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1.  Zamygleny Géel

Sada VisionArray Detection Kit byla vyvinuta pro pouziti s VisionArray
PreCise Master Mix a odpovidajicim VisionArray DNA Chip pro_kvalitativni
detekci specifickych sekvenci DNA. Automatickou analyzu je tfeba provést
pomoci analytického bali¢ku VisionArray Analysis Package.

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 personélem

2.  Princip testu

DNA-fragmenty se specifickou sekvenci jsou detekovany z poolu DNA-
fragmentl na sklenéném ¢&ipu pomoci imobilizovanych DNA zdachytnych
sekvenci pomoci DNA/DNA-hybridizace. Pro tento detekéni systém Ize jako
vychozi materidl pouzit vzorky DNA z tkdné fixované formalinem a zalité v
parafinu nebo vzorky bunék. V prvnim kroku je treba cilové sekvence v
téchto vzorcich amplifikovat a biotinylovavat pomoci PCR. Nésledné se
provede  hybridizace  mezi  amplifikovanymi  sekvencemi  a
komplementérnimi sekvencemi DNA pro zachyceni. Po hybridizaci se
nespecificky navazand DNA odplavi krétkymi striktnimi promyvacimi kroky.
Specificky navdzané biotinylované sekvence jsou ndsledné sekunddrné
oznaeny streptavidin-peroxiddzovym  konjugdtem a  vizualizovany
barvenim tetrametylbenzidinem (TMB).
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3. Dodané ¢inidla

Soudésti jsou ndsledujici komponenty:

Kéd Komponenty Céstka Kontejner
HY-0001-1 Hybridization Solution 1 ml

Reakéni nddoba,
gervené viko

WB-0012-250 | 100x Wash Buffer 250 ml Lahev se Sroubovacim
uzévérem (velkd)

AB-0016-5 Detection Solution 5ml Lahvi¢ka se Sroubovacim
uzévérem (mald)
SB-0009-5 Blue Spot Solution 5ml Lahvi¢ka se $roubovacim
uzdvérem (mald), hnédd
Navod k pouziti 1

Hybridizaéni roztok, detekéni roztok a roztok pro modré skvrny vystaéi na
50 reakci. 100x promyvaci pufr vysta&i na 50 testd se 6 barvicimi
nadobkami po 70 ml.

4. PoZadované, ale neposkytované materidly

Reagents:
e PCR produkt vytvoteny pomoci VisionArray PreCise Master Mix

e Deionizovand nebo destilovand voda

Equipment:

e VisionArray SingleScan Software (E-4301) nebo
VisionArray MultiScan Software (E-4302)

e VisionArray DNA Chips

e Hybridizator nebo hybridizaéni pec s vlhkostni komorou

e Odstfedivka na skli¢ka

e Barvici sklenice, 50-80 ml

e Pipety

5. Skladovéni a manipulace

Souddsti soupravy musi byt skladovany pfi teploté 2...8 °C ve svislé poloze.
Roztok Blue Spot Solution skladujte chrdnény pfed svétlem. Pii dodrzeni
téchto skladovacich podminek bude pfipravek fungovat bez ziraty
funké&nosti nejméné do data expirace uvedeného na 3titku.

Ihned po poufiti vratte do skladovacich podminek. NepouZiveijte &inidla po
uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na &titku. Pii odpovidajicim zachdzeni
ie pfipravek stabilni aZ do data pouZitelnosti uvedeného na $titku.

6.  Upozornéni a bezpe&nosini opatieni
. Pred pouZitim si prectéte ndvod k poufitil
. NepouZivejte vyrobky po uplynuti doby pouZitelnostil

. Pfed pouZitim zkontrolujte, zda je obal neporuseny, pokud je
poskozeny, vyrobek nepouZivejte.

. Jakoukoli zadvaznou uddlost, ke kieré doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pfisludnému GFadu v souladu s mistnimi pfedpisy!

. Nékteré slozky sady obsahuji latky (v nizkych koncentracich a
objemech), které jsou zdravi 3kodlivé. Vyvarujte se jakéhokoli
pfimého kontaktu s ¢&inidly. Pfijméte vhodnd ochrannd opatieni
(pouzivejte jednordzové rukavice, ochranné bryle a laboratorni

odév)!

. Pokud se ¢inidla dostanou do kontaktu s kizi, okam#Zité ji opldchnéte
velkym mnoZstvim vody!

. Pro profesiondlni uZivatele je na vyzaddani k dispozici bezpeénostni
list materidalu.

. Vyrobky nepouzivejte opakované, pokud neni opakované pouziti
vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se kiizové kontaminace vzorkl, protoze to mlze vést k
chybnym vysledkam.

