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Teststrip A
p— e Czerwona linia znacznika (na goérze)
................ kontrola
. (R === — mutant - 3.7 delecja pojedynczego genu
2 mutant - 4.2 delecja pojedynczego genu
3 e | mutant - 20.5 delecja pojedynczego genu
R = S mutant -- MED-l delecja podwdjnego genu
[ S— mutant -- SEA delecja podwdjnego genu
B mutant -- THAI  delecja podwdjnego genu
AR — mutant -- FIL delecja podwdjnego genu
8 o B mutant a1 cd 14 [G>A] HBA1:c.44G>A
[ IR = mutant a1 cd 59 [G>A] HBA1:c.179G>A (Hb Adana)
& o R = — typ dziki a1cd 14
L I == typ dziki a1 cd 59
o [ Y == — Kontrola PCR A
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Zielona linia znacznika (na dole)

Teststrip B

-------------- Czerwona linia znacznika (na goérze)
.............. kontrola

.............. mutant anty-3.7 triplikacja genu

.............. mutant a2 init cd [T>C] HBA2:c.2T>C

.............. mutant a2 cd 19 [-G] HBAZ2:c.60delG

.............. mutant a2 IVS 1 -5nt HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG
.............. mutant a2 cd 59 [G>A] HBAZ2:c.179G>A

.............. mutant a2 cd 125 [T>C] HBA2:¢.377T>C (Hb Quong Sze)
.............. mutant a2 cd 142 [T>C] HBA2:¢.427T>C (Hb Constant Spring)
.............. mutant a2 cd 142 [T>A] HBA2:c.427T>A (Hb Icaria)

.............. mutant a2 cd 142 [A>T] HBA2:c.429A>T (Hb Pakse)
mutant a2 cd 142 [A>C] HBA2:¢.428A>C (Hb Koya Dora)
mutant a2 poly A-1 [AATAAA>AATAAG] HBAZ2:c.*+94A>G
mutant a2 poly A-2 [AATAAA>AATGAA] HBA2:c.*+92A>G

a2 init cd
a2 cd 19
a2 IVS 1
a2 cd 59
a2 cd 125
a2 cd 142
a2 poly A

.............. typ dziki
.............. typ dziki
.............. typ dziki
.............. typ dziki
.............. typ dziki
.............. typ dziki
.............. typ dziki

.............. Kontrola PCR B

-------------- Niebieska linia znacznika (na dole)

Rys. 1: Budowa Teststrip

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

Polski
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a-Globin StripAssay®

. PRZEZNACZENIE

a-Globin StripAssay® to jakosciowy test genetyczny do celowanej analizy 21 czestych duzych
delecji i mutacji punktowych gendéw podjednostki alfa 1 hemoglobiny (HBA 1, hemoglobin subunit
alpha 1) oraz alfa 2 (HBAZ2, hemoglobin subunit alpha 2) w DNA wyizolowanym z ludzkiej krwi
obwodowej. Test stuzy do genetycznego potwierdzenia podejrzenia alfa-talasemii. Ponadto test
mozna wykorzysta¢ do badania przesiewowego w kierunku statusu nosicielstwa talasemii u
krewnych pacjenta i w populacji ogélnej. Test StripAssay® mozna przeprowadzi¢ recznie lub
pétautomatycznie.

Do stosowania w diagnostyce in vitro u ludzi.

INFORMACJE PODSTAWOWE

Mutacje w genie alfa-globiny sg genetyczng przyczyng alfa-talasemii, choroby dziedziczonej w
sposob autosomalny recesywny, ktora charakteryzuje sie niewystarczajgcg produkcjg tancucha
alfa-globiny lub jej brakiem, co prowadzi do zr6znicowanego obrazu klinicznego w zaleznos$ci od
liczby zmienionych alleli.

