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1. Objetivo previsto

KOMBITEST TBNK 6-color esta disefiado para la deteccion y enumeracion de
poblaciones y subconjuntos de linfocitos en sangre total humana mediante
citometria de flujo.

Qué se detecta y/o mide

El dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color detecta y mide porcentajes relativos y
cifras absolutas de linfocitos T humanos (CD3+), linfocitos B (CD3-CD19+),
linfocitos T citotoxicos (CD3-CD16+56+), linfocitos T cooperadores/auxiliares
(CD3+CD4+) y subconjuntos de linfocitos T supresores/citotoxicos (CD3+CD8+).

Funcién del dispositivo

El dispositivo esta disefiado para su uso en la evaluacién inmunolégica de
pacientes normales y podria ayudar en el diagnostico de pacientes que tienen, o
se sospecha que tienen, inmunodeficiencia.

Contexto de un estado fisiolégico o patologico

Las frecuencias de las poblaciones de linfocitos medidas por el dispositivo
pueden verse afectadas por diversas condiciones patoldgicas, y la evaluacién de
sus porcentajes y cifras puede utilizarse para evaluar lo siguiente:

o Linfocitos T cooperadores/auxiliares CD3+/CD4+ en el seguimiento del VIH
(1,4,7,9)

o Linfocitos T citotoxicas CD3+/CD8+ en infecciones viricas e
inmunodeficiencias hereditarias ? 3 4 11.12,15,.17)
o Linfocitos B CD3-/CD19+ en enfermedades autoinmunes & 6
e Linfocitos NK CD3-/CD16+56+ en la inmunidad innata y el defecto
inmunologico @314
Tipo de ensayo
No automatizado

Cuantitativo

Tipo de muestra requerida
Muestra de sangre total periférica anticoagulada humana

Poblacion sometida a pruebas
No apta para una poblacion especifica.

2. Usuario previsto

El aparato esta destinado exclusivamente a un uso profesional en laboratorio. No
para pruebas cercanas al paciente o autodiagnéstico.

Requisitos de cualificacién

El usuario previsto debera poseer los conocimientos mas avanzados en analisis
de citometria de flujo de células humanas, técnicas de laboratorio estandar,
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incluidas habilidades de pipeteo, y manipulacién segura y adecuada de muestras
derivadas del cuerpo humano.

El usuario previsto debera cumplir la norma EN ISO 15189 u otras disposiciones
nacionales, en su caso.

3. Principio de prueba

El principio de la prueba se basa en la deteccion de la unién de anticuerpos
monoclonales a una molécula especifica (antigeno) expresada por ciertos
gldébulos sanguineos humanos. Los anticuerpos monoclonales utilizados en la
prueba se marcan con diferentes fluorocromos que se agitan con un rayo laser
de un citémetro de flujo durante la adquisicion de una muestra de sangre tefida
con anticuerpos. El instrumento recolecta y analiza la fluorescencia subsiguiente
(emisién de luz) de cada fluorocromo presente en un glébulo adquirido. La
intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la densidad de
extraccion del antigeno en una célula, lo que permite la separacion de diferentes
subconjuntos de células.

4. Reactivo(s) suministrado(s)

Contenido

El dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color es apropiado para 50 pruebas y se
suministra con el siguiente reactivo:

1 ampolla (1 ml) que contiene una combinacion premezclada de anticuerpos
monoclonales marcados con fluorocromo CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE/CD45
PerCP-Cy™5.5/CD4 PE-Cy™7/CD19 APC/CD8 APC-Cy™7, diluida a
concentraciones 6ptimas en una solucidn salina amortiguada con fosfato (PBS)
estabilizadora que contiene 15 mm de azida de sodio y 0.2% de albumina sérica
bovina (BSA).

Composicion

Tabla 1l Descripcion de los componentes activos

Antigeno Fluorocromo Clon Isotipo Con(zzr):rr]?)cién
CD3 FITC TB3 1gG2b 2
CD4 PE-Cy™7 MEM-241 1gG1 1.5
CD8 APC-Cy™7 LT8 lgG1 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 1gG1 3
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5. Materiales necesarios pero no proporcionados

Tubos de ensayo de fondo redondo de 12 x 75 mm

Solucion de lisis de eritrocitos (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., cat. N.°
ED7066 o CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, cat. N.° BD303500)

Agua desionizada (de calidad reactiva)

Células de control de procesos (Streck CD-Chex Plus®, cat. N.° 213323 o control
de células lisables equivalente)

6. Equipamiento necesario
Pipeta automatica con puntas desechables (20 - 100 yl) para pipetear muestras y
reactivos

Dispensador de liquido o pipeta con puntas desechables (0.5 — 2 ml) para
dispensar solucion de lisis de eritrocitos

Mezclador vortex

Analizador de hematologia (para cifras absolutas de glébulos) que pueda realizar
conteos de globulos blancos (WBC) y linfocitos por pl de muestra

Citometro de flujo con dos fuentes de agitacion laser (488 nm y ~635 nm),
detectores de luz dispersa, filtros 6pticos y detectores de emision adecuados
para recolectar las sefiales de los fluorocromos que se proporcionan en la
tabla 2.

