cobas® 4800 HPV Test cobas

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

cobas® 4800 System Sample Preparation Kit | c4800 SMPL PREP | 960 Tests P/N: 05235804190
240 Tests P/N: 05235782190
cobas® 4800 HPV Amplification/Detection Kit | ¢4800 HPV AMP/DET | 960 Tests P/N: 05235910190
240 Tests P/N: 05235901190
cobas® 4800 HPV Controls Kit | ¢4800 HPV CTLS | 10 Sets P/N: 05235855190
cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit | ¢4800 LIQ CYT | 960 Tests P/N: 05235839190
240 Tests P/N: 05235812190
cobas® 4800 System Wash Buffer Kit | ¢4800 WB | 960 Tests P/N: 05235871190
240 Tests P/N: 05235863190

POZNAMKA: Diky koupi tohoto produktu maze zakaznik provadét amplifikaci a detekci sekvenci nukleové kyseliny pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) a souvisejicich procest s vyuzitim diagnostiky in vitro. Timto se neudili Zzadny obecny
patent ani jina licence jakéhokoliv typu mimo toto konkrétni pravo pouziti.

UCEL POUZITI

Test cobas® 4800 pro detekci lidského papilloma viru (HPV) je kvalitativni test in vitro pro detekci lidského papilloma viru v pacientskych
vzorcich. Test vyuziva amplifikace cilové DNA pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) a hybridizace nukleové kyseliny pro detekci
14 vysoce rizikovych (HR) HPV typl v jedné analyze. Test specificky detekuje (typy) HPV16 a HPV18 a sou¢asné detekuje i ostatni vysoce
rizikové typy (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68)v klinicky relevantnich infekénich hladinach. Vzorky JSOU omezeny na cervikalni
buriky odebrané do PCR bunecneho odbérového média cobas® (Roche Molecular Systems, Inc.), roztoku PreservCyt® Solution (Cytyc Corp.)
a konzervaéniho roztoku SurePath® (BD Diagnostics-TriPath).

Indikace pouziti testu cobas® 4800 HPV jsou:

(a) Test cobas® 4800 HPV je uréen pro screening pacientek s vysledky testu Pap ASC-US (atypické Supinovité burky neurcitého
vyznamu) pro stanoveni nutnosti provedeni kolposkopie. U¢elem tohoto testu neni zabranit zenam v provedeni kolposkopie.

(b) U Zen ve véku 30 let a starsich Ize test cobas® 4800 HPV vyuzit spolu s Pap k dodateénému screeningu pfitomnosti nebo nepfitom-
nosti vysoce rizikovych typl HPV. Tyto informace spolecné s Iékafskym vyhodnocenim anamnézy cytologie, dalSich rizikovych faktor(i
a odbornych zasad Ize pouZit jako voditko pfi I6Ebé pacientek.

(c) U Zen ve véku 30 let a starsich Ize test cobas® 4800 HPV vyuzit ke stanoveni pfitomnosti nebo nepfitomnosti genotypti HPV 16 a 18.
Tyto informace spolecné s Iékafskym vyhodnocenim anamnézy cytologie, dalSich rizikovych faktord a odbornych zasad Ize pouzit jako
voditko pfi lé¢bé pacientek.

(d) Test cobas® 4800 HPV je uréen pro pouZiti u pacientek s cytologickymi vysledky ASC-US pro vyhodnoceni pfitomnosti nebo absence
vysoce rizikového HPV typu 16 a 18. Tyto informace spole¢né s Iékafskym vyhodnocenim anamnézy cytologie, dalSich rizikovych
faktord a odbornych zasad Ize pouzit jako voditko pfi 1éEbé pacientek. Ucelem tohoto testu neni zabranit Zenam v provedeni
kolposkopie.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Per2|stu1|0| infekce lidskym papilloma virem (HPV) je hlavni pfiCinou karcinomu &ipku a pfedchazejici cerV|kaIn| intraepitelialni neopIaZ|e
(CIN) Pfitomnost HPV byla zaznamenana u vice nez 99 % pfipadi karcinomu C|pku na celém svété’. HPV je maly neobaleny virus
s dvouviaknovou DNA, jehoZ genom obsahuje pfiblizné 8000 nukleotidu. Existuje vice nez 118 rGznych typu HPV viru*® a pfiblizné 40 rGznych
HPV typ(, které mohou infikovat sliznici lidského genitalu™ 57 Ale pouze podskupina 13 az 18 téchto typl je povazovana za vysoce rizikovou pro
vznik karcinomu ¢ipku a jemu predchazejicich l6zi** " . Podle analyzy Udajti z multicentrické studie pFipadd a kontrol Mezinarodni agentury pro
vyzkum rakoviny (IARC), smiSeny OR (pomér Sanci — Odds Ratio) pro Supinovité buriky karcinomu deloznlho Cipku s infekci HPV byI 158,2,
kdyz byla analyza omezena na studie provedene pomoci dobfe validovanych HPV detekcmch technik'®. V této studii se pomér anci
u karcinomu délozniho Eipku pohyboval mezi 109 az 276 ve studiich z riznych &asti svéta 2,

Prestoze je perzistujici infekce vysoce rizikovym (HR) virem HPV nutnou pricinou karcinomu €ipku a jemu pFedchézejicich 1ézi, velmi malé
procento infekci postoup| do tohoto stavu onemocnéni. Sexuainé prenasena infekce HPV je velmi Casta. Odhaduje se, ze az 75 % vSech zen
je nékdy exponovano infekci HPV™. Ale vice nez 90 % infikovanych Zen vytvofi t¢innou imunni odpovéd a po 6 aZ 24 mésicich infekce odezni
bez jakychkoli dlouhodobych zdravotnich nasledk('™ Infekce Jakymkoh typem HPV mize mit za nasledek cervikalni intraepiteliaini neoplazii
(CIN), i kdyz i ta zpravidla ustoupi, jakmile odezni infekce HPVZ".

V rozvinutych zemich se screeningovymi programy karcinomu &ipku je od poloviny 50. let pouzivan Pap stér jako primérni nastroj pro detekci
¢asnych zmén pfedchdzejicich karcinomu €ipku. | kdyz v téchto zemich do8lo k dramatickému sniZeni mortality na karcinom Cipku, Pap stér
vyZaduje interpretaci velmi zkuSenym cytopatologem a je relativné nepifesnym testem s vysokym poctem faleSné negativnich vysledku.
Cytologické abnormality pozorované v Pap stéru jsou primarné zplsobeny infekci HPV. Nicméné rizné zanétlivé a odbérové variace mohou
zpUsobit faleSné pozitivni vysledky Pap stérl. Tridéni abnormalnich Pap stérd zahrnuje opakované testovani, kolposkopii a biopsii.
Histologicky ovéfend |éze vysokého stupné dysplazie musi byt chirurgicky odstranéna pro prevenci vzniku invazivniho karcinomu ¢ipku.

Kultivace papilloma viru je v podminkach in vitro extrémné obtizna a protilatkova odpovéd neni u vSech pacientll infikovanych HPV
prokazatelna. Proto je testovani nukleové kyseliny (DNA) metodou PCR senzitivni a neinvazivni metodou pro stanoveni pfitomnosti aktivni
infekce C|pku HPV virem Implementace testovam nukleove kyseliny na pntomnost viru HPV slibuje zvysenl senzitivity a zlevnem

a lécby.

QOddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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PRINCIPY POSTUPU

Test cobas® 4800 HPV j je zalozen na dvou zékladnich postupech (1) automatizovana pfiprava vzork( pro simultanni extrakci HPV a bunécné
DNA; (2) PCR amplifikace® cilovych sekvenci DNA pomoci HPV a pard komplementarnich primerd specifick)'/ch pro B-globin a detekce
roz§tépenych fluorescenénich HPV a Bglobm specifickych oligonukleotidovych detekénich sond v realném Case. Soub&zna extrakce,
amplifikace a detekce B-globinu v testu cobas® 4800 HPV monitoruje cely postup testu.

Cinidlo Master Mix pro test cobas® 4800 HPV obsahuje pary primert a sondy specifické na 14 vysoce rizikovych typti HPV a B-globin DNA.
Detekce amplifikované DNA (amplikon) probihda béhem tepelného cyklu pomoci oligonukleotidovych sond znaéenych CEtyfmi rliznymi
fluorescenénimi barvivy. Amplifikovany signal dvanacti vysoce rizikovych typ HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) je
detekovan pomoci stejného fluorescencniho barviva, zatimco signadly HPV16, HPV18 a B-globinu se detekuji pomoci svych vlastnich
dedikovanych barviv.

PFiprava vzorku

Pfiprava vzorku testu cobas® 4800 HPV je automatizovéna diky pouZiti zafizeni cobas x 480. Cervikalni vzorky odebrané do PCR
buné&ného odbérového média cobas®, roztoku PreservCyt nebo konzervacniho roztoku SurePath se rozpoustéji za denaturacnich podminek
pfi zvySenych teplotach a poté jsou rozstépeny za pritomnosti chaotropického ¢inidla. Uvolnéné nukleové kyseliny HPV spolu s pfidanou
kontrolou DNA B-globinu jsou purifikovany pomoci absorpce na magnetické sklenéné ¢astice, promyty a nakonec separovany z téchto &astic,
¢imZ jsou pfipraveny k PCR amplifikaci a detekci.

PCR amplifikace

Volba cilové sekvence

Test cobas® 4800 HPV vyuiivé primery pro definovani sekvence asi 200 nukleotidd v ramci polymorfniho regionu L1 v genomu HPV. Smés
HPV primert pfitomna ve smési Master Mix je navrzena pro amplifikaci HPV DNA z 14 vysoce r|2|kovych typa (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 a 68)°° >*°_ Fluorescenéni oligonukleotidové sondy se vaZou na polymorfni regiony v sekvenci definované t&mito primery.

DalSi par primer(i a sonda je namifeny na gen lidského B-globinu (amplikon 330 bp), aby umoznily kontrolu procesu.

Amplifikace cile

Eagle205® DNA ponmeréza”, chemicky modifikovand verze Thermus species Z05 DNA polymerézyzs, se vyuziva k ,horkému
startu® amplifikace cilové HPV a B-globinové kontroly. Nejprve se reakcni smés pro PCR zahfiva, aby se aktivovala EagIeZOS® DNA
polymeraza k denaturaci virové DNA a genomické DNA a expozici pnmerovych cilovych sekvenci. BEhem ochlazovani smési dochazi k anelaci
upstream a downstream primerd k sekvencim cilové DNA. Eagle205 DNA ponmeraza za pritomnosti dvojmocnych kovovych iontd
a nadbytku dNTP primer(y) prodluZuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se uzavird prvni cyklus PCR, ktery poskytuje dvoufetézcovou
DNA kopii cilového regionu genomu HPV a genu -globinu. DNA polymeraza prodluzuje primery po anelaci podél cilovych vzord a poskytuje
molekulu dvoufetézcové DNA cilového HPV se zhruba 200 pary bazi nebo molekulu DNA B-globinu se 330 pary bazi, které se fika amplikon.
Tento proces se nékolikrat opakuje a v kazdém cyklu se efektivné zdvojndsobuje mnoZstvi amplikonové DNA. Amplifikace probiha pouze
v oblasti genomu HPV a/nebo genu B-globinu mezi pfisluSnym primerovym parem. Cely genom amplifikovan neni.

