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FMH QuikQuant™
Teste Rapido para Quantificacdo de Hemorragia Feto-materna

REF QQF-100 W 100 tests [Ii] package insert
IVD| C€Para Utilizacdo em Diagndstico In Vitro

Utilizacado Prevista

El FMH QuikQuant™ esta disefiado para la discriminacion y la deteccion cuantitativa de gldbulos 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
FMH QuikQuant™ se basa en un método de citometria de flujo no automatizado, sensible y preciso, que ofrece una
deteccion fluorescente del antigeno intracelular, la hemoglobina fetal (HbF). La HbF se detecta en los gldbulos rojos
obtenidos de sangre entera periférica humana tratada con heparina o anticoagulada con EDTA. El FMH QuikQuant™ esta
disefiado para su uso en laboratorios clinicos y de referencia de hospitales por parte de técnicos médicos capacitados o
personas similares que tengan experiencia en métodos de prueba para FMH y citometria de flujo.

Resumo e Principio

A utilizagdo mais importante da detecdo de glébulos vermelhos (GV) fetais é a avaliagdo da hemorragia feto-materna
(HFM) [1-4]. A HFM ocorre normalmente ao longo da gravidez em quantidades minimas, com volumes crescentes durante
as Ultimas fases da gestacgdo [5]. Se houver uma diferenga significativa na antigenicidade eritrocitaria entre o feto e a
mae, isto pode resultar na alossensibilizacdo do sistema imunitario materno, seja antes ou depois do parto. Os anticorpos
maternos para os antigénios eritrocitarios fetais podem ser clinicamente silenciosos ou causar sequelas autoimunes
potencialmente letais na atual ou em futuras gravidezes (ex.0: eritroblastose fetal ou aborto precoce). Tal sensibilizagao
pode ocorrer com qualquer incompatibilidade de antigénio eritrocitario, mas a maior frequéncia e as consequéncias clinicas
mais profundas ocorrem com incompatibilidades do antigénio D ou Rh. A detecdo e enumeracdo dos GV fetais € uma parte
essencial da gestdo das pacientes com HFM tratadas com preparados de imunoglobina Rh (RhIG) [6]. A profilaxia com
imunoglobina Rh é uma pratica universal, mas as dosagens e os calendarios tém variacGes regionais [7,8]. Por
conseguinte, a sensibilidade e a especificidade dos testes de detegdo da HFM é um fator critico na eficacia terapéutica e
no subsequente resultado clinico.

O teste mais utilizado para detecdo de HFM tem sido a contagem visual ao microscépio, ou método de Kleihauer-Betke
(KB), que se baseia em diferengas nas propriedades de solubilidade em condicdes acidas entre a hemoglobina fetal (HbF)
e a hemoglobina do adulto [9]. Embora o método KB seja facilmente realizado na maioria dos laboratérios clinicos, tem
pouca sensibilidade e apresenta fraca reprodutibilidade ou precisdo (CV de 50-100%) [10,11]. Os métodos de citometria
de fluxo foram desenvolvidos utilizando as diferencas antigénicas ou avaliagdo quantitativa da hemoglobina fetal (HbF)
para distinguir os GV fetais dos GV do adulto. Estes métodos sdo mais precisos e menos subjetivos [12-22]. Ndo obstante,
muitos laboratdrios continuaram a usar o método KB devido a limitada disponibilidade da citometria de fluxo.

O IQ Products FMH QuikQuant™ é um método de citometria de fluxo para detegdo e quantificacdo de HFM. O teste usa um
anticorpo monoclonal anti-hemoglobina F e iodeto de propidio como reagente numa técnica sem lavagem que demora
cerca de 45 minutos a estar concluida. Exigindo menos de 15 minutos de tempo do técnico de laboratério, é
simultaneamente mais eficiente do que o teste KB e mais sensivel e preciso.

Aplicagao

A determinacdo laboratorial do nivel de células fetais na circulacdo materna continua a ser um elemento importante na
gestdo obstétrica de mulheres com suspeita de trauma uterino e na administracdo da dosagem correta de imunoglobina
Rh.

Componentes do Produto

. 1,0 mL de IQ Products FMH QuikQuant™ antibody reagent para Citometria de Fluxo (100 testes)
. 40 mL de IQ Products Intra-Cell” Solucdo de permeabilizagdo - fornecida como 10X concentrado
. 40 mL de IQ Products FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate - fornecida como 10X concentrado

Reagentes e Materiais Necessarios, mas nao incluidos
. Tubos de poliestireno de 12 x 75 mm descartaveis com suporte
Pontas de pipeta, (1-200 pL, 200-1000 pL)
Pipetas de volume ajustavel (0-200 pL e 200-1000 L)
Tampao fosfato salino (PBS) ou PBS de Dulbecco Sigma #P3813 ou CellGro #21-031-CM
Glutaraldeido (0,03% + 0,015%)
o Glutaraldeido a 8% para diluigdo Sigma #G7526 ou Polysciences #00216A
ou
o Glutaraldeido a 25% para diluigéo Sigma #G5882 ou Polysciences #01909
. Agua de grau reagente, de preferéncia filtrada
. Filtro de vacuo de 0,2 um (opcional, mas recomendado)
FETALtrol™ (IQ Products) ou sangue do corddo umbilical para 3 niveis de controlo em testes de hemorragia feto-
materna
Agitador tipo Vortex
Centrifuga para lavagem de células do banco de sangue com capacidade para alcangar as 600 x g.
Citometro de fluxo multiparamétrico, com capacidade para pelo menos 3 parametros de fluorescéncia
Software para analise de ficheiros list-mode em formato FCS
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Preparacdo do Reagente

1

2

3

PBS

PBS de Dulbecco 1000 mL CellGro #21-031-CM ou equivalente
ou

Tampado fosfato salino em pé 1 pacote Sigma #P3813 ou equivalente

H20 de grau reagente g.s. 1000 mL

Misture bem

Passe por um filtro de vacuo com poro de 0,2 pm, se disponivel, para remover particulas de detritos
Ajuste o pH a 7,4 quando a solugdo atingir a tem temperatura ambiente (20-25 °C)

Guarde no frigorifico a 2-8 °C

A validade deve ser determinada por procedimento laboratorial padrdo. A utilizacdo de agua estéril/filtrada
como diluente alargara o prazo de validade para 30 dias a 2-8 °C.

FMH QuikQuant™ buffer working solution - equivalente a PBS com BSA (0,5%)
H20 de grau reagente 9 partes
FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate 1 parte
Por exemplo: 9 mL de H20 e 1 mL de concentrado IQ Products BSA combinados
Misture bem
Passe por um filtro de vacuo com poro de 0,2 um, se disponivel, para remover particulas de detritos

Ajuste o pH a 7,4 quando a solugdo atingir a temperatura ambiente (20-25 °C)

Guarde no frigorifico a 2-8 °C

Validade: deve ser determinada por procedimento laboratorial padrdo. A utilizagcdo de agua estéril/filtrada
como diluente alargara o prazo de validade para 30 dias a 2-8 °C.

Diluigcdo de trabalho de glutaraldeido: 0,03%

Nota: uma vez que a pureza do glutaraldeido pode variar consoante o fabricante ou os lotes, as concentracées
de glutaraldeido entre 0,015 - 0,045% devem ser avaliadas para otimizacao da separacao da coloracdo de
GV fetais e do adulto com o teste (separacao de 2 log ou mais desejavel).

Guarde o glutaraldeido de reserva no congelador (as ampolas podem ser divididas em aliquotas para microtubos de
polipropileno e novamente congeladas) ou no frigorifico de acordo com as recomendagdes do fabricante. Faga uma solugdo
de trabalho fresca em cada dia de utilizagao

Solucgdo de reserva de glutaraldeido Grau EM ou Grau I a 8% 94 uL Sigma #G7526 ou Polysciences #00216A

PBS (pH 7,4) 25 mL (ver PBS acima)

ou

Solugdo de reserva de glutaraldeido Grau EM ou Grau I a 25% 30 uL Sigma #G5882 ou Polysciences #01909
PBS (pH 7,4) 25 mL (ver PBS acima)

Misture bem e mantenha no frigorifico (2-8 °C) durante o maximo de 2 horas antes da utilizacdo
Validade: elimine o glutaraldeido diluido ndo utilizado / Consulte no recipiente do fabricante a validade do
glutaraldeido de reserva.

4 IQ Products Intra-Cell” para permeabilizacdo celular

IQ Products Intra-Cell” Concentrado de reagente deve ser mantido a temperatura ambiente (20-25 °C) e bem
misturado antes da diluigdo para evitar a precipitagdo de sélidos
Prepare uma solugdo de trabalho com uma diluicdo 1:10 a partir de Intra-Cell” Concentrado de reagente, por

exemplo:
o IQ Products Intra-Cell" Concentrado 5mL
o Agua (H20) de grau reagente 45 mL

Misture bem e guarde a solugdo de trabalho (IQ Products Intra-Cell” com diluicdo 1:10) no frigorifico (2-8 °C).

Validade: a solugdo de trabalho perde a validade apds 30 dias ou mediante a detegdo de qualquer turvagdo na
solucdo. A solucdo de reserva pode ser usada até a data de validade indicada na etiqueta.

Amostra
Sangue total com EDTA ou outras amostras anticoaguladas

Coloque a amostra no frigorifico se o teste nao for realizado no prazo de 4 horas apos a colheita.
As amostras podem ser mantidas no frigorifico durante 72 horas antes do teste [1].

Preparagao da Amostra

1

2
3
4

Prepare uma diluigdo 1:20 de sangue com FETALtrol™ ou anticoagulante EDTA utilizando PBS com BSA a 0,5 % ou
FMH QuikQuant™ buffer working solution.

Coloque 10 pL de células diluidas dentro de um tubo de poliestireno de 12 X 75 mm.

Acrescente 0,75 mL de glutaraldeido (glutaraldeido a 0,03 % em PBS sem BSA) ao tubo.

Agite no Vortex apds acrescentar o glutaraldeido as células e intermitentemente durante a incubagdo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Evite a formacdo de conglomerados de GV garantindo que as células permanecem
em suspensdo durante esta etapa de fixacdo.

Acrescente 1,5 mL de solugdo de trabalho IQ Products Intra-Cell” a cada tubo e deixe incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

Agite no Vortex apos acrescentar a solugao Intra-Cell” e pelo menos duas vezes durante a incubagdo, minimizando
assim os agregados de células.

Coloque durante 60 segundos na centrifuga para lavagem de células e decante durante 5 segundos. Em alternativa,
centrifugue durante pelo menos 5 minutos a 600 xg e, em seguida, decante o sobrenadante.

Agite o tubo no Vortex durante pelo menos 15 segundos para dispersar totalmente o sedimento.
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9  Acrescente 10 uL de IQ Products FMH QuikQuant™ antibody reagent, seguidos de 40 pL FMH QuikQuant™ buffer
working solution.

10 Deixe incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro.

11 Acrescente 2,0 mL de FMH QuikQuant™ buffer working solution, agite no Vortex e deixe incubar a temperatura
ambiente durante 30 segundos. Nota: para facilitar a mistura sem derramar, sugerimos que acrescente 1
mL e agite suavemente no Vortex, depois acrescente mais 1 mL e misture novamente.

12 Coloque durante 60 segundos na centrifuga para lavagem de células e decante durante 5 segundos. Em alternativa,
centrifugue durante pelo menos 5 minutos a 600 xg e, em seguida, decante o sobrenadante.

13 Acrescente 1,0 mL de FMH QuikQuant™ buffer working solution, misture bem no tubo e evite a exposicdo a luz.
Processe no citdmetro de fluxo, recolhendo um minimo de 100.000 GV para analise.

