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1. Kullanim Amaci

KOMBITEST TBNK 6-color, akis sitometrisi ile insan tam kaninda lenfosit
popllasyonlarinin ve alt kiimelerinin tespiti ve sayimi icin tasarlanmistir.

Tespit edilen ve/veya élciilen nedir?

KOMBITEST TBNK 6-color cihazi, insan T hticrelerinin (CD3+), B hiicrelerinin
(CD3-CD19+), NK htcrelerinin (CD3-CD16+56+), yardimci/indikleyici
(CD3+CD4+) ve baskilayici/sitotoksik (CD3+CD8+) T hiicresi alt kiimelerinin
goreceli ylzdelerini ve mutlak sayilarini tespit eder ve dlcer.

Cihazin islevi

Cihaz, normal hastalarin imminolojik degerlendirmesinde kullaniimak Gzere
tasarlanmistir ve immiin yetmezligi olan veya oldugundan stiphelenilen hastalara
tani konulmasina yardimci olabilir.

Fizyolojik veya patolojik durumun kapsami
Cihaz tarafindan élciilen lenfosit popilasyonlarinin frekanslari gesitli patolojik
durumlardan etkilenebilir ve bunlarin ylizdelerinin ve sayilarinin degerlendirilmesi
asagidakilerin degerlendirmesinde kullanilabilir:

e insan immiin yetmezIigi viriisii (HIV) enfeksiyonunun ilerlemesi 4-4.7.9

o kalitsal immiin yetmezlikleri & 3 4.11,12,15,17)

e otoimmiin hastaliklar ¢

o dogustan gelen immiin savunmasindaki bozukluklar (13- 14

Test tiirii
Otomatik degil

Nicel
Gereken 6rnek tiirii
insan antikoagile periferik tam kan 6rnegi

Test poplilasyonu
Belirli bir popiilasyon icin tasarlanmamustir.

2. Hedef kullanici

Cihaz yalnizca profesyonel laboratuvar kullanimi icin tasarlanmistir. Hasta basi
testler veya kendi kendine yapilan testler icin uygun degildir.

Yeterlilige iliskin gereklilikler

Hedef kullanici, insan hiicrelerinin akis sitometrisi analizi, pipetleme becerileri dahil
olmak Uzere standart laboratuvar teknikleri, insan viicudundan elde edilen
orneklerin glivenli ve uygun sekilde islenmesi konularinda son teknolojiye uygun
uzmanhga sahip olmaldir.
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Hedef kullanici EN ISO 15189 standardina veya varsa diger ulusal standartlara
uymahdir.

3. Test prensibi

Test prensibi, belirli insan kan hiicreleri tarafindan ifade edilen spesifik bir molekiile
(antijen) baglanan monoklonal antikorun tespitine dayanmaktadir. Testte kullanilan
monoklonal antikorlar, antikorla boyanmis kan 6rneginin alinmasi sirasinda bir akis
sitometresinden cikan lazer isini ile uyarilan farkli florokromlarla etiketlenir. Alinan

bir kan hiicresi Gizerinde bulunan her florokromdan gelen sonraki floresan (isik
emisyonu) cihaz tarafindan toplanir ve analiz edilir. Floresan yogunlugu, bir

hiicredeki antijen ekspresyon yogunluguyla dogru orantilidir ve farkli hiicre alt
kiimelerinin birbirinden ayrilmasini saglar.

4. Saglanan reaktif/reaktifler

icindekiler

KOMBITEST TBNK 6-color cihazi ile 50 test yapilabilir ve asagidaki reaktifle birlikte

saglanir:

15 mM sodyum azid iceren stabilize edici fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi
icinde optimum konsantrasyonlarda seyreltilmis, florokrom etiketli monoklonal
CD3 FITC/CD16 PE+CD56 PE/CD45 PerCP-Cy™5.5/CD4 PE-Cy™7/CD19
APC/CD8 APC-Cy™7 antikorlarinin 6nceden karistirilmis bir kombinasyonunu
iceren 1 flakon (1 ml).

Bilegim
Tablo 1 Aktif bilesenlerin agiklamasi

Antijen Florokrom Klon izotip Kon(s;g/t:s;yon

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. Gereken ancak saglanmayan malzemeler

Yuvarlak tabanli test tiipleri (12 x 75 mm)

Eritrosit lizis sollisyonu (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. No. ED7066 veya
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. No. BD303500)

Deiyonize su (Reaktif dereceli)

Proses kontrol hiicreleri (Streck CD-Chex Plus®, Kat. No. 213323 veya esdeger
¢oztinebilir hiicre kontrolt)

6. Gerekli ekipman
Ornek ve reaktiflerin pipetlenmesi icin tek kullanimlik uclara sahip otomatik pipet
(20 - 100 ul)

Eritrosit lizis solisyonunu dagitmak icin sivi dispenseri veya tek kullanimlik uclara
sahip pipet (0,5 - 2 ml)

Vorteks mikser

Ornek pl'si basina beyaz kan hiicresi (WBC) ve lenfosit sayimi yapabilen hematoloji
analizoru (mutlak hiicre sayimi icin)

iki lazer eksitasyon kaynagi (488 nm ve ~635 nm), sacilan i1sik icin dedektorler,
optik filtreler ve Tablo 2'de verilen florokromlardan sinyal toplamak icin uygun
emisyon dedektorlerine sahip akis sitometresi.

