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1. Scop propus 
KOMBITEST TBNK 6-color este destinat detectării și enumerării populațiilor și 
subseturilor de limfocite din sângele integral uman prin citometrie în flux. 

Ce se detectează și/sau se măsoară 
Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color detectează și măsoară procentele relative 
și numărul absolut al limfocitelor T umane (CD3+), limfocitelor B (CD3-CD19+), 
celulelor NK (CD3-CD16+56+), subseturilor de limfocite T helper/inductoare 
(CD3+CD4+) și supresoare/citotoxice (CD3+CD8+).  

Funcția dispozitivului 
Dispozitivul este destinat utilizării în evaluarea imunologică a pacienților normali și 
poate ajuta la diagnosticarea pacienților care au sau se suspectează că au un deficit 
imunitar. 

Context al unei stări fiziologice sau patologice 
Frecvențele populațiilor de limfocite măsurate de dispozitiv pot fi afectate de 
diverse afecțiuni patologice, iar evaluarea procentelor și a numărului lor poate fi 
utilizată în evaluarea: 

• limfocitelor T helper/inductoare CD3+/CD4+ în monitorizarea HIV (1, 4, 7, 9) 
• limfocitelor T citotoxice CD3+/CD8+ în infecțiile virale și imunodeficiențele 

ereditare (2, 3, 4, 11, 12, 15, 17) 
• limfocitelor B CD3-/CD19+ în bolile autoimune (5, 6) 
• celulelor NK CD3-/CD16+56+ în imunitatea înnăscută și defectele 

imunologice (13, 14) 

Tipul testului 
Neautomatizat  

Cantitativ 

Tipul de probă necesar 
Probă de sânge integral periferic uman anticoagulat  

Populația testată 
Nu este destinat unei populații specifice. 

2. Utilizator vizat 
Dispozitivul este destinat exclusiv utilizării profesionale în laborator. Nu pentru 
testare lângă pacient sau autotestare. 

Cerințe privind calificarea 
Utilizatorul vizat trebuie să dețină expertiză actualizată în analiza celulelor umane 
prin citometrie în flux, tehnici standard de laborator, inclusiv abilități de pipetare, și 
manipularea sigură și corectă a probelor de origine umană. 

Utilizatorul vizat trebuie să respecte standardul EN ISO 15189 sau alte standarde 
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naționale aplicabile. 

3. Principiul testului 
Principiul testului se bazează pe detectarea legării anticorpului monoclonal de o 
moleculă specifică (antigen) exprimată de anumite celule sanguine umane. 
Anticorpii monoclonali utilizați în test sunt marcați cu fluorocromi diferiți, care sunt 
excitați de un fascicul laser dintr-un citometru în flux în timpul achiziției unei probe 
de sânge colorate cu anticorpi. Fluorescența ulterioară (emisia de lumină) de la 
fiecare fluorocrom prezent pe o celulă sanguină achiziționată este colectată și 
analizată de instrument. Intensitatea fluorescenței este direct proporțională cu 
densitatea de exprimare a antigenului într-o celulă, permițând separarea diferitelor 
subseturi celulare. 

4. Reagent(ți) furnizat(ți)  

Conținut 
Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color este suficient pentru 50 de teste și este 
furnizat cu următorul reagent: 

1 flacon (1 ml) conținând o combinație pre-amestecată de anticorpi monoclonali 
marcați cu fluorocrom CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-Cy™5.5 / 
CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, diluați la concentrații optime într-o 
soluție salină tamponată cu fosfat (PBS) stabilizatoare, conținând 15 mM azidă de 
sodiu și 0,2% albumină serică bovină (BSA). 

Compoziție 

Tabelul 1  Descrierea componentelor active 

Antigen Fluorocrom Clonă Izotip Concentrație 
(µg/ml) 

CD3 FITC TB3 IgG2b 2 

CD4 PE-Cy™7 MEM-241 IgG1 1.5 

CD8 APC-Cy™7 LT8 IgG1 1.8 

CD16 PE 3G8 IgG1 1.5 

CD56 PE LT56 IgG2a 1.5 

CD19 APC LT19 IgG1 2 

CD45 PerCP-Cy™5.5 MEM-28 IgG1 3 
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5. Materiale necesare, dar nefurnizate 
Eprubete cu fund rotund (12 x 75 mm) 

Soluție de liză a eritrocitelor (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., nr. cat. ED7066 
sau CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, nr. cat. BD303500) 

Apă deionizată (calitate reactiv)  

Celule de control al procesului (Streck CD-Chex Plus®, nr. cat. 213323 sau control 
de celule lizabile echivalent) 

6. Echipament necesar 
Pipetă automată cu vârfuri de unică folosință (20-100 µl) pentru pipetarea probei și 
a reagenților 

Dozator de lichide sau pipetă cu vârfuri de unică folosință (0,5-2 ml) pentru 
dozarea soluției de liză a eritrocitelor 

Agitator vortex 

Analizor hematologic (pentru numărătoarea absolută a celulelor) capabil de 
numărătoarea leucocitelor (WBC) și limfocitelor pe µl de probă 

Citometru în flux cu două surse de excitare cu laser (488 nm și ~635 nm), detectori 
pentru lumină dispersată, filtre optice și detectori de emisie adecvați pentru a 
colecta semnale de la fluorocromii prevăzuți în Tabelul 2. 

Tabelul 2  Caracteristica spectrală a fluorocromilor utilizați în dispozitiv 

Fluorocrom Excitare [nm] Emisie [nm] 

FITC 488 525 

PE 488 576 

PerCP-Cy™5.5 488 695 

PE-Cy™7 488 780 

APC 630 – 640 660 

APC-Cy™7 630 - 640 780 

NOTIFICARE: Dispozitivul a fost testat pe citometrele în flux BD 
FACSCanto™ II (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) și Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation). 

