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Teststrip A
p— Cervena &ara znacky (nahore)
................ Kontrola

. (R === — mutant - 3.7 jednoduché delece genu
M 2 mutant - 4.2 jednoduché delece genu
U 1 J— = — mutant - 20.5 kb dvojita delece genu

R = S mutant -- MED-l dvojita delece genu
T [ S— mutant -- SEA  dvojita delece genu
A B mutant -- THAI  dvojita delece genu
N AR — mutant -- FIL dvoijita delece genu

8 o B mutant a1 cd 14 [G>A] HBA1:c.44G>A
T [ IR = mutant a1 cd 59 [G>A] HBA1:c.179G>A (Hb Adana)
W [0 N = — divoky typ a1 cd 14
T 11 o ol oo divoky typ a1 cd 59

L [ J = — PCR kontrola A

Zelena &ara znacky (dole)

Teststrip B

p— Cervena &ara znacky (nahore)
.............. Kontrola
L T = — mutant anti-3.7 triplikace genu
M R mutant a2 init cd [T>C] HBA2:c.2T>C
WS — mutant a2 cd 19 [-G] HBAZ2:c.60delG
u 16 o B oo mutant a2 IVS 1 -5nt HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG
- Ty A = mutant a2 cd 59 [G>A] HBAZ2:c.179G>A
- JR e — mutant a2 cd 125 [T>C] HBA2:c.377T>C (Hb Quong Sze)
A e TR S mutant a2 cd 142 [T>C] HBA2:¢c.427T>C (Hb Constant Spring)
O T — mutant a2 cd 142 [T>A] HBA2:c.427T>A (Hb Icaria)
N R — mutant a2 cd 142 [A>T] HBA2:c.429A>T (Hb Pakse)
T P R - mutant a2 cd 142 [A>C] HBA2:¢.428A>C (Hb Koya Dora)
23 e (e mutant a2 poly A-1 [AATAAA>AATAAG] HBAZ2:c.*+94A>G
24 e B mutant a2 poly A-2 [AATAAA>AATGAA] HBAZ2:c.*+92A>G
W 25 o B divoky typ o2 init cd
I 26 o T divoky typ a2 cd 19
L 27 e divoky typ a2 IVS 1
D 28 s R divoky typ a2 cd 59
\T( 29 o divoky typ a2 cd 125
P FCT0 JR = — divoky typ a2 cd 142
E fc T IR — divoky typ a2 poly A
32 e PCR kontrola B
S — Modra ¢ara znacky (dole)

Obr. 1: Schéma prouzku Teststrip

Poznamka: Prouzky Teststrip nejsou
nakreslené ve skuteéné velikosti a nesmi se
pouzivat k interpretaci vysledku.
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a-Globin StripAssay®

. UCEL POUZITI

Test a-Globin StripAssay® je kvalitativni geneticky test k cilené analyze 21 béZznych velkych
deleci a bodovych mutaci genu podjednotky hemoglobinu alfa 1 (HBA1, hemoglobin subunit
alpha 1) a alfa 2 (HBAZ2, hemoglobin subunit alpha 2) v DNA izolované z lidské periferni krve.
Test se pouziva jako pomUcka ke genetickému potvrzeni podezieni na diagnézu alfa-talasémie
(alfa-tal). Dale se test pouziva ke screeningu stavu pfenasece talasémie u pfibuznych pacienta
a v bé&zné populaci. Test StripAssay® Ize provadét bud ru¢né, nebo poloautomaticky.

K humannimu diagnostickému pouziti in vitro.

ZAKLADNIi INFORMACE

Mutace v genech alfa globinu jsou genetickou pfi¢inou alfa-talasémie, autozomalné recesivni
dédi¢né poruchy, ktera je charakterizovana nedostate¢nou nebo chybéjici tvorbou fetézce alfa
globinu, coz vede k variabilnimu klinickému obrazu v zavislosti na poctu postiZzenych alel.

Je tfeba testovat pacienty s charakteristickymi hematologickymi hodnotami mikrocytarni anémie
a odpovidajicimi vzory hemoglobinu, ¢leny rodiny postizeného pacienta, nastavajici rodice
a také jedince z vysoce rizikovych populaci (napf. ze Stfredomorské oblasti, Afriky, Arabského
poloostrova, iranu, Indie a Jihovychodni Asie), u nichZ existuje riziko, Ze jsou pfenasedi alfa-
talasémie.

METODIKA

Test a-Globin StripAssay® je zalozen na polymerazové fetézové reakci (PCR, polymerase chain
reaction) a reverzni hybridizaci. Postup zahrnuje tfi kroky: (1) izolaci DNA, (2) amplifikaci PCR
pomoci biotinylovanych primeru, (3) hybridizaci amplifikacnich produktd s prouzkem Teststrip
obsahujicim alelové specifické oligonukleotidové sondy imobilizované jako pole paralelnich linii
(Obr. 1). Navazané biotinylované sekvence se detekuji pomoci streptavidin-alkalické fosfatazy
a barevnych substratu.

