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1. Przeznaczenie

KOMBITEST B/NK Cell 4-color jest przeznaczony do wykrywania i zliczania
populacji i podzbioréw limfocytow w ludzkiej krwi petnej za pomoca cytometrii
przeptywowe;.

Co jest wykrywane i/lub mierzone

KOMBITEST B/NK Cell 4-color wykrywa i mierzy wzgledne warto$ci procentowe i
bezwzgledne liczby ludzkich komoérek T (CD3+), komoérek B (CD3-CD19+) i
komoérek NK (CD3-CD16+56+).

Funkcja urzgdzenia

Urzadzenie jest przeznaczone do oceny immunologicznej zdrowych pacjentow i
moze poméc w diagnozowaniu pacjentéw z niedoborem odpornosci lub z
podejrzeniem tego niedoboru.

Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego
Czestotliwosci populaciji limfocytéw mierzone przez urzgdzenie moga by¢ zalezne
od réznych stanow patologicznych i sg przydatne przy ocenie:
o Limfocytéw T CD3+ w zakazeniach wirusowych i dziedzicznych niedoborach
odpornosci &7
e Limfocytéw B CD3-/CD19+ w chorobach autoimmunologicznych
o Komérek NK CD3-/CD16+56+ w odpornosci wrodzonej i w defekcie
immunologicznym ¢ %

Rodzaj testu

Nie zautomatyzowany

llosciowy

Wymagany rodzaj prébki

Probka ludzkiej petnej krwi obwodowej z antykoagulantem

Populacja testowa
Nie jest przeznaczony dla okreslonej populaciji.

2. Uzytkownik

Urzagdzenie jest przeznaczone wytgcznie do profesjonalnego uzytku
laboratoryjnego. Nie stuzy do badan przytézkowych ani do samodzielnych badan.

Wymagania dotyczace kwalifikacji

Docelowy uzytkownik powinien posiada¢ najnowoszg wiedze specjalistyczng w
zakresie analizy cytometrii przeptywowej komoérek ludzkich, standardowych
technik laboratoryjnych, w tym umiejetnosci pipetowania oraz bezpiecznego i
wiasciwego obchodzenia sie z prébkami pobranymi z organizmu ludzkiego.
Docelowy uzytkownik musi przestrzega¢ normy EN 1ISO 15189 lub innych norm
krajowych jesli takowe istnieja.
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3. Zasadatestu

Zasada testu opiera sie na wykrywaniu przeciwciata monoklonalnego wigzacego
sie ze specyficzng czgsteczkg (antygenem) eksprymowang przez okreslone
ludzkie krwinki. Przeciwciata monoklonalne uzyte w tescie sg znakowane réznymi
fluorochromami, ktére sg wzbudzane wigzkg laserowg z cytometru
przeptywowego podczas pobierania prébki krwi barwionej przeciwciatami.
Pd6zniejsza fluorescencja (emisja swiatta) kazdego fluorochromu obecnego w
pobranej komérce krwi jest zbierana i analizowana przez urzadzenie.
Intensywnos¢ fluorescencii jest wprost proporcjonalna do gestosci ekspresji
antygenu w komaérce, co pozwala na rozdzielenie réznych podzbioréw komorek.

4. Dostarczone odczynniki

Zawartos¢

KOMBITEST B/NK Cell 4-color wystarcza na 50 testow i jest dostarczany z
nastepujgcym odczynnikiem:

1 fiolka (1 ml) zawierajgca wstepnie zmieszang kombinacje znakowanych
fluorochromem przeciwciat monoklonalnych CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE /
CD45 PerCP / CD19 APC, rozciehczonych do optymalnych stezen w
stabilizujgcym roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS)
zawierajgcym azydek sodu 15 mM i 0,2% albuminy surowicy bydlecej (BSA).

Skitad
Tabela 1l Opis skladnikéw aktywnych

Antygen Fluorochrom Klon Izotyp Stezenie (ug/ml)
CD3 FITC TB3 1gG2b 2
CD16 PE 3G8 IgG1 1,5
CD56 PE LT56 IgG2a 1,5
CD19 APC LT19 IgG1 2
CD45 PerCP MEM-28 IgG1 5

5. Materialy wymagane, nie bedace w zestawie

Probowki okragtodenne (12 x 75 mm)
Roztwér do lizy erytrocytéw (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., nr kat.

