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LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

AmpliLute Liquid Media Extraction Kit 50 Tests  P/N: 03750540 190
EXTRN
LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test 48 Tests  P/N: 04391853 190
LA HPV GT

LINEAR ARRAY Detection Kit TADK 96 Tests  P/N: 03378179 190
24-Well Tray with Lid 1 Each P/N: 03140725 001

URCENE POUZITI

Genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV (Lidsky papilloma virus) je kvalitativni in vitro test pro detekci
lidského papilloma viru v klinickych vzorcich. Test vyuzivd amplifikaci cilové DNA metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR) a hybridizace nukleové kyseliny a detekuje tficet sedm genotypl
anogenitalni HPV DNA [6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61,
62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), IS39 a CP6108]
v cervikalnich bufkach odebranych do roztoku PreservCyt®.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Perzistujici infekce lidskym papilloma virem (HPV) je hlavni pficinou karcinomu Cipku a predchazejici
cervikalni intraepiteliaini neoplazie (CIN)1-3. Pfitomnost HPV byla zaznamenana u vice nez 99% pfipadu
karcinomu &ipku na celém svété3. HPV je maly neobaleny virus s dvouvidknovou DNA jehoZ genom
obsahuje pfiblizné 8000 nukleotidd. Existuje vice nez 100 rliznych genotypt HPV viru a pfiblizné 40
raznych HPV genotypl, které mohou infikovat sliznici lidského genitalu. Nicméné, pouze podskupina
téchto pohlavné pfenosnych virovych genotypl je spojena s vysokym stupném cervikalni dysplazie
a karcinomem &ipku3-2. Tyto jsou oznacovany jako HPV genotypy s vysokym rizikem, zatimco HPV
genotypy s nizkym rizikem jsou €asto spojeny s benignimi intraepitelialnimi Iézemi nizkého stupné nebo
condylomy. Sexualné pfenasena infekce HPV je velmi ¢asta. Odhaduje se, Zze az 75% vSech zen je nékdy
exponovano infekci HPV®. Prevazna vétdina HPV infekci se spontanné vylédi, ale perzistence HPV
s vysokym rizikem je signifikantnim rizikovym faktorem pro vznik karcinomu Cipku.

V rozvinutych zemich se skreeningovymi programy karcinomu €ipku je od poloviny 50. let pouzivan Pap
stér (pojmenovany podle Dr. George Papanicolaoua) jako primarni nastroj pro detekci ¢asnych zmén
pfedchazejicich karcinomu &ipku. | kdyZz v téchto zemich doslo k dramatickému snizeni mortality na
karcinom Cipku, Pap stér vyZzaduje interpretaci velmi zkusenym cytopatologem a je relativhé nepresnym
testem s vysokym pocétem fale$né negativnich vysledkl. Cytologické abnormality pozorované v Pap stéru
jsou primarné zpusobeny infekci HPV. Nicméné r(izné zanétlivé a odbérové variace mohou zplisobit
faleSné pozitivni vysledky Pap stér(i. Tfidéni abnormalnich Pap stérl zahrnuje opakované testovani,
kolposkopii a biopsii. Histologicky ovéfena léze 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 odpoved neni u véech
pacientl infikovanych HPV prokazatelna. Proto je testovani nukleové kyseliny (DNA) metodou PCR
senzitivni a neinvazivni metodou pro stanoveni pfitomnosti aktivni infekce ¢&ipku HPV virem.
Publikované aplikace typiza¢niho testu HPV zahrnuji hodnoceni pfiristku a clearance specifickych
HPV typd’, monitorovani typové specifické perzistence genotypl spojenych s vysokym rizikem
karcinomu &ipku a cervikalni karcinogeneze8, efektivitu excizionalni terapie®, radioterapie!® nebo
chemoterapie!! 1ézi spojenych s infekci HPV (test létby), genotypizaci vybranych skreeningovych
programu pfed a po zavedeni vakciny12 a usnadnéni epidemiologickych vyzkum tykajicich se historie
plvodu infekce virem HPV.

PRINCIPY PROCEDURY

Genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV je zalozen na étyfech zakladnich procesech: pfiprava vzorku,
PCR amplifikace!3 cilové DNA pouzitim HPV primer(, hybridizace amplifikovanych produkt(
s oligonukleotidovymi sondami a detekce amplifikovanych produktll s navazanou sondou pomoci
kolorimetrického vysetreni.



Priprava vzorku pomoci extrakéni soupravy AmpliLute Liquid Media Extraction Kit poskytuje cilovou HPV
DNA a lidskou genomickou DNA vhodné pro amplifikaci metodou PCR. Smés ¢inidla Master mix obsahuje
primery pro amplifikaci DNA celkem od 37 genotypl HPV a lidského genu pro beta-globin. Detekce
a stanoveni genotypu je provadéno pomoci denaturované amplifikované DNA a sadou oligonukleotidovych
sond, které umozriuji nezavislou identifikaci jednotlivych genotypd HPV.

Priprava vzorku

HPV DNA je uvolnéna lyzou vzorkll cervikalnich bunék za denaturanich podminek pfi zvySenych
teplotach. Lyza je provadéna v pfitomnosti proteinazy K, chaotropniho Cinidla a detergentu a je
nasledovana izolaci a purifikaci DNA ve sloupci a eluci pomoci elu¢niho €inidla. Sou¢asné je izolovan gen
beta-globinu a hodnoti se adekvatnost bunék, extrakce a amplifikace pro kazdy jednotlivé zpracovany
vzorek.

PCR amplifikace
Volba cile

Genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV wyuziva biotinylované primery pro definovani sekvence
nukleotidd v rdamci polymorfniho regionu L1 v genomu HPV, ktery je dlouhy pfiblizné 450 part bazi. Zasoba
HPV primerd pfitomna ve smési Master Mix je navrzena pro amplifikaci HPV DNA z 37 HPV genotypt14
véetné 13 vysoce rizikovych genotyptl (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68)3-5. Sekvence
sondy Capture jsou umistény v polymorfnich oblastech L1 na néz se vazi tyto primery.

DalSi par primert je namifen na gen lidského beta-globinu, aby umoznil kontrolu adekvatnosti bunék,
extrakce a amplifikace.

Cilova amplifikace

DNA polymeraza AmpliTag® Gold je pouzivana k “horkému startu” amplifikace cilové HPV DNA a beta-
globinové kontroly. Nejprve se reakéni smés pro PCR zahfiv4, aby se aktivovala DNA polymeraza
AmpliTag® Gold pro denaturaci virové DNA a lidské genomické DNA a pro expozici cilovych primerovych
sekvenci. Béhem ochlazovani smési dochazi k pfipojovani primerd (upstream i downstream) k cilové
DNA. DNA polymeraza AmpliTaq® Gold, v pfitomnosti Mg2+ a nadbytku dNTPs, polymerizuje pfipojené
primery podél cilovych templatd a vytvafi molekulu dvouretézcové cilové HPV DNA se zhruba 450 pary
bazi nebo molekulu DNA beta-globinu s 268 pary bazi, oznac¢ované amplikon. Tento proces se nékolikrat
opakuje a v kazdém cyklu se efektivné zdvojnasobuje mnozstvi amplikonové DNA. Amplifikace probiha
pouze v oblasti genomu HPV nebo genu beta-globinu mezi pfislusnym primerovym parem. Cely genom
amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v genotypizacnim testu
LINEAR ARRAY HPV pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP).
Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézcti DNA obsahujicich deoxyuridin?®, ale nikoli DNA
obsahuijici deoxytymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu
diky pouziti deoxyuridin-trifosfatu vedle deoxytymidin-trifosfatu ve smeési Cinidla Master Mix, takze
deoxyuridin je obsazen pouze v amplikonu. V dusledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon
citlivy vlci destrukci enzymem AmpErase pred amplifikaci cilové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsazen
ve smési Cinidla Master Mix, katalyzuje $tépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového
zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec amplikonové DNA v prvnim
tepelné cyklizaénim kroku pfi alkalickém pH smési Cinidla Master Mix zahfivan, Stépi se v poloze
deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. P¥i teplotach nad 55°C, tedy béhem tepelného
cyklovani, je AmpErase inaktivni, a proto cilovy amplikon nerozklada. Po amplifikaci je pfipadné zbyvajici
enzym denaturovan pfidavkem denaturaéniho roztoku, ¢imz se pfedejde degradaci cilového amplikonu.

Hybridizaéni reakce

Po PCR amplifikaci jsou amplikony HPV a beta-globinu chemicky denaturovany pfidanim denaturaéniho
roztoku za vzniku jednoviaknové DNA. Alikvotni podily denaturovaného amplikonu se poté presunou do
pfislusné jamky typizacni plotny, ktera obsahuje hybridiza¢ni pufr a jeden genotypizaéni prouzek LINEAR
ARRAY HPV, ktery je potazen fadami HPV a beta-globinovych sond. Biotinem znaleny amplikon
hybridizuje k oligonukleotidovym sondam pouze tehdy, kdyz amplikon obsahuje odpovidajici sekvenci,
ktera je k této sondé komplementarni. Kromé toho je genotypizaéni prouzek LINEAR ARRAY HPV potaZen
jednou zkfizené reaguijici oligonukleotidovou sondou, ktera hybridizuje s HPV genotypy 33, 35, 52 a 58.
Amplikon obsahuijici Uzce si odpovidajici sekvence (pouze 1 az 3 neshody) komplementarni k sondé bude
hybridizovat s touto fadou sondy.



Detekéni reakce

Po hybridiza¢ni reakci je genotypizacni prouzek LINEAR ARRAY HPV dukladné omyt, aby se odstranil
nenavazany material. Potom se k prouzku pfida konjugat streptavidinu s kfenovou peroxidazou. Ten se vaze
na biotinem znaceny amplikon hybridizovany na oligonukleotidové sondy na prouzku. Prouzek se oplachne,
aby se odstranil nenavazany konjugat streptavidinu s kfenovou peroxidazou a ke kazdému prouzku se pfida
substratovy roztok obsahujici peroxid vodiku a 3,3'.5,5-tetrametylbenzidin (TMB). Navazany konjugét
streptavidinu s kifenovou peroxidazou katalyzuje v pfitomnosti peroxidu vodiku oxidaci TMB a vytvafi modre
zbarveny komplex, ktery se sraziv pozicich sondy, kde dochazi k hybridizaci. Genotypizacni prouzek LINEAR
ARRAY HPV se potom vyhodnocuje vizualné porovnanim vzorku modrych pasli s referenénim navodem
genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV.

