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Tipul de modificare fata de versiunea anterioara a documentului 2025-03

- ACTUALIZARE A §.7. PRELEVAREA, TRANSPORTUL SI DEPOZITAREA ESANTIOANELOR:
EXTINDEREA TIMPULUI DE LIVRARE A PROBELOR INTR-UN TUB EDTA

- ACTUALIZARE A §.10. REZULTATE SI INTERPRETARE
- ACTUALIZARE A §.12. (C) SENSIBILITATE SI SPECIFICITATE ANALITICA
ADAUGAREA §.12. D) SENSIBILITATE SI SPECIFICITATE DIAGNOSTICA

Kit pentru genotiparea RHD fetale din ADN fetal liber care circula in singele matern

(Tehnica PCR in timp real)
Referinta: 502080533

1. UTILIZARE INTENTIONATA

Acest kit este un dispozitiv medical de diagnosticare in vitro (DMDIV) utilizat pentru determinarea genotipului RHD
fetal dintr-o proba de sange matern prelevata in timpul monitorizarii prenatale a pacientelor RhD-negative (RH: -1),
imunizate sau neimunizate, incepand cu a 11-a sdptamana de amenoree (SA).

2. GENERALITATI

Aloimunizarea Rhesus D (RhD sau RH : 1) este responsabila de anemie fetala si neonatala severa si de icter neonatal
sever daca nu este tratatd preventiv. La femeile cu RhD negativ (RH:-1), aceasta corespunde sintezei de anticorpi IgG
anti-D ca raspuns la trecerea transplacentara a globulelor rosii fetale RhD-pozitive (RH:1) in circulatia materna.
Anticorpii materni care traverseaza placenta in circulatia fetala provoaca hemoliza si anemie la fatul cu RhD pozitiv
(Rh:1).).

Aloimunizarea poate fi prevenita prin administrarea de imunoglobuline anti-D.
Cunoasterea statutului genotipului RHD fetal este esentiala:

e |la femeile cu RhD negativ (RH:-1) neimunizate, pentru a le identifica pe cele care ar trebui sa primeasca
imunoprofilaxie tintita sau sistematica,

e |a femeile cu RhD negativ (RH:-1)care au fost deja imunizate, pentru a identifica fetusii cu risc de anemie (fetusi cu
RhD pozitiv (RH:1)) care necesita o monitorizare speciala.

3. PRINCIPIUL TESTULUI

S-a demonstrat ca plasma unei femei insarcinate contine urme de ADN fetal liber circulant (cffDNA) in concentratii
scazute care cresc odata cu varsta gestationald. Acest ADN este echivalent cu cateva pana la cateva sute de copii ale
genomului fetal pe mililitru de plasma [5]. La femeile gravide RhD-negative (RH:-1) care nu au gena RHD in genomul lor,
detectarea secventelor genei RHD in plasm3 indics faptul c3 fitul are un genotip RHD-pozitiv (RH:1). Tn schimb, daci
nu se detecteaza secvente ale genei RHD, inseamna ca fatul are un genotip RHD negativ (RH:-1).

Un control intern (C.I.) (ADN de porumb) in concentratie scazutd este addugat in fiecare proba de plasma inainte de
extractie, pentru a fi utilizat ca control al inhibarii extractiei si PCR.

Kitul Free DNA Fetal RhD - Duplex este un test care consta in 2 PCR-uri multiplex in timp real concepute pentru a detecta
3 regiuni distincte specifice genei RHD: exonii 5, 7 si 10, pentru a detecta cat mai multe variante ale genei RHD (§10 si
figura de mai jos). In fiecare gode, s-au efectuat doua reactii specifice de amplificare folosind ADN extras din probele
de testare:

e Canalul nr. 1: exonul 5 al genei RHD si Cl.
e Canalul nr. 2: exonul 7 al genei RHD si exonul 10 al genei RHD.