Tabla 2 Caracteristicas espectrales del fluorocromo utilizado en el dispositivo

Fluorocromo Excitacion [nm] Emision [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

AVISO: El dispositivo se probé en citometros de flujo BD FACSCanto™ 1l
(BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) y Sysmex XF-1600™ (Sysmex
Corporation).
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7. Almacenamiento y manipulacion

Almacenar a 2-8 °C.
Evitar la exposicion prolongada a la luz.
No congelar.

Consulte la Seccion 10 Procedimiento (Preparacion del reactivo) para obtener
informacion sobre la estabilidad en uso y la vida util tras la primera apertura, junto
con las condiciones de almacenamiento y la estabilidad de las soluciones de
trabajo (si procede).

8. Advertencias, precauciones y limitaciones de uso

Clasificacion de peligrosidad del SGA

Consulte la Ficha de Datos de Seguridad (FDS) disponible en la pagina del
producto en www.exbio.cz para obtener toda la informacién sobre los riesgos que
plantean las sustancias y mezclas quimicas contenidas en el Producto y como
deben manipularse y eliminarse.

Peligro biolégico

Las muestras biolégicas humanas y los especimenes sanguineos, asi como
cualquier material que entre en contacto con ellos, se consideran siempre
materiales infecciosos.

Utilizar equipo de proteccion personal y de seguridad para evitar el contacto con
la piel, los ojos y las mucosas.

Siga todas las leyes, reglamentos y procedimientos aplicables para la
manipulacién y eliminaciéon de materiales infecciosos.

Evidence of deterioration

La apariencia normal del reactivo proporcionado es la de un liquido claro. No use
el reactivo si observa algun cambio en la apariencia, por ejemplo, turbidez o
signos de precipitacion.

Limitaciéon de uso
No utilizar después de la fecha de caducidad indicada en las etiquetas del
producto.

9. Muestra

Utilice sangre venosa periférica recolectada en un receptaculo para muestras
clasificado como dispositivo médico, con el anticoagulante EDTA.

AVISO: Determine la cifra absoluta de WBC y la de linfocitos en la muestra de
sangre recolectada mediante un analizador de hematologia. El dispositivo
KOMBITEST TBNK 6-color por si solo no enumera las cifras absolutas de
glébulos.
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Las muestras de sangre con una cifra de WBC superior a 40x102 células/pl
requeriran una diluciéon con PBS antes del procesamiento de la muestra.

Procese la muestra de sangre a mas tardar 24 horas después de la recoleccion.
Conservar la muestra a temperatura de laboratorio (20 °C - 25°C). No refrigere la

muestra.

Interferencias endégenas

En la Tabla 3 se identifican las fuentes de interferencia endégenas basandose en
la investigacion bibliografica.

Tabla 3 Interferencias enddgenas del aparato
Interferencias Impacto Referencia
enddgenas
Albumina La albumina puede interferir en altas 18, 19, 35
concentraciones debido a su capacidad
para unirse, asi como para liberar grandes
cantidades de ligandos.
Bilirrubina La bilirrubina puede aumentar el fondo de | 22, 24, 28
(ictericia) fluorescencia de las células debido a su
(no conjugado) elevada autofluorescencia.
Restos celulares | Los restos celulares pueden proporcionar | 21, 25
(después de la recuentos celulares inexactos y agotar el
lisis) anticuerpo dentro del dispositivo.
Eritrocitos Una lisis insuficiente, los glébulos rojos 26
presentes en la muestra pueden dar lugar
a un recuento celular erréneo.
Hemoglobina Las muestras hemolizadas pueden dar 23
resultados erréneos.
Anticuerpos El tratamiento con anticuerpos 20, 30, 31,
antimurinos monoclonales puede dar resultados 32,33,34
humanos erréneos (capacidad de union a antigenos
de la superficie celular).
Inmunoglobulinas | No puede lavarse con el método de 21
plataforma Unica y puede dar lugar a un
recuento erréneo de subconjuntos de
linfocitos.
Factores La presencia de RF interfiere con los 27
reumatoides inmunoensayos multiplex (MIA).
Triglicéridos Los niveles circulantes elevados de lipidos | 29

pueden afectar al analisis por citometria
de flujo de determinadas poblaciones de
células sanguineas.
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Interferencias exégenas
Las muestras de mas de 24 horas pueden dar resultados erréneos.