CINIDLA

AmpliLute Liquid Media Extraction Kit EXTRN 50 testu

Extrakéni souprava AmpliLute
P/N: 03750540 190

CAR 1x310 pg
(Nosi¢ova RNA)

Syntetickd RNA, lyofylizovana

(Pridejte AVE)
PK 1x 1,25 ml
(Proteinaza K)

Proteinaza K, serinova proteinaza, tritirachium album

Xn = = Proteindaza K

Zdravi Skodlivy
R: 36/37/38-42/43 Drazdi o¢i, dychaci organy a k(zi. Muze vyvolat
senzibilizaci pfi vdechovani a pfi styku s kiizi.
S:23-24-26-36/37 Nevdechujte aerosoly. Zamezte styku s kizi. Pfi
zasazeni oc¢i okamzité dukladné vyplachnéte vodou
a vyhledejte |ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodny
ochranny odév a ochranné rukavice.
AVE 4x2ml
(Eluéni pufr)
Voda prosta RNazy
< 0,09% azid sodny

AW2 1x13 ml
(Promyvaci pufr 2)

Pufr Tris-HCI
< 0,09% azid sodny
(PFidejte absolutni etanol)

ATL 1x10ml
(Tkénovy lyticky pufr)

EDTA

< 10% dodecyl sulfat sodny
AL 1 x 33 ml

(Lyticky pufr)
< 50% guanidin HCI
Xn 25-50% guanidin HCI

X

Zdravi $kodlivy

R: 22-36/38 Zdravi Skodlivy pfi poziti. Drazdi o¢i a kiiZi.

S: 13-26-36-46 Uchovavejte oddélené od potravin, napoja a krmiv.
Pfi zasazeni oCi okamzit¢ dukladné vyplachnéte
vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte
vhodny ochranny odév. Pfi poziti okamzité vyhledejte
Iékarskou pomoc a ukazte tento obal nebo oznaceni.

3



EXT 50 kusu
(Prodluzovace sloupce, 3 ml)

vC 50 kusu
(Vac konektory)

ELT 50 kust
(Eluéni zkumavky, 1,5 ml)

CLM 50 kust

(Sloupce QlAamp® MinElute®)
Kfemikova membrana

LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test LA HPV GT 48 testl

Genotypizacni test LINEAR ARRAY HPV
(P/N: 04391853 190)

HPV MMX 4x0,58 ml
(LINEAR ARRAY HPV Master Mix)

Tris pufr

Chlorid draselny

< 0,02% DNA polymeraza AmpliTag® Gold (mikrobialni)

< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)

< 0,001% dATP, dCTP, dUTP, dGTP, dTTP

< 0,001% kazdy z upstream a downstream primeru (biotinylovanych)
0,06% azid sodny

HPV Mg2+ 4x0,125 ml
(Roztok magnézia LINEAR ARRAY HPV)

< 1% chlorid hofe¢naty
amarantové barvivo
0,05% azid sodny

HPV (+) C 4x0,5ml
(Pozitivni kontrola LINEAR ARRAY HPV)

Tris-HCI pufr

EDTA

< 0,002% poly rA RNA (synteticka)

< 0,001% neinfekéni plasmidova DNA (mikrobialni) obsahuijici
HPV sekvence

< 0,001% neinfekéni plasmidova DNA (mikrobialni) obsahuijici
sekvence lidského beta-globinu

0,05% azid sodny

HPV (-) C 4 x0,5ml
(Negativni kontrola LINEAR ARRAY HPV)

Tris-HCI pufr

EDTA

< 0,002% poly rA RNA (synteticka)
0,05% azid sodny

HPV Strip 4 x 12 testu
(Genotypizaéni prouzek LINEAR ARRAY HPV)

Nylonovy prouzek potazeny sondami HPV DNA a 1 DNA sondou lidského beta-globinu
(s vysokymi a nizkymi koncentracemi sondy)

LINEAR ARRAY Detection Kit LA DK 96 testul
Detekéni souprava LINEAR ARRAY _

(P/N: 03378179 190)

DN 2x12ml

(Denaturaéni roztok)

1,6% hydroxid sodny
EDTA
Thymolova modf

Xi x 1,6% hm. hydroxid sodny

Drazdivy




SDS
(Koncentrat SDS)

20% laurylsulfat sodny (SDS)
1% konzervaéni ¢inidloProClin® 150

SSPE
(Koncentrat SSPE)

Roztok fosforeénanu sodného
Chlorid sodny

EDTA

1% konzervaéni éinidlo ProClin® 150

SA-HRP
(Konjugat streptavidinu s kienovou peroxidazou)

Konjugat streptavidinu s kfenovou peroxidazou
ACES pufr

Chilorid sodny

1% konzervaéni &inidlo ProClin® 150

CIT
(Citratovy koncentrat)

Citratovy roztok

SUB A
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% konzervaéni &inidlo ProClin® 150

SuUB B
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB)
40% dimetylformamid (DMF)

T & 40% hm. dimetylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36 Muze poskodit plod v téle matky. Zdravi Skodlivy pfi
vdechovani a pfi styku s kizi. Drazdi ogi.

S:53-45 Zamezte expozici — pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce. V pfipadé nehody, nebo necitite-li
se dobfe, okamzité vyhledejte Iékarskou pomoc (je-li
mozno, ukazte tento oznaceni).

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A

B.
C.
D

m

~Ioem

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

4 x27 ml

2x160 ml

2x2ml

2 x 36 ml

3 x 160 ml

3 x40 ml

Tento test je urCen pro pouziti s lidskymi cervikalnimi burfikami odebranymi do roztoku PreservCyt.

Nepipetujte usty.

V pracovnich ¢astech laboratofe nejezte, nepijte ani nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly ze
soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti, laboratorni plast a prostfedek ochrany ogi. Po

manipulaci se vzorky a testovymi €inidly si dikladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podilt z lahvicek s €inidly dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni a DNA
kontaminaci ¢inidel. DoporuCuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a hroty pipet bez DNA

a DNazy.

Nedaveijte dohromady ¢inidla z rdznych Sarzi ani z rliznych lahvi¢ek stejné Sarze.
Nepouzita ¢inidla a vznikly odpad zlikvidujte dle celostatnich resp. mistnich predpis.
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti soupravy.

Bezpecnostni listy (SDS) jsou k dispozici na vyzadani ve Vasi lokalni kancelafi spole¢nosti Roche.



Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikaéniho prostoru smérem
k prostoru poamplifikaénimu (amplifikace/detekce). Preamplifikaéni €innosti musi zacinat pfipravou
¢inidel a pokracuji pfipravou vzorkd. Materidly a vybaveni se museji pfifadit jednotlivym
preamplifikaénim ¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym c&innostem, ani se nesméji
pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se
pfed opusSténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materialy pro pfipravu Cinidla se nesméji pouzivat
k pfipravé vzorka, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdrojti cilové DNA.
Poamplifikaéni materialy a vybaveni musi vzdy zUstat v poamplifikaénim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi za pouziti bezpeénych laboratornich postupd,
napfiklad téch, jez jsou popsany v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories'® nebo v dokumentu CLSI & M29-A17. Vdechny plochy dikladné odistéte
a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym 0,5% roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo
destilované vodé.

POZN.: Bézne bélici prostredky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci

5,25%. Redénim domaciho béliciho roztoku 1:10 dostaneme 0,5% roztok chlornanu
sodného.

AW2, AVE, HPV MMX, HPV Mg2+*, HPV (-) C a HPV (+) C obsahuiji azid sodny. Ten mizZe reagovat
s olovénymi nebo médénymi armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci
roztokU obsahujicich azid sodny v laboratornich vylevkach proplachnéte odpad velkym mnozstvim
vody, abyste zabranili hromadéni azidu.

Pouzivejte ochranu o€i, laboratorni plasté a rukavice na jedno pouziti pfi manipulaci s AL, PK, HPV
MMX, HPV Mg2+, DN, SA-HRP, SUB A, SUB B a pracovnim substratem (smichana &inidla SUB A
a SUB B). Dbejte na to, aby se tyto materialy nedostaly do styku s pokozkou, ofima nebo
sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud
byste tuto péci zanedbali, mohly by se na postizeném misté vyvinout popaleniny. Pokud dojde k vyliti
téchto Cinidel, pfed otfenim do sucha je roziedte vodou.

SUB B a pracovni substrat obsahujici dimetylformamid, o némz se zjistilo, Ze je toxicky ve vysokych
peroralnich davkach a muze byt zdravi Skodlivy pro nenarozené dité. Je tfeba dbat, aby nedoslo
k jejich styku s pokozkou, vdechovani vyparQ ani poziti. Pokud ke styku s pokozkou dojde, omyjte
ji dikladné vodou a mydlem a vyhledejte okamzité Iékafskou pomoc.

AL obsahuje guanidin-hydrochlorid, ktery ve styku s bélicim prostfedkem mUze vytvaret vysoce
reaktivni slou€eniny. Pokud se kapalina obsahujici tento pufr rozlije, postizené misto vycistéte vodou
s vhodnym laboratornim detergentem. Jestlize rozlita kapalina obsahuje potencialné infekéni latky,
vycistéte misto nejprve vodou s vhodnym laboratornim detergentem a potom 0,5% chlornanem
sodnym. Do odpadu obsahujiciho AL nepfidavejte pfimo zadné bélici ani kyselé roztoky.

Sklenéné nebo plastové kontejnery, v nichz je podtlak, mohou potencialné pfi pouZiti implodovat,
coz muze zpusobit poranéni osob. Velmi je doporueno pouziti ochrany oci, kdykoli jsou pouzity
sklenéné nebo plastové kontejnery s ¢aste¢nym podtlakem, pro ochranu pfed poranénim. Mély by
byt pouzivany pouze kontejnery, které jsou specificky navrzeny pro tyto aplikace. Nepouzivejte
kontejner pro aplikace s podtlakem, pokud neni navrzen tak, aby podtlaku odolal, je-li kontejner
poskrabany, nastiply nebo praskly, je-li kontejner stisknuty takovym zplisobem, ze dochazi k napéti
nebo je-li kontejner drzeny v ruce.

Pouzivejte pouze Cinidlo LINEAR ARRAY HPV Master Mix s genotypizacnim testem LINEAR

ARRAY HPV. Cinidlo AMPLICOR® HPV Master Mix nesmi byt pouzivano s genotypizaénim testem
LINEAR ARRAY HPV.

MANIPULACE SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

A.
B.

Cinidla nezmrazujte pokud neni uvedeno jinak.

Skladujte CLM a PK z extrakéni soupravy AmpliLute Liquid Media Extraction Kit pfi teploté 2-8°C.
Skladujte ostatni Cinidla z extrakéni soupravy AmpliLute Liquid Media Extraction Kit pfi teploté
2-25°C. Po otevieni je mozné jakoukoliv nepouzitou ¢ast PK uchovavat az 2 mésice pfi teploté
2-8 °C, ATL a AL je mozné uchovavat az 2 mésice pfi teploté 2-25 °C nebo do doby pouzitelnosti,
dle toho, ktera je kratsi. Po rozpusténi s AVE je mozné CAR uchovavat maximalné po dobu 24 hodin
pfi teploté 2-8°C nebo rozdélené na alikvotni ¢asti a uchovavat pfi teploté -20°C po dobu maximailné
2 mésicu (nebo do doby pouzitelnosti, dle toho ktera je kratsi). Potom, co je k AW2 pfidan absolutni
etanol, je mozné nespotifebovanou ¢ast uchovavat pfi teploté 2-25°C po dobu maximalné 2 meésicu
nebo do data pouzitelnosti, je-li tato doba kratsi. Poté, co je rekonstituovany CAR pfidan k AL,
pracovni AL mlze byt uchovavan pfi teploté 2-8°C po dobu maximalné 48 hodin.

