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HLA B*27 STRIP
Souprava pro detekci alel HLA B*27

POUZITI

Test HLA B*27 Strip umoznuje stanoveni alely HLA B*27. Tato skupina alel je spojovéana s celou fadou
patologickych stavl, jako je ankylozujici spondylitida (88-95% pacientt), akutni pfedni uveitida (50-
60% pacientd), reaktivni artritida (60-85% pacientl) a zanétlivé onemocnéni strev (50-60% pacientd).

Tento test je pouze nastrojem, ktery pomaha odbornikdim v diagnostice indikovanych patologii. Tato
souprava nemUze byt jedinym diagnostickym nastrojem.

PRINCIP:

Hlavni histokompatibilni systém zahrnuje soubor gend, vétsinou vysoce polymorfnich, jejichz produkty
jsou exprimovany v Siroké Skale bunék a jsou odpovédné za ,,adaptivni imunitni odpovéd. Tyto geny
jsou pritomny u vsech obratlovcl a u lidi jsou znamé jako systém HLA (Human Leukocyte Antigen).
Proteiny kddované témito geny se nazyvaji ,molekuly HLA” nebo ,.antigeny HLA”.

Byla prokdzana existence genetické predispozice k rliznym onemocnénim u jedincl nesoucich antigen
histokompatibility HLA-B*27: ankylozujici spondylitida (1, 2, 3, 4), akutni pfedni uveitida (1, 3, 4),
reaktivni artritida ( 1, 4), zanétlivé onemocnéni stiev (4).

Ankylozujici spondylitida (nebo ankylozujici spondylartritida, AS) je chronické, invalidizujici revmatické
onemocnéni, které je ¢astéjsi zejména u bilych lidi (0,5-1% populace). Obvykle se objevuje u muzl ve
veku 20 az 30 let.

Akutni pfedni uveitida je nejcastéjsi formou endogenni uveitidy. Uveitida je zanét uvealniho traktu,
pigmentovana vaskularni vrstva, ktera lezi mezi bélmem a sitnici. Hlavnimi pfiznaky jsou fotofobie,
bolest, erytém, sniZzené vidéni a slzeni.

Reaktivni artritida je zanét jednoho nebo vice kloubd, ktery se projevuje jako reakce na infekci a ktery
obvykle zplsobuje zanét mocovych a pohlavnich cest, kloubl a oci.

Zanétlivé onemocnéni stfev oznacuje skupinu poruch, které postihuji prevaziné stfeva a které jsou
charakterizovany chronickym zanétem, ktery nema tendenci ustupovat. Spojuje rdzna onemocnéni,
zejména vsak Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu. Byla prokazana existence genetické predispozice
k rGznym onemocnénim u jedincl, ktefi jsou nositeli histokompatibilniho antigenu HLA-B * 27:
ankylozujici spondylitida, akutni pfedni uveitida, reaktivni artritida, zanétlivé stfevo choroba.

Postup soupravy HLA B27 Strip ma tfi kroky: a) extrakce DNA, b) amplifikace PCR ac) hybridizace / vyvoj.

a) Extrakce DNA (Cinidla, kterd nejsou soucasti soupravy).

b) PCR amplifikace
V tomto kroku probiha simultanni amplifikace fragmentu kontrolniho genu (HCP5) a exonu 2
alel HLA-B * 27.

c) Hybridizace a vyvoj
Béhem tohoto kroku dochazi ke specifické vazbé fragmentd DNA amplifikovanych pomoci PCR
za pouziti fady sond, které jsou kovalentné vazany na nylonovou membranu.
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Kazdd membrana ma nasledujici sondy:

. sonda pro rlizné alely HLA B * 27.
. sonda pro gen HCP5, pouZzivana jako interni kontrola PCR,
. kontrolni sonda vyvoje.

Kromé toho tyto membrany obsahuji ¢ernou a ¢ervenou ¢aru pro sledovani polohy na prouzku béhem

interpretace vysledka.

Detekce fragmentd, které hybridizuji s riznymi sondami, se provadi pomoci konjugatu streptavidin-
peroxidaza, ktery se vaZze na biotinovy marker pfidany k fragmentdm DNA amplifikovanym pomoci PCR.
Po pridani peroxiddzového substratu (TMB) se v mistech, kde probéhla hybridizace, objevi modra

srazenina. Kone&nym vysledkem testu je vzor pasU, které lze interpretovat pomoci kontrolniho

prouzku.

