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1. Urcené poutzitie
KOMBITEST TBNK 6-color je urceny na detekciu a stanovenie poctu populacii a
subpopulacii lymfocytov v ludskej pInej krvi metédou prietokovej cytometrie.

Co sa zistuje a/alebo meria

Pomdcka KOMBITEST TBNK 6-color zistuje a meria relativne percentd a absolutne
pocty ludskych T-lymfocytov (CD3+), B-lymfocytov (CD3-CD19+), NK buniek
(CD3-CD16+56+), pomocnych/induktorovych (CD3+CD4+) a
supresorovych/cytotoxickych (CD3+CD8+) subpopulacii T-lymfocytov.

Funkcia pomodcky

Pomdcka je uréend na pouzitie pri imunologickom hodnoteni beznych pacientov a
modze napomdct diagnostike pacientov, ktori maju alebo st podozrivi z imunitnej
nedostatocnosti.

Sivislost s fyziologickym alebo patologickym stavom
Frekvencie populacii lymfocytov namerané pomockou mézu byt ovplyvnené
réznymi patologickymi stavmi a hodnotenie ich percent a po¢tov mozno vyuzit pri
posudzovani:
¢ CD3+/CD4+ pomocnych/induktorovych T-lymfocytov pri monitorovani HIV ¢
4,7,9)
e CD3+/CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov pri virusovych infekciach a
dedi¢nych imunodeficienciach (234 11,12,15,17)
e CD3-/CD19+ B-lymfocytov pri autoimunitnych ochoreniach ¢

¢ CD3-/CD16+56+ NK buniek pri vrodenej imunite a imunologickom defekte
(13, 14)

Typ testu
Neautomatizovany

Kvantitativny

PoZadovany typ vzorky
Vzorka ludskej periférnej plnej krvi s antikoagulantom

Testovana populacia
Nie je urcena pre konkrétnu populaciu.

2. Urceny pouzivatel
Pomoécka je urcéena vylucne na profesionalne laboratérne pouzitie. Nie je urcend na
testovanie v blizkosti pacienta ani na samotestovanie.

PozZiadavky na kvalifikaciu

Uréeny pouzivatel musi mat aktudlne odborné znalosti v analyze [udskych buniek
prietokovou cytometriou, Standardnych laboratérnych technikach vratane
pipetovania a bezpecnej a spravnej manipulacie so vzorkami ludského povodu.
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Uréeny pouzivatel musi spliiat poZiadavky normy EN 1SO 15189 alebo inych
platnych narodnych noriem.

3. Princip testu

Princip testu je zaloZzeny na detekcii vazby monoklonalnej protilatky na specifickd
molekulu (antigén) exprimovanu uréitymi ludskymi krvnymi bunkami.
Monoklonalne protilatky pouzité v teste st oznacené réznymi fluorochrémami,
ktoré su excitované laserovym lic¢om z prietokového cytometra pocas ziskavania
vzorky krvi zafarbenej protilatkou. Nasledna fluorescencia (emisia svetla) z kazdého
fluorochrému pritomného na ziskanej krvnej bunke je zaznamenana a analyzovana
pristrojom. Intenzita fluorescencie je priamo Umerna hustote expresie antigénu v
bunke, ¢o umoznuje rozlisenie réznych subpopulacii buniek.

4. Dodani reagencia (reagencie)

Obsah
Pomocka KOMBITEST TBNK 6-color postacuje na 50 testov a je dodavana s
nasledujicou reagenciou:

1 liekovka (1 ml) obsahujtica vopred zmiesan kombinaciu monoklonalnych
protilatok znacenych fluorochrémom CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45
PerCP-Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, zriedenych na
optimalne koncentracie v stabilizujucom fosfatovom pufrovanom fyziologickom
roztoku (PBS) obsahujicom 15 mM azidu sodného a 0,2 % hovadzieho sérového
albuminu (BSA).

ZloZenie
Tabulka 1 Opis aktivnych zloziek
Antigén Fluorochrom Klon Izotyp Ko?:;wrtnrgcia
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. Materialy potrebné, ale nedodavané
Skimavky s okrihlym dnom (12 x 75 mm)

Lyza¢ny roztok erytrocytov (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., kat. ¢. ED7066
alebo CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. ¢. BD303500)

Deionizovana voda (kvalita pre reagencie)

Procesné kontrolné bunky (Streck CD-Chex Plus®, kat. ¢. 213323 alebo
ekvivalentna lyzovatelna bunkova kontrola)

6. Potrebné vybavenie

Automaticka pipeta s jednorazovymi spi¢kami (20-100 ul) na pipetovanie vzorky a
reagencii

Davkovac kvapaliny alebo pipeta s jednorazovymi Spickami (0,5-2 ml) na
davkovanie lyzacného roztoku erytrocytov

Vortex mixér

Hematologicky analyzator (na absolttne pocty buniek) schopny pocitat leukocyty
(WBC) a lymfocyty na ul vzorky

Prietokovy cytometer s dvoma laserovymi excita¢nymi zdrojmi (488 nm a ~635
nm), detektormi rozptyleného svetla, optickymi filtrami a emisnymi detektormi
vhodnymi na zber signalov z fluorochrémov uvedenych v Tabulke 2.