7. Depozitare și manipulare 
A se păstra la 2-8 °C. 

A se evita expunerea prelungită la lumină. 

A nu se congela. 

A se vedea Secțiunea 10 Procedură (Prepararea reagentului) pentru informații 
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despre stabilitatea în timpul utilizării și durata de valabilitate după prima 
deschidere, împreună cu condițiile de depozitare și stabilitatea soluțiilor de lucru 
(unde este cazul). 

8. Avertismente, precauții și limitări de utilizare 

Clasificarea pericolelor GHS 
Consultați Fișa cu date de securitate (FDS) disponibilă pe pagina produsului la 
www.exbio.cz pentru informații complete despre riscurile prezentate de 
substanțele și amestecurile chimice conținute în Produs și despre modul în care 
trebuie manipulate și eliminate. 

Pericol biologic 
Probele biologice umane și probele de sânge, precum și orice materiale care intră în 
contact cu acestea, sunt întotdeauna considerate materiale infecțioase. 

Utilizați echipamente de protecție personală și de siguranță pentru a evita 
contactul cu pielea, ochii și mucoasele. 

Respectați toate legile, reglementările și procedurile aplicabile pentru manipularea 
și eliminarea materialelor infecțioase. 

Semne de deteriorare 
Aspectul normal al reagentului furnizat este un lichid limpede. Nu utilizați reagentul 
dacă observați orice modificare a aspectului, de exemplu turbiditate sau semne de 
precipitare. 

Limitarea utilizării 
A nu se utiliza după data expirării indicată pe etichetele produsului. 

9. Probă 
Utilizați sânge venos periferic colectat într-un recipient pentru probe clasificat ca 
dispozitiv medical, cu anticoagulantul EDTA.  

NOTIFICARE: Determinați numărul absolut de leucocite (WBC) și numărul de 
limfocite în proba de sânge colectată cu ajutorul unui analizor hematologic. 
Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color, singur, nu oferă enumerarea numărului 
absolut de celule. 

Proba de sânge cu un număr de leucocite (WBC) care depășește 40x103 celule/µl 
va necesita diluare cu PBS înainte de procesarea probei. 

Procesați proba de sânge nu mai târziu de 24 de ore după recoltare. Păstrați proba 
la temperatura laboratorului (20-25°C). Proba nu trebuie refrigerată. 

Interferență endogenă 
Pe baza cercetării literaturii științifice, sursele de interferență endogenă sunt 
identificate în Tabelul 3. 
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Tabelul 3  Interferența endogenă a dispozitivului 

Interferență 
endogenă 

Impact Referință 

Albumina Albumina poate interfera la concentrații 
mari datorită capacității sale de a lega, 
precum și de a elibera cantități mari de 
liganzi. 

18, 19, 35 

Bilirubina (icter) 
(neconjugată) 

Bilirubina poate crește fondul de 
fluorescență al celulelor datorită 
autofluorescenței sale ridicate. 

22, 24, 28 

Resturi celulare 
(după liză) 

Resturile celulare pot furniza numărători 
celulare inexacte și pot epuiza anticorpul din 
dispozitiv. 

21, 25 

Eritrocite Liză insuficientă, prezența eritrocitelor în 
probă poate produce o numărătoare 
celulară eronată. 

26 

Hemoglobina Probele hemolizate pot produce rezultate 
eronate. 

23 

Anticorpi umani 
anti-murini 

Tratamentul cu anticorpi monoclonali poate 
produce rezultate eronate (capacitatea de a 
se lega de antigenele de suprafață celulară). 

20, 30, 31, 
32, 33, 34 

Imunoglobuline Nu pot fi spălate în metoda cu platformă 
unică și pot produce un număr eronat de 
subseturi de limfocite. 

21 

Factori 
reumatoizi 

Prezența FR interferează cu MIA 
(imunotestele multiplex). 

27 

Trigliceride Niveluri circulante ridicate de lipide pot 
afecta analiza prin citometrie în flux a 
anumitor populații de celule sanguine. 

29 

Interferență exogenă 
O probă mai veche de 24 de ore poate produce rezultate eronate. 

O probă refrigerată poate produce rezultate eronate. 

Prepararea necorespunzătoare a soluției de liză a eritrocitelor (EXCELLYSE Easy, 
EXBIO Praha, a.s., nr. cat. ED7066 sau CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, nr. cat. 
BD303500) poate produce rezultate eronate. Urmați instrucțiunile producătorului 
pentru utilizarea soluției de liză a eritrocitelor. 
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10. Procedură 

Prepararea reagentului(lor) furnizat(ți) 
Nu este necesară nicio preparare a reagentului. 

Aduceți reagentul la temperatura camerei înainte de utilizare. Păstrați recipientul 
primar al dispozitivului uscat. 

Utilizați reagentul direct din recipientul primar original. Timpul în care reagentul 
este utilizat (expus la lumină și temperatură ridicată) nu trebuie să depășească 4 
ore pe zi. 

După prima deschidere, reagentul își păstrează caracteristicile de performanță până 
la data expirării, dacă este păstrat în condițiile indicate în recipientul primar 
original. 

ATENȚIE: Nu diluați reagentul. 

Prepararea materialelor necesare, dar nefurnizate 
Diluați soluția concentrată de liză a eritrocitelor cu apă deionizată conform 
instrucțiunilor producătorului. Soluția de liză a eritrocitelor diluată (1X) este stabilă 
timp de 1 lună atunci când este păstrată într-un dozator de lichide sau într-un 
recipient închis la temperatura camerei. 

