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1. Kullanim Amaci

DryFlowEx TBNK 6-color, akis sitometrisi ile insan tam kaninda lenfosit
populasyonlarinin ve alt kiimelerinin tespiti ve sayimi igin tasarlanmistir.

Tespit edilen ve/veya olgiilen nedir?

DryFlowEx TBNK 6-color cihazi, insan T hicrelerinin (CD3+), B hicrelerinin
(CD3-CD19+), NK hcrelerinin (CD3-CD16+56+), yardimci/indukleyici
(CD3+CD4+) ve baskilayici/sitotoksik (CD3+CD8+) T hiicresi alt kimelerinin
goreceli yuzdelerini ve mutlak sayilarini tespit eder ve dlger.

Cihazin iglevi

Cihaz, normal hastalarin immunolojik degerlendirmesinde kullaniimak lzere
tasarlanmigtir ve immun yetmezIigi olan veya oldugundan suphelenilen hastalara
tani konulmasina yardimci olabilir.

Fizyolojik veya patolojik durumun kapsami
Cihaz tarafindan olgtlen lenfosit popllasyonlarinin frekanslari ¢esitli patolojik
durumlardan etkilenebilir ve bunlarin ylzdelerinin ve sayilarinin degerlendiriimesi
asagidakilerin degerlendirmesinde kullanilabilir:
¢ HIV izlemede CD3+/CD4+ yardimci/indikleyici T huicreleri (-5 911
« Viral enfeksiyonlarda ve kalitsal immun yetmezliklerde CD3+/CD8+ sitotoksik
T hiicreleri (3, 4,13, 14, 17, 19)
» Otoimmuin hastaliklarda CD3-/CD19+ B hiicreleri ¢
o Dogustan gelen immiunite ve immunolojik bozuklukta CD3-/CD16+56+ NK
hlcreleri 5 16)

Test tiri
Otomatik degil
Nicel

Gereken 6rnek tiri
insan antikoagiile periferik tam kan érnegi

Test popiilasyonu
Belirli bir populasyon icin tasarlanmamistir.

2. Hedef kullanici

Cihaz yalnizca profesyonel laboratuvar kullanimi igin tasarlanmistir. Hasta basgi
testler veya kendi kendine yapilan testler icin uygun dedgildir.

Yeterlilige iliskin gereklilikler

Hedef kullanici, insan hicrelerinin akis sitometrisi analizi, pipetleme becerileri
dahil olmak Uzere standart laboratuvar teknikleri, insan vilcudundan elde edilen
orneklerin guvenli ve uygun sekilde islenmesi konularinda son teknolojiye uygun
uzmanhga sahip olmalidir.
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Hedef kullanici EN ISO 15189 standardina veya varsa diger ulusal standartlara
uymalidir.

3. Test prensibi

Test prensibi, belirli insan kan hicreleri tarafindan ifade edilen spesifik bir
molekdle (antijen) baglanan monoklonal antikorun tespitine dayanmaktadir. Testte
kullanilan monoklonal antikorlar, antikorla boyanmig kan érneginin alinmasi
sirasinda bir akis sitometresinden ¢ikan lazer isini ile uyarilan farkl florokromlarla
etiketlenir. Alinan bir kan hicresi tGizerinde bulunan her florokromdan gelen
sonraki floresan (1sik emisyonu) cihaz tarafindan toplanir ve analiz edilir. Floresan
yogunlugu, bir hiicredeki antijen ekspresyon yogunluguyla dogru orantilidir ve
farkl hiicre alt kiimelerinin birbirinden ayrilmasini saglar.

4. Saglanan reaktif/reaktifler

icindekiler

DryFlowEx TBNK 6-color cihazi ile 50 test yapilabilir ve asagidaki reaktifle birlikte
saglanir:

TBNK 6-color ED7736-1 (10 paket). Her bir paket, test tiplerinin dibinde (12 x 75
mm) bir tabaka olarak stabilize edici bilesenlerle kurutulmus florokrom etiketli
reaktiflerin 6nceden karistiriimis kombinasyonunu igeren 5 kapakl tek kullanimhk
tipten olusur, bakiniz Tablo 1.

