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AMPLICOR® Human Papilloma Virus (HPV) Test

PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

AmpliLute™ Liquid Media Extraction Kit 50 Tests  P/N: 03750540 190

AMPLICOR HPV Controls Kit 4 Sets P/N: 03610756 190
AMPLICOR HPV Amplification Kit HPV AMP 96 Tests P/N: 03610799 190

AMPLICOR HPV Detection Kit 96 Tests P/N: 03610721 190

POUZITI

Test AMPLICOR na lidsky papilloma virus (HPV) je kvalitativni test provadény in vitro ke zjisténi lidského
papilloma viru v klinickych vzorcich. Vyuziva se pii ném amplifikace teréové DNA polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) a hybridizace nukleové kyseliny k detekci DNA vysoce rizikovych vird HPV genotypu 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68 v cervikélnich burikach odebranych do kapalného média.

SOUHRN A PODSTATA TESTU

Mowe

intraepitelidlni neoplazie délozniho krcku (CIN)!1-3, Ve svét& byla HPV piitomna ve vice neZ 99% piipadii rakoviny
dé&lozniho kréku3. HPV je maly virus s neobalenou dvouietézcovou DNA, s genomem o zhruba 8000 nukleotidech.
Genotyptt HPV je vice nez 100 a zhruba 40 z nich miZe infikovat lidské genitdlni sliznice. OvSem pouze
podmnoZina téchto sexudlné prenosnych virovych genotypt je spojena s vysokou dysplazii a rakovinou délozniho
kr¢ku3-5. Tém se fika vysoce rizikové HPV, zatimco nizkorizikové genotypy HPV jsou ¢asto spojeny s benignimi
nizkymi intraepitelidlnimi 1ézemi nebo kondylomy. Pohlavni infekce virem HPV je velice bézna odhaduje se, Ze az
75% viech Zen je nékdy viru HPV vystaveno®. VétSina infekci HPV mizi spont4nné, persistence vysoce rizikového
HPV je vSak vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik rakoviny déloZniho krcku.

V rozvinutych zemich, kde se na rakovinu délozniho krcku provadi plosné vySetfeni, se od poloviny padesatych let
minulého stoleti pouziva jako primarni nastroj k detekci ranych prekurzort karcinomu délozniho krcku tzv. Paptv
stér (podle Dr. George Papanicolaou). Diky tomu se imrtnost na rakovinu délozniho kr¢ku v téchto zemich vyrazné
snizila, ovSem Paplv stér musi interpretovat vysoce odborné zdatny cytopatolog a test je pomérné nepiesny,
s vysokou Cetnosti faleSné negativnich vysledka. Cytologické abnormality zjisStované pti Papové stéru jsou zpiisobeny
zejména infekci virem HPV; ovSem riizné zanétlivé variace nebo variace v odbéru vzorki mohou vyustit ve falesné
pozitivnim vysledku Papova testu. Tfidéni abnormalniho Papova stéru zahrnuje opakovany test, kolposkopii a biopsii.
Histologicky potvrzenou 1ézi vysokého stupné je tfeba chirurgicky odstranit, aby se predeSlo vzniku invazivniho
karcinomu déloZniho krcku.

Papillomavirus se mimofaddné obtiZné kultivuje in vitro a ne vSichni pacienti, ktefi jsou timto virem infikovéni, maji
prokazatelnou reakci protilatek. Proto predstavuje testovani na nukleovou kyselinu (DNA) reakci PCR citlivou
a neinvazivni metodu pro zjistovani aktivni cervikalni infekce virem HPV. Zavedeni testu na nukleovou kyselinu HPV
je slibné pro zvySeni citlivosti a ekonomické efektivnosti programii plosného vysetfovani na rakovinu déloZniho
kr€ku, protoZe se tak vysoce rizikové 1éze zjisti diive a neni tolik nutné provadét nadbytec¢nou kolposkopii a 1écbu.

POSTUP

AMPLICOR HPV Test je zaloZen na &tyfech hlavnich postupech: piiprava vzorki; PCR amplifikace’ teréové DNA
za pouziti HPV-specifickych komplementarnich primerti; hybridizace amplifikovanych produktl na oligonukleotidové
sondy a detekce takto navazanych amplifikovanych produktl kolorimetrickym stanovenim.

AMPLICOR HPV Test umoziiuje sou¢asnou PCR amplifikaci teréové DNA HPV a DNA -globinu (buné¢na kontrola).
Cinidlo Master Mix obsahuje dvojici primeri na DNA ze 13 vysoce rizikovych genotyp HPV a DNA B-globinu.
Detekce amplifikované DNA (amplikonu) se provadi pomoci oligonukleotidovych sond, které umoznuji nezavislou
identifikaci amplikoni HPV a B-globinu.



Priprava vzorku

DNA HPV se uvoliiuje lyzou vzorka cervikdlnich bunék za denaturac¢nich podminek za zvySenych teplot. Lyza
se provadi za pfitomnosti proteindzy K, chaotropniho ¢inidla a detergentu; pak nasleduje izolace a CiSténi
uvolnéné nukleové kyseliny na sloupci a eluce vhodnym eluénim ¢inidlem. Soubé&zné se izoluje gen B-globinu,
ktery slouzi k posouzeni bunééné adekvitnosti, extrakce a amplifikace kazdého jednotlivého zpracovavaného
vzorku.

PCR amplifikace

Volba ter¢ové sekvence

V testu AMPLICOR HPV Test se pouZzivaji primery k definovani sekvence nukleotidii v polymorfnim regionu L1
genomu HPV, ktery je dlouhy zhruba 165 bp. Smési primertt HPV v ¢inidle Master Mix se d4 amplifikovat DNA
HPV 13 vysoce rizikovych genotypii, a to 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,59 a 683-5. Sekvence zachytové
sondy se nachézeji v polymorfnich regionech L1 vazanych témito primery.

DalSi primerovy par se zaméfuje na gen lidského B-globinu (268 bp amplikon) pro kontrolu adekvatnosti bunék,
extrakce a amplifikace.

Amplifikace terce

AmpliTaq GOLD® k amplifikaci ,,s horkym startem” teréové DNA HPV a B-globinové kontroly se pouziva DNA
polymeraza. Nejprve se reakéni smés pro PCR zahiiva, aby se aktivovala AmpliTag GOLD DNA polymeraza k
denaturaci virové DNA a genomické DNA a expozici primerovych ter€ovych sekvenci. Béhem ochlazovani smési
dochézi k anelaci upstream primert k sekvencim ter¢ové DNA. AmpliTaq GOLD DNA polymeraza za pfitomnosti
Mg2+ a nadbytku dNTPs primer(y) prodluZuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se uzavira prvni cyklus PCR,
ktery poskytuje dvoutetézcovou DNA kopii ter€ového regionu genomu HPV a genu -globinu. Reakéni smés se opét
zahfeje k oddéleni vysledné dvoufetézcové DNA a exponovani sekvenci primerového terce. Béhem ochlazovéni
smesi dochdzi k anelaci primerd (upstream i downstream) k tercové DNA. AmpliTag GOLD DNA polymeraza
prodluzuje primery po anelaci podél ter€ovych templatl a poskytuje molekulu dvoutetézcové DNA ter¢ového HPV
se zhruba 165 pary bazi nebo molekulu DNA B-globinu se 268 pary bazi, které se fika amplikon. Tento proces se
mnohokrat opakuje a v kazdém cyklu se mnozstvi amplikonové DNA zdvojnasobuje. Amplifikace probiha pouze
v oblasti genomu HPV nebo genu B-globinu mezi pfislu§nym primerovym parem; cely genom amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

K selektivni amplifikaci cilové nukleové kyseliny v klinickych vzorcich se v testu AMPLICOR HPV pouZiva enzym
AmpErase® (uracil-N-glykosyldza) a deoxyuridintrifosfat (AUTP). Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad
fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin8, ale nikoli DNA obsahujici deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené
DNA nevyskytuje, je vSak vzdy pfitomen v amplikonu diky tomu, Ze se jako jeden z ANTP v cinidle Master Mix
misto thymidintrifosfatu pouziva deoxyuridintrifosfat; proto je deoxyuridin obsaZen pouze v amplikonu. V disledku
pritomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vici destrukci enzymem AmpErase pied amplifikaci
teréové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsaZzeny ve smési Master Mix, katalyzuje St€peni DNA obsahujici
deoxyuridin v misté¢ deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici Cl. KdyZ je tetézec
amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizacnim kroku pfi alkalickém pH ¢inidla Master Mix zahfivan, $tépi se
v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je pri teplotach nad 55°C, tedy
béhem celé tepelné faze cyklu, neaktivni a nerozbiji cilovy amplikon. Po amplifikaci je pfipadné zbyvajici enzym
denaturovan pfidavkem denaturacniho roztoku, ¢imZ se predejde rozruSeni ter¢ového amplikonu. Bylo prokédzano, Ze
enzym AmpErase, ktery je soucasti testu AMPLICOR HPV, inaktivuje nejméné 103 kopii HPV amplikonu
obsahujiciho deoxyuridin per PCR.