OBSAH SOUPRAVY:

Developing control —
Control line

Amplification control —

HLA B*27

Control line

HLA B27 STRIP 16 testova | 48 testova
souprava souprava

Membrany STRIPS 16 48 TESTU
8-pozic ramecek @ 2 --

PCR Reagent PCR smés REAG PCR MIX| 0,8 ml 1,2mlx2

REAG PCR Primery REAG PRIMER 0,11 ml 0,275 ml
Taq REAG|TAQ 0,030 ml 0,070 ml
Denaturace \M 1 ml 1ml
Hybridiza¢ni pufr M M 60 ml 125 ml
Promyvaci pufr 1 Mw 100 ml 250 ml
Konjugat Mm 60 ml 125 ml
Promyvaci pufr 2 M\M 130 ml 250 ml
Substrat suBs|TmB 30 ml 65 ml
Navod 1 1
Interpretacni tabulka 1 1
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MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi SOUPRAVY:

Pro pouZiti soupravy je potfeba nasledujici material, ktery neni soucasti soupravy:

Mikrozkumavky pro PCR

Mikropipety a prislusné Spicky (sterilni nebo osSetrené UV, idedIné s filtrem)
Pinzeta/klesticky a tuzka (volitelné)

Hodiny

Teplomér

VYBAVENI, KTERE NENi SOUCASTi SOUPRAVY:

Pfi pouZiti je potreba dalsi material,:

1. Thermoshaker — tfepacka pro desticky
Souprava byla validovana pro: PST-60HL (Biosan S.L.), Profiblot T30 y T48 (Tecan), Autoblot
3000H (medTEC), TENDIGO (Fujirebio).
2. Termocykler
Nasledujici pfistroje byly Uspésné pouZivany se soupravou: MJ Mini Gradient Thermal Cycler
(BioRad), Mastercycler Personal (Eppendorf), S1000 Thermal Cycler (BioRad), G -Storm GS1
(Gene Technologies), GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) and FlexCycler
(Analytikjena)).
UPOZORNENI
1. Pouze pro in vitro pouziti.
2. PFfesné nasledujte pracovni postup. Modifikace pfedepsanych kroku a teplot mize vyznamné
ovlivnit vysledek
3. VSechen materidl musi byt bez kontaminace DNA. Doporucuje se pouZiti Spicek s filtrem pro
zamezeni kontaminace aerosolem. Ujistéte se, Ze byla provedena vsechna obvykla opatfeni pro
amplifikaci. PouZivejte autoklavovany material pro hybridizaci a vyvoj.
4. Soucasti soupravy skladujte podle navodu
5. Nekombinujte ¢asti souprav rtznych Sarzi
6. NepouZivejte reagencie po datu exspirace
7. Stripy jsou pro jedno pouZziti.
8. Dodavana plata jsou pro jedno pouziti.
9. Do kazdého Zlabku dejte pouze jeden strip.
10. V pfipadé, Ze je poskozeny vnéjsi obal soupravy, ale komponenty nebyly poskozeny, je mozné
soupravu pouzivat
11. Jednotlivé komponenty je tfeba likvidovat podle mistnich zakond o odpadu.
12. Se vzorky pacientl je tfeba vZdy nakladat jako s potencialné infekénim. Je tfeba dodrZet
standardy ochrany prostfedi a bezpec€nosti prace.
13. Po pouZiti doporucujeme se stripy manipulovat se stejnou opatrnosti, jako se vzorky. Je tfeba je
pokladat za nebezpecény biologicky material.
14. Denaturacni roztok obsahuje <2 % NaOH a mUze podrazdit zrak i kGizi (H314 a P280, P305,
P351, P338, P310).
SKLADOVANI
VSechny reagencie skladujte pfi 2-8 2C. V nékterych roztocich se béhem skladovani pfi

nizké teploté mohou objevit precipitaty (hybridizacni pufr, promyvaci pufry 1 a 2, konjugat), to
neovlivni kvalitu testu. Pfi temperovani reagencii dojde k opétovnému rozpusténi: pfi laboratorni
teploté (konjugat) nebo pfi 42 oc (hybridiza¢ni pufr a promyvaci pufry 1 a 2).

Datum exspirace je vytisténo na nalepce.
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VZORKY

Zakladnim materidlem pro provadéni testu je DNA o zndmé koncentraci. Tato DNA mize byt
extrahovana z krve (EDTA nebo citrat), ze slin nebo z tkdné a méla by mit dostatec¢nou kvalitu na PCR
amplifikaci. (R260/280 >1,5)
Néekteré extrakéni protokoly, které zajistuji dobry vysledek HLA B27 Stripu byly nasledujici:

a)
b)

Periferni krev ziskana venepunkci; purifikované DNA metodou soleni.

