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1. Namen uporabe
KOMBITEST TBNK 6-color je namenjen odkrivanju in Stetju populacij in podskupin
limfocitov v polni humani krvi s preto¢no citometrijo.

Kaj se odkriva in/ali meri

Pripomocek KOMBITEST TBNK 6-color odkriva in meri relativne odstotke in
absolutna stevila humanih T-celic (CD3+), B-celic (CD3-CD19+), NK-celic (CD3-
CD16+56+), pomagalnih/induktorskih (CD3+CD4+) in supresorskih/citotoksicnih
(CD3+CD8+) podskupin T-celic.

Funkcija pripomocka

Pripomocek je namenjen uporabi pri imunoloskem ocenjevanju normalnih bolnikov
in lahko pomaga pri diagnosticiranju bolnikov, ki imajo ali pri katerih obstaja sum na
imunsko pomanijkljivost.

Povezava s fizioloskim ali patoloskim stanjem
Na pogostost populacij limfocitov, izmerjenih s pripomockom, lahko vplivajo
razli¢na patoloska stanja, ocena njihovih odstotkov in Stevil pa se lahko uporabi pri
ocenjevaniju:

e CD3+/CD4+ pomagalnih/induktorskih T-celic pri spremljanju HIV &:4.7.9)

e CD3+/CD8+ citotoksic¢nih T-celic pri virusnih okuzbah in dednih imunskih

pomanijkljivostih @ 3-4,11,12,15,17)
e CD3-/CD19+ B-celic pri avtoimunskih boleznih ©-¢)
e CD3-/CD16+56+ NK-celic pri prirojeni imunosti in imunolo3ki okvari (3 14

Vrsta preiskave
Ni avtomatizirano
Kvantitativno

Zahtevana vrsta vzorca
Vzorec polne periferne humane krvi z antikoagulantom

Testirana populacija
Ni namenjeno doloceni populaciji.

2. Predvideni uporabnik
Pripomocek je namenjen izklju¢no profesionalni laboratorijski uporabi. Ni
namenjen testiranju ob bolniku ali samotestiranju.

Zahteve glede kvalifikacij

Predvideni uporabnik mora imeti sodobno strokovno znanje na podrocju analize
humanih celic s preto¢no citometrijo, standardnih laboratorijskih tehnik, vklju¢no s
spretnostmi pipetiranja, ter varnega in pravilnega ravnanja z vzorci ¢loveskega
izvora.

Predvideni uporabnik mora izpolnjevati zahteve standarda EN ISO 15189 ali drugih
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veljavnih nacionalnih standardov.

3. Nacelo preiskave
Nacelo preiskave temelji na odkrivanju vezave monoklonskega protitelesa na
specificno molekulo (antigen), ki jo izraZajo dolo¢ene humane krvne celice.
Monoklonska protitelesa, uporabljena v preiskavi, so oznacena z razli¢nimi
fluorokromi, ki jih vzbudi laserski Zarek iz preto¢nega citometra med pridobivanjem
s protitelesi obarvanega krvnega vzorca. Nato se zbere in analizira fluorescenca
(oddajanje svetlobe) vsakega fluorokroma, prisotnega na pridobljeni krvni celici.
Intenzivnost fluorescence je neposredno sorazmerna z gostoto izrazanja antigena v

celici, kar omogoca locevanije razlicnih podskupin celic.

4. PriloZen(i) reagent(i)

Vsebina

Pripomocek KOMBITEST TBNK 6-color zadostuje za 50 testov in je priloZzen z
naslednjim reagentom:

1 steklenicko (1 ml), ki vsebuje vnaprej pripravljeno kombinacijo s fluorokromom
oznacenih monoklonskih protiteles CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45
PerCP-Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, razred¢enih do
optimalnih koncentracij v stabilizacijski fosfatno puferirani fizioloski raztopini (PBS),
ki vsebuje 15 mM natrijevega azida in 0,2 % govejega serumskega albumina (BSA).

Sestava
Preglednica1l Opis aktivnih sestavin
Antigen Fluorokrom Klon Izotip Ko?ﬁzr/‘rt;BCija
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. Materiali, potrebni, vendar ne prilozeni
Epruvete z okroglim dnom (12 x 75 mm)

Raztopina za lizo eritrocitov (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., kat. 5t. ED7066
ali CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. st. BD303500)

Deionizirana voda (kakovost za reagente)

Kontrolne celice postopka (Streck CD-Chex Plus®, kat. st. 213323 ali enakovredna
liziabilna celi¢na kontrola)

6. Potrebna oprema
Avtomatska pipeta z nastavki za enkratno uporabo (20-100 pl) za pipetiranje
vzorca in reagentov

Dozirnik tekocine ali pipeta z nastavki za enkratno uporabo (0,5-2 ml) za doziranje
raztopine za lizo eritrocitov

Vrtinéni mesalnik
Hematoloski analizator (za absolutno Stevilo celic), ki lahko Steje levkocite (WBC) in
limfocite na pul vzorca

Pretoc¢ni citometer z dvema virom laserskega vzbujanja (488 nm in ~635 nm),
detektorji za razprseno svetlobo, opti¢nimi filtri in emisijskimi detektoriji,
primernimi za zbiranje signalov fluorokromov, navedenih v Preglednici 2.