Badaniu nalezy podda¢ pacjentow z wartoSciami hematologicznymi charakterystycznymi
niedokrwistosci mikrocytarnej i odpowiadajgcymi im wzorcami hemoglobiny, cztonkowie rodziny
chorego, potencjalni rodzice, a takze osoby z populacji wysokiego ryzyka (np. region
srodziemnomorski, Afryka, Potwysep Arabski, Iran, Indie i Azja Potudniowo-Wschodnia), u
ktorych istnieje ryzyko nosicielstwa alfa-talasemii.

METODOLOGIA

a-Globin 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.

41720 Polski



a-Globin StripAssay®

Test a-Globin StripAssay® wykrywa nastepujgce mutacje w locus genu alfa globiny:

Nazwa przestarzata Nomenklatura HGVS RefSNP

1 -3,7kb NG_000006.1:9.34164_37967del3804 --

2 -42kb nie dotyczy --

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:g.10664 44164del33501 --

7 --FIL NG_000006.1:g.11684 _43534del31851 --

8 Triplikacja genu anty-3.7 nie dotyczy --

9 cd 14 [G>A] HBA1:c.44G>A rs63750090
10 cd 59 [G>A] Hb Adana HBA1:c.179G>A rs28928878
11 initiation cd [T>C] HBA2:c.2T>C rs111033603
12 cd 19 [-G] HBAZ2:c.60delG rs886041399
13 1VS1-5nt HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG rs41474145
14 cd 59 [G>A] HBA2:c.179G>A rs281864846
15 cd 125 [T>C] Hb Quong Sze HBA2:c.377T>C rs41397847
16 cd 142 [T>C] Hb Constant Spring HBA2:c.427T>C rs41464951
17 cd 142 [T>A] Hb Icaria HBA2:c.427T>A rs41464951
18 cd 142 [A>T] Hb Pakse HBA2:c.429A>T rs41412046
19 cd 142 [A>C] Hb Koya Dora HBA2:c.428A>C rs41321345
20 polyA-1 [AATAAA>AATAAG] HBA2:c.*+94A>G rs63751269
21 polyA-2 [AATAAA>AATGAA] HBA2:c.*+92A>G rs63750067

Sekwencja referencyjna (RefSeq, Reference Sequence):

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

Ten test mozna przeprowadzi¢ recznie lub podtautomatycznie za pomocg instrumentow
przeznaczonych do automatyzacji przetwarzania Teststrip (patrz punkt VI. 3.4).

Polski 5/20



a-Globin StripAssay®

IV. ELEMENTY ZESTAWU
4-160
4-160 4-160-A TRIAL
1a. Amplification Mix A1 (Zz6tfta nasadka) 250 I 2x250 yl 250 pl
1b. Amplification Mix A2 (biata nasadka) 250 I 2x250 ul 250 pl
1c. Amplification Mix B (zielona nasadka) 250 I 2x250 ul 250 pl

2. Taq Dilution Buffer Taq (przezroczysta nasadka) 500 pl 500 pl 500 pl

3 HS-Taq DNA Polymerase (5 U/ul) (czerwona 125 U 175 U 125 U
nasadka)

4. DNAT (niebieska nasadka) 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml

@ Ostrzezenie: DNAT zawiera 1,6% NaOH
H315: Dziata draznigco na skore
H319: Dziata draznigco na oczy
P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronnag/ochrone oczu/ochrone twarzy
P337 + P313: W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza

5. Typing Trays 3 - 2
6a. Teststrip A (czarna nasadka) 10 24 5
6b. Teststrip B (biata nasadka) 10 24 5

7. Hybridization Buffer (biafa nasadka) 25 ml 65 ml 25 ml

8. Wash Solution A (biata nasadka) 80 ml 200 ml 80 ml

9. Conjugate Solution (przezroczysta nasadka) 25 ml 65 ml 25 ml
10. Wash Solution B (przezroczysta nasadka) 80 ml 200 ml 80 ml
11. 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

12. Instrukcja uzywania 1 1 1
13. 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

Swoiste wzgledem sekwencji oligonukleotydy
znakowane 5’-biotyng, rwnomolowa mieszanina

