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1. Finalidade prevista

O KOMBITEST T Cell 4-color destina-se a detegcéo e contagem de populagbes e
subconjuntos de linfécitos no sangue total humano por citometria de fluxo.

O que é detetado e/ou medido

O dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color deteta e mede as percentagens
relativas e as contagens absolutas de células T (CD3+), subconjuntos de células
T auxiliares/indutoras (CD3+CD4+) e de células T supressoras/citotéxicas
(CD3+CD8+) humanas.

Fun¢éao do dispositivo

O dispositivo foi concebido para a avaliagdo imunoldgica de pacientes normais e
pode ajudar no diagnéstico de pacientes com, ou suspeitos de terem,
imunodeficiéncia.

Contexto do estado fisiolégico ou patolégico
As frequéncias das populacdes de linfécitos medidas pelo dispositivo podem ser
afetadas por varias condi¢gdes patoldgicas e a avaliagdo das suas percentagens e
contagens pode ser utilizada na avaliagao:
e Células T auxiliares/indutoras CD3+/CD4+ na monitorizagdo do VIH &457)
e Células T citotéxicas CD3+/CD8+ em infecgdes virais e imunodeficiéncias
hereditarias ? 3 4 9.10.11,13)

Tipo de ensaio
Nao automatizado
Quantitativo

Tipo de espécime requerido
Amostra de sangue total periférico humano anticoagulado

Populacgao de teste
Nao se destina a uma populagao especifica.

2. Utilizador pretendido

O dispositivo destina-se apenas a uso profissional em laboratério. Nao para
testes proximos dos pacientes ou autoteste.

Requisitos de qualificagao

O utilizador previsto deve possuir conhecimentos especializados de ponta em
analise de citometria de fluxo de células humanas, técnicas laboratoriais padrao,
incluindo técnicas de pipetagem, manipulagcédo segura e adequada de espécimes
derivados do corpo humano.

O utilizador previsto deve cumprir a norma EN 1SO 15189 ou outras disposigbes
nacionais, quando aplicavel.
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3. Principio de analise

O principio da analise baseia-se na detec¢ao da ligagdo de um anticorpo
monoclonal a uma molécula especifica (antigénio) expressa por determinados
glébulos humanos. Os anticorpos monoclonais utilizados na analise sao
marcados com diferentes fluorocromos que sao excitados por um feixe de laser
de um citémetro de fluxo durante a aquisicdo de uma amostra de sangue corada
com anticorpos. A fluorescéncia subsequente (emisséo de luz) de cada
fluorocromo presente num glébulo adquirido é recolhida e analisada pelo
instrumento. A intensidade da fluorescéncia é diretamente proporcional a
densidade de expressao do antigénio numa célula tornando possivel separar
diferentes subconjuntos de células.

4. Reagente(s) fornecido(s)

Conteudos

O dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color é suficiente para 50 analises e é
fornecido com o seguinte reagente:

1 ampola (1 ml) que contém uma combinagéo pré-misturada de anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos CD3 FITC / CD45 PerCP / CD4 APC /
CD8 PE, diluida para concentragdes 6timas numa solugéo salina estabilizadora
tamponada com fosfato (PBS) com azida de s6dio 15 mM e 0.2% de albumina
sérica bovina (BSA).

Composicao

Tabela1l Descrigao dos componentes ativos

Antigénio Fluorocromo Clone Isotipo CO'}EZ?:T:T‘)QQO
CD3 FITC TB3 IgG2b 2
CD4 APC MEM-241 1gG1 1.5
CD8 PE LT8 1gG1 0.6
CD45 PerCP MEM-28 IgG1 5

5. Materiais necessarios, mas nao incluidos

Tubos de ensaio de fundo redondo de 12 x 75 mm

Solugéo de lisagem de eritrocitos (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Cat.
N.°© ED7066 ou CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Cat. N.° BD303500)

Agua desionizada (Reagent-grade)

Células de controlo do processo (Streck CD-Chex Plus®, Cat. N.° 213323 ou
controlo equivalente de células lisaveis)
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6. Equipamento necessario
Pipeta automatica com pontas descartaveis (20 - 100 ul) para pipetagem de
espécimes e reagentes

Dispensador de liquidos ou pipeta com pontas descartaveis (0.5 — 2 ml) para
dispensar a solugao de lisagem de eritrocitos

Misturador Vortex

Analisador hematolégico (para contagens absolutas de células) capaz de efetuar
contagens de glébulos brancos (leucdcitos) e de linfocitos por yl de amostra

Citometro de fluxo com duas fontes de excitagao a laser (488 nm e ~635 nm),
detetores para espalhadores, filtros 6ticos e detetores de emissdes apropriados
para recolher sinais dos fluorocromos indicados na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristica espectral do fluorocromo utilizado no dispositivo

Fluorocromo Excitacdo [nm] Emissdes [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP 488 677
APC 630 — 640 660

AVISO: O dispositivo foi testado em citdmetros de fluxo BD FACSCanto™ 11
(BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) e Sysmex XF-1600™ (Sysmex
Corporation).

7. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C.

Evitar a exposi¢ao prolongada a luz.

N&o congelar.

Ver Secgao 10 Procedimento (Preparagao de Reagentes) para informagbes
sobre a estabilidade de In-Use e o prazo de validade apos a primeira abertura,

juntamente com as condigdes de armazenamento e estabilidade das solu¢des de
trabalho (quando aplicavel).

8. Avisos, precaugoes e limitagoes de utilizagao

Classificacao de Perigos GHS

Consulte a Ficha de Dados de Seguranca (FDS) disponivel na pagina do produto
em www.exbio.cz para obter informagdes completas sobre os riscos colocados
pelas substancias e misturas quimicas contidas no Produto e como devem ser
manuseadas e eliminadas.
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Perigo biolégico

Amostras biolégicas humanas e amostras de sangue e quaisquer materiais que
entrem em contacto com elas s&o sempre considerados como materiais
infecciosos.

Utilizar equipamento de protegao pessoal e de seguranga para evitar o contacto
com a pele, olhos e membranas mucosas.

Seguir todas as leis, regulamentos e procedimentos aplicaveis para o
manuseamento e eliminagdo de materiais infecciosos.

Evidéncia de deterioragao

O aspeto normal do reagente fornecido € um liquido limpido. N&o utilizar o
reagente se observar qualquer alteragdo na aparéncia, por exemplo, turbidez ou
sinais de precipitagao.

Limitagao de utilizagao

N&o utilizar apds a data de validade indicada nos rétulos dos produtos.

9. Espécime

Utilizar sangue periférico venoso recolhido em recipiente de amostra classificado
como dispositivo médico, com a presenga de EDTA anticoagulante.

AVISO: Determinar a contagem absoluta de leucdcitos e linfocitos na amostra
de sangue recolhida utilizando um analisador hematolégico. O dispositivo
KOMBITEST T Cell 4-color, por si s6, nao fornece a contagem absoluta de
células.

As amostras de sangue com uma contagem de leucdcitos superior a 40x10°
células/ul devem ser diluidas em PBS antes do processamento da amostra.

Processar a amostra de sangue o mais tardar 24 horas apds a colheita.
Conservar o espécime a temperatura do laboratério (20 - 25°C). N&o refrigerar a
amostra.

Interferéncia Endégena
Com base na investigagao da literatura cientifica, as fontes de interferéncia
endogenas sao identificadas na Tabela 3.

Tabela 3 Interferéncia Endogena do dispositivo

Interferéncia Impacto Referéncia
Endégena
Albumina A albumina pode interferir em 14,15, 31

concentracdes elevadas devido a sua
capacidade de se ligar e de libertar
grandes quantidades de ligandos.

Bilirrubina A bilirrubina pode aumentar a fluorescéncia | 18, 20, 24
(itericia) de fundo das células devido a sua elevada
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(n&o conjugado)

auto-fluorescéncia.

podem afetar a analise por citometria de
fluxo de determinadas populacdes de
células sanguineas.

Residuos Os detritos celulares podem provocar 17,21
celulares (apos contagens incorretas de células e esgotar o
lise) anticorpo no dispositivo.
Eritrécitos Uma lise insuficiente e a presencga de 22
gldébulos vermelhos na amostra podem
conduzir a uma contagem incorreta de
células.
Hemoglobina As amostras hemolisadas podem produzir 19
resultados erroneos.
Anticorpos O tratamento com anticorpos monoclonais | 16, 26, 27,
humanos anti- pode produzir resultados erroneos 28, 29, 30
murinos (capacidade de se ligar aos antigénios da
superficie celular).
Imunoglobulinas | Nao pode ser lavado no método de 17
plataforma unica e pode produzir uma
contagem incorreta de subconjuntos de
linfécitos.
Fatores A presencga de RF interfere com os MIA 23
reumatoides (imunoensaios multiplex).
Triglicéridos Niveis elevados de lipidos em circulagao 25

Interferéncia Exégena
As amostras com mais de 24 horas podem produzir resultados erroneos.
As amostras refrigeradas podem produzir resultados incorretos.
Uma preparagao desadequada da solugao de lise de eritrécitos (EXCELLYSE
Easy, EXBIO Praha, a.s., Cat. N.° ED7066 ou CyLyse™ FX, Sysmex Partec

GmbH, Cat. N.° BD303500) pode produzir resultados erréneos. Seguir as
instrugdes do fabricante para a utilizagdo da solugéo de lise de eritrocitos.