Automaticka detekce v rediném ase

Test cobas® 4800 HPV vyuziva v redlném &ase bézici PCR technologii. Kazda oligonukleotidova sonda v reakci je oznaena
fluorescenénim barvivem, které slouzi jako oznamovaci, a dalSim barvivem, které je tlumici a tlumi fluorescen¢ni emise z barviva v intaktni
sondé. Jak amplifikace pokracuje, sondy komplementarnl k amplikonu se vazou na specifické jednovlaknové DNA sekvence a JSOU roz$tépeny
5' az 3' nukledzovou aktivitou EagIeZOS DNA polymerazy. Jakmile je pomoci této nukledzové aktivity separovédno oznamovaci barvivo od
tlumiciho barviva, po excitaci pfisluSnym svételnym spekirem se emituje fluorescenéni signal o specifické vinové délce. Tato specificka vinova
délka pro kazdé barvivo umozZiiuje nezavisle zméfit HPV16 amplikon, HPV18 amplikon, jiné vysoce rizikové amplikony (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 a 68) a B-globinovou kontrolu, protoZe sondy specifické pro tyto sekvence jsou oznageny rliznymi barvivy.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahUJe v testu cobas® 4800 HPV pouzitim enzymu AmpErase (uracn-
N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézcd DNA obsahujicich deoxyuridin™, % ale
nikoli DNA obsahuijici deoxytymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je v8ak vzdy pfitomen v amplikonu diky tomu, Ze se Jako
jeden z dNTP v ¢inidle Master Mix misto thymidintrifosfatu pouziva deoxyuridintrifosfat; proto je deoxyuridin obsazen pouze v amplikonu.
V disledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vici destrukci enzymem AmpErase pfed amplifikaci cilové DNA. Enzym
AmpErase, ktery je obsazen ve smési Cinidla Master Mix, katalyzuje Stépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku
rozevienim deoxyribozoveho fetézce v pozici C1. KdyzZ je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizacnim kroku zahfivan, $tépi se
v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamphﬂkovatelnou Pfi teplotach nad 55 °C, tedy béhem tepelného cyklovani, je enzym AmpErase
inaktivni, a proto cilovy amplikon nerozklada. Je prokazano, Zze enzym AmpErase v testu cobas® 4800 HPV inaktivuje minimalné 10° kopii
deoxyuridin-obsahujiciho HPV amplikonu na jednu PCR.

27,28
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CINIDLA

cobas® 4800 System Sample Preparation Kit
Souprava pro pfipravu vzorkl pro systém cobas® 4800

(PIN: 05235782190)
MGP

(Magnetické sklenéné ¢astice pro systém cobas® 4800)

Magnetické sklenéné Castice
93 % Isopropanol

Xi

F

X

Drazdivy

)

93 % (hm.) Isopropanol

93 % (hm.) Isopropanol

Vysoce hoflavy
R: 11-36-67, S: 7-16-24/25-26

EB

(Eluéni pufr pro systém cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

cobas® 4800 System Sample Preparation Kit
Souprava pro pripravu vzorkd pro systém cobas® 4800

(PIN: 05235804190)
MGP

(Magnetické sklenéné ¢astice pro systém cobas® 4800)

Magnetické sklenéné Castice
93 % Isopropanol

Xi

F

X

Drazdivy

)

93 % (hm.) Isopropanol

93 % (hm.) Isopropanol

Vysoce hoflavy
R: 11-36-67, S: 7-16-24/25-26

EB

(Eluéni pufr pro systém cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

cobas® 4800 System Wash Buffer Kit
Souprava promyvaciho pufru pro systém cobas® 4800

(PIN: 05235863190)

WB

(Promyvaci pufr pro systém cobas® 4800)

Dihydrat citratu sodného
0,05 % N-metylizotiazolon HCI

cobas® 4800 System Wash Buffer Kit
Souprava promyvaciho pufru pro systém cobas® 4800

(PIN: 05235871190)

WB

(Promyvaci pufr pro systém cobas® 4800)

Dihydrat citratu sodného
0,05 % N-metylizotiazolon HCI

05990289001-02CS

¢4800 SMPL PREP

¢4800 SMPL PREP

c4800 WB

c4800 WB

240 testu

10x4,5ml

10 x 18 ml

960 testl

10x 13,5 ml

10x18 ml

240 testu

10 x 55 ml

960 testl

10 x 200 ml
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cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit
Souprava pro pFipravu kapalnych cytologickych vzorku
pro systém cobas® 4800

(P/N: 05235812190)

PK
(Proteinaza K cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI

< 0,05 % EDTA
Glycerol

Chlorid vapenaty
Octan vapenaty
<2 % proteinaza K

Xn x <2 % (hm.) proteindza K

Zdravi Skodlivy
SDS
(SDS ¢inidlo pro systém cobas® 4800)
Pufr Tris-HClI
0,2 % SDS
0,09 % azid sodny
LYS
(Lyticky pufr pro systém cobas® 4800)
Pufr Tris-HCI
37 % guanidin HCI
<5 % polydokanol

Xn x 37 % (hm) guanidin HCI

Zdravi Skodlivy
R: 22-36/38, S: 13-26-36-46
N i{/ <5 % (hm.) polydokanol

Nebezpecny pro zZivotni prostredi

R: 22-41-50, S: 26-39-61
cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit
Souprava pro pfipravu kapalnych cytologickych vzorku

pro systém cobas® 4800
(PN: 05235839190)

PK
(Proteinaza K cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI

< 0,05 % EDTA
Glycerol

Chlorid vapenaty
Octan vapenaty

< 2 % proteinaza K

Xn x <2 % (hm.) proteinaza K

Zdravi Skodlivy

SDS

(SDS ¢inidlo pro systém cobas® 4800)
Pufr Tris-HCI
0,2 % SDS
0,09 % azid sodny

05990289001-02CS

c4800 LIQ CYT

c4800 LIQ CYT

240 testl

10x0,9 ml

10x3ml

10 x 10 ml

960 testud

20x1,2ml

10x9 ml
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LYS 10 x 36 ml
(Lyticky pufr pro systém cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI

37 % guanidin HCI

<5 % polydokanol

Xn x 37 % (hm) guanidin HCI

Zdravi Skodlivy
R: 22-36/38, S: 13-26-36-46
N Sf <5 % (hm.) polydokanol

Nebezpecny pro zZivotni prostredi
R: 22-41-50, S: 26-39-61

cobas® 4800 HPV Amplification/Detection Kit c4800 HPV AMP/DET 240 testl
Souprava pro amplifikaci/detekci HPV pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235901190)
HPV MMX 10x0,5ml
(Master Mix HPV pro cobas® 4800)
Tricinovy pufr
Octan draselny
Hydroxid draselny
Glycerol
< 0,13 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP
< 0.01 % Upstream a downstream HPV primery
< 0,01 % Upstream a downstream -globin primery
< 0,01 % fluorescenni HPV sondy
<0,01 % quorescencnl B-globin sondy
< 0,10 % EagleZ05° DNA polymeraza (mikrobialni)
< 0,10 % AmpErase (uracil-N-glykozylaza) enzym (mikrobialni)
0,09 % azid sodny

HPV Mg/Mn 10x1,0ml
(Roztok HPV Mg/Mn pro cobas® 4800)

Octan hofecnaty

Octan manganaty

< 0,02 % ledova kyselina octova
0,09 % azid sodny

cobas® 4800 HPV Amplification/Detection Kit ¢4800 HPV AMP/DET 960 testl
Souprava pro amplifikaci/detekci HPV pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235910190)

HPV MMX 20 x 1,0 ml
(Master Mix HPV pro cobas® 4800)

Tricinovy pufr

Octan draselny

Hydroxid draselny

Glycerol

< 0 13 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP

< 0.01 % Upstream a downstream HPV primery

< 0,01 % Upstream a downstream 3-globin primery
< 0,01 % fluorescenéni HPV sondy

<0,01 % quorescencnl B-globin sondy

< 0,10 % EagleZ05° DNA polymeraza (mikrobialni)
< 0,10 % AmpErase (uracil-N-glykozylaza) enzym (mikrobialni)
0,09 % azid sodny

HPV Mg/Mn 10x1,0ml
(Roztok HPV Mg/Mn pro cobas® 4800)

Octan hofeénaty

Octan manganaty

< 0,02 % ledova kyselina octova
0,09 % azid sodny
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cobas® 4800 HPV Controls Kit 4800 HPV CTLS 10 sad

Kontrolni souprava HPV pro systém cobas® 4800

(P/N: 05235855190)

HPV (+) C 10x 0,5 ml
(Pozitivni kontrola HPV cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI

EDTA

0,05 % azid sodny

< 0,002 % poly rA RNA (syntetickd)

< 0,001 % neinfekéni plasmid DNA (mikrobiélni) obsahujici HPV sekvence 16, 18, 39

< 0,001 % neinfekéni plasmid DNA (mikrobialni) obsahujici sekvence lidského 3-globinu
(-)C 10x 0,5 ml
(Negativni kontrola pro systém cobas® 4800)

Pufr Tris-HCI

EDTA

0,05 % azid sodny

< 0,002 % poly rA RNA (syntetickd)

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A
B.

o

ST Toemm

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test je uréen pro cervikalni vzorky odebrané pomoci PCR bunééného odbérového média cobas®, roztoku PreservCyt a kon-
zervacniho roztoku SurePath.

Nepipetuijte Usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a s Cinidly ze soupravy noste ochranné rukavice
na jedno pouZiti, laboratorni plasté a prostiedek pro ochranu o¢i. Po préci se vzorky a zkuSebnimi Cinidly si dikladné umyjte ruce.

Zamezte mikrobialni a DNA kontaminaci €inidel.

Nespotiebovana €inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.

Nepouzivejte po uplynuti data exspirace.

Cinidla nemichejte.

Bezpecnostni listy pro materialy (MSDS) za$le na vyzadani VaSe mistni pobocka spoleénosti Roche.

Je nutne nosit rukavice. Aby nedo$lo ke kontaminaci, musi se rukavice vyménit mezi manipulaci se vzorky a manipulaci s €inidly pro
cobas® 4800.

Manipulace se vzorky se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekCnim materialem. Musi byt pouzivany bezpecne laboratorni postupy, napf.
postupy uvedené v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories * a v dokumentu CLSI &. M29-A3%.

LYS obsahuje guanidin-hydrochlorid. Nesmi dojit k pfimému kontaktu guanidin-hydrochloridu a chlornanu sodného (bélici
prostfedek) nebo jinych vysoce reaktivnich €inidel jako jsou kyseliny nebo zasady. Z téchto smési by se mohl uvoliovat Skodlivy
plyn. Pokud se kapalina obsahujici guanidin-hydrochlorid rozlije, postizené misto vycistéte vodou s vhodnym laboratornim detergentem.
Jestlize dojde k rozliti potenciainé infekEnich latek, vycistéte misto NEJPRVE vodou s vhodnym laboratornim detergentem a potom
0,5% chlornanem sodnym.

MGP obsahuje isopropanol a je vysoce hoflavy. Uchovavejte mimo otevieny ohen a prostfedi, ve kterém se mohou vytvaret jiskry.

. EB, SDS, HPV MMX, HPV Mg/Mn, (-) C a HPV (+) C obsahuji azid sodny. Ten m{ize reagovat s olovénym nebo médénym potrubim

a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. PFi likvidaci roztokd obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok
velkym mnozstvim studené vody, abyste tak zabranili vytvareni azidu.

Pfi praci s jakymikoliv €inidly pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to, aby se tyto materidly
nedostaly do styku s pokoZkou, o€ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamZité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody.
Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Pokud dojde k rozliti, zfedte je pfed vytfenim dosucha vodou.

V8echny polozky k jednorazovému pouziti pouZijte jen jednou. Pufr znovu nepouZivejte.

