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Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
podle IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamysleny Géel

Sonda ZytoFastHPV High-Risk (HR) Types Probe (PF46) je uréena ke
kvalitativni  detekci  DNA  lidského  papilomaviru  (HPV)  typu
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68/82 ve formalinem
fixovanych, do parafinu vloZenych vzorcich, jako je karcinom déloZniho
hrdla o orofaryngedlni spinoceluldrni  karcinom (OSCC), pomoci
chromogenni in situ hybridizace (CISH). Sonda je uréena k pouZiti v
kombinaci s ZytoFastPLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB (prod. ¢&.
T-1063-40).

Vyrobek je uréen pouze pro profesiondlni pouZiti. Viechny testy s pouZitim
vyrobku by mély byt provadény v certifikované, licencované laboratofi
anatomické patologie pod dohledem patologa/humdnniho genetika
kvalifikovanym persondlem.

Sonda je uréena jako pomucka pro diferencidlni diagnostiku karcinomu
délozniho hrdla a OSCC a lé¢ebné opatfeni by neméla byt zahdjena pouze
na zdkladé vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika chromogenni /n sifu hybridizace (CISH) umoZiiuje detekci a
vizualizaci  specifickych  sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
preparétech. Nukleotidové fragmenty znagené haptenem, tzv. sondy CISH,
a jejich komplementdrni cilové sekvence v prepardtech jsou pfi hybridizaci
spole¢né denaturovény a ndsledné se nechaji annealizovat. Poté se
nespecifické a nenavdzané fragmenty sond odstrani promytim. Tvorbu
duplexu znagené sondy Ize vizualizovat pomoci primdrnich (nezna&enych)
protilatek, které jsou detekovény sekunddarnimi polymerizovanymi
protilatkami  konjugovanymi s enzymem. Enzymatickd reakce s
chromogennimi substréty ndsledné vede k tvorbé barevnych precipitéta. Po
protibarveni jddra jadernym barvivem se hybridizované fragmenty sondy
vizualizuji svételnou mikroskopii.
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3. Dodané ¢inidla

Zyto Fast HPV High-Risk (HR) Types Probe se skladé z:

. Digoxigeninem znaéené oligonukleotidy (~2,2 ng/ul) specifické pro
HPV typu 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68/82,
které cili na sekvence DNA kéduijici HPV
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68/82, proteiny E6,
E7 a/nebo L1.

Sonda se zaméfuje také na pfisluiné sekvence RNA proteinti E6, E7
a/nebo L1, které jsou exprimovdany béhem nékterych stadii infekce..

. Formamidovy hybridizaéni pufr
Zyto Fast HPV High-Risk (HR) Types Probe je k dispozici v jedné velikosti:

. T-1140-40: 0,4 ml (40 reakci po 10 ul)

4. PoZadované, ale neposkytované materidly

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB (prod. &. T-1063-
40)

Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

Mikroskopické skli¢ka, kladné nabitéa

Vodni lézeri (55 °C, 98 °C)

Hybridizér nebo horké deska

Hybridiztor nebo vlhkostni komora v hybridiza&ni peci
Nastavitelné kalibrované pipety (10 ul, 100 ul, 1000 ul)

Barvici nddoby nebo l4zné

Casova

Kalibrovany teplomér

Etanol nebo reagenéni alkohol

Xylen

Metanol 100%

Peroxid vodiku (H20,) 30 %.

Deionizované nebo destilovand voda

Kryci sklitka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)

Gumovy cement, napf. Fixogum Rubber Cement (prod. &. E-4005-
50/-125) nebo podobny.

. Vhodné udrzovany svételny mikroskop (100-200x)

5.  Skladovéni a manipulace

Skladuite pfi teploté 2-8 °C ve svislé poloze. lhned po poutZiti vratie do
skladovacich  podminek. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti  doby
pouzitelnosti uvedené na $titku. Pfi odpovidajicim zachézeni je pFipravek
stabilni do data pouzitelnosti uvedeného na Stitku.

6.  Upozornéni a bezpe&nosini opatieni

. Pfed pouzitim si pfedtéte ndvod k pouZiti!
. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouzitelnosti!
. Tento vyrobek obsahuije l4tky (v nizkych koncentracich a objemech),

které jsou zdravi $kodlivé a potencidlné infekéni. Vyvarujte se
jakéhokoli ptimého kontaktu s ¢&inidly. Pijméte vhodnd ochrannd
opatieni (pouZivejte jednordzové rukavice, ochranné bryle a
laboratorni odév)!

