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Utilizagao prevista

O CytoCell® FAST FISH Prenatal Enumeration Probe Kit é um teste qualitativo ndo
automatizado de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) utilizado para detetar
as regides alfacentroméricas cromossémicas Xp11.1-q11.1, Yp11.1-q11.1 e
18p11.1-q11.1, e as regides cromossémicas 13q14.2 e 21922.1 em células fixadas
em solucdo de Carnoy (3:1 de metanol/acido acético) derivadas de amostras de
liquido amniético, na enumeragdo dos cromossomas X, Y, 13, 18 e 21 em
gestagdes de alto risco com suspeita de sindrome de Turner, Patau, Edwards ou
Down.

Indicagoes de utilizagao

Este dispositivo destina-se a ser utilizado como adjuvante de outros testes clinicos
e laboratoriais em vias reconhecidas de diagnéstico e cuidados clinicos, tais como
rastreio ecografico e testes bioquimicos, onde o conhecimento do estado do
numero de cépias nas regides alfacentroméricas cromossémicas Xp11.1-q11.1 e
18p11.1-q11.1 e nas regides cromossémicas 13q14.2 e 21q22.1 seria importante
para o tratamento do doente.

Limitagées

Este dispositivo foi concebido para detetar material cromossémico que inclui as
regides centroméricas abrangidas pelos clones verde, laranja e aqua no
componente de FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe, para os
cromossomas X, Y e 18, respetivamente. Os ganhos ou perdas gendmicas fora
destas regides ou as perdas ou ganhos parciais destas regides poderdo nao ser
detetados com este dispositivo.

Este dispositivo também foi concebido para detetar material cromossémico que
inclui as regides dos cromossomas 13q14.2 e 21g22.1 abrangidas pelos clones
verde e laranja no componente de FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration
Probe. Os ganhos ou perdas gendmicas fora destas regides ou as perdas ou
ganhos parciais destas regides poderdo nao ser detetados com este produto.
Este dispositivo ndo se destina a ser utilizado: como diagnéstico auténomo,
diagnoéstico complementar, rastreio populacional, teste descentralizado ou
autodiagnostico.

Este dispositivo ndo foi validado para tipos de amostra, tipos de doenga ou fins
que ndo os mencionados na utilizagdo prevista. Este dispositivo ndo foi validado
para utilizagdo na detecédo de ganhos do cromossoma X e/ou Y.

Este dispositivo destina-se a ser utilizado como adjuvante de outros testes de
diagnostico laboratoriais e ndo deve ser iniciada qualquer medida terapéutica
apenas com base nos resultados da FISH.

A comunicagao e interpretagdo dos resultados da FISH devem ser efetuadas por
técnicos devidamente qualificados, de forma consistente com as normas da pratica
profissional, e devem tomar em consideragdo outros resultados de testes e
informagdes clinicas e de diagndstico relevantes.

Este dispositivo destina-se apenas a uma utilizagdo profissional em ambiente
laboratorial.

O ndo cumprimento do protocolo pode afetar o desempenho do produto e dar
origem a falsos resultados positivos/negativos.

Principios do teste

A hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) é uma técnica que permite detetar
sequéncias de ADN em cromossomas metafasicos ou em nucleos interfasicos de
amostras citogenéticas fixadas. A técnica recorre a sondas de ADN que se
hibridam com cromossomas inteiros ou sequéncias Unicas individuais e serve de
forte adjuvante a citogenética classica. Desenvolvimentos recentes fizeram com
que esta valiosa técnica possa agora ser aplicada como uma ferramenta de
diagndstico essencial na andlise cromossémica pré-natal, hematoldgica e
patolégica. O ADN-alvo, ap6s fixacdo e desnaturagdo, fica disponivel para
hibridizagdo com uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e desnaturada de
forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Apés a hibridizacéo, a
sonda de ADN ndo ligada e nao especificamente ligada é removida e o ADN é
contracorado para efeitos de visualizagédo. A microscopia de fluorescéncia permite
entéo a visualizagao da sonda hibridada no material-alvo.

Informacgées sobre a sonda

A analise citogenética molecular desempenha um papel fundamental na avaliagéo
pré-natal de gestagdes de alto risco, permitindo a identificagcdo exata de anomalias
cromossomicas e a avaliagdo do risco de recorréncia. As anomalias
cromossomicas mais comuns sdo as aneuploidias, definidas como um numero de
copias de cromossomas anormal, com os individuos afetados a apresentarem
tipicamente trissomia (trés copias de um cromossoma) ou monossomia (copia
Unica de um cromossoma).” As aneuploidias bem conhecidas e clinicamente
significativas incluem as trissomias dos cromossomas 13, 18 e 21, bem como a
monossomia do cromossoma X. Estas anomalias contribuem significativamente
para as perturbagcdes do desenvolvimento e para resultados reprodutivos
adversos, estando entre as indicagdes mais comuns para o diagnostico pré-natal
invasivo.?