Configuragdo do Citometro de Fluxo

1 Selecione 2 amostras de sangue, uma de sangue de adulto com uma contagem elevada de glébulos brancos (GB)
e uma de sangue de adulto onde tenha adicionado células lavadas do corddo umbilical compativeis com ABO ou
FETALtrol™ Nivel 3. (Todos os gldbulos vermelhos tém de ser lavados duas vezes e novamente suspensos em
PBS/BSA antes de serem misturados ou adicionados para remover toda a hemaglutinina que possa causar
conglomeragao.)

2 Siga o procedimento de coloragdo do teste FMH QuikQuant™.
3 Efetue as etapas abaixo para configurar o protocolo de citometria:

a) Facga o seguinte:
Ll Histogramas de dois parametros:

o FSC vs SSC (log-log)
o  Anti-HbF (FL1) vs log SSC
o Iodeto de propidio (FL3) vs log SSC
o Anti-HbF (FL1) vs iodeto de propidio (FL3)

i 16 10° 10

4 a 4 <
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10! 102 10° 10t 108 10! 10? 100 10 108 s o o ot o8 o e e o o

FSC-A Anti-HbF (CFS) Propidium lodide A Anti-HbF (CFS)

o Histograma(s) de um parametro:
o NuUmero vs anti-HbF (FL1)
o Numero vs Autofluorescéncia (FL2) (opcional)
1500 1500
P3: Adul
RBCs

1000 1000
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v F-Cells v
500 500
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lEeIIs
0 0
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FITC-A Autofluorescence

E uma Caixa de resultados que mostre na regido eventos de GV, GV do adulto, células F do adulto e GV fetais
(autofluorescéncia e células nucleadas sdo opcionais)
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Statistics
Sample ID (QuikQuant) A4
Acquisition Date (QuikQuant)4/1/2021
Name Events | % Total % Parent| % Grandparent HEL
Mean
QuikQuant:All Events 100,000 100.00 Hhk *k 1,443
QuikQuant:P1 99,503  99.50 99.50 **x 1,399
QuikQuant:P2 99,189  99.19 99.68 99.19 1,234
QuikQuant:P3: Adult RBCs 97,024 97.02 97.82 97.51 612
QuikQuant:P4: FCells 881 0.88 0.89 089 5245
QuikQuant:P5: Fetal Cells 1,156 1.16 1.17 1.16 50,257
QuikQuant:P6: Autofluorescence 99,149 99.15 99.96 99.64 1,226

b) Enquanto processa o tubo que contém a mistura corada de sangue de adulto/corddo umbilical (ou FETALtrol™
Nivel 3), ajuste o log FS e o log SS de modo a que a populagdo de GV fique a meio da escala em ambos os eixos.

c) Ajuste o limiar em FS para eliminar eventos indesejados (plaquetas, detritos de células) que tenham um sinal inferior
ao da populagdo de globulos vermelhos.

d) Ajuste FL1 (anti-HbF) e FL3 (iodeto de propidio) de modo a que a populagdo de glébulos vermelhos se encontre na
primeira década de ambos os paradmetros e que seja possivel visualizar a totalidade do pico nos histogramas.
Enquanto o IP é um marcador especifico para células nucleadas, a Autofluorescéncia pode ser usada para definir
regiGes ao enumerar células F [22].

e) Enquanto processa o tubo que contém a amostra corada com contagem elevada de GB, ajuste a Compensagao
FL3 - FL1 de modo a que os GV (corados) ao longo do eixo FL1 se encontrem maioritariamente dentro da primeira
década do eixo FL3, mas que ndo tenha > 1% de GV na linha de base do sinal FL1.

f) Coloque uma regido a volta dos glébulos vermelhos, excluindo agregados de GV, detritos celulares e células
nucleadas (eventos positivos ao iodeto de propidio). Certifique-se de que o histograma de um pardmetro se baseia
nesta regido (G1 = R1). Defina as regiGes de analise para GV do adulto, células F do adulto e GV fetais (consulte
abaixo o ajuste das regides) no histograma de um parametro do anti-HbF.

g) Atribua um nome e guarde as definigdes do instrumento e o modelo de protocolo com o protocolo de aquisicao

também definido para recolher pelo menos 100.000 eventos num ficheiro list-mode com todos os paréametros (FS,
SS, FL1, FL2 e FL3).

Analise de Ficheiros List-Mode
A analise de ficheiros list-mode deve ser realizada conforme apresentado nos histogramas acima. Deve ser usada uma

regido para excluir células nucleadas, que é recomendavel que seja um grafico de dispersado lateral vs. iodeto de
propidio. Além disso, as estratégias de regido devem incluir um meio de exclusdo de agregados de GV da analise,

utilizando uma regido FSC vs SSC. O excesso de agregados de GV (> 1%) pode causar uma sobrecontagem significativa

da percentagem de GV fetais, uma vez que os agregados fazem com que o verdadeiro denominador seja subcontado.
Conforme acima indicado, também é recomendavel que sejam criadas regides de analise num grafico de um parametro
de anti-HbF utilizando trés regiGes correspondentes a GV do adulto, células F do adulto e GV fetais. A desativacdo de
qualquer fungdo de escala automatica do software de anadlise permitirda uma melhor visualizagdo da populagdo de GV
fetais. Em alternativa, os graficos de dois parametros da expressdo de anti-HbF vs. autofluorescéncia também podem

ser um meio eficaz para definir a regido de identificacdo de GV fetais. Ainda ndo foi estabelecido um método consensual

para definicdo das regiGes para GV do adulto e células F do adulto, embora tenhamos proposto uma abordagem

utilizando o sinal de Autofluorescéncia [22]. A regido de analise de GV fetais deve ser definida primeiro utilizando as
amostras de controlo por forma a definir a regido de analise num dos lados do pico de GV fetais na amostra de controlo
elevada (tipicamente 1-2% de GV fetais).

1500

10" 1c*
1000
< < s 5 :
E B Q10 3 P4: Adult RBCs p5:
10c° . - 12 P3: 500
Nucleated
d , P2: RBC's Cells
10
1 2 3 ’ 0
10 10 10 10t 10° 10! 10 100 104 10° 10! 10 10° 10¢ 10°
FSC-A Propidium lodide-A FITC-A

Figura 1. A analise dos dados deve incluir uma regido para excluir agregados de GV (gate P1) e células nucleadas
(gate P3), depois a enumeracdo de GV do adulto (regido P4), células F do adulto se pretendido (regido P5) e GV
fetais (regido P6).

Controlo da Qualidade do Teste

E imperativo que sejam utilizadas amostras de controlo multinivel testadas como forma de avaliar tanto o procedimento
como a analise. Uma fraca intensidade de coloragdo, danos nas células devido a concentracdo incorreta das solugGes de
fixacdo e/ou permeabilizacdo, niveis superiores de células F, bem como uma compensacgdo incorreta e definicdo de regido
ndo ideal podem interferir seriamente com a validade dos resultados gerados. Existem duas fontes principais de amostras
para Controlo da Qualidade:
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1. FETALtrol" - Produto de controlo sanguineo estabilizado é uma alternativa pratica aos controlos de producdo
propria. Contém frascos de controlos negativo, positivo baixo (~0,15% de GV fetais) e positivo elevado (~1,5%
de GV fetais) e tem uma validade de 3 meses. Este produto é utilizado exatamente como sangue total neste
procedimento e foi aprovado pela agéncia norte-americana FDA como controlo de diagndstico in vitro.

2. Producgdo propria de amostras de sangue com aditivos — mistura de sangue de adulto com sangue do
corddao umbilical ou fetal compativel com ABO. O ideal é que existam controlos positivo elevado, positivo baixo
e negativo com valores validados para GV fetais.

Manuseamento e Armazenamento

Guarde os frascos de FMH QuikQuant™ antibody reagent na posicdo vertical, bem fechados, a 2-8 °C quando n&o estiverem
a ser utilizados. Guarde o Intra-Cell" Concentrado na posigdo vertical, bem fechado, a temperatura ambiente. Evite
ciclos desnecessarios de aquecimento e arrefecimento de todos os reagentes. Proteja o produto do congelamento, de
temperaturas superiores a 30 °C e de periodos de exposicdo prolongada a temperatura ambiente (18-25 °C), excluindo
o Intra-Cell"” Concentrado, ou a luz. Guarde o FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate de tamp&do na vertical e a
temperatura ambiente (18-25 °C). Os reagentes armazenados de acordo com as instrugdes de armazenamento
estabelecidas sdo estaveis até a data de vencimento indicada no rétulo.

Aviso

O IQ Products FMH QuikQuant™ antibody reagent e o FMH QuikQuant™ buffer solution concentrado de tampdo contém
azida de sddio (< 0,1% p/v). Este quimico transforma-se num composto téxico e perigoso quando combinado com acidos
ou metais. Manuseie com cuidado. As solugdes que contenham azida de sodio devem ser eliminadas de forma adequada.
Para obter informagdes detalhadas, consulte a Folha de Dados de Segurangca em: www.igproducts.nl. Esteja ciente da
obrigacdo dos usudrios deste kit de notificar o fabricante e as autoridades designadas sobre incidentes relacionados a este
produto.

Controlo da Qualidade do Produto

O desempenho e especificidade dos reagentes incluidos neste kit sdo testados utilizando os métodos internos de controlo
de qualidade da IQ Products. O fabrico deste produto segue as diretrizes de producdo e de sistema de qualidade em
conformidade com as normas FDA-QSR e EN ISO 13485.

Limitagées do Produto

As situagGes clinicas que se seguem podem resultar num nivel superior de HbF devido a niveis elevados de células F do

adulto e ndo devem ser confundidas com uma Hemorragia Feto-Materna [22-24]:

. Anemia grave

o Persisténcia hereditaria de HbF

. Talassemia

. Doenga falciforme, em especial quando submetida a terapia com hidroxiureia, butirato ou outros farmacos que
elevam a HbF

Potenciais Problemas

. Uma coloragao inadequada e fraca separacao sao normalmente resultado de uma fixagdo e/ou permeabilizagdo
incorretas. O glutaraldeido deve ser devidamente guardado e diluido apenas antes da utilizagdo na etapa de fixagao.
Se as células ndo forem corretamente fixadas com o glutaraldeido, serdo lisadas quando o Intra-Cell" for adicionado.
Se a etapa do Intra-Cell” ndo for corretamente efetuada, o anticorpo HbF conjugado ndo conseguirad alcancar o
interior da célula [24].

o Nao otimizacdo da configuragdo do instrumento ou das definigdes de compensacao.

o N&o utilizagdo de uma regido para definir as células fetais com base num controlo positivo, como o FETALtrol™.

. Uma mistura incorreta e/ou a utilizacdo de glutaraldeido com uma concentragdo mais forte do que a indicada pode
causar agregados, frequentemente detetados pela presenca de conglomerados de células e por resultados superiores
aos esperados para as amostras com FETALtrol™.

. A incorreta diluicdo do IQ Products Intra-Cell” 10X Concentrado de solucdo de permeabilizacdo ird causar
conglomeracgdo ou aglutinacdo (semelhante em aparéncia macroscopica a aglutininas frias ou rouleaux), o que ira
afetar negativamente a precisao dos valores obtidos.

. As solugdes ndo filtradas podem conter microparticulas que seriam detetadas e contadas pelo instrumento. Isto pode
reduzir o nUmero de eventos (GV) usaveis na contagem total e dificultar a andlise ou afetar negativamente a precisdo
dos valores obtidos.

. As amostras pos-transfusao com agregados celulares mediados imunologicamente pode produzir valores de células
fetais falsamente elevados. Este problema pode ser evitado excluindo os agregados.

. A ndo exclusdo de células nucleadas autofluorescentes durante a analise de dados pode dar uma falsa elevacdo do
nivel de globulos vermelhos fetais.