Tabulka 2 Spektralne charakteristiky fluorochrémov pouzitych v pomocke

Fluorochrom Excitacia [nm] Emisia [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

UPOZORNENIE: Pombcka bola testovana na prietokovych cytometroch BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) a Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation).

7. Skladovanie a manipulacia

Skladujte pri 2-8 °C.

Zabrante dlhodobému vystaveniu svetlu.

Nezmrazujte.

Pozri Cast 10 Postup (Priprava reagencie) pre informacie o stabilite pocas
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pouZivania a dobe pouzitelnosti po prvom otvoreni, spolu s podmienkami
skladovania a stabilitou pracovnych roztokov (ak sa uplatnuje).

8. Upozornenia, preventivne opatrenia a obmedzenia pouzitia

Klasifikacia nebezpecnosti podla GHS

Pozrite si kartu bezpe&nostnych tdajov (KBU) dostupnui na stranke produktu na
www.exbio.cz, kde najdete Uplné informacie o rizikdch spésobenych chemickymi
latkami a zmesami obsiahnutymi v Produkte a o tom, ako sa ma s nimi manipulovat
a ako sa maju likvidovat.

Biologické nebezpecenstvo
Ludské biologické vzorky a vzorky krvi, ako aj akékolvek materialy, ktoré sa s nimi
dostali do kontaktu, sa vZzdy povaZuju za infekény material.

PouzZivajte osobné ochranné a bezpecnostné pomdcky, aby ste zaohraniceniili
kontaktu s pokozkou, o¢ami a sliznicami.

DodrZiavajte vsetky platné zakony, predpisy a postupy pri manipulacii s infekénym
materiadlom a jeho likvidacii.

Znamky znehodnotenia
Normalny vzhlad dodanej reagencie je Cira kvapalina. NepouZivajte reagenciu, ak
spozorujete akukolvek zmenu vzhladu, napriklad zakal alebo znadmky zrazania.

Obmedzenia pouzitia
Nepouzivajte po uplynuti datumu pouzitelnosti uvedeného na stitkoch produktu.

9. Vzorka

PouZite periférnu vendznu krv odobratt do nadoby na vzorky klasifikovanej ako
zdravotnicka pomécka, s antikoagulantom EDTA.

UPOZORNENIE: Stanovte absolutny pocet leukocytov (WBC) a pocet
lymfocytov v odobratej vzorke krvi pomocou hematologického analyzatora.
Samotna pombécka KOMBITEST TBNK 6-color neposkytuje stanovenie
absolutnych poctov buniek.

Vzorka krvi s po¢tom WBC presahujiicim 40x10° buniek/pul si vyZiada zriedenie
PBS pred spracovanim vzorky.

Spracujte vzorku krvi najneskoér do 24 hodin od odberu. Uchovavajte vzorku pri
laboratornej teplote (20-25 °C). Vzorka sa nesmie chladit.

Endogénna interferencia
Na zaklade vyskumu vedecke;j literatury su zdroje endogénnej interferencie
identifikované v Tabulke 3.
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Tabulka 3 Endogénna interferencia pomocky

ovplyvnit analyzu prietokovou cytometriou
urcitych populacii krvnych buniek.

Endogénna Vplyv Referencia
interferencia
Albumin Albumin moéze interferovat pri vysokych 18, 19, 35
koncentraciach vdaka svojej schopnosti
viazat, ako aj uvolnovat velké mnozstva
ligandov.
Bilirubin (ikterus) | Bilirubin méze zvysit fluorescenéné pozadie | 22, 24, 28
(nekonjugovany) | buniek v désledku svojej vysokej
autofluorescencie.
Bunkové zvysky | Bunkové zvysky mézu poskytnut nepresné 21,25
(po lyze) pocty buniek a zniZit mnoZstvo protilatky v
pomécke.
Erytrocyty Nedostatocna lyza, pritomnost ¢ervenych 26
krviniek vo vzorke mé6ze sposobit chybné
pocitanie buniek.
Hemoglobin Hemolyzované vzorky moézu poskytnuat 23
chybné vysledky.
Ludské protilatky | Liecba monoklonalnou protilatkou méze 20, 30, 31,
proti mysacim poskytnut chybné vysledky (schopnost 32,33,34
antigénom viazat sa na antigény na povrchu buniek).
Imunoglobuliny Nemo6zu byt premyté v metédde s jednou 21
platformou a m6zu poskytnut chybny pocet
subpopulacii lymfocytov.
Reumatoidné Pritomnost RF interferuje s MIA (multiplex 27
faktory imunoanalyzy).
Triglyceridy Vysoké cirkulujtce hladiny lipidov mézu 29

