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1.  Rendeltetésszerii cél

A VisionArray Detection Kit a VisionArray PreCise Master Mix és a
megfelels VisionArray DNA Chip segitségével fejlesztették ki specifikus
DNS-szekvencidk minéségi kimutatdsdra. Az automatizdlt elemzést a
VisionArray Analysis Package segitségével kell elvégezni.

A termék kizdrélag professziondlis haszndlatra készilt. A termékkel végzett
valamennyi vizsgdlatot mindsitett, engedéllyel rendelkez6 anatémiai
patolégiai  laboratériumban,  patolégus/humdéngenetikus  feligyelete
mellett, szakképzett személyzetnek kell elvégeznie.

2.  Avizsgdlat elve

A meghatérozott szekvencidjo DNS-fragmenseket egy tvegchipen lévé
DNS készletbsl detektdljuk immobilizalt DNS szekvencidk segitségével
DNS/DNS-hibridizéciéval. Ehhez a detektélési rendszerhez formalinnal
fixélt, paraffinba  dgyazott szévet- vagy sejtmintdk DNS  mintdk
haszndlhaték alapanyagként. Elsé |épésként ezekben a mintdkban a
célszekvencidkat PCR-rel amplifikalni és biotinildIni kell. Az amplifikalt
szekvencidk és a komplementer DNS szekvencidk kézétti hibridizéciét ezt
kévetden hajtjuk végre. A hibridizaciét a nem specifikusan megkatétt DNS-
t révid, meghatdrozott mosdsi lépések kdvetik. A specifikusan kététt
biotinilezett szekvencidkat ezutdn sztreptavidin-peroxiddz-konjugdtummal
masodlagosan jelslik, és tetrametilbenzidin (TMB) festéssel teszik lathatéva.
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3.  Rendelkezésre bocsétott reagensek

A kévetkez6 komponenseket tartalmazza:

Kéd: Alkatrészek Osszeg | Konténer

HY-0001-1 Hybridization Solution 1ml Reakciéedény, piros
fedéllel

WB-0012-250 | 100x Wash Buffer 250 ml Csavaros kupakos Uveg
(nagy)

AB-0016-5 Detection Solution 5ml Csavaros kupakos Uveg
(kicsi)

SB-0009-5 Blue Spot Solution 5ml Csavaros kupakos Uveg
(kicsi), barna

Haszndlati utasitas 1

A Hybridization Solution, a Detection Solution, és a Blue Spot Solution 50
reakciéhoz elegendd. A 100x Wash Buffer 50 teszthez elegendé 6 darab,
egyenként 70 ml-es festéedényben.

4. Szikséges, de nem biztositott anyagok

Reagensek:
e VisionArray PreCise Master Mix segitségével létrehozott PCR termék

e Deionizdlt vagy desztillélt viz

Felszerelés:

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

e VisionArray DNA Chips

e Hibridizal6 vagy hibridizéciés kemence pérakamraval

e Diacentrifuga
e Festéedények, 50-80 ml
e  Pipettak

5. Tdrolés és kezelés

A készlet dsszetevéit 2...8°C-on, fuggbleges helyzetben kell tarolni. A Blue
Spot Solutiont fénytél védve tdrolja. Ha ezeket a tdrolési feltételeket
betartia, a termék legaldbb a cimkén feltintetett lejarati détumig
teljesitményvesztés nélkil miksdik.

Felhaszndldst kévetéen azonnal a taroldsi feltételek alkalmazandéak. Ne
haszndlia a reagenseket a cimkén feltintetett lejarati idén t0l. A termék a
cimkén feltintetett lejarati ideig 6rzi meg stabilitdsét megfeleléen kezelés
mellett.

6. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat elétt olvassa el a hasznélati utasitdst!
. Ne hasznéljo a reagenseket a lejdrati id6 letelte utan!
. Kérjuk, haszndlat elétt ellendrizze, hogy a csomagolds sértetlen-e, ne

hasznélia a terméket, ha a csomagolés sérilt.

. Jelentsen a gydrténak és az illetékes hatésagnak a termékkel
kapcsolatban minden sOlyos eseményt a helyi el8irdsoknak
megfelelGen!