TBNK 6-color Compensation Set ED7736-2 (1 kutu), her bir tliptin dibinde (12 x
75 mm) katman halinde stabilize edici bilesenlerle kurutulmus tek bir florokrom
etiketli reaktif bulunan (bkz. Tablo 1) 6 adet kapakh tek kullanimlik tlipten olusur.

DIKKAT: TBNK 6-color Compensation Set sadece dengeleme kurulumu igin
tasarlanmistir. Tek florokrom etiketli reaktifler (bkz. Tablo 1) kolay ve dogru
dengeleme proseduriine olanak tanir.

Bilesim
Tablo 1 TBNK 6-color aktif bilesenlerin tanimi
Antijen Florokrom Klon izotip
CD3 FITC UCHT1 IgG1
CD16 PE 3G8 IgG1
CD56 PE LT56 IgG2a
CD45 PerCP-Cy™5.5 MEM-28 IgG1
CD4 PE-Cy™7 MEM-241 IgG1
CD19 APC LT19 IgG1
CcD8 APC-Cy™7 LT8 lgG1
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5. Gereken ancak saglanmayan malzemeler

Eritrosit lizis solisyonu EXCELLYSE Easy, Kat. No. ED7066

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

Fosfat tamponlu salin (1X PBS), pH 7,2 - 7,4

6. Gerekli ekipman

Ornek pipetleme icin tek kullanimlik uglara (20 - 100 pl) sahip otomatik pipet
Eritrosit lizis solisyonunu dagitmak i¢in sivi dispenseri veya tek kullanimhk uglara
sahip pipet (0,5 — 2 ml)

PBS'yi dagitmak icin tek kullanimlik uglara (0,2 — 0,5 ml) sahip sivi dispenser
veya pipet

Vorteks mikser

12 x 75 mm yuvarlak tabanli tlipler igin uygun rotor adaptérlerine sahip santrifij

Ornek pl'si bagina beyaz kan hiicresi (WBC) ve lenfosit sayimi yapabilen
hematoloji analizéri (mutlak hiicre sayimi igin)

iki lazer eksitasyon kaynagi (488 nm ve ~635 nm), sacilan isik icin dedektérler,
optik filtreler ve Tablo 2'de verilen florokromlardan sinyal toplamak igin uygun
emisyon dedektoérlerine 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.

7. Depolama ve tagima

20 — 30°C sicaklikta muhafaza edin.
Uzun sire 1s1ga maruz birakmaktan kaginin.
Kuru yerde tutun.
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DIKKAT: Neme karsi hassas Uriin. Folyo paketi ilk kullanim anina kadar
agcmayin.

ilk agmadan sonra, kalan kullaniimayan tiiplerin saklanmasi
icin folyo paketi fermuarli kilitle iyice kapatin.

Calisma solusyonlarinin (varsa) saklama kosullari ve stabilitesinin yani sira ilk
acilisindan sonraki Kullanim stabilitesi ve raf émri hakkinda bilgi edinmek igin
Boélim 10 Prosedur (Reaktif Hazirlama) kismina bakin.

8. Uyarilar, onlemler ve kullanim kisitlamalari

GHS Tehlike Siniflandirmasi

Uriintin igerdigi kimyasal maddeler ve karigimlarin olusturdugu riskler ve bunlarin
nasil ele alinmasi ve imha edilmesi gerektigi hakkinda ayrintili bilgi igin
www.exbio.cz adresindeki uriin sayfasinda yer alan Guvenlik Bilgi Formuna
(SDS) bakin.

Biyolojik Tehlike

insan biyolojik numuneleri ve kan érnekleri ile bunlara temas eden her tirlii
madde her zaman bulasici madde olarak kabul edilir.

Cilt, g6z ve mukoza zarlariyla temasini 6nlemek igin kisisel koruyucu ekipman ve
guvenlik ekipmanlari kullanin.

Bulasici maddelerin taginmasi ve imha edilmesine iliskin gegerli tim yasa,
yonetmelik ve proseddrlere uyun.