Krev odebrana vpichem prstu; purifikované DNA pomoci soupravy pro extrakci DNA Operon
(odkazy 3.149.020.64.000 a 3.149.050.64.000).

Vzorky slin odebrané a extrahované pomoci soupravy Norgen Biotek

Vzorky DNA purifikované z periferni krve pomoci robotické pracovni sta"Saliva DNA collection,
isolation and purification kit".

Stanice pro automatické cisténi DNA Qiacube a soupravy QlAamp DNA Blood MiniKit (Qiagen).
Vzorky DNA purifikované z periferni krve pomoci robotické pracovni stanice pro
automatizované cisténi DNA AmpliPrep (Roche) a soupravy TNAI (Roche).

DNA vzorky uchovavejte pfi 2-8 °C pro pouziti ihned nebo pfi-20 °C pro delsi dobu skladovani.

HLA B27 STRIP — PRACOVNIi POSTUP
1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Priprava PCR:
Dulezité: pred otevienim vicek reagencie kratce centrifugujte. To zajisti, Ze cely obsah bude na dné

zkumavky.

Pripravte potiebny pocet PCR zkumavek podle poc¢tu DNA na amplifikaci
Do kazdé PCR zkumavky pridejte:
39 ul PCR premixu + 5 pl primer + 1 ul Tag + 5 pl DNA (50 ng/ul).

Kdekoliv je moZné béhem pfipravy udrZujte reagencie a smési pfi 2-8 2C
Pokud budou amplifikovany rtizné vzorky DNA, pripravte béZznou smés tak, aby bylo mozné pridat

45 pl smési + 5 pl DNA (50 ng/ul).

Napfriklad:

PocCet PCR PCR premix Primery Taq
1 39 pl 5 ul 1 ul
3 136.5 pl 17.5 ul 3.5 ul
5 214.5 pl 27.5 ul 5.5ul
8 351 l 45 ul 9 ul

* smés obsahujici vSechny PCR komponenty by méla byt vzdy pfipravena
v nadbytku s ohledem na kompenzaci ztraty béhem pipetovani.

Vzhledem k pozadavklm ,,spravné laboratorni praxe” by méla byt v kazdé sérii zafazena negativni
kontrola, aby byly vyloucena kontaminace a je-li vyZzadovano, také pozitivni kontrola.

5z11



Amplifikace:
Odpovidajici koncentrace DNA je dllezitd pro doby vysledek.

Umistéte zkumavky do termocykleru, pokud je tfeba, pridejte kapku Nujol mineral oil do
kazdé PCR reakce a amplifikujte podle nasledujiciho programu:

94 °C, 3 min

35 cykl: 96 °C,30s
61°C,30s
72°C,30s

72 °C, 5 min

4°C

Verifikace PCR

Vysledek mUze byt ovéfen na 2 % agarézovém gelu. Aplikujte 5 pl z kazdé PCR do jamky na gelu..
Elektroforéza probiha pri 100 V 80 min a odecitd se pod UV svétlem. Velikosti amplifikovanych
produktd jsou nasledujici:

Kontrolni gen: 149 bp

HLA B*27 : 190 bp

Po ukonceni amplifikace provedte bud ihned vyvijeni stripu nebo vzorky uchovejte po dobu 24 hod. pfi
2-8 °C nebo po delsi dobu zmrazené pfi -20°C.

2. Hybridizace/ Vyvoj stripu
Na vyzadani Operon poskytne pracovni postup na specificky pfistroj (Profiblot of Autoblot3000H)

nebo pro manudlni provadéni analyzy (PST-60HL manualni — thermoshaker — postup na konci
pracovniho navodu).

V denaturacnim kroku se pipetuje do zZlabku
12,5ul denaturacniho roztoku + 12,5 ul smési PCR
Produkt byl testovan na radé rGznych obecnych platforem komercéni ndzvy ovérenych byly vyse
specifikované nicméné nejsou urcené vylucné. Souprava a pracuje korektné na kterémkoliv systému,
dllezité je zajisténi spravné teploty a dodrzeni pracovniho protokolu.

3. - Interpretace stripti
Interpretaci stripl Ize provést vizudlné pomoci hodnotici tabulky obsazené v soupravé (viz pracovni
postupy pro kazdy pristroj) nebo automaticky pomoci skener( BLOTrix R2 nebo BLOTrix Sl (BioSciTec).