. Jakoukoli zédvaznou uddlost, ke které doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pfislu§nému Gfadu v souladu s mistnimi piedpisy!

. Pokud se ¢inidla dostanou do kontaktu s kiZi, okamiité ji opldchnéte
velkym mnoZstvim vody!

. Pro profesiondlni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni
list materidlu.

. Reagencie nepouzivejte opakovang, pokud neni opakované pouziti
vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se k¥izové kontaminace vzorkl, protoze to muze vést k
chybnym vysledkam.

. B&hem hybridizace a promyvani se vzorky nesmi nechat zaschnout.
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Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachdazeni:

Slozkou uréujici nebezpeénost je formamid.

Nebezpeti

H351 Podezieni, Zze zpUsobuje rakovinu.

H360FD Mize poskodit plodnost. Mize poskodit nenarozené
dité.

H373 Mize zpUsobit poskozeni orgdnl pfi dlouhodobé nebo
opakované expozici.

P201 Pfed pouZitim si vyzadeite zvl&sini pokyny.

P202 Nemanipulujte s nim, dokud si nepiettete a
neporozumite véem bezpeénostnim pokynim.

P260 Nevdechuijte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/stiikance.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu

oti/ochranu obli¢eje.

P308+P313 Pokud je vystaven nebo znepokojen: Vyhledejte
lékafskou pomoc/opatteni.

P405 Sklad je uzaméeny.

7. Omezeni

. Pro diagnostické pouziti /in vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouZiti.

. Pouze pro neautomatizované pouziti.

. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho barveni nebo jeho

nepfitomnosti musi byt provedena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, dalsich histopatologickych kritérii a také dalsich
diagnostickych  testi. Za znalost sond CISH, reagencii,
diagnostickych panelli a metod pouzivanych k vyrobé barveného
prepardtu odpovidd kvalifikovany patolog/huménni genetik. Barveni
musi byt provédéno v certifikované licencované laboratofi pod
dohledem patologa/humdénniho genetika, ktery je odpovédny za
revizi obarvenych preparétl a zaji$téni adekvétnosti pozitivnich a
negativnich kontrol.

. Barveni vzorkd, zejména intenzita signdlu a barveni pozadi, zdvisi na
manipulaci se vzorkem a jeho zpracovéni pfed barvenim. Nesprdvnd
fixace, zmrazeni, rozmrazeni, myti, sudeni, zahfivani, fezdni nebo
kontaminace jinymi vzorky &i tekutinami muaze vést k artefakttim nebo
falednym vysledkdim. Nekonzistentni vysledky mohou byt disledkem
rozdili v metoddch fixace a vkladani, jakoz i vrozenych
nepravidelnosti ve vzorku.

. Sonda by se méla pouZivat pouze pro detekci sekvence popsané v
kapitole 3. "Doddvané reagencie".

. Vykon byl ovéFen pomoci postupl popsanych v tomto ndvodu k
pouziti. Upravy téchto postupl mohou zménit vykon a musi byt
ovéfeny uzivatelem. Tento IVD je certifikovan jako CE, pouze pokud
je pouZivdn zpisobem popsanym v tomto ndvodu k pouZiti v rozsahu
uréeného poutziti.

8.  Rugivé latky
Ndésleduijici fixativa jsou s ISH nesluéitelna:

Bouinovo fixaéni ¢&inidlo

fixaéni prosttedek B5

Kyselé fixaéni prostiedky (napt. kyselina pikrové)
Zenkerovo fixa&ni ¢inidlo

Alkoholy (pfi samostatném pouZiti)

Chlorid rtutnaty

Formaldehydové/zinkové fixaéni &inidlo
Hollandav fixativ

. Formalin bez pufru

9. P¥iprava vzorki

Vzorky pfFipravte podle ndvodu k pouziti pfistroje ZytoFast PLUS CISH
Implementation Kit HRP-DAB.
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10. Piipravné o$etieni zafizeni
Vyrobek je pfipraven k pouZiti. Neni tfeba rekonstituce, michdni ani fedéni.

Pfed pouzitim sondu uvedte do hybridizaéni teploty (37 °C) a dukladné
promicheijte.

11. Postup analyzy

PredGprava vzorki
Provedte pfedbéZnou Upravu vzorku (napf. odvoskovdni, proteolyzu) podle
ndvodu k poutziti pfisluiné sady ZyfoFast CISH Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
1. Na kazdy pfedem oSetieny vzorek napipetujte 10 ul sondy.

