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Scopul vizat

Kitul de sonda pentru enumerare prenatald CytoCell® FAST FISH este un test
calitativ, neautomat, de hibridizare in situ fluorescenta (FISH) utilizat pentru
detectarea regiunii centromerice alfa a cromozomilor Xp11.1-q11.1, Yp11.1-q11.1
si 18p11.1-q11.1 si a regiunilor cromozomilor 13q14.2 si 21922.1 din celulele fixate
n solutie Carnoy (3:1 metanol/acid acetic), derivate din probe de lichid amniotic, la
enumerarea cromozomilor X, Y, 13, 18 si 21 in sarcinile cu risc crescut in care se
suspecteaza sindromul Turner, Patau, Edwards sau Down.

Indicatii de utilizare

Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat complementar la alte teste clinice
si de laborator in cadrul algoritmilor stabiliti de diagnostic si tratament in situatiile
n care cunoasterea statutului privind numarul de copii ale regiunilor centromerice
alfa ale cromozomilor Xp11.1-q11.1 si 18p11.1-q11.1, cum ar fi screeningul cu
ultrasunete si testarea biochimica, si ale regiunilor cromozomilor 13q14.2 si
21q22.1, ar fi importante pentru gestionarea pacientului.

Limitari

Acest dispozitiv este conceput pentru a detecta materialul cromozomial care
include regiunile centromerice acoperite de clonele verde, portocaliu si aqua din
componenta sondei de enumerare prenatala FAST FISH X, Y si 18, pentru
cromozomii X, Y si respectiv 18. Este posibil ca acest dispozitiv sa nu detecteze
insertiile sau pierderile genomice in afara acestor regiuni ori pierderile sau insertiile
partiale ale acestor regiuni.

Acest dispozitiv este, de asemenea, conceput pentru a detecta materialul
cromozomial care include regiunile cromozomiale 13q14.2 si 21g22.1 acoperite de
clonele verzi si portocalii din componenta sondei de enumerare prenatalda FAST
FISH 13 si 21. Este posibil ca acest produs sa nu detecteze insertiile sau pierderile
genomice in afara acestor regiuni ori pierderile sau insertiile partiale ale acestor
regiuni.

Acest dispozitiv nu este destinat pentru: utilizarea ca dispozitiv de diagnosticare de
sine statator, utilizarea ca dispozitiv de diagnosticare tip companion, screening la
nivel de populatie, testare la locul de acordare a asistentei medicale sau
autotestare.

Acest dispozitiv nu a fost validat pentru utilizarea pe tipuri de probe, tipuri de boli
sau scopuri altele decat cele specificate in scopul vizat. Acest dispozitiv nu a fost
validat pentru utilizarea in detectarea insertiilor cromozomilor X si/sau Y.

Acest dispozitiv este destinat ca test complementar altor teste diagnostice de
laborator, iar actiunea terapeutica nu trebuie initiatd exclusiv pe baza rezultatului
FISH.

Raportarea si interpretarea rezultatelor FISH trebuie sa fie efectuate de personal
calificat corespunzator, concordante cu standardele de practicad profesionale si
trebuie sa ia in considerare alte rezultate ale testelor, alte informatii clinice si
diagnostice relevante.

Acest dispozitiv este destinat exclusiv utilizarii profesionale in laborator.
Nerespectarea protocolului poate afecta performanta si poate duce la rezultate fals
pozitive/negative.

Principiul testului

Hibridizarea fluorescenta in situ (FISH) este o tehnica care permite detectia
secventelor de ADN pe cromozomii in metafaza sau nucleii in interfaza din probe
citogenetice fixate. Aceasta tehnica presupune utilizarea sondelor de ADN care se
hibridizeaza la cromozomi intregi sau la secvente unice separate si serveste ca un
important test complementar citogeneticii clasice. Dezvoltarile recente au insemnat
ca aceasta tehnica valoroasa poate fi aplicatd acum ca instrument de diagnostic
esential in analiza cromozomiala prenatald, hematologica si patologica. ADN-ul
tinta, dupa fixare si denaturare, este disponibil pentru aliniere la o sonda de ADN
denaturatd in mod similar si marcatd fluorescent, care are o secventa
complementard. Dupa hibridizare, sonda de ADN nelegata si legatd in mod
nespecific este indepartata, iar ADN-ul este contracolorat pentru vizualizare. Dupa
aceea, microscopia de fluorescenta permite vizualizarea sondei hibridizate pe
materialul tinta.

Informatii privind sonda

Analiza citogenetica moleculara joaca un rol esential in evaluarea prenatala a
sarcinilor cu risc crescut, permitand identificarea precisd a anomaliilor
cromozomiale si evaluarea riscului de recurenta. Cele mai frecvente anomalii
cromozomiale sunt aneuploidiile, definite ca un numar anormal de copii ale
cromozomilor, persoanele afectate prezentand de obicei trisomie (trei copii ale unui
cromozom) sau monosomie (0 singura copie a unui cromozom)." Aneuploidiile bine
cunoscute, semnificative clinic, includ trisomiile 13, 18 si 21, precum si monosomia
X. Aceste anomalii reprezinta factori majori care contribuie la tulburarile de
dezvoltare si la rezultatele reproductive adverse si se numara printre cele mai
frecvente indicatii pentru diagnosticul prenatal invaziv.?