4/20 Cesky



a-Globin StripAssay®

Test a-Globin StripAssay® detekuje nasledujici mutace v genovém loku alfa globinu:

Starsi nazev Nomenklatura HGVS RefSNP

1 -3.7kb NG_000006.1:9.34164_37967del3804 -

2 -42kb - -

3 -20.5kb NG_000006.1:9.15164_37864del22701  --

4 --MED-I NG_000006.1:9.24664_41064del16401  --

5 --SEA NG_000006.1:9.26264_45564del19301  --

6 --THAI NG_000006.1:9.10664_44164del33501  --

7 -FIL NG_000006.1:9.11684_43534del31851  --

8 Triplikace genu anti-3.7 - --

9 cd 14 [G>A] HBA1:c.44G>A rs63750090
10 cd 59 [G>A] Hb Adana HBA1:c.179G>A rs28928878
11 Iniciace cd [T>C] HBA2:c.2T>C rs111033603
12 cd 19 [-G] HBA2:c.60delG rs886041399
13 IVS1-5nt HBAZ2:c.95+2_95+6delTGAGG rs41474145
14 cd 59 [G>A] HBA2:c.179G>A rs281864846
15 cd 125 [T>C] Hb Quong Sze HBAZ2:c.377T>C rs41397847
16 cd 142 [T>C] Hb Constant Spring HBAZ2:c.427T>C rs41464951
17 cd 142 [T>A] Hb Icaria HBA2:c.427T>A rs41464951
18 cd 142 [A>T] Hb Pakse HBAZ2:c.429A>T rs41412046
19 cd 142 [A>C] Hb Koya Dora HBAZ2:c.428A>C rs41321345
20 polyA-1 [AATAAA>AATAAG] HBAZ2:c.*+94A>G rs63751269
21 polyA-2 [AATAAA>AATGAA] HBAZ2:c.*+92A>G rs63750067

Referenéni sekvence (RefSeq, Reference Sequence):

NG_000006.1
NM_000558.3 (HBA1)
NM_000517.4 (HBA2)

Test Ize provadét ru€né nebo poloautomaticky pomoci pfistroju uréenych k automatizaci
zpracovani prouzkl Teststrip (viz ¢ast VI. 3.4).

Cesky
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a-Globin StripAssay®

IV. SOUCASTI SOUPRAVY
4-160
4-160 4-160-A TRIAL
1a. Amplification Mix A1 (Zluté vi¢ko) 250 yl 2x 250 yl - 250 pl
1b. Amplification Mix A2 (bilé vicko) 250 I 2% 250 yl - 250 pl
1c. Amplification Mix B (zelené vicko) 250 yl 2x 250 yl - 250 pl
2. Taq Dilution Buffer (prihledné vicko) 500 pl 500 pl 500 pl
3. HS-Taq DNA Polymerase (5 U/ul) (Cervené vicko) 125U 175 U 125U

4.

DNAT (modré vicko) 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml

Varovani: DNAT obsahuje 1,6% NaOH

H315: Drazdi kdzi

H319: Zpusobuje vazné podrazdéni oci

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit
P337 + P313: Pretrvava-li podrazdéni oci: Vyhledejte 1ékafskou pomoc/oSetieni.

5. Typing Trays 3 - 2
6a. Teststrip A (Cerné vicko) 10 24 5
6b. Teststrip B (bilé vicko) 10 24 5
7. Hybridization Buffer (bilé vicko) 25 ml 65 ml 25 ml
8. Wash Solution A (bilé vicko) 80 ml 200 ml 80 ml
9. Conjugate Solution (pruhledné vicko) 25 ml 65 ml 25 ml
10. Wash Solution B (prahledné vi¢ko) 80 ml 200 ml 80 ml
11. Color Developer (hnéde vicko) 25 ml 65 ml 25 ml
Varovani: Color Developer obsahuje < 0,4% kyselinu maleinovou
H317: MUze vyvolat alergickou kozni reakci
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit
P302 + P352: P¥i styku s kizi: Omyjte velkym mnozstvim vody
P333 + P313: Pfi podrazdéni kGize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni
12. Navod k pouziti 1 1 1
13. Collector™ Sheet 1 3 1
Poznamka: VSechna Cinidla, ktera nepouZzivate, skladujete pfi teploté 2 °C az 8 °C.
Nazev soucasti Slozeni
sekvencné specifické 5'-biotinem znacené
oligonukleotidy, ekvimolarni smés
Amplification Mix A1/A2/B deoxyribonukleotidtrifosfata (dATP, dCTP, dGTP

a dTTP), MgClz, pufr se siranem amonnym, betain,
0,05% azid sodny

Taq Dilution Buffer

pufr pro polymerazu HS-Tag DNA Polymerase,
vcetné KCI, (NH4)2SO4 a MgClz, 0,05% azid sodny

