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1. Finalidade prevista

O CD34 QuantiFlowEx Kit destina-se a detecao e enumeracao de células
estaminais hematopoiéticas viaveis totais de leucdcitos vidveis totais em amostras
de sangue e tecidos humanos por citometria de fluxo.

O que é detetado e/ou medido
O dispositivo CD34 QuantiFlowEx Kit deteta e mede percentagens relativas e

contagens absolutas de células-tronco hematopoiéticas humanas viaveis
(CD34+CD45dim).

Funcio do dispositivo

O dispositivo destina-se a monitorizacdo da contagem de células-tronco
hematopoiéticas no sangue periférico, na medula éssea e no produto de
leucaférese.

Contexto do estado fisiolégico ou patolégico

A enumeracéo precisa da contagem de células-tronco hematopoiéticas (HSCs) em
sangue humano e amostras de tecidos ou enxertos para transplante é necessaria
para a gestdo do paciente ou processamento do enxerto (),

Tipo de ensaio
Nao automatizado

Quantitativo

Tipo de espécime requerido

Sangue periférico normal, ou sangue periférico mobilizado, ou produto(s) de
leucaférese, ou medula dssea.

Populacio de teste
Nao se destina a uma populacio especifica.

2. Utilizador pretendido

O dispositivo destina-se apenas a uso profissional em laboratério. Nao para teste
proximo ao paciente ou autoteste.

Requisitos de qualificacdo

O utilizador pretendido deve ter experiéncia de Ultima geracdo em anélise de
citometria de fluxo de células humanas, técnicas laboratoriais padrao, incluindo
habilidades de pipetagem, manuseio seguro e adequado de amostras derivadas do
corpo humano.

O utilizador pretendido deve estar em conformidade com a norma EN ISO 15189
ou outras normas nacionais, quando aplicavel.
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3. Principio de anilise

O principio do teste é baseado na detecdo da ligacdo do anticorpo monoclonal a
uma molécula especifica (antigénio) expressa por certas células sanguineas
humanas. Os anticorpos monoclonais usados no teste sdo marcados com
diferentes fluorocromos que sdo excitados por um feixe de laser de um citémetro
de fluxo durante a aquisicdo de uma amostra de sangue corada com anticorpos. A
fluorescéncia subsequente (emissao de luz) de cada fluorocromo presente numa
célula sanguinea adquirida é colhida e analisada pelo instrumento. A intensidade da
fluorescéncia é diretamente proporcional a densidade de expressao do antigénio
numa célula permitindo a separacao de diferentes subconjuntos de células.

O 7-AAD é um corante impermeavel 3 membrana celular que é excluido das
células viaveis e se liga ao ADN nas células nao viaveis. As diferencas na
intensidade da fluorescéncia celular permitem a exclusao de células ndo viaveis da
andlise.

4. Reagente(s) fornecido(s)

Contelidos

O dispositivo CD34 QuantiFlowEx Kit é suficiente para 50 testes e é fornecido
com os seguintes reagentes:

Staining Reagent (ED7080-1; 1 frasco) contendo 1 ml de combinacgéo pré-
misturada de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo CD45 FITC e
CD34 PE, diluida em concentracdes ideais numa solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) estabilizante contendo 15 mM de azida de sédio, consulte a Tabela 1.

7-AAD (ED7080-2; 1 frasco) contendo 1 ml de corante de viabilidade celular
7-Aminoactinomicina D (7-AAD), diluido em concentracdes ideais numa solucio
salina tamponada com fosfato (PBS) estabilizante contendo 15mM de azida de
sodio.

Lysing Solution (ED7080-3; 1 frasco) contendo 15 ml de solucdo tamponada
concentrada (10X) a base de cloreto de amoniaco, sem fixador.

Composicao

Tabela 1 Descricdo e concentracbes de componentes ativos

Antigénio Fluorocromo Clone Isétopo Concentracdo
(ng/ml)
CDh45 FITC MEM-28 IgG1 30
CD34 PE 4H11 [APG] IgG1 35
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5. Materiais necessarios, mas nao incluidos

Tanto para o Método de Plataforma Unica quanto para o Método de Plataforma
Dupla

Tubos de ensaio de fundo redondo (12 x 75 mm)

Agua deionizada (grau de reagente)

Células de controlo de processo (Streck CD-Chex CD34®, controlo CD34 - 3

niveis, Cat. N° 213337, 213347, 213383 ou controlo de célula lisavel equivalente
com contagem pré-definida de CD34 HSC)

Apenas para o método de plataforma tnica
Padrao de contagem de células fluorescentes
- para uso com citometros Becton Dickinson
o Tubos BD Trucount™
- para uso com citémetros Beckman Coulter
o0 Fluoroesferas Beckman Coulter Flow-Count™

