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Fetal Cell Count™ kit

Diagndstico de hemorragia feto-materna (FMH) por
citometria de fluxo

[REF|* IQP-363 ¥ 25 Tests [Ii] Instrugbes de

uso
(€ Dispositivo medico de diagnéstico In
Vitro

Utilizagao Pretendida

O Fetal Cell Count™ kit destina-se a identificacdo e detegdo
quantitativa de gldbulos vermelhos fetais humanos no
sangue materno. Este método utilizado para o diagndstico
de HFM é aplicado em amostras de sangue periférico de
gestantes com trauma abdominal e/ou suspeita de
incompatibilidade Rhesus D (RhD). O kit Fetal Cell Count™
é baseado em um método de citometria de fluxo ndo
automatizado, sensivel e preciso, que oferece uma detecdo
fluorescente dupla de dois antigenos intracelulares,
hemoglobina F (HbF) e anidrase carbonica (CA). Ambos
HbF e CA sdo detetados em glébulos vermelhos obtidos de
sangue total periférico humano tratado com EDTA ou com
heparina. A dupla coloragdo e a andlise de até 5 amostras,
que devem ser executadas e interpretadas por técnicos de
laboratério bem treinados e autorizados, podem ser
concluidas em 90 minutos apés a colheita de sangue.

Principio do teste

O Fetal Cell Count™ methodology ¢é baseado na
combinagdo de dois anticorpos. Um direcionado a HbF, que
estd presente nas hemadcias fetais e em uma pequena
percentagem de hemadcias adultas (chamadas células F). O
segundo anticorpo é direcionado contra a CA, uma enzima
presente apenas em eritrocitos adultos e células fetais em
estdgio muito avancado. O método citométrico de fluxo de
duas cores permite a detecdao simultanea desses dois
antigenos intracelulares, enquanto o uso de formaldeido
como fixador e dodecil sulfato de sédio (SDS) para a
permeabilizacdo de gldbulos vermelhos fixos resulta numa
fraca coloragdo do fundo, perda insignificante de HbF e
aglutinagdo minima de células tratadas.

Conteudo do Kit

o
@’roducrs
bright fluarescence

Reagente A Solugdo de Fixagdo (A) - contém 2,5 ml
< 0,1% azida de sédio

Reagente B Solugdo de fixagdo (B) - solugdo 2,5 ml
tampédo de formaldeido
@ @ PERIGO

Reagente C Solugdo de permeabilizagéo (C) - 2,5 ml
Contém sodium dodecyl sulfate (SDS)

Reagente D (10x) | Solugdo de lavagem (10xD), Solugéo 1x50 ml

PBS 10x contendo heparina

Reagente E Anticorpos monoclonais contra anidrase | 1,3 ml
carboénica humana conjugad com FITC,
contendo < 0,1% azida de sédio

Reagente F Anticorpo monoclonal dirigido contra 1,3 ml

hemoglobina fetal humana, marcado
com R-PE.
Contém < 0,1% de azida de sodio

Cada kit tem reagents suficientes para perfazer 25 testes.

Material de laboratorio necessario nao incluido
Centrifuga de laboratério
Tubos estéreis de 5 mL
Tubos de citometria de fluxo
Tubos de coleta com anticoagulante
Agua desionizada
Micropipetas ajustaveis e cones adequados
Vortex
Hemocitometro ou contador automatico de células
Crondometro de laboratério
Citdbmetro de fluxo

version 3
24 Armazenamento

ApOs rececdo, os reagentes devem ser armazenados entre
2-8 °C, protegidos da luz. Os reagentes armazenados desta
forma sdo estaveis até a data de vencimento indicada no
rotulo. Os reagentes devem voltar a ser armazenados a
2-8 °C imediatamente apds a utilizagdo.

A & * Avisos e Precaucgoes

Os reagentes que contém azida de sédio podem reagir com
canalizagbes de chumbo ou cobre para formar azidas
metalicas explosivas. Ao descartar, lave com bastante dgua
para evitar o acumulo de azida. Todos os reagentes devem
ser manuseados de acordo com as boas praticas de
laboratério, usando as precaucdes adequadas. Além disso,
manuseie todas as amostras de pacientes com as
precaugoes adequadas. Ndo pipete com a boca e use luvas
durante o procedimento. O Reagente B contém
formaldeido, um reagente alergénico altamente toxico e
potencialmente carcinogénico, que deve ser manuseado de
acordo com as boas praticas laboratoriais e com as
precaugdes adequadas. Evite o contato com a pele ou
olhos. Para obter informagdes detalhadas, consulte a Folha
de Dados de Seguranga em: www.igproducts.nl.

O teste deve ser realizado por técnicos de laboratério
especializados e autorizados. Entre em contato com o
fabricante se o kit de teste original estiver danificado.
Esteja ciente da obrigacdo dos usuarios deste kit de
notificar o fabricante e as autoridades designadas sobre
incidentes relacionados a este produto.

Requisitos do equipamento

Certifique-se de que o citometro de fluxo esta calibrado
de acordo com as instrugdes de uso do fabricante.
Recomenda-se a calibragdo e manutengdo regulares do
instrumento.

O citometro de fluxo deve ser manuseado por um
técnico competente no assunto. Avaliagdo dos
resultados devem ser realizados por uma pessoa
competente na interpretacdo de dados de citometria de
fluxo.

Configuracao do citometro de fluxo

As configuragdes do citdbmetro de fluxo devem ser
otimizadas para andlise de RBCs. Para essas etapas, va
para a pagina 24 para 'Configuracdo das configuracées do
citbmetro de fluxo’ antes de medir as amostras do
paciente.

Colheita e preparagao

Preparacgao dos reagentes

Todos os reagents devem estar a temperature ambiente
antes da utilizagdo especialmente o reagente C (os
precipitados devem ser dissolvidos antes da utilizagao)

Reagente D
Antes da andlise, o concentrado da solucdo de lavagem

(reagente D 10x) deve ser diluido. Por amostra, sdo
necessarios aproximadamente 16 ml de reagente D 1x.
Diluir 2 ml de reagente D 10x (solugdo de lavagem) em 18
ml de agua desmineralizada filtrada por 0,2 pm. O volume
total é de 20 ml de solucdo de lavagem 1x D. Por exemplo,
ao analisar uma amostra de paciente, com controle
negativo e controle positivo, sdo utilizados 60 ml do
reagente D 1x.

Colheita e processamaneto da amostra do paciente
Colher (pelo menos) 1,0 mL de sangue venoso em um tubo
tratado com EDTA ou heparina, usando pungdo venosa
asséptica.
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Armazenamento

As amostras de sangue devem ser armazenadas de 2-8 °C
ou em temperatura ambiente (20-25 °C) até o
processamento.Apés 12 horas, armazene a amostra a 2-8 °
C. A amostra deve ser testada dentro de 72 horas.

Para amostras de pacientes armazenadas (12-72 horas),
deve ser Lavada 3 vezes com 1x reagente D (3 x 2 mL a
300 g por 3 minutos, baixa velocidade) antes de comecar
os testes. Quando possivel, usar o soft stop da centrifuga.
O sangue do cordao umbilical e o sangue adulto a serem
usados para experimentos de adicdo devem ser
armazenados separadamente.

Preparacao de amostraa de controle

Acompanhar sempre cada amostra de um paciente com um
controle positivo e um controle negativo. E recomendado o
uso de uma mistura de sangue do cordao umbilical (5%) e
sangue adulto (masculino) como controle positivo. La
muestra enriquecida con sangre de cordon para el control
de calidad del kit se realiza con el volumen adecuado de
células lavadas de 0,5 mL de sangre de corddn y sangre
adulta.

Quando o sangue do corddao umbilical ndo estad disponivel,
pode-se usar o FETALtrol (FH101, FH102, IQ products)
como controle positivo. Recomendase o uso de sangue
adulto (humano) ndo enriquecido como controle negativo.

Controle positive

O sangue do corddo umbilical e o sangue adulto devem ser
limpos trés vezes com o reagente D 1x (3 x2 mla300g
durante 3 minutos, velocidade suave) antes do
enriquecimento e do inicio do procedimento de rotulagem.
Quando possivel, use a parada suave da centrifuga. O
controle positivo (amostra enriquecida) deve ser sempre
feito (misturado) no dia da utilizagdo

Misturar aproximadamente 5% do sangue do cordao
umbilical com sangue adulto normal (v/v). Somente sangue
de corddo umbilical lavado e sangue adulto podem ser
misturados. Quando a mistura ndo é usada apenas para
ajuste e controle, mas também para quantificacdo precisa
de amostras enriquecidas, o numero de eritrécitos no
sangue do corddo umbilical e no sangue adulto deve ser
calculado usando um analisador hematologia. O
enriquecimento pode ser calculado precisamente a partir
desses resultados.

Controle negativo (sem células fetais)

Como controle negativo, é aconselhavel usar sangue de um
homem adulto. Tratar este material como amostra do
paciente no procedimento.

Kit de analise Fetal Cell Count™ kit

Fixacao e permeabilizagao

1. Para cada amostra de paciente e os controles positivos
e negativos, identificar um tubo de centrifuga de fundo
conico de 5 ml.

