. 3. Protocol Editor (End point-CMTA)
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3) Kliknéte na okno Sample Volume a zadejte 20 ul.

4) Kliknéte na tlacitko OK, otevie se okno Experiment Setup.

Run Setup @
Praotocal |[:J F‘Iatelllb Start Run |
[ Create Mew,.. ] Express Load
[ SelectEwisting., | [ ‘]
Selected Protocol
Anyplexll_cyclic CMTA, prel [ Edit Selected,,, |
Preview
Est. Run Time: 03:50:00 (96 Wells-&ll Channels) Sample Yolume: 20ul
1 2 3 4 b i 7 il 9 1 11 12 13
950 C |90 950 C
TR0 30 g0 :
20 C G 05 C 200 5
w0 C 800 C Y030 & 5 fhss0 ¢ {550 C | B ST o s cso
T ' I = ' T |Tw UE
' o] ()] 0]
3 9
ra ra
29 P ] ®
4 n 3
Obr. 4. Experiment Setup Protocol (Cyclic-CMTA)
Run Setup @
Pratocol |D Plate | "B Start Fun |
Expross Load
l 3
Selected Protocol
Anyplexll_end point CM T4, prcl
Preview
Est Run Time: 03:02:00 (96 Wells-All Channels) Sample Yolurne: 20ul
1 2 3 4 5 [ 7 8
950 C 950 C
] 030 @50 C
20 C ‘
00 C ) g
- 7 B0 C 5EO0 C
S.U'U [ ) [IB<l] 0s
3
EE] ®

Obr. 5. Experiment Setup Protocol (End point-CMTA)
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B. Nastaveni Plate

1) V okné Experiment Setup Plate kliknéte na tladitko Create New. Tim oteviete Plate

Editor, kde muzete zadat nové parametry.

Run Setup
Protocol (3 Plate wB» StartRun

Create New,,,
Select Existing...
Selected Plate
5 channel,pltd
Preview

Fluorophores:

FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705

Express Load

Edit Selected...

Plate Type: BR White

Scan Mode: &ll Channels

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Unk Il Unk Il Unk II Unk Il Unk Il Unk Il Unk Il Unk II Unk Il Unk Unk Il Unk
B Unk I Unk I| Unk I Unk Il Unk Il Unk Il Unk Il Unk II Unk Il Unk Unk II Unk
(& Unk Unk II Unk Unk I| Unk Il Unk II Unk Il Unk II Unk Il Unk Unk Il Unk
D Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Il Unk II Unk Il Unk II Unk Il Unk Unk Il Unk
= Unk Unk II Unk Unk Il Unk Il Unk II Unk Il Unk I Unk Il Unk Unk II Unk
F Unk Unk II Unk Unk II Unk Il Unk Il Unk Il Unk Unk II Unk Unk II Unk
G Unk Unk I Unk Unk Il Unk Il Unk I Unk Il Unk Unk ll Unk Unk II Unk
H Unk Unk I Unk II Unk II Unk II Unk I Unk II Unk Unk Il Unk Unk II Unk
<< Prev Next >>

Obr. 6. Plate Editor. Zadejte nové parametry plata nebo nactéte jiz ulozené.

2) Kliknéte na tlacitko Select Fluorophores, v zobrazeném okné vyberte kanaly, které budou
pfi méfeni pouzity (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705).

Plate Editor - New | 2 =
File Settings Editing Tools ?
H 100% ~ | [gd Scan Mode | All Channels - Li Well Groups... | ] Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer Ej Plate Loading Guide
| 2 3 4 5 B T 8 ¢ 10 11 12 [@ Select Fluorophores,,, J
‘ ]
A —
0 I
- Select Fluorophores f T T 'I [ Load Targst Name
SYBR <nonex
D Lhannel Fluorophore Helected Color
Load Sample Mame
: ra v
E <none>
C —
F e = [l I Load  Replicats #
TET r I i
5 ca o 50 C — E—
vIC r _ Feplicate Series
H 3 ROX r [ %5 Experiment Settings. .,
Tewsied C — 4
CalRed 810 Il _ | jﬂ Clear Replicate #
3 crs r [ Clear Wells
Quasar 670 I
: Qs s
Plee Type: BF Clear 0
D Uyt ear Sample [7] Well Group 7] Biological Set [7] Well Note

Obr. 7. Select Fluorophores(FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar 705).
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3)

Vyberte jamku a nasledné v roletovém menu Sample Type vyberte typ vzorku v jamce.
- Unknown: klinické vzorky
- Negative Control (negativni kontrola)
- Positive Control (pozitivni kontrola)

5)
6)

Kliknutim na pfisluSna zaskrtavaci okénka (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 a Quasar
705) vyberte méfici kanaly pro zvolené jamky.

Zadejte Sample Name a PC(PC1, PC2 a PC3), poté stisknéte tlacitko Enter.

Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editoru zvolte Plate Size(96 Wells) a Plate Type
(BR White).

Plate Editor - Testpltd [E=RoEE ]
File @ Editing Tools ?
B Plate Size * il Channels | & well Groups... | I Trace Styles... | == Spreadsheet View/amporter (&) Plate Loading Guide
Number Convention  » BR Clear 12 Select Fluorophares.
Units. >
rer— Samsls Ty
ar 60
Quasar 705
- Load Target Name
FAM <none> -
HEX <none> -
CalRed 10 <none> -
Quasar 610 (none> -
Quasar M6 (none> -
c
Load  Sample Name
1z <none> -
D Load Replicate #
gt Quasaren —
Quasar 705 Quasar 705 D ! =
il — — = = Replicate Series
FAM FAM T
Hex Experiment Seftings, ,
. k!
|ﬁ] Clear Replicate #
= Clear Wells
=
G
— Vew
Plate Type: BR White 7 sample [ Well Group [ Biological Set [ Wall Note

Obr. 8. Plate Setup.
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7) Kliknéte na tlacitko OK a soubor s Udaji nastaveni nového plata ulozte.
8) Poté bude zobrazeno okno Experiment Setup.

