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control kontrola

red marker line (top) czerwona linia znacznika (na gorze)
green marker line (bottom) | zielona linia znacznika (na dole)

Rys. 1: Budowa Teststrip

Uwaga: Teststrip nie sg narysowane w
rzeczywistych rozmiarach i nie wolno ich
uzywac do interpretacji wynikéw!
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FMF StripAssay®

. PRZEZNACZENIE

FMF StripAssay® to jakosciowy test genetyczny przeznaczony do celowanej analizy 12 czestych
mutacji w genie MEFV powigzanym z rodzinng gorgczka srédziemnomorskg (FMF, Familial
Mediterranean Fever). Do badan wykorzystuje sie genomowy DNA wyekstrahowany z prébek
petnej krwi obwodowej. FMF StripAssay® jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w
diagnostyce FMF u pacjentow z objawami klinicznymi zgodnymi z FMF lub u krewnych pacjenta
z grupy ryzyka, u ktorych zidentyfikowano patogenng mutacje MEFV. Test StripAssay® mozna
przeprowadzi¢ recznie lub potautomatycznie.

Do stosowania w diagnostyce in vitro u ludzi.

INFORMACJE PODSTAWOWE

Rodzinna gorgczka $rodziemnomorska jest najczestszg monogenowg chorobg autozapalng,
ktora charakteryzuje sie nawracajgcymi epizodami gorgczki z towarzyszacym bolem brzucha
(zapalenie otrzewnej), klatki piersiowej (zapalenie optucnej) lub stawdw (zapalenie stawdw) oraz
rumieniem przypominajgcym roze. Wiadomo, ze ustrojowa reaktywna (AA) amyloidoza jest
gtébwnym dtugotrwatym powiktaniem o ciezkich objawach i ztym rokowaniu. W wiekszosci
przypadkow FMF jest dziedziczona w sposob autosomalny recesywny i obserwuje sie jg przede
wszystkim u pacjentow z populacji srodziemnomorskiej i bliskowschodniej. Liczne warianty
gorgczki srodziemnomorskiej (MEFV) opisano jako ubytki molekularne powodujgce FMF. Sam
gen MEFYV jest zlokalizowany na chromosomie 16p13.3 i sktada sie z 10 eksondw, ktére kodujg
biatko o dtugosci 781 aminokwasow, znane jako piryna. Kliniczna reprezentacja FMF moze byc¢
ztozona, w zwigzku z czym badania genetyczne w kierunku mutacji MEFV sg realnym sposobem
potwierdzenia rozpoznania.

METODOLOGIA

Test FMF StripAssay® opiera sie na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) i odwrotnej hybrydyzacji. Ta procedura obejmuje trzy etapy: (1) izolacja DNA, (2)
amplifikacja PCR z uzyciem biotynylowanych starteréw, (3) hybrydyzacja produktow amplifikacji
z Teststrip zawierajgcym swoiste wzgledem alleli sondy oligonukleotydowe unieruchomione w
postaci uktadu rownolegtych linii (Rys. 1). Zwigzane biotynylowane sekwencje sg wykrywane za
pomocg koniugatu fosfatazy alkalicznej ze streptawidyng i barwnych substratéw.
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FMF StripAssay®

Test FMF StripAssay® wykrywa nastepujgce mutacje w locus genu MEFV:

Ef'zze":arzaia Nomenklatura HGVS RefSNP
1 E148Q c.442G>C g9.7002G>C rs3743930
2 P369S c.1105C>T g9.12042C>T rs11466023
3 F479L c.1437C>G 9.14462C>G rs104895083
4 M680I (G/C) c.2040G>C 9.18181G>C rs28940580
5  M680I (G/A) c.2040G>A g.18181G>A rs28940580
6 1692del c.2076_2078del  g.18217_18219delAAT rs104895093
7 M694V c.2080A>G 9.18221A>G rs61752717
8 M694l c.2082G>A g9.18223G>A rs28940578
9 K695R c.2084A>G 9.18225A>G rs104895094
10 V726A c.2177T>C 9.18318T>C rs28940579
11 A744S c.2230G>T 9.18371G>T rs61732874
12 R761H c.2282G>A g9.18423G>A rs104895097

Sekwencja referencyjna (RefSeq, Reference Sequence):

