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URCENE POUZITIE

Suprava CINtec PLUS Cytology Kit je
imunocytochemicka analyza uréena na
laboratéme pouZitie na simultannu
kvalitativnu detekciu proteinov p16Nkéa
a Ki-67 v preparatoch z cervikalnej
cytolégie farbenych v pristroji
BenchMark IHC/ISH. Je uréena na
pouzivanie ako pomdcka pri identifikacii
zien s cervikalnymi intraepitelialnymi
|éziami vysokého stupria u skriningovej
populacie a u podskupin pacientov s
vysledkom Pap cytologie ASC-US
(atypické skvamozne bunky neuréeného
vyznamu) alebo LSIL (skvamézna
intraepiteliaina Iézia nizkeho stupria),
pripadne u pacientov s pozitivnymi vysledkami testu na vysokorizikovy ludsky
papilomavirus.

Vysledky testov moZe interpretovat vyluéne certifikovany odbornik v spojeni s klinickou
anamnézou pacienta a dal$imi vykonanymi diagnostickymi testami.

Produkt je ur€eny na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

SUHRN A VYSVETLENIE

V eukaryotickych bunkach je kontrola priebehu cyklu delenia buniek regulovana
komplexnym vzorom kontrolovanej expresie a posttranslanénymi modifikaciami proteinov
regulujcich bunkovy cyklus. Hlavni Ulohu v tomto mechanizme regulacie eukaryotického
bunkového cyklu zohréava protein p16'Nk4a, Je sti¢astou kontroly fazového prechodu G1 na
S, ktort sprostredkovava protein retinoblastému (pRb), a spusta zastavenie bunkového
cyklu v priebehu procesov bunkove;j diferenciacie. p16/™N«4z tak zabezpecuje
antiproliferadny Gcinok po¢as beznej progresie bunkového cyklu.” V terminaine
diferencovanych epiteliainych bunkach je expresia p16MNk4a znizena na Uroven, ktora sa
zvy&ajne neda detegovat imunocytochémiou (ICC).2

Pri dysplazii krcka maternice sa nadmerna expresia p16 povazuje za nahradny biomarker
transformujucich sa infekcii HPV, ktory odraza aktivaciu proliferacie buniek riadenej
onkoproteinom HPV E6/E7.2:34.5 Detekcia p16 v preparatoch cervikalnej cytolégie bola
navrhnuta ako cenny dopinkovy marker na triaz zien s abnormalnymi vysledkami Pap
cytolégie, ako aj s pozitivnymi vysledkami HPV testov.34.5 Avsak vzhladom na to, 7e
farbenie Specifické pre p16 mozno pozorovat v jednotlivych metaplastickych alebo
endocervikalnych bunkach, v ktorych méze byt p16 exprimovany, aby mohol vykonéavat
svoju normalnu fyziologickt bunkov funkciu potlaéajlcu rast, interpretécia preparatov
cervikalnej cytologie s jednym farbenim p16 vyzaduije identifikaciu imunoreaktivnych
buniek p16 a dal3iu klasifikaciu tychto buniek vzhladom na znaky morfologickych
abnormalit.2:3.4

Kombinovana stbezna detekcia p16 a proliferacného markera Ki-67 v tej istej bunke
pomocou ICC sa ukazala ako cenny nastroj na identifikaciu dysplastickych buniek kréka
matemnice v cytologickych preparatoch bez potreby morfologickej interpretacie.3.7.8 Ki-67
je jadrovy a jadierkovy protein striktne spojeny s proliferaciou buniek a v pokojovych (G0)
bunkach je $tandardnymi imunofarbiacimi metédami nedetegovatelny.6 Za normalnych
fyziologickych podmienok sa expresia proteinu Ki-67 spojeného s proliferaciou navzajom
vyluéuje s antiproliferaénym proteinom p16. Naopak, bunky, v ktorych sa draha
sprostredkovana retinoblastdmovym proteinom (pRB) kontrolujiica progresiu bunkového
cyklu narusi pred funkciou nadorového supresora p16 (ako napriklad v epitelialnych
bunkach exprimujlcich vysokorizikové onkoproteiny HPV E6/E7), moZzu proliferovat, a
teda exprimovat Ki-67 v pritomnosti funkéného p16.2:3

&

Obrazok 1. Cervikalna epitelidlna
bunka pozitivna na p16'Nk4a (hnedé
cytoplazmatické farbenie) a na Ki-67
(Gervené nuklearne farbenie).
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Detekcia jednotlivych buniek v preparatoch cervikalnej cytologie, ktoré si¢asne exprimuju
p16 a Ki-67, moZze sluzit ako morfologicky nezavisly indikétor buniek s dysregulaciou
bunkového cyklu. Tato spoloéna expresia proteinov p16 a Ki-67 sa mdze vyuzit ako
ukazovatel pritomnosti transformujicich sa infekcii HPV a zakladnej cervikalnej
intraepiteliainej neoplazie.2:3 Pred kratkym ¢asom boli vykonané a zverejnené podetné
Studie hodnotiace potencialnu hodnotu a klinickll uzitoénost cytoldgie proteinov p16/Ki-67
s dvojitym farbenim pri identifikacii zien, pre ktoré moZe byt prinosom odportcanie na
kolposkopiu na zéklade roznych primarnych skriningovych vysledkov rakoviny krcka
matemice. Tieto vysledky zahffiaju tiréZ zien s vysledkami Pap cytolégie Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US) alebo Low grade Squamous
Intraepithelial Lesion (LSIL), Zeny, ktoré su pozitivne na vysokorizikovy [udsky
papilomavirus v primamom skriningu HPV, alebo zeny, ktoré si Negative for
Intraepithelial Lesion or Malignancy (NILM)/pozitivne na HPV v klinickych podmienkach,
kde sa na primamy skrining pouziva kotestovanie Pap cytologie/HPV. 7-25

PRINCIP POSTUPU

Suprava CINtec PLUS Cytology Kit obsahuje stipravu reagencii na simultannu
imunocytochemicku detekciu proteinov p16'N«4a g Ki-67 v cytologickych vzorkach
ziskanych z kréka maternice. Proteiny sa deteguju pomocou koktailu priméarnych
monoklonalnych protilatok pripraveného na poutzitie, ktory obsahuje mysiu rekombinantnd
monoklonalnu protilatku namierenu proti ludskému proteinu p16!N<4a (klon E6H4™) a
primamu rekombinantnt krali¢iu protilatku namierend proti ludskému proteinu Ki-67 (klon
274-11AC3V1). Po Uprave buniek, inhibicii endogénnej aktivity peroxidazy a inkubdcii s
kokteilom primarnych protilatok test vyuziva dva detekéné systémy pripravené na pouzitie,
optimalizované na pouzitie na vzorkach cervikalnej cytolgie:

. Kozia antimySia sekundama protilatka kovalentne naviazana na HQ haptény
(proprietarny haptén) a anti-HQ haptén, terciarna protilatka konjugovana s
chrenovou peroxidazou (HRP) optimalizovana na detekciu monoklonalnej mysej
protilatky klonu E6H4;

. Kozia antikrali¢ia sekundarna protilatka kovalentne naviazana na NP haptény
(proprietarny haptén) a anti-NP haptén, terciarna protilatka konjugovana s alkalickou
fosfatazou (AP) optimalizovana na detekciu kralicej rekombinantnej protilatky klonu
274-11AC3V1.

Chromogénne reakcie su zalozené na konverzii 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochloridu
(DAB) sprostredkovanej HRP a konverzie Fast Red sprostredkovanej AP s Naphthol
Phosphate, ktorych vysledkom je hneda zrazenina v mieste antigénu p16'N«4a a ¢ervena
zrazenina v mieste antigénu Ki-67.

Po automatickom kontrastnom farbeni a farbeni modrou nasleduje dvojstupfiovy postup
montaze. Najprv sa namontuje sklicko pomocou vodného montazneho média. Potom sa
na sklicko umiestni krycie sklicko pomocou permanentného montazneho média. Vysledky
farbenia sa vyhodnotia kontrolou svetelnou mikroskopiou.

DAB

Precipitate * H202
\—/ DAB

/ \HRPMuItimer
HQ Linker %
/ HQ

p16 Primary
Antibody
EsHe 7 N\

1 INK4a
Bunka Protein p16

1117

Obrazok 2. Detekcia fudského proteinu p16/Nkéa,
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Obrazok 3. Detekcia fudského proteinu Ki-67.

DODAVANY MATERIAL

Cytologicka stprava CINtec PLUS Cytology Kit obsahuje dostatok reagencie na
100 testov.

Jeden 10 mL davkovat  CINtec PLUS Cytology Primary Antibody Cocktail (p16/Ki-
67) obsahuije koktail klonu rekombinantnej my3ej
monoklonalnej protilatky EGH4 namierenej proti fudskému
proteinu p16!Nk4a g primarnej rekombinantnej kralicej
protilatky klonu 274-11AC3V1 namierenej proti ludskému
proteinu Ki-67 (< 5 pg/mL) v pufri obsahujucom protein s
konzervanou latkou ProClin 300.

CINtec PLUS Cytology Red anti-Rabbit NP Linker obsahuje
kozi protikrali¢i IgG znaceny NP (< 10 ug/mL, NP je

Jeden 10 mL davkovaé

registrovany haptén kovalentne viazany na koziu protilatku) v

pufri s obsahom proteinu a konzervaénej latky ProClin 300.
CINtec PLUS Cytology Red AP Multimer obsahuje mySiu
monoklonalnu terciarmnu protilatku znaéent AP anti-NP
(<20 pg/mL) v pufri obsahujlicom protein s konzervaénou
latkou ProClin 300.

CINtec PLUS Cytology Red Naphthol Phosphate obsahuje
Naphthol Phosphate (< 1 %) s konzervacnou latkou ProClin
300.

CINtec PLUS Cytology Fast Red obsahuje Fast Red (< 1 %)
v acetatovom pufri s konzervaénou latkou ProClin 300.

CINtec PLUS Cytology DAB Peroxidase Inhibitor obsahuje
roztok peroxidu vodika (< 5 %).

CINtec PLUS Cytology DAB anti-Mouse HQ Linker obsahuje
kozi antimySaci IgG znaCeny HQ (< 40 pg/mL, HQ je

Jeden 10 mL davkovaé

Jeden 10 mL davkovad

Jeden 10 mL davkovaé

Jeden 10 mL davkovaé

Jeden 10 mL davkovad

registrovany haptén kovalentne viazany na koziu protilatku) v

pufri s obsahom proteinu a konzervaénej latky ProClin 300.
CINtec PLUS Cytology DAB HRP Multimer obsahuje
terciamu HRP mysiu monoklonalnu protilatku znacend HQ
(<10 ug/mL) v pufri s obsahom proteinu a konzervacnej
latky ProClin 300.

CINtec PLUS Cytology DAB obsahuje 3,3-diaminobenzidin
tetrahydrochlorid (< 1 %) v registrovanom roztoku
stabilizatora s registrovanou konzervacnou latkou.

CINtec PLUS Cytology DAB H20: obsahuje peroxid vodika
(<1 %) v roztoku fosfatového pufra.

Jeden 10 mL davkovaé

Jeden 10 mL davkovaé

Jeden 10 mL davkovaé
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REKONSTITUCIA, MIESANIE, RIEDENIE, TITRACIA

Cytologicka stprava CINtec PLUS Cytology Kit je optimalizovana na pouzivanie v
pristrojoch BenchMark IHC/ISH. Nevyzaduije sa Ziadna rekonétiticia, mieSanie, riedenie
ani titracia reagencii siipravy.

Odchylenie sa od odportéanych postupov fixacie a dalSieho spracovania cervikalnych
cytologickych vzoriek mbZe spdsobit podstatnu variabilitu vysledkov, o si vyzaduje
pravidelné vykonavanie internych kontrol.

Dal3ie informacie o kontrolach st uvedené v &asti Kontrola kvality.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY

Farbiace reagencie, napr. detekéné stpravy VENTANA, a pomocné komponenty vratane

skli€ok na negativnu a pozitivnu kontrolu tkaniva nie su si¢astou dodavky.

Nie v3etky produkty uvedené v metodickom liste musia byt dostupné vo vetkych

regiénoch. Obréatte sa na miestneho zastupcu podpory.

Na farbenie st potrebné nasledujice reagencie a materialy, ktoré vSak nie st sti¢astou

detekénej stpravy:

1. Vhodné kontroly (volitelné, pozrite si ¢ast Kontrola kvality)
Hematoxylin Counterstain (kat. €. 760-2021 / 05266726001)

3. Bluing Reagent (kat. ¢. 760-2037 / 05266769001)

4. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)

5. Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)

6. Cell Conditioning Solution (CC2) (kat. €. 950-123 / 05279798001)

7. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)

8. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (kat. €. 950-223 / 05424542001)

9. LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

10. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

11.  Denaturovany Reagent Grade Ethanol (Cistota = 95 %)

12.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

13.  Na konven¢né stery sa odportcajui mikroskopické sklicka Superfrost Plus (Thermo
Fisher Scientific)

14.  Mikroskopickeé sklicka ThinPrep Arcless (Hologic REF 70126-002) alebo
mikroskopickeé sklicka Superfrost Plus (VWR REF 48311-703)

15. Roche Cell Collection Medium (REF 07994753190)

16.  PreservCyt® Solution (Hologic REF 234004)

17.  Sklicka BD SurePath PreCoat (sucast stpravy SurePath GYN)

18.  SurePath™ Preservative Fluid (BD REF 490522)

19.  Vodné montazne médium CC/Mount (Roche REF 7342098001; Diagnostic
BioSystems P/N: K 002; Sigma-Aldrich P/N: C9368)

20. Volitefné: Susicka schopna udrziavat teplotu 60 °C 5 °C.

21.  Univerzalne laboratérne vybavenie

SKLADOVANIE A STABILITA

Po prijati a vtedy, ked sa nepouziva, skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nezmrazuite.
Pouzivatel musi odévodnit iné skladovacie podmienky neZ tie uvedené v metodickom
liste. Tuto detekénl supravu mozno pouzivat okamzite po vybrati z chladnicky.