HS-Tag DNA Polymerase (5 U/pl) hot-start Taq DNA polymerase v koncentraci 5 U/pl

zasadity roztok obsahuijici 1,6 % hydroxidu sodného

DNAT a modré barvivo, které indikuje zménu pH
Typing Trays plastovy zasobnik s osmi jamkami
6/20 Cesky



a-Globin StripAssay®

Nazev soucasti Slozeni

alelové specifické oligonukleotidové sondy, kontrola
pro pozitivni PCR reakci a hybridizaéni kontrola
imobilizované jako fada paralelnich linii na

Teststrip A/B . . Y,
membrané podloZené polyesterem, ohrani¢ené
Cervenou ¢arou nahofe a zelenou (Teststrip A) nebo
modrou (Teststrip B) ¢arou dole

Hybridization Buffer fosfatovy pufr s <2 % detergentu

Wash Solution A fosfatovy pufr s <1 % detergentu
se streptavidinem konjugovana alkalicka fosfataza

Conjugate Solution zfedéna pufrem na bazi solného roztoku s 0,05 %

azidu sodného
tris pufr obsahuijici < 2 % detergentu a 0,05 % azidu
sodného

barevny substrat pro alkalickou fosfatazu obsahuje
nitrotetrazoliovou modf (NBT, nitro blue tetrazolium)
a 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat (BCIP, 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate)

Navod k pouziti tiskafsky papir

Wash Solution B

Color Developer

Collector™ Sheet tiskafsky papir

V. POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Kromé standardniho laboratorniho vybaveni pro molekularni biologii je zapotfebi:

- Spin Micro DNA Extraction Kit (REF 2-020, ViennalLab)

- termocykler s vyhfivanym vikem (rychlost rustu teploty viz ¢ast VIII),

- vodni lazen s tfepaci ploSinou, vikem a nastavitelnou teplotou (45 °C + 1 °C),
- tfepacka (houpaci nebo orbitalni trepacka).

Volitelné:

- vakuovy odsavaci aparat,

- termotfepacka pro format mikrotitraéni desti¢ky s vikem a nastavitelnou teplotou (45 °C
+ 1 °C), napf. PST-60 HL (Biosan) nebo podobné zafizeni,

- pFistroj pro automatickou hybridizaci, nastavitelny na profil Casu-teploty popsany
v €asti VI. 3.4, napf. DYNABLOT Heat (Dynex) nebo podobné zafizeni,

- zafizeni pro elektroforézu na agaré6zovém gelu (ke kontrole amplifikacnich produkt().

Cesky 7120



VI.

a-Globin StripAssay®

POUZITI

. Priprava vzorku

Vzorek: Pouzijte Cerstvou nebo zmrazenou krev s antikoagulantem EDTA. Krev obsahujici
heparin nebo citrat nebyla testovana. Pfed pouzitim neuchovavejte krev déle nez 3 dny pfi
pokojové teploté nebo déle nez 1 tyden pfi teploté 2 °C az 8 °C. Krev, ktera byla uchovavana
zmrazena déle nez jeden rok nebo pro$la vice nez tfemi cykly zmrazeni a rozmrazeni, se pouzit
nesmi. Pfi odbéru a pfepravé vzorkl dodrzujte navod k pouziti zkumavky pro odbér EDTA krve
a obecna doporuceni pro odbér krve.

Extrakce DNA: Vzorky krve nechte ustat na pokojovou teplotu. Zkumavky pro odbér krve
nékolikrat opatrné prevratte, aby se obsah dobfe promichal. Pfed kazdym odejmutim alikvotu
krve zkumavku promichejte znovu. K izolaci DNA z pIné krve se doporucuje pouzit Spin Micro
DNA Extraction Kit (REF 2-020, ViennalLab). Pouziti jinych zplsobU izolace DNA testem a-
Globin StripAssay® nebylo validovano. V pfipadé pouziti jinych systému( extrakce DNA musi byt
koncentrace a Cistota DNA vrozmezi2 az 10 ng/ul a pomér ODazsorzso 1,7 az 2,0. VysSi
koncentrace DNA musi byt pfed dodanim vzorku do PCR nafedény na doporuceny rozsah.

Poznamka: DNA obsahuijici inhibitory PCR nebo magnetické ¢astice odvozené z extrakéniho
systému na bazi kuliC¢ek mohou byt refrakterni vuc¢i amplifikaci a musi se nafedit na
koncentraci 2 ng/ul vodou v kvalité pro PCR.

Extrahovana DNA se uchovava pfi teploté 2 °C az 8 °C (az jeden tyden) nebo pfi teploté —=30 °C
az —15 °C (dlouhodobé) az do provedeni analyzy.

