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1. Namjena
KOMBITEST TBNK 6-color namijenjen je otkrivanju i brojanju populacija i
podskupina limfocita u punoj ljudskoj krvi proto¢nom citometrijom.

Sto se otkriva i/ili mjeri

Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color otkriva i mjeri relativne postotke i apsolutne
brojeve ljudskih T-stanica (CD3+), B-stanica (CD3-CD19+), NK-stanica (CD3-
CD16+56+), pomocnickih/induktorskih (CD3+CD4+) i supresorskih/citotoksi¢nih
(CD3+CD8+) podskupina T-stanica.

Funkcija proizvoda

Proizvod je namijenjen uporabi u imunoloskoj procjeni zdravih bolesnika i moze
pomodi u dijagnosticiranju bolesnika koji imaju ili se sumnja da imaju
imunodeficijenciju.

Povezanost s fizioloskim ili patoloskim stanjem
Na ucestalost populacija limfocita izmjerenih proizvodom mogu utjecati razna
patoloska stanja, a procjena njihovih postotaka i brojeva moZze se koristiti u
procjeni:
e CD3+/CD4+ pomo¢nickih/induktorskih T-stanica u pra¢enju HIV-a 4479
e CD3+/CD8+ citotoksic¢nih T-stanica u virusnim infekcijama i nasljednim
imunodeficijencijama @ 34 11,12,15,17)
¢ CD3-/CD19+ B-stanica u autoimunim bolestima ¢

e CD3-/CD16+56+ NK-stanica u urodenoj imunosti i imunoloskim nedostacima
(13, 14)

Vrsta testa
Nije automatizirano

Kvantitativno

Potrebna vrsta uzorka
Uzorak pune periferne ljudske krvi s antikoagulansom

Ispitivana populacija
Nije namijenjeno odredenoj populaciji.

2. Predvideni korisnik
Proizvod je namijenjen iskljucivo za profesionalnu laboratorijsku uporabu. Nije
namijenjen za testiranje uz bolesnika ili samotestiranje.

Zahtjevi za kvalifikacije

Predvideni korisnik mora posjedovati suvremeno stru¢no znanje u analizi ljudskih
stanica proto¢nom citometrijom, standardnim laboratorijskim tehnikama,
ukljucujudi vjestine pipetiranja, te sigurnim i pravilnim rukovanjem uzorcima
ljudskog podrijetla.
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Predvideni korisnik mora biti u skladu s normom EN ISO 15189 ili drugim
primjenjivim nacionalnim normama.

3. Nacelo testa

Nacelo testa temelji se na otkrivanju vezanja monoklonskog protutijela za
specificnu molekulu (antigen) koju eksprimiraju odredene ljudske krvne stanice.
Monoklonska protutijela koristena u testu obiljeZena su razli¢itim fluorokromima
koje pobuduje laserska zraka proto¢nog citometra tijekom prikupljanja uzorka krvi
obojenog protutijelom. Naknadna fluorescencija (emisija svjetlosti) svakog
fluorokroma prisutnog na prikupljenoj krvnoj stanici prikuplja se i analizira
instrumentom. Intenzitet fluorescencije izravno je proporcionalan gustoci
ekspresije antigena u stanici, Sto omogucduje razdvajanje razli¢itih podskupina
stanica.

4. Isporuceni reagens(i)

SadrZaj
Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color dostatan je za 50 testova te se isporucuje sa
sliede¢im reagensom:

1 bocica (1 ml) koja sadrzi unaprijed pomijeSanu kombinaciju monoklonskih
protutijela obiljezenih fluorokromom CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45
PerCP-Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, razrijedenih u
optimalnim koncentracijama u stabiliziraju¢oj fosfatno puferiranoj fizioloskoj
otopini (PBS) koja sadrZi 15 mM natrijevog azida i 0,2% govedeg serumskog
albumina (BSA).

Sastav
Tablical Opis aktivnih komponenti
Antigen Fluorokrom Klon Izotip Ko?ﬁzr/‘rt;BCija
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. Materijali potrebni, ali koji nisu isporuceni

Epruvete s okruglim dnom (12 x 75 mm)

Otopina za lizu eritrocita (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., kat. br. ED7066 ili
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. br. BD303500)

Deionizirana voda (kvaliteta za reagense)

Stanice za kontrolu procesa (Streck CD-Chex Plus®, kat. br. 213323 ili
ekvivalentna kontrola stanica koje se mogu lizirati)

6. Potrebna oprema
Automatska pipeta s jednokratnim nastavcima (20-100 pl) za pipetiranje uzorka i
reagensa

Dozator tekudine ili pipeta s jednokratnim nastavcima (0,5-2 ml) za doziranje
otopine za lizu eritrocita

Vorteks mjesalica

Hematoloski analizator (za apsolutne brojeve stanica) sposoban za brojanje
leukocita (WBC) i limfocita po pl uzorka

Proto¢ni citometar s dva izvora laserske pobude (488 nm i ~635 nm), detektorima
za rasprseno svjetlo, optickim filtrima i detektorima emisije prikladnima za
prikupljanje signala od fluorokroma navedenih u Tablici 2.

