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Na kvalitativnu detekciu DNA fudského papilomavirusu
(HPV) typu 16/18 pomocou chromogénnej in sifu
hybridizacie (CISH)
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Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslany Gé&el

Sonda ZytoFastHPV type 16/18 Probe (PF26) je uréend na kvalitativnu
detekciu DNA ludského papilomavirusu (HPV) typu 16/18 vo vzorkdch
fixovanych formalinom a vloZenych do parafinu pomocou chromogénnej
in situ hybridizacie (CISH). Sonda je uréend na poutzitie v kombindcii s
ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB (vyrobné &islo T 1063-
40).

Vyrobok je uréeny len na profesiondlne poutzitie. Vietky testy s pouZitim
vyrobku by mal vykondvat kvalifikovany persondl v certifikovanom,
licencovanom laboratériv  anatomickej patolégie pod dohfadom
patoléga/huménneho genetika.

Sonda sa md pouzivat ako pomécka pri diferencidlnej diagnostike réznych
druhov rakoviny a terapeutické opatrenia by sa nemali zaéinat len na
zéklade vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika chromogénnej in situ hybridizacie (CISH) umoziiuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Hapténom oznaéené nukleotidové fragmenty, tzv. sondy
CISH, a ich komplementdrne cielové sekvencie v prepardtoch sG po&as
hybridizacie spoloé¢ne kodenaturované a ndsledne sa nechajo
hybridizovat. Potom sa nedpecifické a nenaviazané fragmenty sond
odstrdnia premytim. Tvorbu dup/exu znadenej sondy mozno vizualizovat
pomocou primdrnych (neoznaenych) protildtok, kioré sa detekuju
pomocou sekunddrnych polymerizovanych protildtok konjugovanych s
enzymom. Enzymatickd reakcia s chromogénnymi substrétmi ndsledne
vedie k tvorbe farebnych precipitdtov. Po kontrastnom farbeni jadra
jadrovym farbivom sa hybridizované fragmenty sondy vizualizujd svetelnou
mikroskopiovu.
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3.  Poskytnuté &inidla
Zyto Fast HPV type 16/18 Probe sa skladd z:

. Digoxigeninom znaé&ené oligonukleotidy (~ 0,6 ng/ul) $pecifické
pre HPV typu 6/11, ktoré st zamerané na sekvencie DNA kédujice
HPV 6/11 proteiny E6, E7 a/alebo L1.
Sonda sa zameriava aj na prisluiné sekvencie RNA proteinov E6,
E7 a/alebo L1, ktoré sa exprimuji pocas niektorych $tédii infekcie.

. Hybridizaény pufer na béze formamidu
Sonda Zyto Fast HPV type 16/18 Probe je k dispozicii v jednej velkosti:

. T-1056-40: 0,4 ml (40 reakcii po 10 ul)

4.  Materidly pozadované, ale neposkytované

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB
(vyrobné ¢&islo T-1063-40)

Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kopel (55 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo hordca platia

Hybridizér alebo vlhka komora v hybridizaénej peci
Nastavitelné kalibrované pipety (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
Farbiace nadoby alebo kipele

Casovai

Kalibrovany teplomer

Etanol alebo reagenény alkohol

Xylén

Metanol 100%

Peroxid vodika (H,O,) 30%

Deionizovand alebo destilovand voda

Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement (vyrobné ¢&islo E-
4005-50/-125) alebo podobny

. Primerane udrziavany svetelny mikroskop (100-200x)

5.  Skladovanie a manipulécia

Uchovévaite pri teplote 2-8 °C vo zvislej polohe. OkamZite po poufZiti vratte
do skladovacich podmienok. NepouZivajte ¢&inidld po datume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do ddtumu exspirdcie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spésobom.

6. Upozornenia a bezpeé&nosiné opatrenia

. Pred pouZitim si preéitajte ndvod na poutzitie!
. NepouZivaijte ¢inidlé po uplynuti dédtumu exspirdcie!
. Tento vyrobok obsahuie latky (v nizkych koncentrécidch a objemoch),

ktoré s0 zdraviu $kodlivé a potencidlne infekéné. Vyhnite sa
akémukolvek priamemu kontaktu s &inidlami. Prijmite vhodné
ochranné opatrenia (pouzivajte jednorazové rukavice, ochranné
okuliare a laboratérny odev)!

