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Conjugate 100x Konjugat

Conjugate diluent Redéni konjugatu
Denaturation solution Denaturacni roztok
|HYBRIDIZ SOLN| Hybridization solution Hybridizacni roztok

| RINSE SOLN| 5x| Rinse solution 5x Promyvaci roztok

| STRIN WASH SOLN] Stringent wash solution Promyvaci roztok silny
Strips Stripy

[SUBS [BCIPINBT[100x|  Substrate BCIP/NBT 100x  Substrat BCIP/NBT 100x
Substrate buffer Substratovy pufr
Danger Nebezpeci

Warning Varovani

Line Probe Assay

Pouziti

INNO-LiPA HPV Genotyping Extra ll je , line probe assay“ pro in vitro diagnostické
pouziti, kvalitativni detekci a identifikaci genotypu lidského papilomaviru (HPV)
pomoci detekce specifickych sekvenci na L1 regionu genomu HPV extrahovanych
z cervikalnich bunék v kapalném mediu nebo prvniho proudu moci nebo vzorku
tkané fixovaného formalinem a zalitého v parafinu (FFPE). Jsou detekovany a
identifikovany nasledujici genotypy:

- HPV HR*GT: 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68

- HPV pHR*GT: 26, 53, 66, 70, 73, 82

- HPV LR* nebo neklasifikované GT: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 67, 81, 83, 89

(*) oznageni HR, pHR, nebo LR je pouze informacni a je zaloZzeno na publikaci Munoz
a kol. (2003) a IARC monografii (Vol. 100B (2012).

Vysledky testu by mély byt pouzity spole¢né s dalSimi klinickymi informacemi
Princip testu

INNO-LiPA HPV Genotyping Extra |l je zalozen na principu reverzni hybridizace.
Cast oblasti L1 (region SPF10) genomu lidského papilomaviru (HPV) je
amplifikovana specifickymi primery HPV a vysledkem toho jsou biotinované
amplikony, které jsou potom denaturovany a hybridizovany specifickymi
oligonukleotidovymi probami. Pro kontrolu kvality vzorku a extrakce je
amplifikovan i par primertd lidského genu HLA-DPB1. VSechny proby jsou
imobilizovany v paralelnich liniich na membranovych prouzcich. Po hybridizaci a
promyti je pfidana streptavidinem konjugovana alkalicka fosfataza, ktera se vaze
na predtim vytvorené biotinylované hybridy.

Inkubaci s chromogenem BCIP/NBT se vytvofi purpurova srazenina a vysledky
mohou byt interpretovany vizualné nebo pomoci softwaru LiRAS pro LiPA HPV.
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Pro standardizovanou pfipravu biotinylovaného amplifikovaného materialu Ize
pouzit amplifikaéni sadu (INNO-LiIPA HPV Genotyping Extra 1l Amp). Tato
amplifikaCni souprava je zaloZzena na polymerazové fetézové reakci vyuZzivajici
SPF10 primery. . .

Produkty amplifikace jsou nasledné hybridizovany za pouziti jednoho
typizovaného prouzku, kde je fixovano 32 sekvencéné specifickych DNA linii préb
a 4 kontrolni linie (viz obrazek 1).

INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il assay: jednotlivé kroky:

Krok 1  Amplifikace extrahované DNA.

Krok 2 Hybridizace amplifikovaného produktu na stripu, nasledovana
dUslednym promytim.

Krok 3 pfidani konjugatu a substratu, vedouci k vyvoji barvy.

Krok 4 Vizualni interpretace vzoru signall nebo software LiRAS for LiPA HPV.

Reagencie
Popis, priprava pro pouZiti a doporuc¢ené podminky skladovani

- Skladovany pfi 2—-8 °C, oteviené nebo neoteviené, v plvodnich lahvi¢kach, jsou
Cinidla stabilni az do data exspirace soupravy. Nepouzivejte ¢inidla po jejich
datu exspirace. Zadné z &inidel nezmrazuijte.

- Cinidla by méla byt skladovana tak, aby byla chranéna pred jakymkoliv zdrojem
kontaminujici DNA, zvlasté pred amplifikacnimi produkty.

- VSechna Cinidla a tuby s prouzky by mely byt vytemperovany na pokojovou
teplotu (20-25 °C) asi 60 minut pfed pouzitim a mély by byt vraceny do
chladnicky ihned po pouziti.

- Zmeény fyzikalniho vzhledu reagencii v soupravé mohou znamenat nestabilitu
nebo rozklad.

- Aby se minimalizovala moznost, ze se prouzky pred pouzitim zvini, doporucuje
se skladovani tuby ve vodorovné poloze.

- Dodavané reagencie:

Slozka Mnozstvi Ref. Popis

Prouzky 1x20 60584 Obsahuje 20 prouzkd INNO-LIPA HPV Genotyping
Extra Il oznaCenych modrou znackou.

Denaturacéni 1x1ml 56718  Alkalicky roztok obsahujici EDTA.

roztok Tato lahvicka by se méla ihned po pouziti uzavfit.

(Denaturation Dlouhodobé vystaveni tohoto roztoku na vzduchu

Solution) vede k rychlému zhor$eni denaturagnich vlastnosti
tohoto roztoku.

Hybridizaéni 1x80ml 57420 SSC pufr obsahujici laurylsufat sodny (SLS a 0,01%

roztok MIT<0,1%CAA jako konzervant). Hybridiza¢ni roztok

(Hybridization by mél byt pfedehfat na teplotu nejméné 37 °C, ale ne

Solution) vy$Si nez 49 °C.