OPERON, S.A. na pozadani poskytne uzivateli pokyny pro automatickou interpretaci prouzku se skenery
(DO-09053002 / ,Navod k pouziti BLOTRix R2 SI“).

M{Zete se také podivat na nasledujici webovou adresu: http: // www. OPERON, .A..es / es / products /
protocols.

Dulezité: vysledky interpretace prouzkd se skenery musi byt vzdy vizudlné ovéreny; velmi slabé linie
nebyly ndstroji detekovany.
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VYSLEDKY:
Na prouzku lze zobrazit nasledujici vysledky:

e Negativni pro HLA-B * 27: vzhled linie odpovidajici kontrole amplifikace (HCP5) spolu s rozvijejici se
kontrolou.

e Pozitivni na HLA-B * 27: vzhled linii odpovidajicich kontrole amplifikace (HCP5) a HLA-B * 27, spolu
s vyvijejici se kontrolni linii.

e Neplatné: vSechny pfipady, kdy se fadek odpovidajici kontrole amplifikace neobjevi (svédcici o
problémech béhem amplifikace PCR), budou povaZovany za neplatné. Podobné bude test neplatny

’e

v téch pfipadech, kdy se neobjevi Zadny radek, véetné vyvijejiciho se ovladaciho radku.

Nasledujici obrazek ukazuje mozné vysledky, ziskané pomoci stripu HLA B27:

Developing control — == = E== E==
Control line —— jum — — — —
Amplification control —— — oy
HLA B*27 — = o
Control line —— jmm = o —
Negative  Positive Invalid

KONTROLA KVALITY

Kontrolni linie vyvoje stripu by se méla vidy zobrazit nad horni ¢ernou ¢arou. Jeji absence bude svédcit
o problémech, které se vyskytly béhem faze hybridizace / vyvoje produktu.

Strip odpovidajici negativni kontrole amplifikace zobrazi pouze kontrolni linii vyvoje stripu. Pokud jde
o vzorky DNA, linie odpovidajici s interni kontrole amplifikace (HCP5) se musi objevit ve vSech vzorcich.
Jeji nepfitomnost bude svédcit o problémech béhem faze amplifikace DNA (absence DNA, DNA ve
Spatném stavu, problémy s PCR).

VLASTNOSTI/ EXTERNI A INTERNi HODNOCENI:

PouZiti tohoto testu je omezené na Skolené odborniky, zbéhlé v molekuldrné biologickych
metodach.

Souprava byl ovéren a DNA vzorky s genotypem nebo nebo fenotypem uréenym jinymi metodami
a také vzorky od mezinarodni pracovni skupiny pro Histokompatibilitu. Byly ziskany nasledujici
uspokojivé vysledky:

* Vyhodnoceni citlivosti a specificity se vzorky z Mezinarodni pracovni skupiny
pro histopatibilitu (IHWG).
Citlivost / specificita prouzku HLA B27 byla hodnocena analyzou celkem 58 vzorkd IHWG, kde byl
genotyp urcen sekvenovanim nebo SSP. Bylo dosazeno shody citlivosti a specificity 100%.
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* Hodnoceni citlivosti a specificity se vzorky typizovanymi prtitokovou cytometrii.
Hodnoceni zahrnovalo celkem 99 vzorkd krve charakterizovanych prdtokovou cytometrii a testem

GenoQuick HLA-B * 27 (neprlkazné vzorky cytometrie). Bylo dosazeno shody citlivosti a specificity
100%.

* Hodnoceni citlivosti a specificity se vzorky typizovanymi pritokovou cytometrii
v laboratofich CatLab (Terrassa).
Externi hodnoceni zahrnovalo celkem 100 vzorkd krve, charakterizovanych pritokovou cytometrii a

pomoci PCR v redlném c¢ase pomoci soupravy Fluorotype HLA B27 od Hain Lifesciences (neprlkazné
vzorky cytometrie). Bylo dosaZzeno shody citlivosti a specificity 100%.