Po kazdom pouZiti je nutné opétovne nasadit uzaver davkovaca a davkovac umiestnit
hned do chladni¢ky vo vertikalnej polohe, aby ste zaistili spravnu dodavku reagencie

a stabilitu reagencii.

Na kazdej detekénej stiprave je uvedeny datum exspiracie. Ak sa produkt spravne
skladuje, zachovava si svoje vlastnosti az do datumu uvedeného na Stitku. NepouZivajte
tento produkt po datume exspirécie pre predpisany sposob skladovania. Neexistuju
Ziadne definitivne znaky, ktoré by indikovali nestabilitu tohto produktu, cyklus pozitivnej
kontroly je potrebné vykonat sucasne s neznamymi vzorkami. Ak spozorujete naznaky
nestability reagencie okamZite sa obratte na miestneho zastupcu podpory.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. Uréené na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

2. Urené len pre odbornikov.

3. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

4.V pripade poSkodenia balenia alebo akychkolvek komponentov produkt
nepouzivajte. Ak je porusené balenie alebo poSkodené komponenty, okamZite
informujte miestneho zastupcu podpory.

5. Roztok ProClin 300 sa v tomto roztoku pouziva ako konzervaéna latka. Tato latka je
zaradena ako drazdiva latka a pri kontakte s koZou méZe spdsobit senzibilizaciu. Pri
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manipulacii dodrziavajte primerané bezpe¢nostné opatrenia. Zabrérite kontaktu
reagencii s o¢ami, kozou a so sliznicami. Pouzivajte ochranny odev a rukavice.

6. S materialmi ludského alebo Zivo¢isneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s potenciélne biologicky nebezpenym materidlom a ich likvidacia sa uskuto¢iuje v
sulade s nalezitymi bezpe¢nostnymi opatreniami. V pripade expozicie je potrebné
dodrziavat zdravotné pokyny zodpovednych organov.26:27

7. Primanipulacii s reagenciami dodrZiavajte primerané bezpe¢nostné opatrenia.
Zabrante kontaktu reagencii s o¢ami, koZou a so sliznicami. Zabrante vdychnutiu
reagencii. Pri manipulacii s materiélmi s podozrenim na karcinogény alebo
toxickymi materialmi pouzivajte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odev.

8. Aksa Cinidla dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, zmyte ich velkym
mnozstvom vody.

9.  Zabrante mikrobialnej kontaminécii Cinidiel, pretoZe to mdze spdsobit nespravne
vysledky.

10.  DalSie informacie o pouzivani tejto pomacky najdete v pouzivatelskej prirucke
k pristroju BenchMark IHC/ISH a v navodoch na pouzitie vSetkych potrebnych
komponentov na stranke navifyportal.roche.com.

11.  Informécie o odporicanom spdsobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo
Statnych orgénov.

12. Pri manipul&cii a likvidacii cytologickych vzoriek vratane vetkych vzoriek pred a po
fixacii, ako aj vetkych materidlov, ktoré st im vystavené, dodrziavajte
bezpecnostné opatrenia pre manipulaciu s potencialne infekénym materialom, ako
aj prislusné poZiadavky na likvidaciu odpadu.

13.  Oznadenie bezpecnosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.
Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivatelovi poskytnut kartu
bezpe&nostnych Udajov.

14.  Pri hi&seni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto pomdckou kontaktujte
miestneho zastupcu spoloénosti Roche a kompetentny orgén Elenského Statu alebo
krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

Tato detekéna suprava obsahuje komponenty klasifikované v stlade s nariadenim (ES)

¢. 1272/2008 takto:

Tabufka 1. Informéacie o nebezpeénosti.

Nebezpecn Kod Upozornenie
ost’
NEBEZPEC | H317 MbZe vyvolat alergickd koznu reakciu.
ENSTVO H350 Mbze spdsobit rakovinu.
H412 Skodlivé pre vodné organizmy s dihodobymi (ginkami.
P201 Pred pouZitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.
P261 Zabrante vdychovaniu hmly alebo par.
P273 Nevypustajte do prostredia.
Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
P280 ! .
okuliare/ochranu tvare/ochranu sluchu.
P308 + V pripade vystavenia pdsobeniu alebo obav: Vyhladajte
P313 lekarsku pomoc/starostlivost.
P333 + Ak sa prejavi podrazdenie koze alebo sa vytvoria
P313 vyrazky: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

Tento produkt obsahuje &. CAS:
o 868272-85-9: 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid hydrat
o 2682-204: 2-metyl-2H-izotiazol-3-6n
e 55965-84-9, reakéna zmes: 5-chlor-2-metyl-2H-izotiazol-3-6n a 2-metyl-2H-
izotiazol-3-6n (3:1)

PRIPRAVA VZORIEK

S cytologickymi vzorkami zaobchadzaijte vhodnym spdsobom, aby ste ich zachovali na
imunocytochemické postupy. VSetky vzorky musia podliehat $tandardnym spdsobom
spracovania buniek.
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Aby sa prediSlo zakryvajucim prvkom, ako je krv a hlien, a aby sa zabezpecila adekvatna
vzorka podra usmemeni Bethesda Guidelines28, musia lekari dodrziavat odporigané
techniky odberu vzoriek.

Na pouzitie s cytologickou stipravou CINtec PLUS Cytology Kit st vhodné nasledujlce

spdsoby pripravy sklicok:

e Sklicka ThinPrep (Hologic Inc.) pripravené na ThinPrep 2000 alebo 5000 Processor
(Hologic Inc.) s pouzitim sklicok ThinPrep Arcless Microscope alebo skli¢ok
Superfrost Plus podfa odpori¢ani vyrobcu.

. Sklicka BD SurePath (BD Diagnostics) pripravené podla odportcania vyrobcu.
. Manualine pripravené sklicka (sklicka s konvenénym sterom).

Odportca sa vykonat vhodné kontroly si¢asne so vzorkami pacientov (dalSie informacie
st uvedené v Casti Kontrola kvality).

Priprava vzoriek pomocou Roche Cell Collection Medium

Cytologické vzorky odobraté zdravotnickym pracovnikom a resuspendované v médiu
Roche Cell Collection Medium (RCCM) uréené na imunocytochemické farbenie pomocou
CINtec PLUS Cytology Kit sa mdzu skladovat 6 tyzdrov pri teplote 15 — 30 °C a dalSich
12 tyzdnov chladené pri teplote 2 - 8 °C.

Sklicka ThinPrep Arcless Microscope alebo sklicka Superfrost Plus su potrebné na
imunocytochemickeé farbenie pomocou CINtec PLUS Cytology Kit na pristrojoch
BenchMark IHC/ISH.

Priprava sklicok zo vzoriek odobratych v médiu Roche Cell Collection Medium
pomocou pristroja ThinPrep 2000 Processor

Sklicka sa pripravia zo vzoriek odobratych v médiu Roche Cell Collection Medium
pomocou pristroja ThinPrep 2000 Processor. Po dokonceni sekvencie v pristroji ThinPrep
2000 Processor sa spracované sklicka uloZia v skimavke s fixativom, ktora obsahuje

> 95 % etanolovy roztok v kvalite reagencie. Vyberte skimavku z drziaka fixatného
kipela pristroja ThinPrep 2000 Processor a preneste spracované sklicko zo skimavky do
nadoby na sklicka naplnenej = 95 % etanolovym roztokom v kvalite reagencie. Sklicka
inkubujte v etanole minimaine 15 mindt az maximalne 60 minut. Etanolovy roztok v
skumavke s fixativom a koSi na sklicka po kazdych 20 pripravenych sklickach. Po uplynuti
Casu inkubacie vyberte sklicka z etanolového roztoku a vysuste ich uloZzené v
horizontélnej polohe na rovnom povrchu v priebehu najmenej 60 minut. VysuSené sklicka
mozno skladovat pri izbovej teplote chranené pred svetiom a musia byt farbené pomocou
cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v ramci 7-dfiovej pripravy.

Priprava sklicok zo vzoriek odobratych v médiu Roche Cell Collection Medium
pomocou pristroja ThinPrep 5000 Processor

Sklicka sa pripravia zo vzoriek odobratych v médiu Roche Cell Collection Medium
pomocou pristroja ThinPrep 5000 Processor. Po dokonceni sekvencie v pristroji ThinPrep
5000 Processor sa spracované sklicka uloZia v stojane na sklicka, ktory sa ponori do

= 95 % etanolového roztoku stupfia reagencie s fixanym kipefom. Viyberte fixany kipel
alebo ko3 na sklicka z pristroja ThinPrep 5000 Processor a inkubujte sklicka minimalne
dalSich 15 minat az maximalne 60 mintt. Etanolovy roztok v koSi na sklicka vymerite po
kazdom cykle. Po uplynuti €asu inkubacie vyberte sklicka z etanolového roztoku a vysuste
ich uloZené v horizontalnej polohe na rovnom povrchu v priebehu najmenej 60 mindt.
VlysuSené sklicka mozno skladovat pri izbovej teplote chranené pred svetlom a musia byt
farbené pomocou cytologickej supravy CINtec PLUS Cytology Kit v ramci 7-dfiovej
pripravy.

Pred imunocytochemickym farbenim cytologickou stipravou CINtec PLUS Cytology Kit
odstraite povodny Stitok sklicka pouzivany pristrojom ThinPrep 5000 Processor.

Priprava vzoriek pomocou PreservCyt

Cytologicka vzorka v roztoku PreservCyt Solution (PC) uréena na imunocytochemické
farbenie pomocou CINtec PLUS Cytology Kit sa moZze skladovat 6 tyzdriov pri teplote
15— 30 °C a dalSich 12 tyzdriov chladena pri teplote 2 — 8 °C.

Sklicka ThinPrep Arcless Microscope alebo sklicka Superfrost Plus st potrebné na
imunocytochemickeé farbenie pomocou CINtec PLUS Cytology Kit na pristrojoch
BenchMark IHC/ISH.

Priprava sklicok Slide Preparation zo vzoriek odobratych v PreservCyt pomocou
pristroja ThinPrep 2000 Processor

Skli¢ka sa pripravia z cytologickych vzoriek odobratych zdravotnickym pracovnikom a
resuspendovanych v PreservCyt pomocou pristroja ThinPrep 2000 Processor. Po
dokon¢eni sekvencie v pristroji ThinPrep 2000 Processor sa spracované sklicka ulozia v
skumavke s fixativom, ktora obsahuje = 95 % etanolovy roztok v kvalite reagencie.
Vyberte skimavku z drziaka fixacného kupela pristroja ThinPrep 2000 Processor a
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preneste spracované sklicko zo skimavky do nadoby na sklicka napInenej = 95 %
etanolovym roztokom v kvalite reagencie. Sklicka inkubujte v etanole minimélne 15 minat
az maximalne 60 mindt. Etanolovy roztok v skimavke s fixativom a koSi na sklicka po
kazdych 20 pripravenych sklickach. Po uplynuti ¢asu inkubacie vyberte sklicka z
etanolového roztoku a vysuste ich uloZené v horizontalnej polohe na rovnom povrchu v
priebehu najmenej 60 minut. VysuSené sklicka mozno skladovat pri teplote 15 - 30 °C
chranené pred svetlom a musia byt farbené pomocou cytologickej stpravy CINtec PLUS
Cytology Kit v ramci 7-dfovej pripravy.

Priprava skliok Slide Preparation zo vzoriek odobratych v PreservCyt pomocou
pristroja ThinPrep 5000 Processor

Sklicka sa pripravia z cytologickych vzoriek odobratych zdravotnickym pracovnikom a
resuspendovanych v PreservCyt pomocou pristroja ThinPrep 5000 Processor. Po
dokonceni sekvencie v pristroji ThinPrep 5000 Processor sa spracované sklicka ulozia

v stojane na sklicka, ktory sa ponori do = 95 % etanolového roztoku stupria reagencie s
fixaénym kupefom. Vyberte fixacny kapel alebo koS na sklicka z pristroja ThinPrep 5000
Processor a inkubujte sklicka minimalne dalSich 15 minat az maximalne 60 minut.
Etanolovy roztok v kosi na sklicka vymerite po kazdom cykle. Po uplynuti &asu inkubécie
vyberte sklicka z etanolového roztoku a vysuste ich uloZené v horizontalnej polohe na
rovnom povrchu v priebehu najmenej 60 mindt. Vysu$ené skli¢ka mozno skladovat pri
izbovej teplote chranené pred svetiom a musia byt farbené pomocou cytologickej stipravy
CINtec PLUS Cytology Kit v ramci 7-diovej pripravy.

Pred imunocytochemickym farbenim cytologickou stpravou CINtec PLUS Cytology Kit
odstrafte povodny Stitok sklicka pouzivany pristrojom ThinPrep 5000 Processor.

Priprava vzoriek pomocou sklicka BD SurePath

Cytologické vzorky odobraté zdravotnickym pracovnikom a resuspendované v tekutine
SurePath Preservative Fluid uréené na imunocytochemické farbenie pomocou cytologickej
stipravy CINtec PLUS Cytology Kit sa mdzu skladovat az 4 tyzdne pri teplote 15 - 30 °C
alebo 6 mesiacov v chladnicke pri teplote 2 — 10 °C.

Priprava sklicka Slide Preparation pomocou BD SurePath bezprostredne po
spracovani Pap sklicka

Po vytvoreni obohatenej bunkovej pelety na pripravu sklicka na farbenie Pap ju mozno
pouzit okamZite na pripravu druhého sklicka uréeného na farbenie cytologickou stpravou
CINtec PLUS Cytology Kit. Postupujte podla odporucania vyrobcu na pouzivanie v ,Slide
Preparation” [moznost 2] pre GYN vzorky v pristroji PrepStain™. Objem resuspendného
roztoku je potrebné zmenit na 0 mL v moznosti ponuky ,Change Sample/Stain
Parameters*.

