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Do specyficznej detekcji 41 typéw wirusa brodawczaka
ludzkiego (HPV), ktére zostaty wyprodukowane przy
pomocy VisionArray HPV PreCise Master Mix.

Cce

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

1. Przeznaczenie

VisionArray HPV Chip 1.0 jest przeznaczony do stosowania z VisionArray
Software do jakos ciowego wykrywania amplifikatéw reakcji PCR 41
istotnych klinicznie genotypow wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV), ktére
zostaty wyprodukowane przy pomocy VisionArray HPV PreCise Master Mix.

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

2. Znaczenie kliniczne

Zakaz enia HPV sg powszechne i stanowig gtéwny czynnik ryzyka rozwoju
np. raka szyjki macicy. Obecnie opisano ponad 150 réz nych typéw HPV.
W zaleino$ci od ryzyka wywotania raka sa one podzielone na typy
niskiego ryzyka (LR), prawdopodobnie wysokiego ryzyka i wysokiego ryzyka
(HR).

VisionArray HPV Chip 1.0 zostat zaprojektowany do wykrywania
naste pujgcych 41 genotypdw:

Klasyfikacja 41 genotypéw HPV w VisionArray HPY Chip 1.0

Wysokiego Prawdopodobnie Niskiego Ryzyka (LR)
Ryzyka (HR) Wysokiego Ryzyka

16,18, 31, 33, 26, 34, 53, 66, 67, 68a, 6,11,40, 42, 43, 44, 54, 55,
35, 39, 45, 51, 68b, 69, 70, 73, 821539, 57, 61, 62,72, 81CP8304,
52, 56, 58, 59 82MM4 83MM7, 84MMS8, 90, 91

Typy HPV zostaty sklasyfikowane zgodnie z aktualng literaturg naukows.
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3. Zasada testu

Fragmenty DNA o okres lonej sekwencji s3 wykrywane z puli fragmentéw
DNA na szklanej macierzy za pomoca unieruchomionych sekwencji
wychwytujacych DNA przez hybrydyzacie DNA / DNA. Do tego systemu
wykrywania moz na stosowaé materiat wyjs ciowy z prébek utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie lub komérek. W pierwszym etapie
sekwencie docelowe w tych prébkach musza by¢ amplifikowane i
biotynylowane w reakcji PCR. Hybrydyzacia migdzy amplifikowanymi
sekwencjami i komplementarnymi wychwytuja cymi fragmentami DNA jest
przeprowadzana péz niej. Po hybrydyzaciji niespecyficznie zwigzany DNA
jest wyptukiwany przez krétkie i ostre etapy przemywania. Specyficznie
zwigzane biotynylowane sekwencje sa nastepnie znakowane witérnie za
pomocyg koniugatu streptawidyna-peroksydaza i wizualizowane przez
barwienie tetrametylobenzydyng (TMB).

4. Dostarczone odczynniki

Naste puja ce sktadniki s zawarte:

Liczba testéw

v 10
VA-0001 VisionArray HPV Chip 1.0 10

Instrukcja uz ycia 1

Nr. kat. Sktadniki

Opis macierzy:
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*HPV 55 jest klasyfikowany obecnie jako podtyp HPV 44, ale ze wzgledu
na spéjnos ¢ jest nadal oznaczony jako HPV 55.

5. Materialy wymagane, ale nie dostarczane

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

. VisionArray HPV PreCise Master Mix (ES-0007)

. VisionArray Detection Kit (VK-0003)

VisionArray Software do prawidtowego skanowania musi zawieraé pliki
VisionArray HPV Chip File 1.0 (E-4201).

6.  Przechowywanie i obstuga

Macierze musza byé przechowywane w nienaruszonym oryginalnym
opakowaniu  w temperaturze -16...-22°C.  Jesli te  warunki
przechowywania sg przestrzegane, macierze s stabilne bez utraty
wydaijnos ci przynajmniej do daty waz nos ci wydrukowanej na etykiecie.

Po otwarciu oryginalnego opakowania przechowywaé w temperaturze -
16... -22 ° Ci zuz yé produkt w ciggu dwéch miesigcy.
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7. Ostrzez enia i $ rodki ostroz nos ci

. Przeczytaj instrukcje uz ytkowania przed uz yciem!
. Nie stosowaé macierzy po przekroczeniu daty waz nos cil
. Macierze nalezy stosowaé w warunkach bezpytowych. Nalezy

unikaé¢ zanieczyszczenia powierzchni macierzy pytem, kurzem lub
innymi cza stkami!

