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Avsett andamal

CytoCell® Prenatal Enumeration Probe Kit &r ett kvalitativt, icke-automatiserat
fluorescens-in-situ-hybridiseringstest (FISH) som anvéands for att detektera de
alfacentromeriska regionerna pa kromosom Xp11.1-q11.1, Yp11.1-q11.1 och
18p11.1-q11.1, samt regionerna kromosom 13q14.2 och 21922.1 i celler fixerade i
Carnoys I6sning (3:1 metanol/attiksyra) harledda fran fostervattenprover, vid
upprakning av kromosomerna X, Y, 13, 18 och 21 i hogriskgraviditeter dar Turners,
Pataus, Edwards eller Downs syndrom misstanks.

Indikationer fér anvandning

Denna enhet &r avsedd att anvandas som ett komplement till andra kliniska och
laboratorietester inom etablerade diagnostiska och kliniska vardkedjor, sasom
ultraljudsundersdkningar och  biokemiska tester, dar kunskap om
kopiantalsstatusen for de centromeriska regionerna pa kromosomerna Xp11.1-
q11.1 och 18p11.1-q11.1 alfa-centromerregionerna samt regionerna 13q14.2 och
21922.1 skulle vara viktig for patienthanteringen.

Begransningar

Denna enhet ar utformad for att detektera kromosommaterial som inkluderar de
centromera regionerna som técks av de gréna, orangea och aquaféargade klonerna
i komponenten Prenatal X, Y och 18 Enumeration Probe, fér kromosomerna X, Y
respektive 18. Genomiska vinster eller forluster utanfér dessa regioner, eller
partiella forluster eller vinster av dessa regioner, kanske inte detekteras med denna
enhet.

Denna enhet ar ocksa utformad for att detektera kromosommaterial som inkluderar
kromosomregionerna 13q14.2 och 21922.1 som tacks av de gréna och orangea
klonerna i komponenten Prenatal 13 och 21 Enumeration Probe. Genomiska
vinster eller forluster utanfér dessa regioner, eller partiella forluster eller vinster av
dessa regioner, kanske inte detekteras med denna produkt.

Enheten ar inte avsedd for fristdende diagnostisering, behandlingsvagledande
diagnostik, populationsbaserad screening, patientnara testning eller egentestning.
Denna enhet har inte validerats for provtyper, sjukdomstyper eller &ndamal utéver
de som anges i det avsedda @&ndamalet. Denna enhet har inte validerats for
anvandning vid detektion av forstarkningar av kromosom X och/eller Y.

Denna enhet ar avsedd som komplement till andra diagnostiska laboratorietester
och behandling bor inte sattas in enbart pa grundval av FISH-resultaten.
Rapportering och tolkning av FISH-resultat bér utféras av lampligt kvalificerad
personal, i enlighet med professionella standarder, och bor ta hansyn till andra
relevanta testresultat samt klinisk och diagnostisk information.

Denna enhet ar endast avsedd for professionell anvandning i laboratorier.
Underlatenhet att folja anvisningarna kan paverka prestanda och leda till falskt
positiva/negativa resultat.

Principer for testet

In situ-hybridisering med fluorescens (FISH) ar en teknik som gor att DNA-
sekvenser kan detekteras pa metafaskromosomer eller i interfaskarnor fran
fixerade cytogenetiska prover. Tekniken anvander DNA-sonder som hybridiserar
till hela kromosomer eller enskilda unika sekvenser, och fungerar som ett kraftfullt
komplement till klassisk cytogenetik. Den senaste utvecklingen har inneburit att
denna vardefulla teknik nu kan tillampas som ett viktigt diagnostiskt verktyg vid
prenatal, hematologisk och patologisk kromosomanalys. Mal-DNA kan efter

fixering och denaturering hybridisera till en likaledes denaturerad, fluorescensmarkt
DNA-sond med en komplementar sekvens. Efter hybridisering avidgsnas obunden
och ospecifikt bunden DNA-sond och DNA-kontrastfargas for visualisering.
Fluorescensmikroskopi  synliggér sedan den hybridiserade sonden pa
malmaterialet.

Sondinformation

Molekylér cytogenetisk analys spelar en central roll i den prenatala utvarderingen
av hogriskgraviditeter, vilket mojliggér korrekt identifiering av kromosomavvikelser
och beddémning av aterfallsrisk. De vanligaste kromosomavvikelserna &r
aneuploidier, definierade som ett onormalt antal kromosomkopior, dar drabbade
individer vanligtvis uppvisar trisomi (tre kopior av en kromosom) eller monosomi
(enda kopia av en kromosom)." Vélkénda, Kliniskt signifikanta aneuploidier
inkluderar trisomierna 13, 18 och 21, samt monosomi X. Dessa avvikelser
representerar viktiga bidragsgivare till utvecklingsstdrningar och negativa
reproduktionsresultat och ar bland de vanligaste indikationerna for invasiv prenatal
diagnostik.?