Trisomia 21 (sindromul Down), cea mai frecventa trisomie autosomala viabila, este
caracterizata prin afectare cognitivd, anomalii cardiace congenitale si morbiditate
multisistemica si rdmane o indicatie cheie pentru testarea genetica prenatala.®*
Trisomia 13 (sindromul Patau) este caracterizata prin malformatii cerebrale
(holoprozencefalie), dismorfism facial, anomalii oculare, polidactilie postaxiala,
malformatii viscerale (cardiopatie) si retard psihomotor sever.’ Trisomia 18
(sindromul Edwards) este asociatd cu malformatii congenitale severe, mortalitate
perinatala ridicata si fenotipuri ultrasonografice bine definite, subliniind necesitatea
detectarii prenatale precise si a confirmarii genetice.®” Monosomia X (sindromul
Turner), denumita si sindromul hipoplaziei ovariene congenitale, este cea mai
frecventa anomalie cromozomiald sexualé la femei si rezulta din absenta completa
sau partiala a unui cromozom X.8

Diagnosticul prenatal este oferit in sarcinile cu risc crescut de anomalii
cromozomiale, cum ar fi trisomia 13, 18, 21 si monosomia X. FISH este o metoda
citogeneticd moleculara validata pentru detectarea si enumerarea rapide ale
numarului de copii ale cromozomilor in nucleii interfazici. FISH permite detectarea
tintitd a aneuploidiilor comune si ofera rezultate rapide pentru a sprijini luarea
deciziilor clinice si este utilizatd pe scara larga in diagnosticul modern al
aneuploidiilor, in special acolo unde este necesara confirmarea prompta a starii
numarului de copii ale cromozomilor.% 0.1

Specificatii privind sonda

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

Centromer Y, Yp11.1 —q11.1 (DYZ3) Portocaliu

Centromer 18, 18p11.1 —q11.1 (D18Z1) Aqua
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Kitul contine doud componente ale sondei pentru doua hibridizari separate.
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LPF002
Componenta sondei LPF002 este un amestec de sonde ADN fluorescente marcate
direct cu verde, portocaliu si aqua:
. Sonda verde DXZ1 marcheaza direct secventele de ADN satelit alfa
din regiunea DXZ1 a cromozomului X.
. Sonda portocalie DYZ3 marcheaza direct secventele de ADN satelit
alfa din regiunea DYZ3 a cromozomului Y.
. Sonda aqua D18Z1 marcheaza direct secventele de ADN satelit alfa
din regiunea D18Z1 a cromozomului 18.

LPF003
Componenta sondei LPF003 este un amestec de sonde ADN fluorescente marcate
direct cu verde si portocaliu, care contin secvente unice:
. Amestecul de sonde verzi contine o sonda de 124 kb si o sonda de
416 kb la 13q14.2 care acopera genele ITM2B, RB1 si RCBTB2,
inclusiv markerii D13S1195, D13S1155, D13S153 si D13S1218.
. Amestecul de sonde portocalii contine o sonda de 348 kb, o sonda de
288 kb si 0 sonda de 106 kb la 21922.13 care acopera genele DYRK1A,
KCNJ6, DSCR4 si DSCRS, inclusiv markerii D21S270, D21S337,
D21S1238, D21S1917 si D21S341.

Materiale furnizate

Sonda: 50 pl per flacon in kitul de 5 teste, 100 pl per flacon in kitul de 10 teste,
300 pl per flacon in kitul de 30 teste, 500 pl per flacon in kitul de 50 teste.
Componentele sondei sunt furnizate preamestecate in solutie de hibridizare (<65%
formamid&; <20 mg sulfat de dextran; <10% solutie salina - citrat de sodiu (SSC))
20x si sunt gata de utilizare.

Contracolorant: 150 pl per flacon in kitul de 5 teste, 500 pl per flacon in kitul de
10 teste, 1000 pl per flacon in kitul de 30 teste sau 1200 pl per flacon in kitul de
50 teste.

Contracolorantul este DAPI Antifade ES (0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindol) Tn mediu de montare pe baza de glicerol).

Atentionari gi precautii

1. Pentru diagnosticare in vitro. Numai pentru utilizare profesionala in laborator.

2. Operatorii trebuie sa se asigure ca sunt consultate si respectate in permanenta
instructiunile de utilizare corecte si cele mai recente.

3. Amestecurile de sonde contin formamida, care este teratogen; nu inhalati
vaporii si nu permiteti contactul cu pielea. Manevrati cu atentie; purtati manusi
si halat de laborator.

4. Manevrati DAPI cu atentie; purtati manusi si halat de laborator.

5. Nu utilizati daca flacoanele sunt deteriorate sau continutul flaconului este
compromis Tn vreun fel.

6. Urmati reglementarile locale privind eliminarea pentru locatia dvs., impreuna
cu recomandarile din Fisa cu date de securitate pentru a determina eliminarea
in sigurantd a acestui produs. Acest lucru este valabil si pentru continutul
deteriorat al kitului de testare.

7. Eliminati toti reactivii utilizati si orice alte materiale contaminate de unica
folosintd urménd procedurile pentru deseurile infectioase sau potential
infectioase. Este responsabilitatea fiecarui laborator s& manipuleze deseurile
solide si lichide in conformitate cu natura si gradul de periculozitate al acestora
si sa le trateze si sa le elimine (sau sa dispuna tratarea si eliminarea) in
conformitate cu orice reglementari aplicabile.

Operatorii trebuie sa fie capabili sa distinga culorile aqua, portocaliu si verde.

Nerespectarea protocolului specificat, a utilizarii echipamentelor si a reactivilor

poate afecta performanta si poate duce la rezultate fals pozitive/negative.