Acumularea de produse de amplificare specifice este evidentiatd de sondele de hidroliza TagMan® specifice marcate
cu fluoroforul FAM pentru exonul 5 si exonul 7 al genei RHD si cu fluoroforul HEX pentru exonul 10 al genei RHD si Cl.
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Examples of RHD/CE genes no encoding RhD protein Examples of RHD Genes encoding RhD protein

EX 5 X7 EX10 Ex.5 Ex.7 Ex. 10

Dy pseudogene D-CE(5)-D —
X s . Ex 10 EX 5 Ex.7 Ex. 10
EX 5 Ex.7 Ex. 10

EX 5 EX7 Ex. 10

D-CE(5-7)-D — —_
E)(5 EX7 Ex. 10
RHCE gene sequences
- RHD gene sequences D" gene : -
D-CE(7)-D

Ex.5 EX7 Ex. 10

37 pb insertion (specific Dy pseudogene)

‘ Point mutation in exon 5 (specific Dy pseudogene)

Ex.N Amplification of the RHD exon N

% N No amplification of the RHD exon N

4. COMPOZITIA KITULUI
Fiecare kit contine suficienti reactivi pentru a efectua 96 de teste in 1 pana la 6 serii.
Suportul este conceput pentru a fi distribuit Tn doua parti:

e PARTEA 1: A se pastra intr-un loc intunecat, in interiorul cutiei, la postul de lucru unde se reconstituie
amestecurile, la T° <-18°C.

-, Exon 7 + 10 primers sens / antisens + probe” (Amestec primer/probe exoni 7 si 10 al genei RHD): 2 x 115 L (capac
albastru)

- ,Exon 5+ IVR2 primers sens / antisens + probe” (Amestec de amorsa/probe exoni 5 al genei RHD si Cl (,,IVR2 Maize”):
2 x 115 pL (capac alb)

e PARTEA 2: A se pastra in afara cabinetului, la postul de lucru pentru extractie la T° <-18°C

- Control pozitiv RHD (+): 6 x 1500pL (capac rosu)

- Control RHD negativ (-): 6 x 1500uL (capac verde)

- Martor intern [100X] ADN de porumb [100X] (Control intern realizat din ADN de porumb, nu este gata de utilizare):
2 x 14 pL (capac galben)

5. ELEMENTE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE

e Extractie manuala: QlAamp DSP Virus Kit (CE IVD) 50 de coloane, Qiagen®.

e Extractie automata:

- MagNA Pure Compact® (Roche®)

- Instrument MagNA Pure 96® (Roche®)

- EasyMAG® (Biomérieux®)

- QlAsymphony® (Qiagen®)

Pentru fiecare sistem de extractie, utilizati kitul asociat [kit de volum mare pentru sistemele MagNaPure, kitul
QlAsymphony DSP virus/patogen Midi (ref. 937055) pentru sistemul Qiagen®] si urmati recomandarile producatorului.
e Amplificare:

- LightCycler®480 (Roche®)

- LightCycler®2 (Roche®)

- CFX 96 DX System (BioRad®)

e Reactivi PCR in timp real:

- “LightCycler 480® Probe Master” (Roche® , Ref. 04 707 494 001)
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- “LightCycler”® Tagman® Master (Roche® , Ref. 04 735 536 001)

Tn cazul in care doriti sd utilizati o altd metodd de extractie si/sau un alt termociclator, se recomand3 s3 verificati
compatibilitatea echipamentului si a consumabilelor si sa reevaluati parametrii de interpretare, de exemplu prin
utilizarea unui control intern al calitatii (1QC).

e Alte echipamente necesare:

- Consumabile asociate cu sistemele de extractie si amplificare (conform recomandarilor producatorilor)
- Centrifuga pentru microplaci sau centrifuga capilara

- Manusi de unica folosinta fara pudra

- Pipete cu volum variabil (capacitate: de la 1 la 1000 ul)

- Conuri de filtrare

- Suport pentru tuburi

- Mixer Vortex

6. AVERTISMENTE SI PRECAUTII DE UTILIZARE

- Acest test trebuie efectuat numai cu plasma umana din sange integral colectat intr-un tub EDTA sau intr-un tub
Cell-Free DNA BCT® CE (Streck®).

- Toti reactivii trebuie sa fie utilizati de personal calificat si autorizat, cu competente recunoscute in domeniul
biologiei moleculare.

- Aplicarea tehnicilor de lucru specifice laboratoarelor de biologie moleculara, cu respectarea cerintelor nationale
(cazuri specifice testelor de biologie molecularad).

- Purtati manusi fara pulbere de unica folosinta si ochelari de protectie la manipularea reactivilor si a probelor de
sange, care ar trebui sa fie considerate potential infectioase si manipulate cu precautiile obisnuite.

- Nu utilizati reactivi din loturi diferite.

- Acesti reactivi sunt destinati unei utilizari strict in vitro.

- Tuburile ,,Control RHD pozitiv (+)” si ,Control RHD negativ (-)” contin produse de origine umana care au fost testate
negativ pentru anti-HIV 142, anti-HCV si HBsAg. Cu toate acestea, acestea trebuie manipulate ca produse potential
infectioase. Acestea sunt destinate unei singure utilizari.