Exogénna interferencia

Vzorka starsia ako 24 hodin moéze poskytnut chybné vysledky.
Chladena vzorka moéze poskytnut chybné vysledky.
Nespravna priprava lyza¢ného roztoku erytrocytov (EXCELLYSE Easy, EXBIO
Praha, a.s., kat. ¢. ED7066 alebo CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. ¢.
BD303500) méze poskytnut chybné vysledky. Postupujte podla pokynov vyrobcu
na pouzitie lyzacného roztoku erytrocytov.
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10.Postup

Priprava dodanej reagencie (reagencii)
Priprava reagencie nie je potrebna.

Pred pouzitim nechajte reagenciu vytemperovat na izbovu teplotu. Primarny obal
pomécky uchovavajte suchy.

PouZivajte reagenciu priamo z jej povodného primarneho obalu. Cas, pocas ktorého
sa reagencia pouziva (vystavena svetlu a zvysenej teplote), by nemal presiahnut 4
hodiny denne.

Po prvom otvoreni si reagencia zachovava svoje vykonnostné vlastnosti az do
datumu poutzitelnosti, ak sa skladuje za uvedenych podmienok v pévodnom
primarnom obale.

POZOR: Reagenciu nezriedujte.

Priprava potrebnych, ale nedodavanych materidlov

Zriedte koncentrovany lyzacny roztok erytrocytov deionizovanou vodou podla
pokynov vyrobcu. Zriedeny (1X) lyzaény roztok erytrocytov je stabilny 1 mesiac, ak
sa skladuje v davkovaci kvapaliny alebo uzavretej nadobe pri izbovej teplote.

Kontrola kvality

Pouzite Streck CD-Chex Plus® alebo ekvivalentné kontrolné bunky ako pozitivnu
procedurdlnu kontrolu na zabezpecenie spravnej funkcie pomécky podla urcenia.
Streck CD-Chex Plus® poskytuje stanovené hodnoty pre percento pozitivnych a
absolutne pocty T-lymfocytov, B-lymfocytov, granulocytov, monocytov a NK
buniek, vratane dvoch klinicky relevantnych tUrovni CD4+ buniek.

Zafarbite kontrolné bunky pomocou reagencie KOMBITEST TBNK 6-color podla
spracovania vzorky uvedeného v ndvode na pouzitie. Overte, Ze ziskané vysledky
(% pozitivnych buniek) s v rdmci o¢akdvaného rozsahu uvedeného pre pouzitd
Sarzu kontrolnych buniek.

Farbenie vzorky

1. Pre kazdu vzorku oznacte skimavku s okrihlym dnom (12 x 75 mm) prislusnou
identifikaciou vzorky.

2. Napipetujte 20 ul reagencie KOMBITEST TBNK 6-color na dno skiimavky 12 x
75 mm.

3. Napipetujte 50 pl dobre premiesanej vzorky krvi na dno skimavky.

POZOR: Zabrarite pipetovaniu krvi na stenu skimavky. Ak na stene skiimavky
zostane nater alebo kvapka krvi, nemusi byt zafarbena reagenciou alebo sa
erytrocyty nemusia lyzovat a vysledok testu nemusi byt platny.
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4. Premiesajte na vortexe a inkubujte skiimavku 20 minut pri izbovej teplote v
tme.

5. Pridajte 500 pl zriedeného (1X) lyza¢ného roztoku do skiimavky.

6. Premiesajte na vortexe a inkubujte skiimavku 10 minut pri izbovej teplote v
tme.

Ihned zmerajte zafarbenu vzorku na prietokovom cytometri. Ak sa zafarbena
vzorka nebude merat okamzite, uchovavajte ju pri 2-8 °C v tme a analyzujte do 24
hodin.

POZOR: Premiesajte zafarbenu vzorku na vortexe bezprostredne pred meranim
na prietokovom cytometri, aby ste predisli agregatom.

Analyza prietokovou cytometriou

Prietokovy cytometer zvoleny na pouZitie s poméckou KOMBITEST TBNK 6-color
sa musi pravidelne kalibrovat pomocou fluorescen¢nych mikroguli¢iek, aby sa
zaistila stabilna citlivost detektorov podla pokynov vyrobcu cytometra.