A trissomia 21 (sindrome de Down), a trissomia autossémica viavel mais comum,
caracteriza-se por défice cognitivo, anomalias cardiacas congénitas e morbilidade
multissistémica, continuando a ser uma indicagéo fundamental para a realizagao
de testes genéticos pré-natais.®* A trissomia 13 (sindrome de Patau) caracteriza-
se por malformacgdes cerebrais (holoprosencefalia), dismorfismo facial, anomalias
oculares, polidactilia poés-axial, malformagdes viscerais (cardiopatia) e atraso
psicomotor grave.® A trissomia 18 (sindrome de Edwards) estd associada a
malformagdes congénitas graves, elevada mortalidade perinatal e fenétipos
ecograficos bem definidos, sublinhando a necessidade de uma detecédo pré-natal
precisa e de confirmagdo genética.®’” A monossomia X (sindrome de Turner),
também referida como sindrome de hipoplasia ovarica congénita, € a anomalia
cromossomica sexual mais comum no sexo feminino e resulta da auséncia total ou
parcial de um cromossoma X.8

O diagnostico pré-natal € proposto em gestagdes de alto risco, com risco acrescido
de anomalias cromossémicas, como a trissomia 13, 18, 21 e a monossomia do
cromossoma X. A FISH é um método de citogenética molecular validado para a
detegdo rapida e a contagem do numero de copias cromossémicas em nucleos
interfasicos. A FISH permite a detecdo orientada de aneuploidias comuns e
fornece resultados rapidos para apoiar a tomada de decisbes clinicas, sendo
amplamente utilizada nos diagnésticos modernos de aneuploidias, particularmente
quando é necessaria uma confirmacéo imediata do estado do numero de cépias
cromossoémicas.® 01

Especificacdo da sonda

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

Centréomero Y, Yp11.1-911.1 (DYZ3) Laranja

Centromero 18, 18p11.1—q11.1 (D18Z1) Aqua
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O kit contém dois componentes de sondas para duas hibridizagdes separadas.

LPF002
O componente de sondas LPF002 é uma mistura de sondas de ADN diretamente
marcadas por fluorescéncia verde, laranja e aqua:
. A sonda verde DXZ1 marca diretamente as sequéncias de ADN alfa
satélite na regidgo DXZ1 do cromossoma X.
. A sonda laranja DYZ3 marca diretamente as sequéncias de ADN alfa
satélite na regido DYZ3 do cromossoma Y.
. A sonda aqua D18Z1 marca diretamente as sequéncias de ADN alfa
satélite na regido D18Z1 do cromossoma 18.

LPF003
O componente de sondas LPF003 é uma mistura de sondas de ADN diretamente
marcadas por fluorescéncia verde e laranja contendo sequéncias Unicas:
. A mistura de sondas verdes contém uma sonda de 124 kb e uma sonda
de 416 kb em 13q14.2 que abrange os genes ITM2B, RB1 e RCBTB2,
incluindo os marcadores D13S1195, D13S1155, D13S153 e
D13S1218.
. A mistura de sondas laranja contém uma sonda de 348 kb, uma sonda
de 288 kb e uma sonda de 106 kb em 21g22.13 que abrange os genes
DYRK1A, KCNJ6, DSCR4 e DSCRS, incluindo os marcadores
D21S270, D21S337, D21S1238, D21S1917 e D21S341.

Materiais fornecidos

Sonda: 50 pL por frasco num kit de 5 testes, 100 yL por frasco num kit de
10 testes, 300 uL por frasco num kit de 30 testes ou 500 pL por frasco num kit de
50 testes.

Os componentes de sondas sdo fornecidos pré-misturados em solugdo de
hibridizagéo (<65% de formamida; <20 mg de sulfato de dextrano; <10% de citrato
de sédio salino [SSC] 20x) e est&o prontas a utilizar.

Contracorante: 150 pL por frasco num kit de 5 testes, 500 pL por frasco num kit
de 10 testes, 1000 pL por frasco num kit de 30 testes ou 1200 pL por frasco num
kit de 50 testes.

O contracorante € o DAPI Antifade ES (0,125 pg/mL de DAPI [4,6-diamidino-2-
fenilindol] em meio de montagem baseado em glicerol).

Adverténcias e precaugoes

1. Para utilizacdo em diagnéstico in vitro. Apenas para utilizagéo profissional em
laboratorio.

2. Os operadores devem certificar-se de que as Instrucdes de utilizagao corretas
e atualizadas sdo sempre consultadas e respeitadas.

3. As misturas de sondas contém formamida, um teratégeno; n&o inalar vapores

nem permitir o contacto com a pele. Manuseie com cuidado; use luvas e uma

bata de laboratorio.

Manuseie o DAPI com cuidado. Use luvas e uma bata de laboratdrio.

5. Nao utilize se o(s) frasco(s) estiver(em) danificado(s), ou se o conteddo do
frasco for comprometido de qualquer forma.

6. Siga a regulamentagdo local de eliminagéo relativa a sua localizagdo
juntamente com as recomendagdes da Ficha de dados de seguranca para
determinar como eliminar este produto de forma segura. Tal também se aplica
a conteldos do kit de teste danificados.

7. Elimine todos os reagentes utlizados e quaisquer outros materiais

contaminados que possam ser eliminados de acordo com os procedimentos

para residuos infeciosos ou potencialmente infeciosos. E da responsabilidade

de cada laboratdrio lidar com os residuos solidos e liquidos de acordo com a

respetiva natureza e grau de perigo, bem como tratar e eliminar os mesmos

(ou encarregar um terceiro de o fazer) de acordo com quaisquer

regulamentagdes aplicaveis.

Os operadores tém de conseguir distinguir as cores aqua, laranja e verde.

A inobservancia do protocolo, do equipamento e dos reagentes especificados

pode afetar o desempenho do produto e dar origem a falsos resultados

positivos/negativos.