9) Kliknéte Next pro pfechod na Start Run menu

Anyplex™ Il HPV HR Detection

Run Setup
Protocol (£ Plate --D Start Run
Create New,.. Express Load
Select Existing, .. v
Selected Plate
& channel, pltd Edit Selected..,
Preview
Fluorophores: F&M, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Unk II Unk II Unk “ Unk Il Unk II Unk Il Unk " Unk Il Unk ll Unk II Unk “ Unk
B Unk II Unk II Unk II Unk Il Unk I Unk I Unk Il Unk II Unk II Unk II Unk II Unk
16 Unk II Unk II Unk ll Unk II Unk I Unk I Unk II Unk II Unk II Unk II Unk Il Unk
D Unk II Unk I Unk Il Unk II Unk |I Unk I Unk II Unk Il Unk II Unk I Unk “ Unk
= Unk I[ Unk I Unk “ Unk Il Unk II Unk I Unk Il Unk Il Unk II Unk I Unk ]I Unk
F Unk ll Unk II Unk ll Unk Il Unk II Unk I Unk II Unk Il Unk |I Unk Il Unk II Unk
G Unk ll Unk II Unk lI Unk II Unk II Unk I| Unk " Unk Il Unk ll Unk Il Unk “ Unk
H Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk “ Unk
<< Prev Next >>

Obr. 9. Run Setup: Plate.
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C. Start Run

1) V okné Experiment Setup Start Run kliknéte na tlaCitko Close Lid, dojde k zavieni vika.

Run Setup

| Protucoll@ F‘Iate| np» Start Aun |

Run Information
Protocol:  Allplex_prel
Plate: Test pltd
Motes:

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

Elock Marme A Type Fun Status Sample Yolurme ID/Bar Code

[] Select All Blocks

& Flash Block Indicator | [£J  Open Lid | (£ closs Lid

-

Obr. 10. Close Lid.

2) Kliknéte na tlac¢itko Start Run.
3) Soubor mé&feni uloZte bud ve slozce My documents nebo v jiné, k tomu uréené slozce.

Zadejte nazev souboru a stisknéte tladitko SAVE, tim dojde ke spusténi pfistroje.
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2.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozky uréené k ulozeni dat

A-1. Cyclic-CMTA

¢ Pouziti funkce ‘Export All Data Sheet to excel’ function (viz str. 44)
3) Zaucelem ulozeni dat ze souboru vysledk( pro kazdy bod tani vytvorte tfi slozky.
4) Nazev slozky pro data prvniho bodu tani je “1”, pro data druhého bodu tani “2” a pro data

tretiho bodu tani “3”.

¢ Pouziti funkce ‘Seegene Export’ (viz str. 47)

4) Pro ulozeni dat ze souboru vysledku pro bod tani vytvorte jednu slozku.

5) Nazev slozky zadejte dle Vasi volby.

6) PFi vyuziti funkce ‘Seegene Export’ jsou v ramci slozky vytvofené uzivatelem automaticky

vytvofeny podslozky 1, 2 a 3, do kterych budou ulozena data pro jednotlivé body tani.
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A-2. End point-CMTA

1) Pro ulozeni dat ze souboru vysledku pro bod tani vytvorte jednu slozku.

2) Nazev slozky zadejte podle vlastni volby.

B. Pfednastavni pro analyzu dat CFX96™
B-1. Pouziti funkce ‘Export All Data Sheet to excel’

1) Po dokonceni testu kliknéte na pole Melt curve, tak vysledky Melt Peak akceptujete.

-; Data Analysis - Test.pcrd [o[@] = ]

File View Settings Export Tools Plate Setup ~ ‘S‘ Fluorophore - ‘ ?

Mek Curve |% Mett Curve Data |{s? Custom Data View | % Run Informauon‘

Melt Curve El Melt Peak El
15 T 7
14 1
12 =
z 1
=2 &
g, 7
8
4
55 60 65 70 75 80 85
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
FAM HEX [¥]CalRed610 (V] Quasar670 (V] Quasar 705 Pesk Type [p-‘,sm.,b v| Step Number: [B -
Met
Well O Fuor & Taget O Cortert | Sample O|pn O
FOE Quasar B7 Pas Ctrl pPCz 57,50
FO& Cuasar 67 Pos Ctrl FC2 700
FO7  Quasar670 Unkn 06 6350
FO7  Guasar670 Unkn-0§ 57.50
FO2  Guasar670 Unkn-14 63.50
F02  Quasar670 Unkn-14 57.50

FO9 Quasar 670 Unkn-22 63.50
FO3 Cuasar 670 Unkn-22 57.50

5 ) I 0 [ (3 1 )
2 ) 2 0 0 [ I ) s =
Fi1 Onimesr ATN Linlen. 28 L}

Completed ‘ ‘ |Sran Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White |Basehne Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 11. Vysledek Melting peak.
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2) Na nastrojové listé zvolte Step number “8” a vyberte “Export All Data Sheets to
Excel”.Poznamka: V pfipadé End point-CMTA zvolte rovnou “Export All Data Sheets to

Excel”.

e

s Data Analysis - Teslr,pcrd E‘Eﬂ
=

File View Seftings Export Tools Plate Setup ~ | §| Fluorophore - | ?