2. Adicionar 100 pl de reagente A a cada tubo.

3. Adicionar 10 pl de sangue total coletado em EDTA ou
amostra de controle, e misturar no vortex. Use apenas
5 ul se FETALtrol se for usado como amostra de
controle.

. Adicionar 100 pl de reagente B e agitar no vortex.

Incubar a suspensdo de células em vértices em

temperatura ambiente por exatamente 30 minutos.

Agitar a suspensdo no vortexa cada 10 minutos e

certifique-se de que ndo ha células no fundo do tubo.

6. Adicionar 2 ml de 1x reagente D e misture as células
invertendo os tubos varias vezes.

7. Centrifugar a suspensdo de células a 300 g por 3
minutos (baixa velocidade).

8. Descartar o sobrenadante.

9. Agite o tubo no vértex por alguns segundos e adicione
100 pL 1x reagente D. Vortex 3 segundos na velocidade
maxima. Certifique-se de que o pellet de células esta
completamente ressuspenso.
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10.Adicionar 100 pl de reagente C e agitar no vortex. O
reagente C deve estar a temperatura ambiente (os
precipitados devem ser dissolvidos antes do uso).
Incubar a suspensdo de células misturadas em
temperatura ambiente por exatamente 3 minutos.
Observacdo: o tempo de incubacdo de exatamente 3
minutos comega com o primeiro tubo.

11.Apos exatamente 3 minutos: adicionar 2 ml do reagente
D 1x e misture as células em vértex

12.Centrifugar a suspensdo de células a 300 g por 3
minutos (baixa velocidade).

13.Descartar o sobrenadante.

14.Adicionar 2 mL de Reagente D 1x e misture as células
em vortex.

15.Centrifugar a suspensdo de células a 300 g por 3
minutos (baixa velocidade).

16.Descartar sobrenadante.

17.Ressuspender o pellet de células em 1 ml de 1x
reagente D e homogeneizar as células em vortex.
Certifique-se de que o pellet de células esta
completamente ressuspenso.

Marcacgao imunofluorescente

18.Adicionar os diferentes componentes aos tubos de
acordo com a Tabela 1 e misture em vértex.

19.Incubar em temperature ambientepor 15 min no escuro
(evitar luz directa).

20.Adicionar 2 ml de Reagente D 1x e centrifugar a
suspensdo de células a 300 g por 3 minutos (baixa
velocidade).

21.Descartar o sobrenadante.

22.Ressuspender o pellet celular em 500 pl de 1x Reagente
D.

23.As celulas estdo prontas a serem analisadas por
citometria de fluxo. Devem ser avaliadas em 30
minutos. Mega pelo menos 100.000 eventos.

Tabela 1. Componentes a serem somados para medir
amostras de pacientes (P) e controles (C1 e C2).

Tubo | Sangue Amostra Amostra | Reagente | Reagente
de enriquecida de E F
homem a 5% paciente
adulto
P1 --- --- 50 pl 50 pl 50 pl
C1 50 pl --—- --—- 50 pl 50 pl
Cc2 --—- 50 pl --—- 50 pl 50 pl

Configuracao das configuracoes do citometro de
fluxo

Esta parte descreve como o citdmetro de fluxo deve ser
configurado para o uso do Fetal Cell Count™.

Para a configuracdo do citbmetro de fluxo, é necessaria
uma amostra de 5% de sangue do corddo umbilical
(FETALtrol ndo pode ser usado). Siga as préximas etapas:

1. Identifique um tubo de centrifuga de fundo cénico de 5
ml para a amostra de sangue do corddao 5%
enriquecida.

2. Siga os passos 2 a 17 do “Procedimento de teste Kit
Fetal Cell Count™".

3. Identificar quatro tubos com fundo cdnico que podem
ser usados no citometro de fluxo por S1, S2, S3 e S4.

4. Adicionar os diferentes componentes aos tubos de
acordo com a Tabela 2 e misture em vortex.

5. Incubar em temperatura ambiente por 15 minutos no
escuro (evitar luz direta).

6. Adicionar 2 ml de reagente D 1x e centrifugar a
suspensdo de células a 300 g por 3 minutos (baixa
velocidade).

7. Descartar o sobrenadante.

8. Ressuspender o pellet celular em 500 pl de reagente D
1x.

9. As celulas estdo prontas para serem analisadas por
citometria de fluxo. Devem ser avaliadas em 30 min.
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Tabela 2. Componentes a adicionar
citdmetro de fluxo.

para ajuste do

Tubo Amostra Reagente | Reagente | Reagente
enriquecida E F D
a 5%
S1 50 pl --- --- 100 pl
S2 50 pl 50 pl --- 50 pl
S3 50 pl --- 50 pl 50 pl
S4 50 pl 50 pl 50 pl ---

Configuracao do citometro de fluxo

Este procedimento descreve como ajustar o citometro de
fluxo antes da aquisicdo de dados e analise do kit Fetal Cell
Count™,

Um minimo de 100.000 eventos devem ser recolhidos para
anadlise dos parametros log FSC, log SSC e log de
intensidade de fluorescéncia para os dois fluorocromos, na
populagdo de eritrécitos selecionada. Um numero inferior a
100.000 eventos afetara a precisdo da analise. Exclua
detritos e ruido de fundo definindo um limite FSC
apropriado e selecione os parametros apropriados para
poder excluir dupletos na fase de analise de dados.

Para evitar a passagem simulténea de células fetais e
maternas na frente do laser, recomenda-se analisar as
amostras em velocidade baixa a média.

Durante a analise, é mais facil interpretar os dados quando
0 numero de eventos de cada grafico de pontos é limitado
a 10.000.

1. Selecionar todos os erictrocitos presents no controle
negativo (S1; control nao rotulado) delimitando
uma regido (ver citograma 1). Selecionar amplificagdo
logaritmica paraganhos FSC e SSC.

Duplicados podem ser excluidas criando uma regido
positiva em eventos Unicos e, portanto, eliminar os
duplicados da regido do grafico de pontos FSC vs
Largura do FSC (ver citograma 2).

Usar a combinagao da regidao 1 (eventos) e regidao
2 (eventos Gnicos) para todas as outras etapas e
para todas as amostras de avaliagao.

10° 10
FSC-A

Citograma 2

FSC-A

Citograma 1

. S1 (controlo ndo rotulado) deve ser usada para definir
FL1 e FL2 (ajustes de PMT-voltagens). Sinais de a
referéncia FL1/FL2 deve estar localizada no canto
inferior esquerdo do grafico de pontos FL1 vs. FL2 (ver
citograma 3).

FITC-A

Citograma 3

oducts
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Para ajustar a compensagdo FITC do FL2, a amostra
S2 marcada com reagaent E (anti-CA FITC) deve
ser analisada. Sinais positivos de FL1 (globulos
vermelhos adultos) deve estar no quadrante inferior
direito do grafico de pontos FL1 vs. FL2 (ver citograma
4).

As configuragbes de compensacao de fluorescéncia
entre os sinais de fluorescéncia FITC e R-PE devem ser
otimizadas para separar as células fetais das células F
maternas. Analisar a amostra S3 corada apenas com
(anti-HbF R-PE) para ajustar a compensagao de R-PE
de FL1. Os sinais positivos de FL2 (gldbulos vermelhos
fetais) devem estar no quadrante superior esquerdo no
grafico de pontos FL1 vs. FL2 (ver citograma 5).

PEA

- o 4 5.
! FITC-A l)rl-'(:A L ¥
Citograma 4 Citograma 5
6. Finalmente a amostra de sangue preparade

enriquecida com 5% (S4) deve ser analisada para
verificar se as configuragdes apropriadas do citdmetro
foram obtidas. Colocar o0s eixos horizontais do
quadrante para avaliar a amostra diretamente sob a
populacdo HbF positiva (ver citograma 6) e colocar os
eixos verticais diretamente a esquerda da populagdo CA
positiva, mas HbF negativa. Os gldébulos vermelhos
fetais estao localizados no quadrante superior esquerdo
do grafico de pontos, enquanto as células F
interferentes (maternas) estdo localizadas no canto
inferior direito, juntamente com o resto dos eritrocitos
maternos.

10
FITC-A

Citograma 6

A configuragdo é concluida e as configuragdes podem ser
armazenadas como um protocolo e usadas com cada nova
analise de uma amostra de paciente. Posteriormente, a (s)
amostra (s) de um paciente podem ser processadas e
analisadas.

Interpretacao de resultados

Os resultados da avaliacdo das amostras de sangue dos
pacientes sdo uma fonte quantitativa e confidvel para
determinar a concentracdo de hemacias fetais na circulagdo
sanguinea materna. Gldbulos vermelhos fetais sdo
reconhecidos por sua expressao de HbF brilhante
combinada com uma expressdo de CA mais fraca. Isto em
contraste com glébulos vermelhos maternos sem sinal de
HbF combinado com expressdao de CA brilhante e células F
maternas com expressdo de HbF baixa e CA brilhante. Com
base na literatura, a porcentagem esperada de fRBCs para
a populacdo afetada é de pelo menos> 0,02% (Davis, de
Wit). Apds aproximadamente 32 semanas de gestagdo, a
expressdo de CA nas células fetais ficarda mais forte. Na
semana 38 de gestagdo e posteriormente, as células fetais
ja podem expressar CA na mesma extensdo que as células
maternas.
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Além disso, os resultados obtidos e a porcentagem de
hemécias fetais podem ser usados para calcular o volume
total de hemacias fetais na circulagdo sanguinea materna.
Esteja ciente de que as diretrizes para este calculo diferem
por pais/hospital/grupo de trabalho.