Tablo 2 Cihazda kullanilan florokromlarin spektral 6zelligi

Florokrom Eksitasyon [nm] Emisyon [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

NOT: Cihaz, BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman
Coulter) ve Sysmex XF-1600™ (Sysmex Corporation) akis sitometrelerinde
test edilmistir.
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7. Depolama ve tasima

2 - 8°C sicaklikta muhafaza edin.
Uzun siire 1siga maruz birakmaktan kacinin.
Dondurmayin.

Calisma sollsyonlarinin (varsa) saklama kosullari ve stabilitesinin yani sira ilk
acilisindan sonraki Kullanim stabilitesi ve raf dmri hakkinda bilgi edinmek icin
Boliim 10 Prosediir (Reaktif Hazirlama) kismina bakin.

8. Uyarilar, onlemler ve kullanim kisitlamalari

GHS Tehlike Siniflandirmasi

Uriintin icerdigi kimyasal maddeler ve karisimlarin olusturdugu riskler ve bunlarin
nasil ele alinmasi ve imha edilmesi gerektigi hakkinda ayrintili bilgi icin
www.exbio.cz adresindeki Griin sayfasinda yer alan Guvenlik Bilgi Formuna (SDS)
bakin.

Biyolojik Tehlike

insan biyolojik numuneleri ve kan 6rnekleri ile bunlara temas eden her tiirlii madde
her zaman bulasici madde olarak kabul edilir.

Cilt, gbz ve mukoza zarlariyla temasini dnlemek icin kisisel koruyucu ekipman ve
glivenlik ekipmanlari kullanin.

Bulasici maddelerin tasinmasi ve imha edilmesine iliskin gecerli tiim yasa,
yonetmelik ve proseddrlere uyun.

Bozulma belirtisi

Saglanan reaktif normalde berrak bir sivi seklinde gériinir. Gériiniminde
bulaniklik veya cokelme belirtileri gibi herhangi bir degisiklik oldugunu
gozlemlerseniz reaktifi kullanmayin.

Kullanim kisitlamalan
Uriin etiketlerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

9. Ornek

Antikoagilan EDTA ile tibbi cihaz olarak siniflandirilan 6érnek kabina alinan venoéz
periferik kani kullanin.

NOT: Toplanan kan érnegindeki WBC mutlak hiicre sayisini ve lenfosit sayisini
bir hematoloji analizérii ile 6lglin. KOMBITEST TBNK 6-color cihazi tek basina
mutlak hiicre sayilarinin sayimini saglamaz.

WABC sayisi 40x102 hiicre/ul'yi asan kan érnegi, numunenin islenmesinden énce
PBS ile seyreltilmelidir.
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Kan ornegini toplandiktan sonra en gec 24 saat icinde isleme alin. Ornegi
laboratuvar sicakliginda (20-25 °C) saklayin. Ornegi sogutmayin.

Endojen interferans

Bilimsel literatiir arastirmasi temel alinarak endojen interferans kaynaklari Tablo

3'te tanimlanmustir.

Tablo 3 Cihazin Endojen interferansi

Endojen Etki Referans
interferans
AlbUmin Alblimin, baglanma ve blyik miktarlarda 18, 19, 35
ligand salma kabiliyeti nedeniyle yiiksek
konsantrasyonlarda girisime neden olabilir.
Bilirubin (sarilik) Bilirubin, yliksek otofloresansi nedeniyle 22,24,28
(konjuge olmayan) | hiicrelerin floresan arka planini artirabilir.
Hucre debrisi (lizis | Hiicre debrisi yanls hicre sayimlarina 21,25
sonrasl) neden olabilir ve cihaz icindeki antikoru
tiiketebilir.
Eritrositler Yetersiz lizis, numunede bulunan kirmizi 26
kan hiicreleri hatali hiicre sayimina neden
olabilir.
Hemoglobin Hemolize numuneler hatali sonuglar 23
verebilir.
insan anti-murin Monoklonal antikor tedavisi hatali sonuclar | 20, 30, 31,
antikorlari verebilir (hiicre ylizeyi antijenlerine 32,33,34
baglanma kabiliyeti).
immiinoglobdilinler | Tek platform yonteminde yikanamaz ve 21
hatali lenfosit alt kiime sayisina neden
olabilir.
Romatoid RF'nin varligi MIA (multipleks 27
faktorler immuinoassaylar) ile girisime neden olur.
Trigliseridler Dolasimdaki yiliksek lipid seviyeleri, belirli 29
kan hiicresi popilasyonlarinin akis
sitometrisi analizini etkileyebilir.

Eksojen interferans
24 saatten daha eski 6rnekler hatali sonuclar verebilir.
Sogutulmus 6rnekler hatali sonuclar verebilir.

Eritrosit ¢c6ziilme solisyonunun uygun sekilde hazirlanmamasi (EXCELLYSE Easy,
EXBIO Praha, a.s., Cat. No. ED7066 veya CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Cat.
No. BD303500) hatali sonuclar verebilir. Eritrosit ¢c6ztilme soliisyonunun kullanimi
icin Ureticinin talimatlarini izleyin.
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10.Prosediir

Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi

Reaktifin hazirlanmasi gerekmez.

Reaktifi kullanmadan 6nce oda sicakhgina getirin. Cihazin birincil kabini kuru tutun.
Reaktifi dogrudan orijinal birincil kabindan kullanin. Reaktifin kullanimda oldugu
(1s18a ve yuksek sicakliga maruz kaldigi) stire gtinde 4 saati gecmemelidir.

ilk acilisindan sonra reaktif, orijinal birincil kabinda belirtilen kosullarda muhafaza
edildiginde son kullanma tarihine kadar performans 6zelliklerini korur.