NM_000243.2
NG_007871.1

Ten test mozna przeprowadzi¢ recznie lub podtautomatycznie za pomocg instrumentow
przeznaczonych do automatyzacji przetwarzania Teststrip (patrz punkt VI. 3.4).
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IV. ELEMENTY ZESTAWU
4-230
4-230 4-230-A “TRIAL
1. Lysis Solution 50 mi - 50 mi
2. Zywica GENXTRACT™ 5 ml - 5ml
3. Amplification Mix (Zé6fta nasadka) 500 pl 2 x 500 pl 500 pl
4. Taq Dilution Buffer Taq (przezroczysta nasadka) 500 pl 500 yl 500 pl
5. Taq DNA Polymerase (5 U/pl) (czerwona nasadka) 75U 125U 75U
6. DNAT (niebieska nasadka) 1,5ml 1,5 ml 1,5ml
Ostrzezenie: DNAT zawiera 1,6% NaOH
H315: Dziata draznigco na skore
H319: Dziata draznigco na oczy
P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy
P337 + P313: W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza
7. Typing Trays 3 - 1
8. Teststrip 20 2x24 5
9. Hybridization Buffer (biafa nasadka) 25 ml 65 ml 25 ml
10. Wash Solution A (biata nasadka) 80 ml 200 ml 80 ml
11. Conjugate Solution (przezroczysta nasadka) 25 ml 65 ml 25 ml
12. Wash Solution B (przezroczysta nasadka) 80 mi 200 mi 80 mi
13. Color Developer (brgzowa nasadka) 25 ml 65 ml 25 ml
@ Ostrzezenie: Color Developer zawiera <0,4% kwasu maleinowego
H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skoéry
P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy
P302 + P352: W przypadku kontaktu ze skérg: umyc¢ duzg iloscig wody
P333 + P313: W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub wysypki: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza
14. Instrukcja uzywania 1 1 1
15. Collector™ Sheet 1 3 1

Uwaga: Wszystkie odczynniki, gdy nie sg uzywane, nalezy przechowywa¢ w
temperaturze od 2°C do 8°C!

Nazwa komponentu Skiad
Lysis Solution Roztwér hipotoniczny zawierajgcy KHCO3, NH4Cl, EDTA
Zywica GENXTRACT™ Zywica Chelex 100 Resin MB w roztworze buforowanym

Amplification Mix

Swoiste wzgledem sekwenciji oligonukleotydy znakowane
5’-biotyng, rownomolowa mieszanina trifosforanéw
deoksyrybonukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP i dTTP),
bufor siarczanu amonu, glicerol, 0,05% azydek sodu

Taq Dilution Buffer

bufor do Taq DNA Polymerase, w tym (NH4)2SO4 i MgClz,
0,05% azydek sodu

Taqg DNA Polymerase (5 U/ul) polimeraza DNA taq w stezeniu 5 U/ul

Roztwor zasadowy zawierajgcy 1,6% wodorotlenku sodu i

DNAT niebieski barwnik wskazujgcy zmiane pH
Typing Trays plastikowy pojemnik z oSmioma studzienkami
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Nazwa komponentu Skiad

Swoiste wzgledem allelu sondy oligonukleotydowe i
kontrola hybrydyzacji unieruchomiona w postaci ukfadu

Teststrip . e ) . .
réwnolegtych linii na membranie na podtozu poliestrowym,
otoczonego czerwong linig na gorze i zielong linig na dole

Hybridization Buffer Bufor fosforanowy z dodatkiem <2% detergentu

Wash Solution A Bufor cytrynianowy z dodatkiem <1% detergentu

Fosfataza alkaliczna skoniugowana ze streptawidyng
Conjugate Solution rozcienczona w buforze na bazie soli fizjologicznej z 0,05%
azydkiem sodu

Bufor Tris zawierajgcy <2% detergentu i 0,05% azydku
sodu

Wash Solution B

Barwny substrat dla fosfatazy alkalicznej zawierajgcy btekit
nitrotetrazolowy (NBT, nitro blue tetrazolium) i fosforan 5-
bromo-4-chloro-3-indolilu (BCIP, 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate)

Instrukcja uzywania drukowana wersja papierowa

Color Developer

Collector™ Sheet drukowana wersja papierowa

V. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE DOSTARCZANE

Poza standardowym sprzetem laboratoryjnym stosowanym w laboratorium biologii
molekularnej, potrzebne sa:

- Termoblok lub termomikser do probowek reakcyjnych 1,5 ml z regulacjg temperatury do
99°C

- Regulowana mikrowiréwka o predkosci 3000—12 000 obr./min (1000-12 000 x g)

- Termocykler z podgrzewang pokrywg (specyfikacja szybkosci narastania, patrz punkt VIII)

