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1. Paredzétais lietojums
KOMBITEST TBNK 6-color ir paredzéets limfocitu populaciju un apaksgrupu
noteikSanai un skaitisanai cilvéka pilnasinis, izmantojot plismas citometriju.

Kas tiek noteikts un/vai mérits

lerice KOMBITEST TBNK 6-color nosaka un méra cilvéka T-stnu (CD3+), B-stinu
(CD3-CD19+), NK-stnu (CD3-CD16+56+), paligstinu/induktoru (CD3+CD4+) un
supresoru/citotoksisko (CD3+CD8+) T-stnu apaksgrupu relativos procentus un
absolato skaitu.

lerices funkcija

lerice ir paredzeta lietoSanai normalu pacientu imunologiskaja novéertésana un var
palidzét diagnosticét pacientus, kuriem ir vai tiek turéts aizdomas, ka viniem ir
imundeficits.

Saistiba ar fiziologisku vai patologisku stavokli
lerices méritas limfocitu populaciju biezumus var ietekmét dazadi patologiski
stavokli, un to procentu un skaita novertésanu var izmantot, lai novértétu:
e CD3+/CD4+ paligétnu/induktoru T-$tnas HIV monitoré$ana 4479
e CD3+/CD8+ citotoksiskas T-sunas virusu infekcijas un iedzimtos
imandeficitos 234 11,12.15,17)
e CD3-/CD19+ B-3unas autoimiinas slimibas ¢

e CD3-/CD16+56+ NK-sunas iedzimtaja imunitaté un imunologiskajos defektos
(13, 14)

Testa veids
Nav automatizéts

Kvantitativs

NepiecieSamais parauga veids

Antikoaguléts cilvéka periféro pilnasinu paraugs
Testéta populacija

Nav paredzéts konkrétai populacijai.

2. Paredzétais lietotajs
lerice ir paredzéta tikai profesionalai laboratorijas lietoSanai. Nav paredzéta
testésanai pacienta tuvuma vai pasparbaudei.

Kvalifikacijas prasibas

Paredzétajam lietotajam ir jabit aktualam zinasanam cilvéka Stinu analizé ar
plismas citometriju, standarta laboratorijas metodés, tostarp pipetésanas prasmés,
un drosi un pareizi jarikojas ar cilvéka izcelsmes paraugiem.

Paredzéetajam lietotajam ir jaatbilst standartam EN ISO 15189 vai citiem
piemérojamiem valsts standartiem.
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3. Testa princips

Testa princips balstas uz monoklonalo antivielu saistiSanas noteikSanu ar specifisku
molekulu (antigénu), ko izsaka noteiktas cilvéka asins stinas. Testa izmantotas
monoklonalas antivielas ir markétas ar dazadiem fluorohromiem, kurus ierosina
lazera stars no plismas citometra antivielu iekrasota asins parauga iegt$anas laika.
Sekojosa fluorescence (gaismas emisija) no katra fluorohroma, kas atrodas uz
ieglitas asins sunas, tiek savakta un analizéta ar instrumentu. Fluorescences
intensitate ir tiesi proporcionala antigéna ekspresijas blivumam sin3, laujot nodalit
dazadas stnu apaksgrupas.

4. Piegadatais(-ie) reagents(-i)

Saturs
lerices KOMBITEST TBNK 6-color pietiek 50 testiem, un ta tiek piegadata ar sadu
reagentu:

1 flakons (1 ml), kas satur ieprieks sajauktu kombinaciju no fluorohromu markétam
monoklonalam antivielam CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-Cy™5.5
/ CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, atskaiditam optimalas
koncentracijas stabilizéjosa fosfatu buferéts fiziologiska skiduma (PBS), kas satur
15 mM natrija azida un 0,2% liellopu seruma albumina (BSA).

Sastavs
Tabula 1 Aktivo komponentu apraksts
Antigéns Fluorohroms Klons Izotips Korzﬁeg;lrt;%cija
CD3 FITC TB3 1gG2b 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. NepiecieSamie, bet nepiegadatie materiali

Apalas apaksas mégenes (12 x 75 mm)

Eritrocitu lizésanas skidums (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066
vai CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. Nr. BD303500)

Dejonizéts adens (reagenta kvalitate)

Procesa kontroles Stnas (Streck CD-Chex Plus®, Kat. Nr. 213323 vai lidzvértiga
lizéjamu $Gnu kontrole)

6. NepiecieSamais aprikojums
Automatiska pipete ar vienreizéjas lietosanas uzgaliem (20-100 ul) parauga un
reagentu pipetésanai

Skidruma dozators vai pipete ar vienreizéjas lietosanas uzgaliem (0,5-2 ml)
eritrocitu lizésanas skiduma dozésanai

Virpulmaisitajs
Hematologijas analizators (absolGta stnu skaita noteik3anai), kas spéj skaitit
leikocitus (WBC) un limfocitus viena pl parauga

PlGsmas citometrs ar diviem lazera ierosmes avotiem (488 nm un ~635 nm),
izkliedétas gaismas detektoriem, optiskajiem filtriem un emisijas detektoriem, kas
pieméroti Tabula 2 noradito fluorohromu signalu uztversanai.