Hybridizace

Po PCR amplifikaci je amplikon HPV B-globinu pfidavkem denaturaéniho roztoku chemicky denaturovan na
jednotetézcovou DNA. Alikvotni podily denaturovaného amplikonu se odméii do jamek mikroploten (MicroWell
Plates, MWP) potaZenych sondami vysoce rizikového HPV nebo [-globin-specifickymi (B_PCO3)
oligonukleotidovymi sondami. Biotinem znaceny amplikon HPV a B-globinu je k oligonukleotidovym sondam
vazanym na jamky MWP hybridizovan. Touto hybridizaci amplikonu k sondam se zvySuje celkova specifi¢nost testu.

Detekce

Po skonceni hybridizacni reakce se MWP vyplachnou aby se odstranil nenavdzany material, a do kazdé jamky se
pfida konjugat avidin-kfenové peroxiddzy. Tento konjugit se na biotinem znaceny amplikon hybridizovany
k oligonukleotidovym sondam (HPV nebo B-globinu) vaizanym k MWP navaze. MWP se znovu vyplachnou, aby
se odstranil nenavazany konjugat, a do jamek se pfida substratovy roztok obsahujici peroxid vodiku a 3,3',5,5'-
tetrametylbenzidin (TMB). Navazand kfenova peroxidaza katalyzuje v pfitomnosti peroxidu vodiku oxidaci
TMB a vytvaii barevny komplex. Reakce se zastavi pfidanim slabé kyseliny a automatickou ¢te¢kou mikroploten
se mé&fi absorbance pii 450 nm.



CINIDLA

AmpliLute Liquid Media Extraction Kit
Extrak¢ni souprava AmpliLute Liquid Media

(P/N: 03750540 190)

CAR
(Nosi¢ RNA)

Syntetickd RNA lyofilizovana

(Pridat AVE)

PK
(Proteinaza K)

Proteinaza K, Serin-proteinaza Tritirachium album

Zdravi Skodlivy
R: 36/37/38-42/43

S: 23-24-26-36/37

AVE
(Elucni pufr)
Voda prostd RNazy
< 0,09% azid sodny
AW2
(Promyvaci pufr 2)

Pufr Tris-HCl
< 0,09% azid sodny
(Pridat ethanol)

ATL
(Pufr na lyzu tkan¢)

EDTA

Xn x Proteindza K

Drazdi oci, dychaci organy a kdZzi. Vdechnuti a styk
s pokozkou miiZze vyvolat zcitlivéni.

Nevdechovat sprej. Zamezit styku s pokozkou. V ptipadé,
Ze se latka dostane do oci, vyplachnout je velkym
mnozstvim vody a vyhledat lékafskou pomoc. Nosit
vhodny ochranny odév a rukavice.

< 10% dodecylsulfat sodny

AL
(Pufr pro lyzu)

< 50% guanidin HCI

Zdravi Skodlivy
R: 22-36/38
S: 13-26-36-46

Xn x 25-50% guanidin HCI

Je-li pozit, je zdravi Skodlivy. Drazdi oc¢i a kiizi.
Uchovavat mimo potraviny, napoje a krmivo. Dostane-li se
do oci, vyplachnout je velkym mnoZstvim vody a vyhledat
lékatskou pomoc. Nosit vhodny ochranny odév. V piipadé
poZziti vyhledat okamZit¢ 1ékaiskou pomoc a ukazat tuto
nadobku nebo Stitek.

50 testa

1 x310 pg

1x 1,25 ml

4x2ml

1x13ml

1x 10 ml

1x33ml



EXT
(Kolonové nastavce, 3 ml)

VC
(VakKonektory)

ELT
(Elu¢ni trubicky, 1,5 ml)

CLM
(Kolonky QIAamp® MinElute™)

Kfemenna membrana
AMPLICOR HPYV Controls Kit
Kontrolni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610756 190)

HPV (+) C
[Kontrola HPV (+)]

Tris-HCI pufr

EDTA

0,05% azid sodny

< 0,002% poly rA RNA (syntetickd)

< 0,0001% neinfekeni plazmid DNA (mikrobidlni) obsahujici sekvenci HPV 16

< 0,0001% neinfekéni plazmid DNA (mikrobidlni)
obsahujici sekvence lidského B-globinu

HPV (-) C
[Kontrola HPV (-)]

Tris-HCI pufr

EDTA

0,05% azid sodny

< 0,002% poly rA RNA (syntetickd)

AMPLICOR HPV Amplification Kit

Amplifika¢ni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610799 190)

HPV MMX
(Cinidlo Master Mix na HPV)

Tris-pufr

Chlorid draselny

< 0,001% AmpliTaqg GOLD DNA polymerdza (mikrobialni)

< 0,001% AmpErase® (uracil-N-glykosylaza) enzym (mikrobidlni)
<0,15% dATP, dCTP, dGTP, dUTP

<0,001% upstream a downstream primery (biotinylované)

0,05% azid sodny

< 1% Tween 20

HPV MgCl,
(Chlorid hofe¢naty pro HPV)

< 1% chlorid horec¢naty
Amarantové barvivo
0,05% azid sodny

AMPLICOR HPV Detection Kit

Detek¢ni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610721 190)

HPV MWP
(Mikroplotna na HPV)

Mikroplotna potaZend HPV-specifickymi DNA sondami

(A16A, S18A, A31A, A35A, A39A, A45A, AS1A, A3x5xC, AS6A, A58A, S59A, A68A)
Dvanéct 8-jamkovych stripti v jednom opakované a tésné uzaviratelném sacku s vysousecim

prostfedkem

BG MWP
(Mikroplotna pro 3-globin)

Mikroplotna potaZzena -globin-specifickou DNA sondou (B_PC03)
Dvanéct 8-jamkovych stripl v jednom té€sné uzaviratelném sacku s vysousecim prostiedkem

4

50 testa

50 testu

50 testd

50 testd

4 sady

4x 0,5 ml

4x0,5ml

96 testu

4x1,25ml

4x 0,15 ml

96 testu

1 x 96 testu

1 x 96 testu



[1] DN
(Denaturacni roztok)
1,6% hydroxid sodny

EDTA
Thymolova modf

Xi x 1,6% hm. hydroxid sodny

Drazdivy
[2] HPV HYB
(Hybridiza¢ni pufr na HPV)
Roztok fosfore¢nanu sodného
< 0,2% rozpoustédlo
< 25% thiokyanat sodny
[3] AV-HRP
(Konjugat avidinu s kienovou peroxiddzou)
Pufr Tris-HCl
< 0,001% konjugat avidinu s kienovou peroxidazou
Bovinni serumalbumin (savci)
Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)

0,1% fenol
1% ProClin 150

[4A]1 SUB A
(Substrat A)

Citritovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

[4B] SUB B
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T @ 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36 MuZe poskodit plod. Pfi vdechovani a styku
s pokoZzkou je zdravi Skodlivy. Drazdi oci.

S: 53-45 Vyhnéte se expozici — pred pouzitim si vyzadejte
specialni pokyny. V pripadé nehody nebo citite-1i se
nedobre, vyhledejte okamZzit€ lékarskou pomoc
(pokud moZno ukaZzte §titek).

[5]1 STOP
(Stop ¢inidlo)
4,9% kyselina sirova

10X WB
(Promyvaci koncentrit 10X)

< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300

1x12ml

2x 12 ml

2x12ml

2x12ml

2x3ml

2x 12ml

4 x 90 ml



UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.

B
C.
D

™

== mam

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.
Tento test se aplikuje na lidské cervikalni butiky odebrané do kapalného média.
Nepipetovat usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoufit. Pfi manipulaci se vzorky a ¢inidly ze soupravy
noste ochranné rukavice na jedno pouZiti, laboratorni plast a prostfedek ochrany oci. Po prici se vzorky
a zkuSebnimi Cinidly si diikladné umyjte ruce.

Pfi odebirani podild z lahvicek s Cinidly dbejte, abyste zabranili jejich mikrobidlni kontaminaci ¢i
kontaminaci DNA. Doporucuje se pouZivat sterilni pipety na jedno pouZiti a Spicky na pipety prosté DNazy.

NesméSujte dohromady ¢inidlo z riznych Sarzi, ani z riznych lahvicek tézZe Sarze.
Nespotfebovana Cinidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.

Po vyprsent lhiity pouZitelnosti jiZ soupravu nepouZzivejte.

Materidlové bezpecnostni listy (MSDS) zasle na vyZadani vaSe mistni pobocka firmy Roche.