- kaznia wodna z platformg wytrzgsajgca, pokrywa i regulowang temperaturg (45°C + 1°C)

- Woytrzgsarka (wytrzgsarka kotyskowa lub orbitalna)

Opcjonalnie:

- Ssak prézniowy

- Termowytrzgsarka do ptytek mikrotitracyjnych z pokrywg i regulowang temperaturg
(45°C £ 1°C), np.: PST-60 HL (Biosan) lub urzgdzenie réwnowazne

- Instrument do automatycznej hybrydyzaciji, regulowany do profilu czasu-temperatury, jak
opisano w punkcie VI. 3.4, np. DYNABLOT Heat (Dynex) lub urzgdzenie rownowazne

- Wyposazenie do elektroforezy w zelu agarozowym (do kontroli produktow amplifikacji)

Polski 7120



VI.

FMF StripAssay®

PROCEDURA TESTU

. Przygotowanie proébki

Prébka: Nalezy uzy¢ swiezej lub mrozonej krwi pobranej na antykoagulant EDTA. Nie badano
krwi pobranej na heparyne lub cytrynian. Nie przechowywac¢ krwi dtuzej niz 3 dni w temperaturze
otoczenia lub diuzej niz 1 tydzien w temperaturze od 2°C do 8°C przed uzyciem. Nie nalezy
uzywac krwi, ktéra byta przechowywana jako zamrozona przez ponad rok lub ktora zostata
poddana wiecej niz trzem cyklom zamrazania i rozmrazania. Podczas pobierania i transportu
probek nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg uzywania probowki do pobierania krwi z EDTA
oraz ogolnymi zaleceniami dotyczgcymi pobierania krwi.

Ekstrakcja DNA: Doprowadzi¢ prébki krwi do temperatury pokojowej. Dobrze wymieszac,
kilkukrotnie ostroznie odwracajgc probowki do pobierania krwi. Odczekac, az Lysis Solution i
zywica GENXTRACT™ osiggng temperature pokojowa.

- Odpipetowac 100 pl prébki krwi do mikroprobowki 1,5 ml z zakretka.

- Doda¢ 1 ml Lysis Solution, zamkng¢ probowke i wymieszac, kilkukrotnie odwracajac.

- Odstawic¢ na 15 min w temperaturze pokojowe;j.

- Odwirowac¢ w mikrowirowce przez 5 min z predkoscig 3000 obr./min (ok. 1000 x g).

- Usungc¢ i wyrzuci¢ gorny 1 ml supernatantu.

- Doda¢ 1 ml Lysis Solution, zamkng¢ probowke i wymieszac, kilkukrotnie odwracajac.

- Odwirowac¢ w mikrowirowce przez 5 min z predkoscig 12000 obr./min (ok. 12000 x g).

- Usungc¢ i odrzuci¢ supernatant z wyjatkiem ok. 50 pl widocznego, miekkiego osadu.

- Ponownie wprowadzi¢ zywice GENXTRACT™ do zawiesiny, dokfadnie mieszajgc
zawartosc butelki.

— Doda¢ do osadu 200 pl zywicy GENXTRACT ™. Zamknaé probéwke i odwirowaé przez 10
sekund.

Uwaga: Zywica GENXTRACT™ szybko ulega sedymentacji. Powtdrzy¢ ponowne
wprowadzenie do zawiesiny za kazdym razem bezposrednio przed pobraniem kolejnej porcji.

- Inkubowac przez 20 min w temperaturze 56°C. Zworteksowac przez 10 sekund.

- Inkubowac¢ przez 10 min w temperaturze 98°C. Zworteksowac przez 10 sekund.

- Odwirowa¢ w mikrowiréwce przez 5 min z predkoscig 12 000 obr./min. Schtodzi¢ na
lodzie.

Powstaty supernatant zawiera matryce DNA odpowiednig do natychmiastowego uzycia w PCR.
W celu dalszego przechowywania supernatant nalezy przenieS¢ do Swiezej probowki i
przechowywac¢ w lodéwce (od 2°C do 8°C; do jednego tygodnia) lub zamrozi¢ w temperaturze
od -30°C do -15°C (przez dtuzszy okres).

