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Fetal Cell Count™ kit

Flédescytometrisk diagnos av fetomaternell
Transfusion

REF|'1QP-363 ¥ 25 prov [Ii] bruksanvisning
IVD| C€ For in vitro diagnostik

Avsedd anvandning

Fetal Cell Count™ kit anvands for urskiljning och kvantitativ
pavisning av humana réda fetala blodkroppar i moderns
blod. Fetal Cell Count™ kit bygger p& en kénslig och exakt
metod for flddescytometri som ger moéjlighet till tvafaldig
fluorescensdetektion av tvad intracelluldra antigener -
hemoglobin F (HbF) och karbanhydras (CA). Bade HbF och
CA pavisas i roda blodceller frdn humant perifert helblod
som antikoagulantbehandlats med EDTA eller heparin. Hela
dubbelfargnings- och analysprocessen av upp till fem
blodprov kan genomféras pa& 1,5 timmar fran
blodprovstagning.

Metodprincip

Metoden for Fetal Cell Count™ kit bygger pa en
kombination av tva antikroppar. Den ena antikroppen riktas
mot fetalt hemoglobin (HbF), som finns i de roéda
blodkropparna hos fostret och i sm& halter i de roda
blodkropparna hos vuxna (sa kallade F-celler). Den andra
antikroppen riktas mot karbanhydras (CA), ett enzym som
endast finns i réda blodkroppar hos vuxna och fosterceller i
ett mycket sent stadium. Tack vare att
flodescytometrimetoden anvander tva farger kan dessa tva
intracelluldra antigener pavisas samtidigt. Vidare innebar
det faktum att man anvander formaldehyd som fixativ och
natriumlaurylsulfat for permeabilisering av fixerade roéda
blodkroppar att bakgrundsfargningen &r 1a8g, HbF-lackaget
negligerbart och hopklumpningen av celler minimal.

For varje patientprov ska ett blodprov fran vuxen (man),
spetsat med 5 % navelstrangsblod som en positiv kontroll
och utan navelstrangsblod som en negativ kontroll
inkluderas med testet.

Kitet innehdller:

Reagens A Fixeringslosning (A) - 2,5ml
med < 0,1% natriumazid

Reagens B Fixeringslosning (B) - 2,5ml
buffrad formaldehyd
@ @ FARA

Reagens C Permeabiliseringslosning (C) - 2,5ml
med natriumlaurylsulfat (SDS)

Reagens D (10 x) | Tvéttlésning (10x D), 10x 1 x 50

koncentrerad fosfatbuffrad ml
saltlésning (PBS) med heparin

Reagens E Monoklonal antikropp fér humant 1,3 ml
karbanhydras som konjugerats med
FITC, inneh&llande < 0,1 %
natriumazid

Reagens F Monoklonal antikropp fér humant 1,3 ml

fosterhemoglobin som konjugerats
med R-PE, innehdllande < 0,1 %
natriumazid

Varje sats innehdller tillrackligt med reagenser for att
utfora 25 tester.

Laboratoriematerial som behovs, men inte ingar
Laboratoriecentrifug, 5 ml sterilt provror, sterila
mikrocentrifugror med konisk botten, fosfatbuffrad
saltldsning (PBS) med ett pH-virde pa 7,4, avjoniserat och
destillerat  vatten, blodprovsror med antikoagulant,
justerbara  mikropipetter och spetsar, vortexmixer,
hemocytometer eller automatisk cellrdknare, tidtagarur
eller timer.
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24X Forvaring

Vid mottagandet, forvara reagens vid 2-8 °C. Undvik direkt
solljus. Reagens som férvaras enligt férvaringsanvisningar
ar stabila fram till sista forbrukningsdagen (anges pa
etiketten). Vid upprepad anvandning av kitet, stall tillbaka
reagens i 2-8 °C direkt efter anvandning.