Trisomy 21 (Downs syndrom), den vanligaste livskraftiga autosomala trisomin,
kénnetecknas av kognitiv forsamring, medfédda hjartfel och multisystemsjukdom,
och &r fortfarande en viktig indikation fér prenatal genetisk testning.3* Trisomi 13
(Pataus syndrom) kannetecknas av hjarnmissbildningar (holoprosencefali),
ansiktsdysmorfism, okuldra avvikelser, postaxial polydaktyli, viscerala
missbildningar (kardiopati) och allvarlig psykomotorisk retardation.® Trisomi 18
(Edwards syndrom) ar associerat med allvarliga medfédda missbildningar, hdg
perinatal dodlighet och valdefinierade ultraljudsfenotyper, vilket understryker
behovet av korrekt prenatal detektion och genetisk bekraftelse.®” Monosomi X
(Turners syndrom), aven kallat kongenitalt ovariellt hypoplasisyndrom, ar den
vanligaste kdnskromosomavvikelsen hos kvinnor och ar ett resultat av fullstandig
eller partiell avsaknad av en X-kromosom.®

Prenatal diagnostik erbjuds vid hogriskgraviditeter med o6kad risk for
kromosomavvikelser sasom trisomi 13, 18, 21 och monosomi X. FISH ar en
validerad molekylar cytogenetisk metod fér snabb detektion och rakning av
kromosomkopieantal i interfaskarnor. FISH méjliggér malinriktad detektion av
vanliga aneuploidier och ger snabba resultat som underlag fér kliniska beslut.
Metoden anvands i stor utstrackning inom modern aneuploididiagnostik, sarskilt i
de fall dar en snabb bekréftelse av kromosomernas kopiantal kravs.% %!

Sondens specifikationer

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
X-centromer, Xp11.1 — q11.1 (DXZ1) Grén
Y-centromer, Yp11.1 — q11.1 (DYZ3) Orange

18 centromerer, 18p11.1 —q11.1 (D18Z1) Aqua
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Kitet innehaller tva sondkomponenter for tva separata hybridiseringar.

LPA002
Sondkomponenten LPAQ002 ar en blandning av direktmarkta fluorescerande DNA-
sonder med gront, orange och vattenfargad farg:
. Den gréna DXZ1-sonden marker direkt alfa-satellit-DNA-sekvenserna
vid DXZ1-regionen pa X-kromosomen.
. Den orangea DYZ3-sonden marker direkt alfa-satellit-DNA-
sekvenserna vid DYZ3-regionen pa Y-kromosomen.
. Den aquafdrgade D18Z1-sonden marker direkt alfa-satellit-DNA-
sekvenserna vid D18Z1-regionen pa kromosom 18.
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LPA003
Sondkomponenten LPAOO3 &r en blandning av grona och orange direktmarkta
fluorescerande DNA-sonder innehallande unika sekvenser:

. Den gréna sondblandningen innehaller en 124kb sond och en 416kb
sond vid 13914.2 som tacker generna ITM2B, RB1 och RCBTB2,
inklusive markérerna D13S1195, D13S1155, D13S153 och D13S1218.

. Den orangea sondblandningen innehaller en 348kb sond, en 288kb
sond och en 106kb sond pa 21922.13 som tacker generna DYRK1A,
KCNJ6, DSCR4 och DSCRS8, inklusive markdérerna D21S270,
D21S337, D21S1238, D21S1917 och D21S341.

Material som medfoljer

Sond: 50 pl per injektionsflaska i kit med 5 tester, 100 pl per injektionsflaska i kit
med 10 tester, 300 pl per injektionsflaska i kit med 30 tester eller 500 pl per
injektionsflaska i kit med 50 tester.

Sondkomponenterna tillhandahalls férblandade i hybridiseringslosning (<65 %
formamid, <20 mg dextransulfat, <10 % av 20x natriumklorid-natriumcitrat (SSC-
buffert)) och ar fardiga att anvandas.

Kontrastfarg: 150 yl per injektionsflaska i kit med 5 tester, 500 pl per
injektionsflaska i kit med 10 tester, 1 000 pl per injektionsflaska i kit med 30 tester
eller 1 200 pl per injektionsflaska i kit med 50 tester.

Kontrastfargen &ar DAPI antifade ES (0,125 ug/mL DAPI (4,6-diamidino-2-
fenylindol) i glycerolbaserat fastmedel).

Varningar och forsiktighetsatgarder

1. For anvéndning vid in vitro-diagnostik. Endast for professionellt bruk i
laboratorium.

2. Operatorer maste sakerstdlla att de korrekta och mest aktuella
bruksanvisningarna konsulteras och féljs hela tiden.

3. Sondblandningar innehaller formamid som &r en teratogen; undvik att andas
in angorna och undvik hudkontakt. Hanteras varsamt. Anvand handskar och
laboratorierock.

4. Hantera DAPI varsamt. Anvand handskar och laboratorierock.

5. Anvand inte skadade flaskor eller om dess innehall har aventyrats pa nagot
satt.

6. Kassera produkten pa ett sakert satt genom att folja lokala bestdmmelser samt
rekommendationerna i sékerhetsdatabladet. Detta géller dven fér skadat
testkitsinnehall.

7. Kassera anvand reagens och annat kontaminerat material for engangsbruk pa

samma satt som vid kassering av smittfarligt eller potentiellt smittfarligt avfall.