Skladujte HPV MMX a HPV Mg?2* pi teploté 2-8°C. Pokud nejsou tato &inidla oteviena, jsou stabilni
az do vyprseni doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevreni je tfeba nespotfebovanou
&ast zlikvidovat. Pracovni Ginidlo Master Mix (pfipravené tak, Ze se HPV Mg2* pfida k HPV MMX)
musi byt uchovano pfi teploté 2-8°C a je tfeba ho spotfebovat do 6 hodin od pfipravy.
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HPV (-) C a HPV (+) C skladuijte pfi teploté 2-8°C. Pokud nejsou tato €inidla oteviena, jsou stabilni
az do vyprSeni doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevieni musi byt jakakoli
nespotiebovana ¢ast zlikvidovana.

HPV Strip skladujte pfi teploté 2-8°C. Pokud neni toto €inidlo oteviené, je stabilni az do vyprSeni
uvedené doby pouzitelnosti. Po otevieni je tfeba nespotfebované prouzky zlikvidovat.

DN skladujte pfi teploté 2-25°C. Neotevieny DN je stabilni do uvedené doby pouzitelnosti. Po
otevreni je DN stabilni po dobu 3 mésicll pfi teploté 2-25°C (nebo do data pouzitelnosti, je-li tato
doba kratsi).

CIT, SA-HRP, SUB A a SUB B skladujte pfi teploté 2-8°C. Pokud nejsou tato €inidla oteviena, jsou
stabilni az do uplynuti doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevieni jsou tato Cinidla pfi
teploté 2-8°C stala 1 mésic (nebo do data pouzitelnosti, je-li tato doba kratsi).

Skladujte SDS a SSPE pfi teploté 2-8°C. Pokud nejsou tato Cinidla oteviend, jsou stabilni az do
uplynuti doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevieni jsou tato Cinidla pfi teploté 2-8°C
stald 1 mésic (nebo do data pouzitelnosti, je-li tato doba kratsi). V ¢inidlech SDS and SSPE se
bé&hem skladovani pfi teploté 2-8°C vytvafi srazenina. Pfed pouzitim po dobu maximalné 30 minut
za dukladného michani zahfivejte na teplotu 53°C + 2°C, aby se srazenina rozpustila. Pracovni
hybridizaéni a promyvaci pufry pfipravené rozpusténim SDS a SSPE v destilované nebo
deionizované vodé by mély byt uchovavany pfi pokojové teploté v Cistém uzavieném kontejneru
a jsou stabilni po dobu 30-ti dni od data pfipravy.

Pracovni konjugat musi byt Cerstvé pfipraven kazdy den smichanim SA-HRP s pracovnim “ambient”
promyvacim pufrem a je stabilni po dobu 3 hodin pfi teploté okoli.

Pracovni substrat musi byt Cerstvé pfipraven smichanim SUB A s SUB B a je stabilni po dobu 3
hodin pfi teploté okoli, je-li chranén pred svétlem. Nevystavujte SUB A, SUB B ani pracovni substrat
styku s kovy, oxidaénimi €inidly nebo pfimému svétlu.

Pracovni citratovy pufr pfipraveny rozpusténim CIT v destilované nebo deionizované vodé by mél byt
uchovavan pfi pokojové teploté v Cistém uzavieném kontejneru a je stabilni po dobu 30-ti dnd od data

pfipravy.

DODAVANY MATERIAL

A.

AmpliLute Liquid Media Extraction Kit EXTRN

Extrakéni souprava AmpliLute
(P/N: 03750540 190)

CAR

(NosiGova RNA)

PK

(Proteinaza K)

AVE

(Eluéni pufr)

AW2

(Promyvaci pufr 2)

ATL

(Tkanovy lyticky pufr)

AL

(Lyticky pufr)

EXT

(Prodluzovace sloupce, 3 ml)
vC

(Vac konektory)

ELT

(Eluéni zkumavky, 1,5 ml)
CLM

(Sloupce QlAamp® MinElute®)

LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test LA HPV GT

Genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV
(P/N: 04391853 190)

HPV MMX
(LINEAR ARRAY HPV Master Mix)

HPV Mg2+
(Roztok magnézia LINEAR ARRAY HPV)



HPV (+) C
(Pozitivni kontrola LINEAR ARRAY HPV)

HPV (-) C
(Negativni kontrola LINEAR ARRAY HPV)

HPV Strip
(Genotypizaéni prouzek LINEAR ARRAY HPV)

Referenéni navod
(Referen¢ni navod k genotypizacnimu testu LINEAR ARRAY HPV)

C. LINEAR ARRAY Detection Kit LA DK

Detekéni souprava LINEAR ARRAY
(P/N: 03378179 190)

DN

(Denaturaéni roztok)

SDS
(Koncentrat SDS)

SSPE
(Koncentrat SSPE)

SA-HRP
(Konjugat streptavidinu s kienovou peroxidazou)

CIT
(Citratovy koncentrat)

SUB A
(Substrat A)

SUB B
(Substrat B)

D. 24-Well Tray with Lid
24-jamkova plotna s vikem
(P/N: 03140725 001)

DALSIi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY
Oblast preamplifikace a pfipravy €inidla

Pro systém Gold-plated 96-Well GeneAmp® PCR System 9700 firmy Applied Biosystems
pouzijte reakéni zkumavky MicroAmp® (AB# N801-0533), uzavéry (AB# N801-0535 nebo
AB# NB801-0534), plotny/drzaky (AB# 403081) nebo soupravu Ready-Pak MicroAmp
Assembly (AB# 403083) a podlozku (AB# N801-0531)

Plastovy uzaviratelny vak
Pipeta Eppendorf Multipette®*
1,0 ml nebo 1,25 ml Eppendorf Combitip® plus (sterilni, individualné baleny)*

Pipetory (objem 50 pl az 125 pl)* s DNA a DNazy prostymi hroty s aerosolovou bariérou
nebo s pozitivnim posuvem

Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Oblast preamplifikace a pfipravy vzorkt a kontrol

Pipeta Eppendorf Multipette*
1,0 ml a 5,0 ml Eppendorf Combitip plus (sterilni, individualné baleny)*

Pipetory (objem 20 pl, 200 pl a 1000 pl)* s DNA a DNazy-prostymi hroty s aerosolovou
bariérou nebo pozitivhim posunem

Sterilni zkumavky o objemu 2,0 ml se Sroubovacim uzavérem (napf. Sarstedt 72.693.005 nebo
ekvivalentni)

Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)
Absolutni etanol - vyhovuije specifikacim ACS

Sterilni polypropylenové kénické zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml: (Corning 430052 a 430290
nebo ekvivalentni)

Sterilni jednorazové sérologické pipety (5 ml, 10 ml a 25 ml)

Pipet-Aid® (Drummond 4-000-100 nebo ekvivalentni)

Mikrocentrifuga (min. RCF 12 500 x g); Eppendorf 5415C, HERMLE Z230M nebo ekvivalentni
Vifivy mixér



* Suché vyhfivaci bloky 56°C + 2°C a 70°C + 2°C

e Vakuovy rozvod (napf.. QlAvac 24, kat. ¢. 19403; QlAvac 24 Plus, kat. ¢. 19413 s propojovacim
systémem QlAvac, kat. ¢. 19419)

e Zdroj vakua [napf. Cerpadlo schopné vytvofit vakuum -800 az -900 mbar, KNF Neuberger
LABOPORT® model UN840.3FTP (115 V, 60 Hz) nebo model N840.3FT.18 (230 V, 50 Hz)
nebo vakuové ¢erpadlo QIAGEN P/N: 84000 (110 V, 60 Hz), 84010 (115 V, 60 Hz) nebo
84020 (230 V, 50 Hz)] s pfipojkou k rozvodu

* Regulator vakua (QIAGEN kat. €. 19530), volitelné pfislusenstvi
* Odbérové zkumavky (2 ml, QIAGEN kat. €. 19201), volitelné pfisludenstvi
* Rukavice na jedno pouziti, bez pudru
Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci
e Systém Gold-plated 96-Well GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, P/N: 4314878)
e Sérologické pipety polystyrenové (5 ml, 10 ml a 25 ml) na jedno pouziti
e Multikanalové pipetory (kapacita 100 pl)*

e Pipetory (kapacita 20 pl, 200 pl a 1000 pl)* s DNA a DNazy-prostymi hroty s aerosolovou
bariérou nebo pozitivnim posunem

e Vifivy mixér
¢ Destilovana nebo deionizovana voda

e 53°C = 2°C tfepaci vodni lazefi s vykonem pfiblizné 60 ot./min (Bellco Hotshaker Plus,
P/N: 774622110 (115 V, 60 Hz) nebo P/N: 774622220 (230 V, 50 Hz), nebo ekvivalentni)

e 53°C + 2°C vodni lazen
e Krouziva tfepacka s vykonem pfiblizné 60 ot./min
* Pinzeta z nerezavéjici oceli (VWR #: 30033-042 nebo ekvivalentni)

e Permanentni inkoustové pero odolné vod&, chemikaliim a teplu (Sharpie® Industrial Super
Permanent, P/N: 13801 nebo ekvivalentni)

* Vakuové nasavaci zafizeni s vhodnym sbérnym rezervoarem na tekutinu (filtrani nédoba
s tlustymi sténami znatky PYREX®, Corning P/N: 5340-2L nebo ekvivalentni)

e 12-kanalovy jehlovy déli¢ toku/aspirator (Art Robbins Instruments, P/N: 102-5020-12)

* 1-librové prstencové zavazi (VWR #: 29700-004 nebo ekvivalentni)

e Zasobnilahve o objemu 11,21a 31

e Kadinky o objemu 100 ml, 250 ml a 500 ml

e Odmérné valce o objemu 100 ml, 250 ml, 500 mla 1 |

e Pipeta Eppendorf Multipette*

* 50 ml Eppendorf Combitip plus (sterilni, individualné baleny)

e 50 ml adaptér Eppendorf Biopur (P/N: 0030 069.480)

* Acetatové félie (volitelné)

« RBS35 Cistici roztok plotny (VWR #: PI127952 / Pierce #: 27952)

e Rukavice na jedno pouziti, bez pudru
*  Pipetory musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, museji byt pouzity hroty s aerosolovou

bariérou nebo pozitivnim posunem prosté DNA a DN&zy, aby se zabranilo vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER VZORKU, JEJICH TRANSPORT A UCHOVAVANI
POZN.: Se vsemi vzorky je treba zachazet jako s infekénimi.

A. Odbér vzork

Pouze vzorky cervikalnich bunék odebrané do roztoku PreservCyt (lahvigka ThinPrep® liquid Pap) od firmy
Cytyc Corporation (Marlborough, Massachusetts) byly validovany pro pouziti s genotypizaénim testem
LINEAR ARRAY HPV. Pfi odbéru vzorkd cervikalnich bunék do roztoku PreservCyt se fidte pokyny
pfislusného vyrobce.

B. Preprava vzorku

Vzorky cervikalnich bunék odebrané do roztoku PreservCyt mohou byt transportovany pfi teploté 2-30°C.
Pfi pfepravé vzorkd cervikalnich bunék je tfeba dodrzovat celostatni i mistni pfedpisy pro pfepravu
etiologickych agens'8.

C. Skladovani vzorku

Vzorky cervikalnich bunék odebrané do roztoku PreservCyt je mozno uchovavat pfi pokojové teploté az 21
dnl nebo pfi teploté 2-8°C az 12 tydnd.