Tablica2 Spektralne karakteristike fluorokroma koristenih u proizvodu

Fluorokrom Pobuda [nm] Emisija [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

NAPOMENA: Proizvod je testiran na proto¢nim citometrima BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DXFLEX (Beckman Coulter) i Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation).

7. Skladistenje i rukovanje

Cuvati na 2-8 °C.

Izbjegavati dugotrajno izlaganje svjetlu.

Ne zamrzavati.

Vidjeti Odjeljak 10 Postupak (Priprema reagensa) za informacije o stabilnosti
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tijekom uporabe i roku uporabe nakon prvog otvaranja, zajedno s uvjetima
skladistenja i stabilno$¢u radnih otopina (gdje je primjenjivo).

8. Upozorenja, mjere opreza i ograni¢enja uporabe

GHS klasifikacija opasnosti

Vidjeti sigurnosno-tehnicki list (STL) dostupan na stranici proizvoda na
www.exbio.cz za potpune informacije o rizicima koje predstavljaju kemijske tvari i
smjese sadrzane u Proizvodu te o tome kako se njima treba rukovati i kako ih
zbrinuti.

Bioloska opasnost
Ljudski bioloski uzorci i uzorci krvi, kao i svi materijali koji dodu u dodir s njima,
uvijek se smatraju zaraznim materijalom.

Koristiti osobnu zastitnu i sigurnosnu opremu kako bi se izbjegao kontakt s kozom,
oc¢ima i sluznicama.

Slijediti sve primjenjive zakone, propise i postupke za rukovanje zaraznim
materijalom i njegovo zbrinjavanje.

Znakovi propadanja
Normalni izgled isporucenog reagensa je bistra tekucina. Ne koristiti reagens ako se
uodi bilo kakva promjena izgleda, primjerice zamucenost ili znakovi taloZenja.

Ogranicenje uporabe
Ne koristiti nakon isteka roka uporabe navedenog na naljepnicama proizvoda.

9. Uzorak

Koristiti perifernu vensku krv prikupljenu u spremnik za uzorke klasificiran kao
medicinski proizvod, s antikoagulansom EDTA.

NAPOMENA: Odredite apsolutni broj leukocita i broj limfocita u prikupljenom
uzorku krvi hematoloskim analizatorom. Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color
sam po sebi ne daje brojanje apsolutnih brojeva stanica.

Uzorak krvi s brojem leukocita koji prelazi 40x103 stanica/ul zahtijeva razriedivanje
s PBS-om prije obrade uzorka.

Obraditi uzorak krvi najkasnije 24 sata nakon prikupljanja. Cuvati uzorak na
laboratorijskoj temperaturi (20-25°C). Uzorak se ne smije hladiti.

Endogena interferencija
Na temelju istraZivanja znanstvene literature, izvori endogene interferencije
identificirani su u Tablici 3.
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Tablica3 Endogena interferencija proizvoda

Endogena Utjecaj Referenca
interferencija
Albumin Albumin mozZe smetati u visokim 18, 19, 35
koncentracijama zbog svoje sposobnosti
vezanja i oslobadanja velikih kolicina
liganada.
Bilirubin (ikterus) | Bilirubin moZe povecati fluorescentnu 22,24, 28
(nekonjugirani) pozadinu stanica zbog svoje visoke
autofluorescencije.
Stanicni otpad Stani¢ni otpad moZe dati netocne brojeve 21,25
(nakon lize) stanica i smanijiti kolicinu protutijela u
proizvodu.
Eritrociti Nedovoljna liza, prisutnost crvenih krvnih 26
stanica u uzorku moze dati pogresno
brojanje stanica.
Hemoglobin Hemolizirani uzorci mogu dati pogresne 23
rezultate.
Ljudska anti- Lije¢enje monoklonskim protutijelom moze 20, 30, 31,
misja protutijela | dati pogresne rezultate (sposobnost vezanja | 32, 33, 34
za antigene na povrsini stanice).
Imunoglobulini Ne mogu se isprati u metodi s jednom 21
platformom i mogu dati pogresan broj
podskupina limfocita.
Reumatoidni Prisutnost RF ometa MIA (multipleksne 27
faktori imunotestove).
Trigliceridi Visoke razine lipida u cirkulaciji mogu 29

utjecati na proto¢nu citometrijsku analizu
odredenih populacija krvnih stanica.