7. PRELEVAREA, TRANSPORTUL S| DEPOZITAREA ESANTIOANELOR

Acest test a fost validat pentru analiza plasmei umane recoltate pe tuburi EDTA sau Cell-Free DNA BCT® CE (Streck®).
Sangele trebuie sa fie recoltat si amestecat in conformitate cu instructiunile producatorilor de tuburi.

Container Tub EDTA ADN liber de celule BCT® Tub CE (Streck®)

Timp si temperatura la laborator < 5zilelaT=[+2/+25] ° C < 10zilelaT=[+2/+25]° C

1- 1600 g 10 min. la T=[+2/+25] °C
Centrifugare 1700 g 10 min la T= [+2/+25] °C |2- Transferati plasma intr-un nou tub
3-1600 g 10 min. la T= [+2/+25] °C

Manipulati toate probele ca si cum ar putea transmite agenti infectiosi.

La primirea in laborator, se transferd plasma in tuburi de polipropilena sterile in alicote de 1000 ul pana la 1500 pl
(pentru a fi adaptate la sistemul de extractie) si se pastreaza congelatd pana la extractia ADN (temperatura < -18°C
pentru maximum 8 luni).

Nu utilizati plasma dintr-o proba hemolizata.
Nu congelati/dezghetati probele de plasma de mai multe ori.
Nota: Va recomandam:

e pentru a conserva celulele mamare nucleate de tip ,buffy coat” (de tip leucocite) pentru a avea o sursa de ADN
genomic matern pentru a confirma posibila prezenta a unei variante a genei RHD in genomul matern.

e sa pastreze probele aliquot in biblioteca de plasma pana la nasterea copilului si pana la determinarea fenotipului
RhD.

8. DEPOZITAREA $I STABILITATEA REACTIVILOR

La primirea la laborator, va recomandam sa procedati dupa cum urmeaza:
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e Scoateti separatorul interior din ambalajul de carton si separati-l in 2 parti folosind zona de taiere punctata:

e Partea din suport care contine amorsa si sondele trebuie sa fie plasata inapoi in cutie, care va servi drept protectie
impotriva luminii. Cutia trebuie pastratd in apropierea statiei de lucru unde se reconstituie amestecurile, la o
temperatura < -18°C.

e Cea de-a doua parte a suportului care contine comenzile va fi pastrata in afara cabinetului, in apropierea statiei de
lucru pentru extractie, la o temperatura < -18°C.

e Nu efectuati mai mult de 4 cicluri succesive de Tnghet-dezghet, transportul fiind considerat ca un singur ciclu de
inghet-dezghet.

Prin urmare, se recomanda ca amestecurile de primer/probe sa fie alicotate, daca este necesar, si sa fie pastrate la o
temperatura < -18°C la intuneric.

Pentru a recupera toate solutiile din microtuburi, centrifugati scurt tuburile inainte de a le deschide.
Nu agitati in vortex amestecurile de amorsa/sonda.

Kitul, dacd este depozitat in conditiile necesare (temperatura < -18°Csi primeri si sonde protejate de lumina), este stabil
pana la data de expirare indicata pe eticheta cutiei, chiar si dupa prima deschidere.

9. TEHNICA DE UTILIZARE

9.1.Pregatirea reactivilor

9.1.1. La deschiderea unei noi truse

e Se prepara o dilutie 1:100°™ din , Internal Control [100X]Maize DNA” furnizat in kit, in apa sterila (sau p.p.i. sau
apa de calitate biologica moleculara) = CI [1X].

e Nu congelati/dezghetati o solutie Cl [1X] de mai multe ori. Prin urmare, se recomanda ca aceasta sa fie aliquotizata
in tuburi de polipropilena (fara DNaze, RNaze) si pastrata la o temperatura < - 18°C.

9.1.2. Pentru fiecaretest rulat
e Dezghetati o parte aliquota din fiecare proba de plasma care urmeaza sa fie testata.
Dezghetati un tub de Control RHD pozitiv (+) si un tub de Control RHD negativ (-).
Dezghetati un tub de CI [1X]
Pregatiti controlul alb: Apa sterila de tip P.P.l. sau apa de calitate biologica moleculara.

9.2. Extractia ADN
n fiecare serie de extractie, este esential sd se includa controale pozitive si negative (furnizate in kit).