ED7066 or CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, nr. kat. BD303500)
Woda dejonizowana (do odczynnikéw)

Komarki kontroli procesu (Streck CD-Chex Plus®, nr kat. 213323 lub rGwnowazna
kontrola komérek ulegajgcych lizie)
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6. Wymagany osprzet

Pipeta automatyczna z jednorazowymi korncéwkami (20 - 100 ul) do pipetowania
probek i odczynnikow

Dozownik lub pipeta do ptynéw z jednorazowymi koncéwkami (0,5 — 2 ml) do
dozowania roztworu do lizy erytrocytéw

Mieszadto wirowe

Analizator hematologiczny (do bezwzglednego zliczania krwinek) zdolny do
oznaczania liczby biatych krwinek (WBC) i limfocytow na ul probki

Cytometr przeptywowy z dwoma laserowymi zrédtami wzbudzenia (488 nm i ~635
nm), detektorami $wiatta rozproszonego, filtrami optycznymi i detektorami emisji
odpowiednimi do zbierania sygnatoéw z fluorochromoéw przedstawionych w tabeli
2.

Tabela2 Widmowa charakterystyka zastosowania fluorochroméw w urzgdzeniu

Fluorochrom Wzbudzenie [nm] Emisja [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP 488 677
APC 630 — 640 660

UWAGA: urzadzenie zostato przetestowane na cytometrach
przeptywowych BD FACSCanto™ |l (BD Biosciences), DXFLEX (Beckman
Coulter) i Sysmex XF-1600™ (Sysmex Corporation).

7. Przechowywanie

Przechowywac w temperaturze 2—-8°C.

Unika¢ diugotrwatej ekspozycji na swiatto.

Nie zamrazac.

Patrz punkt 10 Procedura (Przygotowanie odczynnikdw), aby uzyskac¢ informacje
na temat stabilnosci podczas uzycia i okresu wazno$ci po pierwszym otwarciu, a
takze warunkdéw przechowywania i stabilno$ci roztworéw roboczych (jesli
dotyczy).

8. Ostrzezenia, srodki ostroznosci i ograniczenia uzytkowania

Klasyfikacja zagrozen GHS

Zapoznaj sie z kartg charakterystyki (SDS) dostepng na stronie produktu pod
adresem www.exbio.cz, aby uzyskac¢ petne informacje na temat zagrozen
stwarzanych przez substancje chemiczne i mieszaniny zawarte w produkcie oraz
jak nalezy sie z nimi obchodzic¢ i jak je utylizowac.
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Zagrozenie biologiczne

Ludzkie probki biologiczne i probki krwi oraz wszelkie materialty majgce z nimi
kontakt sg zawsze uwazane za materiaty zakazne.

Stosowac $rodki ochrony osobistej i bezpieczenstwa, aby unikng¢ kontaktu ze
skorg, oczami i btonami $luzowymi.

Postepuj zgodnie ze wszystkimi obowigzujgcymi przepisami prawa, regulacjami i
procedurami dotyczacymi obchodzenia sie z materiatami zakaznymi i ich
usuwania.

Oznaki pogorszenia jakosci

Normalny wyglad dostarczonego odczynnika to klarowny ptyn. Nie uzywaé
odczynnika w przypadku zauwazenia jakiejkolwiek zmiany w jego wygladzie, na
przykfad zmetnienia lub osadu.

Ograniczenie uzytkowania
Nie stosowaé po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

9. Probka

Stosowac zylng krew obwodowg pobrang do pojemnika na prébki
sklasyfikowanego jako wyréb medyczny z antykoagulantem EDTA.

UWAGA: okresli¢ bezwzgledng liczbe krwinek biatych i liczbe limfocytow w
pobranej prébce krwi za pomocg analizatora hematologicznego. Samo
urzgdzenie KOMBITEST B/NK Cell 4-color nie zapewnia zliczenia
bezwzglednej liczby komérek.

Probka krwi z liczbg WBC przekraczajgcg 40x10° komorek/ul bedzie wymagac
rozcienczenia PBS przed przetwarzaniem probki.

Prébke krwi nalezy poddaé obrdbce nie pdzniej niz 24 godziny po pobraniu.
Prébke przechowywacé w temperaturze laboratoryjnej (20-25°C). Nie
przechowywac probki w lodéwce.

Interferencja endogenna

Na podstawie badan literatury naukowej w Tabeli 3 przedstawiono endogenne
zrodta zaktocen.