DiKKAT: Reaktifi seyreltmeyin.

Gereken ancak saglanmayan malzemelerin hazirlanmasi

Konsantre eritrosit lizis soliisyonunu Ureticinin talimatlarina gére deiyonize suyla
seyreltin. Seyreltilmis (1X) eritrosit lizis soliisyonu sivi bir dispenserde veya kapali
bir kapta oda sicakliginda muhafaza edildiginde 1 ay boyunca stabil kalir.

Kalite kontrolii

Cihazin amaclandigi sekilde diizgiin performans gosterdiginden emin olmak icin
pozitif prosedirel kontrol olarak Streck CD-Chex Plus® veya esdeger kontrol
hicrelerini kullanin. Streck CD-Chex Plus®, klinik olarak ilgili iki CD4+ hiicre
seviyesi dahil olmak Gzere T hiicreleri, B hiicreleri, granilositler, monositler ve NK
hiicrelerinin ylizde pozitif ve mutlak sayilari icin belirlenmis degerler saglar.

Kontrol hiicrelerini KOMBITEST TBNK 6-color reaktifini kullanarak kullanim
kilavuzunda belirtilen 6rnek isleme yontemine gore boyayin. Elde edilen sonuclarin
(%Pozitif Hiicreler) kullanilan kontrol hiicresi lotu icin bildirilen Beklenen aralikta
oldugunu dogrulayin.

Ornek boyama

1. Her bir 6rnek icin 12 x 75 mm'lik yuvarlak tabanh bir test tiplnG uygun 6rnek
tanimlamasiyla etiketleyin.

2. 12 x 75 mm test tlipliniin dibine 20 ul KOMBITEST TBNK 6-color reaktifi
pipetleyin.

3. Test tiplndn dibine 50 ul iyice karistiriimis kan 6rnegi pipetleyin.

DIKKAT: Test tiiptiniin yan tarafina kan damlatmaktan kacinin. Tiipiin kenarinda
kan lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayabilir veya eritrositler
cozlinmeyebilir ve test sonucu dogru olmayabilir.

4. Karistirin ve test tiplni karanlikta oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe
edin.

5. Test tupline 500 pl seyreltilmis (1X) lizis sollisyonu ekleyin.
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6. Karistirin ve test tlplini karanlikta oda sicakhginda 10 dakika boyunca inkiibe
edin.

Boyali 6rnegi aninda akis sitometresinden alin. Boyali 6rnek hemen alinmayacaksa
2 - 8°C sicaklikta karanlik ortamda saklayin ve 24 saat icinde analiz edin.

DiKKAT: Topaklanmalari 6nlemek icin akis sitometresinde goriintl almadan
hemen 6nce boyali 6rnegi karistirin.

Akis sitometrisi analizi

KOMBITEST TBNK 6-color cihazi ile kullanilmak tizere secilen akis sitometresi,
sitometre Ureticilerinin talimatlarina gére dedektorlerin sabit hassasiyetini saglamak
icin floresan mikro boncuklar kullanilarak rutin olarak kalibre edilmelidir.

Akis sitometresinin bakimi diizgiin yapilmazsa yanlis sonuclar verebilir.

Gerekli ekipman baslikl Béliim é6'daki florokromlarin eksitasyon ve emisyon
ozelliklerine uygun lazerler ve floresan dedektorleri icin Ureticinin sitometre
spesifikasyonlarina bakin.

Boyali 6rnek analizinden once ilgili floresan dedektorlerindeki gerilimleri ayarlayin.
PMT dedektoriindeki gerilim yeterli diizeyde yiiksek ayarlanmali, boylece en az
negatif boyali olay floresan eksenindeki O. kanalla etkilesime girmelidir. PMT
dedektori gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandig degerleri
asmamalidir.

Veri toplamadan 6nce veya sonra dedektorler arasindaki floresan sinyallerini
dengeleyin. Floresan sinyalleri yanlis dengelenirse veya gegitler yanlis
konumlandirilirsa veriler yanhs yorumlanabilir.

Olciilen veri analizi icin Uretici tarafindan gelistirilen sitometre yazilimi veya cevrim
disi sitometri veri analizine 6zel yazilim (6rnegin FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™)
kullanilabilir.
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KOMBITEST TBNK 6-color boyali 6rnegin veri analizi

Dengelenmis verileri yana sacilim (SSC) ve CD45 PerCP-Cy™5.5 grafiginde
gorsellestirin. CD45+ lenfosit popiilasyonu icin gecidi Sekil 1'de gosterildigi gibi
ayarlayin.

Sekil 1 CD45+ lenfosit poplilasyonunun grafigi
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

200 -
WS —

00k =

Side Scatter

5l -

-1 L] pii] 104

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Sekil 2'de gosterildigi Gzere gecitli CD45+ lenfositleri yana sacilim (SSC) ve
CDS3 FITC grafigine dokiin. Uygun gecitleri kullanarak CD3+ ve CD3- lenfositlerini
ayirin. Tum lenfositlerdeki T hiicrelerinin (CD3+; Sekil 2'deki B bdlgesi) ylizdesini

hesaplayin.

Sekil 2 CD3+ ve CD3- lenfositlerinin ayrilmasi
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter

Sl

o 1o 10 10"

CD3 FITC
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Gecitli CD3- lenfositleri (Sekil 2'deki A bolgesi) Sekil 3'te gosterildigi gibi CD19 APC
ve CD16+CD56 PE seklinde grafige dokiin. Uygun gecitleri ayarlayin ve tim
lenfositlerdeki B hiicrelerinin (CD16-CD56-CD19+; Sekil 3'teki C bolgesi) ve dogal
oldurtct (NK) hicrelerin (CD16+CD56+CD19-; Sekil 3'teki D bolgesi) ylizdesini
hesaplayin.