Valores Esperados e Respetivos Desvios

Cada laboratdrio deve estabelecer o(s) intervalo(s) de referéncia aceitaveis para testes de hemorragia feto-materna. A
média do laboratério para resultados de GV fetais para amostras de sangue saudaveis de ndo-gravidas espera-se que
seja < 0,06%. Os niveis de células F do adulto sdo geralmente valores ndo contados, mas as publicacdes sugerem que a
maioria das analises terda < 5% de células F [25]. Foram estudados dadores normais aparentemente saudaveis em trés
laboratdrios. Estes resultados devem servir de orientagdo. Cada laboratdrio deve estabelecer os seus proprios intervalos
de referéncia.

Caracteristicas do Desempenho

Os resultados do estudo interno mostraram que o anticorpo dirigido contra o HbF se liga especificamente a hemoglobina
fetal e ndo reconhece a hemoglobina adulta.
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Tabela 1. Dados do estudo de sensibilidade FMH QuikQuant™. A determinagdo da sensibilidade do teste foi
realizada através de estudos de diluicdo de misturas com IQ Products FETALtrol™ (niveis elevado, baixo e negativo)
seguidos de medigBes replicadas num instrumento Becton Dickinson FACScan. Conforme acima apresentado, as
amostras com valores tdo reduzidos como 0,04% de globulos vermelhos fetais foram significativamente
distinguidas (P < 0,05) das amostras sem células fetais.

% GV fetais Réplica 1 Réplica 2 Média Desvio padrao Ccv Valor P
esperada
0,00 0,01 0,02 0,02 0,01 33,3% 1,00000
0,02 0,02 0,02 0,02 0,00 0,0% 0,42265
0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 0,0% 0,03775
0,07 0,06 0,07 0,07 0,01 7,7% 0,01942
0,10 0,12 0,09 0,11 0,02 14,3% 0,02951
0,15 0,14 0,15 0,15 0,00 3,5% 0,00295
0,17 0,19 0,18 0,19 0,01 2,7% 0,00173
0,18 0,13 0,19 0,16 0,03 18,8% 0,04129
0,37 0,34 0,39 0,37 0,03 6,9% 0,00526
0,64 0,58 0,57 0,58 0,01 0,9% 0,00016
0,92 0,83 0,81 0,82 0,01 1,2% 0,00019
1,19 1,19 1,08 1,14 0,05 4,9% 0,00242
1,46 1,33 1,50 1,42 0,09 6,0% 0,00368
1,65 1,51 1,74 1,63 0,12 7,1% 0,00507
1,83 1,90 1,80 1,85 0,05 2,7% 0,00075

Tabela 2. Dados de estudo de precisdo FMH QuikQuant™. A determinacdo da imprecisdo do teste foi
realizada através de estudos de misturas com IQ Products FETALtrol™ seguidos de medicdes replicadas num
instrumento Becton Dickinson FACScan. Conforme acima apresentado, as amostras com valores tao reduzidos
como 0,17% de globulos vermelhos fetais tém um coeficiente de variagdo (CV) de < 5%.

Réplica Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
1 0,02 0,17 0,68 0,76 1,72
2 0,02 0,16 0,75 0,79 1,70
3 0,01 0,17 0,70 0,78 1,71
4 0,02 0,16 0,68 0,82 1,69
5 0,01 0,17 0,70 0,94 1,69
6 0,01 0,18 0,71 0,80 1,75

Média 0,02 0,17 0,70 0,80 1,71

Des Padr 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
cv 33,3% 4,1% 3,4% 3,3% 1,2%

30

Regression Equation: Y =-0.00051 + 1.0510 X

o Cusum test for linearity:
0 No significant deviation from linearity (P=0.76) P
T 25" n=69 g
(=]
©
=
g 20
2
b 15
&
>
(L)
[) 10
o Caltag vs QQF Variable X | Variable Y
E Lowest value 0 0
) i Highest value 225 26.2
o 5 Arithmetic mean 1.5628 1.6736
© Median 0.03 0.04
E Standard deviation 4.3432 4.7207
[ Standard error of the mean 0.5229 0.5683
v
o 0 T T T
o 0 5 10 15 20 25 30

Percentagem de células fetais (QQF)

Figura 2. FMH QuikQuant™ ndo mostra nenhum desvio significativo da linearidade. A determinacdo da linearidade
do teste foi realizada através da regressdo de Passing-Bablok entre a percentagem de GV fetais determinada pelos testes
de citometria de fluxo Caltag Fetal Hgb e FMH QuikQuant™ (QQF).
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Avaliagdo Clinica:

Os resultados dos testes de 74 e 56 amostras clinicas em dois locais diferentes durante um estudo de avaliagdo de
desempenho, mostraram que a correlagdo entre o teste Kleihauer Betke e o FMH QuikQuant™ foi excelente (r> = 0,968 e
r2 = 0,998 respectivamente). A literatura confirma esta correlacdo e afirma que o FMH QuikQuant™ é um método mais
preciso, devido a superestimacdo do FMH pelo KB [27-28]. O histérico dos dados de desempenho clinico pode ser obtido

em marketing@igproducts.nl.

Estatuto Regulamentar

Neste momento, o FMH QuikQuant™ é registrado como "in vitro dispositivo médico de diagndstico”" na Australia, Suica,
Peru, Reino Unido e nos 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 por esta abrangidos sdo apenas garantidos conforme a quantidade e contetdo especificados na

etiqueta no momento de entrega ao cliente. Ndo ha garantias, expressas ou implicitas além da descricdo na etiqueta do

produto. IQ Products BV ndo se responsabiliza por danos de propriedade, ferimentos pessoais ou perdas econémicas
causados pelo produto.
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FMH QuikQuant™
Anéalisis rapido para cuantificacion de hemorragia fetomaternal

REF QQF-100 W 100 tests [Ii] package insert
IVD| (€ Para uso diagnéstico In Vitro

Uso Previsto

O FMH QuikQuant™ kit destina-se a identificacdo e detecdo quantitativa de glébulos vermelhos fetais humanos no sangue
materno. Este método usado para o diagndstico de Hemorragia Fetomaternal (FMH) é aplicado a amostras de sangue
periférico de mulheres gravidas com trauma abdominal e / ou suspeita de incompatibilidade Rhesus D (RhD). O FMH
QuikQuant™é baseado num método de citometria de fluxo ndo automatizado, sensivel e preciso, que oferece uma
detecgdo fluorescente do antigeno intracelular, hemoglobina fetal (HbF). A HbF é detectada em glébulos vermelhos obtidos
de sangue total periférico humano tratado com EDTA ou com heparina. O FMH QuikQuant™ destina-se ao uso em
laboratérios hospitalares e de referéncia por técnicos médicos treinados ou individuos semelhantes com experiéncia em
métodos de teste para FMH e citometria de fluxo.

Resumen y Fundamento

La aplicacion mas importante de la deteccién fetal de gldbulos rojos es la evaluacién de la hemorragia fetomaternal (FMH)
[1-4]. La FMH se produce normalmente en cantidades minimas durante el embarazo, con un aumento de volumen en las
ultimas etapas de la gestacién [5]. Si hay una diferencia significativa en la antigenicidad de glébulos rojos entre el feto y
la madre, se puede producir una alosensibilizacion del sistema inmune de la madre antes o después del parto. Los
anticuerpos maternos para los antigenos fetales de glébulos rojos pueden pasar clinicamente desapercibidos o provocar
secuelas autoinmunes peligrosas para la vida, ya sea en el embarazo actual o en otros posteriores (por ejemplo,
eritroblastosis fetal o aborto temprano). Dicha sensibilizacién puede ocurrir con cualquier incompatibilidad de antigenos
de gldbulos rojos, pero la frecuencia mas alta y las consecuencias clinicas mas graves ocurren con incompatibilidades de
Rh o de antigeno D. La deteccion y enumeracion de glébulos rojos fetales es una parte esencial del tratamiento de aquellas
pacientes con FMH a las que se les administra preparados de inmunoglobulina Rh (RhIG) [6]. El uso de una profilaxis con
inmunoglobulina Rh es una practica universal, aunque las cantidades y el calendario de las dosis presentan variaciones
regionales [7,8]. Por lo tanto, la sensibilidad y la especificidad de los andlisis de deteccion de FMH es un factor esencial
de la eficacia terapéutica y del resultado clinico posterior.

El analisis que se utiliza con mas frecuencia para la deteccion de la FMH es el método de recuento microscopico visual de
Kleihauer-Betke (KB), que se basa en las diferencias de las propiedades de solubilidad en condiciones &cidas de la
hemoglobina fetal (HbF) con respecto a la hemoglobina de los adultos [9]. Aunque el método KB se realiza con facilidad
en la mayoria de los laboratorios clinicos, carece de sensibilidad y presenta una baja reproducibilidad o precisidon
(coeficiente de variacion (CV) del 50 - 100%) [10,11]. Se han desarrollado métodos de citometria de flujo utilizando las
diferencias antigénicas o la evaluacion cuantitativa de la hemoglobina fetal (HbF) para distinguir los glébulos rojos fetales
de los gldébulos rojos del adulto. Estos métodos son mas exactos y menos subjetivos [12-22]. No obstante, muchos
laboratorios contintan utilizando el método KB debido a la disponibilidad limitada de la citometria de flujo.

1Q Products FMH QuikQuant™ es un método de citometria de flujo para la deteccidn y cuantificaciéon de la FMH. El analisis
utiliza un anticuerpo monoclonal de anti-hemoglobina F y el reactivo yoduro de propidio en una técnica sin lavado que
requiere alrededor de 45 minutos para realizarse. Requiriendo menos de 15 minutos de tiempo del tecnélogo, es mas
eficaz que el andlisis KB, ademdas de ser mas sensible y preciso.

Aplicacién

La determinacion en laboratorio del nivel de células fetales en el sistema circulatorio materno sigue siendo una
herramienta importante en el tratamiento obstétrico de mujeres con trauma uterino potencial y en la administracién
correcta de las dosis de inmunoglobulina Rh.

Componentes del producto

. 1,0 mL de FMH QuikQuant™ antobdy reagent para citometria de flujo (100 pruebas)

. 40 mL de solucion de permeabilizacion 1Q Products Intra-Cell™, suministrada como concentrado 10X
o 40 mL FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate, suministrada como concentrado 10X

Reactivos y materiales necesarios, pero no incluidos
. Tubos de poliestireno desechables de 12 x 75 mm con bastidor
Puntas de pipeta, (1-200 pL) y (200-1000 pL)
Pipetas de volumen ajustable (0-200 pyL y 200-1000 pL)
Medio salino tamponado con fosfato (PBS) o PBS de Dulbecco Sigma n.° P3813 o CellGro n.© 21-031-CM
Glutaraldehido (0,03% + 0,015%)

o Glutaraldehido al 8% para la disoluciéon Sigma n.° G7526 o Polysciences n.° 00216A

O BIEN

o Glutaraldehido al 25% para la disoluciéon Sigma n.© G5882 o Polysciences n.° 01909
. Agua de calidad reactiva, preferiblemente filtrada
. Filtro de vacio de 0,2 um (optativo pero recomendado)
FETALtrol™ (IQ Products) o sangre de cordén umbilical de fabricacidn local para 3 niveles de control en analisis de
hemorragia fetomaternal
Agitador vértex
Lavadora de células para banco de sangre o centrifugadora capaz de alcanzar 600 x g
Citdmetro de flujo multiparamétrico, con capacidad para al menos 3 parametros de fluorescencia
Software para analisis de archivos modo lista en formato FCS
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Preparacion del Reactivo

1 PBS
. PBS de Dulbecco 1000 mL CellGro n.° 21-031-CM o equivalente
O BIEN
. Polvo salino tamponado con fosfato 1 paquete Sigma n.% P 3813 o equivalente
. H20 de calidad reactiva g.s. para 1000 mL
. Mezclar bien
. Filtrar usando un filtro de vacio con poros de 0,2 um, si esta disponible, para eliminar los residuos de particulas
. Ajustar el pH a 7,4 cuando la solucién alcance la temperatura ambiente (20-25 °C)
. Almacenar en refrigerador a 2-8 °C
. La caducidad se determinara siguiendo el procedimiento estandar del laboratorio. El uso de agua estéril/filtrada como

diluyente ampliara la vida util hasta los 30 dias a 2-8 °C.