. A készlet egyes &sszetevdi (kis koncentracidban és mennyiségben)
egészségre kdros anyagokat tartalmaznak. Kerilie a reagensekkel
valé kézvetlen érintkezést. Tegyen megfeleld védéintézkedéseket
(haszndlion eldobhaté kesziyiit, védészemiveget és laboratériumi

ruhdzatot)!
. Ha a reagens bérrel érintkezik, azonnal éblitse le bé vizzel!
. Foglalkozésszerii felhaszndlék részére igény esetén anyagbiztonségi

adatlapot biztositunk.

. Ne haszndlja fel Ujra a termékeket, kivéve, ha az Ujrafelhasznélés
kifejezetten engedélyezett!

. A mintdk keresziszennyez6dését kertini kell, mert ez hibds
eredményhez vezethet.

. A szennyez6dések elkerilése érdekében a munkalépések DNS-sel
és anélkul t6rténé elkildnitése, valamint tiszta felGletek szokségesek
a PCR master mix elkészitéséhez!

. A chip-eket pormentes kérnyezetben kell haszndlni. Kertlje a chip
feltletének porral vagy egyéb részecskékkel valé szennyezédését!

Kerilie a kdzvetlen érintkezést a chip feltletén 1évs array-mezévell
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A tdrgylemeznek csak a feliratozott oldala hasznélhaté @
hibridizaciéhoz.

A HY-0001-re vonatkozé figyelmeztets és évintézkedési nyilatkozatok:

A veszélyt meghatérozé komponens a formamid.

Veszély

H351 Feltehetéen rakot okoz.

H360FD Kérosithatja a termékenységet. Karosithatja a
sziletendd gyermeket.

H373 Ismétl6ds vagy hosszabb expozicié esetén kdrosithatja
a szerveket.

P201 Hasznélat elétt ismerje meg az anyagra vonatkozé
kilénleges utasitdsokat.

P202 Ne haszndlja addig, amig az ésszes biztonsdgi
bvintézkedést el nem olvasta és meg
nem értette.

P260 A por/fust/géz/kéd/g6z8k/permet belélegzése tilos.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvédé/halldsvédel
em haszndlata kételezd.

P308+P313  Expozicidé vagy annak gyanudja esetén: orvosi elltdst
kell kérni.

P405 Elzérva tarolandé.

Az AB-0016-ra és WB-0012-re vonatkozé figyelmeztets és 6vintézkedési
nyilatkozatok:

A veszélyt meghatérozé komponens a reakciétémeg: 5-klér-2-metil-2H-
izotiazolin-3-on és 2-metil-2H-izotiazol-3-on (3:1)

D

Figyelem

H317 Allergids bérreakciét vélthat ki.

P261 KerUlie a por/fust/gdz/kéd/gézdk/permet belélegzését.

P272 Szennyezett munkaruhdt tilos kivinni a munkahely
teriletérél.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvédé/halldsvédele
m/... haszndlata kételezé.

P302+P352 HA BORRE KERUL: Lemosds bé vizzel

P333+P313  Bérirritdcié vagy kiGtések megjelenése esetén: orvosi
ellgtést kell kérni.

P362+P364 A szennyezett ruhadarabot le kell vetni és Gjboli
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haszndlat elétt ki kell mosni.

Korlatozasok

In vitro diagnosztikai haszndlatra.
Csak szakképzett felhaszndlok részére.
Csak nem-automatizdlt haszndlatra.

Az eredmények interpretdlésat a beteg klinikai anamnézisének
Ssszefiggésében kell elvégezni, tekintettel a tovdbbi klinikai és
patoldgiai adatokra, szakképzett patolégus éltal.

A készlet alkatrészei alaposan egymdshoz vannak igazitva, és egy
vagy tébb alkatrész cseréje teljesitményhibdkhoz vezethet.

Fontos, hogy a komponensek megadott mennyiségét hasznaljuk,
hogy elkeriljok a reakciéfolyamat kdrosoddsét.

A DNS-mintdk ismételt felolvasztésa és fagyasztdsa a kimutatési
reakcié kdrosoddsdhoz vezethet.

A vizsgdlati eljards sordn ne dolgozzon laminéris daramlésban, mivel
ez az eredmények romlésdhoz vezethet.

