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ZYTOVISION

VisionArray
HPV PreCise Master Mix

ES-0007-50

W 50 testéw

Do amplifikacji specyficznych sekwencji HPV

3

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
zgodnie z dyrektywa 98/79/WE

1.  Przeznaczenie

VisionArray HPV PreCise Master Mix jest przeznaczony do amplifikacji i
biotynylacji specyficznych sekcji regionu L1 genomu ludzkiego wirusa
brodawczaka (Human Papilloma Virus, HPV) metoda reakcji taricuchowej
polimerazy (PCR).

VisionArray HPV PreCise Master Mix jest przeznaczony do wzmacniania
typdw HPV, w tym, ale nie wylgcznie, tych wykrytych przez odpowiednie
macierze na szkietkach VisionArray HPV Chips, oraz genomowe sekwencije
ludzkiego genu HLA-DQAT1, jako kontroli pozytywnej reakcji PCR.

VisionArray HPV_ PreCise Master Mix musi by¢ stosowany z zestawem
VisionArray Detection Kit i odpowiednimi macierzami VisionArray HPV
Chips. Zautomatyzowana analiza musi byé przeprowadzona za pomoca
VisionArray Software.

Produkt jest przeznaczony do diagnostyki /n vitro (zgodnie z dyrektywa UE
98/79/EC). Interpretacia  wynikéw musi  byé dokonana przez
wykwalifikowanego patologa w konteks cie historii klinicznej pacjenta, w
odniesieniu do dalszych danych klinicznych i patologicznych pacjenta.

2. Znaczenie kliniczne

Nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi odpowiednie] macierzy na
szkietku.

3. Zasada testu

Poprzez reakcje tarcuchowa polimerazy (PCR) sekwencie DNA moz na
amplifikowaé selektywnie. Podstawowa zasada PCR opiera sie na
powtarzajgcym sie okregu 3 krokéw: denaturacja, annealing i elongacja.
Powtarzanie tych etapéw prowadzi do wyktadnicze] amplifikacji sekwencji
docelowych.
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Pierwszym krokiem kazdego cyklu jest denaturacja, gdzie ogrzewanie
mieszaniny reakcyjnej prowadzi do pojedynczych nici DNA. Podczas
annealingu, komplementarne primery/startery tacza sie z pojedynczymi
niémi DNA. Startery flankuja sekwencje docelowa i stuzg, jako punkt
wyij$é ciowy do integracji nukleotydéw podczas fazy elongacji, tworzac
identyczne kopie matrycowego DNA. Primery uzyte w zestawie sa
wyznakowane czgsteczka biotyny. Dlatego kaz dy nowy produkt PCR jest
automatycznie  biotynylowany, co pdiniej umozliwia  wykrycie
przeciwciatem.

VisionArray HPV_PreCise Master Mix jest udoskonaleniem systemu
GP5/GP6 (Snijders et al., 1990) i jest skierowany przeciwko genowi L1,
wysoce konserwatywnemu regionowi genomu HPV. W zalezno$ci od
genotypu HPV, amplifikacja prowadzi do produktéw PCR o dtugosci
fragmentu 139-148 bp.

Startery przeciwko ludzkiemu genowi HLA-DQA1 s3 zalecane, joko
pozytywna kontrola przez WHO w podreczniku laboratoryjnym ludzkiego
wirusa brodawczaka i dlatego sg one réwniez zawarte w VisionArray HPV
PreCise Master Mix.

Aby unikngé¢ zanieczyszczenia produktami amplifikacji PCR, nukleotydy
uracylu sa wiaczone do zestawu VisionArray HPV PreCise Master Mix.
Wykonuijgc etap Uracil-DNA-Glycosylase przed PCR moga by¢ usunigte
wszystkie sekwencje zawierajace zasady uracylu i fym samym moz liwe
zanieczyszczenia produktéw PCR z poprzednich reakcji VisionArray PCR.
Uracil-DNA-Glycosylase jest inaktywowana powyz ej 95°C, wiec reakcje
PCR moz na przeprowadzi¢ jak zwykle.

4, Dostarczone odczynniki
VisionArray HPV PreCise Master Mix sktada sie z:

VisionArray HPV Primer
PreCise Tag DNA Polymerase
Uracil-DNA Glycosylase

H,O

MgCl,

PCR-Buffer

dNTP/dUTP Solution

VisionArray HPV PreCise Master Mix jest doste pny w jednym rozmiarze:

. ES-0007-50: 0.75 ml (50 reakcji po 15 ul kaz da)

5.  Materialy wymagane, ale nie dostarczane
Odczynniki:

e HyO (czysta do PCR)

e VisionArray Detection Kit (VK-0003)

Wyposaz enie:

Probéwki do PCR

Termocykler

Pipety

VisionArray HPV Chips (VA-0001; VA-0002)

VisionArray SingleScan Software (E-4301) lub
VisionArray MultiScan Software (E-4302)

6.  Przechowywanie i obstuga

VisionArray HPV PreCise Master Mix musi by¢ przechowywany w
temperaturze -16 ...- 22 ° C w pozycji pionowe;. Jes li zostang spetnione te
warunki przechowywania, produkt bedzie dziatat, bez utraty wydajno$ ci,
przynajmniej do daty waz no$ ci wydrukowanej na etykiecie.