Melt Curve

B Mek Curve Data | 8% Custom Date View | ¥ Run infomation

Melt Curve El Melt Peak El

RFU (10%3)
3
-d(RFU)T

@

55 50 5 70 75 L 25
Temperature, Celsius. Temperature, Celsius
FAM [ HEX (7] Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Pesic Type: [Postive  w|  Step Number
—
Wel 0| Fuor & Taget ) Content O Sample O f2% o 14
FO6 Quasar 67 Pos Ctrl PC2 57,50
FO& Quasar 67 Pos Ctl pC? .00
FO7 Quasar 67 Unkn-06 63,50
Fo? Quasar B7 Unkn-06 57,50
FO2 Quasar 670 Unkn-14 63.50
Fo8 Quasar 670 Unkn-14 5750
FO3 Quasar 670 Unkn-22 63.50
FD3 Quasar 670 Unkn-22 57.50
F10 Quasar 670 Unkn-30 57.50
F10 Quasar 670 Unkn-30 63.50
F11 Ouzear 70 imken28 RIRN

Completed | | ['Scan Mode: All Channels [ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 12a. Vysledek Melting peak

,
&)
o
g
B
=
&
il
b
7

I
e
=3

;

e s | B eprr o] 7

Il Data Sheets » CSV (*.c5v)

Custom Export.

Export to LIMS Folder...

Melt Peak El

Excel 2003 (*xls)
Xml (*xml)

Seegene Export

RFU (10%3)
=
-d(RFU)AT

Temperature, Celsius Temperature, Celsius
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Peak Type: [pomg—.] Step Number: [ﬁ
! 2 3 4 3 5 7 8 3 n i 2 Wel § Fuor A& Target & Comtert ¢ Sample 0T’\$n“p o
s [ umkt J[unks [ w7 |[uncs [ unaa J e [ o [ wnko [ uiar s Lok Jlumet | 7 o Unia-to Nons
B Fo8 FAM Unkn-14 None
FOs FAM Unkn-22 None
F10 FAM Unkn-30 None
F11 FAM Unln-38 None
F12 FAM Pos Cirl FC2 71.00
GO1 FAM Unkn-07 None
GO2 FAM Unkn-15 None
G G03 FAM Unkn-23 None
£ ) 20 [ £ I e ) e e e
s 71 rker-19 [
Completed ‘ | ['Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
€ =

Obr. 12b. Export All Data sheets to excel.
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3)
Poznamka: V pfipadé End point-CMTA ulozte vysledek do libovolné slozky.

Po otevieni nového okna uloZte vysledek do slozky “1”.

i Data Anahysls - Test.perd

File WView Setiings Export  Tools

Ta T
Temperature, Celsius

[F] FAM ] HEX  [F] Cad Red 510 7] Cumsar £30 [¥] Cuimaar 706

Temperature, Ceisis

Pesk Type: | Pastive v| Step bmber [&

=]

bi 3 Fuor A| Tapet 9 Cowert | Semple ol.{";‘pc.

FAM Pos Cnl FC3 780

FaM Unkr-08 Tiore
HOZ FaM Urkr-18 Fore
HO2 2] k24 Pors
Hod FaM LUrkr-32 Fore
HOZ ] Uk More
HO& FEM Neg Cid Mere
HO7 F&M Urkrr 08 ere
HOg FaM Lrkr-15 P
HOS F&M Urkre24 Pere
Hn [=11] |k 12 [T

Complsted

] Sean Mode: All Channelz | Plate Type: BR White |E=|=|inl Sctting: Bazeling Subtracted Cunae Fit

4)

Obr. 13. Export vSech dat z tabulek analyzy dat do uréené slozky.

Ujistéte se, ze vysledek byl do slozky ulozen.

= Data Analysls - Testperd

File  View Settngs Export  Tools

) vk e ] et Curve Dt | (88 st Dtz i | 1) P fomatn

‘Q{ Plate Setup ~

-
-

(Buomon =] ?

| =

2

Temperature, Celsius

Temperature, Ceisius

I FAM 7 HEX 7 Cal Red 610

¥ Guase 60 [V Q.

Pask Type: [ Pastive

v|  epthmoer (8

| | Scan Mode: All Channalz | Blats Type: 8R White | Basaline Setting: Bascline Subiracted Curve Fit

ke o Tewet O Cowet O Sl 0|7t o

8 H PozCul  PC3 | mm
5 Uekn 08 )
= Uk 16 heee
Urkn2¢ Nerw

o FAM Urkn-32 Nicrm
- Fam Urkn40 None

- AN Neg Gt Nore
& FAM Urkn 38 Neee
G Fam Urkn 15 Nors
u FAM Urkn-24 here
Fan Lokn 20 P

Obr. 14. Exportované soubory vysledkd.
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Poznamka: V pripadé End point-CMTA preskocte kroky 5)~7) a pokracujte dalSim

krokem analyzy.

5) Vratte se do kroku 2) a zvolte Step number “14”. Opakujte kroky 3) a 4) a ulozte
datado slozky “2”.

6) Vratte se do kroku 2) a zvolte Step number “20”.

7) Opakujte kroky 3) a 4), data ulozte do slozky “3”. Data z jednotlivych krokl (Step

number) jsou ulozena nasledovné.

