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1. Urceny Gcel prostredku

EXCELLYSE I je lyza¢ni roztok uréeny k lyzi ¢ervenych krvinek a fixaci bilych
krvinek po obarveni lidské periferni pIné krve pomoci konjugovanych protilatek
pred analyzou v pritokovém cytometru.

Co se zjistuje a/nebo méri
N/A. Cinidlo je lyzaéni roztok.

Funkce prostredku
N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok uréeny pro in vitro diagnostické postupy souvisejici s
analyzou pomoci priitokové cytometrie.

Souvislost s fyziologickym nebo patologickym stavem
N/A. Cinidlo je lyzaé¢ni roztok.

Typ testu
N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok.

Typ pozZadovaného vzorku
Vzorek lidské antikoagulované periferni pIné krve.

Testovaci populace
N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok.

2. Uc&el pougiti

Prostrfedek je urcen pouze pro profesionalni pouziti v laboratofi. Prostfedek neni
urcen pro vysetreni v blizkosti pacienta nebo pfimo u pacienta a neni urcen pro
sebetestovani.

Pozadavky na kvalifikaci

UzZivatel musi mit soucasné odborné znalosti v oblasti priitokové cytometrie,
ovladat standardni laboratorni techniky, véetné pipetovani, manipulovat bezpe¢né
a spravné se vzorky z lidského téla.

UzZivatel musi splfnovat normu EN ISO 15189, pripadné jiné narodni legislativni
normy.

3. Princip testu

N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok zptisobujici hypotonickou lyzi éervenych krvinek a
zachovani bilych krvinek pro analyzu v pratokovém cytometru.
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4. Poskytované materialy

Obsah

Prostfedek EXCELLYSE | vystaci k lyzi 1000 krevnich vzork( a je dodavan ve
formatu:

1 lahev (100 ml) obsahujici roztok pripraveny k pouZiti.
5. Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)
Deionizovana voda

Fosfatovy pufr (1X PBS), pH 7,4 (0,2 g/1 KH2PO4, 1,42 g/l Na2HPO4-2H20, 8,0 g/I
NaCl, 0,2 g/I KCI)

Vhodné primarni/sekundarni protilatky znacené fluorescencni znackou

6. Nutna zarizeni

Automaticka pipeta s jednorazovymi spickami (50 ul - 100 pl) pro pipetovani
vzorkl a Cinidel

Davkovac kapalin nebo pipeta s jednorazovymi spickami (1,0 ml - 3,0 ml) pro
davkovani deionizované vody

Vortex
Centrifuga
Pritokovy cytometr

7. Skladovani a manipulace
Skladujte pfi teploté 2-25 °C.

Chrante pred pfimym slune¢nim svétlem.
Nezamrazujte.

Informace o stabilité po prvnim otevieni a dobé pouzZitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztokd (v pripadé potieby)
naleznete v ¢asti 10 Postup (Pfiprava reagencii).

8. Vystrahy, opatreni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: EXCELLYSE I (ED7065) obsahuje formaldehyd (¢. 50-00-0) a
metanol (¢. 67-56-1) v koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.
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Prvky oznaceni | Signalni slovo

%

Nebezpeci

H-véty H302 Zdravi skodlivy pfi poZiti.

H315 Drazdi kdzi.

H317 Muze vyvolat alergickou koZni reakci.
H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H335 Muze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.
H341 Podezreni na genetické poskozeni.

H350 Muze vyvolat rakovinu.

P-véty P201 Pred pouzitim si obstarejte specidlni instrukce.

P264 Po manipulaci dikladné omyijte ruce a zasazené ¢asti téla.
P280 PouZzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle.
P301+P312 PRI POZITi: Necitite-li se dobfe, volejte lékare.

P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a
mydla.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Viyhledejte
|ékarskou pomoc/osetreni.

P333+P313 P¥i podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetreni.

P362+P364 Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym
pouZitim vyperte.

Uplné informace o rizicich, ktera predstavuji chemické latky a smési obsazené v
tomto vyrobku a o tom, jak s nimi zachazet a jak je likvidovat, naleznete v
Bezpecnostnim listu (SDS), ktery je k dispozici na www.exbio.cz.

Biologické riziko

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materidly, které s nimi prichazeji
do kontaktu, jsou vZdy povaZovany za infekéni.

PouzZivejte osobni ochranné a bezpecnostni pom(cky, abyste zabranili kontaktu s
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k(zi, ocima a sliznicemi.
Dodrzujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiala.

Projevy znehodnoceni prostiedku
Normalni vzhled dodané reagencie je Cirad kapalina. NepouZivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napt. zakal nebo znamky precipitace.