. Kazdy zdvazny incident, ku ktorému doslo v sivislosti s vyrobkom,
nahléste vyrobcovi a prislu§nému orgdnu podla miestnych
predpisov!

. Ak sa ¢&inidld dostand do kontaktu s pokozkou, okamzite ju

opléchnite velkym mnozstvom vody!

. Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poziadanie k dispozicii karta
bezpeénostnych Udajov.

. Reagencie nepouzivajte opakovane, pokial nie je opakované
pouzitie vyslovne povolené!

. Vyhnite sa krizovej kontamindcii vzoriek, pretoze to méze viest k
chybnym vysledkom.

. Poéas hybridizdcie a premyvania sa vzorky nesmi nechat vyschnit.
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Vystrazné a bezpe&nostné upozornenia:

Zlozkou uréujucou nebezpe&enstvo je formamid.

Nebezpe&enstvo

H351 Podozrenie, Ze spbésobuje rakovinu.

H360FD Méze poskodit plodnost. Méze poskodit nenarodené
dieta.

H373 Méze spbsobit poskodenie orgdnov pri dlhodobej alebo
opakovanej expozicii.

P201 Pred pouZitim si vyZiadaijte $pecidlne pokyny.

P202 Nemanipulujte s nim, kym si nepreéitate a nepochopite
vietky bezpe&nostné opatrenia.

P260 Nevdychuijte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/spre;.

P280 Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny odev/ochranu

o¢i/ochranu tvére.

P308+P313 Ak je vystavend alebo znepokojend: Vyhladaijte lekdarsku
pomoc/opatrenie.

P405 Skladujte uzamknuté.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutzitie /n vitro.

. Len na profesiondlne poutzitie.

. Len na neautomatizované poutzitie.

. Klinickd interpretacia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho

nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinickej anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych kritérii, ako aj inych
diagnostickych testov. Kvalifikovany patolég/humanny genetik je
povinny poznat sondy CISH, reagencie, diagnostické panely a
metédy pouzivané na vyrobu farbeného prepardtu. Farbenie sa musi
vykondvat v certifikovanom, licencovanom laboratériv  pod
dohladom patoléga/ humdnneho genetika, ktory je zodpovedny za
preskimanie farbenych prepardtov a zabezpelenie primeranosti
pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z&visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprévna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, susenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontaminécia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méze sposobit artefakty alebo faloiné vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixacie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Sonda by sa mala pouzivat len na detekciu sekvencie opisanej v
kapitole 3. "Doddavané ¢&inidld".

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v tomto névode na
pouzitie. Upravy tychto postupov mé%u zmenit vykon a musi ich
overit pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len vtedy, ked sa
pouziva tak, ako je opisané v tomto n&vode na pouzitie v rozsahu
uréeného pouzitia.

8.  Rusivé latky
Nasledujice fixativa sG nekompatibilné s ISH:

Bouinovo fixaéné ¢&inidlo

Fixaéné ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouZivajd samostatne)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixaéné ¢inidlo
Hollandova fixacia

. Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Pripravie  vzorky podla ndvodu na  pouzitie  ZytoFast PLUS

CISH Implementation Kit HRP-DAB.
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10. Pripravné o$etrenie zariadenia

Vyrobok je pripraveny na poutzitie. Nie je potrebnd rekonétitGcia, mie$anie
ani riedenie. Pred pouZitim sondu uvedte do hybridizaénej teploty (37 °C)
a dokladne premiedaijte.

11. Postup analyzy

Predbeznd Oprava vzorky

Vykonaite predbezné Gpravu vzorky (napr. odparafinovanie, proteolyzu)
podla ndvodu na poutitie prisludne| stpravy Zyto Fast CISH
Implementation Kit.

Denaturdcia a hybridizacia
1. Pipetujte 10 ul sondy na kazd( vopred upraven( vzorku.