10. Sonda nu trebuie diluatd sau amestecata cu alte sonde.

11. Neutilizarea de 10 pl din sonda in timpul etapei de predenaturare a protocolului
poate afecta performanta si poate duce la rezultate fals pozitive/negative.

12. Toate produsele trebuie validate inainte de utilizare.

13. Controalele interne ar trebui efectuate prin utilizarea populatiilor de celule
neafectate in probele de testare.

14. Trebuie luate masuri de precautie pentru a preveni contaminarea dintre
flacoanele care contin LPF002 si LPF003.

© ®

Definitii de temperatura

e -20 °C/Congelat/La congelator: -25 °C panala-15°C

e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C

e  Temperatura camerei (RT): +15 °C panala +25 °C
Depozitare si manipulare
-15°C  Kitul trebuie pastrat la temperaturi cuprinse intre -25°C si
J/ -15°C in congelator pana la data de expirare, indicata pe
-25°C eticheta kitului. Flacoanele cu sond4 si contracolorant trebuie
pastrate la intuneric.

\ |/ Sonda FISH, contracolorantul DAPI Antifade ES si solutia de
~'g' hibridizare raman stabile pe parcursul ciclurilor de congelare-
=718~ decongelare din timpul utiliz&rii normale (un ciclu constituie
/ I scoaterea flaconului din congelator si repunerea acestuia in
A congelator). Sonde FISH: 5 cicluri pentru kitul de 5 teste, 10
. cicluri pentru kitul de 10 teste, 30 de cicluri pentru kitul de 30
de teste, 50 de cicluri pentru kitul de 50 de teste. Contracolorant: 10 cicluri
pentru kitul de 5 teste, 20 de cicluri pentru kitul de 10 teste, 60 de cicluri pentru
kitul de 30 de teste si 100 de cicluri pentru kitul de 50 de teste. Expunerea la
lumina trebuie redusa la minimum si evitata ori de cate ori este posibil. Pastrati
componentele in recipientul rezistent la lumina furnizat. Componentele utilizate si
depozitate in alte conditii decat cele mentionate pe eticheta pot sa nu functioneze
conform asteptarilor si pot afecta negativ rezultatele testului. Trebuie depuse
toate eforturile pentru a limita expunerea la lumina.

Echipamente si materiale necesare, dar care nu sunt furnizate
Trebuie utilizate echipamente calibrate:

1. Placa fierbinte (cu placa solida si control precis al temperaturii pana la 80 °C)

2. Micropipete cu volum variabil, calibrate si varfuri, in intervalul 1 ul - 200 pl

3. Baie de apa cu control precis al temperaturii la 37 °C si 72 °C

4. Eprubete de microcentrifuga (0,5 ml)

5. Microscop de fluorescenta (va rugam sa consultati sectiunea Recomandare
privind microscopul de fluorescenta)

6. Microscop in contrast de faza

7. Vase Coplin din plastic, ceramica sau sticla rezistenta la caldura, curate

8. Pensa

9. pH-metru calibrat (sau benzi indicatoare de pH capabile sa masoare valori ale

pH-ului de 6,5 — 8,0)
10. Recipient umidificat
11. Ulei de imersie pentru lentile de microscop de grad de fluorescenta
12. Centrifuga pentru banc de lucru
13. Lame de microscop
14. Lamele de 24x24 mm
15. Cronometru
16. Incubator la 37 °C
17. Adeziv din solutie de cauciuc
18. Mixer vortex
19. Cilindri gradati
20. Agitator magnetic
21. Termometru calibrat

Echipamente optionale, care nu sunt furnizate
1. Camera de uscare de citogenetica

Reactivi necesari, dar care nu sunt furnizati

Solutie salina - citrat de sodiu (SSC - saline-sodium citrate) 20x
Etanol 100%

Tween-20

Hidroxid de sodiu (NaOH) 1M

Acid clorhidric (HCI) 1M

Apa purificata

SN~

Recomandare privind microscopul de fluorescenta

Utilizati o lampa cu mercur de 100 wati sau echivalent si obiective plane
apocromate cu imersie Tn ulei de 60/63x sau 100x pentru vizualizare optima.
Fluoroforii utilizati in acest kit de sonde vor fi excitati si vor emite la urmatoarele
lungimi de unda:

Aqua 418 467
Verde 495 521
Portocaliu 551 572

Asigurati-va de atasarea la microscop a unor filtre de excitatie si emisie adecvate
care acopera lungimile de unda enumerate mai sus.

Filtrul cu banda de trecere tripla DAPI/FITC/TRITC este optim pentru vizualizarea
simultana a fluoroforilor verzi si portocalii, precum si pentru contracolorare.
Fluoroforul Aqua are specificitate pentru spectrul Aqua si DEAC (este necesar un
filtru cu banda de trecere unica Aqua sau DEAC).

Verificati microscopul de fluorescenta fnainte de utilizare, pentru a va asigura ca
acesta functioneaza corect. Utilizati ulei de imersie care este adecvat pentru
microscopia de fluorescentd si este formulat pentru autofluorescentd redusa.
Evitati amestecul agentului anti-diminuare a colorarii DAPI cu uleiul de imersie
pentru microscop, deoarece acest lucru ar estompa semnalele. Urmati
recomandarile producatorului cu privire la durata de viata a lampii si varsta filtrelor.