Sekil 3 CD3- CD19 APC ve CD16+CD56 PE noktasal grafigindeki lenfositler
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

CD19 APC

lﬂs 'II.'|4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Gecitli T hiicrelerini (CD3+; Sekil 2'deki B bolgesi) Sekil 4'te gosterildigi gibi

CD4 PE-Cy™7 ve CD8 APC-Cy™7 seklinde grafige dokiin. Uygun gecitleri ayarlayin
ve tiim lenfositlerdeki yardimci/indikleyici T hiicrelerinin (CD4+CD8-; Sekil 4'teki
E bolgesi) ve baskilayici/sitotoksik T hiicrelerinin (CD4-CD8+; Sekil 4'teki F bolgesi)
ylizdesini hesaplayin.

Sekil4 CD3+ CD4 PE-Cy™7 ve CD8 APC-Cy™7 noktasal grafigindeki lenfositler
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

Mutlak sayilara ulasmak amaciyla bir hematoloji analizori tarafindan belirlenen
mutlak lenfosit sayisini kullanin. Hematoloji analizori Ureticisinin talimatlarina
bakin. Gerekli lenfosit alt kiimesinin mutlak sayimi icin asagidaki formdlleri kullanin.

B (%
Ax ﬁ(z/)o) = Gerekli lenfosit alt kimesinin mutlak sayist

A = mutlak lenfosit sayisi (hematoloji analizériinden alinan veriler; hiicre/ul)
B = gerekli lenfosit alt kiimesinin tim lenfositlerden goéreceli ylizdeleri
(akis sitometresinden alinan veriler; %)
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11. Analitik performans

NOT: Tum analitik performans verileri eritrosit lizis sollisyonu EXCELLYSE Easy
(EXBIO Praha, a.s., Kat. No. ED7066) kullanilarak olctlmustr.

Ozgiilliik
TB3 antikoru, TCR/CD3 kompleksinin insan CD3 antijenini tanir. Antikorun
6zgulligih HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA XI at6lyesi).

MEM-241 antikoru, insan CD4 antijenini (T hlicresi ylizey glikoproteini CD4) tanir.
Antikorun 6zgllligli HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA VII atolyesi).

LT8 antikoru insan CD8 antijenini (iki CD8 alfa zinciri homodimeri veya CD8
alfa/beta zinciri heterodimeri olarak ifade edilen disulfit bagl dimer) tanir.
Antikorun 6zgiilligii HLDA atdlyeleri (HLDAV atdlyesi® ve HLDA VII atélyesi ©))
tarafindan onaylanmustir.

3G8 antikoru insan CD16 antijenini (diisuk afiniteli immunoglobulin tip Il Fc-gama
reseptord) tanir. Antikorun 6zgulligi HLDA atélyesi tarafindan onaylanmistir
(HLDAYV atélyesi 19)).

LT56 antikoru, insan CD56 antijeninin (N6ral hiicre adezyon molekili 1) 16kosit
izoformunu tanir. Antikorun 6zgilliigti HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir
(HLDA X atolyesi).

LT19 antikoru, insan CD19 antijenini (B hiicresi transmembran glikoproteini CD19)
tanir. Antikorun 6zgulligi HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA X
atolyesi).

MEM-28 antikoru, insan CD45 antijeninin (Protein tirozin fosfataz reseptoért tip C)
tiim l6kosit izoformlarini tanir. Antikorun 6zgllligi HDLA atdlyesi tarafindan
onaylanmistir (HLDA Il atélyesi 19),

Dogruluk

Yontemin dogrulugu, BD FACSCanto™ Il akis sitometresinde 6lclilmis ve 6 renkli
KOMBITEST TBNK cihazin piyasada bulunan benzer triin 6 Renkli BD Multitest™
TBNK Reaktifi (Cat. No. 644611) ile karsilastiriimasi olarak, 30 saglikli kan
donorinin paralel boyanmasi yoluyla belirlenmistir.

Beckman Coulter DxFLEX ve Sysmex XF-1600™ akis sitometrelerinde, yontemin
dogrulugu, 39 saglkli kan donériiniin 6 renkli KOMBITEST TBNK cihazi ile
boyanan ayni kan 6rneklerinin analiz sonuclarinin, sirasiyla BC DxFLEX ve

BD FACSCanto™ Il akis sitometrelerinde ve Sysmex XF-1600™ ve BD FACSCanto™
Il akis sitometrelerinde karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Yontemin dogrulugu, immiin sisteminde patolojik bir durum oldugundan
siiphelenilen 134 hastanin (bkz. Tablo 7) paralel boyanmasi ile desteklenmistir.
Dogrusal regresyon analizi parametreleri Tablo 4-7'de verilmistir.
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Tablo 4 Saglikh donorlerde lenfosit alt kiimeleri icin dogrusal regresyon analizi
(KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin IVD uriini BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent

(Kat. No. 644611) ile karsilastiriimasi)