Ak sa nezachovava spravne, prietokovy cytometer méze poskytovat nespravne
vysledky.

Pozrite si Specifikacie vyrobcu cytometra pre lasery a fluorescencné detektory

podla excitacnych a emisnych charakteristik fluorochrémov v Cast 6 Potrebné

vybavenie.

Pred analyzou nafarbenej vzorky nastavte napatie na prislusnych fluorescencnych
detektoroch. Napatie na detektore PMT by malo byt nastavené dostato¢ne vysoko,
aby minimum negativne nafarbenych udalosti zasahovalo do O. kandla na
fluorescencnej osi. Napatie detektora PMT by tieZ nemalo prekrocit hodnoty, pri
ktorych su pozitivne udalosti tlacené k pravej osi.

Kompenzujte fluorescencné signaly medzi detektormi pred alebo po zbere dat.
Data mozu byt nespravne interpretované, ak su fluorescencéné signaly nespravne
kompenzované alebo ak su hranice nastavené nepresne.

Na analyzu nameranych dat je mozné pouzit softvér cytometra vyvinuty vyrobcom
alebo softvér uréeny na offline analyzu dat z cytometrie (napriklad FlowJo™,
VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza dat KOMBITEST TBNK 6-color zafarbenej vzorky

Zobrazte kompenzované data v grafe bo¢ného rozptylu (SSC) verzus CD45 PerCP-
Cy™5.5. Nastavte ohranicenie pre populaciu CD45+ lymfocytov, ako je znazornené

na Obrazku 1.

Obrazok1 Vymedzenie populacie CD45+ lymfocytov
(data ziskané na BD FACSCanto™ 1)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter

Sl =

-1I'Js L] pii] 1l.'l‘1 1w

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Zobrazte ohrani¢ené CD45+ lymfocyty v grafe bo¢ného rozptylu (SSC) verzus CD3
FITC, ako je zndzornené na Obrazku 2. Oddelte CD3+ a CD3- lymfocyty pomocou
vhodnych ohraniceni. Vypocitajte percento T-lymfocytov (CD3+; oblast B na
Obrazku 2) zo vsetkych lymfocytov.

Side Scatter

Obrazok 2 Oddelenie CD3+ a CD3- lymfocytov
(data ziskané na BD FACSCanto™ 1)

200 -
Tl -

100K =

Sl

1o

CD3 FITC
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Zobrazte ohranicené CD3- lymfocyty (oblast A na Obrazku 2) ako CD19 APC
verzus CD16+CD56 PE, ako je zndzornené na Obrazku 3. Nastavte vhodné hranice
a vypocitajte percento B-lymfocytov (CD16-CD56-CD19+; oblast C na Obrazku 3)
a NK buniek (CD16+CD56+CD19-; oblast D na Obrazku 3) zo vsetkych
lymfocytov.

Obrazok 3 CD3- lymfocyty v bodovom grafe CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(data ziskané na BD FACSCanto™ 1)

CD19 APC

lﬂs 'II.'I4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Zobrazte ohrani¢ené T-lymfocyty (CD3+; oblast B na Obrazku 2) ako CD4 PE-Cy™7
verzus CD8 APC-Cy™7, ako je zndzornené na Obrazku 4. Nastavte vhodné hranice
a vypocitajte percento pomocnych/induktorovych T-lymfocytov (CD4+CD8-;
oblast E na Obrazku 4) a supresorovych/cytotoxickych T-lymfocytov (CD4-CD8+;
oblast F na Obrazku 4) zo vsetkych lymfocytov.

Obrazok 4 CD3+ lymfocyty v bodovom grafe CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7
(data ziskané na BD FACSCanto™ 1)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Vypocet a interpretacia analytickych vysledkov
Na ziskanie absolitnych poctov pouzite absolitny pocet lymfocytov stanoveny
hematologickym analyzatorom. Pozrite si pokyny vyrobcu hematologického
analyzatora. Na vypocet absoltitneho poctu pozadovanej subpopulacie lymfocytov
pouZite nasledujlice rovnice.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)

A = absolutny pocet lymfocytov (data z hematologického analyzatora; buniek/pul)

B = relativne percenta poZadovanej subpopulacie lymfocytov zo vietkych
lymfocytov
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(data z prietokového cytometra; %)

11. Analyticka vykonnost

Specifickost 5
Protilatka TB3 rozpoznava ludsky CD3 antigén komplexu TCR/CD3. Specifickost
protilatky bola potvrdena radou HCDM (workshop HLDA XI).

