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1. Rendeltetési cél
A KOMBITEST TBNK 6-color a limfocitapopulaciok és alcsoportok kimutatasara és
szamszer(isitésére szolgal emberi teljes vérben dramlasi citometria segitségével.

Mit detektal és/vagy mér

A KOMBITEST TBNK 6-color eszkdz kimutatja és méri az emberi T-sejtek (CD3+),
B-sejtek (CD3-CD19+), NK-sejtek (CD3-CD16+56+), segité/induktor (CD3+CD4+)
és szuppresszor/citotoxikus (CD3+CD8+) T-sejt alcsoportok relativ szazalékos
aranyat és abszolut szamat.

Az eszk6z funkcidja

Az eszk6z normal betegek immunoldgiai értékelésére szolgal, és segithet azon
betegek diagnosztizalasaban, akiknek immunhianyos allapota van, vagy akiknél ez
felmerdil.

Elettani vagy kéros 4llapottal val6 6sszefiiggés

Az eszkbzzel mért limfocitapopulacidk gyakorisagat kilénb6zé kéros allapotok
befolyasolhatjak, és a szazalékos aranyok és szamok értékelése felhasznalhaté a
kovetkezdk vizsgalataban:

o CD3+/CD4+ segité/induktor T-sejtek a HIV monitorozasaban 47,9

e CD3+/CD8+ citotoxikus T-sejtek virusfert6zésekben és 6rokletes
immunhianyos allapotokban 2 3 4.11,12,15,17)

¢ CD3-/CD19+ B-sejtek autoimmun betegségekben & ¢

e CD3-/CD16+56+ NK-sejtek a velesziiletett immunitasban és immunolégiai
hianyban (1314

Avizsgalat tipusa
Nem automatizalt

Kvantitativ

Szitkséges mintatipus
Antikoagulalt emberi periférias teljes vérminta

Vizsgalt populacié
Nem szolgal meghatarozott populacio vizsgalatara.

2. Rendeltetésszert felhasznalé
Az eszkoz kizardlag professzionalis laboratdriumi hasznalatra szolgal. Nem alkalmas
betegkozeli vizsgalatra vagy dnellendrzésre.

Képesitési kovetelmények

A rendeltetésszerl felhasznaldnak aktualis szakértelemmel kell rendelkeznie
emberi sejtek dramlasi citometrias vizsgalataban, a standard laboratériumi
technikakban, beleértve a pipettazasi készségeket, valamint az emberi testbdl
szarmazé mintak biztonsagos és megfelel6 kezelésében.
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A rendeltetésszerl felhasznalénak meg kell felelnie az EN I1ISO 15189 szabvanynak

vagy mas alkalmazandé nemzeti szabvanyoknak.

3. Avizsgélat elve
A vizsgélat elve a monoklondlis antitest bizonyos emberi vérsejtek altal kifejezett
specifikus molekulahoz (antigénhez) torténé kotédésének kimutatasan alapul. A
vizsgalatban hasznalt monoklondlis antitestek kiilonb6z6 fluorokrémokkal vannak
jelolve, amelyeket az dramlasi citométer |ézersugara gerjeszt az antitesttel
megfestett vérminta felvétele soran. Az egyes, a felvett vérsejten jelen Iévé
fluorokrémok ezt kovetd fluoreszcenciajat (fényemisszidjat) a miszer gydijti 6ssze
és elemzi. A fluoreszcencia intenzitasa kézvetlenil ardnyos az antigénexpresszié
slrlségével a sejtben, ami lehetdvé teszi a kiilonb6z6 sejtalcsoportok

elkiilonitését.

4. Mellékelt reagens(ek)

Tartalom

A KOMBITEST TBNK 6-color eszkéz 50 teszthez elegendé, és a kovetkezé
reagenssel kerul szallitasra:

1 Giveg (1 ml), amely el6re kevert kombinaciét tartalmaz fluorokrom-jel6lt
monoklonalis antitestekbél CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-

Cy™5.5/ CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, optimalis

koncentracidkban higitva stabilizal6 foszfat-pufferolt séoldatban (PBS), amely 15
mM néatrium-azidot és 0,2%-0s szarvasmarha szérumalbumint (BSA) tartalmaz.