8/20 Cesky



a-Globin StripAssay®

2. In vitro amplifikace (PCR) — 3 oddélené reakce na vzorek
Dulezité: VSechna Cinidla PCR a templaty DNA uchovavejte v chladnicce.

- Pokazdé pfipravte prislusné mnozstvi Cerstvého pracovniho roztoku (1 : 15, kone¢na konc.
0,33 U/ul) HS-Taq DNA Polymerase (5 U/ul, Cervené vicko) v pufru Taq Dilution Buffer

(prahledné vicko) pro dany pocet analyzovanych vzorku a kontrolu bez templatu (NTC,
no-template control).

Soucast Na reakci Napf. na 10 reakci
HS-Tag DNA Polymerase (5 U/pl) 0,33 ul 3,3 ul
Taq Dilution Buffer 4,67 pl 46,7 pl
pracovni roztok 5 ul 50 pl

- Pripravte tfi reakCni zkumavky pro kazdy vzorek, ktery ma byt amplifikovan. Zkumavky
umistéte na led.

- Pro kazdy vzorek pfipravte 3 kone¢né PCR reakéni smési (A1, A2, B) na ledu:

A1: 15 pl Amplification Mix A1 (Zluté vicko)
5 yl naredéné polymerazy HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 ul templatu DNA

A2: 15 pl Amplification Mix A2 (bilé vicko)
5 yl naredéné polymerazy HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 ul templatu DNA

B: 15 pyl Amplification Mix B (zelené vi¢ko)

5 yl naredéné polymerazy HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 pl templatu DNA

Poznamka: DoporuCujeme pfipravit mastermix pro v8echny vzorky, které obsahuji smés
Amplification Mix a nafedénou polymerazu HS-Tag DNA Polymerase. Nejprve napipetujte
20 pyl mastermixu do kazdé zkumavky PCR a pak pfidejte templat DNA. Do kazdého béhu
analyzy zahrrite kontrolu bez templatu s pouZitim vody v kvalité pro PCR misto DNA (nebo
pokud mozno negativni kontroly extrakce DNA).

Obvykle se pracovni roztoky / mastermix pfipravuji s 10% pfebytkem objemu, aby se
kompenzovaly nepfesnosti pfi pipetovani.

- Zkumavky pevné uzaviete. Pfedehfejte termocykler na teplotu 95 °C.
- Vlozte reakéni zkumavky a spustte nasledujici program termocyklace:

pred PCR: 95 °C /5 min.
termocyklace: 97°C /40 s -64°C /40 s —72 °C/1:30 min. (3 cykll)

97°C/40s-58°C/40s—-72°C/1:30 min. (37 cyklu)
konec¢né prodlouzeni: 72°C / 5 min.

- Amplifika¢ni produkty uchovavejte k dalSimu pouZiti na ledu nebo pro pfi teploté 2 °C az
8 °C.

Volitelné: Analyzujte amplifikaéni produkty gelovou elektroforézou (napf. 3% agardzovy gel).

Délka fragment(: 881 paru bazi; delece: 1783 parl bazi (A1)
296 parl bazi; delece: 250, 329, 373, 474, 578, 1025 para bazi (A2)
302, 864 parl bazi; delece: 1772 parl bazi (B)

Cesky 9/20



a-Globin StripAssay®

3. Zpracovani prouzku Teststrip

3.1. Hybridizace (ru¢ni) — 2 prouzky Teststrip na vzorek (45 °C, vodni lazen s tfepanim)

Dulezité: Nastavte hladinu vody ve vodni lazni pfiblizné na polovinu vysky zasobniku Typing
Tray. Vodni lazen zahfejte pfesné na 45 °C. Teplotu vody zkontrolujte kalibrovanym
teplomérem. Pfedehfejte pufr Hybridization Buffer a roztok Wash Solution A na teplotu 45 °C.
Davejte pozor, aby se vSechny sraZzeniny vytvorené pfi teploté 2 °C az 8 °C zcela rozpustily.
Nechte prouzky Teststrip, DNAT, roztok Conjugate Solution, Wash Solution B a Color
Developer dosahnout pokojové teploty. Pripravte zasobniky Typing Trays.

Cistou pinzetou vyjméte na jeden vzorek jeden prouzek Teststrip A ajeden prouzek
Teststrip B. Prouzkl Teststrip se dotykejte pouze nepudrovanymi rukavicemi! Tuzkou (ne
kulickovym perem, fixem ani ni€¢im jinym) oznacte prouzky Teststrip mimo ¢ary znacek.

Pro vSechny prouzky Teststrip A (jeden Pro v8echny prouzky Teststrip B
pruh na vzorek): (jeden pruh na vzorek):

- Napipetujte 20 yl DNAT (modré vi¢ko) do - Napipetujte 10 pl DNAT (modré
dolniho rohu kazdého pruhu, ktery se ma vicko) do dolniho rohu kazdého
pouzit v zasobnicich Typing Trays. pruhu, ktery se ma pouzit

- Do pfislusné kapky DNAT pfidejte 10 pl v zasobnicich Typing Trays.
amplifikaéniho produktu A1. - Do pfislusné kapky DNAT pfidejte

- Do stejné kapky pfidejte 10 pl 10 pyl amplifikaéniho produktu B.
amplifikaéniho produktu A2. - Ddukladné zamichejte pipetou.

