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Tilsigtet formal

CytoCell® FAST FISH Prenatal Enumeration Probe Kit er en kvalitativ, ikke-
automatiseret in situ -hybridiseringstest med fluorescens (FISH), der bruges til at
detektere kromosom Xp11.1-q11.1, Yp11.1-q11.1 og 18p11.1-q11.1 alfa-
centromerregionerne samt kromosom 13q14.2- og 21g22.1-regionerne i celler, der er
fikseret med Carnoys oplasning (3:1 methanol/eddikesyre) fra fostervandsprgver ved
opteelling af kromosom X, Y, 13, 18 og 21 i hgjrisikograviditeter, hvor der er mistanke
om Turner, Patau, Edwards eller Downs syndrom.

Anvisninger for brug

Denne enhed er designet som et supplement til andre kliniske tests og
laboratorietests i anerkendte diagnostiske og kliniske forlgb, sasom
ultralydsscreening og biokemisk testning, hvor kendskab til kopiantalsstatus for
kromosom Xp11.1-q11.1 og 18p11.1-q11.1 alfa-centromerregionerne, kromosom
13914.2- og 21g22.1-regionerne, ville veere vigtig for patientbehandlingen.

Begransninger

Denne enhed er designet til at detektere kromosomalt materiale, som inkluderer de
centromere regioner, der er deekket af de grenne, orange og aqua-kloner i FAST
FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe-komponenten for henholdsvis
kromosom X, Y og 18. Genomiske gevinster eller tab uden for disse regioner, eller
delvise tab eller gevinster i disse regioner, kan muligvis ikke detekteres med denne
enhed.

Denne enhed er ogsa designet til at detektere kromosomalt materiale, som
inkluderer kromosom 13q14.2- og 21g22.1-regionerne, der er deekket af de grenne
og orange kloner i FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe-
komponenten. Genomiske gevinster eller tab uden for disse regioner, eller delvise
tab eller gevinster i disse regioner, kan muligvis ikke detekteres med dette produkt.
Denne anordning er ikke beregnet til: brug som det eneste diagnostik, ledsagende
diagnostik, populationsbaseret screening, test i naerheden af patienter eller
selvtestning.

Denne enhed er ikke blevet valideret til pravetyper, sygdomstyper eller formal ud
over dem, der er angivet i det tilsigtede formal. Denne enhed er ikke blevet valideret
til brug ved detektering af gevinster i kromosom X og/eller Y.

Denne anordning er beregnet til brug som supplement til andre diagnostiske
laboratorietests, og en behandling ber ikke indledes udelukkende pa grundlag af
FISH-resultatet.

Rapportering og fortolkning af FISH-resultater skal udfgres af egnet kvalificeret
personale, i overensstemmelse med professionel standardpraksis, og ber tage
hensyn til andre kliniske og diagnostiske informationer.

Denne enhed er kun beregnet til professionel laboratoriebrug.

Hvis protokollen ikke overholdes, kan det have indflydelse pa funktionsevnen og
fore til falsk positive/negative resultater.

Testens principper

Fluorescens in situ-hybridisering (FISH) er en teknik, der gor det muligt at detektere
DNA-sekvenser pa metafasekromosomer eller kerner i interfasen i fikserede
cytogenetiske prover. Teknikken ger brug af DNA-prgver, som hybridiserer hele
kromosomer eller enkelte unikke sekvenser, og er et staerkt supplement til klassisk
cytogenetisk. Nylige udviklinger har betydet, at denne veerdifulde teknik nu kan
anvendes som et essentielt diagnostisk veerktgj i preenatal, haematologisk og

patologisk kromosomal analyse. Mal-DNA'et er, efter fiksering og denatuering, klar
til hybridisering til en lignende denatureret, fluorescens-meerket DNA-probe med
en komplementaersekvens. Efter hybridisering fiernes den ubundne og ikke-
specifikt  bundne DNA-probe, og DNA'et kontrastfarves med henblik pa
visualisering. Et fluorescensmikroskop ger det derefter muligt at visualisere den
hybridiserede probe pa mal-materialet.

Probe-information

Molekylzer cytogenetisk analyse spiller en central rolle i den praenatale evaluering
af hgjrisikograviditeter, da den muligger ngjagtig identifikation af kromosomale
abnormiteter og vurdering af risikoen for gentagelse. De mest almindelige
kromosomale abnormiteter er aneuploidier, defineret som et unormalt antal
kromosomkopier, hvor bergrte individer typisk praesenterer med trisomi (tre kopier
af et kromosom) eller monosomi (enkelt kopi af et kromosom)." Velkendte, klinisk
signifikante aneuploidier omfatter trisomierne 13, 18 og 21 samt monosomi X.
Disse abnormiteter repraesenterer veesentlige bidragydere til udviklingsforstyrrelser
og negative reproduktive udfald og er blandt de mest almindelige indikationer for
invasiv preenatal diagnostik.?