Det ar laboratoriets ansvar att hantera fast och flytande avfall i enlighet med

dess typ och hur pass farligt det ar. Avfallet ska hanteras och kasseras (av

personal eller via extern hjalp) i enlighet med tillampliga bestammelser.

Alla anvandare maste kunna skilja mellan fargerna turkos, orange och gront.

Underlatenhet att félja det féreskrivna protokollet kan utrustning och reagenser

paverka prestandan och leda till falskt positiva/negativa resultat.

10. Sonden far inte spadas ut eller blandas med andra sonder.

11. Underlatenhet att anvanda 10 pl sond i protokollsteget fére denaturering kan
paverka prestandan och leda till falskt positiva/negativa resultat.

12. Alla produkter maste valideras fére anvandning.

13. Interna kontroller med opaverkade cellpopulationer i testproverna ska utforas.

14. Forsiktighetsatgarder bor vidtas for att forhindra kontaminering mellan
injektionsflaskorna som innehaller LPA002 och LPAQO3.

8.
9.

Temperatursdefinitioner

e -20 °C/fryst/i frys/i frysen: -25°Ctill -15°C
e« 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C

e Rumstemperatur (RT): +15 °C till +25 °C
Foérvaring och hantering
-15°C  Kitet ska forvaras mellan -25 °C och -15 °C i ett frysskap fram
till det utgangsdatum som anges pa etiketten. Sonden och
-25°C flaskorna med kontrastfirg maste férvaras morkt.

\|/ FISH-sonden, DAPI Antifade ES-kontrastfargningen och
~'g' hybridiseringslésningen forblir stabila under de frys- och
-’7| -— upptiningscykler som férekommer vid normal anvandning (dar

en cykel innebar att ampullen tas ut ur och satts tillbaka i frysen).
o FISH-sonder: 5 cykler for 5-testkitet, 10 cykler for 10-testkitet,
. 30 cykler for  30-testkitet, 50 cykler for 50-testkitet.

Kontrastféarg: 10 cykler for 5-testkitet, 20 cykler for 10-testkitet, 60 cykler fér 30-
testkitet och 100 cykler for 50-testkitet. Exponering for ljus bér minimeras och
undvikas nar det ar mojligt. Férvara komponenterna i den medféljande ljustata
behallaren. Om komponenterna hanteras eller forvaras i forhallanden utdver de
som anges pa etiketten ar det mdjligt att de inte fungerar som de ska, vilket kan
paverka analysresultaten. Exponering for ljus bor begrénsas.

Utrustning och material som behévs men som inte medfdljer

Utrustningen som anvands maste vara kalibrerad:

1. Véarmeplatta (med en fast platta och exakt temperaturreglering upp till 80 °C)

2. Kalibrerade mikropipetter och spetsar med varierande volym mellan 1 pl-
200 pL

3. Vattenbad med exakt temperaturreglering vid 37 °C och 72 °C

4. Mikrocentrifugrdr (0,5 mL)

5. Fluorescensmikroskop  (se  avsnittet om  rekommendationer  for

fluorescensmikroskop)

Faskontrastmikroskop

Rena kyvetter av plast, keramiskt material eller varmetaligt glas

Tang

. Kalibrerad pH-matare (eller pH-indikatorremsor som méater pH 6,5-8,0)

0. Behallare med befuktning

0N

11. Immersionsolja for linser till fluorescensmikroskop
12. Bénkcentrifug

13. Objektglas

14. Tackglas 24 x 24 mm
15. Timer

16. 37 °C inkubator

17. Gummilim

18. Vortexblandare

19. Matglas

20. Magnetisk omrérare
21. Kalibrerad termometer

Valfri utrustning som inte medféljer
1. Cytogenetisk torkkammare

Reagenser som beh6vs men inte medfoljer
20x salt-natriumcitratldsning (SSC)

100 % etanol

Tween-20

1 M natriumhydroxid (NaOH)

1 M saltsyra (HCI)

Renat vatten

oAM=

Rekommendationer for fluorescensmikroskop

Anvand en 100 W kvicksilverlampa eller motsvarande och plana inoljade
apokromatiska objektiv 60/63x eller 100x for optimal visualisering. De fluoroforer
som anvands i denna sonduppséttning exciteras och emitteras vid foljande
vaglangder:

Aqua 418 467
Grén 495 521
Orange 551 572

Se till att mikroskopet ar férsett med ratt excitations- och emissionsfilter fér de ovan
angivna vaglangderna.

Det tredubbla bandpassfiltret DAPI/FITC/TRITC ar optimalt for att visa grona och
orangea fluoroforer och kontrastfargning samtidigt. Aqua-fluoroforen har
specificitet for aqua- och DEAC-spektrumet (enkelbandpass aqua- eller DEAC-filter
kravs).

Kontrollera fluorescensmikroskopet fére anvandning for att sakerstalla att det
fungerar felfritt. Anvand immersionsolja som lampar sig for fluorescensmikroskopi
och har en sammansattning med lag autofluorescens. Undvik att blanda DAPI
antifade med immersionsolja eftersom detta gor signalerna otydliga. Folj
tillverkarens rekommendationer betraffande lampans livslangd och filtrens alder.