Controlul calității 
Utilizați Streck CD-Chex Plus® sau celule de control echivalente ca și control 
procedural pozitiv pentru a asigura performanța corespunzătoare a dispozitivului 
conform destinației. Streck CD-Chex Plus® furnizează valori stabilite pentru 
procentul pozitiv și numărul absolut de limfocite T, limfocite B, granulocite, 
monocite și celule NK, inclusiv două niveluri relevante clinic de celule CD4+. 

Colorați celulele de control utilizând reagentul KOMBITEST TBNK 6-color conform 
procesării probei, așa cum este specificat în instrucțiunile de utilizare. Verificați 
dacă rezultatele obținute (% celule pozitive) se încadrează în intervalul așteptat 
raportat pentru lotul utilizat de celule de control. 

Colorarea probei 

1. Pentru fiecare probă, etichetați o eprubetă cu fund rotund (12 × 75 mm) cu 
identificarea corespunzătoare a probei. 

2. Pipetați 20 µl de reagent KOMBITEST TBNK 6-color în fundul eprubetei de 12 
x 75 mm. 

3. Pipetați 50 µl de probă de sânge bine amestecată în fundul eprubetei. 

ATENȚIE: Evitați pipetarea sângelui pe partea laterală a eprubetei. Dacă rămâne 
o urmă sau o picătură de sânge pe partea laterală a eprubetei, aceasta ar putea 
să nu fie colorată cu reagentul sau eritrocitele ar putea să nu fie lizate, iar 
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rezultatul testului ar putea să nu fie valid. 

 

4. Agitați cu vortex și incubați eprubeta timp de 20 de minute la temperatura 
camerei, la întuneric. 

5. Adăugați 500 µl de soluție de liză diluată (1X) în eprubetă. 

6. Agitați cu vortex și incubați eprubeta timp de 10 minute la temperatura 
camerei, la întuneric. 

Achiziționați imediat proba colorată pe citometrul în flux. Dacă proba colorată nu 
va fi achiziționată imediat, păstrați la 2-8 °C, la întuneric, și analizați în decurs de 
24 de ore.  

ATENȚIE: Agitați cu vortex proba colorată imediat înainte de achiziție pe 
citometrul în flux pentru a evita agregatele. 

Analiza prin citometrie în flux 
Citometrul în flux selectat pentru utilizare cu dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-
color trebuie calibrat periodic utilizând microsfere fluorescente pentru a asigura o 
sensibilitate stabilă a detectorilor, în conformitate cu instrucțiunile producătorului 
citometrului.  

Dacă nu este întreținut corespunzător, citometrul în flux poate produce rezultate 
false. 

Consultați specificațiile producătorului citometrului privind laserele și detectorii de 
fluorescență, în funcție de caracteristicile de excitare și emisie ale fluorocromilor, 
Secțiunea 6 Echipament necesar. 

Setați tensiunile pe detectorii de fluorescență relevanți înainte de analiza probei 
colorate. Tensiunea pe un detector PMT trebuie setată suficient de ridicat, astfel 
încât un minimum de evenimente colorate negativ să interfereze cu canalul 0 pe 
axa de fluorescență. De asemenea, tensiunea detectorului PMT nu trebuie să 
depășească valorile la care evenimentele pozitive sunt împinse către axa din 
dreapta. 

Compensați semnalele de fluorescență între detectori înainte sau după achiziția 
datelor. Datele pot fi interpretate incorect dacă semnalele de fluorescență sunt 
compensate necorespunzător sau dacă porțile sunt poziționate inexact. 

Pentru analiza datelor măsurate, este posibil să se utilizeze software-ul citometrului 
dezvoltat de producător sau software dedicat analizei offline a datelor de 
citometrie (de exemplu FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™). 
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Analiza datelor probei KOMBITEST TBNK 6-color colorate 
 

Vizualizați datele compensate într-un grafic dispersie laterală (SSC) versus CD45 
PerCP-Cy™5.5. Setați poarta pentru populația de limfocite CD45+, așa cum se 
arată în Figura 1. 

 
Figura 1  Delimitarea populației de limfocite CD45+ 

(date achiziționate pe BD FACSCanto™ II) 
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Reprezentați limfocitele CD45+ selectate într-un grafic dispersie laterală (SSC) 
versus CD3 FITC, așa cum se arată în Figura 2. Separați limfocitele CD3+ și CD3- 
utilizând porți corespunzătoare. Calculați procentul de limfocite T (CD3+; regiunea 
B din Figura 2) din totalul limfocitelor. 

 
Figura 2  Separarea limfocitelor CD3+ și CD3- 

(date achiziționate pe BD FACSCanto™ II) 

 
 

 

B A 
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Reprezentați limfocitele CD3- selectate (regiunea A din Figura 2) ca CD19 APC 
versus CD16+CD56 PE, așa cum se arată în Figura 3. Setați porți corespunzătoare 
și calculați procentul de limfocite B (CD16-CD56-CD19+; regiunea C din Figura 3) 
și celule natural killer (NK) (CD16+CD56+CD19-; regiunea D din Figura 3) din 
totalul limfocitelor. 

 
Figura 3  CD3- limfocite într-un dot-plot CD19 APC vs. CD16+CD56 PE 

(date achiziționate pe BD FACSCanto™ II) 

 

 

C 

D 
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Reprezentați limfocitele T selectate (CD3+; regiunea B din Figura 2) ca CD4 PE-
Cy™7 versus CD8 APC-Cy™7, așa cum se arată în Figura 4. Setați porți 
corespunzătoare și calculați procentul de limfocite T helper/inductoare (CD4+CD8-
; regiunea E din Figura 4) și limfocite T supresoare/citotoxice (CD4-CD8+; regiunea 
F din Figura 4) din totalul limfocitelor. 