. Nalezy unikaé bezpos redniego kontaktu z polem na powierzchni
macierzy!

. Tylko oznaczona strona szkietka moz e byé uz yta do hybrydyzacji.

. Nalezy unika¢ krzyz owego zanieczyszczenia prébki, kiére moze

prowadzi¢ do btednych wynikéw.

8. Ograniczenia

. Do zastosowan w diagnostyce /n vitro.
. Tylko do uz ytku profesjonalnego.
. Interpretacija wynikéw musi byé dokonana w konteks cie historii

klinicznej pacjenta w odniesieniu do dalszych danych klinicznych i
patologicznych przez wykwalifikowanego patologa.

. Macierz powinna byé uzywana tylko do wykrywania typéw HPV
opisanych w punkcie 2. ,Znaczenie kliniczne”.

Ponadto naste pujace czynniki moga wptywaé na system wykrywania:

. Odchylenie od proponowanego protokotu detekcji (np. temperatura
lub objetos ¢ odczynnikéw).

. Zdegradowane lub o niskim stez eniu DNA materiatu.

. Niewtas ciwy materiat wyjs ciowy.

. Stosowanie nieskalibrowanego lub uszkodzonego wyposasz enia.

. W przypadku silnych zakaz e HPV lub w przypadku wielu zakaz en
intfensywnos ¢ kontroli pozytywnej PCR moz e byé ostabiona.

. Nie pracowaé przy wig czonym laminarze podczas przeprowadzania
procedury tfestu, poniewaz moze to prowadzi¢ do pogorszenia
wynikéw.

9.  Substancje zaktécajace

. Niska wydajnos ¢ reakcji PCR spowodowana inhibitorami PCR w
materiale wyj$ ciowym (np. krwi).

. Zastosowanie dodatkéw PCR, ktére moglyby wpltynaé na
hybrydyzacje (np. DMSO, betaina, mocznik).

10. Przygotowanie prébek

Materiatem wyj$ ciowym dla tego systemu wykrywania s3 produkty
amplifikacji PCR, ktére zostaty wyprodukowane przy uiyciu VisionArray
HPV PreCise Master Mix.

Hybrydyzacja i detekcja na macierzy musi byé wykonana za pomoca
zestawu VisionArray Detection Kit zgodnie z instrukejg uz ycia.

11. Obrébka wstepna produkiu

Przed uzyciem przenie$ ¢ szkietka z matrycg do temperatury pokojowej
(18...25°C).

12. Procedura testu

Wykona¢ skanowanie zgodnie z instrukcjami uz ycia odpowiedniego
zestawu do analizy VisionArray Software.

13. Interpretacja wynikéw

Z pomocg VisionArray HPV Chip 1.0, moz liwe jest uzyskanie jako$ ciowego
stwierdzenia obecnos ci lub braku jednego lub wigcej z 41 typéw HPV w
badanej prébce.

Na intensywno$ ¢ sygnatéw wplywa dominacja sekwencji docelowych w
prébce, a takze rézne czynniki systemu detekcji. Bezwzglednych liczb
infensywnos ci sygnatu nie moz na uz yé do kwantyfikacji stez enia DNA.

Ocena oparta na oprogramowaniu

Zautomatyzowang oceneg wynikéw wykonuje odpowiednie
oprogramowanie VisionArray Software. Obszerny podrecznik do analizy
macierzy jest dota czony do oprogramowania.
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14. Rekomendowane procedury kontroli jakosci

Wewnetrzne kontrole:

e Punkty nawigacyjne / Kontrola hybrydyzacji (GD): Te punkty sa
uzywane przez odpowiednie oprogramowanie VisionArray Software
do pozycijonowania siatki. Dodatkowo, barwienie  kropek
prowadzgcych jest dowodem na pomyslng reakcje hybrydyzacii,
znakowania i reakcji barwienia oraz jest wykorzystywane do obliczania
wzglednej intensywnos ci sygnatéw.

e Pozytywna kontrola/kontrola PCR (+): Kontrole te s3 wykorzystywane
do oceny reakcji PCR i jako$ ci matrycy PCR.

o Wszystkie sekwencie wychwytujace na macierzy i kontrola pozytywna
sa ustawione na siatce jako duplikaty, a kropki nawigacyjne jako
triplet. Sygnaly s3 widoczne na macierzy jako kotowe sygnaty
hybrydyzacji.