Tabula 2 lericé izmantoto fluorohromu spektralais raksturojums

Fluorohroms lerosme [nm] Emisija [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

PAZINOJUMS: lerice tika testéta uz plismas citometriem BD FACSCanto™
Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) un Sysmex XF-1600™
(Sysmex Corporation).

7. Uzglabasana un rikosanas

Uzglabat 2-8 °C temperatara.

Izvairities no ilgstoSas gaismas iedarbibas.

Nesasaldét.

Skatit 10. sadalu Procedira (Reagenta sagatavosana) informaciju par stabilitati
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lietoSanas laika un deriguma terminu péc pirmas atvérsanas, ka ari uzglabasanas
apstaklus un darba skidumu stabilitati (kur piemérojams).

8. Bridinajumi, piesardzibas pasakumi un lietoSanas ierobezojumi

GHS bistamibas klasifikacija

Skattt drosibas datu lapu (DDL), kas pieejama produkta lapa www.exbio.cz, lai
iegutu pilnigu informaciju par Produkta esoso kimisko vielu un maisijumu radito
risku, ka art par to, ka ar tiem rikoties un tos likvidét.

Biologisks apdraudéjums

Cilvéka biologiskie paraugi un asins paraugi, ka ari jebkadi materiali, kas ar tiem
saskaras, vienmeér tiek uzskatiti par infekciozu materialu.

Izmantot individualos aizsardzibas un drosibas lidzeklus, lai izvairitos no saskares ar
adu, acim un glotadam.

levérot visus piemérojamos likumus, noteikumus un procediras attieciba uz
infekcioza materiala apstradi un likvidesanu.

Bojasanas pazimes
Piegadata reagenta normalais izskats ir dzidrs Skidrums. Nelietot reagentu, ja tiek
novérotas jebkadas izskata izmainas, pieméram, dulkainiba vai nogulSnu pazimes.

Lietosanas ierobeZzojums
Nelietot péc deriguma termina, kas noradits uz produkta etiketém.

9. Paraugs
Izmantot periféro venozo asinu paraugu, kas savakts parauga trauka, kas klasificéts
ka mediciniska ierice, ar antikoagulantu EDTA.

PAZINOJUMS: Noteikt WBC absolato sanu skaitu un limfocitu skaitu savaktaja
asins parauga ar hematologijas analizatoru. lerice KOMBITEST TBNK 6-color
viena pati nenodrosina absoldto Stnu skaita noteiksanu.

Asins paraugam ar WBC skaitu, kas parsniedz 40x10° $anas/pl, bas nepiecieama
atSkaidiSana ar PBS pirms parauga apstrades.

Apstradat asins paraugu ne vélak ka 24 stundas péc savaksanas. Uzglabat paraugu
laboratorijas temperattira (20-25°C). Paraugu nedrikst dzesét.

Endogéni traucéjumi
Pamatojoties uz zinatniskas literattras pétijumiem, endogéno traucéjumu avoti ir
identificeti Tabula 3.
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Tabula 3 lerices endogénie trauc&jumi

plismas citometrijas analizi noteiktam asins
Stnu populacijam.

Endogéni letekme Atsauce
traucéjumi
Albumins Albumins var radit traucéjumus augstas 18, 19, 35
koncentracijas sakara ar ta spéju saistit, ka
ari atbrivot lielus daudzumus ligandu.
Bilirubins (dzelte) | Bilirubins var palielinat $tnu fluorescences 22,24, 28
(nekonjugéts) fonu ta augstas autofluorescences dél.
Sanu atliekas Sanu atliekas var sniegt neprecizu Stnu 21, 25
(péc lizésanas) skaitu un samazinat antivielu daudzumu
iericé.
Eritrociti Nepietiekama lizésana, sarkano asins stnu 26
klatbGtne parauga var dot kladainu Stnu
skaitisanu.
Hemoglobins Hemolizéti paraugi var dot kltdainus 23
rezultatus.
Cilvéka Monoklonalo antivielu apstrade var dot 20, 30, 31,
antivielas pret klGdainus rezultatus (spéja saistities ar Stinas | 32, 33, 34
pelém virsmas antigéniem).
Imanglobulini Nevar mazgat vienas platformas metodg, un | 21
var dot kladainu limfocitu apaksgrupas
skaitu.
Reimatoidie RF klatbitne rada traucéjumus MIA 27
faktori (multipleksie imtnanalizes testi).
Trigliceridi Augsti cirkuléjosie lipidu limeni var ietekmét | 29

Eksogéni traucéjumi

Paraugs, kas vecaks par 24 stundam, var dot klGdainus rezultatus.