2. Vzorky zakryte krycim sklickom s rozmermi 22 x 22 mm (zabrarite
zachytavaniu bublin) a krycie skli¢ko utesnite.

Na utesnenie odpordcame pouZit gumové lepidlo (nopr. Fixogum).

3. Umiestnite sklitka na horGecu platiiv alebo hybridizér a vzorky
denaturujte 5 mindt pri teplote 75 °C.

4. Skli¢ka preneste do vlhkej komory a hybridizujte 1 hodinu pri 37 °C
(napr. v hybridizagnej peci).

Je déleZité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

Po hybridizécii

Spracovanie po hybridizacii (premytie, detekcia, protifarbenie, montdz,
mikroskopovanie) vykonaijte podia névodu na poufZitie prisluinej sGpravy
Zyto Fast CISH Implementation Kit.

12. Interpretacia vysledkov

Pri pouziti supravy ZyfoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB sa
hybridizované digoxigeninom zna¢ené oligonukleotidy zobrazia ako hnedy
vzor pri detekcii pomocou chrenovej peroxidédzy (HRP) a DAB.

Vzor farbenia v jadre moZno pozorovat ako zretelné bodové signdly v
pripade integrovaného HPV alebo ako silné a homogénne jadrové farbenie
v pripade epizomdlneho HPV. Cytoplazmatické sfarbenie sa pozoruje, ked
sU detekované RNA sekvencie HPV.

Upozornenie:

. Vizualizacia signdlov by sa mala vykondvat pomocou stGboru
objektivov s minimdlne 200-ndsobnym aZ 630-ndsobnym
zvé&enim. Pritomnost epizomdlneho vzoru farbenia sa zvyéajne
jasne zisti pomocou objektivu s 200-ndsobnym zvé&enim, zatial ¢o
detekcia integrovaného vzoru si vyZzaduje vaésie zvé&ienie, najlepsie
630-nésobné.

. Nehodnotte oblasti nekrézy, prekryvajicich sa jadier, nadmerne
stravenych jadier a jadier so slabou intenzitou signélu.

. Negativny alebo nesSpecificky vysledok méze byt spdsobeny
viacerymi faktormi (pozri kapitolu 16 "Rie$enie problémov").

. V zdujme sprdvnej interpretdcie vysledkov musi pouZivatel tento

vyrobok pred pouZitim v diagnostickych postupoch validovat podla
ndrodnych a/alebo medzindrodnych smernic.

13. Odpori&ané postupy kontroly kvality

Na monitorovanie sprévneho fungovania spracovanych vzoriek a
testovacich ¢&inidiel by mali byt ku kazdému testu pripojené interné a
externé kontroly. Ak interné a/alebo externé kontroly nepreukdzu vhodné
zafarbenie, vysledky so vzorkami pacientov sa musia povazovat za
neplamné.

Vndtorné kontrola: V nejasnych pripadoch by sa na dal3ie objasnenie mali
pouzit kontrolné sondy DNA.

Externé ovlddanie: Validované pozitivne a negativne kontrolné vzorky.
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14. Vykonnostné charakteristiky

Vykon sa hodnotil podla névodu na pouZitie sGpravy ZytoFast PLUS

CISH Implementation Kit HRP-DAB.

Analytické citlivost:

100% (95% Cl 69.2 — 100.0)

Analytické
$pecifickost:

100% (95% CI 69.2 - 100.0)

15. Likvidécia

Likviddcia ¢inidiel sa musi vykondavat v stlade s miestnymi predpismi.

16. RieSenie problémov

Akékolvek odchylka od névodu na obsluhu méze viest k horsim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Viac informdcii
ndjdete na stranke www.zytovision.com.