Egzogena interferencija
Uzorak stariji od 24 sata moze dati pogresne rezultate.

Ohladeni uzorak moze dati pogresne rezultate.

Nepravilna priprema otopine za lizu eritrocita (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s.,
kat. br. ED7066 ili CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. br. BD303500) moze
dati pogresne rezultate. Slijedite upute proizvodaca za uporabu otopine za lizu

eritrocita.
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10.Postupak

Priprema isporucenog reagensa (reagensa)
Priprema reagensa nije potrebna.

Prije uporabe ostaviti reagens da dosegne sobnu temperaturu. Drzite primarni
spremnik proizvoda suhim.

Koristite reagens izravno iz njegovog izvornog primarnog spremnika. Vrijeme
tijekom kojeg je reagens u uporabi (izloZen svjetlu i povisenoj temperaturi) ne smije
prelaziti 4 sata dnevno.

Nakon prvog otvaranja reagens zadrzava svoja radna svojstva do isteka roka
uporabe, ako se ¢uva pod navedenim uvjetima u izvornom primarnom spremniku.

OPREZ: Ne razrjedivati reagens.

Priprema materijala potrebnih, ali koji nisu isporuceni

Razrijediti koncentriranu otopinu za lizu eritrocita deioniziranom vodom prema
uputama proizvodaca. Razrijedena (1X) otopina za lizu eritrocita stabilna je 1
mjesec ako se Cuva u dozatoru tekucine ili zatvorenom spremniku pri sobnoj
temperaturi.

Kontrola kvalitete

Koristiti Streck CD-Chex Plus® ili ekvivalentne kontrolne stanice kao pozitivhu
proceduralnu kontrolu kako bi se osiguralo pravilno funkcioniranje proizvoda kako
je predvideno. Streck CD-Chex Plus® pruza utvrdene vrijednosti za postotak
pozitivnih i apsolutne brojeve T-stanica, B-stanica, granulocita, monocita i NK-
stanica, ukljucujudi dvije klini¢ki relevantne razine CD4+ stanica.

Obojiti kontrolne stanice reagensom KOMBITEST TBNK 6-color prema obradi
uzorka kako je navedeno u uputama za uporabu. Provijeriti jesu li dobiveni rezultati
(% pozitivnih stanica) unutar ocekivanog raspona navedenog za koristenu seriju
kontrolnih stanica.

Bojenje uzorka

1. Za svaki uzorak oznacite epruvetu s okruglim dnom (12 x 75 mm)
odgovaraju¢om identifikacijom uzorka.

2. Pipetirajte 20 ul reagensa KOMBITEST TBNK 6-color na dno epruvete 12 x 75
mm.

3. Pipetirajte 50 ul dobro izmijesanog uzorka krvi na dno epruvete.

OPREZ: I1zbjegavajte pipetiranje krvi na stranu epruvete. Ako razmaz krvi ili
kapljica ostane na strani epruvete, mozda se nece obojiti reagensom ili se
eritrociti mozda nece lizirati te rezultat testa mozda nece biti valjan.
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4. Promijesajte na vorteksu i inkubirajte epruvetu 20 minuta pri sobnoj
temperaturi u mraku.

5. Dodajte 500 pl razrijedene (1X) otopine za lizu u epruvetu.

6. Promijesajte na vorteksu i inkubirajte epruvetu 10 minuta pri sobnoj
temperaturi u mraku.

Odmah analizirajte obojeni uzorak na proto¢nom citometru. Ako se obojeni uzorak
nece odmah analizirati, ¢uvati na 2-8 °C u mraku i analizirati unutar 24 sata.

OPREZ: Promijesajte obojeni uzorak na vorteksu neposredno prije analize na
protoc¢nom citometru kako biste izbjegli agregate.

Analiza proto¢nom citometrijom

Protoc¢ni citometar odabran za uporabu s proizvodom KOMBITEST TBNK 6-color
mora se redovito bazdariti pomocu fluorescentnih mikrokuglica kako bi se osigurala
stabilna osjetljivost detektora prema uputama proizvodaca citometra.

Ako se ne odrZava pravilno, protocni citometar moZe dati laZzne rezultate.

Pogledati specifikacije proizvodaca citometra za lasere i detektore fluorescencije
prema karakteristikama pobude i emisije fluorokroma u Odjeljak 6 Potrebna
oprema.

Postaviti napone na relevantnim detektorima fluorescencije prije analize obojenog
uzorka. Napon na PMT detektoru treba postaviti dovoljno visoko, tako da
minimalan broj negativno obojenih dogadaja ometa kanal O na osi fluorescencije.
Takoder, napon PMT detektora ne smije premasiti vrijednosti pri kojima se pozitivni
dogadaji guraju prema desnoj osi.