Promyvaci 1x200ml 57421  SSC pufr obsahuijici laurylsufat sodny (SLS a 0,01%

roztok (Stringent MIT<0,1%CAA jako konzervant). Hybridizani roztok

Wash Solution) by mél byt pfedehrat na teplotu nejméné 37 °C, ktera

vSak nesmi byt vySSi nez 49 °C
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Slozka
Konjugat 100x
(Conjugate
100x)

Rozpoustédlo
konjugatu
(Conjugate Dil)
Substrat
BCIP/NBT 100x
(Substrate Buff)
BCIP/NBT 100x)

Substratovy pufr
(Substrate Buff)

Promyvaci
roztok 5x

(Rinse Solution
5x)

Inkub. ZIabky.
Odecitaci karty
Zapis dat

Mnozstvi Ref.
1x0,8ml 56952
1 x 80 ml 56951
1x0,8ml 56954
1x180ml 56953
1x80ml 56721
3 _

1
1

Popis
Streptavidin znacCeny alkalickou fosfatazou v Tris
pufru obsahujicim stabilizatory proteind a 0,01%
MIT/<0,01% CAA jako konzervacCni latky. Pred
pouzitim se naredi na 1/100 roztokem konjugatu
(Conjugate Diluent): Pro kazdy testovaci Zlabek se
pfipravi 2 ml pracovniho roztoku konjugatu + 2 ml
navic pro manualni testovani.
Pracovni roztok konjugatu je stabilni po dobu 8 hodin
pfi pokojové teploté (20-25) °C, pokud se skladuje na
tmavém misté.
Fosfatovy pufr obsahujici NaCl, detergent, stabilizatory
proteind a 0,01% MIT/<0,1% CAA jako konzervaéni
latky.
BCIP a NBT v DMF. Pfed pouzitim nafedény na 1/100
substratem tlumivého roztoku (Substrate Buffer): Pro
kazdy testovaci Zlabek se pfipravi 2 ml pracovniho
roztoku substratu + 2 ml nadbytku pro manualni
testovani.
Pracovni roztok substratu je stabilni po dobu 8 hodin
pfi pokojoveé teploté (20-25) °C, pokud se skladuje na
tmavém misté.
Tris pufr obsahujici NaCl, MgClz a 0,01% MIT/<0,1%
CAA jako konzervaéni latky.
Fosfatovy pufr obsahujici NaCl, detergent a 0,05%
MIT/0,5% CAA jako konzervacni latky. Pfed pouZzitim
se nafedi na 1/5 destilovanou vodou nebo
deionizovanou vodou: Pro kazdy testovaci zlabek se
pfipravi 8 ml pracovniho promyvaciho roztoku + 10 ml
navic pro manualni testovani.
Pracovni promyvaci roztok je stabilni po dobu 2 tydn(
pfi (2-8 °C).
Inkubaéni zlabky
Karta pro identifikaci pozitivnich linii.

Pro skladovani vyvijenych prouzku.

Potrebné materialy, které nejsou soucasti soupravy

- INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Amp.ll
- Destilovana nebo deionizovana voda.

- Jednorazové rukavice.
- Jednorazové $picky pipet bez DNA/ DNAsy (odolné vUci aerosoltm).
- Chemické klesté pro manipulaci s prouzky.

- Odmérné valce (10, 25. 50 a 100 ml).

- Nastavitelné pipety pro pipetovani 1-20 ul, 20-200 ul a 200—1 000 pl.
- TrepacCka s vifivym pohybem nebo ekvivalentni.

- Mikrocentrifuga.

Material potrebny pouze pro manualni postup:

- Vodni lazen s protfepavaci deskou (80 ot./min, se Sikmym vikem; teplotou

nastavitelnou na 49 °C £ 0,5 °C).
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- Odsavaci aparat.
- Kalibrovany teplomér.
- Trepacka s orbitalnim pohybem nebo vykyvna tfrepacka.

Doporuceni

Pro trepaCku s orbitalnim pohybem:

e Prumér kruhového pohybu by mél byt stejny nebo vétsi nez 13 mm.
e Doporucena rychlost pro 13 mm kruhovy pohyb je 160 otacek za minutu.
Pro reciprocni tfepacku:

e Doporucena rychlost pro pohyb je 80 pohybu za minutu.

Pro vykyvnou trepacku:

¢ Vykyvny uhel by nemél prevysit 13°, aby se zabranilo rozliti kapaliny.
e Doporucena rychlost je 50 otacek za minutu.

- Jednorazova multipipeta (Eppendorf, volitelna).

- Stopky, 2 hodinové (x 1 minuta).