Quando o controle positivoa (Amostra enriquecida a 5% ou
FETALtrol) mostra ndo mostra coloragdo das células fetais
para HbF (canal PE) o ensaio é invalido e deve ser realizado
novamente

*Observacdo importante: Para resultados tipicos do
FETALtrol, visite nosso site:
https://www.igproducts.nl/FETALtrol/

Control de qualidade

Todos os reagentes do kit Fetal Cell Count™, bem como a
linearidade e precisdo da contagem de glébulos vermelhos
fetais, foram testados em diferentes populagdes de campos
mistos de hemdcias adultas e do corddo umbilical. Os
citogramas demonstram claramente a utilidade de um
segundo marcador de glébulos vermelhos, CA, para a
discriminagdo precisa entre as diferentes populagdes de
RBC no sangue materno. Sem CA como marcador, a
discriminagdo entre hemacias fetais e concentragles
variaveis de células F maternas torna-se problematica.

Limitagoes do procedimento

A colheita de amostras deve ser realizada por por
pessoas com experiencia nas técnicas adecuadas.

O kit Fetal Cell Count™ destina-se a deteccdo por
citometria de fluxo e ndo para uso com microscopia
imunofluorescente.

A eficacia do kit Fetal Cell Count™ com outras amostras
além de RBCs humanos nédo foi estabelecida.

A lise dos eritrocitos e a diminuicdo do contetdo de HbF
e CA ndo podem ser excluidas quando as células sdo
armazenadas em temperatura ambiente por mais de 72
horas (3 dias). Portanto, a preparacao das células e a
incubacdo devem sempre ser realizadas dentro de 3
dias da coleta de sangue.

Caracteristicas de desempenho

Especificidade de ligagcdao do anticorpos - Os resultados
do estudo concluiram que o anticorpo dirigido contra a HbF
reconhece apenas a cadeia y da HbF, enquanto o segundo
anticorpo é especifico para o antigeno CA.

Correlacao com a versao melhorada do kit Fetal Cell
Count™ (IQP-363)

Esta versdo é a versdo aprimorada do kit Fetal Cell Count™
que foi baseada na coloragao direta dos dois marcadores
usados (IQP-379). Estudos demonstram desempenho
idéntico das versodes. O coeficiente de correlagdo (r2) entre
as duas versbes é > 0,999. Num estudo de comparagdo,
depois de mudar o anticorpo policlonal contra a anidrase
carbonica (CA) para monoclonal, o kit Fetal Cell Count™
(IQP-363) apresentou desempenho clinico idéntico ao da
versdo anterior (IQP-379).

Exatidao - Os resultados do estudo interno mostraram que
tanto a repetibilidade quanto a reprodutibilidade sao ideais
com coeficiente de variagdo de 18,3% e 6,3%,
respectivamente, para misturas artificiais com 1% de
células fetais.

Linearidade - A medicdo de misturas artificiais para a
faixa de concentragdo (tedrica) de 0,02 - 5,0% (v/v)
mostra uma alta correlagdo (r = 0,999), quando 100.000
células sdo medidas. Essa correlagdo aumenta quando um
numero maior de células é avaliado.

Especificidade - As amostras testadas de doadores de
sangue de controle ndo mostraram coloracdo na area
superior esquerda (UL). Esses dados demonstram que ndo
ha interferéncia na area de UL levando a contagem
imprecisa de células fetais.

s
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Limite de detegcdo - O limite de detecgdo do ensaio é
baseado na medigdo de misturas artificiais e determinado
como sendo 0,014% quando 100.000 células sdo avaliadas.
A precisdo é aprimorada quando o nimero de eventos é
aumentado.

Avaliacao clinica - No total, uma série de 737 amostras
foram testadas durante dois estudos clinicos diferentes.
Apenas parte dos estudos estd representada aqui. As
publicagdes contendo todos os dados podem ser obtidas
em marketing@iqproducts.nl

Durante a avaliagdo clinica, o kit Fetal Cell Count™
(IQP-379) foi comparado a uma versao anterior do kit
Fetal Cell Count™ (IQP-370) que foi baseado na
coloragao indireta dos marcadores. A correlagao entre
as duas versdes mostrou ser r2> 0,995.

Foi realizada uma avaliagdo clinica para estudar o
desempenho do kit Fetal Cell Count™ (IQP-370) em
comparagao com o teste de Kleihauer-Betke geralmente
usado. Neste estudo, foram selecionadas 130 amostras
de pacientes.

Fetal Cell Count™

+ - Total

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

Em 13,1% (17/130) dos casos foi detectada transfusdo
feto-materna pelos dois métodos.

Em um total de 130 pacientes, 28 (28/130 - 21,5%)
mostraram conter células fetais pelo teste de Kleihauer-
Betke. Destes, apenas 17 pacientes (17/28; 60,1%)
continham células fetais verdadeiras usando o kit Fetal
Cell Count™ (intervalo de 0,17 a 11,2%).

Os outros 11 pacientes testados positivos (11/28;
39,3%) tinham um padrdo de teste Kleihauer-Betke
atipico com coloragdo muito fraca de varias células.

Dos 11 pacientes com kit Kleihauer-Betke positivo e
Fetal Cell Count™ negativo, 7 tinham um padrdao de
teste Kleihauer-Betke atipico com coloracdo muito fraca
das células. Essas amostras mostraram um padrdo
tipico de talassemia. Esses pacientes correspondentes
foram diagnosticados como talassmicos.

Estatuto Regulamentar

Neste momento, o Fetal Cell Count™ kit ™ é registrado
como "in vitro dispositivo médico de diagndstico" na
Australia, Peru, Suica, Reino Unido e paises que pertencem
a Comunidade Europeia. Em todos os outros paises, devem
ser rotulados "para a pesquisa use only".
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Garantia

Os produtos vendidos de acordo com este instrumento sdo
garantidos apenas em conformidade com a quantidade e o
conteldo declarado na etiqueta no momentoda entrega ao
cliebte. Ndo ha garntias expressas ou implicitasque se
estendam além da descricdo no rétulo do produto. IQ
Products BV ndo se responsabiliza por danos materirias,
ferimentos ou perdas econdmicas causadas pelo produto.

Explicacdao dos simbolos usados [1]

13 Consultar instrugdes de utilizagaon

Referéncia do produto

A\ Suficiente para

In Vitro Diagnostic medical device

A Avisos e Precauctes

® Manter longe da luz solar

& Riscos Bioldgicos

X Temperatura limite (°C)

RUO For Research Use Only

Lote

o validade

wl Fabricante

[EC|REP Representante autorizado na comunidade
Europeia

Informacao de contacto

™ | 1Q Products BV
Rozenburglaan 13a
9727 DL Groningen, The Netherlands
+31 (0)50 57 57 000
+31 (0)50 57 57 002
Technical marketing@igproducts.nl
Orders orders@igproducts.nl
www.igproducts.nl

®eelE

©2023 - IQ Products bv. Todos os direitos reservados Os
elementos contidos neste docuemnto ndo podem ser
reproduzidos sem consentimento por escrito.
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Fetal Cell Count™ kit

Flédescytometrisk diagnos av fetomaternell
blédning

REF|[*IQP-363 W 25 prov [Ii] bruksanvisning
IVD| C€ Foér In Vitro Diagnostik

Avsedd anvandning

Fetal Cell Count™ kit anvands for urskiljning och kvantitativ
pdvisning av humana réda fetala blodkroppar i moderns
blod. Denna metod som anvdnds for diagnos av
fetomaternella blédningar (FMH), kérs pa perifert blod fran
gravida kvinnor med buktrauma och / eller misstankt
Rhesus D (RhD) inkompatibilitet. Fetal Cell Count™ kit ar
en kanslig och exakt icke automatiserad
flodescytometermetod, som ger mojlighet till tvafaldig
fluorescensdetektion av tvd intracelluldra antigener -
hemoglobin F (HbF) och karbanhydras (CA). B&de HbF och
CA pavisas i réda blodceller fran humant perifert helblod
som antikoagulantbehandlats med EDTA eller heparin. Hela
dubbelfargnings- och analysprocessen av upp till fem 5
blodprover, som maste utféras och tolkas av valutbildad
och auktoriserad laboratoriepersonal, kan genomféras pa
90 minuter frédn blodprovstagning.