Priprava sklicka Slide Preparation pomocou BD SurePath z konzervovanej bunkovej
pelety

Obohatené bunkové pelety je mozné konzervovat pridanim priblizne 2 mL konzervacnej
tekutiny SurePath Preservative Fluid a uzavretim skimaviek so vzorkami na uskladnenie
(podrobné informéacie st uvedené v pokynoch vyrobcu). Od datumu odobratia vzoriek
mdzu byt bunkové pelety resuspendované v konzervacnej tekutine skladované az

4 tyzdne pri teplote 15 — 30 °C alebo 6 mesiacov v chladnicke pri udrziavanej teplote
2-10 °C. Sklicko spracujete pre cytologicku stpravu CINtec PLUS Cytology Kit, ak ho
najprv v priebehu 60 mindt zahrejete na izbovu teplotu. Zacnite druhym krokom
centrifugacie v procese obohacovania GYN a pokracujte zvy$nymi krokmi predbezného
spracovania, ako je uvedené v navode vyrobcu na opatovné spracovanie konzervovanych
bunkovych peliet. Postupujte podia odporicania vyrobcu na pouzivanie v ,Slide
Preparation” [moznost 2] pre GYN vzorky v pristroji PrepStain.

Pri vetkych moznostiach pripravy uvedenych vysSie vyberte stojan na sklicka z pristroja
PrepStain po dokonceni kroku prenosu vzoriek. Na steCenie tekutiny otocte stojan hore
nohami. Do kaZzdej usadzovacej komory pipetou naneste 2 mL > 95 % etanolového
roztoku kvality reagencie a okamzite nechajte stiect. Preplachnite 2 mL = 95 % roztoku
etanolu kvality reagencie po druhykrat a inkubujte v priebehu 10 mindt. Stojan otocte a
nechajte stiect druhykrat. Zlozte usadzovacie komory zo skli¢ok a nechajte ich vyschnat
uloZenim do horizontalnej polohy na rovnom povrchu najmenej na 60 mindt. VysuSené
sklicka mozno skladovat pri izbovej teplote chranené pred svetlom a musia byt farbené
pomocou cytologickej supravy CINtec PLUS Cytology Kit v ramci 7-diiovej pripravy.
Pouzivanie konvenénych sterov

Konvencné stery musia byt okamzite po odbere vzorky fixované cytologickou
rozpra$ovacou fixaénou reagenciou s obsahom polyetylénglykolu (napr. Safetex Cytology
Fixative, Andwin Scientific). Sklicka s konvenénym sterom fixované rozpraSovanim mozno
skladovat pri izbovej teplote chranené pred svetiom a musia byt farbené pomocou
cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v rdmci 7-dfiovej pripravy.
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Pred vloZenim skli¢ok do pristroja BenchMark IHC/ISH sa nevyzaduje Ziadne dalSie
predbezné spracovanie.

POSTUP FARBENIA

Cytologicka suprava CINtec PLUS Cytology Kit bola vyvinuta na pouzivanie v pristrojoch
BenchMark IHC/ISH v kombin&cii s pomocnymi reagenciami a prislusenstvom VENTANA.
Cytologicka suprava CINtec PLUS Cytology Kit bola optimalizovana pomocou parametrov
uvedenych v tabulkach 2, 3 a 4; pouzivatel musi overit vysledky ziskané pomocou tejto

stpravy.

Parametre automatizovanych protokolov sa mézu zobrazit, tlacit a editovat podra pokynov
uvedenych v pouzivatelskej prirucke k pristroju.

Tabufka 2. Odpordcany protokol farbenia pre pripravené sklicka so sterom ThinPrep,

SurePath a bezné sklicka so sterom v pristroji BenchMark GX i.

Postup farbenia GX CINtec PLUS Cytology
Typ pripravy sklicka Slide Preparation
Volitefné moznosti
RCCM/ThinPrep | SurePath Konvenéné

ThinPrep Zvolené Nezvolené Nezvolené
SurePath Nezvolené Zvolené Nezvolené
Iné Nezvolené Nezvolené Zvolené
Moznost Cell . " Nemozno )

A Nemozno zvolit o 16 min
Conditioning zvolit
Inkubacny €as protilatky | 16 min 20 min 16 min
Inkubacny as HQ 12 min 16 min 12 min
Linker Inc
Inkupacny Cas HRP 6 min 8 min 8 min
Multimer Inc
Inkubacny cas NP 8 min 16 min 8 min
Linker Inc
Inkubacny €as AP . . .
Multimer Inc 8 min 8 min 8 min
Hematoxylin 8 min 8 min 8 min
Farbenie modrou 4 min 4 min 4 min

Tabulka 3. Odportcany protokol farbenia pre pripravené ThinPrep, SurePath a

konvencné sklicka sterov v pristroji BenchMark XT.

Postup farbenia XT CINtec PLUS Cytology
Typ pripravy sklicka Slide Preparation
Volitefné moznosti
RCCM/ThinPrep | SurePath Konvenéné

ThinPrep Zvolené Nezvolené Nezvolené
SurePath Nezvolené Zvolené Nezvolené
Iné Nezvolené Nezvolené Zvolené
Moznost Cell X " Nemozno .

AN Nemozno zvolit . 16 min
Conditioning zvolit
Inkubacny Cas protilatky | 16 min 20 min 16 min
Inkubatny ¢as HQ 12 min 16 min 12 min
Linker Inc
Inkupacny cas HRP 8 min 8 min 8 min
Multimer Inc
Inkubacny cas NP 8 min 16 min 8 min
Linker Inc
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Postup farbenia XT CINtec PLUS Cytology
Typ pripravy sklicka Slide Preparation
Volitefné moznosti
RCCM/ThinPrep | SurePath Konvenéné
Inkubacny €as AP . . .
Multimer Inc 8 min 8 min 8 min
Hematoxylin 8 min 8 min 8 min
Farbenie modrou 4 min 4 min 4 min

Tabufka 4. Odporucany protokol farbenia pre pripravené sklicka so sterom ThinPrep,
SurePath a bezné sklicka so sterom v pristroji BenchMark ULTRA alebo BenchMark
ULTRAPLUS.

Postup farbenia U CINtec PLUS Cytology
Typ pripravy sklicka Slide Preparation
Volitefné moznosti
RCCM/ThinPrep | SurePath Konvencné

ThinPrep Zvolené Nezvolené Nezvolené
SurePath Nezvolené Zvolené Nezvolené
Iné Nezvolené Nezvolené Zvolené
Moznost Cell Conditioning Nemozno zvolit ’z\j\?c:r}?t(? no 16 min
Inkubaény Cas protilatky 16 min 16 min 16 min
Inkubacny ¢as HQ Linker Inc 12 min 16 min 12 min
:Etk;ubacny ¢as HRP Multimer 8 min 8 min 8 min
Inkubacny €as NP Linker Inc 8 min 16 min 8 min
:Eléubacny ¢as AP Multimer 8 min 8 min 8 min
Hematoxylin 8 min 8 min 8 min
Farbenie modrou 4 min 4 min 4 min

POSTUP PO SPRACOVANI - MONTAZ A PRIKRYTIE KRYCIM
SKLiCKOM

Na zachovanie optimalnej citlivosti a zabranenie vyblednutiu chromogénov sa vyZaduje
dvojkrokovy montézny postup.

Vyberte sklicka z pristroja BenchMark IHC/ISH a jemne ich pomieSajte a preplachnite
deionizovanou alebo destilovanou vodou z vodovodu a jemnym prostriedkom na
umyvanie riadu, kym zo skli¢ok celkom neodstranite LCS.

POZNAMKA: Nedovolte, aby voda tiekla priamo na sklicka. Voda musi dopadat na
sklicka s minimalnou intenzitou.

Sklicka budu namontované podla dvojkrokového protokolu, pri¢om nasleduijtce kroky
musia byt vykonané postupne:

Vodna montaz:

1. Inkubujte sklicka v destilovanej alebo deionizovanej vode najmenej 1 min.

2. Sklicka, ktoré nie su prikryté krycim sklickom, musia pocas aplikovania vodného
montézneho média CC/Mount na dalSie sklicka zostat v destilovanej alebo
deionizovanej vode.

3. Vyberte jedno sklicko z destilovanej alebo deionizovanej vody a dokladne utrite
zadnU stranu sklicka papierovou utierkou, aby ste odstranili nadmermu vodu.
Nesuste ani neutierajte vodu z prednej Casti sklicka (strana so vzorkou).

4. Podrzte sklicko pod miernym uhlom a naneste 4 — 6 kvapiek vodného montazneho
média CC/Mount na skli¢ko ThinPrep alebo SurePath a 8 kvapiek na sklicko
konvenéného steru. Zabrafte vytvoreniu vzduchovych bublin. Aby ste predisli tvorbe
bublin, mdzete prvi kvapku pred nanesenim média CC/Mount na oblast pripravy
vzorky na sklicku kvapnut na papierovy utierku.
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5. Sklicko jemne naklofite a otocte, aby sa vytvorila tenkd vrstva montazneho média,
ktora Uplne prekryje oblast pripravy vzorky (eSte neaplikujte sklenené ani tekuté
krycie sklicko), vizualne skontrolujte rozlozenie montazneho média na sklicku.

6.  Nadmerné vodné montazne médium CC/Mount na zadnej strane a okrajoch sklicka
zotrite. V pripade potreby pouzite vihkl papierovt utierku.

7. Pripravené sklicka vysuste umiestnenim do horizontélnej polohy.

. Inkubuijte pripravené sklicka ThinPrep alebo SurePath pri teplote 37 — 60 °C v
priebehu 1 hodiny, pripadne cez noc pri izbovej teplote.

e Inkubujte sklicka konvenénych sterov teplote 37 °C v priebehu 4 hodin,
pripadne pri teplote 60 °C v priebehu 1 hodiny, alebo cez noc pri izbovej
teplote.

Prikrytie sklenenym krycim sklickom alebo krycim sklickom vo forme filmu:

1. Po Uplnom vysuseni vodného montazneho média CC/Mount nechaijte sklicka
vyvazit pri izbovej teplote, ak je to potrebné. Sklicka inkubujte v xyléne minimalne
1 minGtu aZ maximalne 20 minat. Potom prikryte sklicka sklenenym krycim sklickom
pomocou montézneho média na baze xylénu alebo metddou krycieho sklicka vo
forme filmu na baze xylénu.

POZNAMKA: Sklicka sa nesmu dehydrovat vzostupnou sériou alkoholu pred zakrytim

sklom alebo filmom.

2. Montazne médium na baze xylénu nechajte vyschnat pri izbovej teplote.

POZNAMKA: Aby sa minimalizovalo blednutie, chranite sklicka pred svetiom a skladujte
ich pri izbovej teplote.

KONTROLA KVALITY

Odchylenie sa od odporucanych postupov fixacie a dalSieho spracovania cervikalnych
cytologickych vzoriek moze spdsobit podstatnt variabilitu vysledkov. Zlyhanie produktu z
dévodu problémov pri manipulacii alebo s nestabilitou nevedie k zjavnym znakom. Preto je
potrebné vykonavat vhodné kontroly sii€asne so vzorkami pacientov.

Pozitivna kontrola

Ako pozitivne kontroly sa maju pouzivat vzorky spracované rovnakym spdsobom ako
vzorky pacientov. Pozitivne kontroly indikuju spravne pripravené vzorky a spravne
techniky farbenia. Pri kazdom cykle farbenia sa ma pouzit jedna pozitivna kontrola.
Zname pozitivne kontroly sa maju pouzivat iba na monitorovanie spravneho vykonu
spracovanych vzoriek a testovacich reagencii, nie ako pomdcka pri stanoveni konkrétnej
diagndzy zo vzoriek pacientov. Ak pozitivne kontroly nepreukazu vhodné pozitivne
farbenie, vysledky testovacich vzoriek treba povazovat za neplatné.

Negative Control

Rdzne typy buniek pritomné v reprezentativnych vzorkach cervikalnej cytolégie, o ktorych
je znédme, Ze s negativne na expresiu antigénov p16/Nk42 a Ki-67 (napriklad povrchové
bunky), mozu slizit ako vnltorna negativna kontrola na postidenie farbenia pozadia.

Overenie analyzy

Pred prvym pouzitim cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit v diagnostickom
postupe musi pouZivatel overit jej vykon na pozitivnych a negativnych vzorkach so
znamou charakteristikou vykonu.

INTERPRETACIA FARBENIA/OCAKAVANE VYSLEDKY

Pri farbeni stpravou CINtec PLUS Cytology Kit vznikaju dva odliSné farebné reakéné
produkty: hneda zrazenina v miestach antigénu p16/Nk4a a Eervena zrazenina v miestach
antigénu Ki-67. Hnedé farbenie buniek (cytoplazmatické a/alebo jadrové) naznacuje
nadmernl expresiu p16'N<4a, Farbenie buniek Red (jadra) indikuje expresiu proteinu Ki-67.
Bunky farbené na oba antigény vykazuji hnedé cytoplazmatické farbenie s typicky
vyraznymi ¢ervenymi jadrami. Pred interpretéciou vysledkov musi kontroly vyhodnotit
kvalifikovany patolég/cytotechnolég so skiisenostami v imunocytochemickych postupoch
a vyskoleny v interpretacii skli¢ok farbenych cytologickou supravou CINtec PLUS Cytology
Kit.

Vysledky testov moze interpretovat vyluéne certifikovany odbornik v spojeni s klinickou
anamnézou pacienta a dalSimi vykonanymi diagnostickymi testami.

Pri interpretacii sklicok so vzorkou z cervikalnej cytologie farbenych stipravou CINtec
PLUS Cytology Kit by sa mali sklicka hodnotit z hladiska pritomnosti epitelialnych buniek
kréka maternice, ktoré vykazuju cytoplazmatické hnedé a nuklearne ¢ervené farbenie
naznacujlce suc¢asnu expresiu p16/Nk4a g Ki-67. Okrem toho by sa podobne ako pri
vykazovani vysledkov Pap cytolégie mala pri vykazovani vysledkov testu CINtec PLUS
Cytology Kit posudit primeranost vzorky podla Bethesda Guidelines 2015 (alebo TBS)28,
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Pozitivny vysledok testu

Pritomnost jednej alebo viacerych cervikalnych epiteliainych buniek a spolocné
umiestnenie Specifického hnedého cytoplazmatického imunofarbenia a Specifického
¢erveného nuklearmeho imunofarbenia v jednej bunke sa povazuje za pozitivny vysledok
testu cytologickej supravy CINtec PLUS Cytology Kit bez ohladu na cytomorfologické
vlastnosti.