K Cisténi zafizeni cobas x 480 nebo analyzatoru cobas z 480 nepouZzivejte roztok chlornanu sodného (bélidlo). Bojde-li k rozliti na
zafizeni cobas x 480 nebo na analyzator cobas z 480, postupujte podle pokynu v pfirucce obsluhy pro systém cobas™ 4800.

DalSi varovani, upozornéni a postupy@pro snizeni nebezpeli kontaminace zafizeni cobas x 480 nebo analyzatoru cobas z 480 najdete
v pfiruce obsluhy pro systém cobas™ 4800.
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POZADAVKY NA SKLADOVANi A MANIPULACI

A

Cinidla nezmrazuijte.

B. MGP, EB, PK, SDS, LYS, HPV MMX, HPV Mg/Mn, HPV (+) C a (-) C uchovavejte pfi 2-8 °C. Tato Cinidla jsou stabilni do vyznaceného

C.

data exspirace.
WB uchovavejte pfi 15-25 °C. Cinidlo je stalé do vyznaceného data expirace.

DODAVANY MATERIAL

A.

cobas® 4800 System Sample Preparation Kit | 4800 SMPL PREP
Souprava pro pfipravu vzorkl pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235782190)

MGP
(Magnetické sklenéné &astice pro systém cobas® 4800)

EB
(Eluéni pufr pro systém cobas® 4800)

. cobas® 4800 System Sample Preparation Kit c4800 SMPL PREP

Souprava pro pfipravu vzorkl pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235804190)

MGP

(Magnetické sklenéné ¢astice pro systém cobas® 4800)
EB

(Eluéni pufr pro systém cobas® 4800)

cobas® 4800 System Wash Buffer Kit ¢4800 WB
Souprava promyvaciho pufru pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235863190)

WB

(Promyvaci pufr pro systém cobas® 4800)

cobas® 4800 System Wash Buffer Kit c4800 WB
Souprava promyvaciho pufru pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235871190)

WB

(Promyvaci pufr pro systém cobas® 4800)

. cobas® 4800 HPV Amplification/Detection Kit ¢4800 HPV AMP/DET

Souprava pro amplifikaci/detekci HPV pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235901190)

HPV MMX

(Master Mix HPV pro cobas® 4800)

HPV Mg/Mn

(Roztok HPV Mg/Mn pro cobas® 4800)

cobas® 4800 HPV Amplification/Detection Kit ¢4800 HPV AMP/DET
Souprava pro amplifikaci/detekci HPV pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235910190)

HPV MMX

(Master Mix HPV pro cobas® 4800)

HPV Mg/Mn

(Roztok HPV Mg/Mn pro cobas® 4800)

cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit ¢4800 LIQ CYT
Souprava pro pnpravu kapalnych cytologickych vzorku
pro systém cobas® 4800

(P/N: 05235812190)

PK

(Proteinaza K cobas® 4800)

SDS

(SDS ¢inidlo pro systém cobas® 4800)

LYS

(Lyticky pufr pro systém cobas® 4800)
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H. cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit 4800 LIQ CYT 960 testl
Souprava pro pFipravu kapalnych cytologickych vzorku
pro systém cobas® 4800
(P/N: 05235839190)

PK
(Proteinaza K cobas® 4800)

SDS
(SDS ¢inidlo pro systém cobas® 4800)

LYS
(Lyticky pufr pro systém cobas® 4800)

I. cobas® 4800 HPV Controls Kit 4800 HPV CTLS 10 sad
Kontrolni souprava HPV pro systém cobas® 4800

(P/N: 05235855190)
HPV (+) C
(Pozitivni kontrola HPV cobas® 4800)
- C
EN)egativni kontrola pro systém cobas® 4800)
POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
Manipulace se vzorky a €inidly
 PCR bunééné odbérové médium cobas® (Roche P/N 5619637190, nepovinné)
o Spitky CO-RE, 1000 pl, stojan na 96 (Roche P/N 04639642001 nebo Hamilton P/N 235905)
e Zasobnik na €inidla 50 ml (Roche P/N 05232732001)
¢ Zasobnik na €inidla 200 ml (Roche P/N 05232759001)
o Extrakeni desti¢ka pro systém cobas® 4800 (s hlubokymi jamkami) (Roche P/N 05232716001)
o Mikrotitradni desticka a zalepovaci folie pro systém cobas® 4800 0,3 ml (Roche P/N 05232724001)
¢ Pevny odpadovy pytel [Roche P/N 05530873001 (maly) nebo 04691989001 (velky)]
¢ Plastova skluzavka na odpad Hamilton STAR (Roche P/N 04639669001)
o Zkumavky 13 ml s kulatym dnem, (Sarstedt P/N 60.541.122) pro pouZiti jako sekundarni zkumavky na vzorky
¢ Vicka neutralni barvy (Sarstedt P/N 65.176.026) pro uzavieni 13 ml zkumavek Sarstedt s kulatym dnem po cyklu
¢ Rukavice na jedno pouziti bez pudru
Vybaveni a software
e Zafizeni cobas x 480
o Analyzator cobas z 480
o Kontrolni jednotka systému cobas® 4800 se softwarem systému verze 1.0 nebo vy$si
o cobas® 4800 Work Order Editor verze 0.2.9.0912 nebo vyssi
Volitelné vybaveni a materialy
o Pipety: mozny objem pipetovani 1000 pl
o Spigky s aerosolovou bariérou nebo $picky bez DN4zy: mozny objem 1000 pl
¢ Centrifuga s kyvnou nadobou rotoru s min. otackami 1500
o Samostatnd magneticka desticka (Roche P/N 05440777001)
o Vortex mixer (pro jednu zkumavku)
¢ Vortex mixer pro vice zkumavek [napf. VWR P/N 58816-116]

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
POZN.: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi.
A. Odbér vzorku

Cervikalni vzorky odebrané pomoci PCR bunéného odbérového média cobas®, roztoku PreservCyt a konzervaéniho roztoku SurePath byly
validovany pro pouZiti s testem HPV cobas® 4800. P odbéru cervikalnich vzorku postupuijte podle pokynl vyrobce.

B. Preprava vzorku

Cervikalni vzorky odebrané pomoci PCR bunééného odbérového média cobas®, roztoku PreservCyt a konzervaéniho roztoku SurePath Ize
pfepravovat pii teplotach 2-30 °C. Cervikalni vzorky odebrané do konzervaéniho roztoku SurePath je nutné zmrazit do 24 hodin od odebrani.
Pfi pfepravé vzork( HPV je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni pfedpisy o pfepravé etiologickych agens31.

C. Uchovavani vzorka

Cervikalni vzorky odebrané do PCR bunééného odbérového média cobas® a roztoku PreservCyt je mozné uchovavat pii teploté 2-30 °C az

6 mésicl od data odebrani. V konzervaénim roztoku SurePath je moZno vzorky cervikalnich bunék uchovavat pfi teploté 2-8 °C po dobu az
4 tydn( od data odebrani.
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NAVOD K POUZITI

POZN.: VSechna ¢inidla kromé HPV MMX a HPV Mg/Mn musi mit pfed vloZzenim do zafizeni cobas x 480 okolni teplotu
laboratofe. HPV MMX a HPV Mg/Mn je mozné vzit pfimo z mista skladovani o teploté 2—8 °C, protoze se budou
vyrovnavat na teplotu v zafizeni cobas x 480 do doby, nez se pouZiji v procesu.

POZN.: Vzorky v PCR bunééném odbérovém médiu cobas®, roztoku PreservCyt a konzervaénim roztoku SurePath musi
mit pfed vloZzenim do pFistroje cobas x 480 okolni teplotu laboratore.

POZN.: Viz provozni pfiruéka pro systém cobas® 4800, kde najdete podrobné postupy.
Mnozstvi pro jeden cyklus:

Systém cobas® 4800 je navrzen tak, aby dokazal pracovat s testy HPV cobas® 4800, s mnozstvim 1 az 22 vzorky plus kontroly
(az 24 testt/cyklus) a 1 az 94 vzorky plus kontroly (aZz 96 testU/cyklus). Kazda souprava pro pfipravu vzorkli pro systém cobas® 4800,
souprava pro pfipravu kapalnych cytologickych vzork( pro systém cobas® 4800, souprava promyvaciho pufru pro systém cobas® 4800
a souprava pro amplifikaci a detekci HPV pro systém cobas® 4800 obsahuje mnozstvi &inidel dostateéné pro 10 cyklti po 24 testech (240 testtl
v sadé) nebo 96 testd (960 testli v sadé). Souprava kontrol HPV pro systém cobas® 4800 obsahuje dostate¢né mnozstvi Cinidel pro celkem
10 cykll, bud s 24 testy nebo 96 testy (10 sad na soupravu) Minimalni mnozstvi pro jedno méfeni (cyklus) v systému cobas® 4800 je
1 vzorek plus kontroly. Jeden replikat systému cobas® 4800 negativni kontroly [(-) C] a jeden replikat cobas” 4800 HPV pozitivni kontroly
[HPV (+) C] jsou nutné k provedeni kazdého cyklu (viz oddil ,Kontrola kvality“).

Pracovni postup:

POZN.: Pro cyklus s 24 vzorky lze pouzit i soupravu s 960 testy, i kdyZz €inidla nebudou v takovém pripadé optimalné
vyuzita.

POZN.: Pro maximalni vykon systému by mél byt celkovy pocet vzorkd pacientd véetné kontrol délitelny osmi.

PFi sputéni testu HPV cobas® 4800 si Ize v softwaru cobas® 4800 vybrat jeden ze dvou pracovnich postupt: ,Full workflow* (Uplny pracovni
postup) a ,PCR only workflow* (Pouze PCR).

Uplny pracovni postup HPV:

,Uplny pracovni postup HPV* se sklada z pfipravy vzorku na zafizeni cobas x 480 a poté nasleduje amplifikace a detekce na analyzatoru
cobas z 480. Velikost cyklu mGze byt ve formatu s 24 testy (1 az 22 vzork( plus 2 kontroly) nebo ve formatu s 96 testy (1 az 94 vzorku plus
2 kontroly). Viz oddil ,Provedeni tplného pracovniho postupu® nize a pfiru¢ka obsluhy k systému cobas® 4800, kde najdete podrobnosti.

Pracovni postup HPV pouze PCR:

,Pracovni postup HPV pouze PCR® se sklada z amplifikace a detekce na analyzatoru cobas z 480. Mnozstvi vzorkd pro jeden cyklus muze
byt 1 az 94 plus 2 kontroly. Viz oddil ,Provedeni pracovniho postupu Pouze PCR* nize a pfirucka obsluhy k systému cobas® 4800, kde
najdete podrobnosti.

Vzorky:

Testem HPV cobas® 4800 je mozné vyhodnotit tfi typy cervikalnich vzorka: a) cervikalni vzorky v roztoku PreservCyt, b) cervikalni vzorky
v PCR bunééném odbérovém médiu cobas® a c) cervikalni vzorky v konzervaénim roztoku SurePath. Vzorky v roztoku PreservCyt a PCR
bunééném odbérovém médiu cobas® je mozZné zpracovat pfimo z jejich 20 ml primarni nadoby s pfislusnym ¢arovym kédem nebo z fadné
¢arovym kdédem oznacené 13 ml kulaté zkumavky Sarstedt v zafizeni cobas x 480. Vzorky v konzervaénim roztoku SurePath je nutno pfenést
do fadné ¢arovym kodem oznacené 13 ml kulaté zkumavky Sarstedt a pote zpracovat v zafizeni cobas x 480. Prostuduijte si pfiru¢ku obsluhy
pro systém cobas 4800, kde najdete pfislusné postupy spravného oznadovani pomoci ¢arového kédu a seznam pfipustnych ¢arovych kdda
pro systém cobas® 4800.