Metodprincip

Metoden for Fetal Cell Count™ kit bygger pa en
kombination av tvd antikroppar. Den ena antikroppen riktas
mot HbF, som finns i de roda blodkropparna hos fostret och
i sma halter i de roda blodkropparna hos vuxna (s& kallade
F-celler). Den andra antikroppen riktas mot CA, ett enzym
som endast finns i roéda blodkroppar hos vuxna och
fosterceller i ett mycket sent stadium. Tack vare att
flodescytometrimetoden anvénder tvd farger kan dessa tvd
intracelluldara antigener pdvisas samtidigt. Vidare innebar
det faktum att man anvander formaldehyd som fixativ och
natriumlaurylsulfat fér permeabilisering av fixerade rdda
blodkroppar att bakgrundsfargningen &r 18g, HbF-lackaget
negligerbart och hopklumpningen av celler minimal.

Kitet innehdller

Reagens A Fixeringslosning (A) - 2,5ml

med < 0,1% natriumazid

Reagens B Fixeringslosning (B) - 2,5ml

buffrad formaldehyd

@ @ FARA

Reagens C Permeabiliseringslésning (C) - 2,5ml

med natriumlaurylsulfat (SDS)

Reagens D Tvattlésning (10x D), 10x koncentrerad 1 x 50
(10 x) fosfatbuffrad saltlésning (PBS) med ml
heparin

Reagens E Monoklonal antikropp fér humant 1,3 ml
karbanhydras som konjugerats med FITC,

innehdllande < 0,1 % natriumazid

Reagens F Monoklonal antikropp fér humant 1,3 ml
fosterhemoglobin som konjugerats med

R-PE, innehdllande < 0,1 % natriumazid

Varje sats innehadller tillrdckligt med reagenser for att
utfora 25 tester.

Laboratoriematerial
ingar

. Laboratoriecentrifug

. 5 ml sterilt provror

. Sterila mikrocentrifugrér med konisk botten
. Avjoniserat och destillerat vatten,

. Blodprovsrér med antikoagulant

. Justerbara mikropipetter och spetsar

som behovs, men inte

. Vortexmixer

. Hemocytometer eller automatisk cellraknare
. Tidtagarur eller timer
. Flodescytometer

24 Foérvaring

Vid mottagandet, forvara reagens vid 2-8 °C. Undvik direkt
solljus. Reagens som férvaras enligt férvaringsanvisningar
&r stabila fram till sista foérbrukningsdagen (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 férebygga
azidavlagringar. Reagenser ska alltid hanteras i enlighet
med god laboratoriesed och lampliga forsiktighetsatgarder
ska vidtas. Det ar ocksd viktigt att vidta andamalsenliga
forsiktighetsdtgarder 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 bodr hanteras enligt god
laboratoriesed med vidtagande av lampliga
forsiktighetsdtgarder. Undvik kontakt med hud och &gon.
For detaljerad information, se sakerhetsdatablad pa:
www.igproducts.nl.

Testet ska utféras av lampligt utbildad, behorig
laboratoriepersonal. Kontakta tillverkaren om det finns
skador pa kitet. Var medveten om anvandarens skyldighet
att informera tillverkaren och utsedda myndigheter om
incidenter som ror denna produkt.

Kravspecifikation - Instrument

Kontrollera att flodescytometern har kalibrerats pd rétt
satt enligt tillverkarens instruktioner.

Det rekommenderas att utféra instrumentkalibrering
och underhdll med jdmna mellanrum.

Flodescytometern bdr anvandas av en utbildad
personal. Utvarderingen av resultaten bor goras av
ndgon som ar utbildad i tolkningen av
flodescytometriska data.

Konfiguration av flodescytometer

Flodescytometerinstéliningar maste optimeras for analys av
RBC. For dessa steg, fortsatt till sida 29 till "Konfiguration
av instédllningar fér flédescytometern” innan du mater
patientprover.

Provtagning och beredning

Reagensberedning

Alla reagenser bor vara vid rumstemperatur fore
anvandning.  Sarskilt reagens C boér vara vid
rumstemperatur (eventuella fallningar ska upplosas fore
anvandning).

Reagens D
Fore testtagning bér den 10x koncentrerade tvattlésningen

(10x reagens D) spadas. Per prov behdvs ca 16 ml av 1x
reagens D. Tillsatt 18 ml av 0,2 um filtrerat demineraliserat
vatten till 2 ml av 10x reagens D tvattlésning. Den totala
volymen ar 20 ml av 1x D tvattlésning (Maximal volym).
Till exempel, ndar man testar ett patientprov, anvédnds en
negativ och en positiv kontroll med totalt 60 ml 1x reagens
D.

Provtagning och bearbetning av ett patientprov
Samla (minst) 1,0 ml vendst blod i ett EDTA eller heparin-
behandlat provrér, med hjalp av aseptisk venpunktur.

Férvaring

Blodprov ska férvaras vid antingen 2-8 °C eller vid
rumstemperatur (20 - 25 °C) tills bearbetningen. Efter 12
timmar, forvara provet vid 2-8 °C. Provet maste testas
inom 72 timmar.

Page 8 of 18


http://www.iqproducts.nl/

PI IQP-363 - WEB

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

Kontrollprovberedning

Kor alltid ett positivt och negativt kontrollprov med varje
patientprov. En blandning av navelstrangsblod (5%) och
blod fran en vuxen (man) rekommenderas som ett positivt
kontrollprov. Spetsat prov till kitets kvalitetskontroll ar
tillverkad med lamplig volym tvéattade celler frdn 0,5 ml
navelstrangsblod och blod fran vuxna.

N&r det inte finns ndgot navelstrangsblod tillgangligt kan
FETALtrol (FH101, FH102, IQ Products B.V.) anvandas.
Blod fran vuxen (man) som inte &r spetsat rekommenderas
som negativt kontrollprov.

Positiv kontroll

Navelstrangsblod och vuxenblod bér alltid tvattas tre
ganger med anvandning av 1x reagens D (3 x 2 ml vid 300
g under 3 minuter, 1dg broms) innan tillsatser adderas och
starten av fargningsproceduren. Om mdjligt ska man
anvanda centrifugens mjuksstopp. Den positiva kontrollen
(spetsat prov) bor alltid tillredas samma dag som den
anvands.

Blanda ca 5 % navelstrangsblod i normalt vuxenblod
(volym/volym). Endast tvattad navelstrangsblod och
vuxenblod ska blandas. Nar blandningen inte bara anvands
for konfiguration och kontroll, utan aven for en exakt
kvantifiering av de spetsade cellerna, ska erytrocyterna i
b8de navelstrdngs- och vuxna blodprover raknas i en
hematologi-analysator. Med hjalp av dessa siffror kan
tillsatserna beraknas exakt.

Negativ_kontroll (inga fetala celler)
Som en negativ kontroll rekommenderas det att anvanda
blod fran en vuxen man.

Testprocedur Fetal Cell Count™-kit

Fixering och permeabilisering

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 eller
kontrollprover, blanda och vortexa. Né&r FetalTrol
anvénds som ett kontrollprov bér endast 5 ul anvédndas.

. Tillsatt 100 ul reagens B och skaka pa vortex.

Inkubera den vortexade  cellsuspensionen  vid

rumstemperatur i exakt 30 minuter. Vortexa suspension

var 10:e minut och se till att det inte finns nagra celler
pa rorets botten.

6. Tillsatt 2 ml 1x reagens D och vortexa roren.

7. Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter (1&g
broms).

8. Kassera supernatanten.

9. Vortexa réret ndgra sekunder och tillsatt 100 pL 1x
reagens D. Vortexa 3 sekunder vid maximal hastighet.
Se till att cellpelleten &r helt 3tersuspenderad.

10.Tillsatt 100 pL reagens C och vortexa. Reagens C boér
vara vid rumstemperatur (eventuella fallningar ska
upplosas fore anvandning). Inkubera den blandade
cellsuspensionen vid rumstemperatur under exakt 3
minuter.

Anmérkning: Inkubationstiden p8 exakt 3 minuter
startas med det forsta roret.

11.Efter exakt 3 minuter: Tillsatt 2 ml 1x reagens D och
blanda cellerna genom vortexing.

12.Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter (1&g
broms).

13.Kassera supernatanten.

14.Tillsdtt 2 ml 1x reagens D och 3atersuspendera
cellpelleten genom vortexing.

15. Centrifugera cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter (1&g
broms).

v b
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16.Kassera supernatanten.

17.Atersuspendera cellpelleten i 1 ml 1x reagens D och
3tersuspendera cellerna genom férsiktig blandning pd
vortex. Se till att cellpelleten ar helt dtersuspenderad.

Immunofluorescerande fargning

18.Tillsatt de olika komponenterna till réren genom att folja
tabell 1 och vortexa.

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

20.Tillsétt 2 ml 1x reagens D och centrifugera
cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter (1&g broms).

21.Kassera supernatanten.

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

23.Cellerna ar nu redo for datainsamling genom
flodescytometri. Cellerna boér utvarderas inom 30
minuter. Mat minst 100 000 handelser.

Tabell 1. Komponenter att blandas ihop fér mdtning av
patientprover (P) och kontroller (C1 och C2).