. Aby se zabrdnilo kontaminaci, je nutné oddélit pracovni kroky s DNA
a bez ni a pouzivat &isté stoly pro pfipravu PCR master mixu.

. Trisky by se mély pouzivat v bezpra§ném prostiedi. Zabrarite
znedisténi povrchu tfisek prachem nebo jinymi &asticemil

. Vyhnéte se pfimému kontaktu s polem pole na povrchu ¢&ipul!

. K hybridizaci |ze pouZit pouze ozna&enou stranu skli¢ka.
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Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachdzeni pro
HY-0001:

Slozkou uréujici nebezpeénost je formamid.

Nebezpedi

H351 Podezieni, Ze zpUsobuje rakovinu.

H360FD Mize poskodit plodnost. Mze poskodit nenarozené
dité.

H373 MuzZe zpUsobit poskozeni orgdnt pfi dlouhodobé nebo
opakované expozici.

P201 Pfed pouZitim si vyzadeite zvldsini pokyny.

P202 Nemanipulujte s nim, dokud si nepfettete 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: Vyhledeijte
|ékaFskou pomoc/opatient.

P405 Sklad je uzaméeny.

Standardni véty o nebezpe&nosti a pokyny pro bezpe&né zachdzeni pro
AB-0016 and WB-0012:

Slozkou uréujici nebezpedi je reakéni hmotnost: 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazolin-3-on a 2-methyl-2H-isothiazol-3-on (3:1).

Warning

H317 Mize vyvolat alergickou kozni reakei.

P261 Zamezte vdechovdni prachu/dymu/plynu/mlhy/par/
aerosold.

P272 Kontaminovany pracovni odév neodnéseite z

pracovisté.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy $tit.

P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyite velkym mnogstvim vody.

P333+P313  Pii podrdzdéni kize nebo vyrdzce: Vyhledejte lékaiskou
pomoc/osetieni.

P362+4+P364  Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
pouzitim vyperte.

7. Omezeni

. Pro diagnostické poutiti /in vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouZiti.

. Pouze pro neautomatizované pouziti.

. Interpretace vysledkli musi byt provedena v kontextu klinické

anamnézy pacienta s ohledem na dal$i klinické a patologické Gdaje
kvalifikovanym patologem.

. Komponenty stavebnice jsou vzdjemné dikladné sladény a zédména
jedné nebo vice komponent muize vést k chybédm ve vykonu.

. Je dlezité pouzivat uvedend mnozstvi slozek, aby nedoslo k narueni
reakéniho procesu.

. Opakované rozmrazovéni a zmrazovéni vzorkli DNA mize vést ke
zhorgeni detekéni reakce.

. Béhem postupu analyzy nepracuite pfi lamindrnim proudéni, protoze
by to mohlo vést ke zhorgeni vysledkd

. Vykon byl ovéfen pomoci postupl popsanych v tomto ndvodu k
pouiti. Upravy téchto postupd mohou zménit vykon a musi byt
ovéfeny uzivatelem. Tento IVD je certifikovan jako CE, pouze pokud
je pouzivan zplisobem popsanym v tomto ndvodu k pouziti v rozsahu
uréeného pouziti.

9.

[A)>[x)
Rusivé latky
Nizkd Geinnost PCR v disledku inhibitoré PCR v surovém materidlu
DNA (napf. v krvi).

Vysoké koncentrace EDTA v eluénich pufrech DNA mohou vést k
inhibici PCR. PouZivejte pouze doporu¢end mnozstvi DNA.

Pouziti PCR pfisad, které by mohly ovlivnit hybridizaci (nap¥. DMSO,
betain, mocovina).

P¥iprava vzorkii

Vychozim materidlem pro tento detekéni systém jsou sekvence DNA, které
byly amplifikovény a biotinylovany pomoci VisionArray PreCise Master Mix.

10.

11.

Pfipravné osetieni zafizeni
P¥prava 1x Wash Buffer: Zfedte 1 dil 100x Wash Buffer 99 dily

deionizované nebo destilované vody (v uzaviené nddobé ziedény 1x
Wash Buffer je stabilni po dobu jednoho mésice pFi RT (18...22°C))

Hybridization Solution, Detection Solution, Blue Spot Solution, a 1x
Wash Buffer zahtejte na RT (18...22 °C). Pfipadné srazeniny v
hybridizagnim roztoku musi byt vyfeSeny kratkym zahiétim (max.
37°C).

Pfed pouzitim zahfejte hybridiztor nebo hybridizaéni pec na 42 °C.

Postup analyzy

Béhem postupu analyzy nepracujte pfi lamindrnim proudéni, protoZe by fo
mobhlo vést ke zhorseni vysledki.