Osszetétel
1. tablazat Aktiv 6sszetevék leirdsa
Antigén Fluorokrém Klén Izotipus Ko?ﬁz;‘r:ﬁ;dé
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. Sziikséges, de nem mellékelt anyagok
GOmbolyu alju kémcsovek (12 x 75 mm)

Eritrocita-lizalé oldat (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. sz. ED7066 vagy
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. sz. BD303500)

loncserélt viz (reagensminéségi)

Folyamatkontroll sejtek (Streck CD-Chex Plus®, Kat. sz. 213323 vagy egyenértéku
lizalhato sejtkontroll)

6. Sziikséges felszerelés
Automata pipetta eldobhaté hegyekkel (20-100 ul) a minta és a reagensek
pipettazasahoz

Folyadékadagold vagy pipetta eldobhaté hegyekkel (0,5-2 ml) az eritrocita-lizalé
oldat adagolasahoz

Vortex kever6

Hematoldgiai analizator (abszolut sejtszamlalashoz), amely képes a fehérvérsejtek
(WBC) és limfocitdk szamanak meghatarozasara mintanként ul-enként

Aramlasi citométer két |ézer gerjesztd forrassal (488 nm és ~635 nm), szort fényt
érzékel6 detektorokkal, optikai sz(ir6kkel és emisszids detektorokkal, amelyek
alkalmasak a 2. tablazatban megadott fluorokrémok jeleinek gytijtésére.

2. tablazat Az eszkdzben hasznalt fluorokrémok spektralis jellemzéi

Fluorokrém Gerjesztés [nm] Emisszio [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

MEGJEGYZES: Az eszkozt BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX
(Beckman Coulter) és Sysmex XF-1600™ (Sysmex Corporation) aramlasi
citométereken tesztelték.

7. Tarolas és kezelés

Tarolas 2-8 °C-on.

Keriilje a fénynek val6 hosszan tarté kitettséget.

Ne fagyassza le.

Lasd: 10. szakasz Eljaras (Reagens elkészitése) az elsé felnyitas utani felhasznalas
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kozbeni stabilitassal és eltarthatdsaggal kapcsolatos informaciokért, valamint a
tarolasi feltételekért és a munkaoldatok stabilitasaért (adott esetben).

8. Figyelmeztetések, dvintézkedések és a felhasznalas korlatozasai

GHS veszélyességi osztilyozas

A termékoldalon a www.exbio.cz weboldalon elérheté biztonsagi adatlapon (BAL)
tajékozddjon a Termékben talalhaté vegyi anyagok és keverékek altal jelentett
kockazatokrdl, valamint azok kezelésérél és artalmatlanitasarol.

Biolégiai veszély

Az emberi bioldgiai mintakat és vérmintakat, valamint az azokkal érintkezésbe
keril6é anyagokat mindig fert6zé anyagnak kell tekinteni.

A bérrel, szemmel és nyalkahartyaval val6 érintkezés elkerilése érdekében
hasznaljon egyéni védbeszkdzoket és biztonsagi felszerelést.

Tartson be minden alkalmazandé térvényt, rendeletet és eljarast a fert6z6 anyagok
kezelésére és artalmatlanitasara vonatkozdan.

A karosodas jelei

A mellékelt reagens normal megjelenése tiszta folyadék. Ne haszndalja a reagenst,
ha a megjelenésben barmilyen valtozast észlel, példaul zavarossagot vagy
kicsapodas jeleit.

A felhasznilas korlatozasa
Ne haszndlja a termékcimkéken feltlintetett lejarati id6é utan.

9. Minta

Hasznaljon periférids vénas vért, amelyet orvostechnikai eszkdzként besorolt
mintavevé edénybe gydjtottek EDTA antikoagulanssal.

MEGJEGYZES: Hatarozza meg az 6sszegyjtott vérminta WBC abszolut
sejtszamat és limfocitaszamat hematoldgiai analizatorral. A KOMBITEST TBNK
6-color eszkdz 6nmagaban nem biztosit abszolut sejtszam-meghatarozast.

A 40x103 sejt/ul feletti WBC-szamu vérminta esetén szilkséges a PBS-sel térténé
higitas a minta feldolgozasa el6tt.

Dolgozza fel a vérmintat a vétel utan legkésébb 24 éran beliil. Tarolja a mintat
laboratériumi h6mérsékleten (20-25°C). Ne hiitse a mintat.

Endogén interferencia
A tudomanyos szakirodalom kutatdsa alapjan az endogén interferencia forrasait a
3. tdblazat tartalmazza.
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3. tablazat Az eszkdz endogén interferencidja

Endogén Hatas Hivatkozas
interferencia
Albumin Az albumin magas koncentracidban 18, 19, 35

interferalhat a nagy mennyiség( ligandum
megkotésére és felszabaditasara valo
képessége miatt.

Bilirubin (icterus) | A bilirubin megnévelheti a sejtek 22,24, 28
(nem konjugalt) fluoreszcens hatterét magas
autofluoreszcenciaja miatt.

Sejttormelék A sejttérmelék pontatlan sejtszamokat 21,25

(lizis utan) eredményezhet és csdkkentheti az antitest
mennyiségét az eszkdzben.

Eritrocitak Elégtelen lizis, a mintdban jelen 1évé 26
vOrosvértestek téves sejtszamlalast
eredményezhetnek.

Hemoglobin A hemolizalt mintak téves eredményeket 23
adhatnak.

Human anti-egér | A monoklonélis antitest kezelés téves 20, 30, 31,

antitestek eredményeket adhat (a sejtfelszini 32,33,34
antigénekhez valé kotédés képessége).