 
Figura 4  CD3+ limfocite într-un dot-plot CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7 

(date achiziționate pe BD FACSCanto™ II) 

 

 

Calcularea și interpretarea rezultatelor analitice 
Pentru a obține numărători absolute, utilizați numărul absolut de limfocite 
determinat de un analizor hematologic. Consultați instrucțiunile producătorului 
analizorului hematologic. Utilizați ecuațiile de mai jos pentru calcularea numărului 
absolut al subsetului de limfocite necesar. 

 A x  
𝐵 (%)

100 (%)
= 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑒 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝑟𝑒𝑞𝑢𝑖𝑟𝑒𝑑 𝑙𝑦𝑚𝑝ℎ𝑜𝑐𝑦𝑡𝑒 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑒𝑡 

A = numărul absolut de limfocite (date de la analizorul hematologic; celule/µl)  

B = procentele relative ale subsetului de limfocite necesar din totalul limfocitelor  

  (date de la citometrul în flux; %) 

E 

F 
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11. Performanță analitică 

Specificitate 
Anticorpul TB3 recunoaște antigenul CD3 uman al complexului TCR/CD3. 
Specificitatea anticorpului a fost confirmată de Consiliul HCDM (atelierul HLDA 
XI). 

Anticorpul MEM-241 recunoaște antigenul CD4 uman (glicoproteina de suprafață 
CD4 a limfocitelor T). Specificitatea anticorpului a fost confirmată de Consiliul 
HCDM (atelierul HLDA VIII). 

Anticorpul LT8 recunoaște antigenul CD8 uman (dimer legat prin punți disulfidice, 
exprimat ca doi homodimeri ai lanțului alfa CD8 sau heterodimeri ai lanțului 
alfa/beta CD8). Specificitatea anticorpului a fost confirmată de atelierele HLDA 
(atelierul HLDA V(16) și atelierul HLDA VII (8)). 

Anticorpul 3G8 recunoaște antigenul CD16 uman (receptor Fc-gamma tip III de 
imunoglobulină cu afinitate scăzută). Specificitatea anticorpului a fost confirmată 
de atelierul HLDA (atelierul HLDA V (16)). 

Anticorpul LT56 recunoaște izoforma leucocitară a antigenului CD56 uman 
(molecula de adeziune celulară neuronală 1). Specificitatea anticorpului a fost 
confirmată de Consiliul HCDM (atelierul HLDA X). 

Anticorpul LT19 recunoaște antigenul CD19 uman (glicoproteina transmembranară 
CD19 a limfocitelor B). Specificitatea anticorpului a fost confirmată de Consiliul 
HCDM (atelierul HLDA X). 

Anticorpul MEM-28 recunoaște toate izoformele leucocitare ale CD45 uman 
(receptor de tip C al proteinei tirozin fosfatază). Specificitatea anticorpului a fost 
confirmată de atelierul HLDA (atelierul HLDA III (10)). 

Acuratețe 
Acuratețea metodei a fost măsurată pe citometrul în flux BD FACSCanto™ II și 
determinată ca o comparație a dispozitivului KOMBITEST TBNK 6-color cu un 
produs similar disponibil pe piață, BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (nr. cat. 
644611), prin colorare paralelă a 30 de donatori de sânge sănătoși. 

Pe citometrele în flux Beckman Coulter DxFLEX și Sysmex XF-1600™, acuratețea 
metodei a fost determinată prin compararea rezultatelor analizei acelorași probe de 
sânge de la 39 de donatori de sânge sănătoși, colorate cu dispozitivul KOMBITEST 
TBNK 6-color, pe citometrele în flux BC DxFLEX și BD FACSCanto™ II, respectiv 
pe citometrele în flux Sysmex XF-1600™ și BD FACSCanto™ II. 

Acuratețea metodei a fost susținută prin colorarea paralelă a 134 de pacienți (a se 
vedea Tabelul 7) suspectați de o afecțiune patologică a sistemului imunitar. 
Parametrii analizei de regresie liniară sunt furnizați în Tabelele 4-7. 
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Tabelul 4  Analiza de regresie liniară pentru subseturile de limfocite la donatori sănătoși 
(comparație a dispozitivului KOMBITEST TBNK 6-color cu produsul IVD BD Multitest™ 6-

Color TBNK Reagent (nr. cat. 644611)) 

Subset de limfocite Unitate n Pantă Interceptare R2 

CD3+ 
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942 

celule/µl 30 0.9898 5.4635 0.9986 

CD3+CD8+ 
% 30 0.9820 0.0029 0.9957 

celule/µl 30 0.9723 8.959 0.9981 

CD3+CD4+ 
% 30 0.9850 0.0035 0.9939 

celule/µl 30 0.9850 6.5877 0.9975 

CD3-CD16+CD56+ 
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968 

celule/µl 30 1.0192 -6.1863 0.9985 

CD3-CD19+ 
% 30 0.9953 0.0033 0.9948 

celule/µl 30 1.0189 1.6105 0.9925 

n = numărul probelor de sânge 
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Tabelul 5  Analiza de regresie liniară pentru subseturile de limfocite la donatori sănătoși 
(comparație a analizei probelor de sânge colorate cu dispozitivul ED7733 pe Beckman 

Coulter DxFLEX cu BD FACSCanto™ II) 