Atdzeséts paraugs var dot klGdainus rezultatus.

Nepareiza eritrocitu lizésanas skiduma sagatavosana (EXCELLYSE Easy, EXBIO
Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066 vai CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. Nr.
BD303500) var dot klGdainus rezultatus. levérot raZotaja noradijumus eritrocitu
lizéSanas Skiduma lietoSanai.
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10.Procediira

Piegadata(-o) reagenta(-u) sagatavo$ana
Reagenta sagatavosana nav nepiecieSama.

Pirms lietoSanas laut reagentam sasniegt istabas temperatru. lerices primaro
trauku turét sausu.

Izmantot reagentu tiesi no ta originala primara trauka. Laiks, kura reagents tiek
lietots (paklauts gaismas un paaugstinatas temperatiras iedarbibai), nedrikst
parsniegt 4 stundas diena.

Péc pirmas atvérsanas reagents saglaba savas darbibas 1pasibas lidz deriguma
termina beigam, ja to uzglaba noraditajos apstaklos originalaja primaraja trauka.

UZMANIBU: Nekaolét reagentu.

NepiecieSamo, bet nepiegadato materialu sagatavosana

Atskaidit koncentréto eritrocitu lizésanas skidumu ar dejonizétu tGdeni saskana ar
razotaja noradijumiem. Atskaidrttais (1X) eritrocttu lizésanas skidums ir stabils 1
menesi, ja to uzglaba skidruma dozatora vai slégta trauka istabas temperatara.

Kvalitates kontrole

Izmantot Streck CD-Chex Plus® vai lidzvértigas kontroles Stinas ka pozitivu
proceduras kontroli, lai nodroSinatu ierices pareizu darbibu atbilstosi paredzetajam.
Streck CD-Chex Plus® nodrosina noteiktas vertibas procentuali pozitivam un
absolttam T-Sdnu, B-3tnu, granulocttu, monocitu un NK-Stnu skaitam, ieskaitot
divus kliniski nozimigus CD4+ stnu limenus.

lekrasot kontroles $tinas, izmantojot KOMBITEST TBNK 6-color reagentu saskana
ar parauga apstradi, ka noradits lietosanas instrukcija. Parbaudit, vai iegitie
rezultati (% pozitivo $tnu) ir sagaidamaja diapazona3, kas noradits izmantotajai
kontroles Stnu partijai.

Parauga iekraso$ana

1. Katram paraugam markét apalas apaksas mégeni (12 x 75 mm) ar atbilstosu
parauga identifikaciju.

2. Pipetét 20 ul KOMBITEST TBNK 6-color reagenta mégenes 12 x 75 mm
apaksa.

3. Pipetét 50 pl labi samaisita asins parauga mégenes apaksa.

UZMANIBU: Izvairities no asinu pipetésanas uz mégenes malas. Ja uz mégenes
malas paliek asinu uztriepe vai piliens, tas var netikt iekrasots ar reagentu vai
eritrociti var netikt lizéti, un testa rezultats var nebit derigs.
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4. Sajaukt ar virpulmaisitaju un inkubét mégeni 20 minGtes istabas temperatiira
tumsa.

5. Pievienot mégenei 500 ul atskaidita (1X) lizésanas skiduma.

6. Sajaukt ar virpulmaisitaju un inkubét megeni 10 minates istabas temperatira
tumsa.

Nekavejoties analizét iekrasoto paraugu ar plismas citometru. Ja iekrasotais
paraugs netiks nekavéjoties analizéts, uzglabat 2-8 °C temperatlra tumsa un
analizet 24 stundu laika.

UZMANIBU: Sajaukt iekrasoto paraugu ar virpulmaisitaju tiesi pirms analizes ar
plismas citometru, lai izvairitos no agregatiem.

Plasmas citometrijas analize

Plismas citometrs, kas izvéléts lietoSanai ar ierici KOMBITEST TBNK 6-color ir
regulari jakalibre, izmantojot fluorescéjosas mikropeérlites, lai nodrosinatu stabilu
detektoru jutibu atbilstosi citometra raZzotaja noradijumiem.

Ja tas netiek pienacigi uzturéts, plismas citometrs var sniegt nepatiesus rezultatus.