Trisomi 21 (Downs syndrom), som er den mest almindelige levedygtige autosomale
trisomi, er karakteriseret ved kognitiv svaekkelse, medfedte hjertefejl og
multisygdom og er fortsat en nggleindikation for preenatal genetisk testning.3*
Trisomi 13 (Pataus syndrom) er karakteriseret ved hjernemisdannelser
(holoprosencefali), ansigtsdysmorfi, okulaere misdannelser, postaksial polydaktyli,
viscerale misdannelser (kardiopati) og alvorlig udviklingsheemning.® Trisomi 18
(Edwards syndrom) er forbundet med alvorlige medfedte misdannelser, hgj
perinatal dedelighed og feenotyper, der er veldefinerede pa ultralydsscanninger,
hvilket understreger behovet for ngjagtig preenatal pavisning og genetisk
bekraeftelse.®” Monosomi X (Turners syndrom), ogsa kaldet medfedt
ovariehypoplasisyndrom, er den mest almindelige kanskromosomale abnormalitet
hos piger og skyldes fuldstaendigt eller delvist fraveer af ét X-kromosom.®

Preenatal diagnostik tilbydes ved hgjrisikograviditeter med @get risiko for
kromosomale abnormiteter sdsom trisomi 13, 18, 21 og monosomi X. FISH er en
valideret molekyleer cytogenetisk metode til hurtig detektion og opteelling af
kromosomkopiantal i kerner i interfasen. FISH muligger malrettet pavisning af
almindelige aneuploidier og giver hurtige resultater til stotte ved klinisk
beslutningstagning. Den anvendes i vid udstraekning i moderne aneuploididiagnostik,
iszer hvor hurtig bekreeftelse af kromosomkopiantalsstatus er pakraevet >0

Probe-specifikation

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
X centromer, Xp11.1 —q11.1 (DXZ1) gren

Y centromer, Yp11.1 —q11.1 (DYZ3) orange

18 centromer, 18p11.1 —g11.1 (D18Z1) aqua
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LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
13 unikke sekvenser, 13q14.2 gren
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CMP-A002 v004
Kittet indeholder to probekomponenter til to separate hybridiseringer.

LPF002
Probekomponenten LPF002 er en blanding af direkte maerkede fluorescerende
DNA-prober med grgn, orange og aqua:
. Den grenne DXZ1-probe maeerker direkte alfa-satellit-DNA-
sekvenserne i DXZ1-regionen pa X-kromosomet.
. Den orange DYZ3-probe meerker direkte alfa-satellit-DNA-
sekvenserne i DYZ3-regionen pa Y-kromosomet.
. Den aqua-farvede D18Z1-probe meerker direkte alfa-satellit-DNA-
sekvenserne i D18Z1-regionen pa kromosom 18.
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LPF003
Probekomponenten LPF003 er en blanding af direkte maerkede fluorescerende
DNA-prober med gren og orange, der indeholder unikke sekvenser:

. Den grgnne probeblanding indeholder en 124-kb probe og en 416-kb
probe pa 13q14.2, der speender over ITM2B-, RB1- og RCBTB2-
generne, inklusive markererne D13S1195, D13S1155, D13S153 og
D13S1218.

. Den orange probeblanding indeholder en 348-kb probe, en 288-kb
probe og en 106-kb probe pa 21922.13, der spaender over DYRK1A-,
KCNJ6-, DSCR4- og DSCR8-generne, inklusive markgrerne D21S270,
D21S337, D2151238, D21S1917 og D21S341.

Medleveret materiale

Probe: 50 pL pr. haetteglas i kit med 5 tests, 100 uL pr. heetteglas i kit med 10 tests,
300 pL pr. heetteglas i kit med 30 tests, 500 yL pr. haetteglas i kit med 50 tests.
Probekomponenterne leveres forblandet i hybridiseringsoplgsning (<65 %
formamid, <20 mg dextransulfat og <10 % 20x saltvand-natriumcitrat (SSC)) og er
klar til brug.

Kontrastfarvning: 150 pL pr. heetteglas i kit med 5 tests, 500 pL pr. haetteglas i kit
med 10 tests, 1000 pL pr. haetteglas i kit med 30 tests eller 1200 pL pr. haetteglas
i kit med 50 tests.

Kontrastfarvningen er DAPI Antifade ES (0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindol) i glycerolbaseret monteringsmedium).

Advarsler og forsigtighedsregler

1. Til brug til in vitro-diagnostik. Kun til professionel laboratoriebrug.

2. Brugerne skal sikre, at den korrekte og mest aktuelle brugsanvisning laeses og
falges til enhver tid.

3. Probe-blandinger indeholder formamid, som er teratogent: undga hudkontakt

og at indande dampe. Handtér med omtanke; baer handsker og

laboratoriekittel.

Handtér DAPI med omtanke; baer handsker og laboratoriekittel.

Ma ikke anvendes, hvis haetteglasset er beskadiget, eller heetteglassets

indhold er kompromitteret pa nogen made.

6. Folg de lokale bortskaffelsesregler, hvor du arbejder, sammen med
anbefalingerne i sikkerhedsdatabladet for at fastsla sikker bortskaffelse af
dette produkt. Dette gaelder ogsa for beskadiget testkit-indhold.

7. Bortskaf alle brugte reagenser og alle andre kontaminerede

engangsmaterialer ved at falge retningslinjerne for handtering af smittefarligt

eller potentielt smittefarligt affald. Det er hvert laboratoriums ansvar at
handtere fast og flydende affald i henhold til dets art og grad af farlighed og at

behandle og bortskaffe det (eller fa det behandlet og bortskaffet) i

overensstemmelse med gaeldende regler.