Ror Vuxen 5% Patientprov | Reagens | Reagens
manligt | spetsat E F
blod prov
P1 --- - 50 pl 50 ul 50 pl
c1 50 pl 50 pl 50 pl
c2 50 pl 50 ul 50 pl
Konfiguration av instdllningarna for
flodescytometern
Denna del beskriver hur flodescytometern maste

konfigureras for anvandning av Fetal Cell Count™.

For konfiguration av flédescytometern behdvs ett 5%
navelstrangsblodsspetsat prov  (FETALtrol kan inte
anvandas). Folj féljande steg:

1. Mark ett 5 ml centrifugror med konisk botten fér det
spetsade provet med navelstrangsblod.

2. Folj steg 2 till 17 frdn "Testproceduren Fetal Cell
Count™ kit".

3. Mark fyra centrifugror med konisk botten som kan
anvandas till flodescytometern med S1, S2, S3 och S4.

4. Tillsatt de olika komponenterna till réren genom att félja
tabell 2 och vortexa.

5. Inkubera vid rumstemperatur i 15 minuter i modrker
(undvik direkt ljus).

6. Tillsatt 2 ml 1x reagens D och centrifugera

cellsuspensionen vid 300 g i 3 minuter (1&g broms).

Kassera supernatanten.

Atersuspendera cellpelleten i 500 pl 1x reagens D.

Cellerna &r nu redo for datainsamling genom

flodescytometri. Cellerna bor utvarderas inom 30

minuter.

©®N

Tabell 2. Komponenter som ska blandas ihop for justering
av instadllningarna for flédescytometern.

Ror 5% Reagens | Reagens | Reagent
spetsat E F D
prov
S1 50 pl --- --- 100 pl
S2 50 pl 50 pl --- 50 pl
S3 50 pl --- 50 pl 50 pl
S4 50 pl 50 pl 50 pl -—-

Konfiguration av flodescytometer

Denna procedur beskriver konfigurationen av
flodescytometern fore insamlingen och analysen av data
fran Fetal Cell Count™ kit

List mode-filer av minst 100 000 hdndelser 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 handelser kommer att paverka analysens noggrannhet.
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Uteslut allt skrap och bakgrundsbrus genom att stélla in en
lamplig FSC-troskel och vélj lampliga parametrar for att
kunna utesluta dubbletter i dataanalysfasen.

For att férhindra sammantréffande d& en fostercell och en
moderscell passerar lasern rekommenderas det att koéra
proverna vid en 13g till medelhég hastighet.

Anmadérkning: Vid analys &ar det lattare att tolka data nar
antalet handelser i varje punktdiagram &r begransat till 10
000 héndelser.

1. Valj alla erytrocyter i de negativa kontrollcellerna
(S1; ofdrgad kontroll) genom att anvénda ett omrade
(se cytogram 1). Valj logaritmisk forstérkning for
o6kningar av FSC och SSC.

2. Dubletter kan uteslutas genom att gdéra ett positivt
omréde av de enskilda héndelserna, genom att utesluta
dubletter i FSC-omradet vs. plottdiagram fér FSC-bredd
(se cytogram 2).

Anvind en kombination av omrdde 1 (hdndelser)
och omrdde 2 (enstaka hdndelser) i alla andra
steg och for samtliga prover i utvdarderingen.

o 10 10°
FSC-A FSC-A

Cytogram 1 Cytogram 2

3. S1 (ofargad kontroll) bér ocksd anvandas for att justera
spanningar i FL1 och FL2 fotomultiplikatorrér (PMT).
FL1/FL2 utgangssignaler bor vara beldgna i det nedre
vanstra hornet i en FL1 vs. FL2 plottdiagram (se
cytogram 3).

o 1o
FITC-A

Cytogram 3

4. For att justera kompensationen av FITC fran FL2, bor
provet S2 som fargats med reagens E (anti-CA
FITC) analyseras. FL1 positiva signaler (vuxna rdda
blodkroppar) bor vara i den nedre hégra kvadranten av
FL1 vs. FL2 plotterdiagram (se cytogram 4).

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

— T
3 4 10°

o 10 10
FITC-A FITCA

Cytogram 4 Cytogram 5

oducts
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6. Slutligen ska det tillredda 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 stdll de vertikala axlarna direkt till
vanster om den CA-positiva, men HbF-negativa,
populationen. Fetala réda blodceller ér beldgna i den
ovre vanstra kvadranten av plottdiagrammet, medan
interfererande (moderns) F-celler finns i det nedre
hogra hornet tillsammans med resten av moderns
erytrocyter.

FITC-A

Cytogram 6

Konfigurationen har slutférts och installningarna kan lagras
som ett protokoll och anvandas med varje ny analys av ett
patientprov. Darefter kan ett patientprov kdras och
analyseras.

Tolkning av resultat

Resultaten fran analysen av blodproverna ar en kvantitativ
och tillforlitlig kalla for att bestamma koncentrationen av
roda fetala blodkroppar i blodomloppet hos modern.
Fostrets RBC kan kannas igen med hjdlp av deras skarpa
HbF-uttryck kombinerat med ett svagare CA-uttryck. Detta
att jamfora med de réda blodkropparna hos modern, som
inte har ndgon HbF-signal, men daremot har en skarp CA-
signal. Baserat pa litteratur &r den forvantade andelen
drabbade av fRBC hos befolkningen minst> 0,02% (Davis,
de Wit). 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.

Dessutom kan erhdllna resultat och procentangivelser av
roda fetala blodkroppar anvandas for att berakna den
totala volymen av dessa i blodomloppet hos modern. Tank
pd att riktlinjerna for denna berédkning skiljer sig &t per
land/sjukhus/arbetsgrupp.

Nar det positiva kontrollprovet (spetsat prov eller
FETALtrol) inte visar fargning av de fetala cellerna for HbF
(PE-kanal) ar analysen ogiltig och ska kdras om.

*Viktig anmarkning: For typiska FETALtrol-resultat, besdk
var webbplats: https://www.igproducts.nl/FETALtrol/

Kvalitetskontroll

Samtliga reagens i Fetal Cell Count™ kit, liksom lineariteten
och noggrannheten av uppmatt mangd réda fosterceller,
har testats pd blandade populationer av réda blodkroppar i
navelstrédngsblod och i blod frn vuxna. Cytogrammen visar
tydligt hur vardefullt det ar att anvanda karbonhydras som
en andra markdr av réda blodkroppar. Det borgar for god
sarskiljning mellan de olika populationerna av réda
blodkroppar i moderns blod. Om man inte anvdander CA
som markér blir det svart att skilja mellan roda fetala
blodkroppar och varierande koncentrationer av F-celler hos
modern.
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Metodens begrdansningar

Blodproven ska tas av personal med lamplig utbildning i
aseptisk teknik.

Fetal Cell Count™ kit ska anvéndas fér detektion med
flodescytometri och inte med immunofluorescerande
mikroskopi.

Kitets funktion i prover med réda blodkroppar fran icke-
humant blod har inte utvarderats.

For att den flodescytometriska analysen ska ge
noggranna resultat kravs korrekt installning och
kalibrering av lasern samt riktig installning av gaten.

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

Prestandaegenskaper

Antikropparnas specificitet - Interna resultat visar att

den antikropp som &r riktad mot HbF endast identifierar Y-

kedjan hos HbF, medan den andra antikroppen ar specifik
for CA.

Korrelation med version av Fetal Cell Count™ kit
(IQP-363) - Foreliggande version ar en férbattrad version
av det Fetal Cell Count™ kit som var baserat pd direkt
infargning av de tvd markérer som anvéndes (IQP-379).
Studier visar att de tv8 versionerna visar identiska resultat.
Korrelationskoefficienten (r2) mellan de tvd versionerna
ligger p& > 0,99. I en jamférelsestudie, efter att ha &ndrat
den polyklonala antikroppen mot CA till en monoklonal,
visade Fetal Cell Count ™ Kit (IQP-363) identisk klinisk
prestanda som den tidigare versionen (IQP-379).

Exakthet - Resultaten fran interna studier har visat att
bade repeterbarhet och reproducerbarhet ar optimala med
en variationskoefficient p% 18,3% respektive 6,3% for
artificiella blandningar med 1% fosterceller.

Linearitet - Matning av artificiella prov med ett
(teoretiskt) koncentrationsintervall p& 0,02-5,0 % (v/v)
visar pa hog korrelation (r = 0,999) vid métning av
100 000 celler. Korrelationen blir hégre nar fler celler
analyseras.

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

Detektionsgrédns — Provets detektionsgrans har beraknats
utifrdn  matningar av artificiella provblandningar och
uppgick till 0,014 % vid analys av 100 000 celler.
Noggrannheten férbattras nar fler hdndelser analyseras.

Klinisk utvédrdering - Sammanlagt 737 prover har
analyserats i tvd skilda kliniska studier. Endast delar av
dessa studier ar representerade s har. De fullstandiga

publikationerna kan erhdllas via marketing@igproducts.nl.

Under den Kkliniska utvarderingen jamfdérdes det
forbattrade Fetal Cell Count™ kit (IQP-379) med en
tidigare version av Fetal Cell Count™ kit (IQP-370) som
byggde pad8 indirekt infirgning av markorerna.
Korrelationen mellan de tvd versionerna har bevisats
vara r2 > 0,995.