Preglednica 2 Spektralne lastnosti fluorokromov, uporabljenih v pripomocku

Fluorokrom Vzbujanje [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

OBVESTILO: Pripomocek je bil testiran na preto¢nih citometrih BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) in Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation).

7. Shranjevanje in ravnanje

Hraniti pri 2-8 °C.

Izogibati se dolgotrajni izpostavljenosti svetlobi.

Ne zamrzovati.

Glejte Poglavje 10 Postopek (Priprava reagenta) za informacije o stabilnosti med
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uporabo in roku uporabnosti po prvem odpiranju, skupaj s pogoji shranjevanja in
stabilnostjo delovnih raztopin (kjer je relevantno).

8. Opozorila, previdnostni ukrepi in omejitve uporabe

Razvrstitev nevarnosti po GHS

Za popolne informacije o tveganijih, ki jih predstavljajo kemi¢ne snovi in zmesi,
vsebovane v Izdelku, ter o tem, kako z njimi ravnati in jih odstraniti, glejte varnostni
list (VL), ki je na voljo na strani izdelka na www.exbio.cz.

Bioloska nevarnost

Cloveski bioloski vzorci in vzorci krvi ter vsi materiali, ki pridejo v stik z njimi, se
vedno Stejejo za infektivni material.

Uporabljati osebno zascitno in varnostno opremo, da se prepreci stik s koZo, o€¢mi
in sluznicami.

Upostevati vse veljavne zakone, predpise in postopke za ravnanje z infektivnim
materialom in njegovo odstranjevanje.

Znaki poslabsanja
Normalen videz priloZzenega reagenta je bistra tekocina. Ne uporabljajte reagenta,
¢e opazite kakrsno koli spremembo videza, na primer motnost ali znake izloc¢anja.

Omejitev uporabe
Ne uporabljati po roku uporabnosti, navedenem na etiketah izdelka.

9. Vzorec
Uporabiti periferno vensko kri, odvzeto v posodo za vzorce, razvrsc¢eno kot
medicinski pripomocek, z antikoagulantom EDTA.

OBVESTILO: Dolocite absolutno stevilo levkocitov (WBC) in limfocitov v
odvzetem vzorcu krvi s hematoloskim analizatorjem. Pripomocek KOMBITEST
TBNK 6-color sam po sebi ne omogoca Stetja absolutnega Stevila celic.

Vzorec krvi s Stevilom levkocitov (WBC), ki presega 40x10°2 celic/ul bo zahteval
redcenje s PBS pred obdelavo vzorca.

Vzorec krvi obdelati najpozneje 24 ur po odvzemu. Vzorec hraniti pri laboratorijski
temperaturi (20-25°C). Vzorca se ne sme hladiti.

Endogena interferenca
Na podlagi raziskav znanstvene literature so viri endogene interference opredeljeni
v Preglednici 3.
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Preglednica 3 Endogena interferenca pripomocka

na pretocno citometri¢no analizo dolocenih
populacij krvnih celic.

Endogena Vpliv Referenca
interferenca
Albumin Albumin lahko pri visokih koncentracijah 18, 19, 35
povzroci motnje zaradi svoje sposobnosti
vezave in sproscanja velikih koli¢in ligandov.
Bilirubin Bilirubin lahko poveca fluorescenc¢no ozadje | 22, 24, 28
(zlatenica) celic zaradi svoje visoke avtofluorescence.
(nekonjugiran)
Celi¢ni ostanki Celicni ostanki lahko povzrocijo neto¢no 21, 25
(po lizi) Stetje celic in zmanj$ajo koli¢ino protitelesa
v pripomocku.
Eritrociti Nezadostna liza, prisotnost rdecih krvnickv | 26
vzorcu lahko povzroci napacno Stetje celic.
Hemoglobin Hemolizirani vzorci lahko dajo napacne 23
rezultate.
Humana Zdravljenje z monoklonskim protitelesom 20, 30, 31,
protitelesa proti | lahko da napacne rezultate (sposobnost 32,33,34
misjim vezave na antigene na povrsini celice).
antigenom
Imunoglobulini Ni jih mogoce izprati v metodi z eno 21
platformo in lahko dajo napacno Stevilo
podskupin limfocitov.
Revmatoidni Prisotnost RF povzroca motnje pri MIA 27
faktoriji (multipleksni imunotesti).
Trigliceridi Visoke ravni krozecih lipidov lahko vplivajo 29

Eksogena interferenca
Vzorec, starejsi od 24 ur, lahko da napacne rezultate.