Brugerne skal kunne skelne mellem farverne aqua, orange og gren.

Hvis den beskrevne protokol, det beskrevne udstyr og de beskrevne reagenser

ikke overholdes, kan det have indflydelse pa funktionsevnen og fere til falsk

positive/negative resultater.

10. Proben ma ikke fortyndes eller blandes med andre prober.

11. Hvis der ikke anvendes 10 pL af proben under pree-denatureringen, som
beskrevet i protokollen, kan det have indflydelse pa ydeevnen og fare til falsk
positive/negative resultater.

12. Alle produkter skal valideres far brug.

13. Interne kontroller skal udfgres ved at bruge upavirkede cellepopulationer i
testprover.

14. Der skal traeffes forholdsregler for at forhindre kontaminering mellem de
haetteglas, der indeholder LPF002 og LPF003.
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Temperaturdefinitioner

e -20 °C /nedfrosset/i fryser: -25 °Ctil-15°C
e 37°C: +37°C+1°C
¢« T72°C: +72°C+1°C
¢« 75°C: +75°C+1°C

e Rumtemperatur (RT): +15 °C til +25 °C
Opbevaring og handtering
-15°C  Kittet skal opbevares mellem -25 °C og -15 °C i en fryser indtil
3 den udlgbsdag, der er anfgrt pa kittets etiket. Proben og
-25°C heetteglas med kontrastfarve skal opbevares meorkt.

\ |/ FISH-proben, DAPI Antifade ES-kontrastfarven og
~ [) - hybridiseringsoplasningen forbliver stabile under alle fryse-
-’7| -_— opteningscyklusser i forbindelse med normal brug (hvor en

cyklus omfatter probens udtagning fra og genindsaetning i
A fryseren). FISH-prober: 5 cyklusser for kittet med 5 tests,
. 10 cyklusser for kittet med 10 tests, 30 cyklusser for kittet med

30 tests, 50 cyklusser for kittet med 50 tests. Kontrastfarvning: 10 cyklusser for
kittet med 5 tests, 20 cyklusser for kittet med 10 tests, 60 cyklusser for kittet med
30 tests og 100 cyklusser for kittet med 50 tests. Udsaettelse for lys skal
begreenses til et minimum og helst helt undgas. Opbevar komponenterne i den
medfalgende lystaette beholder. Komponenter, der anvendes og opbevares under
andre forhold end dem, der er angivet pa maerkningen, fungerer muligvis ikke
som forventet og kan pavirke analyseresultaterne i negativ retning. Man skal
bestraebe sig pa at begraense lyspavirkning.

Nodvendigt udstyr og materialer, som ikke medleveres

Der skal anvendes kalibreret udstyr:

Varmeplade (med en fast plade og ngjagtig temperaturkontrol op til 80 °C)
Kalibrerede mikropipetter med variabel volumen og spidser fra 1 pL til 200 L
Vandbad med ngjagtig temperaturkontrol ved 37 °C og 72 °C
Mikrocentrifugerer (0,5 ml)

Fluorescensmikroskop (jf. anbefalingerne i kapitlet om fluorescensmikoskopi)
Fasekontrast-mikroskop

Rene plastik, keramiske eller varmeresistente Coplin-glas

NookrwN =~

8. Teaenger

9. Kalibreret pH-Meter (eller pH-indikatorstrips, der kan male pH 6,5-8,0)
10. Befugtningsbeholder

11. Immersionsolie til fluorescensmikroskoplinser
12. Bordcentrifuge

13. Mikroskop-objektglas

14. Deekglas pa 24x24 mm

15. Timer

16. Inkubator pa 37 °C

17. Gummioplesning (til forsegling af objektglas)
18. Vortex-blander

19. Maleglas

20. Magnetomrarer

21. Kalibreret termometer

Valgfrit udstyr, der ikke medleveres
1. Cytogenetisk tarrekammer

Nodvendige reagenser, der ikke medleveres
20x saltvand-natriumcitrat-(SSC)-oplgsning
100 % ethanol

Tween-20

1M natriumhydroxid (NaOH)

1M saltsyre (HCI)

Renset vand

OGO h N~

Anbefalinger til fluorescensmikroskopi

Der bgr anvendes en 100-Watt kviksglv-lampe eller tilsvarende og olie-
immersions-apochromat-objektiver, plan, 60/63 eller 100x for at opna optimal
visualisering. De fluorforer, der benyttes i dette probekit, vil excitere og udsende
lys ved fglgende balgelangder:

Aqua 418 467
Gregn 495 521
Orange 551 572

Sarg for, at mikroskopet har passende excitations- og emissionsfiltre, som daekker
de ovenfor naevnte bglgeleengder.

Det tredobbelte bandpasfilter DAPI/FITC/TRITC er optimalt til at se de grenne og
orange fluoroforer samt til samtidig kontrastfarvning. Aqua-fluoroforen har
specificitet for Aqua- og DEAC-spektret (enkelt Aqua- eller DEAC-bandpasfilter er
pakraevet).