2 FMH QuikQuant™ buffer working solution - equivalente a PBS con albumina sérica bovina (BSA) (0,5%)

. H20 de calidad reactiva 9 partes

. FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate 1 parte

Por ejemplo: 9 mL de H>0 y 1 mL de concentrado de IQ Products BSA combinados

Mezclar bien

Filtrar usando un filtro de vacio con poros de 0,2 um, si esta disponible, para eliminar los residuos de particulas
Ajustar el pH a 7,4 cuando la solucidn alcance la temperatura ambiente (20-25 °C)

Almacenar en refrigerador a 2-8 °C

Caducidad: se determinara siguiendo el procedimiento estandar del laboratorio. El uso de agua estéril/filtrada como
diluyente ampliara la vida util hasta los 30 dias a 2-8 °C.

3 Dilucion de trabajo de glutaraldehido: 0,03%

Nota: puesto que la pureza del glutaraldehido puede variar con el fabricante o los lotes, deben evaluarse las
concentraciones de glutaraldehido entre 0,015% y 0,045% para optimizar la separacion de la tincion de
globulos rojos fetales y de adulto con el analisis (separacion deseable de 2 o mas logaritmos).

Almacenar las existencias de glutaraldehido en un congelador (las ampollas pueden dividirse en partes alicuotas en
tubos de polipropileno y volver a congelarse) o en un refrigerador siguiendo las recomendaciones del fabricante. Fabricar
solucion de trabajo nueva cada dia de uso

. Solucion® de reserva de glutaraldehido de calidad EM o I al 8% 94 L Sigma n.° G7526 o Polysciences n.© 00216A

. PBS (pH 7,4) 25 mL (consultar PBS arriba)
O BIEN
. Solucién de reserva de glutaraldehido de calidad EM o I al 25% 30 pL Sigma n.° G5882 o Polysciences n.° 01909
. PBS (pH 7,4) 25 mL (consultar PBS arriba)
. Mezclar bien y mantener en un refrigerador (2-8 °C) hasta 2 horas antes de su uso
. Caducidad: desechar el glutaraldehido diluido no utilizado. Consultar el envase del fabricante para conocer la

caducidad del glutaraldehido de reserva.

IQ Products Intra-Cell" para permeabilizacién celular
. El concentrado de reactivo IQ Products Intra-Cell” debe mantenerse a temperatura ambiente (20-25 °C) y
mezclarse bien antes de la dilucidén para evitar que se formen precipitados sélidos.
. Preparar una solucion de trabajo con dilucion 1:10 a partir del concentrado de reactivo Intra-Cell”, por ejemplo:
o Concentrado de IQ Products Intra-Cell™ 5 mL
o Agua (H20) de calidad reactiva 45 mL
. Mezclar bien y almacenar la solucién de trabajo (IQ Products Intra-Cell™ diluida a 1:10) en un refrigerador (2-8 °C).
. Caducidad: la solucién de trabajo caduca a los 30 dias o en el momento de la deteccion si se observa en ella cualquier
turbidez. La solucidén de reserva se puede utilizar hasta que venza la fecha de la etiqueta.

Muestra

Sangre completa con EDTA u otras muestras con anticoagulante

. Refrigerar la muestra si la prueba no se realiza en el plazo de 4 horas desde su obtencién.
. Las muestras pueden mantenerse refrigeradas durante 72 horas antes de la prueba [1].

Preparacion de la muestra

1 Realice una dilucién 1:20 de FETALtrol™ o sangre con anticoagulante EDTA utilizando PBS con BSA al 0,5% o la FMH
QuikQuant™buffer working solution.

2 Coloque 10 pL de las células diluidas en un tubo de plastico de poliestireno de 12 X 75 mm.

3 Agregue 0,75 mL de glutaraldehido (glutaraldehido al 0,03% en PBS sin BSA) al tubo.

4  Tras agregar el glutaraldehido a las células, agite 10 minutos en el vortex de forma intermitentemente durante la
incubacién a temperatura ambiente. Evite la formacién de aglomeraciones de glébulos rojos; para ello, aseglrese
de que las células permanecen en suspension durante este paso de fijacion.

5 Agregue 1,5 mL de la solucién de trabajo 1IQ Products Intra-Cell” a cada tubo e incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

6  Tras agregar la solucion Intra-Cell”, agite en el vértex al menos dos veces durante la incubacion, reduciendo al
minimo de nuevo los agregados celulares.

7 Haga girar 60 segundos en la lavadora de células y decante durante 5 segundos. Como alternativa, centrifugue al
menos 5 minutos en una centrifugadora de 600 x g y decante el sobrenadante.

8 Agite en el vértex al menos 15 segundos para dispersar totalmente los granulos.

9  Agregue 10 pL FMH QuikQuant™ antibody reagent, a continuacion, 40 uL FMH QuikQuant™ buffer working solution.

10 Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
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11

12

13

Agregue 2,0 mL FMH QuikQuant™ buffer working solution agite en el vortex e incube a temperatura ambiente durante
30 segundos. Nota: para facilitar la mezcla sin que se produzcan derrames, se sugiere agregar 1 mL, agitar
suavemente en el vortex, agregar el otro 1 mL y mezclar de nuevo.

Haga girar 60 segundos en la lavadora de células y decante durante 5 segundos. Como alternativa, centrifugue al
menos 5 minutos en una centrifugadora de 600 xg y decante el sobrenadante.

Agregue 1,0 mL QuikQuant™ buffer working solution mezcle el tubo a conciencia y evite la exposicidn a la luz. Procese
en el citémetro de flujo, recogiendo un minimo de 100.000 gldbulos rojos para el analisis.

Configuracion del citometro de flujo

1

a)

Seleccione 2 muestras de sangre, una de sangre de adulto con un alto nimero de glébulos blancos y otra de
sangre de adulto incrementada con células de cordén umbilical compatibles con ABO lavadas o con FETALtrol™ para
3 niveles de control. (Todos los glébulos rojos deben lavarse dos veces y volver a suspenderse en PBS/BSA antes
de la mezcla o el incremento para eliminar todas las hemaglutininas que puedan provocar aglomeracion).

Tifia de acuerdo con el procedimiento de tincion del analisis FMH QuikQuant™.
Utilice los pasos siguientes para configurar el protocolo del citometro:

Obtenga lo siguiente:
= Histogramas de dos parametros:
o Dispersion hacia delante (FSC) frente a dispersion lateral (SSC) (logaritmica-logaritmica)
o Anti-HbF (FL1) frente a SSC-logaritmica
o Yoduro de propidio (FL3) frente a SSC-logaritmica
o Anti-HbF (FL1) frente a yoduro de propidio (FL3)

3
S
2

S

Propidium lodide-A
3

2 10° 10° 10° o e 108 10¢ 10°
FSC-A Anti-HbF (CFS) Propidium lodide A Anti-HbF (CFS)

= Histogramas de un unico parametro:
o Numero frente a anti-HbF (FL1)
o Numero frente a autofluorescencia (FL2) (optativo)
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FITC-A Autofluorescence

Y un cuadro de resultados que muestre eventos de gldbulos rojos sobre umbral, glébulos rojos de adulto, células F de
adulto y glébulos rojos fetales (la autofluorescencia y las células nucleadas son optativas).

b)

Statistics
Sample ID (QuikQuant) A4
Acquisition Date (QuikQuant)4/1/2021
Name Events | % Total % Parent % Grandparent SLEL
Mean
QuikQuant:All Events 100,000 100.00 il il 1,443
QuikQuant:P1 99,503  99.50 99.50 *k 1,399
QuikQuant:P2 99,189  99.19 99.68 99.19 1,234
QuikQuant:P3: Adult RBCs 97,024  97.02 97.82 97.51 612
QuikQuant:P4: FCells 881 0.88 0.89 0.89 5,245
QuikQuant:P5: Fetal Cells 1,156 1.16 1.17 1.16 50,257
QuikQuant:P6: Autofluorescence 99,149 99.15 99.96 99.64 1,226

Al procesar el tubo que contiene la mezcla teiiida de sangre de adulto/cordon umbilical (o FETALtrol" para 3
niveles de control), ajuste la FS-logaritmica y la SS-logaritmica de forma que la poblacién de glébulos rojos quede
en mitad de la escala de ambos ejes.
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c) Ajuste el umbral de la FS para eliminar los eventos no deseados (plaquetas y residuos celulares) que tienen una
sefal mas baja que la poblacion de glébulos rojos.

d) Ajuste FL1 (anti-HbF) y FL3 (yoduro de propidio) de forma que la poblacion de glébulos rojos quede en la primera
década de ambos parametros y se pueda visualizar el pico completo en los histogramas. Mientras que el yoduro de
propidio (PI) es un marcador especifico de las células nucleadas, la autofluorescencia se puede utilizar para definir
regiones al enumerar las células F [22].

e) Al procesar el tubo que contiene la muestra tefiida con un alto namero de glébulos blancos, ajuste la
compensacion FL3-FL1 de forma que los globulos rojos (tefiidos) a lo largo del eje FL1 queden sobre todo en la
primera década en el eje FL3, pero sin tener > 1% de gldbulos rojos en la linea de base de la sefial FL1.

f) Coloque una region de umbral alrededor de los gldbulos rojos, excluyendo los agregados de globulos rojos, los
residuos celulares y las células nucleadas (eventos positivos para yoduro de propidio). Asegurese de que el
histograma de un Unico parametro se basa en este umbral (G1 = R1). Defina las regiones de analisis para gldbulos
rojos de adulto, células F de adulto y globulos rojos fetales (consulte mas abajo el ajuste de regiones) en el
histograma de un Unico parametro de anti-HbF.

g) Asigne un nombre y guarde los ajustes del instrumento y la plantilla del protocolo con el protocolo de adquisicién
también configurado para recoger al menos 100.000 eventos en un archivo modo lista con todos los parametros (FS,
SS, FL1, FL2 y FL3).

Analisis del archivo modo lista

El analisis de los archivos modo lista se debe realizar segun se muestra en los histogramas de arriba. Se debe utilizar una
region de umbral para excluir las células nucleadas del analisis; se recomienda que sea un trazado de dispersion lateral
frente a yoduro de propidio. Las estrategias de umbral adicionales deben incluir un medio de exclusién de los agregados
de gldbulos rojos del andlisis, sirviéndose de un umbral de dispersion de luz hacia delante-angulo (FALS) frente a
dispersion lateral. Un exceso de agregados de gldbulos rojos (> 1%) puede causar una indicacion excesivamente
significativa del porcentaje de gldbulos rojos fetales, ya que los agregados provocan un recuento inferior del verdadero
denominador. Como se muestra arriba, también se recomienda que las regiones de analisis se creen en un trazado de un
Unico parametro de anti-HbF usando tres regiones que correspondan a glébulos rojos de adulto, células F de adulto y
glébulos rojos fetales. La desactivacion de cualquier funcién de ajuste automatico de escala en el software de analisis
permitird una mejor visualizacion de la poblacion de glébulos rojos fetales.

Como alternativa, la presentacion de dos parametros de expresion de anti-HbF frente a autofluorescencia también puede
constituir un medio eficaz para definir la regidon de identificacién de glébulos rojos fetales. No existe un método
consensuado para definir las regiones de globulos rojos de adulto y células F de adulto, aunque hemos propuesto un
enfoque mediante la sefal de autofluorescencia [23]. Primero debe establecerse la regién de analisis de gldbulos rojos
fetales mediante las muestras de control para definir la region de analisis a ambos lados del pico de glébulos rojos fetales
en la muestra de control alto (normalmente 1-2% de gldbulos rojos fetales).
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Figura 1. El analisis de los datos debe incluir umbrales para excluir los agregados de glébulos rojos (umbral P1) y
las células nucleadas (umbral P3); a continuacién, se procede a la enumeracion de globulos rojos de adulto (regidn
P4), células F de adulto, si se desea, (region P5) y glébulos rojos fetales (regién P6).