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od predamplifikacniho prostoru smérem k prostoru
poamplifikacnimu (amplifikace/detekce). Predamplifikacni Cinnosti zacinaji ptipravou cinidel a pokracuji
pripravou vzorkul. Latky a vybaveni se musi prifadit jednotlivym predamplifikacnim ¢innostem a nesméji se
pouzivat k Zadnym jinym ¢innostem, ani se nesméji prenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve
vsech prostorech je tieba nosit rukavice, které se pred opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materidly pro
pfipravu ¢inidla se nesméji pouZivat k piipravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovini amplifikované
DNA ¢i jinych zdroji ter¢ové DNA. Poamplifikatni materidly a vybaveni musi vzdy zlstat
v poamplifikacnim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infek¢nimi a pouZivat odpovidajici laboratorni postupy, naptiklad ty, jeZ
jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® nebo v dokumentu
NCCLS M29-A10. Viechny plochy diikladné ocistéte a vydezinfikujte Gerstvé pfipravenym 0,5% roztokem
chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

POZN.: BéZné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25%. Roztok

L.

Q.

o0 koncentraci 0,5% tedy ziskdme ziedénim béliciho prostiedku pro domdcnost v poméru 1:10.

AL obsahuje guanidin-hydrochlorid, ktery ve styku s bélicim prostfedkem miZe vytvaret vysoce reaktivni
slouceniny. Pokud se kapalina obsahujici tento pufr rozlije, postizené misto vycistéte vodou s vhodnym
laboratornim detergentem. JestliZze rozlitd kapalina obsahuje potencidlné infek¢ni latky, vycistéte misto
nejprve vodou s vhodnym laboratornim detergentem a potom 0,5% chlornanem sodnym. Do odpadu
obsahujicitho AL nepfidavejte piimo zadné bélici ani kyselé roztoky.

AVE, AW2, HPV MMX, HPV MgCl, HPV (-) C a HPV (+) C obsahuji azid sodny. Ten miiZe reagovat
s olovénymi nebo médénymi armaturami a vytvafet vysoce explozivni kovové azidy. Budete-li tedy vylévat
roztoky obsahujici azid do laboratorni vylevky, splachnéte je velkym objemem vody, aby se azid nemohl
nikde usadit.

Pfi manipulaci s HPV MMX, HPV MgCl,, [1] DN, [2] HPV HYB, [3] AV-HRP, [4A] SUB A, [4B] SUB B,
pracovnim substratem (smés Cinidel [4A] SUB A a [4B] SUB B) a [5] STOP noste prostiedky ochrany o¢i,
laboratorni plast a rukavice na jedno pouZiti. Dbejte, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima
nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamZité postiZzenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody. Pokud
byste tuto péci zanedbali, mohly by se na postizeném misté vyvinout popaleniny. Jestlize se nékteré Cinidlo
rozlije nebo rozsype, pied vytienim dosucha je zfedte vodou.

Zabrante kontaktu kiiZze a sliznic s [4B] SUB B nebo s pracovnimi substraty. Pokud se nékterd z téchto latek
do styku s pokoZzkou dostane, okamZit€ ji omyjte velkym mnoZstvim vody.

[4B] SUB B a pracovni substrat obsahuji dimethylformamid, ktery je pfi poZziti vétSsiho mnoZstvi toxicky
a mize poskodit lidsky plod. Potiisnéni klize, vdechnuti par a poZiti je tfeba se vyvarovat. Pokud ke styku
s pokozkou dojde, omyjte ji diikladné vodou a mydlem a vyhledejte okamZité¢ Iékaiskou pomoc.

[2] HPV HYB, jenZ obsahuje thiokyanat sodny, se nesmi dostat do styku s roztokem chlornanu sodného
(bélicim prostredkem). Tato smés vytvari vysoce jedovaty plyn.

ZACHAZENI SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

A.
B.

Cinidla nezmrazujte.

CLM a PK z extrak¢ni soupravy AmpliLute Liquid Media Extraction Kit uchovavejte pri teploté¢ 2-8°C,
ostatni Cinidla ze soupravy AmpliLute Liquid Media Extraction Kit uchovavejte pii teploté¢ 2-25°C. Po
otevieni je mozno piipadné nespotifebované podily AL, ATL a AVE uschovat pro pozdg&jsi testy, je ovsem
tfeba dodrZet vyse uvedené skladovaci podminky. CAR po rekonstrukci pomoci AVE je moZno uchovavat po



dobu 24 hodin pii teploté 2-8°C, nebo je moZzno jej rozdélit na alikvotni podily a skladovat pfi teploté -20°C.
Potom co je k AW?2 pridan ethanol, je moZzno piipadny nespotiebovany podil skladovat pfi teploté 2-25°C po
dobu 1 roku (nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi). Potom co je k AL pfidan rekonstituovany CAR,
je tfeba piipadny nespotiebovany zbytek pracovniho AL zlikvidovat.

HPV MMX a HPV MgCl, uchovévejte pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stald do vyznaceného data expirace. Po
otevfeni je tfeba nespotifebovanou ¢ast zlikvidovat. Pracovni ¢inidlo Master Mix (pfipravené tak, Ze se k HPV
MMX piida HPV MgCl,) se uchovava pii teploté 2-8°C a je tieba je spotiebovat do 4 hodin od piipravy.

HPV (-) C a HPV (+) C uchovavejte pri teploté 2-8°C. Tyto latky jsou stalé do vyznaceného data expirace.
Po otevfeni je tfeba nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat.

[1] DN, [2] HPV HYB a [5] STOP uchovavejte pti teplotach 2-25°C. Latky jsou stalé do vyznaceného data
expirace.

HPV MWP a BG MWP uchovavejte pfi teploté 2-8°C v dodaném plastovém vaku. Po otevieni jsou HPV
MWP a BG MWP , uchovavané pri teploté 2-8°C v té€sné uzavieném vaku s vysouSedlem, stile 3 mésice
(nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi).

[3] AV-HRP, [4A] SUB A a [4B] SUB B uchovavejte pii teplotach 2-8°C. Neotevieny zlstavaji tyto latky
stalé do vyznaceného data expirace. Po otevieni jsou pii teplotach 2-8°C stalé jesté 3 mésice (nebo do data
expirace, je-li tato doba kratsi).

Pracovni substraty museji byt pfipravovany denné cCerstvé. Pripravi se smichanim [4A] SUB A
s [4B] SUB B; pii pokojové teploté, chranény pred svétlem, jsou stalé 3 hodiny. Zabrarite styku [4A] SUB A,
[4B] SUB B a pracovnich substratt s kovy, oxidacnimi latkami a pfimym svétlem.

10X WB uchovavejte pri teplotach 2-25°C. 10X WB je staly do vyznaceného data expirace. Pred zfedénim 10X
WB prohlédnéte a zpozorujete-li sraZeninu, kapalinu zahiejte na 30-37°C, aby se sraZenina rozpustila. Pracovni
promyvaci roztok (1X), piipraveny nafedénim 10X WB destilovanou nebo deionizovanou vodou, se uchovava
pri teplotach 2-25°C v Cisté uzaviené plastové lahvi. Je staly 2 tydny od data pripravy.

MATERIALY, JEZ JSOU SOUCASTI DODAVKY
AMPLICOR Human Papilloma Virus Test

A.

AmpliLute Liquid Media Extraction Kit

Extrak¢ni souprava AmpliLute Liquid Media
(P/N: 03750540 190)

CAR

(Nosi¢ RNA)

PK

(Proteinaza K)
AVE

(Elucni pufr)

AW2

(Promyvaci pufr 2)

ATL
(Pufr na lyzu tkan¢)

AL
(Pufr na lyzu)

EXT
(Kolonové nastavce, 3 ml)

vVC

(Vakuové spojky)

ELT

(Elu¢ni trubicky, 1,5 ml)

CLM
(Kolonky QIAamp® MinElute™)

AMPLICOR HPYV Controls Kit
Kontrolni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610756 190)

HPV (+) C
[Kontrola HPV (+)]



HPV (-) C
[Kontrola HPV (-)]

Amplifika¢ni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610799 190)

HPV MMX
(Cinidlo Master Mix na HPV)

HPV MgCl,
(Chlorid hotfec¢naty pro HPV)

D. AMPLICOR HPV Detection Kit

Detek¢ni souprava AMPLICOR HPV
(P/N: 03610721 190)

HPV MWP
(Mikroplotna na HPV)

BG MWP

(Mikroplotna na B-globin)

[1] DN

(Denatura¢ni roztok)

[2] HPV HYB

(Hybridizaci pufr na HPV)

[3] AV-HRP

(Konjugét avidinu s kienovou peroxiddzou)
[4A] SUB A

(Substrat A)

[4B] SUB B
(Substrat B)

[5] STOP
(Stop cinidlo)

10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY

Predamplifikace — pracovisté pro pripravu Cinidel

Pro tepelny cyklova¢ GeneAmp® PCR System 9700 firmy Applied Biosystems pouZijte reakéni trubicky
MicroAmp® (AB# N801-0533), uzavéry (AB# N801-0535 nebo AB# N801-0534), kosiky/retainery
(AB# 403081) nebo soupravu Ready-Pak MicroAmp Assembly (AB# 403083) a bazi (AB# N801-0531)

Tésné uzaviratelné plastové vaky
Pipeta Eppendorf Multipette® s 1,25 ml $pi¢kou Combitip ® Zasobnik (sterilni, baleny po jednom)