Negativny vysledok testu

Ak hnedé cytoplazmatické imunofarbenie a cervené nuklearne imunofarbenie nevykazuju
ziadne cervikalne epitelidine bunky, musi sa vysledok testu cytologickej supravy CINtec
PLUS Cytology Kit povaZovat za negativny.

Pritomnost epitelialnych buniek kréka maternice, ktoré vykazuju imunoreaktivitu len pre
jeden, ale nie pre oba markery (napriklad hnedé farbenie len pre p16!N«4a alebo Cervené
farbenie len pre Ki-67), sa nepovazuje za pozitivny vysledok cytologickej sipravy CINtec
PLUS Cytology Kit.

SPECIFICKE OBMEDZENIA

1. Urcené len pre odbornikov. Na vykonanie imunocytochemickych postupov sa
vyzaduje Specialne zaSkolenie.

2. Hodnotenie mikroskopickych skli¢ok farbenych cytologickou stpravou CINtec PLUS
Cytology Kit ma vykonavat iba certifikovany odbomik vyskoleny v interpretacii
tychto vysledkov testu.

3. Klinicka interpretacia akéhokolvek pozitivneho alebo negativneho farbenia musi byt
zhodnotend v sivislosti s klinickym prejavom a cytologickymi kritériami.

4. Interpretacia vysledkov farbenia cytologickou supravou CINtec PLUS Cytology Kit
zavisi od intenzity a kvality kontrastného farbenia hematoxylinom. Odchylenie sa od
odpori¢anych reagencii a ¢asov inkubacie musi potvrdit zakaznik, pretoze
nadmerné alebo neuplné kontrastné farbenie méze narusit spravnu interpretaciu
vysledkov.

5. Cervikalne vzorky ¢asto vykazuju viditelne detegovatelnu Groven celej krvi. Ak
koncentracia celej krvi presiahne 1.0 %, musi sa vzorka rozpustit v ladovej kyseline
octovej (GAA) podla protokolu ThinPrep pred pripravou sklicka.

6.  Sklicka konvenénych sterov uréené na farbenie cytologickou supravou CINtec
PLUS Cytology Kit sa musia pripravit pomocou mikroskopickych skli¢ok Superfrost
Plus a Safetex Cytology Fixative (Andwin Scientific), ¢o je cytologicka rozpraSovacia
fixa¢na reagencia s obsahom polyetylénglykolu. Odchylka od tohto odporucania
vyzaduje potvrdenie zo strany zékaznika.

7. Pouzivanie pristroja ThinPrep 3000 Processor na pripravu vzoriek ThinPrep sa
neodporica, pretoZe postup rozpraSovacej fixacie vykonavany tymto pristrojom
mdze viest k podstatnej strate buniek, ak su pripravené sklicka farbené cytologickou
stpravou CINtec PLUS Cytology Kit.

8. Sklicka ThinPrep Arcless Microscope alebo ThinPrep Microscope Slides na
Specialne spracovanie alebo mikroskopické sklicka Superfrost Plus su potrebné na
pripravu vzoriek ThinPrep na imunohistochemické farbenie pomocou CINtec PLUS
Cytology Kit na pristrojoch BenchMark IHC/ISH. Mikroskopické sklicka ThinPrep s
potlatenou skriningovou oblastou méZu viest k nekonzistentnym vysledkom
farbenia.

9. Vyrobca dodava tieto protilatky/reagencie optimaine zriedené na pouZivanie podla
pokynov uvedenych v tomto dokumente na imunocytochemické testovanie
pripravenych cytologickych skli¢ok na baze tekutiny (LBC). Akékolvek odchylenie sa
od odporucanych postupov testu mdze spdsobit neplatnost deklarovanych
oCakavanych vysledkov, je potrebné vyuZit a zdokumentovat vhodné kontroly.
PouZivatelia, ktori sa odchylia od odportcanych postupov testovania, musia
prevziat zodpovednost za interpretaciu vysledkov pacientov za danych okolnosti.

10.  VSetky analyzy sa nemusia zaregistrovat na kazdom pristroji. Ak chcete ziskat
dalSie informéacie, obratte sa na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.

CHARAKTERISTIKA VYKONU

ANALYTICKA UCINNOST

Vykon cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit bol hodnoteny prostrednictvom
analytickej Studie reprodukovatelnosti a inych prislusnych $tudii.

Analyticka citlivost’ a Specifickost’

Analyticka citlivost a Specifickost primarnych protilatok p16 a Ki-67 boli testované v ramci
analyzy Wester blot a analyzy inhibicie peptidov.

Analyzy Western blot vyuZivaju lyzaty z bunkovych linii reprezentujucich $kalu intenzity
farbenia. Protilatka proti p16/Nk4a (E6H4) dokazala v preparate purifikovaného
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rekombinantného proteinu p16™“a detegovat pas s velkostou priblizne 15 — 20 kD. Dalej
sa protilatka Specificky naviazala na purifikovany rekombinantny protein p16Nk4a a nie na
ekvivalentné mnozstvo nepribuzného rekombinantného proteinu. Ukazalo sa tiez, Ze
protilatka viaze endogénny protein p16!Nk4a exprimovany v lyzatoch ziskanych z
bunkovych linii HeLa, SK Mel 28 a DU145 a nie v p16NK4a negativnej bunkovej linii MDA
MB 231. Relativne hladiny proteinu p16'Nk4a detegované v lyzatoch zo v3etkych Styroch
bunkovych linii na Westemn Blote zodpovedali idajom z farbenia IHC, ¢o dokazuie citlivost
detekcie protilatky anti-p16™Nk4a (E6H4). Véazba klonu protilatky proti Ki-67 (274-11AC3V1)
sa otestovala v analyze Western Blotu s pouzitim celobunkovych lyzatov pripravenych z
bunkovych linii L428 (Hodgkinov lymfém pozitivny na antigén Ki-67; DSMZ ATCC 197) a
LNCaP (bunkova linia karcindmu prostaty s nizkou expresiou proteinu Ki-67; ATCC
CRL-1740). Protilatka bola schopna detegovat endogénny protein Ki-67 v bunkovych
lyzatoch aj pri nizkych hladinach expresie a intenzita pasu korelovala s farbenim IHC na
Ki-67 v tychto bunkovych liniach. Primarna protilatka Ki-67 cytologickej stpravy CINtec
PLUS Cytology Kit (274-11AC3V1) sa viazala na fragment purifikovaného
rekombinantného proteinu Ki-67, nie na ekvivalentné mnozstvo neslvisiaceho
rekombinantného proteinu negativnej kontroly. Vazba v tejto analyze nebola detegovana v
bunkovej linii LNCaP s nizkou expresiou Ki-67. Relativna hladina proteinu Ki-67
detegovana v lyzatoch z tychto bunkovych linii v analyze Western blot koreluje s Udajmi o
IHC farbeni a idajmi o expresii mRNA. Vysledky analyzy Westem blot preukazuijd, ze
primama protilatka Ki-67 pouzivana v cytologickej suprave CINtec PLUS Cytology Kit
dokaze detegovat endogénny protein Ki-67 v bunkovych lyzatoch a fragmente
rekombinantného proteinu Ki-67 v purifikovanej forme.

Pri analyzach inhibicie peptidov sa pouzili roztoky obsahujuce Specifické peptidy p16
alebo Ki-67. Zmes primarnych protilatok bola zriedena v pomere objemov 1:1 s roztokmi
peptidov Specifickych pre p16 alebo roztokmi peptidov Ki-67 réznych koncentracii
pokryvajucich rozsah molarnych pomerov: priblizne 1-nasobny, 10-nésobny, 100-nésobny,
1000-nasobny a 10000-nasobny molarny nadbytok peptidu v porovnani s kone¢nou
koncentraciou protilatky v roztoku. Koktail primamych protilatok obsahujlci peptid
Specificky pre p16 sluzil ako neSpecificka kontrola pre protilatku proti Ki-67 a nepribuzny
peptid Alk-a sluZil ako neSpecificka kontrola pre protilatku proti p16. Kazdym roztokom
bolo farbené jedno sklicko z kazdej vzorky (tri skupiny cervikélnych cytologickych vzoriek
a jedna skupina buniek CaSki). Vysledky tejto Studie ukazali, Ze protilatka proti proteinu
p16 viaze Specificky protein p16 a Ze protilatka proti Ki-67 viaze Specificky protein Ki-67.
Podra o¢akavania boli intenzity farbenia proteinu p16 a Ki-67 zredukované vo vietkych
vzorkach po farbeni roztokmi s obsahom prislusnych Specifickych peptidov v koncentracii
s molovy pomerom 1 M, kompletna inhibicia sa dosiahla s roztokmi s obsahom = 10 M a
Ziadne obmedzenie intenzity farbenia p16 nebolo pozorované po farbeni roztokmi s
obsahom neSpecifického peptidu alebo bez peptidu.

Opakovatelnost’ a stredna presnost’

Stadie presnosti tykajlice sa cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit pri farbeni
cervikalnych vzoriek ThinPrep boli vykonané s ciefom preukazat:

. Celkovu presnost — Percento vysledkov rovnakych ako pri vaésine skupiny bolo
vypoditané pre kazdu z 12 skupin cervikélnej cytolégie (3 skupiny HSIL/HPV+,
1 skupina LSIL/HPV+, 1 skupina ASC-US/HPV+, 1 skupina NILM/HPV+, 3 skupiny
NILM/HPV-LBC a 3 negativne skupiny bunkovych linii T24) farbenej 3 Sarzami
cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v 5 po sebe nenasledujucich dfioch
pomocou 2 replikatov sklicok z kaZdej skupiny a hodnotenych 3 timami itatelov.

. Presnost medzi diiami — Percento vysledkov rovnakych ako pri vacsine skupiny
bolo vypogitané pre kazdy def (1. defi — 5. dei), priom sa zhrnuli udaje z
12 skupin cervikalnej cytologie (3 skupiny HSIL/HPV+, 1 skupina LSIL/HPV+,

1 skupina ASC-US/HPV+, 1 skupina NILM/HPV+, 3 skupiny NILM/HPV- LBC a
3 negativne skupiny bunkovych linii T24), 3 Sarze cytologickej stipravy CINtec
PLUS Cytology Kit, 2 replikaty sklicok z kazdej skupiny a 3 timy Citatelov.

. Presnost medzi $arzami — Percento vysledkov rovnakych ako pri vacsine skupiny
bolo vypogitané pre kazdd $arzu CINtec PLUS Cytology Kit (Sarza 1 - 3), pricom sa
zhrnuli Udaje z 12 skupin cervikalnej cytoldgie (3 skupiny HSIL/HPV+, 1 skupina
LSIL/HPV+, 1 skupina ASC-US/HPV+, 1 skupina NILM/HPV+, 3 skupiny
NILM/HPV- LBC a 3 negativne skupiny bunkovych linii T24), 5 po sebe
nenasledujucich dni, 2 replikaty a 3 timy Citatelov.

Vsetky sklicka boli zaslepené, randomizované a hodnotené podfa interpretécie farbenia

CINtec PLUS Cytology Kit. Sklicka hodnotili tri timy citatelov, pri€om kazdy tim pozostaval

z cytotechnoléga a patoléga. Ako referenéna hodnota na urenie percenta vysledkov

rovnakych ako vacsina skupiny bol pouzity vysledok za vacsinu skupiny alebo na trovni

skupiny (pozitivny alebo negativny). Percento vysledkov rovnakych ako vacsina skupiny
sa rovna hodnote PPA, ak je vacsina vysledkov skupiny pozitivna, a hodnote NPA, ak je
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véc&Sina vysledkov skupiny negativna. Vysledky st zhmuté v Tabulka 5, Tabulka 6 a
Tabulka 7. V3etky intervaly spofahlivosti (CI) boli 95 % obojstranné intervaly spolahlivosti.
Cl boli vypocitané percentilovou metddou bootstrap okrem pripadov, v ktorych bol bodovy
odhad na drovni 100 %. Vtedy bola pouzita metdda Wilsonovho skore.