Prepararea probelor

Kitul este conceput pentru utilizare pe celule fixate in solutie Carnoy (3:1
metanol/acid acetic) derivate din probe de lichid amniotic, pentru enumerarea
cromozomilor X, Y, 13, 18 si 21 la pacienti cu sarcini cu risc crescut in care se
suspecteaza sindromul Turner, Patau, Edwards sau Down, care sunt pregatite
conform ghidurilor de laborator sau ale institutiei. Recoltarea probelor de lichid
amniotic trebuie efectuatd conform instructiunilor laboratorului sau institutiei.
Probele care apar sangeroase sau maronii nu trebuie utilizate, deoarece pot
contine sange matern si pot duce la rezultate false. Preparati probele uscate la aer
pe lame de microscop in conformitate cu procedurile standard de citogenetica.
Manualul de laborator de analize citogenetice (Cytogenetics Laboratory Manual) al
AGT (Association of Genetic Technologists) contine recomandari pentru colectarea
specimenelor, cultura, recoltarea si crearea lamelor.?

Prepararea solutiilor

Solutiile de etanol

Diluati etanol 100% cu apa purificatd prin utilizarea urmatoarelor proportii si
amestecati temeinic:

e Etanol 70% - 7 parti etanol 100% la 3 parti apa purificata

e Etanol 85% - 8,5 parti etanol 100% la 1,5 parti apa purificata

Pastrati solutiile timp de maximum 6 luni la temperatura camerei, intr-un recipient
ermetic.

Solutie SSC 2x

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 9 parti apa purificatd si amestecati temeinic.
Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin utilizarea de NaOH sau HCI, dup&d cum
este necesar. Pastrati solutia timp de maximum 4 saptamani la temperatura
camerei intr-un recipient ermetic.
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Solutie SSC 0,4x

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 49 parti apa purificata si amestecati temeinic.
Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin utilizarea de NaOH sau HCI, dupa cum
este necesar. Pastrati solutia timp de maximum 4 saptdmani la temperatura
camerei intr-un recipient ermetic.

Solutie SSC 2x, Tween-20 0,05%

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 9 parti apa purificatd. Adaugati 5 pl de Tween-
20 per 10 ml si amestecati temeinic. Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin
utilizarea de NaOH sau HCI, dupa cum este necesar. Pastrati solutia timp de
maximum 4 saptamani la temperatura camerei intr-un recipient ermetic.

Protocolul FISH
(Nota: Asigurati-va de faptul ca expunerea sondei la luminile din laborator este
limitata in toate momentele temporale.)

Prepararea lamei

1. Depuneti punctiform proba de celule pe o lama de microscop din sticla. Lasati
sa se usuce. (Optional, daca se utilizeaza o camerd de uscare
citogenetica: Camera trebuie sa functioneze la aproximativ 25 °C si umiditate
de 50% pentru depunerea punctiforma optima a probei de celule. Daca nu este
disponibila o camera de uscare de citogenetica, utilizati ca alternativa o hota).

2. Imersati lama in SSC 2x timp de 2 minute la temperatura camerei (RT - room
temperature), fara agitare.

3. Deshidratati in serii de etanol (70%, 85% si 100%), fiecare timp de 2 minute la
RT.

4. Lasati sa se usuce.

Pre-denaturarea

5. Scoateti sonda din congelator si lasati sa se incalzeasca la RT. Centrifugati
scurt eprubetele Tnainte de utilizare.

6. Asigurati-va de faptul ca solutia de sonda este amestecata uniform, cu o
pipeta.

7. Indepartati 10 pl de sond& per test si transferati intr-o eprubetd de
microcentrifugd. Puneti la loc rapid sonda ramasa in congelator.

8. Plasati sonda silama cu proba pentru preincalzire pe o placa fierbinte de 37 °C
(+/- 1 °C) timp de 5 minute.

9. Depuneti punctiform 10 pl de amestec de sonda pe proba de celule si aplicati
cu atentie o lamela. Sigilati cu adeziv din solutie de cauciuc si lasati adezivul
sa se usuce complet.

Denaturarea
10. Denaturati simultan proba si sonda prin incalzirea lamei pe o placa fierbinte la
75 °C (+/- 1 °C) timp de 2 minute.

Hibridizarea
11. Plasati lama fintr-un recipient umed, impermeabil pentru lumina, la 37 °C
(+/- 1 °C) timp de 2 ore.

Spalarile post-hibridizare

12. Scoateti DAPI din congelator si Idsati sa se incalzeasca la RT.

13. Indepértati cu atentie lamela si toate urmele de adeziv.

14. Imersati lama in SSC 0,4x (pH 7,0) la 72 °C (+/- 1 °C) timp de 2 minute fara
agitare.

15. Léasati lama s& se scurga si imersati-o in SSC x2, Tween-20 0,05% la RT
(pH 7,0) timp de 30 secunde fara agitare.

16. Lasati lama sa se scurga si aplicati 10 pl de agent anti-diminuare a colorarii
DAPI pe fiecare proba.

17. Acoperiti cu o lameld, indepartati orice eventuale bule si Iasati culoarea sa se
dezvolte la intuneric timp de 10 minute.

18. Vizualizati cu un microscop de fluorescenta (consultati sectiunea
Recomandare privind microscopul de fluorescenta).

Recomandari procedurale

1. Coacerea sau imbatranirea lamelor poate reduce semnalul de fluorescenta.

2. Conditile de hibridizare pot fi influentate in mod negativ de utilizarea unor
reactivi diferiti de cei furnizati sau recomandati de Cytocell Ltd.