Stosowanie innych metod izolacji DNA w przypadku testu FMF StripAssay® nie zostato
zatwierdzone. W przypadku stosowania innych systemow ekstrakcji DNA stezenie i czysto$é
DNA powinny miesci¢ sie w zakresie od 2 do 10 ng/ul, a stosunek ODazsor2s0 Wynosic,
odpowiednio, od 1,7 do 2,0. Wyzsze stezenia DNA nalezy rozcienczy¢ do zalecanego zakresu
przed wprowadzeniem do PCR.
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2. Amplifikacja in vitro (PCR)

Wazne: Wszystkie odczynniki do PCR i szablony DNA nalezy przez caty czas przechowywac
w lodowce.

- Za kazdym razem przygotowaé Swiezg, odpowiednig ilosS¢ roztworu roboczego (1:25,
koncowe stezenie 0,2 U/ul) Taqg DNA Polymerase (5 U/ul, czerwona nasadka) w Taq
Dilution Buffer (przezroczysta nasadka) dla liczby probek do analizy oraz kontroli bez
matrycy (NTC, no-template control).

Sktadnik na reakcje np. 10 reakcji
Taqg DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 2 ul
Taq Dilution Buffer 4,8 ul 48 pl
Roztwor roboczy 5ul 50 pl

- Przygotowac jedng probowke reakcyjng dla kazdej probki, ktora ma zosta¢ poddana
amplifikacji. Umies$ci¢ probdéwki na lodzie.
- Dla kazdej probki przygotowac koncowg mieszanine reakcyjng PCR na lodzie:
15 pylAmpilification Mix (z6tta nasadka)
5 plrozcienczonej Taq DNA Polymerase (1U)
5 pylmatrycy DNA

Uwaga: Zaleca sie przygotowanie mieszaniny Master Mix dla wszystkich prébek
zawierajgcych Ampification Mix i rozcienczong Taqg DNA Polymerase. Najpierw odpipetowac
20 pl mieszaniny Master Mix do kazdej probowki PCR, a nastepnie doda¢ matryce DNA. Do
kazdej analizy nalezy dotgczy¢ kontrole bez matrycy, uzywajgc wody do PCR zamiast DNA
(lub najlepiej ujemnej kontroli ekstrakcji DNA).

Ogdlnie rzecz biorgc, nalezy przygotowac roztwory robocze/mieszanine master Mix z 10%
nadwyzkg objetosci, aby skompensowac niedoktadnosci pipetowania.

- Szczelnie zakrecic¢ probowki. Rozgrzac termocykler do 94°C.
- Wiozy¢ probowki reakcyjne i uruchomic nastepujgcy program termocyklera:

Przed PCR: 94°C/2 min
Termocykling: 94°C/15 s — 58°C/30 s — 72°C/30 s (35 cykli)
Elongacja koincowa: 72°C/3 min

- Produkty amplifikacji przechowywa¢ na lodzie lub w temperaturze od 2°C do 8°C do
dalszego wykorzystania.

Opcjonalnie: Przeprowadzi¢ analize produktow amplifikacji metodg elektroforezy Zzelowej
(np. 3% zel agarozowy).

Dtugosci fragmentow: 206, 236, 295, 318 pz
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3. Przetwarzanie Teststrip
3.1. Hybrydyzacja (reczna) — 1 Teststrip na probke (45°C, taznia wodna z wytrzgsaniem)

Wazne: Ustawi¢ poziom wody w fazni wodnej na ok. 2 wysokosci Typing Tray. Podgrzaé
taZznie wodng do doktadnie 45°C. Sprawdzi¢ temperature wody za pomocg skalibrowanego
termometru. Podgrza¢ Hybridization Buffer i Wash Solution A do temperatury 45°C. Nalezy
uwazac, aby wszystkie osady powstate w temperaturze od 2°C do 8°C ulegty catkowitemu
rozpuszczeniu. Pozostawi¢ Teststrip, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B i Color
Developer do osiggniecia temperatury pokojowej. Przygotowac Typing Trays.

Za pomocg czystej pesety wyjaé jeden Teststrip dla kazdej prébki. Dotyka¢ Teststrip
wytgcznie w rekawiczkach bezpudrowych! Oznaczy¢ Teststrip poza liniami znacznika za
pomocg otdwka (nie uzywac dtugopisow, markerow itp.).

- Odpipetowac¢ 10 pul DNAT (niebieska nasadka) do dolnego rogu kazdej sciezki, ktéra ma
zostac¢ uzyta w Typing Trays (jedna Sciezka na prébke).

- Doda¢ 10 pl produktu amplifikacji do odpowiedniej kropli DNAT.

- Doktadnie wymieszac za pomoca pipety. (Roztwor pozostanie niebieski.)

