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1. Numatytoji paskirtis
KOMBITEST TBNK 6-color skirtas limfocity populiacijy ir potipiy Zmogaus visame
kraujyje nustatymui ir skaiciavimui tékmés citometrijos metodu.

Kas nustatoma ir (arba) matuojama

Priemoné KOMBITEST TBNK 6-color nustato ir matuoja Zmogaus T lgsteliy
(CD3+), B Iasteliy (CD3-CD19+), NK Iagsteliy (CD3-CD16+56+),
pagalbiniy/induktoriniy (CD3+CD4+) ir supresoriniy/citotoksiniy (CD3+CD8+) T
Iasteliy potipiy santykinius procentus ir absoliuty kiekj.

Priemonés funkcija
Priemoné skirta naudoti sveiky pacienty imunologiniam vertinimui ir gali padéti
diagnozuoti pacientus, turincius arba jtariamus turint imuniteto trikuma.

Sasaja su fiziologine ar patologine biikle

Priemoneés iSmatuotus limfocity populiacijy daznius gali paveikti jvairios
patologinés biklés, o jy procenty ir kiekio vertinimas gali bati naudojamas
vertinant:

o CD3+/CD4+ pagalbinius/induktorinius T limfocitus stebint ZIV (1.4.7.9)

e CD3+/CD8+ citotoksinius T limfocitus virusiniy infekcijy ir paveldimy
imunodeficity atveju 2 3 4 11,12,15,17)

¢ CD3-/CD19+ B limfocitus autoimuniniy ligy atveju ¢

e CD3-/CD16+56+ NK Iasteles jgimto imuniteto ir imunologinio defekto atveju
(13, 14)

Tyrimo tipas

Neautomatizuota

Kiekybinis

Reikalingas méginio tipas

Antikoaguliuotas Zmogaus periferinio viso kraujo méginys

Tiriama populiacija
Néra skirta konkreciai populiacijai.

2. Numatytasis naudotojas
Priemoné skirta tik profesionaliam laboratoriniam naudojimui. Nenaudoti prie
paciento atliekamiems tyrimams ar savitestavimui.

Kvalifikacijos reikalavimai

Numatytasis naudotojas turi turéti aktualig patirtj atliekant Zzmogaus Iasteliy analize
tékmeés citometrijos metodu, standartinius laboratorinius metodus, jskaitant
pipetavimo jgtdZius, bei saugiai ir tinkamai elgtis su Zmogaus kilmés méginiais.
Numatytasis naudotojas turi atitikti standartg EN 1ISO 15189 arba kitus taikomus
nacionalinius standartus.
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3. Tyrimo principas

Tyrimo principas pagrjstas monokloninio antikiino prisijungimo prie specifinés
molekulés (antigeno), kurig ekspresuoja tam tikros Zmogaus kraujo lastelés,
nustatymu. Tyrime naudojami monokloniniai antiklnai yra pazyméti skirtingais
fluorochromais, kuriuos suzadina tékmés citometro lazerio spindulys renkant
antikdinais nudazyta kraujo méginj. Kiekvieno fluorochromo, esancio ant gautos
kraujo lgstelés, vélesné fluorescencija (Sviesos emisija) surenkama ir analizuojama
prietaisu. Fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas antigeno raiskos
tankiui lasteléje, tai leidZia atskirti skirtingus lasteliy potipius.

4. Pateiktas (-i) reagentas (-ai)

Turinys
Priemonés KOMBITEST TBNK 6-color pakanka 50 tyrimuy, ir ji tiekiama su Siuo
reagentu:

1 buteliukas (1 ml), kuriame yra i$ anksto sumaisytas fluorochromu pazymeéty
monokloniniy antikiiny derinys CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-
Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, praskiestas optimaliomis
koncentracijomis stabilizuojanc¢iame fosfatu buferizuotame fiziologiniame tirpale
(PBS), kuriame yra 15 mM natrio azido ir 0,2% jaucio serumo albumino (BSA).

Sudétis
1lentelé Aktyviyjy komponenty aprasymas

Antigenas Fluorochromas Klonas Izotipas 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. Reikalingos, bet nepridedamos medZiagos
Apvalaus dugno mégintuvéliai (12 x 75 mm)

Eritrocity lizavimo tirpalas (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066
arba CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. Nr. BD303500)

Dejonizuotas vanduo (reagento kokybés)

Proceso kontrolinés Iastelés (Streck CD-Chex Plus®, Kat. Nr. 213323 arba
lygiaverté lizuojamy Iasteliy kontrolé)

6. Reikalinga jranga

Automatiné pipeté su vienkartiniais antgaliais (20-100 pl) méginiui ir reagentams
pipetuoti

Skyscio dozatorius arba pipeté su vienkartiniais antgaliais (0,5-2 ml) eritrocity
lizavimo tirpalui dozuoti

Vorteksinis maisytuvas

Hematologijos analizatorius (absoliuc¢iam lasteliy kiekiui nustatyti), galintis
suskaiciuoti leukocitus (WBC) ir limfocitus viename pl méginio

Tékmés citometras su dviem lazerinio suzadinimo Saltiniais (488 nm ir ~635 nm),
sklaidos Sviesos detektoriais, optiniais filtrais ir emisijos detektoriais, tinkamais
surinkti signalus i$ 2 lenteléje nurodyty fluorochromu.