Step number Slozka
8 1
14 2
20 3
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B-2. Pouziti funkce ‘Seegene Export’

3)

Po dokonceni testu kliknéte na pole Melt curve, tim vysledky Melt peak akceptujete.

e Data Analysis - Test perd

[= @] = ]|

File View Settings Export Tools

@y pceseup - | 5 | [Fmepnor =] 7

Mekt Curve |% Men(:ume[:a:al{gi m:amwawmlg RunLr\fcrmation|

Melt Curve

Melt Peak

RFU (1043)
s
~d(RFUYAT

Temperature, Celsius

TO
Temperature, Celsius

75

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705

Peak Type: [Postive

~| Step Number: [8

4)

Mett
Wel ¢ Fuor &) Targst ) Content ¢ Sample ¢ = ]
& G12 Fah Pos Ctl  PC3 79.00
B Ha1 FAM Unkn-02 None
c Ho2 FAM Unkn-16 None
HO3 FAM Unkn-24 None
D HO4  FAM Unkn-32 None
E HO5 FAM Unlen-40 None
HO6 FAM Neg Ctd None
3 Ho7 FAM Unkn-08 None
G Hog FAM Unkn-16 None
H HI9 FAM Unkn-24 None
uin Fam Vnken-12 N
Completed | | ‘Snan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White ‘ Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
Obr. 15. Vysledek Melt peak.
V menu Tools zvolte Seegene Export.
-
e Data Analysis - Test pord E‘Eu
File  Wiew Setfings Iﬁl Tools
el Curve ‘% Ml Export All Data Sheets  » Run Information
I% Custom Export E' Melt Peak E'
18 |Es Exportto UMS Folder.. [T T

RFU (10°3)
w B
-d(RFU)T

55 &0 65 70 75 80 &5

Temperature, Celsius

Temperature, Celsius

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705

Peak Type: | Positive > | Step Number. |8 -

Wel (| Fuor A Taget | Cortent ¢ Sample oT’“‘:n“D 0
G2 FAM PosCtl  PC3 79,00
HO1 FAM Unkn-08 None
HZ  FAM Unkr-16 Nane
HO3 FAM Unkn-24 None
H. FaM Unkn-32 Nane
HO5 FAM Unlen-40 None
HO6 FAM Neg Cirl None
H7  FAM Uk 08 Nane
Hog FAM Unkn-16 None
HO9 FAM Unkn-24 None
H1n FAM nken-27 None

Completed |

| | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 16. Seegene Export.
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3) Vyberte slozku, do které budou data uloZena, a kliknéte na tlacitko OK.

| & pata Analysts - Testprd = B |

File Wiew Seftings Export  Tools %Plamsewp' ; :Fluwpmre -: ?

Wk Cures .% monenul{g! ommamlﬂ Pem——
Wit Curve & Wit Pash =

® 0
2. = Browse Far Falder i}
B
o
# ¢ Local Disk (D4 = -
Bl S _— bl My Folder] ;
)\ backup i a0 o5 T T B as
Temperature, Celsius ) Component Temperature, Ceisius
7] FAM ] HEX [ CalRed 610 ] Quasar£70 [ Quasar 705 || ol Deta_bank Paskc Type: | Pastive =| St thmber [ -
I b chook
I Newtoiter | B 0 Aur & Teget & Cower O Sempe O g
A & ()l Dutlonk_backup Fam PosCnl PC3 m
B Dedject FAM Urkr 08 Ticre
T FaM Urkre16 hierm
c | e vy o | o | cance | e e —
o FaM Urkr»32 Plore:
: FAM Unkr-20 Nere
FAM ng Gt Piere
" FAM Uk 00 Mere
G FAM k15 e
T FaM Unke24 hierm
FaM 1 ke 32 Prre

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White |E=i=|irw Sctting: Baseling Subtracted Curve Fit

Obr. 17. Seegene Export dat z tabulek analyzy do uréené slozky.

C. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer

2) Na obrazovce spustte program Seegene Viewer, kliknéte na tladitko Option, a vyberte

CFX96 v zalozce Instrument.

o0 vaos | ) Seegene

CPX36 O
Tambua/ STARSt Seting »
Samph Index Setrg

Languige
Wid Contol

B
{
:

Standird Lattng

Ash Eport
Export Al

Apody Made
Nepatie CI0 Vae
Friot Iarrs i
User Account lew paradigm for
ExpontPah lar Diagnostics

Teatie Prefile vt gy S et m e

Obr. 18. Seegene viewer
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2)

soupravu.

Po otevreni souboru vysledkl kliknéte na PRODUCT a ze seznamu vyberte testovaci

B seegene Viewer —t. e A =i
File Edit Option Help
@0@® @0 B o @ Seegene
Test - Quaniitation Ct Results. xlsx X | =)
@ vew rieTe o WELL GRAPH o
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 GFaM @HEX [¥1Cal Red 510 [¥) Quasar 670 [¥] Quasar 105 st [znd @3nd

' 000000000000

0900000000000 .,

‘000000000000 -,

1900000000000 : .

r000000000000 —

F000000000000 wlw/ - \
900000000000 o] Al ——— — = .
1000000000000

@ negative @ Postive (I nvalld 7] comeine % o % T;:m & & #
{2 appLY RESULT o

well Info Positive Find [1[C)) @ Yertical © Horizontal

[C]  sample No Patient Id Well Name Type FAM HEX CalRed 610  Quasar 6. Quasar 705 Auto Interpretation Comment

& Al SAMPLE =
a 801 SAMPLE -
] ol SAMPLE

0a ] SAMPLE

=] EON SAMPLE

0 FOt SAMPLE

a GO1 SAMPLE

0a HOM SAMPLE

a AD2 SAMPLE =

ver 3,12,001

Obr. 19. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer.

Poznamka: Souéasné s vybérem testovaci soupravy zaskrtnéte typ zkumavky (8-strip
nebo 96 plate).
3) Zkontrolujte vysledky u jednotlivych jamek.