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

s
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Fetal Cell Count™ kit
+ - Summa
Kleihauer- + 17 11 28
Betke - 0 102 102
Summa 17 113 130

113,1 % (17/130) av fallen upptécktes fetomaternell
transfusion med bdda metoderna.

Av sammanlagt 130 patientprover pavisades, med hjalp
av Kleihauer-Betke-testet, 28 (28/130 - 21,5 %)
innehalla fosterceller. Av dessa pavisades, med hjilp av
Fetal Cell Count™ kit (intervallet 0,17-11,2 %), endast
17 av proverna (17/28 - 60,1%) innehdlla &kta
fosterceller. De andra 11 positiva testade patienter
(11/28- 39,3%) 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 monster med mycket svag infargning
av  celler. Dessa prov  visade ett typiskt
thalassemiamonster. Dessa patienter blev
diagnostiserade som thalassemipatienter.

Regulatorisk status

For narvarande ar Fetal Cell Count™-kit registrerat som
endast for in vitro diagnostik " i Australien, Peru, Schweiz,
Storbritannien och lander som tillhér Europeiska
gemenskapen. I alla andra lander bor den markas " endast
for forskning ".
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produkten.
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Fetal Cell Count™ kit

Diagndstico de hemorragia fetomaterna (FMH)
por citometria de flujo

[REF|'IQP-363 ¥ 25tests [i

de usuario
(€ Dispositivo médico de Diagnéstico In
Vitro

Instrucciones

Uso previsto

El kit Fetal Cell Count™ estd diseflado para la
discriminacion y la deteccidon cuantitativa de glébulos rojos
fetales humanos (fRBC) en la sangre materna. Este método
utilizado para el diagndstico de FMH se aplica a muestras
de sangre periférica de mujeres embarazadas con
traumatismo abdominal y/o sospecha de incompatibilidad
del factor Rhesus D (RhD). El kit Fetal Cell Count™ se basa
en un método de citometria de flujo no automatizado,
sensible y preciso, que ofrece una deteccion fluorescente
dual de dos antigenos intracelulares, hemoglobina fetal
(HbF) y anhidrasa carbodnica (CA). Tanto la HbF como la CA
se detectan en globulos rojos obtenidos de sangre entera
periférica humana tratada con heparina o anticoagulada
con EDTA. La tincion completa de dos colores y el analisis
de hasta 5 muestras, que deben ser ejecutadas e
interpretadas por técnicos de laboratorio bien capacitados y
autorizados, pueden concluirse en 90 minutos desde la
extraccion de la sangre.

Principio de la prueba

La metodologia Fetal Cell Count™ se basa en una
combinacidn de dos anticuerpos. Uno esta dirigido contra la
HbF, que esta presente en los globulos rojos fetales y en un
pequefio porcentaje de glébulos rojos adultos (llamados
células F). El segundo anticuerpo estd dirigido contra CA,
una enzima que solo estd presente en los globulos rojos
adultos y en las células fetales en etapa muy avanzada. El
método de citometria de flujo de dos colores permite la
deteccion simultanea de estos dos antigenos intracelulares,
mientras que el uso de formaldehido como fijador y dodecil
sulfato de sodio (SDS) para la permeabilizacion de los
glébulos rojos fijos da como resultado una tincién con un
bajo background, una fuga de HDbF insignificante y una
aglutinacion celular minima.

Contenido del kit

oducts
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Reactivo A Solucidn fijadora (A) - conteniendo

<0.1% azida de sodio

2,5mL

Reactivo B Solucién fijadora (B) - 2,5mL

formaldehido tamponado

@ @ PELIGRO

Reactivo C Solucién de permeabilizacion (C) -
que contiene dodecilsulfato de sodio

(SDS)

2,5mL

Reactivo D Solucién de lavado (10xD), 10x 1x50 mL

(10x) concentrado - PBS que contiene heparina

Reactivo E Anticuerpo monoclonal de anhidrasa
carbonica humana conjugado con FITC,
conteniendo <0.1% azida de sodio

1,3 mL

Reactivo F Anticuerpo monoclonal de hemoglobina
fetal humana conjugado con R-PE,

conteniendo <0.1% azida de sodio

1,3 mL

Cada kit contiene suficientes reactivos para realizar 25
pruebas.

Material de laboratorio
incluido
Centrifuga de laboratorio
Tubos de ensayo estériles de 5 ml
Tubos de microcentrifuga estériles de fondo cdnico
Agua desmineralizada
Tubos de extraccidn de sangre con anticoagulante
Micropipetas y puntas ajustables
Vortex

requerido pero no

version 3

Analizador de contador  celular
automatizado
Crondmetro o temporizador

Citometro de flujo

hematologia o

% 4 Almacenamiento

Una vez recibidos, almacene los reactivos a 2-8 °C. Evite la
luz solar directa. Los reactivos almacenados segun las
instrucciones de almacenamiento indicadas son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. Para
realizar pruebas repetidas, almacene los reactivos
inmediatamente después de su uso a 2-8 °C.

A & ¥ Advertencias y precauciones

Los reactivos que contienen azida de sodio pueden
reaccionar con tuberias de plomo o cobre para formar
azidas metdlicas explosivas. Al desecharlos, enjuague con
abundante agua para evitar la acumulacién de azidas.
Todos los reactivos deben manipularse de acuerdo con las
buenas practicas de laboratorio y tomando las precauciones
adecuadas. Ademads, manipule todas las muestras de
pacientes con las precauciones adecuadas. No pipetear con
la boca y usar guantes durante el procedimiento. El
reactivo B contiene formaldehido, un reactivo alergénico y
potencialmente cancerigeno altamente téxico, que debe
manipularse de acuerdo con las buenas practicas de
laboratorio y tomando las precauciones adecuadas. Evite el
contacto con la piel o los ojos. Para obtener informacién
detallada, consulte la Ficha de datos de seguridad en:
www.igproducts.nl.

La prueba debe ser realizada por técnicos de laboratorio
autorizados y debidamente capacitados. Pdngase en
contacto con el fabricante si el kit de prueba original esta
dafado. Tenga en cuenta la obligacién de los usuarios de
este kit de notificar al fabricante y a las autoridades
designadas sobre incidentes relacionados con este
producto.

Requisitos del instrumento

Aseglrese de que el citometro de flujo esté calibrado
correctamente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Se recomienda realizar la calibraciéon 'y el
mantenimiento del instrumento con regularidad.

El citometro de flujo debe ser operado por un técnico
experto en la técnica. La evaluaciéon de los resultados
debe realizarla alguien con experiencia en la
interpretacion de datos de citometria de flujo.

Configuracion del citometro de flujo

La configuracion del citometro de flujo debe optimizarse
para el anadlisis de globulos rojos. Para estos pasos, vaya a
la pagina 34 para "Configuracion del ajuste del citémetro
de flujo" antes de medir las muestras de los pacientes.

Recoleccién y preparacion de muestras

Preparacion de reactivos
Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente
antes de su uso. Especialmente el reactivo C debe estar a
temperatura ambiente (cualquier precipitado debe
disolverse antes de su uso).

Reactivo D

Antes de realizar la prueba, se debe diluir la solucién de
lavado concentrada 10x (10x reactivo D). Por muestra se
necesitan aproximadamente 16 ml de reactivo D 1x. Afada
18 ml de agua desmineralizada filtrada de 0,2 ym a 2 ml
de solucién de lavado de reactivo D 10x. El volumen total
es de 20 ml de solucién de lavado D 1x. Por ejemplo,
cuando se analiza una muestra de paciente, un control
negativo y un control positivo, se utiliza un total de 60 ml
de reactivo D 1x.
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Recoleccion y procesamiento de una muestra de
paciente
Recolecte (al menos) 1,0 ml de sangre venosa en un tubo
tratado con EDTA o heparina, mediante venopuncion
aséptica.

Almacenamiento

Las muestras de sangre deben almacenarse a 2-8 °C 0 a
temperatura ambiente (20-25 °C) hasta su procesamiento.
Después de 12 horas, almacene la muestra a 2-8 °C. La
muestra debe analizarse en un plazo de 72 horas.

Una muestra de paciente almacenada (12-72 horas), debe
lavarse tres veces con reactivo D 1x (3 x 2 mL a 300 g
durante 3 minutos, con rampa suave de frenado) antes
de comenzar las pruebas. Cuando sea posible, realice una
parada suave de la centrifuga.

La sangre del cordon umbilical y del adulto que se utilizara
para experimentos de adicion se debe almacenar por
separado.

Preparacion de la muestra de control

Analice siempre una muestra de control positivo y negativo
con cada muestra de paciente. Se recomienda una mezcla
de sangre del corddn umbilical (5%) y sangre adulta
(masculina) como muestra de control positivo. O amostra
enriquecida para o controle de qualidade do kit é feito com
o volume adequado de células lavadas de 0,5 mL de
sangue do cordao umbilical e sangue adulto.