3. Utilizati un termometru calibrat pentru masurarea temperaturilor solutiilor,
bailor de apa si incubatoarelor, deoarece aceste temperaturi sunt critice pentru
performanta optima a produsului.

4. Concentratiile, pH-ul si temperaturile de spalare sunt importante, deoarece o
strictete redusa poate avea ca rezultat legarea nespecifica a sondei, iar o
strictete prea mare poate avea ca rezultat lipsa de semnal.

5. Denaturarea incompletda poate avea ca rezultat lipsa de semnal, iar
denaturarea exagerata poate avea ca rezultat, de asemenea, legarea
nespecifica.

6. Hibridizarea exagerata poate avea ca rezultat semnale suplimentare sau
neasteptate.

7. Utilizatorii trebuie sa optimizeze protocolul pentru propriile lor probe inainte de
utilizarea testului in scopuri diagnostice.

8. Conditiile suboptime pot avea ca rezultat legarea nespecifica, care poate fi
interpretata eronat ca semnal al sondei.

Interpretarea rezultatelor

Evaluarea calitatii lamei

Lama nu trebuie analizata daca:

e Semnalele sunt prea slabe pentru a fi analizate in filtre unice - pentru a
continua analiza, semnalele trebuie sa apara luminoase, distincte si usor
evaluabile

e Existd un numar mare de celule agregate/suprapuse care obstructioneaza
analiza

e >50% dintre celule nu sunt hibridizate

e Existd un exces de particule fluorescente intre celule si/sau o ceata
fluorescenta care interfereaza cu semnalele - in lamele optime, fundalul
trebuie sa apara intunecat sau negru si curat

e Marginile nucleilor celulelor nu pot fi distinse si nu sunt intacte

Linii directoare privind analiza

e  Fiecare proba trebuie analizata si interpretata de doi analisti. Orice discrepanta
trebuie rezolvata prin evaluarea de catre un al treilea analist

e Fiecare analist trebuie sa fie calificat adecvat in conformitate cu standardele
recunoscute la nivel national

e  Fiecare analist ar trebui s& evalueze independent suficienti nuclei din fiecare
proba, astfel incat scorurile combinate ale analistilor sa indeplineasca criteriile
minimale specificate de ghidurile institutionale, regionale sau nationale. Primul
analist trebuie sa inceapa analiza din partea stanga a lamei, iar cel de-al doilea
analist, din partea dreapta.

e Fiecare analist trebuie sa isi documenteze rezultatele in fise separate

e Analizati numai nucleii intacti, nu si pe cei suprapusi sau aglomerati sau nucleii
acoperiti de resturi citoplasmatice sau cu un grad ridicat de autofluorescenta

e Evitati zonele in care exista un exces de resturi citoplasmatice sau hibridizare
nespecifica

e Intensitatea semnalului poate varia, chiar si in cazul unui singur nucleu. in
astfel de cazuri, utilizati filtre unice si/sau ajustati planul focal

« In conditii suboptime, semnalele pot aparea difuze. Daca dou& semnale de
aceeasi culoare se ating unul pe celalalt, sau dacé distanta dintre ele nu este
mai mare decat doua latimi de semnal, sau atunci cand exista un fir slab care
conecteaza cele doua semnale, considerati ca un singur semnal

e Daca aveti orice dubii cu privire la caracterul analizabil al unei celule, nu o
analizati

Nu se analizeaza — nucleii se afla
prea aproape unii de ceilalti pentru
a le putea determina hotarele

Nucleii suprapusi nu se analizeaza
— nu sunt vizibile toate zonele
celor doi nuclei

Considerati ca un semnal verde,
un semnal portocaliu si doua
semnale aqua — semnalul verde
este difuz

Considerati ca un semnal verde,
un semnal portocaliu si doua
semnale aqua — semnalul
portocaliu este difuz

Considerati ca un semnal verde,
un semnal portocaliu si doua
semnale aqua — unul dintre cele
doua semnale aqua este difuz
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Considerati ca un semnal verde,
un semnal portocaliu si doua
semnale aqua — intervalul dintre
semnalele aqua este mai mic
decat doua latimi ale sondei

Nu se analizeaza — nucleii se afla
prea aproape unii de ceilalti pentru
a le putea determina hotarele

Nucleii suprapusi nu se analizeaza
— nu sunt vizibile toate zonele
celor doi nuclei

Considerati ca doua semnale
portocalii si doud semnale verzi —
unul dintre cele doua semnale
verzi este difuz

Considerati ca doua semnale
portocalii si doud semnale verzi —
bresa in cadrul unui semnal verde

este mai mica decét latimea a

doua semnale

Cerinte pentru al treilea analist

in functie de numarul de nuclei anormali pe care I-a observat fiecare analist, poate

fi necesar un al treilea analist. Al treilea analist va analiza acelasi numar de nuclei

ca primii doi analisti, conform specificatiilor din ghidurile institutionale, regionale
sau nationale. Regulile pentru un al treilea analist sunt detaliate in textul si graficul
de mai jos.

Un al treilea analist este necesar daca:

e  Procentul de pozitivitate al unuia dintre analisti este peste valoarea limita, iar
procentul de pozitivitate al celorlalti analisti este sub sau la valoarea limita.

e Procentul de pozitivitate al celor doi analisti diferda cu mai mult de 5%, iar
procentul de pozitivitate al oricaruia dintre ei este egal sau mai mic decat
dublul valorii limita.

e  Procentul de pozitivitate al celor doi analisti diferd cu mai mult de 15%.