Acuratețea măsurării ED7733 pe Beckman Coulter DxFLEX 

Citometru în flux Beckman Coulter DxFLEX vs. citometru în flux BD FACSCanto™ II 

Exactitatea măsurării 

Subset de limfocite Unitate n Pantă 
Interceptar

e R2 

CD3+ 
% 39 0.9822 0.0145 0.9879 

celule/
µl 

39 0.9792 -24.255 0.9811 

CD3+CD8+ 
% 39 1.0171 0.0052 0.9829 

celule/
µl 39 1.0478 -3.0975 0.9930 

CD3+CD4+ 
% 39 0.9789 -0.001 0.9857 

celule/
µl 39 0.9768 -1.499 0.9929 

CD3-CD16+ 

CD56+ 

% 39 0.9727 0.0054 0.9815 

celule/
µl 

39 0.9699 10.484 0.9886 

CD3-CD19+ 
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757 

celule/
µl 

39 0.9767 -0.0385 0.9825 

n = numărul probelor de sânge 
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Tabelul 6  Analiza de regresie liniară pentru subseturile de limfocite la donatori sănătoși 
(comparație a analizei probelor de sânge colorate cu dispozitivul ED7733 pe Sysmex XF-

1600™ cu BD FACSCanto™ II) 

Acuratețea măsurării ED7733 pe Sysmex XF-1600™ 

Citometru în flux Sysmex XF-1600™ vs. citometru în flux BD FACSCanto™ II 

Exactitatea măsurării 

Subset de limfocite Unitate n Pantă 
Interceptar

e R2 

CD3+ 
% 39 1.0058 0.0105 0.9918 

celule/
µl 

39 1.0174 4.2861 0.9991 

CD3+CD8+ 
% 39 1.0134 0.0015 0.9924 

celule/
µl 39 1.0346 -11.555 0.9976 

CD3+CD4+ 
% 39 1.0017 0.0103 0.9963 

celule/
µl 39 1.0043 17.382 0.9981 

CD3-CD16+ 

CD56+ 

% 39 0.9889 -0.0039 0.9868 

celule/
µl 

39 0.972 -3.4422 0.9903 

CD3-CD19+ 
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852 

celule/
µl 

39 0.9777 0.1994 0.9898 

n = numărul probelor de sânge 
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Tabelul 7  Analiza de regresie liniară pentru subseturile de limfocite la pacienți suspectați 
de afecțiuni patologice ale sistemului imunitar (comparație a dispozitivului KOMBITEST 

TBNK 6-color cu AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. și metoda 
internă a unui laborator clinic acreditat – un cocktail de anticorpi conjugați monocolor de la 

diferiți producători și analiză pe BD FACSCanto™ II) 

Subset de limfocite Unitate n Pantă Interceptare R2 

CD3+ 
% 134 1.032 -2.655 0.98 

celule/µl 134 1.023 -0.047 0.97 

CD3+CD8+ 
% 134 1.020 -0.803 0.98 

celule/µl 134 1.055 -0.041 0.96 

CD3+CD4+ 
% 134 1.014 -0.651 0.98 

celule/µl 134 0.994 -0.005 0.98 

CD3-CD16+CD56+ 
% 134 1.064 -0.400 0.98 

celule/µl 134 1.080 -0.014 0.99 

CD3-CD19+ 
% 134 1.027 -0.376 0.99 

celule/µl 134 1.043 -0.010 1.00 

n = numărul probelor de sânge 

Liniaritate 
Liniaritatea metodei a fost verificată pe 10 diluții seriale ale unei probe de sânge 
îmbogățite cu leucocite (buffy coat). Probele celulare au fost colorate cu 
KOMBITEST TBNK 6-color în hexaplicat. Probele au fost analizate cu ajutorul 
citometrelor în flux BD FACSCanto™ II, Beckman Coulter DxFLEX și Sysmex XF-
1600™. Datele măsurate pentru subseturile de limfocite indicate au fost observate 
ca fiind liniare pe intervalul de limfocite 333-9492 celule/µl utilizând BD 
FACSCanto™ II, 309-8693 celule/µl utilizând Beckman Coulter DxFLEX și 86-6822 
celule/µl utilizând Sysmex XF--1600™. Subseturile de celule s-au situat în 
intervalele găsite în Tabelele 8-10. 
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Tabelul 8  Intervalele liniare ale subseturilor de limfocite analizate de BD FACSCanto™ II 

BD FACSCanto™ II 

Subset de limfocite Interval (celule/µl) 

CD3+ 249 - 6594 

CD3+CD8+ 96 - 2560 

CD3+CD4+ 136 - 3628 

CD3-CD16+CD56+ 55 - 1525 

CD3-CD19+ 44 - 1342 

 

Tabelul 9  Intervalele liniare ale subseturilor de limfocite analizate de Beckman Coulter 
DxFLEX 

Beckman Coulter DxFLEX 

Subset de limfocite Interval (celule/µl) 

CD3+ 243 - 6565 

CD3+CD8+ 102 - 2652 

CD3+CD4+ 128 - 3517 

CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588 

CD3-CD19+ 41 - 1280 

 

Tabelul 10  Intervalele liniare ale subseturilor de limfocite analizate de Sysmex XF-1600™ 

Sysmex XF-1600™ 

Subset de limfocite Interval (celule/µl) 