Skatit raZzotaja citometra specifikacijas lazeriem un fluorescences detektoriem
atbilstosi fluorohromu ierosmes un emisijas raksturlielumiem, 6. sadala
NepiecieSamais aprikojums.

lestatit spriegumus attiecigajos fluorescences detektoros pirms iekrasota parauga
analizes. PMT detektora spriegums jaiestata pietiekami augsts, lai minimals negativi
iekrasoto notikumu skaits mijiedarbotos ar O. kanalu fluorescences asi. Turklat PMT
detektora spriegums nedrikst parsniegt vértibas, pie kuram pozitivie notikumi tiek
piespiesti pie labas ass.

Kompensét fluorescences signalus starp detektoriem pirms vai péc datu iegisanas.
Dati var tikt nepareizi interpretéti, ja fluorescences signali tiek nepareizi
kompenséti vai ja varti tiek novietoti neprecizi.

Izmeérito datu analizei ir iesp&jams izmantot razotaja izstradato citometra
programmatdru vai programmataru, kas paredzéta bezsaistes citometrijas datu
analizei (pieméram, FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Datu analize KOMBITEST TBNK 6-color iekrasotajam paraugam

Vizualizét kompensétos datus sanu izkliedes (SSC) pret CD45 PerCP-Cy™5.5
grafika. lestatit vartus CD45+ limfocitu populacijai, ka paradits 1. attéla.

1. attéls CD45+ limfocitu populacijas norobeZosana
(dati iegtti ar BD FACSCanto™ Il)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter

Sl =

1 I.'I3 1 04 1 05

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Attélot iezimétos CD45+ limfocttus sanu izkliedes (SSC) pret CD3 FITC grafika, ka
paradits 2. attéla. Nodalit CD3+ un CD3- limfocitus, izmantojot atbilstoSus vartus.
Aprékinat T-stnu (CD3+; B regions 2. attéla) procentualo daudzumu no visiem
limfocitiem.

2. attéls CD3+ un CD3- limfocitu nodalisana
(dati iegtti ar BD FACSCanto™ Il)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter

Sl

o 1o 10 10"

CD3 FITC
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Attélot iezimétos CD3- limfocttus (A regions 2. attéla) ka CD19 APC pret
CD16+CD56 PE, ka paradits 3. attéla. lestatit atbilstoSus vartus un aprékinat B-
$anu (CD16-CD56-CD19+; C regions 3. attéla) un dabisko killer (NK) $tnu
(CD16+CD56+CD19-; D regions 3. attéla) procentualo daudzumu no visiem
limfocitiem.

3. attéls CD3- limfoctti punktu grafika CD19 APC pret CD16+CD56 PE
(dati iegtti ar BD FACSCanto™ Il)

CD19 APC

lﬂs 'II.'I4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Attélot iezimétas T-sunas (CD3+; B regions 2. attéla) ka CD4 PE-Cy™7 pret CD8
APC-Cy™7, ka paradits 4. attela. lestatit atbilstoSus vartus un apréekinat
paligsiinu/induktoru T-stnu (CD4+CD8-; E regions 4. attéla) un
supresoru/citotoksisko T-stnu (CD4-CD8+; F regions 4. attéla) procentualo
daudzumu no visiem limfocitiem.

4. attéls CD3+ limfociti punktu grafika CD4 PE-Cy™7 pret CD8 APC-Cy™7
(dati iegtti ar BD FACSCanto™ Il)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Analitisko rezultatu aprékinasana un interpretacija

Lai iegltu absolito skaitu, izmantot absolGto limfocitu skaitu, ka noteikts ar
hematologijas analizatoru. Skatit hematologijas analizatora razotaja noradijumus.
Izmantot zemak esosos vienadojumus vajadziga limfocitu apakSgrupas absolita
skaita aprékinasanai.

B (%)

100 (%)

A = absolitais limfocitu skaits (dati no hematologijas analizatora; Stinas/pl)

B = vajadzigas limfocitu apaksgrupas relativie procenti no visiem limfocitiem
(dati no plismas citometra; %)

Ax = Absolute count of required lymphocyte subset
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11. Analitiskais veiktspéjas raksturojums

Specifiskums
Antiviela TB3 atpazist cilvéka CD3 antigénu TCR/CD3 kompleksa. Antivielas
specifiskums ir apstiprinats ar HCDM padomi (HLDA XI darbnica).

Antiviela MEM-241 atpazist cilvéeka CD4 antigénu (T-S0nas virsmas glikoproteinu
CD4). Antivielas specifiskums ir apstiprinats ar HCDM padomi (HLDA VIII
darbnica).

Antiviela LT8 atpazist cilvéka CD8 antigénu (disulfidsaisu dimérs, kas izpauzas ka
divi CD8 alfa kédes homodiméri vai CD8 alfa/beta kédes heterodiméri). Antivielas
specifiskums ir apstiprinats ar HLDA darbnicam (HLDA V darbnica® un HLDA VI
darbnica ©)).