Tabela 3 Endogenna interferencja urzgdzenia

Interferencja Wplyw Odniesienie
endogenna
Albumina Albumina moze zakt6caé dziatanie w 8,9, 10

wysokich stezeniach ze wzgledu na swojg
zdolnos¢ do wigzania i uwalniania duzych
ilosci liganddw.

Bilirubina (zotta) | Bilirubina moze zwigkszac tto fluorescencji | 11, 12, 13
(niesprzezona) komorek ze wzgledu na wysokg
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autofluorescencije.
Pozostatosci Szczatki komérek moga powodowac btedy | 14, 15
komarek (po w liczeniu komorek i wyczerpanie
lizie) przeciwciat w urzgdzeniu.
Erytrocyty Niewystarczajgca liza, obecnos¢ 16
czerwonych krwinek w probce moze mieé
wptyw na liczbe komarek.
Hemoglobina Zhemolizowane prébki mogg dawaé 17
niewiarygodne wyniki.
Ludzkie Moga mie¢ wptyw na funkcjonowanie 18, 19, 20,
przeciwciata urzadzenia (zdolno$¢ do wigzania sie z 21, 22,23
przeciw mysim antygenami powierzchniowymi komarek)
Immunoglobuliny | Nie mozna my¢ metodg pojedynczej 24
platformy, moze to mie¢ wptyw na liczbe
podzbioréw limfocytéw.
Czynniki Obecnos¢ RF zaktoca MIA (multipleksowe | 25
reumatoidalne testy immunologiczne).
Trojglicerydy Wysoki poziom lipidéw w krazeniu moze 26
wptywaé na analize cytometrii
przeptywowej niektérych populacji komérek
Krwi.

Zaktécenia egzogenne
Prébka starsza niz 24 godziny moze dawac btedne wyniki.

Probka przechowywana w lodéwce moze dawac btedne wyniki.
Niewtasciwe przygotowanie roztworu do lizy erytrocytéw (EXCELLYSE Easy,

EXBIO Praha, a.s., nr kat. ED7066 lub CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, nr
kat. nr BD303500) moze dawac¢ btedne wyniki. Postepuj zgodnie z instrukcjami
producenta dotyczgcymi stosowania roztworu do lizy erytrocytow.

10.Procedura

Przygotowanie dostarczonych odczynnikéw
Przygotowanie odczynnika nie jest konieczne.

Przed uzyciem doprowadzi¢ odczynnik do temperatury pokojowej. Utrzymywaé
gtéwny pojemnik urzgdzenia w stanie suchym.

Uzy¢ odczynnika bezposrednio z jego oryginalnego pojemnika podstawowego.
Czas uzytkowania odczynnika (wystawienie na dziatanie Swiatta i podwyzszonej
temperatury) nie powinien przekraczaé 4 godzin dziennie.

Po pierwszym otwarciu odczynnik zachowuje swoje wtasciwosci uzytkowe do
daty waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach w oryginalnym
pojemniku podstawowym.

UWAGA: nie rozciehcza¢ odczynnika.
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Przygotowanie wymaganych, a nie zawartych w zestawie materiatow
Rozcienczy¢ stezony roztwor do lizy erytrocytow wodg dejonizowang zgodnie z
zaleceniami producenta. Rozcienczony (1X) roztwér do lizy erytrocytow jest
stabilny przez 1 miesigc, jesli jest przechowywany w dozowniku cieczy lub
zamknietym pojemniku w temperaturze pokojowe;j.

Kontrola jakosci

Uzy¢ Streck CD-Chex Plus® lub rownowaznych komérek kontrolnych jako
pozytywnej kontroli proceduralnej, aby zapewni¢ prawidtowe dziatanie urzadzenia
zgodnie z przeznaczeniem. Streck CD-Chex Plus® zapewnia ustalone wartosci
procentowe dodatnich i bezwzglednych zliczen limfocytéow T, limfocytow B,
granulocytéw, monocytow i komorek NK, w tym dwoch klinicznie istotnych
poziomow komorek CD4+.

Zabarwi¢ komarki kontrolne przy uzyciu odczynnika KOMBITEST B/NK Cell
4-color zgodnie z obrébkg probki okreslong w instrukcji obstugi. Sprawdzi¢, czy
uzyskane wyniki (% komaorek dodatnich) mieszczg sie w oczekiwanym zakresie
podanym dla uzywanej serii komorek kontrolnych.