2. Vzorky zakryjte krycim sklitkem o rozmérech 22 x 22 mm (zamezte
zachyceni bublin) a kryci skli¢ko utésnéte.

K urésnéni doporucujeme pouZit gumovy cement (napf. Fixogum).
3. Umistéte sklicka na horkou desku nebo hybridizator a denaturujte

vzorky po dobu 5 minut pfi teploté 75 °C.

4. Pfeneste sklicka do vlhké komory a hybridizujte 1 h p¥i 37 °C (napt.
v hybridizaéni peci).

Je dlilezitd, aby vzorky bé hem hybridizace nevyschly.

Po hybridizaci
Zpracovani po hybridizaci (promyti, detekce, protibarveni, montdz,
mikroskopie) provedte podle ndvodu k pouziti pFislugné sady Zyto Fast CISH

Implementation Kit.

12. Interpretace vysledka

P¥i pouziti ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB se
hybridizované oligonukleotidy znagené digoxigeninem pfi detekci
kfenovou peroxiddzou (HRP) a DAB zobrazi jako hnédy vzor.

Vzor barveni v jadfe Ize pozorovat jako zfetelné te¢kovité signdly v pfipadé
integrovaného HPV nebo joko silné a homogenni jaderné barveni v
pfipadé epizomdlniho HPV. Cytoplazmatické barveni je pozorovéno v
ptipadé detekce RNA sekvenci HPV.

Upozornént:

. Vizualizace signdld by méla byt provddéna pomoci sady objektiva s
minimdlné 200ndsobnym az 630ndsobnym zvétsenim. Pfitomnost
epizomdlniho vzorce barveni je obvykle jasné detekovdna objektivem
s 200nésobnym zvétdenim, zatimco detekce integrovaného vzorce
vyzaduije vétsi zvéteni, nejlépe 630ndsobné.

. Nehodnotte oblasti nekrézy, prekryvajici se jadra, nadmérné
stravend jadra a jadra se slabou intenzitou signdlu.

. Negativni nebo nespecificky vysledek mize byt zpusoben vice faktory
(viz kapitola 16 "Reseni probléma").

. Pro spravnou interpretaci vysledkd musi uZivatel tento vyrobek pied

pouzitim v diagnostickych postupech validovat v souladu s ndrodnimi
a/nebo mezindrodnimi pokyny.

13. Doporuéené postupy kontroly kvality

Aby bylo mozné sledovat spravnou funkénost zpracovavanych vzorkl a
testovacich &inidel, méla by byt kazdd analyza doplnéna internimi a
externimi kontrolami. Pokud interni a/nebo externi kontroly neprokdzi
odpovidaijici zbarveni, je tfeba vysledky se vzorky pacientd povaZovat za
neplatné.

Vnitini kontrola: V nejasnych pfipadech by mély byt pro dalsi objasnéni
poutity kontrolni sondy DNA.

Externi ovladdni: Ovéfené pozitivni a negativni kontrolni vzorky.
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14. Vykonnostni charakteristiky
14.1 Analyticky vykon

Analytické citlivost: 100% (95% Cl 63.1 - 100)
Analytické 100% (95% Cl 63.1 - 100)
specifi¢nost:

Kfizové HPV types 16, 26, 45, 52, 54, 58,
hybridizace: 67, 68, 85, 97

14.2 Klinicky vykon

Diagnosticka karcinomu délozniho hrdla:

citlivost: 100% (95% Cl 88.4 — 100.0) vs. dudlni barveni
p16/ki67

OSCC:

93.33% (95% Cl 76.9 — 97.3) vs. p16 IHC
Diagnosticka karcinomu délozntho hrdla:

specifiénost: 100% (95% % Cl 88.4 — 100.0) vs. dudlni barveni
p16/ki67

OSCC:

81.82% (95% Cl 76.9 — 97.3) vs. p16 IHC

15. Likvidace

Likvidace ¢&inidel musi byt provadéna v souladu s mistnimi predpisy.

16. Reseni problémi

Jakékoli odchylka od névodu k obsluze muze vést k hor$im vysledkim
barveni nebo k tomu, Ze barveni nebude viibec provedeno. Dali informace
naleznete na www.zytovision.com.

Slaby nebo #4dny signdl

Moindé pfigina Akce

Nesprdvné provedend Optimalizujte dobu inkubace pepsinu, v

proteolytické preduprava | pfipadé poteby ji prodluzte nebo
zkratte.