Immunglobulinok | Nem moshaték le egyplatformos 21

modszerrel, és téves limfocita alcsoport
szamot eredményezhetnek.

Rheumatoid Az RF jelenléte interferal az MIA-val 27
faktorok (multiplex immunvizsgalatok).
Trigliceridek A magas keringd lipidszintek 29

befolyasolhatjak bizonyos vérsejtpopulacidk
aramlasi citometrias elemzését.

Exogén interferencia
A 24 6ranal id6sebb minta téves eredményeket adhat.

A hitétt minta téves eredményeket adhat.

Az eritrocita-lizalé oldat (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. sz. ED7066 vagy
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. sz. BD303500) helytelen elkészitése téves
eredményeket adhat. Kbvesse a gyarté utasitasait az eritrocita-lizalé oldat
hasznalatahoz.
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10.Eljaras

A mellékelt reagens(ek) elkészitése
Reagenskészités nem sziikséges.

Hasznalat el6tt hagyja a reagenst szobahémérsékletre melegedni. Tartsa szarazon
az eszkoz elsédleges tartalyat.

Hasznélja a reagenst kdzvetleniil az eredeti elsédleges tartalyabdl. A reagens
hasznalatban toltott ideje (fénynek és megemelt hdmérsékletnek kitéve) nem
haladhatja meg a napi 4 6rat.

Az els6 felnyitas utan a reagens meg6rzi teljesitményjellemzadit a lejarati id6ig, ha
az eredeti elsédleges tartalyaban, a megadott koriilmények kdzott taroljak.

VIGYAZAT: Ne higitsa a reagenst.

A sziikséges, de nem mellékelt anyagok elkészitése

Higitsa a koncentralt eritrocita-lizalé oldatot ioncserélt vizzel a gyarté utasitasai
szerint. A higitott (1X) eritrocita-lizal6 oldat 1 hénapig stabil, ha
folyadékadagoldban vagy zart tartalyban, szobahémérsékleten taroljak.
Minoség-ellendrzés

Hasznéljon Streck CD-Chex Plus® vagy egyenérték(i kontrollsejteket pozitiv
eljarasi kontrollként az eszkdz rendeltetésszert, megfelels teljesitményének
biztositasara. A Streck CD-Chex Plus® megadja a T-sejtek, B-sejtek, granulocitak,
monocitak és NK-sejtek szazalékos pozitivitdsdnak és abszolat szamanak
megallapitott értékeit, beleértve a CD4+ sejtek két klinikailag relevans szintjét.

Fesse meg a kontrollsejteket a KOMBITEST TBNK 6-color reagenssel a
mintafeldolgozasnak megfeleléen, a hasznalati Utmutatéban leirtak szerint.
Ellenérizze, hogy a kapott eredmények (% pozitiv sejtek) a felhasznalt kontrollsejt-
tétel esetében megadott varhaté tartomanyon beliil vannak-e.

Minta festése

1. Minden egyes mintahoz jeldljon meg egy gombolyd alju kémcsovet (12 x 75
mm) a megfelelé mintaazonositdval.

2. Pipettazzon 20 pl KOMBITEST TBNK 6-color reagenst a 12 x 75 mm-es
kémcs6 aljara.

3. Pipettazzon 50 pl jél 6sszekevert vérmintat a kémcsé aljara.

VIGYAZAT: Keriilje a vér pipettazasat a kémcsé oldalara. Ha vérkenet vagy
csepp marad a kémcsé oldalan, el6fordulhat, hogy nem festédik meg a
reagenssel, vagy az eritrocitak nem lizalédnak, és a vizsgalat eredménye
érvénytelen lehet.
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4. Vortexeljen, majd inkubalja a kémcsdvet 20 percig szobahémérsékleten,
sotétben.

5. Adjon 500 ul higitott (1X) lizalé oldatot a kémcséhoz.

6. Vortexeljen, majd inkubélja a kémcsovet 10 percig szobahémérsékleten,
sotétben.

Azonnal mérje a megfestett mintat dramlasi citométeren. Ha a megfestett mintat
nem tervezik azonnal mérni, tarolja 2-8 °C-on s6tétben, és 24 6ran beliil elemezze.

VIGYAZAT: Vortexelje a megfestett mintat kdzvetleniil az dramlasi citométeres
mérés el6tt, hogy elkeriilje az aggregdtumok kialakulasat.

Aramlisi citometrias vizsgalat

Az eszkbzzel hasznalatra kivalasztott dramlasi citométert KOMBITEST TBNK 6-
color rendszeresen kalibralni kell fluoreszcens mikrogydngyok segitségével, hogy
biztositsa a detektorok stabil érzékenységét a citométer gyartdjanak utasitasai
szerint.

Ha nem megfelelen karbantartott, az d&ramlasi citométer hamis eredményeket
adhat.