CD3+ 45 - 3513 

CD3+CD8+ 21 - 1507 

CD3+CD4+ 22 - 1742 

CD3-CD16+CD56+ 8 - 700 

CD3-CD19+ 7 - 567 
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Limita de detecție / Limita de cuantificare / Pragul testului 
Datele privind liniaritatea au fost utilizate pentru a stabili limita de detecție (LOD) 
și limita de cuantificare (LOQ).  
Limita de detecție a fost stabilită ca fiind cea mai mică valoare absolută diferită de 
zero a numărului de celule plus 3×SD (deviația standard) pentru fiecare subset de 
limfocite (a se vedea Tabelele 11-13). 
Limita de cuantificare a fost stabilită ca fiind cea mai mică valoare din intervalul de 
liniaritate al concentrațiilor analitului, prezentată ca număr absolut al subsetului de 
limfocite, la care CV-ul din hexaplicate nu a depășit 10%, iar recuperarea s-a situat 
în intervalul 90%-110% (a se vedea Tabelele 11-13). 
Rezultatele testului nu sunt diagnostice unic pentru o singură entitate clinică, prin 
urmare pragul testului nu poate fi estimat. 

Tabelul 11  Limitele de detecție și cuantificare pe BD FACSCanto™ II 

BD FACSCanto™ II 

Subset de limfocite 
Cel mai mic număr 
de celule diferit de 

zero (celule/µl) 
3×SD (SD) LOD 

(celule/µl) 
LOQ 

(celule/µl) 

CD3+ 1 0,3 (0,1) 1.3 10 

CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 96 

CD3+CD4+ 2 1,5 (0,5) 3.5 136 

CD3-CD16+CD56+ 1 1,2 (0,4) 2.2 55 

CD3-CD19+ 2 1,2 (0,4) 3.2 44 

 

Tabelul 12  Limitele de detecție și cuantificare pe Beckman Coulter DxFLEX 

Beckman Coulter DxFLEX 

Subset de limfocite 
Cel mai mic număr 
de celule diferit de 

zero (celule/µl) 
3×SD (SD) LOD 

(celule/µl) 
LOQ 

(celule/µl) 

CD3+ 1 0,6 (0,2) 1.6 9 

CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 34 

CD3+CD4+ 2 1,2 (0,4) 3.2 43 

CD3-CD16+CD56+ 1 0,9 (0,3) 1.9 23 

CD3-CD19+ 2 1,5 (0,5) 3.5 41 

 

 

 



20 / 32 

Tabelul 13  Limitele de detecție și cuantificare pe Sysmex XF-1600™ 

Sysmex XF-1600™ 

Subset de limfocite 
Cel mai mic număr 
de celule diferit de 

zero (celule/µl) 
3×SD (SD) LOD 

(celule/µl) 
LOQ 

(celule/µl) 

CD3+ 1 0,12 (0,04) 1.12 5 

CD3+CD8+ 1 0,3 (0,1) 1.3 2 

CD3+CD4+ 1 0,3 (0,1) 1.3 8 

CD3-CD16+CD56+ 1 0,6 (0,2) 1.6 3 

CD3-CD19+ 1 0,3 (0,1) 1.3 7 

Repetabilitate 
Repetabilitatea testului a fost măsurată pe zece probe de sânge în hexaplicat. 
Probele au fost analizate cu ajutorul citometrelor în flux BD FACSCanto™ II, 
Beckman Coulter DxFLEX și Sysmex XF-1600™. Coeficienții de variație (CV) sunt 
furnizați în tabelele de mai jos (Tabelele 14-16). 

Tabelul 14  Repetabilitatea dispozitivului pe BD FACSCanto™ II 

BD FACSCanto™ II 

Subset de limfocite Unitate n Medie SD %CV  

CD3+ 
% 10 70.34 0.56 

0.91 
celule/µl 10 1396 10.22 

CD3+CD8+ 
% 10 23.11 0.27 

1.25 
celule/µl 10 453 5.23 

CD3+CD4+ 
% 10 41.06 0.53 

1.36 
celule/µl 10 808 9.71 

CD3-CD16+CD56+  
% 10 16.35 0.40 

2.43 
celule/µl 10 289 7.20 

CD3-CD19+  
% 10 11.63 0.25 

2.31 
celule/µl 10 227 4.78 

n = numărul probelor de sânge 
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Tabelul 15  Repetabilitatea dispozitivului pe Beckman Coulter DxFLEX 

Beckman Coulter DxFLEX 

Subset de limfocite Unitate n Medie SD %CV 

CD3+ 
% 10 70.80 0.61 

0.95 
celule/µl 10 1406 11.19 

CD3+CD8+ 
% 10 23.80 0.32 

1.42 
celule/µl 10 468 6.12 

CD3+CD4+ 
% 10 40.81 0.56 

1.47 
celule/µl 10 803 10.52 

CD3-CD16+CD56+  
% 10 15.89 0.40 

2.72 
celule/µl 10 282 7.23 

CD3-CD19+  
% 10 11.68 0.32 

2.83 
celule/µl 10 227 5.94 

n = numărul probelor de sânge 

 

Tabelul 16  Repetabilitatea dispozitivului pe Sysmex XF-1600™ 

Sysmex XF-1600™ 

Subset de limfocite Unitate n Medie SD %CV  

CD3+ 
% 10 69.15 0.89 

1.39 
celule/µl 10 1151 14.62 

CD3+CD8+ 
% 10 23.12 0.36 

1.72 
celule/µl 10 389 6.11 

CD3+CD4+ 
% 10 41.09 0.70 

1.76 
celule/µl 10 680 11.39 

CD3-CD16+CD56+  
% 10 18.40 0.56 

2.71 
celule/µl 10 313 9.45 

CD3-CD19+  
% 10 10.62 0.35 

3.37 
celule/µl 10 173 5.56 

n = numărul probelor de sânge 
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Reproductibilitate 
Reproductibilitatea testului pe BD FACSCanto™ II și Beckman Coulter DxFLEX a 
fost măsurată pe 2 probe de sânge stabilizate (CD-Chex Plus® și CD-Chex Plus® 
CD4 Low de la STRECK). Reproductibilitatea testului pe Sysmex XF-1600™ a fost 
măsurată pe 4 probe de sânge stabilizate (CD-Chex Plus® și CD-Chex Plus® CD4 
Low și suplimentar IMMUNO-TROL Low Cells și IMMUNO-TROL Cells de la 
Beckman Coulter). Probele au fost măsurate în aceleași condiții timp de 15 zile, 
utilizând 3 loturi ale Dispozitivului (5 zile fiecare). Coeficienții de variație (CV) sunt 
prezentați în tabelele de mai jos (Tabelul 17-19). 