Pipetory (objem 50 ul a 100 ul)* s DNazy-prostymi Spickami s aerosolovou bariérou nebo typu
,»positive displacement”

Rukavice na jedno pouZiti bez pudru

Predamplifikace — prostor pro piipravu vzorku a kontroly

Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428)
Zkumavky 2,0 ml se Sroubovacim uzavérem (napt. Sarstedt 72.693.005)
Serologické pipety polystyrenové (5 ml, 10 ml a 25 ml) na jedno pouZiti

Pipetory (objem 20 pl, 200 pl a 1000 pl)* s DNazy-prostymi Spickami s aerosolovou bariérou nebo typu
,positive displacement”

Mikrocentrifuga (max. RCF 16 000 x g, min. RCF 12 500 x g); Eppendorf 5415C, HERMLE Z230M,
nebo jeji ekvivalent

Vifivy mixer
Suché vyhftivaci bloky 56°C = 2°C a 70°C + 2°C

Rukavice na jedno pouZiti, bez pudru



e Vakuovy rozvod (napf.. QIAvac 24, kat. ¢. 19403; QIAvac 24 Plus, kat. ¢. 19413, s propojovacim
systémem QIAvac, kat. €. 19419, a vyvéva, kat. ¢. 84020)

* Zdroj vakua (napf. vyvéva dosahujici vakua -800 az -900 mbar nebo KMS Neuberger Laboport typ
N840,3 FT18) s propojovacimi hadickami k rozvodnému systému

* Regulator vakua (QIAGEN kat. ¢. 19530) volitelné pfislusenstvi
*  Odbérové trubicky (2 ml, QIAGEN Kkat. €. 19201) volitelné piisluSenstvi
*  Ethanol absolutni
e Pfirucka k vakuovému rozvodnému systému QIAGEN
Poamplifikace — prostor pro amplifikaci/detekci
*  Pipetor multikandlovy (objem 25 ul a 100 pl) nebo elektronicky (Impact® nebo AMPLICOR®)
*  Spicky s aerosolovou bariérou k pipetam prosté DNazy (25 ul a 100 pl) a bezbariérové $picky (100 pl)*
*  Tepelny cyklova¢ GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems

* Instala¢ni ndstroj na MicroAmp Base a ¢epicku pro pouZiti ve spojeni se zatizenim GeneAmp PCR System
9700 firmy Applied Biosystems

*  Omyvac¢ mikroploten**

o Cteci zafizeni na mikroplotny***

» Zasobniky na ¢inidla na jedno pouZiti

*  Vicko k mikroplotndm

+  96-jamkovy strip ejektor Costar® #2578
e Inkubétor pro teplotu 37°C + 2°C

*  Odmémé vilce

* Destilovana nebo deionizovand voda

* Rukavice na jedno pouZiti, bez pudru

*  Pipetory museji byt pfesné na 3% jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, museji byt pouzity $pic¢ky s aerosolovou bariérou nebo
$picky ,,positive displacement” prosté DNazy, aby se zabranilo vzijemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

**  § kapacitou pro myti mikroploten 12 x 8 mikrojamek v objemu 250-300 ul myciho roztoku na jednu jamku v intervalech 30 sekund.

##% Specifikace Stectho zafizeni: Sffka pasma = 10 nm = 3 nm, absorbanéni rozsah = 0 az > 3,00 A,5; opakovatelnost < 1%; spravnost < 3%
pro Aysp =0 az 2,00, drift < 0,01 Ays, za hodinu.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU

POZN.: Se vzorky zachdzejte jako s moZnymi nositeli infekce.

A. Odbér vzorku

Pro pouziti pfi testu AMPLICOR HPV Test bylo validovano médium ,,Liquid Based Cytology” (LBC) PreservCyt®
(1ékovka ThinPrep liquid PAP) od firmy Cytyc Corporation a SurePath® od firmy TriPath Imaging Inc. P¥i odbéru
cervikdlnich vzorkd do médii PreservCyt a SurePath se fidte pokyny pfisluSného vyrobce.

B. Pieprava vzorka

Cervikdlni bunééné vzorky odebrané do média PreservCyt je moZno piepravovat pii teplotdch 2-30°C. Vzorky
odebrané do média SurePath je tfeba uchovavat pfi teploté 2-8°C, a to maximalné 8 hodin od odbéru; pfi téZe teploté
2-8°C se vzorky prepravuji. Vzorky je tieba zpracovat do doby, jeZ je nize u kazdého média uvedena. Pfi prepravé
vzorkil cervikalnich bunék je tfeba dodrZovat celostétni i mistni predpisy pro prepravu etiologickych latek!!.

C. Uchovavani vzorka

Vzorky cervikdlnich bunék v médiu PreservCyt je mozno uchovévat pfi pokojové teploté az 21 dnii nebo pfi
teploté 2-8°C az 8§ tydnil. V. médiu SurePath je mozZno vzorky cervikélnich bunék uchovavat pfti teploté 2-8°C po
dobu 2 tydni.

NAVOD K POUZITI

POZN.: VSechna cinidla museji byt pied pouZitim vytemperovdna na teplotu mistnosti. Pred zapocetim testu
vizudlné zkontrolujte, zda, je objem cinidel dostatecny.

POZN.: Kapalné cytologické vzorky museji byt pred pouZitim vytemperovdny na pokojovou teplotu.

POZN.: Kde je tak uvedeno, pouZivaji se pipetory se Spickami s aerosolovou bariérou nebo typu ,,positive
displacement”. Ddvejte obzvldstni pozor, abyste zajistili selektivni amplifikaci.



Velikost souprav:

Extrak¢ni souprava AmpliLute Liquid Media Extraction Kit obsahuje ¢inidla na 50 testi. Souprava pro amplifikaci,
kontrolu a detekci obsahuje Cinidla na Ctyfi méfeni po 24 vzorcich, jeZ 1ze provést soucasné nebo zvlast. Kazdé
méfeni musi zahrnovat minimalné po jednom replikatu kontroly AMPLICOR HPV (-) a kontroly AMPLICOR
HPV (+) (viz ¢ast Kontrola jakosti).

Pracovni tok:

Test AMPLICOR HPYV se da provést béhem jediného dne, nebo se miZe rozloZit do dvou dnii. Ma-li byt test proveden
béhem jednoho dne, postupujte podle ndvodu od bodu A do bodu D. V piipadg, Ze je test rozvrZen do dvou dnd, Ize
praci prerusit po dokonceni piipravy vzorki a kontrol (¢ast B) nebo po amplifikaci (¢ast C).

. Budete-li pfipravovat vzorky a kontroly prvni den a amplifikaci a detekci provedete piisti den, postupujte
podle bodt B.1 aZ B.29 a pfechovavejte rozpracované vzorky a kontroly podle ndvodu popsaného v ¢asti B,
bod 29. Druhy den za¢néte ¢asti A (Pfiprava Cinidel), potom rozmrazte vzorky a kontroly pti pokojové teploté
a pokracujte podle bodu B.30.

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

. Chcete-li provést piipravu a amplifikaci vzorkt a kontrol prvni den a detekci ponechat na druhy den , provedte
prvni den ¢asti A (Priprava cinidel), B (Priprava vzorkii a kontrol) a C (Amplifikace) a denaturovany amplikon
uloZte pfi teploté 2-8°C podle kroku C.6. Druhy den pokracujte asti D (Detekce).

A. Piiprava Cinidel
Provadéjte v: Predamplifikace — prostor pro pripravu cinidel
1. Zvolte odpovidajici pocet reakénich zkumavek, potfebnych pro testovani vzorkti od pacientd a kontrol.

VloZte zkumavky do stojanku MicroAmp a zajistéte zardzkou.

2. Pripravte si pracovni smés Master Mix, a to tak, Ze do jedné 1ékovky Cinidla HPV MMX odméfite 150 pl
roztoku HPV MgCl,. Objem cinidla Master Mix neni tfeba mérit. Objem 150 ul HPV MgCl, odméite
do celé lékovky HPV MMX. Zkumavku opét uzavrete a dobie promichejte tak, Ze ji 10—15-krat obratite
dnem vzhuru. Vifeni k promiseni pracovni smési Master Mix nepouZivejte. RiZové barvivo v roztoku
HPV MgC(l, slouZi k vizualnimu ovéfeni, Ze byl roztok HPV MgCl, k ¢inidlu HPYV MMX pridan.
Zbyvajici mnozstvi HPV MgCl, zlikvidujte. Pracovni ¢inidlo Master Mix se uchovava pii teploté 2-8°C
a musi se spotfebovat do 4 hodin od pripravy.

3. Do kazdé A-zkumavky odméite 50 ul pracovniho roztoku Master Mix za pouZiti opakovaciho pipetoru
nebo pipetoru s aerosolovou bariérou nebo se Spickou ,,positive displacement”. V této fazi zkumavky
vickem neuzavirejte.