A teliesitmény érvényesitése a jelen haszndlati Gtmutatéban leirt
eliérésokkal tértént. Ezen eljdrésok médositésa megvdltoztathatia a
teliesitményt, és ezeket a felhasznélénak ellenériznie kell. Ez az IVD
csak akkor rendelkezik CE-tanusitvénnyal, ha oz ebben az
Utmutatéban leirtak szerint haszndljék, a rendeltetésszer(i haszndlat
keretein belul.
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9.

A kimutatési

[A>[2

Alacsony PCR hatékonység a DNS-nyersanyagban (pl. vér) lévé
PCR-inhibitorok miatt.

Az EDTA magas koncentréciéja a DNS elGciés pufferekben a PCR
gdtldsdhoz vezethet. Csak az ajdnlott mennyiségli DNS-t haszndlja.

Interferenciat kivalté anyagok

Olyan PCR adalékok hasznélata, amelyek befolydsolhatiék a
hibridizaciét (pl. DMSO, betain, urea).

A mintdk elékészitése

rendszer kiinduldsi anyagai olyan DNS-szekvencidk,

amelyeket VisionArray PreCise Master Mix segitségével amplifikaltak és
biotinilélta.

10. A készilék elékészits kezelése

11.

Az 1x Wash Buffer elkészitése: Higitsunk 1 rész 100x Wash Buffer 99
rész deionizdlt vagy desztillalt vizzel (zart tartdlyban a higitott 1x Wash
Buffer egy hénapig stabil szobahémérsékleten-n (18...22°C).

Hozza o Hybridization Solution, a Detection Solution, a Blue Spot
Solution, és az 1x Wash Buffer RT-re (18...22°C). A hibridizaciés
oldatban 1évé esetleges csapadékot révid melegitéssel (max. 37°C)
kell feloldani.

Haszndlat elétt melegitse fel a hibridizalét vagy a hibridizdciés sitét
42 °C-ra.

Vizsgdlati eljarés

A vizsgdlati eljdrds sordn ne dolgozzon lamindris dramldsban, mivel ez az
eredmények romldséhoz vezethet.
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Tavolitsa el a védéburkolatot a témbmezé kék kereteirdl.
A hibridizaciés keverék elkészitése:

20 pl Hybridization Solution

+ 10 pl PCR termék
30 pl hibridizéciés keverék (egy chiphez elegendd)

A hibridizaciés keveréket fel-le pipettazdassal alaposan keverje &ssze.

Ovatosan pipettdzzon 30 ul hibridizéciés keveréket a tsmbmezé bal
oldaléra (a cimkével a jobb oldalon), elkerilve a beszorult
légbuborékokat. A telies array-mezét a mellékelt mianyag fedéllel
6vatosan fedje le a array-mez6t a bal oldaltél a jobb oldal felé.

A chipet gyorsan helyezze &t az el6melegitett hibridizald
berendezésbe vagy a pdrakamrés hibridizaciés kemencébe, és
inkubdélja 30 percig 42°C-on (+/- 1°C).

Megjegyzés: Fzt a lépést minden t6mbnél egymds utdn kell elvégezni, soha
nem pdrhuzamosan. Az 1 °C-ndl nagyobb eltéréseket el kell kerilni.
Javasoljuk, hogy kalibrélt hé mérét haszndljon.

Kézben készitsen el 3 fest6edényt 1x Wash Buffer.

Az inkubdciés id6 letelte utan vegye ki a chipet az inkubétorbél, és
évatosan vegye le a fedelet. Ovatosan csépdgtesse le a hibridizacios
keveréket egy papirzsebkendére, és azonnal mossa le a targylemezt
1x Wash Puffer mosépufferrel. Ezért évatosan keverije meg a
térgylemezt 3-szor kétirdnylan az elsé festéedényben. Ismételie meg
ezt a mosdsi eljardst a 2. festéedényben. Ezutdn helyezze 4t a chipet
a 3. fest6edénybe, keverje meg 3-szor, és inkubdlija 1 percig.

Megjegyzés: Ne haszndljon 6-ndl 16bb tdrgylemezt festSedényenként. A nem
kezelt  tdrgylemezeket — hibridizdciés — h6mérsékleten  kell  tartani. A
szobah6 mérsékletnek vald kitételnek a lehets legrévidebbnek kell lennie.
Vegye ki a chipet a fest6edénybdl, révid idére csdpdgtesse le egy
szdéveten, és 15-30 mdsodperces centrifugdldssal szdritsa meg a
diaszentrifugdban.