Efterprav for brug, at fluorescensmikroskopet virker korrekt. Benyt immersionsolie,
der er beregnet til fluorescensmikroskopi og formuleret til lav automatisk
fluorescens. Undgéa at blande DAPI-antifade med mikroskopi-immersionsolie, da
det vil slgre signalerne. Fglg fremstillerens anbefaling angaende lampens levetid
og filtrenes alder.

Proveforberedelse

Kittet er designet til brug pa celler, der er fikseret med Carnoys oplagsning
(3:1 methanol/eddikesyre) og er udvundet fra fostervandspraver, til opteelling af
kromosom X, Y, 13, 18 og 21 i hgjrisiko-graviditeter, hvor der er mistanke om
Turner, Patau, Edwards eller Downs syndrom, og som er forberedt i henhold til
laboratoriets eller institutionens retningslinjer. Indsamling af fostervandsprever skal
udfgres i henhold til laboratoriets eller institutionens retningslinjer. Prgver, der ser
blodige eller brune ud, ma ikke anvendes, da de kan indeholde moderens blod og
kan fare til falske resultater. Klarger lufttarrede prever pa objektglas i henhold til
cytogenetiske standardprocedurer. AGT Cytogenetics Laboratory Manual
indeholder anbefalinger til preveindsamling, -dyrkning, -h@st og klargering af
objektglas.'

Klargering af oplgsning

Ethanoloplasninger

Fortynd 100 % ethanol med renset vand ved at anvende fglgende blandingsforhold,
og bland omhyggeligt:

e 70 % ethanol - 7 dele 100 % ethanol til 3 dele renset vand

e 85 % ethanol - 8,5 dele 100 % ethanol til 1,5 dele renset vand

Oplgsningerne kan opbevares i op til 6 maneder ved rumtemperatur i en lufttaet
beholder.

2xSSC-oplgsning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplgsning med 9 dele renset vand, og bland omhyggeligt.
Efterprev pH-vaerdien, og justér til pH 7,0 ved at bruge NaOH eller HCI efter behov.
Oplgsningen kan opbevares i op til 4 uger ved rumtemperatur i en lufttaet beholder.

0,4xSSC-oplasning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplasning med 49 dele renset vand, og bland omhyggeligt.
Efterprav pH-vaerdien, og justér til pH 7,0 ved at bruge NaOH eller HCI efter behov.
Oplgsningen kan opbevares i op til 4 uger ved rumtemperatur i en lufttaet beholder.

2xSSC; 0,05 % Tween-20-opl@sning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplgsning med 9 dele renset vand. Tilseet 5 uL Tween-20
pr. 10 ml, og bland omhyggeligt. Efterprgv pH-vaerdien, og justér til pH 7,0 ved at
bruge NaOH eller HCI efter behov. Oplgsningen kan opbevares i op til 4 uger ved
rumtemperatur i en luftteet beholder.
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FISH-Protokol
(Bemeerk: Probens eksponering for laboratorielys skal hele tiden begraenses sa
meget som muligt)

Forberedelse af objektglas

1.

3.

4,

Dryp cellepraven pa et objektglas. Lad det tarre. (Valgfrit, hvis der anvendes
et cytogenetisk terrekammer: Tgrrekammeret bgr anvendes ved cirka 25 °C
og 50 % luftfugtighed for at fa optimale celleprever. Hvis der ikke er et
cytogenetisk terrekabinet til radighed, kan der alternativt anvendes et
stinkskab).

Nedszenk objektglasset i 2xSSC i 2 minutter ved rumtemperatur (RT) uden
omrystning.

Dehydrér i ethanol i stigende koncentrationer (70 %, 85 % og 100 %), hver i
2 minutter ved RT.

Lad det tarre.

Prae-denaturering

5. Tag proben ud af fryseren, og lad den opna RT. Centrifugér kort rgrene inden
brug.

6. Serg for, at probeoplgsningen er ensartet blandet med en pipette.

7. Udtag 10 pL af proben pr. test, og overfer det til et mikrocentrifugerer. Seet
hurtigt det resterende probemateriale tilbage i fryseren.

8. Seetproben og preveobjektglasset til opvarmning pa en varmeplade ved 37 °C
(+/- 1 °C) i 5 minutter.

9. Dryp 10 pL af probeblandingen pa celleprgven, og deek forsigtigt med et
daekglas. Forsegl med gummioplgsning, og lad det terre fuldsteendigt.

Denaturering

10. Denaturér preve og probe samtidigt ved at varme objektglasset pa en
varmeplade ved 75 °C (+/-1 °C) i 2 minutter.

Hybridisering

11. Anbring objektglasset i en fugtig, lysteet beholder ved 37 °C (+/-1 °C) i 2 timer.

Vask efter hybridisering

12.

13.
14.

15.

16.
17.

18.

Tag DAPI ud af fryseren, og lad det opna RT.

Fjern omhyggeligt deekglasset og alle spor af gummioplgsningen.

Nedseaenk objektglasset i 0,4xSSC (pH 7,0) ved 72 °C (+/- 1 °C) i 2 minutter
uden omrystning.

Lad objektglasset terre, og nedsaenk det i 2xSSC, 0,05 % Tween-20 ved RT
(pH 7,0) i 30 sekunder uden omrystning.