Volumele recomandate:

Volumul de plasma care

Metoda de extractie . w g
urmeaza sa fie extras (pl)

Volumul de elutie (ul)

Manual 500 30

Automatizat MagNa Pure / EasyMag 1000 50

QlAsymphony® automatizat
Kit Qiasymphony® DSP Virus/Pathogen 1200 60
Midi, protocol Cellfree1000_V7_default_IC

e Se adauga 5 pul de IC [1X] la fiecare proba care urmeaza sa fie extrasa, inclusiv in controale RhD pozitive si RhD
negative

e Addugarea de IC |a fiecare proba este esentiala pentru a valida etapa de extractie si pentru a verifica daca PCR nu
este inhibata.

e Extractia acidului nucleic, indiferent de metoda utilizata, se efectueaza in conformitate cu instructiunile
furnizorului.

- ADN-ul este eluat intr-un volum cuprins intre 30 pl si 60 pl. Cresterea volumului de elutie dilueaza concentratia finald
de ADN fetal si reduce sensibilitatea testului PCR.

ROMANA 502080533 5



e Se recomanda adaugarea a 2 pl de solutie de ARN purtator [1 pg/ul] la 1 ml de plasma [ARN purtator (poli A),
Qiagen, Ref 1017647] in timpul extractiei ADN pe sistemul automat MagNa Pure pentru a imbunatati randamentul
extractiei.

e ADN-ul extras va fi testat imediat sau va fi pastrat la o temperaturd cuprinsa intre +02°C si +08°C timp de
maximum de 96 de ore.

9.3. Prepararea amestecurilor de reactie
9.3.1. Tehnica micropldcilor (LightCycler® 480, Roche® sau CFX 96 DX System, BioRad®)

Este necesar sa se includa cel putin un martor RHD pozitiv, un martor RHD negativ si un martor alb (apa p.p.i. sau apa
de calitate biologica moleculard) pentru fiecare serie de amplificare.

e Se decongeleaza un tub de ,sense/antisense primers + probe” corespunzator fiecarei regiuni care urmeaza sa fie
amplificata

e Pregatiti fiecare dintre cele doua amestecuri de reactie PCR (exonul 5 + exonul IVR2 porumb si exonul 7 + exonul
10) intr-o eprubeta, in ordinea indicata mai jos (valori prezentate pentru o proba)

Componente Volum in pL

Apa sterila de tip P.P.I. sau apa de calitate biologica moleculara 3

Amorse sens/antisens + sonda

(exon 5 RHD / exon IVR2 din porumb sau exon 7 RHD / exon 10 RHD) 2
LightCycler® 480 Probe Master Roche® [2x] 10
Volumul final 15

Notd: Pregatiti amestecul PCR pentru cel putin ,,n+1” probe care urmeaza sa fie prelucrate, pentru a asigura o cantitate
suficienta de reactivi.

e Seintroduc 15 pl de amestec de reactie pe cavitate intr-o microplacuta.

e Apoi se adauga 5 ul din fiecare ADN, inclusiv controlul pozitiv RHD, controlul negativ RHD si controlul alb.

e Sigilati microplaca cu o folie adeziva.

e Centrifugati microplaca timp de 30 de secunde la 400 g pentru a colecta eventualele picaturi.

9.3.2. Tehnica capilard (LightCycler® 2.0, Roche®)

Este necesar sa se includa cel putin un martor RHD pozitiv, un martor RHD negativ si un martor alb (Apa sterila de tip
P.P.l. sau apa de calitate biologica moleculard) pentru fiecare serie de amplificare.

e Se decongeleaza un tub de ,sense/antisense primers + probe” corespunzator fiecarei regiuni care urmeaza sa fie
amplificata (exon 5 al genei RHD + exon IVR2 porumb, exon 7 al genei RHD + exon 10 al genei RHD).

e Reconstituiti amestecul de reactie in conformitate cu instructiunile din protocolul Roche® LightCycler® Tagman®
Master.

e Se prepara fiecare dintre cele 2 amestecuri de reactie PCR (exon 5 + Exon IVR2 porumb si exon 7 + exon 10) intr-un
tub, in ordinea de mai jos (valorile sunt prezentate pentru un esantion):

Componente Volum in pL

Apa sterila de tip P.P.I. sau apa de calitate biologica moleculara 9

amorse sens/antisens + sonda

2
(exon 5 RHD + exon IVR2 porumb sau exon 7 RHD + exon 10 RHD)
LightCycler® TagMan® Master Roche® [5x] 4
Volumul final 15
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Nota: Pregatiti amestecul PCR pentru cel putin ,n+1” probe care urmeaza sa fie prelucrate, pentru a asigura o cantitate
suficienta de reactivi.

e Se plaseaza numarul necesar de capilare de 20 ul pe blocul rece.

e Se adauga 15 pl de amestec de reactie pe capilar.

e Apoi se adauga 5 pl din fiecare ADN, inclusiv controlul pozitiv, controlul negativ si controlul alb.inchideti capilarele

cu ajutorul capacelor corespunzatoare.

e Centrifugati capilarele pe LC Carousel Centrifuge 2.0. Roche®.