- Dukladné zamichejte pipetou. (Roztok zlistane modry.)

(Roztok zlistane modry.)

- Nechte ustat 5 min. pfi pokojové teploté.

- Do kazdého pruhu pfidejte 1 ml pufru Hybridization Buffer (pfedehfatého na teplotu
45 °C).
Zasobnik jemné protiepejte. (Modra barva zmizi.)

- Vlozte prouzky Teststrip A nebo Teststrip B vyznacenou stranou vzhlru (¢ary jdou vidét!)
do pfislusného pruhu. Zcela ponofte.

- Inkubujte 30 min. pfi teploté 45 °C na tfepaci ploSiné vodni lazné.

Nastavte mirnou frekvenci protfepavani (pfiblizné 50 ot./min), aby nedoslo k rozliti. Nechte
kryt vodni 1azné zavieny, aby nedochazelo ke zméné teploty.

- Na konci inkubace hybridizaéni roztoky odstrante vakuovou aspiraci nebo pipetovanim.

Ihned pokracujte. B€hem celého postupu davejte pozor, aby prouzky Teststrip nevyschly.

3.2. Dukladné promyti (45 °C, vodni lazen s tfepanim)

- Pridejte 1 ml roztoku Wash Solution A (pfedehifatého na teplotu 45 °C). Kratce
oplachnéte (10 s).
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.
- Pridejte 1 ml roztoku Wash Solution A (45 °C).
- Inkubujte 15 min. pfi teploté 45 °C ve vodni lazni s tfepanim.
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.
- P¥idejte 1 ml roztoku Wash Solution A (45 °C).
- Inkubujte 15 min. pfi teploté 45 °C ve vodni lazni s tfepanim.
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.
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3.3. Kolorimetricka detekce (pokojova teplota, 22 °C + 3 °C)

Pridejte 1 ml roztoku Conjugate Solution.

Inkubujte 15 min. pfi pokojové teploté na houpaci nebo orbitalni trepacce.
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.

Pfidejte 1 ml roztoku Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.

Pridejte 1 ml roztoku Wash Solution B.

Inkubujte 5 min. pfi pokojové teploté na houpaci nebo orbitalni tfepacce.
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.

Pridejte 1 ml roztoku Wash Solution B.

Inkubujte 5 min. pfi pokojové teploté na houpaci nebo orbitalni tfepacce.
Kapalinu odstrante vakuovym odsavanim nebo pipetovanim.

Pridejte 1 ml pripravku Color Developer.

Inkubujte 15 min. pfi pokojové teploté v temnu na houpaci nebo orbitalni trepacce.
PFi pozitivni reakci se objevi fialové zabarveni.

Prouzky Teststrip nékolikrat promyjte destilovanou vodou.

Nechte prouzky uschnout v temnu na savém papife.

Po vyvolani barvy nevystavujte prouzky Teststrip intenzivnimu svétlu.

3.4. Hybridizace (automaticka) — voliteIné misto vodni |azné a tfrepacky

PFistroj pro automatické zpracovani prouzkl Teststrip musi splfiovat nasledujici pozadavky:

Programovatelny teplotni a ¢asovy profil v souladu s ¢asti 3.1 az 3.3 postupu testu
StripAssay®.

Integrovana pfedehfivaci stanice pro pufr Hybridization Buffer a roztok Wash Solution A.
Ovladani teploty zasobniki béhem kroku hybridizace a dikladného promyti pfi teploté
45°C +1 °C.

Systém aktivniho chlazeni pro zasobnik zajiStujici rychly pokles teploty pro kroky
kolorimetrické detekce pfi pokojové teploté.

Schopnost tfepani zasobniku.

Vyhfivané viko zasobniku, aby béhem inkubace nedochazelo k odpafovani Cinidel.
Rozdéleni definovanych objemu Cinidel.

Aspirace Cinidel.

V zavislosti na pouzitém pfistroji a po¢tu vzorkd zpracovanych v jednom bé&hu analyzy
mohou byt zapotiebi dalsi ¢inidla. Samostatna Ginidla StripAssay® Detection Reagents
jsou k dispozici pro 20 testu (REF CS-012) a 48 testu (REF CS-017).
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a-Globin StripAssay®

INTERPRETACE VYSLEDKU

Genotyp vzorku se ur€i z odpovidajiciho prouzku Teststrip A a B pomoci pfilozeného listu
Collector™ sheet. Umistéte zpracované prouzky Teststrip do uréenych poli, zarovnejte je se
schematickym nakresem pomoci Cervené Cary znacCky (nahofe) a zelené nebo modré Cary
znacky (dole) a pfipevnéte je lepici paskou.

