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1. Przeznaczenie

EXCELLYSE I to roztwér lizujgcy przeznaczony do lizy czerwonych krwinek i
utrwalania biatych krwinek po barwieniu petnej krwi obwodowej cztowieka
przeciwciatami sprzezonymi z fluorochromem przed analizg metoda cytometrii
przeptywowe;j.

Co jest wykrywane i/lub mierzone
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym.

Funkcja urzadzenia
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym przeznaczonym do procedur
diagnostycznych in vitro zwigzanych z analiza cytometrii przeptywowe;j.

Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujacym.

Rodzaj testu
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym.

Wymagany rodzaj prébki
Probka petnej krwi obwodowej cztowieka poddanej dziataniu srodkéow
przeciwzakrzepowych.

Populacja testowa
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym.

2. Uzytkownik

Urzadzenie jest przeznaczone wytacznie do profesjonalnego uzytku
laboratoryjnego. Nie stuzy do badan przytézkowych ani do samodzielnych badan.

Wymagane kwalifikacje

Docelowy uzytkownik powinien posiadaé najbardziej aktualng wiedze
specjalistyczna w zakresie analizy cytometrii przeptywowej komérek ludzkich oraz
standardowych technik laboratoryjnych, w tym umiejetnoéci pipetowania oraz
bezpiecznego i wtasciwego obchodzenia sie z probkami pobranymi z organizmu
ludzkiego.

Docelowy uzytkownik musi przestrzega¢ normy EN ISO 15189 lub innych norm
krajowych, jesli takowe istnieja.

3. Zasada testu

Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym powodujgcym hipotoniczng lize
czerwonych krwinek, jednoczes$nie zachowujac biate krwinki do analizy cytometrii
przeptywowe;j.
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4. Dostarczone odczynniki

Zawartosé

Urzadzenie EXCELLYSE | wystarcza na lize 1000 probek krwi i jest wyposazone w
nastepujace odczynniki:

1 butelka (100 ml) zawierajgca gotowy do uzycia roztwor.

5. Materiaty wymagane, niebedace w zestawie

Probéwki okragtodenne (12 x 75 mm)
Woda dejonizowana (do odczynnikow)

Buforowany fosforanem roztwor soli (1X PBS), pH 7,4 (0,2 g/| KH2PO4, 1,42 g/I
Naz2HPO4 -2H20, 8,0 g/1 NaCl, 0,2 g/I KCI)

Odpowiednie przeciwciata pierwotne/wtdrne znakowane barwnikiem
fluorescencyjnym

6. Wymagany osprzet

Pipeta automatyczna z koncéwkami jednorazowymi (50-100 pl) do pipetowania
probek i odczynnikéw

Dozownik lub pipeta do cieczy z jednorazowymi korncowkami (1,0-3,0 ml) do
dozowania wody dejonizowanej

Mieszadto wirowe
Wiréwka

Cytometr przeptywowy
7. Przechowywanie i obstuga

Przechowywaé w temperaturze 2-25°C.
Unika¢ dtugotrwatej ekspozycji na $wiatto.
Nie zamrazac.

Patrz punkt 10. Procedura (Przygotowanie odczynnikdw), aby uzyskac¢ informacje
na temat stabilnosci podczas uzycia i okresu waznosci po pierwszym otwarciu, a
takze warunkow przechowywania i stabilnosci roztworow roboczych (jesli dotyczy).

8. Ostrzezenia, Srodki ostroznosci i ograniczenia uzytkowania
Klasyfikacja zagrozen GHS

OSTRZEZENIE: EXCELLYSE | (ED7065) zawiera formaldehyd (nr CAS 50-00-0) i
metanol (nr CAS 67-56-1) w stezeniach klasyfikowanych jako niebezpieczne.
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Elementy

etykiety Hasto ostrzegawcze

%

Niebezpieczenstwo

Zwroty H315: Dziata draznigco na skoére.

wskazujace H317: Moze powodowa¢ reakcje alergiczna skory.
rodzaj H319: Dziata drazniagco na oczy.

zagrozenia H331: Dziata toksycznie w nastepstwie wdychania.

H335: Moze powodowa¢ podraznienie drég oddechowych.
H341: Podejrzewa sig, ze powoduje wady genetyczne.
H350: Moze powodowac raka.