- Odstawic¢ na 5 min w temperaturze pokojowe;j.

- Do kazdej sciezki doda¢ 1 ml Hybridization Buffer (podgrzanego do 45°C).
Delikatnie potrzgsnag¢ pojemnikiem. (Niebieski kolor zniknie.)

- Wiozy¢ Teststrip oznaczong strong do gory (linie widoczne!) w odpowiednie Sciezki.
Nalezy je w catosci zanurzyc.

- Inkubowac przez 30 min w temperaturze 45°C na platformie wytrzgsajgcej tazni wodne;.

Ustawi¢ umiarkowang czestotliwos¢ wytrzgsania (ok. 50 obr./min), aby unikngC rozlania.
Pokrywa tazni wodnej powinna by¢ zamknieta, aby unikng¢ wahan temperatury.

- Pod koniec inkubacji usunagé¢ roztwory hybrydyzacyjne za pomocg aspiracji prézniowej lub
pipetowania.

Natychmiast kontynuowac¢ procedure. Nie dopusci¢ do wyschniecia Teststrip podczas catej
procedury.

3.2. Precyzyjne ptukanie (45°C, taznia wodna z wytrzgsaniem)

- Doda¢ 1 ml Wash Solution A (podgrzanego do 45°C). Krétko przeptukac (10 s).
Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

-~ Dodac¢ 1 ml Wash Solution A (45°C).

- Inkubowac przez 15 min w temperaturze 45°C w tazni wodnej z wytrzgsaniem.
Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

- Dodac¢ 1 ml Wash Solution A (45°C).

- Inkubowac przez 15 min w temperaturze 45°C w tazni wodnej z wytrzgsaniem.
Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.
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3.3. Detekcja metoda kolorymetryczng (temperatura pokojowa, 22°C £ 3°C)

Doda¢ 1 ml Conjugate Solution.

InkubowacC przez 15 min w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce kotyskowej lub
orbitalne;j.

Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

Dodac¢ 1 ml Wash Solution B. Krotko przeptukaé (10 s).

Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

Doda¢ 1 ml Wash Solution B.

InkubowaC przez 5 min w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce kotyskowej lub
orbitalne;j.

Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

Doda¢ 1 ml Wash Solution B.

InkubowaC przez 5 min w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce kotyskowej lub
orbitalne;j.

Usungc ciecze za pomocg aspiracji prézniowej lub pipetowania.

Dodac¢ 1 ml Color Developer.

InkubowaC przez 15 min w temperaturze pokojowej w_ciemnosci na wytrzgsarce
kotyskowej lub orbitalne;j.

Po wystgpieniu pozytywnej reakcji pojawi sie fioletowe zabarwienie.

Kilkukrotnie przeptuka¢ Teststrip wodg destylowana.

Pozostawi¢ paski do wyschnigcia w ciemnosci na bibule.

Po wywotaniu koloru nie wolno wystawiac Teststrip na dziatanie intensywnego Swiatta.

3.4. Hybrydyzacja (automatyczna) — opcjonalna zamiast tazni wodnej i wytrzgsarki

Instrument do automatycznego przetwarzania Teststrip musi spetnia¢ nastepujgce
wymagania:

Przeznaczony do programowania profil temperatury i czasu zgodnie z punktami od 3.1
do 3.3 procedury testu StripAssay®.

Zintegrowana stacja podgrzewania Hybridization Buffer i Wash Solution A.

Kontrola temperatury pojemnikow podczas etapéw hybrydyzacji i precyzyjnego ptukania
w temperaturze 45°C + 1°C.

Aktywny system chtodzenia pojemnika zapewniajgcy szybkie obnizenie temperatury na
etapach wykrywania metodg kolorymetryczng w temperaturze pokojowej.

Mozliwos¢ wytrzgsania pojemnika.

Podgrzewana pokrywa pojemnika zapobiegajgca parowaniu odczynnikow podczas
inkubaciji.

Dozowanie okreslonych objetosci odczynnikow.

Aspiracja odczynnikow.

W zaleznosci od uzywanego instrumentu i liczby probek przetwarzanych w jednym cyklu
mogg by¢ wymagane dodatkowe odczynniki. Oddzielne StripAssay® Detection Reagents
sg dostepne na 20 testéw (REF CS-012) i 48 testéw (REF CS-017).
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INTERPRETACJA WYNIKOW

Genotyp prébki jest okreslany za pomocg dotgczonej Collector™ Sheet. Przetworzony Teststrip
nalezy umiesci¢ w jednym z wyznaczonych pol, dopasowa¢ go do schematu za pomocg
czerwonej linii znacznika (na gorze) i zielonej linii znacznika (na dole) i unieruchomi¢ tasmag
klejaca.