A fluorokrémok gerjesztési és emisszios jellemzéinek megfeleléen tekintse meg a
gyartd citométer specifikacioit a Iézerekre és a fluoreszcencia-detektorokra
vonatkozéan a 6. szakasz Sziikséges felszerelés.

Allitsa be a fesziiltségeket az érintett fluoreszcencia-detektorokon a megfestett
minta elemzése el6tt. A PMT-detektor fesziiltségét kelléen magasra kell allitani,
hogy a negativan festett események minimuma zavarja a O. csatornat a
fluoreszcencia tengelyén. Ezenkiviil a PMT-detektor fesziiltsége nem haladhatja
meg azokat az értékeket, amelyeknél a pozitiv események a jobb oldali tengelyhez
szorulnak.

Kompenzalja a fluoreszcens jeleket a detektorok kozott az adatgytijtés el6tt vagy
utan. Az adatokat helytelenil lehet értelmezni, ha a fluoreszcens jeleket
helytelenil kompenzaljak, vagy ha a kapukat pontatlanul helyezik el.

A mért adatok elemzéséhez lehetséges a gyarto altal kifejlesztett citométer
szoftver vagy az offline citometriai adatelemzésre szant szoftver hasznalata
(példaul FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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A KOMBITEST TBNK 6-color megfestett minta adatelemzése

Jelenitse meg a kompenzalt adatokat oldalszéras (SSC) versus CD45 PerCP-Cy™5.5
grafikonon. Allitsa be a kaput a CD45+ limfocita populacidhoz, ahogyan az 1. abran
lathato.

1.abra A CDA45+ limfocita populacié korilhatarolasa
(adatok BD FACSCanto™ IlI-n rogzitve)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter
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CD45 PerCP-Cy™5.5
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Abrazolja a kapuzott CD45+ limfocitakat oldalszéras (SSC) versus CD3 FITC
grafikonon, ahogyan a 2. dbran lathatd. Valassza el a CD3+ és CD3- limfocitakat
megfeleld kapuk segitségével. Szamitsa ki a T-sejtek (CD3+; B terlilet a 2. dbran)
szazalékos aranyat az dsszes limfocitabdl.

2. abra CD3+ és CD3- limfocitak elvalasztasa
(adatok BD FACSCanto™ IlI-n rogzitve)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter
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CD3 FITC
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Abrazolja a kapuzott CD3- limfocitakat (A teriilet a 2. 4bran) CD19 APC versus
CD16+CD56 PE formaban, ahogyan a 3. abran lathaté. Allitson be megfelels
kapukat, és szamitsa ki a B-sejtek (CD16-CD56-CD19+; C terlilet a 3. dbran) és a
natural killer (NK) sejtek (CD16+CD56+CD19-; D tertiilet a 3. 4bran) szazalékos
aranyat az 6sszes limfocitabdl.

3. abra CD3- limfocitdk dot-plot dbrazolasban CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(adatok BD FACSCanto™ IlI-n rogzitve)

CD19 APC

lﬂs 'II.'|4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Abrazolja a kapuzott T-sejteket (CD3+; B tertilet a 2. dbran) CD4 PE-Cy™7 versus
CD8 APC-Cy™7 formaban, ahogyan a 4. abran lathatd. Allitson be megfelels
kapukat, és szamitsa ki a segit6/induktor T-sejtek (CD4+CD8-; E tertlet a 4. abran)
és a szuppresszor/citotoxikus T-sejtek (CD4-CD8+; F terlilet a 4. abran) szazalékos
aranyat az 6sszes limfocitabdl.

4. abra CD3+ limfocitak dot-plot dbrazolasban CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7
(adatok BD FACSCanto™ IlI-n rogzitve)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Az analitikai eredmények szdmitasa és értelmezése

Az abszolut szam meghatarozasahoz hasznalja a hematoldgiai analizatorral
meghatdarozott abszolut limfocitaszamot. Tekintse meg a hematolégiai analizator
gyartdjanak utasitasait. Hasznalja az alabbi egyenleteket a kivant limfocita
alcsoport abszolut szamanak meghatarozasahoz.

B (%)
100 (%)

A = abszolut limfocitaszam (a hematolégiai analizator adatai; sejt/pl)

Ax = Absolute count of required lymphocyte subset

B = a kivant limfocita alcsoport relativ szazalékos aranya az 6sszes limfocitabdl
(dramlasi citométer adatai; %)
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11. Analitikai teljesitmény

Specificitas

A TB3 antitest felismeri a TCR/CD3 komplex human CD3 antigénjét. Az antitest
specificitasat a HCDM Tandcs igazolta (HLDA XI munkacsoport).

A MEM-241 antitest felismeri a human CD4 antigént (T-sejt felszini glikoprotein
CD4). Az antitest specificitdsat a HCDM Tanacs igazolta (HLDA VIII munkacsoport).