Amplification Mix A1/A2/B trifosforanéw deoksyrybonukleotydéw (dATP, dCTP,
dGTP i dTTP), MgCly, bufor siarczanu amonu,
betaina, 0,05% azydek sodu

bufor do HS-Tag DNA Polymerase, w tym KClI,
(NH4)2S0O4 i MgCl2, 0,05% azydek sodu

HS-Tag DNA Polymerase (5 U/pl) hot start Tag DNA Polymerase 5 U/pl

Roztwor zasadowy zawierajgcy 1,6% wodorotlenku
DNAT C o : : )
sodu i niebieski barwnik wskazujgcy zmiane pH

Taq Dilution Buffer

Typing Trays plastikowy pojemnik z oSmioma studzienkami
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a-Globin StripAssay®

Nazwa komponentu Skiad

Swoiste wzgledem allelu sondy oligonukleotydowe,
kontrola dodatniej reakcji PCR i kontrola hybrydyzaciji
unieruchomiona w postaci uktadu réwnolegtych linii

Teststrip A/B : . )
na membranie na podfozu poliestrowym, otoczonego
czerwong linig na gorze i zielong (Teststrip A) lub
niebieska (Teststrip B) 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

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
Collector™ Sheet drukowana wersja papierowa

Wash Solution B

Color Developer

V. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE DOSTARCZANE

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

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

- Termocykler z podgrzewang pokrywg (specyfikacja szybkosci narastania, patrz punkt VIII)
- kaznia wodna z platformg wytrzgsajgca, pokrywa i regulowang temperaturg (45°C + 1°C)
- Wytrzgsarka (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.

a-Globin 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. Powtarza¢ mieszanie za kazdym
razem przed pobraniem porcji krwi. Do izolacji DNA z krwi petnej zaleca sie stosowanie zestawu
Spin Micro DNA Extraction Kit (REF 2-020, ViennalLab). Stosowanie innych metod izolacji
DNA w przypadku testu a-Globin StripAssay® nie zostato zatwierdzone. W przypadku
stosowania innych systeméw ekstrakcji DNA stezenie i czystos¢ DNA powinny miesci¢ sie w
zakresie od 2 do 10 ng/pl, a stosunek ODazs0/280 Wynosic, odpowiednio, od 1,7 do 2,0. Wyzsze
stezenia DNA nalezy rozcienczy¢ do zalecanego zakresu przed wprowadzeniem do PCR.

Uwaga: DNA zawierajgcy inhibitory PCR i/lub czgstki magnetyczne pochodzgce z systemu
ekstrakcji opartej na kulkach moze by¢ oporny na amplifikacje i nalezy go rozcienczy¢ do
2 ng/ul za pomocg wody do PCR.

Wyekstrahowany DNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C (do jednego
tygodnia) lub w temperaturze od -30°C do -15°C (przez dtuzszy okres) do momentu
przeprowadzenia analizy.
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a-Globin StripAssay®

2. Amplifikacja in vitro (PCR) — 3 osobne reakcje dla kazdej probki

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

Za kazdym razem przygotowac swiezg, odpowiednig ilos¢ roztworu roboczego (1:15,
koncowe stezenie 0,33 U/ul) HS-Taq 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
HS-Tag DNA Polymerase (5 U/pl) 0,33 ul 3,3 ul
Taq Dilution Buffer 4,67 pl 46,7 pl
Roztwor roboczy 5ul 50 pl

Przygotowaé trzy probowki reakcyjne dla kazdej probki, ktora ma zostaé poddana
amplifikacji. Umies$ci¢ probdéwki na lodzie.
Dla kazdej probki przygotowac 3 kornicowe mieszaniny reakcyjne PCR (A1, A2, B) na lodzie:
A1: 15 pl Amplification Mix A1 (z6tta nasadka)
5 ul rozcienczonej HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 yl matrycy DNA
A2: 15 pl Amplification Mix A2 (biata nasadka)
5 ul rozcienczonej HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 yl matrycy DNA
B: 15 pyl Amplification Mix B (zielona nasadka)
5 ul rozcienczonej HS-Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 yl matrycy DNA

