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Vicut diginda kullanilan (in vitro) hbbi tani cihazi
98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1. Kullanim amaai

VisionArray HPV PreCise Master Mix insan Papilloma Virisi (HPV)
genomlarinin L1 bdlgesinin  spesifik  kisimlarini polimeraz  zincir
reaksiyonu (PCR) yoluyla amplifiye etmek ve biyotinlemek icindir.

VisionArray HPV PreCise Master Mix, ilgili VisionArray HPV Chips ile tespit
edilen HPV fiplerini ve baska HPV tiplerini ve de PCR pozitif kontrol
olarak insan HLA-DQAT1 genini amplifiye etmek icin tasarlanmigtir.

VisionArray HPV PreCise Master Mix; VisionArray Detection Kit ve ilgili
VisionArray HPV_ Chips ile birlikte kullanilmalidir. Otomatik analiz
VisionArray Software ile yapilmalidir.

Bu 0rin vicut diginda kullanilan tibbi tani cihazi olarak tasarlanmighr
(98/79/EC AB Yénetmeligine gére). Sonuglarin yorumlanmasi hastanin
diger klinik ve patolojik verileri dikkate alinarak hastanin klinik ge¢misi
kapsaminda yetkin bir patolog tarafindan yapilmalidir.

2. Klinik baglantisi

ilgili gipin kullanma kilavuzuna bagvurun.

3.  Test prensibi

PCR ydéntemiyle DNA dizileri segici olarak amplifiye edilebilir. PCR’in
temel prensibi 3 adimin déngl halinde tekrarlanmasidir: denatirasyon,
kaynama ve uzama. Bu adimlarin tekrarlanmasi  hedef dizilerin
eksponansiyel olarak artigina yol acar.

Her dénginin ilk adimi denatirasyondur. Bu adimda PCR miksinin
isthlmast DNA'nin tek zincirlere ayrilmasina yol acar. Kaynama sirasinda
komplementer primerler tek DNA zincirine baglanir. Primerler hedef
dizinin yaninda kalir ve uzama adiminda nikleotidlerin baglanmasi igin
bir baglama noktasi olusturur. Béylece DNA sablonunun kopyalar
meydana getirilir. Bu kitte kullanilan primerler biyotin ile isaretlidir. Bu
sayede her yeni olusan PCR Grin0 otomatik olarak biyotinlenmis olur.
Biyotinlenme daha sonra antikor ile tespit yapilmasina imkan verir.
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VisionArray HPV PreCise Master Mix GP5/GPé6 sisteminin (Snijders et al.,
1990) iyilegtirilmis halidir ve HPV genomunda ytksek &lcide korunmusg
bir bélge olan L1 bélgesine ydneliktir. Amplifikasyon sonucunda, HPV
genotipine bagl olarak 139-148 bp fragment uzunlugunda PCR Grinleri
meydana gelir.

Dinya Saglk Orgitinon  insan  Papilloma  Virist  Laboratuvar
Kilavuzunda pozitif kontrol olarak insan HLA-DQAT1 genine ydnelik
primerlerin kullaniimasi tavsiye edilir. Bu yizden VisionArray HPV PreCise
Master Mix dahilindedir.

PCR amplifikasyon Grinleri ile kontaminasyonu &nlemek igin VisionArray
HPV_PreCise Master Mix'e urasil nikleotidleri dahil edilmigtir. PCR
isleminden 6nce Urasil-DNA-Glikozilaz adimi uygulanmasi urasil bazlari
iceren tUm dizileri ve bdylece 6nceki VisionArray PCR iglemlerinden kalma
PCR Urinleriyle kontaminasyon olasihg ortadan kaldirilir.  Urasil-DNA-
Glikozilaz 95°C’nin Uzerindeki sicakliklarda inaktive oldugundan PCR
reaksiyonu olagan sekilde yapilabilir.

4. Saglanan reaktifler

VisionArray HPV PreCise Master Mix sunlari igerir:

VisionArray HPV Primer
PreCise Taq DNA Polymerase
Uracil-DNA Glycosylase

H,O

MgC|2

PCR-Buffer

dNTP/dUTP Solution

VisionArray HPV PreCise Master Mix tek sekilde temin edilir:

e ES-0007-50: 0.75 ml (50 reaksiyon; her biri 15 ul)

5.  Gerekli diger malzemeler

Reaktifler:

e H,;O (PCR-grade)
e VisionArray Detection Kit (VK-0003)

Araglar:

PCR tupleri

PCR cihazi (thermal cycler)

Pipetler

VisionArray HPV Chips (VA-0001; VA-0002)
VisionArray SingleScan Software (E-4301) veya
VisionArray MultiScan Software (E-4302)

6. Saklama ve kullanma kogullari

VisionArray HPV PreCise Master Mix -16...-22°C arasinda dik olarak
saklanmalidir. Saklama kosullarina uyuldugu takdirde 0rin, en azindan
etiketi Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar performans kaybi
olmadan kullanilabilir.