Las muestras refrigeradas pueden dar resultados erroneos.

Preparacion incorrecta de la solucion de lisis eritrocitaria (EXCELLYSE Easy,
EXBIO Praha, a.s., Cat. N.° ED7066 o CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Cat.
BD303500) puede dar resultados erréneos. Siga las instrucciones del fabricante
para el uso de la solucion de lisis eritrocitaria.

10.Procedimiento

Preparacioén de reactivo(s) suministrado(s)
No es necesaria la preparacion de reactivos.

Lleve el reactivo a temperatura ambiente antes de utilizarlo. Mantenga seco el
recipiente principal del dispositivo.

Utilice el reactivo directamente desde su envase primario original. El tiempo de
uso del reactivo (expuesto a la luz y a temperatura elevada) no debe exceder las
4 horas por dia.

Después de la primera apertura, el reactivo conserva sus caracteristicas de
funcionalidad hasta la fecha de caducidad cuando se almacena en las
condiciones indicadas en el envase primario original.

PRECAUCION: No diluya el reactivo.

Se necesita la preparacion de materiales, pero no se proveen

Diluya la solucién de lisis de eritrocitos concentrada con agua desionizada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La solucion de lisis de eritrocitos
diluida (1X) se mantiene estable durante 1 mes cuando se almacena en un
dispensador de liquidos o en un recipiente cerrado a temperatura ambiente.

Control de calidad

Use Streck CD-Chex Plus® o células de control equivalentes como control de
procedimiento positivo para garantizar el rendimiento adecuado del dispositivo
segun lo previsto. Streck CD-Chex Plus® proporciona valores establecidos para
porcentajes positivos y cifras absolutas de linfocitos T, linfocitos B, granulocitos,
monocitos y linfocitos T citotéxicos, incluidos dos niveles clinicamente relevantes
de linfocitos CD4+.

Tifia las células de control con el reactivo KOMBITEST TBNK 6-color de acuerdo
con el procesamiento de la muestra como se especifica en las instrucciones de
uso. Verifique que los resultados obtenidos (% de células positivas) estén dentro
del rango esperado que se informé para el lote usado de células de control.
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Tincién de muestras

1. Para cada muestra, etiquete un tubo de ensayo de fondo redondo de
12x75 mm con la identificacidon de muestra adecuada.

2. Pipetee 20 pl de reactivo KOMBITEST TBNK 6-color en el fondo del tubo de
ensayo de 12x75 mm.

3. Pipetee 50 yl de muestra de sangre bien mezclada en el fondo del tubo de
ensayo.

PRECAUCION: Evite pipetear sangre en el costado del tubo de ensayo. Si
guedan gotas o manchas de sangre en el costado del tubo, es posible que no
se tifan con el reactivo o que los eritrocitos no se lisen y que el resultado de la
prueba sea invalido.

4. Mezcle bien e incube el tubo de ensayo durante 20 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad.

5. Agregue 500 pl de solucion de lisis (1X) diluida en el tubo de ensayo.

6. Mezcle bien e incube el tubo de ensayo durante 10 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad.

Tome la muestra tefiida inmediatamente en el citbmetro de flujo. Si la muestra
tefiida no se tomara inmediatamente, almacene a 2 — 8 °C en la oscuridad y
analicela en un plazo de 24 horas.

PRECAUCION: Agitar la muestra tefiida inmediatamente antes de la
adquisicién en el citometro de flujo para evitar agregados.
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Analisis por citometria de flujo

El citometro de flujo seleccionado para su uso con el dispositivo KOMBITEST
TBNK 6-color se calibrara de forma rutinaria utilizando microperlas fluorescentes
para garantizar una sensibilidad estable de los detectores de acuerdo con las
instrucciones del fabricante del citometro.

Si no se mantiene adecuadamente, el citbmetro de flujo puede producir
resultados falsos.

Consulte las especificaciones del fabricante del citometro para laseres y
detectores de fluorescencia segun las caracteristicas de excitacion y emision de
los fluorocromos en la Seccion 6 Equipo necesario.

Ajuste los voltajes en los detectores de fluorescencia de interés antes del analisis
de la muestra tenida. El voltaje en un detector PMT debe ajustarse lo
suficientemente alto, para que el minimo de eventos tefidos negativamente
interfieran con el canal 0 en el eje de fluorescencia. Ademas, el voltaje del
detector PMT no debe exceder los valores en los que los eventos positivos se
presionan hacia el eje derecho.