Lad objektglasset tarre, og tilseet 10 yL DAPI-antifade pa hver prove.

Daek med et deekglas, fiern alle eventuelle bobler, og lad farven udvikle sig i
merke i 10 minutter.

Undersgg med et fluorescensmikroskop (jf.  Anbefalinger til
fluorescensmikroskopi).

Anbefalinger til proceduren

1.

2.

3.

No

Det kan nedseette signalfluorescensen, hvis objektglassene far for meget
varme eller er gamle

Hybridiseringsbetingelserne kan pavirkes negativt, hvis der bruges andre
reagenser end dem, der anbefales eller leveres af Cytocell Ltd.

Der skal anvendes et kalibreret termometer til at male temperaturerne i
oplgsninger, vandbade og inkubatorer, da disse temperaturer er vigtige for at
opna bedst mulige resultater.

Stringens ved vaskekoncentrationerne, pH og temperaturerne er vigtigt, da for
lav stringens kan fore til ikke-specifik binding af proben, og for hgj stringens
kan fare til tab af signaler.

Ikke-komplet denaturering kan fere til tab af signaler, og for hgj denaturering
kan ogsa fare til ikke-specifik binding.

Overhybridisering kan fare til yderligere eller uforventede signaler.

Brugerne skal optimere protokollen til egne praver, for testen bruges til
diagnostiske formal.

Suboptimale betingelser kan fare til ikke-specifik binding, som kan mistolkes
som et probesignal.

Fortolkning af resultater
Vurdering af objektglaskvaliteten
Objektglasset ma ikke analyseres, hvis:

signalerne er for svage til, at de enkelte filtre kan analyseres - for at fortsaette
med en analyse skal signalerne vaere lyse, klare og nemme at vurdere

der er et hgijt antal af klumpende/overlappende celler, som slgrer analysen
>50 % af cellerne ikke er hybridiseret

der er for mange fluorescenspartikler mellem cellerne og/eller en
fluorescerende dis, der forstyrrer signalerne - optimale objektglas har en enten
merk eller sort og ren baggrund

cellekernernes omrids ikke kan skelnes og ikke er intakte

Analysevejledninger

Der skal altid vaere to brugere til at analysere og fortolke hver prgve. Enhver
diskrepans skal afklares ved en vurdering fra en tredje bruger

Hver bruger skal have passende faglige kvalifikationer i overensstemmelse
med anerkendte nationale standarder

Hver analytiker skal uafhaengigt bedemme tilstraekkeligt med kerner fra hver
prove, saledes at analytikernes samlede bedemmelser opfylder de
minimumskriterier, der er angivet i institutionelle, regionale eller nationale
retningslinjer. Den ene bruger starter analysen fra venstre side af
objektglasset, og den anden bruger starter fra hgjre.

Brugerne skal dokumentere deres resultater skriftligt hver for sig

Der skal kun analyseres intakte kerner, ingen overlappende eller klumpende
kerner, der er dakket af cytoplastisk debris eller har en hgj grad af
autofluorescens

Undgéd omrader med overskud af cytoplasmatisk debris eller ikke-specifik
hybridisering

Signalintensiteten kan variere, selv for den enkelte kerne. | sddanne tilfeelde
anvendes enkeltfiltre og/eller justering af det fokale plan

Ved suboptimale betingelser kan signalerne virke diffuse. Hvis to signaler med
samme farve bergrer hinanden, eller afstanden mellem dem ikke er stgrre end
bredden pa to signaler, eller hvis der er en svag streng, der forbinder de to
signaler, teelles de som ét signal

Hvis man er i tvivl, om en celle kan analyseres eller ej, sa analyseres den ikke

Teel ikke — cellekernerne er for teet
pa hinanden til, at der kan
bestemmes greenser

Teel ikke cellekerner, der
overlapper hinanden — det er ikke
alle omrader af de to cellekerner,

der er synlige

Teel som ét grant signal, ét orange
signal og to aqua-signaler — det
grenne signal er diffust

Teel som ét gront signal, ét orange
signal og to aqua-signaler — det
orange signal er diffust

Teel som ét gregnt signal, ét orange
signal og to aqua-signaler — et af
de to aqua-signaler er diffust

Teel som ét grent signal, ét orange
signal og to aqua-signaler —
mellemrummet i aqua-signalet er
mindre end to probebredder
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Teel ikke — cellekernerne er for taet
pa hinanden til, at der kan
bestemmes greenser

Teel ikke cellekerner, der
overlapper hinanden — det er ikke
alle omrader af de to cellekerner,

der er synlige

Teel som to orange og to grenne
signaler — et af de to grenne
signaler er diffust

Teel som to orange og to granne
signaler — hullet i et radt signal er
mindre end to signalers bredde

Krav til tredje analytiker

Alt efter hvor mange abnorme kerner hver bruger har set, kan det vaere ngdvendigt

med endnu en analytiker til analysen. Den tredje analytiker vil analysere det samme

antal kerner som de to ferste analytikere, som angivet i institutionelle, regionale

eller nationale retningslinjer. Reglerne for analyse med en tredje bruger er anfert i

teksten og flowchartet nedenfor.