A & * Varningar och forsiktighet

Natriumazidhaltiga reagenser kan reagera med bly- och
kopparror och bilda explosiva metallazider. Spola med
stora mangder vatten vid kassering for att forebygga
azidavlagringar. Reagenser ska alltid hanteras i enlighet
med god laboratoriesed och ldmpliga forsiktighetsatgérder
ska vidtas. Det &r ocksa viktigt att vidta &ndamalsenliga
forsiktighetsatgarder vid hantering av  patientprover.
Pipettera inte med munnen och anvand handskar under
processen. Reagens B innehdller formaldehyd som &r en

mycket giftig, allergiframkallande och eventuellt
karcinogent reagens. Den boér hanteras enligt god
laboratoriesed med vidtagande av lampliga

forsiktighetsatgarder. Undvik kontakt med hud och 6gon.
Testet ska utféras av Ilampligt utbildad, behorig
laboratoriepersonal. Kontakta tillverkaren om det finns
skador pa kitet.

Provtagning och beredning
Reagensberedning

- Fére  testtagning bor den 10x  koncentrerade
tvattidsningen (10x reagens D) spadas. Per prov behdvs
ca 16 ml av 1x reagens D. 18 ml av 0,2 ym filtrerat
demineraliserat vatten till 2 ml av 10x reagens D
tvattldsning. Den totala volymen &ar 20 ml av 1x D
tvattlésning (Maximal volym). Till exempel, nar man
testar ett patientprov, anvands en negativ och en positiv
kontroll med totalt 60 ml 1x reagens D.

- Alla reagenser boér vara vid rumstemperatur fére
anvandning. Sarskilt reagens C bér vara vid
rumstemperatur (eventuella féllningar ska uppldsas fore
anvandning).

Provtagning och bearbetning av ett patientprov

- Samla(minst) 1,0 ml vendst blod i ett EDTA eller heparin-
behandlat provrér, med hjdlp av aseptisk venpunktur.
Blodprov ska férvaras vid antingen 2-8 °C eller vid
rumstemperatur (20 - 25 °C) tills bearbetningen. Efter 12
timmar ska provet forvaras vid 2-8 © C och bor testas
inom 72 timmar.

- Ett patientprov som lagrades (12-72 timmar), bor tvattas
tre gdnger med 1x reagens D (3 x 2 ml med 300 g i 3
minuter, 1&g broms) innan testerna ska pabdrjas. Om
mojligt ska man anvanda centrifugens mjukstart och -
stopp.

Bearbetning av navelstrdngsblod och vuxenblod
som skall anvdandas for experiment med tillsatser

- Navelstrangsblod och vuxenblod som skall anvandas for
experiment med tillsatser kan ocksd lagras upp till 72
timmar.

- Navelstréangsblod och vuxenblod boér alltid tvattas tre
génger med anvandning av 1x reagens D (3 x 2 ml vid
300 g under 3 minuter, 18g broms) innan tillsatser
adderas och starten av fargningsproceduren. Om mojligt
ska man anvanda centrifugens mjukstart och -stopp.
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Kontrollprover

Kor alltid ett positivt och negativt kontrollprov med
varje patientprov. En blandning av navelstrangsblod och
blod frdn en vuxen (man) rekommenderas som ett
positivt  kontrollprov. N&r det inte finns ndgot
navelstrangsblod tillgangligt kan FETALtrol (FH101)
anvdndas. Blod frdn vuxen (man) som inte &r spetsat
rekommenderas som negativt kontrollprov.

Positiv_kontroll och att anvénda foér konfiguration av

cytometer

- Blanda ca 5 % navelstrangsblod i normalt vuxenblod
(volym/volym). Endast tvattad navelstréngsblod och
vuxenblod ska blandas.

- Nar blandningen inte bara anvands for konfiguration och
kontroll, utan &ven for en exakt kvantifiering av de
spetsade cellerna, ska erytrocyterna i bade navelstréngs-
och vuxna blodprover réknas i en hematologi-analysator.
Med hjalp av dessa siffror kan tillsatserna berdknas
exakt.