10. A sonda néo deve ser diluida nem misturada com outras sondas.

11. A néo utilizagdo de 10 uL de sonda durante a fase pré-desnaturacdo do
protocolo pode afetar o desempenho do produto e dar origem a falsos
resultados positivos/negativos.

12. Todos os produtos devem ser validados antes de serem utilizados.

13. Devem ser efetuados controlos internos utilizando populagdes de células ndo
afetadas em amostras de testes.

14. Devem ser tomadas precaugdes para evitar a contaminagéo entre os frascos
contendo o LPF002 e o LPF003.

»>
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Definigoes de temperatura

e -20 °C/Congelado/No congelador: -25°Ca-15°C
¢ 37°C: +37°C+1°C
o« 72°C: +72°C+1°C
o« 75°C: +75°C+1°C

e  Temperatura ambiente (TA): +15°Ca+25°C
Conservagao e manuseamento
-15°C O kit deve ser conservado num congelador a uma temperatura
J/ de -25 °C a -15 °C até ao prazo de validade indicado no rétulo
-25°C do kit. Os frascos de sonda e de contracorante tém de ser
conservados num local escuro.

\\ 7 A sonda FISH, o contracorante DAPI Antifade ES e a
~ [) - Hybridisation Solution mantém-se estaveis ao longo dos ciclos
—’/— I o~ de congelamento e descongelamento que ocorrem durante a

utilizagdo normal (em que um ciclo constitui a remogéo do
A frasco do congelador e a sua reposi¢do no mesmo). Sondas
. FISH: 5 ciclos para o kit de 5 testes, 10 ciclos para o kit de

10 testes, 30 ciclos para o kit de 30 testes, 50 ciclos para o kit de 50 testes.
Contracorante: 10 ciclos para o kit de 5 testes, 20 ciclos para o kit de 10 testes,
60 ciclos para o kit de 30 testes, 100 ciclos para o kit de 50 testes. A exposigéo a
luz deve ser reduzida ao minimo e evitada sempre que possivel. Armazene os
componentes no recipiente a prova de luz fornecido. Os componentes utilizados
e armazenados sob condigbes para além das mencionadas no rétulo podem nao
funcionar como esperado e podem afetar os resultados do ensaio de forma
adversa. Devem ser envidados todos os esforcos para limitar a exposicéo a luz.

Equipamento e materiais necessarios, mas nao fornecidos

E necessario utilizar equipamento calibrado:

1. Placa quente (com uma placa sdlida e controlo exato da temperatura até
80 °C)

2. Micropipetas e pontas de volume variavel calibradas, entre 1 uL—200 pL

3. Aparelho de banho-maria com controlo exato da temperatura de 37 °C a
72°C

4. Tubos de microcentrifugagéo (0,5 mL)

5. Microscopio de fluorescéncia (ver secgdo "Recomendagao de microscopio de
fluorescéncia")

6. Microscopio de contraste de fase

7. Jarras de Coplin limpas em plastico, ceramica ou vidro termorresistente

8. Pinga

9. Medidor de pH calibrado (ou tiras indicadoras de pH capazes de medir um
pH de 6,5-8,0)

10. Recipiente humidificado

11. Oleo de imersao de lentes para microscépio de fluorescéncia
12. Centrifuga de bancada

13. Laminas de microscopio

14. Lamelas de 24 x 24 mm

15. Temporizador

16. Incubadora a 37 °C

17. Cola de solugado de borracha
18. Agitador vortex

19. Cilindros graduados

20. Agitador magnético

21. Termdémetro calibrado

Equipamento opcional ndo fornecido
1. Camara de secagem citogenética

Reagentes necessarios, mas nao fornecidos
Solugéo salina de citrato de sodio (SSC) 20x
Etanol a 100%

Tween-20

Hidréxido de sodio 1M (NaOH)

Acido cloridrico 1M (HCI)

Agua purificada

OO WN =

Recomendacgao de microscopio de fluorescéncia

Utilize uma lampada de mercurio de 100 watts ou equivalente e lentes planas
apocromaticas para imersdo em o6leo 60/63x ou 100x para obter a melhor
visualizagéo possivel. As substancias fluorescentes utilizadas neste kit de sondas
sdo excitadas e emitem luz nos seguintes comprimentos de onda:

Aqua 418 467
Verde 495 521
Laranja 551 572

Certifique-se de que os filtros de excitacdo e emissdo apropriados, que abrangem
os comprimentos de onda listados acima, est&o instalados no microscépio.

O filtro passa-banda triplo DAPI/FITC/TRITC é ideal para visualizar os fluoréforos
verdes e laranja, bem como o contracorante em simultaneo. O fluoréforo aqua tem
especificidade para o espetro Aqua e DEAC (& necessario um filtro passa-banda
simples Aqua ou DEAC).

Verifigue o microscépio de fluorescéncia antes da sua utilizagdo para garantir o
seu correto funcionamento. Utilize um 6leo de imersdo que seja adequado a
microscopia de fluorescéncia e formulado para baixa autofluorescéncia. Evite
misturar o DAPI Antifade com o 6leo de imers&o para microscépio, dado que essa
mistura vai obscurecer os sinais. Siga as recomendagdes dos fabricantes
relativamente a vida util da lampada e a duragéo dos filtros.