Dintre cele trei scoruri obtinute, se va efectua media celor doué valori procentuale

pozitive cele mai apropiate pentru pozitivitatea finala. Daca cele 3 scoruri sunt

echidistante, atunci valoarea de pozitivitate mediana trebuie utilizata.

Nivelul de pozitivitate al unuia dintre
analisti este peste valoarea limita, iar
procentul de pozitivitate al celuilalt
analist este sub sau la valoarea limita

Procentul de pozitivitate
al celor 2 analisti difera
cu mai mult de 5%

Calculati media nivelurilor

procentuale de pozitivitate

ale celor 2 analisti pentru
pozitivitatea finala

Procentul de pozitivitate

al analistilor este egal cu

sau mai mic decat dublul
wvalorii limita

Este necesar un al
3-lea analist

Procentul de pozitivitate
al celor 2 analisti difera
cu mai mult de 15%

Rezultate asteptate
LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Modele de semnale normale asteptate

Tntr-o celul& feminina normald, sunt asteptate dou& semnale verzi si dou& semnale
aqua (2V2A).

Tntr-o celula masculind normal, sunt asteptate un semnal verde, unul portocaliu si
doud semnale aqua (1V1P2A).

Modele de semnale anormale asteptate

Tntr-o celul feminin& cu trisomia 18, modelul de semnale asteptat va fi doua
semnale verzi si trei semnale aqua (2V3A).

Intr-o celuld masculin& cu trisomia 18, modelul de semnale asteptat va fi un
semnal verde, un semnal portocaliu si trei semnale aqua (1V1P3A).

Tntr-o celul& cu sindromul Turner, modelul de semnale asteptat va fi un semnal
verde si doua semnale aqua (1V2A).
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LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Model de semnale normale asteptat

intr-o celuld normald, sunt asteptate doua semnale verzi si doua semnale
portocalii (2V2P).

Modele de semnale anormale asteptate

Intr-o celula cu trisomia 13, se vor astepta trei semnale verzi si dou& semnale
portocalii (3V2P).

intr-o celula cu trisomie 21, se vor astepta dou& semnale verzi si trei semnale
portocalii (2V3P).

n specimene cu aneuploidie/neechilibrate sunt posibile si alte modele de
semnale.

Interferente/substante interferente relevante cunoscute
Fara interferente/substante interferente relevante cunoscute.

Reactivitate incrucisata cunoscuta

Sonda DXZ1 poate prezenta hibridizare incrucisata cu centromerii cromozomilor 1,
11,17 siY.

Sonda DYZ3 poate demonstra hibridizare incrucisata cu centromerii cromozomilor
13, 14, 15, 20, 21, 22 si X.

Sonda D18Z1 poate prezenta hibridizare incrucisata cu centromerii cromozomilor
2,4,8,9,13, 14, 15, 20, 21 si 22.

Raportarea incidentelor grave

Pentru un pacient/utilizator/tert din Uniunea Europeana si din tarile cu regim de
reglementare identic (Regulamentul (UE) 2017/746 privind dispozitivele medicale
de diagnostic in vitro); daca, in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau ca urmare a
utilizarii acestuia, a avut loc un incident grav, va rugam sa il raportati producatorului
si autoritatii dumneavoastra nationale competente.

Pentru incidente grave din alte tari, va rugam sa raportati producatorului si, daca
este cazul, autoritatii dumneavoastra nationale competente.

Adresa de contact pentru vigilenta a producatorului: vigilance@ogt.com

Pentru autoritatile nationale competente din UE, o listd de puncte de contact de
vigilenta se gaseste la:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Caracteristici de performanta specifice

Specificitatea analitica

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Specificitatea analitica este definitd ca procentul de semnale care se hibridizeaza
la locusul corect si nu in alta locatie. Au fost analizate 4 locusuri cromozomiale in
fiecare dintre cele 20 de celule in metafaza din 5 probe, obtindndu-se cate 100 de
puncte de date pentru cromozomii X si Y si 200 de puncte de date pentru
cromozomul 18. Locatia fiecarei sonde hibridizate a fost mapata si a fost inregistrat
numarul de semnale FISH de cromozomi in metafaza care s-au hibridizat in locusul
corect.

Specificitatea analitica a fiecarei sonde din kit a fost calculatd ca numarul de
semnale FISH de cromozomi in metafaza hibridizati la locusul corect impartit la
numarul total de semnale FISH de cromozomi in metafaza hibridizati. Acest rezultat
a fost exprimat ca procent cu un interval de incredere de 95%.

Tabelul 1. Specificitate analitica pentru LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

X§1111 '11' 100 100 100% 96,30-100%
Yé’” - 100 100 100% 96,30-100%
12‘;111 f' 200 200 100% 98,12-100%

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Specificitatea analitica este definitd ca procentul de semnale care se hibridizeaza
la locusul corect si nu n alté locatie. Au fost analizate 4 locusuri cromozomiale in
fiecare dintre cele 20 de celule in metafaza din 5 probe, obtinandu-se cate 200 de
puncte de date pentru cromozomii 13 si 21. Locatia fiecarei sonde hibridizate a fost
mapata si a fost inregistrat numarul de semnale FISH de cromozomi in metafaza
care s-au hibridizat in locusul corect.

Specificitatea analitica a fiecarei sonde a fost calculatd ca numarul de semnale
FISH de cromozomi in metafaza hibridizati la locusul corect impartit la numarul total
de semnale FISH de cromozomi in metafaza hibridizati. Acest rezultat a fost
exprimat ca procent cu un interval de incredere de 95%.