Bezpecnost a zivotni prostredi

O potencialné nebezpeénych slozkach se prosim informujte v
Bezpeénostnim listu (SDS) a na stitku vyrobku. NejnovéjSi verze
bezpeénostniho listu (SDS) je dostupna na webové strance:
www.fujirebio-europe.com

Danger (HENAT SOLN

H314 P260 P280 P303+P361+P353 P305+P351+P338
Nebezpe¢i P310 P363

RINSE SOLN [ 5x

Warning
@ Obsahuje 2-chloracetamid
Varovani H317 P261 P280 P333+P313 P362+P364 P302+P352

Danger [SUBS[BCIP/NBT|[100x
obsahuje N,N-Dimethylformamid 5,5 Diphenyl-3,3"-

P

bis(4-nitrophenyl)-2,2"-(3,3 -dimethoxybisfphenyl-4,4 ylene)
ditetrazolium dichlorid a methanol

Nebezpeti H312+H332 H319 H360D
P201 P261 P280 P303+P361+P353 P305+P351+P338

P308+P313
Udaje o nebezpedi
H312+H332 Skodlivy pfi styku s kzi a pfi vdechnuti.
H314 ZpuUsobuje tézké poleptani kiize a poSkozeni o¢i.
H317 Muze zpusobit alergickou kozni reakci
H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oCi
H360D Muze posSkodit nenarozené dité

Preventivni opatreni
P201 Pfed pouzitim si obstarejte specialni pokyny.
P260 Nevdechujte mlhu/ vypary / aerosol
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P261 Zabrante vdechnuti mlhy/ vyparu / aerosolu
P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
ochranu o€i / ochranu obli¢eje
P302+P352 NA KUZI: Umyjte vétsim mnoZstvim mydla a vody

P303+P351+P353 PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Veskeré
kontaminované Casti odévu okamzité sviléknéte.
Oplachnéte kuzi vodou [nebo osprchuijte] .

P305+P351+P338 PRI ZASAZENIi OCi: Né&kolik minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni CocCky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ilze vyjmout snadno. PokraCujte ve
vyplachovani.

P308+P313 Pfi expozici vyhledejte Iékafe a ziskejte Iékarské
doporuceni.

P310 Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO /lékare/.

P333+P313 Pokud se objevi vyrazka nebo podrazdéni
kUze kontaktujte I1ékafre.

P362+P364 Sejméte kontaminovany odév a pred
opétovnym pouzitim vyperte.

P363 Kontaminovany odév pred dalSim pouzitim
vyperte.

- Tyto testy by mél provadéet pouze odborné proskoleny personal.

- Se vzorky by se mélo vzdy zachazet jako s potencialné infekénimi. Proto
vSechny krevni slozky a biologické materialy by mély byt povazovany za
potencialné infekcni. a podle toho by se s nimi mélo manipulovat.

- VSechny krevni slozky a biologické materialy by mély byt likvidovany podle
nasledujicich stanovenych bezpecnostnich postupu:

e Autoklavem po dobu nejméné 15 minut pfi 121 °C.

e Spalovanim jednorazového materialu.

e Smichanim kapalného odpadu s chlornanem sodnym tak, aby konec€na
koncentrace byla + 1 % chlornanu sodného. Pred likvidaci se roztok ponecha
stat pres noc.

Upozornéni: Pfed pfidanim chlornanu sodného neutralizujte kapalny odpad,
ktery obsahuje kyselinu.

- Pokud manipulujete s nebezpecnymi nebo infekénimi Cinidly, je nutné pouzivat:
prostfedky osobni ochrany: ochranné rukavice a ochranné bryle.

- S odpadem by mélo nakladat podle smérnic instituce o likvidaci odpadl. Méla
by byt dodrzena vSechna statni a mistni nafizeni o ochrané Zivotniho prostredi.

Vzorky

Protoze INNO-LIPA HPV Genotyping Extra Il test vyuZiva jako vzorek biotinovany
amplifikovany DNA material, je jako amplifikacni souprava vhodna INNO-LiPA
HPV Genotyping Extra Il Amp, ktera amplifikuje relevantni DNA ze vzorku:

(1) Cervikalni buriky odebrané do Surepathova meédia neb do média
PreservCyt.
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(2) Prvni proud moc€i s konzervantem
(3) Vzorek tkané fixovany formalinem a zality v parafinu (FFPE)

Poznamky a upozornéni

Pouze pro odborné pouzivani

Nemichejte Cinidla z rlznych souprav, pokud nemaji sloZky identicka Cisla
Sarze.

Nepouzivejte opakované jednorazovy laboratorni material.

VSechny nadoby pouzité k pfipravé roztokd konjugatu a substratu by mély byt
dikladné vycistény a oplachnuty destilovanou vodou.

Zabrante mikrobialni kontaminaci €inidel.

Pouzivejte nové SpiCky pipet bez DNA/DNasy pro kazdy alikvotni vzorek.
Doporucuji se jednorazové pipetovaci Spi¢ky sterilné balené, odolné aerosolu.

Postup pfipravy a manipulace

Manipulace s prouzkem

Prouzky jsou urCeny pro jedno pouziti

Nedotykejte se prouzkd holyma rukama; pouzivejte Cisté laboratorni klesté.
Pro identifikaci testovacich stripl pouzivejte tuzku. Nepouzivejte propisovaci
tuzku apod. Identifikacni Cislo napiste nahoru nad znackovaci linii na prouzku
Stripy se umisti do zlabku stranou potazenou membranou nahoru (tato strana
je oznacena).

Testovaci stripy by mély vzdy zlstat ve stejném Zlabku béhem celé doby
riznych inkubacnich krokd.

Nepouzité nebo uz vyvinuté stripy by nemély byt na intenzivnim svétle a teple.
Vyvinuté prouzky se pred interpretaci, pokrytim a skladovanim nechaji zcela
ususit.

Vyvinuté suché prouzky by mely byt uchovavany prevazné v temnu pri pokojove
teploté (20-25 °C).

Nepouzivejte zlabky opakované.