Megjegyzés: A csuszdacentrifuga haszndlata feltétlenil szikséges a t6mbdn
maradd cseppek elkerilése érdekében.

Ovatosan  pipettdzzon 100 ul kimutatési oldatot a szdraz
tdmbmezére anélkil, hogy megérintené a feliletet. A témbmez6t
egyenletesen kell befedni, és a légbuborékokat el kell tévolitani.

Inkubdljuk 10 percig egyenletes feltleten, szobah&mérsékleten
(18...22°C).

Kézben készitsen 3 festéedényt 1x Wash Buffer.
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11 Az inkubdlds utdn mossuk le és szaritsuk meg a 6. és 7. lépésben
leirtak szerint. Tartsa meg az utoljdra hasznélt festedényt a 13.
|épéshez.

12 Vigyen fel 100 pl Blue Spot Solutiont évatosan a telies array mezére,
és inkubdlja 5 percig szobahémérsékleten (18...22°C). A szinfejl6dés
vizudlisan is megfigyelhets. Gyors és er6s fest6dés esetén az
inkubdcié korén ledllithaté.

Megjegyzés: A kék folfos oldatot sététben kell térolni és inkubdini.
13  Mossa le a Blue Spot Solution oldatot a chiprél a 10. lépésbs|
szarmazé 1x Wash Buffer festéedényben kb. 15 mdésodpercig.

14 A chipet révid id6re papirzsebkendsn lecsepegtetiik, és 30
madsodperces centrifugdldssal szdéritjuk a csUszdés centrifugdban.

A chipek most mdr készen éllnak a VisionArray Software t6rténé elemzésre.

12. Az eredmények kiértékelése
12.1 Altalénos megjegyzés

A VisionArray DNA Chip segitségével kijelentést lehet tenni bizonyos DNS-
szekvencidk jelenlétérdl vagy hidnyardl. A jelek intenzitdsét befolydsolja a
célszekvencidk gyakorisdga a mintdban, valamint a detektdlé rendszer
tovdbbi tényezdi. A jelintenzitds abszolGt értékeit nem lehet a DNS-
koncentrécié meghatérozdsdara haszndlni

12.2 Ertékelés

E protokoll kévetése utdn a chip kiértékelhets. A pozitiv jelek a
targylemezen soététkék koér alaki teriletek formdjdban lathaték. A chip
automatikus kiértékelése a megfeleld VisionArray Software térténik.

12.3 Szoftveralop( értékelés

Az eredmények automatikus kiértékelését a megfelel VisionArray Software
végzi. A szoftverhez mellékelve van egy d&ifogd kézikényv a chip-
elemzéshez.

13. Ajanlott mindségellenérzési eljarasok

A feldolgozott mintdk és a vizsgdlati reagensek megfeleld teljesitményének
ellendrzése érdekében minden egyes vizsgdlathoz kilsé validélt pozitiv és
negativ kontrollmintdkat kell mellékelni. Ha a belsé és/vagy kilsé
kontrollok nem mutatnak megfelels festédést, a betegmintdkkal kapott
eredményeket érvénytelennek kell tekinteni.

14. Teljesitményjellemzék

Kérjuk, olvassa el az adott VisionArray DNA Chip teljesitményjellemzé&it

15. Elvolitas

A reagensek  hulladékként  t6rténé  elhelyezését az
szabdlyozdsokkal 8sszhangban kell elvégezni.

orszdgos

16. Hibaelharitas

A hasznélati utasitdstdl valé bérmilyen eltérés a targer szekvencia hibds
detektdldsdhoz vezethet.