Preparagao de amostras

O kit destina-se a ser utilizado em células fixadas em solucdo de Carnoy (3:1 de
metanol/acido acético) derivadas de amostras de liquido amniético, na
enumeragéo dos cromossomas X, Y, 13, 18 e 21 em gestagdes de alto risco com
suspeita de sindrome de Turner, Patau, Edwards ou Down, que s&o preparadas
de acordo com as diretrizes do laboratério ou da instituigdo em causa. A colheita
das amostras de liquido amniético deve ser realizada de acordo com as diretrizes
do laboratério ou da instituicdo em causa. As amostras com vestigios de sangue
ou acastanhadas nédo devem ser utilizadas, uma vez que podem conter sangue
materno e conduzir a resultados falsos. Prepare as amostras secas ao ar em
laminas de microscépio de acordo com os procedimentos citogenéticos padrdo. O
manual laboratorial de citogenética da AGT (Cytogenetics Laboratory Manual)
contém recomendacdes para a colheita de espécimes, realizagdo de culturas,
colheitas e preparacéo de laminas.'?
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Preparagao da solugao

Solugbes de etanol

Dilua etanol a 100% com agua purificada utilizando os seguintes racios e, em
seguida, misture bem:

e Etanol a 70% — 7 partes de etanol a 100% para 3 partes de agua purificada

e Etanol a 85% — 8,5 partes de etanol a 100% para 1,5 partes de agua purificada
Conserve as solugdes durante um maximo de 6 meses a temperatura ambiente
num recipiente hermético.

Solugao de SSC 2x

Dilua 1 parte de solugdo de SSC 20x em 9 partes de agua purificada e misture
bem. Verifique o pH e ajuste-o para 7,0 utilizando NaOH ou HCI, conforme
necessario. Conserve a solugdo durante um maximo de 4 semanas a temperatura
ambiente num recipiente hermético.

Solugao de SSC 0,4x

Dilua 1 parte de solugdo de SSC 20x em 49 partes de agua purificada e misture
bem. Verifigue o pH e ajuste-o para 7,0 utilizando NaOH ou HCI, conforme
necessario. Conserve a solugdo durante um maximo de 4 semanas a temperatura
ambiente num recipiente hermético.

Solugao de SSC 2x e 0,05% de Tween-20

Dilua 1 parte de solugdo de SSC 20x em 9 partes de agua purificada. Adicione
5 pL de Tween-20 por cada 10 mL e misture bem. Verifique o pH e ajuste-o para
7,0 utilizando NaOH ou HCI, conforme necessario. Conserve a solugdo durante
um maximo de 4 semanas a temperatura ambiente num recipiente hermético.

Protocolo FISH
(Nota: Certifique-se de que a exposigéo da sonda as luzes do laboratério seja
sempre limitada)

Preparagao das laminas

1. Cologue uma gota de amostra celular numa lamina de vidro para microscopio.
Deixe secar. (Opcional, se estiver a utilizar uma camara de secagem
citogenética: a camara deve ser utilizada com uma temperatura aproximada
de 25 °C e humidade de 50% para que a colocagdo de gotas de amostra seja
a melhor possivel. Na auséncia de uma camara de secagem citogenética,
utilize um exaustor de laboratério como alternativa.)

2. Mergulhe a lamina em SSC 2x durante 2 minutos a temperatura ambiente
(TA) sem agitar.

3. Desidrate numa série de etanol (70%, 85% e 100%), cada uma durante
2 minutos a TA.

4. Deixe secar.

Pré-desnaturacao

5. Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a TA. Centrifugue os
tubos brevemente antes de os utilizar.

6. Certifique-se de que a solugdo da sonda é uniformemente misturada com uma
pipeta.

7. Retire 10 yL de sonda por cada teste e transfira-os para um tubo de
microcentrifugag@o. Reponha o restante volume da sonda no congelador.

8. Coloque a sonda e a lamina da amostra numa placa quente a 37 °C (+/-1 °C)
durante 5 minutos para pré-aquecimento.

9. Coloque 10 pL de solugéo de sonda na amostra de células e aplique uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solugdo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

Desnaturagao
10. Desnature a amostra e a sonda em simultaneo aquecendo a lamina numa
placa quente a 75 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos.

Hibridizagdao
11. Coloque a lamina num recipiente humido resistente a luz a 37 °C (+/-1 °C)
durante 2 horas.

Lavagens pés-hibridizagao

12. Retire o DAPI do congelador e deixe-o aquecer até a TA.

13. Retire a lamela e todos os vestigios de cola com cuidado.

14. Mergulhe a lamina em SSC 0,4x (pH 7,0) a 72 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos
sem agitar.

15. Drene alamina e mergulhe-a em SSC 2x e 0,05% de Tween-20 a TA (pH 7,0)
durante 30 segundos sem agitar.

16. Drene alamina e aplique 10 pyL de DAPI Antifade em cada amostra.

17. Cubra a amostra com uma lamela, elimine eventuais bolhas e deixe que a cor
se desenvolva no escuro durante 10 minutos.

18. Visualize com um microscépio de fluorescéncia (ver sec¢do Recomendagao
de microscépio de fluorescéncia).

Recomendagbes processuais

1. O envelhecimento ou o cozimento das laminas no forno pode reduzir a
fluorescéncia do sinal.

2. As condigdes de hibridizacdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacdo de reagentes que ndo os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. Utilize um termdémetro calibrado para medir as temperaturas das solugdes,
banhos-maria e incubadoras, visto que estas temperaturas s&o criticas para o
desempenho ideal do produto.