Control de calidad del analisis

Es imprescindible utilizar muestras de control analizadas en varios niveles como medio para evaluar tanto el procedimiento
como el andlisis. Una intensidad de tincidon baja, los dafios celulares debidos a una concentracién incorrecta de las
soluciones de fijacion y/o de permeabilizacion, unos niveles incrementados de células F, una compensacion incorrecta y
un umbral por debajo del éptimo pueden afectar gravemente a la validez de los resultados generados. Hay dos fuentes
principales de muestras de control de calidad:

1. FETALtrol" - producto de control de sangre; una alternativa idénea a los controles de “fabricacion local”. Contiene
viales de controles negativo, positivo de nivel bajo (~0,15% de gldbulos rojos fetales) y positivo de nivel alto (~1,5%
de glébulos rojos fetales) y tiene una vida Util de tres meses. Este producto se utiliza exactamente como la sangre
completa en este procedimiento y ha sido aprobado por la FDA de EE. UU. como un control de diagndstico in vitro.

2. Muestras de sangre incrementadas de fabricacion local - mezclas de sangre fetal coincidente segin ABO o de
corddn umbilical con sangre de adulto. Lo ideal seria disponer de controles alto, bajo y negativo con valores validados
para gldbulos rojos fetales.

Manipulacion y almacenamiento
Almacenar los viales del FMH QuikQuant™ antibody reagenten vertical y bien tapados a 2-8 °C cuando no se estén
utilizando. Almacenar el concentrado Intra-Cell™ en vertical y bien tapado a temperatura ambiente. Evitar los ciclos
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innecesarios de calentamiento y enfriamiento de todos los reactivos. Proteger el producto de la congelacién, de la
exposicion a temperaturas superiores a 30 °C y de la exposicion a temperatura ambiente (18-25 °C) durante un tiempo
prolongado, salvo el concentrado Intra-Cell”. No exponer a la luz. Almacenar el concentrado FMH QuikQuant™ buffer
solution concentrate en vertical y a temperatura ambiente (18-25 °C). Los reactivos almacenados de acuerdo con las
instrucciones de almacenamiento indicadas son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

Advertencia

El FMH QuikQuant™ antibody reagent y el FMH QuikQuant™ buffer working solution contienen azida sédica (< 0,1% p/v).
Este producto quimico se convierte en un compuesto téxico y peligroso cuando se combina con acidos o con metales.
Manipular con el cuidado adecuado. Las soluciones que contienen azida sddica se deben eliminar correctamente. Para
obtener informacion detallada, consulte la Ficha de datos de seguridad en: www.igproducts.nl. Tenga en cuenta la
obligacidn de los usuarios de este kit de notificar al fabricante y a las autoridades designadas los incidentes relacionados
con este producto.

Control de calidad de fabricacion

El rendimiento y la especificidad de los reactivos contenidos en este kit se someten a prueba mediante métodos de control
de calidad internos de IQ Products. La fabricacion de este producto se realiza utilizando unas directrices de sistema de
calidad y produccion de fabricacidn que estan de acuerdo con la normativa de sistemas de calidad (QRS) de la FDA y la
norma EN ISO 13485.

Limitaciones del producto

Las siguientes afecciones clinicas pueden dar lugar a un nivel mayor de HbF, por unos niveles elevados de células F de

adulto, y no se deben confundir con una hemorragia fetomaternal [22-24]:

. Anemia grave

. Persistencia hereditaria de HbF

. Talasemia

. Anemia drepanocitica, especialmente si se esta en tratamiento con hidroxiurea, butirato u otros farmacos que
elevan la HbF

Errores Potenciales

. La tincidn inadecuada y la separacion pobre suelen ser el resultado de una fijacion y/o una permeabilizacion
incorrectas. El glutaraldehido debe almacenarse correctamente y diluirse poco antes de su uso en el paso de fijacion.
Si las células no se fijan adecuadamente mediante el glutaraldehido, se producira su lisado al agregar Intra-Cell”.
Si el paso de Intra-Cell” no se realiza correctamente, el anticuerpo conjugado HbF no sera capaz de alcanzar su
objetivo dentro de la célula [24].

. Configuracion del instrumento o ajustes de compensacidén no optimizados.

o No utilizar una region para la definicion de las células fetales basada en un control positivo, como FETALtrol™.

. La mezcla pobre y/o el uso de glutaraldehido de una concentracién mayor que la 6ptima pueden generar agregados,
lo que se suele detectar por la presencia de una aglomeracion celular y por unos resultados mas altos que los
previstos para las muestras de FETALtrol.

o No diluir el concentrado de la solucion de permeabilizacion 10X IQ Products Intra-Cell” provocara aglomeracion o
aglutinacion (similares en aspecto macroscépico a aglutininas frias o pilas de monedas), lo que afectara
negativamente a la exactitud de los valores obtenidos.

. Las soluciones no filtradas pueden contener microparticulas que seran detectadas y contadas por el instrumento.
Esto puede reducir el nUmero de eventos Utiles (gldbulos rojos) en el recuento total y dificultar el analisis o afectar
negativamente a la exactitud de los valores obtenidos.

. Las muestras obtenidas después de una transfusidn con agregados celulares mediados inmunoldgicamente pueden
arrojar falsos valores elevados de células fetales. Este problema se puede evitar excluyendo los agregados.

. No excluir las células nucleadas autofluorescentes durante el andlisis de los datos puede provocar una falsa elevacion
del nivel de glébulos rojos fetales.

Valores previstos y su derivacion

Cada laboratorio debe establecer un intervalo de referencia aceptable para los analisis de hemorragia fetomaternal. Se
prevé que la media del laboratorio de los resultados de glébulos rojos fetales para las muestras de sangre de mujeres no
embarazadas y sanas sea <0,06%. Los niveles de células F de adulto no se suelen divulgar, pero la documentacion sugiere
que la mayoria de las muestras deben tener < 5% de células F [25]. Se han estudiado donantes de laboratorio normales
y aparentemente sanos en tres ubicaciones. Estos resultados deberian servir como directrices. Cada laboratorio debe
establecer sus propios intervalos de referencia.

Caracteristicas de rendimiento

Los resultados del estudio interno mostraron que el anticuerpo dirigido contra la HbF se une especificamente a la
hemoglobina fetal y no reconoce la hemoglobina adulta.
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Tabla 1. Datos del estudio de sensibilidad FMH Quikquant™. Se ha determinado la sensibilidad del analisis
mediante estudios de dilucion de mezclas de I1Q Products FETALtrol™ (niveles alto, bajo y negativo) seguidos de
medidas replicadas en un instrumento FACScan de Becton Dickinson. Como se muestra arriba, las muestras con
glébulos rojos fetales tan bajos como 0,04% se pueden distinguir significativamente (P < 0,05) de las muestras

que carecen de células fetales.

% g. rojos Réplica 1 Réplica 2 Media Desviacion Ccv Valor P
fetales estandar

esperado
0,00 0,01 0,02 0,02 0,01 33,3% 1,00000
0,02 0,02 0,02 0,02 0,00 0,0% 0,42265
0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 0,0% 0,03775
0,07 0,06 0,07 0,07 0,01 7,7% 0,01942
0,10 0,12 0,09 0,11 0,02 14,3% 0,02951
0,15 0,14 0,15 0,15 0,00 3,5% 0,00295
0,17 0,19 0,18 0,19 0,01 2,7% 0,00173
0,18 0,13 0,19 0,16 0,03 18,8% 0,04129
0,37 0,34 0,39 0,37 0,03 6,9% 0,00526
0,64 0,58 0,57 0,58 0,01 0,9% 0,00016
0,92 0,83 0,81 0,82 0,01 1,2% 0,00019
1,19 1,19 1,08 1,14 0,05 4,9% 0,00242
1,46 1,33 1,50 1,42 0,09 6,0% 0,00368
1,65 1,51 1,74 1,63 0,12 7,1% 0,00507
1,83 1,90 1,80 1,85 0,05 2,7% 0,00075

Tabla 2. Datos de estudios de precision FMH QuikQuant™ Se ha determinado la imprecision del analisis
mediante estudios de mezclas de IQ Products FETALtrol™ seguidos de medidas replicadas en un instrumento
FACScan de Becton Dickinson. Las muestras con glébulos rojos fetales tan bajos como 0,17% tienen un

coeficiente de variacién (CV) < 5%.

Réplica Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
1 0,02 0,17 0,68 0,76 1,72
2 0,02 0,16 0,75 0,79 1,70
3 0,01 0,17 0,70 0,78 1,71
4 0,02 0,16 0,68 0,82 1,69
5 0,01 0,17 0,70 0,94 1,69
6 0,01 0,18 0,71 0,80 1,75
Media 0,02 0,17 0,70 0,80 1,71
Desviacion 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
estandar
CcVv 33,3% 4,1% 3,4% 3,3% 1,2%
Ecuacion de regresion: Y=0,00051 + 1,0510 X
=2 30~ Pryeba de Cusum de linealidad:
= sin desviacion significativa de la linealidad (P-
< 25- 0,76)
[}
9
2 20
Q
[}
2,
w
o Qo Caltag frente a QQF Variable X | Variable Y
S T Valor méas bajo 0 0
2 10 Valor mas alto 225 26,2
© Media aritmética 1,5628 1,6736
o Mediana 0,03 0,04
% Desviacion estandar 4,3432 4,7207
v Error estandar de la 0,5229 0,5683
— media
5]
-
g T T T T
v 0 5 10 15 20 25 30
Y

Porcentaje de células fetales (QQF)

Figura 2. FMH QuikQuant” no muestra una desviacién significativa de la linealidad. Se ha obtenido la
linealidad del andlisis mediante la regresién de Passing-Bablok entre el porcentaje de gldbulos rojos fetales
determinado a través de los analisis de citometria de flujo Caltag Fetal Hgb y FMH QuikQuant™ (QQF).
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Evaluacion clinica:

Los resultados de las pruebas de 74 y 56 muestras clinicas en dos ubicaciones diferentes durante un estudio de
evaluacion del rendimiento han demostrado que la correlacion entre la prueba de Kleihauer Betke y el FMH QuikQuant™
fue excelente (r> = 0,968 y r2 = 0,998 respectivamente). La bibliografia confirma esta correlacion y establece que el
FMH QuikQuant™ es un método mas preciso, debido a la sobreestimacion de FMH por el KB [27-28]. Los antecedentes
de los datos de rendimiento clinico se pueden obtener a través de marketing@igproducts.nl.

Estado administrativo

En este momento, el FMH QuikQuant™ esté registrado como “dispositivo médico de diagnéstico in vitro” en Australia,
Suiza, Per(, Reino Unido y en los paises pertenecientes a la Comunidad Europea. En todos los otros paises debe ser
etiquetado "se utilice sdlo para la investigacion".
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Garantia

Unicamente se garantiza que los productos vendidos se corresponden con la cantidad y el contenido que figuran en la
etiqueta en el momento de la entrega al cliente. No existe ninguna otra garantia, expresa o implicita, que se extienda
mas alla de la descripcidn en la etiqueta del producto. IQ Products BV no sera responsable de los dafios materiales, dafios
personales o pérdidas econdmicas causados por el producto.