EUHO071: Dziata zraco na drogi oddechowe.

Zwroty P201: Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi $rodkami
wskazujace ostroznosci.

srodki P260: Nie wdychac par.

ostroznosci P280: Stosowac¢ rekawice ochronne/ochrone oczu/ochrone twarzy.

P308+P313: W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P403+P233: Przechowywa¢ w dobrze wentylowanym miejscu.
Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniety.

Zapoznac sie z kartg charakterystyki (SDS) dostepna na stronie produktu pod
adresem www.exbio.cz, aby uzyska¢ petne informacje na temat zagrozen
stwarzanych przez substancje chemiczne i mieszaniny zawarte w produkcie oraz na
temat tego, jak nalezy sie z nimi obchodzi¢ i je utylizowad.

Zagrozenie biologiczne

Ludzkie prébki biologiczne i prébki krwi oraz wszelkie materiaty majace z nimi
kontakt sg zawsze uwazane za materiaty zakazne.

Stosowad srodki ochrony osobistej i bezpieczenstwa, aby unikna¢ kontaktu ze
skéra, oczami i btonami $luzowymi.

Postepowac zgodnie ze wszystkimi obowigzujacymi przepisami prawa, regulacjami
i procedurami dotyczacymi obchodzenia sie z materiatami zakaznymi i ich
usuwania.
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Oznaki pogorszenia jakosci

Normalny wyglad dostarczonego odczynnika to klarowny ptyn. Nie uzywacé
odczynnika w przypadku zauwazenia jakiejkolwiek zmiany w jego wygladzie, na
przyktad zmetnienia lub osadu.

Ograniczenie uzytkowania

Nie stosowac po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

9. Probka

Do pobierania prébek nalezy uzywac krwi obwodowej pobranej z zyty do
pojemnika na probki sklasyfikowanego jako wyréb medyczny, z antykoagulantem
EDTA lub heparyna.

10.Procedura
Przygotowanie dostarczonych odczynnikéw
Przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ odczynnik do temperatury pokojowe;j.

Po pierwszym otwarciu odczynnik zachowuje swoje wtasciwosci uzytkowe do daty
waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach w oryginalnym
pojemniku podstawowym.

Przygotowanie wymaganych, a nie zawartych w zestawie materiatéw
Przed uzyciem doprowadzi¢ wode dejonizowang i 1X PBS do temperatury
pokojowe;j.

Kontrola jakosci
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujagcym.

Protokét lizy/bez ptukania

1. Dla kazdej probki oznaczy¢ okragtodenng probéwke o wymiarach 12 x 75 mm
odpowiednim identyfikatorem probki.

2. Postepowad zgodnie z instrukcja producenta przeciwciat dotyczaca barwienia
krwi petne;j.

3. Doda¢ 100 ul roztworu lizujacego na kazde 50 ul krwi petnej. Wymieszaé
zawartosé probéwki przy uzyciu mieszadta wirowego.

4. Inkubowac przez 2-5 minut w temperaturze pokojowe;.

Do proboéwki nalezy doda¢ 1 ml wody dejonizowanej, doktadnie wymieszad i
inkubowa¢ przez okoto 5-10 minut, az metny roztwér prébki krwi stanie sie
przejrzysty.
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Przetworzong prébke nalezy natychmiast podda¢ analizie za pomoca
cytometru przeptywowego. Jezeli barwiona probka nie zostanie pobrana
natychmiast, nalezy jg przechowywaé w temperaturze 2-8°C w ciemnosci i
wykona¢ analize w ciagu 24 godzin.

Protokét lizy/ptukania

1.

Dla kazdej probki oznaczy¢ okragtodenna probowke o wymiarach 12 x 75 mm
odpowiednim identyfikatorem proébki.

Postepowac zgodnie z instrukcjg producenta przeciwciat dotyczaca barwienia
krwi petne;j.

Doda¢ 100 ul roztworu lizujacego na kazde 50 ul krwi petnej. Wymieszaé
zawartosé probéwki przy uzyciu mieszadta wirowego.

Inkubowaé przez 2-5 minut w temperaturze pokojowej.