Hlajen vzorec lahko da napacne rezultate.

Nepravilna priprava raztopine za lizo eritrocitov (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha,
a.s., kat. t. ED7066 ali CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. st. BD303500)
lahko da napacne rezultate. Upostevajte navodila proizvajalca za uporabo raztopine

za lizo eritrocitov.
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10.Postopek

Priprava priloZenegal(ih) reagenta(ov)
Priprava reagenta ni potrebna.

Pred uporabo pustite, da reagent doseZe sobno temperaturo. Primarno posodo
pripomocka hraniti suho.

Uporabite reagent neposredno iz njegove izvirne primarne posode. Cas, ko je
reagent v uporabi (izpostavljen svetlobi in povisani temperaturi), ne sme presegati
4 ure na dan.

Po prvem odpiranju reagent ohrani svoje lastnosti delovanja do roka uporabnosti,
¢e se hrani pod navedenimi pogoji v izvirni primarni posodi.

POZOR: Ne redcite reagenta.

Priprava materialov, potrebnih, vendar ne priloZenih

Redcite koncentrirano raztopino za lizo eritrocitov z deionizirano vodo v skladu z
navodili proizvajalca. Razred¢ena (1X) raztopina za lizo eritrocitov je stabilna 1
mesec, ¢e se hrani v dozirniku tekocine ali zaprti posodi pri sobni temperaturi.

Nadzor kakovosti

Uporabite Streck CD-Chex Plus® ali enakovredne kontrolne celice kot pozitivno
postopkovno kontrolo za zagotovitev pravilnega delovanja pripomocka, kot je
predvideno. Streck CD-Chex Plus® zagotavlja dolocene vrednosti za odstotek
pozitivnih in absolutno Stevilo T-celic, B-celic, granulocitov, monocitov in NK-celic,
vkljuéno z dvema kliniéno pomembnima ravnema CD4+ celic.

Kontrolne celice obarvajte z reagentom KOMBITEST TBNK 6-color v skladu z
obdelavo vzorca, kot je doloceno v navodilih za uporabo. Preverite, ali so dobljeni
rezultati (% pozitivnih celic) znotraj pricakovanega razpona, navedenega za
uporabljeno serijo kontrolnih celic.

Barvanje vzorca

1. Zavsak vzorec oznacite epruveto z okroglim dnom (12 x 75 mm) z ustrezno
identifikacijo vzorca.

2. Odpipetirajte 20 pl reagenta KOMBITEST TBNK 6-color na dno epruvete 12 x
75 mm.

3. Odpipetirajte 50 pl dobro premesanega vzorca krvi na dno epruvete.

POZOR: Izogibajte se pipetiranju krvi na steno epruvete. Ce na steni epruvete
ostane razmaz ali kapljica krvi, morda ne bo obarvana z reagentom ali eritrociti
morda ne bodo lizirani, rezultat testa pa morda ne bo veljaven.
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4. Premesajte na vrtinénem mesalniku in inkubirajte epruveto 20 minut pri sobni
temperaturi v temi.

5. Dodajte 500 pul razredéene (1X) raztopine za lizo v epruveto.

6. Premesajte na vrtinénem mesalniku in inkubirajte epruveto 10 minut pri sobni
temperaturi v temi.

Takoj analizirajte obarvan vzorec s pretoé¢nim citometrom. Ce obarvanega vzorca
ne boste takoj analizirali, hranite pri 2-8 °C v temi in analizirajte v 24 urah.

POZOR: Premesajte obarvan vzorec na vrtinénem mesalniku neposredno pred
analizo s preto¢nim citometrom, da se izognete agregatom.

Analiza s pretocno citometrijo

Pretocni citometer, izbran za uporabo s pripomockom KOMBITEST TBNK 6-color
je treba redno umerjati s fluorescentnimi mikrokroglicami, da se zagotovi stabilna
obcutljivost detektorjev v skladu z navodili proizvajalca citometra.

Ce ni pravilno vzdrzevan, lahko preto¢ni citometer poda napaéne rezultate.

Glejte specifikacije proizvajalca citometra za laserje in detektorje fluorescence
glede na znacilnosti vzbujanja in emisije fluorokromov v Poglavje 6 Potrebna
oprema.

Nastavite napetosti na ustreznih detektorjih fluorescence pred analizo obarvanega
vzorca. Napetost na PMT detektorju je treba nastaviti dovolj visoko, da minimalno
Stevilo negativno obarvanih dogodkov moti kanal O na osi fluorescence. Poleg tega
napetost PMT detektorja ne sme presegati vrednosti, pri katerih so pozitivni
dogodki potisnjeni proti desni osi.