Manualni pracovni postup

Pokyny pro inkubaci

Hybridizace a inkubace pfi disledném promyvani by mély byt provadény pfi
presné 49 °C ajsou to nejkritictéjSi kroky k zabranéni faleSné pozitivnich
(teplota je pfili§ nizka) nebo faleSné negativnich / velmi slabych signalu (teplota
je pfilis vysoka). Protfepavaci vodni lazen se Sikmym vikem umoznuje dobrou
kontrolu zmén teploty. Je nutna kontrola pfesné teploty kalibrovanym
teplomérem (do 0,5 °C od nastavené teploty 49 °C).

Vzdy béhem inkubace uzavirejte viko vodni Iazné, abyste se vyvarovali faleSné
pozitivnich signalu.

Pfi hybridizaci a promyvani nepouzivejte horkovzdusnou trepacku
Amplituda pohybu generovaného jak protfepavanim vodni lazné (postup
hybridizace a promyvani), tak tfepaCkou s orbitalnim pohybem, s
oboustrannym pohybem nebo vykyvnym pohybem (postup pro vyvijeni barvy)
je kriticka / podstatna pro dosazeni maximaini citlivosti a homogenity zbarveni.
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Amplituda by méla byt co nejvétsi, tak, aby se ve zlabku jak kapalina, tak
zkuSebni prouzky pohybovaly tam a zpét. AvSak musi se zabranit rozstfikovani
kapaliny pfes okraje zlabku.

- Pro hybridizaci a promyvani musi byt zlabky umistény na tfepacce vodni lazné.
Hladina vodni lazné se nastavi mezi 1/3 az Y2 vysky zlabku. Ujistéte se, zZe
Zlabky neplavou na vodé. Voda by méla byt v pfimém kontaktu se Zlabky.

- Inkubace pro vyvoj barvy by méla byt provadéna pfi teploté mezi 20-25 °C.
Jestlize je teplota pod 20 °C, mohou byt slabsi vysledky, pfi teploté nad 25 °C,
se muze objevit vy$Si pozadi a/nebo faleSné pozitivni signaly.

- Uvedena doba inkubace by méla byt pfesné dodrzovana, aby se zajistilo
spravné provedeni testu

- Nezakryvejte zlabky. BEhem hybridizace a inkubace promyvanim mohou byt
zlabky ve vodni lazni nezakryté. Jejich zakryti muze zpusobit kfizovou
kontaminaci.

Pokyny pro vyménu kapaliny ve Zlabcich

- Kapalinu odsajte ze zlabku pipetou, nejlépe pripojenou na vakuovou
odsavacku. Zlabky drzte pod uhlem, aby vSechna kapalina stekla na jeden
konec.

- Do kazdého Zlabku pfidejte 2 ml pfisluSného roztoku po dle navodu k pouZiti.

POZNAMKA: Uziteéna je davkovaci multipipeta Multipipette® (Eppendorf).
- Tento krok opakujte tolikrat, kolikrat je uvedeno v protokolu testu.

POZNAMKA: Nepfipustte, aby mezi kroky promyvani prouzky uschly.

- Ujistéte se, ze povrch prouzki neni béhem odsavani poSkozen. Nejlépe
nasavejte kapalinu z horni Casti prouzku nad znacCkou

- Ujistete se, ze s cely prouzek je dobfe promyt celkovym ponofenim do roztoku

- Pokud je to nutné, upravte rychlost tfrepacky.

Hybridizace
POZNAMKA: Noste jednorazové rukavice a pouzivejte chemické klesté.

- Vodni lazenn tfepaCky zahfejte presné na 49 °C. Teplotu zkontrolujte
kalibrovanym teplomérem, a pokud je to nutné, vyregulujte. Hybridization
solution (hybridizaCni roztok) a Stringent Wash solution (promyvaci roztok) se
predehreji na nejméneé 37 °C, ale teplota nesmi presahnout 49 °C. Pred
pouzitim promichejte.

- Klestémi vyjméte z tuby pozadovany pocet testovacich prouzkd (1 prouzek na
vzorek) a na horni znaCku prouzku tuzkou napiste identifikacni €Cislo.

- Vezméte pozadovany pocCet testovacich zlabku (1 Zlabek na 1 prouzek) a vlozte
je do ramecku.

- Pipetujte 10 ul denaturaéniho roztoku (Denaturation Solution) do horniho rohu
kazdého zlabku.

POZNAMKA: Ihned po pouziti lahvicku uzavrete.

- Pridejte 10 pl amplifikovaného biotinylovaného produktu do denaturacniho
roztoku (Denaturation Solution) a opatrné promichejte nékolikrat pipetou
nahoru a dold. Vzdy pouzijte Spicky pipety bez DNA/DNasy, odolné vuidci
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aerosolu. Ponechte denaturaci probihat po dobu 5 minut pfi pokojové teploté
(20 az 25 °C).

- Protrepte predehraty hybridizaéni roztok a opatrné pfidejte do kazdého
Zlabku 2 ml k denaturovanému amplifikovanému produktu. Dejte pozor, abyste
béhem pipetovani nekontaminovali sousedni Zlabky.

Ihned vlozte prouzek do Zlabku oznaCenou stranou nahofre.
Prouzky by mély byt zcela ponofeny do roztoku.

- Umistéte zlabky v ramecku do vodni lazné tfrepacky vytemperované na 49 °C
(pfiblizné 80 rpm (ot. za min); viz "Pokyny pro inkubaci"), uzaviete viko
a inkubujte po dobu 60 minut.

POZNAMKA: Zabrarite nastfikani vody z vodni lazné do Zlabka. Nastavte
hladinu vody mezi 1/3 a 1/2 vySky Zlabka.