Probléma Valésziniisitheté ok Javasolt teendé
Nincs jel Rossz hémérséklet Ellenérizze o  hibridizaciés
hémérsékletet
Lejart szavatosségu Ellenérizze a reagenseket
reagensek
Csak irényité | Problémék a PCR-termékkel | Ellenérizze a PCR
pontok és mds | (a PCR nem elég hatékony | hatékonysagét pozitiv
jelek nélkal vagy a DNS-templdt | kontrollal;
lebomlott) Ellenérizze a PCR vegyszereket

és a termikus  ciklélé
programjét;
A PCR-termék

agaréz gélben

ellenérzése

Rossz nyersanyag A nyersanyagok ellenérzése

A minta/csip kombinacié
ellenérzése

A chip és a minta rossz
kombindcidja

[A1>(2

Csak
vezérl6pontok  és
PCR-ellenérzés, de
mas jelek nélkol

Nincs célszekvencia jelen

Pozitiv kontroll hasznélata

Csak
vezérlépontok  és
specifikus jelek, de
nincs pozitiv
kontroll

Bomlott minta

Ui DNS extrakcié; tarolja -
16...-22°C-on

Tol sok héttér

A detektdld oldat vagy a kék
foltos oldat inkubdciés ideje
tol  hossz0; t0l  magas
hémérséklet az inkubdcié
alatt.

Ellendrizze a detektdlé oldat és
a kék foltos oldat inkubdciés
idejét és hémérsékletét.

Nem megfeleléen szaritott
targylemezek

Ellendrizze a széritési lépést

Erés, szivargé jelek

A detektdld oldat vagy a kék
foltos oldat inkubdciés ideje
1ol hosszu vagy a
hémérséklet t0l magas.

A detektalé oldat és a kék
foltos oldat inkubdciés
idejének és hémérsékletének
fokozatos bedllitdsa

Gyenge jelek

Hibés hibds
hémérséklet

hibridizaciés

Hémérséklet ellenérzése

Tl révid hibridizéciés idé

Hosszabbitsa meg a
hibridizaciés idét legfeliebb
30 percre

A detektdlé oldat vagy a
kék foltos oldat inkubdciés
ideje t0l révid

A detektdlé oldat és a kék
foltos oldat inkubéciés
idejének meghosszabbitdsa

Gyenge PCR-amplifikécié /
rossz min&ség DNS-
templatumok

DNS sablon ellenérzése

Kereszthibridizacié
s jelek, hamis
pozitiv jelek

A PCR-kémiai anyagok vagy
a PCR-termék
szennyezettsége

Cserélie ki a haszndlt PCR
vegyszereket

Szennyez8dés a PCR vagy a
hibridizaciés keverék
elékészitése sordn

Kerilie a minta dtvitelét a
keverék elkészitése soran.

Tol alacsony hibridizaciés
hémérséklet

Ellendrizze a hibridizécids
hémérsékletet

Tébb chipet tul sokaig
inkubdltak ugyanabban a
mosépufferben

A mosési lépések gyors
végrehajtdsa

Egyetlen jel a
duplikéciok helyett

A mésodik jel mechanikus
kikUszobolése, pl. a
pipettahegy érintkezése
miatt.

Kerilie a kézvetlen érintkezést
a témbmezével

A tdmbmez8 szabdlytalan
lefedettsége a légbuborékok
miatt

Leveg8buborékok nélkili
oldatok alkalmazdésa

Gyenge jelek a kiszdbérték
kerol (1 a kiszobérték felett
és 1 az alah)

A PCR és a kimutatas
megismétlése a kézikényvben
el6irt feltételek
figyelembevételével.

17. Fellvizsgdlat

Feltlvizsgdlat

A véltozdés leirdsa

2.1.1 6. Figyelmeztetések és dvintézkedések
Hozzdadott megjegyzés o csomagolds sértetlenségének
ellendrzésére

2.2.1 11. Vizsgélati eljérés

A vizsgdlati eljérds sordn ne dolgozzon lamindris dramldsban,
mivel ez az eredmények romldséhoz vezethet.

BH

www.zytovision.c

om

A legfrissebb haszndlati utasitédsokat, valamint a kilénbdz8 nyelvii
haszndlati utasitdsokat a www.zytovision.com oldalon taldlja.
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Szakembereink készséggel valaszolnak kérdéseikre.

Kérjok vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com
cimen.

A biztonsdgrél és a teljesitményrél sz6l6 dsszefoglaldért kérjik, olvassa

el a kévetkez6t www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Németorszég
Phone: +49 471 4832-300

Fox: +49 471 4832-509

Email: info@zytovision.com

Védijegy:
A ZytoVision® és a VisionArray® a ZytoVision GmbH védjegyei.
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