Compense las sefiales de fluorescencia entre los detectores antes o después de
la adquisiciéon de datos. Los datos pueden interpretarse de manera incorrecta si
las sefales de fluorescencia no se compensan bien o si las ventanas de
adquisicion se colocan mal.

Para el analisis de datos medidos, es posible utilizar software de citdmetro
desarrollado por el fabricante, o software dedicado para el analisis de datos de
citometria fuera de linea (por ejemplo FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Anadlisis de datos de la muestra tenida de KOMBITEST TBNK 6-color

Visualice los datos compensados en un diagrama de dispersion lateral (SSC)
frente al diagrama de CD45 PerCP-Cy™5.5. Establezca la ventana para la
poblacién de linfocitos CD45+ como se muestra en la figura 1.

Figural Delineacion de la poblacion de linfocitos CD45+
(datos adquiridos en BD FACSCanto™ 11)
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Trace los linfocitos CD45+ controlados en un diagrama de dispersion lateral
(SSC) frente a un diagrama de CD3 FITC como se muestra en la figura 2. Separe
los linfocitos CD3+ y CD3- utilizando las ventanas de dispersion adecuadas.
Calcule el porcentaje de linfocitos T (CD3+; regién B de la figura 2) de todos los

linfocitos.

Figura2 Separacion de linfocitos CD3+ y CD3-
(datos adquiridos en BD FACSCanto™ 11)
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Trace los linfocitos CD3- seleccionados (region A de la figura 2) como CD19 APC
frente a CD16+CD56 PE como se muestra en la figura 3. Establezca las ventanas
adecuadas y calcule el porcentaje de linfocitos B (CD16-CD56-CD19+; regién C
de la figura 3) y los linfocitos T citotoxicos (NK) (CD16+CD56+CD19-; regiéon D de
la figura 3) de todos los linfocitos.

Figura 3 Linfocitos CD3- en un grafico de puntos CD19 APC frente a CD16+CD56 PE
(datos adquiridos en BD FACSCanto™ 11)
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Trace los linfocitos T seleccionados (CD3+; region B de la figura 2) como CD4
PE-Cy™7 frente a CD8 APC-Cy™7 como se muestra en la figura 4. Establezca
las ventanas adecuadas y calcule el porcentaje de linfocitos T
cooperadores/auxiliares (CD4+CD8-; region E de la figura 4) y los linfocitos T
supresores/citotdxicos (CD4-CD8+; region F de la figura 4) de todos los linfocitos.

Figura4 Linfocitos CD3+ en un grafico de puntos CD4 PE-Cy™7 frente a CD8
APC-Cy™7
(datos adquiridos en BD FACSCanto™ 11)

104_

CD4 PE-Cy™7

.B..... ......s T ..._1 T T
=10 LI} pli} 10 'H.'l";I

CD8 APC-Cy™7

Calculo e interpretacion de resultados analiticos

Para obtener cifras absolutas, use la cifra absoluta de linfocitos determinada
mediante analizador de hematologia. Consulte las instrucciones del fabricante del
analizador de hematologia. Utilice las siguientes ecuaciones para la enumeracion
de la cifra absoluta del subconjunto de linfocitos necesario.

B (%)
100 (%)
A = cifra absoluta de linfocitos (datos del analizador de hematologia; linfocitos/pl)

B = porcentajes relativos del subconjunto de linfocitos necesario de todos los
linfocitos (datos del citémetro de flujo; %)

Ax = Cifra absoluta de subconjunto de linfocitos
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11.Rendimiento analitico

Especificidad

El anticuerpo TB3 reconoce el antigeno CD3 humano del complejo TCR/CD3. La
especificidad del anticuerpo ha sido confirmada por HCDM Council (taller HLDA
X1).

El anticuerpo MEM-241 reconoce el antigeno CD4 humano (glucoproteina de
superficie de linfocitos T CD4). La especificidad del anticuerpo ha sido
confirmada por HCDM Council (taller HLDA VI1).

El anticuerpo LT8 reconoce el antigeno CD8 humano (dimero unido por disulfuro
expresado como dos homodimeros de cadena a CD8 o heterodimeros de
cadena o/ CD8). La especificidad del anticuerpo ha sido confirmada por los
talleres HLDA (taller HLDA V(9 y taller HLDA VII®),

El anticuerpo 3G8 reconoce el antigeno CD16 humano (receptor Fcy de tipo Il
de inmunoglobulina de baja afinidad). La especificidad del anticuerpo ha sido
confirmada por el taller HLDA (taller HLDA V{6)),

El anticuerpo LT56 reconoce la isoforma leucocitaria del antigeno CD56 humano
(molécula de adhesion de células neurales 1). La especificidad del anticuerpo ha
sido confirmada por HCDM Council (taller HLDA X).