[0 seegene Viewer -ae LB L T — o = [E=E—
File Edit Option Help
(o (ﬂ' (@) (@) E]v. Anyplex™ Il HPV HR Detect
&) (i o 1 yplex ection (8 strip) @Seegene
Test - Quaniitation Ct Results xlsx x |
@ veupLate o WELL GRaPH o
I 2 3 4 5 6 7 8 0 10 11 12 [@FaM @HEX [@CalRed 610 [] Quasar 670 (@] Quasar 705 tst Fl2nd @3
' 000000000000 .
:000000000000 .
‘000000000000 -7
1 000000000000
000000000000
F000000000000 /
900003000009 ™™ — - —
000000000000
@ tegatve @ Positve () Invalid [ combine 55 # & T;:p ” e s
2 APPLY RESULT a
Well Info Positive Find [ [C] @ Vertical © Horizontal
Q. FAM HEX CalRed 610 Qx Qi 705
[[1  SampleNo  Patientld Well Name Type Auto Interpretation Remark = L= = Comment
IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
] A0t SAMPLE - IEEEEEEEEEEEEE =
o B01 SAMPLE - HEE -] ST -T-1-T- i
] cn SAMPLE|  High-risk HPY 56(+) = =1- === 1-1- N
a D01 SAMPLE - - - [N N U A I I I I
a E01 SAMPLE - === HEEEEEEEEE
o FO1 SAMPLE - HEE ST -T-T-T1-T-T-1T-T-
] 01 SAMPLE - EEEEEEEEEEEEEE
= f— T Z
- Positive Count : BB(0:2), 53(0:2), B8(Q:7), 58(Q:3), 56(0:5), 35(C1:6), B1(015), 62(01:9), 18(0:2), 33(C:1), 1B(C:1T), 39(Q:T) ver 3,12,001

Obr. 20. Vysledek testu CFX96™ na Seegene Viewer.
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VYSLEDKY

1. Informace o analytu

Fluorophore Anyplex™ || HPV HR Detection
66 45 58
5
=)
FAM &
7
Temperature
51 59 16
5
HEX T
7
Temperature
33 39 52
'_
=
Cal Red610 ;
T
Temperature
IC 35 18
'_
Z
=)
Quasar670 L
T
Temperature
56 68 31
'_
z
>
Quasar705 %
o
Temperature
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2. Interpretace vysledku

A. Cyclic-CMTA

Vysledek HPV' | Vysledek IC Interpretace
+++ nebo ++ Nukleova kyselina cile detekovana
+++ nebo ++
nebo + - Identifikace cile — typu HPV
Nukleova kyselina cile detekovana™
+++ nebo ++ - Identifikace cile — typu HPV
+ nebo -
nebo + - Mohou byt pfitomny dalsi typy HPV, které
nebylydetekovany.
- +++ nebo ++ | Nukleova kyselina cile nedetekovana.
Neplatny vysledek
- Slaby nebo negativni signal IC ukazuje na
nevyhovujici odbér vzorku, nespravné
- + nebo -
zpracovaninebo pfitomnost inhibitord.
- Pouzijte jinou alikvotni ¢ast puvodniho vzorku a test
opakujte od kroku izolace nukleové kyseliny.
Cyclic-CMTA
Vysledek (Cyclic Catcher Melting Temperature Analysis)
First CMTA point Second CMTA point Third CMTA point
+++ + + +
++ - + +
+ - - +

* Neni detekovan signal interni kontroly nebo jiné signaly: viz &ast RESENI PROBLEMU.

** Intenzita signalu interni kontroly mize byt snizena nebo zcela chybét z dGvodu vysokych

titrd patogenu.
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B. End point-CMTA

Vysledek HPV" | Vysledek IC” Interpretace

Nukleova kyselina cile detekovana

- Identifikace cile — typu HPV

Nukleova kyselina cile detekovana™

- ldentifikace cile — typu HPV

- Mohou byt pfitomny dalsi typy HPV, které
nebylydetekovany.

- + Nukleova kyselina cile nedetekovana

Neplatny vysledek

- Negativni IC signal ukazuje na nevyhovujici odbér
¢izpracovani vzorku nebo na pfitomnost inhibitord.

- Pouzijte jinou alikvotni ¢ast pivodniho vzorku a

testopakujte od kroku izolace nukleové kyseliny.

* Neni detekovan signal interni kontroly nebo jiné signaly: viz ¢ast RESENi PROBLEMU.
** |ntenzita signalu interni kontroly muze byt sniZzena nebo zcela chybét z divodu vysokych

titrd patogenu.
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3. Testovani klinickych vzorku

A. Cyclic-CMTA
Melt Peak-15t (First CMTA point)

Il WELL GRAPH

Fam HEX Cal Fed 610 Quasar 670 Quasar 705

(m]

M 1st [2nd []3rd

200 ]
-
2150 ]
2
100 ]
T
50 ]
0]
-50 1
55 50 65 70 75 80 85
Temp
Melt Peak-2"Y (Second CMTA point)
17 WELL GRAPH o
Fird HEX Cal Red 610 Quasar 670 Cuasar 705 711 st 2nd [C13rd
5003 1c-
5 400 / AN
2 300 \\
1 16
B / \
T 200] . \
-
100 ] f——
Goa/ \\H_ o -
0 GOS\‘_—__’J/,—/—“'_'——
-100 ]
55 60 65 70 75 80 85
Temp
Melt Peak-3" (Third CMTA point)
I WELL GR&PH o
FaM HE® Cal Red 610 Quasar 67 Quasar 705 [[1st []2nd 3rd
500 ] Ic
5 1003 / \
E 3004 / \\ 16
T 2003 } \‘\ 68
100 ] — "
Goa/ S
0l Glg——— — — —
GO fd_
-100]
55 60 65 70 75 80 85
Temp
Autointerpretace Poznamka Quasar 670 FAM HEX Cal Red 610 [Quasar 670 Quasar 705
IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
HPV s vysokym rizikem| 16(+++), 68(+)
+++ - - - - - +++ - - - - - - + -
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B. End point-CMTA