1
2

10
11

12

Odstrarite ochranny kryt z modrych rdmeekd pole pole.
P¥iprava hybridiza&ni smési:

20 pl Hybridization Solution
+ 10 pl produktu PCR
30 pl hybridizaéni smési (sta&i pro jeden ¢ip)

Duakladné promicheite hybridiza&ni smés pipetovanim nahoru a dold.

Opatrné napipetujte 30 pl hybridizaéni smési na levou stranu pole
matrice (se $titkem vpravo), abyste se vyhnuli zachyceni vzduchovych
bublin. Pokryjte celé pole matrice opatrnym zakrytim pole matrice
zleva doprava dodanym plastovym vi¢kem.

Preneste &ip rychle do predehiétého hybridizatoru nebo hybridizaéni
pece s vlhkostni komorou a inkubujte 30 minut pfi 42 °C (+/- 1 °C).

Pozndmka: Tento krok by mél byt proveden pro kazdé pole postupné, nikdy ne
paralelné. Je feba zabrdnit odchylkém vétsim nez 1 °C. Doporucujeme
pouZivat kalibrovany teplomeér.

Mezitim pfipravte 3 barvici nddobky s 1x promyvacim pufrem.

Po uplynuti inkubaéni doby vyjméte ¢&ip z inkubdtoru a opatrné
sejméte viko. Hybridizaéni smés opatrné slijte na papirovy kapesnik
a sklitko ihned omyjte v 1x promyvacim pufru. Proto skli¢ko v prvni
barvici nddobce 3x obousmérné jemné& promicheijte. Tento postup
promyvani opakujte ve druhé barvici nddobce. Poté pFeneste &ip do
3. barvici nddobky, 3x promicheijte a inkubuijte T min.

Poznémka: Na jednu barvici nddobku nepouzivejle vice neZ & sklicek.
Nezpracovand sklicka by méla zistat pii hybridizacni teplofé. Vystaveni
pokojové teplofé by mélo byt co nejkratsi.

Vyiméte &ip z barvici nddoby, krétce jej osuste na kapesniku a osuste
odsttedénim v odstiedivce na sklitka po dobu 15-30 s.

Pozndmka: PouZiti sklickové odstiedivky je naprosto nezbytné, aby se zabrdnilo
vzniku kapicek na matrici.

Opatrné napipetujte 100 pl detekéniho roztoku na suché pole
matrice, aniz byste se dotkli povrchu. Pole matrice musi byt pokryto
rovnomérné a vzduchové bubliny musi byt odstranény.

Inkubuijte 10 minut na rovném povrchu pfi RT (18...22 °C).
Mezitim si pFipravte 3 barvici nadobky s 1x promyvacim pufrem.

Po inkubaci omyjte a osuste podle popisu v kroku 6 a 7. Barvici
nadobku, kterd byla pouzita jako posledni, uschoveite pro krok 13.

Opatrné naneste 100 pl roztoku Blue Spot Solution na celé pole
matrice a inkubujte 5 min pfi RT (18...22 °C). Vyvoj barvy lze
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pozorovat vizudlni kontrolou. V p¥ipadé rychlého a silného zabarveni
Ize inkubaci pfed&asné ukondit.

Pozndmka: Roztok Blue Spot Solution by mél byt skladovdén a inkubovdn ve

fmé.

13 Promyveijte Blue Spot Solution na ¢&ipu v nddobce s 1x Wash Buffer z

kroku 10 po dobu pfiblizné 15 sekund.

14 Cip krétce osuéte na papirovém ubrousku a osuite jej odstredénim

ve skli¢kové odsttedivce po dobu 30 s.

éipy jsou nyni pfipraveny k analyze pomoci VisionArray Software.

12. Interpretace vysledka

12.1 Obecné poznédmka

Pomoci VisionArray DNA  Chip

je mozné zjistit

pfitomnost nebo

nepfitomnost specifickych sekvenci DNA. Intenzita signdli je ovlivnéna
etnosti cilovych sekvenci ve vzorku a také daldimi faktory detekéniho
systému. Absolutni hodnoty intenzity signdlu neni moZné pouZit pro
stanoveni koncentrace DNA..

12.2 Hodnoceni

Po dodrzeni tohoto protokolu Ize &ip vyhodnotit. Pozitivni signdly jsou na
joko tmavé modré kruhové oblasti. Automatické
vyhodnoceni &ipu se provadi pomoci pfisluiného VisionArray Software.

sklicku  viditelné

12.3 Hodnoceni pomoci softwaru

Automatické vyhodnoceni vysledkil provadi pfisluény VisionArray Software.
K softwaru je pfilozena komp/exni pfirueka pro analyzu &ipd.