Bozulma belirtisi

Saglanan reaktif normalde tlpin dibinde seffaf ve kurumus bir tabaka hélinde
g6ruanur. Gérunuminde herhangi bir degdisiklik oldugunu, érnegin tipun iginde
nem oldugunu gdézlemlerseniz reaktifi kullanmayin.

Kullanim kisitlamalari

Uriin etiketlerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

Test tuplerini yeniden kullanmayin.

9. Ornek

Antikoagulan EDTA ile tibbi cihaz olarak siniflandirilan 6rnek kabina alinan venéz
periferik kani kullanin.

NOT: Toplanan kan 6rnegindeki WBC mutlak hlcre sayisini ve lenfosit sayisini
bir hematoloji analizéri ile dlgtin. DryFlowEx TBNK 6-color cihazi tek basina
mutlak hlcre sayilarinin sayimini saglamaz.

WBC sayisi 40x10% hiicre/pl'yi agan kan 6rnegdi, numunenin iglenmesinden 6nce
PBS ile seyreltiimelidir.
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Kan ornegini toplandiktan sonra en gec 24 saat icinde isleme alin. Ornegi
laboratuvar sicakhdinda (20-25 °C) saklayin. Ornegi sogutmayin.

Endojen interferans
Bilimsel literatlir arastirmasi temel alinarak endojen interferans kaynaklari Tablo

3'te tanimlanmigtir.

Tablo 3 Cihazin Endojen interferansi

Endojen Etki Referans
interferans
AlbUmin Albumin, baglanma ve blyuk miktarlarda 20, 21, 37
ligand salma kabiliyeti nedeniyle yluksek
konsantrasyonlarda girisime neden
olabilir.
Bilirubin (sarilik) Bilirubin, yiksek otofloresansi nedeniyle 24, 26, 30
(konjuge hicrelerin floresan arka planini artirabilir.
olmayan)
Hiicre debrisi (lizis | Hiicre debrisi yanlis hiicre sayimlarina 23,27
sonrasl) neden olabilir ve cihaz igindeki antikoru
tuketebilir.
Eritrositler Yetersiz lizis, numunede bulunan kirmizi 28
kan hicreleri hatali hiicre sayimina neden
olabilir.
Hemoglobin Hemolize numuneler hatall sonuglar 25
verebilir.
insan anti-murin Monoklonal antikor tedavisi hatali 22, 32, 33,
antikorlari sonuglar verebilir (hiicre ylzeyi 34, 35, 36
antijenlerine baglanma kabiliyeti).
imminoglobiilinler | Tek platform yénteminde yikanamaz ve 23
hatali lenfosit alt kime sayisina neden
olabilir.
Romatoid faktérler | RF'nin varligi MIA (multipleks 29
immunoassaylar) ile girisime neden olur.
Trigliseridler Dolasimdaki yuksek lipid seviyeleri, belirli | 31
kan hucresi populasyonlarinin akig
sitometrisi analizini etkileyebilir.

Eksojen interferans

24 saatten daha eski érnekler hatali sonuglar verebilir.
Sogutulmus 6rnekler hatali sonuglar verebilir.
Yanlis eritrosit lizis solisyonu hazirlidi hatali sonuglar verebilir. Cihazin kullanim

talimatlarini izleyin.
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10.Prosediir

Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi
TBNK 6-color

Reaktif hazirlamaya gerek olmayip sadece tek kullanimlik test tliplerinde saglanir.

DIKKAT: Neme karsi hassas (riin. Folyo paketi ilk kullanim anina kadar
agcmayin.

Her bir poset 5 adet kapakh tek kullanimlik TBNK 6-color

tipten olusmaktadir. Her agmadan sonra, kalan

kullaniimayan tiplerin saklanmasi igin folyo paketi fermuarh
A kilitle iyice kapatin.

ik acilistan sonra kalan TBNK 6-color tiipleri 30 giin iginde
kullanin.

Gereken ancak saglanmayan malzemelerin hazirlanmasi

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

Dengeleme kurulumu
TBNK 6-color boyali tiplerin analizinden énce ayni akis sitometresi kurulumunu
kullanarak Dengeleme Seti tlplerini edinin.

DIKKAT: TBNK 6-color ve TBNK 6-color Compensation Set ayni tip érnek
gerektirir.