10.Procedimento

Preparagéao do(s) reagente(s) fornecido(s)

Nao é necessaria qualquer preparagéo de reagentes.
Levar o reagente a temperatura ambiente antes da sua utilizagdo. Manter o
recipiente primario do dispositivo seco.

Utilizar o reagente diretamente a partir do recipiente de origem primario. O tempo
de utilizagdo do reagente (exposicdo a luz e a temperaturas elevadas) ndo deve
exceder 4 horas por dia.

ApOs a primeira abertura, o reagente mantém as suas caracteristicas de
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desempenho até a data de validade se for armazenado nas condigdes indicadas
no respetivo recipiente de origem primario.

CUIDADO: Nao diluir o reagente.

Preparacdo de materiais necessarios, mas nao incluidos

Diluir a solugao concentrada de lisagem de eritrocitos com agua deionizada de
acordo com as instrugdes do fabricante. A solugao diluida de lisagem de
eritrocitos (1X) é estavel durante 1 més quando armazenada num dispensador de
liquidos ou num recipiente fechado a temperatura ambiente.

Controlo da qualidade

Utilizar células de controlo Streck CD-Chex Plus® ou equivalentes como controlo
processual positivo para garantir que o dispositivo funciona como pretendido. As
células Streck CD-Chex Plus® fornecem valores estabelecidos para as
contagens percentuais positivas e absolutas de células T, células B, granuldcitos,
mondcitos e células NK, incluindo dois niveis clinicamente relevantes de células
CDA4+.

Corar as células de controlo utilizando o reagente KOMBITEST T Cell 4-color de
acordo com o processamento da amostra especificado nas Instrugbes de
utilizacéo. Verificar se os resultados obtidos (% de células positivas) estdo dentro
do intervalo esperado para o lote de células de controlo utilizado.

Coloragao de amostras

1. Para cada amostra, etiquetar um tubo de ensaio de fundo redondo de
12 x 75 mm com a identificagdo apropriada da amostra.

2. Pipetar 20 pl de reagente KOMBITEST T Cell 4-color para o fundo do tubo de
ensaio de 12 x 75 mm.

3. Pipetar 50 ul de amostra de sangue bem misturada para o fundo do tubo de
ensaio.

CUIDADQO: Evitar a pipetagem de sangue na lateral do tubo de ensaio. Se o
esfregaco ou gota de sangue permanecer na lateral do tubo, pode nao ser
manchado com o reagente ou os eritrécitos podem néo ser lisados e o
resultado da analise pode nao ser valido.

4. Vortexar e incubar o tubo de ensaio durante 20 minutos a temperatura
ambiente no escuro.

5. Adicionar 500 ul de solugao diluida de lisagem (1X) ao tubo de ensaio.

6. Vortexar e incubar o tubo de ensaio durante 10 minutos a temperatura
ambiente no escuro.

Adquirir a amostra corada imediatamente no citémetro de fluxo. Se a amostra
corada nao for adquirida imediatamente, armazenar a 2 — 8 °C no escuro e
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analisar no prazo de 24 horas.

CUIDADQO: Vortexar a amostra corada imediatamente antes da aquisi¢do no
citometro de fluxo para evitar agregados.

Analise de citometria de fluxo

O medidor de caudal selecionado para utilizagdo com o dispositivo KOMBITEST
T Cell 4-color deve ser calibrado numa base de rotina utilizando micro esferas
fluorescentes para assegurar uma sensibilidade estavel dos detetores de acordo
com as instrugdes do fabricante do medidor de caudal.

Se nao for mantido corretamente, o ocitometro defluxopode produzir resultados
falsos.

Consultar as especificagdes do fabricante para os lasers e detetores
fluorescentes de acordo com as caracteristicas de excitagdo e emissao dos
fluorocromos na Secgdo 6 Equipamento necessario.