Dodatnia reakcja najwyzszej linii kontrolnej wskazuje na prawidiowe dziatanie Conjugate
Solution i Color Developer. Linia ta powinna zawsze wybarwia¢ sie dodatnio.

Dla kazdej pozyciji polimorficznej nalezy uzyskaé jeden z nastepujgcych wzoréw wybarwienia
(Rys. 2):

NOR HET HOM

linia mutantow -
linia typu dzikiego

Rys. 2: Genotypy — wzory wybarwienia na Teststrip

linia typu dzikiego linia mutantéw genotyp
NOR dodatni ujemny normainy
HET dodatni dodatni heterozygotyczny
HOM ujemny dodatni homozygotyczny mutant

Uwaga: Intensywnos$¢ zabarwienia linii dodatnich moze by¢ zmienna. Nie ma to zadnego
znaczenia dla wyniku.

Patrz przyktady wynikow testu StripAssay® na stronie 18 (Rys. 3).
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Niektore mutacje ujete w tescie FMF StripAssay® sg zlokalizowane w niewielkiej liczbie
nukleotyddw genu MEFV. Na Teststrip sg one reprezentowane przez zwyktg sonde typu
dzikiego, tak wiec 12 mutacji jest objetych tylko 8 sondami typu dzikiego:

linia sonda typu dzikiego mutacja

13 kodon 148 E148Q

14 kodon 369 P369S

15 kodon 479 F479L

16 kodon 680 M680I1 (G/C), M680I (G/A)

17 kodon 692-695 1692del, M694V, M694|, K695R
18 kodon 726 V726A

19 kodon 744 A744S

20 kodon 761 R761H

Prébki ztozone heterozygotyczne pod wzgledem dwoch z tych mutacji (np. M694V+ M694l,
M694V + K695R) nie bedg dawaé czestego sygnatu typu dzikiego (patrz przyktady | oraz J,
strona 18).

Podobnie jak w przypadku kazdego testu diagnostycznego, wyniki testu FMF StripAssay® nalezy
interpretowa¢ w kontekscie ogolnego fenotypu klinicznego pacjenta oraz innych medycznych
badan diagnostycznych dostepnych dla lekarza. Firma ViennalLab Diagnostics GmbH nie ponosi
odpowiedzialnosci za podejmowane decyzje kliniczne.
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OCENA SKUTECZNOSCI

Doktadnosé testu FMF StripAssay® zostata okreslona poprzez analize 173 wstepnie
typowanych probek genomowego DNA. Wyniki byty catkowicie zgodne z metodg referencyjng
(sekwencjonowanie Sangera, elektroforeza w zelu w gradiencie denaturujgcym (DGGE,
denaturing gradient gel electrophoresis) i polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RFLP, restriction fragment length polymorphism). Test prawidtowo wykryt 251 zmutowanych
alleli (= 100% zgodnosci procentowej wynikow dodatnich) i 103 alleli typu dzikiego (= 100%
zgodnosci procentowej wynikow ujemnych).

Precyzja testu FMF StripAssay® zostata oceniona jako zmienno$¢ miedzy powtdrzeniami,
operatorami, dniami, partiami odczynnikow, termocyklerami i urzgdzeniami do hybrydyzacji
(hybrydyzacja reczna i poétautomatyczna). Sposrdéd ftgcznie 106 powtdrzen testow
przeprowadzonych w ramach badanych parametrow wszystkie wykazaty oczekiwane wyniki
genotypowania. Widoczne byty jedynie nieistotne réznice w intensywnos$ci wybarwienia Teststrip
i nie zaobserwowano Zadnego przypadku wybarwienia tta. Test FMF StripAssay® zostat
zwalidowany na urzgdzeniach AB GeneAmp® PCR System 2700, AB GeneAmp® PCR System
9700, AB Veriti i MJ Research PTC-200, ktore charakteryzujg sie szybkoscig ogrzewania i
chtodzenia w zakresie, odpowiednio, od 1,7 do 4,2°C/s i od 1,4 do 3,7°C/s.