Der kraeves en tredje bruger, hvis:

e En af analytikernes procentvise positivitet er over cut-off-vaerdien, og de andre
analytikeres procentvise positivitet er under eller pa cut-off-veerdien.

e De to analytikeres procentvise positivitet varierer med mere end 5 %, og den
ene eller begge analytikeres procentvise positivitet er lig med eller lavere end
det dobbelte af cut-off-veerdien.

e De to analytikeres vurderinger af procentvis positivitet varierer med mere end
15 %.

Af de tre opnaede bedemmelser vil de to nsermeste positive procentveerdier vaere

gennemsnittet for den endelige positivitet. Hvis de tre bedemmelser er lige langt

fra hinanden, skal den positive middelvaerdi anvendes.

En af analytikernes procentvise
positivitetsniveau er over
cut-off-vaerdien, og den anden
analytikeres procentvise positivitet
er under eller pa cut-off-veerdien.

1 .

De to analytikeres
vurderinger af procentvis
positivitet varierer med
mere end 5 %.

Ja

Beregn gennemsnittet af de
to analytikeres procentvise
positivitetsniveauer for at
opna den endelige positivitet

Den ene eller begge
analytikeres procentvise Behov for en tredje
positivitet er lig med eller analytiker
lavere end det dobbelte
af cut-off-veerdien.

De to analytikeres J
: a
vurderinger af procentvis

positivitet varierer med
mere end 15 %.

Forventede Resultater
LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Forventede normale signalmgnstre

| en normal pigecelle forventes to granne signaler og to aqua-signaler (2G2A)

I en normal drengecelle forventes ét grgnt, ét orange og to aqua-signaler (1G102A)

Forventede abnorme signalmegnstre

| en pigecelle med trisomi 18 vil det forventede signalmgnster veere to grenne
signaler og tre aqua-signaler (2G3A).

| en drengecelle med trisomi 18 vil det forventede signalmgnster veere ét grent
signal, ét orange signal og tre aqua-signaler (1G103A)

| en celle med Turners syndrom vil det forventede signalmegnster veere ét grent
signal og to aqua-signaler (1G2A).

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Forventet normalt signalmegnster

| en normal celle forventes to grenne og to orange signaler (2G20)

Forventede abnorme signalmegnstre

| en celle med trisomi 13 forventes tre grenne signaler og to orange signaler
(3G20).
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| en celle med trisomi 21 forventes to gr@nne signaler og tre orange signaler
(2G30).

Andre signalmenstre er mulige i aneuploide/ubalancerede prover.

Kendte relevante interferenser/interfererende stoffer
Ingen kendte relevante interferenser/interfererende stoffer.

Kendt krydsreaktion

DXZ1-proben kan vise krydshybridisering til centromererne pa kromosom 1, 11, 17
ogy.

DYZ3-proben kan vise krydshybridisering til centromererne pa kromosom 13, 14,
15, 20, 21, 22 og X.

D18Z1-proben kan vise krydshybridisering til centromererne pa kromosom 2, 4, 8,
9, 13, 14, 15, 20, 21 og 22.

Indberetning af alvorlige haendelser

For en patient/bruger/tredjepart i Den Europaeiske Union og i lande med identisk
reguleringsregime (forordning (EU) 2017/746 om medicinsk udstyr til in vitro-
diagnostik); hvis der under brugen af denne enhed eller som felge af dens brug er
opstaet en alvorlig haendelse, bedes du indberette det til producenten og til din
nationale kompetente myndighed.

For alvorlige haendelser i andre lande bedes du rapportere det til producenten og,
hvis det er relevant, til din nationale kompetente myndighed.

Producentens vigilance-kontakt: vigilance@ogt.com

For EU's nationale kompetente myndigheder kan en liste med vigilance-
kontaktsteder findes pa
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Sarlige ydelseskarakteristika

Analytisk specificitet

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analytisk specificitet er defineret som procentdelen af signaler, som kun
hybridiserer til det korrekte locus og ingen anden lokalitet. Der blev analyseret
4 kromosomale loci i hver af 20 metafaseceller fra 5 prever, hvilket gav
100 datapunkter for bade kromosom X og Y og 200 datapunkter for kromosom 18.
Lokationen for hver hybridiseret probe blev kortlagt, og antallet af FISH
metafasekromosomsignaler, som hybridiseredes til det korrekte locus, blev
registreret.

Den analytiske specificitet af hver probe i kittet blev beregnet som antallet af FISH-
metafasekromosomsignaler, som hybridiseredes til det rette locus, delt med det
samlede antal af hybridiserede FISH-metafasekromosomsignaler. Dette resultat
blev udtrykt som en procentdel med et 95 % konfidensinterval.

Tabel 1. Analytisk specificitet for LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18

Enumeration Probe

X§1111 " 100 100 100% | 96,30-100 %
Yg’” 11 100 100 100 % 96,30-100 %
1.2ﬁ111i1 200 200 100 % 98,12-100 %

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analytisk specificitet er defineret som procentdelen af signaler, som kun
hybridiserer til det korrekte locus og ingen anden lokalitet. Der blev analyseret
4 kromosomale loci i hver af 20 metafaseceller fra 5 prover, hvilket gav
200 datapunkter for bade kromosom 13 og 21. Lokationen for hver hybridiseret
probe blev kortlagt, og antallet af FISH metafasekromosomsignaler, som
hybridiseredes til det korrekte locus, blev registreret.