NAVOD K POUZITI

POZN.: Pred pouzitim nechte vSechna ¢inidla vyrovnat s pokojovou teplotou (15-30°C), pokud neni
fecéeno jinak. Pred zapocetim testu se pohledem presvédcte, Ze je objem ¢éinidel
dostatecny.

POZN.: Vzorky cervikalnich bunék musi byt pfed pouZzitim v pokojové teploté (15-30°C).

POZN.: Kde je tak uvedeno, pouzZivaji se pipetory s hroty s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim
posunem. Davejte obzvlastni pozor, abyste zajistili selektivni amplifikaci.

Mnozstvi pro jedno méfeni:

Extrakéni souprava AmpliLute Liquid Media Extraction Kit obsahuje dostatek ¢inidel pro 50 testll. Kazda
detekéni souprava LINEAR ARRAY obsahuje &inidla pro 96 testd. Kazdy genotypizaéni test LINEAR
ARRAY HPV obsahuje dostateCné mnozstvi Cinidla na ¢tyfi 12-testova méreni, ktera mohou probihat zviast
nebo soucasné. Minimalné jeden replikat kazdé negativni kontroly LINEAR ARRAY HPV a pozitivni
kontroly LINEAR ARRAY HPV musi byt zahrnut do kazdého béhu testu s maximalné 22 vzorky (viz ¢ast
“Kontrola kvality”).

Amplifikaéni €inidla jsou balena v 12-testovych lahvickadch na jedno pouziti. Negativni kontrola LINEAR
ARRAY HPV a pozitivni kontrola LINEAR ARRAY HPV jsou baleny v lahvickach na jedno pouZziti.
Genotypizacni prouzky LINEAR ARRAY HPV jsou baleny v sacécich s 12 testy na jedno pouziti. Pro co
nejefektivngjsi vyuziti je vhodné zpracovavat Cinidla, vzorky i kontroly v davkach, jez jsou nasobky 12.

Pracovni tok:

Genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV je mozné uskutec¢nit béhem jediného dne nebo se miize rozlozit
do dvou dnl. Ma-li byt testovani dokonceno v pribéhu jednoho dne, postupujte podle ndvodu od bodu A
do bodu D. V pfipadé rozvrzeni testovani do dvou dnl Ize praci prerusit po dokonéeni pfipravy vzorku
a kontrol (&ast B) nebo po amplifikaci (¢ast C).

Budete-li pfipravovat vzorky a kontroly v den 1 a amplifikaci a detekci provedete v den 2, postupuijte podle
kroku B.1 az B.29 a uchovavejte zpracovavané vzorky a kontroly podle navodu popsaného v kroku B.29.
Druhy den za¢néte Casti A (Pfiprava Cinidel), potom rozmrazte zpracované vzorky a kontroly pfi pokojové
teploté a pokraéujte podle bodu B.30.

POZN.: Zpracované vzorKy a kontroly se mohou zmrazit a rozmrazit pouze jednou.

Chcete-li dokongit pfipravu a amplifikaci vzorkl a kontrol v den 1 a detekci ponechat na den 2, provedte
¢ast A (Priprava €inidel), B (Pfiprava vzorku a kontrol) a C (Amplifikace) v pribéhu dne 1 a denaturovany
amplikon ulozte pfi teploté 2-8°C jak je uvedeno v kroku C.6.V den 2 pokracujte ¢asti D (Detekce genotypu
pomoci stripu LINEAR ARRAY HPV).

A. Priprava €inidla
Provedeni v: Preamplifikace — prostor pro pfipravu ¢inidla

1. Urcete odpovidajici poCet reakénich zkumavek potfebnych pro testovani vzorku a kontrol. Viozte
zkumavky do plotny MicroAmp a zajistéte drzakem.

2. Pfipravte pracovni smé&s Master Mix pfidanim 125 pl HPV Mg2* do jedné lahviéky s HPV MMX.
Neni nutné méfit objem &inidla Master Mix. Pfidejte 125 pl HPV Mg?2+ do celé lahvicky s HPV
MMX. Zkumavku opét uzaviete a dobfe promichejte tak, ze ji 10-15-krat obratite dnem vzhiru.
K promiseni pracovni smési Master Mix nepouzivejte vifeni. Rtzové barvivo v HPV Mg2* slouzi
k vizualnimu ovéfeni, ze byl roztok HPV Mg?2+ pfidan k HPV MMX. Zbyvajici mnozstvi HPV
Mg?2+ zlikviduijte.

3. Do kazdé reakéni zkumavky odméfte 50 pl pracovni smési Master Mix za pouziti pipety
Multipette nebo pipetoru s hrotem s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim posunem. V této
fazi zkumavky neuzavirejte.

4. Plotnu s pracovni smési Master Mix a s pfislusnym poc¢tem vicek k reakénim zkumavkam
umistéte do uzaviratelného plastového vaku a peclivé vak uzavrete. Piejdéte do prostoru pro
preamplifikaéni pFipravu vzork( a kontrol. Plotnu s pracovni smési Master Mix uchovavejte pfi
teploté 2-8°C v prostoru preamplifikaéni pfipravy vzork(i a kontrol, dokud neni pfiprava vzork
a kontrol hotova. Pracovni smés Master Mix je v reakénich zkumavkach uzavfenych
v plastovém vaku pfi teploté 2-8°C stala po dobu 6 hodin.

B. Priprava vzorkt a kontrol

Provedeni v: Preamplifikace — prostor pro pfipravu vzorki a kontrol

1. Teplotu vyhfivaciho bloku nastavte na 56°C + 2°C.

2. Teplotu dalSiho vyhfivaciho bloku nastavte na 70°C + 2°C.

3. Cinidla, vzorky a kontroly vytemperujte na teplotu okoli (minimaln& 15 minut). Pokud vznikla
v ATL nebo AL sraZenina, rozpustte ji zahfatim na 70°C a jemnym protfepanim.

POZN.: Kroky B.4-B.6 je mozZno provést béhem inkubace vzorku/kontrol s PK a ATL
(krok B.10).
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4.

Rozpustte lyofylizovany CAR pfidanim 310 pl AVE. Vifenim michejte 10 sekund. Lahvi¢ku
parafujte a vyznacte datum.

POZN.: Rozpusténé cinidlo CAR je pri teploté 2-8°C stalé maximalné 24 hodin; je také mozné

5.

je rozdélit na alikvotni podily a zmrazit na -20°C na dobu maximalné 2 mésict nebo
do data pouzitelnosti, je-li tato doba krat$i. Rozpustény CAR nezmrazujte
a nerozmrazujte vice nez 3-krat.

K ¢inidlu AW2 pfidejte 30 ml absolutniho ethanolu. Lahvi€ku parafujte a vyznacte datum.
Protfepanim promichejte rozfedény AW2.

POZN.: Rozredény AW2 mizZe byt uchovavan pri pokojové teploté maximalné 2 mésice nebo

do uplynuti doby pouzitelnosti, pokud je kratsi.

6. Pfipravte pracovni AL pfidanim odpovidajiciho mnozstvi rozpusténého CAR do AL jak ukazuje
tabulka 1. Jemné promichejte 10-ti nasobnym obracenim zkumavky. Nemichejte vifenim, aby
nevznikla péna.

Tabulka 1
Priprava pracovniho AL
Pocet vzork( nebo kontrol pro zpracovani
Cinidla 12 24 36 48 60 72 96
CAR (ml) 0,04 0,07 0,10 0,13 0,16 0,20 0,25
AL (ml) 4,0 7,0 10,0 13,0 16,0 20,0 25,0

POZN.: Pracovni AL je stabilni pfi teploté 2-8°C po dobu maximainé 48 hodin.

7.

Pro kazdy zpracovavany vzorek a kontrolu si oznacte jednu 2 ml zkumavku se Sroubovacim
uzavérem.

POZN.: NEPOUZIVEJTE zkumavky se $roubovacim uzdvérem o objemu 1,5 ml, ani

10.

11.

12.

zkumavky konické, protoZe by mohly narusovat prenos tepla béhem inkubace a lyza
by nemusela probéhnout kompletné.

Do kazdé zkumavky pfidejte 80 pl ATL.

Kazdy vzorek a kontrolu michejte vifenim po dobu 10 sekund. Do patfi¢éné oznacené zkumavky
pfidejte po 250 pl vzorku a kontroly.

Do kazdé zkumavky pfidejte 20 pl PK. Zkumavky uzaviete a vifenim po dobu 10 sekund
promichejte. Zkumavky inkubujte po dobu 30 minut ve vyhfivacim bloku pfi teploté 56°C + 2°C.

Vakuovy rozvodny systém QlAvac 24 (nebo QlAvac 24 Plus) sestavte béhem inkubace vzorki
a kontrol podle pfiruc¢ky k vakuovému rozvodnému systému QIAGEN. Z blistrového baleni
vyjméte po jedné CLM na kazdy vzorek a kontrolu a oznacte je. Zkumavky na odpad uschovejte
pro pouziti v kroku B.23. Otevrete viko na CLM a vlozte do VC. Do CLM vlozte EXT.

Po dokoné&eni inkubace pfi teploté 56°C = 2°C pfidejte do kazdé zkumavky po 250 pl
pracovniho AL. Zkumavky uzaviete a vifenim po dobu 10 sekund pfi maximalni rychlosti
promichejte.

POZN.: Po pridani pracovniho AL se muzZe vytvorit bila sraZenina. Precipitat neinterferuje

13.

14.

15.

16.
17.

s postupem pfipravy vzorku a kontroly a béhem nasledujici inkubace se rozpusti.

Zkumavky inkubujte po dobu 15 minut ve vyhfivacim bloku pfi teploté 70°C + 2°C. Vzorky
a kontroly ob&as béhem inkubace vifenim promicheijte.

Po dokonceni inkubace vzorkl a kontrol pfi teploté 70°C + 2°C pfidejte 300 pl absolutniho
etanolu do kazdé zkumavky. Zkumavky uzavfete a vifenim po dobu 15 sekund pfi maximalni
rychlosti promicheijte.

Inkubuijte zkumavky po dobu 5 minut pfi teploté okoli. Podrobte zkumavky pulzni rotaci ve stolni
centrifuze pfi maximalnich otackach.

Lyzat z kazdé zkumavky prfemistéte do pfislusné CLM. Ponechejte inkubovat minimainé 1 minutu.

Zapnéte vakuovou pumpu. Na rozvodny systém pfipojte vakuum, aby se odstranil veSkery
lyzat a ponechte vakuum jesté minimalné jednu minutu v chodu. Vakuum z rozvodu odpojte
postupem uvedenym v pfiruéce k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

POZN.: Pokud lyzat z nékterého jednotlivého vzorku nebo kontroly neprosel kompletné

membranou, viozte CLM do cisté 2 ml odbérové zkumavky, uzavrete a centrifugujte
plnou rychlosti po dobu 1 minuty nebo tak dlouho, dokud lyzat kompletné neprojde.
Dalsi 2 ml odbérové zkumavky je mozZno dokoupit zviast (viz ,,DALSI POTREBNY
MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI DODAVKY*).
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18. Do kazdé CLM pfidejte 750 pl AW2. Ponechejte inkubovat minimalné 1 minutu.