Uront  calismaya uygun  kicik parcalara  bélerek  donma-¢ézillme
déngisu sayisini en fazla 10 olacak sekilde disirin. Tipi agtiktan sonra
6 ay iginde kullanin.

PCR 0rininin oda sicakhiginda gegirdigi sire mimkin oldugu kadar kisa
olmalidir.

7.  Uyanlar ve énlemler

. Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!

. Son kullanma tarihi gecen Gronleri kullanmayin!

. Reakfiflerde  ¢apraz  kontaminasyon  ve  mikro-bakteriyel
kontaminasyon olugmasindan sakinin.

. Solusyonlari asla agziniz ile pipetlemeyin!

. Profesyonel kullanicilar igin istedikleri takdirde ulagabilecekleri bir

guvenlik bilgi formu bulunmaktadir.

. Kontaminasyon olmasinin énine gegmek icin DNA igeren ve
icermeyen ¢aligma adimlarinin ayri odalarda yapilmasi ve PCR
master miksinin temiz calisma tezgahlari Uzerinde hazirlanmasi
gerekir.
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8. Sinirlamalar

. Yalnizca vicut digi (in vitro) tibbi tani amagh kullanim igindir.
. Yalnizca profesyonel kullanim igindir.
. Sonuglarin yorumlanmasi hastanin diger klinik ve patolojik verileri

dikkate alinarak hastanin klinik ge¢misi kapsaminda yetkin bir
patolog tarafindan yapilmalidir.

. Reaksiyon sirecinin bozulmasini 8nlemek icin bilesenlerin belirtilen
miktarlarda kullanilmasi 8nemlidir.

. DNA &rneklerinin tekrar tekrar ¢ézilmesi ve dondurulmasi tespit
reaksiyonunun bozulmasina yol agabilir.

9.  Eikilesimli maddeler

. DNA basglangic materyalindeki PCR inhibitéro  (mesela, kan)
nedeniyle digik PCR etkinligi.

. Elosyon tamponundaki yiuksek EDTA  konsantrasyonu PCR
inhibisyonuna yol acabilir. Yalnizca énerilen miktarda DNA
kullanin.

10. Orneklerin hazirlanmasi

Formalin-fikse, parafine gémili (FFPE) doku &rnekleri, servikal svaplar /
firca 6rnekleri ve de ThinPrep &rnekleri HPV genotiplendirmesi igin
baglangig materyali olarak kullanilabilir.

Onerilen DNA ekstraksiyon kitleri:

. FFPE &rnekler: VisionArray FFPE DNA Extraction Kit (VI-0001).

. ThinPrep &rnekleri: VisionArray Cytology DNA  Extraction Kit
(VI-0002)
Ekstraksiyondan sonra DNA'nin kalitesini ve miktarini kontrol etmek igin

DNA konsantrasyonunun &lgilmesi gerekir. Her &rnek yuksek saflikta
(260/280: ~1.8) en az 15 ng/ul DNA konsantrasyonuna sahip olmalidir.

Ekstraksiyon strecinde DNA  kontaminasyonu olmasindan  sakinin.
Mikrotom  kullanildiginda  doku kesitleri alinir alinmaz hemen  bir
reaksiyon t0pine konmalidir. Farkli doku &rneklerine gecerken mikrotom
bicagi degistirilmelidir. Ayni sey lamlarin  Uzerine sabitlenmis  doku
drnekleri icin de gecerlidir. Farkl drneklere gecerken doku kazima arac
degistirilmelidir.

11. Uronin kullanima hazirlanmasi

ilk adim olarak gereken PCR sayisini (n) belirleyin; bu sayi DNA érnegi
sayisi arh bir negatif kontroldir (DNA sablonu olmayan reaksiyon miksi).

Pipetleme plan:

No. Reaktifler 1x (final kons.) nx
1 VisionArray HPV__ PreCise | 15 ul (1x)
Master Mix
2 DNA 6rnegi 255l
3 H,O 25 ul'ye tamamla
Toplam Hacim 25 ul

e  VisionArray HPV PreCise Master Mix'i DNA/DNase icermeyen
PCR toplerine paylastirin.

e DNA &rnegini Master Mix icine pipetleyin (Yukaridaki pipetleme
planinda 2. adim). Negatif kontrol olarak 10 ul DNA/Dnase
icermeyen su ekleyin.

e 25 ul son reaksiyon hacmine ulagmak igin gerekirse su ekleyin (
Yukaridaki pipetleme planinda 3. adim).

e Ornekleri 6nceden siilmis ve kalibre edilmis PCR cihazina
koyun.
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12. Caligma prosediri

Bu kullanma kilavuzunda verilen amplifikasyon protokoli bir Biometra
TProfessional Thermocycler System cihazinda  énerilen  enzimler
kullanilarak 0,2 ml PCR tiplerinde olugturulmustur. Bagka PCR cihazlari
kullanildiginda gerekirse Greticisinin kogullarina gére modifikasyonlar
yapilabilir. Bu yizden, bu protokol kullaniimadan énce uyumlulugu
kontrol edilmelidir. Kullanilan PCR cihazi Ureticisinin talimatlarina gére
kalibre edilmelidir.