Uwaga: Zaleca sie przygotowanie mieszaniny Master Mix dla wszystkich prébek
zawierajgcych mieszanine amplifikacyjng i rozcienczong HS-Taq. Najpierw odpipetowac 20 pl
mieszaniny Master Mix do kazdej probéwki 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 zakreci¢ probdéwki. Rozgrza¢ termocykler do 95°C.
Wiozy¢ probowki reakcyjne i uruchomic¢ nastepujacy program termocyklera:
Przed PCR: 95°C/5 min
Termocykling: 97°C/40 s — 64°C/40 s — 72°C/01:30 min (3 cykli)
97°C/40 s — 58°C/40 s — 72°C/01:30 min (37 cykli)
Elongacja koncowa: 72°C/5 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 fragmentéw: 881 pz; delecje: 1783 pz (A1)

296 pz; delecje: 250, 329, 373, 474, 578, 1025 pz (A2)
302, 864 pz; delecje: 1772 pz (B)
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a-Globin StripAssay®

3. Przetwarzanie Teststrip

3.1. Hybrydyzacja (reczna) — 2 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 wyjac jeden Teststrip A i jeden Teststrip B dla kazdej probki.
Dotykaé Teststrip wytgcznie w rekawiczkach bezpudrowych! Oznaczy¢ Teststrip poza liniami
znacznika za pomocg otéwka (nie uzywac dtugopisow, markerow itp.).

W przypadku wszystkich Teststrip A
(jedna sciezka na probke):

W przypadku wszystkich Teststrip B
(jedna sciezka na probke):

Odpipetowa¢ 20 pl DNAT (niebieska
nasadka) do dolnego rogu kazdej sciezki,
ktora ma zostac uzyta w Typing Trays.
Doda¢ 10 pl produktu amplifikacji A1
do odpowiedniej kropli DNAT.

Do tej samej kropli dodac 10 pl produktu
amplifikacji A2.

Odpipetowac 10 pl DNAT (niebieska
nasadka) do dolnego rogu kazdej sciezki,
ktora ma zostac uzyta w Typing Trays.
Dodac¢ 10 pl produktu amplifikacji B do
odpowiedniej kropli DNAT.

Doktadnie wymiesza¢ za pomoca pipety.
(Roztwor pozostanie niebieski.)

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

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

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

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

- Inkubowa¢ przez 30 min w temperaturze 45°C na platformie wytrzgsajgcej tazni wodne.

Ustawi¢ umiarkowang czestotliwos¢ wytrzgsania (ok. 50 obr./min), aby unikng¢ 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 probki jest okreslany z odpowiednim Teststrip A i B za pomocg dotgczonej Collector™
Sheet. Oba przetworzone Teststrip nalezy umiesci¢ w wyznaczonych polach, dopasowac je do
schematu za pomocg czerwonej linii znacznika (na gérze) i zielonej lub niebieskiej linii znacznika
(na dole) i unieruchomic¢ tasma klejgca.

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

Dodatnia reakcja linii kontroli PCR A i kontroli PCR B wskazuje na obecnos¢ witasciwych
produktéw amplifikacji. Linie te muszg zawsze barwi¢ sie dodatnio, z wyjgtkiem kontroli bez
matrycy, ktéra zamiast matrycy DNA zawiera wode (patrz przyktad H, strona 18).

Brak kontroli PCR na Teststrip moze wskazywa¢ na fatszywg hybrydyzacje produktow
amplifikacji Mix A1/A2 z Teststrip B i produktow amplifikacji Mix B z Teststrip A. Test nalezy
powtdrzyc.