Pozitivni reakce nejvysSi kontrolni ¢ary indikuje spravnou funkci roztoku Conjugate Solution
a pripravku Color Developer. Tato ¢ara by méla byt vzdy pozitivni.

Cary s pozitivni reakci PCR kontroly A a PCR kontroly B oznaduji pFitomnost spravnych
amplifikaénich produktl. Tyto ¢ary musi byt vzdy pozitivni s vyjimkou kontroly bez templatu,
ktera obsahuje na misté templatu DNA vodu (viz pfiklad H, strana 18).

Nepfitomnost PCR kontrol na prouzcich Teststrip mize naznacCovat faleSnou hybridizaci
amplifikaénich produktd Mix A1/A2 k prouzku Teststrip B a amplifikacnich produkti Mix B
k prouzku Teststrip A. Opakujte testovani.

Pro kazdou polymorfni polohu je tfeba ziskat jeden z nasledujicich vzora barveni (Obr. 2):

Cara pro mutant - | | o -
Céara pro divoky typ - [ e [ —

Obr. 2: Genotypy — barevné vzory na prouzku Teststrip

Cara pro divoky typ ~ ¢ara pro mutant genotyp
NOR pozitivni negativni normalni
HET pozitivni pozitivni heterozygotni
HOM negativni pozitivni homozygotni mutant

Poznamka: Intenzita barveni pozitivnich linii se muze liSit. Na vysledek to nema zadny vliv.

Viz pfiklady vysledku testu StripAssay® na strané 18 (Obr. 3).
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a-Globin StripAssay®

Nékteré z bodovych mutaci, které pokryva test a-Globin StripAssay®, jsou umistény v nékolika
nukleotidech na genu a-globinu. Na prouzcich Teststrip jsou tyto mutace reprezentovany béznou
sondou divokého typu, takze 21 mutaci je pokryto pouze 9 sondami divokého typu:

Cara Sonda pro divoky typ Mutace

10 alcd 14 a1l cd 14 [G>A]

11 alcd 59 Hb Adana

25 a2 init cd a2 init cd [T>C]

26 02 cd 19 a2 cd 19 [-G]

27 a2 IVS 1 a2 IVS 1 -5nt

28 02 cd 59 02 cd 59 [G>A]

29 a2 cd 125 Hb Quong Sze

30 a2 cd 142 Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Pakse, Hb Koya Dora
31 a2 poly A a2 poly A-1, a2 poly A-2

Vzorky, které jsou heterozygotni pro dvé z téchto mutaci (napf. Hb Constant Spring + Hb Pakse),
budou postradat bézny divoky typ signalu (viz pfiklad E, strana 18).

Vzorky, které jsou heterozygotni pro jednu z mutaci a1/a2 a jednoduchou nebo dvojitou genovou
deleci, budou ve vétsiné pfipadl postradat pfislusny signal divokého typu (viz pfiklad D,
strana 18).

Pro jednoduché a dvojité delece gena rozliSuje nékolik sond divokého typu heterozygotni
a homozygotni mutantni stav (viz pfiklady B a C, strana 18):

Delece Heterozygotni Homozygotni mutant

-3.7 vSechny signaly WT pfitomny signaly WT 25-31 chybi

-4.2 vSechny signaly WT pfitomny signaly WT 25-31 chybi
-20.5 kb vSechny signaly WT pfitomny signaly WT 10 a 25-31 chybi
-- MED-I vSechny signaly WT pfitomny vSechny signaly WT chybi

-- SEA vSechny signaly WT pfitomny vSechny signaly WT chybi

-- THAI vSechny signaly WT pfitomny vSechny signaly WT chybi

-- FIL vSechny signaly WT pfitomny vSechny signaly WT chybi

Stejné jako u kazdého diagnostického testu se maji vysledky testu a-Globin StripAssay®
interpretovat v kontextu celkového klinického fenotypu pacienta a dalSich Iékafskych vySetfeni,
ktera ma lékaf k dispozici. Spole€nost ViennalLab Diagnostics GmbH neni odpovédna za jakakoli
ucinéna klinicka rozhodnuti.
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VIIL.

a-Globin StripAssay®

HODNOCENi VYKONNOSTI

Spravnost testu a-Globin StripAssay® byla stanovena analyzou 330 pifedem vytipovanych
vzorkll genomové DNA. Kromé jednoho vzorku byly vysledky v souladu s referenéni metodou
(Sangerovo sekvenovani, gap-PCR, ARMS-PCR, reverzni dot-blot analyza, vzorky odvozené
z EQA). Vzorek s heterozygotni polyA-2 vznikly ze vzacné rekombinace 3’ koncu genu alfa-2
a pseudoalfa byl testem StripAssay® oznacen jako fale$né negativni (divoky typ). Test spravné
detekoval 359 mutantnich alel (= 99,7% pozitivni procentualni shoda) a 300 alel divokého typu
(= 100% negativni procentualni shoda).