Negativ kontroll (inga fetala celler)

- Som en negativ kontroll rekommenderas det att anvanda
blod frn en vuxen man. Behandla detta material som
patientprov i proceduren.

Testprocedur Fetal Cell Count™-kit

Fixering och permeabilisering
kontroll (spetsat) prov och patientprov

1. Mark varje patientprov och de positiva och negativa
externa kontrollerna ett separat 5 ml-centrifugrér med
konisk botten.

2. Tillsatt 100 pL reagens A i varje ror.

3. Tillsatt 10 pL EDTA-antikoagulerat helblod, blanda och
skaka. Nér FetalTrol anvdnds som ett kontrollprov bér 5
ul anvéndas.

4. Tillsatt 100 pl reagens B och skaka p& vortex.

5. Inkubera den blandade cellsuspensionen vid
rumstemperatur i exakt 30 minuter. Blanda
suspensionen forsiktigt var 10:e minut.

6. Tillsatt 2 ml 1x reagens D och blanda cellerna genom
att vanda réren ndgra génger.

7. Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter.

8. Kassera supernatanten.

9. Tillsatt 100 pL 1x reagens D.

10. Atersuspendera cellpelleten och skaka forsiktigt pa
vortex.

11.Tillsatt 100 pL reagens C och skaka pd vortex
(inkubationstiden p& exakt 3 minuter startas med det
forsta roret). Reagens C bor vara vid rumstemperatur
(eventuella féllningar ska uppldsas fore anvandning).

12.Efter exakt 3 minuter: Tillsatt 2 ml 1x reagens D och
blanda cellerna genom att vénda réren ndgra ganger.

13. Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter.

14.Kassera supernatanten.

15.Tillsstt 2 ml 1x reagens D och &tersuspendera
cellpelleten genom att vanda réren ndgra génger.

16. Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter.

17.Kassera supernatanten.

18. Atersuspendera cellpelleten i 1 ml 1x reagens D och
dtersuspendera cellerna genom férsiktig blandning pa
vortex.

Immunofluorescerande fargning kontrollprov
19.Mark fyra koniska bottenrér som kan anvandas med
flodescytometern med S1, S2, S3 och S4.

20.Tillsatt de olika komponenterna till roren genom att félja

tabell 1 och blanda.

oducts

26.

27.

28.

29.
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21.Inkubera vid rumstemperatur i 15 minuter i morker
(undvika direkt ljus).

Ror 5 % spetsat prov Reagens Reagens
E F
S1 50 pl --- ---
S2 50 pl 50 i ---
S3 50 pl --- 50 pl
S4 50 pl 50 pl 50 pl
Tabell 1. Komponenter som ska blandas ihop for

justering av installningarna for flédescytometern.

22.Tillsétt 2 ml 1x reagens D och
cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter.

Kassera supernatanten.

centrifugera

23.

24. Rtersuspendera cellpelleten i 500 pl 1x reagens D.

25.Cellerna @ nu redo for datainsamling genom
flodescytometri. Cellerna bér utvarderas inom 30
minuter.

Immunofluorescerande fargning av patientprov

Tillsatt ihop i ett nytt rér med konisk botten och blanda
val:

a) 50 pl reagens E - antihuman CA FITC

b) 50 pl reagens E - antihuman HbF-R PE

c) 50 ul erytrocytsuspension (den erhdllna cell-

suspensionen fran steg 18)

Inkubera vid rumstemperatur i 15 minuter i morker
(undvik direkt ljus).
Tillsétt 2 ml 1x reagens D och
cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter.
Kassera supernatanten.
. Rtersuspendera cellpelleten i 500 pl 1x reagens D.

centrifugera

31. Cellerna &r nu redo for datainsamling genom
flodescytometri. Cellerna bér utvarderas inom 30
minuter.

Datainsamling

List mode-filer av minst 100 000 handelser ska samlas
in for log-FSC, log-SSC, och log-fluorescens signaler for
bade fluorokromkonjugerade antikroppar med omradet
avgransat vid erytrocyterna genom gating.