I WELL GRA&PH
Fam HEX Cal Fed 610 Quasar 670 Quasar 705
500 1 c-
5 1003 / \
E 300 / N\ 16
T 200 // \‘\ 68
-
100 ] S —
G037 —
0l GOg—— — — —
GO3. x__//—/——'—'_’_
-100]
55 50 55 70 75 80 85
Temp
Autointerpretace Poznamka Quasar 670 FAM HEX Cal Red 610 [Quasar 670 Quasar 705
IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
HPV s vysokym rizikem 16, 68
+ - - - - - + - - - - - - + -
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RESENi PROBLEMU

Anyplex™ Il HPV HR Detection

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE
PRICINY

RESENI

Neni pozorovan
signal interni
kontroly nebo
neni pozorovan
néktery

z dalSich signalt

Fluorofory pro analyzu dat

nejsou ve shodé s protokolem

Zvolte spravné fluorofory pro analyzu dat.

Nespravny PCR cyklus nebo

teplota pfistroje

Zkontrolujte podminky PCR a je-li tfeba, méfeni

zopakuje se spravnym nastavenim.

Ponechani reagencii pfilis
dlouhou dobu pfi pokojové
teploté nebo jejich nespravné

skladovani

Zkontrolujte podminky skladovani reagencii (viz
str. 9) a datum exspirace (na Stitku soupravy), v

pfipadé potfeby pouZijte novou soupravu.

Nespravné nastaveni pfistroje

Méfeni zopakuje se spravnym nastavenim.

Chyba pfi izolaci nukleové

kyseliny

Ujistéte se, ze pouzivate doporu¢enou metodu

izolace nukleové kyseliny.

Nespravny postup pfi odbéru

vzorku

Pokud neni pozorovan signal cile ani signal IC,
nebyl vzorek spravné odebran. Odeberte vzorek

znovu, dbejte na spravny postup odbéru.

Neni pozorovan

signal interni

Vysoka koncentrace nukleové

kyseliny patogenu

Je-li pozorovan signal cile, je vysledek detekce

patogenu ,detekovano® i v pfipadé, Ze neni

kontroly pozorovan signal IC.
Chcete-li provést kontrolu IC, nafedte vzorek v
PBS (10-100x) a opakujte od kroku izolace
nukleové kyseliny s nafredénym vzorkem.
Pfitomnost inhibitort PCR Nafedte vzorek v PBS (10-100x) a opakujte od
kroku izolace nukleové kyseliny.
Falesna KFizova kontaminace Dekontaminujte vSechny povrchy a nastroje
pozitivita nebo chlornanem sodnym a etanolem. P¥fi izolaci
pozorované nukleové kyseliny pouzivejte pouze Spicky
signaly s filtrem. Mezi jednotlivymi zkumavkami Spicky
negativni ménite. Opakujte izolaci nukleové kyseliny s novou
kontroly sadou reagencii.

KFfizova kontaminace mezi PC
1,2a3

Zacnéte znovu od kroku izolace nukleové kyseliny
nebo
zacnéte znovu od kroku RT PCR.
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Anyplex™ Il HPV HR Detection

negativita nebo
neni pozorovan

zadny signal

POZOROVANI PRAVDEPODOBNE RESENI
PRICINY
Falesna Chyba pfi odbéru vzorku Znovu provedte odbér vzorku.

Nespravné uchovavani

vzorku

Znovu provedte odbér vzorku a cely proces
opakujte. Ujistéte se, ze vzorek byl uchovavan

za doporucenych podminek.

pozitivni Chyba pfi izolaci nukleové Znovu provedte izolaci nukleové kyseliny.
kontroly kyseliny
Chyba pfi pfidani nukleové Zkontrolujte ¢isla vzorkd u zkumavek obsahujicich
kyseliny do pfislusnych PCR | nukleové kyseliny a ujistéte se, Zze nukleova kyselina
zkumavek je pfidavana vzdy do spravné PCR zkumavky.
PFitomnost inhibitoru Nafedte vzorek v PBS (10-100x), proces opakujte
s nafedénym vzorkem od kroku izolace nukleové
kyseliny.
Fluorofory pro analyzu dat Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.
nejsou ve shodé
S protokolem
Nespravné nastaveni Zopakujte PCR se spravnym nastavenim.
pristroje
Nespravna smés PCR Zkontrolujte, zda byly pfidany v8echny komponenty.
(V pfipadé, Ze pouzivate pfedpfipravenou smés,
muZze dojit ke sniZeni citlivosti). Kazdou reagencii
pfed pouzitim ponechte zcela roztat, kratce
vortexujte a kratce stocte.
Ponechani reagencii dlouhou | Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace
dobu pfi pokojové teploté reagencii (viz Stitek soupravy), v pfipadé potfeby
nebo jejich nespravné pouzijte novou soupravu.
skladovani
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UCINNOST

1. Specificita
Velka specificita soupravy Anyplex™ Il HPV HR Detection je dana primery specificky
navrzenymi pro konkrétni cile a reakéni podminky. Souprava Anyplex™ Il HPV HR

Detection byla testovana z hlediska kfizové reaktivity 80 rliznych patogenu: vysledkem

testu byla PCR amplifikace pouze cild.