Az LT8 antitest felismeri a human CD8 antigént (diszulfid-kotés( dimer, amely két
CD8 alfa lanc homodimerként vagy CD8 alfa/béta lanc heterodimerként jelenik
meg). Az antitest specificitasat HLDA munkacsoportok igazoltak (HLDA V
munkacsoport® és HLDA VIl munkacsoport @)

A 3GS8 antitest felismeri a human CD16 antigént (alacsony affinitasu lll. tipusu
immunglobulin Fc-gamma receptor). Az antitest specificitasit HLDA munkacsoport
igazolta (HLDA V munkacsoport (16)),

Az LT56 antitest felismeri a human CD56 antigén leukocita izoformajat (idegi
sejtadhézios molekula 1). Az antitest specificitdsat a HCDM Tanacs igazolta (HLDA
X munkacsoport).

Az LT19 antitest felismeri a human CD19 antigént (B-sejt transzmembran
glikoprotein CD19). Az antitest specificitdsat a HCDM Tanacs igazolta (HLDA X
munkacsoport).

A MEM-28 antitest felismeri a human CD45 6sszes leukocita izoformajat (C tipusu
protein tirozin foszfataz receptor). Az antitest specificitasat HLDA munkacsoport
igazolta (HLDA Ill munkacsoport (19)),

Pontossag

A médszer pontossagat BD FACSCanto™ Il dramlasi citométeren mérték, és a
KOMBITEST TBNK 6-color eszkdz 6sszehasonlitasaként hataroztak meg a piacon
elérhet6 hasonlo termékkel, a BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent-tel (Kat. sz.
644611), 30 egészséges véradd parhuzamos festésével.

A Beckman Coulter DxFLEX és a Sysmex XF-1600™ aramlasi citométereken a
modszer pontossagat 39 egészséges véradd ugyanazon, KOMBITEST TBNK 6-
color eszkdzzel megfestett vérmintainak elemzési eredményeinek
0sszehasonlitasaval hataroztak meg, rendre a BC DxFLEX és BD FACSCanto™ Il
aramlasi citométereken, valamint a Sysmex XF-1600™ és BD FACSCanto™ Il
aramlasi citométereken.

A méddszer pontossagat 134, immunrendszeri kéros allapotgyanus beteg (lasd 7.
tablazat) parhuzamos festése is alatdmasztotta. A linearis regresszios elemzés
paramétereit a 4-7. tablazat tartalmazza.

13/32



4. tablazat Linearis regresszios elemzés a limfocita alcsoportokra egészséges donoroknal (a
KOMBITEST TBNK 6-color eszkéz 6sszehasonlitdsa a BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent
IVD termékkel (Kat. sz. 644611))

Limfocita alcsoport Egység n Meredekség |Metszéspont R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+
sejt/ul 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957
CD3+CD8+
sejt/ul 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939
CD3+CD4+
sejt/ul 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968
CD3-CD16+CD56+
sejt/ul 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948
CD3-CD19+
sejt/ul 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = vérmintak szama

14/ 32



5. tablazat Linearis regresszids elemzés a limfocita alcsoportokra egészséges donoroknal
(az ED7733 eszkozzel festett vérmintak elemzésének 6sszehasonlitasa a Beckman Coulter
DxFLEX és BD FACSCanto™ Il kozott)

Az ED7733 mérési pontossaga a Beckman Coulter DxFLEX-en

Beckman Coulter DxFLEX aramlasi citométer vs. BD FACSCanto™ Il aramlasi citométer

A mérés helyessége

Limfocita alcsoport Egység n Meredekség Metsnztespo R?
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+

sejt/ul | 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829

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

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

CD3-CD19+
sejt/ul | 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = vérmintak szama

15/32




6. tablazat Linearis regresszids elemzés a limfocita alcsoportokra egészséges donoroknal
(az ED7733 eszkozzel festett vérmintak elemzésének 6sszehasonlitasa a Sysmex XF-1600™
és BD FACSCanto™ Il k6zott)

Az ED7733 mérési pontossaga a Sysmex XF-1600™-on

Sysmex XF-1600™ aramlasi citométer vs. BD FACSCanto™ Il aramlasi citométer

A mérés helyessége

Limfocita alcsoport Egység n Meredekség Metsnztespo R?
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+

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

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

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

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

n = vérmintak szama
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7.tablazat Linedris regresszids elemzés a limfocita alcsoportokra immunrendszeri kéros
allapotgyanus betegeknél (a KOMBITEST TBNK 6-color eszkéz 6sszehasonlitasa az AQUIOS
CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. rendszerrel és egy akkreditalt klinikai
laboratérium belsé médszerével - kilonb6zé gyartdk egyszinl konjugdlt antitesteinek
keverékével és BD FACSCanto™ II-n végzett elemzéssel)