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 normalny
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 punktowe ujete w tescie a-Globin StripAssay® sg zlokalizowane w niewielkiej
liczbie nukleotyddw genu a-globiny. Na Teststrip sg one reprezentowane przez zwyklg sonde
typu dzikiego, tak wiec 21 mutaciji jest objetych tylko 9 sondami typu dzikiego:

linia sonda typu dzikiego mutacja

10 alcd 14 a1 cd 14 [G>A]

11 a1l cd 59 Hb Adana

25 a2 init cd 02 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 02 cd 142 Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Pakse, Hb Koya
31 a2 poly A a2 poly A-1, a2 poly A-2

Prébki ztozone heterozygotyczne pod wzgledem dwéch z tych mutacji (np. Hb Constant
Spring + Hb Pakse) nie bedg dawaé czestego sygnatu typu dzikiego (patrz przyktad E, strona 18).

Prébki ztozone heterozygotyczne pod wzgledem jednej z mutacji a1/a2, ktére majg pojedynczg
lub podwdjng delecje genu, w wiekszosci przypadkow nie bedg dawaé odpowiedniego sygnatu
typu dzikiego (patrz przyktad D, strona 18).

W przypadku delecji pojedynczego i podwojnego genu kilka sond typu dzikiego rozroznia status
mutanta heterozygotycznego i homozygotycznego (patrz przyktady B i C, strona 18):

delecja heterozygotyczny homozygotyczny mutant
-3,7 obecne wszystkie sygnaty WT brak sygnatéw WT 25-31

-4,2 obecne wszystkie sygnaty WT brak sygnatéw WT 25-31
-20,5 kb obecne wszystkie sygnaty WT brak sygnatéw WT 10 i 25-31
-- MED-I obecne wszystkie sygnaty WT brak wszystkich sygnatow WT
-- SEA obecne wszystkie sygnaty WT brak wszystkich sygnatow WT
-- THAI obecne wszystkie sygnaty WT brak wszystkich sygnatow WT
-- FIL obecne wszystkie sygnaty WT brak wszystkich sygnatow WT

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

Doktadnos$é testu a-Globin StripAssay® zostata okreslona poprzez analize 330 wstepnie
typowanych probek genomowego DNA. Oprocz jednej probki wyniki byly zgodne z metodg
referencyjng (sekwencjonowanie Sangera, gap-PCR, ARMS-PCR, odwrotna analiza dot-blot,
probki pochodzgce z EQA). Heterozygotyczna prébka poliA-2, ktéra wytonita sie z rzadkiej
rekombinacji koncow 3’ gendw alfa-2 i pseudo-alfa, byta typowana wpisany jako fatszywie
ujemna (typ dziki) w tescie StripAssay®. Test prawidtowo wykryt 359 zmutowanych alleli
(=99,7% zgodnosci procentowej wynikdw dodatnich) i 300 alleli typu dzikiego (= 100%
zgodnosci procentowej wynikow ujemnych).

Precyzja testu a-Globin StripAssay® byta oceniana jako zmienno$¢ pomiedzy powtdrzeniami,
operatorami, dniami, termocyklerami i urzgdzeniami do hybrydyzacji. Wsréd tgcznie 62 testow
przeprowadzonych w ramach badanych parametrow, 61 wykazato oczekiwane wyniki
genotypowania, a w przypadku jednej probki test zakonczyt sie niepowodzeniem ze wzgledu na
niedoktadnos¢ pipetowania wzorca DNA. Widoczne byly jedynie nieistotne roznice w
intensywnosci wybarwienia Teststrip i nie zaobserwowano zadnego przypadku wybarwienia tfa.
Test a-Globin StripAssay® zostat zwalidowany na urzgdzeniach AB GeneAmp® PCR System
2700, MJ Research PTC-200 i Eppendorf Mastercycler X50s, ktore charakteryzujg sie
szybkoscig ogrzewania i chtodzenia w zakresie, odpowiednio, od 1,7 do 6,3°C/s i od 1,4 do
3,7°Cls.