Mindre an 100 000 hé&ndelser kommer att paverka
analysens noggrannhet.

For att forhindra sammantréffande da en fostercell och
en moderscell passerar lasern rekommenderas det att
kora proverna vid en I13g till medelhdg hastighet.

Instrumentens kravspecifikationer

Kontrollera att flodescytometern har kalibrerats pa ratt
satt enligt tillverkarens instruktioner.

Det rekommenderas att utféra instrumentkalibrering
och underhall med jamna mellanrum.

Flodescytometern boér anvandas av en utbildad tekniker.
Utvarderingen av resultaten bér géras av nagon som &r
utbildad i tolkningen av flédescytometriska data.

Instrumentinstillningar

Denna procedur beskriver konfigurationen av
flodescytometern fére insamlingen och analysen av data
fr8n Fetal Cell Count™ kit.

Vid analys &r det |ldttare att tolka data ndr antalet
héndelser i varje punktdiagram &r begrdnsat till 10 000
héndelser.
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Analys

1. Valj alla erytrocyter i de negativa kontrollceller (S1;
ofdrgad kontroll) genom att anvénda ett omrdde och
utesluta allt skrap och bakgrundsljud genom att stélla in
en lamplig FSC-troskel (se cytogram 1). Valj logaritmisk
forstarkning for okningar i FSC och SSC. Aktivera
omrédet for alla ytterligare steg i utvarderingen.

FITC-A

FSCA

Cytogram 1 Cytogram 2
2. Samma prov (S1; ofdrgad kontroll) bdr ocksa
anvandas for att justera spanningar i FL1 och FL2
fotomultiplikatorrér (PMT). FL1/FL2 utgdngssignaler
bér vara belagna i det nedre vanstra hornet i en FL1
vs. FL2 plotterdiagram (se cytogram 2).
3. Dubletter kan uteslutas genom att gdra ett positivt

omrade pad de enskilda handelserna, genom att
utesluta dubletter i FSC-omradet vs. plotterdiagram
for FSC-bredd (se cytogram 3).

Anviand en kombination av omrdde 1 (héndelser)
och omradde 2 (enstaka hindelser) i alla andra steg
och for samtliga prover i utvarderingen.

(x1,000)
240

20,

0

FSC-w

@
FSC-A

Cytogram 3

For att justera kompensationen av FITC fran FL2,
Bor provet som fargats med anti-
karbonanhydras FITC (S2) analyseras. FL1
positiva signaler (vuxna roda blodkroppar) bér vara i
den nedre hogra kvadranten av FL1 vs. FL2
plotterdiagram (se cytogram 4).

Installningar foér fluorescenskompensering mellan
FITC och R-PE fluorescenssignaler bér optimeras for
att separera fostercellerna frdn moderns F-celler.
Analysera provet som fargats med endast anti-
HbF R-PE (S3) for att justera kompenseringen for
R-PE frédn FL1. FL2 positiva signaler (fostrets réda
blodkroppar) bor synas i den Ovre vanstra
kvadranten av FL1 vs. FL2 plotterdiagram (se
cytogram 5).

2 s

10

10 10
FITC-A

Cytogram 5

10 1
FITC-A

Cytogram 4
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Slutligen ska det framstdllda 5 % spetsade
blodprovet (S4) analyseras for att kontrollera om
lampliga installningar for cytometer erhdlls. Stall in
de horisontella axlarna i kvadranten for att
utvardera provet direkt under HbF positiva
populationen (se cytogram 6) och stédll de vertikala
axlarna direkt till vénster om den CA-positiva, men
HbF-negativa, populationen. Fetala réda blodceller
ar beldgna i den Ovre vénstra kvadranten av
plotterdiagrammet, medan interfererande (moderns)
F-celler finns i det nedre hdgra hérnet tillsammans
med resten av moderns erytrocyter.