19. Zapnéte vyvévu. K rozvodnému systému pfipojte vakuum, aby se odstranila veskera tekutina
a ponechte vakuum jesté minimalné jednu minutu v chodu. Vakuum z rozvodu odpojte
postupem uvedenym v pfiruéce k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

20. Do kazdé CLM odmérte 750 pl absolutniho etanolu. Ponechejte inkubovat minimalné 1 minutu.

21. Zapnéte vyvévu. K rozvodnému systému pfipojte vakuum, aby se odstranila veskera tekutina
a ponechte vakuum jesté minimalné jednu minutu v chodu. Vakuum z rozvodu odpojte
postupem uvedenym v pfiruéce k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

22. Opatrné odstrarite EXT z kazdé CLM. EXT zlikvidujte.
POZN.: Aby nedoslo ke zkrizené kontaminaci, dbejte na to, abyste se béhem vyjimani EXT
nedotkli sousedni CLM.

23. Vlozte kazdy CLM do odpadni odbérové zkumavky (z kroku B.11) a uzaviete viko. Sestavy
3 minuty centrifugujte pfi maximalnich ota¢kéch.

24. Oznacte po jedné ELT pro kazdy vzorek a kontrolu.

25. Odpadni odbérové zkumavky zlikvidujte a kazdy CLM vlozte do pfisluSného ELT.

26. Otevrete viko kazdého CLM a po dobu 15 minut pfi teploté okoli inkubuijte.

27. Do kazdé CLM pridejte 120 pl AVE. Uzavrete kazdé viko.

POZN.: Pred pridanim do kazdé CLM musi byt AVE vytemperovano na pokojovou teplotu.

28. Sestavy po dobu 5 minut pfi teploté okoli inkubuijte a potom po dobu 1 minuty pfi maximalnich
otackach centrifuguijte.

29. Ze sestav vyjméte CLM a zlikvidujte je; zkumavky uzaviete. Amplifikujte zpracovavané vzorky
a kontroly okamzité nebo je uchovejte pfi teploté 2-8°C nebo zmrazené pfi < -20°C. Zpracované
vzorky a kontroly je mozno uchovavat za pokojové teploty 6 hodin, pfi teploté 2-8°C po dobu
7 dnll a pfi teploté -20°C nebo nizsi 8 tydnl, pfi¢emz zmrazit a rozmrazit se sméji pouze
jednou. Vice nez jeden cyklus zmrazeni a rozmrazeni mize zpUsobit ztratu signalu.

30. Do prislusnych amplifikatnich zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix odméfte po 50 pl
vzorku a kontroly. Na kazdy vzorek resp. kontrolu pouzijte novy hrot s aerosolovou bariérou
nebo pozitivnim posunem. Amplifikacni zkumavky uzavfete.

POZN.: Jsou-li zpracované vzorky a kontroly uchovavany ve zmrazeném stavu, nechte je
rozmrazit pfi pokojové teploté. Po rozmrazeni dukladné promichejte vzorek
a kontrolu vifenim po dobu 10 sekund. Jsou-li zpracované vzorky a kontroly
uchovavany pri teploté 2-8°C, dukladné kazZdy promichejte vifenim po dobu 10
sekund pred pridanim pracovni smési Master Mix.

POZN.: Amplifikace v systému Gold-plated 96-Well GeneAmp PCR System 9700 firmy
Applied Biosystems musi byt zahdjena do 45 minut po pfidani zpracovaného vzorku
a kontroly do pracovni smési Master Mix.

31. Presunte pfipravené vzorky a kontroly v amplifikaéni plotné do oblasti uréené k amplifikaci
a detekci. Zbytek zpracovanych vzorku a kontrol je mozné uchovat dle instrukci v kroku B.29.

Amplifikace
Provadeni v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci
1. Vlozte soupravu plotny a drzaku do bloku termocykleru.

2. Naprogramujte systém Gold-plated 96-Well GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied
Biosystems pro genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV nasledujicim zpusobem:

Program HOLD: 2 min 50°C

Program HOLD: 9 min 95°C

Program CYCLE (40 cykl(): 30 sekund 95°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C
(Nabéhova rychlost (ramp rate) = 50 %)

Program HOLD: 5 min 72°C

Program HOLD: 72°C bez omezeni

V programech CYCLE nastavte ramp rate na 50%. Pfifadte nazev metody a jméno uZivatele
tak, jak je vyZzadovano. Prostudujte si v uzivatelském manudlu k systému Gold-plated 96-Well
GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems dalsi informace o programovani
a obsluze termocykleru.

3. Zapnéte program METHOD. Na obrazovce ,Method Options“ nastavte hodnotu ,Ramp Speed*
na ,Max“ a ,Reaction Volume“ na ,100 pL“. Znovu stisknéte START. Program bézi zhruba 3
hodiny a 15 minut.
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4.

Do 4 hodin béhem posledniho programu HOLD vyjméte plotnu z termocykleru, viozte do
MicroAmp Base a ihned pokracuijte krokem 5. Reakéni zkumavky nesméji v termocykleru zistat
déle nez 4 hodiny. AMPLIFIKOVANE VZORKY NEPRENASEJTE DO PREAMPLIFIKACNIHO
PROSTORU. AMPLIFICOVANE KONTROLY A VZORKY JSOU POKLADANY ZA HLAVNI
ZDROJ MOZNE KONTAMINACE.

Odstrarite uzavéry z reakénich zkumavek opatrné tak, aby se z amplifika¢nich produkt( netvofil
aerosol. Pomoci multikanalového pipetoru s hroty s aerosolovou bariérou odmérfte ihned do
prvniho sloupce (nebo rady) reakénich zkumavek 100 pl DN a pétkrat promichejte pipetovanim
nahoru a dolll. Tento postup opakujte u vSech sloupcii (nebo fad), pfi¢emz pouzivejte vzdy nové
sady hrot(.

Denaturovany amplikon je mozno nechat pfed detekci (Gast D) stat pfi pokojové teploté nejvyse
5 hodin. Neni-li mozné zahajit detekéni reakci do 5-ti hodin, uzaviete zkumavky novymi vicky
a denaturovany amplikon pak muzete ulozit pfi teploté 2-8°C na dobu maximalné 7 dnd.

Detekce genotypu pomoci stripu LINEAR ARRAY HPV
Provedeni v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci
POZN.: V pribéhu detekcni procedury zabrarite prelévani vzorku z jedné jamky na plotné do

druhé. Zabrarite prelévani vody z lazné do jamek plotny. 24-jamkové plotny
neskladejte na sebe.

V&echna detekéni Cinidla zahfejte na pokojovou teplotu.
Pfedehfejte vodni lazef na 53°C + 2°C.

Predehfejte tfepaci vodni lazen na teplotu 53°C + 2°C a tfepaci rychlost nastavte na pfiblizné
60 ot./min. Dbejte, aby bylo v lazni dost vody na vyhfati 24-jamkové plotny, ale ne pfilis mnoho,
aby do plotny nenastfikla. Voda musi byt v kontaktu s pfiblizné 1/4 zevni hloubky jamky nebo
0,5 cm 24-jamkové plotny.

POZN.: Falesné pozitivni vysledky se mohou objevit, pokud neni voda ve vodni lazni

4.

10.

11.

12.

v spravném kontaktu s 24-jamkovou plotnou.

Nasledujicim zplsobem pfipravie pracovni hybridizaéni pufr. Zkontrolujte SSPE a SDS
a v pfipadé potfeby je ve vodni lazni zahfejte na 53°C + 2°C, aby se jakakoli sraZzenina znovu
rozpustila. Pridejte 100 ml SSPE k 388 ml destilované nebo deionizované vody. Dobfe
promichejte. Pfidejte 12,5 ml SDS a dobfe promichejte. Pracovni hybridizaéni pufr je
dostate¢ny pro 100 genotypizaénich prouzk(i LINEAR ARRAY HPV. Uchovava se za
pokojové teploty v Cistém kontejneru a je staly 30 dna.

Nasledujicim zplUsobem pfipravte pracovni ,ambient promyvaci pufr. Zkontrolujte SSPE
a SDS a v pfipadé potfeby je ve vodni Iazni zahfejte na 53°C + 2°C, aby se jakakoli srazenina
znovu rozpustila. PFidejte 133 ml SSPE k 2520 ml destilované nebo deionizované vody. Dobfe
promichejte. Pfidejte 13,3 ml SDS a dobfe promichejte. Pracovni “ambient” promyvaci pufr je
dostate¢ny pro 100 genotypiza¢nich prouzk(i LINEAR ARRAY HPV. Uchovava se v Cistém
kontejneru za pokojové teploty a je staly 30 dnu.

Nasledujicim zplsobem pfipravte pracovni ,stringent* promyvaci pufr. Pro kazdy testovany
prouzek odeberte 5 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru (pfipraveném v pfedchozim
kroku) a pfidejte do Cisté lahve na médium o vhodné velikosti. (napf. pro béh o 24 prouzcich
odeberte 120 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru a pfidejte do lahve na médium.) Pfed
kazdym béhem by mél byt pracovni “stringent” promyvaci pufr pfipraven Cerstvy.

Minimalné 15 minut zahfivejte pracovni hybridizaéni pufr a pracovni ,stringent* promyvaci pufr
na vodni lazni pfi teploté 53°C + 2°C. Dokud je nebudete potfebovat, oba pufrovaci roztoky ve
vodni lazni ponechte.

Nasledujicim zpisobem pfipravte pracovni citratovy pufr. Zkontrolujte CIT a v pfipadé potieby je
ve vodni 1azni zahfejte na 53°C + 2°C, aby se jakakoli srazenina znovu rozpustila. Pfidejte 25 ml
CIT k 475 ml destilované nebo deionizované vody. Dobfe promichejte. Pracovni citratovy pufr je
dostate¢ny pro 100 genotypizacnich prouzki LINEAR ARRAY HPV. Uchovava se v Cisté nadobé
za pokojové teploty a je staly 30 dnd.

Cistou pinzetou vyjméte potfebny podet genotypizaénich prouzkd LINEAR ARRAY HPV ze
sacku HPV Strip.

Permanentnim inkoustovym perem odolnym vodé, chemikdliim a teplu oznacte kazdy HPV
Strip odpovidajicim identifikatorem pro vzorek a kontrolu.

Umistéte kazdy prouzek se fadami sond tak, Zze sondy sméruji nahoru do odpovidajici jamky na
24-jamkové plotné.

Do vSech jamek, ve kterych je oznaleny prouzek, pfidejte po 4 ml pfedehfatého pracovniho
hybridiza¢niho pufru.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Pomoci pipetoru s hrotem s aerosolovou bariérou nebo pozitivnim posunem odmérte peclivé
do pfislusné jamky s oznacenym prouzkem 75 pl denaturovaného amplikonu. Po kazdém
pfidavku plotnou opatrné zakolébejte. Pro kazdy pFidavek amplikonu pouzijte novy hrot.

Prikryjte 24-jamkovou plotnu vikem a vloZte do tfepaci vodni lazné vyhfaté na 53°C + 2°C. Aby
se 24-jamkové plotna béhem tfepani neposouvala, umistéte na jeji viko jednolibrové prstencové
zavazi. Hybridizujte po dobu 30 minut pfi rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./min.