Den analytiske specificitet af hver probe blev beregnet som antallet af FISH-
metafasekromosomsignaler, som hybridiseredes til det rette locus, delt med det
samlede antal af hybridiserede FISH-metafasekromosomsignaler. Dette resultat
blev udtrykt som en procentdel med et 95 % konfidensinterval.

Tabel 2. Analytisk specificitet for LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Probe

13q14.2 200 200 100 % 98,12-100 %
21922.13 200 200 100 % 98,12-100 %

Analytisk sensitivitet

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analytisk sensitivitet er procentdelen af de celler i interfasen, der kan teelles med
det forventede normale signalmgnster. Der blev analyseret mindst 50 celler i
interfasen for hver af 47 fikserede cellesuspensioner fra fostervandsprgver fra
karyotypisk normale drenge eller piger, der blev vurderet som XY eller XX og havde
et normalt komplement af kromosom 18, hvilket resulterede i bedemmelse af
mindst 2.350 kerner for hver prgvetype. Felsomhedsdata blev analyseret pa
grundlag af procentdelen af celler, der viste et normalt, forventet signalmenster, og
blev udtrykt som en procentdel med et konfidensinterval pa 95 %.

Tabel 3. Analytisk sensitivitet for LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

Fostervand >95 % 95,37 % (94,44%-96,14 %)

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analytisk sensitivitet er procentdelen af de celler i interfasen, der kan teelles med det
forventede normale signalmgnster. Celler i interfasen blev analyseret for hver af de
25 fikserede cellesuspensioner fra fostervandspraver, der blev bekreeftet at have et
normalt komplement af kromosom 13 og 21, hvilket resulterede i bedgmmelse af
mindst 2.350 kerner for hver pravetype. Falsomhedsdata blev analyseret pa grundlag
af procentdelen af celler, der viste et normalt, forventet signalmenster, og blev udtrykt
som en procentdel med et konfidensinterval pa 95 %.

Tabel 4. Analytisk sensitivitet for LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

Fostervand >95 % 97,47 % (95,98 %-98,96 %)

Karakterisering af normale cut-off-vaerdier

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Normalt cut-off er defineret som procentdelen af celler, der udviser et falskt-positivt
signalmenster, der fgrer til, at det hos en person ville blive betragtet som normalt
og ikke svarerende til en klinisk diagnose. Der blev analyseret mindst 50 celler i
interfasen for hver af 47 fikserede cellesuspensioner fra fostervandspregver fra
karyotypisk normale drenge eller piger, der blev vurderet som XY eller XX og havde
et normalt komplement af kromosom 18, hvilket resulterede i bedemmelse af
mindst 2.350 kerner for hver pravetype.

Cut-off-veerdien blev bestemt ved brug af B-inverse-funktionen (BETAINV) i MS
Excel. Den blev beregnet som procentdelen af celler i interfasen, der viste et falskt-
positivt signalmenster ved brug af den gvre greense af et en-sidet konfidensinterval
pa 95 % af den binominale fordeling i en normal patientprgve.

Tabel 5. Karakterisering af normale cut-off-vaerdier for LPF002 FAST FISH
Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe

1G103A

Fostervand 2G3A 11,62 %
1G2A

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Normalt cut-off er defineret som procentdelen af celler, der udviser et falskt-positivt
signalmeanster, der forer til, at det hos en person ville blive betragtet som normalt og
ikke svarerende til en klinisk diagnose. Der blev analyseret mindst 50 celler i
interfasen for hver af 24 fikserede cellesuspensioner fra normale fostervandspraver,
der blev bekreeftet at have et normalt komplement af kromosom 13 og 21, hvilket
resulterede i bedemmelse af mindst 1.200 kerner for hver prgvetype.

Cut-off-veerdien blev bestemt ved brug af B-inverse-funktionen (BETAINV) i MS
Excel. Den blev beregnet som procentdelen af celler i interfasen, der viste et falskt-
positivt signalmenster ved brug af den gvre graense af et en-sidet konfidensinterval
pa 95 % af den binominale fordeling i en normal patientprgve.

Tabel 6. Karakterisering af normale cut-off-veerdier for LPFO03 FAST FISH
Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

2G30

0,
Fostervand 3620 8,97 %

Laboratorier skal verificere cut-off-vaerdier ved at bruge deres egne data.®'4

Praecision

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Praecisionen af dette produkt er blevet malt i hvad angar preecision mellem praver,
preecision mellem lots og preecision mellem dage.

Preecisionen blev vurderet ved hjaelp af negative prever af fglgende type(r):
3 fostervandsprever, der blev vurderet som XY og havde et normalt komplement
af kromosom 18.

Preecisionen mellem forskellige prgver blev vurderet ved at teste tre prgver pa en
enkelt dag med et enkelt lot af produktet. Praecision mellem lots blev vurderet ved
at teste en enkelt prgve pa en enkelt dag pa tre lots af produktet. Praecisionen
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mellem forskellige dage blev vurderet ved at teste en enkelt prave pa tre ikke-
fortisbende dage med et enkelt lot af produktet.