TBNK 6-color dengeleme tlpleri

1. 50 pl iyi kanigtirilmig kan érnegini her bir tek renkli dengeleme tlpunin dibine
pipetleyin.

2. 7-10 saniye kuvvetlice karistirin ve karanlikta oda sicakliginda 20 dakika
inktbe edin.

3. Her dengeleme tipune 1 ml seyreltiimis (1X) eritrosit lizis solisyonu ekleyin.

4. Karnisgtirin ve karanlikta oda sicakhginda 10 dakika boyunca inkube edin.

5. 300xg'de 5 dakika boyunca santrifiijleyin, siipernatanti atin ve hiicre peletini
0,2 ml 1X PBS iginde yeniden suspanse edin.

6. Boyali 6rnek analizinden 6nce ilgili floresan dedektdrlerindeki gerilimleri
ayarlayin. PMT dedektoriindeki gerilim yeterli diizeyde yiksek ayarlanmali,
bdylece en az negatif boyali olay floresan eksenindeki 0. kanalla etkilesime
girmelidir. PMT dedektdrt gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandigi
degerleri asmamalidir.
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7. Akis sitometresi kullanarak boyall numuneyi hemen alin.

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

Sekil 1'e gore her bir dengeleme tiipu igin pozitif ve negatif popilasyonlara
yonelik gegitleri belirleyin.
Dengeleme matrisini, Uretici tarafindan gelistirilen sitometre yaziliminda veya

cevrim disi sitometri veri analizine 6zel yazilimda hesaplayin. Bu dengeleme
matrisini, bu TBNK 6-color lotunun tim test tlpleri igin kullanin.

DIKKAT: Belirli bir TBNK 6-color lotuna ayarlandiktan sonra, ayni dengeleme
matrisi alim ayarlarini ve dengeleme sonuglarini korumak igin floresan
dedektor ayarlarini degistirmeyin.

Kalite kontrolii

Cihazin amagclandidi gibi uygun performansini saglamak igin pozitif prosedur
kontroli olarak Streck CD-Chex Plus® veya esdegeri stabilize kan kullanin.
Streck CD-Chex Plus®, klinik olarak ilgili iki CD4+ hiicre seviyesi dahil olmak
uzere T hucreleri, B hucreleri, granlositler, monositler ve NK hiicrelerinin ylizde
pozitif ve mutlak sayimlari igin belirlenmis degerler saglar.

Kontrol kanini, Kullanim Talimatinda belirtildigi gibi numune islemeye gére TBNK
6-color test tpl kullanarak boyayin. Elde edilen sonuglarin (%Pozitif Hiicreler)
kullanilan kontrol hiicresi lotu igin bildirilen Beklenen aralikta oldugunu dogrulayin.

Ornek boyama
1. TBNK 6-color tipu uygun numune tanimlamasi ile etiketleyin.
2. 50 pliyi karnistinimis kan érneg@ini TBNK 6-color tlipun altina pipetleyin.

DIKKAT: Test tiipliniin yan tarafina kan pipetlemekten kaginin. Tipin
kenarinda kan lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayabilir veya
eritrositler ¢cdziinmeyebilir ve test sonucu dogru olmayabilir.

3. 7-10 saniye kuvvetlice karistirin ve test tiplni karanlkta oda sicakhginda 20
dakika inkibe edin.

DIKKAT: Vorteks siiresinin kisaltiimasi test sonugclarini etkileyebilir.
TBNK 6-color tipe 1 ml seyreltiimis (1X) eritrosit lizis solisyonu ekleyin.
Karistirin ve karanlkta oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edin.
TBNK 6-color tipl 300xg'de 5 dakika santrifijleyin.

Hucre peletini bozmadan sipernatanti atin ve test tiiptine 0,2 ml 1X PBS
ekleyin.

N o o &
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8. Hucre peletini yeniden stispanse etmek i¢in kisa sure karistirin.

9. Boyali érnegi akis sitometresi kullanarak alin. Boyali 6rnek hemen
alinmayacaksa 2 — 8°C sicaklikta karanlk ortamda saklayin ve 24 saat iginde
analiz edin.