9.4. Amplificarea PCR
Programati termociclatorul dupa cum se arata mai jos:

CFX 96 DX System LightCycler® 480 LightCycler® 2.0 Numar de cicluri
Denaturare 10 min la +95°C 5 minla +95 °C 10 min la +95 °C 1 ciclu
Amplificare 1553 +95°C 10sla+95°C Z11(5) 2 :: :ggg 50 de cicluri
P 60 s la +60°C ¥ 45 s la +59°C ™ S
1sla+72°C
Racire 2 min30sla+25°C 30sla+37°C 30sla+37°C 1 ciclu
(") citirea fluorescentei.
10. REZULTATE SI INTERPRETARE
Analizati rezultatele pentru cele 4 tinte in functie de cei 2 fluorofori:
Fluorofor (lungime de unda) Obiective
FAM (515 nm) Exon 5 RHD Exon 7 RHD
HEX (555 nm) Cl Exon 10 RHD

1- Analiza controalelor : Analiza poate fi interpretata dupa ce se verifica acest lucru:

e absenta amplificarii exonilor 5, 7 si 10 ai genei RHD pentru martorul ,,Control RHD negativ” si pentru martorul alb,
excluzand astfel o posibila contaminare,

e amplificarea exonilor 5, 7 si 10 ai genei RHD pentru controlul ,,Control RHD pozitiv” la un Ct < 39 cicluri,
e amplificarea IC (Ct < 37 cicluri) pentru toate probele (cu exceptia martorului alb, care nu contine IC), validand
eficienta extractiei ADN si absenta inhibitiei reactiei PCR pentru fiecare proba testata.

2- Analiza probelor

e Amplificarea exonilor 5, 7 si 10 ai genei RHD din cffDNA este evidentiata de Ct > 33-34 cicluri, aceasta valoare limita
(cut-off) dependenta de metoda de extractie si amplificare trebuie definita de laborator.

e Pentru fiecare exon tinta al genei RHD, amplificarile cuprinse intre Cut-off <Ct< 41 cicluri sunt considerate pozitive
(variind Tn functie de concentratia de cffDNA plasmatic).

e Amplificarile cu Ct 2 41 cicluri nu sunt considerate rezultate definitive. Acestea trebuie verificate pe o noua proba.

e Un rezultat al genotipului RHD este negativ atunci cand nu se detecteaza niciun semnal pentru exonii 5, 7 si 10 ai
genei RHD.

e Atunci cand rezultatele PCR ale celor 3 tinte ale genei RHD sunt discordante (se detecteaza un semnal pentru doar
1 sau 2 exoni), poate fi vorba fie de o eroare tehnica, fie de o sensibilitate diferita a celor 3 PCR in prezenta unei
cantitati foarte mici de ADNc plasmatic, fie de o varianta RHD fetala codificatoare sau necodificatoare pentru antigenul
RhD.
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Rezultate
Interpretare
Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10

+ + +

+ - + Genotip fetal RHD pozitiv

+ + -

- - - Genotip fetal RHD negativ

- + +

- - + Genotip fetal RHD nedeterminat (B)

Orice alta combinatie

W Ppentru mai multe informatii despre heterogenitatea alelelor  RHD, a se  vedea
https://www.isbtweb.org/resource/004rhd.html

®  Tn cazul in care rezultatul este nedeterminat , se recomand3 efectuarea unui al doilea test PCR folosind acelasi
ADN extras. In cazul in care rezultatul este in continuare nedeterminat si acesta este primul genotipare RHD
fetal, solicitati o a doua proba pentru confirmare. in toate cazurile, genotipul nedeterminat al RHD fetale trebuie
considerat pozitiv ca masura de precautie si trebuie puse in aplicare masuri profilactice adecvate.