Kompenzirati signale fluorescencije izmedu detektora prije ili nakon prikupljanja
podataka. Podaci se mogu pogresno protumaciti ako su signali fluorescencije
nepravilno kompenzirani ili ako su vrata neto¢no postavljena.

Za analizu izmjerenih podataka moguce je koristiti softver citometra koji je razvio
proizvodac ili softver namijenjen izvanmreZnoj analizi podataka citometrije (na
primjer FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analiza podataka KOMBITEST TBNK 6-color obojenog uzorka

Vizualizirati kompenzirane podatke na dijagramu bo¢nog rasprsenja (5SC) naspram
CD45 PerCP-Cy™5.5. Postaviti vrata za populaciju CD45+ limfocita kao sto je
prikazano na Slici 1.

Slika1 Razgranicenje populacije CD45+ limfocita
(podaci prikupljeni na BD FACSCanto™ Il)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter

Sl =

-1I'Js L] pii] 1l.'l‘1 1w

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Prikazati gatirane CD45+ limfocite na dijagramu boc¢nog rasprienja (SSC) naspram
CDS3 FITC kao sto je prikazano na Slici 2. Odvojiti CD3+ i CD3- limfocite pomocu
odgovarajudih vrata. Izracunati postotak T-stanica (CD3+; podrucje B na Slici 2) od

svih limfocita.

Side Scatter

Slika 2 Odvajanje CD3+ i CD3- limfocita
(podaci prikupljeni na BD FACSCanto™ Il)

200 -
Tl -

100K =
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CD3 FITC
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Prikazati gatirane CD3- limfocite (podrucje A na Slici 2) kao CD19 APC naspram
CD16+CD56 PE kao sto je prikazano na Slici 3. Postaviti odgovarajuca vrata i
izraCunati postotak B-stanica (CD16-CD56-CD19+; podrucje C na Slici 3) i NK-
stanica (CD16+CD56+CD19-; podrucje D na Slici 3) od svih limfocita.

Slika 3 CD3- limfocita na dijagramu to¢aka CD19 APC nasuprot CD16+CD56 PE
(podaci prikupljeni na BD FACSCanto™ Il)

CD19 APC

lﬂs 'II.'I4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Prikazati gatirane T-stanice (CD3+; podrucje B na Slici 2) kao CD4 PE-Cy™7
naspram CD8 APC-Cy™7 kao sto je prikazano na Slici 4. Postaviti odgovaraju¢a
vrata i izracunati postotak pomoc¢nickih/induktorskih T-stanica (CD4+CD8-;
podrucje E na Slici 4) i supresorskih/citotoksi¢nih T-stanica (CD4-CD8+; podrucje F
na Slici 4) od svih limfocita.

Slika4 CD3+ limfocita na dijagramu to¢aka CD4 PE-Cy™7 nasuprot CD8 APC-Cy™7
(podaci prikupljeni na BD FACSCanto™ Il)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Izracun i tumacenje analitickih rezultata
Za apsolutne brojeve koristite apsolutni broj limfocita utvrden hematoloskim
analizatorom. Pogledajte upute proizvodaca hematoloskog analizatora. Koristite
jednadzbe u nastavku za izracun apsolutnog broja zeljene podskupine limfocita.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)

A = apsolutni broj limfocita (podaci s hematoloSkog analizatora; stanica/pl)
B = relativni postotak Zeljene podskupine limfocita od svih limfocita

(podaci s proto¢nog citometra; %)
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11. Analiticka izvedba

Specificnost
Protutijelo TB3 prepoznaje ljudski CD3 antigen TCR/CD3 kompleksa. Specifi¢nost
protutijela potvrdena je od strane HCDM vije¢a (HLDA Xl radionica).

Protutijelo MEM-241 prepoznaje ljudski CD4 antigen (povrsinski glikoprotein T-
stanice CD4). Specifi¢nost protutijela potvrdena je od strane HCDM vije¢a (HLDA
VIl radionica).

Protutijelo LT8 prepoznaje ljudski CD8 antigen (dimer povezan disulfidnom vezom
eksprimiran kao dva CD8 alfa lan¢ana homodimera ili CD8 alfa/beta lancana
heterodimera). Specifi¢nost protutijela potvrdena je od strane HLDA radionica
(HLDAYV radionica‘® i HLDA VIl radionica ©).