Zminimalizuj liczbe cykli zamraz ania i rozmraz ania do maksymalnie 10
cykli, przechowujac w dziatajgcych podwielokrotnos ciach. Po otwarciu
fiolki zuz yj produkt w ciggu 6 miesigcy.

Okres czasu przetrzymywania produktéw PCR w temperaturze pokojowej
powinien by¢ jak najkrétszy.
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7. Ostrzeizenia i srodki ostroznosci

. Przeczytaj instrukcje uz ytkowania przed uz yciem!

. Nie stosowaé odczynnikéw po przekroczeniu daty waz nos cil

. Nalezy unikaé jokiegokolwiek zanieczyszczenia odczynnikéw
krzyz owego czy bakteryjnego.

. Nigdy nie pipetuj roztworéw ustami!

. Karta charakterystyki substancji niebezpiecznych jest dostepna na

2 gdanie dla profesjonalnego uz ytkownika.

. W celu uniknigcia zanieczyszczen konieczne jest oddzielenie etapéw
roboczych z DNA i bez DNA, a takz e uz ycie czystych powierzchni do
przygotowania gtéwnej mieszanki PCR.

8. Ograniczenia

. Do zastosowan w diagnostyce /n vitro.
. Tylko do uz ytku profesjonalnego.
. Interpretacja wynikéw musi byé dokonana przez wykwalifikowanego

patologa w konteks cie historii klinicznej pacjenta w odniesieniu do
dalszych danych klinicznych i patologicznych.

. Waz ne jest stosowanie wskazanych ilos ci sktadnikéw, aby unikngé
zaburzenia procesu reakgji.

. Wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie prébek DNA moze
prowadzi¢ do zaburzenia reakcji wykrywania.

9. Substancje zaktécajace

. Niska wydajno$ ¢ reakcji PCR spowodowana hamowaniem w
materiale wyj$ ciowym (np. krwi).

. Wysokie stez enia EDTA w buforach do ptukania moga prowadzi¢ do
zahamowania PCR.

10.Przygotowanie prébek

Prébki tkankowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE),
wymazy z szyjki macicy/prébki ze szczoteczki, jak réwniez prébki typu
ThinPrep moz na wykorzystaé jako materiat wyjs ciowy do genotypowania
HPV.

Po ekstrakeji konieczny jest pomiar stezenia DNA w celu sprawdzenia
jakosci i ilosci DNA. Kazda prébka powinna mieé stezenie DNA co
najmniej 15 ng / ul o wysokim stopniu czysto$ ci (260/280: ~ 1,8).

Nalez y unikaé zanieczyszczerht DNA podczas procedury ekstrakeji. Podczas
uzywania mikrotomu skrawki tkanek nalezy po cieciu natychmiast
umies$ cié w probéwce reakcyjnej. Ostrze mikrotomu nalezy wymieniaé
miedzy réznymi prébkami tkanek. To samo dotyczy juz utrwalonych
prébek tkanek zamontowanych na szkietkach. Skrobak nalezy zmieniad
miedzy réz nymi prébkami.

11. Obrébka wstepna produktu

Pierwszym krokiem jest okres lenie ilo$ ci wymaganych reakcji PCR (n), ktére
wynikajg z ilo$ci prébek DNA plus kontrola negatywna (mieszanina
reakcyjna bez matrycy DNA).

Schemat pipetowania:

L.p. Odczynniki 1x (finalne nx
stez enie)
1 VisionArray HPV_ PreCise | 15 ul (1x)
Master Mix
2 Prébka DNA 2,5-5 1l
3 H,O do 25 ul
Obijetos ¢ catkowita 25 ul
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e Podziel VisionArray HPV PreCise Master Mix do probéwek PCR wolnych
od DNA/DNazy.

e  Pipetuj probke DNA do Master Mix (Nr. 2 w schemacie pipetowania).
Dla negatywnej kontroli dodaj 10 ul wody wolnej od DNA/DNazy.

e Jesli to konieczne dodaj wode do osiggniecia catkowitej objetos ci of
25 pul (Nr. 3 w schemacie pipetowania).

e Przenie$ prébki do podgrzanego i wykalibrowanego termocyklera.