DIKKAT: Topaklanmalari énlemek icin akis sitometresinde gériintii almadan
hemen dnce boyali érnegi karistirin.

Akig sitometrisi analizi

DryFlowEx TBNK 6-color cihazi ile kullaniimak Uzere segilen akis sitometresi,
sitometre Ureticilerinin talimatlarina gére dedektdrlerin sabit hassasiyetini
saglamak igin floresan mikro boncuklar kullanilarak rutin olarak kalibre edilmelidir.
Akis sitometresinin bakimi diizglin yapilmazsa yanlis sonuglar verebilir.

Gerekli ekipman baslikh Bolim 6'daki florokromlarin eksitasyon ve emisyon
ozelliklerine uygun lazerler ve floresan dedektérleri igin dreticinin sitometre
spesifikasyonlarina bakin.

Olgiilen veri analizi igin Uretici tarafindan geligtirilen sitometre yazilimi veya
cevrim digi sitometri veri analizine 6zel yazilim (6rnegin FlowJo™, VenturiOne®,
Infinicyt™) kullanilabilir.
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Dengeleme tiiplerinin analizi

Her dengeleme tlipl igin dengelenmeyen verileri bir yana sacilim (SSC) ve
"dengelenecek florokrom" noktasal grafiginde gorsellestirin. Pozitif (+) ve negatif
(-) populasyonlar igin gegitleri Sekil 1'de gosterildigi gibi ayarlayin.

Sekil 1 Dengeleme tiplerinde pozitif (+) ve negatif (-) olaylarin tanimlanmasi
(BD FACSCanto™ II'de elde edilen veriler)
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TBNK 6-color boyali 6rnegin analizi

Dengelenmis verileri yana sagilim (SSC) ve CD45 PerCP-Cy™5.5 grafiginde
gorsellestirin. CD45+ lenfosit poptlasyonu igin gegidi Sekil 2'de gosterildigi gibi
ayarlayin.

Sekil 2 CD45+ lenfosit populasyonunun grafigi
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

250K 1

200K 1

150K 9

100K 4

Side Scatter

50K 7

CD45 PerCP-Cy™b5.5
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Sekil 3'de gosterildigi Uzere gegcitli CD45+ lenfositleri yana sa¢ihm (SSC) ve
CD3 FITC grafigine dokin. Uygun gegcitleri kullanarak CD3+ ve CD3- lenfositlerini
ayirin. Tum lenfositlerdeki T hiicrelerinin (CD3+; Sekil 3'deki B bdlgesi) ylzdesini

hesaplayin

Sekil 3 CD3+ ve CD3- lenfositlerinin ayriimasi
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

250K 1)

200K 1

150K 9

100K 7

Side Scatter

50K 7

3
10

CD3 FITC
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Gegitli CD3- lenfositleri (Sekil 3'deki A bdlgesi) Sekil 4'te gdsterildigi gibi CD19
APC ve CD16+CD56 PE seklinde grafie dokin. Uygun gegitleri ayarlayin ve tim
lenfositlerdeki B hiicrelerinin (CD16-CD56-CD19+; Sekil 4'teki C bolgesi) ve dogal
oldirici (NK) hicrelerin (CD16+CD56+CD19-; Sekil 4'teki D bolgesi) ylzdesini
hesaplayin.

Sekil4 CD3- CD19 APC ve CD16+CD56 PE noktasal grafigindeki lenfositler
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

C

CD19 APC

o 103 104 105

CD16 + CD56 PE
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Gegitli T hucrelerini (CD3+; Sekil 3'deki B bolgesi) Sekil 5'te gdsterildigi gibi
CD4 PE-Cy™7 ve CD8 APC-Cy™7 seklinde grafige dokin. Uygun gegitleri
ayarlayin ve tim lenfositlerdeki yardimci/indikleyici T hicrelerinin (CD4+CD8-;
Sekil 5'teki E bolgesi) ve baskilayici/sitotoksik T hicrelerinin (CD4-CD8+; Sekil
5'teki F bolgesi) ylizdesini hesaplayin.