4. As concentragdes de lavagem, o pH e as temperaturas sdo importantes, visto
que condigdes pouco rigorosas podem resultar numa ligagdo nao especifica
da sonda e condigdes demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de
sinal.

5. Uma desnaturagéo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturagdo excessiva também pode resultar em ligagéo ndo especifica.

o

Uma hibridizagdo excessiva pode resultar em sinais adicionais ou
inesperados.

7. Os utilizadores devem otimizar o protocolo para as suas proprias amostras
antes de utilizarem o teste para efeitos de diagnostico.
8. Condigdes aquém do ideal podem resultar em ligagdo ndo especifica que

pode ser incorretamente interpretada como um sinal de sonda.

Interpretagéo dos resultados

Avaliagao da qualidade das laminas

A lamina néo deve ser analisada nos seguintes casos:

e Os sinais sdo demasiado fracos para analisar com filtros simples — para

proceder a andlise, os sinais devem ser luminosos, distintos e faciimente

avaliaveis.

Ha um numero elevado de células agrupadas/sobrepostas a obstruir a andlise.

>50% das células ndo estdo hibridadas.

Ha um excesso de particulas fluorescentes entre as células e/ou uma névoa

fluorescente que interfere com os sinais — em laminas ideais, o fundo deve

estar escuro ou preto e limpo.

e Nao é possivel distinguir os limites dos nucleos das células, que ndo estdo
intactos.

Diretrizes para a andlise

e Dois analistas devem analisar e interpretar cada amostra. Qualquer
discrepancia deve ser resolvida pela avaliagdo de um terceiro analista.

e Cada analista deve estar adequadamente qualificado de acordo com as
normas nacionais reconhecidas.

e Cada analista deve pontuar independentemente nucleos suficientes de cada
amostra para que as pontuagdes combinadas dos analistas cumpram os
critérios minimos especificados pelas diretrizes institucionais, regionais ou
nacionais. O primeiro analista deve comecar a analise pelo lado esquerdo da
lamina e o segundo analista pelo lado direito.

e Cada analista deve documentar os seus resultados em folhas separadas.

e Analise apenas nucleos intactos e ndo nucleos sobrepostos ou agrupados,
nem nucleos cobertos por residuos citoplasmaticos ou um elevado grau de
autofluorescéncia.

e Evite areas com excesso de residuos citoplasmaticos ou hibridizagdo nao
especifica.

e Alntensidade do sinal pode variar, mesmo num Unico nucleo. Nesses casos,
utilize filtros simples e/ou ajuste o plano focal.

e Em condigbes aguém das ideais, os sinais poderédo parecer difusos. Se dois
sinais da mesma cor tocarem um no outro, ou se a distancia entre eles nao
for superior a duas larguras de sinal, ou quando houver uma cadeia vaga a
ligar ambos os sinais, conte-os como um sinal.

e  Se tiver duvidas sobre se uma célula é analisavel ou ndo, ndo a analise.

Nao contar — os nucleos estéo
demasiado juntos para determinar
limites

Nao contar nucleos sobrepostos —
todas as areas de ambos os
nucleos néo estao visiveis

Contar como um sinal verde, um
sinal laranja e dois sinais aqua — o
sinal verde ¢ difuso

Contar como um sinal verde, um
sinal laranja e dois sinais aqua — o
sinal laranja é difuso
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Contar como um sinal verde, um
sinal laranja e dois sinais aqua —
um dos dois sinais aqua é difuso

Contar como um sinal verde, um
sinal laranja e dois sinais aqua — o
intervalo no sinal aqua é menos de

duas larguras de sonda

N&o contar — os nucleos estao
demasiado juntos para determinar
limites

Nao contar nucleos sobrepostos —
todas as areas de ambos os
nucleos néo estao visiveis

Contar como dois sinais laranja e
dois sinais verdes — um dos dois
sinais verdes é difuso

Contar como dois sinais laranja e
dois sinais verdes — o intervalo
num sinal verde ¢ inferior a duas
larguras de sinal
Recurso a terceiro analista
Consoante o numero de nucleos anormais que cada analista observou, podera ser
necessario recorrer a um terceiro analista. O terceiro analista analisara o mesmo
numero de nucleos que os dois primeiros analistas, conforme especificado pelas
diretrizes institucionais, regionais ou nacionais. As regras para a utilizagdo de um
terceiro analista estdo detalhadas no texto e fluxograma abaixo.
E necessario recorrer a um terceiro analista nos seguintes casos:
e A percentagem de positividade de um dos analistas é superior ao limite e a
percentagem de positividade dos outros analistas é inferior ou igual ao limiar.
e A percentagem de positividade dos dois analistas difere em mais de 5% e a
percentagem de positividade de um dos analistas é igual ou inferior ao dobro
do limite.
e A percentagem de positividade dos dois analistas difere em mais de 15%.
Das trés pontuagdes obtidas, sera calculada a média dos dois valores percentuais

positivos mais proximos para obter a positividade final. Se as trés pontuagdes
forem equidistantes, deve utilizar-se o valor mediano de positividade.