6. Equipamento necessério
Tanto para o Método de Plataforma Unica quanto para o Método de Plataforma
Dupla

Pipeta automatica com ponteiras descartaveis (20 - 100 ul) para pipetagem de
amostras e reagentes

Dispensador de liquido ou pipeta com pontas descartaveis (2 ml) para dispensar
solucao de lise de eritrécitos

Granulos para contagem (Tubos TruCount™ (BD Biosciences; ref. N° 663028),
Fluoroesferas FlowCount (Beckman Coulter; ref. N°® 7547053)

Misturador vortex

Citémetro de fluxo com uma fonte de excitacio a laser (488 nm), detetores para
luz espalhada, filtros 6ticos e detetores de emissio apropriados para recolher sinais
de fluorocromos fornecidos na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristica espectral dos fluorocromos usados no dispositivo

Fluorocromo

Excitacdo [nm]

Emissdes [nm]

FITC 488 525
PE 488 576
7-AAD 488 670

AVISO: O dispositivo foi testado nos citémetros de fluxo BD FACSCanto™ Il
e BD FACSLyric™ (BD Biosciences), Navios (Beckman Coulter) e XF-1600™
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(Sysmex).

Apenas para o método de plataforma dupla

Analisador de hematologia (para contagens absolutas de células) capaz de contar
glébulos brancos (WBC) e linfocitos por ul de amostra.

7. Armazenamento e manuseamento

Armazene a 2-8°C.

Evite exposicdo prolongada a luz.

Nao congele.

Consulte a Seccao 10 Procedimento (Preparacdo do reagente) para obter
informacodes sobre estabilidade em uso e prazo de validade apds a primeira

abertura, juntamente com as condicdes de armazenamento e estabilidade das
solucdes de trabalho (quando aplicavel).

8. Avisos, precaucdes e limitagoes de utilizacdo

Classificacdo de perigo GHS

Consulte a Ficha de Dados de Seguranca (SDS - Safety Data Sheet) disponivel na
pagina do produto em www.exbio.cz para obter informacdes completas sobre os
riscos apresentados pelas substancias e misturas quimicas contidas no Produto, e
como devem ser manuseadas e descartadas.

Perigo biolégico

Amostras biolégicas humanas e espécimes de sangue e quaisquer materiais que
entrem em contacto com eles sdo sempre considerados como materiais infeciosos.
Use equipamentos de protecao individual e de seguranca para evitar o contacto
com a pele, os olhos e as mucosas.

Siga todas as leis, regulamentos e procedimentos aplicaveis para manusear e
descartar materiais infeciosos.

Evidéncia de deterioracdo

A aparéncia normal dos reagentes fornecidos é a de um liquido claro. Nao use o
reagente se observar qualquer alteracdo na aparéncia, por exemplo, turvacao ou
sinais de precipitacio.

Limitacdo de utilizacido

Nao use apos a data de validade indicada nos rétulos do produto.
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9. Espécime

Use sangue ou material de tecido recolhido em recetaculo de amostra classificado

como dispositivo médico, com o anticoagulante EDTA, Heparina ou ACD (Acido

Citrato Dextrose).

A seguinte amostra pode ser analisada usando o dispositivo:

sangue periférico normal e mobilizado, produtos de leucaférese e medula dssea.

AVISO: Para andlise de plataforma dupla, determine a contagem absoluta de
leucécitos na amostra recolhida através de um analisador de hematologia. O
dispositivo CD34 QuantiFlowEx Kit sozinho ndo fornece enumeracio de

contagens absolutas de células.

Processe a amostra no maximo 24 horas apds a colheita.

Interferéncia Endégena

Com base na investigacdo da literatura cientifica, as fontes de interferéncia
enddgenas sao identificadas na Tabela 3.

Tabela 3 Interferéncia Endégena do dispositivo

Interferéncia Impacto Referéncia
Endégena
Albumina A albumina pode interferir em 2,3,4
concentragdes elevadas devido a sua
capacidade de se ligar e de libertar grandes
quantidades de ligandos.
Bilirrubina A bilirrubina pode aumentar a fluorescéncia | 5, 6,7
(ictericia) de fundo das células devido a sua elevada
(ndo conjugada) | autofluorescéncia.
Residuos Os detritos celulares podem provocar 8,9
celulares (apos contagens incorretas de células e esgotar o
lise) anticorpo no dispositivo.
Eritrocitos Uma lise insuficiente e a presenca de 6
glébulos vermelhos na amostra podem
conduzir a uma contagem incorreta de
células.
Hemoglobina As amostras hemolisadas podem produzir 10
resultados erréneos.
Anticorpos O tratamento com anticorpos monoclonais 11,12, 13,
humanos pode produzir resultados erréneos 14, 15, 16
antimurinos (capacidade de se ligar aos antigénios da
superficie celular).
Imunoglobulinas | Nao pode ser lavada e pode produzir uma 8
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contagem incorreta de subconjuntos de

linfécitos.
Fatores A presenca de RF interfere com os MIA 17
reumatoides (imunoensaios multiplex).
Triglicéridos Niveis elevados de lipidos em circulacdo 18

podem afetar a andlise por citometria de
fluxo de determinadas populacdes de
células sanguineas.