Sekil5 CD3+ CD4 PE-Cy™7 ve CD8 APC-Cy™7 noktasal grafigindeki lenfositler
(BD FACSCanto™ Il'de elde edilen veriler)

CD4 PE-Cy™7

0 104 105

CD8 APC-Cy™7

Analitik sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

Mutlak sayilara ulasmak amaciyla bir hematoloji analizéri tarafindan belirlenen
mutlak lenfosit sayisini kullanin. Hematoloji analizéri Ureticisinin talimatlarina
bakin. Gerekli lenfosit alt kimesinin mutlak sayimi i¢in asagidaki formulleri
kullanin.

A 5 (%) = Gerekli lenfosit alt ki ini tlak
X 100 o) - erekli lenfosit alt kimesinin mutlak say:ist

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

Ozgiilliik

UCHT1 antikoru, olgun insan T hicrelerindeki TCR/CD3 kompleksinin CD3
antijeni Uzerinde ekstraselller bir epitopu tanir. UCHT1 antikoru, CD3
kompleksinin epsilon zinciri ile reaksiyona girer. Antikorun 6zgulligi HCDM
Konseyi (HLDA 1 @, HLDA 11l #2 ve HLDA VI ) atdlyesi) tarafindan dogrulanmistir

MEM-241 antikoru, insan CD4 antijenini (T hucresi yuzey glikoproteini CD4) tanir.
Antikorun 6zgillugi HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA VII atdlyesi).

LT8 antikoru insan CD8 antijenini (iki CD8 alfa zinciri homodimeri veya CD8
alfa/beta zinciri heterodimeri olarak ifade edilen disiilfit bagl dimer) tanir.
Antikorun 6zgilliga HLDA atélyeleri (HLDA V atdlyesit*® ve HLDA VIl atdlyesi 9)
tarafindan onaylanmistir.

3G8 antikoru insan CD16 antijenini (dUsuk afiniteli immudnoglobulin tip 11l Fc-gama
reseptorl) tanir. Antikorun 6zgillugi HLDA atdlyesi tarafindan onaylanmistir
(HLDAV atolyesi 9),

LT56 antikoru, insan CD56 antijeninin (Noéral hiicre adezyon molekili 1) I6kosit
izoformunu tanir. Antikorun 6zgulligi HCDM Kurulu tarafindan onaylanmigtir
(HLDA X atolyesi).

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

MEM-28 antikoru, insan CD45 antijeninin (Protein tirozin fosfataz reseptéru tip C)
tim I6kosit izoformlarini tanir. Antikorun 6zgulligl HDLA atélyesi tarafindan
onaylanmistir (HLDA IlI atolyesi *2).

Dogruluk

Yontemin dogrulugu BD FACSCanto™ Il akis sitometresinde Olgiimis ve
DryFlowEx TBNK 6-color cihazinin, piyasada bulunan benzer bir triin olan
KOMBITEST TBNK 6-color (Kat. No. ED7733) ile 118 saglikli kan bagis¢isinin
paralel sekilde boyanarak kargilastiriimasiyla belirlenmigtir.

Beckman Coulter DXFLEX ve Sysmex XF-1600™ akis sitometrelerinde ydontemin
dogrulugu, DryFlowEx TBNK 6-color cihaz ile boyanan ayni kan érneklerinin
sirasiyla BC DxFLEX ve BD FACSCanto™ II (92 saglikh bagisci) akis
sitometrelerindeki ve Sysmex XF-1600™ ve BD FACSCanto™ Il (71 saglikh
bagisci) akis sitometrelerindeki analiz sonuglari karsilastirilarak belirlenmisgtir.
Yoéntemin dogrulugu, immiin sistem patolojik durumu oldugundan stiphelenilen 46
hastanin (bkz. Tablo 7) paralel boyanmasi ile desteklenmistir.