Lenfosit Alt Kiimesi | Birim n Egim Kesisme R? Aralik
Noktasi
D3 % 30 1,00 -0,006 0,9942 | 49,03 - 84,87
+
hicre/ul | 30 0,99 5,464 0,9986 608 - 2137
% 30 0,98 0,003 0,9957 | 10,43 - 40,17
CD3+CD8+
hicre/pl | 30 0,97 8,959 0,9981 145 - 1016
% 30 0,99 0,004 0,9939 | 29,70 - 56,37
CD3+CDA4+
hicre/pl | 30 0,99 6,588 0,9975 321 - 1407
% 30 1,01 -0,002 0,9968 | 5,15 - 38,93
CD3-CD16+CD56+
hicre/pl | 30 1,02 -6,186 0,9985 97 - 1036
% 30 1,00 0,003 0,9948 | 5,42 - 25,00
CD3-CD19+
hicre/pl | 30 1,02 1,611 0,9925 74 - 352

n = kan 6rneklerinin sayisi
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Tablo 5 Saglkl donérlerde lenfosit alt kiimelerinin dogrusal regresyon analizi (ED7733
cihazi ile boyanan analiz kan 6rneklerinin BD FACSCanto™ Il ile Beckman Coulter DxFLEX'te
karsilastiriimasi)

Beckman Coulter DxFLEX'te ED7733'{in 6lciminiin dogrulugu
Beckman Coulter DxFLEX akis sitometresi ile BD FACSCanto™ Il akis sitometresi
karsilastirmasi
Olciimiin dogrulugu
Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesisme R? Aralik
Noktasi
CD3+ % 39 | 0,9822 0,0145 0,9879 52,7 -83,8
hicre/ul | 39 | 0,9792 -24,255 0,9811 439 - 2406
% 39 | 1,0171 0,0052 0,9829 13,7-41,8
CD3+CD8+
hicre/pl | 39 | 1,0478 -3,0975 0,9930 131-1170
% 39 | 0,9789 -0,001 0,9857 11,7 - 62,7
CD3+CD4+ _
hicre/ul | 39 | 0,9768 -1,499 0,9929 128 - 1429
CD3-CD16+ % 39 | 0,9727 0,0054 0,9815 3,53-344
CD56+ hicre/pl | 39 | 0,9699 10,484 0,9886 85 - 673
% 39 | 1,0212 -0,0047 | 0,9757 511-19,8
CD3-CD19+
hicre/pl | 39 | 0,9767 | -0,0385 0,9825 77 - 386

n = kan 6rneklerinin sayisi
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Tablo 6 Saglkli donérlerde lenfosit alt kiimelerinin dogrusal regresyon analizi (ED7733
cihazi ile boyanan analiz kan 6rneklerinin BD FACSCanto™ Il ile Sysmex XF-1600™'de
karsilastiriimasi)

Sysmex XF-1600'de ED7733'{in 6l¢ciimiiniin dogrulugu

Sysmex XF-1600™ akis sitometresi ile BD FACSCanto™ Il akis sitometresi
karsilastirmasi

Olciimiin dogrulugu

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesisme R? Aralik
Noktasi
CD3+ % 39 | 1,0058 0,0105 0,9918 53,7-86/4
hicre/ul | 39 | 1,0174 4,2861 0,9991 425 - 2446
% 39 | 1,0134 0,0015 0,9924 13,1-41,9
CD3+CD8+
hicre/ul | 39 | 1,0346 -11,555 0,9976 121 - 1099
% 39 | 1,0017 0,0103 0,9963 12,9 - 64,5
CD3+CD4+ _
hicre/ul | 39 | 1,0043 17,382 0,9981 116 - 1474
CD3-CD16+ % 39 | 0,9889 -0,0039 0,9868 3,2-33,6
CD56+ hicre/ul | 39 | 0,972 -3,4422 0,9903 77 - 660
% 39 | 1,0162 -0,0039 0,9852 514-19,0
CD3-CD19+
hicre/ul | 39 | 0,9777 0,1994 0,9898 78 - 395

n = kan 6rneklerinin sayisi
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Tablo 7 immiin sistem patolojik durumlari oldugundan stiphelenilen hastalarda lenfosit alt
kiimeleri icin dogrusal regresyon analizi (KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin AQUIOS CL
Akis Sitometri Sistemi (Beckman Coulter, Inc. ve akredite klinik laboratuvar kurum ici
yontemi) ile karsilastiriimasi, farkh treticilerin tek renkli konjuge antikorlarindan olusan bir
karisimi ve BD FACSCanto™ Il tizerinde analizi)

Kesisme

2
Noktasi R Aralhk

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim

% 134 | 1,032 -2,655 0,98 23,9 -94,5

CD3+
hicre/ul | 134 | 1,023 -0,047 0,97 140 - 5178
% 134 | 1,020 -0,803 0,98 9,1-80,7
CD3+CD8+
hicre/ul | 134 | 1,055 -0,041 0,96 60 - 3546
% 134 | 1,014 -0,651 0,98 1,4 - 67,5
CD3+CD4+

hiicre/ul | 134 | 0,994 -0,005 0,98 8 - 2826

% 134 | 1,064 -0,400 0,98 1,6 - 68,2
CD3-CD16+CD56+

hiicre/ul | 134 | 1,080 -0,014 0,99 10 - 2612

% 134 | 1,027 -0,376 0,99 0,0 - 69,7
CD3-CD19+

hiicre/ul | 134 | 1,043 -0,010 1,00 0 - 4586

n = kan 6rneklerinin sayisi

Dogrusallik

Yoéntemin dogrusalligl, l6kosit bakimindan zenginlestirilmis bir kan 6rneginin
(bulutsu katman) 10 kez seri seyreltmesi yapilarak dogrulanmistir. Hiicre 6rnekleri
hekzaplikatlarda KOMBITEST TBNK 6-color ile boyanmistir. Ornekler BD
FACSCanto™ Il akis sitometresi ve Beckman Coulter DxFLEX ve Sysmex XF-1600™
akis sitometresi kullanilarak analiz edilmistir. Belirtilen lenfosit alt kiimeleri icin
Olciilen verilerin, BD FACSCanto™ Il kullanilarak 333-9492 hiicre/ul, Beckman
Coulter DxFLEX kullanilarak 309-8693 hiicre/pl ve Sysmex XF-1600™ kullanilarak
86-6822 hiicre/pl lenfosit araliginda dogrusal oldugu gézlenmistir. Hiicre alt
ktimeleri Tablo 8-10'da bulunan araliklarda olmustur.
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Tablo8 BD FACSCanto™ Il ile analiz edilen lenfosit alt gruplarinin dogrusal araliklari