Interferéncia Exégena
As amostras com mais de 24 horas podem produzir resultados erréneos.

As amostras refrigeradas podem produzir resultados incorretos.

Uma preparacdo incorreta da solucao de lise eritrocitaria pode conduzir a
resultados errados. Seguir as instrucdes do fabricante para utilizar a solucao de lise
de eritrécitos.

10. Procedimento

Preparacéo do(s) reagente(s) fornecido(s)
Staining Reagent e 7-AAD
Nenhuma preparacao de reagente é necessaria.

Coloque o reagente a temperatura ambiente antes de usar. Mantenha o recipiente
primario do dispositivo seco.
Use o reagente diretamente a partir do seu recipiente primario original.

Ap0ds a primeira abertura, o reagente mantém as suas caracteristicas de
desempenho até a data de validade quando armazenado nas condicdes indicadas
no seu recipiente primario original.

CUIDADO: N3o dilua o reagente.

Lysing Solution

Dilua a solucéo de lise de eritrocitos concentrada (10X) na solucéo de lise de
trabalho (1X) com agua deionizada.

CUIDADO: A solucéo de lise de trabalho (1X) é estavel por apenas 1 dia.
Prepare uma solucio de lise de trabalho fresca (1X) a cada dia de medicdo
misturando 1 parte da solucdo de lise concentrada (10X) com 9 partes de agua
deionizada e armazene no dispensador de liquido ou num recipiente fechado a
temperatura ambiente.

Preparacao de materiais necessarios, mas nao fornecidos
Para preparacao e uso de padrdes de contagem de células fluorescentes, siga as
instrucdes do fabricante.
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Controlo de qualidade

Use Streck CD-Chex CD34® ou células de controlo equivalentes como controlo de
procedimento positivo para garantir o desempenho adequado do dispositivo
conforme pretendido. O Streck CD-Chex CD34® fornece valores estabelecidos
para contagens percentuais positivas e absolutas de CD34+ HSC.

Core as células de controlo usando CD34 QuantiFlowEx Kit de acordo com o
processamento da amostra, conforme especificado nas instrucdes de uso. Verifique
se os resultados obtidos (% de células positivas) estdo dentro do intervalo
esperado relatado para o lote de células de controlo usado.

Coloracio da amostra - método de plataforma Gnica

1.

Para cada amostra, rotule um tubo de ensaio de fundo redondo de 12 x 75 mm
com a identificacdo apropriada da amostra.

AVISO: Use o tubo BD Trucount™ como tubo de ensaio para contagem
absoluta de células-tronco CD34.

Coloque com a pipeta 20 ul de reagente de coloracao no fundo do tubo de
ensaio.

3. Coloque com a pipeta 20 ul de 7-AAD no fundo do tubo de ensaio.

Coloque com a pipeta 100 ul de amostra bem misturada no fundo do tubo de
ensaio usando a técnica de pipetagem reversa.

CUIDADO: A precisao da pipetagem é critica para enumeracio da contagem
absoluta de células-tronco CD34+. Portanto, a técnica de pipetagem reversa
usando pipeta de deslocamento automatico de ar deve ser usada.

Para aspiracao de amostra por pipetagem reversa, aperte o aplicador da pipeta
até a 2° paragem e aspire a amostra. Em seguida, coloque a ponta da pipeta
contendo a amostra de sangue perto do fundo do tubo e aperte o aplicador da
pipeta até a 1° paragem para dispensar a amostra.

Evite aplicar com a pipeta sangue na lateral do tubo de ensaio. Se o esfregaco
ou gota de sangue permanecer na lateral do tubo, podera ndo ser corado com o
reagente ou os eritrocitos podem nao ser lisados e o resultado do teste pode
nao ser valido.

. Coloque no vortex e incube o tubo de ensaio por 20-30 minutos a temperatura

ambiente no escuro.

. Adicione 2 ml de solucdo de lise de trabalho (1X) ao tubo de ensaio.

. Coloque no vortex e incube o tubo de ensaio por 10 minutos a temperatura

ambiente no escuro.
Se o tubo BD Trucount™ nao tiver sido usado como tubo de ensaio, adicione
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100 ul de Fluoroesferas Flow Count™ usando a técnica de pipetagem reversa.
Siga as instrucdes do fabricante.