4. Vlozte stojan s pracovnim roztokem Master Mix a piriméfenym poctem vicek k uzavieni zkumavek do
uzaviratelného plastového sacku a sacek dikladné uzaviete. Pfejdéte na pracovisté pro predamplifikacni
ptipravu vzorkl a kontrol. Stojan s pracovnim roztokem Master Mix uchovavejte pfi teploté 2-8°C
v prostoru predamplifikacni pfipravy vzorkd a kontrol, dokud neni piiprava vzorkil a kontrol hotova.

Pracovni roztok Master Mix je ve zkumavkach uzavienych v plastovém sacku pri teploté 2-8°C staly po
dobu 4 hodin.

B. Priprava vzorku a kontrol
Provadéna v: Predamplifikace — prostor pro pripravu vzorku a kontroly

POZN.: Rukavice si ¢asto vymériujte a v pribéhu celého postupu dodriujte vSechna bezpecnostni opatieni
k minimalizaci kontaminace.

1. Teplotu jednoho vyhiivaciho bloku nastavte na 56°C.

2. Teplotu druhého vyhfivaciho bloku nastavte na 70°C.

3. Cinidla, vzorky a kontroly vytemperuijte na teplotu okoli (minimélng& 15 minut).

POZN.: Kroky B.4-B.7 je moZno provést béhem inkubace vzorkii/kontrol s PK a ATL (krok B.10).

4. Pridavkem 310 ul AVE rozpustte lyofilizované ¢inidlo CAR. Vifenim po dobu 10 sekund promichejte.
Lékovku parafujte a vyznacte datum.

POZN.: Rozpusténé cinidlo CAR je pri teploté 2-8°C stdle 24 hodiny; je také mozZno je rozdélit na
podily a zmrazit na -20°C.

5. K cinidlu AW2 priidejte 30 ml absolutniho ethanolu. Na $titku zaskrtnéte kontrolni okénko, abyste
vyznacili, Ze byl pfidan ethanol. Lahvicku parafujte a vyznacte datum.

6. Pripravte pracovni pufr AL, a to tak, Ze k Cinidlu AL pridate ptislusny objem rekonstituovaného CAR
podle tab. 1.
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Tabulka 1
Priprava pracovniho pufru AL

Pocet zpracovavanych vzorkiu /kontrol

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 pufr AL je tieba pred zpracovdnim vzorki a kontrol pripravit Cerstvy. Nespotiebovany
podil pracovniho pufru AL je nutno zlikvidovat.

7. Nakazdy zpracovavany vzorek a kontrolu si oznacte jednu 2 ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem.

POZN.: NEPOUZIVEJTE zkumavky se Sroubovacim uzdvérem o objemu 1,5 ml, ani zkumavky konické,
protoZe by mohly naruSovat prenos tepla béhem inkubace a lyza by nemusela probéhnout
kompletne.

Do kazdé zkumavky odméite 80 ul ATL.

Kazdy vzorek a kontrol vifenim po dobu for 10 sekund promichejte a do pfislusné oznacené
zkumavky odméite 250 pl.

10. Do kazdé zkumavky odméite 20 ul PK. Zkumavky uzaviete a vifenim po dobu 10 sekund promichejte.
Zkumavky po dobu 30 minut inkubujte v suchém vyhfivacim bloku pii teploté 56°C + 2°C.

11. Béhem inkubace vzorku a kontrol sestavte podle ptirucky k vyrobku firmy QIAGEN vakuovy rozvodny
systém QIAvac 24 (nebo QIAvac 24 Plus). Z blistrového baleni vyjméte po jedné CLM na kazdy vzorek
a kontrolu a oznacte je. Zkumavky na odpad uschovejte pro pouziti v kroku B23. Oteviete CLM a vlozte
do VC. Do CLM vlozte EXT.

12. Po inkubaci pii teploté¢ 56°C = 2°C odméite do vSech zkumavek po 250 pl pracovniho pufru AL.
Zkumavky uzavfete a vifenim po dobu 10 sekund pii maximalni rychlosti promichejte.

POZN.: Pripriddni pracovniho pufru AL se miiZe vytvorit bild sraZenina. Ta postup QIAamp nenaruSuje
a béhem ndsledujici inkubace se rozpusti.

13. Zkumavky inkubujte po dobu 15 minut v suchém vyhtivacim bloku pfi teploté¢ 70°C + 2°C. Obcas je
béhem inkubace vifenim promichejte.

14. Po inkubaci pii teploté 70°C pfidejte do vSech zkumavek po 300 ul absolutniho ethanolu. Zkumavky
uzavrete a vitenim po dobu 15 sekund pfi maximéalni rychlosti promichejte.

15. Inkubujte zkumavky po dobu 5 minut pfi teploté okoli. Podrobte zkumavky pulzni rotaci ve stolni
odstredivce pfi maximdlnich otackéch.
16. Lyzat z kazdé zkumavky prevedte do pfislusné CLM a nechte minimalné jednu minutu inkubovat.

17. Zapnéte vyvévu. VloZte na rozvodny systém vakuum, aby se odstranil veskery lyzat, a ponechte vakuum
jesté minimalné jednu minutu v chodu. Vakuum z rozvodu uvolnéte postupem uvedenym v pfirucce
k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

POZN.: Pokud lyzdt z néekterého jednotlivého vzorku nebo kontroly neprosel kompletné membrdnou,
vloZte CLM do cisté 2 ml odmérové zkumavky, uzaviete a odstredujte plnou rychlosti po dobu 1
minuty nebo tak dlouho, dokud lyzdt kompletné neprojde. Dalsi 2 ml odbérové zkumavky je
mozno dokoupit (viz ,,Potiebné materidly, které nejsou soucdsti doddvky”).

18. Do kazdé CLM odméite 750 ul AW2 a nechte minimalné 1 minutu inkubovat.

19. Zapnéte vyvévu. VloZte na rozvodny systém vakuum tak, aby se odstranila veSkera kapalina, a ponechte
vakuum jeSt€ minimdlné 1 minutu v chodu. Vakuum z rozvodu uvolnéte postupem uvedenym v pfirucce
k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

20. Do kazdé CLM odméite 750 ul absolutniho ethanolu a nechte minimalné 1 minutu inkubovat.

21. Zapnéte vyvévu. VloZte na rozvodny systém vakuum tak, aby se odstranila veSkera kapalina, a ponechte
vakuum jeSt€ minimalné 1 minutu v chodu. Vakuum z rozvodu uvolnéte postupem uvedenym v pfirucce
k rozvodnému systému firmy QIAGEN.

22. Z CLM opatrné vyjméte EXT a EXT zlikvidujte.
POZN.: Aby nedoslo ke kontaminaci, dbejte, abyste se béhem vyjimdni EXT nedotkli sousedni CLM.

23. Vlozte CLM do zkumavek pro sbér odpadu (z kroku B.11) a uzaviete vicka. Sestavy 3 minuty odstieduje
pfi maximalnich otackach.
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24.
25.
26.
27.

Oznacte po jedné ELT pro kazdy vzorek a kontrolu.

Zkumavky na sbér odpadu zlikvidujte a CLM vloZte do prislusné oznacenych ELT.
Oteviete vicka CLM a po dobu 15 minut pii teploté okoli inkubujte.

Do kazdé CLM odméite 120 pl AVE. Vicka uzaviete.

POZN.: Pred odmérenim do CLM musi byt AVE vytemperovdno na pokojovou teplotu.

28.

29.

30.

3L

Sestavy po dobu 5 minut pii teploté okoli inkubujte a potom po dobu 1 minuty pii maximélnich otackach
odstredujte.

Ze sestav vyjméte CLM a zlikvidujte je; zkumavky uzaviete. Zpracované vzorky a kontroly bud ihned
amplifikujte, nebo je uloZte pri teploté 2-8°C nebo ve zmrazeném stavu pri teploté -20°C. (Viz krok
B.31.)

Do pfislusnych amplifika¢nich zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix odmeéite po 50 ul vzorku
nebo kontroly. Na kazdy vzorek resp. kontrolu pouZijte novou $pi¢ku s aerosolovou bariérou nebo typu
»positive displacement”. Amplifika¢ni zkumavky uzaviete.

Pripravené vzorky a kontroly v amplifika¢nim kosiku preneste do prostoru Amplifikace/detekce. Zbytek
zpracovanych vzorki/kontrol je moZno uchovavat za pokojové teploty 8 hodin, pii teploté¢ 2-8°C jeden

tyden a pfi teploté -20°C nebo niZsi Ctyfi tydny, pfi¢emZ zmrazit a rozmrazit se sméji pouze jednou, jinak
by mohlo dojit ke sniZeni signalu.

Amplifikace

Provadéna v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

1.
2.

VloZte soupravu stojanku se zaraZkou do bloku zafizeni pro tepelnou cyklizaci.

Naprogramujte zatizeni GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems pro AMPLICOR HPV
Test takto:

Program HOLD: 2 minuty pii 50°C

Program HOLD: 9 minut pii 95°C

Program CYCLE: (40 cykl) 30 sekund pii 95°C, 45 sekund pii 54°C, 30 sekund pii 72°C
Program HOLD : 72°C bez omezeni

V programech CYCLE nastavte hodnotu ramp rate na 50% a jak je vyZadovano, prifadte nizev metody
(Method Name) a jméno uzivatele (User Name). Dalsi informace k programovani a obsluze zatizeni
GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems naleznete v pfislusné uZivatelské prirucce.