BD FACSCanto™ Il
Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (hiicre/pl)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55 -1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tablo 9 Beckman Coulter DxFLEX ile analiz edilen lenfosit alt kiimelerinin dogrusal

araliklan

Beckman Coulter DxFLEX

Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (hiicre/pl)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Table 10 Sysmex XF-1600™ ile analiz edilen lenfosit alt kiimelerinin dogrusal araliklari

Sysmex XF-1600™

Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (hiicre/pul)
CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7 -567
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Tespit limiti/Olciim limiti/Tahlil Esigi

Dogrusallik verileri, tespit limiti (LOD) ve 6lctim limitini (LOQ) belirtmek icin
kullanilmistir.

Tespit limiti, her bir lenfosit alt kiimesi icin sifir olmayan en diistik mutlak hiicre
sayisi degeri arti 3xSD (standart sapma) olarak belirtilmistir (bkz. Tablo 11-13).
Olciim limiti, lenfosit alt kiimesi mutlak sayimi olarak sunulan analit
konsantrasyonlarinin dogrusallik araligindaki en diisiik deger olarak belirtilmistir, bu
degerde alti kopyali gruplardan gelen varyasyon katsayisi (CV) %10'u gecmemistir
ve geri kazanim %90 - %110 araliginda olmustur (bkz. Tablo 11-13).

Tahlil sonuclari, tek bir klinik antite icin benzersiz bir sekilde tanisal degildir, bu
nedenle tahlil esigi tahmin edilemez.

Tablo 11 BD FACSCanto™ ll'de tespit ve 6lctim limitleri

BD FACSCanto™ Il

Sifir olmayan en
Lenfosit Alt Kiimesi | dlstik hiicre sayisi 3xSD (SD) (hﬁl-c?ela 1 (hﬁLc?ec} 1
(hiicre/pl) W W

CD3+ 1 ,3(0,1) 1,3 10
CD3+CD8+ 1 6(0,2) 1,6 96
CD3+CD4+ 2 ( 5) 3,5 136
CD3-CD16+CD56+ 1 2(04) 2,2 55
CD3-CD19+ 2 ( 4) 3,2 44

Tablo 12 Beckman Coulter DxFLEX'te tespit ve 6l¢tim limitleri

Beckman Coulter DxFLEX

Sifir olmayan en

. T . LOD LOQ
Lenfosit Alt Kiimesi | diisiik hiicre sayisi 3xSD (SD) .. .
(hiiicre/ul) (hiicre/ul) (hiicre/ul)
CD3+ 1 6(0,2) 1,6 9
CD3+CD8+ 1 ( 2) 1,6 34
CD3+CD4+ 2 2(04) 3,2 43
CD3-CD16+CD56+ 1 9(0,3) 1,9 23
CD3-CD19+ 2 5(0,5) 3,5 41
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Tablo 13  Sysmex XF-1600™'de tespit ve 6lctim limitleri

Sysmex XF-1600™
Sifir olmayan en
Lenfosit Alt Kiimesi | diisiik hiicre sayisi 3xSD (SD) (hiilz:?e? ) (hi]Lg:} )
(hiicre/ul) W W

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

Tekrarlanabilirlik

Testin tekrarlanabilirligi on kan 6rnegi Gizerinde hekzaplikat olarak ol¢tilmustdr.
Numuneler BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX ve Sysmex XF-1600™
akis sitometreleri kullanilarak analiz edilmistir. Varyasyon katsayilari (CV) asagidaki
tablolarda verilmistir (Tablo 14-16).

Tablo 14 BD FACSCanto™ ll'da cihazin tekrarlanabilirligi

BD FACSCanto™ Il

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 70,34 0,56

CD3+ 0,91
hicre/ul 10 1396 10,22
% 10 23,11 0,27

CD3+CD8+ 1,25
hicre/ul 10 453 5,23
% 10 41,06 0,53

CD3+CD4+ 1,36
hicre/ul 10 808 9,71
% 10 16,35 0,40

CD3-CD16+CD56+ 2,43
hiicre/pul 10 289 7,20
% 10 11,63 0,25

CD3-CD19+ 2,31
hicre/ul 10 227 4,78
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Tablo 15 Beckman Coulter DxFLEX'de cihazin tekrarlanabilirligi