Ddikladné promyvani

- Po hybridizaci vyjméte ramecek se zlabky z vodni lazné.

- Ramecek se Zlabky drzte pod malym uhlem, a kapalinu ze Zlabku nasavejte
pipetou, nejlépe pfipojenou na vakuum. Do kazdého Zzlabku pfidejte 2 ml
predehfatého promyvaciho roztoku (Stringent Wash solution) a promyvejte
trepanim po dobu 10 az 20 sekund pfi pokojové teploté. Odsajte roztok
z kazdého zlabku

- Promyvani opakujte jesté jednou (viz "Pokyny pro vyménu kapaliny ve
Zlabcich").

- Nakonec nasajte roztok a kazdy prouzek inkubujte v2 ml predehratéeho
promyvaciho roztoku (Stringent Wash solution) ve vodni lazni tfepacky pfi
49 °C po dobu 30 minut. Uzaviete viko vodni lazné.

POZNAMKA: Bé&hem inkubace pfi promyvani pfipravte Rinse solution
(promyvaci roztok) a konjugat (viz "Cinidla").

Vyvoj barvy
VSechny nasledujici inkubace jsou provadény pii 20 — 25°C v tfrepacce.

1. Kazda pipeta se promyva dvakrat po dobu 1 minuty 2 ml zfedéného
promyvaciho roztoku (Rinse Solution) (viz "Pokyny pro vyménu kapaliny ve
Zlabcich"). Odsaje se.

2. Do kazdého zlabku se pfidaji 2 ml roztoku konjugatu (Conjugate solution)
a inkubuje se po dobu 30 minut s protfepavanim. Odsaje se
POZNAMKA: ca 10 minut pfed ukon&enim inkubace konjugatu se pfipravi

roztok substratu (Substrate solution) (viz "Reagencie").

3. Kazdy prouzek se promyva dvakrat po dobu 1 minuty 2 ml narfedéného
promyvaciho roztoku (Rinse solution) a jednou se promyje 2 ml substratového
pufru (Substrate Buffer). Odsaje se.

4. Do kazdého Zlabku se pfidaji 2 ml roztoku substratu (Substate solution) a
inkubuje se 30 minut s protfepavanim. Odsaje se.

5. Promyvanim prouzku se zastavi vyvoj barvy: dvakrat 2 ml destilované vody,
zatimco se protfepava po dobu nejméné 3 minut.

6. KleStémi se vyjmou prouzky a umisti se na absorpCni papir. Prouzky se nechaji
zcela uschnout a zafixuji se na listu pro zapis dat. Nahore je linie znacky. Linie



81534 INNO LiPA HPV GT Extra Il/ 28846 v9 / FRI29555 str. 11/16

kontroly konjugatu pomaha spravnému nastaveni prouzku na dokumentacnim
listu.

Automatizovany pracovni postup

Pristroje a asociované protokoly od Fujirebio Europe N.V najdete na
(www.fujirebio-europe.com/automation).

Vysledky
Odecitani

Vysledky by mély byt odCitany az ze zcela suchych prouzkd. VSechny viditelné
linie by mély byt porovnany s pouzitim odecitaci karty pro INNO-LIiPA HPV
Genotyping Extra Il —Zarovnanim modré linie znacky/ markeru na stripu a na
odecitaci karté.

Obrazek 1 ilustruje polohu rtznych oligonukleotidovych préb na prouzku INNO-
LiPA HPV Genotyping Extra Il. Linie je povazovana za pozitivni, kdyz se objevi
jasna purpurove-hnéda linie po ukonceni prace.
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Obrazek 1: Umisténi specifickych prob na prouzku INNO-LIPA HPV Genotyping Extra I, znacCici
linie je pro orientaci pfitomna nahofe na prouzku. Tato linie je modra, a tudiz zjevné
barevné odlisena od linii INNO-LIPA HPV Genotyping Extra stripu.

Kontrola kvality

- Prvni linie (ihned pod oznacenou linii) je kontrolni linie konjugatu. Tato linie
kontroluje pfidavani reaktivniho roztoku konjugatu a substratu béhem postupu
detekce. Méla by byt vzdy pozitivni a méla by mit pfiblizné stejnou intenzitu na
kazdém prouzku ve stejné sérii, Negativni vysledek linie konjugatu svédci o
chybé ve vyvijeni barvy testu. Vysledek by mél byt vyhodnocen jako
nehodnotitelny a doporucuje se opakovani testu LiPA.

- Druha linie je kontrolni linie lidské DNA. Primery amplifikujici fragment
humanniho genu HLA-DPB1 jsou pfidany k soupravé HPV amplifikace, aby
monitorovaly kvalitu vzorku a ucinnost extrakce. Tato linie by méla byt vzdy
pozitivni, ackoliv pokud je vysoké mnozstvi HPV ve vzorku, je mozné, ze doslo
ke kompetici mezi HPV a lidskou DNA.

- VZdy pridavejte k sérii pozitivni kontrolu: napf. pozitivni kontrola amplifikace je
zahrnuta v INNO-LIiPA HPV Genotyping Extra Amp soupravé. Pozitivni kontrola
obsahuje PHV6 a HLA-DPB1 a méla by reagovat na nasledujicich liniich:
Kontrola konjugatu (Conj.Control), kontrola hDNA (hDNA control), kontrola 1
HPV a linie 20 (HPV6). Pokud se v tomto pfipadé oCekavané linie neobijevi, ,
cela série by méla byt zlikvidovana a mél by se zopakovat cely pracovni postup
vCetné amplifikace DNA.