Provberedning

Kitet ar utformat for att anvandas pa celler fixerade i Carnoys I0sning (3:1
metanol/attiksyra) erhallna fran fostervattenprover och for att berdkna narvaro av
kromosomer X, Y, 13, 18 och 21 vid hdgriskgraviditeter dar Turner, Patau, Edwards
eller Downs syndrom misstanks, som ar beredda enligt laboratoriets eller
institutionens riktlinjer. Insamling av fostervattenprov bor utféras enligt laboratoriets
eller institutionens riktlinjer. Anvand inte prov som innehaller blod eller har en brun
farg da de kan innehalla moderns blod och leda till felaktiga resultat. Férbered
lufttorkade prover pa objektglas enligt cytogenetiska standardprocedurer. AGT
Cytogenetics Laboratory Manual innehaller rekommendationer for provtagning,
odling, insamling och montering péa objektglas.'?

Losningsberedning

Etanollésningar

Spéad ut 100 % etanol med renat vatten i féljande férhallanden och blanda noggrant:
e 70 % etanol — 7 delar 100 % etanol med 3 delar renat vatten

e 85 % etanol — 8,5 delar 100 % etanol med 1,5 delar renat vatten

Forvara I6sningarna upp till 6 manader i rumstemperatur i en lufttat behallare.

2xSSC-I6sning

Spad ut 1 del 20x SSC-lésning med 9 delar renat vatten och blanda val. Kontrollera
pH-vardet och justera till pH 7,0 med den mangd NaOH eller HCI som kravs.
Forvara I6sningen upp till 4 veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

0,4xSSC-l6sning

Spéad ut 1 del 20x SSC-l6sning med 49 delar renat vatten och blanda noggrant.
Kontrollera pH-vardet och justera till pH 7,0 med den mangd NaOH eller HCI som
kravs. Forvara I6sningen upp till 4 veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

2xSSC, 0,05 % Tween-20-16sning

Spad ut 1 del 20x SSC-l6sning med 9 delar renat vatten. Tillsatt 5 yL Tween-20
per 10 mL och blanda val. Kontrollera pH-vardet och justera till pH 7,0 med den
mangd NaOH eller HClI som kravs. Forvara lésningen upp till 4 veckor i
rumstemperatur i en lufttat behallare.
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FISH-protokoll
(Obs: Se till att sondens exponering for laboratorieljus ar begransad hela tiden)

Forberedelse av objektglas

1. Applicera cellprovet pa ett objektglas for mikroskop. Lat det torka. (Vid
anvéandning av cytogenetisk torkkammare: Kammaren ska anvandas vid
cirka 25 °C och 50 % luftfuktighet for optimal applicering av cellprovet. Om en
cytogenetisk torkkammare inte finns att tillga ar ett dragskap ett alternativ).

2. Sank ned objektglaset i 2 x SSC i 2 minuter i rumstemperatur (RT) utan
berdring.

3. Dehydrerai tre etanolbad efter varandra (70 %, 85 % och 100 %), vart och ett
under 2 minuter i rumstemperatur.

4. Lat det torka.

Fore denaturering

5. Ta ut sonden ur frysskapet och lat den varmas upp till rumstemperatur ur

frysen och 1at den varmas till rumstemperatur. Centrifugera réren latt fore

anvandning.

Sakerstall att sondlésningen ar val blandad med en pipett.

Avlagsna 10 pL av sonden per test och dverfor till ett mikrocentrifugrér. Lagg

snabbt tillbaka aterstdende sond i frysen.

8. Lat sonden och objektglaset forvarmas pa en varmeplatta vid 37 °C (+/- 1 °C)
i 5 minuter.

9. Applicera 10 yL av sondblandningen pa cellprovet och lagg forsiktigt pa ett
tackglas. Forsegla med gummilim och Iat limmet torka helt.

No

Denaturering
10. Denaturera provet och sonden samtidigt genom att varma objektglaset pa en
varmeplatta vid 75 °C (+/- 1 °C) i 2 minuter.

Hybridisering
11. Lagg objektglaset 6ver natten i en fuktig, ljustat behallare vid 37 °C (+/- 1 °C).

Tvittar efter hybridisering

12. Ta ut DAPI ur frysskapet och lat den varmas upp till rumstemperatur (RT).

13. Ta bort tackglaset och alla spar av lim noggrant.

14. Lat objektglaset ligga i 0,4 x SSC (pH 7,0) vid 72 °C (+/- 1 °C) i 2 minuter utan
berdring.

15. Lat objektglaset rinna av och lat det ligga stilla i 2x SSC, 0,05 % Tween-20 i
rumstemperatur (pH 7,0) under 30 sekunder.

16. Lat objektglaset rinna av och applicera 10 uL DAPI mot blekning (antifade) pa
varje prov.

17. L&gg ett tackglas dver, avldgsna eventuella bubblor och lat fargen utvecklas i
morker i 10 minuter.

18. Granska i ett fluorescensmikroskop (se Rekommendationer for
fluorescensmikroskop).

Rekommendationer for forfarandet

1. Ugnshardade eller aldrade objektglas kan reducera fluorescenssignal.

2. Villkoren for hybridisering kan paverkas negativt vid anvandning av andra
reagenser an de som tillhandahalls eller rekommenderas av Cytocell Ltd.