Definir as tensdes nos detetores de fluorescéncia de interesse antes da analise
de amostras coradas. A tensdo num detetor de PMT deve ser definida
suficientemente alta, para que o minimo de eventos com manchas negativas
interfira com o 0° canal no eixo de fluorescéncia. Além disso, a tensdo do detetor
de PMT néo deve exceder os valores em que os eventos positivos sdo
pressionados para o eixo direito.

Compensar os sinais de fluorescéncia entre detetores antes ou depois da
aquisigao de dados. Os dados podem ser mal interpretados se os sinais de
fluorescéncia forem compensados incorretamente ou se as delimitagbes
estiverem posicionadas de forma imprecisa.

Para a analise de dados medidos, é possivel utilizar software de citémetro
desenvolvido pelo fabricante, ou software dedicado a analise de dados de
citometria offline (por exemplo FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analise dos dados da amostra corada do KOMBITEST T Cell 4-color

Visualizar os dados compensados num diagrama de disperséo lateral (SSC)
versus o CD45 PerCP. Delimitar a populagéo de linfécitos CD45+ como mostra a

Figura 1.

Figural Delineagdo da populacéo de linfocitos CD45+
(dados obtidos no BD FACSCanto™ II)

200K =

100K =

Side Scatter

SOK =

CD45 PerCP
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Representar os linfécitos CD45+ delimitados num diagrama de dispersao lateral
(SSC) versus 0 CD3 FITC como mostra a Figura 2. Separar os linfécitos CD3+ e
CD3- utilizando as delimitagdes apropriadas. Calcular a percentagem de células T
(CD3+; regido B na Figura 2) de todos os linfécitos.

Figura2 Separagéo dos linfocitos CD3+ e CD3-
(dados obtidos no BD FACSCanto™ II)

PO —

100K -

Side Scatter

SOk =

o 1 pti] 10‘:

CD3 FITC
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Representar as células T delimitadas (CD3+; regidao B na Figura 2) como CD4
APC versus CD8 PE como mostra a Figura 3. Definir as delimitagées apropriadas
e calcular a percentagem de células T auxiliares/indutoras (CD4+CD8-; regidao C
na Figura 3) e de células T supressoras/citotoxicas (CD4-CD8+; regido D na
Figura 3) de todos os linfécitos.

Figura 3 Linfécitos CD3+ num diagrama de pontos CD4 APC versus CD8 PE
(dados obtidos no BD FACSCanto™ II)

16

CD4 APC

CDS8 PE

Calculo e interpretagao de resultados analiticos
Para obter contagens absolutas, utilizar a contagem absoluta de linfécitos
determinada por um analisador hematoldgico. Consultar as instrugdes do
fabricante do analisador hematoldgico. Utilizar as equagdes seguintes para a
contagem absoluta do subconjunto de linfécitos necessario.

B (%)

A - - -
X 100 (%)

= Contagem absoluta do subconjunto necessario de linfécitos

A = contagem absoluta de linfécitos (dados do analisador hematoldgico;
células/pl)

B = percentagens relativas do subconjunto de linfécitos necessarias de todos os
linfocitos (dados do citometro de fluxo; %)
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11.Desempenho analitico

Especificagoes

O anticorpo TB3 reconhece o antigénio humano CD3 do complexo TCR/CD3. A
especificidade do anticorpo foi confirmada pelo Conselho HCDM (seminario
HLDA XI).

O anticorpo MEM-241 reconhece o antigénio humano CD4 (glicoproteina CD4 de
superficie das células T). A especificidade do anticorpo foi confirmada pelo
Conselho HCDM (seminario HLDA VIII).

O anticorpo LT8 reconhece o antigénio humano CD8 (dimero ligado por
dissulfureto expresso como dois homodimeros da cadeia alfa CD8 ou
heterodimeros da cadeia alfa/beta CD8). A especificidade do anticorpo foi
confirmada pelos seminarios HLDA (seminario HLDA V 12 e seminario
HLDA VIl ©),

O anticorpo MEM-28 reconhece todas as isoformas leucocitarias do antigénio
humano CD45 (recetor da proteina tirosina fosfatase tipo C). A especificidade do
anticorpo foi confirmada pelo seminario HLDA (seminario HLDA I ®).

Exatidao

A exatiddo do método foi medida no citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il e
determinada como uma comparagéao do dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color
com um produto semelhante disponivel no mercado KOMBITEST TBNK 6-color
(EXBIO, Cat. N.° ED7733) através da coloragao paralela de 60 dadores de
sangue saudaveis.