Protilatka MEM-2Avfl rozpoznava ludsky CD4 antigén (povrchovy glykoprotein T-
lymfocytov CD4). Specifickost protilatky bola potvrdena radou HCDM (workshop
HLDA VIII).

Protilatka LT8 rozpoznava [udsky CD8 antigén (disulfidicky viazany dimér
exprimovany ako dva homodiméry alfa retazca CD8 alebo heterodiméry alfa/beta
retazca CD8). Specifickost protilatky bola potvrdena workshopmi HLDA (workshop
HLDA V¢ a workshop HLDA VII ©).

Protilatka 3G8 rozpoznava ludsky QD16 antigén (imunoglobulinovy Fc-gama
receptor typu Il s nizkou afinitou). Specifickost protilatky bola potvrdena
workshopom HLDA (workshop HLDA V (16)),

Protilatka LT56 rozpoznava Ieukocytérnuvizoformu [udského CD56 antigénu
(molekula adhézie neuralnych buniek 1). Specifickost protilatky bola potvrdena
radou HCDM (workshop HLDA X).

Protilatka LT19 rozpoznava ludsky QD19 antigén (transmemohraniceniovy
glykoprotein B-lymfocytov CD19). Specifickost protilatky bola potvrdena radou
HCDM (workshop HLDA X).

Protilatka MEM-28 rozpoznava vsetky Ieukocytérrle izoformy ludského CD45
(receptor tyrozinovej fosfatazy proteinov typu C). Specifickost protilatky bola
potvrdena workshopom HLDA (workshop HLDA 111 (10)),

Presnost

Presnost metédy bola merana na prietokovom cytometri BD FACSCanto™ Il a
stanovena ako porovnanie pombécky KOMBITEST TBNK 6-color s podobnym

produktom dostupnym na trhu BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (kat. ¢.

644611) paralelnym zafarbenim 30 zdravych darcov krvi.

Na prietokovych cytometroch Beckman Coulter DxFLEX a Sysmex XF-1600™ bola
presnost metddy stanovena porovnanim vysledkov analyzy tych istych vzoriek krvi
od 39 zdravych darcov krvi, zafarbenych poméckou KOMBITEST TBNK 6-color, na
prietokovych cytometroch BC DxFLEX a BD FACSCanto™ Il a na prietokovych
cytometroch Sysmex XF-1600™ a BD FACSCanto™ II.

Presnost metody bola podporena paralelnym zafarbenim 134 pacientov (pozri
Tabul'ku 7) s podozrenim na patologicky stav imunitného systému. Parametre
linedrnej regresnej analyzy su uvedené v Tabulkach 4-7.
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Tabulka 4 Linearna regresna analyza pre subpopulacie lymfocytov u zdravych darcov
(porovnanie pomdcky KOMBITEST TBNK 6-color s IVD produktom BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (kat. ¢. 644611))

Subpopulacia lymfocytov |Jednotka| n Smernica Priesecnik R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

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

CD3+CD8+
buniek/pl| 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939

CD3+CD4+
buniek/pl| 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968

CD3-CD16+CD56+

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

CD3-CD19+
buniek/pl| 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = pocet vzoriek krvi
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Tabulka 5 Linearna regresna analyza pre subpopulacie lymfocytov u zdravych darcov
(porovnanie analyzy vzoriek krvi zafarbenych poméckou ED7733 na Beckman Coulter
DxFLEX s BD FACSCanto™ II)

Presnost merania ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX

Prietokovy cytometer Beckman Coulter DxFLEX vs. prietokovy cytometer BD

FACSCanto™ Il
Pravdivost merania
Subpopulacia lymfocytov Jeﬁgot n Smernica Priesecnik R2

% 39 0.9822 0.0145 0.9879

b3 b”r:jlek/ 39 0.9792 -24.255 0.9811

% 39 1.0171 0.0052 0.9829

CDoreher b”?jlek/ 39 | 1.0478 30975 | 09930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857

Coswehar b”r:jlek/ 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3.CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ b“':fk/ 39 0.9699 10.484 0.9886

% 39 1.0212 -0.0047 0.9757

Co3Cblor b”':fk/ 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = pocet vzoriek krvi
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Tabulka 6 Linearna regresna analyza pre subpopulacie lymfocytov u zdravych darcov
(porovnanie analyzy vzoriek krvi zafarbenych poméckou ED7733 na Sysmex XF-1600™ s
BD FACSCanto™ )