3. Anvand en kalibrerad termometer for att mata temperaturen pa I6sningar,
vattenbad och inkubatorer eftersom dessa temperaturer ar avgérande for att
produkten ska fungera optimalt.

4. Tvéttkoncentrationer, pH-varden och temperaturer ar viktiga eftersom for lag
noggrannhet kan resultera i icke-specifik bindning av sonden och fér hég
noggrannhet kan innebara att signalen uteblir.

5. Ofullstandig denaturering kan resultera i att signalen uteblir och éverdriven
denaturering kan aven leda till icke-specifik bindning.

6. Overdriven hybridisering kan ge resultat som extra eller ovéntade signaler.

7. Anvandare bor optimera protokollet for sina egna prover innan testet anvands
i diagnostiska syften.

8. Icke optimala forhallanden kan resultera i en icke-specifik bindning som kan
misstolkas som en sondsignal.

Tolkning av resultaten

Beddémning objektglaskvalitet

Objektglaset ska inte analyseras i féljande fall:

e Signalerna ar for svaga for analys i enstaka filter — for att fortsatta analysen
ska signalerna framtrada klart och tydligt och vara latta att utvardera

e Det finns ett stort antal hopklumpade/6verlappande celler som forsvarar
analysen

e om >50 % av cellerna inte &r hybridiserade

e Det finns en stor méngd fluorescerande partiklar mellan cellerna och/eller ett
fluorescerande dis som stor signalerna — optimalt ska bakgrunden framsta
mork eller svart och ren

e Cellkarnornas granser gar inte att urskilja och ar inte intakta

Riktlinjer fér analysen

e Tva analytiker bor analysera och tolka alla prover. Eventuella avvikelser bor
avgoras av en tredje analytikers utvardering

e Alla analytiker ska ha lampliga kvalifikationer enligt godkanda nationella
standarder

e Varje analytiker ska oberoende av varandra bedéma tillrackligt med karnor
fran varje prov, sa att det sammanslagna resultatet fran analytikerna uppfyller
de kriterier som galler for institutionens riktlinjer eller lokala och nationella
riktlinjer. Den forsta analytikern ska borja fran vanster pa objektglaset och den
andra analytikern fran hoger

e Varje analytiker ska dokumentera sina resultat i separata utskrifter

e Analysera endast hela karnor, inte kdrnor som &r éverlappande, hopklumpade
eller tackta av cytoplasmatiskt skrap eller hég grad av autofluorescens

Undvik omraden med &verskott av cytoplasmatiskt skrép eller icke-specifik
hybridisering

Signalintensiteten kan variera &ven med en enstaka karna. Anvand i sa fall
enstaka filter och/eller justera fokalplanet

Under icke optimala férhallanden kan signalerna verka otydliga. Om tva
signaler med samma farg vidror varandra eller om avstandet mellan dem inte
ar hogre an tva signalbredder, eller om en tunn stréng forbinder de tva
signalerna ska de betraktas som en signal

Om det finns tvivel om huruvida en cell gar att analysera eller inte, 1at bli att
analysera den

Rakna inte — karnorna ligger for
nara varandra for att
avgransningarna ska kunna
bedémas

Rakna inte 6verlappande karnor —
alla omraden for bada karnorna ar
inte synliga

Raknas som en gron signal, en
orange signal och tva aquasignaler
— den orange signalen ar diffus

Réknas som en gron signal, en
orange signal och tva aquasignaler
— den orangea signalen ar diffus

Réknas som en gron signal, en
orange signal och tva aquasignaler
—en av de tva aquasignalerna ar
diffus

Raknas som en gron signal, en
orange signal och tva aquasignaler
— gapet i aquasignalen ar mindre
an tva sondbredder
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Rakna inte — karnorna ligger for
nara varandra for att
avgransningarna ska kunna
beddémas

Rakna inte éverlappande karnor —
alla omraden for bada karnorna ar
inte synliga

R&kna som tva orangea signaler
och tva gréna signaler — en av de
tva gréna signalerna ar diffus

Rakna som tva orangea signaler
och tva gréna signaler —
mellanrummet i en av de gréna
signalerna ar mindre an tva
signalbredder.

Krav pa tredje analytiker

Beroende pa hur manga onormala karnor varje analytiker har sett kan det i vissa

fall behdvas en tredje analytiker. Den tredje analytikern kommer att analysera

samma antal karnor som de tva forsta analytikerna i enlighet med institutionella,

regionala eller nationella riktlinjer. Reglerna for en tredje analytiker specificeras i

texten och flédesschemat nedan.

En tredje analytiker behdvs om:

e En av analytikernas procentuella positivitet ligger éver cut-off och de andra
analytikernas procentuella positivitet ligger under eller vid cut-off.

e De tva analytikernas procentuella positivitet skiljer sig &t med mer an 5 % och
endera analytikernas procentuella positivitet &r lika med eller lagre an dubbelt
sa hogt som cut-off.

e De tva analytikernas procentuella positivitet skiljer sig & med mer an 15 %.