Cuando no hay sangre del cordon umbilical disponible,
FETALtrol (FH101 y FH102, IQ Products B.V.) puede usarse
como control positivo. Se recomienda sangre adulta
(masculina) sin ninguna otra sangre afiadida como muestra
de control negativo.

Control positivo

La sangre del cordén umbilical y del adulto siempre deben
lavarse tres veces con reactivo D 1x (3 x 2 mL a 300 g
durante 3 minutos, rampa suave de frenado) antes de
mezclarse. Cuando sea posible, haga una parada suave de
la centrifuga. El control positivo (muestra enriquecida con
sangre de cordon) siempre debe prepararse (mezclarse) el
mismo dia de su uso.

Mezcle aproximadamente un 5% de sangre del cordén
umbilical en sangre normal de un adulto (v/v). Cuando la
mezcla no solo se va a utilizar para la puesta en marcha y
como control, sino también para una cuantificacion precisa
de las células enriquecidas, los eritrocitos en la sangre del
cordon y del adulto deben contarse en un analizador
hematoldgico. A partir de los valores obtenidos, la sangre
de cordén afiadida se puede cuantificar con precision.

Control negativo (sin células fetales)
Como control negativo, se recomienda utilizar sangre de un
hombre adulto.

Procedimiento de prueba kit Fetal Cell Count™

Fijacion y permeabilizacion

1. Etiquete un tubo de centrifuga de fondo cénico de 5 ml
para cada muestra de paciente y los controles externos
positivos y negativos.

2. Afiada 100 L de reactivo A a cada tubo.

3. Afiada 10 pL de sangre entera anticoagulada con EDTA
o muestra de control y agite en el vortex. Cuando se
usa FETALtrol como muestra de control, solo se deben
usar 5 pl.

4. Afiada 100 pL de reactivo B y agite en el vértex.
5. Incubar la suspension celular agitada en vortex a
temperatura ambiente durante exactamente 30

minutos. Agite la suspension en vortex cada 10 minutos
y aseglrese de que no haya células en la parte inferior
del tubo.

6. Afadir 2 ml de reactivo D 1x y agitar los tubos con
vortex.

7. Centrifugue la suspension celular a 300 g durante 3
minutos (rampa suave de frenado).

oducts
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8. Deseche el sobrenadante.

9. Agite el tubo en el vértex durante unos segundos y
afada 100 pL de reactivo D 1x. Agite en el vértex
durante 3 segundos a la velocidad maxima. Asegurese
de que el sedimento celular esté completamente
resuspendido.

10.Afada 100 pL de reactivo C y agite en el vortex. El
reactivo C debe estar a temperatura ambiente
(cualquier precipitado debe disolverse antes de su uso).
Incube la suspension de células mixtas a temperatura
ambiente durante exactamente 3 minutos. Nota: el
tiempo de incubacién de exactamente 3 minutos se
inicia con el primer tubo.

11.Después de exactamente 3 minutos: agregue 2 mL de
reactivo D 1x y agite los tubos con voértex.

12.Centrifugue la suspensién celular a 300 g durante 3
minutos (rampa suave de frenado).

13.Deseche el sobrenadante.

14.Afadir 2 ml de reactivo D 1x y resuspender el
sedimento celular agitando con vértex.

15. Centrifugue la suspensién celular a 300 g durante 3
minutos (rampa suave de frenado).

16.Deseche el sobrenadante.

17.Resuspender el sedimento celular en 1 mL de reactivo D
1x y resuspender las células agitando en voértex.
Asegurese de que el sedimento celular esté
completamente resuspendido.

Tincion inmunofluorescente

18.Afada los diferentes componentes a los tubos segun la
tabla 1 y agite en vortex.

19.Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos en
oscuridad (evitar la luz directa).

20.Afadir 2 ml de reactivo D 1x y centrifugar la suspension
celular a 300 g durante 3 minutos (rampa suave de
frenado).

21.Deseche el sobrenadante.

22.Resuspenda el sedimento celular en 500 pL de reactivo
D 1x.

23.Las células ahora estan listas para la adquisicion de
datos mediante citometria de flujo. Las células deben
evaluarse en 30 minutos. Medir al menos 100.000
eventos.

Tabla 1. Componentes que se deben afiadir para medir
muestras de pacientes (P) y controles (C1 y C2).

Tubo | Sangre Muestra Muestra | Reactivo | Reactivo
de enriquecida de E F
hombre al 5% paciente
adulto
P1 --- --- 50 pl 50 pl 50 pl
C1 50 pl --- --- 50 pl 50 pl
Cc2 --- 50 pl --- 50 pl 50 pl

Configuraciéon de los parametros del citémetro
de flujo

Esta parte describe como se debe configurar el citometro
de flujo para el uso del kit Fetal Cell Count™.

Para la configuracion del citdmetro de flujo se necesita una
muestra enriquecida con sangre del corddn umbilical al 5%
(no se puede usar FETALtrol). Siga los siguientes pasos:

1. Etiquete un tubo de centrifuga de fondo cénico de 5 ml
para la muestra enriquecida con sangre del cordon
umbilical al 5%.

2. Siga los pasos 2 a 17 del "Procedimiento de prueba del
kit Fetal Cell Count™".

3. Etiquete cuatro tubos de fondo cdnico que se pueden
utilizar con el citometro de flujo con S1, S2, S3, S4.

4. Anada los diferentes componentes a los tubos segun la
tabla 2 y agite en el vortex.

5. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos en
oscuridad (evitar la luz directa).

6. Afadir 2 ml de reactivo D 1x y centrifugar la suspensién
celular a 300 g durante 3 minutos (rampa suave de
frenado).
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Deseche el sobrenadante.

Resuspenda el sedimento celular en 500 pL de reactivo
D 1x.

9. Las células ahora estan listas para la medicién mediante
citometria de flujo. Las células deben evaluarse en 30
minutos.

© N

Tabla 2. Componentes que se deben afiadir para la
configuracidn del citémetro de flujo.

Tubo Muestra Reactivo | Reactivo | Reactivo
enriquecida E F D
al 5%
S1 50 pl --- --- 100 pl
S2 50 pl 50 pl --- 50 pl
S3 50 pl --- 50 pl 50 pl
S4 50 pl 50 pl 50 pl ---

Configuracion del citometro de flujo

Este procedimiento describe la configuracidn del citometro
de flujo antes del andlisis de muestras de pacientes con el
kit Fetal Cell Count™.

Se deben recopilar archivos en modo de lista de al menos
100.000 eventos para las sefiales de log FSC, log SSC y log
de fluorescencia para ambos anticuerpos conjugados con
fluorocromo con la regién acotada en los eritrocitos. Menos
de 100.000 eventos influirdn en la precision del ensayo.
Excluya las impurezas y el ruido de fondo estableciendo un
umbral de FSC apropiado y seleccione los parametros
apropiados para poder excluir dobletes en la fase de
analisis de datos.

Para evitar la coincidencia de una célula fetal y materna
que pasan por el laser, se recomienda analizar las muestras
a una velocidad de baja a media.

Nota: Durante el analisis, es mas facil interpretar los datos
cuando el numero de eventos en cada diagrama de puntos
esta limitado a 10,000 eventos.

1. Seleccione todos los eritrocitos en las células de
control negativo (S1; control sin tefir) mediante el
uso de una region (consulte el citograma 1). Seleccione
la amplificacion logaritmica para las ganancias FSC vy
SSC.

2. Los dobletes se pueden excluir haciendo una region
positiva en los eventos individuales, excluyendo los
dobletes en el diagrama de puntos FSC-A(rea) vs FSC-
W(idth) (ver citograma 2).

Utilice la combinacion de la region 1 (eventos) y
la region 2 (eventos Unicos) en todos los demas
pasos y para todas las muestras de la evaluacion.

™ T T C T, A .
it 3 30 30 y 10 1 1
FSC-A FSCA

Citograma 1 Citograma 2

3. S1 (control sin tefir) también debe usarse para ajustar
los voltajes del tubo fotomultiplicador (PMT) FL1 y FL2.
Las sefiales de la linea base FL1 / FL2 deben ubicarse
en la esquina inferior izquierda en un grafico de puntos
FL1 frente a FL2 (consulte el citograma 3).
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4. Para ajustar la compensacién de FITC de FL2, se debe
analizar la muestra S2 teiida solo con el reactivo E
(anti-CA FITC). Las seiales positivas de FL1 (glébulos
rojos adultos) deben estar en el cuadrante inferior
derecho del grafico de puntos FL1 frente a FL2 (consulte
el citograma 4).

5. Los ajustes de compensacion de fluorescencia entre las
sefiales de fluorescencia de FITC y R-PE deben
optimizarse para separar las células fetales de las
células F maternas. Analice la muestra S3 teiiida solo
con reactivo F (anti-HbF R-PE) para ajustar la
compensacion de R-PE de FL1. Las sefiales positivas de
FL2 (gldbulos rojos fetales) deben estar en el cuadrante
superior izquierdo en el grafico de puntos FL1 frente a
FL2 (consulte el citograma 5).

o 10°
FITC-A FITC-A

Citograma 4 Citograma 5

6. Por Ultimo, debe analizarse la muestra de sangre
enriquecida al 5% preparada (S4) para comprobar si
se obtienen los ajustes adecuados del citometro.
Coloque los ejes horizontales del cuadrante
directamente debajo de la poblacién HbF positiva (ver
citograma 6) y coloque los ejes verticales directamente
a la izquierda de la poblacién CA positiva, pero HbF
negativa. Los glébulos rojos fetales se encuentran en el
cuadrante superior izquierdo del diagrama de puntos,
mientras que las células F interferentes (maternas) se
ubican en el cuadrante inferior derecho junto con el
resto de los eritrocitos maternos.