2 lentelé  Priemonéje naudojamy fluorochromy spektrinés charakteristikos

Fluorochromas Suzadinimas [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

PRANESIMAS: Priemoné buvo i$bandyta tékmés citometrais BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DXFLEX (Beckman Coulter) ir Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation).

7. Laikymas ir naudojimas

Laikyti 2-8 °C temperatiroje.

Vengti ilgalaikio poveikio Sviesai.

Neuzsaldyti.

Zr. 10 skyriy Procediira (Reagento paruogimas) informacijos apie stabiluma
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naudojimo metu ir galiojimo laikg po pirmo atidarymo, kartu su laikymo salygomis ir
darbiniy tirpaly stabilumu (jei taikoma).

8. |spéjimai, atsargumo priemonés ir naudojimo apribojimai

GHS pavojingumo klasifikacija

Norédami gauti visg informacija apie rizika, keliama Gaminyje esanciy cheminiy
medziagy ir misiniy, bei apie tai, kaip su jais elgtis ir juos salinti, Zr. saugos duomeny
lapa (SDL), kurj galima rasti gaminio puslapyje www.exbio.cz.

Biologinis pavojus

Zmogaus biologiniai méginiai ir kraujo méginiai, taip pat visos medziagos, kurios su
jais lieciasi, visada laikomos infekcinémis medZiagomis.

Naudoti asmenines apsaugos ir saugos priemones, kad bty iSvengta salycio su
oda, akimis ir gleivinémis.

Laikytis visy taikomy jstatymuy, taisykliy ir procediry, susijusiy su infekciniy
medziagy tvarkymu ir Salinimu.

Sugedimo poZymiai

Normalus pateikto reagento vaizdas - skaidrus skystis. Nenaudoti reagento, jei
pastebimas bet koks vaizdo pasikeitimas, pavyzdziui, drumstumas ar nuosédy
pozymiai.

Naudojimo apribojimas

Nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui, nurodytam ant gaminio etikeciy.

9. Meéginys
Naudoti periferinj veninj krauja, surinktg j méginiy talpykla, klasifikuojama kaip
medicinos priemoné, su antikoaguliantu EDTA.

PRANESIMAS: Nustatyti WBC absoliuty lasteliy kiekij ir limfocity kiekj
surinktame kraujo méginyje hematologijos analizatoriumi. Priemoné
KOMBITEST TBNK 6-color pati viena nesuteikia absoliutaus Igsteliy kiekio
nustatymo.

Kraujo méginiui, kurio WBC kiekis virsija 40x10°2 Iasteliu/pl, reikés praskiedimo
PBS pries méginio apdorojima.

Apdoroti kraujo méginj ne véliau kaip per 24 valandas po surinkimo. Laikyti méginj
laboratorijos temperatiroje (20-25 °C). Méginio negalima Saldyti.

Endogeniné trikdanti saveika
Remiantis mokslinés literattiros tyrimais, endogeninés trikdancios saveikos Saltiniai
nustatyti 3 lenteléje.
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3lentelé Priemonés endogeniné trikdanti saveika
Endogeniné Poveikis Saltinis
trikdanti saveika
Albuminas Albuminas gali trikdyti esant dideléms 18, 19, 35
koncentracijoms dél gebéjimo jungtis ir
iSskirti dideles ligandy kiekius.
Bilirubinas (gelta) | Bilirubinas gali padidinti Iasteliy 22,24,28
(nekonjuguotas) | fluorescencijos fong dél auksto
autofluorescencijos lygio.
Lasteliy likuciai Lasteliy likuciai gali duoti netiksly Igsteliy 21,25
(po lizés) kiekj ir sumazZinti antikino kiekj priemonéje.
Eritrocitai Nepakankama lizé, méginyje esantys 26
raudonieji kraujo kiineliai gali duoti klaidinga
Igsteliy skaiciavima.
Hemoglobinas Hemolizuoti méginiai gali duoti klaidingus 23
rezultatus.
Zmogaus Monokloninio antikiino gydymas gali duoti 20, 30, 31,
antipelinio klaidingus rezultatus (gebéjimas jungtis prie | 32, 33, 34
antikdnai Iastelés pavirsiaus antigenu).
Imunoglobulinai | Negali bati plaunami vienos platformos 21
metodu ir gali duoti klaidinga limfocity
potipio kiekj.
Reumatoidiniai RF buvimas trikdo MIA (daugkartinius 27
faktoriai imunologinius tyrimus).
Trigliceridai Aukstas cirkuliuojanciy lipidy kiekis gali 29
paveikti tam tikry kraujo Iasteliy populiacijy
tékmeés citometrijos analize.