Pfesnost testu a-Globin StripAssay® byla hodnocena jako variabilita mezi replikaty, pracovniky,
dny, termocyklery a hybridizaénimi zafizenimi. Z celkem 62 testd provedenych v ramci
zkoumanych parametrl se u 61 prokazaly oekavané vysledky genotypovani a u jednoho doslo
k selhani v dusledku nepfesnosti pipetovani templatu DNA. Byly viditelné pouze zanedbatelné
rozdily v intenzité barveni prouzkl Teststrip a nebylo pozorovano zadné zbarveni pozadi. Test
a-Globin StripAssay® byl validovan v systémech AB GeneAmp® PCR System 2700, MJ
Research PTC-200 a Eppendorf Mastercycler X50s, které umoznuji rychlost zahfati a chlazeni
v rozsahu 1,7 az 6,3 °C/s, respektive 1,4 az 3,7 °C/s.

Pouziti termocyklerd musi byt ovéfeno uzivatelem.

Analyticka specificita je zajiSténa predevsSim vybérem primerl specifickych pro dany gen
a zachytnych sond specifickych pro alely ataké vybérem pfisnych reakénich podminek.
Analyzou srovnavani sekvenci se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych databazich bylo
provéfeno, ze primery asondy neobsahuji mozné homologie. Tim byla zajiSténa
detekovatelnost vSech relevantnich genotypl. Potencialni kfizova reaktivita mezi zachytnymi
sondami byla ovéfena syntetickou DNA nesouci pfisluSny genovy fragment. Nebyla pozorovana
zadna kfizova reaktivita.

Klinicky vykon: V multicentrické srovnavaci studii (Puehringer et al. 2007) bylo testovano
celkem 272 vzorku pacientl ze spadové oblasti osmi riznych talasemickych center po celém
svété pomoci testu a-Globin StripAssay® a referen¢nich metod bézné pouzivanych v téchto
laboratofich. Z 544 alel a-globinu divokého typu nebo mutantnich alel v kohorté pacientt byly
vysledky pro 523 (96,14 %) zcela v souladu mezi metodou StripAssay® a internimi metodami.

. INTERFERUJICIi LATKY

Bylo testovano pét interferujicich latek (hemoglobin, imunoglobulin G, stopy krve, ethanol
a EDTA), které mohou byt pfitomny v preparatech DNA ziskanych z EDTA krve. Jejich vliv na
PCR byl hodnocen na tfech purifikovanych vzorcich DNA obohacenych riznymi koncentracemi
latek a porovnan s kontrolnimi vzorky bez jakychkoli pfidanych interferujicich latek. VSechny
vzorky byly analyzovany v triplikatu.

Konecna koncentrace < 10 yM hemoglobinu, 0,1 uM imunoglobulinu G, <1 % periferni krve,
1,25 % ethanolu a 0,1 mM EDTA v reakci vykonnost testu StripAssay® neovlivnila.
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a-Globin StripAssay®

X. OMEZENi TESTU

Test a-Globin StripAssay® je uréeny vyhradné k diagnostice 21 znamych mutaci uvedenych
v Casti lll, které jsou zastoupeny zachytnymi sondami specifickymi pro alely na prouZcich
Teststrip. Ostatni delece, bodové mutace nebo rekombinace alfa-globinu, které mohou byt ve
vzorku pacienta pfitomné, nelze detekovat. V nejlepSim pfipadé muze byt pfehlédnuta bodova
mutace lokalizovana v sekvenci pokrytou zachytnou sondou indikovana ztratou signalu divokého
typu na prouzku Teststrip, je-li sou¢asné pfitomna s jednoduchou nebo dvojitou deleci gent
nebo v homozygotnim stavu.

Vzacné nebo individualni varianty v mistech vazby primer( a sond stejné jako konverze genu
mohou vést k selhani amplifikace a k chybé&jicim signalim na prouZcich Teststrip.

Test a-Globin StripAssay® neumoziuje rozlisit heterozygotni a homozygotni mutantni stav
triplikace genu anti-3.7 (anti-3.7/aa a anti-3.7/anti-3.7).

V pfitomnosti velkych deleci genu nedetekovatelnych testem se jednoduché delece genu (-3.7
nebo -4.2) a bodové mutace jevi jako homozygotni.

Test a-Globin StripAssay® se nesmi pouzivat k u¢eldm prenatalni diagnostiky ani preimplantaéni
genetické diagnostiky. Test nebyl validovan u vzorkd ziskanych z odbéru choriovych kIka,
plodové tekutiny a pupecnikové krve.

Test a-Globin StripAssay® smi pouzivat pouze profesionalni laboratorni pracovnici.