FTCA

Citograma 6

La configuracion se completa y los ajustes se pueden
almacenar como un protocolo y usarse con cada nuevo
analisis de una muestra de paciente. Posteriormente, se
pueden procesar y analizar otras muestras de pacientes.

Interpretacion de resultados

Los resultados de la evaluacion de las muestras de sangre
de los pacientes son una fuente cuantitativa y fiable para
determinar la concentracion de fRBCs, etritocitos fetales,
en la circulacién sanguinea materna. Los globulos rojos
fetales se reconocen por su expresion brillante de HbF
combinada con una expresion de CA mas débil. Esto
contrasta con los glébulos rojos maternos que no tienen
sefial de HbF combinados pero tienen expresiéon de CA
brillante, y las células F maternas con expresion baja de
HbF y CA brillante. Segun la bibliografia, el porcentaje
esperado de eritrocitos fetales para la poblacion afectada
es al menos >0,02% (Davis, de Wit). Después de
aproximadamente la semana 32 de gestacion, la expresion
de CA en las células fetales se hard mas fuerte. En la
semana 38 de gestacidn y posteriormente, los eritrocitos
fetales ya podrian expresar CA en la misma medida que las
células maternas.
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Ademads, los resultados obtenidos y el porcentaje de
eritrocitos fetales pueden utilizarse para calcular el
volumen total de eritrocitos fetales en la circulacién
sanguinea materna. Tenga en cuenta que las pautas para
este cdlculo difieren segun el pais / hospital / grupo de
trabajo.

Cuando la muestra de control positivo (muestra enriquecida
o FETALtrol) no muestra tincion de las células fetales para
HbF (canal PE), el ensayo no es valido y debe ejecutarse
nuevamente.

Nota importante: Para obtener resultados tipicos de
FETALtrol, visite nuestro sitio web:
https://www.igproducts.nl/FETALtrol/

Control de calidad

Todos los reactivos del kit Fetal Cell Count™, asi como la
linealidad y precision del recuento de gldbulos rojos fetales,
se han probado en diferentes poblaciones mezcladas de
glébulos rojos adultos y de sangre del corddn umbilical. Los
citogramas demuestran claramente la utilidad de un
segundo marcador de gldbulos rojos, CA, para una
discriminacion precisa entre las diferentes poblaciones de
glébulos rojos en la sangre materna. Sin CA como
marcador, la discriminacion entre globulos rojos fetales y
concentraciones variables de células F maternas se vuelve
problematica.

Limitaciones del procedimiento

El personal con experiencia en técnicas asépticas debe
realizar la recoleccidon de la muestra de sangre.

El kit Fetal Cell Count™ esta disefiado para la deteccion
mediante citometria de flujo y no para uso con
microscopia inmunofluorescente.

No se ha establecido la eficacia del kit Fetal Cell Count™
con muestras distintas de los glébulos rojos humanos.
Los resultados precisos con los procedimientos de
citometria de flujo dependen de Ila alineacion vy
calibracién correctas del léser, asi como de la
configuracion adecuada de los limites de entrada de
eventos.

No se puede excluir la lisis de eritrocitos y la
disminucion del contenido de HbF y CA cuando las
células se almacenan a temperatura ambiente durante
mas de 72 horas (3 dias). Por lo tanto, la preparacion
de las células y la incubacidén siempre deben realizarse
dentro de los 3 dias posteriores a la extraccion de
sangre.

Caracteristicas del funcionamiento

Especificidad de unién a anticuerpos - Los resultados
del estudio interno concluyeron que el anticuerpo dirigido
contra HbF reconoce solo la cadena y de HbF, mientras que
el segundo anticuerpo es especifico del antigeno CA.

Correlacion con la version mejorada del kit Fetal Cell
Count™ (IQP-363) - Esta version es la version mejorada
del kit Fetal Cell Count™ que se baso en la tincion directa
de los dos marcadores utilizados (IQP-379). Los estudios
demuestran un rendimiento idéntico de las versiones. El
coeficiente de correlacidon (r2) entre las dos versiones es >
0,999. En un estudio comparativo, después de cambiar el
anticuerpo policlonal contra CA por un monoclonal, el kit
Fetal Cell Count™ (IQP-363) mostré un rendimiento clinico
idéntico al de la versidn anterior (IQP-379).

Precision -Los resultados de un estudio interno han
demostrado que tanto la repetibilidad como la
reproducibilidad son 6ptimas con un coeficiente de varianza
del 18,3% vy el 6,3% respectivamente para mezclas
artificiales con un 1% de células fetales.
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Linealidad -La medicion de mezclas artificiales para el
rango de concentracién (tedrico) 0,02-5,0% (v/v) muestra
una alta correlacion (r = 0,999), cuando se miden 100.000
células. Esta correlacion aumenta cuando se evalia un
mayor nimero de células.

Especificidad - Las muestras analizadas de donantes de
sangre de control no mostraron tincién en el area superior
izquierda. Estos datos demuestran que no hay interferencia
en este drea que conduzca a un recuento inexacto de
células fetales.

Limite de deteccién - El limite de deteccion del ensayo se
basa en la medicion de mezclas artificiales y se determina
que es del 0,014% cuando se evaltan 100.000 células. La
precision mejora cuando aumenta el nimero de eventos.

Evaluacién clinica -En total, se ha probado una serie de
737 muestras durante dos estudios clinicos diferentes. Aqui
solo se representa una parte de los estudios. Las
publicaciones que contienen todos los datos se pueden
obtener a través de marketing@iqproducts.nl

Durante la evaluacion clinica, el kit Fetal Cell Count™
(IQP-379) se compard con una versién anterior del kit
Fetal Cell Count™ (IQP-370) que se basaba en la tincion
indirecta de los marcadores. La correlacidon entre las dos
versiones ha demostrado ser r2> 0.995.

Se realizd una evaluacidn clinica para estudiar el
rendimiento del kit Fetal Cell Count™ (IQP-370) en
comparacion con la prueba de Kleihauer-Betke
generalmente utilizada. En este estudio se examinaron
130 muestras de pacientes.

Fetal Cell Count™

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

En el 13,1% (17/130) de los casos se detectd
transfusion fetomaterna con ambos métodos.

En un total de 130 pacientes, se demostré6 que 28
(28/130 - 21,5%) contenian células fetales mediante la
prueba de Kleihauer-Betke. De estos, solo 17 pacientes
(17/28; 60,1%) contenian células fetales verdaderas
utilizando el kit Fetal Cell Count™ (rango de 0,17 a
11,2%).

Los otros 11 pacientes evaluados positivos (11/28;
39,3%) tenian un patron de prueba de Kleihauer-Betke
no tipico con tincidn muy débil de varias células.

De los 11 pacientes positivos para Kleihauer-Betke y
negativos para el kit Fetal Cell Count™, 7 tenian un
patron de prueba de Kleihauer-Betke no tipico con una
tincion muy débil de las células. Estas muestras
mostraron un patron tipico de talasemia. Los pacientes
correspondientes fueron diagnosticados como
talasémicos.

Estado administrativo

En este momento, el kit Fetal Cell Count™ estd registrado
como “dispositivo médico de diagnostico in vitro en
Australia, Perld, Suiza, Reino Unido y paises pertenecientes
a la Comunidad Europea. En todos los otros paises debe ser
etiquetado "se utilice sélo para la investigacion".
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Current version + | Version 3
release date 29-03-2023 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 2

Changes

1. Added ‘Regulatory status’ and
removed separate sentence about
IVD registration.

2. Document title of the EN ISO
15223-1 has been updated.

Justification

1. Better overview of IVD
registrations.

2. Document title was adapted with
current version.

Current version + | Version 2
release date 02-03-2022 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 1

Changes

1. In the last sentence of paragraph
‘Intended use’ 2 hours replaced by
90 minutes (p.3, 8, 13),

2. In the paragraph ‘Control sample
preparation’ the sentence ‘The spike
for the quality control of the kit is
made with the appropriate volume
of washed cells from 0.5 mL cord
blood and adult blood.” has been
added (p.4, 9, 14).

Justification

1. The complete time for staining and
analysis is 90 minutes, as already
mentioned on the website and the
product flyer.

2. The sentence has been added as
advice for the wusers at the

laboratory.
Current version + | Version 1
release date 01-09-2021 (DD-MM-YYYY)
Previous version N/A

Changes

Created this online version with
translations of the international booklet
which is printed and included with every
kit.  The online version includes
Portuguese, Spanish and  Finnish,
whereas the international booklet
includes English, French and German.

Justification

Environmental reasons.
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