A percentagem de positividade de Sim
um analista é superior ao limite, T —
a do outro analista & inferior ou igual

1Néc

A percentagem de
positividade dos dois
analistas difere em mais
de 5%

Sim

Calcule 2 média dos niveis

percentuais de positividade

dos dois analistas para obter
a positividade final

A percentagem de
positividade de um dos
analistas & igual ou
inferior ao dobro do limite

3.° analista necessario

A percentagem de
positividade dos dois
analistas difere em mais
de 15%

Resultados esperados
LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Padrdes de sinais normais esperados

Numa célula feminina normal, espera-se dois sinais verdes e dois sinais aqua
(2Verd2A).

Numa célula masculina normal, espera-se um sinal verde, um sinal laranja e dois
sinais aqua (1Verd1L2A).

Padrées de sinais anormais esperados

Numa célula feminina com trissomia 18, o padrao de sinais esperado sera dois
sinais verdes e trés sinais aqua (2Verd3A).

Numa célula masculina com trissomia 18, o padrao de sinais esperado sera um
sinal verde, um sinal laranja e trés sinais aqua (1Verd1L3A).

Numa célula com sindrome de Turners, o padrao de sinais esperado € um sinal
verde e dois sinais aqua (1Verd2A).
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LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Padréo de sinais normal esperado

Numa célula normal, espera-se dois sinais verdes e dois laranja (2Verd2L).

Padrdes de sinais anormais esperados

Numa célula com trissomia 13, espera-se trés sinais verdes e dois sinais laranja
(3Verd2L).

Numa célula com trissomia 21, espera-se dois sinais verdes e trés sinais laranja
(2Verd3L).

Sao possiveis outros padrdes de sinais em espécimes
aneuploides/desequilibrados.

Interferéncias/substancias interferentes relevantes conhecidas
Sem interferéncias/substancias interferentes relevantes conhecidas.

Reatividade cruzada conhecida

A sonda DXZ1 pode apresentar hibridizacdo cruzada aos centrémeros dos
cromossomas 1, 11,17 e Y.

A sonda DYZ3 pode apresentar hibridizacdo cruzada aos centrémeros dos
cromossomas 13, 14, 15, 20, 21, 22 e X.

A sonda D18Z1 pode apresentar hibridizagdo cruzada com os centrémeros dos
cromossomas 2, 4, 8, 9, 13, 14, 15, 20, 21 e 22.

Comunicacgao de incidentes graves

Para um doente/utilizador/terceiro na Unido Europeia e em paises com regime
regulatério idéntico (Regulamento [UE] 2017/746 sobre dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro): se, durante a utilizagéo deste dispositivo ou como resultado
da sua utilizagdo, ocorrer um incidente grave, comunique-o ao fabricante e a
autoridade competente nacional.

No caso de incidentes graves ocorridos noutros paises, é favor comunica-los ao
fabricante e, se aplicavel, a autoridade nacional competente.

Contacto de vigilancia do fabricante: vigilance@ogt.com

Quanto a autoridades competentes nacionais na UE, pode obter uma lista de
pontos de contacto de vigilancia em:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Caracteristicas especificas de desempenho

Especificidade analitica

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

A especificidade analitica é definida como a percentagem de sinais que se
hibridam com o locus correto e nenhuma outra localizagdo. Foram analisados
4 loci cromossémicos em cada uma de 20 células metafasicas de 5 amostras,
proporcionando 100 pontos de dados para os cromossomas X e Y e 200 pontos
de dados para o cromossoma 18. A localizagdo de cada sonda hibridada foi
mapeada e o numero de sinais de FISH de cromossomas metafasicos hibridados
com o locus correto foi registado.

A especificidade analitica de cada sonda do kit foi calculada como o nimero de
sinais de FISH de cromossomas metafasicos que se hibridaram com o locus
correto, dividido pelo numero total de sinais de FISH de cromossomas metafasicos
hibridados. Este resultado foi expresso em forma de percentagem com um
intervalo de confianga de 95%.

Tabela 1. Especificidade analitica para a LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and
18 Enumeration Probe

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

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

A especificidade analitica é definida como a percentagem de sinais que se
hibridam com o locus correto e nenhuma outra localizagdo. Foram analisados
4 loci cromossémicos em cada uma de 20 células metafasicas de 5 amostras,
proporcionando 200 pontos de dados para cada um dos cromossomas 13 e 21. A
localizagéo de cada sonda hibridada foi mapeada e o nimero de sinais de FISH
de cromossomas metafasicos hibridados com o locus correto foi registado.

A especificidade analitica de cada sonda foi calculada como o nimero de sinais
de FISH de cromossomas metafasicos que se hibridaram com o locus correto,
dividido pelo numero total de sinais de FISH de cromossomas metafasicos
hibridados. Este resultado foi expresso em forma de percentagem com um
intervalo de confianca de 95%.

Tabela 2. Especificidade analitica para a LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21
Probe

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

21g22.13 200 200 100% 98,12-100%

Sensibilidade analitica

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

A sensibilidade analitica é a percentagem de células interfasicas pontuaveis com
0 padrdo de sinais normal esperado. Foi analisado um minimo de 50 células
interfasicas para cada uma das 47 suspensdes de células fixas de amostras de
liquido amniético de individuos do sexo masculino ou feminino cariotipicamente
normais considerados XY ou XX e com um complemento normal do
cromossoma 18, resultando num minimo de 2350 nucleos pontuados para cada
tipo de amostra. Os dados da sensibilidade foram analisados com base na
percentagem de células que apresentavam um padr&o de sinais esperado normal
e foram expressos como percentagem com um intervalo de confianga de 95%.