13. Doporuéené postupy kontroly kvality

Za Oelem sledovéni sprévného fungovani zpracovavanych vzorkd a
testovacich ¢&inidel by mél byt kazdy test doplnén o externi validované
pozitivni a negativni kontrolni vzorky. Pokud interni a/nebo externi kontroly
neprokdzi odpovidajici zbarveni, je tteba vysledky se vzorky pacientt
povaZovat za neplatné.

14. Vykonnostni charakteristiky

Viz vykonnostni charakteristiky p¥islugného VisionArray DNA Chip

15. Likvidace

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

16. Re3eni problémii

Jakékoli odchylka od ndvodu k obsluze miize vést ke zhorseni detekeni
reakce cilové sekvence.

Problém

Moznd pfic¢ina

Akce

Zé&dny signdl

Spatné teplota

Kontrola teploty hybridizace

Cinidla s proglou dobou
pouzitelnosti

Zkontrolujte ¢&inidla

Pouze vodici body
a z4dné  daldi
signdly

Problémy s produktem PCR
(PCR neni dostate¢né G&inné
nebo je templdt DNA
degradovén).

Ovéite U¢innost PCR pomoci
pozitivni kontroly;

Zkontrolujte  chemikdlie pro
PCR a program termdiniho
cyklery;

Kontrola  produktu  PCR v
agarézovém gelu

Spatnd surovina

Kontrola surovin

Spatna kombinace &pu a
vzorku

Zkontrolujte kombinaci
vzorek/&ip

Pouze vodici body
a kontrola PCR, ale
26dné dalgi
signdly.

Neni pfitomna 24dnd cilova
sekvence

PouZiti pozitivni kontroly
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Pouze vodici body
a specifické
signdly, ale z4dna
pozitivni kontrola

Znehodnoceny vzorek

Nové extrakce DNA;
uchovaveijte pfi -16...-22 °C

PFilig mnoho | PFili§ dlouhd doba inkubace | Zkontrolujte dobu inkubace a
pozadi detekéniho roztoku nebo | teplotu detekéniho roztoku a
roztoku pro modré skvrny; | roztoku modré skvrny.
pfilis vysokd teplota béhem
inkubace
Nedostate&né vysuiené Kontrolni krok sugeni
diapozitivy
Silng, netésné | PFili§ dlouhd doba inkubace | Postupnd Uprava doby
signdly detekéniho roztoku nebo | inkubace a teploty detekéniho
roztoku pro modré skvrny | roztoku a roztoku modré
nebo pfili§ vysokd teplota skvrny
Slabé signdly Nesprévna teplota | Kontrola teploty
hybridizace
P¥ilig kratkd doba Prodlouzeni doby hybridizace
hybridizace na maximalné 30 min.
P¥ili§ kratkd doba inkubace | ProdlouZeni doby inkubace
detekéniho roztoku nebo detekéniho roztoku a roztoku
roztoku pro modré skvrny modré skvrny
Slabd amplifikace Kontrola $ablony DNA
PCR/3patné kvalita templétu
DNA
Signdly k¥izové | Kontaminace PCR chemikdlii | Vyménte pouzivané chemikdlie
hybridizace, nebo PCR produktu pro PCR
faledné  pozitivni
signdly Kontaminace béhem Vyhnéte se prenosu vzorku
pfipravy PCR nebo béhem piipravy smési.
hybridiza&ni smési
PFili§ nizkéd teplota Kontrola teploty hybridizace
hybridizace
PFili§ dlouhd inkubace Rychlé provedeni pracich
nékolika &ipl ve stejném krokad
promyvacim pufru
Jeden signdl | Mechanické odstranéni | Vyhnéte se pfimému kontaktu s

namisto duplik4ti

druhého signdlu, napf. v
disledku kontaktu se
$pickou pipety.

polem pole

Nepravidelné pokryti pole
matrice vzduchovymi
bublinami

Pouzijte roztoky bez
vzduchovych bublin

Slabé signély kolem prahu
(1 nad a 1 pod)

Opakujte PCR a detekei s
pfihlédnutim k podminkam
pozadovanym v pfiruéce.

17. Revize
Revize Popis zmény
2.1 6. Upozornéni a bezpeé&nostni opatfeni
Ptiddna pozndmka pro kontrolu neporusenosti obalu
2.2.1 11. Postup analyzy

Béhem postupu analyzy nepracujfe pfi lamindrnim proudéni,
profoZe by fo mohlo vést ke zhorseni vysledki.

I:III www.zytovision.com
Nejnovéii ndvod k pouZiti a ndvod k pouZiti v riznych jazycich

naleznete na adrese WWW.Zy ovision.com.
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Nasi odbornici jsou pfipraveni zodpovédét vase dotazy.
Kontaktujte prosim helptech@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 zndmky:
ZytoVision® a VisionArray® jsou ochranné zndmky spoleénosti
ZytoVision GmbH.
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