Slabé signdly alebo Ziadne signély

Mozind pric¢ina

Akcia

Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprévne

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu, v
pripade potreby ho predlzte alebo
skrétte

Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizéra je pouzivanie
mokrych pésov/nddob naplnenych
vodou povinné. Pri pouzivani
hybridizaénej pece je potrebné
pouzivat vlhkd komoru. Okrem toho
by malo byt krycie sklo Uplne utesneny,
napr. pomocou Fixogumu, aby sa
zabrdnilo vysychaniu vzorky poéas
hybridizacie

Nedostato&nd priprava
chromogénneho substrétu

Namiesto pripravy farebnych substrétov
kvapkanim poutzite pipetu

farbenia

Prili§ dlhy &as kontrastného

Vyhnite sa tmavému kontrastnému
farbeniu, pretoze méze zakryt pozitivne
signély farbenia

Nesprdvne vykonané
modrenie kontrastného
farbiva

Na modrenie pouzivaijte studen( te¢icu
vodu z vodovodu; nepoutzivajte teplt
alebo hortcu vodu ani modriace ¢inidl&.

Signdly zanikaju alebo sa spédjajd

Moznd pricina

Akcia

Bolo pouzité nevhodné
montovacie médium

Pouzivaijte iba montazny roztok dodany
so supravou alebo odporiéany v ndvode
na poutzitie. Pouzivajte roztoky bez
akychkolvek nedistét; nepouzivajte kryciu
pdsku

Nerovnomerné alebo v niektorych &astiach len velmi lahké zafarbenie

Moznd pri¢ina

Akcia

Neuplné odparafinovanie

PouZivaijte &erstvé roztoky; skontrolujte
dizku trvania odparafinovania

Prili§ maly objem ¢inidla

Uistite sa, Ze objem ¢inidla je dostatoéne
velky na pokrytie plochy tkaniva

Nekonzistentné vysledky

Moziné pric¢ina

Akcia

Nedostatoéné vysusenie
pred aplikdciou sondy

Predizenie su$enia na vzduchu

Prilig vela
vody/preplachovacieho
pufru na tkanive pred
aplikdciou pepsinu,
protilétok a/alebo
farebnych substratov

Uistite sa, Ze prebytoéné tekutina je z
tkanivového rezu odstranend odsatim
alebo vytriasanim zo skli¢ka. Malé
mnoZstvd zvyskovej
vody/preplachovacieho pufra
neinterferuju s testom
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Rozdiely v metédach
fixdcie a vkladania
tkaniva

Optimalizdcia metéd fixécie a
vkladania

Zmeny v hrobke
tkanivového rezu

Optimalizdcia delenia na sekcie

Zhor$end morfolégia

Moznd pric¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nebola sprévne
fixovand

Optimalizdcia &asu fixacie a fixa&ného
prostriedku

PredbeZnd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprdvne

Optimalizuijte ¢as inkubdcie pepsinu

Silné pozadie

Moznd pric¢ina

Akcia

Sekcie vysusené
kedykolvek po&as
hybridizacie alebo po nej

Zabrdérite vysuSeniu rezov; pouzite vlhkd
komoru; riadne utesnite krycie skli¢cko

Predizeny &as inkubdcie
substratu

Skratenie ¢asu inkubdcie substratu

Neuplné
odparafinovanie

Pouzivaijte Eerstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Predbeznd proteolytické
Uprava nebola
vykonand sprdvne

Optimalizujte &as inkubdcie pepsinu

Sklieka pred hybridizaciou
ochladené na izbovy
teplotu

Rychlo presurite skli¢ka na hybridiza¢ny
teplotu

Prekryvajice sa signdly

Moznd pri¢ina

Akcia

Nevhodnd hriubka

tkanivovych rezov

Pripravte 3-5 um rezy mikrotomom

Vzorka vypléva zo skligka

Moznd pric¢ina

Akcia

Prili§ silné proteolytické
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu
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18. Revizia

EE WWW.Zy ovision.com

Najnovéi ndvod na poutzitie, ako aj névod na pouzitie v rdéznych

jazykoch ndjdete na _stranke www.zytovision.com.
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Nasi odbornici sU pripraveni odpovedat na vase otdzky.
Obrdétte sa na helptech@zytovision.com
Prehlad o bezpeénosti a vykonnosti ndjdete na www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:
ZytoVision® a ZytoFast® si ochranné zndmky spolo¢nosti ZytoVision
GmbH.
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