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SEZNAM VYROBKU
Nazev kitu SKU Velikost baleni
HPV-Q Real-Time PCR Kit G610013-1 50T

Piedchozi REF ¢.: G2M706721

Toto je neautorizovany pracovni preklad anglického origindlu ndvodu k pouZiti (IFU) do Cestiny, vyhotoveny pro interni referenéni Gcely. Rozhodujici je vzdy anglicky origindlni dokument
vyrobce; pred pouZitim produktu si jej prosim ovéfte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ucel pouziti
HPV-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, urceny ke kvalitativni detekci HPV-16, HPV-18
a 12 dalsich vysoce rizikovych genotypd HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) v klinickych vzorcich.

Urceny uzivatel

Test je uréen k provadeéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

HPV-Q Real-Time PCR Kit je kvalitativni test urceny k detekci 14 vysoce rizikovych genotyp lidského papilomaviru (HPV), véetné HPV 16 a
HPV 18, v klinickych vzorcich. Tato souprava vyuzivd technologii real-time polymerdzové fetézové reakce (PCR) a amplifikuje
konzervované oblasti pomoci specifickych sad primer(i a sond zamérenych na extrahovanou virovou DNA HPV 16, HPV 18 a 12 dalsich
genotypl HPV, spolu s interni kontrolou lidského genu (Beta-Actin). Souprava umozriuje simultanni béh ¢tyf polymerizacnich reakei v
jedné zkumavce, pricemz detekuje Ctyfi rlizné cile. Detekci amplikonli umoznuiji oligonukleotidové sondy znacené ¢tyfmi rozlisitelnymi
fluorescenénimi barvivy. Pro odliSnou detekci HPV16 a HPV18 jsou zahrnuty specifické sondy zna¢ené HEX a FAM, zatimco 12 slou¢enych
vysoce rizikovych genotypl (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) je znaceno barvivem Texas Red; sonda cile interni kontroly
znacend barvivem Cy5 navic zajistuje kvalitu extrahované DNA v pribéhu celého procesu testu.

Souhrn

Infekce lidskym papilomavirem (HPV) je maly neobaleny dvouvlaknovy DNA virus, ktery se replikuje v jadru dlazdicovych epitelovych
bunék a vyvolava hyperproliferativni 1éze. Infekce HPV je hlavni pfi¢inou rakoviny délozniho Cipku a zéarovef relevantnim faktorem u
dalSich anogenitalnich nadordl (anus, vulva, vagina a penis) a nadord hlavy a krku. HPV se pfenasi prevazné sexudlnim kontaktem a
vétsina sexudlné aktivnich Zen a muzl se v urCitém okamziku svého Zivota nakazi, pficemz néktefi se mohou nakazit opakované. K
dnesnimu dni bylo identifikovdno 100 rliznych genotypl HPV, pficemz pfiblizné 40 z nich je zndmo, Ze infikuje lidskou anogenitalni sliznici.
HPV16 a HPV18 jsou hlavnimi genotypy odpovédnymi za pfiblizné 70 % vSech pfipadl rakoviny délozniho ¢ipku na celém svété. Ackoli
vétSina infekci HPV nakonec sama vymizi a vétSina prekancerdznich Iézi spontanné odezni, pfedstavuji pro Zeny vyssi riziko vzniku
chronickych prekanceréznich |ézi, které mohou progredovat do invazivni rakoviny délozniho &ipku. Zeny s oslabenou imunitou, napfiklad s
nelécenou infekci HIV, maji 6krat vy$s$i pravdépodobnost vzniku rakoviny délozniho ¢ipku.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A\ Zajistéte, aby v§echny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokynli a doporuceni vyrobce.
m QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

m CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

m LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

m RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material

Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy MnoZstvi (6610013-1)
Primer and Probe Mix G2MA3-1806-1 1X50pl

Positive Control Template G2MA3-1805-1 1X 50 pl

gPCR Master Mix G2MA3-0657-1 1 X 500 pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-2 1X1,5ml
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Material potrebny, ale nedodavany

m Souprava pro odbér vzorku - Cervi-Collect Specimen Collection Kit (Abbott) nebo odbér moci se zkumavkou Colli-Pee (Novosanis), nebo
souprava SurePath™ Vial and comb collection kit (BD), nebo vaginalni SELF FLOQSwabs® (Copan)

m SpiNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (2M131420) NEBO MagNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit

(G2M212121), Genes 2Me Private Limited, NEBO QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

Stolni mikrocentrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednorazové Spicky s bariérovym filtrem

Jednorazové bezpudrové rukavice

Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava ma dobu pouzitelnosti 12 mésici od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na krabici
soupravy a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovavana podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovany a uchovavany pfi teploté -30 °C az -10 °C.

m Provadéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovani uchovavejte ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).

= Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

ﬁ\ Chrante pred pfimym slunecnim zafenim.
Postup testu
Odbér vzorku

m Odeberte vzorek (mo¢, cervix nebo vytéry z cervikalniho kanalu) podle doporucenych pokyni uvedenych na pfibalovém letdku soupravy.

m Jakmile je vzorek vytéru odebran, mél by byt okamzité vlozen do transportni zkumavky a co nejrychleji predan do laboratore.

m Transportni médium mize udrZovat organismy po dlouhou dobu; doporucuje se, aby byly vzorky béhem prepravy chlazeny pfi teploté 2-
8 °C nebo uchovavany na mokrém ledu.

m Vzorky Ize uchovévat az 4 dny pfi teploté 2 °C az 8 °C.

Pfiprava vzorku

m Extrakce specifické DNA HPV by méla probihat podle doporuéenych pokyni uvedenych na pfibalovém letdku extrakéni soupravy.
Extrahovana DNA by méla byt pouzita ihned, pfipadné uchovavana pfi teploté -20 °C, pokud je planovano jeji pozdéjsi pouziti.

Priprava €inidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu 2 °C az 8 °C a pfed pouzitim kréatce vortexujte po dobu 20
sekund.

Priprava reakéni smési

m Pripravte reakcni smés podle nasledujici tabulky v oblasti pro pipravu cinidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
gPCR Master Mix 10 pl
Primer and Probe Mix 01 ul
Vzorek DNA 09 pl
Koneény objem 20 pl
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A Zkumavku s qPCR reakei pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikatnimu kroku. Prodlouzend inkubace reakeni smési, zejména pfi

pokojové teploté, ovliviuje citlivost testu. Zkumavky pred vloZenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabranit vzniku bublin v

reakéni smési, protoZe interferuji s detekci fluorescence.

m Pro reakci No Template Control (NTC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro reakci Positive Control (PC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite cilové specifickym
Positive Control Template ve zkumavce.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR
m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fid'te uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.
m NiZe je uveden pfiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96:

Nastaveni PCR pfistroje
m VloZte zkumavku/desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v pofadi.

Nastaveni kanalii fluorescence
m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kandlu detekce fluorescence (Tabulka 3).

Tabulka 3.
Nazev cile Nazev detektoru Reportér Zhasec
Human Papilloma Virus 16 HPV 16 HEX Zédny
Human Papilloma Virus 18 HPV 18 FAM Zédny
Human Papilloma Virus 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 & 68 HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 & 68 Texas Red Zéadny
Interni kontrola IC Cy5 Zédny

Nastaveni teploty a cyklii PCR
m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).

Tabulka 4.

Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)

Denaturace 1 50 02:00

95 10:00

Cyklickd denaturace, annealing a extenze 10 95 00:15

62 00:20

30 95 00:15

58* 00:30

*Data amplifikace jsou shirana pfi 58 °C po dobu 30 cykll pro pfislusné cilové kanaly - FAM, Texas Red, HEX a Cy5.
m Po nastaveni vyse uvedenych podminek uloZte soubor a spustte program reakce.
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Interpretace vysledkii testu

Hodnota Ct nizs$i nebo rovna <28 se povazuje za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky.
Hodnota niz§i nebo rovna <28 se povazuje za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Pro analyzu interni kontroly vybirejte pouze ,testované vzorky“. Vyberte barvivo Cy5 a zkontrolujte graf amplifikace interni
kontroly. Interni kontrola by neméla byt amplifikovana v NTC. Pozdni Sumovy amplifikacni graf Cy5 v NTC ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

m Vyberte jamky negativni a pozitivni kontroly, zvolte kanély FAM, HEX, Texas Red a Cy5 a zkontrolujte graf amplifikace. NTC musi
byt plochy bez hodnoty Ct. V pfipadé potfeby upravte prahovou hodnotu (threshold) tésné nad trover NTC. PC musi byt
amplifikovén s hodnotou Ct 1843 pro kanaly FAM, HEX, Texas Red a Cy5. Zadna amplifikace v NTC znamen4, Ze v reagenciich a
experimentalnim prostiedi nedoslo ke kontaminaci a byla pouzita spravnd pipetovaci technika.

m Amplifikace v PC potvrzuje, ze byly dodrzeny pfedepsané podminky uchovavani reagencii a parametry reakce.

m Poznamka: Relativni fluorescence cile IC (Cy5) se mlze jevit nizsi ve srovnani s ostatnimi cili.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kandlech FAM, HEX, Texas Red a Cy5 postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Postupujte
podle nize uvedené tabulky pro kvalitativni interpretaci vysledkl (Tabulka 5).