Av de tre erhallna resultaten kommer de tva ndrmaste positiva procentvardena att

medelvardesbildas for det slutliga positiva resultatet. Om de 3 resultaten ar lika

langt ifran varandra bér medianpositivitetsvardet anvandas.

Den ena analytikemns andel positiva
resultat ligger over gransvardet,
medan den andra analytikerns andel
positiva resultat ligger under eller pa
gransvardet

De 2 analytikernas
procentuella positivitet

Berakna medelvardet av
de 2 analytikernas
procentuella positivitetsnivaer
fér den slutliga positiviteten

Antingen &r andelen
positiva bedémningar
bland analytikerna lika

med eller lagre &n dubbelt
sa hog som gransvardet

3:e analytiker sokes

Forvantade resultat
LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Férvantat normalt signalménster

| en normal kvinnlig cell férvantas tva gréna och tva aquasignaler (2G2A).

| en normal hancell féorvantas en grén, en orange och tva aquaféargade signaler
(1G102A)

Férvantade onormala signalménster

| en honcell med trisomi 18 kommer det forvantade signalmonstret att vara tva
grona signaler och tre aquasignaler (2G3A).

| en hancell med trisomi 18 kommer det forvantade signalmonstret att vara en gron
signal, en orange signal och tre aquasignaler (1G103A)

| en cell med Turners syndrom kommer det férvantade signalménstret att vara en
gron signal och tva aquafargade signaler (1G2A).

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Férvantat normalt signalménster

| en normal cell férvantas tva grona och tva orangea signaler (2G20).

Férvantade onormala signalmdnster

| en cell med trisomi 13 férvantas tre grona och tva orangea signaler (3G20).
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| en cell med trisomi 21 férvantas tva grona och tre orangea signaler (2G30).
Andra signalménster kan forekomma vid aneuploida/obalanserade prover.

Kénda relevanta stérningar/stérande a@mnen
Inga kanda relevanta stérningar/stérande @mnen.

Kénd korsreaktivitet

DXZ1-sonden kan visa korshybridisering till centromererna i kromosomerna 1, 11,
17 och Y.

DYZ3-sonden kan uppvisa korshybridisering med centromererna pa
kromosomerna 13, 14, 15, 20, 21, 22 och X.

D18Z1-proben kan visa korshybridisering till centromererna i kromosomerna 2, 4,
8,9, 13, 14, 15, 20, 21 och 22.

Rapportering av allvarliga incidenter

For patienter/anvandare/tredje part inom EU och i lander med samma
bestammelser ((EU) 2017/746-direktiv om medicintekniska produkter for in vitro-
diagnostik): allvarliga incidenter som sker i samband med anvandning av den har
enheten ska rapporteras till tillverkaren och behdrig nationell myndighet.

For allvarliga incidenter i andra lander och, om tillampligt, till din nationella behdriga
myndighet.

Kontakta tillverkare angaende sakerhetsdvervakning: vigilance@ogt.com

En forteckning 6ver kontaktpunkter for sakerhetsdvervakning for behdriga
nationella myndigheter inom EU finns pa:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Specifika prestandaegenskaper

Analytisk specificitet

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analytisk specificitet definieras som den procentandel signaler som hybridiserar till
ratt locus och ingen annan plats. 4 kromosomloci i var och en av 20 metafasceller
fran 5 prover analyserades, vilket gav 100 datapunkter vardera fér kromosom X
och Y samt 200 datapunkter for kromosom 18. Placeringen av varje hybridiserad
sond kartlades och antalet FISH-signaler i metafaskromosomer som hybridiserade
till ratt locus registrerades.

Den analytiska specificiteten for varje sond i satsen berdknades som antalet FISH-
signaler pa metafaskromosomer som hybridiserats till ratt locus dividerat med det
totala antalet FISH-signaler pa metafaskromosomer som hybridiserats. Detta
resultat uttrycktes som en procentandel med en 95 % konfidensintervall.

Tabell 1. Analytisk specificitet for LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

ng 11 '11' 100 100 100 % 96,30-100 %
Ygf 11 '11' 100 100 100 % 96,30-100 %
1%‘;:1%1' 200 200 100 % 98,12-100 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analytisk specificitet definieras som den procentandel signaler som hybridiserar till
ratt locus och ingen annan plats. 4 kromosomloci i var och en av 20 metafasceller
fran 5 prover analyserades, vilket gav 200 datapunkter vardera fér kromosom 13
och 21. Placeringen av varje hybridiserad sond kartlades och antalet FISH-signaler
i metafaskromosomer som hybridiserade till ratt locus registrerades.

Den analytiska specificiteten for varje sond i satsen berdknades som antalet FISH-
signaler pa metafaskromosomer som hybridiserats till ratt locus dividerat med det
totala antalet FISH-signaler pa metafaskromosomer som hybridiserats. Detta
resultat uttrycktes som en procentandel med en 95 % konfidensintervall.