Tabela 3. Sensibilidade analitica para a LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

95,37% (94,44%—
96,14%)

Liquido amniético >95%

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

A sensibilidade analitica é a percentagem de células interfasicas pontuaveis com
o padrao de sinais normal esperado. Foram analisadas as células interfasicas para
cada uma das 25 suspensdes de células fixas de amostras de liquido amniético
confirmadas como tendo um complemento normal dos cromossomas 13 e 21,
resultando num minimo de 1225 nucleos pontuados para cada tipo de amostra. Os
dados da sensibilidade foram analisados com base na percentagem de células que
apresentavam um padrdo de sinais esperado normal e foram expressos como
percentagem com um intervalo de confianga de 95%.

Tabela 4. Sensibilidade analitica para a LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

97,47% (95,98%—
98,96%)

Liquido amniético >95%

Caracterizagao dos valores de limite normais

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

O valor de limite normal é definido como a percentagem de células que apresentam
um padrdo de sinais falso positivo com o qual um individuo seria considerado
normal e ndo consistente com um diagnéstico clinico. Foi analisado um minimo de
50 células interfasicas para cada uma das 47 suspensdes de células fixas de
amostras de liquido amniético de individuos do sexo masculino ou feminino
cariotipicamente normais considerados XY ou XX e com um complemento normal
do cromossoma 18, resultando num minimo de 2350 nucleos pontuados para cada
tipo de amostra.
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O valor de limite foi determinado utilizando a fungdo B-inversa (BETAINV) no
MS Excel. Foi calculado como a percentagem de células interfasicas que
apresentam um padrdo de sinais falso positivo utilizando o limite superior de um
intervalo de confianga de 95% unilateral da distribuigdo binomial numa amostra de
doente normal.

Tabela 5. Caracterizacéo dos valores de limite normais para a LPF002 FAST FISH
Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe

1Verd1L3A

Liquido Amnidtico 2Verd3A 11,62%
1Verd2A

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

O valor de limite normal é definido como a percentagem de células que apresentam
um padrdo de sinais falso positivo com o qual um individuo seria considerado
normal e ndo consistente com um diagnostico clinico. Foi analisado um minimo de
50 células interfasicas para cada uma das 24 suspensdes de células fixas de
amostras normais de liquido amniético confirmadas como tendo um complemento
normal dos cromossomas 13 e 21, resultando num minimo de 1200 nucleos
pontuados para cada tipo de amostra.

O valor de limite foi determinado utilizando a fungdo B-inversa (BETAINV) no
MS Excel. Foi calculado como a percentagem de células interfasicas que
apresentam um padrdo de sinais falso positivo utilizando o limite superior de um
intervalo de confianca de 95% unilateral da distribuigdo binomial numa amostra de
doente normal.

Tabela 6. Caracterizacéo dos valores de limite normais para a LPF003 FAST FISH
Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

2Verd3L

Liquido amnidtico 8,97%

3Verd2L

Os laboratorios tém de verificar os valores de limite utilizando os seus préprios
dados. '

Precisao

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

A precisdo deste produto foi medida em termos da precisdo interamostras, da
precisao interlotes e da preciséo interdiaria.

A precisdo foi avaliada utilizando amostras negativas do(s) seguinte(s) tipo(s):
3 amostras de liquido amniético consideradas XY e com um complemento normal
do cromossoma 18.

A precisdo interamostras foi avaliada através da analise de trés amostras num
unico dia, utilizando um unico lote do produto. A preciséo interlotes foi avaliada
através da anadlise de uma Unica amostra num unico dia em trés lotes do produto.
A precisdo interdiaria foi avaliada através da analise de uma Unica amostra em trés
dias ndo consecutivos, utilizando um unico lote do produto.

Os resultados foram expressos como o coeficiente de variagdo (CV%) da
percentagem de negatividade (% padrdo de sinais negativo) para cada
componente de precisdo (interamostras, interlotes e interdiaria) com um intervalo
de confianga de 95%.

Tabela 7. Reprodutibilidade e precisdo para a LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y,
and 18 Enumeration Probe

Os resultados foram expressos como o coeficiente de variagdo (CV%) da
percentagem de negatividade (% padrdo de sinais negativo) para cada
componente de precisao (interamostras, interlotes e interdiaria) com um intervalo
de confianga de 95%.

Tabela 8. Reprodutibilidade e preciséo para a LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and
21 Enumeration Probe

Reprodutibilidade interdiaria Liquido amnidtico
) ) - 0,00%
(dia para dia) (negativa)
Reprodutibilidade interlotes Liquido amniético
- 1,18%
(lote para lote) (negativa)
Reprodutibilidade Liquido amnidtico 3x
interamostras (amostra para q ; 0,00%
(negativa)
amostra)

Desempenho clinico

Componente de LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
Para assegurar que a FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe deteta
os rearranjos pretendidos, o desempenho clinico foi estabelecido através de um
estudo, com amostras representativas da populagdo pretendida para o produto:
material fixado com 3:1 de metanol/acido acético de amostras de liquido amnidtico
pré-natal. O tamanho da amostra para o estudo foi de 70 espécimes, com uma
populacdo de 2 espécimes positivos para trissomia 18, 3 espécimes positivos para
monossomia X e 65 espécimes negativos. Todas as amostras foram anonimizadas
e aleatorizadas para evitar enviesamentos na andlise. Os resultados foram entéo
comparados com o estado conhecido da amostra. A sonda identificou
corretamente o estado das amostras em todas as situagdes.