El anticuerpo LT19 reconoce el antigeno CD19 humano (glucoproteina de
superficie de linfocitos B CD19). La especificidad del anticuerpo ha sido
confirmada por HCDM Council (taller HLDA X).

El anticuerpo MEM-28 reconoce todas las isoformas leucocitarias del CD45
humano (receptor de proteina tirosina fosfatasa tipo C). La especificidad del
anticuerpo ha sido confirmada por el taller HLDA (taller HLDA 111¢0)),

Exactitud

La precision del método se midié en el citometro de flujo BD FACSCanto™ Il y se
determind como comparacion del dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color con un
producto similar disponible en el mercado BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent
(Cat. N.° 644611) mediante tincion paralela de 30 donantes de sangre sanos.

En los citometros de flujo Beckman Coulter DXFLEX y Sysmex XF-1600™, la
precision del método se determind comparando los resultados del analisis de las
mismas muestras de sangre de 39 donantes de sangre sanos tefiidas con el
dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color en los citémetros de flujo BC DXFLEX y
BD FACSCanto™ |l, respectivamente, y en los citdmetros de flujo

Sysmex XF-1600™ y BD FACSCanto™ 1I.
La precisidon del método se ha visto respaldada por la tincién paralela de 134
pacientes (véase la Tabla 7) sospechosos de padecer una afeccién patolégica del

sistema inmunitario. Los parametros del analisis de regresion lineal figuran en las
Tablas 4 - 7.

14/ 34



Tabla 4 Analisis de regresion lineal para subconjuntos de linfocitos en donantes sanos
(comparacion del dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color con el producto reactivo IVD
BD Multitest™ 6-Color TBNK [cat. N.° 644611])

Subconjunto de linfocitos Unidad n | Pendiente | Interseccién R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+
linfocitos/pl | 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957
CD3+CD8+
linfocitos/pl | 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939
CD3+CD4+
linfocitos/pl | 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968
CD3-CD16+CD56+
linfocitos/pl | 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948
CD3-CD19+ - -
linfocitos/pl | 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = numero de muestras de sangre
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Tabla 5 Analisis de regresion lineal para subconjuntos de linfocitos en donantes sanos
(comparacion de las muestras de sangre de analisis tefiidas por el dispositivo ED7733 en
el Beckman Coulter DxFLEX con BD FACSCanto™ II)

Precision de la medicion de ED7733 en el Beckman Coulter DXFLEX

Citometro de flujo Beckman Coulter DxFLEX frente a citémetro de flujo
BD FACSCanto™ ||

Veracidad de la medicion

Subconjunto de . . . 2
linfocitos Unidad n Pendiente Interseccion R
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+
linfocitos/ul | 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829
CD3+CD8+
linfocitos/ul | 39 1.0478 -3.0975 0.9930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857
CD3+CD4+
linfocitos/ul | 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3-CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CDs6+ linfocitos/ul | 39 |  0.9699 10.484 0.9886
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757
CD3-CD19+
linfocitos/ul | 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = numero de muestras de sangre
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Tabla 6 Analisis de regresion lineal para subconjuntos de linfocitos en donantes sanos
(comparacion de las muestras de sangre de analisis tefiidas por el dispositivo ED7733 en
el Sysmex XF-1600™ con BD FACSCanto™ 1)

Precision de la medicion de ED7733 en el Sysmex XF-1600™

Citometro de flujo Sysmex XF-1600™ frente a citdmetro de flujo
BD FACSCanto™ ||

Veracidad de la medicion

Subconjunto de . . . 2
linfocitos Unidad n Pendiente Interseccion R
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+

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

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

CD3+CD4+
linfocitos/ul | 39 1.0043 17.382 0.9981
CD3-CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CDs6+ linfocitos/ul | 39 0.972 -3.4422 0.9903
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

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

n = numero de muestras de sangre
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Tabla 7 Analisis de regresion lineal para subconjuntos de linfocitos en pacientes con
sospecha de enfermedades del sistema inmunitario (comparacion del dispositivo
KOMBITEST TBNK 6-color con el sistema de citometria de flujo AQUIOS CL, Beckman
Coulter, Inc., y el método interno de un laboratorio clinico acreditado: un céctel de
anticuerpos conjugados con color de diferentes fabricantes y analisis en
BD FACSCanto™ 1)

Subconjunto de linfocitos Unidad n Pendiente | Interseccién R2
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+
linfocitos/pl | 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98
CD3+CD8+
linfocitos/pl | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98
CD3+CD4+ . .
linfocitos/ul | 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98
CD3-CD16+CD56+
linfocitos/ul | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99
CD3-CD19+
linfocitos/ul | 134 1.043 -0.010 1.00
n = namero de muestras de sangre
Linealidad