Egzogeniné trikdanti saveika

Vyresnis nei 24 valandy méginys gali duoti klaidingus rezultatus.

Atsaldytas méginys gali duoti klaidingus rezultatus.

Netinkamas eritrocity lizavimo tirpalo (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr.
ED7066 arba CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. Nr. BD303500) paruosimas

gali duoti klaidingus rezultatus. Laikytis gamintojo instrukcijy dél eritrocity lizavimo
tirpalo naudojimo.
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10.Procediira

Pateikto (-y) reagento (-y) paruosimas
Reagento paruosimas néra batinas.

Prie$ naudojant reagentg palikti, kad jis pasiekty kambario temperatira. Laikyti
priemonés pirmine talpykla sausa.

Naudoti reagentg tiesiai i$ jo originalios pirminés talpyklos. Laikas, per kurj
reagentas naudojamas (veikiamas Sviesos ir aukstesnés temperattros), neturi virsyti
4 valandy per diena.

Po pirmo atidarymo reagentas islaiko savo veikimo charakteristikas iki galiojimo
pabaigos, jei laikomas nurodytomis salygomis originalioje pirminéje talpykloje.

ATSARGIAI: Nepraskiesti reagento.

Reikalingu, bet nepridedamy medziagy paruosimas

Praskiesti koncentruota eritrocity lizavimo tirpalg dejonizuotu vandeniu pagal
gamintojo instrukcijas. Praskiestas (1X) eritrocity lizavimo tirpalas yra stabilus 1
ménesj, jei laikomas skyscCio dozatoriuje arba uzdaroje talpykloje kambario
temperataroje.

Kokybés kontrolé

Naudoti Streck CD-Chex Plus® arba lygiavertes kontrolines lasteles kaip teigiama
procedurine kontrole, siekiant uZtikrinti tinkama priemonés veikima kaip numatyta.
Streck CD-Chex Plus® suteikia nustatytas vertes procentiniam teigiamam ir
absoliuc¢iam T Igsteliy, B Iasteliy, granulocity, monocity ir NK Igsteliy kiekiui,
jskaitant du kliniskai svarbius CD4+ Igsteliy lygius.

Nudazyti kontrolines Igsteles naudojant KOMBITEST TBNK 6-color reagentg pagal

méginio apdorojimg, kaip nurodyta naudojimo instrukcijoje. Patikrinti, ar gauti

rezultatai (% teigiamy lasteliy) atitinka nurodyta tikéting intervalg naudotai

kontroliniy lasteliy partijai.

Meéginio dazymas

1. Kiekvienam méginiui paZzyméti apvalaus dugno mégintuvélj (12 x 75 mm)
atitinkama méginio identifikacija.

2. Pipetuoti 20 ul KOMBITEST TBNK 6-color reagento j 12 x 75 mm mégintuvélio
dugna.

3. Pipetuoti 50 ul gerai sumaisyto kraujo méginio j mégintuvélio dugna.
ATSARGIAI: Vengti pipetuoti kraujg ant mégintuvélio Sono. Jei ant mégintuvélio

Sono lieka kraujo tepinélis ar laselis, jis gali bati nenudaZytas reagentu arba
eritrocitai gali bGti nelizuoti, ir tyrimo rezultatas gali bati negaliojantis.
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4. Sumaisyti vorteksu ir inkubuoti mégintuvélj 20 minuciy kambario temperatiroje
tamsoje.

5. ] mégintuvélj jpilti 500 ul praskiesto (1X) lizavimo tirpalo.

6. Sumaisyti vorteksu ir inkubuoti mégintuvélj 10 minuciy kambario temperatiroje
tamsoje.

Nedelsiant analizuoti nudazytg méginj tékmeés citometru. Jei nudazytas meéginys
nebus nedelsiant analizuojamas, laikyti 2-8 °C temperatlroje tamsoje ir analizuoti
per 24 valandas.

ATSARGIAI: Sumaisyti nudazytg méginj vorteksu pries pat analize tékmés
citometru, kad baty iSvengta agregaty.

Tékmés citometrijos analizé

Tékmés citometras, pasirinktas naudoti su priemone KOMBITEST TBNK 6-color
turi bati reguliariai kalibruojamas naudojant fluorescencinius mikrorutuliukus,
siekiant uztikrinti stabily detektoriy jautruma pagal citometro gamintojo
instrukcijas.

Netinkamai prizitrimas, tékmés citometras gali pateikti klaidingus rezultatus.

Zr. citometro gamintojo specifikacijas dél lazeriy ir fluorescencijos detektoriy pagal
fluorochromy suzadinimo ir emisijos charakteristikas, nurodytas 6 skyriuje
Reikalinga jranga.