Tabulka 5. Studia presnosti v ramci laboratéria — celkova presnost

Presnost’ Citatela

Na vyhodnotenie presnosti Citatela hodnotili tri timy Citatelov, z ktorych kazdy pozostaval z
cytotechnoldga a patoléga, vSetky sklicka farbené na ucely $tudii presnosti vratane
2 replikatov 12 skupin cervikalnej cytolégie (3 skupiny HSIL/HPV+, 1 skupina LSIL/HPV+,

Tabufka 7. Studia presnosti v ramci laboratéria — presnost medzi $arzami

Rezim .
5 Percento vysledkov
e rovnakych ako vacsina
cytologickej ysku in
stipravy piny
CINtec PLUS
Cytology Kit
Kategoria Pocet (vacsina
skupiny hodnoteni skupiny) 1.8arza | 2.8arza | 3.Sarza
Bunkoyé linia 270 Negativne | 100.0% | 100.0% | 100.0%
NILM/HPV- 270 Negativne 922% | 933% | 96.7%
NILM/HPV+ 90 Pozitivne 46.7% | 700% | 66.7%
ASC-US/HPV+ 90 Pozitivne 90.0% | 96.7% | 93.3%
LSIL/HPV+ 90 Pozitivne 100.0 % | 100.0% | 100.0 %
HSIL/HPV+ 270 Pozitivne 100.0% | 100.0% | 96.7 %
2025-02-07
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Rezim 1 skupina ASC-US/HPV+, 1 skupina NILM/HPV+, 3 skupiny NILM/HPV- LBC a
vysledkov 3 negativne skupiny bunkovej linie T24), 3 Sarze cytologickej stpravy CINtec PLUS
cytologickej Cytology Kit v priebehu 5 po sebe nenasledujucich dni. Percento vysledkov zhodnych s
supravy Percento vacsinou skupiny sa vypoditalo zo suhrnnych vysledkov medzi timami ¢itatelov a je
CINtec PLUS vysledkov zhmuté v Tabulka 8.
Cytology Kit rovnakych Tabulka 8. Stidia presnosti v ramci laboratdria — presnost medzi &itatelmi
Kategoria Pocet (vacsina ako vacsina | 95 % interval Rezim e
skupin hodnoteni skupin skupin spofahlivosti
Sl piny) L] vysledkov ako viicgina skupiny
Bunkové linia T24 270 Negativne 100.0 % (98.6,100.0) cytologickej
. i 0 supravy
NILM/HPV 270 Negativne 94.1% (90.7,97.0) CINtec PLUS
NILM/HPV+ 90 Pozitivne 61.1% (47.2,744) Cytology Kit
— Kategoria Pocet (vacsina 1. tim 2. tim 3.tim
- 0
ASCUSHPV+ %0 Pozitivne 933 % (88.9,97.8) skupiny hodnoteni skupiny) citatefov | citatelov | citatelov
LSIL/HPV+ 90 Pozitivne 100.0 % (95.9, 100.0) o
Bunkova linia . o o o
HSILIHPV+ 270 Pozitivne 98.9 % (96.7, 100.0) T-24 270 Negativne | 1000% ) 1000% | 100.0%
NILM/HPV- 270 Negativne 95.6 % 91.1% 95.6 %
Tabulka 6. Studia presnosti v ramei laboratdria — presnost medzi dfiami NILM/HPV+ 90 Pozitivne 70.0 % 63.3% 50.0 %
Rezim Percento vysledkov rovnakych ako ASC- . . . .
vysledkov Viésina skupiny US/HPV+ 90 Pozitivne 100.0 % 90.0 % 90.0 %
cytologickej
stipravy LSIL/HPV+ 90 Pozitivne 100.0% | 100.0% | 100.0 %
CINtec PLUS HSIL/HPV+ 270 Pozitvne | 989% | 989% | 989%
Cytology Kit
Kategoria Pocet (vacsina 1.de [ 2.de | 3.de | 4.de | 5.de
skupiny [ hodnoteni | skupiny) f fi fi fi f Reprodukovatelnost
Bunkova linia . o o o o | Stadie reprodukovatefnosti v pripade cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit boli
T-04 270 Negativne {100.0 %|100.0 %|100.0 %|100.0 %]|100.0 % vykonané s ciefom preukazat’
NILM/HPV- 270 Negativne |88.9%[90.7 % |98.1%(98.1%|94.4%| * E_?;z_rro%ul;(k)va;;:l’nosf medzi $arZami u cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology
it (Tabulka 9),
1 0 0, 0, 0, 0,
NILMHPV+ %0 Pozitivne [444%)500%|778%]667%|667%) Reprodukovatelnost v ramci cyklu (Tabulka 10) a medzi cyklami (Tabulka 11)
e ) Pozitivne | 94.4 % |88.9% | 88.9% | 944 % [100.0 % v pristrojoch BenchMark GX, XTa ULTRA
. Reprodukovatelnost v ramci platformy v pristrojoch BenchMark GX, XT and ULTRA
LSILHPV+ 90 Pozitivne  [100.0 %|100.0 %|100.0 %[100.0 %|100.0 % (Tabufka 12),
R k [nost i platf i v pristrojoch BenchMark GX, XT a ULTRA
HSILHPV+ 270 Pozitivne 1100.0 %l 92.4 % 1100.0 %]100.0 %l100.0 % . (Otiprodu ovatelnost medzi platformami v pristrojoch BenchMark GX, XT a U

Tabufka 9. Reprodukovatelnost medzi $arzami u cytologickej stpravy CINtec PLUS
Cytology Kit.

Typ vzorky Percento celkovej zhody
ThinPrep 100.0
SurePath 100.0
Tabulka 10. Reprodukovatelnost v ramci cyklu u cytologickej sipravy CINtec
PLUS Cytology Kit.
Percento celkovej zhody
Typ vzorky
GX XT ULTRA
ThinPrep 100.0 100.0 100.0
SurePath 93.8 96.3 92.6
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Tabufka 11. Reprodukovatelnost medzi cyklami u cytologickej sipravy CINtec  Tabufka 14. Zhoda vysledkov testov medzi supravou CINtec PLUS Cytology
PLUS Cytology Kit. Kit a predikativnym zariadenim na preparatoch sklicka z cervikalnej cytoldgie ThinPrep.
Percento celkovej zhody Schvalena pomocka
Typ vzorky
GX XT ULTRA +
SurePath 100.0 926 100 Cytology Kit . 17 147
Spolu 157 172
Tabufka 12. Reprodukovatelnost v ramci platformy u cytologickej sipravy o - o = 0 _ o
CNte PLUS Cytology Kit, PPA (n/N) (95 % CI) = 140/157 x 100 % =89.2 % (83.3 - 93.1 %)
9 = o = [ _ 0,
Percento celkovej zhody NPA (n/N) (95 % Cl) = 147/172 x 100 % = 85.5 % (79.4 - 90.0 %)
Typ vzorky
GX XT ULTRA , -
Tabulka 15. Zhoda vysledkov testov medzi supravou CINtec PLUS Cytology
ThinPrep 100.0 100.0 100.0 Kit a predikativnym zariadenim na preparatoch sklicka z cervikalnej cytologie SurePath.
SurePath 100.0 100.0 96.3 Schvalena pomécka
+
Tabulka 1_3. Interplatformova reprodukovatelnost supravy CINtec PLUS CINtec PLUS A 56 3
Cytology Kit. .
Cytology Kit X 9 108
Typ vzorky Percento celkovej zhody
ThinPrep 100.0 pagl 65 m
SurePath 9623 PPA (n/N) (95 % Cl) = 56/65 x 100 % = 86.2 % (75.7 — 92.5 %)

Tieto Studie boli vykonané na cervikélnych vzorkach ThinPrep a SurePath. V3etky tudie
splnili svoje vopred stanovené kritéria prijatelnosti.

Stadie zhody

Vykon supravy CINtec PLUS Cytology Kit na pouzitie v pristrojoch BenchMark GX, XT a
ULTRA sa hodnotil porovnanim so supravou CINtec PLUS Kit (predikatne zariadenie,
Roche mtm laboratories AG, Mannheim), ktora v minulosti preukézala vysoku citlivost a
$pecifickost na pritomnost predrakovinového a rakovinového ochorenia vo vzorkach z
cervikalnej cytoldgie vzhladom na pritomnost jednotlivych epiteliainych buniek kréka
matemnice vykazujlcich pozitivny vysledok dvojitého farbenia na p16/Ne a Ki-67.7-
15,18,20,23,25-28

Studie zhody sa vykonali s pouzitim vzoriek pacientov z populécie pre uréené pouitie s
vysledkom Pap cytologie NILM (negativna intraepiteliaina 1ézia alebo malignita), ASC-US,
LSIL a HSIL pre kazdu z jednotlivych metdd pripravy cervikanej cytoldgie: ThinPrep,

BD SurePath a sklicka s konvenénymi stermi. Pre vzorky LBC sa z kazdej vzorky pacienta
pripravili dve sklicka. V pripade konvenénych sterov boli pripravené dve sklicka od
jedného pacienta na rovnakej navsteve, pri¢om material vzorky bol rozdeleny medzi dve
sklicka (,technika delenia vzoriek®). Jedno sklicko bolo testované cytologickou stipravou
CINtec PLUS Cytology Kit na pristroji BenchMark IHC/ISH a jedno skli¢ko bolo farbené
schvalenou pomdckou.

Algoritmus odéitavania vzoriek LBC:

KaZzdé sklicko od¢itavali dvaja kvalifikovani Citatelia. Ak sa na vysledku zhodli, povaZoval
sa za konec¢ny vysledok daného sklicka. Ak sa na vysledku nezhodli, vykonal postdenie
odcitania treti Citatel' a vacsinovy vysledok sa stal kone¢nym vysledkom pre dané sklicko.

Algoritmus od¢itania pre sklicka konvenénych sterov:

KaZzdé sklicko od¢itavali dvaja kvalifikovani Citatelia. Ak obaja Citatelia vyhodnotili sklicko
ako pozitivne, bol koneény vysledok pre dané sklicko pozitivny. Ak sa na vysledku
nezhodli, skontrolovali sklicko traja Citatelia, ktori predstavovali komisiu, ktora mala
poskytnit spolocné hodnotenie, a jeho vysledok sa stal kone€nym vysledkom pre dané
sklicko. Ak obaja Citatelia vyhodnotili sklicko ako negativne, bolo odéitané tretim
Citatelom, aby sa potvrdil negativny vysledok. Ak aj treti Citatel potvrdil negativny
vysledok, bol koneény vysledok pre dané sklicko negativny. Ak treti Citatel vyhodnotil
sklicko ako pozitivne, bolo predloZené komisii, aby sa dosiahol spoloény vysledok, ktory
sa stal kone¢nym vysledkom pre dané sklicko.

Zhoda vysledkov testov sa uvadza ako percento pozitivnej zhody (PPA) a percento
negativnej zhody (NPA) +£95 % interval spolahlivosti (Cl) medzi supravou CINtec PLUS
Cytology Kit na pouZitie v pristroji BenchMark IHC/ISH a schvalenou pomdckou.
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NPA (n/N) (95 % CI) = 108/111 x 100 % = 97.3 % (92.4 — 9.1 %)

Tabulka 16. Zhoda vysledkov testu medzi cytologickou stpravou CINtec
PLUS Cytology Kit a schvalenou pomdckou v pripade pripravkov na cervikalnu cytologiu
skliGok s konvenénymi stermi.

Schvalena pomocka
+
CINtec PLUS + 98 17
Cytology Kit X 20 72
Spolu 118 89

PPA (n/N) (95 % CI) = 98/118 x 100 % = 83.1 % (75.3 - 88.8 %)

NPA (n/N) (95 % Cl) = 72/89 x 100 % = 80.9 % (71.5 - 87.7 %)

8/17

Studia média Roche Cell Collection Medium

V/ykon média Roche Cell Collection Medium v porovnani s roztokom PreservCyt bol
hodnoteny farbenim 616 parov cervikalnych vzoriek (pripady) pomocou cytologickej
stpravy CINtec PLUS Cytology Kit. Pre kazdy pripad sa pripravilo po jednom sklicku z
prislusnych skimaviek PC alebo RCCM. V&etky sklicka od¢ital tim tvoreny
cytotechnolégom a patolégom, ktori nepoznali totoznost' sklicok. Vysledky testu so
stpravou CINtec PLUS Cytology Kit porovnavajuce jednotlivé média (PC a RCCM) st
zhmuté v Tabulka 17. Miera pozitivity bola vypocitana vydelenim poctu pozitivnych
pripadov celkovym poctom vhodnych pripadov pri kazdom médiu. Vysledky ukazuji
rozdiel medzi dvoma mierami pozitivity v hodnote 2.4 % (1.5, 6.3).
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Tabulka 17. Ekvivalencia pre miery pozitivity stpravy CINtec PLUS Cytology
Kit Roche Cell Collection Medium (RCCM) a PreservCyt (PC).

pripadoch a na v3etkych pristrojoch 100 %. Vysledky st zhmuté v Tabulka 19 a
Tabulka 20.

Vysledok CINtec PLUS Cytology Kit pre .
PC Tabulka 19. Stadia reprodukovatelnosti medzi laboratériami v pristroji
. BenchMark ULTRA PLUS - reprodukovatelnost medzi pracoviskami
Vysledok CINtec PLUS Cytology
Kit pre RCCM Pozitivne Negativne | Spolu Rezim Percento rovnakych vysledkov
vysledkov ako vacsina skupiny
Pozitivne 170 48 218 cytologickej
. supravy CINtec
Negativne 37 204 241 PLUS Cytology
Spolu 207 252 459 Kategéria Pocet (vaésina Pracovis | Pracovis | Pracovis
skupiny hodnoteni skupiny) ko A ko B ko C
Miera pozitivity RCCM, N (%): 218/459 (47.5 %) BunkovaliniaT24| 60 Negativne | 950% | 100.0% | 100.0 %
Miera pozitivity PC, n/N (%): 207/459 (45.1 %) NILM/HPV- 60 Negativne | 1000% | 95.0% | 100.0 %
Rozdiel v miere pozitivity, n/N (%): 11/459 (2.4 %; 95 % Cl: -1.5, 6.3) NILM/HPV+ 60 Pozitivne 900% | 800% | 95.0%
ASC-US/HPV+ 60 Pozitivne 100.0% | 950% | 100.0 %
Sdhrn vyslledkov cytolglgiokej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit v pripgde adekvé’tnosti LSIL/HPV+ 60 Pozitivne 1000% | 950% | 100.0%
bunkovosti porovnavajlce PreservCyt a Roche Cell Collection Medium je uvedena
Tabulka 18. Miery adekvatnej bunkovosti sa vypogitali vydelenim poctu pripadov s HSIL/HPV+ 60 Pozitivne 100.0 % | 100.0 % | 100.0 %
adekvatnou bunkovostou celkovym poétom pripadov pre kazdé médium. Vysledky
ukazuju rozdiel medzi dvoma mierami dostatoénej bunkovosti v hodnote 3.2 % (-0.0, 6.6). _ . ' o )
Tabulka 18. Porovnanie adekvatnosti bunkovosti sipravy CINtec PLUS Tabulka 20. Stadia repfodukovatgl’nostl medzi laboratériami v pristroji
Cytology Kit pre Roche Cell Collection Medium (RCCM) a PreservCyt (PC). BenchMark ULTRA PLUS — celkova presnost
Adekvatnost bunkovosti CINtec Rezim
PLUS Cytology Kit pre PC vysledkov
cytologickej Percento
Adekvatnost’ bunkovosti CINtec PLUS | supravy vysledkov
Cytology Kit pre RCCM Ano Nie Spolu CINtec PLUS | rovnakych
© Cytology ako
Ano 468 63 531 (vacsina vacsina 95 % interval
Nie 43 42 85 Kategoria skupiny skupiny) skupiny n/N spofahlivosti
Spolu 511 105 616 Bunkova linia T24 Negativne 98.3 % 59/60 (96.7,100.0)
- . NILM/HPV- Negativne 98.3 % 59/60 (96.7,100.0)
Miera adekvatnosti RCCM, n/N (%): 531/616 (86.2 %)
NILM/HPV+ Pozitivne 88.3 % 53/60 (86.7,90.0)
Miera adekvatnosti PC, n/N (%): 511/616 (83.0 .
lora adekvatnosti PC, /N (%) (830%) ASC-US/HPV-+ Pozitivne 98.3 % 59560 | (96.7,100.0)
Rozdiel v miere dostatocnosti, n/N (%): 20/616 (3.2 %; 95 % CI: -0.0, 6.6) LSIL/HPV+ Pozitivne 98.3 % 50/60 (96.7, 100.0)
HSIL/HPV+ Pozitivne 100.0 % 60/60 (94.0,100.0)