Beckman Coulter DxFLEX

Lenfosit Alt Kimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 70,80 0,61

CD3+ 0,95
hicre/ul 10 1406 11,19
% 10 23,80 0,32

CD3+CD8+ 1,42
hiicre/pl 10 468 6,12
% 10 40,81 0,56

CD3+CD4+ 1,47
hiicre/ul 10 803 10,52
% 10 15,89 0,40

CD3-CD16+CD56+ 2,72
hicre/ul 10 282 7,23
% 10 11,68 0,32

CD3-CD19+ 2,83
hiicre/ul 10 227 5,94

Tablo 16 Sysmex XF-1600™'de cihazin tekrarlanabilirligi

Sysmex XF-1600™

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 69,15 0,89

CD3+ 1,39
hicre/pl 10 1151 14,62
% 10 23,12 0,36

CD3+CD8+ 1,72
hicre/pl 10 389 6,11
% 10 41,09 0,70

CD3+CD4+ 1,76
hicre/ul 10 680 11,39
% 10 18,40 0,56

CD3-CD16+CD56+ 2,71
hicre/ul 10 313 9,45
% 10 10,62 0,35

CD3-CD19+ 3,37
hticre/ul 10 173 5,56
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Yeniden Uretilebilirlik

BD FACSCanto™ Il ve Beckman Coulter DxFLEX'teki tahlilin tekrarlanabilirligi, 2
stabilize kan 6rneginde (CD-Chex Plus® ve STRECK'ten CD-Chex Plus® CD4
Dustik) 6lculmusttr. Tahlilin Sysmex XF-1600™"teki tekrarlanabilirligi, 4 stabilize
kan 6rneginde 6lcilmustur (ek olarak CD-Chex Plus® ve CD-ChexPlus® CD4
Dusiik ve IMMUNO-TROL Dustik Hiicreler ve Beckman Coulter'dan IMMUNO-
TROL Hucreler). Numuneler, ayni kosullar altinda 15 glin boyunca Cihazdan 3 lot
(her biri 5 giin) kullanilarak 6lctlmstir. Varyasyon katsayilari (CV) asagidaki
tablolarda verilmistir (Tablo 17-19).

Tablo 17 BD FACSCanto™ ll'da cihazin yeniden Uretilebilirligi

Lenfosit Alt Kiimesi Malzeme Birim Ortalama SD %CV
% 76,84 0,18 0,23
CD-Chex Plus®
hiicre/ul 1896 4,39 0,23
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,61 0,32 0,53
CD4 Low hiicre/pl 879 4,65 0,53
% 23,45 0,23 0,97
CD-Chex Plus®
hiicre/ul 578 5,62 0,97
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,17 0,31 0,73
CD4 Low hiicre/pl 612 4,55 0,73
% 48,78 0,45 0,93
CD-Chex Plus®
hicre/pl 1203 11,15 0,93
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,53 0,26 2,11
CD4 Low hiicre/ul 182 3,84 2,11
% 10,76 0,22 2,03
CD-Chex Plus®
hiicre/ul 265 5,39 2,03
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19,51 0,38 1,94
CD4 Low hiicre/pl 283 5,49 1,94
% 11,30 0,16 1,45
CD-Chex Plus®
hiicre/ul 279 4,03 1,45
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18,05 0,32 175
CD4 Low hiicre/pl 262 4,58 1,75
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Tablo 18 Beckman Coulter DxFLEX'de cihazin yeniden Uretilebilirligi

Lenfosit Alt Kiimesi Malzeme Birim Ortalama SD %CV
% 77,17 0,21 0,27
CD-Chex Plus®
hicre/ul 1904 5,23 0,27
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,85 0,43 0.71
CD4 Low hiicre/pl 883 6,24 0,71
% 23,87 0,20 0,85
CD-Chex Plus®
hiicre/pl 589 4,99 0,85
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,81 0,32 0,75
CD4 Low hiicre/pl 621 4,65 0,75
% 46,47 1,41 3,03
CD-Chex Plus®
hiicre/pl 1146 34,77 3,03
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,16 0,53 4,37
CD4 Low hiicre/pl 176 7,71 4,37
% 10,59 0,20 1,88
CD-Chex Plus®
CD3-CD16+ hiicre/ul 261 4,92 1,88
CDS6+ CD-Chex Plus® % 19,38 0,32 1,63
CD4 Low hiicre/pl 281 4,59 1,63
% 11,07 0,17 1,54
CD-Chex Plus®
hiicre/pl 273 4,19 1,54
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17,85 0.35 195
CD4 Low hiicre/pl 259 5,05 1,95
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Tablo 19  Sysmex XF-1600™'de cihazin yeniden Uretilebilirligi

Lenfosit Alt Kiimesi Malzeme Birim Ortalama SD %CV
% 78,50 0,33
CD-Chex Plus® hicre/ul 1642 70 0,43
CD-Chex Plus® % 60,51 0,42 0.69
CD3+ CD4 Low hiicre/pl 816 5,7 ’
IMMUNO-TROL % 72,30 0,44 061
Cells hiicre/pl 930 5,6 ’
IMMUNO-TROL % 53,97 0,79 146
Low Cells hiicre/ul 450 6,6 ’
% 22,39 0,20
CD-Chex Plus® hiicre/ul 268 41 0,88
CD;:Chex Plus® % 41,85 0,54 129
D4 Low hiicre/ul 565 7,3 ’
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24,06 0,28 14
Cells hiicre/pl 309 3,5 ’
IMMUNO-TROL % 33,99 0,76 293
Low Cells hiicre/ul 283 6,3 ’
% 51,87 0,35
CD-Chex Plus® hicre/ul 1085 72 0,67
CD-Chex Plus® % 12,30 0,44 361
CD4 Low hicre/ul 166 6,0 ’
CD3+CDa+ IMMUNO-TROL % 44,77 0,42 093
Cells hiicre/ul 576 53 ’
IMMUNO-TROL % 15,35 0,29 190
Low Cells hicre/pl 128 24 ’
% 9,80 0,16
CD-Chex Plus® hicre/l 205 33 1,61
CD-Chex Plus® % 17,79 0,34 191
CD3-CD16+ CD4 Low hiicre/ul 240 4.6 ’
CD56+ IMMUNO-TROL % 10,33 0,22 211
Cells hicre/ul 133 2,8 ’
IMMUNO-TROL % 22,35 0,40 180
Low Cells hicre/pl 186 3,4 ’
% 10,06 0,17
CD-Chex Plus® hiicre/ul 210 37 1,74
CDE:CDh:xL Plus® - %/ | 19,70 0,31 161
ow licre/u 260 4.2 ’
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12,92 0,32 248
Cells hiicre/ul 166 4,1 ’
IMMUNO-TROL % 17,31 0,51 297
Low Cells hiicre/ul 144 4.3 ’
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Akis sitometrisi analizi icin yazihm slirim{in( iceren asagidaki akis sitometreleri
kullanildi:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Yazilimi - siiriim 8.0.2
Beckman Coulter DXFLEX  CytExpert for DXFLEX - siriim 2.0.2.18
Sysmex XF-1600™ IPU Yazilimi - striim 0(0.09-00)