Nos citdmetros de fluxo Beckman Coulter DXFLEX e Sysmex XF-1600™, a
precisao do método foi determinada comparando os resultados da analise das
mesmas amostras de sangue de 37 dadores de sangue saudaveis coradas pelo
dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color nos citdmetros de fluxo BC DxFLEX e
BD FACSCanto™ |I, respetivamente, e nos citdmetros de fluxo Sysmex
XF-1600™ e BD FACSCanto™ II.

A exatiddo do método foi apoiada pela coloragéo paralela de 104 doentes (ver
Tabela 7) suspeitos de terem uma condigao patoldgica do sistema imunitario. Os
parametros da analise de regressao linear sao apresentados nas Tabelas 4 - 7.
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Tabela 4 Analise de regresséo linear para subconjuntos de linfécitos em dadores
saudaveis (comparagao do dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color com o reagente
KOMBITEST TBNK 6-color Reagent IVD (EXBIO, Cat. N.° ED7733))

SUb(.:On.J unto de Unidade | n Evolugao Intercegao R?

Linfécitos

% 60 0.9956 +0.0071 0.9906
CD3+

células/pl | 60 1.0026 4.1341 0.9983
% 60 0.9522 -0.0003 0.9792

CD3+CD8+
células/ul | 60 0.9375 6.8895 0.9878
% 60 0.9677 0.0259 0.9708

CD3+CD4+
células/pl | 60 1.0198 10.174 0.9875

n = numero de amostras de sangue

Tabela 5 Analise de regresséo linear para subconjuntos de linfécitos em dadores
saudaveis (comparagdo da analise de amostras de sangue coradas pelo dispositivo
ED7734 no Beckman Coulter DxFLEX com o BD FACSCanto™ 1I)

Precisdo de medigao de ED7734 no Beckman Coulter DxFLEX

Citometro de fluxo Beckman Coulter DxFLEX vs. citometro de fluxo
BD FACSCanto™ ||

Veracidade da medigao

Sub(_:on’] unto de Unidade | n | Evolugdo | Intercegio R?

Linfécitos

% 37 1.0207 0.0188 0.9678
CD3+

células/ul | 37 1.0009 8.4158 0.9968
% 37 1.0241 0.0016 0.9955

CD3+CD8+
células/ul | 37 1.0242 3.0245 0.9986
% 37 0.9644 0.0045 0.9719

CD3+CD4+
células/pl | 37 0.9479 21.0470 0.9884

n = numero de amostras de sangue
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Tabela 6 Analise de regresséo linear para subconjuntos de linfécitos em dadores
saudaveis (comparacao da analise de amostras de sangue coradas pelo dispositivo
ED7734 no Sysmex XF-1600™ com BD FACSCanto™ II)

Precisdo da medigdo do ED7734 no Sysmex XF-1600™
Citometro de fluxo Sysmex XF-1600™ vs. Citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ ||
Veracidade da medigao
Subconjunto de Unidade | n | Evolugdo | Intercecio R?
Linfocitos
% 37 1.0297 0.0135 0.9766
CD3+
células/ul | 37 1.0151 5.7134 0.9977
% 37 1.0305 0.0140 0.9853
CD3+CD8+
células/ul | 37 0.9921 9.6954 0.9927
% 37 0.9752 0.0151 0.9845
CD3+CD4+
células/ul | 37 0.9883 17.9040 0.9953

n = numero de amostras de sangue

Tabela 7 Analise de regressao linear para subconjuntos de linfécitos em pacientes com
suspeita de patologias do sistema imunitario (comparagéo do dispositivo KOMBITEST T
Cell 4-color com o sistema AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc e
método interno de laboratério clinico acreditado — um cocktail de anticorpos conjugados de
cor unica de diferentes fabricantes e analise no BD FACSCanto™ II)

SUb(.:On,J unto de Unidade | n Evolugio Intercegdo R?