Explicacién de los simbolos usados [26]

§H Consulte las instrucciones de uso

[REF] Ndmero de catalogo

v Suficiente para

Producto sanitario para diagnéstico in vitro
A

Atencién, ver instrucciones de uso

2y
b

Mantener fuera de la luz (solar)

& Riesgos biolégicos

' Limite de temperatura (°C)

[RUO| Para uso exclusivo en investigacion

[LOT] Cadigo de lote

) Fecha de caducidad

w Fabricante

[ECIREP] Representante autorizado en la Comunidad

€ Conformité Européenne (Conformidad Europea)

Atencion al cliente

wl IQ Products BV

www.igproducts.nl

Rozenburglaan 13a

9727 DL Groningen

Paises Bajos

Tel.: +31 (0) 50 57 57 000

Fax: +31 (0) 50 57 57 002

Técnica: marketing@igproducts.nl

Pedidos: orders@igproducts.nl
www.igproducts.nl

©2023 - IQ Products bv. All rights reserved. No parts of these works may be reproduced in any form without permission
in writing.
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FMH QuikQuant™
Nopea Mé&éritys Fetomaternaalisen Verenvuodon Kvantifioimiseen

REF QQF-100 W 100 tests [Ii] package insert
IVD| (€ In vitro -diagnostinen lddkinndllinen laite

Kayttotarkoitus

FMH QuikQuant™ on tarkoitettu ihmisen sikion punasolujen (fRBC) erottamiseen ja kvantitatiiviseen havaitsemiseen aidin
veressa. Tata menetelmaa, jota kaytetdan fetomaternaalisen verenvuodon (FMH) diagnosointiin, sovelletaan raskaana
olevien naisten perifeerisiin verindytteisiin, joilla on vatsatrauma ja / tai epdilldan Rhesus D (RhD) -
yhteensopimattomuutta. FMH QuikQuant™ perustuu herkkaan ja tarkkaan, ei-automatisoituun virtaussytometriseen
menetelmaan, joka tarjoaa solunsisdaisen antigeenin, sikion hemoglobiinin (HbF), fluoresoivan havaitsemisen. HbF
havaitaan punasoluista, jotka on saatu EDTA-hyytymistd estdvastd tai hepariinilla kasitellystd ihmisen perifeerisesta
kokoveresta. FMH QuikQuant™ on tarkoitettu koulutettujen laaketieteellisten teknikoiden tai vastaavien, sikion
verenvuodon testausmenetelmista ja virtaussytometriasta kokemusta omaavien henkildiden kaytettdvéksi sairaalan
kliinisissa ja vertailulaboratorioissa.

Yhteenveto Ja Periaate

Térkein sikidbn punasolujen havainnoinnin tarkoitus on fetomaternaalisen verenvuodon (FMH) arviointi [1-4]. FMH:a
esiintyy normaalisti koko raskauden ajan pienina maarina ja lisdantyy raskauden mydhemmissa vaiheissa [5]. Jos sikion
ja aidin punasolujen antigeenisuudessa on merkittava ero, tdma voi johtaa aidin immuunijarjestelman allosensitisaatioon
joko ennen synnytysté tai sen jélkeen. Aidin vasta-aineet sikisn RBC-antigeeneille voivat olla kliinisesti ilmentymé&ttémia
tai aiheuttaa hengenvaarallisia autoimmuunisia seurauksia nykyisille tai mydhemmille raskauksille (esim. Erythroblastosis
fetalis tai varhainen abortti). Tallainen herkistyminen voi olla seurauksena mista tahansa RBC-antigeenien
eroavaisuuksista, mutta yleisimmat ja vakavimmat kliiniset seuraukset johtuvat Rh- tai D-antigeenien eroista. Sikion
punasolujen havaitseminen ja kvantifiointi on olennainen osa FMH-potilaiden hoitoa, joita hoidetaan Rh-
immuuniglobuliinivalmisteilla (RhIG) [6]. Rh-immuuniglobuliiniprofylaksian kayttd on vyleinen kaytantd, mutta
annosmaarilla ja aikatauluilla on alueellisia eroja [7,8]. Siksi FMH: n detektiomaaritysten herkkyys ja spesifisyys on
tarkeaa terapeuttisen tehon ja myéhemman kliinisen tuloksen kannalta.

Yleisimmin kaytetty testi FMH:n havaitsemiseksi on ollut visuaalinen mikroskooppinen laskentamenetelma Kleihauer-
Betke (KB), joka perustuu sikién hemoglobiinin (HbF) ja aikuisen hemoglobiinin liukoisuuseroihin happamissa olosuhteissa
[9]. Vaikka useimmat kliiniset laboratoriot suorittavat KB-menetelman helposti, menetelma ei ole herkka, ja silla on heikko
toistettavuus tai tarkkuus (CV:t 50-100%) [10,11]. Virtaussytometrisia menetelmia on kehitetty havainnoimaan sikion
hemoglobiinin (HbF) antigeenien eroja tai kvantifioimaan sikién punasoluja aikuisten punasoluista. Nama& menetelmat
ovat tarkempia ja vdhemman subjektiivisia [12-22]. Siita huolimatta monet laboratoriot ovat edelleen kayttaneet KB-
menetelmaa virtaussytometrian rajoitetun saatavuuden vuoksi.

FMH QuikQuant™ on virtaussytometrinen menetelma FMH:n havaitsemiseksi ja kvantitoimiseksi. Maarityksessa kaytetaan
anti-Hemoglobin F-monoklonaalista vasta-ainetta ja propidiumjodidireagenssia tekniikassa, joka ei vaadi pesua ja joka
kestaa noin 45 minuuttia. Alle 15 minuuttia teknikon aikaa tarvitsevana se on kadytodssa seka tehokkaampi, herkempi etta
tarkempi kuin KB-maaritys.

Sovellus
Sikidsolujen maaran laboratoriomaaritys aidin verenkierrossa on edelleen tarkea tydkalu kohdun traumasta epailtyjen
naisten synnytyksen hoidossa ja Rh-immuuniglobuliinin asianmukaisessa annostuksessa.

Tuotteen Komponentit

o 1,0 ml FMH QuikQuant™ antibody reagent virtaussytometriaan (100 testid)

. 40 ml Intra-Cell™ - permeabilisaatioliuos - toimitetaan 10X-konsentraattina

o 40 ml FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate- toimitetaan 10X-konsentraattina

Vaadittavat Materiaalit, Jotka Eivat Sisdlly Tuotteeseen
. 12 x 75 mm kertakayttoisia polystyreeniputkia telineelld
Pipettikarjet (1-200 pL) ja (200-1000 pL)
Saddettavat tilavuuspipetit (0-200 ja 200-1000 pL)
Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS) tai Dulbeccon PBS Sigma #P3813 tai CellGro #21-031-CM
Glutaarialdehydi (0.03% + 0.015%)
o 8% glutaarialdehydi laimennusta varten  Sigma #G7526 tai Polysciences #00216A
TAI
o 25% glutaarialdehydi laimennusta varten Sigma #G5882 tai Polysciences #01909
. Reagenssilaatuinen vesi, suodatettu on suositeltavaa
. 0,2 um vakuumiuodatin (valinnainen, mutta suositeltava)
FETALtrol™ (IQ Products) tai "home brew”-napanuoraverta kolmelle kontrollitasolle fetomaternaalisia
verenvuototesteja varten
Vortex-sekoitin
Veripankkisolujen pesulaite tai sentrifugi, jolla voidaan saavuttaa 600 x g
Moniparametrinen virtaussytometri, joka pystyy suorittamaan vahintdan 3 fluoresenssiparametria
Ohjelmisto FCS-muotoisten luettelotilan tiedostojen analysointiin
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Reagenssin Valmistus

1 PBS
. Dulbeccon PBS 1000 mL CellGro #21-031-CM tai vastaava
TAI
. PBS-jauhe 1 paketti Sigma #P3813 tai vastaava
. Reagenssilaatuinen H20 g.s. 1000 mL
. Sekoita kaikki liuokset hyvin ennen pH:n s&atéa tai suodatusta
. Suodata 0,2 pm:n huokoskoon vakuumisuodattimella, jos sellainen on kaytettdvissa hiukkasten poistamiseksi
. Saada pH arvoon 7,4, kun liuos saavuttaa huoneen lampétilan (20-25 °C)
. Sailyta jaakaapissa 2-8 °C: ssa
. Viimeinen kayttopaiva maaritetdan laboratoriomenetelmalla. Steriilin / suodatetun veden kayttd laimennusaineena

pidentaa sailyvyytta 30 paivaan 2-8 °C: ssa.

2 FMH QuikQuant™ buffer working solution - vastaa PBS:ddn liuotettua BSA:ta (0,5%)

. Reagenssilaatuinen H.0 9 osaa

. FMH QuikQuant™ buffer solution concentrate 1 osa

Esimerkiksi: 9 ml H20 ja 1 ml BSA-konsentraattia yhdesséa

Sekoita hyvin

Suodata 0,2 pm:n huokoskoon vakuumisuodattimella, jos sellainen on kaytettavissa hiukkasten poistamiseksi
Saada pH arvoon 7,4, kun liuos saavuttaa huoneen lampétilan (20-25 °C)

Sailyta jaakaapissa 2-8 °C:ssa

Viimeinen kayttopaiva: maaritetaan laboratoriomenetelmalla. Steriilin / suodatetun veden kayttd laimennusaineena
pidentaa sailyvyytta 30 paivaan 2-8 °C: ssa.

3 Glutaarialdehydin kdyttélaimennus: 0,03%

Huomautus: Koska glutaarialdehydin puhtaus voi vaihdella valmistajan tai erien mukaan, glutaraldehydin
pitoisuuksia 0,015-0,045% vililla tulisi arvioida aikuisen ja sikion punasolujen varjaamisen optimoimiseksi
(2 logaritmisen skaalan ero tai suurempi toivottavaa).

Sailyta glutaarialdehydia pakastimessa (ampullit voidaan jakaa eriin polypropeenimikroputkiin ja pakastaa uudelleen) tai
jaakaapissa valmistajan suositusten mukaisesti. Uusi kayttoliuos tulisi valmistetaa joka paiva.
. 8% EM-luokan tai luokan I glutaarialdehydikantaliuos 94 pL Sigma #G7526 tai
Polysciences #00216A
. PBS (pH 7.4) 25 mL (katso PBS ylla)
TAI
. 259% EM-laatu tai laatu I glutaarialdehydikantaliuos 30 L Sigma #G5882 tai
Polysciences #01909
. PBS (pH 7.4) 25 mL (katso PBS yll&)
. Sekoita hyvin ja pida jadkaapissa (2-8°C) enintddn 2 tuntia ennen kayttéa
. Viimeinen kayttopaiva: havita kdyttamatdon laimennettu glutaarialdehydi / Katso valmistajan pakkauksesta
glutaarialdehydiliuoksen viimeinen kayttopaiva.

1 Intra-Cell” Solujen Permeabilisaatiota Varten
e Intra-Cell” reagenssikonsentraatti on pidettdva huoneenldammdssé (20-25 °C) ja sekoitettava hyvin ennen
laimentamista saostumien valttamiseksi.
e  Valmista laimennussuhde 1:10 Intra-Cell” -reagenssikonsentraatista, esimerkiksi
o Intra-Cell" konsentraatti 5 mL
o Reagenssilaatuinen vesi (H20) 45 mL
e Sekoita hyvin ja sailyté kayttéliuos (Intra-Cell™ laimennettu 1:10) jadkaapissa (2-8 °C).
e Viimeinen kayttopaiva: kayttdliuos vanhenee 30 paivan kuluttua tai jos liuoksessa havaitaan samentumaa.
Kantaliuosta voidaan kdyttaa pakkauksessa olevaan viimeiseen kayttdpaivaan saakka.

Nayte

EDTA-kokoveri (tai muut hyytymisen estetyt naytteet)

. Jadhdyta nayte, jos testia ei suoriteta 4 tunnin kuluessa kerdyksesta
. Naytteita voidaan pitaa jaahdytettyna 72 tuntia ennen testausta [1].

Naytteen Valmistelu

1 Laimenna FETALtrol™ tai EDTA:lla hyytymista estetty veri suhteessa 1:20 kayttamalla 0,5% BSA:ta PBS:ssé tai
FMH QuikQuant™ buffer working solution tyéliuosta.