MOZNE PROBLEMY
1. Na stripu se neobjevi Zadny prouzek, ani kontrolni
e Konjugat nebo substrat nebyl vytemperovan na spravnou teplotu
e Nebyl pfidan konjugat nebo substrat nebo byl v pfilis nizké koncentraci
2. Objevi se pouze kontrolni prouzek
e PCR amplifikace neprobéhla spravné (ovérte na agarézovém gelu)
e Nebyl pfidan vzorek nebo byl v pfilis nizké koncentraci pro hybridizaci
e Nespravna hybridizace nebo teplota promyvaciho pufru 1 (vy3si nez v ndvodu)
e Nespravna teplota inkubace (vyssi nez v ndvodu)
3. Nastripu je silné barevné pozadi
e Promyvaci krok nebyl proveden efektivné (Spatné nacasovani, maly objem promyvaciho
pufru, studeny pufr)
4. Nehomogenni zbarveni stripu
e Neadekvatni tfepani (zkontrolujte program thermoshakeru — tfepacky)
e Stripy nebyly dobfe ponofeny béhem inkubace
5. Neocekavané vysledky
e Neadekvatni inkubace nebo teplota reagencii
e Kontaminace PCR (ovérte pomoci negativni kontroly
e Kontaminace zlabk({ béhem prendseni reagencii béhem pridavani hybridizacniho pufru

Test byl proveden a ovéren zménou teploty krok( hybridizace / vyvoje na teplotu mezi 39 a 45 ° C. Bylo
zjisténo, Ze test funguje spravné mezi 39 a 45 ° C. Pfesto je optimalni teplota pro provedeni testu 42 °
C a doporucuje se tuto pracovni teplotu dodrZovat a pfisné kontrolovat.

SENZITIVITA a SPECIFICITA

Citlivost soupravy HLA B27 Strip byla hodnocena pomoci nékolika Sarzi produktu. Minimalni mnoZstvi
DNA na PCR, které lze spravné genotypovat, je 1 ng (linie s dobrou intenzitou). Nizsi mnozstvi DNA
zpUsobuje slabé pruhy, v nékterych pripadech obtizné viditelné.

Teoreticka citlivost a specificita soupravy byla vypoctena s pfihlédnutim ke vsem aleldm HLA-B
popsanym Mezindrodni pracovni skupinou pro histopatibilitu (108 alel B * 27 a 2332 alel jinych nez B
* 27.Srpen 2012).

Teoreticka citlivost (alely HLA B * 27 teoreticky zjisténé oproti celkovym aleldm HLA B * 27): 97,2%
Teoreticka specificita (alely HLA B * 27 teoreticky detekované oproti celkovym aleldm HLA B: 99,7%
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Alela L?i Alela ITota Alela ITth

BO7 195 | | B41 24 B54 |27
BO8 105 | |B42 17 BSS 68
B13 70 B44 197 | |B56 40
B14 39 B45 14 BS/ a
B15 296 | |B46 39 B58 46
B18 87 B47 10 B59
B27 108 | |B48 31 B67
B35 264 | B49 22 B73
B37 |41 B50 17 B78
B38 48 BS1 125 | |B81
B39 21 B52 42 B82
B40 241 | |B53 35 B83

W |0 NN O

—_

HOOKUV EFFECT

Byl posuzovan vliv vysoké koncentrace DNA (az 1000 ng) na vysledky HLA B27Strip souprav. Nebyl
zjistén inhibi¢ni vliv PCR ani se nezménila intenzita zbarveni.
Nebyl pozorovan Hookdv efekt

INTRA-ASSAY PRECISION SPOLEHLIVOST MEZI SERIEMI

Presnost intra-assay soupravy HLA B27 byla studovana pomoci péti replik 16 vzork( DNA a tfi riznych
Sarzi produktu. Analyza byla provedena jednou osobou a vysledky replik byly ve vsech pfipadech
identické, coz dokazuje vysokou presnost produktu v ramci testu.

INTER-DAY PRECISION SPOLEHLIVOST MEZI DNY

15 vzork( DNA bylo analyzovano duplikdtné jednou SarZi produktu HLA B27 Strip po dobu 5 po sobé
jdoucich dnl. Analyzu provedla jedna osoba a vysledky ziskané pro kazdou DNA byly ve vSech pripadech
identické, coz dokazuje vysokou presnost produktu béhem dne.

INTER-LABORATORY PRECISION SPOLEHLIVOST NA PROVEDENI
Tri lidé analyzovali 15 vzork( DNA s jednou Sarzi HLA B27 Strip. Analyza byla provedena ve stejny den
a ziskané vysledky byly identické, coZ dokazuje vysokou intralaboratorni presnost produktu.

INTER-LOT PRECISION SPOLEHLIVOST VYSLEDKU U RUZNYCH SARZi

16 vzorkd DNA bylo analyzovano trojmo se tfemi Sarzemi produktu HLA B27 Strip. Analyza byla
provedena stejnou osobou ve stejny den, pricemz byly ziskany shodné vysledky se viemi tfemi Sarzemi,
coz prokazuje vysokou presnost mezi Sarzemi.
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