Barwienie prébek

1. Dla kazdej probki oznaczy¢ okragtodenng probéwke o wymiarach 12 x 75 mm
odpowiednig identyfikacjg probki.

2. Nanie$¢ 20 ul odczynnika KOMBITEST B/NK Cell 4-color na dno probéwki o
wymiarach 12 x 75 mm.

3. Nanies¢ za pomocg pipety 50 yl dobrze wymieszanej probki krwi na dno
probowki.

UWAGA: unika¢ pipetowania krwi po $ciance probéwki. Jesli na boku
probowki pozostanie rozmaz krwi lub kropla, moze ona nie zosta¢ zabarwiona
odczynnikiem lub erytrocyty moga nie ulec lizie, przez co wynik testu moze
by¢ niewazny.

4. Wytrzgsaé i inkubowac probéwke przez 20 minut w temperaturze pokojowej w
ciemnosci.

5. Dodac¢ do probowki 500 pl rozcienczonego (1X) roztworu do lizy.

6. Wytrzgsacé i inkubowac probéwke przez 10 minut w temperaturze pokojowej w
ciemnosci.

Natychmiast pobra¢ zabarwiong prébke na cytometr przeptywowy. Jezeli
wybarwionej prébki nie da sie natychmiast pobra¢, przechowywaé w ciemnosci w
temperaturze 2—8°C i analizowac w ciggu 24 godzin.

UWAGA: wirowa¢ zabarwiong probke bezposrednio przed akwizycjg w
cytometrze przeptywowym, aby unikng¢ tworzenia sie agregatow.
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Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Cytometr przeptywowy wybrany do wspétpracy z urzadzeniem KOMBITEST B/NK
Cell 4-color nalezy rutynowo kalibrowa¢ przy uzyciu mikrokulek
fluorescencyjnych, aby zapewnic¢ stabilng czuto$¢ detektoréow zgodnie z
zaleceniami producenta cytometru.

W przypadku nieprawidtowej konserwacji cytometr przeptywowy moze dawac
fatszywe wyniki.

Patrz specyfikacje cytometru producenta dotyczace laseréw i detektoréw
fluorescencyjnych zgodnie z charakterystykg wzbudzenia i emisji fluorochroméw
w rozdziale 6. Wymagany osprzet.

Ustawi¢ napiecia na odpowiednich detektorach fluorescencyjnych przed analizg
zabarwionej prébki. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle
wysoko, aby jak najmniej zdarzen wybarwionych ujemnie zaktécato kanat 0 na osi
fluorescencji. Rowniez napiecie detektora PMT nie powinno przekracza¢ wartosci,
przy ktérych dodatnie zdarzenia sg dociskane do prawej osi.

Kompensacja sygnatéw fluorescencji miedzy detektorami przed lub po akwizyc;ji
danych. Dane moga by¢ nieprawidtowo interpretowane, jesli sygnaty
fluorescencyjne sg niewtasciwie kompensowane lub jesli bramki sg ustawione
niedoktadnie.

Do analizy danych pomiarowych mozna wykorzysta¢ oprogramowanie
cytometryczne opracowane przez producenta lub oprogramowanie dedykowane
do analizy danych cytometrycznych offline (np. FlowJo™, VenturiOne®,
Infinicyt™).
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Analiza danych barwionej prébki KOMBITEST B/NK Cell 4-color

Zwizualizowaé¢ skompensowane dane na wykresie rozproszenia bocznego (SSC)
w poréwnaniu z CD45 PerCP. Ustawi¢ bramke dla populacji limfocytow CD45+,
jak pokazano na rysunku 1.

Rysunek 1 Okreslenie populacji limfocytéw CD45+
(dane zebrane na BD FACSCanto™ II)

15040 4

Side Scatter
:

0

[F] 10 1] 10

CD45 PerCP
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Wykresli¢ bramkowane limfocyty CD45+ na wykresie rozproszenia bocznego
(SSC) wzgledem CD3 FITC, jak pokazano na rysunku 2. Oddzieli¢ limfocyty
CD3+ i CD3- za pomocg odpowiednich bramek. Obliczy¢ procent limfocytow T
(CD3+; region B na rysunku 2) ze wszystkich limfocytow.

Rysunek 2 Separacja limfocytow CD3+ i CD3-
(dane zebrane na BD FACSCanto™ II)

2004 A
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Side Scatter
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Wykresli¢ bramkowane limfocyty CD3- (region A na rysunku 2) jako CD19 APC w
poréwnaniu z CD16+CD56 PE, jak pokazano na rysunku 3. Ustawi¢ odpowiednie
bramki i obliczy¢ procent komérek B (CD16-CD56-CD19+; region C na rysunku 3)
i komoérek NK (CD16+CD56+CD19-; region D na rysunku 3) ze wszystkich
limfocytow.