Antiviela 3G8 atpazist cilvéka CD16 antigénu (zemas afinitates Il tipa
imdnglobulina Fc-gamma receptors). Antivielas specifiskums ir apstiprinats ar
HLDA darbnicu (HLDAV darbnica (16).

Antiviela LT56 atpazist cilvéka CD56 antigéna leikocitu izoformu (neironu $tnu
adhézijas molekula 1). Antivielas specifiskums ir apstiprinats ar HCDM padomi
(HLDA X darbnica).

Antiviela LT19 atpazist cilvéka CD19 antigénu (B-$nas transmembranas
glikoproteinu CD19). Antivielas specifiskums ir apstiprinats ar HCDM padomi
(HLDA X darbnica).

Antiviela MEM-28 atpazist visas cilvéka CD45 leikocttu izoformas (proteina tirozina
fosfatazes receptora tips C). Antivielas specifiskums ir apstiprinats ar HLDA
darbnicu (HLDA 11l darbnica (9.

Precizitate

Metodes precizitate tika mérita uz BD FACSCanto™ Il pliasmas citometra un
noteikta ka ierices KOMBITEST TBNK 6-color salidzinajums ar lidzigu tirgt
pieejamu produktu BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (Kat. Nr. 644611), veicot
paralélu iekrasosanu 30 veseliem asins donoriem.

Uz Beckman Coulter DxFLEX un Sysmex XF-1600™ plidsmas citometriem metodes
precizitate tika noteikta, salidzinot rezultatus, analiz€jot tos pasus 39 veselu asins
donoru asins paraugus, kas iekrasoti ar ierici KOMBITEST TBNK 6-color attiecigi uz
BC DxFLEX un BD FACSCanto™ Il plismas citometriem un uz Sysmex XF-1600™
un BD FACSCanto™ Il plidsmas citometriem.

Metodes precizitate ir apstiprinata ar paralélu iekrasosanu 134 pacientiem (skatit 7.
tabulu), kuriem ir aizdomas par iminsistémas patologisku stavokli. Linearas
regresijas analizes parametri ir sniegti 4.-7. tabula.
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Tabula 4 Linearas regresijas analize limfocitu apaksgrupam veseliem donoriem (ierices
KOMBITEST TBNK 6-color salidzinajums ar IVD produktu BD Multitest™ 6-Color TBNK
Reagent (Kat. Nr. 644611))

Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Slipums Nogrieznis R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

Sanas/ul | 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957

CD3+CD8+
Sanas/ul | 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939

CD3+CD4+
Sanas/ul | 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968

CD3-CD16+CD56+

Sanas/ul | 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948

CD3-CD19+
Sanas/ul | 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = asins paraugu skaits
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Tabula 5 Linearas regresijas analize limfocitu apaksgrupam veseliem donoriem (analizes
salidzinajums asins paraugiem, kas iekrasoti ar ierici ED7733 uz Beckman Coulter DxFLEX ar
BD FACSCanto™ )

ED7733 mérijuma precizitate uz Beckman Coulter DxFLEX
Beckman Coulter DxFLEX pliismas citometrs pret BD FACSCanto™ Il pliismas citometru
Mérijuma patiesums
Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Shipums Nogrieznis R2

% 39 0.9822 0.0145 0.9879

o éu[‘j“ 39 0.9792 -24.255 0.9811

% 39 1.0171 0.0052 0.9829

CDorenes 5“375/ 39 | 10478 30975 | 09930

% 39 0.9789 -0.001 0.9857

choreb 5“[‘1?5/ 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3-CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ éf‘?j” 39 0.9699 10.484 0.9886

% 39 1.0212 -0.0047 0.9757

cpeepl 5‘];";‘5/ 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = asins paraugu skaits
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Tabula 6 Linearas regresijas analize limfocitu apaksgrupam veseliem donoriem (analizes
salidzinajums asins paraugiem, kas iekrasoti ar ierici ED7733 uz Sysmex XF-1600™ ar BD
FACSCanto™ Il)

ED7733 mérijuma precizitate uz Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™ plasmas citometrs pret BD FACSCanto™ Il plismas citometru

Meérijuma patiesums

Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Shipums Nogrieznis R2

% 39 1.0058 0.0105 0.9918

3 éu[‘j“ 39 1.0174 4.2861 0.9991

% 39 1.0134 0.0015 0.9924

C3weber 5“375/ 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963

Coswehar 5‘_‘[‘1";‘5/ 39 | 1.0043 17.382 0.9981
CD3-CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CD56+ éf‘?j” 39 0972 34422 | 09903

% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

cos-cbr 5‘];";‘5/ 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = asins paraugu skaits
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Tabula 7 Linearas regresijas analize limfocitu apaksgrupam pacientiem, kuriem ir aizdomas
par iminsistémas patologiskiem stavokliem (ierices KOMBITEST TBNK 6-color salidzinajums
ar AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. un akreditétas kliniskas
laboratorijas iek$éjo metodi - dazadu raZotaju vienkrasainu konjugétu antivielu kokteili un
analizi uz BD FACSCanto™ 1)

Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Shipums Nogrieznis R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+

Sanas/ul | 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98

CD3+CD8+
Sanas/ul | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98

CD3+CDA4+
Sanas/ul | 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98

CD3-CD16+CD56+

Sunas/ul | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99

CD3-CD19+
Sanas/ul | 134 1.043 -0.010 1.00

n = asins paraugu skaits
Linearitate

Metodes linearitate tika parbaudita 10 secigos atskaidijumos leikocitiem
bagatinatam asins paraugam (buffy coat). Stnu paraugi tika iekrasoti ar
KOMBITEST TBNK 6-color seSos atkartojumos. Paraugi tika analizéti, izmantojot
BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX un Sysmex XF-1600™ plasmas
citometrus. Tika noveérots, ka méritie dati noraditajam limfocitu apaksgrupam ir
lineari limfocrtu diapazona 333-9492 Stnas/ul, izmantojot BD FACSCanto™ I,
309-8693 sunas/ul, izmantojot Beckman Coulter DxFLEX, un 86-6822 sunas/ul,
izmantojot Sysmex XF--1600™. Stinu apaksgrupas bija diapazonos, kas atrodami
8.-10. tabula.
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Tabula 8 Limfocitu apaksgrupu linearie diapazoni, analizéti ar BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
Limfocitu apaksgrupa Diapazons (Stnas/ul)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabula 9 Limfocitu apaksgrupu linearie diapazoni, analizéti ar Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Limfocitu apaksgrupa Diapazons (3tnas/pl)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Tabula 10 Limfocitu apaksgrupu linearie diapazoni, analizéti ar Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™
Limfocitu apaksgrupa Diapazons (3tnas/pul)
CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8-700
CD3-CD19+ 7 - 567
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NoteikSanas robeZa / kvantitativas noteikSanas robeZa / testa robezvértiba
Linearitates dati tika izmantoti, lai noteiktu noteikSanas robezu (LOD) un
kvantitativas noteikSanas robezu (LOQ).

Noteik$anas robezZa ir noradita ka zemaka absollta sunu skaita vértiba, kas nav
nulle, plus 3xSD (standartnovirze) katrai limfocitu apaksgrupai (skatit 11.-13.
tabulu).

Kvantitativas noteikSanas robeza ir noradita ka zemaka veértiba analita
koncentraciju linearitates diapazona, kas noradita ka limfocitu apaksgrupas
absolutais skaits, pie kura CV no sesiem atkartojumiem neparsniedza 10% un
atghsana bija diapazona 90%-110% (skatit 11.-13. tabulu).

Testa rezultati nav unikali diagnostiski vienai kliniskai vienibai, tapéc testa
robezvértibu nevar novertet.

Tabula 11 Noteiksanas un kvantitativas noteikSanas robezas uz BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
(3Gnas/pl)

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

Tabula 12 Noteiksanas un kvantitativas noteikSanas robezas uz Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
. - Zemakais San
a:g?(‘;;::a skaiisv, _Iia: rs1as\l/J nltJJIIe 3xSD (SD) (§ﬁlr-|gsl3ul) (§ﬁlr-lng/ul)
(Sanas/pl)

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
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Tabula 13 Noteiksanas un kvantitativas noteikSanas robezas uz Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

. - Zemakais stnu

alr-)la:?é:(;‘:f;a skaits, kas nav nulle| 3xSD (SD) (§ﬁlr-1(:sl3ul) (§ﬁlr-1(:_3ul)
(3tGnas/ul)

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
Atkartojamiba

Testa atkartojamiba tika mérita desmit asins paraugiem sesos atkartojumos.
Paraugi tika analizéti, izmantojot BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX un
Sysmex XF-1600™ plasmas citometrus. Variacijas koeficienti (CV) ir sniegti zemak
eso3ajas tabulas (14.-16. tabula).