Nastartujte program METHOD. Na obrazovce ,,Method Options” nastavte hodnotu ,,Ramp Speed” na
»Max” a ,,Reaction Volume” na ,,100 uL.”. Znovu stisknéte START. Program béZi zhruba 2 hodiny a 45
minut. Vzorky a kontroly je tfeba ze zafizeni vyjmout a denaturovat do 1 hodiny od startu posledniho
programu HOLD.

Do 1 hodiny béhem posledniho programu HOLD vyjméte ze zafizeni stojanek, vlozte do MicroAmp
Base a ihned pokracujte krokem 5. Reakéni zkumavky nesméji v pfistroji pro tepelnou cyklizaci zGstat
déle ne? jednu hodinu. AMPLIFIKOVANE VZORKY NEPRENASEJTE DO
PREDAMPLIFIKACNIHO PROSTORU. NA AMPLIFIKOVANE KONTROLY A VZORKY JE
TREBA POHLIZET JAKO NA HLAVNI MOZNY ZDROJ KONTAMINACE.

Sejméte ze zkumavek opatrné vicka tak, aby se nemohl vytvorit aerosol amplifikovanych produktii.
Pomoci multikanalové pipety se Spic¢kami s ochranou proti tvorbé aerosolt odpipetujte ihned do prvni
zkumavky (nebo tady) 100 ul [1] DN a promichejte pétindsobnym nasatim do pipety a opétovnym
vypusténim. U vSech vzorku (fad) tento postup opakujte za pouziti vZdy nové sady Spicek. Pro dosazeni
uplné denaturace inkubujte vzorky 10 minut pii pokojové teploté.

Denaturovany amplikon je moZzno nechat pred detekci (¢ast D) stét pii pokojové teploté nejvySe 2 hodiny.
Neni-li mozné zah4jit detek¢ni reakci dfive neZ po 2 hodindch, uzaviete zkumavky novymi vicky a uloZte
denaturovany amplikon pfi teploté 2-8°C nejvyse na jeden tyden.

12



Detekce
Provadéné v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci
POZN.: Timto postupem se Fidte pro detekci amplikonu HPV a B-globinu. K detekéni reakci pouZijte HPV

MWP resp. BG MWP. Pro obé MWP pouZijte [2] HPV HYB, [3] AV-HRP, [4A] SUB A, [4B] SUB
B a [5] STOP dodané v rdmeci detekcni soupravy AMPLICOR HPV Detection Kit.

VSechna ¢inidla zahiejte na pokojovou teplotu.

Nasledujicim postupem prfipravte pracovni promyvaci roztok. Prohlédnéte si 10X WB a zpozorujete-
li srazeninu, ohfatim na teplotu 30-37°C ji rozpustte. Pfidejte jeden objem 10X WB k 9 objemiim
destilované nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pro ru¢ni promyvani pfipravte 40 ml
pracovniho promyvaciho roztoku na kazdy strip 8-jamkové mikroplotny (MWP). Pro automatické
promyvani pripravte potiebné mnoZstvi podle pouzivané promyvacky MWP. Pracovni promyvaci
roztok uchovavejte prfi teplotach 2-25°C v ¢istych uzavienych plastovych nadobach. Je staly po dobu
2 tydnt od pripravy.

Pred vyjmutim HPV MWP a BG MWP z plastového sacku je nechte vytemperovat na pokojovou
teplotu. Z plastového obalu vyjméte prislusSny pocet 8-jamkovych MWP stripii a vlozte do MWP
ramecku. Nepouzité stripy vratte do sacku, presvédcte se, Ze je v ném vysousedlo, a sicek uzaviete.

POZN.: S MWP stripy se musi zachdzet opatrné, aby se nepoldmaly. Pri vyjimdni z rdmecku vystiedte

10.

11.
12.

13.
14.
15.

MWP na 96-jamkovém strip ejektoru Costar® a rohy rdmecku rovnomérné zatlacte. K zajisténi
stripii na misté poloZte ejektor na né a rovnomérné na né tisknéte.

Do kazdé testovaci jamky MWP odméite 100 ul [2] HPV HYB.

Pokud byl denaturovany amplikon uchovavan pri teploté 2-8°C, inkubujte jej po dobu 2-4 minut pri
37°C, aby poklesla jeho viskozita.

Do jamky (jamek) MWP odméite pomoci Spi¢ek s aerosolovou bariérou po 25 ul denaturovaného
amplikonu. Na plotnu zhruba 10-15 krit jemné poklepejte nebo pétindsobnych nasitim do pipety
a vypusSténim promichejte, aby zbarveni pieslo z modrého ve svétle ZIuté (tato barevna zména indikuje, Ze
je smés dostatené promisena).

Zakryjte MWP vic¢kem a inkubujte 1 hodinu pii 37°C + 2°C.

Promyjte MWP pracovnim promyvacim roztokem 5 krat rucné nebo za pouZziti automatické mycky
MWP.

Ruc¢ni promyvani:
a. Plotny vyprazdnéte desticky a vysusSte na papirové osusky.

b. Do kazdé jamky odpipetujte tolik promyvaciho roztoku, aby se jamka zcela zaplnila
(250-300 pl). Ponechte 30 sekund plisobit. Vyprazdnéte a osuste.

c. Opakujte krok (b) 4 krat.
P1i automatickém promyvani nastavte promyvacku takto:
a. Obsah jamek vysajte.

b. Napliite kazdou jamku az po okraj pracovnim promyvacim roztokem (priblizné 250-300 pl
podle typu promyvacky), nechte ptisobit 30 sekund a vSechnu tekutinu dosucha odsajte.

c. Opakujte krok (b) 4 krat.
d. Po automatickém promyti plotnu na Cisté rovné plose osuste
Do kazdé jamky odméite 100 ul [3] AV-HRP. MWP zakryjte a inkubujte 15 minut pfi teploté 37°C + 2°C.

Pripravte si pracovni substrat smisenim 2,0 ml [4A] SUB A a 0,5 ml [4B] SUB B na kaZdou dvojici
8-jamkovych stripti mikroplotny (16 testd). Pfipraveny pracovni substrat je tfeba do 3 hodin spotiebovat.
Uchovavejte pii pokojové teplot€ a chrarite pred pfimym svétlem.

MWP promyjte, jak je popsano v bodég 8.

Do kazdé jamky, ve které bude probihat stanoveni, odméite 100 ul pracovniho substratu (AMPLICOR
Electronic Pipettor, Program 2).

Béhem 10 minut pii pokojové teploté (20-25°C) v temnu se objevi zabarveni.
Do kazdé jamky pridejte 100 pl ¢inidla [S] STOP (AMPLICOR Electronic Pipettor, Program 2).

Do 10 minut od piidani ¢inidla [S] STOP zméite absorbanci pii 450 nm. Hodnotu absorbance pro kazdy
vzorek a kontrolu zaznamenejte.
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VYSLEDKY
Interpretace vysledkii:

1. Ujistéte se, Ze jsou hodnoty absorbanci kontrol pro dané méfeni platné. Pokud méfeni platné neni, cely postup
(pripravu vzorku, amplifikaci a detekci) zopakujte.

2. Jestlize je méfeni platné, Ize vysledky vzorki interpretovat takto:

Vysledek HPV B-globin
Auso Ayso Interpretace

< 0,20 >0,20 DNA vysoce rizik. HPV nedetekovana. Negativni vysledek
infekci virem HPV nevylucuje, protoZe spravny vysledek je
podminén vhodnym odbérem vzorku, neptitomnosti
inhibitorti a dostate¢nym mnozstvi DNA pro detekci.

<0,20 <0,20 Neplatny vysledek. Pokud je DNA HPV piitomna, nedala se
detekovat. Zpracujte dalsi alikvotni ¢ast pivodniho

vzorku a test opakujte. Pokud jiZ neni pivodni vzorek

k dispozici, je tfeba odebrat novy.

=0,20 JAKEKOLIV Detekovana DNA vysoce rizik. HPV. Vzorek je na vysoce
rizikovy HPV pozitivni.

KONTROLA KVALITY

v, o v

S kazdou Sarzi az 24 vzork je tfeba zpracovat minimalné jeden replikat kontroly AMPLICOR HPV (-) a jeden replikat
kontroly AMPLICOR HPV (+). Jako je tomu vZdy pfi zavadéni nového laboratorniho postupu, musi obsluha zvazit,
zda by neméla pti kazdém testovani pouzit dalsi negativni i pozitivni kontroly, a to aZ do doby, neZ si bude dostatecné
jista, Ze provadi testovani spravné. Neni rozhodujici, na které pozici ve stojanku MicroAmp jsou kontroly zarazeny.