Presnost merania ED7733 na Sysmex XF-1600™

Prietokovy cytometer Sysmex XF-1600™ vs. prietokovy cytometer BD FACSCanto™ Il

Pravdivost merania

Subpopulacia lymfocytov Jeﬁgot n Smernica Priesecnik R2

% 39 1.0058 0.0105 0.9918

b3 b”r:jlek/ 39 1.0174 4.2861 0.9991

% 39 1.0134 0.0015 0.9924

cooreher b”ﬂfk/ 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963

Coswehar b”r:jlek/ 39 1.0043 17.382 0.9981
CD3.CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CD56+ b“':fk/ 39 0.972 -3.4422 0.9903

% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

Co3Cblor b”':fk/ 39 | 09777 0.1994 0.9898

n = pocet vzoriek krvi
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Tabulka 7 Linearna regresna analyza pre subpopulécie lymfocytov u pacientov s
podozrenim na patologické stavy imunitného systému (porovnanie pomécky KOMBITEST
TBNK 6-color s AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. a internou
metddou akreditovaného klinického laboratéria - koktailom jednofarebne konjugovanych
protildtok od réznych vyrobcov a analyzou na BD FACSCanto™ Il)

Subpopulacia lymfocytov |Jednotka| n Smernica Priesecnik R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+

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

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

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

CD3-CD16+CD56+

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

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

n = pocet vzoriek krvi
Linearita

Linearita metddy bola overena na 10 sériovych riedeniach vzorky krvi obohatenej o
leukocyty (buffy coat). Vzorky buniek boli zafarbené pomocou KOMBITEST TBNK
6-color v Siestich replikatoch. Vzorky boli analyzované pomocou prietokovych
cytometrov BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX a Sysmex XF-1600™.
Namerané data pre uvedené subpopulacie lymfocytov boli linedrne v rozsahu
lymfocytov 333-2492 buniek/ul pri pouziti BD FACSCanto™ Il, 309-8693
buniek/pl pri pouziti Beckman Coulter DxFLEX a 86-6822 buniek/ul pri pouziti
Sysmex XF--1600™. Subpopulacie buniek boli v rozsahoch uvedenych v Tabulkach
8-10.
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Tabulka

8 Linearne rozsahy subpopulécii lymfocytov analyzovanych BD FACSCanto™ Il
BD FACSCanto™ I
Subpopulacia lymfocytov Rozsah (buniek/pl)

CD3+ 249 - 6594

CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabulka 9 Linearne rozsahy subpopulécii lymfocytov analyzovanych Beckman Coulter

Tabul'ka

DxFLEX
Beckman Coulter DxFLEX
Subpopulacia lymfocytov Rozsah (buniek/pl)

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

10 Linearne rozsahy subpopulacii lymfocytov analyzovanych Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™
Subpopulacia lymfocytov Rozsah (buniek/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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Medza detekcie / Medza kvantifikacie / Hraniéna hodnota testu

Data o linearite boli pouzité na stanovenie medze detekcie (LOD) a medze
kvantifikacie (LOQ).

buniek plus 3xSD (smerodajna odchylka) pre kazdu subpopuléciu lymfocytov (pozri
Tabulky 11-13).

koncentracii analytu prezentovana ako absolutny pocet subpopulécie lymfocytov,
pri ktorej CV zo Siestich replikatov nepresiahlo 10 % a navratnost bola v rozsahu 90
%-110 % (pozri Tabulky 11-13).

Vysledky testu nie su jedine¢ne diagnostické pre jednu klinickd jednotku, preto
hrani¢nu hodnotu testu nemozno stanovit.

Tabulka 11 Medze detekcie a kvantifikacie na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
L. Najnizsi nenulovy
Slu bpopulicia pocet buniek 3xSD (SD) LPD LQQ
ymfocytov (buniek/ul) (buniek/pl) (buniek/pl)
CD3+ 1 0,3(0,1) 1.3 10
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 96
CD3+CDA4+ 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

Tabulka 12 Medze detekcie a kvantifikacie na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Subpopulicia Najnizsi nenulovy LOD LoQ
| pocet buniek 3xSD (SD) . .
ymfocytov (buniek/ul) (buniek/pl) (buniek/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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Tabulka 13 Medze detekcie a kvantifikacie na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™
Subpopulicia Najnizsi nenulovy LOD LoQ

lvmf pocet buniek 3xSD (SD) buniek/ul buniek/l
ymfocytov (buniek/ul) (buniek/pl) (buniek/pl)

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

Opakovatelhost

Opakovatelnost testu bola merana na desiatich vzorkach krvi v Siestich replikatoch.
Vzorky boli analyzované pomocou prietokovych cytometrov BD FACSCanto™ I,
Beckman Coulter DxFLEX a Sysmex XF-1600™. Varia¢né koeficienty (CV) st
uvedené v tabulkach nizsie (Tabulky 14-16).