Do proboéwki nalezy doda¢ 3 ml wody dejonizowanej, doktadnie wymieszad i
inkubowa¢ przez okoto 5-10 minut, az metny roztwér préobki krwi stanie sie
przejrzysty.

Wirowac probdéwke przez 5 minut z predkoscig 300xg.
Zla¢ supernatant i zawiesi¢ osad w 0,2-0,5 ml 1X PBS.

Przetworzong prébke nalezy natychmiast poddac analizie za pomoca
cytometru przeptywowego. Jezeli barwiona probka nie zostanie pobrana
natychmiast, nalezy jg przechowywaé w temperaturze 2-8°C w ciemnosci i
wykonac analize w ciggu 24 godzin.
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Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Cytometr przeptywowy wybrany do stosowania z urzagdzeniem EXCELLYSE | nalezy
rutynowo kalibrowa¢ przy uzyciu mikrokulek fluorescencyjnych, aby zapewni¢
stabilng czuto$¢ detektorow zgodnie z instrukcjami producenta cytometru.

W przypadku nieprawidtowej konserwacji cytometr przeptywowy moze dawac
fatszywe wyniki.

Patrz specyfikacje cytometru producenta dotyczace laserow i detektorow
fluorescencyjnych zgodnie z charakterystyka wzbudzenia i emisji fluorochroméw w
rozdziale 6. Wymagany osprzet.

Ustawi¢ napiecia na odpowiednich detektorach fluorescencyjnych przed analiza
zabarwionej prébki. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle
wysoko, aby jak najmniej zdarzen o barwieniu negatywnym zaktécato kanat O na
osi fluorescenciji. Ponadto napiecie detektora PMT nie powinno przekraczaé
wartosci, przy ktérych zdarzenia dodatnie sg dociskane do prawe;j osi.

Kompensacja sygnatéw fluorescencji miedzy detektorami przed aktywacja danych
lub po niej. Dane moga by¢ nieprawidtowo interpretowane, jesli sygnaty
fluorescencyjne sg niewtasciwie kompensowane lub jesli bramki sg ustawione
niedoktadnie.

Do analizy danych pomiarowych mozna wykorzystaé oprogramowanie
cytometryczne opracowane przez producenta lub oprogramowanie przeznaczone
do analizy danych cytometrycznych offline (na przyktad FlowJo™, VenturiOne®,
Infinicyt™).
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Dane reprezentatywne

Rysunek 1 Dwuwymiarowy wykres punktowy gestosci przedstawiajacy skupiska
leukocytow krwi obwodowej w prébce poddanej lizie/bez ptukania w tescie EXCELLYSE |,
analizowanej na cytometrze BD FACSCanto™ II.
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Rysunek 2 Profil barwienia petnej krwi barwionej przeciwciatem anty-CD45 znakowanym
PerCP, poddanej obrébce zgodnie z protokotem lizy/bez ptukania i analizowanej na
cytometrze BD FACSCanto™ II.
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Rysunek 3 Dwuwymiarowy wykres gestosci punktowej przedstawiajacy skupiska
leukocytow krwi obwodowej w prébce poddanej lizie/ptukaniu preparatem EXCELLYSE |,
analizowanej na cytometrze BD FACSCanto™ II.
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Rysunek 4 Profil barwienia petnej krwi barwionej przeciwciatem anty-CD45 znakowanym
PerCP, poddanym obrébce zgodnie z protokotem lizy/ptukania i analizowanym na
cytometrze BD FACSCanto™ II.
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Obliczanie i interpretacja wynikéw analiz
Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujagcym.

11.Wydajnos¢ analityczna

Wydajnosc¢ urzadzenia charakteryzowano na podstawie odzysku biatych krwinek,
stabilnosci prébki w czasie po jej przetworzeniu oraz zmiennosci stezenia
limfocytéw T, B, NK miedzy probéwkami-oznaczonego i zliczonego przy uzyciu
urzadzenia CE ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color.

Odzyskiwanie biatych krwinek

Prébki poddane dziataniu EDTA (n=13) i heparyny (n=5) jako Srodka
przeciwzakrzepowego poddano obrébce przy uzyciu programu EXCELLYSE | i
przeanalizowano w trybie wstepnego rozciefczenia w automatycznym analizatorze

hematologicznym SYSMEX XN1000. Odzysk okreslono jako stosunek liczby

biatych krwinek w przetworzonej prébce do liczby biatych krwinek w petnej krwi
przed liza.
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Réwnolegle analizowano prébki poddane pseudoprzetworzeniu (nielizowane,
niewirowane, rozcienczone PBS).