Tabelul 17  Reproductibilitatea dispozitivului pe BD FACSCanto™ II 

Subset de limfocite Material Unitate Medie SD %CV 

CD3+ 

CD-Chex Plus® 
% 76.84 0.18 

0.23 
celule/µl 1896 4.39 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 60.61 0.32 
0.53 

celule/µl 879 4.65 

CD3+CD8+ 

CD-Chex Plus® 
% 23.45 0.23 

0.97 
celule/µl 578 5.62 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 42.17 0.31 
0.73 

celule/µl 612 4.55 

CD3+CD4+ 

CD-Chex Plus® 
% 48.78 0.45 

0.93 
celule/µl 1203 11.15 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 12.53 0.26 
2.11 

celule/µl 182 3.84 

CD3-CD16+CD56+ 

CD-Chex Plus® 
% 10.76 0.22 

2.03 
celule/µl 265 5.39 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 19.51 0.38 
1.94 

celule/µl 283 5.49 

CD3-CD19+ 

CD-Chex Plus® 
% 11.30 0.16 

1.45 
celule/µl 279 4.03 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 18.05 0.32 
1.75 

celule/µl 262 4.58 
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Tabelul 18  Reproductibilitatea dispozitivului pe Beckman Coulter DxFLEX 

Subset de limfocite Material Unitate Medie SD %CV 

CD3+ 

CD-Chex Plus® 
% 77.17 0.21 

0.27 
celule/µl 1904 5.23 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 60.85 0.43 
0.71 

celule/µl 883 6.24 

CD3+CD8+ 

CD-Chex Plus® 
% 23.87 0.20 

0.85 
celule/µl 589 4.99 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 42.81 0.32 
0.75 

celule/µl 621 4.65 

CD3+CD4+ 

CD-Chex Plus® 
% 46.47 1.41 

3.03 
celule/µl 1146 34.77 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 12.16 0.53 
4.37 

celule/µl 176 7.71 

CD3-CD16+ 

CD56+ 

CD-Chex Plus® 
% 10.59 0.20 

1.88 
celule/µl 261 4.92 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 19.38 0.32 
1.63 

celule/µl 281 4.59 

CD3-CD19+ 

CD-Chex Plus® 
% 11.07 0.17 

1.54 
celule/µl 273 4.19 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 17.85 0.35 
1.95 

celule/µl 259 5.05 
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Tabelul 19  Reproductibilitatea dispozitivului pe Sysmex XF-1600™ 

Subset de limfocite Material Unitate Medie SD CV (%) 

CD3+ 

CD-Chex Plus® 
% 78.50 0.33 

0.43 
celule/µl 1642 7.0 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 60.51 0.42 
0.69 

celule/µl 816 5.7 
IMMUNO-TROL 

Cells 
% 72.30 0.44 

0.61 
celule/µl 930 5.6 

IMMUNO-TROL 
Low Cells 

% 53.97 0.79 
1.46 

celule/µl 450 6.6 

CD3+CD8+ 

CD-Chex Plus® 
% 22.39 0.20 

0.88 
celule/µl 468 4.1 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 41.85 0.54 
1.29 

celule/µl 565 7.3 
IMMUNO-TROL 

Cells 
% 24.06 0.28 

1.14 
celule/µl 309 3.5 

IMMUNO-TROL 
Low Cells 

% 33.99 0.76 
2.23 

celule/µl 283 6.3 

CD3+CD4+ 

CD-Chex Plus® 
% 51.87 0.35 

0.67 
celule/µl 1085 7.2 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 12.30 0.44 
3.61 

celule/µl 166 6.0 
IMMUNO-TROL 

Cells 
% 44.77 0.42 

0.93 
celule/µl 576 5.3 

IMMUNO-TROL 
Low Cells 

% 15.35 0.29 
1.90 

celule/µl 128 2.4 

CD3-CD16+ 
CD56+ 

CD-Chex Plus® 
% 9.80 0.16 

1.61 
celule/µl 205 3.3 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 17.79 0.34 
1.91 

celule/µl 240 4.6 
IMMUNO-TROL 

Cells 
% 10.33 0.22 

2.11 
celule/µl 133 2.8 

IMMUNO-TROL 
Low Cells 

% 22.35 0.40 
1.80 

celule/µl 186 3.4 

CD3-CD19+ 

CD-Chex Plus® 
% 10.06 0.17 

1.74 
celule/µl 210 3.7 

CD-Chex Plus® 
CD4 Low 

% 19.70 0.31 
1.61 

celule/µl 260 4.2 
IMMUNO-TROL 

Cells 
% 12.92 0.32 

2.48 
celule/µl 166 4.1 

IMMUNO-TROL 
Low Cells 

% 17.31 0.51 
2.97 

celule/µl 144 4.3 
 

NOTIFICARE: Toate datele de performanță analitică au fost măsurate utilizând 
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soluția de liză a eritrocitelor EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., nr. cat. 
ED7066). 