Mutlak hiicre sayimlari icin asagidaki spesifikasyonlara sahip cift platformlu
hematoloji analizori kullanildi:
Sysmex XN-1000™ IPU Yazilimi - stirim 00-22(164)

Olciilen verilerin degerlendirilmesi icin asagidaki analiz platformu kullanildi:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - stirim 10.9.0

12.Klinik performans

Prime immiin yetmezligi olan hastalar

Ortak Degisken immiin Yetmezlik (CVID) siiphesi olan 30 hastanin klinik verileri bir
klinik sahada toplanmistir. ED7733 cihazinin klinik performansi, eritrosit lizis
sollisyonu EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. No. ED7066) ile kullanilan
KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin akredite klinik No. yontemiyle (AQUIOS CL
Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.) karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Hastalarin immdiin durum degerlendirme sonuclari immiin yetmezligi baglaminda
degerlendirilmistir (Tablo 20).

Tablo 20 KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin klinik performansi - CVID hastalari

Akredite klinik laboratuvar yontemiyle
degerlendirilen immiin durum
immiin yetmezligi Normal durum
c
- _2
n N T S -
b 85 5 | Immiin yetmezligi 24 hasta O hasta
T o S E
S5% 5
O o0¥Yo
¥ Yo ¢
m 0 ci2
¥ & £
NZ>T g
~NZ e £
Qme Normal durum 0 hasta 6 hasta
whk o
8
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Edinilmis immiin yetmezligi olan hastalar

insan immiin Yetmezligi Virtisti (HIV) enfeksiyonu oldugu onaylanmis 53 hastanin
klinik verileri bir klinik sahada toplanmistir. Cihazin klinik performansi, eritrosit lizis
sollisyonu EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. No. ED7066) ile kullanilan
KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin akredite klinik No. kurum ici yontemiyle (farkli
Ureticilerin tek renk konjuge antikorlarindan olusan bir karisim ve BD FACSCanto™
Il Gzerinde analiz) karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Hastalarin immdiin durum degerlendirme sonuclari immiin yetmezligi baglaminda
degerlendirilmistir (Tablo 21).

Tablo 21 KOMBITEST TBNK 6-color cihazinin klinik performansi - HIV hastalari

Akredite klinik laboratuvar tarafindan kurum
ici yontemle degerlendirilen immiin durum
immiin yetmezligi Normal durum

g
= - =
Q 85 5 | Immiinyetmezligi | 29 hastadan 28'i" 0 hasta
5038 E
S o658 S
KR
¥ Yo c
@S c?
O Y &
N ©
B E = E Normal durum 0 hasta 24 hasta
= ©
11 -
8
DIKKAT:

*6 renkli ED7733 KOMBITEST TBNK cihazi, kritik saghk durumuna sahip bir (1) HIV
hastasinda T hticrelerinin (CD3+) belirgin bir sekilde ayrilmasi icin yeterli olmayan boyama
gostermistir.

13.Beklenen degerler

Referans Aralig

Laboratuvarlar; yas, cinsiyet, klinik 6zellikler ve etnik kékene bagl deger degisimleri
nedeniyle normal dondrlerin yerel popiilasyonundan 6 renkli KOMBITEST TBNK
kullanilarak tanimlanan lenfosit alt kiimeleri igin kendi normal referans araliklarini
olusturmalidir.
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14.Kisitlamalar

KOMBITEST TBNK 6-color cihazi, heparin veya asit sitrat dekstroz (ACD)
antikoagtlanlari ile toplanan numunelerin bagil ve mutlak sayimlarinin
belirlenmesinde kullanim icin onaylanmamistir.

KOMBITEST TBNK 6-color cihazi, Il6semi ve lenfoma 6rneklerinin taranmasi
ve/veya fenotiplendirilmesi i¢in tasarlanmamistir.

Mutlak sayimlar, cesitli Greticilerin farkh ekipmanlarini kullanan laboratuvarlar
arasinda karsilastirilamaz.
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17.Revizyon Ge¢misi

Versiyon 2, ED7733_IFU_v2
1) Cihazin test edildigi glincellenmis akis sitometreleri.
2) Glincellenmis 6rnek saklama. Endojen ve eksojen interferans eklendi.

3) Dogruluk giincellendi (BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFlex, Sysmex XF-
1600™ akis sitometreleri)

4) Dogrusallik gincellendi (BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFlex, Sysmex
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