Tabula 14 lerices atkartojamiba uz BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Vidéjais SD %CV
% 10 70.34 0.56

CD3+ 0.91
sSanas/pl 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27

CD3+CD8+ 1.25
Sanas/ul 10 453 5.23
% 10 41.06 0.53

CD3+CD4+ 1.36
Sanas/ul 10 808 9.71
% 10 16.35 0.40

CD3-CD16+CD56+ 2.43
sSanas/pl 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
Sanas/ul 10 227 478

n = asins paraugu skaits
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Tabula 15

lerices atkartojamiba uz Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Limfocitu apaksgrupa Vieniba n Videgjais SD %CV
% 10 70.80 0.61
CD3+ 0.95
sanas/ul 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32
CD3+CD8+ 1.42
Stnas/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56
CD3+CD4+ 1.47
sanas/pl 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.72
sanas/ul 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32
CD3-CD19+ 2.83
sanas/pl 10 227 5.94
n = asins paraugu skaits
Tabula 16 lerices atkartojamiba uz Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™
Limfocttu apaksgrupa Vieniba n Vidégjais SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
sSanas/pl 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
sSanas/pl 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
sanas/ul 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 271
sSanas/pl 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
sanas/ul 10 173 5.56

n = asins paraugu skaits
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Reproducéjamiba

Testa reproducéjamiba uz BD FACSCanto™ Il un Beckman Coulter DxFLEX tika
meérita uz 2 stabilizétiem asins paraugiem (CD-Chex Plus® un CD-Chex Plus® CD4
Low no STRECK). Testa reproducéjamiba uz Sysmex XF-1600™ tika mérita uz 4
stabilizétiem asins paraugiem (CD-Chex Plus® un CD-Chex Plus® CD4 Low un
papildus IMMUNO-TROL Low Cells un IMMUNO-TROL Cells no Beckman
Coulter). Paraugi tika mériti vienados apstaklos 15 dienas, izmantojot 3 ierices
partijas (5 dienas katra). Variacijas koeficienti (CV) ir sniegti zemak esosajas tabulas
(17.-19. tabula).

Tabula 17 lerices reproducéjamiba uz BD FACSCanto™ I

lefvoatu Materials Vieniba Vidéjais SD %CV
apaksgrupa
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
Sanas/pl 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low sanas/ul 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
sanas/ul 578 5.62
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 4217 0.31 073
CD4 Low $anas/ul 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
gunas/pl 1203 11.15
CD3+CD4+ i
CD-Chex Plus® % 1253 0.26 11
CD4 Low $tnas/pl 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
sanas/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ -
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Lo4
CD4 Low sanas/ul 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
Stnas/pl 279 4.03
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 L7
CD4 Low sanas/ul 262 4.58 '
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Tabula 18 lerices reproducéjamiba uz Beckman Coulter DxFLEX

Limfocitu Materials Vieniba | Videjais |  SD %CV
apaksgrupa
% 7717 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
Stnas/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43
0.71
CD4 Low $anas/ul 883 6.24
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
Stnas/pl 589 4.99
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 4281 0.32
0.75
CD4 Low stinas/pl 621 4.65
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
sunas/ul 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53
4.37
CD4 Low $anas/ul 176 771
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ sanas/ul 261 492
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 »
CD4 Low $anas/ul 281 4.59 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
sanas/ul 273 4.19
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35
1.95
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Tabula 19 lerices reproducéjamiba uz Sysmex XF-1600™

Limfocitu

apaksgrupa Materials Vieniba Vidéjais SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® Zanas/ul 1642 ) 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low Sunas/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells Sanas/pl 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells Sunas/ul 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® Zinas/ul 268 a1 0.88
CD;:CDh:XL Plus® % 41.85 0.54 1.29
ow Sanas/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells Sunas/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells Stnas/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® %0nas/ 1085 792 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 3.61
CD3+CD4+ CD4 Low Stnas/pl 166 6.0 )
IMMUNO-TROL % 4477 0.42 0.93
Cells Sunas/ul 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells Sunas/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® Zanas/l 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low Sanas/ul 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells Sunas/pl 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells sanas/ul 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® Zanas/l 510 37 1.74
CD;:C[l;ijPlus® % 19.70 0.31 161
ow Sanas/pl 260 4.2 )
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells Sanas/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells Sunas/pl 144 4.3 )
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PAZINOJUMS: Visi analitiskas veiktspéjas dati tika meériti, izmantojot eritrocitu
lizésanas skidumu EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066).

Plasmas citometrijas analizei tika izmantoti $adi plismas citometri, ieskaitot
programmaturas versiju:

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

Absoltta stnu skaita noteiksanai, izmantojot divu platformu metodi, tika
izmantots hematologijas analizators ar Sadam specifikacijam:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - versija 00-22(164)

Meérito datu novertésanai tika izmantota Sada analizes platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versija 10.9.0

12.Khniskais veiktspéjas raksturojums

Pacienti ar primaro imtindeficitu

Kliniskie dati tika savakti kliniskaja vieta 30 pacientiem ar aizdomam par kopé€ju
mainigu imandeficitu (CVID). lerices ED7733 kliniskais veiktspéjas raksturojums
tika noteikts ka ierices salidzinajums KOMBITEST TBNK 6-color izmantojot ar
eritrocitu lizésanas skidumu EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066)
ar akreditétas kliniskas laboratorijas metodi (AQUIOS CL Flow Cytometry System -
Beckman Coulter, Inc.).