Rysunek 3 Limfocyty CD3- na wykresie punktowym CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(dane zebrane na BD FACSCanto™ II)

-]
1o

CD19 APC

CD16+CD56 PE

Obliczanie i interpretacja wynikéw analiz
Aby uzyskac liczbe bezwzgledng, nalezy uzyé bezwzglednej liczby limfocytow
okreslonej przez analizator hematologiczny. Patrz instrukcje producenta
analizatora hematologicznego. Uzy¢ ponizszych rownan do bezwzglednego
zliczenia wymaganego podzbioru limfocytow.

B (%)

Ax W(%) = Bezwzgledna liczba wymaganego podzbioru limfocytéw

A = bezwzgledna liczba limfocytow (dane z analizatora hematologicznego;
komorki / pl)

B = wzgledne wartosci procentowe wymaganego podzbioru limfocytéw ze
wszystkich limfocytéw (dane z cytometru przeptywowego; %)
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11.Wydajnos¢ analityczna

Specyficznosé

Przeciwciato TB3 rozpoznaje ludzki antygen CD3 z kompleksu TCR/CD3.
Swoistos¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez Rade HCDM (warsztaty
HLDA XI).

Przeciwciato 3G8 rozpoznaje ludzki antygen CD16 (receptor Fc-gamma
immunoglobuliny typu Il o niskim powinowactwie). Swoistos$¢ przeciwciata
zostata potwierdzona przez warsztat HLDA (warsztat HLDAV ©),

Przeciwciato LT56 rozpoznaje izoforme leukocytow ludzkiego antygenu CD56
(czgsteczka adhezyjna komoérek nerwowych 1). Swoisto$¢ przeciwciata zostata
potwierdzona przez Rade HCDM (warsztaty HLDA X).

Przeciwciato LT19 rozpoznaje ludzki antygen CD19 (transbtonowa glikoproteina
CD19 komoérek B). Swoistos$¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez Rade
HCDM (warsztaty HLDA X).

Przeciwciato MEM-28 rozpoznaje wszystkie izoformy leukocytéw ludzkiego CD45
(receptor biatkowej fosfatazy tyrozynowej typu C). Swoistos¢ przeciwciata zostata
potwierdzona przez warsztaty HLDA (warsztaty HLDA 11l ),

Doktadnosé

Doktadnos¢

Dokfadno$¢ metody mierzono na cytometrze przeptywowym BD FACSCanto™ Il i
okreslono poprzez poréwnanie urzadzenia KOMBITEST B/NK Cell 4-color z
podobnym produktem dostepnym na rynku KOMBITEST TBNK 6-color (EXBIO,
nr kat. ED7733) poprzez rownolegte barwienie 60 zdrowych dawcow krwi.

Dokfadnos¢ tej metody zostata potwierdzona réwnolegtym barwieniem u 81
pacjentéw (patrz tabela 5), u ktérych podejrzewano patologiczne zaburzenia
uktadu odpornosciowego. Parametry analizy regresiji liniowej podano w tabelach
4i5.

12 /23



Tabela 4 Analiza regresji liniowej dla podzbioréw limfocytéw u zdrowych dawcéw
(poréwnanie urzgdzenia KOMBITEST B/NK Cell 4-color z produktem IVD KOMBITEST
TBNK 6-color (EXBIO, Cat. No. ED7733))

Podzbiér limfocytow Jednostka n Nachylenie | Przechwyt R?
% 60 0.994 0.003 1,00
CD3+

komorek/pl 60 0.992 9.958 1,00

% 60 0.995 0.001 1,00

CD3-CD16+CD56+

komorek/pl 60 1.010 -2.796 1,00

% 60 1.003 0.002 1,00

CD3-CD19+

komorek/pl 60 1.003 3.669 0,99

n = liczba probek krwi

Tabela 5 Analiza regres;ji liniowej dla podzbioréw limfocytéw u pacjentdéw z podejrzeniem
stanéw patologicznych uktadu odpornosciowego (poréwnanie urzadzenia KOMBITEST
B/NK Cell 4-color z systemem do cytometrii przeptywowej AQUIOS CL — Beckman Coulter,