V priibéhu hybridizace (krok 14) pfipravte pracovni konjugat nasledujicim zptsobem: Pro kazdy
testovany prouzek pfidejte 15 pyl SA-HRP k 5 ml pracovniho ,ambient® promyvaciho pufru.
Dobre promichejte. Pracovni konjugat je tfeba uchovavat v Cisté nadobé za pokojové teploty;
pak je staly 3 hodiny.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z vodni tfepaci l&zné a pracovni hybridizacni pufr odstrarite
z jamek vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahujici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho ,,ambient” promyvaciho pufru. 24-
jamkovou plotnou opatrné tfikrat az Ctyfikrat zakolébejte, aby se prouzky opléachly a pracovni
»=ambient‘ promyvaci pufr okamzité z jamek vakuové odsajte.

Do kazdé jamky obsahujici prouzek pfidejte 4 ml pfedehfatého pracovniho ,stringent*
promyvaciho pufru. Cistym papirovym ubrouskem otfete jakykoli kondenzat z vika plotny, viko
polozte je na 24-jamkovou plotnu a viozte ji zpét do tfepaci vodni lazné vyhiaté na 53°C + 2°C.
Aby se 24-jamkové plotna béhem tfepani neposouvala, umistéte na jeji viko jednolibrové
prstencové zavazi. Inkubuijte po dobu 15 minut pfi rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./min.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z vodni tfepaci lazné a pracovni “stringent” promyvaci pufr
odstrante z jamek vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahuijici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho konjugatu. Cistym papirovym
ubrouskem otfete jakykoli kondenzat z vika plotny, viko poloZte na 24-jamkovou plotnu a viozte
ji do orbitalni tfepacky s pokojovou teplotou. Inkubujte 30 minut pFi pokojové teploté
(15-30°C) pfi rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./min.

Vyjméte 24-jamkovou plothu z orbitalni tfepacky a pracovni konjugat odstrarite z jamek
vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahujici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho ,,ambient” promyvaciho pufru. 24-
jamkovou plotnou opatrné 3-4-krat zakolébejte, aby se prouzky oplachly a pracovni ,ambient*
promyvaci pufr okamzité z jamek vakuové odsajte.

Do kazdé jamky obsahuijici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho ,ambient® promyvaciho pufru.
Cistym papirovym ubrouskem otfete jakykoli kondenzat z vika plotny, viko polozte na 24-
jamkovou plotnu a vlozte je do orbitalni tfepacky s pokojovou teplotou na 10 minut pfi rychlosti
tfepani pfiblizné 60 ot./minutu.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z orbitalni tfepacky a pracovni “ambient” promyvaci pufr odstrarite
z jamek vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahujici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho ,ambient* promyvaciho pufru.
Polozte viko na 24-jamkovou plotnu a tu viozte do orbitaini tfepacky s pokojovou teplotou na
dobu 10 minut pfi rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./minutu.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z orbitalni tfepacky a pracovni “ambient” promyvaci pufr odstrarite
z jamek vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahuijici prouzek pfidejte 4 ml pracovniho citratového pufru. Polozte viko na
24-jamkovou plotnu a tu viozte do orbitalni tfepacky s pokojovou teplotou na dobu 5 minut pfi
rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./minutu.

Nasledujicim postupem si pfipravte pracovni substrat: Na kazdy testovany prouzek pfidejte
k 1 ml SUB B objem 4 ml SUB A. Dobfe promichejte. Pracovni substrat je tfeba uchovavat
v Gisté nadobé za pokojové teploty mimo dosah pfimého svétla; pak je staly 3 hodiny.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z orbitalni tfepacky a pracovni citratovy pufr odstrante z jamek
vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahujici prouzek pridejte 4 ml pracovniho substratu. Polozte viko na 24-
jamkovou plotnu a tu vioZte do orbitalni tfepacky s pokojovou teplotou na dobu 5 minut pfi
rychlosti tfepani pfiblizné 60 ot./minutu.

Vyjméte 24-jamkovou plotnu z orbitalni tfepacky a pracovni substrat odstrante z jamek
vakuovym odsatim.

Do kazdé jamky obsahuijici prouzek pridejte 4 ml destilované nebo deionizované vody.
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33. Vyjméte stripy z 24-jamkové misky pomoci Cisté pinzety, umistéte je na Cisty suchy povrch
a nechejte je uschnout na vzduchu po domu minimalné jedné hodiny nebo az 72 hodin pfi
pokojové teploté pred provedenim interpretace.

Cisténi 24-jamkové plotny
Provedeni v: Poamplifikace — prostor pro ampilifikaci a detekci

POZN.: 24-jamkové plotny jsou na jedno pouziti nebo mohou byt pouzity opakované. Pro
opakované pouZiti ploten je treba po kazdém pouziti dodrzet tento Cistici postup.
1. Pfidanim 1 dilu RBS35 k 9 dilim destilované nebo deionizované vody si pfipravte 10% roztok
RBS35.

2. VSechny jamky plotny timto 10% roztokem naplite a nechte pfes noc za pokojové teploty
nasaknout.

3. Plotnu dtlikladné destilovanou nebo deionizovanou vodou oplachnéte.
4. Pred pouzitim plotnu dokonale vysuste.

VYSLEDKY

Ujistéte se, ze jsou kontrolni vysledky pro béh platné (viz ¢ast Kontrola kvality). Pokud béh platny neni,
zopakujte cely postup (pfipravu vzorku, amplifikaci a detekce genotypu pomoci stripu LINEAR ARRAY HPV).

Pro platny béh interpretujte genotypizacni strip LINEAR ARRAY HPV umisténim referen¢niho navodu ke
genotypizaénimu testu LINEAR ARRAY HPV na strip ve vyfiznuté oblasti tak, aby se genotypové HPV
referenéni linie objevily na kazdé strané stripu. Zajistéte, ze &erna inkoustova referenéni linie (REF) na vodici
je vyrovnana s plnou €ernou linii na HPV stripu. Zaznameneijte viditelné pozitivni pasy a interpretujte vysledky
HPV a beta-globinu (BG) pro kazdy prouzek nasledujicim zptsobem:

HPV Vysledek | Vysledek

vysledek | “BG nizky” [“BG vysoky” Interpretace

Vysledek neplatny. V pfipadé vyskytu nemohla byt HPV DNA
detekovana. Absence vysledku “BG vysoky” a “BG nizky” naznacuje
- - - neadekvatni odbér vzorku, zpracovani nebo pfitomnost inhibitor(.
Zpracuijte dalsi podil plivodniho vzorku a test zopakujte. Pokud neni
puvodni vzorek k dispozici, je tfeba odebrat novy.

Vysledek neplatny. Je-li pfitomna HPV DNA, nemusela byt
detekovana. Absence “BG nizky” naznacuje neadekvatni odbér

- - + vzorku, zpracovani nebo pfitomnost inhibitor(i. Zpracuite dalsi podil
puvodniho vzorku a test zopakujte. Pokud iz neni pavodni vzorek
k dispozici, je tfeba odebrat novy.

HPV DNA nebyla detekovana. Negativni vysledek nevyluéuje
pfitomnost HPV infekce, jelikoz vysledky testu jsou zavislé na
adekvatnim odbéru vzorku, zpracovani, absenci inhibitor(

a dostateném mnozstvi HPV DNA, ktera je detekovana.

HPV DNA detekovana (Nahlaste genotypy). Vzorek je pozitivni na
pfitomnost HPV. Absence “BG nizky” a “BG vysoky” naznacuje

+ - - neadekvatni odbér vzorku, zpracovani, pfitomnost inhibitort nebo
kompetici s vysokym titrem cilového HPV. DalSi HPV genotypy, které
nebyly detekovany, mohou byt pfitomny.

HPV DNA detekovana (Nahlaste genotypy). Vzorek je pozitivni na
pfitomnost viru HPV. Absence “BG nizky” nazna€uje neadekvatni

+ - + odbér vzorku, zpracovani, pfitomnost inhibitor( nebo kompetici

s vysokym titrem cilového HPV. Dalsi HPV genotypy, které nebyly
detekovany, mohou byt pfitomny.

HPV DNA detekovana (Nahlaste genotypy). Vzorek je pozitivni na
+ + + pfitomnost viru HPV. Pfitomnost dalSich HPV genotypl ve vzorku
neni mozné zcela vyloucit.
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Interpretace zk¥izené reaktivni sondy

Genotypizaéni prouzek LINEAR ARRAY HPV obsahuje zkfizené reagujici sondu, ktera hybridizuje s HPV
genotypy 33, 35, 52 a 58. Pozitivni vysledky pasu pro danou sondu by mély byt interpretovany nasledujicim
zplsobem:

Vysledek pasu Interpretace
33, 52/33/35/58 HPV 33*
35, 52/33/35/58 HPV 35*
58, 52/33/35/58 HPV 58*
52/33/35/58 HPV 52

* Témito vysledky testu neni mozné vyloucit koinfekci genotypem HPV 52.

KONTROLA KVALITY

S kazdym béhem az 22 vzorki je tfeba zpracovat minimalné jeden replikat negativni kontroly LINEAR
ARRAY HPV a jeden replikat pozitivni kontroly LINEAR ARRAY HPV. Pfi zavadéni kazdého nového
laboratorniho postupu musi operator uvazit zafazovani dalSich negativnich i pozitivnich kontrol do kazdého
testovaného souboru a to az do doby, kdy si je dostateéné jist, ze provadi testovani spravné. Neni
rozhoduijici, na které pozici na plotné MicroAmp jsou kontroly zafazeny.

Vzorky a kontroly z oddélenych béhu pfipravy vzork(h mohou byt amplifikovany a detekovany spolec¢né.
Kazdy jednotlivy béh pfipravy vzorku je vSak validovan individualiné sadou kontrol zahrnutou do daného
béhu. Proto je mozné vyradit jeden béh vzorkl ze spole¢né amplifikace a/nebo detekce a piitom
akceptovat jiny béh v zavislosti na vykonnosti kontrol zpracovanych s témito vzorky.

VSechny testové vzorky a kontroly pfipravené v jednom béhu by mély byt amplifikovany a detekovany
v pozicich vedle sebe jak v termocykleru, tak i na detekéni plotné. Pfesné poradi umisténi téchto vzorku
a kontrol v termocykleru nebo na detekéni plotné neni rozhoduijici.

Negativni kontrola

Vysledkem testu negativni kontroly LINEAR ARRAY HPV nesméji byt Zadné pozitivni pasy. Je-li viditelny
jakykoli pozitivni pas, cely béh je neplatny. Zopakuijte cely proces (pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace
a detekce genotypu pomoci stripu LINEAR ARRAY HPV). Pokud negativni kontrola LINEAR ARRAY HPV
soustavné vykazuije vysledky s pozitivnimi pasy, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte
si technickou pomoc.