Pacientu imGna statusa novértéjuma rezultati tika izvertéti attieciba uz
imandeficitu (20. tabula).
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Tabula 20 lerices KOMBITEST TBNK 6-color kliniskais veiktspéjas raksturojums - CVID

pacienti
Imiinais statuss novértéts ar akreditétas
kliniskas laboratorijas metodi
Imindeficits Normals stavoklis

X
£ Z
'g o
'S '|: Imandeficits 24 pacienti 0 pacientu
own
coul
nwkE o
Sm 0o
+ z [¥]
m 1
BwQov
o X
g8 Normals stavoklis 0 pacientu 6 pacienti
=
EC

(1}

Pacienti ar ieglitu imindeficitu

Kliniskie dati tika savakti kliniskaja vieta 53 pacientiem ar apstiprinatu cilveka
imandeficita virusa (HIV) infekciju. lerices kliniskais veiktspéjas raksturojums tika
noteikts ka ierices KOMBITEST TBNK 6-color salidzinajums, izmantojot ar
eritrocitu lizésanas skidumu EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066)
ar akreditétas kliniskas laboratorijas iek$éjo metodi (daZzadu raZot3ju vienkrasainu
konjugétu antivielu kokteili un analizi uz BD FACSCanto™ Il).

Pacientu imGna statusa novértéjuma rezultati tika izvertéti attieciba uz
imandeficitu (21. tabula).
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Tabula 21 lerices KOMBITEST TBNK 6-color kliniskais veiktspéjas raksturojums - HIV

pacienti
Imainais statuss noveértéts ar akreditétas
kliniskas laboratorijas iekS€jo metodi
Imandeficits Normals stavoklis
X
£ Z
£ e o .
i@ '|: Imandeficits 28 no 29 pacientiem* 0 pacientu
30
coul
a5 2
ees
70
o X
i) Normals stavoklis 0 pacientu 24 pacienti
=
£
(1}
UZMANIBU:

*lerice KOMBITEST TBNK 6-color paradija iekraso$anu, kas nebija pietiekama T-3anu (CD3+)
skaidrai nodali3anai vienam (1) HIV pacientam kritiska veselibas stavoklr.

13.Sagaidamas vértibas
Atsauces intervals

Tabula 22 Veselu asins donoru atsauces intervali, mériti uz BD FACSCanto™ I

Diapazons
Limfocitu apaksgrupa n Vieniba Mediana
Min Maks
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+ .
65 sanas/pl 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ —
65 sanas/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ —
65 sanas/pl 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ —
65 sanas/pl 84 1036 266
65 % 54 25.0 10.6
CD3-CD19+ —
65 sanas/ul 74 404 209




n = asins paraugu skaits

22. tabulas atsauces intervali tika noteikti veseliem pacientiem, kas tika uzskatiti
par asins donoriem saskana ar Cehijas Republikas tiesibu aktiem, izpildot stingrus
kritérijus asins donoram asins bankai. Dati tika mériti uz BD FACSCanto™ Il
plismas citometra.

Konkréti atsauces diapazoni var atskirties atkariba no regiona un populacijas, kurai
vértibas tika noteiktas. St iemesla dé| laboratorijam janosaka savi normalie atsauces
intervali limfocttu apaksgrupam, kas identificétas, izmantojot KOMBITEST TBNK 6-
color, no vietéjas normalo donoru populacijas, nemot véra vertibu variacijas, kas
saistitas ar vecumu, dzimumu, kliniskajam ipasibam un etnisko piederibu.

14.lerobezojumi

lerice KOMBITEST TBNK 6-color nav validéta lietoSanai paraugos, kas savakti ar
heparinu vai skaba citrata dekstrozes (ACD) antikoagulantiem, nosakot relativo un
absolito skaitu.

lerice KOMBITEST TBNK 6-color nav paredzéta leikémijas un limfomas paraugu
skriningam un/vai fenotipésanai.

Absolitais skaits nav salidzinams starp laboratorijam, kas izmanto dazadu razotaju
atskirigu aprikojumu.
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13. nodalas apraksts. Sagaidamas veértibas - Atsauces intervals.
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Kontaktinformacija
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orders@exbio.cz
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jazino razotajam un vieté&jai kompetentajai iestadei.
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