Pries analizuojant nudazytg méginj, nustatyti jtampas atitinkamuose
fluorescencijos detektoriuose. PMT detektoriaus jtampa turi bati nustatyta
pakankamai auksta, kad minimalus neigiamai nudazyty jvykiy skaicius saveikauty
su 0 kanalu fluorescencijos asyje. Be to, PMT detektoriaus jtampa neturéty virsyti
verciy, kurioms esant teigiami jvykiai stumiami link desiniosios asies.
Kompensuoti fluorescencijos signalus tarp detektoriy pries duomeny rinkima arba
po jo. Duomenys gali biti neteisingai interpretuojami, jei fluorescencijos signalai
kompensuojami netinkamai arba jei vartai netiksliai nustatomi.

ISmatuoty duomeny analizei galima naudoti gamintojo sukurta citometro
programine jranga arba programine jranga, skirta neprisijungus atliekamai
citometrijos duomeny analizei (pavyzdziui, FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Duomeny analizé KOMBITEST TBNK 6-color nudaZytam méginiui

Vizualizuoti kompensuotus duomenis Soninés sklaidos (SSC) pries CD45 PerCP-
Cy™5.5 grafike. Nustatyti vartus CD45+ limfocity populiacijai, kaip parodyta 1
paveiksle.

1 pav. CDA45+ limfocity populiacijos apibrézimas
(duomenys gauti 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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Pazymeéti vartais CD45+ limfocitus atvaizduoti Soninés sklaidos (SSC) pries CD3
FITC grafike, kaip parodyta 2 paveiksle. Atskirti CD3+ ir CD3- limfocitus naudojant
tinkamus vartus. Apskaiciuoti T Igsteliy (CD3+; sritis B 2 paveiksle) procenta is visy
limfocity.

2 pav. CD3+ ir CD3- limfocity atskyrimas
(duomenys gauti BD FACSCanto™ II)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter

Sl

o 1o 10 10"

CD3 FITC
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PaZzymétus vartais CD3- limfocitus (sritis A 2 paveiksle) atvaizduoti kaip CD19 APC
pries CD16+CD56 PE, kaip parodyta 3 paveiksle. Nustatyti tinkamus vartus ir
apskaiciuoti B Igsteliy (CD16-CD56-CD19+; sritis C 3 paveiksle) ir natdraliy Zudiky
(NK) Igsteliy (CD16+CD56+CD19-; sritis D 3 paveiksle) procenta is visy limfocity.

3 pav. CD3- limfocitai taskinéje diagramoje CD19 APC pries CD16+CD56 PE
(duomenys gauti BD FACSCanto™ II)

CD19 APC

lﬂs 'II.'|4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Pazymeétas vartais T Igsteles (CD3+; sritis B 2 paveiksle) atvaizduoti kaip CD4 PE-
Cy™7 pries CD8 APC-Cy™7, kaip parodyta 4 paveiksle. Nustatyti tinkamus vartus ir
apskaiciuoti pagalbiniy/induktoriniy T Iasteliy (CD4+CD8-; sritis E 4 paveiksle) ir
supresoriniy/citotoksiniy T Iasteliy (CD4-CD8+; sritis F 4 paveiksle) procents i$ visy
limfocity.

4 pav. CD3+ limfocitai taskinéje diagramoje CD4 PE-Cy™7 pries CD8 APC-Cy™7
(duomenys gauti BD FACSCanto™ II)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Analitiniy rezultaty skaiciavimas ir interpretavimas
Norint gauti absoliuty kiekj, navudoti absoliuty limfocity kiekj, nustatyty
hematologijos analizatoriumi. Zr. hematologijos analizatoriaus gamintojo
instrukcijas. Naudoti toliau pateiktas lygtis pageidaujamo limfocity potipio
absoliutaus kiekio apskaiciavimui.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)

A = absoliutus limfocity kiekis (duomenys i$ hematologijos analizatoriaus;
lasteliy/pl)
B = pageidaujamo limfocity potipio santykinis procentas is visy limfocity

(duomenys is tékmés citometro; %)
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11. Analitinis veikimas

SpecifiSkumas
Antiktnas TB3 atpazjsta Zmogaus CD3 antigeng TCR/CD3 komplekse. Antikiino
specifiskumas patvirtintas HCDM tarybos (HLDA XI seminaras).

AntikGinas MEM-241 atpazjsta Zmogaus CD4 antigeng (T Igstelés pavirsiaus
glikoproteing CD4). AntikQino specifiskumas patvirtintas HCDM tarybos (HLDA VIII
seminaras).

Antiktnas LT8 atpazjsta Zzmogaus CD8 antigeng (disulfidiniu rySiu sujungtas
dimeras, isreiskiamas kaip du CD8 alfa grandinés homodimerai arba CD8 alfa/beta
grandinés heterodimerai). Antikiino specifiskumas patvirtintas HLDA seminary
(HLDAYV seminaras‘® ir HLDA VII seminaras ©).

AntikQinas 3G8 atpaZjsta Zmogaus CD16 antigeng (mazo afiniskumo Ill tipo
imunoglobulino Fc-gama receptorius). Antikiino specifiskumas patvirtintas HLDA
seminaro (HLDA V seminaras 1¢)).