2 Aseta 10 pl laimennettuja soluja 12 x 75 mm:n polystyreenimuoviputkeen.

3 Lisda putkeen 0,75 ml glutaarialdehydia (0,03% glutaraldehydid PBS:ssa ilman BSA:ta).

4 Sekoita Vortexilla, kun glutaraldehydia on lisatty soluihin ja ajoittain inkuboinnin aikana huoneenlampétilassa 10
minuutin ajan. Valta punasoluaggregaattien muodostumista varmistamalla, etta solut pysyvat suspensiossa
taman fiksaation aikana.

5 Lisda 1,5 ml Intra-Cell™ -liuosta kuhunkin putkeen ja inkuboi huoneenlampétilassa 10 minuuttia.

6 Vorteksoi Intra-Cell” -liuoksen lisdémisen jalkeen ja vahintdan kahdesti inkuboinnin aikana soluaggregaattien
minimoimiseksi.

7 Sentrifugoi 60 sekuntia solupesurilla ja dekantoi 5 sekuntia. Vaihtoehtoisesti sentrifugoi vdhintaan 5 minuuttia
sentrifugissa nopeudella 600 x g ja dekantoi sitten supernatantti.

8 Sekoita vortexilla vahintaan 15 sekunnin ajan, kunnes pelletti hajoaa kokonaan.

9 Lisda 10 pl FMH QuikQuant™ antibody reagent ja sen jalkeen 40 yL FMH QuikQuant™ buffer working solution
tyoliuosta.

10 Inkuboi 10 minuuttia huoneenlammadssa pimedssa.
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11

12

13

Lisada 2,0 ml FMH QuikQuant™ buffer working solution ty6liuosta, sekoita vortexilla ja inkuboi
huoneenlampotilassa 30 sekuntia. Huomautus: Sekoittamisen helpottamiseksi roiskumatta on
suositeltavaa lisata 1 ml, sekoittaa varovasti, sitten lisdtad toinen 1 ml ja sekoittaa uudelleen.
Sentrifugoi 60 sekunnin ajan solujen pesulaitteella ja dekantoi 5 sekunnin ajan. Vaihtoehtoisesti sentrifugoi
vahintadn 5 minuuttia sentrifugissa nopeudella 600 x g ja dekantoi sitten supernatantti.

Lisaa 1,0 ml FMH QuikQuant™ buffer working solution tyéliuosta, sekoita putki huolellisesti ja valta altistumista
valolle. Mittaa virtaussytometrilla, keraten vahintéan 100 000 punasolua analyysia varten.

Virtaussytometrin asetukset

1

a)

Valitse 2 verinaytetta, yksi aikuisen veri, jonka veren valkosolupitoisuus on korkea, ja joko yksi aikuisen veri,
johon on lisatty pestyja, ABO-yhteensopivia napanuorasoluja tai FETALtrol™ -taso 3. (Kaikki punasolut on pestava
kahdesti ja suspendoitava uudelleen PBS/BSA:han ennen sekoittamista hemagglutiniinin poistamiseksi ja
aggregaattien muodostumisen valttamiseksi).

Véarjaa FMH QuikQuant™-maéarityksen varjaysmenettelyn mukaisesti.
Madrita sytometriprotokolla seuraavasti:

Piirra seuraava:
= Two-parameter histograms:
o FSC vastaan SSC (log-log)
o  Anti-HbF (FL1) vastaan SSC-log
o  Propidiumjodidi (FL3) vastaan SSC-log
o  Anti-HbF (FL1) vastaan propidiumjodidi (FL3)
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= Yhden parametrin histogrammi (t):
o Maara vastaan anti-HbF (FL1)
o Maara vastaan autofluorescence (FL2) (valinnainen)
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FITC-A Autofluorescence

Ja Tulokset-ruutu, jossa nakyvat aidatut punasolutapahtumat, aikuisten punasolut, aikuisten F-solut ja sikion
punasolut (autofluoresenssisolut ovat valinnaisia)

P

Statistics
Sample ID (QuikQuant) A4
Acquisition Date (QuikQuant)4/1/2021
Name Events | % Total % Parent| % Grandparent UL
Mean
QuikQuant:All Events 100,000  100.00 ok R 1,443
QuikQuant:P1 99,503  99.50 99.50 1,399
QuikQuant:P2 99,189  99.19 99.68 99.19 1,234
QuikQuant:P3: Adult RBCs 97,024  97.02 97.82 97.51 612
QuikQuant:P4: FCells 881 0.88 0.89 0.89 5245
QuikQuant:P5: Fetal Cells 1,156 1.16 1.17 1.16 50,257
QuikQuant:P6: Autofluorescence 99,149  99.15 99.96 9964 1,226
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b) Saada FS-log ja SS-log siten, etta punasolupopulaatio on molempien akseleiden keskiasteikolla, kun mittaat
putkea, joka sisaltda varjattya aikuisen ja napanuoraveren seosta (tai FETALtrol” Level 3).

c) Saada FS:n kynnysarvoa eliminoimaan ei-toivotut tapahtumat (verihiutaleet, solujdtteet), joiden signaali on
pienempi kuin veren punasolujen populaatio

d) Saada FL1 (anti-HbF) ja FL3 (propidiumjodidi) niin, ettd punasolujen populaatio on molempien parametrien
ensimmaisellda kymmenella ja koko solumaara voidaan visualisoida histogrammeissa. Vaikka propidiumjodidi on
spesifinen markkeri nukleoituneille soluille, autofluoresenssia voidaan kayttaa alueiden rajaamisessa F-solujen
laskennassa [22].

e) Mitatessasi varjdttya ndytettd, jossa on korkea valkosoluarvo, saada FL3 - FL1-kompensointia siten, etta
(varjatyt) punasolut FL1-akselilla osuvat enimmdakseen ensimmaiselle kymmenelle FL3-akselilla, mutta ilman
ettd > 1% punasoluista osuu FL1-signaalin perustasolle.

f) Aseta punaisten verisolujen ymparille rajausalue, lukuun ottamatta punasolujen aggregaatteja, solujatteita
ja nukleoituneita soluja (propidiumjodidipositiiviset tapahtumat). Varmista, ettd yhden parametrin histogrammi
perustuu talle rajaukselle (G1 = R1). Aseta analyysialueet aikuisten punasoluille, aikuisten F-soluille ja sikion
punasoluille (katso alueiden s@ato alla) anti-HbF-parametrin yhden parametrin histogrammiin.

g) Nimea ja tallenna instrumenttiasetukset ja protokollamalli, ja keraysprotokolla asetetaan keréamaan vahintaan
100.000 tapahtumaa luettelotiedostoon, jossa on kaikki parametrit (FS, SS, FL1, FL2 ja FL3).

Listmode -tiedostoanalyysi

Luettelotilan tiedostojen analysointi tulisi suorittaa ylla olevien histogrammien mukaisesti. Rajausaluetta tulisi kayttaa
nukleoituneiden solujen poissulkemiseksi analyysista, jonka tulisi suositellusti olla sivusironta (side scatter) vs.
propidiumjodidikaavio. Lisaksi rajausstrategioihin tulisi sisaltya keino sulkea RBC-aggregaatit analyysista kayttamalla
FALS vs Side Scatter -porttia. Liiallinen RBC-aggregaatti (> 1%) voi aiheuttaa merkittavan sikion RBC-prosenttiosuuden
yliraportoinnin, koska aggregaatit aiheuttavat todellisen nimittdjan alilaskemisen. Kuten edelld on esitetty, on myds
suositeltavaa, etta analyysialueet luodaan anti-HbF:n yhden parametrin kaavioon kayttden kolmea aluetta, jotka
vastaavat aikuisten punasoluja, aikuisten F-soluja ja sikion punasoluja. Analyysiohjelmiston minka tahansa
automaattisen skaalaustoiminnon poistaminen kaytosta antaa sikion punasolujen populaation paremman visualisoinnin.
Vaihtoehtoisesti kaksi-parametrinen anti-HbF-ilmentymisen ja autofluoresenssin kaavio voi myds olla tehokas tapa
maaritella sikion punasolujen tunnistamisen alue. Konsensusmenetelmaa alueiden asettamiseksi aikuisten punasoluille
ja aikuisten F-soluille ei ole vahvistettu, vaikka olemme ehdottaneet autofluoresenssisignaalin kdyttéa lahestymistapana
[23]. Sikion punasoluanalyysialue tulisi asettaa ensin kayttamalla kontrollindytteita, jotta analyysialue voidaan asettaa
sikion punasolupiikin kummallekin puolelle korkean kontrollindytteen kohdalla (tyypillisesti 1-2% sikion punasoluja).
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Kuva 1. Data-analyysiin tulisi sisdltyd alueet punasoluaggregaattien (P1-alue) ja nukleoituneiden solujen (P3-alue)
poissulkemiseksi, sitten aikuisten punasolujen (P4-alue), aikuisten F-solujen (haluttaessa P5-alue) ja sikidn
punasolujen (P6) maarittamisen alue).

Maarityksen Laadunvalvonta

On valttamatonta kayttaa monitasoisia testattuja kontrollindytteita seka menettelyn ettd analyysin arvioimiseen.
Alhainen varjdytymisintensiteetti, fiksaatio- ja/tai permeabilisaatioliuosten vaardsta konsentraatiosta johtuvat
soluvauriot, lisdantyneet F-solutasot seka vaara kompensointi ja epaoptimaalinen aluerajaus voivat vaikuttaa suuresti
tuotettujen tulosten oikeellisuuteen. Laadunvalvontandytteita on kaksi paalahdetta:

1. FETALtrol" - Stabiloitu verenkontrollituote on kateva vaihtoehto "home brew" -kontrolleille. Se sisaltaa
negatiivisia, matalan tason (~ 0,15% sikion punasoluja) ja korkean tason (~ 1,5% sikién punasoluja) positiivisia
kontrolleja ja sen sdilyvyysaika on 3 kuukautta. Tatd tuotetta kdytetdan kuten kokoverta tdssa menettelyssa, ja
Yhdysvaltain FDA hyvaksynyt sen in vitro -diagnostisena kontrollina.

2. "Home brew” tai talon sisdisesti valmistetut verindytteet, joihin on lisdatty sikion punasoluja - ABO-
yhteensopivat sikién tai napanuoran ja aikuisen veren sekoitukset. Ihannetapauksessa sikién punasoluille tulisi olla
korkeat, matalat ja negatiiviset kontrollit, joiden arvot ovat validoituja.

Kasittely ja Varastointi

Sailyta FMH QuikQuant™ antibody reagent pulloja pystyasennossa, tiiviisti suljettuna, 2-8 °C: ssa, kun niité ei kayteta.
Sailyta Intra-Cell™ -konsentraattia pystyasennossa, tiiviisti suljettuna, huoneenlammossa. Valtaé kaikkien reagenssien
tarpeetonta lampenemisen ja jadhdytyksen syklia. Suojaa tuote jaatymiselta, yli 30 °C: n [dmpdtilalta ja pitkalta ajalta
huoneenlammossa (18-25 °C), lukuun ottamatta Intra-Cell” -konsentraattia, tai valolle altistumiselta. Sailytd FMH
QuikQuant™ buffer solution concentrate pystyasennossa ja huoneenlammadssa (18-25 °C). Annettujen sailytysohjeiden
mukaisesti varastoidut reagenssit ovat stabiileja etiketissa ilmoitettuun viimeiseen kayttdpdivaan asti.
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Varoitus

FMH QuikQuant™ antibody reagent ja FMH QuikQuant™ buffer solution sisaltavat natriumatsidia (< 0,1% w / v). Tama
kemikaali on myrkyllinen ja vaarallinen yhdiste yhdistettyna happojen tai metallien kanssa. Kasittele huolellisesti.
Natriumatsidia sisaltavat liuokset  on havitettava asianmukaisesti. Yksityiskohtaisia tietoja on
kayttoturvallisuustiedotteessa osoitteessa www.igproducts.nl. Ota huomioon taman paketin kayttajien velvollisuus
ilmoittaa valmistajalle ja nimetyille viranomaisille tata tuotetta koskevista tapauksista.