Os resultados destes testes foram analisados para proporcionar os valores da
sensibilidade clinica, da especificidade clinica e da taxa de falsos positivos (FPR)
para os sinais positivos, utilizando uma abordagem unidimensional.

Tabela 9. Desempenho clinico da FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration
Probe

Sensibilidade clinica (taxa de verdadeiros )
positivos, TPR) 100,0%
Especificidade cllmlca (taxa de verdadeiros 100,0%
negativos, TNR)
Taxa de falsos positivos (FPR) =1 — .
ifici 0,0%
Especificidade

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Para assegurar que a FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe deteta
os rearranjos pretendidos, o desempenho clinico foi estabelecido através de um
estudo, com amostras representativas da populagéo pretendida para o produto:
material fixado com 3:1 de metanol/acido acético de amostras de liquido amniético
pré-natal. O tamanho da amostra para o estudo foi de 66 espécimes, com uma
populagdo de 5 espécimes positivos para trissomia 13, 13 espécimes positivos
para trissomia21 e 48 espécimes negativos. Todas as amostras foram
anonimizadas e aleatorizadas para evitar enviesamentos na analise. Os resultados
foram entdo comparados com o estado conhecido da amostra. A sonda identificou
corretamente o estado das amostras em todas as situagdes.

Os resultados destes testes foram analisados para proporcionar os valores da
sensibilidade clinica, da especificidade clinica e da taxa de falsos positivos (FPR)
para os sinais positivos, utilizando uma abordagem unidimensional.

Tabela 10. Desempenho clinico da FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration
Probe

Reprodutibilidade interdiaria Liquido amnidtico o
) h . 0,00%
(dia para dia) (negativa)
Reprodutibilidade interlotes Liquido amnidtico
- 0,41%
(lote para lote) (negativa)
Reprodutibilidade - e
interamostras (amostra para Liquido am'?'Otlco 3 0,00%
(negativa)
amostra)

Sensibilidade clinica (taxa de verdadeiros .
positivos, TPR) 100,0%
Especificidade cllnllca (taxa de verdadeiros 100,0%
negativos, TNR)
Taxa de falsos positivos (FPR) =1 — .
ifici 0,0%
Especificidade

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
A precisdo deste produto foi medida em termos da precisdo interamostras, da
precisao interlotes e da precisao interdiaria.

A precisdo foi avaliada utilizando amostras negativas do(s) seguinte(s) tipo(s):
3 amostras de liquido amniético consideradas como tendo um complemento
normal dos cromossomas 13 e 21.

A precisado interamostras foi avaliada através da andlise de trés amostras num
unico dia, utilizando um unico lote do produto. A preciséo interlotes foi avaliada
através da analise de uma Unica amostra num Unico dia em trés lotes do produto.
A precisao interdiaria foi avaliada através da analise de uma Unica amostra em trés
dias ndo consecutivos, utilizando um unico lote do produto.

Resumo de seguranca e desempenho (SSP)

O SSP sera disponibilizado para o publico através da base de dados europeia
sobre dispositivos médicos (Eudamed), onde esta ligado ao UDI-DI basico.
URL da Eudamed: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

UDI-DI basico: 50558449LPF001HK

Se a Eudamed néo estiver totalmente funcional, o SSP sera disponibilizado para
o publico mediante solicitagdo para o e-mail SSP@ogt.com.

Informagoes adicionais

Para obter mais informagdes sobre o produto, contacte o departamento de
assisténcia técnica da CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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Glossario de simbolos
EN ISO 15223-1:2021 — "Dispositivos médicos — Simbolos a
utilizar com informacodes fornecidas pelo fabricante — Parte 1:
Requisitos gerais™
(© Organizacao Internacional de Normalizagao)

Simbolo Titulo Numero(s) de

referéncia
M pt: Fabricante 5.1.1
pt: Representante
autorizado na
E Comunidade 5.1.2
Europeia/Unido
Europeia
g pt: Prazo de validade 5.1.4
LOT pt: Cédigo de lote 515
pt: Numero de
catalogo 516

\‘l’/ pt: Manter afastado

N~ .

//.{\ da luz solar 53.2
pt: Limite de 5.3.7
temperatura

pt: Consultar as
instrucdes de 54.3

utilizagéo

pt: Consultar as
instrugbes de 54.3
utilizacéo eletrénicas

pt: Cuidado 5.4.4

==

pt: Dispositivo
médico de 5.5.1
diagnostico in vitro

<
=)

\ ; / pt: Suficiente para
<n> testes 585
_ bt: Identificacéo 5.7.10
unica do dispositivo

Simbolos EDMA para reagentes e componentes IVD, revisdo
de outubro de 2009

Numero(s) de

Simbolo Titulo P
referéncia
CONT pt: Conte}Jdo (ou N/D
contém)

Patentes e marcas comerciais
CytoCell € uma marca registada da Cytocell Limited.

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

REINO UNIDO

T: +44 (0)1223 294048

E: probes@cytocell.com
W: www.ogt.com

@ Sysmex Europe SE
Deelbdge 19 D
22297 Hamburg
ALEMANHA

W: www.sysmex-europe.com
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