Vzorky a kontroly z riiznych SarZi mohou byt amplifikovany a detekovany spole¢né. OvSem spravnost vysledki
méfeni v kazdé SarZi je ovéfovana vlastni sadou kontrol, které se méfi a zpracovéavaji spolecné se vzorky. Proto je
mozné ze spolecné amplifikace resp. detekce jednu Sarzi vzork( vyfadit a stejné tak jinou SarZi na zaklade jeji
kontroly zaradit.

Vzorky a kontroly pripravené v jedné sad¢ by mély byt v tepelném cyklizatoru a na detekéni desce amplifikovany
a detekovany ve vzajemném sousedstvi. Pfesné poradi vzorkd a kontrol v tepelném cyklizatoru a na detekcni desce
ovSem neni rozhodujici.

Negativni kontrola

U kontroly AMPLICOR HPV (-) museji byt hodnoty A5, pro HPV i B-globin niZ§i nez 0,20. Pokud se kterdkoliv
z t&chto hodnot A5 rovna nebo je vyssi nez 0,20, je méfeni neplatné a cely zkuSebni postup (pfipravu vzorki,
amplifikaci a detekci) je tieba zopakovat. JestliZe je takto absorbance Ay5( kontroly AMPLICOR HPV (-) vyS&i nez
0,20 soustavné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyZzéadejte si technickou pomoc.

Pozitivni kontrola

Hodnota Ay, kontroly AMPLICOR HPV (+) musi ¢init u HPViu B-globinu minimalné 1,0. Pokud je hodnota A 45
niz§i nez 1,0, je méfeni neplatné a cely zkuSebni postup (pfipravu vzorki, amphﬁkam a detekci) je tfeba zopakovat.
JestliZe je takto absorbance A5 kontroly AMPLICOR HPV (+) niz§i nez 1,0 soustavné, spojte se s mistnim
zastoupenim firmy Roche a vyZadejte si technickou pomoc.
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BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

1.

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od predamplifika¢niho prostoru smérem k prostoru
poamplifika¢nimu (amplifikace/detekce). Predamplifikacni Cinnosti zacinaji piipravou Cinidel a pokracuji
pripravou vzorkul. Latky a vybaveni se musi prifadit jednotlivym predamplifikacnim ¢innostem a nesméji se
pouzivat k Zadnym jinym ¢innostem, ani se nesmé&ji prenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve
vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pfed opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materialy pro
pfipravu ¢inidla se nesméji pouZivat k piipravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovini amplifikované
DNA ¢i jinych zdroji ter¢ové DNA. Poamplifikatni materidly a vybaveni musi vzdy zlstat
v poamplifikacnim prostoru.

Jak je tomu pri kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu véci zasadnim pozadavkem
dodrZovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba vénovat
mimotadnou péci tomu, aby se zachovala Cistota ¢inidel soupravy a amplifikacnich smési. U vSech ¢inidel je
tieba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je na kontaminaci podezfeni, je tieba Cinidlo zlikvidovat.

OMEZENI ANALYZY

1.

10.

Test je validovan pouze pro cervikdlni buiiky v kapalném médiu (napt. PreservCyt nebo SurePath). Pokud by
byly testovany jiné typid vzorkil, mohly by byt vysledky faleSné€ negativni nebo fale$né pozitivni.

Pro pelety cerviklnich bun&k zbyvajici po zpracovéni v systému PrepStain™ (dfive AutoCyte PREP®) test
validovan neni.

Test je validovan vyhradné pro pouziti s extrakéni soupravou AmpliLute Liquid Media Extraction Kit. Pokud
by se pouZily jiné postupy extrakce vzorkil, mohly by byt vysledky chybné.

Vzorky obsahujici bioadhezivni kontracepéni gel Advantage-S® mohou AMPLICOR HPV Test narusovat.
Spolehlivé vysledky jsou odvislé od adekvatniho odbéru vzorku, pfepravy, uchovavani a postupti zpracovani.

Detekce HPV zavisi na tom, kolik virovych genomtl je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i metody odbéru
vzorku, status pacienta (napf. vék, symptomy) a popiipadé stadium infekce.

Inhibice polymerazy nebo neadekvatnost bun¢k miize vést k faleSné negativnim vysledkim. Do testu AMPLICOR
HPV Test byla zafazena amplifikace 3-globinu, coz umoziiuje zjistit zpracované vzorky, které obsahuiji latky, jez by
mohly PCR amplifikaci rusit, nebo odbér neadekvatnich bunék (¢i nespravny odbér bunck).

Riziko kontaminace amplikonu se sniZzuje diky tomu, Ze smés Master Mix pro HPV obsahuje enzym
AmpErase. Kontaminaci od HPV-pozitivnich kontrol a HPV-pozitivnich klinickych vzorkd lze ovSem
zabranit pouze dislednym uplatiiovanim zasad spravné klinické praxe a peclivym dodrzovanim postupt zde
uvedenych.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

Pro pouZiti s produktem byl validovan pouze piistroj GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied
Biosystems. Zadny jiny tepelny cyklizator (a to ani GeneAmp PCR System 2400 nebo 9600) se s timto
produktem pouZit nesmi.
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RUSIVE LATKY

Bylo zjisténo, Ze na AMPLICOR HPV Test nepiisobi rusive tyto béZné vyrobky Zenské osobni hygieny, lubrikant,
protiplisfiovy krém a kontracep¢ni Zelé.

Tabulka 2
Nazev produktu
Ortho Options™ Delfen® vaginalni kontracepéni péna Mycelex® 3 krém proti plisnim
Clotrimazole 3 vaginalni krém Vagi-Gard® 1é¢ivy krém
Gyne-Lotrimin® 3 vaginalni krém Vagisil® krém proti svédéni
Gynecort® 1% hydrokortizonovy krém proti svédéni Yeast Gard™ homeopatické vaginalni ¢ipky
Vaginex® hydrokortizonovy piipravek Norforms® deodorantni &ipky
Betadine® 1é¢ebny koncentrat pro vyplachy K-Y Brand® Jelly t&lesny lubrikant
Miconazole vnéjsi vulvélni krém Vagisil® intimni lubrikant
Monistat® 3 kombinované baleni

Na AMPLICOR HPV Test nema rusivy vliv krev ani cervikdlni hlen ve vzorcich.
Rusivy vliv na AMPLICOR HPV Test mohou mit vzorky obsahujici bioadhezivni kontracepcni gel Advantage-S.

MIMOKLINICKE HODNOCENI
A. Mez detekce a genotypova inkluzivita

Mez detekce a inkluzivita AMPLICOR HPV testu byla stanovena analyzou zfedéni plazmidd 13 vysoce rizikovych
genotypit HPV v konzervac¢nim roztoku PreservCyt. Inventar plazmidi k pfipravé fedicich panelil zahrnoval vysoce
rizikové HPV genotypy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68. Koncentrace kazdého inventare plazmidové
DNA byla stanovena Poissonovou analyzou. Redici panel zaujimal koncentraéni rozsah 10 kopii/ml - 1920 kopii/ml.
U kazdého genotypu bylo nezavisle pfipraveno minimélné 6 panelt. U kazdého vysoce rizikového genotypu byly pro
kazdou koncentraci HPV plazmidu generovdny minimdln€ 24 platné (validni) vysledky. Studie prokdzala, Ze
AMPLICOR HPV test dokdZe s Cetnosti pozitivity vyssi neZ 95% detekovat HPV genotypy 31, 52, 58 a 59 na trovni
240 kopii/ml a HPV genotypy 16, 18, 33, 35, 39, 45, 51, 56 a 68 na drovni 100 kopii/ml.

Se 100% cetnosti pozitivity jsou vSechny genotypy detekovany na urovni 480 kopii/ml.

Tabulka 3
Mez detekce pro AMPLICOR HPYV Test
Genotyp HPV Mez detekce* (kopii/ml)
16 100
18 100
31 240
33 100
35 100
39 100
45 100
51 100
52 240
56 100
58 240
59 240
68 100

*Mez detekce predstavuje > 95% pozitivita pii koncentracich uvedenych nize.
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B.

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti testu AMPLICOR HPV Test byla provedena studie. Reprodukovatelnost byla
hodnocena po dobu 15 dnil pfi zapojeni dvou laboratornich pracovniki a pii pouZiti tii Sarzi ¢inidel. Kazdy pracovnik
provadél po dobu 5 dni jedno méfeni denné za pouziti kazdé ze 3 Sarzi Cinidel. Byl pfipraven tfi¢lenny panel
sestavajici z DNA plazmidu HPV genotypu 16 v konzervacnim roztoku PreservCyt. Koncentrace plazmidu
genotypu 16 Cinily 480, 960 a 1440 kopii/ml. Kazdy Clen panelu byl pti kazdém méfeni testovan triplicitné. VSechny
replikaty pii vech testovanych koncentracich byly pozitivni. Udaje z této studie jsou shrnuty v tab. 4.

Tabulka 4
Reprodukovatelnost testu AMPLICOR HPV Test

Reprodukovatelnost

kopii/ml Pocet % i.s.*
1440 90 90 100 96-100%
960 90 90 100 96-100%
480 90 90 100 96-100%

HPV-negativni (A,5, < 0,20)
0 90 90 100 96-100%

*95% interval spolehlivosti
C.