La linealidad del método se verificd en 10 diluciones en serie de una muestra de
sangre enriquecida con leucocitos (capa leucoplaquetaria). Las muestras de
células se tifieron con KOMBITEST TBNK 6-color en hexaplicados. Las muestras
se analizaron con el citémetro de flujo BD FACSCanto™ I, el citdmetro de flujo
Beckman Coulter DXFLEX y el citdbmetro de flujo Sysmex XF-1600™. Se observé
gue los datos medidos para los subconjuntos de linfocitos indicados eran lineales
en todo el intervalo de linfocitos 333 - 9492 células/ul utilizando BD FACSCanto™
II, 309 - 8693 células/yl utilizando Beckman Coulter DxFLEX y 86 - 6822
células/yl utilizando Sysmex XF-1600™. Los subconjuntos celulares se
encontraban en los rangos que figuran en las Tablas 8 - 10.
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Tabla 8 Intervalos lineales de subconjuntos de linfocitos analizados mediante
BD FACSCanto™ |l

BD FACSCanto™ ||
Subconjunto de linfocitos Intervalo (linfocitos/ul)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55 - 1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabla 9 Intervalos lineales de subconjuntos de linfocitos analizados mediante
Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DXFLEX

Subconjunto de linfocitos Intervalo (linfocitos/ul)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 -1280

Table 10 Intervalos lineales de subconjuntos de linfocitos analizados mediante
Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Subconjunto de linfocitos Intervalo (linfocitos/ul)
CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 1742
CD3-CD16+CD56+ 8-700
CD3-CD19+ 7 - 567
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Limite de deteccion / Limite de cuantificacion / Limite de ensayo

Los datos de linealidad se utilizaron para establecer el limite de deteccién (LOD)
y el limite de cuantificacion (LOQ).

El limite de deteccion se ha establecido como el valor mas bajo de recuento
celular absoluto distinto de cero mas 3xSD (desviacién estandar) para cada
subconjunto de linfocitos (véase las Tablas 11 - 13).

El limite de cuantificacion se ha establecido como el valor mas bajo en el
intervalo de linealidad de las concentraciones de analito presentadas como
recuento absoluto del subconjunto de linfocitos, en el que el CV de los
hexaplicados no superé el 10 % y la recuperacién estuvo en el intervalo de 90 %
- 110 % (véase las Tablas 11 - 13).

Los resultados del ensayo no son diagndsticos unicos para una unica entidad
clinica, por lo que no se puede estimar el punto de corte del ensayo.

Tabla 11 Limites de deteccién y cuantificacion en BD FACSCanto™ |l

BD FACSCanto™ ||

; Re’cuen_to c_elglar LOD L
S eahose d';"“cseza‘(‘c’é"l"jggfl“’l) 3xSD (SD) (céluloaslpl) (céluloa(glpl)
CDa+ 1 03(0.1) 13 10
CD3+CD8+ 1 0.6 (02) 16 %
CD3+CDa+ 2 1.5 (0.5) 35 136
CD3-CD16+CD56+ 1 1.2 (0.4) 22 55
CD3-CD19+ 2 1.2 (04) 32 a2

Tabla 12 Limites de deteccion y cuantificacion en Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

r Re;cuen_to c_ell_JIar LOD L
infoctos | gnes bl e 5591 | cattash | (catins
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) 35 41
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Tabla 13 Limites de deteccién y cuantificacion en Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Recuento celular
Sindoape s | mas bajo distinto | 3xSD (SD) (célLu(l)aE;/ 1) (céIIIJ(I)a(gI I
de cero (células/pl) H H
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
Repetibilidad
La repetibilidad de la prueba se midié en diez muestras de sangre en
hexaplicados. Las muestras se analizaron utilizando citometros de flujo
BD FACSCanto™ II, Beckman Coulter DXFLEX y Sysmex XF-1600™.
Los coeficientes de variacion (CV) figuran en las tablas siguientes
(Tablas 14 - 16).
Tabla 14 Repetibilidad del dispositivo en BD FACSCanto™ Il
BD FACSCanto™ ||
Subconjunto de linfocitos | Unidad n Promedio SD % CV
% 10 70.34 0.56
CD3+ — 0.91
linfocitos/pl| 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27
CD3+CD8+ 1.25
linfocitos/ul| 10 453 5.23
% 10 41.06 0.53
CD3+CD4+ — 1.36
linfocitos/ul| 10 808 9.71
% 10 16.35 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.43
linfocitos/ul| 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25
CD3-CD19+ 2.31
linfocitos/pl| 10 227 4.78

n = nimero de muestras de sangre
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Tabla 15 Repetibilidad del dispositivo en Beckman Coulter DXFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Subconjunto de linfocitos | Unidad n Promedio SD % CV
% 10 70.80 0.61