Tabulka 14 Opakovatelnost pomocky na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Subpopulacia lymfocytov | Jednotka n Priemer SD %CV
% 10 70.34 0.56

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

CD3+CD8+ 1.25
buniek/pl 10 453 5.23
% 10 41.06 0.53

CD3+CD4+ 1.36
buniek/pl 10 808 9.71
% 10 16.35 0.40

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

CD3-CD19+ 2.31
buniek/pl 10 227 478

n = pocet vzoriek krvi
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Tabulka 15 Opakovatelnost pomocky na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Subpopulacia lymfocytov | Jednotka n Priemer SD %CV
% 10 70.80 0.61

CD3+ 0.95
buniek/pl 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32

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

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

CD3-CD16+CD56+ 2.72
buniek/pl 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32

CD3-CD19+ 2.83
buniek/pl 10 227 5.94

n = pocet vzoriek krvi

Tabulka 16 Opakovatelnost pomocky na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Subpopulacia lymfocytov | Jednotka n Priemer SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
buniek/ul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
buniek/ul 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
buniek/pl 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 2.71
buniek/ul 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
buniek/pl 10 173 5.56

n = pocet vzoriek krvi
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu na BD FACSCanto™ Il a Beckman Coulter DxFLEX bola
merana na 2 stabilizovanych vzorkach krvi (CD-Chex Plus® a CD-Chex Plus® CD4
Low od STRECK). Reprodukovatelnost testu na Sysmex XF-1600™ bola merana na
4 stabilizovanych vzorkach krvi (CD-Chex Plus® a CD-Chex Plus® CD4 Low a
navyse IMMUNO-TROL Low Cells a IMMUNO-TROL Cells od Beckman Coulter).
Vzorky boli merané za rovnakych podmienok pocas 15 dni pomocou 3 Sarzi
pomécky (po 5 dni kazda). Variacné koeficienty (CV) st uvedené v tabulkach nizsie
(Tabulka 17-19).

Tabulka 17 Reprodukovatelnhost pomécky na BD FACSCanto™ I

S|u bpopulicia Material Jednotka | Priemer SD %CV
ymfocytov
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
buniek/pl 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low buniek/ul | 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
buniek/pl 578 5.62
CD3+CD8+ .
CD-Chex Plus® % 4217 0.31 073
CD4 Low buniek/pl | 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
buniek/ul 1203 11.15
CD3+CD4+ :
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 11
CD4 Low buniek/ul 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
buniek/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ .
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Lo4
CD4 Low buniek/ul | 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
buniek/pl 279 4.03
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 L7
CD4 Low buniek/ul | 262 4.58 '
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Tabulka 18 Reprodukovatelnhost pomécky na Beckman Coulter DxFLEX

Subpopulécia Material Jednotka | Priemer sD %CV
lymfocytov
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
buniek/pl 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43
0.71
CD4 Low buniek/ul 883 6.24
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
buniek/ul 589 4.99
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32
0.75
CD4 Low buniek/pl 621 4.65
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
buniek/ul | 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53
437
CD4 Low buniek/ul 176 7.71
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ buniek/pl 261 4.92
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low buniek/ul 281 459 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
buniek/pl 273 4.19
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35
1.95
CD4 Low buniek/ul 259 5.05
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Tabulka 19 Reprodukovatelnost pomocky na Sysmex XF-1600™

Subpopulacia

lymfocytov Material Jednotka | Priemer SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® buniek/pl 1642 ) 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low buniek/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells buniek/ul 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells buniek/ul 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® buniek/ul 268 a1 0.88
CD-Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
CD4 Low buniek/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells buniek/pl 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells buniek/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® buniek/ul 1085 792 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 3.61
CD3+CD4+ CD4 Low buniek/pl 166 6.0
IMMUNO-TROL % 4477 0.42 0.93
Cells buniek/ul 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells buniek/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® buniek/pl 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low buniek/pl 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells buniek/pl 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells buniek/pl 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® buniek/ul 510 37 1.74
CD-Chex Plus® % 19.70 0.31 161
CD4 Low buniek/pl 260 4.2 )
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells buniek/ul 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells buniek/pl 144 4.3 )
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UPOZORNENIE: Vsetky data o analytickej vykonnosti boli merané pomocou
lyzacného roztoku erytrocytov EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. ¢.
ED7066).