Protutijelo 3G8 prepoznaje ljudski CD16 antigen (imunoglobulinski Fc-gama
receptor tipa lll niskog afiniteta). Specifi¢nost protutijela potvrdena je od strane
HLDA radionice (HLDAV radionica (1¢)

Protutijelo LT56 prepoznaje leukocitni izoformu ljudskog CD56 antigena (molekula

adhezije zivéanih stanica 1). Specifi¢nost protutijela potvrdena je od strane HCDM

vije¢a (HLDA X radionica).

Protutijelo LT19 prepoznaje ljudski CD19 antigen (transmembranski glikoprotein B-
stanice CD19). Specifi¢nost protutijela potvrdena je od strane HCDM vijeca (HLDA
X radionica).

Protutijelo MEM-28 prepoznaje sve leukocitne izoforme ljudskog CD45 (receptor
protein tirozin fosfataze tipa C). Specificnost protutijela potvrdena je od strane
HLDA radionice (HLDA Il radionica 19).

Tocnost

Tocnost metode izmjerena je na proto¢nom citometru BD FACSCanto™ Il i
utvrdena kao usporedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color sa sli¢nim
proizvodom dostupnim na trzistu BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (kat. br.
644611) paralelnim bojenjem 30 zdravih davatelja krvi.

Na protocnim citometrima Beckman Coulter DxFLEX i Sysmex XF-1600™, to¢nost
metode utvrdena je usporedbom rezultata analize istih uzoraka krvi od 39 zdravih
davatelja krvi obojenih proizvodom KOMBITEST TBNK 6-color na proto¢nim
citometrima BC DxFLEX i BD FACSCanto™ Il te na protoc¢nim citometrima Sysmex
XF-1600™ i BD FACSCanto™ Il.

Toc¢nost metode potkrijepljena je paralelnim bojenjem 134 bolesnika (vidjeti Tablicu
7) kod kojih se sumnjalo na patolosko stanje imunosnog sustava. Parametri analize
linearne regresije navedeni su u Tablicama 4-7.
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Tablica4 Analiza linearne regresije za podskupine limfocita kod zdravih davatelja
(usporedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color s IVD proizvodom BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (kat. br. 644611))

Podskupina limfocita Jedinica n Nagib Odsjecak R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+
stanica/ul| 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957
CD3+CD8+
stanica/ul| 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939
CD3+CD4+
stanica/ul| 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968
CD3-CD16+CD56+
stanica/pl| 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948
CD3-CD19+
stanica/ul| 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = broj uzoraka krvi
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Tablica 5 Analiza linearne regresije za podskupine limfocita kod zdravih davatelja
(usporedba analize uzoraka krvi obojenih proizvodom ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX
s BD FACSCanto™ Il)

Tocnost mjerenja ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX

Protocni citometar Beckman Coulter DxFLEX nasuprot proto¢nom citometru BD
FACSCanto™ Il

Istinitost mjerenja

Podskupina limfocita Jed;"ic n Nagib Odsjecak R?

% 39 0.9822 0.0145 0.9879

b3 Sta';ilca/ 39 0.9792 -24.255 0.9811

% 39 1.0171 0.0052 0.9829

Cosweper Staﬂilca/ 39 | 10478 30975 | 09930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857

Coswehar Sta';ilca/ 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3.CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ Sta';ilca/ 39 0.9699 10.484 0.9886

% 39 1.0212 -0.0047 0.9757

Co3Cblor Staﬂilca/ 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = broj uzoraka krvi
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Tablica 6 Analiza linearne regresije za podskupine limfocita kod zdravih davatelja
(usporedba analize uzoraka krvi obojenih proizvodom ED7733 na Sysmex XF-1600™ s BD
FACSCanto™ Il)

Tocnost mjerenja ED7733 na Sysmex XF-1600™

Protocni citometar Sysmex XF-1600™ nasuprot proto¢nom citometru BD FACSCanto™
1l

Istinitost mjerenja

Podskupina limfocita Jed;"ic n Nagib Odsjecak R?

% 39 1.0058 0.0105 0.9918

b3 Sta';ilca/ 39 1.0174 4.2861 0.9991

% 39 1.0134 0.0015 0.9924

Cosweper Staﬂilca/ 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963

Coswehar Sta';ilca/ 39 1.0043 17.382 0.9981
CD3.CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CD56+ Sta';ilca/ 39 0.972 -3.4422 0.9903

% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

cosCbr Stamca/ 39 | 09777 0.1994 0.9898

n = broj uzoraka krvi
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Tablica7 Analiza linearne regresije za podskupine limfocita kod bolesnika kod kojih se
sumnjalo na patoloska stanja imunosnog sustava (usporedba proizvoda KOMBITEST TBNK
6-color s AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. i internom metodom

akreditiranog klinickog laboratorija - koktel jednobojnih konjugiranih protutijela razlicitih

proizvodaca i analiza na BD FACSCanto™ Il)