Tabulka 5.

Cil qPCR signal

Human Papilloma Virus 16 (HEX) + +

Human Papilloma Virus 18 (FAM) + - +

Human Papilloma Virus 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 & 68 (Texas Red) + +

Interni kontrola (Cy5) + +/- +/ +/- +

Vysledek o o oo @
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A Pro diagnostické tcely by mély byt vysledky vzdy pouzivany v kombinaci s dal$imi Iékafskymi nélezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych testd,
klinicky dojem apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi nalezy, doporucuje se provést dopliujici testovani k potvrzeni vysledku.
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Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.

1. Analyticka citlivost 100 %

2. Analytickd specificita 100 %

3 Pravdivost (bias) 99 %

4. Presnost (opakovatelnost) CV<4%

5. Presnost (reprodukovatelnost) CV<35%

6 Presnost (vysledek pravdivosti a presnosti) 99 %

7. Meze detekce a kvantifikace LOD: 1000 kopii/ml

8 Rozsah méfeni 10 - 10° kopii/reakce

9. Linearita R?=10,999

10. Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: <28

11. Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky Radné pokyny pro
manipulaci

12. Identifikace a kontrola znamych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek [genomova DNA ¢lovéka, bilirubin a Dobfe kontrolovano

hemoglobin]

13. Kfizové reakce (Herpes simplex virus 1 a 2 (HSV-1 a -2), cytomegalovirus (CMV), Chlamydia trachomatis) 74dné kiizova reaktivita

14. Klinicka citlivost 99 %

15. Klinickd specificita 99 %

Varovani a bezpecnostni opatreni

Pred pouZzitim si peclivé prectéte tento navod k pouZiti (IFU) a seznamte se s postupy obsluhy a bezpe¢nostnimi opatienimi.

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

PFi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zéstéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovény do reakcni smési a zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

Dodrzujte nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoze testované vzorky jsou

klasifikovany jako nebezpecné.

Bylo prokazano, Ze heparin inhibuje PCR. NepouzZivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledk{ zavisi na fadném

odbéru vzork( a spravnych postupech prepravy.

m PouZivejte béznd laboratorni bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednordzové rukavice a laboratorni
plasté.

m Po manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy si dikladné umyjte ruce.

m Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrarite styku &inidla s kiiZi, o&ima a sliznicemi, coz by
mohlo zplisobit kozni podrazdéni. PFi styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto Cinidel postupujte podle vhodnych
postupl pro zvladani rozliti.

m NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinuijte &inidla ze souprav s riiznymi &isly arzi.

Zabrante mikrobidlni a nukledzové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

m VSechny testované vzorky musi byt povazovény za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi

byt dodrZovana vSechna nezbytna opatfeni v souladu s bezpe€nymi laboratornimi postupy.
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m Podminky uchovavani €inidel musi byt striktné dodrzovény, aby byla zajiSténa deklarovand funkénost soupravy.
m Nedotykejte se vnitfnich stén jamek cartridge; pouZivejte sterilni pipetovaci $picky a rukavice.
m Zabrante kontaminaci reagencii a vzorkd heparinem, nebot mize ovlivnit vysledky testu.

Omezeni

m Pro dosazeni optimalnich vysledkd je nezbytné disledné dodrZovat piibalovy letak soupravy neboli navod k pouziti (IFU). Vysledky tohoto testu jsou citlivé
na zplsob odbéru, transportu, uchovédvani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepresnym vysledkim. Napfiklad kfizova
kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, miize vést k falesné pozitivnim vysledkdm.

Test je omezen na specifikovana extrakéni Cinidla, typy vzorkd a pfislusné pfistroje.

Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné disledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).

Pfipadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi navrhu soupravy, mohou vést k nekonzistentnim vysledkdm.

Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle Casti ,interpretace vysledki” tohoto navodu, s
ohledem na v§echny klinické a laboratorni nalezy.

Symboly pouzité na oznaceni
Symboly Definice

e CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENiM
ZAN

Jif TEPLOTNi OMEZENi{

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
VD
-+ TOUTO STRANOU NAHORU
EE:I RIDTE SE NAVODEM K POUZITI
KOD SARZE
LOT
KATALOGOVE CiSLO
REF
DATUM POUZITELNOSTI
DATUM VYROBY
VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENI

NEPOUZI{VEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

@ > qEk|L|K

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVI / EVROPSKOU UNII
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