Valmistuksen Laadunvalvonta

Taman paketin sisaltdmien reagenssien suorituskyky ja spesifisyys testataan IQ-tuotteen sisaisilla
laadunvalvontamenetelmilla. Taman tuotteen valmistuksessa kaytetaan laatujarjestelmaa ja valmistusohjeita FDA QSR:n
ja EN ISO 13485:n mukaisesti.

Tuoterajoitukset

Seuraavat kliiniset olosuhteet voivat johtaa lisddntyneeseen HbF-tasoon aikuisten F-solujen kohonneiden tasojen
vuoksi, eika niitd pida sekoittaa sikion verenvuotoon [22-24]:

. Vaikea anemia

. HbF:n perinndllinen pysyvyys

. Talassemia

. Sirppisoluanemia, erityisesti hoidettaessa hydroksiureaa, butyraattia tai muita HbF-arvoa kohottavilla l1aakkeilla

Mahdolliset Puutteet

. Riittdmatdon varjaytyminen ja huono erottelukyky ovat yleensa seurausta vaarastd fiksaatiosta ja / tai
permeabilisaatiosta. Glutaarialdehydi on varastoitava oikein ja laimennettava juuri ennen kayttéa
fiksaatiovaiheessa. Jos glutaarialdehydi ei ole kiinnittanyt soluja riittavasti, ne hajoavat, kun Intra-Cell” lisataan.
Jos Intra-Cell” -vaihetta ei suoriteta kunnolla, konjugoitu HbF-vasta-aine ei pysty saavuttamaan tavoitettaan
solussa [24].

. Laitteen asetus- tai kompensointiasetuksia ei ole optimoitu.

. Rajausalueen kayttamatta jattaminen sikidsolujen maarittelemiseen positiivisen kontrollin perusteella, kuten
FETALtrol™.

. Huono sekoittaminen ja/tai glutaarialdehydin kayttd, jonka pitoisuus on optimaalista korkeampi, voi aiheuttaa
aggregaatteja, mika havaitaan usein solujen pakkautumisen ja FETALtrol™ -naytteiden odotettua korkeammilla
tuloksilla.

. 10-kertaisen Intra-Cell” solunsisdisen permeabilisaatioliuoksen konsentraatin laimentamatta jattaminen
aiheuttaa kasautumista tai agglutinaatiota (samankaltaisuus kuin kylmilla agglutiniineilla tai “rouleaux”), mika
vaikuttaa haitallisesti saatujen arvojen tarkkuuteen.

. Suodattamattomat liuokset voivat sisadltaa mikrohiukkasia, jotka laite 'nakee' ja laskee. Tama voi vahentaa
kayttokelpoisten tapahtumien (punasolut) maaraa kokonaismaarassa ja tehda analyysista vaikeaa tai vaikuttaa
haitallisesti saatujen arvojen tarkkuuteen.

. Transfuusion jdlkeisissa nadytteissa immunologisesti valitetyt soluaggregaatit voivat antaa tulokseksi vaarin
koholla olevia sikidsoluarvoja. Téma ongelma voidaan valttda sulkemalla pois aggregaatit.

. Autofluoresoivien nukleoituneiden solujen poissulkemisen epaonnistuminen data- analyyysin aikana voi antaa
valheellisen korkean sikién punasolujen arvon.

Odotetut Arvot ja Niiden Johtaminen

Jokaisen laboratorion tulisi maarittda hyvaksyttdava vertailualue (t) fetomaternaalisille vuototesteille. Terveiden ei-
raskaana olevien verindytteiden sikion punasolujen tulosten laboratorion keskiarvon oletetaan olevan < 0,06%.
Aikuisten F-solutasoja ei yleensa ilmoiteta, mutta kirjallisuuden mukaan suurin osa nadytteista on < 5% F-soluja [25].
Normaaleja, ilmeisesti terveita laboratorioluovuttajia tutkittiin kolmessa paikassa. Naiden tulosten tulisi toimia
suuntaviivoina. Jokaisen laboratorion on maaritettdva omat vertailualueensa.

Suorituskykyominaisuudet

Talon sisadiset tutkimustulokset osoittivat, etta HbF: ta vastaan suunnattu vasta-aine sitoutuu spesifisesti sikion
hemoglobiiniin eika tunnista aikuisen hemoglobiinia.

Page 23 of 27



PI QQF-100 - WEB @%dum version 3
bright fluorescence

Taulukko 1. Herkkyystutkimustiedot FMH QuikQuant™. Metodin herkkyyden madarittdminen suoritettiin
FETALtrol™ -seosten (korkeat, matalat ja negatiiviset tasot) laimennustutkimuksilla, joita seurasivat toistetut
mittaukset Becton Dickinson FACScan -laitteella. Naytteet, joissa sikidn punasolut ovat vain 0,04%, voidaan erottaa
merkittavasti (P < 0,05) naytteista, joista puuttuu sikidsoluja.

Odotetut sikion Toisto 1 Toisto 2 Keskiarvo Std Dev cv P Arvo
punasolujen

prosenttiosuudet
0.00 0.01 0.02 0.02 0.01 33.3% 1.00000
0.02 0.02 0.02 0.02 0.00 0.0% 0.42265
0.04 0.04 0.04 0.04 0.00 0.0% 0.03775
0.07 0.06 0.07 0.07 0.01 7.7% 0.01942
0.10 0.12 0.09 0.11 0.02 14.3% 0.02951
0.15 0.14 0.15 0.15 0.00 3.5% 0.00295
0.17 0.19 0.18 0.19 0.01 2.7% 0.00173
0.18 0.13 0.19 0.16 0.03 18.8% 0.04129
0.37 0.34 0.39 0.37 0.03 6.9% 0.00526
0.64 0.58 0.57 0.58 0.01 0.9% 0.00016
0.92 0.83 0.81 0.82 0.01 1.2% 0.00019
1.19 1.19 1.08 1.14 0.05 4.9% 0.00242
1.46 1.33 1.50 1.42 0.09 6.0% 0.00368
1.65 1.51 1.74 1.63 0.12 7.1% 0.00507
1.83 1.90 1.80 1.85 0.05 2.7% 0.00075

Taulukko 2. Tarkkuustutkimustiedot FMH QuikQuant™. Metodin epéatarkkuuden maarittdminen
suoritettiin tutkimalla FETALtrol™ -seoksia, mitéd seurasi toistetut mittaukset Becton Dickinson FACScan -
laitteella. Naytteissa, joiden sikion punasolut ovat vain 0,17%, variaatiokerroin (CV) on < 5%.

Toisto Nayte 1 Nayte 2 Nayte Nayte Ndyte 5
1 0.02 0.17 0.68 0.76 1.72
2 0.02 0.16 0.75 0.79 1.70
3 0.01 0.17 0.70 0.78 1.71
4 0.02 0.16 0.68 0.82 1.69
5 0.01 0.17 0.70 0.94 1.69
6 0.01 0.18 0.71 0.80 1.75
Keskiarvo 0.02 0.17 0.70 0.80 1.71
Std Dev nn nn nnd 0.03 0.02
CVv Regressioyhtdld: Y= 0,00051 + 1,0510 X 3.3% 1.2%
Cusumin testi lineaarisuuden suhteen:
30 — Ei merkittavaa poikkeamaa lineaarisuudesta (P-
0,76)
L. =
L N=69
I INO significant deviation from linearity (P=U./b)
o 25" N=69
@©
=
©
<
0 20
2
]
o P
c 15 ol
3 Caltag vastaan QQF Muuttuja Muuttuja
o X Y
= Pienin arvo 0 0
o Korkein arvo 22,5 26,2
5 Aritmeettinen keskiarvo 1,5628 1,6736
—— Mediaani 0,03 0,04
2 Keskihajonta 4,3432 4,7207
8 Keskiarvon keskivirhe 0,5229 0,5683
@©
c AnunnCUL Ican 1.00z0 L.urou
2 Median 0.03 0.04
g‘ Standard deviation 4.3432 4.7207
:9 Standard error of the mean 0.5229 0.5683
< T 1 T
0
0 5 10 15 20 25 30

Sikiosoluprosentti (QQF)
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Kuva 2. FMH QuikQuant” ei osoita merkittdvda poikkeamaa lineaarisuudesta. Maérityksen
lineaarisuuden maarittaminen suoritettiin Passing & Bablok-regressiolla sikion punasolu-prosenttiosuuden
valilla, joka maaritettiin virtaussytometrisilla Caltag Fetal Hgb- ja FMH QuikQuant™ (QQF) -maarityksilla.

Kliininen Arviointi:

Tulokset 74 ja 56 kliinisen naytteen testaamisesta kahdessa eri paikassa suorituskyvyn arviointitutkimuksen aikana ovat
osoittaneet, ettd korrelaatio Kleihauer Betke -testin ja FMH QuikQuant™:n valilla oli erinomainen (r?> = 0,968 ja r> = 0,998).
Kirjallisuus vahvistaa téaman korrelaation ja toteaa, ettd FMH QuikQuant™ on tarkempi menetelm& KB-metodin FMH:n
yliarvioimisesta johtuen [27-28]. Kliinisen suorituskyvyn taustadatan voi pyytaa osoitteesta marketing@igproducts.nl.

Lainsdaadannon Tila

Tallé hetkelld FMH QuikQuant™ on rekisterdity "“in vitro -diagnostiikkalaitteeksi” Australiassa, Sveitsissa, Perussa, Isossa-
Britanniassa ja Euroopan yhteis66n kuuluvissa maissa. Kaikissa muissa maissa se tulisi merkita "vain utkimuskayttéon".
Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkeviraston saantelyasemaa ei ole viela maaritetty.
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Takuu

Tassa myydyille tuotteille voidaan taata vain etiketissa ilmoitettu maara ja sisaltd, kun ne toimitetaan asiakkaalle. Ei ole
suoria tai epdsuoria takuita, jotka ylittdisivat tuotteen etiketissa olevan kuvauksen. IQ Products BV ei ole vastuussa
tuotteen aiheuttamista omaisuusvahingoista, henkildvahingoista tai taloudellisista menetyksista.

kaytetyistd Symboleista [26]
Katso kayttoohjeet

[REF| Luettelonumero

4 Riittaa

In vitro -diagnostinen laakinnadllinen laite
A Varoitus, katso saateasiakirja

£ Suojaa (auringon) valolta

& Biologiset riskit

y'e Lampéotilarajoitus (°C)

RUO| Ainoastaan tutkimukseen

LOT Eranumero

2 Kaytd paivamasrdan mennessa yyyy-mm-dd
Valmistaja

EC|REP Valtuutettu edustaja Euroopan yhteistssa

Yhteystiedot

wl IQ Products BV

www.igproducts.nl

Rozenburglaan 13a

9727 DL Groningen

The Netherlands

T +31 (0)50 5757000

F +31 (0)50 5757002

Tekninen: marketing@igproducts.nl

Tilauksia: orders@igproducts.nl
www.igproducts.nl

©2023 - IQ Products bv. All rights reserved. No parts of these works may be reproduced in any form without permission
in writing.

Page 26 of 27




PI QQF-100 - WEB

version 3

@:roduc ts
bright fluorescence

Current version Version 3
release date 29-03-2023 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 2

Changes

¢ Removed sentence about IVD registration on page 1, 10, 18 and 26.
e Added Switerland and Peru as IVD registered countries

Justification

e This sentence should have been deleted with expanding the part about regulatory status
in the previous version.
° Complete information.

Previous version Version 2
release date 20-02-2023 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 1

Changes

Added Australia and United Kingdom as countries where the FMH QuikQuant has been
registered as IVD product.

Justification

This information was missing and is useful for users in these countries.

Previous version Version 1
release date 01-09-2021 (DD-MM-YYYY)
Previous version N/A

Changes

1. 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

1. Environmental reasons.
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