Zewnetrzne kontrole:

Aby monitorowaé prawidtowe dziatanie przygotowanych prébek i
odczynnikéw testowych, kaz demu testowi powinny towarzyszyé zewnetrzne
zwalidowane prébki kontroli pozytywnej i negatywnej. Jes|i jakakolwiek
kontrola wewnetrzna i / lub zewnegtrzna nie wykaze odpowiedniego
barwienia, wyniki z prébkami pacjenta nalez y uznaé za niewaz ne.

15. Charakterystyka wydajnos ci
15.1  Wydajnos ¢ analityczna

Analityczna  specyficzno$ ¢ i czuto$ ¢ VisionArray HPV Chip 1.0 byla
testowana na kaz dym z 41 typéw HPV osobno. W tym celu przetestowano
sekwencje plazmidéw o stezeniu 50-500000 réwnowaz nikéw genomu
(GEQ). W dodatkowym eksperymencie do oceny HPV 16 i HPV 18.
zastosowano standardy zatwierdzone przez WHO. Wyniki testéw z
rozcieficzeniami plazmidéw i testéw z normami zatwierdzonymi przez

WHO byly spéjne.
Specyficzno$ € i granica wykrywalno$ ci dla wszystkich typéw HPV:

Typ HPY Specyficznos ¢ [%] Granica  wykrywalnos ci
(GEQ)
6 100 50
11 100 50
16 (HR) 100 50
18 (FR) 100 50
26 100 500
31 (HR) 100 500
33 (HR) 100 50
34 100 50
35 (HR) 100 50
39 (HR) 100 50
40 99.2 50
42 100 500
43 100 500
44 100 500
45 (HR) 100 50
51 (HR) 100 50
52 (HR) 100 500
53 100 500
54 100 50
55 100 5,000
56 (HR) 100 50
57 100 500
58 (HR) 100 500
59 (HR) 100 5,000
61 100 500
62 100 500
66 100 500
67 100 50
68a 100 5,000
68b 97.6 500
69 100 500
70 100 50
72 100 5,000
73 100 5,000
81CP8304 98.4 50
821S39 100 50
82MM4 100 500
83MM7 100 500
84MM8 100 5,000
90 100 500
91 100 500

Czutos ¢ zalezy od ilosci i wydajnos ci cykli PCR oraz powinowactwa do
elementu wychwytuja cego.
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Okres lona czuto$ ¢ dotyczy wykrywania pojedynczej sekwencji docelowe;.
Detekcja wielokrotnego zakaz enia moz e prowadzié do ostabienia czutos ci
niektérych typéw HPV z powodu wspétzawodnictwa w reakcji PCR,

zwhaszcza w mieszanych prébkach z silng réz nicg stez enia.

Dziatanie zostato zatwierdzone przy uz yciu procedur opisanych w niniejszej

instrukcii

uz ytkowania.

Modyfikacie tych procedur

moga zmienié

wydaijnos ¢ i muszg zostaé zweryfikowane przez uz ytkownika.

15.2

Krzyz owe hybrydyzacje:

e W przypadku wysokich stezern HPV 70 hybrydyzuje z HPV 40 w 33%

przypadkdw.

hybrydyzacji krzyz owej.

o W przypadku wysokich stezen HPV 62 hybrydyzuje z HPV 81 w 66%
przypadkéw. Jednak w nizszych stezeniach nie zaobserwowano
hybrydyzacji krzyz owej.

o W przypadku wysokich stez enn HPV 68a hybrydyzuje z HPV 68b w 50%
przypadkdéw. W nizszych stezeniach mozna zaobserwowaé brak
krzyz owej hybrydyzacji. Jednak HPV 68b jest subtypem i dlatego w
wysokich stez eniach nie moz na odréz ni¢ od HPV 68a.

15.3

Odciecie

Jednak w nizszych stezeniach nie zaobserwowano

Do oceny wynikéw rozmiar kropki jest ustawiony na 50.

Prég (odcigcie) zostat ustawiony na 25 dla obrazu w skali szaro$ ci tego
rozmiaru kropki. Sygnat ponizej tej wartosci jest uwaz any za o przez
odpowiednie oprogramowanie VisonArray Software.

16. Utylizacja

Utylizacja odczynnikéw musi odbyé sie zgodnie z lokalnymi przepisami.