Inc.)
Podzbior limfocytow Jednostka n | Nachylenie | Przechwyt R?
% 81 1,042 -2,976 0,97
CD3+

komorek/pl 81 1,005 -0,010 1,00

% 81 1,061 -0,626 0,98
CD3-CD16+CD56+

komorek/pl 81 1,078 -0,017 0,99

% 81 1,023 -0,163 0,99
CD3-CD19+

komorek/pl 81 1,032 -0,006 1,00

n = liczba probek krwi
Liniowosé

Liniowos¢ metody zweryfikowano na 10 seryjnych rozcienczeniach prébki krwi
wzbogaconej w leukocyty (kozuszek leukocytarny). Probki komaérek barwiono za
pomocg KOMBITEST B/NK Cell 4-color w heksaplikacjach. Prébki analizowano
przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ Il i cytometru
przeptywowego Beckman Coulter DxFLEX. Zaobserwowano, ze zmierzone dane
dla wskazanych podzbioréw limfocytéw sg liniowe w catym zakresie limfocytéw
368-10634 komoérek/ul przy uzyciu BD FACSCanto™ 11 i 328-9061 komorek/pl
przy uzyciu Beckman Coulter DxFLEX. Podzbiory komérek miescity sie w
zakresach podanych w tabelach 6 7.
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Tabela 6 Liniowe zakresy podzbioréw limfocytéw analizowane przez BD FACSCanto™ |I

BD FACSCanto™ 1

Podzbiér limfocytow

Zakres (komorki/ pl)

CD3+ 227-6163
CD3-CD16+CD56+ 59-1609
CD3-CD19+ 34-912

Tabela 7 Liniowe zakresy podzbioréw limfocytéw analizowane przez Beckman Coulter

DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Podzbidr limfocytow

Zakres (komorki/ pl)

CD3+ 217-6051
CD3-CD16+CD56+ 69-1669
CD3-CD19+ 33-889

Granica wykrywalnosci / Granica oznaczalnosci / Punkt odciecia testu
Dane dotyczgce liniowosci wykorzystano do okreslenia granicy wykrywalnosci
(LOD) i granicy oznaczalnosci (LOQ).
Granice wykrywalnosci okreslono jako najnizszg niezerowg bezwzgledng liczbe
komorek plus 3xSD (odchylenie standardowe) dla kazdego podzbioru limfocytéw
(patrz Tabele 8-9).
Granice oznaczalno$ci okreslono jako najnizszg wartos¢ w zakresie liniowosci
stezen analitéw przedstawiong jako bezwzgledna liczba podzbioru limfocytow,
przy ktérej CV z heksaplikatow nie przekraczato 10% a odzysk miescit sie w

zakresie 90-110% (patrz Tabele 8-9).

Wyniki testu nie sg jednoznacznie diagnostyczne dla pojedynczej jednostki
klinicznej, dlatego nie mozna oszacowac wartosci odciecia testu.

Tabela 8 Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ ||

Najnizsza
Podzbior niezerowa liczba L(,)D. L(?Q.
. - . . .| 3%xSD (SD) (komoérki na | (komorki na
limfocytéw komorek (komorki 1) 1)
na pl) H H
CD3+ 1 0,12 (0,04) 1,12 8
CD3-CD16+CD56+ 3 1,2 (0,4) 4,2 21
CD3-CD19+ 1 1,2 (0,4) 2,2 34
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Tabela 9 Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Najnizsza
Podzbior niezerowa liczba L(,)D. L(,)Q.
. - . . .| 3xSD (SD) | (komorkina | (komorkina
limfocytéow komérek (komorki 1) 1)
na pl) H H
CD3+ 1 0,3(0,1) 1,3 25
CD3-CD16+CD56+ 1 0,3(0,1) 1,3 23
CD3-CD19+ 1 0,6 (0,2) 1,6 33

Powtarzalnos¢é

Powtarzalnos¢ testu mierzono na dziesieciu prébkach krwi w heksaplikacjach.
Prébki analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ 11 i
cytometru przeptywowego Beckman Coulter DxFLEX. Wspétczynniki zmiennosci
(CV) przedstawiono w ponizszych tabelach (tabela 10 i 11).