12. Procedura testu

Protokét amplifikacji opisany w tej instrukeji zostat ustalony w 0,2 ml
fiolkach do PCR przy uzyciu zalecanych enzyméw w systemie Biometra
TProfessional Thermocycler System. Je$ i to konieczne modyfikacje moga
by¢ przeprowadzone w zalez nos ci od producenta, kiedy inne termocyklery
sa stosowane. Dlatego ten protokédt powinien byé przetestowany przed
uzyciem pod katem zgodnosci. Zastosowany termocykler musi byé
skalibrowany zgodnie z wytycznymi producenta.

Profil termiczny:

Czas Temperatura | Powtérzenia Krok
10 min 25°C o Inkubacja Uracil-DNA
Glycosylase
Aktywacja HotStart 7ag
. o Polymerase,
10 min 93°C X1 Deakiywaria Uraeil- DNA
Glycosylase
20s 95°C Denaturacja
30s 55°C x10 Annealing
80s 60°C Elongacja
20s 95°C Denaturacja
30s 38°C x35 Annealing
80s 60°C Elongacja
1 min 95°C x1 Denaturacja
0 8°C x1

Wzrost temperatury: A 5°C/s

Profil termiczny jest zoptymalizowany dla odczynnikéw zalecanych w tej
instrukcji. Zmiany w sktadzie chemicznym lub konfiguracji muszg zostaé
zatwierdzone przez vz ytkownika przed uz yciem.

Po zakoriczeniu PCR probéwka reakcyjna powinna byé¢ przechowywana w
temperaturze -16 ° C ... -22 ° C.

13. Interpretacja wynikéw

VisionArray HPV PreCise Master Mix jest przeznaczony do stosowania z
VisionArray HPV Chip i VisionArray HPV_ Detection Kit. Interpretacja
wynikéw musi by¢ dokonana za pomoca odpowiedniego VisionArray
Software.

14. Rekomendowane procedury kontroli jakosci

Aby monitorowaé prawidlowe dziotanie opracowanych prébek i
odczynnikéw testowych, kaz demu testowi powinny tfowarzyszyé zewnetrzne
zwalidowane prébki kontroli pozytywne| i negatywnej. Jesli kontrole
wewnetrzne i/lub zewnetrzne nie wykazg odpowiedniego barwienia,
wyniki z prébkami pacjenta nalez y uzna¢ za niewaz ne.

Kontrole PCR i amplifikatéw mozna nastgpnie przeprowadzié przez
rozdziat w z elu agarozowym w elekiroforezie. Dtugos ¢ fragmentéw typow
HPV wynosi okoto 140 pz i jest obecna tylko w prébce HPV-dodatnie;.
Kontrola pozytywna pokazuje pasmo przy 227 pz.

Ze wzgledu na niska temperature annealingu i warunki PCR, ktére
faworyzujg produkty jednoniciowe, wyraz nie oddzielone pasma nie s3a
obecne w kaz dym tes cie. Jednak udana hybrydyzacja na matrycy szkietek
jest nadal mozliwa. Tylko catkowity brak pasma w zelu wskazuje na
nieudang reakcje PCR. Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekgji
rozwig zywania probleméw.
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15. Charakterystyka wydaijnos ci

Nalezy

zapoznaé

sie z

matrycowego VisionArray HPV Chip.

16. Utylizacja

charakterystyka  odpowiedniego

szkietka

Utylizacja odczynnikéw musi odbyé sie zgodnie z lokalnymi przepisami.

17. Rozwigzywanie probleméw

Wszelkie odste pstwa od instrukcji obstugi moga prowadzi¢ do pogorszenia
reakcji wykrywania sekwencji docelowe;.

Problem

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Utrata lub
bardzo mata
amplifikacja
produktu

Odczynniki do PRC
przeterminowane lub
zdegenerowane;
nieprawidtowy program
termocyklera.

Sprawdz odczynniki PCR i
program termocyklera.

Zdegradowana matryca
DNA,; niska wydajnos ¢
DNA.

DNA przechowywaé w
temperaturze -16...-22°C;
Unika¢ wielokrotnego
rozmraz ania i zamraz ania;
zastosowa¢ alternatywny
protokét ekstrakeii.

Inhibitory PCR w
mieszaninie reakcyjne;.

Zastosowaé alternatywny
protokét ekstrakeii.

Amplifikaty PCR

w negatywnej
kontroli

Zanieczyszczenie
odczynnikéw podczas
przygotowania prébki
lub w konfiguracji PCR.

Uzyj $ wiez ych odczynnikéw;
unikaj zanieczyszczenia
prébki.
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Nasi eksperci s3 gotowi odpowiedzieé¢ na Paristwa pytania.
Prosimy o kontakt helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

Email: info@zytovision.com

Znaki towarowe:
VisionArray® to znaki towarowe
ZytoVision GmbH
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