Tabelul 2. Specificitate analiticd pentru LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21
Probe

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

21922.13 200 200 100% 98,12-100%

Sensibilitatea analitica

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Sensibilitatea analitica este procentul de celule de interfaza carora li se poate
atribui un scor cu modelul de semnale normale asteptat. Au fost analizate minimum
50 de celule in interfaza pentru fiecare dintre cele 47 de suspensii celulare fixate
din probe de lichid amniotic de la barbati cariotipic normali sau femei cariotipic
normale, considerate XY sau XX si ca avand un complement normal de cromozom
18, rezultdnd un minim de 2350 de nuclei evaluati pentru fiecare tip de proba.
Datele privind sensibilitatea au fost analizate pe baza procentului de celule care
prezintd un model de semnale normale asteptat si au fost exprimate ca procent cu
un interval de incredere de 95%.

Tabelul 3. Sensibilitate analitica pentru LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

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

Lichidul amniotic >95%

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Sensibilitatea analitica este procentul de celule de interfaza carora li se poate
atribui un scor cu modelul de semnale normale asteptat. Au fost analizate celulele
in interfaza pentru fiecare dintre cele 25 de suspensii celulare fixate din probe de
lichid amniotic, care au fost confirmate ca avand un complement normal al
cromozomilor 13 si 21, rezultdnd un numar minim de 1225 de nuclei evaluati pentru
fiecare tip de proba. Datele privind sensibilitatea au fost analizate pe baza
procentului de celule care prezintd un model de semnale normale asteptat si au
fost exprimate ca procent cu un interval de incredere de 95%.

Tabelul 4. Sensibilitate analiticd pentru LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

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

Lichidul amniotic >95%

Caracterizarea valorilor limita de normalitate

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Valoarea normala de referinta este definita ca procentul de celule care prezinta un
model de semnale fals pozitive la care o persoana ar fi consideratd normala si care
nu este concordant cu un diagnostic clinic. Au fost analizate minimum 50 de celule
in interfaza pentru fiecare dintre cele 47 de suspensii celulare fixate din probe de
lichid amniotic de la barbati cariotipic normali sau femei cariotipic normale,
considerate XY sau XX si ca avand un complement normal de cromozom 18,
rezultdnd un minim de 2350 de nuclei evaluati pentru fiecare tip de proba.
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Valoarea normala de referinta a fost determinata prin utilizarea functiei B-inversa
(BETAINV) din MS Excel. Aceasta a fost calculatd ca procentul de celule in
interfaza care prezintd un model de semnale fals pozitive prin utilizarea limitei
superioare a unui interval de incredere de 95% unilateral al distributiei binomiale
ntr-o proba de la un pacient normal.

Tabelul 5. Caracterizarea valorilor limitd normale pentru LPF002 FAST FISH
Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe

1VI1P3A

Lichidul amniotic 2V3A 11,62%
1V2A

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Valoarea normala de referintd este definita ca procentul de celule care prezintd un
model de semnale fals pozitive la care o persoana ar fi considerata normala si care
nu este concordant cu un diagnostic clinic. Au fost analizate minimum 50 de celule
n interfaza pentru fiecare dintre cele 24 de suspensii celulare fixate din probe de
lichid amniotic normal, care au fost confirmate ca avand un complement normal al
cromozomilor 13 si 21, rezultdnd un numar minim de 1200 de nuclei evaluati pentru
fiecare tip de proba.

Valoarea normala de referinta a fost determinata prin utilizarea functiei B-inversa
(BETAINV) din MS Excel. Aceasta a fost calculatd ca procentul de celule in
interfaza care prezinta un model de semnale fals pozitive prin utilizarea limitei
superioare a unui interval de incredere de 95% unilateral al distributiei binomiale
ntr-o proba de la un pacient normal.

Tabelul 6. Caracterizarea valorilor limitd normale pentru LPFO03 FAST FISH
Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

2V3P

H 1 1 1 0,
Lichidul amniotic 3v2P 8,97%

Laboratoarele trebuie s& verifice valorile de referinta in baza propriilor date. >

Precizia

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Precizia acestui produs a fost masurata in termeni de precizie intre esantioane,
precizie intre loturi si precizie intre zile.

Precizia a fost evaluata utilizand probe negative de urmatoarele tipuri: 3 probe de
lichid amniotic care au fost considerate XY si avand un complement normal al
cromozomului 18.

Precizia intre esantioane a fost evaluata prin testarea a trei esantioane intr-o
singura zi, utilizand un singur lot din produs. Precizia intre loturi a fost evaluata prin
testarea unei singure probe intr-o singura zi, pe trei loturi ale produsului. Precizia
intre zile a fost evaluata prin testarea unei singure probe pe parcursul a trei zile
neconsecutive, utilizand un singur lot din produs.

Rezultatele au fost exprimate ca si coeficient de variatie (CV%) al procentului de
negativitate (% model de semnale negative) pentru fiecare componenta de precizie
(intre esantioane, intre loturi si intre zile), cu un interval de incredere de 95%.