Omezeni pouziti
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

9. Vzorek

PouZijte zZilni periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako
zdravotnicky prostfedek s antikoagulantem EDTA nebo Heparin.

10.Postup

PFiprava reagencii
Pred pouzitim vytemperujte Cinidlo na pokojovou teplotu.

Po prvnim otevreni si reagencie zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovana za uvedenych podminek v originalnim primarnim
obalu.

Priprava nutnych, ale neposkytovanych materialii
Pred pouzitim vytemperujte deionizovanou vodu a 1X PBS na pokojovou teplotu.

Kontrola kvality
N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok.

Lyse/no wash lyzaéni protokol

1. Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem
identifika¢nim Gdajem vzorku.

2. P¥i znageni pIné krve dodrzujte pokyny vyrobce protilatky.

3. Pipetujte 100 ul lyza¢niho roztoku na 50 ul pIné lidské krve. Obsah zkumavky
promichejte na vortexu.

4. Inkubujte po dobu 2-5 minut pri pokojové teploté.

5. Pipetujte 1 ml deionizované vody do zkumavky, dobre promichejte a inkubujte
po dobu 5-10 minut, dokud nedojde k vycereni krevniho vzorku.

6. Obarveny vzorek ihned mérte pritokovym cytometrem. V pfipadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uchovavejte v temnu pfi 2-8 °C a analyzujte
do 24 hodin.
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Lyse/wash lyzacni protokol

1. Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem
identifika¢nim Gdajem vzorku.

2. P¥i znageni pIné krve dodrzujte pokyny vyrobce protilatky.

3. Pipetujte 100 ul lyza¢niho roztoku na 50 pl pIné lidské krve. Obsah zkumavky
promichejte na vortexu.

4. Inkubujte po dobu 2-5 minut pfi pokojové teploté.

5. Pipetujte 3 ml deionizované vody do zkumavky, dobre promichejte a inkubujte
po dobu 5-10 minut, dokud nedojde k vycefeni krevniho vzorku.

6. Centrifugujte zkumavku 5 minut pri 300 g.
7. Odstrarite supernatant a resuspendujte sediment v 0,2 - 0,5 ml 1X PBS.

8. Obarveny vzorek ihned mérte prlitokovym cytometrem. V pfipadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uchovavejte v temnu pfi 2-8 °C a analyzujte
do 24 hodin.

Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s prostfredkem EXCELLYSE | musi byt rutinné
kalibrovan pomoci fluorescenc¢nich mikrokulicek podle pokyn( vyrobce cytometru,
aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pri nespravné udrzbé muze pritokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci 6 Nutna zafizeni jsou uvedeny potfebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochrom.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na poZzadovanych
fluorescencnich detektorech. Napéti na fotonasobici by mélo byt nastaveno
dostatecné vysoko, aby minimum negativnich udalosti bylo zaznamenano v nultém
kanalu na ose fluorescence. Napéti na fotonasobici by také nemélo prekrocit
hodnoty, pfi kterych jsou pozitivni udalosti natlaceny k pravé ose.

Kompenzujte fluorescenéni signdly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescencni signaly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné&, mohou byt data nespravné interpretovana.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat (napr.
FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Reprezentativni data

Obrazek 1 Dvourozmérny graf se zvyraznénim denzity udalosti ukazuje rozdéleni
leukocyt periferni krve zpracované EXCELLYSE | protokolem Lyse/No wash a analyzované
pomoci cytometru BD FACSCanto™ II.
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Obrazek 2 Profil znaceni plné krve obarvené pomoci protilatky anti-CD45 PerCP,
zpracované podle protokolu Lyse/No wash a analyzované pomoci cytometru
BD FACSCanto™ Il.
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Obrazek 3 Dvourozmérny graf se zvyraznénim denzity udalosti ukazuje rozdéleni
leukocyt(l periferni krve zpracované EXCELLYSE | protokolem Lyse/Wash a analyzované
pomoci cytometru BD FACSCanto™ II.

NEUTROFILY EOSINOFILY
$‘ _“‘-‘
. e 8
250K—_ s
200K -
< 150K
Q J
@ ]
m -1
100K -
50K 3
i .
L Y
i e “
] &L
0 ""|'.1"|""|"=:"|""|'
0 50K& 100K 150K %200K 250K
. FSCH ®
LYMFOCYTY MONOCYTY

9/15



Obrazek 4 Profil znaceni plné krve obarvené pomoci protilatky anti-CD45 PerCP,
zpracované podle protokolu Lyse/Wash a analyzované pomoci cytometru
BD FACSCanto™ II.
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Vypocet a interpretace analytickych vysledkt
N/A. Cinidlo je lyzaéni roztok.