- Vzdy zaradte do série negativni kontrolu. Ta se provadi sou€asné se vzorky
pacienta u DNA extrakce a kroku PCR. Jestlize se ziska pozitivni linie (vyjma
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pro kontrolu hDNA v pfipadé HPV negativniho klinického vzorku) na LiPA pro
negativni kontrolu, cela série by se méla vyradit a méla by se opakovat cela
série od DNA extrakce.

Interpretace vysledku

Vzorek je povazovan za HPV pozitivni, jestlize nejméné jedna z typicky
specifickych linii je pozitivni, nebo jedna z HPV kontrolnich linii je pozitivni
Vzorky, které nemaji ani jednu ze specifickych linii pozitivni, ale vykazuji
alespon jednu z HPV kontrol pozitivni, by mély byt hodnoceny jako pozitivni,
ale netypizovatelné. (,HPVX").

Je-li vice nez jedna specificka linie pozitivni, jedna se o smés HPV genotypu.
Vzorek je pokladan za negativni je-li linie hDNA pozitivni a vSechny ostatni linie
(v€etné HPV kontrolnich) jsou negativni.

Jestlize jsou vSechny linie HPV negativni a linie hDNA je také negativni mél by
se vysledek hodnotit jako neplatny. Takovy vysledek muUzZe znamenat bud
Spatny odbér vzorku, zpracovani nebo pfitomnost inhibitord v extraktu DNA.
V pozdéjSim testovani muize Fedéni 1:10 DNA extraktu zvySit prabéh
amplifikace. Neni-li tento postup uUspésny, zaCnéte cely postup s novym
alikvotem vzorku.

Pozitivni signal z vice nez 7 naslednych linii z 12 na stripu by mél byt hodnocen
jako mozna neplatny. Doporucuje s provest cely postup i s extrakci DNA. Pokud
se takovy vysledek objevi podruhé, mohlo by se jednat o spravny vysledek
genotypizace pro urcitou populaci, jako napfiklad pro imunokompromitované
jedince s mnohonasobnou infekci.- (* jak byl popsano Wheelerem a kol. 2006
Human Papillomavirus Genotypes and the Cumulative 2-Year Risk of Cervical
Precancer. J.Infect,Dis 2006; 194:1291-1299)

Souhrnna interpretace vysledku stripu:

Tabulka 1 : Souhrnna interpretace vysledku stripu:

Cc Vysledek | Vysledek | Interpretace
linie hDNA HPV
+ + Neplatny vysledek
- nebo nebo Negativni vysledek linie konjugatu svédCi o chybé ve

vyvijeni barvy testu. Vysledek by mél byt vyhodnocen jako
nehodnotitelny a doporucuje se opakovani testu LiPA.

Platny vysledek v pripadé negativniho kontrolniho
vzorku

Neplatny vysledek v pripadé lidského vzorku

Negativni vysledek na hDNA kontrolni linii indikuje
neadekvatni odbér vzorku, zpracovani nebo pritomnost
inhibitordl v extraktu DNA. V poslednim pfipadé testovani
fedéni extraktu 1:10 muze zvySit vykonnost amplifikace.
Jestlize neni Uuspésna, zaCne postup od nové alikvotni Casti
vzorku HPV

HPV neni detekovan

Negativni vysledek na obou HPV kontrolnich liniich a typové
specifickych liniich indikuje nepfitomnost HPV DNA, ale
nemuze vyloudit pfitomnost HPV infekce.
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HPV je detekovan

Pozitivni vysledek na nejméné jedné z typové specifickych
+ linii nebo HPV kontrolnich linii indikuje pfitomnost HPV
+ nebo + DNA. Nepfitomnost dalSich HPV genotypl nemize byt
zcela prokazana.

pokud je vysoké mnoZstvi HPV ve vzorku, je mozné, Ze linie
hDNA je negativni z divodu kompetice mezi HPV a lidskou
DNA

Neinterpretovatelny vysledek
Pozitivni signal z vice nez 7 naslednych linii z 12 na stripu

+ ?72 1_2, | by mél byt hodnocen jako mozna neplatny. Doporucuje
+ nebo naS|e<_jl-'_J,|C' s provést cely postup i s extrakci DNA. Pokud se takovy
ch linii vysledek objevi podruhé, mohlo by se jednat o spravny

- pozitivni | yysledek genotypizace pro uréitou populaci, jako naptiklad
pro imunokompromitované jedince s mnohonasobnou
infekci

Interpretacni software LiRAS for LiPA HPV

LiRAS for LiPA HPV software je uren pro pomoc s interpretaci vysledkd INNO-
LiPA HPV Genotyping Extra |l Prosim kontaktujte mistniho distributora pro ziskani
posledni verze. Vzdy porovnavejte vzor na stripu a informace o pacientovi ve
vysledkovém hlaseni s plavodnim stripem., abyste se uijistili, Zze byl strip spravné
identifikovan, pfifazen a skenovan.

Omezeni postupu

- Pouziti vyrobku by mélo byt omezené pouze na osoby které maji zkusenosti
s metodou hybridizace.

- Bézné jsou smisené infekce HPV genotypl. INNO-LIPA HPV Genotyping Extra
Amp Il kit pouziva sadu primer(, které amplifikuji vSechny genotypy soucasné.