Limfocita alcsoport Egység n Meredekség |Metszéspont R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+
sejt/ul | 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98
CD3+CD8+
sejt/ul | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98
CD3+CDA4+
sejt/ul | 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98
CD3-CD16+CD56+
sejt/ul | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99
CD3-CD19+
sejt/ul | 134 1.043 -0.010 1.00
n = vérmintak szama
Linearitas

A méddszer linearitasat egy leukocita-dusitott vérminta (buffy coat) 10 soros
higitasan ellenérizték. A sejtmintakat KOMBITEST TBNK 6-color reagenssel
festették meg hat ismétlésben. A mintdkat BD FACSCanto™ I, Beckman Coulter
DxFLEX és Sysmex XF-1600™ aramlasi citométerekkel elemezték. A jelzett
limfocita alcsoportokra mért adatok linedrisnak bizonyultak a 333-9492 sejt/ul
limfocita tartomanyban BD FACSCanto™ Il hasznalataval, 309-8693 sejt/ul
tartomanyban Beckman Coulter DxFLEX hasznalataval és 86-6822 sejt/ul
tartomanyban Sysmex XF--1600™ hasznalataval. A sejtalcsoportok a 8-10.
tablazatban talalhaté tartomanyokban voltak.
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8. tablazat A BD FACSCanto™ ll-vel elemzett limfocita alcsoportok linearis tartomanyai

BD FACSCanto™ Il
Limfocita alcsoport Tartomany (sejt/ul)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

9. tablazat A Beckman Coulter DxFLEX-szel elemzett limfocita alcsoportok lineéaris
tartomanyai

Beckman Coulter DxFLEX

Limfocita alcsoport Tartomany (sejt/pl)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

10. tablazat A Sysmex XF-1600™-mal elemzett limfocita alcsoportok linearis tartomanyai
Sysmex XF-1600™

Limfocita alcsoport Tartomany (sejt/pl)
CD3+ 45 -3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8-700
CD3-CD19+ 7 -567
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Kimutatasi hatir / meghatirozési hatar / vizsgélati kiiszobérték

A linearitasi adatokat hasznaltdk a kimutatasi hatar (LOD) és a meghatarozasi hatar
(LOQ) megallapitasara.

A kimutatasi hatar a legalacsonyabb, nullatél eltéré abszolut sejtszam érték plusz
3xSD (szoras) formajaban lett megallapitva minden limfocita alcsoportra (lasd 11-
13. tablazat).

A meghatarozasi hatar a limfocita alcsoport abszolut szamaként megjelenitett
analitkoncentraciok linearitasi tartomanyaban |évé legalacsonyabb érték, amelynél
a hat ismétlésbél szamitott CV nem haladta meg a 10%-ot, és a visszanyerés 90%-
110% kozotti volt (lasd 11-13. tablazat).

Avizsgélat eredményei nem egyedileg diagnosztikusak egyetlen klinikai entitasra
sem, ezért a vizsgalati kiiszobérték nem becsiilheté meg.

11. tablazat Kimutatasi és meghatarozasi hatarok a BD FACSCanto™ IlI-n

BD FACSCanto™ Il

Legalacsonyabb,
Limfocita alcsoport nullatél eltéré 3xSD (SD) LOD (sejt/ul) | LOQ (sejt/ul)
sejtszam (sejt/pl)

CD3+ 1 0,3(0,1) 1.3 10
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 96
CD3+CD4+ 2 1,5(0,5) 3.5 136

CD3-CD16+CD56+ 1 1,2 (0,4) 2.2 55
CD3-CD19+ 2 1,2 (0,4) 3.2 44

12. tablazat Kimutatasi és meghatérozasi hatarok a Beckman Coulter DxFLEX-en

Beckman Coulter DxFLEX
Legalacsonyabb,
Limfocita alcsoport nullatdl eltéré 3xSD (SD) LOD (sejt/ul) | LOQ (sejt/ul)
sejtszam (sejt/ul)

CD3+ 1 0,6 (0,2) 1.6 9
CD3+CDS8+ 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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13. tablazat Kimutatasi és meghatarozasi hatarok a Sysmex XF-1600™-on

Sysmex XF-1600™

Legalacsonyabb,
Limfocita alcsoport nullatdl eltéré 3xSD (SD) LOD (sejt/ul) | LOQ (sejt/ul)
sejtszam (sejt/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
Ismételhetoség

A vizsgalat ismételhet8ségét tiz vérmintan mérték, hat ismétlésben. A mintakat BD
FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX és Sysmex XF-1600™ aramlasi
citométerekkel elemezték. A variacios koefficienseket (CV) az alabbi tablazatok
tartalmazzak (14-16. tablazat).