Resultaterne  blev  udtrykt som  variationskoefficienten ~ (CV%)  for
negativitetsprocenten (% negativt signalmenster) for hver praecisionskomponent
(mellem forskellige prever, mellem forskellige lots og pa samme dag) med et 95 %
konfidensinterval.

Tabel 7. Reproducerbarhed og preecision for LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y,
and 18 Enumeration Probe

Reproducerbarhed mellem . o
dage (dag til dag) Fostervand (negativt) 0,00 %
Reproducerbarhed mellem . o
lots (lot til lot) Fostervand (negativt) 0,41 %
Reproducerbarhed mellem 3x fostervand 0.00 %
prover (prove til prove) (negativt) ’ °

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Preecisionen af dette produkt er blevet malt i hvad angar preecision mellem praver,
praecision mellem lots og preecision mellem dage.

Preecisionen blev vurderet ved hjeelp af negative prover af folgende type(r):
3 fostervandspraver, der blev vurderet til at have et normalt komplement af
kromosom 13 og 21.

Praecisionen mellem forskellige prgver blev vurderet ved at teste tre prever pa en
enkelt dag med et enkelt lot af produktet. Praecision mellem lots blev vurderet ved
at teste en enkelt prave pa en enkelt dag pa tre lots af produktet. Praecisionen
mellem forskellige dage blev vurderet ved at teste en enkelt prave pa tre ikke-
fortlsbende dage med et enkelt lot af produktet.

Resultaterne  blev  udtrykt som  variationskoefficienten ~ (CV%)  for
negativitetsprocenten (% negativt signalmenster) for hver praecisionskomponent
(mellem forskellige prever, mellem forskellige lots og pa samme dag) med et 95 %
konfidensinterval.

Tabel 8. Reproducerbarhed og preecision for LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and
21 Enumeration Probe

Reproducerbarhed mellem . o
dage (dag il dag) Fostervand (negativt) 0,00 %
Reproducerbarhed mellem . o
lots (lot til lot) Fostervand (negativt) 1,18 %
Reproducerbarhed mellem 3x fostervand 0009
: . ,00 %
prever (prove til prave) (negativt)

Klinisk ydeevne

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe-komponent

For at sikre, at FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe registrerer
tilsigtede omlejringer, blev den kliniske ydeevne fastslaet i én undersggelse af
repreesentative  prgver af den tilsigtede population for  produktet:
3:1 methanol/eddikesyre-fikseret materiale fra praenatale fostervandspraver.
Stikprevesterrelsen til undersggelsen var 70 prgver, med en population pa
2 trisomi 18-positive prever, 3 monosomi X-positive pragver og 65 negative prever.
Alle prgver blev afidentificeret og randomiseret for at forebygge analysebias.
Resultaterne blev derefter sammenlignet med den kendte status for praven.
Proben identificerede korrekt status for alle prever i alle instanser.

Resultatet af disse tests blev analyseret for at se klinisk felsomhed, klinisk
specificitet og veerdier for falsk-positiv-raten (FPR) af positive signaler ved brug af
en endimensional fremgangsmade.

Tabel 9. Klinisk ydeevne for FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Klinisk sensitivitet (sgpd positiv rate, TPR 100,0 %
[True Positive rate])
Klinisk specificitet (sand negativ rate, TNR o
. 100,0 %
[True Negative rate])
Falsk positiv rate (FPR, False Positive rate) = o
e 0,0 %
1 — Specificitet

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

For at sikre, at FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe registrerer
tilsigtede omlejringer, blev den kliniske ydeevne fastslaet i én undersggelse af
repreesentative  prgver af den tilsigtede population for  produktet:
3:1 methanol/eddikesyre-fikseret materiale fra preenatale fostervandsprever.
Stikprevesterrelsen til undersggelsen var 66 prgver, med en population pa
5 trisomi 13-positive pregver, 13 trisomi 21-positive praver og 48 negative prover.
Alle prgver blev afidentificeret og randomiseret for at forebygge analysebias.
Resultaterne blev derefter sammenlignet med den kendte status for preven.
Proben identificerede korrekt status for alle praver i alle instanser.

Resultatet af disse tests blev analyseret for at se klinisk fglsomhed, klinisk
specificitet og veerdier for falsk-positiv-raten (FPR) af positive signaler ved brug af
en endimensional fremgangsmade.

Tabel 10. Klinisk ydeevne for FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Klinisk sensitivitet (sz_apd positiv rate, TPR 100.0 %
[True Positive rate])
Klinisk specificitet (san_d negativ rate, TNR 100.0 %
[True Negative rate])
Falsk positiv rate (FPR, False Positive rate) =
o 0,0 %
1 — Specificitet

Oversigt over sikkerhed og ydeevne (SSP)

SSP'en skal geres tilgaengelig for offentligheden via den europzaeiske database for
medicinsk udstyr (Eudamed), hvor knyttes til den grundlaeggende UDI-DI.
Eudamed URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Grundleeggende UDI-DI: 50558449LPF001HK

Hvis Eudamed ikke er fuldt funktionelt, skal SSP'en stilles til radighed for
offentligheden efter anmodning via e-mail til SSP@ogt.com.

Yderligere information

Kontakt Cytocell Technical Support Department, hvis du ensker yderligere
produktinformationer.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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