Tabela 10 Powtarzalno$¢ urzadzenia na BD FACSCanto™ 1l

BD FACSCanto™ I

Podzbior limfocytéw Jednostka n Srednio SD %CV
% 10 66,47 0,29

CD3+ 0,44
komoérek/ul | 10 1362 6,19
% 10 18,66 0,21

CD3-CD16+CD56+ 1,26
komorek/pl 10 374 4,36
% 10 13,69 0,20

CD3-CD19+ 1,57
komorek/pl 10 284 4,35

Tabela 11 Powtarzalno$¢ urzgdzenia na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DXFLEX

Podzbior limfocytéw Jednostka n Srednio SD %CV
% 10 65,99 0,59

CD3+ 0,92
komoérek/ul 10 1352 11,67
% 10 19,08 0,44

CD3-CD16+CD56+ 2,44
komoérek/ul 10 382 8,62
% 10 13,55 0,34

CD3-CD19+ 2,59
komoérek/ul | 10 281 6,73
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Odtwarzalnos¢

Odtwarzalnos$¢ testu mierzono na 2 ustabilizowanych prébkach krwi (CD-Chex
Plus® i CD-Chex Plus® CD4 Low) w tych samych warunkach przez 15 dni przy
uzyciu 3 partii Urzgdzenia (5 dni kazda). Prébki analizowano przy uzyciu
cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ Il i cytometru przeptywowego
Beckman Coulter DxFLEX. Wspotczynniki zmiennosci (CV) podano w ponizszych
tabelach (tabela 12 i 13).

Tabela 12 Odtwarzalno$é¢ urzgdzenia na BD FACSCanto™ |I

Podzbior limfocytéw Materiat Jednostka | Srednio SD %CV
% 77,39 0,24
CD-Chex Plus® 0,31
komorek/pl 1909 5,97
CD3+
CD-Chex Plus® % 61,38 0,55 0.90
CD4 Low komérek/pl | 891 8,04 '
% 10,57 0,19
CD-Chex Plus® 1,84
komorek/ul 261 4,81
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19,28 0,46 537
CD4 Low komoérek/ul | 280 6,64 '
% 11,20 0,13
CD-Chex Plus® 1,13
komorek/pl 276 3,12
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17,95 0,38 213
CD4 Low komorek/pl | 261 5,55 '
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Tabela 13 Odtwarzalnos$é urzgdzenia na Beckman Coulter DxFLEX

Podzbior limfocytéw Materiat Jednostka | Srednio SD %CV
% 76,77 0,27
CD-Chex Plus® 0,36
komorek/pl 1894 6,77
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,53 0,38 0.62
CD4 Low komorek/ul | 878 5,45 ’
% 10,83 0,21
CD-Chex Plus® 1,96
CD3-CD16+ komorek/pl 267 5,23
CD56+ CD-Chex Plus® % 19,54 0,31 L6l
CD4 Low komorek/pl 284 4,55 ’
% 11,36 0,23
CD-Chex Plus® 2,03
komorek/pl 280 5,68
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18,23 0,43 238
CD4 Low komoérek/ul | 265 6,31 ‘

UWAGA: wszystkie dane dotyczgce wydajnosci analitycznej zostaty
zmierzone przy uzyciu roztworu do lizy erytrocytow EXCELLYSE Easy (EXBIO
Praha, a.s., nr kat. ED7066).

Do analizy metoda cytometrii przeptywowej wykorzystano nastepujgce
cytometry przeptywowe wraz z wersjg oprogramowania:

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

Do bezwzglednego zliczenia komoérek zastosowano analizator hematologiczny
metodg dwuplatformowa o nastepujacych parametrach:
Sysmex XN-1000™ IPU Software — wersja 00-22(164)

Do oceny zmierzonych danych wykorzystano platforme analityczna:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - wersja 10.9.0
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12.Wydajnos¢ kliniczna

Pacjenci z pierwotnym niedoborem odpornosci

Dane kliniczne zebrano w osrodku klinicznym od 30 pacjentéw z podejrzeniem
pospolitego zmiennego niedoboru odpornosci (CVID). Skutecznos$é kliniczng
urzgdzenia ED7735 okreslono jako poréwnanie urzgdzenia KOMBITEST B/NK
Cell 4-color z uzyciem roztworu do lizy erytrocytéw EXCELLYSE Easy (EXBIO
Praha, a.s., nr kat. ED7066) z akredytowang metodg laboratorium klinicznego
(System cytometrii przeptywowej AQUIOS CL — Beckman Coulter, Inc.).

Wyniki oceny statusu immunologicznego pacjentéw oceniano pod katem
niedoboru odpornosci (tabela 14).