POZN.: Minimalni pozadovany objem v PCR bunééném odbérovém médiu cobas® PCR a v primarnich nadobach s roztokem
PreservCyt 3,0 ml. PA pouziti 13 ml kulatych sekundarnich zkumavek je minimalni pozadovany objem 1,0 ml
a maximalni objem 10 ml.

POZN.: PouZivejte pouze PCR bunééné odbérové médium cobas®, roztok PreservCyt a konzervaéni roztok SurePath
k odbéru cervikalni vzorkd pro test cobas® 4800 HPV. Test HPV cobas® 4800 nebyl validovan s jinymi zafizenimi
pro odbér vytéra nebo jinymi typy médii. Uzivani testu HPV cobas® 4800 s jinymi odbérovymi zafizenimi nebo typy
médii by mohlo vést k faleSné negativnim, faleSné pozitivnim nebo neplatnym vysledkdm.

POZN.: Pred zpracovanim vzorkd v zafizeni cobas x 480 mize byt nutné vzorky rozdélit na alikvotni podily do éarovym
kédem oznaéenych 13 ml kulatych zkumavek Sarstedt. K manipulaci se vzorky pouzivejte pipetory se Spickami
s aerosolovou bariérou nebo s pfimym vypuzovamm Aby nedoslo ke kfizové kontaminaci zpracovanych vzorka,
je nutné po zpracovani vzorkd pouZit pro_uzavreni téchto zkumavek dalSi vicka jiné barvy (neutralni, viz oddil
POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY).

POZN.: PAHA prenosu vzorkd z primarnich naddob do 13 ml kulatych sekundarnich zkumavek postupujte opatrné. Pred
pfenosem zamichejte primarni vzorky na vortexu. Po kazdém vzorku vymérnite pipetovaci Spicky.

POZN.: Nezpracovavejte vzorky, které nesou znamky krve nebo maji tmavé hnédou barvu.

V jednom cyklu miize byt jakakoli kombinace vzorkd (PCR bunéné odbérové médium cobas®, roztok PreservCyt nebo konzervaéni roztok
SurePath) a kazdy vzorek Ize testovat s genotypizanim testem HPV High Risk, nebo HPV High Risk Plus.
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Pracovni postupy
Provedeni Uplného pracovniho postupu

A. Test HPV cobas® 4800 je mozné pouZit pro cykly s 1 az 22 vzorky a jednou negativni kontrolou systému cobas® 4800 a jednou HPV
pozitivni kontrolou cobas® 4800 (ve formatu s 24 testy) a cykly s 1 az 94 vzorky a jednou negativni kontrolou systému cobas® 4800
a jednou HPV pozitivni kontrolou cobas® 4800 (ve formatu s 96 testy).

B. Podle pokynii v piru¢ce obsluhy pro systém cobas® 4800 v &asti ,Provoz* zapnéte systém a provedte Udrzbu.

C. Podle pokynu v pfirucce obsluhy pro systém cobas® 4800 vytvorte soubor objednavek pro cely cyklus. Soubor objednavek neni nutny,
jestlize pouzivate LIS.

D. Pro kazdy vzorek zvolte typ média.
¢ Pro roztok PreservCyt zvolte v souboru objednavek ,PreservCyt* nebo vzorky v PCR buné&ném odbérovém médiu cobas®.
¢ Pro objednavku vzork( v konzervacnim roztoku SurePath zvolte v souboru objednavek ,SurePath*.

E. Pro zpravu s vysledky testd zvolte podtyp testu ,HPV High Risk Panel“ a kterykoli vysoce rizikovy typ HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68 nebo jejich kombinaci.

F. Pro zpravu s vysledky testu zvolte podtyp testu ,HPV High Risk Panel Plus Genotyping“ a kterykoli vysoce rizikovy typ HPV 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 nebo jejich kombinaci popf. pro oddélenou zpravu s typem HPV16 a vysoce rizikovym typem HPV18.

G. Pomoci softwarového priivodce spustte novy cyklus. Zvolte typ testu ,HPV workflow*.

H. Pomoci softwarového privodce viozte vzorky a soubor objednavek.

POZN.: Vzorky lze vlozit v primérnich nebo sekundéarnich zkumavkéch s éarovym kédem v jakémkoli poradi, pokud jejich
¢arové kody odpovidaji ¢arovym kéddm v objednavce.

POZN.: Jestlize se zpracovavaji primarni nadoby se vzorky v PCR bunééném odbérovém médiu cobas® nebo roztoku
PreservCyt, pfed vlozenim je zamichejte na vortexu.

. PFi vkladani spotfebniho materialu postupujte podle softwarového privodce.

J. Privkladani vSech ¢inidel postupuijte podle softwarového prdvodce.

POZN.: Kontroly [HPV (+) C a (-) C] se nevkladaji spolu se vzorky. Vkladaji se na nosi¢ €inidel v prdbéhu vkladani éinidel.
Dvé pozice (Al a B1) na kazdé extrakéni desti¢ce a destiéce Microwell jsou rezervovany pro kontroly HPV (+) a (-).

POZN.: Systém cobas® 4800 ma vnitini hodiny, které monitoruji éas, po ktery jsou éinidla umisténa v pfistroji. Jakmile je
WB naskenovéano, je k dispozici 1 hodina na dokonéeni vkladani a kliknuti na tlaéitko ,Start“. Na zaloZce
»Workplace" se zobrazi ubihajici €as.

POZN.: Aby transfer MGP probéhl spravné, pfed davkovanim do zasobniku na €inidla lahviéku s MGP vortexujte nebo s ni
silné zatfepejte.
K. VioZte ¢inidla pro pFipravu vzork( (WB, MGP, EB, SDS a LYS) do zasobnik(l na ¢inidla oznaenych ¢arovym kédem pomoci metody
,Sken-sken-nalit-umistit*:
o Naskenujte ¢arovy kdd lahvicky s Cinidlem.
¢ Naskenujte ¢arovy kdd zasobniku na €inidla.
¢ Nalijte ¢inidlo do z&sobniku na Cinidla.
o VloZte naplnény zasobnik na €inidla na ur€enou pozici do nosice Cinidel.

L. Zasobniky na ¢inidla jsou k dispozici ve dvou velikostech: 200 ml a 50 ml. Pfi vybéru pfislusné velikosti zasobniku na Cinidla postupujte
podle softwarového privodce. Carové kody zasobnikl na €inidla musi sméFovat na pravou stranu nosice.

POZN.: Amplifikaéni/detekéni ¢inidla (HPV MMX a HPV Mg/Mn), kontroly [HPV (+) C a (-) C] a PK se vkladaji pfimo na
nosic¢ ¢inidel a zafizeni cobas x 480 je automaticky skenuje.

POZN.: VeSkera ¢inidla a zasobniky na ¢inidla jsou oznaéena éarovym kédem a jsou uréena pro jedno pouZziti. Software
zafizeni cobas® 4800 sleduje pouziti éinidel a zasobniké na éinidla a vyfazuje jiz dfive pouZzita éinidla nebo
zasobniky na ¢éinidla. Software rovnéz kontroluje, aby byla do pfistroje vlozena ¢inidla z pFislusné velkych
souprav, tj. zamezuje, aby souprava ¢inidel pro 240 testu byla pouzita pro cyklus s vice nez 22 vzorky pacientda.

POZN.: Software cobas® 4800 sleduje data expirace viech éinidel. Ginidla, ktera prekroéi datum expirace, systém cobas®
4800 neprijme.

M. Kliknutim na ,Start Run® spustte pfipravu vzorkd.
N. Po uspé&sném dokonéeni pfipravy vzorku kliknutim na **,Unload* uvolnite/vyjmete nosi¢ desticek.
**\/ tomto bodé Ize pred kliknutim na ,Unload"“ zkontrolovat stav piipravy vzorku. Viz pirucka obsluhy pro systém cobas® 4800.

O. Postupuite podle pokynil v piiruéce obsluhy pro systém cobas® 4800 a zalepte mikrotitradni destidku, preneste desticku do analyzatoru
cobas z 480 a spustte cyklus amplifikace a detekce.

POZN.: Systém cobas® 4800 ma vnitni hodiny, které monitoruji éas po pfidani pfipravenych vzorka do pracovniho Master
mixu. Amplifikaci a detekci je nutné spustit co jak nejdfive, ale ne pozdéji nez 90 minut po dokonéeni cyklu
zafizeni cobas x 480. Na zélozce ,Workplace" se zobrazi ubihajici ¢as.

P. Po dokonéeni cyklu amplifikace a detekce vyjméte mikrotitracni desti¢ku z analyzatoru cobas z 480.
Q. Postupujte podle pokynti v pfiruéce obsluhy k systému cobas® 4800 a zkontrolujte a pfijméte vysledky.
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Provedeni pracovniho postupu Pouze PCR

POZN.: Pracovni postup ,Pouze PCR" je k dispozici jako moZnost obnoveni v pfipadé, Ze Uplny pracovni postup nelze
dokonéit kvdli okolnostem mimo kontrolu uzivatele (napf. vypadek proudu béhem amplifikace/detekce).

POZN.: Pomoci cyklu Pouze PCR lze amplifikovat/detekovat pouze vzorky, které byly UspéSné zpracovany na zafizeni
cobas x 480. Kontrola ¢inidel a spotfebniho materialu je béhem cyklu Pouze PCR omezena. Béhem pracovniho
postupu Pouze PCR neni k dispozici sledovani pozice vzorku — uzivatel musi zajistit, aby skuteéna pozice vzorku
na mikrotitraéni destiéce odpovidala pozici uréené v souboru objednavek. PA pFipravé mikrotitraénich desticek
a nastaveni PCR je nutné pracovat velice peélivé, aby nedoslo ke zkfizené kontaminaci.

POZN.: Vzorky zpracované na zafizeni cobas x 480 maji omezenou stabilitu. Amplifikaci/detekci pomoci pracovniho
postupu Pouze PCR je nutné provést do 24 h v pfipadé skladovani pA teploté od 15°C do 30°C a do 7 dni
v pfipadé skladovani pfi teploté 2 °C az 8 °C.

POZN.: Postupujte podle pokynt v pfiruéce obsluhy pro systém cobas® 4800 v pfipadé, Ze potfebujete pfejmenovat
carové kody pozitivnich a negativnich kontrol.

A. Podle pokyni v pfiruéce obsluhy pro systém cobas® 4800 vytvorte soubor objednavek pro pracovni cyklus Pouze PCR.

a. Na vytisku s vysledky nebo v souboru s exportem vysledk( naleznete ¢arové kdédy vzorkd, typy médii, typy podtestl a pozice na
extrakéni destiéce cobas® 4800 pro cyklus, ktery vyZzaduje opakovanou amplifikaci/detekci.

b. V pfipadé pozitivni a negativni kontroly Upravou 4 poslednich &islic miZete identifikovat pracovni é)ostup opétného pouZiti ¢arovych
kada kontrol pro amplifikaci a detekci. Postupujte podle pokynd v pfirucce obsluhy k systému cobas™ 4800.
B. Pfipravte pracovni HPV Master mix pro cobas® 4800:
a. Pro cyklus do 24 test pfidejte 240 pl HPV Mg/Mn do jedné lahvicky HPV MMX (0,5 ml lahvi¢ka ze soupravy pro 240 testl).
b. Pro cyklus do 96 testu pfidejte 450 pl HPV Mg/Mn do kazdé ze dvou lahviéek HPV MMX (1,0 ml lahvicky ze soupravy pro 960 test().