. Retire a amostra corada imediatamente do citémetro de fluxo. Se a amostra

corada nao for obtida imediatamente, tape o tubo de ensaio, armazene a 2-8°C
no escuro e analise dentro de 2 horas.

CUIDADO: Coloque no vortex a amostra corada imediatamente antes da
aquisicdo no citémetro de fluxo para evitar agregados.

Coloracdo da amostra - método de plataforma dupla

CUIDADO: Determine a contagem absoluta de leucécitos na amostra recolhida
através de um analisador de hematologia antes do processamento da amostra.

. Para cada amostra, rotule um tubo de ensaio de fundo redondo de 12 x 75 mm
com a identificacido apropriada da amostra.

. Coloque com a pipeta 20 ul de reagente de coloracio no fundo do tubo de
ensaio.

3. Coloque com a pipeta 20 ul de 7-AAD no fundo do tubo de ensaio.

. Coloque com a pipeta 100 pl de amostra bem misturada no fundo do tubo de
ensaio usando a técnica de pipetagem reversa.

. Coloque no vortex e incube o tubo de ensaio por 20-30 minutos a temperatura
ambiente no escuro.

6. Adicione 2 ml de solucao de lise de trabalho (1X) ao tubo de ensaio.

. Coloque no vortex e incube o tubo de ensaio por 10 minutos a temperatura
ambiente no escuro.

. Retire a amostra corada imediatamente do citbmetro de fluxo. Se a amostra
corada nao for obtida imediatamente, tape o tubo de ensaio, armazene a 2-8°C
no escuro e analise dentro de 2 horas.

CUIDADO: Coloque no vortex a amostra corada imediatamente antes da
aquisicdo no citémetro de fluxo para evitar agregados.

Anailise da citometria de fluxo

O citémetro de fluxo selecionado para uso com o dispositivo CD34 QuantiFlowEx
Kit deve ser calibrado rotineiramente usando microesferas fluorescentes para
garantir sensibilidade estavel dos detetores de acordo com as instrucdes do
fabricante do citometro.

Se nao for mantido adequadamente, o citdmetro de fluxo pode produzir resultados
falsos.
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Consulte as especificacdes do fabricante do citdmetro para lasers e detetores de
fluorescéncia de acordo com as caracteristicas de excitacdo e emissao dos
fluorocromos na Seccdo 6 (Equipamento necessario).

Defina as voltagens nos detetores de fluorescéncia de interesse antes da analise da
amostra corada. A voltagem num detetor PMT deve ser ajustada para um nivel alto
o suficiente, de modo que o minimo de eventos com coloracdo negativa interfira
no canal O no eixo de fluorescéncia. Além disso, a voltagem do detetor PMT nao
deve exceder os valores nos quais os eventos positivos sdo pressionados para o
eixo direito.

Dependendo da amostra, adquira pelo menos 300.000 - 1.000.000 eventos por
tubo.

Adquira sempre os parametros de dispersao de luz da célula: Dispersao de luz de
angulo frontal (area de sinal e altura de sinal) e dispersédo de luz lateral
(perpendicular) (area de sinal e altura de sinal).

Para o método de plataforma tnica defina o limite de fluorescéncia no detetor
FITC em vez do tamanho do evento para recolha de dados. O limite na dispersao
direta (tamanho do evento) pode excluir eventos de microparticulas do padrao de
contagem da andlise, o que influenciaria negativamente a enumeracdo da
percentagem de células-tronco CD34+.

Para o método de plataforma dupla defina o limite na dispersao direta.

Compense os sinais de fluorescéncia entre detetores antes ou depois da aquisicdo
de dados. Os dados podem ser interpretados incorretamente se os sinais de
fluorescéncia forem compensados indevidamente ou se os portdes forem
posicionados de forma imprecisa.

AVISO: Amostras com baixa viabilidade celular esperada devem ser usadas para
a preparacao do controlo de compensacado 7-AAD, por exemplo, células
sanguineas processadas com solucao de lise a base de formaldeido. Amostras
com alta viabilidade celular fornecem baixo nimero de células mortas. Uma
baixa contagem de células mortas pode influenciar negativamente a intensidade
média da fluorescéncia do 7-AAD de células mortas e pode produzir uma
compensacao inadequada.

Para anélise dos dados medidos, é possivel usar o software do citémetro
desenvolvido pelo fabricante, ou software dedicado para anélise de dados de
citometria offline (por exemplo, FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Anilise de dados da amostra corada CD34 QuantiFlowEx Kit

Analise os dados medidos e compensados usando o software apropriado. Deve ser
aplicado o protocolo de gating da International Society for Hematotherapy and
Graft Engineering (ISHAGE) (Fig. 1-5) para enumeracio da percentagem de células-
tronco CD34+ vivas.
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Usando 5 parametros (2 parametros de dispersio de luz e 3 parametros
fluorescentes) as células-tronco hematopoiéticas CD34+ s3o identificadas por uma
combinacao de gating sequencial e booleano de acordo com as suas propriedades.
As verdadeiras células-tronco CD34+ expressam antigénios CD34 e CD45, porém
a expressao de CD45 é semelhante a das células blasticas. A intensidade da
coloracao é detetavel, mas menor do que, por exemplo, em linfécitos.