Tabela 14 Skuteczno$¢ kliniczna urzgdzenia KOMBITEST B/NK Cell 4-color — pacjenci z

CVID
Stan odpornosci oceniany akredytowang
metodg laboratorium klinicznego
N|edob9r_ Normalna kondycja
odpornosci
£
o 'GE’ < Niedobor 23 pacjentow 0 pacjentéw
2 ﬁ% - odpornosci pac) pacy
cgo, 2
t ol o
o 0 o
g NS
=
g 205
g.8=0 N |
» 0 ormafna 0 pacjentéw 7 pacjentéw
P gx kondycja
o
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13.0czekiwane wartosci

Interwat odniesienia

Tabela 15 Interwaly odniesienia zdrowych dawcéw krwi mierzone na urzgdzeniu
BD FACSCanto™ |l

Zakres
Podzbior limfocytow n Jednostka Mediana
Min Maks
60 % 57,8 87,2 73,0
CD3+ -
60 komorek/ul 766 2105 1405
CD3-CD16+ 60 % 4,3 31,4 14,7
CD56+ 60 | komorek/pl 82 595 281
60 % 2,8 23,5 10,1
CD3-CD19+ -
60 | komérek/pl 61 630 184

Przedziaty referencyjne podane w tabeli 15 ustalono dla zdrowych pacjentéw,
ktérzy zgodnie z ustawodawstwem Republiki Czeskiej byli uznawani za dawcéw
krwi, spetniajgc rygorystyczne kryteria stawiane dawcom krwi dla banku krwi.
Dane mierzono przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ II.

Konkretne zakresy odniesienia mogg sie r6zni¢ w zaleznosci od regionu i
populacji, na podstawie ktorej ustalono wartosci. Z tego powodu laboratoria
muszg ustali¢ wkasne normalne przedziaty referencyjne dla podzbiorow
limfocytéw zidentyfikowanych za pomocg testu KOMBITEST B/NK Cell 4-color na
podstawie lokalnej populacji zdrowych dawcow ze wzgledu na réznice w
wartosciach zwigzane z wiekiem, ptcig, cechami klinicznymi i pochodzeniem
etnicznym.

14.0graniczenia

Urzadzenie KOMBITEST B/NK Cell 4-color nie zostato uprawnione do stosowania
w prébkach pobranych z heparyng lub antykoagulantami kwasnego cytrynianu
dekstrozy (ACD) do oznaczania zliczen wzglednych i bezwzglednych.

Urzagdzenie KOMBITEST B/NK Cell 4-color nie jest przeznaczone do badan
przesiewowych i/lub fenotypowania prébek biataczki i chtoniaka.

Liczby bezwzgledne nie sg poréwnywalne miedzy laboratoriami korzystajgcymi z
réznych urzadzenh ré6znych producentow.
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16.Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i dzialania

Podsumowanie bezpieczenstwa i dziatania bedzie dostepne w bazie danych
Eudamed pod adresem https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home.
Do tego czasu podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i dziatania jest
dostepne na zadanie.

17.Uzywanie znakéw towarowych stron trzecich

BD FACSCanto™ II, BD FACSLyric™, BD Multitest™ i FlowJo™ sg
zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Becton, Dickinson and Company. CD-
Chex Plus® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Streck. CyLyse™ FX,
Sysmex XN-1000™ | Sysmex XF-1600™ sg zastrzezonymi znakami towarowymi
firmy Sysmex Corporation. VenturiOne® jest zastrzezonym znakiem towarowym
firmy Applied Cytometry. Infinicyt™ jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy
Cytognos S.L..
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18.Historia zmian

Wersja 2, ED7735_IFU_v2

1) Dodanie numeru identyfikacyjnego jednostki notyfikowane;.

2) Korekta tekstu w czesci ,Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego”.
3) Dodano interferencje endogeniczng i egzogeniczna.

4) Dodanie rozdziatu Doktadnosc.

5) Wstawi¢ nowg sekcje: Granica wykrywalnosci / Granica oznaczalnosci / Punkt
odciecia analizy

5) Artykut 13. Wartosci oczekiwane — drobne poprawki tekstu.

6) Aktualizacja odniesien.

7) Dodano nowy rozdziat numer 16. Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i
dziatania.

19.Producent

EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Republika Czeska
Dane kontaktowe
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Upowaznieni przedstawiciele
N/A

UWAGA: kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z urzgdzeniem,
nalezy zgtosi¢ producentowi i wiasciwemu organowi lokalnemu.
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