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 gendéw, wykonujgc
poréwnawczg analize sekwencji. W ten sposob 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¢ kliniczna: W wieloosrodkowym badaniu porownawczym (Puehringer i wsp. 2007)
za pomocg testu a-Globin StripAssay® zbadano tgcznie 272 probki pobrane od pacjentéw z
ujecia wody w obszarze osmiu réznych osrodkow talasemii na catym Swiecie oraz metod
referencyjnych stosowanych rutynowo w tych laboratoriach. Spos$rod 544 alleli a-globiny typu
dzikiego lub alleli zmutowanych w kohorcie pacjentéw wyniki dla 523 (96,14%) byty catkowicie
zgodne pomiedzy testem StripAssay® i metodami wewnetrznymi.

. SUBSTANCJE ZAKLOCAJACE

Zbadano piec¢ substancji zaktdécajgcych (hemoglobina, immunoglobina G, slady krwi, etanol i
EDTA), ktére mogag 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
zaktoécajgeych. 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 a-Globin StripAssay® jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki 21 znanych mutagii
wymienionych w punkcie lll, ktére sg reprezentowane przez swoiste wzgledem alleli sondy
wychwytujgce znajdujgce sie na Teststrip. Nie jest mozliwe wykrycie innych delecji alfa-globiny,
mutacji punktowych ani rekombinacji, ktére mogg wystepowaé w prébce pacjenta. W najlepszym
przypadku pominieta mutacja punktowa zlokalizowana w sekwencji obejmujgcej sonde
wychwytujgcg moze zosta¢ wskazana przez utrate sygnatu typu dzikiego na Teststrip, gdy
wystepuje jednoczesnie z delecjg pojedynczego lub podwdjnego genu lub jest w stanie
homozygotycznym.

Rzadkie lub prywatne warianty w obrebie miejsc wigzania starterow i sond, a takze konwersje
genu moga prowadzi¢ do niepowodzenia amplifikacji i braku sygnatéw na Teststrip.

Test paskowy a-Globin StripAssay® nie umozliwia rozréznienie pomiedzy heterozygotycznym i
homozygotycznym stanem mutanta w postaci triplikacji genu anty-3.7 (anty-3.7/aa i anty-
3.7/anty-3.7).

W obecnosci duzych delecji genowych niewykrywalnych za pomocg tego testu delecje
pojedynczego genu (-3.7 lub -4.2) i mutacje punktowe wydajg sie homozygotyczne.

Testu a-Globin StripAssay® nie wolno uzywa¢ do celéow diagnostyki prenatalnej ani
preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej. Test nie zostat zwalidowany z wykorzystaniem
probek pochodzacych z prébek kosmdwki, ptynu owodniowego czy krwi pepowinowe;j.

Test a-Globin StripAssay® jest przeznaczony wylgcznie 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 naktada¢ kosmetykow. W
trakcie pracy z probkami i odczynnikami z zestawu nalezy nosic¢ 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 HbVar (http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html)
- Miedzynarodowa Federacja Talasemii (www.thalasemia.org.cy)
- Ithanet (www.ithanet.eu)

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

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 a-Globin StripAssay®
(A.)normalny (aa/aa)

(B.)-3.7 heterozygotyczny (-3.7/aa)

(C.)-3.7 homozygotyczny (-3,7/-3.7)

(D.)-4.2 + IVS1-5nt heterozygotyczny (-4.2/IVS1-5nt)

(E.)Hb Constant Spring + Hb Pakse heterozygotyczny (HbCS/HbPak)
(F.) Hb Constant Spring homozygotyczny (HbCS/HbCS)

(G.)-3.7 + --MED-I heterozygotyczny (-3.7/--MED-I)

(H.)kontrola ujemna lub niepowodzenie PCR
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UWAGI

Polski 19/20



XVIIl. PRODUKTY POWIAZANE

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

Dystrybutor:

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

“ Producent:

gl ViennalLab®

ViennalLab 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
20 testow
20 testow
10 testow
20 testow
20 testow
48 testow
100 ekstrakcji
20 ekstrakcji
5