Uzycie innych termocykleréw musi zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Swoistos¢ analityczna jest zapewniana przede wszystkim przez dobor starterow swoistych
wzgledem genu i sond wychwytujgcych swoistych wzgledem alleli, a takze przez dobor
rygorystycznych warunkow reakcji. Startery i sondy zostaty sprawdzone pod kgtem mozliwych
homologii ze wszystkimi sekwencjami opublikowanymi w bazach danych gendw, wykonujgc
poréwnawczg analize sekwencji. W ten sposdb zapewniona zostata wykrywalnos¢ wszystkich
odpowiednich genotypdw. Potencjalna reaktywnos¢ krzyzowa miedzy sondami wychwytujgcymi
zostata sprawdzona za pomocg syntetycznego DNA zawierajgcego odpowiedni fragment genu.
Nie zaobserwowano reaktywnosci krzyzowej.

Skutecznos$é kliniczna: Ocena skutecznosci klinicznej testu FMF StripAssay® w celu
uzasadnienia dowodow klinicznych obejmowata przeglad systematyczny dostepnych danych i
odpowiednich elementéw. W wyniku przeszukiwania literatury zidentyfikowano 22 publikacje
dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci testu FMF StripAssay®, ktore wykazaty uzytecznosé
kliniczng testu FMF StripAssay®. W badaniach poréwnawczych metod nie zidentyfikowano
zadnych zdarzen niepozgdanych ani odchylen. Podsumowujgc, skutecznosc kliniczng, korzysci
i bezpieczenstwo testu FMF StripAssay® sg potwierdzone, kiedy wyréb jest uzywany zgodnie z
przeznaczeniem do diagnostyki rodzinnej gorgczki srodziemnomorskiej.

. SUBSTANCJE ZAKLOCAJACE

Zbadano piec¢ substancji zaktdécajgcych (hemoglobina, immunoglobina G, slady krwi, etanol i
EDTA), ktére mogg wystepowac w preparatach DNA pochodzgcego z krwi pobranej na EDTA.
Ich wptyw na PCR oceniano w trzech oczyszczonych probkach DNA wzbogaconych
substancjami w réznym stezeniu i poréwnywano z kontrolami bez dodatku substanciji
zaktdcajgeych. Wszystkie probki analizowano trzykrotnie.

Koncowe stezenie <10 yM hemoglobiny, 0,1 yM immunoglobuliny G, <1% krwi obwodowe;,
1,25% etanolu lub 0,1 mM EDTA w reakgc;ji nie zakiocato skutecznosci testu StripAssay®.
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X. OGRANICZENIA TESTU

Test FMF StripAssay® jest przeznaczony wytgcznie do wykrywania 12 znanych mutagii
wymienionych w punkcie lll, ktére sg reprezentowane przez swoiste wzgledem alleli sondy
wychwytujgce znajdujgce sie na Teststrip. Nie mozna wykry¢ innych mutacji MEFV, ktére moga
wystepowac w prébce pobranej od pacjenta.

Rzadkie lub prywatne warianty w obrebie miejsc wigzania starteréw i sond mogg prowadzi¢ do
niepowodzenia amplifikacji i braku sygnatéw na Teststrip.

Probki DNA uzyskane metodami innymi niz z uzyciem odczynnikéw i protokotu dostarczonego
z FMF StripAssay® mogg, w niektorych przypadkach, dawac stabe lub brakujgce sygnaty dla
typu dzikiego i mutanta E148Q. Wynika to z pogorszenia skutecznosci PCR dla tego
konkretnego fragmentu i byto obserwowane w przypadku kilku popularnych zestawéw do
ekstrakcji DNA. Podgrzewanie takich probek DNA do 98°C przez 10 minut, a nastepnie
natychmiastowe schtadzanie w lodzie lub w zimnym bloku przed skonfigurowaniem PCR, moze
w petni przywroci¢ normalng skutecznosé PCR.

Test FMF StripAssay® jest przeznaczony wytgcznie do profesjonalnego uzytku laboratoryjnego.

XIl. KWESTIE DOTYCZACE JAKOSCI

- Aby uzyskac wiarygodne wyniki, wymagane jest doktadne zrozumienie procedury opisanej
w tym dokumencie oraz standardowych technik laboratoryjnych i odpowiedniego sprzetu.

— Zestawow StripAssay® nie nalezy uzywac po uptywie terminu waznosci.

- Po pierwszym otwarciu bezposredniego pojemnika odczynniki StripAssay® zachowujg
stabilnos¢ do terminu waznosci wydrukowanego na zewnetrznej etykiecie zestawu, jesli sg
prawidtowo przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C.