As verdadeiras células-tronco CD34+ também fornecem sinal de dispersao de luz
de angulo frontal semelhante ao das células blasticas ou linfécitos e exibem
propriedades de reduzida dispersao de luz perpendicular (dispersao lateral).
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As Figuras 1-5 mostram a sequéncia de gating logico que assegura a identificacao
precisa das células estaminais CD34"* vivas para uma contagem percentual exata.

Em primeiro lugar, visualize todos os eventos num grafico de pontos da Area de
Sinal de Dispersao Lateral (SSC-A) vs. coloracido de viabilidade 7 AAD e coloque
um gate em torno das células vivas (7-AAD negativo), conforme indicado pela
Regido A na imagem a esquerda.

AVISO: quando se utiliza um controlo de sangue estabilizado como, por
exemplo, Streck CD-Chex CD34®, recomenda-se vivamente a verificacio da
Regido A de viabilidade e o reposicionamento da regido, se necessario, uma vez
gue o sangue estabilizado contém formaldeido que permeia a membrana
celular, resultando numa coloracio positiva do corante de viabilidade 7-AAD.

Figural Aimagem da esquerda representa a selecdo da populacdo vidvel. A imagem da
direita representa todos os eventos fechados das regides A, B, C, G (derivada da regido F) e I.
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Visualize as células da Regido A num gréafico de pontos de SSC-Avs. CD45 FITC e
coloque um gate em torno dos leucécitos (Regido B) e um gate em torno dos
linfécitos representados como Regido C.

Coloque as células da Regiao B num grafico de pontos SSC-Avs. CD34 PE e
cologue um gate em torno dos eventos CD34 positivos (Regido D).

Aimagem a direita mostra todos os eventos, incluindo as microparticulas
fluorescentes da Regido | representadas na Regiao E. A Regiado E indica as
propriedades 6ticas e fluorescentes do padrdo de contagem de microparticulas
fluorescentes presente no Tubo BD TruCount™ (apenas para o método de
plataforma unica).

Figura2 Aimagem da esquerda representa a selecao da populagido vidvel de leucécitos
(Regido B) e linfécitos (Regido C). A imagem da direita visualiza eventos CD34 positivos
viaveis (Regido D) selecionados a partir de leucdcitos (Regido B). Para o método de
plataforma Unica, pode ser colocado um gate (regido E) a volta dos granulos fluorescentes.
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Purifique os eventos positivos CD34 da Regido D colocando uma Regidao F em
torno do cluster de células positivas CD45 dim no diagrama de dispersao SSC-A vs
CD45 FITC com eventos da Regido D, conforme ilustrado na Figura 3 a esquerda.

Exibir linfocitos CD45* (Regido C) no grafico de pontos SSC-A vs Altura do Sinal de
Dispersao Frontal (FSC-H). Colocar um novo gate que delimite os linfocitos CD45*
dos eventos mais pequenos e dos detritos (Regido G), conforme ilustrado na Figura

3 a direita.

Figura 3 Aimagem da esquerda visualiza a remocao de casos ndo especificos corados com
CD34, ou seja, plaquetas ou agregados. A regido F foi utilizada para delinear células
especificamente coradas que sdo CD459MSSCs'o¥ CD34+. A imagem a direita visualiza a
delimitacdo dos linfécitos CD45* (Regido G) da Regido C.

Region G
99,1

Region F
838

Side Scatter [Signal Area)
Side Scatter [Signal Area)

Forward Scatter [Sighal Height)

CDA45 FITC
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Copie o gate da Regidao G que delineia os linfécitos da Fig. 3 (imagem da direita) e Coy
cole no gréafico de pontos SSC-A vs. FSC-H que contém eventos da Regido F e crie a intc
Regido H, para diferenciar o grupo de células estaminais CD34" de eventos mais Reg
pequenos e detritos. As células da Regido F (Figura 3) encontradas no interior do and
gate da Regido H representam células estaminais CD34" verdadeiras. Tru

Figura4 Aimagem representa a selecio de células estaminais CD34+ verdadeiras
(Regiao H).

Region H
81,7

Side Scatter [Signal Area)

Forward Scatter (Signal Height)

Apenas para o método de plataforma unica:
Para garantir que € colocado o gate correto para os granulos fluorescentes (regido
E), devem ser visualizados os gates de controlo (regides |, J e K nas figuras 5 e 6).