10 1
FITC-A

Cytogram 6

Konfigurationen har slutférts och patientprovet
(proven) kan koras och analyseras. Nar det positiva
kontrollprovet, som namns i avsnittet kontrollprover,
inte visar fargning av de fetala cellerna for HbF (PE-
kanal) ar analysen ogiltig och ska kéras igen.

Resultat

Resultaten fran analysen av blodproverna &r en kvantitativ
och tillforlitlig kalla for att bestamma koncentrationen av
réda fetala blodkroppar i blodomloppet hos modern.
Fostrets RBC kan kannas igen med hjalp av deras ljusa
HbF-uttryck kombinerat med ett svagare CA-uttryck. Detta
att jdmfora med de réda blodkropparna hos modern, som
inte har nagon HbF-signal, men ddremot har en skarp CA-
signal. Efter ungefar vecka 32 av graviditeten blir CA-
uttrycket i fostercellerna starkare. I vecka 38 av
graviditeten och senare uttrycker eventuellt fostercellerna
redan CA i samma utstrackning som moderns celler.

Exemplifierande resultat frdn anvéndning av Fetal Cell
Count™ kit anges i avsnitten Instdllning av instrument
och Prestandaegenskaper. Den noggrannhet med vilken
de roda fetala blodkropparna raknas analyserades i
blandade populationer med réda blodkroppar i blod fran
vuxna och fran navelstrangsblod. Cytogrammen visar
tydligt hur vardefullt det ar att anvanda karbonhydras som
en andra markoér av roda blodkroppar. Det borgar for god
sarskiljning mellan de olika populationerna av rdda
blodkroppar i moderns blod. Om man inte anvander CA
som markér blir det svart att skilja mellan réda fetala
blodkroppar och varierande koncentrationer av F-celler hos
modern.

Dessutom kan erhdllna resultat och procentangivelser av
roda fetala blodkroppar anvandas for att berdkna den
totala volymen av dessa i blodomloppet hos modern.

Kvalitetskontroll

Samtliga reagens i Fetal Cell Count™ kit, liksom lineariteten
och noggrannheten av uppmatt mangd réda fosterceller,
har testats pa blandade populationer av réda blodkroppar i
navelstrangsblod och i blod fran vuxna. [17,18]

Metodens begriansningar

Blodproven ska tas av personal med lamplig utbildning i

aseptisk teknik.

- Fetal Cell Count™ kit ska anvandas for detektion med
flodescytometri och Jinte med immunofluorescerande
mikroskopi.

- Kitets funktion i prover med roda blodkroppar fran icke-
humant blod har inte utvarderats.
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- Fetal Cell Count™ kit ar avsett for in vitro diagnostik i EU-
lander och ska markas "endast for forskning" i alla andra
lander.

- For att den flodescytometriska analysen ska
noggranna resultat krdvs korrekt installning
kalibrering av lasern samt riktig installning av gaten.

- Lys av erytrocyter och det kan inte uteslutas att médngden
HbF- och CA minskar om cellerna fOrvaras i
rumstemperatur i mer an 72 immar (3 dagar). Det ar
darfér viktigt att cellerna prepareras och inkuberas inom
3 dagar frén blodprovstagning.

ge
och

Prestandaegenskaper

Antikropparnas specificitet - Interna resultat visar att
den antikropp som ar riktad mot HbF (fetalt hemoglobin)

endast identifierar Y-kedjan hos hemoglobin F, medan den
andra antikroppen (polyklonal) ar  specifik  for
karbonhydrasantigenen (CA).