POZN.: Cyklus Pouze PCR musi byt spustén do 90 minut od pfAidani HPV Mg/Mn do HPV MMX. Systém nemonitoruje délku
¢asu po pfAdani pripravenych vzorkd do pracovniho Master Mixu v postupu Pouze PCR. Je na uzivateli, aby
zajistil, Ze amplifikace a detekce za¢ne v uréeném case.

Opatrnym obracenim lahvicky (lahvi¢ek) dobfe zamichejte pracovni master mix. K promiseni pracovniho master mixu nepouzivejte vifeni.
Preneste 25 ul pracovniho master mixu do pfislusnych jamek na mikrotitraéni desticce.
PoloZte extrakéni desticku opakovaného cyklu na samostatnou magnetickou desticku.

Manualné pfeneste 25 pl eluatu z jamek extrakéni desti¢ky do odpovidajicich jamek na mikrotitracni destiCce. Ujistéte se, Ze pozice jamek
jsou vzajemné zachovany (napf. eluat v jamce A1 na extrakéni destiCce je pfenesen do jamky A1 na mikrotitracni desticce). Ujistéte se, Ze
na mikrotitraCni desticku nebyly pfeneseny magnetické sklenéné &astice (MGP).

Postupuijte podle pokyn( v pfiruéce obsluhy k systému cobas® 4800 a zalepte mikrotitracni desticku.
Centrifugujte mikrotitracni destiCku pomoci rotoru s kyvnou nddobou alespori 5 sekund pfi 1500 RCF.
Pfeneste desticku do analyzatoru cobas z 480 a spustte cyklus amplifikace a detekce.

Po dokonéeni cyklu amplifikace a detekce vyjméte mikrotitraéni destiCku z analyzatoru cobas z 480.
Postupuijte podle pokyn( v pfiruéce obsluhy k systému cobas® 4800 a zkontrolujte a pfijméte vysledky.
Interpretace vysledkut

POZN.: Veskerou validaci testd a cykld provadi software cobas® 4800.

POZN.: Platny cyklus maze zahrnovat jak platné tak i neplatné vysledky vzorkd.

Jestlize je méfeni platné, Ize vysledky vzorkU interpretovat zptsobem, ktery je uveden v tabulkach 1 a 2:

mmo o

X T I@
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Tabulka 1
Interpretace vysledkd testu HPV cobas® 4800 na pfitomnost HPV DNA

Test HPV
cobas® 4800

Vysledkovy protokol a interpretace

Podtest ,HPV High Risk Panel*:

HR HPV POS

Vysoce rizikovy HPV pozitivni
Vzorek je pozitivni na DNA jednoho typu nebo kombinace nasledujicich vysoce rizikovych typd HPV: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.

HR HPV NEG

Vysoce rizikovy HPV negativni*
Typy HPV DNA 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 byly nedetekovatelné nebo pod nastavenou
prahovou hodnotou.

Invalid

Vysoce rizikovy HPV neplatny
Vysledky jsou neplatné. Pro ziskani platného vysledku je nutné plvodni vzorek testovat znovu.

Failed

Pro tento vzorek nejsou zadné vysledky
Prectéte si pokyny v pfiruéce obsluhy k systému cobas® 4800 a zkontrolujte pfiznaky cyklu a doporu¢ené kroky. Pro
ziskani platného vysledku je nutné plvodni vzorek testovat znovu.

Podtest ,HPV High Risk Panel Plus Genotyping“:

HR HOFt,r\]/e;OS Pozitivni na jiny vysoce rizikovy HPV, pozitivni na HPV 16, pozitivni na HPV 18.
HPV16 POS * | Vzorek je pozitivni na DNA typu 16 a 18 a DNA jednoho nasledujiciho typu nebo kombinace nasleduijicich vysoce
HPV18 POS rizikovych typd HPV: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
Other Pozitivni na jiny vysoce rizikovy HPV, pozitivni na HPV 16, negativni na HPV 18*.
HR HPV POS, | Vzorek je pozitivni na DNA typu 16 a DNA jednoho nasledujiciho typu nebo kombinace nasledujicich vysoce rizikovych
HPV16 POS, | typd HPV: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
HPV18 NEG | HPV DNA typu 18 byla nedetekovatelna nebo pod nastavenou prahovou hodnotou.
Other Pozitivni na jiny vysoce rizikovy HPV, negativni na HPV 16*, pozitivni na HPV 18.
HR HPV POS, | Vzorek je pozitivni na DNA typu 18 a DNA jednoho nasledujiciho typu nebo kombinace nasledujicich vysoce rizikovych
HPV16 NEG, | typd HPV: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
HPV18 POS | HPV DNA typu 16 byla nedetekovatelna nebo pod nastavenou prahovou hodnotou.
Other Pozitivni na jiny vysoce rizikovy HPV, negativni na HPV 16*, negativni na HPV 18*.
HR HPV POS, | Vzorek je pozitivni na DNA jednoho nasledujiciho typu nebo kombinace nasledujicich vysoce rizikovych typt HPV: 31, 33,
HPV16 NEG, |35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
HPV18 NEG | HPV DNA typu 16 a 18 byla nedetekovatelna nebo pod nastavenou prahovou hodnotou.
Other Jiny vysoce rizikovy HPV negativni*, pozitivni na HPV 16, pozitivni na HPV 18.
HR HPV NEG, | Typy HPV DNA 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 byly nedetekovatelné nebo pod nastavenou prahovou
HPV16 POS, | hodnotou.
HPV18 POS | Vzorek je pozitivni na HPV DNA typu 16 a 18.
Other Jiny vysoce rizikovy HPV negativni*, negativni na HPV 16*, pozitivni na HPV 18.
HR HPV NEG, | Typy HPV DNA 16, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 byly nedetekovatelné nebo pod nastavenou prahovou
HPV16 NEG, | hodnotou.
HPV18 POS | Vzorek je pozitivni na HPV DNA typu 18.
Other HR HPV | Jiny vysoce rizikovy HPV negativni*, pozitivni na HPV 16, negativni na HPV 18*.
NEG, Typy HPV DNA 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 byly nedetekovatelné nebo pod nastavenou prahovou
HPV16 POS, | hodnotou.
HPV18 NEG | Vzorek je pozitivni na HPV DNA typu 16.
Othe&gg HPV Jiny vysoce rizikovy HPV negativni*, negativni na HPV 16*, negativni na HPV 18*.
' Typy HPV DNA 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 byly nedetekovatelné nebo pod nastavenou
HPV16 NEG, h hodnot
HPV18 NEG | Prahovou hodnotou.
Invalid Neplatny. .
Vysledky jsou neplatné. Pro ziskani platnych vysledku je nutné pivodni vzorek testovat znovu.
Pro tento vzorek nejsou zadné vysledky
Failed Predtéte si pokyny v pfiruéce obsluhy k systému cobas® 4800 a zkontrolujte pfiznaky cyklu a doporugené kroky. Pro

ziskani platnych vysledku je nutné plvodni vzorek testovat znovu.

* Negativni vysledek nevyluuje pfitomnost HPV infekce, protoze vysledky zavisi na adekvatnim odbéru vzorku, absenci inhibitoru
a dostatecném mnozstvi DNA k detekci.
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Tabulka 2
Interpretace vysledkd testu HPV cobas® 4800 u pacientek s cytologickymi abnormalitami

Vysledky Interpretace
SQ&:;EEHGPV NEG, HPV16 NEG, Velmi nizka pravdépodobnost nalezu s gradingem = CIN2.
Other HR HPV* POS, HPV16 NEG, ZvySena pravdépodobnost, ze nélez s gradingem 2 CIN2 bude
HPV18 NEG pfi kolposkopii detekovan.
NerySS| pravdépodobnost, ze nalez s gradingem = CIN2 bude
HPV16 POS a/nebo HPV18 POS oii kolposkopii detekovan® 3,33

*Jina HR HPV DNA zahrnuje nasledujici typy: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
POZN.: Negativni vysledky HPV nemaji zabranit zenam v provedeni kolposkopie.

POZN.: Kromé vysledkd uvedenych v tabulce vySe jsou mozné neplatné vysledky jedné nebo vice kombinaci. V pfipadé
takového vysledku, napf.:

Other HR HPV NEG, HPV16 POS, HPV18 Invalid

Pozitivni a negativni vysledky je nutné interpretovat podle tabulky 1. V tomto pfikladu jsou vysledky HPV 18
neplatné. Pro ziskani platnych vysledkd je nutné pavodni vzorek testovat znovu.

POZN.: Negativni vysledky znamenaji, Zze koncentrace HPV DNA jsou nedetekovatelné nebo pod nastavenou prahovou
hodnotou.

POZN.: Pozitivni vysledky testd znamenaji pfitomnost jednoho nebo vice vysoce rizikovych typd, ale protoZze pacientky
jsou €asto koinfikovany nizko rizikovymi typy, nevylucuje to pfitomnost nizko rizikovych typd u pacientek se
smiSenymi infekcemi.

POZN.: Vysledky tohoto testu je nutné interpretovat ve spojeni s informacemi ziskanymi na zakladé klinického hodnoceni
a anamnézy pacientky.

KONTROLA KVALITY

Jedna sada pozitivnich a negativnich kontrol testu HPV cobas 4800 je zafazena do kazdého cyklu. U kazdého cyklu musi mit jak pozitivni,
tak i negativni kontrola platny vysledek v softwaru cobas® 4800, aby bylo mozné zobrazit vysledky testu HPV cobas® 4800 z daného cyklu.

Pozitivni kontrola

Vysledek kontroly HPV (+) musi byt ,Valid“. Pokud jsou vysledky testu kontroly HPV (+) soustavné neplatné, spojte se s mistnim zastoupenim
firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Negativni kontrola

Vysledek kontroly (=) musi byt ,Valid“. Pokud jsou vysledky testu kontroly () soustavné neplatné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy
Roche a vyZadejte si technickou pomoc.

BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zadsadnim pozadavkem dodrZovat principy spravné
laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba dbat opatrnosti, aby mezi Cinidly a amplifikanimi smésmi nedoslo ke
kontaminaci.

PROCEDURALNIi OMEZENI

1. Test cobas® 4800 HPV detekuje DNA vysoce rizikovych typa 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68. Tento test nedeteku1e
DNA nizce r|2|kovych typl HPV (4. 6, 11, 42, 43, 44), protoZe neexistuje Klinicka pou2|telnost testovani nizce rizikovych typti HPV*.

2. Test cobas® 4800 HPV pro detekci lidského papilloma viru typu 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 se nedoporuéuje
k hodnoceni pfi podezfeni na sexualni zneuzivani.

3. Vykonnost testu cobas® 4800 HPV nebyla patfiéné stanovena pro jedince oékované proti HPV®,

4. Na test mGze mit vliv i prevalence infekce HPV v dané populaci. Pfi testovani populace s nizkou prevalenci nebo osob bez rizika infekce
pozitivni prediktivni hodnoty klesaji.

5. Infekce HPV neindikuje cytologickou diagnézu HSIL nebo nélez vysokého stupné cervikalni dysplazie CIN, ani neimplikuje, Ze CIN2-3 nebo
karcinom vznikne. U vétSiny zen infikovanych jednim nebo vice vysoce rizikovymi typy HPV nedojde ke vzniku CIN2-3 nebo karcinomu.

6. Negativni vysledek vysoce rizikového HPV nevylu€uje moznost budouci cytologické diagnozy HSIL nebo nalezu CIN2-3 nebo karcinomu.