XI. HLEDISKA KVALITY

- Kziskani spolehlivych vysledku je nutné dikladné pochopit postup uvedeny zde, znat
standardni laboratorni techniky a mit vhodné vybaveni.

- Soupravu StripAssay® nepouziveijte po uplynuti data expirace.

- Po prvnim otevieni primarnino obalu jsou &inidla testu StripAssay® stabilni az do data
expirace vytisténého na vnéjsSim Stitku soupravy. Musi se ale fadné uchovavat pfi teploté
2°Caz8°C.

- Aby nedoslo k mikrobialni kontaminaci a kfizové kontaminaci c&inidel nebo vzorkd,
pouzivejte sterilni jednorazové pipetové Spicky. Nezaménujte vicka lahvi.

- Pouze k jednorazovému pouziti.

Xll. BEZPECNOST

- Ve vyhrazenych pracovnich oblastech nepijte, nejezte, nekufte ani nepouzivejte kosmetiku.
PFfi manipulaci se vzorky a €inidly soupravy pouzivejte laboratorni plasté a jednorazové
rukavice. Poté si dikladné umyjte ruce.

- Se vzorky zachazejte tak, jako by mohly pfenaset infekéni agens. VSechny materialy
a povrchy, které byly v kontaktu se vzorky, dikladné ocCistéte a vydezinfikujte. VeSkery
odpad souvisejici s klinickymi vzorky vyhodte do nadoby na biologicky odpad.

- Davejte pozor, aby se pfipravky DNAT a Color Developer nedostaly do kontaktu s kuzi,
oCima nebo sliznicemi. Pokud ke kontaktu dojde, okamzité omyjte zasaZenou Cast velkym
mnozstvim vody. Pokud dojde k rozliti, pfed utfenim do sucha zfedte vodou.

- Dodrzujte vSechny mistni a federalni bezpecnostni a environmentalni pfedpisy, které se na
pouzivani testu mohou vztahovat.
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Xlll. TECHNICKA PODPORA

Technickou podporu najdete:

- u mistniho distributora spole¢nosti ViennaLab Diagnostics
(www.viennalab.com/distribution),

- ve vyukovych videich (www.viennalab.com/support),

— v pfiruéce k testu StripAssay® (www.viennalab.com/support),

- v pravodci feSenim problému s testem StripAssay® (www.viennalab.com/support),

- na e-mailové adrese techhelp@viennalab.com.

XIV. LITERATURA

- OMIM Online Mendelian Inheritance in Man (www.omim.org)

- Databaze HbVar (http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html)

- Thalassemia International Federation (www.thalassaemia.org.cy)
- Ithanet (www.ithanet.eu)

- Puehringer et al. Clin Chem Lab Med 2007;45(5):605-10

XV.ZPETNA VAZBA VYROBCI

Jakékoli vazné problémy, ke kterym v souvislosti s testem StripAssay® dojde, se musi hlasit
kompetentnimu organu dané zemé a vyrobci.
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XVI. SYMBOLY

LOT

C€ois

TREN SN R

Katalogové Cislo
Kod Sarze
Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

V souladu s evropskym nafrizenim o IVD 2017/746
IdentifikaCni Cislo notifikovaného subjektu

Dostacujici pro <n> testu
Teplotni limity pro skladovani
Pouzitelné do

Vystraha

Vyrobce

Datum vyroby

Prectéte si navod k pouziti
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XVII. PRIKLADY VYSLEDKU TESTU
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Obr. 3: Priklady vysledku ziskanych pomoci testu a-Globin StripAssay®

(A.)normalni (aa/aa)

(B.)-3.7 heterozygotni (-3.7/aq)
(C.)-3.7 homozygotni (-3.7/-3.7)

(D.)-4.2 + IVS1-5nt heterozygotni (-4.2/1IVS1-5nt)
(E.)Hb Constant Spring + Hb Pakse heterozygotni (HbCS/HbPak)

(F.) Hb Constant Spring homozygotni (HbCS/HbCS)

(G.)-3.7 + --MED-I heterozygotni (-3.7/--MED-I)
(H.)negativni kontrola nebo selhani PCR
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POZNAMKY
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XVIIl. SOUVISEJiCi PRODUKTY

REF

4-125
4-126
4-130
4-140
4-150
4-160
4-170
CS-012
CS-017
2-014
2-020
6-080

Distributor:

B-Globin StripAssay® AZE1
B-Globin StripAssay® AZE2
B-Globin StripAssay® MED
B-Globin StripAssay® IME

B-Globin StripAssay® SEA
a-Globin StripAssay®

B-Thal Modifier StripAssay®
StripAssay® Detection Reagents
StripAssay® Detection Reagents 48
GENXTRACT™ Blood DNA Extraction System
Spin Micro DNA Extraction Kit
Typing Trays

“ Vyrobce:

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 testl
20 testl
20 testl
20 testl
20 testl

10 testu

20 testl
20 testl
48 testu
100 extrakci
20 extrakci
5