Organismus C. kmene Vysledek testut
Acinetobacter baumannii ATCC 15150 -
Bacteroides fragilis ATCC 25285D -
Chlamydia trachomatis ATCC VR-577 -
Corynebacterium genitalium ATCC 33030 -
Enterobacter cloacae KCTC 13047 -

Enterococcus faecalis

ATCC 700802D-5 -

Escherichia coli

ATCC 15489 -

Fusobacterium nucleatum

ATCC 25586D-5 -

Gardnerella vaginalis ATCC 14019 -
Haemophilus ducreyi ATCC 33940 -
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 -

Lactobacillus acidophilus

ATCC 4357D-5 -

Lactobacillus crispatus ATCC 33820 -
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 -
Lactobacillus iners ATCC 55195 -
Lactobacillus jensenii ATCC 25258 -
Mobiluncus curtisii ATCC 35241 -
Mobiluncus mulieris ATCC 35243 -
Neisseria gonorrhoeae ATCC 700825D -
Neisseria meningitidis ATCC 700532D -
Neisseria sicca ATCC 29256 -

Peptostreptococcus anaerobius

ATCC 49031D-5 -

Propionibacterium acnes

ATCC 6919 -

Proteus mirabilis

ATCC 12453 -
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Proteus vulgaris ATCC 6059 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15522 -
Pseudomonas fluorescens KCTC 49642 -

Serratia marcescens

ATCC 27137D-5

Staphylococcus aureus subsp.aureus

ATCC 29213

Streptococcus agalactiae

ATCC BAA-611D

Streptococcus mitis

ATCC 49456D-5

Streptococcus pyogenes

ATCC 700294D-5

Trichomonas vaginalis ATCC 30001D -
Ureaplasma urealyticum ATCC 33695 -
Candida albicans ATCC 14053 -
Cytomegalovirus ATCC VR-807 -
Epstein-Barr virus ATCC VR-602 -
Herpes simplex virus 1 ATCC VR-260 -
Herpes simplex virus 2 ATCC VR-734 -
Lidsky adenovirus 1 ATCC VR-1 -
Lidsky adenovirus 3 ATCC VR-3 -

Lidsky adenovirus 8

ATCC VR-1368

Lidsky adenovirus 18

ATCC VR-1095

Lidsky adenovirus 23

ATCC VR-1101

Lidsky adenovirus 40 ATCC VR-931 -
HPV1 ATCC 45021 -
HPV2 ATCC 45022 -
HPV6 ATCC 45150D -
HPV11 ATCC 45151D -
HPV26 korejsky izolat -
HPV34 korejsky izolat -
HPV40 korejsky izolat -
HPV42 korejsky izolat -
HPV43 ATCC 40339 -
HPV44 korejsky izolat -
Organismus C. kmene Vysledek testut
HPV53 korejsky izolat -
HPV54 korejsky izolat -
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HPV61 korejsky izolat -
HPV62 korejsky izolat -
HPV69 korejsky izolat -
HPV70 korejsky izolat -
HPV71 korejsky izolat -
HPV72 korejsky izolat -
HPV73 korejsky izolat -
HPV81 korejsky izolat -
HPV82 korejsky izolat -
HPV83 korejsky izolat -
HPV84 korejsky izolat -
HPV102 korejsky izolat -
HPV16 ATCC 45113D + (HPV16)
HPV18 ATCC 45152D + (HPV18)
HPV31 ATCC 65446 + (HPV31)
HPV33 korejsky izolat + (HPV33)
HPV35 ATCC 40330 + (HPV35)
HPV39 korejsky izolat + (HPV39)
HPV45 korejsky izolat + (HPV45)
HPV51 korejsky izolat + (HPV51)
HPV52 korejsky izolat + (HPV52)
HPV56 ATCC 40549 + (HPV56)
HPV58 korejsky izolat + (HPV58)
HPV59 korejsky izolat + (HPV59)
HPV66 korejsky izolat + (HPV66)
HPV68 korejsky izolat + (HPV68)
SiHa Cell KCLB 30035 + (HPV16)
HelLa Cell KCLB 10002 + (HPV18)

TZ dGvodu potvrzeni platnosti vysledku byl test opakovan trikrat.
XATCC: American Type Culture Collection

KCTC: Korean Collection for Type Culture

KCLB: Korean Cell Line Bank
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2. Citlivost
Ke stanoveni citlivosti soupravy Anyplex™ Il HPV HR Detection byla pouzita standardni
metoda fedéni plazmidové DNA v rozsahu 10° az 10° kopii/reakci a analyza pomoci soupravy

AnyplexTM Il HPV HR Detection. Detekéni limit citlivosti je 50 kopii/reakci.
3. Reprodukovatelnost

Test reprodukovatelnosti byl realizovan ve tfech riznych ¢asech v priibéhu 10 dnl tfemi riznymi
osobami. Ve vSech pfipadech byly ziskany shodné vysledky, reprodukovatelnost testu tak byla

potvrzena.