Tabell 2. Analytisk specificitet fér LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

13g14.2 200 200 100 %

98,12-100 %
98,12—100 %

219221 200 200 100 %

Analytisk sensitivitet

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analytisk sensitivitet ar den procentandel bedémningsbara interfasceller som har
det forvantade normala signalménstret. Minst 50 interfasceller analyserades for var
och en av de 25 fixerade cellsuspensionerna fran fostervattensprover fran

karyotypiskt normala man och 25 karyotypiskt normala kvinnor som bedémdes ha
ett normalt antal kromosom 18, vilket resulterade i att totalt minst 2 500 cellkarnor
granskades. Sensitivitetsdata analyserades baserat pa procentandelen celler som
uppvisade ett normalt forvantat signalmoénster och uttrycktes som procent med 95
% konfidensintervall.

Tabell 3. Analytisk sensitivitet for LPAQO2 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

95,99 % (95,15—
96,69 %)

Fostervatten >95 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analytisk sensitivitet &r den procentandel bedémningsbara interfasceller som har
det forvantade normala signalmoénstret. Minst 50 interfasceller analyserades for var
och en av de 25 fixerade cellsuspensionerna fran fostervattensprover fran
karyotypiskt normala méan eller kvinnor som bedémdes ha ett normalt antal
kromosomer 13 och 21, vilket resulterade i att minst 1 250 cellkarnor bedémdes for
varje provtyp. Sensitivitetsdata analyserades baserat pa procentandelen celler som
uppvisade ett normalt férvantat signalménster och uttrycktes som procent med 95
% konfidensintervall.

Tabell 4. Analytisk sensitivitet fér LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

96,24 % (94,84—
97,64 %)

Fostervatten >95 %

Beskrivning av normala cut-off-vdrden

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Det normala cut-off-vardet definieras som procentandelen celler som uppvisar ett
falskt positivt signalmdnster med vilket en individ skulle anses normal och som inte
stdmmer 6verens med en klinisk diagnos. Minst 50 interfasceller analyserades for
var och en av de 25 fixerade cellsuspensionerna fran fostervattensprover fran
karyotypiskt normala man och 25 karyotypiskt normala kvinnor som bedémdes ha
ett normalt antal kromosom 18, vilket resulterade i att totalt minst 2 500 cellkarnor
granskades.

Gransvardet bestdmdes med hjélp av funktionen B-invers (BETAINV) i MS Excel.
Det berdknades som procentandelen interfasceller som uppvisade ett falskt positivt
signalménster. Den &vre grénsen av ett ensidigt 95 % konfidensintervall av
binomialférdelningen i ett normalt patientprov anvandes.

Tabell 5. Karakterisering av normala cut-off-varden fér LPAQ02 Prenatal X, Y and

18 Enumeration Probe

1G103A 11,62 %
Fostervatten 2G3A 8,97 %
1G2A 13,98 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Det normala cut-off-vardet definieras som procentandelen celler som uppvisar ett
falskt positivt signalménster med vilket en individ skulle anses normal och som inte
stammer 6verens med en klinisk diagnos. Minst 50 interfasceller analyserades for
var och en av cellsuspensionerna fran fostervattenprover fran 25 karyotypiskt
normala man eller kvinnor, vilket resulterade i minst 1 250 karnor som poangsattes
for varje provtyp.

Gransvardet bestdmdes med hjalp av funktionen B-invers (BETAINV) i MS Excel.
Det berdknades som procentandelen interfasceller som uppvisade ett falskt positivt
signalménster. Den Ovre gransen av ett ensidigt 95 % konfidensintervall av
binomialférdelningen i ett normalt patientprov anvandes.

Tabell 6. Karakterisering av normala cut-off-varden fér LPAQO3 Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

2G30

0
Fostervatten 3620 8,97 %

Laboratorierna maste verifiera cut-off-vardena med hjalp av sina egna data.'™

Precision

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Produktens precision har uppmaétts som precision inom samma dag (fran prov till
prov), precision mellan olika dagar (fran dag till dag) och precision mellan olika loter
pa samma inréttning (fran lot till lot).

3 prover anvandes for att bedéma denna produkts precision: 1 normalt
fostervattenprov fran en pojke, klassificerat som XY och med ett normalt antal
kromosomer 18, 1 normalt fostervattenprov fran en flicka, klassificerat som XX och
med ett normalt antal kromosomer 18, samt 1 fostervattenprov fran en flicka med
svagt positivt resultat for trisomi 18.

Precisionen mellan dagar och inom en dag utvérderades genom att proverna
analyserades i tre replikat under 10 icke-sammanhangande dagar. Lot till lot-
precisionen utvarderades genom testning av 3 oberoende produktpartier i tre
replikat med samma prover. Resultaten uttrycktes som &vergripande
Overensstammelse med den forvantade klassificeringen (positiv eller negativ).
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Tabell 7. Reproducerbarhet och precision fér LPA0O02 Prenatal X, Y and 18
Enumeration Probe

Kvinnligt negativt fostervatten 100,0 %
Inom samma dag Fostervatten hos kvinnor med .

. - 90,0 %
trisomi 18

Kvinnligt negativt fostervatten 100,0 %

Mellan dagar Fostervattep hos_ kvinnor med 90,0 %
trisomi 18

Manligt negativt fostervatten 100,0 %

Kvinnligt negativt fostervatten 100,0 %

Mellan loter Fostervattep hos_ kvinnor med 100,0 %
trisomi 18

Manligt negativt fostervatten 100,0 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Produktens precision har uppmatts som precision inom samma dag (fran prow till
prov), precision mellan olika dagar (fran dag till dag) och precision mellan olika loter
pa samma inréttning (fran lot till lot).