7. Testujte pouze indikované typy vzorkd. Tento test HPV cobas® 4800 byl validovén pouze pro cervikaini vzorky odebrané pomoci PCR
bunééného odbérového média cobas®, roztoku PreservCyt a konzervaéniho roztoku SurePath.

8. Detekce vysoce rizikového HPV zavisi na tom, kolik kopii je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i metody odbéru vzorku, faktory pacienta,
stadium infekce a pfitomnost interferenénich latek.

9. Amplifikace a detekce beta-globinu je soucasti testu cobas® 4800 HPV, aby bylo mozné odlisit HPV negativni vzorky od téch, které
nevykazuji signal HPV kvili nedostatenému mnozZstvi bunék ve vzorku. VSechny HPV negativni vzorky musi mit platny signal beta-globinu
s preddefinovanym rozsahem, aby byly systémem cobas® 4800 identifikovany jako platné negativni vzorky.

10. K ziskani spolehlivych vysledkl je tfeba dodrzovat pfislusné postupy odbéru, transportu, skladovani a zpracovani vzork(. Dodrzujte
postupy uvedené o tomto pfibalovém letaku, pfibalovém letaku pro PCR bunééné odbérové médium cobas® a v pfirucce obsluhy
k systému cobas® 4800.
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11. Pfidani enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix HPV cobas® 4800 umozfiuje selektivni amplifikaci cilové DNA. Aby se véak predeslo
kontaminaci €inidel, je tfeba uplatiovat zasady spravné laboratorni praxe a disledné dodrzovat postupy, jenZ jsou v tomto pfibalovém
letdku uvedeny.

12. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vySkoleny v technikdch PCR a v pouZivani systému cobas® 4800.

13. Pouze zafizeni cobas x 480 a analyzator cobas z 480 byly validovany pro pouziti s timto produktem. S timto produktem se nesmi
pouZivat zadné jiné zafizeni na pfipravu vzork( nebo jiny systém PCR.

14. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uZivatelé pfed pfechodem od jedné technologie k druhé provedli v jejich
laboratofi studie pro stanoveni rozdild mezi témito technologiemi.

15. RovnéZz nebyly hodnoceny vlivy dalSich potencialnich proménnych, jako je vaginaini vytok, pouZzivani tampond, sprchovani apod.,
a proménnych odbéru vzorku.

16. | kdyz vzacne mutace ve vysoce konzervovanych oblastech genomické DNA lidského papilloma viru pokryté primery a/nebo sondami testu
cobas® 4800 HPV mohou vést k selhani detekce DNA viru.

17. Pfitomnost inhibitord PCR muZe vyvolavat faleSné negativni nebo neplatné vysledky.

18. Cervikalni vzorky Casto vykazuiji zfetelné detekovatelné hladiny pIné krve ve formé riizového nebo slabé hnédého zbarveni. Takové vzorky
se normalné zpracuji v systému cobas® 4800. Jestlize koncentrace piné krve prekrodi 2 %, (tmavé &ervené nebo hnédé zbarveni)
v bunééném odbérovém médiu cobas® PCR nebo roztoku PreservCyt solution, je zde pravdépodobnost ziskani faleSné negativnich
vysledkd.

19. PouZiti vaginéiniho zvlh&ovace Replens® je spojeno s fale$né negativnimi vysledky u vzorkd v konzervaénim roztoku SurePath.

VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
Srovnani Uéinnosti s komparaénim testem HPV se znackou CE

Klinicka senzitivita a specificita na stav onemocnéni (= CIN2) byla stanovena pro test HPV cobas® 4800 a komparaéni HPV test se znackou
CE v populaci Zen ve véku minimainé 21 let s cytologickymi vysledky ASC-US stanovenymi na zakladé rutinniho screeningu cervikainiho
karcinomu. VSechny testy byly provedeny na cervikainich vzorcich v roztoku PreservCyt. Kolposkopii podstoupilo celkem 855 pacientek
s pocatecnimi cytologickymi vysledky ASC-US. Stav onemocnéni pacientek zjistila Ustfedni patologicka znalecka komise na zakladé vzorku
ziskanych pomoci biopsie b&hem kolposkopie. Vysledky populace ASC-US shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3*
Odhad citlivosti a specificity testu HPV cobas® 4800 HPV a komparaéniho testu HPV se znaékou CE na cervikalni
onemocnéni (2 CIN2 dle Ustfedni patologické komise) v populaci s ASC-US

Parametr Test HPV cobas® 4800 Komparaéni HPV test se znackou CE
Odhad (%) 95 % ClI Odhad (%) 95 % CI
Citlivost _ .
(N = 42) 92,9 (81,0; 97,5) 83,3 (69,4; 91,7)
Specificita _ .
(N =813) 71,0 (67,8, 74,0) 72,0 (68.8; 74,9)

* Data pacientek v tabulce 3 jsou pnpravena na zakladé podskupiny populace pacientek z klinické zkousky
HPV v USA (Evaluation of the cobas® 4800 HPV Test for the Detection of High-Grade Cervical Disease
in Women Undergoing Routine Cervical Cancer Screening).

U Zen 2 30 let s normalni cytologii je riziko cervikalniho onemocnem (= CIN2) 7,9krat vy3si s High Risk pozitivnim vysledkem testu HPV
cobas® 4800, nez s negativnim vysledkem testu HPV cobas® 4800. Odhady relativnino rizika a jejich 95 % intervaly spolehlivosti jsou
uvedeny v tabulce 4.

U Zen ve véku 30 let a starsich Ize test cobas® 4800 HPV vyuzit ke stanovem pfitomnosti nebo nepfitomnosti genotypd HPV 16 a 18. Riziko
cervikalniho onemocnéni (2 CIN2) je 14,4krat vyssi s testem HPV cobas® 4800 pozitivnim na HPV 16 nebo HPV 18 ve srovnani s negatlvmm
vysledkem a riziko je 2,4krat vy3si s testem HPV cobas® 4800 pozitivnim na HPV 16 nebo HPV 18 ve srovnani s testem HPV cobas® 4800
pozitivnim na 12 jinych vysoko rizikovych typl. Ve vSech pfipadech dolni mez 95 % intervalu spolehlivosti pfekracuje 1, coZ oznacuje
statisticky vys8i riziko cervikainiho onemocnéni v pfipadé pozitivniho vysledku testu HPV.

Tabulka 4
Relativni riziko cervikalniho onemocnéni (2 CIN2 dle Ustredni patologické komise) u zen 2 30 let s normalni cytologii*

Bootstrap odhady
HPV vysledek Odhad relativniho 95 9% CI LL 95 % CI UL
rizika
Poz vs. neg 7.9 3,6 136,2
16+/18+ vs. neg 14,4 6,0 240,0
16+/18+ vs. 12 jinych HR+ 2,4 1,4 3,8

** Data pacientek v tabulce 4 jsou pnpravena na zakladé podskupiny populace pacientek z klinické zkousky
HPV v USA (Evaluation of the cobas®4800 HPV Test for the Detection of High-Grade Cervical Disease in
Women Undergoing Routine Cervical Cancer Screening).
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Mez detekce

Byla stanovena mez detekce (LOD) vysoce rizikovych HPV genotypt HPV16, HPV18 a HPV31 pro test cobas® 4800 HPV. Meze detekce byly
uréeny pomoci 1) plazmidi HPV31, HPV16 a HPV18 na pozadi smési HPV negativnich vzorkl pacientt odebranych do roztoku PreservCyt
a konzervacéniho roztoku SurePath a 2) HPV pozitivnich buné&&nych fad SiHa (HPV16) HeLa (HPV18) v roztoku PreservCyt a konzervaénim
roztoku SurePath, které na pozadi obsahovaly HPV negativni bunéénou fadu (HTC-15). Plazmidy a buné¢né Fady byly rozfedény na nize
uvedené koncentrace, nad a na oéekavané hladiny LOD. Bylo testovano minimalné 60 replikatd kazdé hladiny plazmidd nebo bunééné fady jak
v roztoku PreservCyt, tak v konzervaénim roztoku SurePath s kazdou ze 3 Sarzi €inidel. LOD je ta hladina HPV DNA ve vzorku, ktera vykazuje
pozitivni vysledky testl alespon v 95 %. Tabulky 5 a 6 obsahuji vysledky Sarze Einidel, ktera davala nejkonzervativnéjsi (nejvyssi) LOD
v analyze u roztoku PreservCyt a konzervaéniho roztoku SurePath.

Tabulka 5
Hladiny meze detekce HPV typa 31, 16, 18 a bunéénych rad SiHa (HPV16)
a HelLa (HPV18) v roztoku PreservCyt

Titr Poéet pozitivnich/ o 95 % interval spolehlivosti
Typ HPV | (kopii nebo | testovanych vzorka | % POZtivnich ' ,
bunék/ml) y Dolni Horni
31 600 60/60 100 % 94 % 100 %
31 300 59/61 97 % 89 % 100 %
31 150 49/60 82 % 70 % 90 %
16 1500 60/60 100 % 94 % 100 %
16 600 60/60 100 % 94 % 100 %
16 300 55/61 90 % 80 % 96 %
18 1500 60/60 100 % 94 % 100 %
18 600 60/60 100 % 94 % 100 %
18 300 42/61 69 % 56 % 80 %
SiHa
(HPV 16) 200 66/66 100 % 95 % 100 %
SiHa
(HPV 16) 100 64/65 98 % 92 % 100 %
SiHa
(HPV 16) 50 57/60 95 % 86 % 99 %
HelLa
(HPV 18) 80 60/60 100 % 94 % 100 %
HelLa
(HPV 18) 40 60/60 100 % 94 % 100 %
HelLa
(HPV 18) 20 56/60 93 % 84 % 98 %
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Tabulka 6

Hladiny meze detekce HPV typa 31, 16, 18 a bunéénych fad SiHa (HPV16) a HeLa (HPV18)
v konzervaénim roztoku SurePath

Titr X TR 95 % interval spolehlivosti
" Pogéet pozitivnich/ %
Typ HPV | (kopii nebo ” . 0 - _
bunék/ml) testovanych vzorka | pozitivnich Dolni Horni
31 300 60/60 100 % 94 % 100 %
31 150 57/60 95 % 86 % 99 %
31 75 46/60 77 % 64 % 87 %
16 600 60/60 100 % 94 % 100 %
16 300 60/60 100 % 94 % 100 %
16 150 51/60 85 % 73 % 93 %
18 1,500 60/60 100 % 94 % 100 %
18 600 60/60 100 % 94 % 100 %
18 300 56/60 93 % 84 % 98 %
SiHa
(HPV 16) 100 59/60 98 % 91 % 100 %
SiHa
(HPV 16) 50 57160 95 % 86 % 99 %
SiHa
(HPV 16) 25 42/60 70 % 57 % 81 %
Hela
(HPV 18) 80 60/60 100 % 94 % 100 %
HelLa
(HPV 18) 40 60/60 100 % 94 % 100 %
Hela
(HPV 18) 20 59/60 98 % 91 % 100 %

Ovéfeni inkluzivity

Pro ovéfeni, zda test HPV cobas® 4800 dokaze spravné detekovat véechny HPV vysoce rizikové geno%py, byla stanovena mez detekce
(LOD) (tabulky 7 a 8) pro genotypy 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68. Sensitivita testu HPV cobas™ 4800 HPV na HPV genotypy 16,
18 a 31 byla stanovena ve studii meze detekce popsané vySe v piibalovém letaku. Kvantifikovany inventar plazmidd kazdého genotypu HPV
byl rozfedén bud v roztoku PreservCyt, nebo konzervaénim roztoku SurePath obsahujici HPV negativni bufiky HTC-15 na koncentrace pod,
nad a na o¢ekavanou LOD. Jedna $arzZe ¢inidel byla pouzita pro vytvofeni minimalné 48 replikatt pro kaZzdou pozitivni hladinu v kazdém médiu.

koncentracemi, které mély alespori 95% miru detekce.