Stadia reprodukovatelnosti medzi laboratériami na farbiacej
platforme BenchMark ULTRA PLUS

Vykonala sa $tudia reprodukovatelnosti na hodnotenie testu CINtec PLUS Cytology v
pristroji BenchMark ULTRA PLUS na dualnu imunocytochemicki detekciu p16!NK4a g Ki-
67 v cytologickych vzorkach. Stiidia zahffiala 2 rozne kultdry buniek T24 a 10 skupin
vzoriek pochéadzajucich od pacientov (2 skupiny HSIL/HPV+, 2 skupiny LSIL/HPV+,

2 skupiny ASC-US/HPV+, 2 skupiny NILM/HPV+ a 2 skupiny NILM/HPV- LBC). Bunkové
kultary T24 boli pripravené z jednej pracovnej bunkovej banky. Kazdému z 3 pracovisk
skuSania sa poskytli alikvty kazdej skupiny vzoriek, bunkovej kultary T24 a kontrolnej
skupiny s dostatocnym objemom na podporu testovania planovaného na kazdom
pracovisku. V kazdom z piatich dni farbenia pracoviska pripravili testovacie sklicko z
kazdého alikvotu poskytnutého RTD pomocou procesora skli¢ok ThinPrep 2000 alebo
ThinPrep 5000. Po priprave sklicka kazdé pracovisko zafarbilo priblizne 13 sklicok v
pristroji BenchMark ULTRA PLUS. Pt dni farbenia nenasledovalo za sebou a trvalo
najmenej 20 dni. Na kazdom pracovisku 2 timy Citatelov, kazdy zloZeny z cytotechnoléga
a patoldga, nezavisle hodnotili sklicka farbené na ich pracovisku na pritomnost alebo
nepritomnost dvojitého farbenia a priradili skli¢ku pozitivny, negativny alebo nevyhovujuci
vysledok v teste CINtec PLUS Cytology. Timy Citatelov boli zaslepené voci akémukolvek
predchadzajucemu stanoveniu stavu HPV, stavu Pap cytoldgie, vysledku testu CINtec
PLUS Cytology alebo inym klinickym informéciam.

Udaje sa priamo zadali do klinickej databazy a analyzovali s ciefom urgit
reprodukovatelnost testu na viacerych pracoviskach, pocas viacerych dni a v ramci
viacerych timov Citatelov. Miery prijatelnosti pozadia a bunkovosti dosiahli vo v3etkych
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Zhoda medzi pristrojmi BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark
ULTRA (vzorky ThinPrep)

Tri laboratoria sa zG&astnili Studie zhody medzi pristrojom BenchMark ULTRA a pristrojom
BenchMark ULTRA PLUS. V tejto $tudii sa pouzilo 220 skupin z deidentifikovanych
cervikalnych vzoriek ThinPrep LBC pripravenych v Roche Tissue Diagnostics (RTD) v
nasledujucich kategériach: 88 pozitivnych skupin, 22 hrani¢ne pozitivnych skupin, 22
negativnych strednych skupin a 88 negativnych skupin bunkovej kultary T24. Stbor 4
skli€ok z kazdej vzorky bol pripraveny v RTD pomocou procesora sklicok ThinPrep 2000
alebo ThinPrep 5000. Prvé pripravené skli¢ko z kazdého suboru sa farbilo v pristroji
BenchMark ULTRA v RTD. Kazdému pracovisku skuSania sa poskytlo jedno z 3 zvySnych
skli¢ok na farbenie testom CINtec PLUS Cytology v pristroji BenchMark ULTRA PLUS.
Sklicko BenchMark ULTRA farbené v RTD sa vyhodnotilo na pritomnost alebo
nepritomnost dvojitého farbenia a vysledok pozitivny, negativny alebo nevyhovujici
priradeny timom Citatelov RTD, ktory pozostaval z cytotechnoléga a patoldga, aby sa
stanovilo referencné skdre. Na kazdom pracovisku tim Citatelov skiSania nezavisle
vyhodnotil sklicka farbené v pristroji BenchMark ULTRA pre vysledok testu CINtec PLUS
Cytology. Sklicka farbené v pristroji BenchMark ULTRA PLUS na kazdom pracovisku
hodnotil tim Citatelov pracoviska na vysledok testu CINtec PLUS Cytology. Preto kazdy
tim ¢itatelov na pracovisku hodnotil jedno sklicko farbené v pristroji BenchMark ULTRA a
jedno sklicko farbené v pristroji BenchMark ULTRA PLUS. Citania sklicok farbenych v
pristroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS boli oddelené dvojtyzdfiovym
vymyvacim obdobim. V3etky timy Citatelov boli zaslepené voci akémukolvek
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predchadzajucemu stanoveniu stavu HPV, stavu Pap cytoldgie, vysledku testu CINtec
PLUS Cytology alebo inym klinickym informéciam.
Rovnocennost vykonu analyzy CINtec PLUS Cytology sa povaZzovala za prijatelnd v Stav na drovni skupiny Zhoda
pristroji BenchMark ULTRA PLUS, ak miera PPA a NPA mala dolnd hranicu Stav
obojstranného 95 % intervalu spofahlivosti najmenej 85 %. Na to, aby bola $tudia CINtec 95 9%
Uspesna, sa vyzadovalo, aby miera prijatelnosti pre pozadie a bunkovost testovacich - o . 5
skli¢ok farbenych pomocou CINtec PLUS Cytology v pristroji BenchMark ULTRA PLUS QLU haoatinell Whooatnol| A= olul[ENerale Gl g
bola prijatelna u = 90 % v3etkych testovacich sklicok. Miery prijatelnosti pozadia a Negativne 0 9 90 NPA 100.0 (95.9,
bunkovosti dosiahli na v3etkych testovacich sklickach 99.7 % a 99.4 %. V Tabulka 21 9 (90/90) 100.0)
nizSie je zhmuta miery zhody stavu CINtec PLUS Cytology medzi pristrojmi BenchMark 1000 97.9
ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS. Spolu 89 90 179 OPA (179179) | 100.0)
Tabufka 21. Studia zhody medzi pristrojmi BenchMark ULTRA a BenchMark o ) . o .
ULTRA PLUS - stihrnna zhoda stavu CINtec PLUS Cytology medzi platformami Tgbulfka 23. Studia presnosti medzi laboratériami — strednd presnost medzi
(ThinPrep) dhami
Stav CINtec PLUS Cytology Rovnaky
vysledok ako Odlisny vysledok od
BenchMark BenchMark ULTRA Zhoda Deii PLM, n (%) PLM, n (%) Celkom, n (%)
ULTRA PL % 1. def 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
Poziti Negati lu | Mi N % Cl
us ozitivne egativne | Spolu iera (n/N) 95%C 5 den 35 (100.0) 000) 35 (100.0)
" 95.7 (92.8, ,
Pozitivne 314 13 327 PPA (3141328) 98.1) 3. def 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
96.1 (935 4. den 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
Negativne 1 S| BT NPAL 3q7330) | sm) 5. den 36 (100.0) 0(0.0) 36 (100.0)
95.9 (94.1
Spolu 328 330 658 | OPA ' .
P (631/658) 974) Tabufka 24. Studia presnosti medzi laboratériami — opakovatelnost v ramci
Poznamka: Suhrnné miery zhody zhffiaju vetky vzorky a timy Citatelov pre ULTRA cyklu
PLUS. Rovnaky Odlisny vysledok
Poznamka: PPA = percento pozitivnej zhody; NPA = percento negativnej zhody; vysledok ako od
OPA = percento celkovej zhody Opakovanie PLM, n (%) PLM, n (%) Celkom, n (%)
Opakovanie 1 90 (100.0) 0(0.0) 90 (100.0)
Studia reprodukovatelnosti v ramci laboratéria na farbiacej Opakovanie 2 89 (100.0) 0(0.0) 89 (100.0)
platforme BenchMark ULTRA PLUS
Vykonala sa $tidia reprodukovatelnosti v ramci laboratoria s ciefom vyhodnotit L ] ) L . ! )
opakovatelnost v ramci jedného cyklu, stredni presnost medzi dfiami a strednu presnost ~ Taburka 25. Studia presnosti medzi laboratoriami — stredna presnost medzi
medzi pristrojmi testu CINtec PLUS Cytology na vzorkach SurePath. Stidia zahffiala 2 pristrojmi
rozne kultury buniek T24 a 9 skupin vzoriek pochadzajucich od pacientov SurePath (3 Rovnaky odligny visledok
CINtec pozitivne/HPV+, 3 hraniéné a 3 CINtec negativne/HPV-). Testovacie sklicka sa V)'(sle‘tliok Zko : yo\ay
pripravili v pristroji na pripravu skli¢ok BD Totalys v kazdom z piatich dni farbenia, ktoré Pristroj PLM, n (%) PLM, n (%) Celkom, n (%)
nenasledovali po sebe a trvali najmenej 20 dni. Na vyhodnotenie reprodukovatelnosti 2 2 -
medzi pristrojmi sa pouzili tri pristroje BenchMark ULTRA PLUS. Testovacie sklicka Pristroj 1 60 (100.0) 0(0.0) 60 (100.0)
hodnotil tim Citatelov pozostavajuci z cytotechnoldga a patoléga vySkoleného na e
hodnotenie CINtec PLUS Cytology. Zhoda testovacich sklicok sa urcila porovnanim stavu Pristroj 2 60(100.0) 0(00) 60(1000)
CINtec PLUS Cytology testovacich skli€ok so stavom na urovni skupiny (Pool-Level Pristroj 3 59 (100.0) 0(0.0) 59 (100.0)

Mode, PLM), ktory je definovany ako najcasteji vysledok stavu spomedzi v3etkych
hodnoteni sthmnych dajov skupiny zo vSetkych pristrojov, vSetkych dni a vSetkych
opakovani danej skupiny. Miery prijatelnosti pozadia a bunkovosti dosiahli na vSetkych
testovacich sklickach 99.4 % a 99.7 %. Vysledky st zhrnuté v Tabulka 22, Tabulka 23,
Tabulka 24 a Tabulka 25 niZSie.

Tabulka 22. Stidia presnosti v ramci laboratéria — celkova presnost pravych
pozitivnych a pravych negativnych vzoriek SurePath

Zhoda medzi farbiacimi platformami BenchMark ULTRA PLUS a
BenchMark ULTRA (vzorky SurePath)

Vykonala sa interna Studia zhody s cielom overit rovnocenny vykon farbenia stipravy
CINtec PLUS Cytology medzi farbiacimi platformami BenchMark ULTRA a ULTRA PLUS
na vzorkach SurePath. Stidia zahfiiala 88 skutoéne pozitivnych, 26 hraniéne pozitivnych,
26 stredne negativnych a 88 skutoéne negativnych kultur bunkovej linie T24. Z kazdej
vzorky sa v pristroji na pripravu sklicok BD Totalys pripravili dve testovacie sklicka, ktoré
sa potom farbili pomocou CINtec PLUS Cytology v pristroji BenchMark ULTRA alebo
BenchMark ULTRA PLUS. Testovacie sklicka hodnotil tim Citatelov pozostavajuci z
cytotechnoldga a patologa vyskoleného na hodnotenie CINtec PLUS Cytology.
Rovnocennost vykonu analyzy CINtec PLUS Cytology sa povaZovala za prijatelnd v
pristroji BenchMark ULTRA PLUS, ak miera PPA a NPA mala dolnd hranicu
obojstranného 95 % intervalu spolahlivosti najmenej 85 %. Na to, aby bola Stidia

Uspesna, sa vyzadovalo, aby miera prijatelnosti pre pozadie a bunkovost testovacich
skli¢ok farbenych pomocou CINtec PLUS Cytology v pristroji BenchMark ULTRA PLUS
bola prijatelna u = 90 % vSetkych testovacich skli¢ok. Miery prijatelnosti pozadia a

Stav na trovni skupiny Zhoda
Stav
CiNtec 95 %
PLUS Pozitivne | Negativne | Spolu | Meranie | % (n/N) Cl
- 100.0 (95.9,
Pozitivne 89 0 89 PPA (89/89) 100.0)
2025-02-07 10/17
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bunkovosti dosiahli na vSetkych testovacich sklickach 99.6 % a 99.1 %. Vysledky su
zhmuté v Tabulka 26 nizSie.