- Kvuli kompetici PCR a nepfitomnosti nékterych genotypl na prouzku, mize se
stat, Ze urcité genotypy pfitomné v ko-infikovaném vzorku nejsou detekovany

- Je-li pfitomen HPV52 je mozna slaba nespecificka reaktivita na linii pro HPV31
z davodu sekvencni homologie.

- Polymorfismus, pfestoZze se vyskytuje jen vyjimecné, muze zpusobit faleSné
negativni nebo faleSné pozitivni vysledek na jedné z linii prob.

Doporuéeni organizace laboratore

DoporuCujeme nasledujici poradi operaci:

1. Pfiprava a déleni/ alikvotovani PCR smési;

2. Pfiprava vzorku (izolace DNA);

3. PCR Polymerazova fetézova reakce

4. Analyza produktl biotinylovaného produktu PCR reverzni hybridizaci.

Personal, kterého se tykaji kroky 3 a 4, by se potom nemeél ve stejny den podilet
na praci pro krok 1 a 2. Podobné poté co provadi krok 2, potom by se nemél ve
stejny den podilet na praci pro krok 1.

Aby se zabranilo kontaminaci (napf. amplimery) vzorkl a vyvarovalo se faleSnych
pozitivnich vysledkd, mél by se upfednostriovat postup provadéni ve tfech fyzicky
oddélenych mistnostech, kazdé s vlastnim pomocnym a provoznim materialem
a pipetami. Jedna mistnost je potfeba pro pfipravu Cinidel, dalSi pro pfipravu
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vzorku a tfeti mistnost pro amplifikaci a detekci amplimeru. VSechno vybaveni by
mélo zustavat v té mistnosti, kde se pouziva a nemélo by byt pfenaseno mezi
mistnostmi.

Pro pipetovani by mély byt pouzivany filtracni Spicky odolné vuci aerosolu, aby se
zabranilo kfizové kontaminaci mezi vzorky. Ze stejného dlvodu pouzivejte
jednorazové vysSetfovaci rukavice a Casto je mérite.

Mistnost 1 - uchovavani a priprava €inidel

Tato mistnost a jeji zafizeni musi byt udrzovany bez DNA (a amplimeru). Tato
mistnost se pouziva pouze pro pripravu Cinidel PCR. Kontrola PCR by neméla byt
prinaSena do mistnosti 1. Personal, kterého se tyka vstup do této mistnosti, by mél
nosit Cisty laboratorni plast, ktery nesmi mit na sobé mimo tuto mistnost. Kdyz se
manipuluje s Cinidly, musi se pouzivat jednorazové rukavice.

Mistnost 2 - priprava vzorkl

Tato mistnost a jeji zafizeni musi byt udrzovany bez amplimerd. Personal,
kterého se tyka vstup do této mistnosti pro pfipravu vzorkl, by mél nosit Cisty
laboratorni plast, ktery nesmi mit na sobé mimo tuto mistnost. P¥i pfipravé vzorkua
se musi pouzivat jednorazoveé vysSetfovaci rukavice, které se musi ¢asto ménit.
Opatrné odzatkujte skleniCku obsahujici (zpracovavany) vzorek. Zamezte, aby ve
stejnou dobu, byla oteviena vice nez jedna reakCni skleniCka obsahujici vzorek.

Zamezte kontaminaci nebo &isténi kontaminovanych povrchi. Doporucuje se Cistit
pipety a pracovni povrchy pfipravkem DNAZap™ (Ambion). Uvédomte si, Ze
pouzivani DNAZap™ je pouze dalSi bezpeCnostni opatfeni a popsana doporuceni
na laboratorni Upravy a provadéni postupl by méla byt provadéna co nejpresnéji.

Mistnost 3 - amplifikace a detekce amplimeru

Personal, kterého se tyka amplifikace a detekce amplimert, by mél nosit Cisty,
denné vyménovany laboratorni plast, ktery nesmi mit na sobé mimo tuto mistnost.
Pokud pracuje s amplimery, mél by pouzivat jednorazové vySetfovaci rukavice.

Parametry testu
Inkluzivita

SPF10 fragmenty vSech 32 HPV genotypl pfitomnych na stripu byly klonovany do
plazmida a testovany soupravou INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il VSechny
genotypy HPV byly specificky detekovany jejich pfisluSnymi probami.

Shoda s INNO-LiPA HPV Genotyping Extra

Shoda mezi INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il a INNO-LIiPA HPV Genotyping
Extra byla hodnocena pomoci celkem 150 suspenzi cervikalnich bunék pozitivnich
na HPV DNA s vysokym rizikem HPV uchovavanych bud v konzervacnim roztoku
SurePath (BD-Tripath) nebo ThinPrep PreservCyt. Testy byly provadény pomoci
Auto-LiPA 48 a vizualni interpretace. VSechny vzorky mély platné vysledky
(150/150; 100%, jednostranny 95% CI 98,2%).

Shoda byla definovana jako procento platnych a interpretovatelnych vysledki
LiPA s pouzitim vzorki HC2 + ve shodé s referenni metodou INNO-LIPA HPV
Genotyping Extra, pro bézné (HCZ2, LiPA Extra a LiPA Extra Il) vysoce rizikové
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genotypy (= HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68). Souhlasny
vysledek byl tedy definovan jako ten, ktery mél alespon jeden z téchto vysoce
rizikovych genotypu ve shodé mezi novym testem a referenéni metodou.