Tabela1 Odzyskiwanie WBC w prébkach krwi przetworzonych przez EXCELLYSE |

Odzyskiwanie WBC
e | s

Bez ptukania

EDTA 96 6
Heparyna 94 9
Pseudoprzetworzone 95 2
Ptukanie

EDTA 87 5
Heparyna 78 6
Pseudoprzetworzone 97 2

Stabilnos¢ liczby biatych krwinek w czasie po przetworzeniu prébki

Prébki poddano dziataniu EDTA (n=9) i heparyny (n=5) jako $rodka
przeciwzakrzepowego i poddano obrébce przy uzyciu EXCELLYSE I. Liczbe biatych
krwinek analizowano natychmiast w trybie wstepnego rozciefnczenia w
automatycznym analizatorze hematologicznym SYSMEX XN1000 i ponownie po
24 godzinach przechowywania (przez noc) w lodéwce. Zmiana jest podawana w
procentach (%).

Tabela 2 Zmiana liczby biatych krwinek pomiedzy probkami poddanymi obrébce w
urzadzeniu EXCELLYSE | analizowanymi bezposrednio i po 24 godzinach przechowywania

Zmiana wzgledna liczby biatych krwinek
Srednia (%) sta(r?gaclt:},(is\rlie(%)

Bez ptukania
EDTA -3 4
Heparyna 3 8
Ptukanie
EDTA 1 2
Heparyna -1 3
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Stabilnos¢ liczby limfocytéw T, B, NK w czasie po przetworzeniu prébki

Préobke z antykoagulantem EDTA (n=1) i heparyna (n=1) barwiono w szdstkach
powtdérzen przy uzyciu urzadzenia CE IVD ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color
i poddano obrébce w EXCELLYSE I. Analizy cytometrii przeptywowej procentowe;j
zawartosci limfocytéw T, B, NK przeprowadzono natychmiast w cytometrze
przeptywowym BD FACSCanto ™ Il, a nastepnie ponownie po 24 godzinach
przechowywania (przez noc) w lodoéwce. Liczba i wspotczynnik CV (%) s
podawane dla obu pomiarow.

Tabela 3 Procenty limfocytow T, B i NK w probkach poddanych obrébce w urzadzeniu
EXCELLYSE | analizowanych bezposrednio po przechowaniu oraz po 24 godzinach
przechowywania

Czestotliwos$¢ wystepowania limfocytow (%)
CD3 CD16+56 CD19
Srednia | Wspétczynnik | Srednia | Wspétczynnik | Srednia | Wspétczynnik
CV (%) CV (%) CV (%)
Bez ptukania
Natychmiastowa
analiza z 751 03 135 14 8,3 1,5
zastosowaniem
heparyny
Z heparyna po
24 godzinach 76,4 0,4 12,9 1,4 8,5 1,5
Natychmiastowa
analiza z 85,8 03 8.2 21 33 23
zastosowaniem
EDTA
ZEDTApo24 | g4 3 0.6 8,1 37 33 39
godzinach
Ptukanie
Natychmiastowa
analiza z 771 03 13,6 13 8.4 18
zastosowaniem
heparyny
Z heparyna po
24 godzinach 78,0 1,2 13,3 42 8,1 55
Natychmiastowa
analiza z 86,7 04 9.1 31 2,5 3,2
zastosowaniem
EDTA
ZEDTApo24 | g7 03 8,3 25 2,5 5,7
godzinach
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Powtarzalnos¢ (zmienno$¢é miedzy probéwkami)

Powtarzalnos$¢ mierzono jako zmiennos$¢ miedzy probowkami wzglednej liczby
limfocytéw T, B i NK. Liczbe podgrup limfocytéw okreslono poprzez barwienie krwi
petnej odczynnikiem 4-kolorowym (CE IVD ED7735 KOMBITEST B/NK Cell
4-color). Szostki probek z dodatkiem EDTA (n=5) i heparyny (n=5) poddano
obrébce z zastosowaniem protokotu z ptukaniem EXCELLYSE | i protokotu bez
ptukania, a nastepnie analizowano na cytometrach Beckmann Coulter DxFLEX i

BD FACSCanto™ II.