Podskupina limfocita Jedinica n Nagib Odsjecak R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+
stanica/ul| 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98
CD3+CD8+
stanica/ul| 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98
CD3+CDA4+
stanica/ul| 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98
CD3-CD16+CD56+
stanica/ul| 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99
CD3-CD19+
stanica/ul| 134 1.043 -0.010 1.00
n = broj uzoraka krvi
Linearnost

Linearnost metode provjerena je na 10 serijskih razrjedenja uzorka krvi
obogacenog leukocitima (buffy coat). Uzorci stanica obojeni su proizvodom
KOMBITEST TBNK 6-color u Sest ponavljanja. Uzorci su analizirani proto¢nim
citometrima BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX i Sysmex XF-1600™.
Utvrdeno je da su izmjereni podaci za navedene podskupine limfocita linearni u
rasponu limfocita 333-9492 stanica/ul koristenjem BD FACSCanto™ Il, 309-8693
stanica/ul koriStenjem Beckman Coulter DxFLEX i 86-6822 stanica/ul koristenjem
Sysmex XF--1600™. Podskupine stanica bile su u rasponima navedenim u
Tablicama 8-10.
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Tablica8 Linearni rasponi podskupina limfocita analiziranih pomo¢u BD FACSCanto™ I

BD FACSCanto™ Il
Podskupina limfocita Raspon (stanica/ul)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tablica9 Linearni rasponi podskupina limfocita analiziranih pomocéu Beckman Coulter
DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Podskupina limfocita Raspon (stanica/ul)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Tablica 10 Linearni rasponi podskupina limfocita analiziranih pomocu Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™

Podskupina limfocita Raspon (stanica/ul)
CD3+ 45 -3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7 -567
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Granica detekcije / granica kvantifikacije / grani¢na vrijednost testa

Podaci o linearnosti koristeni su za navodenje granice detekcije (LOD) i granice
kvantifikacije (LOQ).

Granica detekcije navedena je kao najniZa vrijednost apsolutnog broja stanica koja
nije nula plus 3xSD (standardna devijacija) za svaku podskupinu limfocita (vidjeti
Tablice 11-13).

Granica kvantifikacije navedena je kao najniza vrijednost u rasponu linearnosti
koncentracija analita prikazana kao apsolutni broj podskupine limfocita pri kojoj CV
iz Sest ponavljanja nije prelazio 10%, a povrat je bio u rasponu 90%-110% (vidjeti
Tablice 11-13).

Rezultati testa nisu jedinstveno dijagnosticki za jedan klinicki entitet, stoga se
granic¢na vrijednost testa ne moZze procijeniti.

Tablica11 Granice detekcije i kvantifikacije na BD FACSCanto™ I
BD FACSCanto™ Il

. Najnizi broj stanica
Craepte | Choimienda | aspspl | (490109
(stanica/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

Tablica 12  Granice detekcije i kvantifikacije na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
. Najnizi broj stanica
imfocts. ciinjenua | 35D (sD) stanicarul) | (stanicaril
(stanica/pl)

CD3+ 1 0,6 (0,2) 1.6 9
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 34
CD3+CD4+ 2 1,2(0,4) 3.2 43

CD3-CD16+CD56+ 1 0,9 (0,3) 1.9 23
CD3-CD19+ 2 1,5(0,5) 3.5 41
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Tablica 13  Granice detekcije i kvantifikacije na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

. Najnizi broj stanica
ifocits. ciinjerula | 35D (sD) stanicaul) | (stanicaril)
(stanica/pul)

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
Ponovljivost

Ponovljivost testa izmjerena je na deset uzoraka krvi u Sest ponavljanja. Uzorci su
analizirani proto¢nim citometrima BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX i
Sysmex XF-1600™. Koeficijenti varijacije (CV) navedeni su u tablicama u nastavku
(Tablice 14-16).

Tablica 14 Ponovljivost proizvoda na BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Podskupina limfocita Jedinica n Prosjek SD %CV
% 10 70.34 0.56

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

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

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

CD3-CD16+CD56+ 2.43
stanica/pl 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
stanica/pl 10 227 478

n = broj uzoraka krvi

20/ 32



Tablica 15 Ponovljivost proizvoda na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Podskupina limfocita Jedinica n Prosjek SD %CV
% 10 70.80 0.61

CD3+ 0.95
stanica/ul 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32

CD3+CD8+ 1.42
stanica/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56

CD3+CD4+ 1.47
stanica/pl 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40

CD3-CD16+CD56+ 2.72
stanica/ul 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32