- Aby unikng¢ skazenia mikrobiologicznego oraz krzyzowego skazenia odczynnikéw lub
prébek, nalezy uzywac sterylnych jednorazowych koncowek do pipet z filtrami. Nie
wymieniac zakretek pomiedzy roznymi butelkami.

- Produkt jednorazowego uzytku.

Xll. BEZPIECZENSTWO

- W wyznaczonych miejscach pracy nie wolno pi¢, jes¢, pali¢ ani nakladaé kosmetykow.
W trakcie pracy z probkami i odczynnikami z zestawu nalezy nosi¢ fartuchy laboratoryjne i
jednorazowe rekawiczki. Nastepnie nalezy doktadnie umy¢ rece.

- Z probkami nalezy postepowac tak, jakby mogty przenosi¢ czynniki zakazne. Nalezy
doktadnie oczyscic i zdezynfekowac wszystkie materiaty i powierzchnie, ktére miaty kontakt
z probkami. Wszystkie odpady zwigzane z probkami klinicznymi nalezy wyrzuci¢ do
pojemnika na odpady stanowigce zagrozenie biologiczne.

- Unika¢ kontaktu DNAT i Color Developer ze skorg, oczami lub btonami Sluzowymi. Jesli
doszto do takiego kontaktu, nalezy natychmiast przemy¢ zanieczyszczony obszar duzg
iloscig wody. W razie rozlania nalezy rozcienczy¢ wyciek woda, a nastepnie wytrze¢ obszar
do sucha.

- Nalezy przestrzega¢c wszystkich stosownych lokalnych i federalnych przepisow
dotyczacych bezpieczenstwa i ochrony srodowiska.
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XIll. POMOC TECHNICZNA

Pomoc techniczng mozna uzyskac:

- od lokalnego dystrybutora firmy ViennalLab Diagnostics (www.viennalab.com/distribution)

- w samouczkach wideo (www.viennalab.com/support)

- w podreczniku StripAssay® (www.viennalab.com/support)

- w przewodniku dotyczgcym rozwigzywania probleméw StripAssay®
(www.viennalab.com/support)

- piszac na adres techhelp@yviennalab.com

XIV. BIBLIOGRAFIA

- OMIM Online Mendelian Inheritance in Man (www.omim.org)
- Baza danych Infevers (https://infevers.umai-montpellier.fr/web)
- ISSAID (www.issaid.org)

XV. INFORMACJE DLA PRODUCENTA

Kazdy powazny incydent, ktéry wystgpit w zwigzku z testem StripAssay®, nalezy zgtosic¢
wiasciwemu organowi w kraju i producentowi.
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XVI. SYMBOLE

LOT

C€ois

TREN SN R

Numer katalogowy
Kod partii
Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Zgodnosc z europejskim rozporzgdzeniem IVD 2017/746
Numer identyfikacyjny jednostki notyfikowane;j

Wystarcza na <n> testow

Limity temperatury podczas przechowywania
Termin waznosci

Przestroga

Producent

Data produkgiji

Patrz instrukcja uzywania
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XVII. PRZYKLADY WYNIKOW TESTU
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Rys. 3: Przyktady wynikéw uzyskanych za pomoca testu FMF StripAssay®

(A.)normalny (G.)M694V heterozygotyczny

(B.) E148Q heterozygotyczny (H.)M680I (G/C) - M694V heterozygotyczny
(C.)E148Q homozygotyczny (I.) M694V — M694I heterozygotyczny
(D.)M680I (G/C) heterozygotyczny (J.) M694V — K695R heterozygotyczny
(E.)E148Q — M680I (G/C) heterozygotyczny (K.)M694V homozygotyczny

(F.) M680I (G/C) homozygotyczny (L.) kontrola ujemna lub niepowodzenie PCR
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UWAGI
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XVIIl. PRODUKTY POWIAZANE

REF

4-230
4-390
CS-012
CS-017
2-014
2-020
6-080

Dystrybutor:

FMF StripAssay®

FMF-SAA1 StripAssay®

StripAssay® Detection Reagents

StripAssay® Detection Reagents 48
GENXTRACT™ Blood DNA Extraction System
Spin Micro DNA Extraction Kit

Typing Trays

“ Producent:

gl ViennalLab®

ViennaLab Diagnostics GmbH

Gaudenzdorfer Guertel 43-45, A-1120 Vienna, Austria
t: +43 1 8120156-0

e: info@viennalab.com

w: www.viennalab.com

N/

20 testow

20 testow

20 testow

48 testow
100 ekstrakcji
20 ekstrakcji
5