SITUATII CU AMPLIFICARE TIMPURIE A UNUIA SAU MAI MULTOR EXONI RHD

Amplificarea precoce a unuia sau mai multor exoni ai genei RHD (Ct < cut-off) poate fi corelata cu:

e Suferinta fetald, gemeni, varsta gestationala avansata.

e Prezenta secventelor de ADN tinta de origine materna; de fapt, peste 90% din ADN-ul extras din plasma materna
este de origine autologa.

Indiferent de numarul de exoni ai genei RHD afectati de amplificarea timpurie (Ct < Cut-off) (exonul 10 singur, exonii 7
si 10 sau exonii 5, 7 si 10):

e Se recomanda cu insistentd sa se confirme sau nu prezenta unei gene RHD variante in genomul matern din celulele
nucleate materne conservate (a se vedea punctul 7).

e in cazul in care toate cele trei PCR sunt implicate (Ct < Cut-off pentru toti cei trei exoni), se recomand3 verificarea
fenotipului RhD al pacientului:

- Tn cazul in care pacientul este RhD pozitiv (RH : 1) cu antigen D normal, scdzut sau partial exprimat, genotiparea RHD
fetala este inadecvata.

- Daca pacienta este RhD negativ (RH/-1), ea are o varianta a genei RHD care nu codifica nicio proteind RhD in genomul
sau. Genotipul RHD fetal este atunci nedeterminat.

11. LIMITE
SUBSTANTE PERTURBATOARE:

ADN-ul extras din proba nu trebuie sa contina heparina, hemoglobina, dextran, Ficoll®, etanol sau 2-propanol.
Aceasta pentru a evita fenomenele de inhibare a PCR si rezultatele eronate

Substantele antivirale, cum ar fi aciclovirul, pot inhiba reactia PCR.

Acest test a fost validat pentru analiza plasmei provenite de la femei insarcinate RhD-negative (RH : -1), colectata in
tuburi EDTA sau in tuburi Cell-free DNA BCT® CE (Streck®).

Kitul a fost dezvoltat pentru a fi utilizat impreuna cu sistemul de extractie:

e Manual: kitul QlJAamp DSP Virus Kit QIAGEN®

e automatizat:

- MagNA Pure Systems® Roche®

- EasyMag® Biomérieux®

- QlAsymphony® Qiagen®

si un termociclator pentru amplificare:
- Light Cycler® 480 System Roche®
- LightCycler® 2.0 System Roche®
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- CFX 96 DX System BioRad®
Acestea sunt tehnici de referinta a caror performanta a fost validata. Trebuie remarcat faptul ca QlAsymphony® este
un extractor de ,,mare randament” (pana la 96 de extractii/triaj), astfel incat nu a fost validat impreuna cu LC2.0®, care
nu este adecvat pentru acest tip de randament.
Parametrii de interpretare au fost stabiliti pe baza utilizarii metodelor descrise.
Avand in vedere cantitatea mica de ADN fetal liber in circulatie, extractia este o etapa critica.
Utilizarea altor metode de extractie poate reduce randamentul, ceea ce duce la modificari ale parametrilor de
interpretare: valorile Ct obtinute, atat pentru martori, cat si pentru probele clinice, pot varia. Parametrii de
interpretare vor trebui sa fie reevaluati de catre utilizator.
n timpul proceselor de amplificare, care sunt de naturd enzimatica, exists riscul de reducere a eficientei amplificarii
daca n proba clinica sunt prezente substante inhibitoare.
Cl este introdus in fiecare proba si serveste drept control de extractie si amplificare pentru fiecare proba procesata
individual. Utilizarea obligatorie a controlului intern (cu exceptia martorului alb) ne permite sa verificam daca
performantele anuntate si dorite sunt atinse Tn conditiile de lucru din laborator (in special cele de extractie).
Se recomanda (Raportul ,Haute Autorité de Santé » HAS 2011) ca acest test sa fie efectuat numai pe probe prelevate
dupa 11 saptamani de amenoree (cantitatea de ADN fetal care circula Thainte de acest termen poate fi prea mica).
Un genotip RHD fetal negativ observat pe o prima proba de sdnge matern prelevata inainte de 18 sdptamani de
amenoree ar trebui considerat provizoriu si ar trebui confirmat pe o a doua proba de sange matern prelevata cel putin
doud saptamani mai tarziu si dupa 16 saptamani de amenoree, pentru a compensa un rezultat fals negativ.
Un genotip RHD fetal pozitiv observat pe o proba initiala de singe matern poate fi considerat definitiv.
Cu toate acestea, este posibil un rezultat fals pozitiv, din cauza contaminarii pre sau intra-analitice a probei sau daca
haplotipul RHD fetal corespunde unei variante silentioase.