Kompenzirajte signale fluorescence med detektoriji pred ali po zbiranju podatkov.
Podatki se lahko napacno interpretirajo, ¢e so signali fluorescence nepravilno
kompenzirani ali ¢e so vrata nenatanc¢no postavljena.

Za analizo izmerjenih podatkov je mogoce uporabiti programsko opremo citometra,
ki jo je razvil proizvajalec, ali programsko opremo, namenjeno izvenmrezni analizi
podatkov citometrije (na primer FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

8/32



Analiza podatkov KOMBITEST TBNK 6-color obarvanega vzorca

Vizualizirajte kompenzirane podatke na diagramu stranskega raztrosa (SSC) proti
CD45 PerCP-Cy™5.5. Nastavite vrata za populacijo CD45+ limfocitov, kot je
prikazano na Sliki 1.

Slika1 Razmejitev populacije CD45+ limfocitov
(podatki, pridobljeni na BD FACSCanto™ Il)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter

Sl =

-1I'Js L] pii] 1l.'l‘1 1w

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Prikazite vratovane CD45+ limfocite na diagramu stranskega raztrosa (SSC) proti
CDS FITC, kot je prikazano na Sliki 2. Loc¢ite CD3+ in CD3- limfocite z uporabo
ustreznih vrat. IzraCunajte odstotek T-celic (CD3+; obmocje B na Sliki 2) od vseh

limfocitov.

Slika 2 Locevanje CD3+ in CD3- limfocitov
(podatki, pridobljeni na BD FACSCanto™ Il)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter
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o 1o 10 10"

CD3 FITC
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PrikaZite vratovane CD3- limfocite (obmocje A na Sliki 2) kot CD19 APC proti
CD16+CD56 PE, kot je prikazano na Sliki 3. Nastavite ustrezna vrata in izraCunajte
odstotek B-celic (CD16-CD56-CD19+; obmocje C na Sliki 3) in celic naravnih
ubijalk (NK) (CD16+CD56+CD19-; obmocje D na Sliki 3) od vseh limfocitov.

Slika 3 CD3- limfociti v tockovnem diagramu CD19 APC proti CD16+CD56 PE
(podatki, pridobljeni na BD FACSCanto™ Il)

CD19 APC

lﬂs 'II.'I4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Prikazite vratovane T-celice (CD3+; obmocje B na Sliki 2) kot CD4 PE-Cy™7 proti
CD8 APC-Cy™7, kot je prikazano na Sliki 4. Nastavite ustrezna vrata in izracunajte
odstotek pomagalnih/induktorskih T-celic (CD4+CD8-; obmocje E na Sliki 4) in
supresorskih/citotoksi¢nih T-celic (CD4-CD8+; obmocje F na Sliki 4) od vseh
limfocitov.

Slika4 CD3+ limfociti v tockovnem diagramu CD4 PE-Cy™7 proti CD8 APC-Cy™7
(podatki, pridobljeni na BD FACSCanto™ Il)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Izracun in tumacenje analitskih rezultatov
Za absolutna Stevila uporabite absolutno Stevilo limfocitov, kot ga doloci
hematoloski analizator. Glejte navodila proizvajalca hematoloskega analizatorja.
Uporabite spodnje enacbe za izracun absolutnega Stevila zahtevane podskupine
limfocitov.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)

A = absolutno stevilo limfocitov (podatki hematoloskega analizatorja; celic/pl)
B = relativni odstotki zahtevane podskupine limfocitov od vseh limfocitov
(podatki pretocnega citometra; %)
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11. Analitska zmogljivost

Specificnost

Protitelo TB3 prepozna humani antigen CD3 kompleksa TCR/CD3. Specifi¢nost
protitelesa je potrdil Svet HCDM (delavnica HLDA XI).

Protitelo MEM-241 prepozna humani antigen CD4 (povrsinski glikoprotein T-celic
CD4). Specifi¢nost protitelesa je potrdil Svet HCDM (delavnica HLDA VIII).

Protitelo LT8 prepozna humani antigen CD8 (disulfidno povezan dimer, izrazen kot
dva homodimera verige alfa CD8 ali heterodimera verige alfa/beta CD8).
Specifi¢nost protitelesa so potrdile delavnice HLDA (delavnica HLDA V!¢ in
delavnica HLDA VII @),

Protitelo 3G8 prepozna humani antigen CD16 (imunoglobulinski Fc-gama receptor
tipa lll z nizko afiniteto). Specifi¢nost protitelesa je potrdila delavnica HLDA
(delavnica HLDAV (1),

Protitelo LT56 prepozna levkocitno izoformo humanega antigena CD56 (molekula
za adhezijo zivénih celic 1). Specifi¢nost protitelesa je potrdil Svet HCDM
(delavnica HLDA X).