Tabela4 Zmiennosc liczby limfocytéw T, B i NK miedzy probéwkami w prébkach
przetworzonych za pomocg EXCELLYSE | i analizowanych na cytometrze BD FACSCanto™ Il

BD Czestotliwo$¢ wystepowania limfocytéw (%)
FACSCanto™
1
CD3 CD16+56 CD19
Zakres | Wspotczynnik | Zakres | Wspodtczynnik | Zakres | Wspdtczynnik
CV (%) CV (%) CV (%)
Bez ptukania
Heparyna 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
Ptukanie
Heparyna 72-81 0,5 8-20 2,0 7-14 2,2
EDTA 60-77 0,6 9-29 2,3 4-19 3,1
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Tabela 5 Zmiennosc liczby limfocytéw T, B i NK miedzy probéwkami w prébkach
przetworzonych za pomoca EXCELLYSE | i analizowanych na cytometrze Beckmann Coulter

DxFLEX
DxFLEX Czestotliwo$¢ wystepowania limfocytéw (%)
CD3 CD16+56 CD19
Zakres | Wspodtczynnik | Zakres | Wspdtczynnik | Zakres | Wspdtczynnik
CV (%) CV (%) CV (%)
Bez ptukania
Heparyna 74-82 0,5 7-18 3,5 7-14 3,1
EDTA 59-78 0,6 9-28 2,1 4-21 3,6
Ptukanie
Heparyna 74-82 04 7-19 1,6 6-13 2,6
EDTA 61-78 0,6 8-29 2,1 4-18 2,2
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Korelacja miedzy protokotami bez ptukania i z ptukaniem

Szé6stki probek z dodatkiem EDTA (n=5) i heparyny (n=5) barwiono odczynnikiem
4-kolorowym (CE IVD ED7735 KOMBITEST B/NK Cell 4-color) opracowanym przy
uzyciu protokotu z ptukaniem i bez ptukania EXCELLYSE I. Prébki poddano
natychmiastowe] analizie na cytometrach Beckmann Coulter DxFLEX i

BD FACSCanto™ II.

Rysunek 5 Poréwnanie wzgledne;j liczby komorek T, komodrek B i komorek NK w prébkach
poddanych ptukaniu i niepoddanych ptukaniu w EXCELLYSE I. Prébki analizowano w
cytometrach BD FACSCanto™ Il (gérny rzad) i Beckmann Coulter DxFLEX (dolny rzad).
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12.Skutecznos$¢ kliniczna

Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujagcym. Nie daje wynikéw, ktére mozna
powigzac z konkretnym stanem klinicznym lub procesem fizjologicznym czy
patologicznym.

13.0czekiwane wartosci

Nie dot. Odczynnik jest roztworem lizujgcym.
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14.0Ograniczenia

Protokét z ptukaniem wykazuje nizszy odzysk WBC ze wzgledu na wirowanie i
dekantacje supernatantu.

Uzycie odsysania prézniowego do usuwania supernatantu moze spowodowac
nieprzewidywalng utrate komorek i wahania w odzyskiwaniu biatych krwinek.

15.Bibliografia
Nie dot.

16.Uzycie znakow towarowych stron trzecich

BD FACSCanto™ Il i FlowJo™ sg zarejestrowanymi znakami towarowymi firmy
Becton, Dickinson and Company, Sysmex™ jest zarejestrowanym znakiem
towarowym Sysmex Corporation, VenturiOne® jest zarejestrowanym znakiem
towarowym Applied Cytometry, Infinicyt™ jest zarejestrowanym znakiem
towarowym Cytognos S.L..

17.Historia zmian
Wersja 8, ED7065_IFU_v8

Zmiana klasyfikacji zagrozenia produktu.

18.Producent
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Republika Czeska
Dane kontaktowe
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19.Upowaznieni przedstawiciele
N/A

UWAGA: O kazdym powaznym incydencie zwigzanym z urzadzeniem nalezy
powiadomié producenta oraz wtasciwy organ lokalny.
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