CD3-CD19+ 2.83
stanica/ul 10 227 5.94

n = broj uzoraka krvi

Tablica 16 Ponovljivost proizvoda na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Podskupina limfocita Jedinica n Prosjek SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
stanica/pl 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
stanica/pl 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
stanica/pl 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 271
stanica/pul 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
stanica/pl 10 173 5.56

n = broj uzoraka krvi
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Obnovijivost

Obnovljivost testa na BD FACSCanto™ Il i Beckman Coulter DxFLEX izmjerena je
na 2 stabilizirana uzorka krvi (CD-Chex Plus® i CD-Chex Plus® CD4 Low tvrtke
STRECK). Obnovljivost testa na Sysmex XF-1600™ izmjerena je na 4 stabilizirana
uzorka krvi (CD-Chex Plus® i CD-Chex Plus® CD4 Low te dodatno IMMUNO-
TROL Low Cells i IMMUNO-TROL Cells tvrtke Beckman Coulter). Uzorci su mjereni
pod istim uvjetima 15 dana koristeci 3 serije proizvoda (5 dana svaka). Koeficijenti
varijacije (CV) navedeni su u tablicama u nastavku (Tablica 17-19).

Tablica17 Obnovljivost proizvoda na BD FACSCanto™ Il

Podskupina Materijal Jedinica | Prosjek sD %CV
limfocita
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
stanica/ul 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 0.53
CD4 Low stanica/pl | 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
stanica/ul 578 5.62
CD3+CD8+ .
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 0.73
CD4 Low stanica/ul 612 4,55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
stanica/ul 1203 11.15
CD3+CD4+ -
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 011
CD4 Low stanica/ul 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
stanica/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ .
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 194
CD4 Low stanica/pl | 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
stanica/ul 279 4.03
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 175
CD4 Low stanica/pl | 262 4.58 '

22 /32



Tablica 18 Obnovljivost proizvoda na Beckman Coulter DxFLEX

quSkqua Materijal Jedinica Prosjek SD %CV
limfocita
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
stanica/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43 071
CD4 Low stanica/ul | 883 6.24 '
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
stanica/ul 589 4.99
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32 0.75
CD4 Low stanica/pl 621 4.65 '
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
stanica/ul 1146 34.77
CD3+CD4+ -
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53 437
CD4 Low stanica/ul | 176 7.71 '
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ stanica/ul 261 4.92
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low stanica/ul | 281 4.59 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
stanica/ul 273 4.19
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 105
CD4 Low stanica/ul | 259 5.05 '
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Tablica19 Obnovljivost proizvoda na Sysmex XF-1600™

Podskupina limfocita Materijal Jedinica Prosjek SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® stanica/pl 1642 7.0 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low stanica/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells stanica/ul 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells stanica/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® stanica/ul 268 21 0.88
CD;:Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
D4 Low stanica/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells stanica/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells stanica/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-ChexPlus® o ica/ul | 1085 7.2 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD4 Low stanica/ul 166 6.0 )
CD3+CD4+ IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 093
Cells stanica/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells stanica/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® stanica/pl 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low stanica/pl 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells stanica/ul 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells stanica/pl 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® stanica/ul 210 37 1.74
CD;:CS]:XLPIUSC@ % - 19.70 0.31 1.61
ow stanica/p 260 4.2 )
CD3-CD1+ I MUNO-TROL % 12.92 0.32 )48
Cells stanica/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells stanica/ul 144 4.3 )

NAPOMENA: Svi podaci o analitickoj izvedbi izmjereni su koristenjem otopine
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za lizu eritrocita EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. br. ED7066).

Za analizu proto¢nom citometrijom koristeni su sljededi protoc¢ni citometri
uklju€ujudi verziju softvera:

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

Za apsolutne brojeve stanica koriste¢i metodu dvostruke platforme koristen je
hematoloski analizator sa sljede¢im specifikacijama:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - verzija 00-22(164)

Za procjenu izmjerenih podataka koristena je sljedeca analiticka platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - verzija 10.9.0

12.Klinic¢ka izvedba

Bolesnici s primarnom imunodeficijencijom

Klini¢ki podaci prikupljeni su na klinickom mjestu na 30 bolesnika sa sumnjom na
zajednicku varijabilnu imunodeficijenciju (CVID). Klini¢ka izvedba proizvoda
ED7733 utvrdena je kao usporedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color
koristenog s otopinom za lizu eritrocita EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. br.
ED7066) s metodom akreditiranog klinickog laboratorija (AQUIOS CL Flow
Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

Rezultati procjene imunoloskog statusa bolesnika procijenjeni su u odnosu na
imunodeficijenciju (Tablica 20).
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Tablica 20 Klinicka izvedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color - bolesnici s CVID