Visualizar todos os eventos em CD34 PE vs. CD45 FITC e colocar regides a volta do
padrdo de contagem de microparticulas fluorescentes que delineia as
microparticulas do BD TruCount™ (Regido I) ou as microparticulas do Flow-Count™
da Beckman Coulter (Regiao J).

AVISO: o tamanho dos granulos de contagem e as propriedades de
fluorescéncia podem diferir consoante o fabricante.
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Figura 5 Aimagem da esquerda representa o tamanho e as propriedades fluorescentes dos
granulos BD TruCountTM Tube (Regido I). A imagem da direita representa o tamanho e as
propriedades fluorescentes dos granulos BC Flow-CountTM Fluorospheres (Regido J).

5 =
5 Region |
10° - 2,68 _Region )

5,32

CD34 PE
€D34 PE
L

CD45 FITC CD45 FITC

Figura 6 A imagem visualiza todos os granulos de contagem de singletes no tempo
(Regido K).

For—— ]

Region K
377

CD45 FITC

Time

AVISO: qualquer ndo homogeneidade na Regido K (perturbacdo na aquisicao,
diminuicdo da fluorescéncia) deve ser considerada para revisdo. A aquisicdo ndo
homogénea de eventos ou uma aquisicdo que ndo seja perpendicular ao eixo do
FITC CD45 indica problemas com os fluidos de um citémetro de fluxo.
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Célculo e interpretacao de resultados analiticos - método de plataforma tGnica
Use as equacdes abaixo para a enumeracao da contagem percentual e absoluta de
células-tronco CD34" vivas de todos os leucécitos vivos.

Enumeracio da contagem absoluta de células-tronco vivas CD34* por 1 ul de
material sanguineo:
RegionH P
CD34*Abs = ———— X=X DF
RegionE 'V
Enumeracdo da contagem absoluta de leucdcitos vivos por 1 ul de material
sanguineo:.
RegionB P
WBC Abs = ———— X=X DF
RegionE V
Enumeracio da percentagem de células-tronco vivas CD34* de todos os leucocitos
ViVos.

% CD34* = CD34" Abs x 100
0 ~ WBC Abs

CD34* Abs Contagem absoluta de células-tronco vivas CD34* por 1 pl de
material sanguineo

Leucdcitos Abs Contagem absoluta de leucécitos vivos por 1 pl de material
sanguineo

% CD34* Percentagem de células-tronco vivas CD34* de todos os

leucdcitos vivos

Regido B Numero de eventos na Regido B (leucdcitos)

Regido H Células-tronco CD34* verdadeiras

Regido E Numero de eventos na Regido E (microparticulas)

P numero de microparticulas por teste (presentes no tubo de ensaio)
indicado pelo fabricante da microparticula

4 volume da amostra- 100 pl

DF Fator de diluicio (diluicio da amostra antes da coloracdo); DF = 2

significa que 1 parte de material sanguineo (100 pl) foi diluida
usando 1 parte de PBS contendo 0,5% de BSA (100 ul)

Calculo e interpretacio de resultados analiticos - método de plataforma dupla
Use o analisador de hematologia para definir a contagem de leucdcitos por ul de
amostra. Consulte as instrucées do fabricante do analisador de hematologia.

Use as equacdes abaixo para a enumeracao da contagem percentual e absoluta de
células-tronco CD34" vivas de todos os leucdcitos vivos.
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Enumeracio da contagem absoluta de células-tronco vivas CD34* por 1 ul de
material sanguineo:

Region H
Region B
Enumeracao da percentagem de células-tronco vivas CD34* de todos os leucocitos
VIVos.

CD34%Abs = X WBC Abs X DF

Region H
% CD34" = ——— x 100
Region B
CD34* Abs Contagem absoluta de células-tronco vivas CD34* por 1 ul de
material sanguineo

Leucdcitos Abs Contagem absoluta de leucdcitos vivos por 1 ul de material
sanguineo definida usando o analisador de hematologia

% CD34* Percentagem de células-tronco vivas CD34* de todos os leucdcitos
vivos

Regido B Numero de eventos na Regido B (leucécitos)

Regido H Ndmero de células-tronco CD34* verdadeiras

DF Fator de diluico (diluicdo da amostra antes da coloracéo); DF = 2

significa que 1 parte de material sanguineo (100 pl) foi diluida
usando 1 parte de PBS contendo 0,5% de BSA (100 pl)

11. Desempenho analitico

Especificidade

O anticorpo MEM-28 reconhece todas as isoformas de leucécitos do CD45
humano (proteina tirosina fosfatase recetora tipo C). A especificidade do anticorpo
foi confirmada pelo workshop HLDA (workshop HLDA 11l 49),