Protitelo LT19 prepozna humani antigen CD19 (transmembranski glikoprotein B-
celic CD19). Specifi¢nost protitelesa je potrdil Svet HCDM (delavnica HLDA X).

Protitelo MEM-28 prepozna vse levkocitne izoforme humanega CD45 (receptor
proteinske tirozinske fosfataze tipa C). Specifi¢nost protitelesa je potrdila delavnica
HLDA (delavnica HLDA 111 10},

Natanc¢nost

Natancnost metode je bila izmerjena na preto¢nem citometru BD FACSCanto™ Il
in dolo¢ena kot primerjava pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color s podobnim
izdelkom, dostopnim na trgu, BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (kat. st.
644611), z vzporednim barvanjem 30 zdravih krvodajalcev.

Na pretoc¢nih citometrih Beckman Coulter DxFLEX in Sysmex XF-1600™ je bila
natan¢nost metode dolocena s primerjavo rezultatov analize istih vzorcev krvi 39
zdravih krvodajalcev, obarvanih s pripomo¢kom KOMBITEST TBNK 6-color, na
preto¢nih citometrih BC DxFLEX in BD FACSCanto™ Il ter na pretocnih citometrih
Sysmex XF-1600™ in BD FACSCanto™ II.

Natanc¢nost metode je bila podprta z vzporednim barvanjem 134 bolnikov (glejte
Preglednico 7) s sumom na patolosko stanje imunskega sistema. Parametri linearne
regresijske analize so podani v Preglednicah 4-7.
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Preglednica 4 Linearna regresijska analiza za podskupine limfocitov pri zdravih darovalcih
(primerjava pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color z izdelkom IVD BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (kat. st. 644611))

Podskupina limfocitov Enota n Naklon Presecisce R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

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

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

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

CD3-CD16+CD56+

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

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

n = Stevilo vzorcev krvi
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Preglednica 5 Linearna regresijska analiza za podskupine limfocitov pri zdravih darovalcih
(primerjava analize vzorcev krvi, obarvanih s pripomo¢kom ED7733 na Beckman Coulter
DxFLEX z BD FACSCanto™ )

Natan¢nost meritve ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX

Pretocni citometer Beckman Coulter DxFLEX proti preto¢nemu citometru BD
FACSCanto™ Il

Resni¢nost meritve

Podskupina limfocitov Enota n Naklon Presecisce R2
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+

celic/pul | 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829

CD3+CD8+
celic/ul | 39 1.0478 -3.0975 0.9930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857

CD3+CD4+
celic/pul | 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3-CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ celic/ul | 39 0.9699 10.484 0.9886
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757

CD3-CD19+
celic/pl | 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = Stevilo vzorcev krvi
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Preglednica 6 Linearna regresijska analiza za podskupine limfocitov pri zdravih darovalcih
(primerjava analize vzorcev krvi, obarvanih s pripomoc¢kom ED7733 na Sysmex XF-1600™ z
BD FACSCanto™ )

Natan¢nost meritve ED7733 na Sysmex XF-1600™

Pretocni citometer Sysmex XF-1600™ proti preto¢nemu citometru BD FACSCanto™ Il

Resni¢nost meritve

Podskupina limfocitov Enota n Naklon Presecisce R2
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+

celic/ul | 39 1.0174 4.2861 0.9991
% 39 1.0134 0.0015 0.9924

CD3+CD8+
celic/ul | 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963

CD3+CD4+
celic/ul | 39 1.0043 17.382 0.9981
CD3-CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CD56+ celic/ul | 39 0.972 -3.4422 0.9903
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

CD3-CD19+
celic/ul | 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = Stevilo vzorcev krvi
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Preglednica 7 Linearna regresijska analiza za podskupine limfocitov pri bolnikih s sumom
na patoloska stanja imunskega sistema (primerjava pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color z
AQUIQOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. in interno metodo
akreditiranega klini¢nega laboratorija - koktajlom enobarvno konjugiranih protiteles razli¢nih
proizvajalcev in analizo na BD FACSCanto™ Il)

Podskupina limfocitov Enota n Naklon Presecisce R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+