Tabelul 7. Reproductibilitate si precizie pentru LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y,
and 18 Enumeration Probe

Tabelul 8. Reproductibilitate si precizie pentru LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and
21 Enumeration Probe

Reproductibilitatea intre zile Lichid amniotic

: . 0,00%

(de la o zi la alta) (negativ)
Reproductibilitatea intre Lichid amniotic 1.18%
loturi (de la un lot la altul) (negativ) e

Reproc_luct|b|lltate intre 3 x lichid amniotic .

esantioane (de la un . 0,00%

’ ) (negativ)

esantion la altul)

Performanta clinica

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe Component
Pentru a asigura faptul cd sonda de enumerare prenatala FAST FISH X, Y si 18
detecteaza rearanjamentele de destinatie, performanta clinica a fost stabilita in
cadrul unui studiu efectuat pe probe reprezentative ale populatiei de destinatie
pentru produs: Material fixat cu metanol/acid acetic 3:1 din probe de lichid amniotic
prenatal. Marimea esantionului pentru studiu a fost de 70 de specimene, cu o
populatie de 2 specimene pozitive pentru trisomia 18, 3 specimene pozitive pentru
monosomia X si 65 de specimene negative. Toate probele au fost dezidentificate
si randomizate, pentru a preveni eroarea sistematica a analizei. Rezultatele au fost
comparate cu statutul cunoscut al probei. Sonda a identificat corect statutul
probelor in toate cazurile.

Rezultatele acestor teste au fost analizate pentru a furniza valorile privind
sensibilitatea clinica, specificitatea clinica si rata de rezultate fals pozitive (FPR,
false positive rate) pentru semnalele pozitive, prin utilizarea unei abordari
unidimensionale.

Tabelul 9. Performanta clinicd pentru FAST FISH Prenatal X, Y and 18
Enumeration Probe

Sensibilitate clinica (rata de rezultate 100.0%
adevarat pozitive - TPR, true positive rate) ’
Specificitate clinica (rata de rezultate 100.0%
adevarat negative - TNR, true negative rate) ’
Rata de rezultate fals pozitive (FPR, false 0.0%
positive rate) = 1 - specificitatea !

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Pentru a asigura faptul ca sonda de enumerare prenatald FAST FISH 13 si 21
detecteaza rearanjamentele de destinatie, performanta clinica a fost stabilita in
cadrul unui studiu efectuat pe probe reprezentative ale populatiei de destinatie
pentru produs: Material fixat cu metanol/acid acetic 3:1 din probe de lichid amniotic
prenatal. Marimea esantionului pentru studiu a fost de 66 de specimene, cu o
populatie de 5 specimene pozitive pentru trisomia 13, 21 specimene pozitive pentru
trisomia 13 si 48 de specimene negative. Toate probele au fost dezidentificate si
randomizate, pentru a preveni eroarea sistematica a analizei. Rezultatele au fost
comparate cu statutul cunoscut al probei. Sonda a identificat corect statutul
probelor in toate cazurile.

Rezultatele acestor teste au fost analizate pentru a furniza valorile privind
sensibilitatea clinica, specificitatea clinica si rata de rezultate fals pozitive (FPR,
false positive rate) pentru semnalele pozitive, prin utilizarea unei abordari
unidimensionale.

Tabelul 10. Performanta clinica pentru FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration
Probe

Reproductibilitatea intre zile Lichid amniotic
: ) 0,00%
(de la o zi la alta) (negativ)
Reproductibilitatea intre Lichid amniotic 0.41%
loturi (de la un lot la altul) (negativ) e
Reproductibilitate intre o .
esantioane (de la un 3 xlichid af””'°“° 0,00%
’ : (negativ)
esantion la altul)

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Precizia acestui produs a fost masurata in termeni de precizie intre esantioane,
precizie intre loturi si precizie intre zile.

Precizia a fost evaluata utilizand probe negative de urmatoarele tipuri: 3 probe de
lichid amniotic care au fost considerate ca avand un complement normal al
cromozomilor 13 si 21.

Precizia intre esantioane a fost evaluata prin testarea a trei esantioane intr-o
singura zi, utilizand un singur lot din produs. Precizia intre loturi a fost evaluata prin
testarea unei singure probe intr-o singura zi, pe trei loturi ale produsului. Precizia
intre zile a fost evaluata prin testarea unei singure probe pe parcursul a trei zile
neconsecutive, utilizand un singur lot din produs.

Rezultatele au fost exprimate ca si coeficient de variatie (CV%) al procentului de
negativitate (% model de semnale negative) pentru fiecare componenta de precizie
(intre esantioane, intre loturi si intre zile), cu un interval de incredere de 95%.

Sensibilitate clinica (rata de rezultate 100.0%
adevarat pozitive - TPR, true positive rate) ’
Specificitate clinica (rata de rezultate 100.0%
adevarat negative - TNR, true negative rate) ’
Rata de rezultate fals pozitive (FPR, false 0.0%
positive rate) = 1 - specificitatea !

Rezumatul sigurantei si performantei (SSP)

SSP-ul se pune la dispozitia publicului prin intermediul bazei de date europene
privind dispozitivele medicale (Eudamed), unde este conectat la UDI-DI de baza.
URL-ul Eudamed: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

UDI-DI de baza: 50558449LPFO01HK

Daca Eudamed nu este complet functional, SSP-ul va fi pus la dispozitia
publicului la cerere, prin e-mail la adresa SSP@ogt.com.

Informatii suplimentare

Pentru informatii suplimentare referitoare la produs, va rugam sa contactati
departamentul de asistenta tehnica CytoCell.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Internet: www.ogt.com
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Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

REGATUL UNIT

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: probes@cytocell.com
Internet: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Deelbdge 19 D
22297 Hamburg
GERMANIA

| EC |ReP)

Internet: www.sysmex-europe.com

Istoricul versiunilor IFU
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