Imunoloski status procijenjen metodom
akreditiranog klinickog laboratorija

Imunodeficijencija Normalno stanje

Imunodeficijencija 24 bolesnika 0 bolesnika

Normalno stanje 0 bolesnika 6 bolesnika

Imunoloski status
procijenjen proizvodom
KOMBITEST TBNK 6-color

Bolesnici sa steCenom imunodeficijencijom

Klini¢ki podaci prikupljeni su na klinickom mjestu na 53 bolesnika s potvrdenom
infekcijom virusom humane imunodeficijencije (HIV). Klini¢ka izvedba proizvoda
utvrdena je kao usporedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color koristenog s
otopinom za lizu eritrocita EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. br. ED7066) s
internom metodom akreditiranog klinickog laboratorija (koktel jednobojnih
konjugiranih protutijela razlic¢itih proizvodaca i analiza na BD FACSCanto™ II).

Rezultati procjene imunoloskog statusa bolesnika procijenjeni su u odnosu na
imunodeficijenciju (Tablica 21).
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Tablica21 Klinicka izvedba proizvoda KOMBITEST TBNK 6-color - bolesnici s HIV-om

Imunoloski status procijenjen internom
metodom akreditiranog klinickog laboratorija

Imunodeficijencija Normalno stanje

Imunodeficijencija 28 od 29 bolesnika* 0 bolesnika

Normalno stanje 0 bolesnika 24 bolesnika

Imunoloski status
procijenjen proizvodom
KOMBITEST TBNK 6-color

OPREZ:

*Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color pokazao je bojenje koje nije bilo dostatno za jasho
razdvajanje T-stanica (CD3+) kod jednog (1) bolesnika s HIV-om u kritichom zdravstvenom
stanju.

13.0cekivane vrijednosti
Referentni interval

Tablica 22 Referentni intervali zdravih davatelja krvi izmjereni na BD FACSCanto™ Il

Raspon
Podskupina limfocita n Jedinica Medijan
Min Maks
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+ -
65 stanica/ul 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ -
65 stanica/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ -
65 stanica/ul 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ -
65 stanica/ul 84 1036 266
65 % 54 25.0 10.6
CD3-CD19+ -
65 stanica/ul 74 404 209
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n = broj uzoraka krvi

Referentni intervali u Tablici 22 utvrdeni su na zdravim bolesnicima koji su se
smatrali davateljima krvi prema zakonodavstvu Ceske Republike ispunjavanjem
strogih kriterija za davatelja krvi za banku krvi. Podaci su izmjereni na proto¢nom
citometru BD FACSCanto™ II.

Specifi¢ni referentni rasponi mogu varirati ovisno o regiji i populaciji na kojoj su
vrijednosti utvrdene. Iz tog razloga laboratoriji moraju utvrditi vlastite normalne
referentne intervale za podskupine limfocita identificirane pomo¢u KOMBITEST
TBNK 6-color iz lokalne populacije normalnih davatelja zbog varijacija vrijednosti
povezanih s dobi, spolom, klinickim karakteristikama i etnickom pripadnoscu.

14.0Ogranicenja

Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color nije validiran za uporabu u uzorcima
prikupljenim s antikoagulansima heparinom ili kiselim citratnim dekstrozom (ACD)
u odredivaniju relativnih i apsolutnih brojeva.

Proizvod KOMBITEST TBNK 6-color nije namijenjen za probir i/ili fenotipizaciju
uzoraka leukemije i limfoma.

Apsolutni brojevi nisu usporedivi izmedu laboratorija koji koriste razli¢itu opremu
razli¢itih proizvodaca.
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17.Uporaba zastitnih znakova trecih strana
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zastitni znakovi tvrtke Becton, Dickinson and Company. CD-Chex Plus®
registrirani je zastitni znak tvrtke Streck. Cy™ je registrirani zastitni znak tvrtke
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18.Povijest revizija
Verzija 4, ED7733_IFU_v4

Ispravak teksta u odjeljku "Povezanost s fizioloskim ili patoloskim stanjem".
Precizniji opis poglavlja 13. Ocekivane vrijednosti - Referentni interval.

19.Proizvodac
EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Ceska Republika
Kontaktni podaci
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Ovlasteni predstavnici
Odgovorna osoba u Ujedinjenom Sysmex UK Ltd

Kraljevstvu Sysmex House
Garamonde Drive
Wymbush
Milton Keynes
MK8 8DF
Ujedinjeno Kraljevstvo
@ +44 (0)333 3203460
M info@sysmex.co.uk

NAPOMENA: Svaki ozbiljan stetni dogadaj koji se dogodio u vezi s proizvodom
mora se prijaviti proizvodacu i lokalnom nadleznom tijelu.
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