11.Vlastnosti analytické funkce

Funkce prostfedku byla charakterizovana testem vytéznosti bilych krvinek,
mérenim stability vzorku v ¢ase po jeho zpracovani a testem variability mezi
zkumavkami pfi stanoveni T-, B-, NK lymfocyt( identifikovanych a pocitanych
pomoci CE IVD prostfedku ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color.

Vytéznost bilych krvinek
Vzorky antikoagulované EDTA (n=13) a heparinem (n=>5) byly zpracovany pomoci
EXCELLYSE | a analyzovany v rezimu pre-dilution v automatickém hematologickém

analyzatoru SYSMEX XN1000. Vytéznost byla stanovena jako pomér poctu WBC
ve zpracovaném vzorku k poc¢tu WBC v plné krvi pred lyzou.

Paralelné byly analyzovany kontrolni vzorky (nelyzované; necentrifugované,
narfedéné PBS).
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Tabulka 1 Vyteznost WBC ze vzork( krve zpracovanych EXCELLYSE |

Vytéznost WBC
Primér (%) SD (%)

No wash

EDTA 96 6
Heparin 94 9
Kontrolni 95 2
Wash

EDTA 87 5
Heparin 78 6
Kontrolni 97 2

Stabilita vzorku (po¢tu WBC) v €ase po zpracovani vzorku

Vzorky antikoagulované EDTA (n=9) a heparinem (n=5) byly zpracovany pomoci
EXCELLYSE I. Pocty bilych krvinek byly analyzovany okamzité v rezimu pre-dilution
v automatickém hematologickém analyzatoru SYSMEX XN1000 a znovu po

24 hodinach skladovani (pres noc) v chladni¢ce. Zména je uvadéna jako
procentualni (%) zvyseni nebo snizeni.

Tabulka 2 Zména poctu WBC ve vzorcich zpracovanych pomoci EXCELLYSE |
analyzovanych okamzité a po 24 hodinach skladovani

Relativni zména poc¢tu WBC
Pramér (%) SD (%)

No wash

EDTA -3 4
Heparin 3 8
Wash

EDTA 1 2
Heparin -1 3
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Stabilita vzorku (po¢tu T-, B-, NK- lymfocyti) v €ase po zpracovani vzorku
Vzorky antikoagulované EDTA (n=1) a heparinem (n=1) byly obarveny v
hexaplikatech pomoci CE IVD prostifedku ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color
a zpracovany pomoci EXCELLYSE I. Procentualni zastoupeni T-, B-, NK-lymfocyt(
byla okamZité analyzovana pomoci pratokového cytometru BD FACSCanto™ Il a
znovu po 24 hodinach skladovani (pres noc) v chladnicce. Praméry a CV (%) jsou
uvedeny pro obé méreni.

Tabulka 3 Procentudlni zastoupeni T-, B-, NK-lymfocyt(l ve vzorcich zpracovanych pomoci
EXCELLYSE I, analyzovanych okamzité a po 24 hodinach skladovani

Frekvence lymfocytt (%)
CD3 CD16+56 CD19
Primér | CV (%) | Primér | CV (%) | Primér | CV (%)
No wash
Heparin
okamzita 751 0,3 13,5 1,4 8,3 1,5
analyza
Heparin po
24 hodinach 76,4 0,4 12,9 1,4 8,5 1,5
EDTA
okamzita 85,8 0,3 8,2 2,1 3,3 2,3
analyza
EDTApo24 | g5 0,6 8,1 3,7 3,3 3,9
hodinach
Wash
Heparin
okamzita 771 0,3 13,6 1,3 8,4 1,8
analyza
Heparin po
24 hodinach 78,0 1,2 13,3 4,2 8,1 55
EDTA
okamzita 86,7 04 9,1 3,1 2,5 3,2
analyza
EDTApo24 | g7 | 03 8,3 2,5 25 5,7
hodinach
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Opakovatelnost (variabilita mezi zkumavkami)

Opakovatelnost byla mérena jako variabilita mezi zkumavkami pfi stanoveni
relativnich poctd T-, B- a NK-lymfocytl. Podskupiny lymfocyt( byly identifikovany
znacenim plné krve pomoci ¢tyfbarevného ¢inidla (CE IVD ED7735 KOMBITEST
B/NK Cell 4-color). Hexaplikaty vzork( antikoagulanych EDTA (n=5) a heparinem
(n=5) byly zpracovany pomoci EXCELLYSE | Wash/No wash protokolt a
analyzovany na cytometrech Beckmann Coulter DxFLEX a BD FACSCanto™ II.