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

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

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

CD3-CD16+CD56+

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

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

n = Stevilo vzorcev krvi
Linearnost

Linearnost metode je bila preverjena na 10 zaporednih redéenjih z levkociti
obogatenega vzorca krvi (buffy coat). Vzorci celic so bili obarvani s KOMBITEST
TBNK 6-color v Sestih ponovitvah. Vzorci so bili analizirani s preto¢nimi citometri
BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX in Sysmex XF-1600™. Ugotovljeno
je bilo, da so izmerjeni podatki za navedene podskupine limfocitov linearni v
razponu limfocitov 333-9492 celic/ul z uporabo BD FACSCanto™ Il, 309-8693
celic/ul z uporabo Beckman Coulter DxFLEX in 86-6822 celic/ul z uporabo
Sysmex XF--1600™. Podskupine celic so bile v razponih, navedenih v Preglednicah
8-10.
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Preglednica 8 Linearni razponi podskupin limfocitov, analiziranih z BD FACSCanto™ I

BD FACSCanto™ Il
Podskupina limfocitov Razpon (celic/pl)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Preglednica 9 Linearni razponi podskupin limfocitov, analiziranih z Beckman Coulter

Pregled

DxFLEX
Beckman Coulter DxFLEX
Podskupina limfocitov Razpon (celic/ul)

CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

nica 10 Linearni razponi podskupin limfocitov, analiziranih z Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Podskupina limfocitov Razpon (celic/pl)
CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7-567
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Meja zaznave / meja kvantifikacije / mejna vrednost preiskave

Podatki o linearnosti so bili uporabljeni za dolocitev meje zaznave (LOD) in meje
kvantifikacije (LOQ).

Meja zaznave je bila dolo¢ena kot najnizja nenicelna vrednost absolutnega stevila
celic plus 3xSD (standardni odklon) za vsako podskupino limfocitov (glejte
Preglednice 11-13).

Meja kvantifikacije je bila dolo¢ena kot najnizja vrednost v razponu linearnosti
koncentracij analita, predstavljena kot absolutno stevilo podskupine limfocitov, pri
kateri CV iz Sestih ponovitev ni presegel 10 %, izkoristek pa je bil v razponu 90 %-
110 % (glejte Preglednice 11-13).

Rezultati preiskave niso edinstveno diagnosti¢ni za en klini¢ni subjekt, zato mejne
vrednosti preiskave ni mogoce oceniti.

Preglednica 11 Meje zaznave in kvantifikacije na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

P9dsku.pina § Naj:niije peniéc.elno 3xSD (SD) LQD LQQ
limfocitov stevilo celic (celic/pl) (celic/ul) (celic/ul)
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

Preglednica 12 Meje zaznave in kvantifikacije na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
P9dskl{pina 3 NaJ:niije Tlenié§lno 3xSD (SD) LQD L(?Q
limfocitov stevilo celic (celic/pl) (celic/ul) (celic/ul)

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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Preglednica 13 Meje zaznave in kvantifikacije na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™
P9dsku.pina § Naj:niije peniét.alno 3xSD (SD) LQD LQQ
limfocitov stevilo celic (celic/pl) (celic/ul) (celic/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
Ponovljivost

Ponovljivost preiskave je bila izmerjena na desetih vzorcih krvi v Sestih ponovitvah.
Vzorci so bili analizirani s preto¢nimi citometri BD FACSCanto™ Il, Beckman
Coulter DXFLEX in Sysmex XF-1600™. Koeficienti variacije (CV) so navedeni v
spodnjih preglednicah (Preglednice 14-16).

Preglednica 14 Ponovljivost pripomocka na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Podskupina limfocitov Enota n Povprecje SD %CV
% 10 70.34 0.56

CD3+ 0.91
celic/ul 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27

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

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

CD3-CD16+CD56+ 2.43
celic/ul 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
celic/ul 10 227 478

n = Stevilo vzorcev krvi
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Preglednica 15 Ponovljivost pripomocka na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Podskupina limfocitov Enota n Povprecje SD %CV
% 10 70.80 0.61

CD3+ 0.95
celic/ul 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32

CD3+CD8+ 1.42
celic/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56

CD3+CD4+ 1.47
celic/ul 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40

CD3-CD16+CD56+ 2.72
celic/ul 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32

CD3-CD19+ 2.83
celic/ul 10 227 5.94

n = Stevilo vzorcev krvi

Preglednica 16 Ponovljivost pripomocka na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Podskupina limfocitov Enota n Povprecje SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
celic/ul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
celic/ul 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
celic/ul 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 2.71
celic/ul 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
celic/ul 10 173 5.56

n = Stevilo vzorcev krvi
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Ponovljivost med instrumenti

Ponovljivost preiskave med instrumenti na BD FACSCanto™ Il in Beckman Coulter
DxFLEX je bila izmerjena na 2 stabiliziranih vzorcih krvi (CD-Chex Plus® in
CD-Chex Plus® CD4 Low od STRECK). Ponovljivost preiskave med instrumenti na
Sysmex XF-1600™ je bila izmerjena na 4 stabiliziranih vzorcih krvi (CD-Chex Plus®
in CD-Chex Plus® CD4 Low ter dodatno IMMUNO-TROL Low Cells in IMMUNO-
TROL Cells od Beckman Coulter). Vzorci so bili merjeni pod enakimi pogoji 15 dni z
uporabo 3 serij pripomocka (po 5 dni vsaka). Koeficienti variacije (CV) so navedeni
v spodnjih preglednicah (Preglednica 17-19).