Antiktnas LT56 atpaZjsta Zmogaus CD56 antigeno leukocity izoformg (neurony
Igsteliy adhezijos molekulé 1). AntikGino specifiSkumas patvirtintas HCDM tarybos
(HLDA X seminaras).

AntikQinas LT19 atpaZjsta Zmogaus CD19 antigeng (B Iastelés transmembraninj
glikoproteing CD19). AntikQino specifiskumas patvirtintas HCDM tarybos (HLDA X
seminaras).

AntikGinas MEM-28 atpaZjsta visas Zmogaus CD45 leukocity izoformas (baltymo
tirozino fosfatazés receptorius C tipas). Antikiino specifiskumas patvirtintas HLDA
seminaro (HLDA Il seminaras (19).

Tikslumas

Metodo tikslumas buvo matuojamas BD FACSCanto™ Il tékmeés citometru ir
nustatytas kaip priemonés KOMBITEST TBNK 6-color palyginimas su panasiu
rinkoje esanciu produktu BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (Kat. Nr. 644611),
lygiagreciai nudazant 30 sveiky kraujo donory méginius.

Beckman Coulter DxFLEX ir Sysmex XF-1600™ tékmés citometrais metodo
tikslumas buvo nustatytas lyginant ty paciy 39 sveiky kraujo donory kraujo
méginiy, nudazyty priemone KOMBITEST TBNK 6-color, analizés rezultatus
atitinkamai BC DxFLEX ir BD FACSCanto™ Il tékmés citometrais ir Sysmex XF-
1600™ bei BD FACSCanto™ Il tekmés citometrais.

Metodo tikslumas pagrjstas lygiagreciu 134 pacienty (zr. 7 lentele), kuriems
jtariama imuninés sistemos patologiné biklé, dazymu. Tiesinés regresijos analizés
parametrai pateikti 4-7 lentelése.
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4 lentelé Tiesinés regresijos analizé limfocity potipiams sveikiems donorams (priemonés
KOMBITEST TBNK 6-color palyginimas su IVD produktu BD Multitest™ 6-Color TBNK
Reagent (Kat. Nr. 644611))

Limfocity potipis Vienetas | n Nuolydis I:;rgt::: R2
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+ -
'aStel"”/ Kl 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957
CD3+CDa+ 'QStel"q/ Ml 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939
CD3+CDA 'a“el"“‘/ Kl 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968
CD3-CDLE+CDEH  iasteliu/u 30 1.0192 -6.1863 0.9985
| . . .
% 30 0.9953 0.0033 0.9948
CD3-CD19+ 'a“el"“‘/ Ml 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = kraujo méginiy skaicius
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5 lentelé Tiesinés regresijos analizé limfocity potipiams sveikiems donorams (kraujo
méginiy, nudazyty priemone ED7733, analizés palyginimas tarp Beckman Coulter DxFLEX ir
BD FACSCanto™ )

ED7733 matavimo tikslumas Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX tékmés citometras pries BD FACSCanto™ Il tékmés citometra

Matavimo teisingumas

. . . . Vieneta . Kirtimo 2
Limfocity potipis s n Nuolydis tagkas R
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+ lasteli
a Tl Y1 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829
CD3+CD8+ .
'as/tsl"” 39 1.0478 -3.0975 0.9930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857
CD3+CD4+ .
|615/t§||lu 39 0.9768 -1.499 0.9929
0,
CD3.CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ |615/t§||ll4 39 0.9699 10.484 0.9886
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757
CD3-CD19+ .
'as/tsl"” 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = kraujo méginiy skaicius
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6 lentelé Tiesinés regresijos analizé limfocity potipiams sveikiems donorams (kraujo
méginiy, nudazyty priemone ED7733, analizés palyginimas tarp Sysmex XF-1600™ ir BD
FACSCanto™ Il)

ED7733 matavimo tikslumas Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™ tékmés citometras pries BD FACSCanto™ Il tékmés citometra

Matavimo teisingumas

. . . . Vieneta . Kirtimo 2
Limfocity potipis s n Nuolydis tagkas R
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+ lasteli
a Tl Y1 39 1.0174 4.2861 0.9991
% 39 1.0134 0.0015 0.9924
CD3+CD8+ .
'as/tsl"” 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963
CD3+CD4+ .
|615/t§||lu 39 1.0043 17.382 0.9981
0, -
CD3.CD16+ % 39 0.9889 0.0039 0.9868
CD56+ |615/t§||ll4 39 0.972 -3.4422 0.9903
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852
CD3-CD19+ .
'as/tsl"” 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = kraujo méginiy skaicius
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7 lentelé Tiesinés regresijos analizé limfocity potipiams pacientams, kuriems jtariama
imuninés sistemos patologiné biklé (priemonés KOMBITEST TBNK 6-color palyginimas su
AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. ir akredituotos klinikinés
laboratorijos vidiniu metodu - skirtingy gamintojy vienspalviy konjuguoty antikiny kokteiliu
ir analize BD FACSCanto™ 1)