CD3+ 0.95
linfocitos/ul| 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32

CD3+CD8+ 1.42
linfocitos/pl| 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56

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

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

CD3-CD19+ 2.83
linfocitos/ul| 10 227 5.94

n = nimero de muestras de sangre

Tabla 16 Repetibilidad del dispositivo en Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Subconjunto de linfocitos | Unidad n Promedio SD % CV
% 10 69.15 0.89

CD3+ 1.39
linfocitos/ul| 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36

CD3+CD8+ 1.72
linfocitos/ul| 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70

CD3+CD4+ 1.76
linfocitos/ul| 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56

CD3-CD16+CD56+ 271
linfocitos/ul| 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35

CD3-CD19+ 3.37
linfocitos/ul| 10 173 5.56

n = numero de muestras de sangre
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Reproducibilidad

La reproducibilidad del ensayo en BD FACSCanto™ Il y Beckman Coulter
DxFLEX se midié con 2 muestras de sangre estabilizada (CD-Chex Plus® y
CD-Chex Plus® CD4 Low de STRECK). La reproducibilidad del ensayo en el
Sysmex XF-1600™ se midié en 4 muestras de sangre estabilizadas (CD-Chex
Plus® y CD-Chex Plus® CD4 Low e IMMUNO-TROL Low Cells e IMMUNO-
TROL Cells de Beckman Coulter ademas). Las muestras se midieron en las
mismas condiciones durante 15 dias utilizando 3 lotes del dispositivo (5 dias
cada uno). Los coeficientes de variacion (CV) figuran en las tablas siguientes
(Tablas 17 - 19).

Tabla 17 Reproducibilidad del dispositivo en BD FACSCanto™ |l

Sub_conjgnto de Material Unidad Promedio SD % CV
linfocitos
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
linfocitos/pl 1896 4.39
CD3+
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 0.53
CD4 Low linfocitos/l 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
linfocitos/pl 578 5.62
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 0.73
CD4 Low linfocitos/l 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
linfocitos/pl 1203 11.15
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 11
CD4 Low linfocitos/l 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
linfocitos/pl 265 5.39
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 194
CD4 Low linfocitos/pl 283 5.49
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
linfocitos/pl 279 4.03
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 175
CD4 Low linfocitos/pl 262 458
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Tabla 18 Reproducibilidad del dispositivo en Beckman Coulter DxFLEX

Subconjunto de

h ; Material Unidad | Promedio SD % CV
linfocitos
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
linfocitos/pl 1904 5.23
CD3+
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43 071
CD4 Low linfocitos/ul | 883 6.24 '
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
linfocitos/pl 589 4,99
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32 075
CD4 Low linfocitos/pl 621 4.65 '
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
linfocitos/pl 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53 437
CD4 Low linfocitos/pl 176 7.71 '
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ linfocitos/pl 261 4.92
CDs6+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low linfocitos/pl | 281 4.59
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
linfocitos/pl 273 419
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 195
CD4 Low linfocitos/ul | 259 5.05
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Tabla 19 Reproducibilidad del dispositivo en Sysmex XF-1600™

Subconjunto de

linfocitos Material Unidad Promedio SD % CV
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® [ itosiul | 1642 7.0 043
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low linfocitos/pl 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells linfocitos/pl 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 146
Low Cells linfocitos/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® 5 e s/l | 468 4.1 0.88
CD-Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
CD3+CD8+ CD4 Low linfocitos/pl 565 7.3
IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 114
Cells linfocitos/ul 309 35 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells linfocitos/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® e iosiul | 1085 7.2 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD3+CD4+ CD4 Low linfocitos/pl 166 6.0 )
IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 0.93
Cells linfocitos/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells linfocitos/pl 128 2.4 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® linfocitos/pl 205 3.3 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 101
CD3-CD16+ CD4 Low linfocitos/pl 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells linfocitos/ul 133 2.8 '
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells linfocitos/pl 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® [ o iiosiul | 210 3.7 174
CD-Chex Plus® % 19.70 0.31 161
CD3-CD19+ CD4 Low linfocitos/pl 260 4.2
IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells linfocitos/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells linfocitos/ul 144 4.3 '
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AVISO: Todos los datos de rendimiento analitico se midieron utilizando la
solucion de lisis de eritrocitos EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., cat.
N.° ED7066).