O anticorpo 4H11[APG] reconhece o epitopo de classe Il do antigénio CD34
humano (Mucosialina). A especificidade do anticorpo foi confirmada pelo workshop
HLDA (workshop HLDA VI 29)),

Precisao

A exatiddo do método foi determinada através da comparacido do CD34
QuantiFlowEx Kit do dispositivo com o método de plataforma dupla interno de um
laboratério clinico acreditado e bem documentado (cocktail de anticorpos
conjugados de cor Unica de diferentes fabricantes, combinado com uma solucao de
lise a base de cloreto de amonio) através da coloracio paralela de 75 amostras de
sangue ou de tecido analisadas pelo citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il ou pelo
citdmetro de fluxo Beckman Coulter Navios (tabela 4, 5, 6). Os parametros da
andlise de regressao linear sdo apresentados nos quadros 4 a 6.
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Tabela 4 Andlise de regressao linear para células estaminais CD34+ no sangue periférico
(comparacéo do dispositivo CD34 QuantiFlowEx Kit com o método interno de um
laboratodrio clinico acreditado) analisadas pelo citémetro de fluxo BD FACSCanto™ Il ou pelo
citémetro de fluxo Beckman Coulter Navios.

Comparacio do ED7080 com o método acreditado

Sangue periférico

Populacao-alvo Unidade n Declive | Intercecao r? Faixa
% 30 | 0,9743 | -0,0005 | 0,9967 0,02 - 2,22
células/ul | 30 | 0,9757 | -0,4106 | 0,9947 0,24 - 468

CD34*CD45dim

Tabela 5 Andlise de regressao linear para células estaminais CD34+ em produtos de
leucaférese (comparacdo do método interno do laboratério clinico acreditado com
dispositivo CD34 QuantiFlowEx Kit) analisados pelo citémetro de fluxo BD FACSCanto™ I
ou pelo citdmetro de fluxo Beckman Coulter Navios.

Comparacao do ED7080 com o método acreditado

Produtos de leucaférese (PBSC)

Populacio-alvo Unidade | n Declive | Intercecao r? Faixa
% 25 | 0,9999 | -0,0061 | 0,9925 | 0,81-10,56

CD34*CD45dim

células/ul| 25 | 0,9844 45,762 0,9918 | 1392 - 17497

Tabela 6 Anélise de regressao linear para células estaminais CD34+ em medula éssea
(comparacdo do método interno do laboratério clinico acreditado com o dispositivo CD34
QuantiFlowEx Kit) analisadas pelo citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il ou pelo citdmetro

de fluxo Beckman Coulter Navios.

Comparacao do ED7080 com o método acreditado

Medula éssea

Populacio-alvo Unidade | n Declive | Intercecao r? Faixa

% 20 | 0,9385 0,0467 0,9954 0,24 -3,14
CD34*CD45dim

células/ul| 20 1,028 -4,1351 | 0,9991 47 - 1708

Linearidade

A linearidade do método foi verificada com o derivado de sangue "Buffy Coat" de
um dador de sangue saudavel enriquecido com 11 diluicées consecutivas (em
série; 2 vezes) de células CD34+ (KG-1) em 1 dia por 1 operador, analisadas pelo
citdmetro de fluxo BD FACSCanto™. A regressao linear foi usada para avaliacdo do
valor esperado contra o valor médio recuperado em cada diluicdo. A faixa de
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linearidade é apresentada na tabela 7.
Tabela 7 Linearidade do dispositivo em BD FACSCanto™ I
BD FACSCanto™ Il

Intervalo

3,64 - 2862

Unidade Intercecdo r?

4,4804 1,0000

Declive

1,0648

Populacao-alvo

CD34*CD45dim

células/pul

Repetibilidade

A repetibilidade do ensaio foi medida em dez amostras de sangue em multiplos de
seis. As amostras foram analisadas usando o citémetro de fluxo BD FACSLyric™ e o
citdmetro de fluxo Sysmex XF-1600™. Os coeficientes de variacido (CV) sdo

fornecidos nas tabelas abaixo (Tabelas 8 e 9).
Tabela 8 Repetibilidade do dispositivo em BD FACSLyric™

BD FACS Lyric™

n Intervalo de
Populacio-alvo Unidade valores SD CV (%)
avaliado
% 10 0,03-0,07 0,0035 7,2
CD34*CD45dim
células/ul 10 8-20 1,0 7,2
Tabela 9 Repetibilidade do dispositivo em Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™
n Intervalo de
Populacio-alvo Unidade valores SD CV (%)
avaliado
% 10 0,03-0,07 0,0047 9.4
CD34*CD45dim
células/ul 10 7-20 1,2 9.4

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do ensaio foi medida em amostra de sangue estabilizada