12. PERFORMANTA
Un rezumat al caracteristicilor de performanta si de sigurantd ale dispozitivului este disponibil pe EUDAMED.

a) LoD : Limita de detectie

Tn conformitate cu CLSI EP17 privind evaluarea implementirii capacitatii de detectie, LoD este definit ca fiind cea mai
mica concentratie de ADN care genereazd un rezultat pozitiv cu o sensibilitate > 95% cu cel putin 20 de replici.

LoD retinut pentru fiecare exon RHD are o sensibilitate de 100% (23 de amplificari/23 de godeuri):

e Exonul 5: 8 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 37,96.

e Exonul 7: 17 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 38,04.

e Exonul 10: 17 copii ale genei RHD / canal cu o valoare de prag Ct = 37,09.

b) Fidelitate (extractie QiaSymphony® + amplificare LC480°®)
Repetabilitate

Repetabilitatea testului a constat in analizarea a 7 replici ale aceluiasi esantion prelevat in aceeasi zi. S-au calculat
mediile, abaterile standard si CV (coeficientul de variatie = abatere standard/mediu) ale valorilor Ct. Criteriul de
performanta a fost stabilit la un CV (%) < 5 %:

Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 (a]
Media 35,71 37,24 37,20 35,59
Abaterea standard 0,56 0,30 0,84 0,61
CV (%) 1,56 0,81 2,26 1,73

Testul de repetabilitate arata un CV in conformitate cu criteriile de performanta

Reproductibilitate

Reproductibilitatea testului a constat in analizarea a 7 repetitii ale aceluiasi esantion de catre operatori diferiti pe
acelasi sistem automatizat in zile diferite. S-au calculat mediile, abaterile standard si CV (coeficientul de variatie =
abatere standard/mediu) ale valorilor Ct. Criteriul de performanta a fost stabilit la CV (%) < 5 %:
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Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 (a]
Media 34,34 35,29 34,76 35,76
Abaterea standard 0,53 0,44 0,67 0,65
CV (%) 1,54 1,23 1,92 1,81

Testul de reproductibilitate arata un CV in conformitate cu criteriile de performanta

Reproductibilitate: Precizia intra-instrumentald

Plasma de control RhD (+) extrasa cu ajutorul QIASymphony® a fost analizata ca un pacient, in dublu exemplar, pe un
aparat de amplificare PCR (LC480), o data pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de catre operatori diferiti. Au fost
calculate mediile, deviatiile standard si CV (coeficientul de variatie = deviatia standard/media) valorilor Ct. Criteriul de
performanta a fost stabilit la un CV < 5 %:

Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 (a]
Media 34,31 35,37 35,05 35,88
Abaterea standard 0,57 0,64 0,93 0,70
CV (%) 1,65 1,81 2,64 1,96

Testele de reproductibilitate intra-instrument arata un CV in conformitate cu criteriile de performanta

Reproductibilitate: Precizia inter-instrumentelor

Plasma de control RhD (+) extrasa cu ajutorul QIASymphony® a fost analizata ca un pacient duplicat, pe trei aparate de
amplificare PCR diferite (LC480), o data pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de catre operatori diferiti. Au fost calculate
mediile, deviatiile standard si CV (coeficientul de variatie = deviatia standard/media) valorilor Ct. Criteriul de
performanta a fost stabilit la un CV < 5 %:

Exonul 5 Exonul 7 Exonul 10 (a]
Media 34,39 35,56 35,23 35,92
Abaterea standard 0,66 0,59 0,79 1,00
CV (%) 1,92 1,66 2,24 2,80

Testele de reproductibilitate intre instrumente arata un CV in conformitate cu criteriile de performanta

LoB: Limita alba

Plasma de control RhD (-) extrasa cu ajutorul QIASymphony a fost analizatd ca pacient, in dublu exemplar, pe trei
aparate de amplificare PCR diferite (LC480), o data pe zi, timp de opt zile neconsecutive, de catre operatori diferiti.

Absenta amplificarii secventelor genei RHD specifice pentru martorul negativ inseamna ca LoB=0

LoQ: Limita de cuantificare

Reactivul de referinta al OMS RHD/SRY, standardul de sensibilitate ADN plasmatic RHD/SRY (cod NIBSC: 07/222) a fost
extras cu ajutorul QIASymphony ca pacient. In conformitate cu instructiunile din prospectul pachetului, s-au efectuat
dilutii succesive de % ori ale ADN-ului extras Tnainte de amplificarea PCR (LC480).