Para el analisis de citometria de flujo se utilizaron los siguientes citbmetros de
flujo, incluida la versidn de software:

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

Para los recuentos celulares absolutos se utilizé el analizador de hematologia
con método de plataforma dual con las siguientes especificaciones:
Sysmex XN-1000™ IPU Software — version 00-22(164)

Para la evaluacién de los datos medidos se utilizé la siguiente plataforma de
analisis:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - version 10.9.0

12.Rendimiento clinico

Pacientes con inmunodeficiencia primaria

En un centro, se tomaron datos clinicos de 30 pacientes con sospecha de
inmunodeficiencia variable comun (CVID). Se determiné el rendimiento clinico del
dispositivo ED7733 en comparacion con el dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color
mediante el uso de solucidn de lisis de eritrocitos EXCELLYSE Easy (EXBIO
Praha, a.s., cat. N.° ED7066) con método de laboratorio clinico acreditado
(Sistema de citometria de flujo AQUIOS CL, Beckman Coulter, Inc.).

Se analizaron los resultados de la evaluacion de inmunidad del paciente con
respecto a la inmunodeficiencia (tabla 20).
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Tabla 20 Rendimiento clinico del dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color en pacientes con

CVID

Inmunidad evaluada por método de
laboratorio clinico acreditado

Deficiencia
inmunitaria

Condicién normal

Deficiencia

. S 24 pacientes
inmunitaria

0 pacientes

Condicién normal 0 pacientes

Inmunidad evaluada
mediante el dispositivo
KOMBITEST TBNK
6-color

6 pacientes

Pacientes con inmunodeficiencia adquirida

En un centro, se tomaron datos clinicos de 53 pacientes con virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Se determiné el rendimiento clinico del
dispositivo en comparacioén con el dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color
mediante el uso de solucion de lisis de eritrocitos EXCELLYSE Easy (EXBIO
Praha, a.s., cat. N.° ED7066) con método interno de laboratorio clinico acreditado
(un céctel de anticuerpos conjugados de un solo color de diferentes fabricantes y

analisis de BD FACSCanto™ 1I).

Se analizaron los resultados de la evaluacion de inmunidad del paciente con

respecto a la inmunodeficiencia (tabla 21).
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Tabla 21 Rendimiento clinico del dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color en pacientes

con VIH
Inmunidad evaluada por método interno de
laboratorio clinico acreditado
Deficiencia L.
. o Condiciéon normal
inmunitaria
oS
S X Deficiencia . .
g 5z . - 28 de 29 pacientes* 0 pacientes
ERS inmunitaria
SO =
D
229
8o E o
S o=©
)
Sgs
EsO Condicién normal 0 pacientes 24 pacientes
S 0¥
1S

PRECAUCION:

* El dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color mostré una tincion insuficiente para separar
claramente las células T (CD3+) en un (1) paciente VIH en estado critico.
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13.Valores previstos

Intervalo de referencia

Tabla 22 Intervalos de referencia de donantes de sangre sanos medidos en
BD FACSCanto™ ||

i Rango
Sutl).c(;njgtnto de n Unidad ) Mediana
InTocitos Min Max
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+ - -
65 linfocitos/pl 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ - -
65 linfocitos/pl 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ - ;
65 linfocitos/ul 321 1463 785
65 % 35 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ - -
65 linfocitos/pl 84 1036 266
65 % 5.4 25.0 10.6
CD3-CD19+ - -
65 linfocitos/pl 74 404 209

n = nimero de muestras de sangre

Los intervalos de referencia de la Tabla 22 se establecieron en pacientes sanos
que se consideraban donantes de sangre segun la legislacion de la Republica
Checa al cumplir los estrictos criterios de donante de sangre para un banco de
sangre. Los datos se midieron en el citbmetro de flujo BD FACSCanto™ 1I.

Los intervalos de referencia especificos pueden variar en funcién de la region y
de la poblacion sobre la que se hayan establecido los valores. Por este motivo,
los laboratorios deben establecer sus propios intervalos de referencia normales
para los subconjuntos de linfocitos identificados mediante KOMBITEST TBNK
6-color a partir de la poblacién local de donantes normales, debido a las
variaciones de valor relacionadas con la edad, el sexo, las caracteristicas clinicas
y el origen étnico.

14.Limitaciones

El dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color no tiene validacion para su uso en
muestras recolectadas con anticoagulantes de heparina o acido citrato dextrosa
(ACD) a fin de determinar cifras relativas y absolutas.

El dispositivo KOMBITEST TBNK 6-color no esta disefiado para la deteccion o el
fenotipado de muestras de leucemia y linfoma.

Las cifras absolutas no son comparables entre laboratorios que utilizan diferentes
equipos de varios fabricantes.
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