Limfocity potipis Vienetas | n Nuolydis ':Iargtll(r:: R2

% 134 1.032 -2.655 0.98

CD3+ lasteliu/i| o, 1.023 -0.047 0.97
[

% 134 1.020 -0.803 0.98

CD3+CD8+ lasteliu/u| 45, 1.055 -0.041 0.96
[

% 134 1.014 -0.651 0.98

CD3+CD4+ lasteliu/u| 45, 0.994 -0.005 0.98
[

% 134 1.064 -0.400 0.98

CD3-CD16+CD56+  |5steliy/p 134 1.080 -0.014 0.99
|

% 134 1.027 -0.376 0.99

CD3-CD19+ lasteliu/i| 4o, 1.043 -0.010 1.00
[

n = kraujo méginiy skaicius

TiesiSkumas

Metodo tiesiskumas buvo patikrintas atliekant 10 nuosekliy leukocitais praturtinto
kraujo méginio (buffy coat) skiedimy. Lasteliy méginiai buvo nudazyti KOMBITEST
TBNK 6-color Sesiais pakartojimais. Méginiai buvo analizuoti naudojant BD
FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX ir Sysmex XF-1600™ tékmés citometrus.
Pastebéta, kad nurodyty limfocity potipiy iSmatuoti duomenys buvo tiesiniai
limfocity intervale 333-9492 Igsteliy/ul naudojant BD FACSCanto™ Il, 309-8693
lasteliy/pl naudojant Beckman Coulter DxFLEX ir 86-6822 Iasteliy/pl naudojant
Sysmex XF--1600™. Lasteliy potipiai buvo intervaluose, nurodytuose 8-10
lentelése.
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8 lentelé Limfocity potipiy tiesiniai intervalai, analizuoti BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
Limfocity potipis Intervalas (Iasteliy/pl)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

9 lentelé Limfocity potipiy tiesiniai intervalai, analizuoti Beckman Coulter DxFLEX
Beckman Coulter DxFLEX
Limfocity potipis Intervalas (Iasteliy/pl)

CD3+ 243 - 6565

CD3+CD8+ 102 - 2652

CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588

CD3-CD19+ 41 - 1280

10 lentelé Limfocity potipiy tiesiniai intervalai, analizuoti Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Limfocity potipis

Intervalas (Iasteliy/ul)

CD3+ 45 -3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742

CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7 -567




Aptikimo riba / kiekybinio nustatymo riba / tyrimo ribiné verté

TiesiSkumo duomenys buvo naudojami nurodant aptikimo ribg (LOD) ir kiekybinio
nustatymo ribg (LOQ).

Aptikimo riba nurodyta kaip maziausia nenuliné absoliutaus Igsteliy kiekio verté
plius 3xSD (standartinis nuokrypis) kiekvienam limfocity potipiui (zr. 11-13
lenteles).

Kiekybinio nustatymo riba nurodyta kaip maZiausia verté analito koncentracijy
tiesiskumo intervale, pateikta kaip limfocity potipio absoliutus kiekis, kuriuo esant
Sesiy pakartojimy CV nevirsijo 10%, o atgavimas buvo 90%-110% intervale (zr. 11-
13 lenteles).

Tyrimo rezultatai néra unikaliai diagnostiniai vienam klinikiniam vienetui, todél
tyrimo ribiné verté negali bati jvertinta.

11 lentelé Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Maziausias nenulinis
Limfocity potipis | lasteliy kiekis 3xSD (SD) (Iaslf“'z ) (Iast«gig/ul)
(lasteliy/pl)

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

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

12 lentelé Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Maziausias nenulinis
Limfocity potipis | lasteliy kiekis 3xSD (SD) (Ias:-eolig ) (Iasl'gﬁ/m)
(Iasteliy/ul)

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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13 lentelé

Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Maziausias nenulinis
Limfocity potipis | lasteliy kiekis 3xSD (SD) (IastLSIi?l ) (lasi'gﬁ/m)
(lasteliy/pl)

CD3+ 1 0,12 (0,04) 1.12 5
CD3+CD8+ 1 0,3(0,1) 1.3 2
CD3+CD4+ 1 0,3(0,1) 1.3 8

CD3-CD16+CD56+ 1 0,6 (0,2) 1.6 3
CD3-CD19+ 1 0,3(0,1) 1.3 7
Pakartojamumas

Tyrimo pakartojamumas buvo matuojamas deSimt kraujo méginiy SeSiais
pakartojimais. Méginiai buvo analizuoti naudojant BD FACSCanto™ Il, Beckman
Coulter DXFLEX ir Sysmex XF-1600™ tékmés citometrus. Variacijos koeficientai

(CV) pateikti toliau esanciose lentelése (14-16 lentelés).