Pentru analiza prin citometrie în flux au fost utilizate următoarele citometre în 
flux, inclusiv versiunea software-ului: 
BD FACSCanto™ II BD FACSDiva Software – versiunea 8.0.2 
Beckman Coulter DxFLEX CytExpert for DxFLEX – versiunea 2.0.2.18 
Sysmex XF-1600™ IPU Software – versiunea 0(0.09-00) 

Pentru numărătoarea absolută a celulelor prin metoda cu platformă dublă a fost 
utilizat un analizor hematologic cu următoarele specificații: 
Sysmex XN-1000™ IPU Software – versiunea 00-22(164) 

Pentru evaluarea datelor măsurate a fost utilizată următoarea platformă de 
analiză: 
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versiunea 10.9.0 

12. Performanță clinică 

Pacienți cu imunodeficiență primară 
Datele clinice au fost colectate la un centru clinic pe 30 de pacienți suspectați de 
imunodeficiență variabilă comună (CVID). Performanța clinică a dispozitivului 
ED7733 a fost determinată ca o comparație a dispozitivului KOMBITEST TBNK 6-
color utilizat cu soluția de liză a eritrocitelor EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., 
nr. cat. ED7066) cu o metodă de laborator clinic acreditat (AQUIOS CL Flow 
Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.). 

Rezultatele evaluării stării imunitare a pacienților au fost evaluate în raport cu 
deficitul imunitar (Tabelul 20). 
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Tabelul 20  Performanța clinică a dispozitivului KOMBITEST TBNK 6-color – pacienți CVID 

 

Statusul imunitar evaluat prin metoda de 
laborator clinic acreditat 

Deficit imunitar Stare normală 

St
at

us
ul

 im
un

it
ar

 e
va

lu
at

 c
u 

di
sp

oz
it
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ul

 K
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T
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K

 6
-c

ol
or

 Deficit imunitar 24 de pacienți 0 pacienți 

Stare normală 0 pacienți 6 pacienți 

 

Pacienți cu imunodeficiență dobândită 
Datele clinice au fost colectate la un centru clinic pe 53 de pacienți cu infecție 
confirmată cu virusul imunodeficienței umane (HIV). Performanța clinică a 
dispozitivului a fost determinată ca o comparație a dispozitivului KOMBITEST 
TBNK 6-color, utilizat cu soluția de liză a eritrocitelor EXCELLYSE Easy (EXBIO 
Praha, a.s., nr. cat. ED7066), cu metoda internă a unui laborator clinic acreditat (un 
cocktail de anticorpi conjugați monocolor de la diferiți producători și analiză pe BD 
FACSCanto™ II).  

Rezultatele evaluării stării imunitare a pacienților au fost evaluate în raport cu 
deficitul imunitar (Tabelul 21). 
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Tabelul 21  Performanța clinică a dispozitivului KOMBITEST TBNK 6-color – pacienți HIV 

  
Statusul imunitar evaluat prin metoda internă 

a unui laborator clinic acreditat 

  Deficit imunitar Stare normală 

St
at

us
ul
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 c
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 Deficit imunitar 28 din 29 de pacienți* 0 pacienți 

Stare normală 0 pacienți 24 de pacienți 

ATENȚIE: 

*Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color a arătat o colorare insuficientă pentru separarea 
distinctă a limfocitelor T (CD3+) la un (1) pacient HIV în stare critică de sănătate. 

13. Valori așteptate 

Interval de referință  

Tabelul 22  Intervale de referință ale donatorilor de sânge sănătoși, măsurate pe BD 
FACSCanto™ II 

Subset de limfocite n Unitate 
Interval 

Mediană 
Min Max 

CD3+ 
65 % 49.0 84.9 72.4 

65 celule/µl 608 2415 1269 

CD3+CD8+ 
65 % 10.4 40.2 22.2 

65 celule/µl 127 1075 405 

CD3+CD4+ 
65 % 28.1 62.6 43.3 

65 celule/µl 321 1463 785 

CD3-CD16+CD56+ 
65 % 3.5 38.9 15.8 

65 celule/µl 84 1036 266 

CD3-CD19+ 
65 % 5.4 25.0 10.6 

65 celule/µl 74 404 209 
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n = numărul probelor de sânge 

Intervalele de referință din Tabelul 22 au fost stabilite pe pacienți sănătoși care au 
fost considerați donatori de sânge conform legislației Republicii Cehe, îndeplinind 
criterii stricte pentru un donator de sânge pentru o bancă de sânge. Datele au fost 
măsurate pe citometrul în flux BD FACSCanto™ II. 

Intervalele de referință specifice pot varia în funcție de regiune și populația pe baza 
căreia au fost stabilite valorile. Din acest motiv, laboratoarele trebuie să stabilească 
propriile intervale de referință normale pentru subseturile de limfocite identificate 
cu ajutorul KOMBITEST TBNK 6-color din populația locală de donatori normali, din 
cauza variațiilor valorilor legate de vârstă, sex, caracteristici clinice și etnie. 

14. Limitări 
Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color nu a fost validat pentru utilizare la probe 
colectate cu anticoagulanți heparină sau acid citrat dextroză (ACD) pentru 
determinarea numărătorilor relative și absolute. 

Dispozitivul KOMBITEST TBNK 6-color nu este destinat screeningului și/sau 
fenotipării probelor de leucemie și limfom.  

Numărătorile absolute nu sunt comparabile între laboratoare care utilizează 
echipamente diferite de la diverși producători. 
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