Pozitivni kontrola

Vysledek testu pozitivni kontroly LINEAR ARRAY HPV musi vykazovat pozitivni vysledek interpretovany jako
HPV 16, beta-globin vysoky a beta-globin nizky. Pas beta-globin nizky bude slaby ve srovnani s pasem beta-
globin vysoky, ale musi byt viditelny okem. Pokud pozitivni kontrola LINEAR ARRAY HPV nevykazuije tento
presny vysledek, cely béh testu je neplatny. Zopakujte cely proces (pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace
a detekce genotypu pomoci stripu LINEAR ARRAY HPV). Pokud pozitivni kontrola LINEAR ARRAY HPV
soustavné vykazuje vysledky s odliSnou skladbou pozitivnich pasu, 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 zasadnim pozadavkem
dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické senzitivité tohoto testu je
tfeba vénovat mimoradnou péci tomu, aby se zachovala Cistota ¢inidel soupravy a amplifikaénich smési.
U vSech cCinidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezfeni na kontaminaci, je tfeba Cinidlo
zlikvidovat.

PRECEDURALNi OMEZENI

1. Tento test je validovan pro pouzivani s lidskymi cervikalnimi burikami odebranymi do roztoku
PreservCyt. Pokud by byly testovany jiné typu vzork(, mohly by byt vysledky faleSné negativni nebo
faledné pozitivni.

2. Test je validovan pouze pro pouziti s extrakéni soupravou AmpliLute Liquid Media Extraction Kit.
Pokud by se pfi testovani pouzily jiné postupy extrakce vzorku, mohly by byt vysledky chybné.

3. K ziskani spolehlivych vysledku je tfeba dodrzovat patfi¢né postupy odbéru, transportu, skladovani
a zpracovani vzorkd.

4, Detekce HPV zavisi na tom, kolik virovych genoml je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i metody
odbéru vzorku, faktory pacienta (napf. veék, pfitomnost symptomu) a/nebo stadium infekce.
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10.

11.

Falesné negativni vysledky se mohou objevit z diivodu inhibice polymerazy nebo neadekvatnosti
bunék. Amplifikace beta-globinu byla pfidana k genotypizaénimu testu LINEAR ARRAY HPV, aby
byla umoznéna identifikace zpracovanych vzork( obsahujicich substance, které mohou interferovat
s PCR amplifikaci anebo neadekvatni odbér bunék.

Pfitomnosti enzymu AmpErase ve smési LINEAR ARRAY HPV Master Mix snizuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od HPV-pozitivnich kontrol a vzork(l Ize ovSem zabranit pouze
duslednym uplathovanim zasad spravné laboratorni praxe a peclivym dodrzovanim postupl
uvedenych v této viozce.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

Pro pouziti s timto produktem byl validovan pouze systém Gold-plated 96-Well GeneAmp PCR
System 9700 firmy Applied Biosystems. Zadny jiny termocykler, véetné GeneAmp PCR System
2400, GeneAmp PCR System 9600 ani termocykler GeneAmp PCR System 9700 s hlinikovym
blokem, nemuZze byt pouzit s timto produktem.

Vzorky obsahuijici bioadhezivni antikoncepéni gel Advantage-S® mohou interferovat s vykonnosti
genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV a mohou davat fale$né negativni nebo neplatné
vysledky.

Bylo prokazano, Ze vzorky obsahuijici vice nez 3,5 % obj. krve mohou inhibovat PCR amplifikaci
a davat falesné negativni vysledky.

Identifikace HPV genotypli 64 a 69 je zalozena na vysledcich genotypizaéniho testu LINEAR
ARRAY HPV pro plasmidovou DNA HPV genotypll 64 a 69. HPV genotypy 64 a 69 nebyly
detekovany v klinickém vzorku v priibéhu hodnoceni vykonnosti.

RUSIVE LATKY

Bylo zjisténo, Ze na genotypizacni test LINEAR ARRAY HPV neplsobi rusivé nasledujici bézné vyrobky
zenské osobni hygieny, lubrikanty, protiplisfiové krémy a antikoncepéni gely.

Tabulka 2

Nazev produktu

Ortho Options™ Delfen® vaginaini antikoncepéni péna | Mycelex® 3 antimykoticky krém

Clotrimazol 3 vaginalni krém Vagi-Gard® Ié¢ivy krém

Gyne-Lotrimin® 3 vaginaini krém Vagisil® krém proti svédéni

Gynecort® 1% hydrokortizon krém proti svédéni Yeast Gard™ homeopatické vaginalni Cipky
Vaginex® formule s hydrokortizonem Norforms® deodoraéni &ipky

Betadine® |éivy sprchovy koncentrat K-Y Brand® rosolovy osobni lubrikant
Mikonazol externi vulvarni krém Vagisil® intimni lubrikant

Monistat® 3 kombinované baleni

FaleSné negativni resp. neplatné vysledky byly zaznamenany pro HPV pozitivni vzorky obsahujici
bioadhezivni antikoncepéni gel Advantage-S o koncentraci 0,11 g/20 ml nebo vyssi.

Falesné negativni vysledky byly pozorovany pro HPV pozitivni vzorky obsahujici vice nez 3,5 % obj.krve.

Zadné faledné negativni nebo neplatné vysledky nebyly pozorovany pro HPV pozitivni vzorky obsahujici
endocervikalni nebo exocervikalni hlen.
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PREVALENCE GENOTYPU HPV

Bylo prokazano, ze se prevalence a distribuce genotypd HPV li§i v zavislosti na geografickém regionu na
celém svété19-21, Kromé toho se zda, ze nékteré genotypy, napt. 55, 64 a 69, jsou novymi genotypy
s nizkou prevalenci a nejsou asociovany s karcinomem &ipku2022, Nejcastéjsi HPV genotypy spojené
s karcinomem ¢ipku s klesajici prevalenci nebo frekvenci, jsou typy 16, 18, 45 a 31. Variabilita frekvence
v geografické distribuci byla zjisténa u vétsiny genotypu, veetné 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59 a 68.

Tabulka 3
Zaznamenand prevalence genotypti HPV u kontrola a pfipadu s karcinomem é&ipku19-21
HPV genotyp Prevalence (%)
16 7,5-56,0
18 2,3-22,1
45 24-79
58 02-54
53 0,0-5,2
33 1,0-4,4
31 2,0-42
52 0,5-42
62 4
54 0,0-3,6
39 0,0-3,3
61 0,0-3,2
35 0,4-27
56 02-25
66 0,0-24
84 2,3
6 0,3-2,3
81 0,1-2,3
70 0,0-23
59 0,0-2,1
CP6108 0,0-1,8
83 1,6
72 0,0-1,5
68 0,1-1.2
42 0,0-1,2
43 0,0-1,2
55 1,1
73 0,1-1,0
11 0,1-0,8
40 0,0-0,8
82 0,0-0,6
67 0,5
44 0,0-0,4
69 0,2
71 0,2
IS39 0,2
26 0,0-0,2
64 0,1
57 0
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VYHODNOCENi LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Mez detekce

Detekéni mez byla stanovena pro 18 genotypu HPV (6, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 53, 56, 58, 59,
66, 68, 73 a 82). Plazmidova DNA [kvantifikovana spektrofotometrii (absorpce 260 nm)] pro kazdy genotyp
byla rozfedéna na minimalné 5 urovni koncentrace pomoci roztoku PreservCyt Solution, ktery obsahuje
250 ng/ml lidské genomické DNA jako fedidla. Kazdy ze dvou operatorli provedl minimalné 4 béhy analyzy
z nichz kazdy se skladal minimalné ze 3 replikatl na uroveri koncentrace celkové minimainé pro 24
replikatd na hladinu koncentrace. Pro kazdy z téchto 18 genotypl HPV byla provedena Probit analyza
a odhadnuté 95% pozitivni mira detekce koncentrace pro kazdy genotyp je uvedena v tabulce 4.V tabulce

vyS8i koncentrace pozorovaly > 95% pozitivni miru detekce.

Tabulka 4
Vysledky detekéni meze pro genotypizacni test LINEAR ARRAY HPV
Probit predikovala 95% Pozorovana LOD (koncentrace
HPV genotyp uspésdnost detekce koncentrace | > 95 % pozitivni miry detekce)
(kopii/ml) (kopii/ml)
6 2319 2000

16# 195 200
18# 580 1300
26 2935 6000
31# 1863 6600~
33# 4000 20 000**
35% 466 600
39# 1367 1500
45% 401 900
51# 181 260
53 256 400
56# 6915 12 000
58# 185 250
59# 53 76
66 250 300
68* 848 900
73 165 300
82 8089 20 000

# Identifikovany jako genotypy s vysokym rizikem spojené s vysokym stupném cervikalni dysplazie a cervikalnim
karcinomem3-5,

*  Pro genotyp 31 byly pozorovany > 95% miry detekce pfi 2000, 1300, 900 a 660 kopiich/ml a 92% mira detekce byla
pozorovana pfi 3300 a 3000 kopiich/ml.

** Pro genotyp 33 byly pozorovany > 95% miry detekce pfi 4 000 a 2 700 kopii/ml a 92 % mira detekce pfi 6700 kopii/ml a 94%
mira detekce pfi 13000 kopii/ml.

B. Genotypova inkluzivita: Plasmidova DNA

Genotypova inkluzivita byla stanovena analyzou plasmidda 36 HPV genotypt (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 40, 42, 45, 51, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, IS39
a CP6108). Plasmidova DNA pro HPV genotyp 52 nebyla dostupna pro testovani. Inkluzivita pro HPV typ
52 byla demonstrovana ve studiich s klinickym vzorkem (¢ast C). Pro HPV genotypy 6, 16, 18, 26, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82 byla inkluzivita demonstrovana ve studii detekéni meze.
Zbyvajicich 18 dostupnych plasmidovych DNA genotypu HPV bylo kvantifikovdno spektrofotometricky
(260 nm absorbce), rozfedénych na 900 kopii/ml v roztoku PreservCyt a pak testovych v Sesti replikatech
za pouziti dvou Sarzi inidla. Pro jakykoli genotyp HPV, ktery nebyl detekovan se 100% mirou pozitivity pfi
900 kopii/ml, bylo provedeno doplrikové testovani za pouZiti vzristajicich koncentraci plasmidové DNA do
stanoveni 100% hladiny inkluzivity (n=6) pro dany genotyp. Vysledky ukézaly, Ze genotypizaéni test LINEAR
ARRAY HPV mize detekovat 36 HPV genotypu z plasmidové DNA HPV pfi riznych koncentracich
v zavislosti na HPV genotypu (tabulka 5).
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Tabulka 5

Genotypova inkluzivita pro genotypizacni test LINEAR ARRAY HPV

HPV _ Hladina | HPV _ Hladina |
gonotyp | dueiiy gonotyp | idusiy

6 2319 59% 53

11 900 61 900
167 195 62 900
187 580 64 300 000
26 2935 66 250
31# 1863 67 30 000
33# 4000 68* 848
3s5# 466 69 900
39# 1367 70 900
40 70 000 71 900
42 30 000 72 900
45# 401 73 165
51% 181 81 900
53 256 82 8089
54 900 83 900
55 900 84 900
56# 6915 CP6108 900
58# 185 1539 1500

Hladina inkluzivity se rovna 100% mife pozitivity detekce (n=6) pfi uvedenych koncentracich s vyjimkou HPV genotypli
6, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82, u nichZ je uvedené koncentrace 95% mirou pozitivity
detekce odhadnuté analyzou Probit.

Identifikovany jako genotypy s vysokym rizikem spojené s vysokym stupném cervikéini dysplazie a cervikalnim
karcinomems3-5.

C.