14. tablazat Az eszkoz ismételhetésége a BD FACSCanto™ Il-n

BD FACSCanto™ Il

Limfocita alcsoport Egység n Atlag SD %CV
% 10 70.34 0.56

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

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

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

CD3-CD16+CD56+ 243
sejt/pl 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
sejt/ul 10 227 478

n = vérmintak szama
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15. tablazat Az eszkoz ismételhet6sége a Beckman Coulter DxFLEX-en

Beckman Coulter DxFLEX
Limfocita alcsoport Egység n Atlag SD %CV
% 10 70.80 0.61
CD3+ 0.95
sejt/ul 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32
CD3+CD8+ 1.42
sejt/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56
CD3+CD4+ 1.47
sejt/ul 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.72
sejt/ul 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32
CD3-CD19+ 2.83
sejt/ul 10 227 5.94
n = vérmintak szdma
16. tablazat Az eszkoz ismételhetésége a Sysmex XF-1600™-on
Sysmex XF-1600™
Limfocita alcsoport Egység n Atlag SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
sejt/ul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
sejt/ul 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
sejt/ul 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 271
sejt/ul 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
sejt/ul 10 173 5.56

n = vérmintak szama

21/32




Reprodukalhatésag

A vizsgélat reprodukalhatosagat BD FACSCanto™ Il-n és Beckman Coulter DxFLEX
2 stabilizalt vérmintan mérték (CD-Chex Plus® és CD-Chex Plus® CD4 Low a
STRECK-t6l). A vizsgalat reprodukalhatosagat a Sysmex XF-1600™-on 4 stabilizalt
vérmintan mérték (CD-Chex Plus® és CD-Chex Plus® CD4 Low, valamint
kiegészitéleg IMMUNO-TROL Low Cells és IMMUNO-TROL Cells a Beckman
Coultertdl). A mintakat azonos korilmények kozott mérték 15 napon keresztil az
eszkoz 3 gyartasi tételének felhasznalasaval (5-5 nap egyenként). A variacids
koefficienseket (CV) az alabbi tablazatok tartalmazzak (17-19. tablazat).

17.tablazat Az eszkoz reprodukalhatésaga a BD FACSCanto™ Il-n

Limfocita alcsoport Anyag Egység Atlag sSD %CV
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
cD3 sejt/ul 1896 4.39
+
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low sejt/ul 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
sejt/ul 578 5.62
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 073
CD4 Low sejt/ul 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
sejt/ul 1203 11.15
CD3+CD4+ - 53 —
CD-Chex Plus® ° . . »11
CD4 Low sejt/pl 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
sejt/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ -
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Lo4
CD4 Low sejt/ul 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
sejt/ul 279 4.03
CD3-CD19+ - o —
CD-Chex Plus® 0 . . 175
CD4 Low sejt/pl 262 4.58 '
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18. tablazat Az eszkoz reprodukalhatésaga a Beckman Coulter DxFLEX-en

Limfocita alcsoport Anyag Egység Atlag SD %CV
% 7717 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
sejt/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43 -
CD4 Low sejt/l 883 6.24 '
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
sejt/ul 589 4.99
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32 075
CD4 Low sejt/l 621 4.65 '
% 4647 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
sejt/pl 1146 34.77
CD3+CD4+ -
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53 ps
CD4 Low sejt/ul 176 7.71 '
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ sejt/ul 261 492
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 63
CD4 Low sejt/l 281 4.59 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
sejt/ul 273 419
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 Los
CD4 Low sejt/ul 259 5.05 '
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19. tablazat Az eszkoz reprodukalhatésaga Sysmex XF-1600™

Limfocita alcsoport Anyag Egység Atlag SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® seit/ul 1642 70 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low sejt/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells sejt/ul 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells sejt/ul 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® seit/ul 268 21 0.88
CD;:Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
D4 Low sejt/ul 565 7.3 )
CD3+CD8+ I MUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells sejt/pl 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells sejt/ul 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® sejt/ul 1085 ) 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD4 Low sejt/pl 166 6.0 )
CD3+CD4+ M MUNO-TROL % 44.77 0.42 093
Cells sejt/ul 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells sejt/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® sejt/ul 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low sejt/ul 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells sejt/ul 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells sejt/pl 186 34 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® sejt/ul 210 37 1.74
CDE:CS]:XL Plus® %/ | 19.70 0.31 1.61
ow sejt/u 260 4.2 )
CD3-CD1+ I MUNO-TROL % 12.92 0.32 )48
Cells sejt/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells sejt/ul 144 4.3 )

MEGJEGYZES: Minden analitikai teljesitményadatot az EXCELLYSE Easy
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eritrocita-lizalé oldat (EXBIO Praha, a.s., Kat. sz. ED7066) felhasznalasaval
mértek.