Tabulka 4 Variabilita poctu T-, B-, NK- lymfocytld mezi zkumavkami ve vzorcich
zpracovanych pomoci EXCELLYSE | a analyzovanych pomoci cytometru BD FACSCanto

™ “

BD Frekvence lymfocytl (%)
FACSCanto™ Il
CD3 CD16+56 CD19
Rozsah | CV (%) | Rozsah | CV (%) | Rozsah | CV (%)

No wash

Heparin 71-81 0,4 8-19 2,3 7-14 2,0
EDTA 59-75 0,7 11-29 2,0 4-19 2,3
Wash

heparin 72-81 0,5 8-20 2,0 7-14 2,2
EDTA 60-77 0,6 9-29 2,3 4-19 31

Tabulka 5 Variabilita poctu T-, B-, NK- lymfocyt( mezi zkumavkami ve vzorcich
zpracovanych pomoci EXCELLYSE | a analyzovanych pomoci cytometru Beckmann
Coulter DxFLEX

DxFLEX Frekvence lymfocyt( (%)
CD3 CD16+56 CD19
Rozsah | CV (%) | Rozsah | CV (%) | Rozsah | CV (%)

No wash

Heparin 74 - 82 0,5 7-18 3,5 7-14 31
EDTA 59-78 0,6 9-28 21 4-21 3,6
Wash

Heparin 74 - 82 0,4 7-19 1,6 6-13 2,6
EDTA 61-78 0,6 8-29 21 4-18 2,2
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Korelace mezi no wash a wash protokolem
Hexaplikaty vzorkud antikoagulovanych EDTA (n=5) a heparinem (n=5) byly
obarveny c¢tyrbarevnym cinidlem (CE IVD ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color)
a zpracovany pomoci EXCELLYSE | Wash/No wash protokolu. Vzorky byly okamzité
analyzovany na cytometrech Beckmann Coulter DxFLEX a BD FACSCanto™ Il.

Obrazek 5 Porovnani relativnich poctt T-bunék, B-bunék a NK-bunék ve vzorcich

zpracovanych pomoci EXCELLYSE | Wash protokolem versus No wash protokolem. Vzorky
byly analyzovany na cytometrech BD FACSCanto™ Il (horni fada) a Beckmann Coulter

Canto Il CD3+ frequenies

¥ =0.9874x
R? =0.9999 ’
E l. .
o Y
E L]
FXCELLYSE 1Wasl
DxFLEX CD3+ frequencies
v =0.8924x
R* = 0.9999 -
- S
ki »*
')N' *
CXC! t
Reprodukovatelnost

N/A.

5%

EXCELLYSE | No Wash

EXCELLYSE | Mo Wash

DxFLEX (dolni fada).

Canto Il CD19+ frequencies

¥ =1.0208x
R* = 0.9995

DxFLEX CD19+ frequencies

y=1.1003x
R -0.999

12.Vlastnosti klinické funkce

N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok. Neposkytuje vysledky, které souviseji s konkrétnim
klinickym stavem nebo fyziologickym ¢i patologickym procesem.

13.0cekavané hodnoty
N/A. Cinidlo je lyza¢ni roztok.
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14.0Omezeni

Wash protokol vykazuje nizsi vytéznost WBC kvdli centrifugaci a odstrafiovani
supernatantu.

PouZziti vakuové aspirace k odstranéni supernatantu mize zpUsobit
nepredvidatelnou ztratu bunék a kolisani vytéznosti bilych krvinek.

15.0dkazy
N/A

16.Pouziti ochrannych znamek tretich stran

BD FACSCanto™ Il a FlowJo™ jsou registrované ochranné znamky firmy Becton,
Dickinson a Company, Sysmex™ je registrovana ochranna znamka firmy Sysmex
Corporation, VenturiOne® je registrovana ochranna znamka firmy Applied
Cytometry, Infinicyt™ je registrovana ochranna zndmka firmy Cytognos S.L..

17.Historie revizi

Verze 7, ED7065_IFU_v7
Usporadani IFU zménéno, texty prizplsobeny tak, aby vyhovovaly nafizeni o IVD.
Pridany dalsi podrobnosti o prostfedku.

18.Vyrobce
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Kontaktni informace
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19.Zplnomocnény zastupce
N/A

POZNAMKA: Jakakoli vazna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostfedkem,
musi byt oznamena vyrobci a mistnimu prislusnému Gradu.
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