Specificnost testu AMPLICOR HPV Test byla hodnocena tak, Ze byly do konzerva¢niho roztoku PreservCyt pridany
plazmidy vypéstovanych bakterii, vird, prvokd, kvasinek a ,,nizkorizikového” viru HPV uvedenych v tab. 5. VSechny
vzorky byly analyzovany testem AMPLICOR HPV Test. Vysledky ukazuji, Z2 AMPLICOR HPV Test nevykazuje
ktizovou reaktivitu s celou fadou vird, bakterii, prvokd, kvasinek ani s ,,nizkorizikovymi” viry HPV, které mohou byt
v cervikalnich vzorcich pfitomny.

Analyticka specificnost:

Tabulka 5

Testované non-HPYV mikroorganismy a ,,nizkorizikové” genotypy HPV

Achromobacter xerosis

Derxia gummosa

Mycobacterium avium

Acinetobacter sp.genospecies 3

Eikenella corrodens

Mycoplasma hominis

Actinomyces isrealii

Enterobacter cloacae

Neisseria gonorrhea

Aerococcus viridans

Enterococcus faecalis

Pasteurella maltocida

Aeromonas hydrophila

Erysipelothrix rhusiopathiae

Pediococcus acidilactica

Agrobacterium radiobacter

Escherichia coli

Peptostreptococcus productus

Alcaligenes faecalis

Ewingella americana

Prevotella corporis

Bacillus thuringiensis

Flavobacterium meningosepticum

Propionibacterium acnes

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

Staphylococcus aureus

Chlamydia trachomatis ser E

Klebsiella pneumoniae ss ozaenae

Streptococcus anginosus

Chlamydia trachomatis ser A

Lactobacillus vaginalis

Streptococcus epidermidis

Chromobacter violaceum

Lactococcus lactis cremoris

Trichomonas vaginalis

Citrobacter braakii

Legionella pneumophila

Treponema phagedenis

Clostridium perfringens

Leuconostoc paramesenteroides

Vibrio parahaemolyticus

Corynebacterium genitalium

Micrococcus luteus

Yersinia enterocolitica

Cryptococcus neoformans

Moraxella osloensis

Deinococcus radiopugnans

Morganella morganii

Lidsky papilloma virus 6

Lidsky papilloma virus 43S

Lidsky papilloma virus 57

Lidsky papilloma virus 11

Lidsky papilloma virus 44

Lidsky papilloma virus 64

Lidsky papilloma virus 26

Lidsky papilloma virus 53

Lidsky papilloma virus 66

Lidsky papilloma virus 40

Lidsky papilloma virus 54

Lidsky papilloma virus 67

Lidsky papilloma virus 42

Lidsky papilloma virus 55B

Lidsky papilloma virus 70
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D. Klinicka citlivost a specifi¢nost

Analyzou klinickych cervikdlnich vzorki byla ve dvou samostatnych studiich hodnocena funkcnost testi
AMPLICOR HPV Test a Hybrid Capture® 2 High Risk HPV DNA Test™ (HC2 od firmy Digene Corp.,
Gaithersburg, MD, USA).

V ramci prvni studie bylo pomoci testt AMPLICOR HPV a HC2 HPV DNA proméfeno 478 cervikélnich vzorki
odebranych do konzervacniho roztoku PreservCyt a 284 cervikalnich vzorkii odebranych do konzervacni tekutiny
SurePath. Pfitomnost nebo nepfitomnost DNA vysoce rizikového HPV ve vzorcich byla stanovena souhlasem obou
testll a dal$i analyzou vzorkd, jez poskytly nesouhlasné vysledky, za pouZiti kombinace modifikovanych PCR
specifickych pro typ E73 a testu LINEAR ARRAY HPV Assay?. Citlivost a specifi¢nost na DNA vysoce rizikového
HPV v cervikdlnich vzorcich v konzervacnim roztoku PreservCyt a v konzervacni tekutiné SurePath byla
stanovena jak pro AMPLICOR HPV test, tak pro HC2 HPV DNA test (Tab. 6 a 7).

Tabulka 6
Citlivost a specificnost testt AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV DNA Test na pritomnost DNA vysoce
rizikového HPV v cervikdlnich vzorcich uloZenych v konzervacnim roztoku PreservCyt

Test Parametr Odhad 95% i.s.*
AMPLICOR HPV Citlivost 96,3% 92-99%
AMPLICOR HPV Specifi¢nost 95,6% 94-98%

HC2 HPV DNA Citlivost 88,9% 83-93%
HC2 HPV DNA Specifi¢nost 92.7% 89-95%

* 95% Waldlv interval spolehlivosti

Tabulka 7
Citlivost a specificnost testui AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV DNA Test na pritomnost DNA vysoce
rizikového HPV v cervikdlnich vzorcich uloZenych v konzervacni tekutiné SurePath

Test Parametr Odhad 95% i.s.*
AMPLICOR HPV Citlivost 95,8% 90-99%
AMPLICOR HPV Specifi¢nost 95,8% 92-98%

HC2 HPV DNA Citlivost 82,2% 74-87%
HC2 HPV DNA Specifi¢nost 94,6% 90-97%

* 95% Walduv interval spolehlivosti
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Tab. 8 shrnuje funkéni parametry testh AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV DNA Test (citlivost a specificnost pro
DNA vysoce rizikového HPV) pii slouceni vysledkd ziskanych u vzorkd uloZenych v kapalnych cytologickych
médiich jak PreservCyt, tak SurePath.

Tabulka 8
Citlivost a specifi¢nost testi AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV DNA Test na pfitomnost DNA vysoce
rizikového HPV v cervikdlnich vzorcich uloZenych v kapalnych cytologickych médiich (PreservCyt a

SurePath)

Test Parametr Odhad 95% i.s.*
AMPLICOR HPV Citlivost 96,1% 93-99%
AMPLICOR HPV Specifi¢nost 95,6% 93-97%

HC2 HPV DNA Citlivost 86,1% 81-90%
HC2 HPV DNA Specifi¢nost 93,4% 91-95%

* 95% Walduv interval spolehlivosti

Ve druhé studii byl testem AMPLICOR HPV Test analyzovan 201 vzorek od 201 osoby sekvencné vybrané
z pacientskych vzorkil uloZenych v konzerva¢nim roztoku PreservCyt. U vsech vzorkd bylo piivodné pozadovano
cytologické testovani a na studijni pracovisté k testovani na HPV byly vzorky poukazany na Zadost Iékaie; pii pouZiti
testu Hybrid Capture 2 (HC2) High Risk HPV DNA Test firmy Digene byl 101 vzorek na DNA vysoce rizikového
HPV negativni a 100 vzorka bylo na DNA vysoce rizikového HPV pozitivnich.

Vzorek od jedné pacientky byl testem AMPLICOR HPV Test analyzovan dvakrat, ale ani jednou nebyl vysledek
platny. Pro nedostatek dal$iho materidlu nemohl byt vzorek jiz dale testovan a byl z analyzy vyloucen.

Diskrepantni vzorky byly testovany modifikaci PCR specifickych pro typ E73. Dile bylo pro testovani pomoci PCR
specifickych pro typ E7 aplikovano na 10% nahodné vybranych vzorkd se souhlasné pozitivnim vysledkem a 10%
vzorkl se souhlasné negativnim vysledkem.

Citlivost a specifi¢nost testt AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV Test byla posouzena pomoci Bayesova teorému!2.
Standardni chyby odhadii parametri byly vypocteny metodou delta. Pro citlivost a specifi¢nost jednotlivych testi byl
vypocitan 95% Waldiv normalni aproximovany interval spolehlivosti.

Odhad citlivosti a specifi¢nosti testt AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV Test shrnuje tab. 9.

Tabulka 9
Citlivost a specifi¢nost testi AMPLICOR HPV Test a HC2 HPV DNA na pfitomnost DNA vysoce rizikového
HPYV DNA v cervikdlnich vzorcich

Test Parametr Odhad 95% i.s.*
AMPLICOR Citlivost 93,1% 88-98%
AMPLICOR Specificnost 94,9% 90-99%

HC2 Citlivost 90,2% 84-96%

HC2 Specifi¢nost 92.9% 88-98%

* 95% Waldulv interval spolehlivosti

E. Selhani celého systému

Robustnost testu AMPLICOR HPV Test byla hodnocena testovanim 110 identickych zkuSebnich roztoki (replikati)
obsahujicich DNA HPV v koncentraci predstavujici pfiblizn¢ trojndsobek meze detekce testu. Tyto roztoky byly
pfipraveny v konzervacni tekutin€ SurePath a v konzerva¢nim roztoku PreservCyt. Obsahovaly také 20 000
kopii/ml plazmidu se sekvenci B-globinu. NedoSlo k Zadnému piipadu selhani systému (hodnoty OD pro HPV
a B-globin pod cut-off limitem zkouSky) pii Cetnosti selhani celého systému 0% s 95% intervalem
spolehlivosti 0-3,3%.
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