3 prover anvandes for att bedéma denna produkts precision: 1 normalt
fostervattenprov som bedémdes ha ett normalt komplement av kromosomerna 13
och 21, 1 lagt positivt fostervattenprov for trisomi 13 och 1 lagt positivt
fostervattenprov for trisomi 21.

Precisionen mellan dagar och inom en dag utvarderades genom att proverna
analyserades i tre replikat under 10 icke-sammanhangande dagar. Lot till lot-
precisionen utvarderades genom testning av 3 oberoende produktpartier i tre
replikat med samma prover. Resultaten uttrycktes som d&vergripande
dverensstammelse med den férvantade klassificeringen (positiv eller negativ).

Tabell 8. Reproducerbarhet och precision fér LPA0O3 Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

Negativt fostervatten 100,0 %
Precision inom Laga positiva varden for trisomi o
} 100,0 %
samma dag 13 i fostervattnet
Laga positiva varden for trisomi o
21 i fostervattnet 96,7 %
Negativt fostervatten 88,9 %
Laga positiva varden for trisomi
Mellan loter 9ap 13 i fostervattnet 100,0 %
Laga positiva varden for trisomi 100,0 %

21 i fostervattnet

Kliniska prestanda

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

For att sékerstalla att Prenatal X, Y och 18 Enumeration Probe detekterar avsedda
omarrangemang, faststalldes klinisk prestanda genom en studie pa representativa
urval av den avsedda populationen for produkten: Fixerat restmaterial av 3:1
metanolattiksyra fran prenatala fostervattenprover. Provstorleken for studien var 71
prover, med en population pa 3 trisomi 18 positiva prover, 2 monosomi X-positiva
prover och 66 negativa prover. Alla prover avidentifierades och randomiserades for
att forhindra analysbias. Resultaten jamférdes sedan med provets kanda status.
Sonden identifierade provets status korrekt i samtliga fall.

Resultaten av dessa tester analyserades for att faststélla klinisk sensitivitet, klinisk
specificitet och frekvensen av falskt positiva resultat (false positive rate, FPR) for
positiva signaler med hjélp av en endimensionell metod.

Tabell 9. Kliniska prestanda for Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Klinisk sensitivitet (verkligt positivt resultat, o
TPR) 100,0 %
Klinisk specificitet (sant negativt resultat, o
TNR) 100,0 %
Falskt positivt res'ult.at (FPR)=1- 00%
Specificitet

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

For att sdkerstélla att Prenatal 13 och 21 Enumeration Probe detekterar de
avsedda kromosomavvikelserna har den kliniska prestandan faststallts genom tre
studier pa representativa urval av den malgrupp som produkten ar avsedd for:
Fixerat restmaterial av 3:1 metanolattiksyra fran prenatala fostervattenprover.
Studien omfattade 172 prov med en malpopulation pa 15 positiva prover for trisomi
13 och 157 negativa prover for trisomi 13, samt totalt 109 positiva prover for trisomi
21 och 63 negativa prover for trisomi 21. Resultaten jamférdes sedan med provets
kanda status. Sonden identifierade provets status korrekt i samtliga fall.

Resultaten av dessa tester analyserades for att faststalla klinisk sensitivitet, klinisk
specificitet och frekvensen av falskt positiva resultat (false positive rate, FPR) for
positiva signaler med hjélp av en endimensionell metod.

Tabell 10. Kliniska prestanda fér Prenatal 13 and 21 upprékningssond

Klinisk sensitivitet (verkligt positivt resultat, 100,0 %
TPR)
Klinisk specificitet (sant negativt resultat, o
TNR) 100,0 %
Falskt positivt res_lljltlat (FPR)=1- 0.0 %
Specificitet

Sékerhets- och prestandasammanfattning (SSP)

Sékerhets- och prestandasammanfattningen ska vara tillganglig via den
europeiska databasen for medicintekniska produkter (Eudamed) och lankat till
grundlaggande UDI-DI.

URL fér Eudamed: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Grundlaggande UDI-DI: 50558449LPA001GG

Om Eudamed inte &r fullt fungerande ska SSP pa begéran goras tillganglig for
allménheten via e-post till SSP@ogt.com.

Mer information

Kontakta CytoCell tekniska supportavdelning for att f& mer information om
produkten.

Tel: +44 (0)1223 294048

E-post: techsupport@cytocell.com

Hemsida: www.ogt.com
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EDMA-symboler for IVD-reagens och -komponenter,
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Symbol Titel Referensnummer
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NT

co innehaller) Ej tillampligt

Patent och varumérken
CytoCell &r ett registrerat varumarke som tillhér Cytocell Limited.

| EC |REP

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0Pz
STORBRITANNIEN

Tel: +44 (0)1223 294048
E-post: probes@cytocell.com
Hemsida: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Deelboge 19 D
22297 Hamburg
TYSKLAND

Hemsida: www.sysmex-europe.com

Bruksanvisningsversion
V001 2026-03-09: Ny bruksanvisning for bestdmmelsen (EU) 2017/746
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