Preglednica 17 Ponovljivost pripomocka med instrumenti na BD FACSCanto™ I

desku.pma Material Enota Povprecje SD %CV
limfocitov
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
celic/pl 1896 4.39
CD3+
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32
CD4 L - 0.53
ow celic/ul 879 4.65
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
celic/ul 578 5.62
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 4217 0.31
0.73
CD4 Low celic/ul 612 4.55
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
celic/pl 1203 11.15
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26
2.11
CD4 Low celic/pl 182 3.84
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
celic/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38
1.94
CD4 Low celic/ul 283 5.49
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
celic/pl 279 4.03
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32
1.75
CD4 Low celic/pl 262 458
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Preglednica 18

Ponovljivost pripomocka med instrumenti na Beckman Coulter DxFLEX

deskt{p|na Material Enota Povprecje SD %CV
limfocitov
% 7717 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
celic/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43
0.71
CD4 Low celic/ul 883 6.24
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
celic/pl 589 4.99
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 4281 0.32
0.75
CD4 Low celic/ul 621 4.65
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
celic/pl 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53
4.37
CD4 Low celic/ul 176 771
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ celic/pl 261 4.92
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32
CD4 L 1.63
ow celic/ul 281 459
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
celic/ul 273 4.19
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35
1.95
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Preglednica 19

Ponovljivost pripomocka med instrumenti na Sysmex XF-1600™

Podskupina

limfocitov Material Enota Povpreéje SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® celic/ul 1642 ) 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low celic/pl 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells celic/ul 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells celic/ul 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® celic/ul 268 a1 0.88
CD;;CDh:XL Plus® % 41.85 0.54 1.29
ow celic/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells celic/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells celic/ul 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® celic/ul 1085 792 0.67
CD;:Chex Plus® % 12.30 0.44 3.61
D4 Low celic/ul 166 6.0 )
CD3+CDa+ IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 093
Cells celic/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells celic/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® celic/ul 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low celic/ul 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells celic/pl 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells celic/ul 186 34 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® celic/ul 510 37 1.74
CD;:C&ijPIus@ % 19.70 0.31 161
ow celic/ul 260 4.2 )
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells celic/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells celic/ul 144 4.3 )
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OBVESTILO: Vsi podatki o analitski zmogljivosti so bili izmerjeni z uporabo
raztopine za lizo eritrocitov EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. st.
ED7066).

Za analizo s pretoc¢no citometrijo so bili uporabljeni nasledniji pretocni citometri,
vkljuéno z razlicico programske opreme:

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

Za absolutno Stevilo celic z uporabo metode dveh platform je bil uporabljen
hematoloski analizator z naslednjimi specifikacijami:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - razlic¢ica 00-22(164)

Za ovrednotenje izmerjenih podatkov je bila uporabljena naslednja analitska
platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - razli¢ica 10.9.0

12.Klini¢na zmogljivost

Bolniki s primarno imunsko pomanjkljivostjo

Klini¢ni podatki so bili zbrani na klinicnem mestu pri 30 bolnikih s sumom na
skupno spremenljivo imunsko pomanjkljivost (CVID). Klini¢na zmogljivost
pripomocka ED7733 je bila dolo¢ena kot primerjava pripomocka KOMBITEST
TBNK 6-color ob uporabi z raztopino za lizo eritrocitov EXCELLYSE Easy (EXBIO
Praha, a.s., kat. st. ED7066) z metodo akreditiranega klini¢nega laboratorija
(AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

Rezultati ocenjevanja imunskega statusa bolnikov so bili ovrednoteni glede na
imunsko pomanjkljivost (Preglednica 20).
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Preglednica 20 Klini¢na zmogljivost pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color - bolniki s
CVID

Imunski status, ocenjen z metodo
akreditiranega klinicnega laboratorija

Imunska

- Normalno stanje
pomanijkljivost

w
c
Q= Imunska . .
M . i 24 bolnikov 0 bolnikov
gg% pomanjkljivost
gy ¥
2egl
© 5 X
txZ
g3 @
§ g Normalno stanje 0 bolnikov 6 bolnikov
EL
(=3

Bolniki s pridobljeno imunsko pomanjkljivostjo

Klini¢ni podatki so bili zbrani na kliniénem mestu pri 53 bolnikih s potrjeno okuzbo
z virusom humane imunske pomanjkljivosti (HIV). Klini¢na zmogljivost pripomocka
je bila dolo¢ena kot primerjava pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color,
uporabljenega z raztopino za lizo eritrocitov EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s.,
kat. st. ED7066), z interno metodo akreditiranega klinicnega laboratorija (koktajlom
enobarvno konjugiranih protiteles razli¢nih proizvajalcev in analizo na BD
FACSCanto™ Il).