Linfécitos

% 104 0.944 3.774 0.98
CD3+

células/pl | 104 0.927 0.123 0.96
% 104 0.944 1.727 0.99

CD3+CD8+
células/pl | 104 0.911 0.071 0.98
% 104 1.005 0.316 0.99

CD3+CD4+
células/pl | 104 1.009 0.013 0.99

n = numero de amostras de sangue
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Linearidade

A linearidade do método foi verificada em 10 diluicbes em série de uma amostra
de sangue enriquecida com leucécitos (buffy coat). As amostras de células foram
coradas com KOMBITEST T Cell 4-color em hexaplicados. As amostras foram
analisadas utilizando os citometros de fluxo BD FACSCanto™ II, Beckman
Coulter DXFLEX e Sysmex XF-1600™. Observou-se que os dados medidos para
os subconjuntos de linfécitos indicados eram lineares no intervalo de 40 -10546
células/pl utilizando o BD FACSCanto™ II, 15 - 10519 células/ul utilizando o
Beckman Coulter DXFLEX e 45 - 11892 células/pl utilizando o Sysmex
XF-1600™. Os subconjuntos de células encontravam-se nos intervalos
encontrados nas Tabelas 8 — 10.

Tabela 8 Intervalos lineares dos subconjuntos de linfocitos analisados pelo

BD FACSCanto™ II
BD FACSCanto™ Il

Subconjunto de Linfécitos Intervalo (células/ul)

CD3+ 31-7302
CD3+CD8+ 9-2182
CD3+CD4+ 17 - 4080

Tabela 9 Intervalos lineares dos subconjuntos de linfécitos analisados pelo

Beckman Coulter DXFLEX
Beckman Coulter DXFLEX

Subconjunto de Linfécitos Intervalo (células/ul)

CD3+ 10 - 7268
CD3+CD8+ 3-2297
CD3+CD4+ 6 - 3940

Tabela 10 Intervalos lineares dos subconjuntos de linfocitos analisados pelo

Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™

Subconjunto de Linfécitos

Intervalo (células/ul)

CD3+ 33 - 7386
CD3+CD8+ 12 - 2792
CD3+CD4+ 19 - 4179
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Limite de detegao / Limite de quantificagdo / Corte do ensaio
Os dados de linearidade foram utilizados para determinar o limite de detecao

(LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ).

O limite de detecgao foi definido como o valor mais baixo de contagem absoluta
de células nao nulas mais 3xSD (desvio padrao) para cada subconjunto de
linfécitos (ver Tabelas 11 — 13).
O limite de quantificagéo foi definido como o valor mais baixo na gama de
linearidade das concentragdes de analito apresentadas como contagem absoluta
do subconjunto de linfécitos em que o CV das hexaplicatas ndo excedeu 10% e a
recuperagao se situou entre 90% e 110% (ver Tabelas 11 — 13).
Os resultados do ensaio ndo sédo exclusivamente diagnésticos para uma unica
entidade clinica, pelo que nao é possivel estimar o ponto de corte do ensaio.

Tabela 11

Limites de detegao e quantificagdo no BD FACSCanto™ ||

BD FACSCanto™ II

Contagem mais baixa

Sub(_:on’Ju_nto de de células diferentes | 3xSD (SD) . LOD . LOQ
Linfocitos de zero (células/pl) (células/pl) (células/pl)
CD3+ 1 0,6 (0,2) 1,6 3
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1,6 9
CD3+CD4+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2

Tabela 12 Limites de deteg¢do e quantificagdo no Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Contagem mais baixa

Subconjunto de| yo cylas diferentes | 3xSD (SD) LOD LOQ
Linfécitos de zero (células/pl) (células/pl) (células/pl)
CD3+ 1 03(0.1) 1.3 3
CD3+CD8+ 1 06(0.2) 1.6 3
CD3+CD4+ 2 06 (02) 26 6

Tabela 13 Limites de detecéo e quantificagdo no Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Contagem mais baixa

Sub(_:on'Ju_nto de de células diferentes | 3xSD (SD) . LOD . LOQ
Linfécitos < (células/pl) (células/pl)
de zero (células/ul)
CD3+ 1 0,3(0,1) 1,3 1
CD3+CD8+ 2 2,7 (0,9) 4,7 4
CD3+CDA4+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2
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Repetibilidade

Arepetibilidade do ensaio foi medida em dez amostras de sangue em
hexaplicado. As amostras foram analisadas utilizando os citdmetros de fluxo

BD FACSCanto™ I[l, Beckman Coulter DXFLEX e Sysmex XF-1600™.

Os coeficientes de variagdo (CV) sdo apresentados nas tabelas abaixo (Tabelas
14 - 16).