Tabulka 7

Shrnuti miry detekce u genotypu s vysokym rizikem v testu HPV cobas® 4800
ve studii inkluzivity genotypu (roztok PreservCyt)

- Pocet pozitivnich/ . 95 % interval
Typ HPVDNA| LOD (kopii/ml) | ocio0anvch vzork | Mira detekce DOTE?Iehllvolj;lmi
33 190 46748 96 % 86 % 99 %
35 480 48148 100 % 93 % 100 %
39 80 48/48 100 % 93 % 100 %
45 190 46748 96 % 86 % 99 %
51 100 46148 96 % 86 % 99 %
52 2400 48/48 100 % 93 % 100 %
56 1400 48/48 100 % 93 % 100 %
58 480 47148 98 % 89 % 100 %
59 190 46148 96 % 86 % 99 %
66 640 48/48 100 % 93 % 100 %
68 450 48148 100 % 93 % 100 %
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Tabulka 8
Shrnuti miry detekce u genotypu s vysokym rizikem v testu HPV cobas® 4800
ve studii inkluzivity genotypu (konzervaéni roztok SurePath)

Typ HPV DNA | LOD (kopii/ml) | ,POSetpozitivnich/ |\ eterce gggf)elfﬂtl\e/sﬁ:

testovanych vzork _ _

Dolni Horni

33 480 47/49 96 % 93 % 100 %
35 1400 48/48 100 % 93 % 100 %
39 190 53/53 100 % 93 % 100 %
45 480 49/49 100 % 93 % 100 %
51 100 47/48 98 % 89 % 100 %
52 7200 51/51 100 % 93 % 100 %
56 1400 50/50 100 % 93 % 100 %
58 1400 49/49 100 % 93 % 100 %
59 480 46/48 96 % 86 % 99 %
66 640 47/48 98 % 89 % 100 %
68 1100 48/48 100 % 93 % 100 %

Presnost

Vlastni pfesnost na misté byla stanovena pomoci polozek panelu pfipravenych pro studii meze detekce popsané v tomto pfibalovém letaku.
Pro analyzu pfesnosti byly pouzity hladiny na a nad mezi detekce. Panely byly pfipraveny pfidanim plazmidd HPV31, HPV16 a HPV18 na
pozadi smési HPV negativnich vzorkl pacient(i odebranych do roztoku PreservCyt a konzervacniho roztoku SurePath.

Pozitivni miry detekce poloZek panelu (v roztoku PreservCyt a konzervaénim roztoku SurePath) na a nad LOD jsou uvedeny v tabulce 9 a 10.
U vSech hladin plazmidi na panelu byla mira detekce nad 95 %. Byla analyzovana variace hodnoty Ct testu a byly vypocitany nahodné faktory
zplsobené Sarzi Cinidel, systémy, rozdily mezi testy a v ramci testu. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 11 pro roztok PreservCyt a v tabulce 12
pro konzervalni roztok SurePath. Tabulka 13 ukazuje Ct hodnotu SD a %CV slozek variace v roztoku PreservCyt. Tabulka 14 ukazuje

Ct hodnotu SD a %CV slozek variace v konzervaénim roztoku SurePath.

Tabulka 9

(v roztoku PreservCyt)

Shrnuti miry detekce studie pfesnosti HPV cobas®4800 HPV na nebo nad LOD

- Koncentrace « x 95 % CI pro miru detekce
. Hladina = Poéet | Poéet |,

Cil panelu (Iéaﬁgkr}:enblg) testd poz. Mira detekce Doln Horni
HPV 31 >LOD 600 186 186 100 % 98 % 100 %
=LOD 300 187 184 98 % 95 % 100 %

HPV 16 >LOD 1500 186 186 100 % 98 % 100 %
=LOD 600 186 186 100 % 98 % 100 %

HPV 18 >LOD 1500 186 186 100 % 98 % 100 %
=LOD 600 186 186 100 % 98 % 100 %

Tabulka 10
Shrnuti miry detekce studie pfesnosti HPV cobas® 4800 HPV na nebo nad LOD
(v konzervaénim roztoku SurePath)
- Koncentrace < , 95 % CI pro miru detekce
. Hladina - Poéet Pocet .

Cil panelu (Itjaﬂgkr}ﬁqbl)o testd poz. Mira detekce Dolni Horni
HPV 31 >LOD 300 180 180 100 % 98 % 100 %
=LOD 150 180 175 97 % 94 % 99 %

HPV 16 >LOD 600 180 180 100 % 98 % 100 %
=LOD 300 180 180 100 % 98 % 100 %

PV 18 >LOD 1500 180 180 100 % 98 % 100 %
=LOD 600 180 180 100 % 98 % 100 %

05990289001-02CS 17

Doc Rev. 2.0



Tabulka 11
Analyza hodnoty Ct sloZek variace studie pfesnosti HPV cobas® 4800
na hladinach panelu pfpravenych v roztoku PreservCyt

) Primeérna Slozky variace/procentualni prispévek
Cil Hladina N hodnota Sarze
panelu ohybu &inidel | Systém | Cyklus | Nahodné | Celkem
0,038 0 0,111 0,079 0,228
>LOD | 186 36,3 i i ’ ’
HPV 16 17 % 0% 49 % 35% 100 %
-Lop | 186 375 0,025 0 0,042 0,161 0,228
’ 1% 0% 18 % 71 % 100 %
0,043 0 0,149 0,067 0,259
>LOD | 186 36,6 ’ i ’ ’
HPV 18 16 % 0% 58 % 26 % 100 %
-Lop | 186 378 0,027 0 0,050 0,184 0,261
’ 10 % 0% 19 % 71 % 100 %
0,003 0,002 0,105 0,187 0,297
>LOD | 186 36,5 i i i . ’
HPV 31 1% 1% 35 % 63 % 100 %
B 0,020 0 0,157 0,489 0,666
=LoD | 187 376 3% 0% 24 % 73 % 100 %
Tabulka 12
Analyza hodnoty Ct sloZek variace studie pfesnosti HPV cobas® 4800
na hladinach panelu pApravenych v konzervaénim roztoku SurePath
. Pramérna Slozky variace/procentualni prispévek
Cil Hladina N hodnota Sarze
panelu ohybu &nidel | Systém | Cyklus | Nahodn& | Celkem
0,014 0 0,039 0,157 0,209
PV 16 >LOD ) 180 3.2 7% 0% 8% 75% 100 %
—Lob | 180 389 0 0 0,090 0,316 0,405
’ 0% 0% 22 % 78 % 100 %
0,011 0 0,119 0,073 0,204
PV 18 >LOD ) 180 36,3 5% 0% 58 % 36 % 100 %
—Lob | 180 377 0 0 0,148 0,219 0,366
’ 0% 0% 40 % 60 % 100 %
0 0 0,099 0,393 0,493
PV a1 >LOD ) 180 3.2 0% 0% 20% 80 % 100 %
—Lob | 180 38 1 0,026 0,015 0,038 0,684 0,764
’ 3% 2% 5% 90 % 100 %
Tabulka 13
Analyza hodnoty Ct SD a %CV studie pfesnosti HPV cobas® 4800
na hladinach panelu pfipravenych v roztoku PreservCyt
F——— < 5
ci Hiadina | F;]rgann%rtr;a - Slozky SD/ %CV
panelu ohybu Gioidel | Systém | Cyklus | Nahodn& | Celkem
0,19 0 0,33 0,28 0,48
> L D 1 b b b )
HPV 16 © 86 363 0,50 % 0,00 % 0,90 % 0,80 % 1,30 %
-LoD | 186 375 0,16 0 0,20 0,40 0,48
’ 0,40 % 0,00 % 0,50 % 1,10 % 1,30 %
0,21 0 0,39 0,26 0,51
> L D 1 b b b )
HPV 18 © 86 36,6 0,60 % 0,00 % 1,10 % 0,70 % 1,40 %
-LoD | 186 378 0,16 0 0,22 0,43 0,51
’ 0,40 % 0,00 % 0,60 % 1,10 % 1,30 %
0,05 0,05 0,32 0,43 0,54
> L D 1 b b b b )
HPV 31 © 86 365 0,10 % 0,10 % 0,90 % 1,20 % 1,50 %
-LoD | 187 376 0,14 0 0,40 0,70 0,82
- ’ 0,40 % 0,00 % 1,10 % 1,90 % 2,20 %
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Tabulka 14

Analyza hodnoty Ct SD a %CV studie pfesnosti HPV cobas® 4800
na hladinach panelu pApravenych v konzervaénim roztoku SurePath

; Pramérna Slozky SD/ %CV
Cil Hladina N hodnota Sarze
panelu ohybu &nidel | Systém | Cyklus | Nahodn& | Celkem
0,12 0 0,20 0,40 0,46
HPV 16 >LOD | 180 372 0,30 % 0,00 % 0,50 % 1,10 % 1,20 %
-LoD | 180 382 0 0 0,30 0,56 0,64
’ 0,00 % 0,00 % 0,80 % 1,50 % 1,70 %
0,11 0 0,34 0,27 0,45
HPV 18 >LOD | 180 363 0,30 % 0,00 % 1,00 % 0,70 % 1,20 %
-LoD | 180 377 0 0 0,38 0,47 0,61
- ’ 0,00 % 0,00 % 1,00 % 1,20 % 1,60 %
0 0,02 0,32 0,63 0,70
PV 31 >LOD | 180 372 0,00 % 0,10 % 0,80 % 1,70 % 1,90 %
-LoD | 180 38 1 0,16 0,12 0,20 0,83 0,87
’ 0,40 % 0,30 % 0,50 % 2,20 % 2,30 %

Analyticka specificita

Byl testovan panel baktérii, plisni a vir(i, véetné téch, které se bézné v@}/skytujl’ v Zenském urogenitalnim traktu, dale nékolika typd lidskych
papilloma virli s nizkym a neurcitym rizikem pomoci testu HPV cobas™ 4800 pro stanoveni analytické specificity. Tyto organizmy uvedené
v tabulce 15 byly pfidany ve vysokych koncentracich (= 1 x 10° jednotek/reakce) do HPV negativniho vzorku v roztoku PreservCyt a do HPV
negativniho vzorku v roztoku PreservCyt s pfidanym plasmidem DNA HPV31, HPV16 a HPV18 v mnozstvi 3krat prekracujicim LOD. Vysledky
ukazuiji, ze Zadny z téchto organizmu neinterferoval s detekci plazmidu DNA HPV 31, HPV 16 a HPV 18, ani nevytvofil faleSné negativni

vysledek v HPV negativnim vzorku.