Tabufka 26. Studia zhody medzi pristrojmi BenchMark ULTRA a BenchMark
ULTRA PLUS (SurePath)
Stav ULTRA Zhoda
Sta;Eb;RA Pozitivne | Negativne | Spolu | Meranie | % (n/N) | 95%Cl
” 92.2
Pozitivne 94 2 96 PPA (941102) (85.3,96.0)
. 98.3
Negativne 8 119 127 NPA (1191121) (94.2,99.5)
95.5
Spolu 102 121 223 OPA (213/223) (91.9,97.5)

KLINICKA UCINNOST

Prospektivna multicentricka Stadia (IMPACT, IMproved Primary screening And
Colposcopy Triage — vylepSeny primarny skrining a kolposkopicka tridz) bola navrhnuté na
zhodnotenie klinickej G¢innosti stpravy CINtec PLUS Cytology Kit v pristroji BenchMark
ULTRA s pouzitim klinicky odobratych vzoriek z kréka maternice do roztoku PreservCyt®
na identifikaciu ochorenia kréka matemice vysokého Stadia. Studia bola navrhnuta na
hodnotenie vykonu cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit ako reflexného testu u
zien vo veku = 25 rokov, ktoré boli pozitivne na HPV v teste cobas® 4800 HPV Test alebo
cobas® 6800/8800 HPV Test. Udaje z tejto $tdie podporujui pouZitie cytologickej stipravy
CINtec PLUS Cytology Kit ako pomdcky pri identifikacii Zien s intraepiteliainymi [éziami
kréka maternice vysokého stupria u pacientov s pozitivnym vysledkom testu HR-HPV.

Charakteristika vykonu cytologickej siipravy CINtec PLUS Cytology Kit v porovnani
s Pap cytoldgiou u zien vo veku 25 - 65 rokov s cobas®6800/8800 HPV Test alebo
cobas® 4800 HPV Test, pozitivne vysledky

Porovnavaci vykon cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit v porovnani s Pap
cytolégiou u pozitivnych Zien v pripade cobas® 6800/8800 HPV Test a cobas® 4800 HPV
Test je uvedeny v nasledujdcich tabulkach pre populéciu 12 inych HR HPV+ (Tabulka 27),
populaciu HPV16+ (Tabulka 28) a populaciu HPV18+ (Tabulka 29). V troch skupinach
genotypov sa pozorovalo zvySenie citlivosti a znizenie Specifickosti na detekciu ochorenia
krcka maternice vysokého stupria v pripade cytologickej supravy CINtec PLUS Cytology
Kit v porovnani s Pap cytoldgiou (Tabulka 27, Tabulka 28 a Tabulka 29).

Medzi pozitivnymi Zenami v pripade cobas®6800/8800 HPV Test a cobas®4800 HPV
Test sa pozoroval maximalny narast citlivosti (rozdiel = 23.1 %, resp. 24.2 %) a minimalny
pokles Specifickosti (rozdiel = 7.9 %, resp. 8.7 %) v porovnani s Pap cytoldgiou v populacii
12 inych HR HPV+ (Tabulka 27).

Vo v8etkych pripadoch viedlo pouZitie cytologickej supravy CINtec PLUS Cytology Kit k
podstatnému znizeniu rizika ochorenia pri negativnych vysledkoch CINtec PLUS Cytology
Kit v porovnani s NILM Pap cytolégiou. Medzi pozitivnymi Zenami v pripade cobas®
6800/8800 HPV Test bolo 1-NPV 0 3.7 %, 6.1 % a 1.2 % nizSie pre 2 CIN2 a0 0.9 %, 3.3
% a 0.3 % nizSie pre = CIN3 v populacii 12 inych HR HPV+, HPV16+ a HPV18+. Medzi
pozitivnymi Zenami v pripade cobas®4800 HPV Test bolo 1-NPV 0 3.4 %, 9.1 % a 3.3 %
nizsie pre 2 CIN2a 0 0.8 %, 5.1 % a 0.5 % nizSie pre = CIN3 v populacii 12 inych HR
HPV+, HPV16+a HPV18+.

2025-02-07 1M/17

FT0700-421h

1012838SK Rev J



V=NTANA

Tabulka 27.

Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v porovnani s Pap cytolégiou u Zien v populacii 12 injch HR HPV+ vo veku 25 — 65 rokov.

cobas® 6800/8800 system, 12 inych HR HPV+

Vikon Diagnéza CPR 2 CIN2

Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 83.0 (254/306) (78.4, 86.8) 58.8 (180/306) (53.2, 64.2) 24.2(18.3,29.9)
Specifickost (%) 56.8 (1373/2416) (54.8, 58.8) 65.5 (1583/2416) (63.6, 67.4) -8.7(-10.9, -6.4)
PPV (%) 19.6 (254/1297) (18.5, 20.6) 17.8 (180/1013) (16.2, 19.3) 1.8(0.0,3.3)
1-NPV (%) 3.6 (52/1425) (2.9, 4.6) 7.4 (126/1709) (6.5, 8.3) 3.7 (-4.5,-24)
Prevalencia (%) 11.2 (306/2722)

Vikon Diagnéza CPR 2 CIN3

Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytologia Rozdiel
Citlivost (%) 86.0 (80/93) (77.5,91.6) 66.7 (62/93) (56.6, 75.4) 194 (10.0, 28.7)
Specifickost (%) 53.7 (1412/2629) (51.8, 55.6) 63.8 (1678/2629) (62.0, 65.6) -10.1(-12.3,-8.0)
PPV (%) 6.2 (80/1297) (5.6, 6.6) 6.1(62/1013) (5.2,6.9) 0.0(-0.8,0.8)
1-NPV (%) 0.9 (13/1425) (0.5, 1.5) 1.8 (31/1709) (1.3, 2.4) 0.9 (-14,-0.3)
Prevalencia (%) 3.4 (93/2722)
cobas® 4800 system, 12 inych HR HPV+

Vikon Diagndza CPR 2 CIN2

Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost' (%) 82.1 (256/312) (77.4, 85.9) 59.0 (184/312) (53.4, 64.3) 23.1(17.3,28.7)
Specifickost (%) 58.6 (1520/2594) (56.7, 60.5) 66.5 (1726/2594) (64.7, 68.3) -7.9(-10.1,-5.8)
PPV (%) 19.2 (256/1330) (18.1, 20.3) 17.5 (184/1052) (15.9, 19.0) 1.8(0.2,3.3)
1-NPV (%) 3.6 (56/1576) (2.8, 4.4) 6.9 (128/1854) (6.0, 7.8) -34(-4.4,-23)
Prevalencia (%) 10.7 (312/2906)

Vykon Diagnéza CPR 2 CIN3

Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 86.2 (81/94) (77.8,91.7) 67.0 (63/94) (57.0, 75.7) 19.1(9.8,28.4)
Specifickost (%) 55.6 (1563/2812) (53.7, 57.4) 64.8 (1823/2812) (63.0, 66.6) 9.2(-113,-7.2)
PPV (%) 6.1(81/1330) (5.5, 6.5) 6.0 (63/1052) (5.1,6.8) 0.1(-0.7,0.9)
1-NPV (%) 0.8 (13/1576) (0.5, 1.3) 1.7 (31/1854) (1.2, 2.2) -0.8(-1.3,-0.3)

Prevalencia (%)

3.2 (94/2906)

spolahlivosti.

Poznamka: CPR = centralna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, €isla v zatvorkach st (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly
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Tabufka 28. Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v porovnani s Pap cytolégiou u Zien v populacii HPV16+ vo veku 25 — 65 rokov.
cobas® 6800/8800 system, HPV16+
Vikon Diagnéza CPR 2 CIN2
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytologia Rozdiel
Citlivost (%) 92.6 (176/190) (88.0, 95.6) 75.8 (144/190) (69.2, 81.3) 16.8 (10.7,23.2)
Specifickost (%) 57.2 (349/610) (53.3, 61.1) 68.5 (418/610) (64.7, 72.1) -11.3(-15.4,-7.2)
PPV (%) 40.3 (176/437) (37.9, 42.7) 42.9 (144/336) (39.4, 46.3) 2.6 (-5.7,0.8)
1-NPV (%) 3.9 (14/363) (2.3, 6.2) 9.9 (46/464) (7.8, 12.3) 6.1(-7.1,-2.6)
Prevalencia (%) 23.8 (190/800)
Vikon Diagnéza CPR 2 CIN3
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytolégia Rozdiel
Citlivost' (%) 92.5 (111/120) (86.4, 96.0) 77.5(93/120) (69.2, 84.1) 15.0(7.7,22.8)
Specifickost (%) 52.1 (354/680) (48.3, 55.8) 64.3 (437/680) (60.6, 67.8) -12.2(-16.0,-8.3)
PPV (%) 254 (111/437) (23.6, 27.2) 27.7 (93/336) (24.8, 30.5) 2.3(-4.7,0.3)
1-NPV (%) 2.5(9/363) (1.3,4.4) 5.8 (27/464) (4.2,7.8) -3.3(-4.7,-1.1)
Prevalencia (%) 15.0 (120/800)
cobas®4800 system, HPV16+
Vikon Diagndza CPR 2 CIN2
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 93.6 (176/188) (89.2, 96.3) 76.6 (144/188) (70.0, 82.1) 17.0 (10.9, 23.5)
Specifickost (%) 44.8 (182/406) (40.1, 49.7) 60.1 (244/406) (55.3, 64.7) -15.3(-20.6, -9.8)
PPV (%) 44.0 (176/400) (41.7,46.4) 47.1 (144/306) (43.5, 50.6) -3.1(-6.6,0.5)
1-NPV (%) 6.2 (12/194) (3.6, 10.2) 15.3 (44/288) (12.0, 19.0) 9.1(-134,-4.8)
Prevalencia (%) 31.6 (188/594)
Vykon Diagnéza CPR 2 CIN3
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 94.0 (110/117) (88.2, 97.1) 78.6 (92/117) (70.4, 85.1) 154 (7.9,23.4)
Specifickost (%) 39.2 (187/477) (34.9,43.7) 55.1 (263/477) (50.6, 59.5) -15.9(-20.7, -11.0)
PPV (%) 27.5 (110/400) (25.7, 29.2) 30.1(92/306) (27.1, 32.9) 2.6 (-5.4,0.2)
1-NPV (%) 3.6(7/194) (1.8,7.0) 8.7 (25/288) (6.2, 11.8) 5.1(-8.3,-1.7)
Prevalencia (%) 19.7 (117/594)

spolahlivosti.

Poznamka: CPR = centralna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, €isla v zatvorkach st (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly
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Tabufka 29. Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit v porovnani s Pap cytolégiou u Zien v populacii HPV18+ vo veku 25 — 65 rokov.
cobas®6800/8800 system, HPV18+
Vikon Diagnéza CPR 2 CIN2
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytolégia Rozdiel
Citlivost' (%) 83.8 (31/37) (68.9, 92.3) 73.0 (27/37) (57.0, 84.6) 10.8 (-6.7, 27.8)
Specifickost (%) 62.7 (205/327) (57.3, 67.8) 73.1(239/327) (68.0, 77.6) -10.4 (-16.1, -4.6)
PPV (%) 20.3 (31/153) (16.8, 23.4) 23.5(27/115) (18.6, 28.2) -3.2(-8.2,1.8)
1-NPV (%) 2.8(6/211) (1.4,5.4) 4.0 (10/249) (2.3, 6.3) 1.2(-3.6,1.3)
Prevalencia (%) 10.2 (37/364)
Vikon Diagndza CPR 2 CIN3
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 87.5 (14/16) (64.0, 96.5) 81.3(13/16) (57.0,93.4) 6.3(-19.6, 31.6)
Specifickost (%) 60.1 (209/348) (54.8, 65.1) 70.7 (246/348) (65.7, 75.2) -10.6 (-16.1,-5.0)
PPV (%) 9.2 (14/153) (6.7, 10.8) 11.3(13/115) (8.0, 13.9) 2.2(-5.2,0.8)
1-NPV (%) 0.9 (2/211)(0.3,2.7) 1.2 (3/249) (0.4,2.7) 0.3(-1.7,1.1)
Prevalencia (%) 4.4 (16/364)
cobas® 4800 system, HPV18+
Vykon Diagnéza CPR 2 CIN2
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytoldgia Rozdiel
Citlivost (%) 87.5(28/32) (71.9, 95.0) 71.9 (23/32) (54.6, 84.4) 15.6 (-3.6, 33.9)
Specifickost (%) 53.4 (102/191) (46.3, 60.3) 62.3 (119/191) (55.3, 68.9) -8.9(-16.6,-1.0)
PPV (%) 23.9(28/117) (19.9, 27.6) 24.2 (23/95) (18.8,29.3) -0.3(-5.8,5.3)
1-NPV (%) 3.8(4/106) (1.5, 8.2) 7.0 (9/128) (4.0, 11.0) -3.3(-8.1,1.3)
Prevalencia (%) 14.3 (32/223)
Vykon Diagnéza CPR 2 CIN3
Meranie CINtec PLUS Cytology Pap cytologia Rozdiel
Citlivost (%) 86.7 (13/15) (62.1, 96.3) 80.0 (12/15) (54.8, 93.0) 6.7 (-20.5, 33.2)
Specifickost (%) 50.0 (104/208) (43.3, 56.7) 60.1 (125/208) (53.3, 66.5) -10.1 (-17.5,-2.5)
PPV (%) 11.1(13/117) (8.1, 13.2) 12.6 (12/95) (8.8, 15.6) -1.5(-5.1,2.0)
1-NPV (%) 1.9 (2/106) (0.5, 5.2) 2.3(3/128)(0.8,5.2) 0.5(-34,2.3)
Prevalencia (%) 6.7 (15/223)

spolahlivosti.

Poznamka: CPR = centralna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, €isla v zatvorkach su (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly

Charakteristika vykonu u populacie testu cobas® 6800/8800 HPV Test alebo cobas® 4800 HPV Test, pozitivne vysledky, zeny vo veku 30 - 65 rokov s vysledkami Pap

cytolégie NILM

Vykon cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit pri detegovani = CIN2 a = CIN3 u Zien v populécii 12 inych HR HPV+ s Pap cytologiou NILM je uvedeny v Tabulka 30.