(CD- Chex CD34, Nivel 3) nas mesmas condicoes por 15 dias. As amostras foram
analisadas usando o citémetro de fluxo BD FACSLyric™ e o citémetro de fluxo
Sysmex XF-1600™. Os coeficientes de variacdo (CV) sdo dados nas tabelas abaixo

(Tabelas 10 e 11).
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Tabela 10 Reprodutibilidade do dispositivo em BD FACSLyric™

Reprodutibilidade - BD FACSLyric™
Valor Valor .
Tipo de Intervalo | <dio médio cv | Fapade
previsto . SD o valores
amostra (%) esperado obtido (%) medidos
) (%) (%)
CD-Chex
CD34, Level 3 1,35-1,95 1,65 1,67 0,06 3,6 1,46-1,70
Tabela 11 Reprodutibilidade do dispositivo em Sysmex XF-1600™
Reprodutibilidade - Sysmex XF-1600™
Intervalo Valor Valor Faixa de
Tipo de . médio médio cv
previsto . SD o valores
amostra (%) esperado obtido (%) medidos
) (%) (%)
CD-Chex
CD34, Level 3 1,35-1,95 1,65 1,54 0,04 2,8 1,48-1,62

AVISO: Para andlise de citometria de fluxo foram utilizados os seguintes
citdmetros de fluxo, incluindo a versao do software:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - versao 8.0.2
BD FACSLyric™ BD FACSSuite Software - versao 1.5
Sysmex XF-1600™ [|PU Software - versdo 0(0.09-00)
Navios EX Navios Ex Software v2.0

Para contagens absolutas de células foi utilizado o analisador hematolégico de
método de plataforma dupla com as seguintes especificacoes:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - versdo 00-22(164)

Para avaliacdo dos dados medidos foi utilizada a seguinte plataforma de andlise:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versdo 10.9.0

12. Desempenho clinico

Os dados clinicos foram recolhidos numa instalacao clinica. O desempenho clinico

do dispositivo ED7080 foi determinado por comparacdo do CD34 QuantiFlowEx

Kit com o método interno de um laboratério clinico acreditado. Foram testadas 75

amostras, incluindo sangue periférico, produtos de leucaférese e amostras de

medula éssea. A diferenca entre os métodos foi inferior a 10% em 67 das 75

determinacoes, o que significa que os resultados obtidos por ambos os métodos
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foram praticamente os mesmos. As diferencas relativas entre os métodos variaram
entre -13% e +11%. Estes dados foram posteriormente comparados utilizando a
andlise de regressao linear e a avaliacdo de Bland-Altmann da concordancia entre
métodos (diferenca relativa nas contagens), que revelou uma concordancia muito
boa entre os métodos. O valor médio das diferencas relativas na contagem entre os
dois métodos é de 1% e um erro padrao de 6%.

As diretrizes para a determinacdo de CD34+ HSC sugerem a comparacio dos
resultados com uma diferenca relativa maxima aceitavel entre duplicados até
10%2t. De acordo com estas recomendacdes, estes métodos fornecem dados que
podem ser considerados equivalentes entre si.

13. Valores esperados

O dispositivo destina-se a detecdo e contagem do total de células estaminais
hematopoiéticas viaveis e ndo estabelece, por si sd, qualquer diagndstico em que
se possa estabelecer uma faixa normal de valores.

Para trés tipos de amostras, as faixas de valores obtidas em estudos clinicos sdo
apresentadas na Seccdo 11 (Desempenho analitico), parte de Precisao.

14. Limites

O dispositivo ndo se destina a identificacdo e enumeracao de células-tronco
mesenquimais, neurais, epiteliais e da pele.

neural, epithelial and skin stem cells.

As amostras com uma contagem muito elevada de leucécitos devem ser diluidas
antes da coloracdo em PBS para obter uma contagem de leucdcitos inferior a
20 x 1083 células/ul 22,
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17. Utilizacao de Marcas Registradas de Terceiros
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18. Historico de revisdao

Versao 5, ED7080_IFU_v5

Nova apresentacido do IFU de acordo com os requisitos da IVDR (UE) 2017/746.
Aditamento do nimero de Identificacdo do Organismo Notificado. Aditamento do
novo capitulo 16, "Resumo da seguranca e do desempenho". Alteracdo do texto da
estratégia de gating, foram feitas recomendacoes para gating de plataforma unica.
Clarificacdo do termo "fator de diluicao". Alteracdes nos capitulos 11, 12, 14 e 15
(adicdo de dados analiticos e clinicos).

19. Fabricante
EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Republica Checa
Informacéo de contacto
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20. Representantes autorizados
N/A

AVISO: Qualquer incidente grave ocorrido em relacdo ao dispositivo deve ser
comunicado ao fabricante e 3 autoridade local competente.
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