Odpafovéni sondy PFi pouziti hybridizétoru je pouZiti

mokrych pruht/nédrzi naplnénych
vodou povinné. Pfi pouziti hybridizaéni
pece je nutné pouzit vihkou komoru.
Kromé toho by mél byt kryci list zcela
uzavfen, napf. pomoci Fixogumu, aby
se zabrdnilo vysychdni vzorku béhem
hybridizace.

Nedostate¢nd pfiprava Misto ptipravy barevnych substrétu
chromogenniho substrétu | kapdnim poutzijte pipetu.

P¥ili§ dlouhd doba profi Vyhnéte se tmavému protibarveni,

barveni protoZze miZe zakryt pozitivni signdly
barveni.

Nesprdvné provedené K modfeni pouZivejte studenou tekouci

modfeni protibarviva vodu z vodovodu; nepoufZiveijte teplou

nebo horkou vodu ani modfici ¢inidla.

Signdly sldbnou nebo se sluduji

MozZnd pfigina Akce
Bylo pouZito nevhodné PouZivejte pouze montdini roztok
montézni fedeni dodany se sadou nebo doporuéeny v

ndvodu k pouziti. Pouzivejte roztoky bez
jakychkoli nedistot; nepoutivejte kryci
pasku.

Nerovnomérné nebo v nékierych &bstech jen velmi lehké skvrny

Moznd pfigina Akce

Nedokonalé PouZivejte Eerstvé roztoky; zkontrolujte

odparafinovéni dobu trvéni odparafinovéni.

P¥ili¥ maly objem ¢inidla Ujistéte se, ze objem ¢inidla je
dostateené velky, aby pokryl oblast
tkané.

Nekonzistentni vysledky

Mozné pfic¢ina

Akce

Nedostate¢né vysuseni
pfed aplikaci sondy

Prodlouzeni suseni na vzduchu

PFilig velké mnozstvi
vody/proplachovaciho
pufru na tkani pfed
aplikaci pepsinu,
protilatek a/nebo
barevnych substrata.

Ujistéte se, ze je pfebytend tekutina z
tkérového fezu odstranéna rozetfenim
nebo setfesenim ze skli¢cka. Malé
mnozstvi zbytkové vody/myciho pufru
neinterferuji s festem.

Rozdily v metoddch
fixace a vkladdani tkéni

Optimalizace metod fixace a vkladéni

Zmény v tloustce
tkanového Fezu

Optimalizace Fezu

Zhor$end morfologie

Mozné pfic¢ina

Akce

Vzorek bunék nebo
tkané nebyl fddné
fixovan

Optimalizace doby fixace a fixaéniho
prostiedku

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

Optimalizace doby inkubace pepsinu

Hluéné pozadi

Moznd pficina

Akce

Sekce vyschly kdykoli
béhem hybridizace nebo
po ni.

Zabrarite vysychdni Fezli; pouzijte komoru
s vlhkosti; Fadné utésnéte kryci skli¢ko.

Prodlouzené doba
inkubace substratu

Zkréceni doby inkubace substratu

Nedokonalé
odparafinovani

PouZivejte Eerstvé roztoky; zkontrolujte
délku odparafinovani

Nesprdvné provedend
proteolyticka
ptedUprava

Optimalizace doby inkubace pepsinu

Sklieka se pred hybridizaci
ochladi na pokojovou
teplotu.

Rychle pfeneste sklitka na hybridiza&ni
teplotu

Prekryvaijici se signély

Moznd pficina

Akce

Nevhodnd tloustka
tkériovych Fezh

P¥iprava fezli mikrotomem o velikosti 3-
5 um

Vzorek vyplave ze skli¢ka

Moznd pficina

Akce

P¥ili§ silnd proteolytickd
ptedUprava

Zkréceni inkubaéni doby pepsinu
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18. Revize

I:E www.zytovision.com
Nejnovéj$i ndvod k pouziti a ndvod k pouziti v riznych jozycich
naleznete na adrese www.zytovision.com.

Nasi odbornici jsou pfipraveni zodpovédét vase dotazy.
Kontaktujte prosim helptech@zytovision.com
Shrnuti  bezpe¢nosti  a  vykonnosti  naleznete  na

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Némecko
Telefon: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné znédmky:

strédnce

ZytoVision® a ZytoFasf® jsou ochranné zndmky spolegnosti ZytoVision

GmbH.
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