V populécii cobas® 6800/8800 system, teda Zeny v populacii 12 inych HR HPV+ s Pap cytolégiou NILM, dosiahla citlivost a Specifickost pri detegovani = CIN2 hodnoty jednotlivo
66.7 % a 69.7 % (jednotlivo 62.5 % a 67.8 % v pripade = CIN3). Hodnoty PPV v tejto skupine boli 13.0 % v pripade = CIN2 a 2.6 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u Zien s
negativnymi vysledkami CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) bolo 3.1 % v pripade = CIN2 a 0.8 % v pripade = CIN3.
V populécii cobas® 4800 system, teda Zeny v populacii 12 inych HR HPV+ s Pap cytolégiou NILM, dosiahla citlivost a $pecifickost pri detegovani = CIN2 hodnoty jednotlivo 64.9 % a
71.0 % (jednotlivo 66.7 % a 69.4 % v pripade = CIN3). Hodnoty PPV v tejto skupine boli 12.0 % v pripade = CIN2 a 2.5 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u Zien s negativnymi
vysledkami CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) bolo 2.9 % v pripade = CIN2 a 0.6 % v pripade = CIN3.
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Tabulka 30.

Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit u Zien v populécii 12 inych HR HPV+ vo veku 30 — 65 rokov s cytologiou NILM.

Meranie vykonu

cobas® 6800/8800 system, 12 Other HR HPV+/NILM

cobas® 4800 system, 12 Other HR HPV+/NILM

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Citlivost (%)

66.7 (50/75) (55.4, 76.3)

62.5 (10/16) (38.6, 81.5)

64.9 (48174) (53.5, 74.8)

66.7 (10/15) (41.7, 84.8)

Specifickost (%)

69.7 (772/1108) (66.9, 72.3)

67.8 (791/1167) (65.0, 70.4)

71.0 (864/1217) (68.4, 73.5)

69.4 (885/1276) (66.8, 71.8)

Prevalencia (%)

6.3 (75/1183)

1.4 (16/1183)

5.7 (7411291)

12 (151291)

PPV (%)

13.0 (50/386) (10.8, 14.9)

2.6 (10/386) (1.6, 3.4)

12.0 (48/401) (9.9, 13.9)

2.5 (10/401) (16, 3.2)

NPV (%)

96.9 (772/797) (95.8, 97.8)

99.2 (791/797) (98.8, 99.6)

97.1 (864/890) (96.2, 97.9)

99.4 (885/890) (99.0, 99.7)

1-NPV (%)

3.1 (25/797) (2.2, 4.2)

0.8 (6/797) (0.4,1.2)

2.9 (26/890) (2.1, 3.8)

0.6 (5/890) (0.3, 1.0)

PLR

2.20(1.79, 2.59)

1.94 (1.19, 2.58)

2.24 (1.81, 2.65)

2.18 (1.35, 2.82)

NLR

0.48 (0.34, 0.64)

0.55(0.27,0.91)

0.49 (0.35, 0.66)

0.48 (0.2, 0.84)

Miera pozitivity (%)

32.6 (386/1183) (30.0, 35.3)

31.1 (401/1291) (28.6, 33.5)

Poznamka: CPR = centrélna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, PLR = pozitivny pomer pravdepodobnosti, NLR =
negativny pomer pravdepodobnosti, ¢isla v zatvorkach st (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly spolahlivosti.

Viykon cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit pri detegovani = CIN2 a = CIN3 u Zien v populacii HPV16+ s Pap cytolégiou NILM je uvedeny v Tabulka 31.

V populécii cobas® 6800/8800 system, teda Zeny v populacii HPV16+ s Pap cytologiou NILM, dosiahla citlivost a $pecifickost v pripade = CIN2 hodnoty jednotlivo 76.3 % a 72.5 % a v
pripade = CIN3 jednotlivo 75.0 % a 70.5 %. Hodnoty PPV v tejto skupine boli 23.8 % v pripade = CIN2 a 14.8 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u Zien s negativnymi

vysledkami CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) bolo 3.5 % v pripade = CIN2 a 2.4 % v pripade = CIN3.
V populécii cobas® 4800 system, teda Zeny v populacii HPV16+ s Pap cytoldgiou NILM, dosiahla citlivost a Specifickost v pripade = CIN2 hodnoty jednotlivo 80.6 % a 61.7 % a v

pripade = CIN3 jednotlivo 81.8 % a 59.0 %. Hodnoty PPV v tejto skupine boli 27.9 % v pripade = CIN2 a 17.3 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u Zien s negativnymi
vysledkami CINtec PLUS Cytology Kit (1-NPV) bolo 5.5 % v pripade = CIN2 a 3.1 % v pripade = CIN3.

Tabulka 31.

Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit u Zien v populacii HPV16+ vo veku 30 — 65 rokov s cytolégiou NILM.

Meranie vykonu

cobas®6800/8800 system, HPV16+/NILM

cobas® 4800 system, HPV16+/NILM

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Citlivost (%)

76.3 (29/38) (60.8, 87.0)

75.0 (18/24) (55.1, 88.0)

80.6 (29/36) (65.0, 90.2)

81.8 (18122) (615, 92.7)

Specifickost (%)

72.5 (245/338) (67.5, 77.0)

70.5 (248/352) (65.5, 75.0)

61.7 (121/196) (54.8, 68.3)

59.0 (124/210) (52.3, 65.5)

Prevalencia (%)

10.1 (38/376)

6.4 (24/376)

15.5 (36/232)

9.5 (22/232)

PPV (%)

23.8 (29/122) (19.1, 28.2)

14.8 (181122) (11.0, 18.1)

27.9 (29/104) (22.8, 32.7)

17.3 (18/104) (13.2, 20.8)

NPV (%)

96.5 (245/254) (94.2, 98.0)

97.6 (248/254) (95.8, 98.9)

945 (121/128) (90.5, 97.2)

96.9 (124/128) (93.5, 98.7)

1-NPV (%)

3.5 (9/254) (2.0, 5.8)

2.4 (6/254) (1.1, 4.2)

5.5 (7/128) (2.8, 9.5)

3.1 (4/128) (13, 6.5)

PLR

2.77 (210, 3.49)

2.54 (1.81,3.24)

211 (1.61,2.64)

2.00 (1.45, 2.50)

NLR

0.33 (0.18, 0.54)

0.35 (0.17, 0.64)

0.31(0.16, 0.57)

0.31(0.12, 0.66)

Miera pozitivity (%)

32.4 (122/376) (28.0, 36.9)

44.8 (104/232) (38.7, 50.9)

Poznamka: CPR = centrélna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, PLR = pozitivny pomer pravdepodobnosti, NLR =
negativny pomer pravdepodobnosti, &isla v zatvorkach st (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly spolahlivosti.

2025-02-07
FT0700-421h

15/17

1012838SK Rev J



V=NTANA

Vykon cytologickej stpravy CINtec PLUS Cytology Kit pri detegovani = CIN2 a = CIN3 u Zien v populacii HPV18+ s Pap cytoldgiou NILM je uvedeny v Tabulka 32.

V populécii cobas® 6800/8800 system, teda zeny v populacii HPV18+ s Pap cytologiou NILM, dosiahla citlivost a Specifickost v pripade = CIN2 hodnoty jednotlivo 75.0 % a 73.3 % av
pripade = CIN3 66.7 % a 72.1 %. Hodnoty PPV boli 9.7 % v pripade = CIN2 a 3.2 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u Zien s negativnymi vysledkami CINtec PLUS Cytology

Kit (1-NPV) bolo 1.3 % v pripade = CIN2 a 0.6 % v pripade = CIN3.

V populécii cobas® 4800 system, teda Zeny v populacii HPV18+ s Pap cytoldgiou NILM, dosiahla citlivost a Specifickost v pripade = CIN2 hodnoty jednotlivo 85.7 % a 68.3 % a v
pripade = CIN3 66.7 % a 65.7 %. Hodnoty PPV boli 15.8 % v pripade = CIN2 a 5.3 % v pripade = CIN3, kym riziko ochorenia u zien s negativnymi vysledkami CINtec PLUS Cytology

Kit (1-NPV) bolo 1.4 % v pripade oboch medznych hodnét ochorenia.
Tabulka 32.

Uginnost cytologickej stipravy CINtec PLUS Cytology Kit u Zien v populacii HPV18+ vo veku 30 — 65 rokov s cytolégiou NILM.

cobas® 6800/8800 system, HPV18+/NILM

cobas® 4800 system, HPV18+/NILM

Meranie vykonu

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Diagnéza CPR 2 CIN2

Diagnéza CPR 2 CIN3

Citlivost (%)

75.0 (6/8) (40.9, 92.9)

66.7 (2/3) (20.8, 93.9)

85.7 (6/7) (48.7, 97.4)

66.7 (2/3) (20.8, 93.9)

Specifickost (%)

73.3 (154/210) (67.0, 78.9)

72.1 (155/215) (65.7, 77.7)

68.3 (69/101) (58.7, 76.6)

65.7 (69/105) (56.2, 74.1)

Prevalencia (%) 3.7(81218) 14 (31218) 6.5 (71108) 2.8 (31108)

PPV (%) 9.7 (6/62) (5.4, 13.1) 3.2(2/62) (1.0, 5.0) 15.8 (6/38) (9.2, 21.1) 5.3 (2/38) (1.7, 8.3)
NPV (%) 98.7 (154/156) (97.0, 99.6) 99.4 (155/156) (98.5, 99.9) 98.6 (69/70) (95.0, 99.7) 98.6 (69/70) (96.6, 99.7)
1-NPV (%) 1.3 (21156) (0.4, 3.0) 0.6 (1/156) (0.1, 1.5) 1.4 (1170) (0.3, 5.0) 1.4 (170) (0.3, 3.4)
PLR 2.81(1.49,3.97) 2.39(0.73, 3.74) 2.71 (1.46, 3.87) 1.94 (059, 3.18)
NLR 0.34 (0.10, 0.81) 0.46 (0.09, 1.11) 0.21(0.04, 0.76) 0.51(0.09, 1.24)
Miera pozitivity (%) 28.4 (62/218) (22.6, 34.3) 35.2(38/108) (26.5, 43.8)

Poznamka: CPR = centrélna patologicka kontrola, PPV = pozitivna prediktivna hodnota, NPV = negativna prediktivna hodnota, PLR = pozitivny pomer pravdepodobnosti, NLR =
negativny pomer pravdepodobnosti, &isla v zatvorkach st (n/N) a 2-stranné 95 % intervaly spolahlivosti.

RIESENIE PROBLEMOV

1. Ak davkova¢ reagencie nedavkuje tekutinu, skontrolujte, €i v piniacej komore alebo
menisku nie su cudzie materialy alebo Castice, ako su vlakna alebo zrazeniny. Ak je
davkovac upchaty, nepouzivajte ho a obratte sa na svojho miestneho zastupcu
podpory. V opaénom pripade napliite znova davkovac tak, Ze ho nasmerujete nad
nadobu na odpad, zloZite uzaver dyzy a stlagite hornu ast davkovaca.

2. Prilezitostne mozno na davkovaci CINtec PLUS Red Naphthol Phosphate
pozorovat kryStalizaciu. Skimanie preukézalo, Zze nedochéadza k Ziadnemu
zasahovaniu krystalov do interpretécie vysledkov. Ak kryStaly spozorujete na
sklickach, vycistite hrot dyzy a napliite davkovac, aby ste zabezpecili odstranenie
krystalickych zvyskov. Ak krystaly pretrvavaju, prestarite davkovac pouzivat a
poziadajte miestneho zastupcu podpory o vymenu.

3. Ak pozitivna kontrola vykaZe slab$ie farbenie, nez sa oéakavalo, skontrolujte, ¢i sa
zvoleny protokol zhoduje so Specifickym typom vzorky, napriklad cytologické
pripravky SurePath si vyzaduju dlhSiu Gpravu buniek ako sklicka ThinPrep alebo
pripravky s konvenénymi stermi. Okrem toho skontrolujte, &i st vSetky nadoby
davkovaca Cisté od zvySkov.

4. Ak je pozitivna kontrola negativna, je potrebné skontrolovat, & ma skli¢ko spravny
Stitok s Ciarovym kddom. Ak je sklicko oznacené spravne, skontrolujte, ¢i st vetky
nadoby davkovaca Cisté od zvySkov.

5. Ak spozorujete vysoké pozadie, skratte inkubacny ¢as protokolov farbenia. Okrem
toho skontrolujte, ¢i bol velkoobjemovy roztok Reaction Buffer spravne pripraveny.

6. Ak spozorujete slabé farbenie, predizte inkubacny &as protokolov farbenia.
Inkubaény Cas Upravy buniek je moZné nastavit aj na sklicku s konvenénym sterom.

7. Cervena zrazenina pouzivan na indikovanie expresie proteinu Ki-67 je rozpustné v
alkohole. Ak je farbenie Ki-67 slabé alebo nie je pritomné, uistite sa, Ze nebol
pouzity hematoxylin obsahujlci alkohol a Ze bol dodrzany odporicany postup
nasledného spracovania podia pokynov v ¢asti Postup po spracovani — Montaz a
automat na krycie sklicka.

8. Aksa vzorka zmyva zo sklicka, je potrebné sklicka skontrolovat, aby sa
zabezpecilo, Ze vzorka bola pripravena spravne podia Easti Priprava vzoriek a bol
pouzity odporucany typ mikroskopického sklicka.

9.  Informéacie o napravnych opatreniach st uvedené v &asti Postup farbenia v
pouzivatelskej prirucke pristroja alebo sa obratte na miestneho zastupcu podpory.
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10. Ak sa strati uzaver vzorky RCCM alebo ak je skimavka so vzorkou netesna, je
mozné objednat nahradné uzavery (volné, 250 kusov/vrecko, REF 08037230190
alebo 8 zasobnikov po 48 kusov/Skatula, REF 06913512001).
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POZNAMKA: Na oznacenie hranice medzi celym ¢islom a zlomkovymi éastami

desatinnej Cislice sa v celom tomto dokumente namiesto desatinnej Ciarky pouZiva bodka.

Na oddelenie tisicov sa nepouzivaju ziadne znaky.

Suhrn informéacii o bezpe€nosti a vykone najdete tu:

http://ec.europa.edu/tools/eudamed

Symboly

Spoloénost Ventana pouziva okrem symbolov a znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1

aj nasledujuce symboly a znacky (dalSie informacie pre USA: pozrite si

elabdoc.roche.com/symbols).
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