Tabela 14 Repetibilidade do dispositivo no BD FACSCanto™ |l

BD FACSCanto™ Il
Subconjunto de Unidade | n Média sD %CV
Linfécitos

% 10 69,27 0,34

CD3+ 0,51
células/pl 10 1408 7,3
% 10 22,40 0,23

CD3+CD8+ 1,16
células/pl 10 449 4,7
% 10 42,21 0,28

CD3+CD4+ 0,68
células/pl 10 864 6,0

n = numero de amostras de sangue

Tabela 15 Repetibilidade do dispositivo no Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Subconjunto de Unidade | n Média SD %CV
Linfécitos

% 10 68,26 0,43

CD3+ i 0,67
células/pl 10 1389 10,1
% 10 22,61 0,23

CD3+CD8+ 1,15
células/pl 10 454 4,6
% 10 41,04 0,45

CD3+CD4+ 1,09
células/pl 10 842 10,1

n = numero de amostras de sangue
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Tabela 16 Repetibilidade do dispositivo no Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™

Subconjunto de Unidade | n Média sD %CV
Linfécitos

% 10 71,77 0,54

CD3+ 0,78
células/pl 10 1275 9,6
% 10 26,39 0,24

CD3+CD8+ 0,90
células/pl 10 474 4.4
% 10 41,12 0,48

CD3+CD4+ 1,14
células/pl 10 723 8,5

n = numero de amostras de sangue

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do ensaio no BD FACSCanto™ Il e no Beckman Coulter
DxFLEX foi medida em 2 amostras de sangue estabilizadas (CD Chex Plus e
CD-Chex-Plus® CD4 Low de STRECK). A reprodutibilidade do ensaio no Sysmex
XF-1600™ foi medida em 2 amostras de sangue estabilizadas (IMMUNO-TROL
Low Cells e IMMUNO-TROL Cells de Beckman Coulter). As amostras foram
medidas nas mesmas condi¢des durante 15 dias, utilizando 3 lotes do Dispositivo
(5 dias cada). Os coeficientes de variagao (CV) sao apresentados nas tabelas
abaixo (Tabela 17 - 19).
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Tabela 17

Reprodutibilidade do dispositivo no BD FACSCanto™ |l

Subconjunto de Material Unidade | Média SD %CV
Linfécitos
% 76,60 0,35
CD-Chex Plus® 0,45
células/pl 1888 8,5
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,07 0,40
CD4 L 0,67
ow células/l 872 5,8
% 23,68 0,24
CD-Chex Plus® 1,03
células/pl 584 6,0
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,19 0,28
D4 L 0,67
CD4 Low células/yl 612 41
% 48,99 0,37
CD-Chex Plus® 0,75
células/pl 1209 9,0
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,77 0,26
D4 L 2,03
CD4 Low células/yl 185 3,8
Tabela 18 Reprodutibilidade do dispositivo no Beckman Coulter DxFLEX
Sub(_:on'ju_nto de Material Unidade Média SD %CV
Linfécitos
% 76,67 0,44
CD-Chex Plus® 0,58
células/pl 1891 10,9
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,36 0,39 0.64
CD4 Low células/yl 876 5,63 ’
% 23,79 0,32
CD-Chex Plus® 1,34
células/pl 567 7,85
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,91 0,36
0,84
CD4 Low células/yl 623 5,21
% 48,70 0,40
CD-Chex Plus® 0,83
células/pl 1201 9,95
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,59 0,21
1,65
CD4 Low células/yl 183 3,02
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Tabela 19 Reprodutibilidade do dispositivo no Sysmex XF-1600™

Subconjunto de Material Unidade | Média SD %CV
Linfécitos
IMMUNO-TROL % 71,77 0,66 0.92
Cells células/pl 755 6,9 ’
CD3+
IMMUNO-TROL % 55,05 0,45 0.82
Low Cells células/pl | 483 4,0 ’
IMMUNO-TROL % 24,87 0,55 020
Cells células/pl 262 5,8 ’
CD3+CD8+
IMMUNO-TROL % 41,41 0,59 143
Low Cells células/pl 363 5,2 ‘
IMMUNO-TROL % 42,62 0,57 133
Cells células/pl 448 6,0 ‘
CD3+CD4+
IMMUNO-TROL % 9,72 0,35 262
Low Cells células/pl 85 3,1 '

AVISO: Todos os desempenhos analiticos foram medidos utilizando a solugao
de lisagem de eritrocitos EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Cat. N.°
ED7066).