Az dramlasi citometrias vizsgalathoz a kdvetkezé dramlasi citométereket
hasznaltak, a szoftververzidval egyiitt:

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

Az abszolut sejtszamlalashoz a kettds platformos mddszerrel a kbvetkezé
specifikaciéju hematoldgiai analizatort hasznaltak:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - 00-22(164) verzié

A mért adatok kiértékeléséhez a kovetkezd elemzési platformot hasznaltak:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - 10.9.0 verzid

12.Klinikai teljesitmény

Elsédleges immunhianyos betegek

Klinikai adatokat gyUjtottek egy klinikai helyszinen 30 betegtdl, akiknél
feltételezheté kozos variabilis immunhiany (CVID) allt fenn. Az ED7733 eszkoz
klinikai teljesitményét az eszkdz 6sszehasonlitasaként hataroztdk meg KOMBITEST
TBNK 6-color az EXCELLYSE Easy eritrocita-lizalo oldattal (EXBIO Praha, a.s., Kat.
sz. ED7066) hasznalva egy akkreditalt klinikai laboratériumi médszerrel (AQUIOS
CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

A betegek immunstatusz-felmérésének eredményeit az immunhiany szempontjabdl
értékelték (20. tablazat).
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20. tablazat A KOMBITEST TBNK 6-color eszkoz klinikai teljesitménye - CVID betegek

Immunstatusz akkreditalt klinikai
laboratériumi médszerrel felmérve
Immunhiany Normal allapot
S
<)
Qo .
© O 2 Immunhiany 24 beteg 0 beteg
0x'e
2z E
sRe
4l
=
Swn N
El g
= g g Normal allapot 0 beteg 6 beteg
(®)
X

Szerzett immunhianyos betegek

Klinikai adatokat gyUjtottek egy klinikai helyszinen 53 betegtdl, akiknél igazolt
human immundeficiencia virus (HIV) fert6zés allt fenn. Az eszkdz klinikai
teljesitményét a KOMBITEST TBNK 6-color eszkdz, az EXCELLYSE Easy eritrocita-
lizalo oldattal (EXBIO Praha, a.s., Kat. sz. ED7066) hasznalva, 6sszehasonlitasaként
hataroztak meg egy akkreditalt klinikai laboratorium belsé modszerével (kiilonb6zé
gyartdk egyszinl konjugalt antitesteinek keverékével és BD FACSCanto™ II-n
végzett elemzéssel).

A betegek immunstatusz-felmérésének eredményeit az immunhiany szempontjabdl
értékelték (21. tablazat).
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21. tablazat A KOMBITEST TBNK 6-color eszkoz klinikai teljesitménye - HIV betegek

Immunstatusz akkreditalt klinikai laboratérium
belsé médszerével felmérve

Immunhiany

Normal allapot

Immunhiany

29 betegbdl 28*

O beteg

Immunstatusz a
OMBITEST TBNK 6-color
eszkozzel felmérve

K

Normal allapot

0 beteg

24 beteg

VIGYAZAT:

*A KOMBITEST TBNK 6-color eszkdz olyan festést mutatott, amely nem volt elegendé a T-
sejtek (CD3+) egyértelm( elkllonitéséhez egy (1) kritikus egészségi dllapotd HIV betegnél.

13.Varhato értékek

Referencia-intervallum

22. tablazat Egészséges véraddk referencia-intervallumai, BD FACSCanto™ II-n mérve

Tartomany
Limfocita alcsoport n Egység Median
Min Max
65 % 49.0 84.9 724
CD3+ -
65 sejt/pl 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ -
65 sejt/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ -
65 sejt/pl 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ -
65 sejt/ul 84 1036 266
65 % 54 25.0 10.6
CD3-CD19+ -
65 sejt/ul 74 404 209

n = vérmintak szama
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A 22. tablazatban szereplé referencia-intervallumokat egészséges betegeken
allapitottak meg, akik a Cseh Koztarsasag jogszabalyai szerint véradénak
mindsliltek, teljesitve a véradé vérbank szigorud kritériumait. Az adatokat BD
FACSCanto™ Il aramlasi citométeren mérték.

A konkrét referenciatartomanyok régiétol és a populaciétdl fliggéen, amelyen a
értékeket megallapitottak, eltérhetnek. Emiatt a laboratériumoknak sajat normal
referencia-intervallumokat kell megallapitaniuk a KOMBITEST TBNK 6-color
eszkdzzel azonositott limfocita alcsoportokra a helyi normal donorpopuléciébdl, az
életkorral, nemmel, klinikai jellemzékkel és etnikai hovatartozassal 6sszefliggd
értékeltérések miatt.

14.Korlatozasok

A KOMBITEST TBNK 6-color eszkéz nem lett validalva heparinnal vagy sav-citrat-
dextréz (ACD) antikoagulanssal gytijtott mintakon a relativ és abszolit szamok
meghatarozasara.

A KOMBITEST TBNK 6-color eszkéz nem alkalmas leukémias és lymphomas
mintak szlrésére és/vagy fenotipizaldsara.

Az abszolut szdmok nem hasonlithaték 6ssze kiilonb6zé gyartdk eltérd
berendezéseit hasznalo laboratdoriumok kozott.
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