61 11/2022 V2.1



@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection

ODKAZY

Burd EM. [Human papillomavirus and cervical cancer.] Clin Microbiol Rev. (2003) 16(1): 1-17

2 Castle PE. [The potential utility of HPV genotyping in screening and clinical management.] J Natl Compr Canc
Netw. (2008) 6(1): 83-95 Review
3 Chris JM, Peter JS, Philip EC. [Clinical utility of HPV genotyping.] Gynecol Oncol. (2006) 103: 12-17
4 Chun JY, Kim KJ, Hwang IT, Kim YJ, Lee DH, Lee IK, Kim JK. [Dual priming oligonucleotide system for the
multiplex detection of respiratory viruses and SNP genotyping of CYP2C19 gene.] Nucleic Acids Res. (2007)
35(6): e40
5 Chun JY. [High Multiplex Molecular Diagnostics.] Seegene Bulletin (2012) 1: 1-4
6 Giorgi Rossi P, Bisanzi S, Paganini |, Di lasi A, Angeloni C, Scalisi A, Macis R, Pini MT, Chini F, Carozzi FM. [HPV
Prevalence lItalian Working Group Prevalence of HPV high and low risk types in cervical samples from the Italian
general population: a population based study.] BMC Infect Dis. (2010) 20(10): 214
7 Hwang IT. [Cyclic-CMTA: An Innovative Concept in Multiplex Quantification.] Seegene Bulletin (2012) 1: 11-15
8 Krane JF, Granter SR, Trask CE, Hogan CL, Lee KR. [Papanicolaou smear sensitivity for the detection of
adenocarcinoma of the cervix: a study of 49 cases.] Cancer. (2001) 93(1): 8-15
9 Lee DH. [TOCE: Innovative Technology for High Multiplex Real-time PCR.] Seegene Bulletin (2012) 1: 5-10
10 LiJ, MeiJ, Wang X, Hu L, Lin Y, Yang P. [Human papillomavirus type-specific prevalence in women with cervical
intraepithelial neoplasm in Western China.] J Clin Microbiol. (2012) 50(3): 1079-1081
11 Novaes LC, Novaes MR, Simes-Barbosa A. [Diagnosis of human papillomatosis by polymerase chain reaction in
cases of divergence between results of hybrid capture and papanicolaou cytology.] Braz J infect Dis. (2006)
10(3):169-172
12 Son S, Noh HT, An S. [Human papillomavirus status in cervical scrapes and biopsy specimens using the HPV
genotyping DNA microarray.] Int J Gynaecol Obstet. (2006) 93(3): 258-259
13 Sun ZR, Ji YH, Zhou WQ, Zhang SL, Jiang WG, Ruan Q. [Characteristics of HPV prevalence among women in
Liaoning province, China.] Int J Gynaecol Obstet. (2010) 109(2): 105-109
14 Wallace J, Woda BA, Pihan G. [Facile, Comprehensive High-Throughput Genotyping of Human Genital
Papillomaviruses Using Spectrally Addressable Liquid Bead Microarrays.] J Mol Diagn. (2005) 7(1): 72-80
15  Ursu RG, Onofriescu M, Nemescu D, lancu LS. [HPV prevalence and type distribution in women with or without
cervical lesions in the Northeast region of Romania.] Virol J. (2011) 22(8): 558
62 11/2022 v2.1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20646310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20646310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mei%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22170939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jinke%20Li%2C%20Pei%20Yang
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Human%20papillomavirus%20status%20in%20cervical%20scrapes%20and%20biopsy%20specimens%20using%20the%20HPV%20genotyping%20DNA%20microarray
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20138618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20138618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22192090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22192090

@ Seegene Anyplex™ Il HPV HR Detection
VYZNAM SYMBOLU

Vyznam symbolQ pouzitych na §titku produktu a v navodu k pouziti.

Symbol Vyznam

Pro pouziti v In vitro diagnostice

z

RUO Pouziti pouze pro vyzkumné ucely

Cislo sarze

Katalogové Cislo

Datum exspirace

Teplotni limit

Vystraha

Smeés oligonukleotidl pro amplifikaci a detekci

RNase-free Water

ONTROL Pozitivni kontrola

Anyplex™ PCR Master Mix

Vyrobce

Datum vyroby

Navod k pouziti

Autorizovany zastupce v ES

4iec~flii>~~0E

Obsahuje dostatek reagencie pro ,n“ testl
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UDI

Unikatni identifikator produktu

rxns

Reagencni barkdd pro automaticky izolaéni systém
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

(CotNo. |Product ________________[Se

Anyplex™ Il HPV Series

HPTEDOX Anyplex™ 1l HPV HR Detection 100 rxns
HP10380Z Anyplex™ Il HPV HR Detection 25 rxns
HPT 500X Anyplex™ |l HPY28 Detection 100 rxns
HP10379Z Anyplex™ Il HPY28 Detection 25 mns

Seeplex® HPV Series

HP&401Y Seeplex® HPV4A ACE Screening 50 s

Accessory products
SG1701 Ribo_spin vRD{Viral RNA/DNA Extraction Kit) 50 preps

Automated extraction system

B5415-02 Microlab NIMBUS IVD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4. UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartndge Kit 384T / 1box
EX00013C STARMag 96 X 4 Viral DNA/RNA 200 C Kit 384T / 1box
EX00003P STARMag 96 UniPlate 96 T/ 1box
EX00004T STARMag 96 UniTube 96 T/ 1box
EX00036P STARMag™ S96H N kit 480T / 1box
EXO0037P STARMag™ S96H N kit 960T / 1box
SGT1100 SEEPREFP32 EA
EX0D0003P STARMag 96 ProPrep (Plate Type) 96T/ 1hox
EX00003T STARMag 96 ProPrep (Tube Type) 96T/ 1hox
EX00017P STARMag 96 ProPrep C (Plate Type) 96T/ 1box
EX00017T STARMag 96 ProPrep C (Tube Type) 96T / 1box
6600532-01 Wial Cap Management System EA
SGT2100 AlOS EA
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