Ze vSech testovanych 150 vzorkd mélo 135 vysledek, ktery byl stejny jako
referenéni metoda (135/150; 90 %, resp. 95 % CI 85.2 %).
15 vzorkd mélo odlisny vysledek.

e Ve 12 téchto vzorcich bylo detekovano 12 vysoce rizikovych genotypu
pomoci nového stanoveni, které nebyly detekovany referen¢ni metodou
(vzorky byly urCeny jako vysoce rizikove, pozitivni na HC2). V 7 z téchto
vzorku byly zjistény HPV59 nebo 68. Tyto odliSné vysledky byly
oCekavany, vzhledem ke zvySené senzitivité, kvuli niz byly tyto stripy
vyvijeny.

e Dva dalSi vzorky byly smiSené infekce, kde byl nalezen pravdépodobné
rizikovy genotyp (HPV70 v jednom pfipadé HPV53 a HPV82 ve druhém),
které byly detekovany jak novou, tak referenéni metodou.

e Jeden zbyvajici vzorek vykazoval HPV68 v novém testu a HPV51
v referencni metodé.

LiRAS pro LiPA HPV software

VSech 150 vyvinutych stripl z provadéné studie bylo interpretovano jak
vizualné, tak pomoci softwaru LiRAS for LiPA HPV v3.00. Z téchto vzorku 143
vykazovalo souhlasny vysledek genotypu (95.3 %, resp. 95 % Cl 91.6 %).
Rozdilné genotypy ve zbyvajicich 7 vzorcich. VSechny mély hodnoty optické
denzity velice blizko naprogramované cut-off, s jednou vyjimkou na probé pro
HPV31 s OD 0,0305. VSech 7 vzorku byla smésna infekce, kde alespon jeden
byl vysoce rizikovy genotyp detekovany jak vizualné, tak pomoci softwaru.

Presnost

Byl testovan panel 8 pozitivnich HPV vzorkd (5 jednotlivych infekci,
3 vicenasobné) v riznych dnech, 3 rlznymi Sarzemi, 3 techniky za  pouziti
riznych pfistroju ( (Auto-LiPA 48 a PCR cykler). Ve v8ech opakovanich byla
naprosta shoda vysledkd. Vyjimkou byl jeden vzorek, kdy se objevil navic HPV 16
v jednom opakovani. Presnost tudiz je 111/112 (99,1 % respektive 95% CI 96,1)

Shoda mezi suspenzi cervikalnich bunék a vzorky prvniho proudu mogi.

Pomoci soupravy INNO-LIPA HPV Genotyping Extra Il byla zjiStovana shoda
mezi vzorky prvni davky moci konzervovanymi UCM (FVU) a suspenzi bunék
délozniho Cipku stanovenych. Bylo pouzito 77 sparovanych vzorkl suspenze
cervikalnich bunék a prvni davky moci odebrané pomoci zafizeni Colli-Pee pro
vzorky vysoce rizikovych nebo potencialné vysoce rizikovych skupin. Vzorky moci
byly odebrany ve stejné dobé jako vzorky cervikalni od zen doporucenych na
kolposkopii. Testy byly provedeny pomoci Auto-LiPA 48 a interpretovany pomoci
softwaru LiRAS pro LiPA HPVv3.01.

Shoda byla stanovena jako procento shodnych vysledkd z hlediska genotypl
(potencialniho) vysokého rizika na celkovy pocet vzorkd. Shodny vysledek byl
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definovan jako pfitomnost alespon jednoho z vysoce rizikovych nebo potencialné
vysoce rizikovych genotypt HPV v obou matricich.
Ze 77 testovanych vzorku mélo 72 vysledek, ktery byl v souladu s referencni
metodou (72/77; 94%:; jednostranny 95% CI 87%).

Tkan fixovana ve formalinu a zalita v parafinu (FFPE)

Literatura ukazuje, Zze INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il se Casto pouziva jako
referenéni test a ma pfijatelnou shodu u vzorki FFPE s jinymi komeréné
dostupnymi HPV-genotypiza¢nimi testy 2. INNO-LiIPA HPV Genotyping Extra Il
|ze pouzit v rutinnich laboratofich pro testovani vzorkt FFPE.

Analyticka citlivost

Mez detekce byla stanovena pro genotypy HPV 16, 18, 31, 33 a 45, reprezentuijici
pét z nejvice prevladajicich vysoce rizikovych genotypl. Plazmidova DNA,
s pfitomnosti humanni DNA, byla nafedéna (1/3) v rozsahu od 5000 kopii/PCR
reakci do 0 kopii/PCR reakci. Kazdé redéni bylo testovano 8-krat.

Nebylo mozné definovat mez detekce jako 95 % prava hodnota (bod odhadu) pro
HPV16, HPV 18 a HPV31. z dlvodu formatu ziskanych dat.

V analyze citlivosti, kdy bylo zjiStovano od bodu negativity ke kompletni pozitivité
zaznamenané poprvé (8/8 nahradilo 7/8) a bylo mozné zkalkulovat rozlozeni
pravdépodobnosti ,probit value® Velice nizka LoD byla ziskani pro HPV16 a HPV
(horni mez 95 % CI byl 6 kopii/PCR) a vysSi LoD pro HPV31,33 a 45 (horni mez
95 %CI byl od 42 kopii/PCR po 437 kopii/PCR).

Obchodni zna¢ky

- INNO-LiPA, je obchodni znaCka Fujirebio Europe N.V, registrovana v US a
jinych zemich.

- LIRAS je obchodni znaCka Fujirebio Europe N.V (dfive znamé jako
Innogenetics N.V v EU)

- Colli-Pee je obchodni znacka firmy Novosanis
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