Termal profil:
Sure Sicaklik Tekrar Adim
10 dk 25°C <1 Urocil.—Dl:lA Glycosylase
Inkibasyonu
HotStart 7ag Polymerase
o aktivasyonu,
10 dk 95°C x1 Uracil-DNA élycosylose
deaktivasyonu
20s 95°C Denatirasyon
30s 55°C x10 Kaynama
80s 60°C Uzama
20's 95°C Denatirasyon
30s 38°C x35 Kaynama
80s 60°C Uzama
1 dk 95°C x1 Denatirasyon
0 8°C x1

Isinma hizi: A 5°C/s

Termal profil, bu kullanma kilavuzunda énerilen reaktifler igin optimize
edilmistir. Kimyasal bilegsimindeki veya setindeki degisiklikler kullanimdan
dnce kullanicr tarafindan dogrulanmalidir.

PCR islemi tamamlandiktan sonra top -16°C...-22°C  arasinda
saklanmalidir.

13. Sonuglarin yorumlanmasi

VisionArray HPV PreCise Master Mix; bir VisionArray HPV Chip ve
VisionArray HPV__ Detection Kit ile birlikie kullanilir.  Sonuglarin
yorumlanmasi ilgili VisionArray Software yardimiyla yapilmalidir.

14. Onerilen kalite kontrol prosedirleri

islenen &rneklerin ve test reaktiflerinin dogru performans gésterdiklerini
izlemek icin her deneye dogrulanmis dis pozitif ve negatif kontrol
érnekleri dahil edilmelidir. ic ve/veya dig kontroller uygun boyanma
gostermezse hasta érnekleri ile alinan sonuglar gecersiz kabul edilmelidir.

PCR'in ve amplifikasyon urgnlerinin kontrolt daha sonra agaroz jel
elektroforezi ile yapilabilir. HPV ftiplerinin fragman uzunluklari 140 bp
civarindadir ve yalnizca HPV pozitif olan bir érnekte bulunur. Pozitif
kontrol 227 bp uzunlugunda bir bant gésterir.

Tek iplikgikli Gronlerin lehine olan dusik kaynama sicakhigr ve PCR
kosullari sebebiyle her testte sinirlari net olan bantlar bulunmaz. Yine de
basarilh bir ¢ip hibridizasyonu yapilabilir. Yalnizca jelde bir bandin
tamamen eksik olmasi PCR'in bagarisiz oldugunu gésterir. Daha fazla
ayrinh igin sorun giderme kismina bakin.

15. Performans &zellikleri

ilgili VisionArray HPV Chip'in performans ézelliklerine bakin.

16. Atk bertarafi

Atiklarin bertarafi yerel dizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.
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17. Sorun giderme

Calisma talimatlarina uyulmamasi hatali sonuglarin alinmasina veya
sonug alinamamasina sebep olabilir.

Sorun

Olasi sebep

Onlem

Amplifikasyon
0rind yok veya
cok az

PCR reaktiflerinin

kullanma tarihi dolmus
veya bozulmuslar; PCR
cihazi programi yanlis.

PCR reaktiflerini ve PCR
cihazini kontrol edin.

DNA sablonu degrade
olmus; dugik DNA
verimi.

DNA'yi -16...-20°C arasinda
saklayin; tekrarli ¢cézme ve
dondurma yapmaktan
sakinin; alternatif bir
ekstraksiyon protokoli
kullanin.

Reaksiyon miksinde PCR
inhibitérleri var.

Alternatif bir ekstraksiyon
protokoly kullanin.

Negatif
kontrolde PCR
amplifikasyon
Uronleri var

Orneklerin hazirlanmasi
ve PCR kurulumu
sirasinda reaktifler
kontamine olmus.

Taze reaktifler kullanin;
érneklerin kontamine
olmasindan sakinin.
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamaya hazirdir.
Lotfen helptech@zytovision.com adresine yaziniz.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

E-posta: info@zytovision.com

Ticari markalar:

VisionArray®, ZytoVision GmbH'nin ticari markasidir.
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