Para analise de citometria de fluxo foram utilizados os seguintes citdmetros de
fluxo, incluindo a versao do software:

BD FACSCanto™ || BD FACSDiva Software — verséo 8.0.2
Beckman Coulter DXFLEX CytExpert for DXFLEX — versao 2.0.2.18
Sysmex XF-1600™ IPU Software — verséo 0(0.09-00)

Para contagens absolutas de células foi utilizado o analisador hematolégico
de método de plataforma dupla com as seguintes especificagdes:
Sysmex XN-1000™ IPU Software — versao 00-22(164)

Para avaliagdo dos dados medidos foi utilizada a seguinte plataforma de
analise:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versao 10.9.0
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12.Desempenho clinico

Pacientes com imunodeficiéncia adquirida
Os dados clinicos foram recolhidos num centro clinico em 53 pacientes com
infecdo confirmada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). O
desempenho clinico do dispositivo foi determinado através da comparacao do
dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color utilizando a solugao de lisagem de
eritrécitos EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Cat. N.° ED7066) com método
interno de laboratério clinico acreditado (um cocktail de anticorpos conjugados de
cor unica de diferentes fabricantes e analise no BD FACSCanto™ II).

Os resultados da avaliagdo do estado imunitario dos pacientes foram avaliados
de acordo com a sua imunodeficiéncia (Tabela 20).

Tabela 20 Desempenho clinico do dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color — pacientes

com HIV

Estado imunitario avaliado através de
método interno de laboratério clinico
acreditado

Imunodeficiéncia

Estado normal

Imunodeficiéncia

28 de 29 pacientes

0 pacientes

Cell 4-color

Estado normal

Estado imunitario
avaliado através do
dispositivo KOMBITEST T

0 pacientes

24 pacientes

CUIDADO:

*O dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color ndo conseguiu corar o antigénio CD3 nos
linfécitos T num (1) paciente com HIV em estado critico.
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13.Valores esperados
Intervalo de Referéncia

Tabela 21 Intervalos de referéncia de doadores de sangue saudaveis medidos no
BD FACSCanto™ Il

. Faixa
SU?_?:%;?;(; de n Unidade Mediana
Min Max
97 % 51,5 87,1 72,3
CD3+ -
97 células/pl 766 2864 1383
97 % 10,1 47,2 23,9
CD3+CD8+ -
97 células/pl 132 1307 442
97 % 23,8 59,5 41,8
CD3+CD4+ -
97 células/pl 393 1337 798

Os intervalos de referéncia na Tabela 21 foram estabelecidos em pacientes
saudaveis que foram considerados doadores de sangue de acordo com a
legislacdo da Republica Checa por atenderem a critérios rigorosos para um
dador de um banco de sangue. Os dados foram medidos no citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ II.

Os intervalos de referéncia especificos podem variar dependendo da regido e da
populagao na qual os valores foram estabelecidos. Por esse motivo, 0s
laboratérios devem estabelecer os seus proprios intervalos de referéncia normais
para os subconjuntos de linfécitos identificados usando o KOMBITEST T Cell
4-color da populagéo local de dadores normais, devido a variagdes de valor
relacionadas com idade, sexo, caracteristicas clinicas e etnia.

14.Limites

O dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color nao foi validado para utilizagdo em
amostras colhidas com anticoagulantes do tipo heparina ou citrato de dextrose
acida (ACD) para a determinagao de contagens relativas e absolutas.

O dispositivo KOMBITEST T Cell 4-color n&o se destina ao rastreio e/ou a
fenotipagem de amostras de leucemia e linfoma.

As contagens absolutas ndo sdo comparaveis entre laboratérios que utilizam
equipamento diferente de varios fabricantes.
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17.Utilizagao de Marcas Registradas de Terceiros

BD FACSCanto™ |[l, BD FACSLyric™, BD Multitest™ e FlowJo™ s&do marcas
registadas da Becton, Dickinson and Company. CD-Chex Plus® é uma marca
registada da Streck. Cy™ é uma marca registada da Cytiva. CyLyse™ FX,
Sysmex XN-1000™ e Sysmex XF-1600™ sdo marcas registadas da Sysmex
Corporation. VenturiOne® é uma marca registada da Applied Cytometry.
Infinicyt™ & uma marca registada da Cytognos S.L..

18.Historico de revisoes

Verséao 3, ED7734_IFU_v3
Corregao de texto na secgdo " Contexto do estado fisiolégico ou patoldgico ".

19.Fabricante

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Informacgao de contacto
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Representantes autorizados
N/A

AVISO: Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relagéo ao dispositivo
deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade local competente.
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