Rezultati ocenjevanja imunskega statusa bolnikov so bili ovrednoteni glede na
imunsko pomanjkljivost (Preglednica 21).
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Preglednica 21 Klini¢na zmogljivost pripomocka KOMBITEST TBNK 6-color - bolniki s

HIV
Imunski status, ocenjen z interno metodo
akreditiranega klinicnega laboratorija
Imunska .
-~ Normalno stanje
pomanijkljivost
w i
= Imunska
= - 28 od 29 bolnikov* 0 bolnikov
o = pomanjkljivost
835
o Q Y
2egl
8 X
n X Z
— 0 Mm
% 2 . . .
2 E Normalno stanje 0 bolnikov 24 bolnikov
g8
- a
POZOR:

*Pripomocek KOMBITEST TBNK 6-color je pokazal barvanje, ki ni bilo zadostno za jasno
lo¢evanje T-celic (CD3+) pri enem (1) bolniku s HIV v kriticnem zdravstvenem stanju.

13.Pricakovane vrednosti

Referenéni interval

Preglednica 22 Referencni intervali zdravih krvodajalcev, izmerjeni na BD FACSCanto™ Il

Razpon
Podskupina limfocitov n Enota Mediana
Min Maks
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+ -
65 celic/ul 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ -
65 celic/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ -
65 celic/ul 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ -
65 celic/ul 84 1036 266
65 % 5.4 25.0 10.6
CD3-CD19+ -
65 celic/ul 74 404 209
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n = Stevilo vzorcev krvi

Referencni intervali v Preglednici 22 so bili doloceni na zdravih bolnikih, ki so bili
obravnavani kot krvodajalci v skladu z zakonodajo Ceske republike, saj so
izpolnjevali stroge kriterije za krvodajalca za krvno banko. Podatki so bili izmerjeni
na preto¢nem citometru BD FACSCanto™ II.

Specifi¢ni referencni razponi se lahko razlikujejo glede na regijo in populacijo, na
kateri so bile vrednosti dolo¢ene. Zaradi tega morajo laboratoriji dolociti svoje
lastne normalne referencne intervale za podskupine limfocitov, identificirane z
uporabo KOMBITEST TBNK 6-color, iz lokalne populacije normalnih darovalcev
zaradi variacij vrednosti, povezanih s starostjo, spolom, klini¢nimi znacilnostmi in
etni¢no pripadnostjo.

14.Omejitve

Pripomocek KOMBITEST TBNK 6-color ni bil validiran za uporabo v vzorcih,
odvzetih z antikoagulanti heparinom ali kislim citratom dekstrozo (ACD) pri
dolocanju relativnega in absolutnega stevila.

Pripomocek KOMBITEST TBNK 6-color ni namenjen presejanju in/ali fenotipizaciji
vzorcev levkemije in limfoma.

Absolutna Stevila niso primerljiva med laboratoriji, ki uporabljajo razlicno opremo
razli¢nih proizvajalcev.
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17.Uporaba blagovnih znamk tretjih oseb
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BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™, BD Multitest™ in FlowJo™ so registrirane
blagovne znamke druzbe Becton, Dickinson and Company. CD-Chex Plus® je
registrirana blagovna znamka druzbe Streck. Cy™ je registrirana blagovna znamka
druzbe Cytiva. CyLyse™ FX, Sysmex XN-1000™ in Sysmex XF-1600™ so
registrirane blagovne znamke druzbe Sysmex Corporation. VenturiOne® je
registrirana blagovna znamka druzbe Applied Cytometry. Infinicyt™ je registrirana
blagovna znamka druzbe Cytognos S.L..

18.Zgodovina revizij
Razli¢ica 4, ED7733_IFU_v4

Popravek besedila v poglavju "Povezava s fizioloskim ali patoloskim stanjem".
Natancnejsi opis poglavja 13. Pricakovane vrednosti - Referencni interval.

19.Proizvajalec
EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Ceska republika
Kontaktni podatki
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz
20.Pooblas¢eni zastopniki
Odgovorna oseba za Zdruzeno Sysmex UK Ltd
kraljestvo Sysmex House
Garamonde Drive
Wymbush
Milton Keynes
MK8 8DF
Zdruzeno kraljestvo
@ +44 (0)333 3203460
M info@sysmex.co.uk

OBVESTILO: Vsak resen zaplet, ki se je zgodil v zvezi s pripomockom, je treba
prijaviti proizvajalcu in lokalnemu pristojnemu organu.
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