17. Rozwigzywanie probleméw

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

Problem

Mot liwa przyczyna

Dziatanie

Brak sygnatu

Zta temperatura

Sprawdz temperature
hybrydyzaciji

Przeterminowane odczynniki

Sprawdz odczynniki

Tylko sygnaty
nawigacyjne i
zadne inne

Problemy z produktami PCR
(PCR nie jest wystarczaja co
wydajny lub matryca DNA
ulegta degradacii)

Sprawdz wydajnos$ ¢ PCR z
kontrolg pozytywna;
Sprawdz odczynniki do PCR i
program termocyklera;
Sprawdz produkt PCR w z elu
agarozowym

Niewtas ciwy materiat
wyij$ ciowy

Sprawdz materiat wyij$ ciowy

Niewtas ciwa kombinacja
macierzy i probki

Sprawdz kombinacije
prébki/macierzy

Tylko sygnaty
nawigacyjne i
kontrole PCR
obecne i zadne
inne sygnatly

Brak sekwencji docelowej

Zastosuj kontrole pozytywna

Tylko sygnaty
nawigacyjne i
sygnaty HPV
obecne i brak
kontroli
pozytywnej

Silna infekcja HPV lub infekcja
wielokrotna HPV

Rozciefcz probke DNA

Zdegradowana prébka

Nowa ekstrakcja DNA;
przechowywaé w
temperaturze -16...-22°C

Za duze tho

Zbyt dtuga inkubacja z
Detection Solution lub Blue
Spot Solution; zbyt wysoka
temperatura w czasie
inkubacji

Sprawd? czas i temperature
inkubacji z Detection Solution
i Blue Spot Solution

Szkietka nie s3 odpowiednio
wysuszone

Sprawdz krok suszenia

Zbyt silne sygnaty

Zbyt dtuga inkubacja z
Detection Solution lub Blue
Spot Solution; zbyt wysoka
temperatura w czasie
inkubacji

Stopniowa regulacja czasu
inkubacji i temperatury z
Detection Solution i Blue Spot
Solution

Stabe sygnaty

Niewtas ciwa temperatura
hybrydyzacji

Sprawd? temperature
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Zbyt krétki czas hybrydyzacji

Wydtuz czas hybrydyzacji do
maksymalnie 30 min

Zbyt krétki czas inkubacji z
Detection Solution lub Blue
Spot Solution

Wydtuz czas inkubacji z
Detection Solution lub Blue
Spot Solution

Staba amplifikacja PCR/zta
jakos$ ¢ matrycy DNA

Sprawdz matryce DNA

Sygnaty
hybrydyzaciji

krzyz owej, sygnaty
fatszywie dodatnie

Zanieczyszczenie odczynnikéw
do PCR lub produktéw reakgji
PCR

Wymien odczynniki do PCR

Zanieczyszczenie podczas
przygotowywania do PCR lub
mieszaniny hybrydyzacyjnej

Unikaj przenoszenia prébki
podczas przygotowywania
mieszaniny

Zbyt niska temperatura
hybrydyzacji

Sprawd? temperature
hybrydyzacji

Zbyt dtuga inkubacja kilku
macierzy w tym samym
buforze ptuczacym

Szybkie wykonanie etapéw
ptukania

Pojedyncze
sygnaty zamiast
duplikatéow

Mechaniczne usuniecie
drugiego sygnatu, np.
podczas kontaktu z koricéwka
pipety

Unika¢ bezpos redniego
kontaktu z powierzchnia
macierzy

Nieregularne pokrycie pola
matrycy przez pecherzyki
powietrza

Nanie$ roztwory bez
pecherzy powietrza

Stabe sygnaty wokét progu (1
powyzeji 1 poniz ej)

Powtérzy¢ PCR i detekcje z
uwzglednieniem warunkéw
wymaganych w instrukgji
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Nasi eksperci s3 gotowi odpowiedzieé na Paristwa pytania.
Prosimy o kontakt helptech@zytovision.com

42 life sciences GmbH & Co. KG

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/Niemcy
Telefon: +49 471 4832-500
Fax: +49 471 4832-308

www.42ls.com

Email: info@42ls.com

Znaki towarowe:

Dystrybutor:

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Niemcy
Telefon: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509

www.zytovision.com

VisionArray® to znaki towarowe
42 life sciences GmbH & Co. KG

Email: info@zytovision.com
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