Korrelation med version av Fetal Cell Count™ kit
(IQP-363) - Foreliggande version &r en forbattrad version
av det Fetal Cell Count™ kit som var baserat pa direkt
infargning av de tvd markérer som anvéndes (IQP-379).
Studier visar att de tva versionerna visar identiska resultat.
Korrelationskoefficienten (r?) mellan de tvd versionerna
ligger pa > 0,99.
Linearitet - Matning av artificiella prov med ett
(teoretiskt) koncentrationsintervall p8 0,02-5,0 % (v/v)
visar pd hég korrelation (r 0,999) vid matning av
100 000 celler. Korrelationen blir hégre nar fler celler
analyseras.

Specificitet - Vid analys av kontrollprover erhdlls inte
nagon infargning i dvre vanstra omradet (UL). Detta visar
att det inte finns ndgon interferens i UL-omr@det som skulle
leda till en felaktig rakning av fetala celler.

Detektionsgrans — Provets detektionsgrans har berdknats
utifrdn matningar av artificiella provblandningar och
uppgick till 0,014 % vid analys av 100 000 celler.
Noggrannheten forbattras nar fler handelser analyseras.

Klinisk utvdrdering - Sammanlagt 737 prover har
analyserats i tva skilda kliniska studier. Endast delar av
dessa studier ar representerade s har. De fullsténdiga

publikationerna kan erhllas via marketing@igproducts.nl.

Under den Kkliniska utvarderingen jamférdes det
forbattrade Fetal Cell Count™ kit (IQP-379) med en
tidigare version av Fetal Cell Count™ kit (IQP-370)
som byggde p& indirekt infargning av markérerna.
Korrelationen mellan de tva versionerna har bevisats
vara r’> > 0,995

En klinisk utvardering genomférdes for att
undersdka den Kkliniska relevansen med Fetal Cell
Count™ kit (IQP-379) i jamforelse med det allmant
anvanda Kleihauer-Betke-testet. I den utredningen
kontrollerades 130 patientprover.

Fetal Cell Count™ kit

+ - Summa
Kleihauer- + 17 11 28
Betke - 0 102 102
Summa 17 113 130

I13,1 % (17/130) av fallen upptacktes fetomaternell
transfusion med bada metoderna.
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Av sammanlagt 130 patientprover pdvisades, med
hjalp av Kleihauer-Betke-testet, 28 (28/130 - 21,59
%) innehalla fosterceller. Av dessa pdvisades, med
hjalp av Fetal Cell Count™ kit (intervallet 0.17-11,2
%), endast 17 av proverna (17/28 - 61%) innehélla
adkta fosterceller. De andra 11 positiva testade
patienter (11/28- 39%) hade ett icke-typiskt
Kleihauer-Betke test monster med mycket svag
fargning av ett antal celler.

Av de 11 Kleihauer-Betke positiva och Fetal Cell
Count™ kit negativa patienterna, hade 7 stycken ett
icke-typiskt Kleihauer-Betke moénster med mycket
svag infargning av celler. Dessa prov visade ett
typiskt thalassemiamdnster. Dessa patienter blev
diagnostiserade som thalassemipatienter.
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Garanti

Produkterna som sdljs hdrunder garanteras endast
dverensstdmma med den kvantitet och det innehdll som
anges pa etiketten vid tidpunkten for leverans till kunden.
Inga garantier, varken uttryckliga eller underférstddda, ges
utéver den beskrivning av produkten som finns pd
etiketten. IQ Products bv ansvarar inte for sakskada,
personskada eller ekonomiska forluster som orsakats av
produkten.

Symbolforklaring

[:E] Las bruksanvisningen
REF Listnummer
\4 Racker till

Medicinteknisk produkt avsedd for in in
vitro-diagnostik

A Viktigt

%* Skyddas mot ljus

Biologisk risk
Temperaturbegransning (°C)
Endast for forskning
Satsnummer

Anvénds fére 8883-mm-dd
Tillverkare

Auktoriserad representant inom
Europeiska gemenskapen
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Produkten &r registrerad som "endast for in vitro
diagnostik" i EU-I&nder och ska mérkas "endast fér
forskning" i alla andra lénder.
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