Béhem hodnoceni vykonnosti bylo testovano celkové 451 klinickych vzorkd pozitivnich na HPV pouzitim
genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV. 35 z 37 genotypu HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40,
42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, IS39 a CP6108)
bylo detekovano v klinickych vzorcich pomoci genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV, ¢imz byla
demonstrovana inkluzivita. Distribuce téchto HPV genotypu je ukazana na obrazku 1.V ramci hodnoceni
vykonnosti nebyly v klinickém vzorku detekovany HPV genotypy 64 a 69.

Obrazek 1
Distribuce HPV genotypt v LINEAR ARRAY HPV pozitivnich klinickych vzorcich (n=451)
v priibéhu hodnoceni vykonnosti

Genotypova inkluzivita: Klinické vzorky
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Nizce a vysoce rizikové HPV genotypy

* U 58 klinickych vzork(, které byly pfi testu pozitivni na DNA HPV 33, HPV 35 resp. HPV 58 nebylo mozné vyloucit koinfekci
s HPV genotypem 52.
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D. Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla hodnocena se 3-mi Sarzemi inidel, kombinaci 5-ti zafizeni (termocyklery a vodni
lazné) a 3 operatord v pribeéhu celkové 15 béhu. Kazdy operator proved! celkové 5 béhu s kazdou ze tii
Sarzi ¢inidel a s jednim béhem provedenym na kazdé z 5-ti kombinaci zafizeni. Byl pfipraven Ctyf¢lenny
panel skladajici se ze ¢tyf HPV genotypu (16, 18, 31 a 45) v roztoku PreservCyt obsahujicim 250 ng/ml
lidské genomické DNA. Clenové panelu byli pfipraveni s kazdym genotypem pfi 2000 kopiich/ml a také pfi
nizké (~3 az 4 nasobek LOD), stfedni (~10 az 15-ti nasobek LOD) a vysoké (~100 az 150-ti nasobek LOD)
koncentraci. Kazdy ¢len panelu byl testovan trojnasobné za pouziti kazdé Sarze ¢inidla pro kazdy béh. Pro
HPV genotypy 16, 18, 31 a 45 byla 99% pozitivhi mira detekce prokazana pfi 2000 kopiich/ml a pfi nizké
koncentraci. 100% pozitivni mira detekce byla prokazana pro HPV genotypy 16, 18, 31 a 45 pfi stiedni a
vysoké koncentraci (tabulka 6). Nebyla zaznamenana Zadna vyznamna variabilita mezi jednotlivymi béhy,
Sarzemi, operatory nebo zafizenimi.

Tabulka 6
Reprodukovatelnost pro genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV

LINEAR ARRAY HPV
HPV 16 | HPV 18 | HPV 31 | HPV 45 vysiedky genatypizacniho testu
Clen DNA DNA DNA DNA | Testovany HPV pozitivni
panelu | oii/miy | (kopii/ml) | (kopii/ml) | (kopi/mi) | POCet . 95% Cl
PP Zitvnl % (interval
vysledky spolehlivosti)
Vysoky 12 000 81 500 192 000 25100 135 135 100% | 98-100%
Stiedni 1200 8150 19 200 2510 135 135 100% | 98-100%
Nizky 360 2445 5760 753 135 133 99% 95-100%
2000 o o
(kopii/ml) 2000 2000 2000 2000 135 133 99% 95-100%
E. Analyticka specificita: Jiné nez HPV mikroorganismy

Pro zhodnoceni specificity testu pro vylouceni jinych nez HPV mikroorganismu byly pfidany kulturované
baktérie, viry, prvoci nebo kvasinky uvedené v tabulce 7 do roztoku PreservCyt obsahujicim 250 ng/ml lidské
genomické DNA a byly testovany genotypizaénim testem LINEAR ARRAY HPV. Koncentrace testovanych
mikroorganism(l se pohybovala v rozmezi 3,5e2 az 2,0e3 IFU/ml pro C. trachomatis, 1e6 PFU/mI pro Herpes
viry, 8e5 bunék/ml pro T. vaginalis, 2e2 az 2e3 CFU/ml pro C. neoformans a 1,5e4 az
9,8e9 CFU/ml pro zbyvajici mikroorganismy kromé H. ducreyi, M. hominis a N. gonorrhoeae, pro néz nebyly
koncentrace znamé. Vysledky ukazaly, ze genotypizacni test LINEAR ARRAY HPV nevykazuje zkfizenou
reaktivitu s Fadou virl, bakterii, prvok( a kvasinek, které by mohly byt pfitomny v cervikalnich vzorcich.
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Tabulka 7

Testované mikroorganismy jiné nez HPV

Achromobacter xerosis Eikenella corrodens Mycobacterium avium
Acinetobacter sp. genospecies 3 Enterobacter cloacae Mycoplasma hominis
Actinomyces isrealii Enterococcus faecalis Neisseria gonorrhoeae
Aerococcus viridans Erysipelothrix rhusiopathiae Pasteurella maltocida
Aeromonas hydrophila Escherichia coli Pedliococcus acidilactica
Agrobacterium radiobacter Ewingella americana Peptostreptococcus productus
Alcaligenes faecalis Flavobacterium meningosepticum | Prevotella corporis
Bacteriodes fragilis Gamella morbillorum Proteus mirabilis
Bifidobacillus longum Gardnerella vaginalis Providencia stuartii
Bifidobacterium adolescentis Haemophilus ducreyi Pseudomonas aeruginosa
Branhamella catarrhalis Herpes simplex virus 1 Rahnella aquatilis
Brevibacterium linens Herpes simplex virus 2 Salmonella minnesota
Candida albicans Kingella kingae Serratia denitrificans
Chlamydia trachomatis typ D Klebsiella pneumoniae ss ozaenae | Staphylococcus aureus
Chlamydia trachomatis typ F Lactobacillus vaginalis Streptococcus anginosus
Chromobacter violaceum Lactococcus lactis cremoris Streptococcus epidermidis
Clostridium perfringens Legionella pneumophila Treponema phagedenis

Corynebacterium genitalium

Leuconostoc paramesenteroides

Trichomonas vaginalis

Cryptococcus neoformans Micrococcus luteus Vibrio parahaemolyticus
Deinococcus radiopugnans Moraxella osloensis Yersinia enterocolitica
Derxia gummosa Morganella morganii

F. Analyticka specificita: HPV genotypy

Genotypova specificita HPV pro kazdou linii HPV sondy na HPV prouzku byla hodnocena testovanim
vysokych koncentraci plasmidové HPV DNA pro 36 HPV genotypt (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40,
42, 45, 51, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, IS39 a CP6108).
Plasmidova DNA pro HPV genotyp 52 nebyla dostupna pro testovani. Dostupné plasmidové HPV DNA byly
kvantifikovany méfenim 260 nm absorbce na spektrofotometru a fedénim na 500 000 kopii/ml v TE pufru
(10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0). Kazdy plasmidovy HPV genotyp byl amplifikovan a detekovan
v duplikatu pouzitim genotypizaéniho testu LINEAR ARRAY HPV. Vysledky ukazaly specificitu HPV
genotypu pouze k oekavané linii sondy pro 36 genotypt HPV hodnocenych s plasmidovou DNA. Vedle
toho byla ukazana specificita HPV genotypu 52 k oCekavané linii sondy pfi testovani klinického vzorku
(genotyp potvrzen sekvenovanim) o neznamem titru HPV.

G. Senzitivita a specificita pro detekci HPV z klinickych vzorku

Senzitivita a specificita genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV pro detekci vysoce rizikové HPV DNA
z klinickych vzorkG byla hodnocena testovanim 698 cervikalnich vzorki odebranych do roztoku
PreservCyt. Pro ucely této studie byly HPV genotypy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68
klasifikovany jako vysoce rizikové. 487 téchto vzorkl bylo negativnich a 211 bylo pozitivnich pro vysoce
rizikové HPV dle testu Hybrid Capture® 2 High-Risk HPV DNA Test (HC2 HPV Test). Piitomnost nebo
absence vysoce rizikové HPV DNA ve vzorcich byla stanovena pomoci shody mezi témito dvéma testy.
Neshodné vysledky byly dofeSeny dalsi analyzou vzorkii pomoci testu AMPLICOR® HPV Test. Na zékladé
dohody o vysledcich pro 2 ze 3 analyz bylo stanoveno spravné rozdéleni pro kazdy klinicky vzorek (tzn.
spravné pozitivni pro vysoce rizikové HPV DNA nebo spravné negativni pro vysoce rizikové HPV DNA).
Vysledky pro genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV jsou uvedeny v tabulce 8. Z 485 klinickych vzorkd,
které byly spravné negativni pro vysoce rizikovou HPV DNA, bylo 118 klinickych vzorku, které byly pozitivni
pro nizce rizikovou HPV DNA podle genotypiza¢niho testu LINEAR ARRAY HPV. Rozdéleni nizce
rizikovych HPV genotypl detekovanych u téchto 118 klinickych vzork( je uvedeno na obrazku 2. Senzitivita
a specificita na pfitomnost vysoce rizikové HPV DNA v cervikalnich vzorcich odebranych do roztoku
PreservCyt byla 96%, resp. 99% pro genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV (tabulka 9).
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Pocet pozitivnich

Tabulka 8
Vysledky klinickych vzorki pri pouziti genotypizacniho testu LINEAR ARRAY HPV

Vysledky N
genotypizaéniho klilr::ﬁ:clt(qtch
testu LINEAR rorkd

ARRAY HPV*
Spravné pozitivni 197
Spravné negativni 485
FaleSné negativni 9
FaleSné pozitivni 3
Neplatny 4
Celkem 698

* Pozitivni vysledek znamena pozitivitu pro
vysoce rizikovou HPV DNA. Vzorky, které jsou
pozitivni pouze pro nizce rizikovou HPV DNA
jsou pro tuto analyzu klasifikovany jako
negativni.

Tabulka 9
Specificita a senzitivita genotypizacniho testu LINEAR ARRAY HPV
pro vysoce rizikovou HPV DNA

Parametr Odhad 95% CI*
Senzitivita 96% 92-98%
Specificita 99% 98-100%

* 95% Walduv interval spolehlivosti

Obrazek 2
Rozdéleni nizce rizikovych genotypu HPV v klinickych vzorcich, které byly negativni pro
vysoce rizikovou HPV DNA (n=118) pfi hodnocenich specificity a senzitivity
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Nizce rizikové HPV genotypy
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H. Selhani celého systému

Mira selhavani celého systému byla pro genotypizaéni test LINEAR ARRAY HPV stanovena hodnocenim
135 vysledka testl pro kazdy ze ¢ty HPV genotypl (16, 18, 31 a 45) pfi koncentracich tikrat vysSich nez
je detekéni mez (detekéni mez byla stanovena jako Probit analyzou predpovédéna 95% pozitivni mira
detekce). Testové roztoky obsahuijici plasmidovou DNA pro ¢tyfi HPV genotypy byly pfipraveny v roztoku
PreservCyt a také obsahovaly 250 ng/ml lidské genomické DNA. Dohromady z celkového poctu 540
pokusu pro ¢tyfi HPV genotypy byly zaznamenany dvé systémova selhani (HPV negativni a beta-globin
pozitivni) s mirou selhani celého systému 0,4%.
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