Na analyzu prietokovou cytometriou boli pouZité nasledujtce prietokové
cytometre vratane verzie softvéru:

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

Na absolutne pocty buniek metédou dvoch platforiem bol pouzity
hematologicky analyzator s nasledujtcimi Specifikaciami:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - verzia 00-22(164)

Na vyhodnotenie nameranych dat bola pouzitd nasledujica analyticka
platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - verzia 10.9.0

12.Klinicka vykonnost

Pacienti s primarnou imunodeficienciou

Klinické data boli zozbierané na klinickom pracovisku od 30 pacientov s
podozrenim na beznu variabiln imunodeficienciu (CVID). Klinicka vykonnost
pomocky ED7733 bola stanovena ako porovnanie pomocky KOMBITEST TBNK 6-
color pouzivanej s lyza¢nym roztokom erytrocytov EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha,
a.s., kat. ¢. ED7066) s metodou akreditovaného klinického laboratéria (AQUIOS CL
Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

Vysledky hodnotenia imunitného stavu pacientov boli vyhodnotené vo vztahu k
imunodeficiencii (Tabulka 20).
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Tabulka 20 Klinicka vykonnost pomécky KOMBITEST TBNK 6-color - pacienti s CVID

Imunitny stav hodnoteny metédou
akreditovaného klinického laboratéria
Imunodeficiencia Normalny stav
>
|_
c
w m
i .. . .
"é E . Imunodeficiencia 24 pacientov 0 pacientov
c@o
£z
O §
> v O
[3]
53%
\>¥ m
S8 . : .
€€ Normalny stav 0 pacientov 6 pacientov
E 8

Pacienti so ziskanou imunodeficienciou

Klinické data boli zozbierané na klinickom pracovisku od 53 pacientov s
potvrdenou infekciou virusom ludskej imunodeficiencie (HIV). Klinickd vykonnost
pomocky bola stanovena ako porovnanie pomécky KOMBITEST TBNK 6-color,
pouzivanej s lyzacnym roztokom erytrocytov EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s.,
kat. ¢. ED7066), s internou metddou akreditovaného klinického laboratoria
(koktailom jednofarebne konjugovanych protilatok od réznych vyrobcov a analyzou
na BD FACSCanto™ Il).

Vysledky hodnotenia imunitného stavu pacientov boli vyhodnotené vo vztahu k
imunodeficiencii (Tabulka 21).

26 /32



Tabulka 21 Klinickd vykonnost pomoécky KOMBITEST TBNK 6-color - pacienti s HIV

Imunitny stav hodnoteny internou metédou
akreditovaného klinického laboratéria
Imunodeficiencia Normalny stav
\> l—
c
m m
Y- - Imunodeficiencia 28 z 29 pacientov* 0 pacientov
@9
o> o
> Y O
73X
o
\>¥ m
[=3T)
’é ‘g = Normalny stav 0 pacientov 24 pacientov
20
Ea
POZOR:

*Pomécka KOMBITEST TBNK 6-color vykazala farbenie nedostatoéné na jasné oddelenie T-
lymfocytov (CD3+) u jedného (1) pacienta s HIV v kritickom zdravotnom stave.

13.0cakavané hodnoty
Referencny interval
Tabulka 22 Referencné intervaly zdravych darcov krvi merané na BD FACSCanto™ Il
Rozsah
Subpopulacia lymfocytov n Jednotka Median
Min Max
65 % 49.0 84.9 724
CD3+ -
65 buniek/pl 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ -
65 buniek/pl 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ -
65 buniek/ul 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ -
65 buniek/pul 84 1036 266
65 % 54 25.0 10.6
CD3-CD19+ -
65 buniek/ul 74 404 209

n = pocet vzoriek krvi
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Referenéné intervaly v Tabulke 22 boli stanovené u zdravych pacientov, ktori boli
povazovani za darcov krvi podla legislativy Ceskej republiky splnenim prisnych
kritérii pre darcu krvi pre krvnl banku. Data boli merané na prietokovom cytometri
BD FACSCanto™ II.

Konkrétne referencné rozsahy sa mozu lisit v zavislosti od regionu a populacie, na
ktorej boli hodnoty stanovené. Z tohto dévodu musia laboratéria stanovit viastné
normalne referencné intervaly pre subpopulacie lymfocytov identifikované
pomocou KOMBITEST TBNK 6-color z miestnej populacie normalnych darcov v
dosledku variacii hodnét suvisiacich s vekom, pohlavim, klinickymi
charakteristikami a etnicitou.

14.0Obmedzenia

Pomdcka KOMBITEST TBNK 6-color nebola validovana na pouzitie vo vzorkach
odobratych s antikoagulanciami heparinom alebo kyselinou citrénovou
dextrézovou (ACD) na stanovenie relativnych a absolttnych poctov.

Pomocka KOMBITEST TBNK 6-color nie je uréena na skrining a/alebo
fenotypizaciu vzoriek leukémie a lymfému.

Absolutne pocty nie su porovnatelné medzi laboratériami pouzivajacimi rézne
zariadenia od r6znych vyrobcov.
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