Amplificarea celor 3 tinte genetice RHD pentru dilutia %2 ne permite sa concluzionam ca limita de cuantificare este
conforma cu criteriile de performanta stabilite pentru acest standard.

c) Sensibilitate si specificitate analitica
Performantele analitice ale dispozitivului au fost determinate dupa cum urmeaza:

e Sensibilitatea analitica, verificand daca gena RHD este intotdeauna detectata in probele RhD pozitive in timpul
studiului de precizie intra si inter-instrument

e Specificitatea analitica, verificand daca gena RHD nu este niciodata detectata in probele RhD negative in timpul
studiului limita alba

Concluzie: Sensibilitatea analitica = 100% si specificitatea analitica = 100%.

d) Sensibilitate si specificitate diagnostica
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Datorita polimorfismului extrem al sistemului RH, specificitatea diagnostica a testului depinde de originea geografica
a parintilor.

Performantele clinice ale dispozitivului au fost definite prin doua studii:

e Un studiu italian din 2022 [13] care a inclus 142 de femei insarcinate RhD negative, demonstrand o sensibilitate =
100% si o specificitate = 97,9%.

e Un studiu clinic din 2019-2020 (date nepublicate) realizat la Centrul Hospitalier din Poissy (Franta) care a inclus 590
de femei insdrcinate RhD negative, prelevate intre 9 SA si 33 SA, demonstrand o sensibilitate = 100% si o specificitate
=99,45%.

Concluzie: Sensibilitatea diagnostica = 100% si specificitatea diagnostica = 99,2% (luand in considerare dimensiunea
fiecarei cohorte de paciente)

e) Validarea tuburilor Streck®.

26 de paciente RhD-negative nsarcinate intre 12 si 28 de saptamani de gestatie au fost prelevate folosind atat tuburi
EDTA, cat si Streck®. Plasma din tuburi EDTA a fost decantata in termen de 48 de ore si apoi depozitata la < -18°C.
Tuburile Streck® CE BCT® Cell-Free DNA BCT® CE au fost depozitate la temperatura camerei (+15°C+25°C) timp de 10
zile inainte de decantarea plasmei, alicotarea si depozitarea la o temperaturd < -18°C. Extractia EDTA si a plasmei Streck
a fost efectuatd cu ajutorul Qiasymphony® (kit Qiasymphony® DSP Virus/Pathogen Midi, protocol
Cellfree1000_V7_default_IC). Amplificarea genica a fost realizata cu ajutorul unui Roche® LightCycler®480. Rezultatele
genotiparii RHD fetale au fost comparate in functie de tubul de prelevare, tubul EDTA fiind tubul de referinta:

e concordanta de 100% a rezultatelor genotiparii RHD fetale: 13 genotipuri RHD pozitive, 10 genotipuri RHD
negative si 3 nedeterminate (absenta amplificarii exonului 5 la 3 femei cu o pseudogena D).

e Precizia echivalenta a Ct/Cq obtinutd intre cele 2 tuburi
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14. SIMBOLURI
Acest dispozitiv indeplineste cerintele Regulamentului (UE) 2017/746

Numarul lotului c € Conformitatea cu H Producétor
- Regulamentul (UE) 2017/746
Referinta in catalog ® A nu se refolosi (%;9\ Riscuri biologice
R Dispozitiv medical de Consultati instructiunile
Data expirarii ’ ’

E P diagnostic in vitro I:]-j:l de utilizare
~e_ | Depozitati departe de J¥C | Limita superioars de .
’7.?‘ pozitail aep /ﬂ/ per | cH [ReP|| Mandatar elvetian

() lumina temperatura

15. MODIFICAREA PERFORMANTELOR SI ELIMINAREA DESEURILOR

e Modificarea performantelor : in caz de defectiune a dispozitivului, notati numarul de lot al reactivului si contactati
distribuitorul local. Tn conformitate cu reglementarile europene in vigoare, orice incident grav survenit in legdtura cu
dispozitivul trebuie raportat producatorului si autoritatii competente din statul membru in care este stabilit
utilizatorul si/sau pacientul.

e Eliminare : Respectati cerintele locale de reglementare. Va recomandam sa contactati autoritatile competente sau
companiile specializate Tn gestionarea acestui tip de deseuri, care va vor informa cu privire la procedura de urmat.
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