Tabulka 15

Mikroorganizmy testované na analytickou specificitu

Achromobacter xerosis

Virus Herpes simplex 1

Staphylococcus saprophyticus

Acinetobacter calcoaceticus

Virus Herpes simplex 2

Streptococcus agalactiae

Acinetobacter Iwoffi

Virus selhani lidské imunity (HIV-1)

Streptococcus anginosus

Acinetobacter sp. genospecies 3

Kingella kingae

Streptococcus pyogenes

Actinomyces israelii

Klebsiella pneumoniae ss ozaenae

Streptococcus sanguis

Adenovirus

Lactobacillus acidophilus

SVv40

Aerococcus viridans

Lactobacillus crisptus

Treponema pallidum

Alcaligenes faecalis

Lactobacillus delbrueckii s. lactis

Trichomonas vaginalis

Bacillus thuringiensis

Lactobacillus jensenii

Ureaplasma urealyticum

Bacteroides fragilis

Lactobacillus vaginalis

Veillonella parvula

Bacteroides ureolyticus

Lactococcus lactis cremoris

Vibrio parahaemolyticus

Bifidobacterium longum

Legionella pneumophila

Weissella paramesenteroides

Bifidobacterium adolescentis

Micrococcus luteus

Yersinia enterocolitica

Bifidobacterium breve Mobiluncus curtisii s. curtisii HPV 6
Campylobacter jejuni Moraxella osloensis HPV 11
Candida albicans Morganella morganii HPV 26
Chlamydia trachomatis Mycobacterium avium HPV 40
Chromobacter violaceum Mycobacterium smegmatis HPV 42
Citrobacter braakii Mycoplasma genitalium HPV 54
Clostridium perfringens Mycoplasma hominis HPV 55B
Corynebacterium genitalium Neisseria gonorrhoeae HPV 61
Cytomegalovirus Neisseria meningitidis Séroskupina A HPV 62
Eikenella corrodens Pasteurella multocida HPV 64
Enterobacter cloacae Pediococcus acidilactici HPV 67
Enterococcus faecalis Peptostreptococcus anaerobius HPV 69
Enterococcus faecium Propionibacterium acnes HPV 70
Virus Epstein-Barrové Proteus mirabilis HPV 71
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Erysipelothrix rhusiopathiae Proteus vulgaris HPV 72
Escherichia coli Providencia stuartii HPV 73

Ewingella americana Pseudomonas aeruginosa HPV 81
Fusobacterium nucleatum Ruminococcus productus HPV 82

Gemella morbillorum Salmonella minnesota HPV 83
Gardnerella vaginalis Serratia marcescens HPV 84
Haemophilus ducreyi Staphylococcus aureus HPV 89 (CP6108)
Virus hepatitidy B (HBV) Staphylococcus epidermidis

Interferencni latky

HPV pozitivni a HPV negativni cervikalni vzorky stejné jako upravené vzorky byly pouzity k vyhodnoceni u€inkii endogennich a exogennich
interferencnich latek, které mohou byt potencialné pfitomné v cervikalnich vzorcich. Testovaci materialy pouzité v téchto studiich jsou popsany
v tabulce 16. Koncentrace testovanych endogennich a exogennich latek predstavuji podminky, které mohou objevit pfi odbéru vzork.

Jako potencialni endogenni interferenéni latky nalézané cervikalnich vzorcich byly testovany plna krev, mononuklearni burky periferni krve
(PBMC) a cervikalni hlen. Hladiny kazdé testované potencialné interferencni latky a zjisténi vykonu jsou uvedeny v tabulce 17. Nebyla zjisténa
zadna interference u PBMC nebo cervikalniho hlenu ve vSech hladinach. PIna krev nevykazala Zadnou interferenci, pokud byla pfitomna ve
vizualné zjistitelnych mnozZstvich do 2 %.
Tabulka 16
Popis vzorkd pro testovani interference

Typ vzorku Popis

Na alikvotni podily bylo rozdéleno 10 jednotlivych HPV pozitivnich vzorkd
v roztoku PreservCyt a testovano s endogennimi interferenénimi latkami
a bez nich

Na alikvotni podily bylo rozdéleno 10 jednotlivych HPV negativnich
vzorkU v roztoku PreservCyt a testovano s endogennimi interferencnimi
latkami a bez nich

HPV pozitivni (kanal 1) vzorky v roztoku PreservCyt byly rozfedény HPV
Upravené HPV pozitivni negativnim vzorkem na koncentraci pfiblizné 3x LOD.

cervikalni vzorky Poté byly pfidany plazmidy HPV typu 16 (kanal 2) a 18 (kanal 3)
v koncentraci pfiblizné 3x LOD.
Plazmidy HPV typu 31, 16 a 18 byly kaZdy rozfedény na 3x LOD ve
smésich negativniho vzorku a roztoku PreservCyt a konzervaéniho
roztoku SurePath.

HPV pozitivni
cervikalni vzorky

HPV negativni
cervikalni vzorky

Smési 3x LOD roztoku PreservCyt
a konzervaéniho roztoku SurePath

Tabulka 17
Vysledky testovani interference s endogennimi interferenénimi latkami
Testované . L
interferenéni latka Testované koncentrace Pozorovana interference
PIna krev 1%, 1,5 %, 2 %, 3 % obj. Nad 2 %
PBMC 10%,10°, 10° bunék/ml Z4dn
Gal s Hlen ziskany pfi standardnim .
Cervikalni hlen cervikalnim Cisticim postupu Zadna

Jako potencialné interferencni latky bylo testovano celkem 18 volné prodejnych prostfedki(i pro zenskou hygienu a antikoncepénich prostfedkd.
Typy potencialné interferenénich prostfedku a zjisténi vykonu v roztoku PreservCyt a konzervacnim roztoku SurePath ve smésich 3x LOD jsou
uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18
Vysledky testovani interference s exogennimi interferenénimi latkami
Popis interferenéni latky Pozorovana interference

Antikoncepéni gely, pény Zadna
Vaginalni lubrikanty *Ano
Vyplach délohy Z&adna
Protiplisniové krémy obsahujici 1 % klotrimazol, fenazopyridin .
hydrochlorid, 1 % hydrokortizon, 2 % mikonazol nitrat, 6,5 % tiokonazol Z&adna
mast, 20 % benzokain

* Replens® (topicky gel proti vysouSeni) vykazal negativni vysledky ve smési konzervacniho roztoku
SurePath 3 x LOD.
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Porovnatelnost zakladni latky

Celkem bylo vySetfeno 1752 pacientek, kterym byly odebrany cerwkalm vzorky do roztoku PreservCyt a konzervacniho roztoku SurePath.
Kazdy par cervikalnich vzork( byl vyhodnocen testem HPV cobas® 4800, tak aby bylo dosazeno shody vysledki. V tabulce 19 vzorky
s pozitivnimi vysledky v jakémkoli HPV detekénim kanale byly povaZovany za pozitivni; vzorky s negativnimi vysledky ve v8ech HPV
detekénich kandlech byly povazovany za negativni. Shoda mezi pozitivnimi vzorky v konzervaénim roztoku SurePath a vzorky v roztoku
PreservCyt byla 96,4 %; shoda mezi negativnimi vzorky byla 95,1 % a celkova shoda byla 95,4 %.

Tabulka 19
Shrnuti vysledkd testu HPV cobas® 4800 pro spoluodebrané vzorky pomoci roztoku PreservCyt
a konzervaéniho roztoku SurePath pomoci vysledku testu ,HPV High Risk Panel”

Pary cervikalnich vzorkt Roztok PreservCyt (20 ml)
N =1752 Pozitivni Negativni Celkem
Konzervaéni roztok Pozitivni 407 65 472
SurePath Negativni 15 1265 1280
(10 mi) Celkem 422 1330 1752

Shoda pozitivnich = 407/422 = 96,4 % (95 % Cl 94,2 %, 98,0 %)
Shoda negativnich = 1265/1330 = 95,1 % (95 % CI 93,8 %, 96,2 %)
Celkovéa shoda = 1672/1752 = 95,4 % (95 % CI 94,3 %, 96,4 %)

Vysledky studie téchto 1752 pacientek byly rovnéz analyzovany pomoci kombinace vysledk(i ze vSech tfi HPV detekénich kanald. V této
analyze (tabulka 20) byly vysledky kazdého kanalu 1-3 zkombinovany. Shoda mezi pozitivnimi vzorky v konzervaénim roztoku SurePath
a vzorky v roztoku PreservCyt byla 96,9 %; shoda mezi negativnimi vzorky byla 98,0 % a celkova shoda byla 97,9 %.

Tabulka 20
Shrnuti vysledka testu HPV cobas® 4800 pro spoluodebrané vzorky pomoci roztoku PreservCyt
a konzervaéniho roztoku SurePath pomoci vysledku testu ,HPV High Risk Panel Plus Genotyping*

Pary cervikalnich vzorka Roztok PreservCyt (20 ml)
N = 5256 Pozitivni Negativni Celkem
Konzervaéni roztok Pozitivni 492 94 586
SurePath Negativni 16 4654 4670
(10 ml) Celkem 508 4748 5256

Shoda pozitivnich = 492/508 = 96,9 % (95 % Cl 94,9 %, 98,2 %)
Shoda negativnich = 4654/4748 = 98,0 % (95 % CI 97,6 %, 98,4 %)
Celkova shoda = 5146/5256 = 97,9 % (95 % CI 97,5 %, 98,3 %)
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Koncentrace dATP, dCTP, dGTP, dUTP ve smeésich HPV MMX pro 240 a 960 testli se zménila
z2<0,01 % na < 0,13 %, aby odrazela pfesné hladiny.

Do oddilu VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI byly pfidany dal$i bezpe&nostni véty tykajici
se manipulace a Cisténi guanidin-hydrochloridu.

Oddil POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY byl aktualizovan a byly
pfidany popisy materialu tak, aby odpovidaly nazviim produktu.

Oddil Vzorky byl aktualizovan a uvadi minimalni a maximalni pozadovany objem vzorku pfi pouziti
13 ml kulatych sekundarnich zkumavek.

Do oddilu Provedeni tuplného pracovniho postupu byla pfidana poznamka vysvétlujici sledovani
data expirace €inidla v systému cobas® 4800.

Do oddilu Provedeni pracovniho postupu Pouze PCR byla pfidana rozSifena poznamka
zdlraznujici, Ze uzivatel odpovida za zahajeni amplifikace/detekce do 90 minut od pfipravy HPV
Master Mixu, aby nedoslo k pfekroceni limitl stability.

K oddilu PROCEDURALNI OMEZENI bylo pfidano dal$ich Sest poznamek (Cisla 1-6) pro vyjasnéni
omezeni testu HPV cobas® 4800.

K oddilu LITERATURA byly pfidany dalSi dvé reference (34 a 35) pro nova proceduralni omezeni
1a3.

Pokud mate jakékoliv dotazy, kontaktujte prosim mistniho zastupce spoleénosti Roche.
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ROCHE, COBAS, COBAS X, COBAS Z, EAGLEZ05 a AMPERASE jsou ochranné znamky spole¢nosti Roche.

Technika prevence pfenosu v enzymu AmpErase je kryta patentem USA €. 5035 996 a jeho zahrani¢nimi protéjky, jez jsou vlastnictvim
spole¢nosti Invitrogen Corporation, a je licencovana spolecnosti Roche Molecular Systems, Inc.

EPPENDORF MULTIPETTE a EPPENDORF COMBITIP jsou obchodni znacky spolecnosti Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Némecko.

PRESERVCYT je obchodni znamka spole€nosti Cytyc Corporation.
REPLENS je obchodni znamka spole¢nosti Lil' Drug Store Products, Inc.
SUREPATH je obchodni znamka spole¢nosti TriPath Imaging, Inc.

Kyaninova barviva v tomto produktu podléhaji patentovym pravim GE Healthcare Bio-Sciences Corp. a Carnegie Mellon University a jsou
licencovany spole€nosti Roche pouze za uéelem vyzkumu a jako soucast diagnostickych sad in vitro. Jakékoliv pouZiti takovych sad pro jiné
Ucely nez pro vyzkum nebo in vitro diagnostiku vyzaduje poskytnuti sublicence od spole¢nosti GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway,
New Jersey, U.S.A. a Carnegie Mellon University, Pittsburgh, Pennsylvania, U.S.A.
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