14 lentelé Priemonés pakartojamumas BD FACSCanto™ I
BD FACSCanto™ Il

Limfocity potipis Vienetas n Vidurkis SD %CV
% 10 70.34 0.56

CD3+ 0.91
lasteliy/ul 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27

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

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

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

CD3-CD19+ 2.31
lasteliy/ul 10 227 478

n = kraujo méginiy skaicius
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15 lentelé Priemonés pakartojamumas Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Limfocity potipis Vienetas n Vidurkis SD %CV
% 10 70.80 0.61

CD3+ 0.95
lasteliy/pl 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32

CD3+CD8+ 1.42
lasteliy/pl 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56

CD3+CD4+ 1.47
lasteliy/ul 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40

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

CD3-CD19+ 2.83
lasteliy/ul 10 227 5.94

n = kraujo méginiy skaicius

16 lentelé Priemonés pakartojamumas Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Limfocity potipis Vienetas n Vidurkis SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
lasteliy/ul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
lasteliy/ul 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
lasteliy/ul 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 271
lasteliy/pl 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
lasteliy/ul 10 173 5.56

n = kraujo méginiy skaicius
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Atkuriamumas

Tyrimo atkuriamumas BD FACSCanto™ Il ir Beckman Coulter DxFLEX buvo
matuojamas 2 stabilizuotais kraujo méginiais (CD-Chex Plus® ir CD-Chex Plus®
CD4 Low i§ STRECK). Tyrimo atkuriamumas Sysmex XF-1600™ buvo matuojamas
4 stabilizuotais kraujo méginiais (CD-Chex Plus® ir CD-Chex Plus® CD4 Low ir
papildomai IMMUNO-TROL Low Cells bei IMMUNO-TROL Cells is Beckman
Coulter). Méginiai buvo matuojami tomis paciomis sglygomis 15 dieny naudojant 3
priemonés partijas (po 5 dienas kiekviena). Variacijos koeficientai (CV) pateikti
toliau esanciose lentelése (17-19 lentelé).

17 lentelé Priemonés atkuriamumas BD FACSCanto™ Il

Limfocity potipis Medziaga Vienetas | Vidurkis SD %CV
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
Iasteliy/ul 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 0.53
CD4 Low lasteliu/pl | 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
lasteliy/pl 578 5.62
CD3+CD8+ .
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 0.73
CD4 Low lasteliy/pl 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
lasteliy/pl 1203 11.15
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26
211
CD4 Low lasteliu/pl 182 3.84
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
lasteliy/pl 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ .
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 194
CD4 Low lasteliu/pl | 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
lasteliy/pl 279 4.03
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 175
CD4 Low lasteliu/pl | 262 4.58 '
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18 lentelé Priemonés atkuriamumas Beckman Coulter DxFLEX

Limfocity potipis MedzZiaga Vienetas | Vidurkis SD %CV
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
lasteliy/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43
0.71
CD4 Low lasteliy/pl | 883 6.24
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
lasteliu/pl 589 4.99
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32
0.75
CD4 Low lasteliy/pl 621 4.65
% 4647 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
lasteliu/pl | 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53
437
CD4 Low lasteliy/pl 176 7.71
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ Iasteliy/ul 261 492
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low lasteliy/pl | 281 459 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
lasteliy/ul 273 419
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35
1.95
CD4 Low lasteliy/pl | 259 5.05
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19 lentelé

Priemonés atkuriamumas Sysmex XF-1600™

Limfocity potipis MedZiaga Vienetas | Vidurkis SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® lasteliu/ul 1642 70 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low lasteliy/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells lasteliy/pl 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells lasteliy/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® lasteliu/ul 268 21 0.88
CD;:Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
D4 Low lasteliy/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells lasteliy/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells lasteliy/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® lasteliu/ul 1085 ) 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD4 Low lasteliy/ul 166 6.0 )
CD3+CD4+ IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 093
Cells lasteliy/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells lasteliy/pl 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® lasteliu/ul 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low Iasteliy/pl 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells lasteliy/pl 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells lasteliy/pl 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® lasteliu/ul 210 37 1.74
CDE:CS]:XL Plus® | °|/> — 19.70 0.31 1.61
ow asteliy/un 260 4.2 )
CD3-CD1+ I MUNO-TROL % 12.92 0.32 )48
Cells lasteliy/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells lasteliy/pl 144 4.3 )

PRANESIMAS: Visi analitinio veikimo duomenys buvo matuojami naudojant
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eritrocity lizavimo tirpalg EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066).

Tékmés citometrijos analizei buvo naudojami Sie tékmés citometrai, jskaitant
programinés jrangos versija:

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

Absoliuciam lasteliy kiekiui naudojant dviejy platformy metoda buvo
naudojamas hematologijos analizatorius su Siomis specifikacijomis:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - versija 00-22(164)

ISmatuoty duomeny vertinimui buvo naudojama $i analizés platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versija 10.9.0

12.Klinikinis veikimas

Pacientai su pirminiu imunodeficitu

Klinikiniai duomenys buvo surinkti klinikinéje vietoje i$ 30 pacienty, kuriems
jtariamas daznas kintamasis imunodeficitas (CVID). Priemonés ED7733 klinikinis
veikimas buvo nustatytas kaip priemonés palyginimas KOMBITEST TBNK 6-color
naudojant eritrocity lizavimo tirpalg EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr.
ED7066) su akredituotos klinikinés laboratorijos metodu (AQUIOS CL Flow

Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

Paciento imuninés buklés vertinimo rezultatai buvo jvertinti atsizvelgiant j
imunodeficita (20 lentelé).
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20 lentelé  Priemonés KOMBITEST TBNK 6-color klinikinis veikimas - CVID pacientai

Imuniné buklé jvertinta akredituotos klinikinés
laboratorijos metodu

Imunodeficitas Normali biiklé

Imunodeficitas 24 pacientai 0 pacienty

TBNK 6-color

Normali biklé 0 pacienty 6 pacientai

Imuniné baklé jvertinta
priemone KOMBITEST

Pacientai su jgytu imunodeficitu

Klinikiniai duomenys buvo surinkti klinikinéje vietoje i$ 53 pacienty su patvirtinta
Zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) infekcija. Priemonés klinikinis veikimas buvo
nustatytas kaip priemonés KOMBITEST TBNK 6-color, naudojant eritrocity
lizavimo tirpalag EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. Nr. ED7066), palyginimas
su akredituotos klinikinés laboratorijos vidiniu metodu (skirtingy gamintojy

vienspalviy konjuguoty antikiny kokteiliu ir analize BD FACSCanto™ Il).

Paciento imuninés buklés vertinimo rezultatai buvo jvertinti atsizvelgiant j
imunodeficita (21 lentelé).
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21lentelé  Priemonés KOMBITEST TBNK 6-color klinikinis veikimas - ZIV pacientai

Imuniné buklé jvertinta akredituotos klinikinés
laboratorijos vidiniu metodu

Imunodeficitas Normali biklé

Imunodeficitas 28 i$ 29 pacienty* 0 pacienty

TBNK 6-color

Normali biklé 0 pacienty 24 pacientai

Imuniné baklé jvertinta
priemone KOMBITEST

ATSARGIAI:

*Priemoné KOMBITEST TBNK 6-color parodé dazyma, nepakankama aiskiam T Igsteliy
(CD3+) atskyrimui vienam (1) ZIV pacientui, kurio sveikatos biklé buvo kritiné.

13.Numatomos vertés
Referencinis intervalas

22 lentelé Sveiky kraujo donory referenciniai intervalai, matuoti BD FACSCanto™ Il

Intervalas
Limfocity potipis n Vienetas Mediana
Min Maks
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+ -
65 Iasteliy/pl 608 2415 1269
65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+ -
65 lasteliy/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+ -
65 Iasteliy/ul 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+ -
65 Iasteliy/ul 84 1036 266
65 % 54 25.0 10.6
CD3-CD19+ -
65 lasteliy/ul 74 404 209

n = kraujo méginiy skaicius

27 /32



22 lenteléje pateikti referenciniai intervalai nustatyti sveikiems pacientams, kurie
buvo laikomi kraujo donorais pagal Cekijos Respublikos teisés aktus, atitinkantiems
grieztus kraujo donoro kriterijus kraujo bankui. Duomenys buvo matuoti BD
FACSCanto™ Il tékmés citometru.

Konkrets referenciniai intervalai gali skirtis priklausomai nuo regiono ir
populiacijos, kurioje buvo nustatytos vertés. Dél Sios priezasties laboratorijos
privalo nustatyti savo normalius referencinius intervalus limfocity potipiams,
nustatytiems naudojant KOMBITEST TBNK 6-color, i$ vietinés normaliy donory
populiacijos dél verciy variacijy, susijusiy su amziumi, lytimi, klinikinémis
charakteristikomis ir etnisSkumu.

14. Apribojimai

Priemoné KOMBITEST TBNK 6-color nebuvo patvirtinta naudoti méginiuose,
surinktuose su heparinu arba ragsties citrato dekstrozés (ACD) antikoaguliantais,
nustatant santykinj ir absoliuty kiek|.

Priemoné KOMBITEST TBNK 6-color néra skirta leukemijos ir limfomos méginiy
atrankai ir (arba) fenotipavimui.

Absoliutus kiekis néra palyginamas tarp laboratorijy, naudojanciy skirtinga jrangg is
jvairiy gamintoju.
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18.PerzZiury istorija
4 versija, ED7733_IFU_v4

Teksto pataisymas skyriuje "Sgsaja su fiziologine ar patologine bkle". Tikslesnis 13
skyriaus aprasymas. Numatomos vertés - Referencinis intervalas.

19.Gamintojas
EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Cekijos Respublika
Kontaktiné informacija
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.|galioti atstovai
JK atsakingas asmuo Sysmex UK Ltd

Sysmex House
Garamonde Drive
Wymbush

Milton Keynes

MK8 8DF

Jungtiné Karalysté

@ +44 (0)333 3203460
M info@sysmex.co.uk

PRANESIMAS: Apie bet kokj rimta incidenta, jvykusj naudojant priemone, turi bati
pranesta gamintojui ir vietos kompetentingai institucijai.
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