Dogrusal regresyon analizi parametreleri Tablo 4 — 7'de verilmigtir.
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Tablo 4 Saglikli kan bagiscgilarinda lenfosit alt kiimeleri igin dogrusal regresyon analizi
(DryFlowEx TBNK 6-color cihazin IVD triini KOMBITEST TBNK 6-color ile karsilastirmasi
(EXBIO, Kat. No. ED7733))

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesigme Noktasi R?
% 118 0,9850 +0,0054 0,9696
CD3+
hucre/ul 118 0,9993 -9,0904 0,9958
% 118 1,0618 -0,006 0,9858
CD3+CD8+
hicre/pl 118 1,0497 -6,1323 0,9910
% 118 1,0067 -0,0015 0,9786
CD3+CD4+
hicre/pl 118 1,0191 -12,603 0,9936
% 118 0,9956 -0,0023 0,9851
CD3-CD16+CD56+
hucre/l 118 0,9943 -3,9727 0,9848
% 118 0,9885 -0,0015 0,9794
CD3-CD19+ -
hicre/pl 118 0,9790 -0,9509 0,9880

n = kan érneklerinin sayisi

Tablo 5 Saglikli kan bagiscilarinda lenfosit alt kiimeleri igin dogrusal regresyon analizi
(BD FACSCanto™ IlI'deki ED7736 ile BC DxFLEX'teki ED7736'nin karsilastiriimasi)

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesigme Noktasi R2
% 92 0,9839 0,0106 0,9823
CD3+
hucre/ul 92 0,9992 -0,0833 0,9985
% 92 1,0187 -0,0051 0,9864
CD3+CD8+
hucre/l 92 1,0083 -5,1608 0,9930
% 92 0,9872 0,0017 0,9935
CD3+CD4+
hucre/l 92 0,9869 3,4994 0,9975
% 92 0,9857 0,0022 0,9904
CD3-CD16+CD56+
hucre/ul 92 0,9784 5,7585 0,9921
% 92 0,9992 -0,0002 0,9900
CD3-CD19+
hicre/pl 92 1,0031 -1,0160 0,9916

n = kan érneklerinin sayisi

16/ 32




Tablo 6 Saglikli kan bagiscgilarinda lenfosit alt kiimeleri igin dogrusal regresyon analizi
(BD FACSCanto™ IlI'deki ED7736 ile Sysmex XF-1600™'deki ED7736'nin
karsilastiriimasi)

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesigme R2
Noktasi
% 71 | 0,9942 0,0051 0,9853
CD3+
hicre/ul | 71 | 1,0101 -10,313 0,9990
% 71 | 09718 0,00006 0,9878
CD3+CD8+
hiicre/ul | 71 | 0,9646 2,6825 0,9938
% 71 | 0,9885 0,0077 0,9955
CD3+CD4+
hicre/ul | 71 | 1,0178 -7,2726 0,9972
% 71 | 0,9905 0,0033 0,9915
CD3-CD16+CD56+
hiicre/ul | 71 | 0,9789 8,4040 0,9951
% 71 | 0,9149 0,0009 0,9652
CD3-CD19+
hicre/ul | 71 | 0,9128 1,8844 0,9780

n = kan érneklerinin sayisi

Tablo 7 immiin sistem patolojik durumlarina sahip oldugundan siiphelenilen hastalarda
lenfosit alt kimeleri icin dogrusal regresyon analizi (DryFlowEx TBNK 6-color cihazinin
AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. ile kargilastiriimasi)

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Egim Kesigme Noktasi R?
% 46 1,0027 -0,6999 0,98
CD3+ .
hiicre/pl 46 | 0,9805 17,223 1,00
% 46 1,0033 0,7307 0,94
CD3+CD8+
hicre/pl 46 1,0595 4,148 0,97
% 46 1,018 -0,9716 0,97
CD3+CD4+
hicre/pl 46 0,9884 6,4727 0,99
% 46 1,0469 -0,5117 0,98
CD3-CD16+CD56+ _
hicre/pl 46 1,0543 -11,577 0,99
% 46 1,0213 0,1708 0,96
CD3-CD19+
hicre/pl 46 1,036 -0,1163 0,98

n = kan érneklerinin sayisi
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Dogrusallik

Ydntemin dogrusalligi, I6kosit bakimindan zenginlestirilmis bir kan érneginin
(bulutsu katman) 10 kez seri seyreltmesi yapilarak dogrulanmistir. Hiicre
numuneleri hekzaplikatlarda DryFlowEx TBNK 6-color ile boyanmistir. Numuneler
BD FACSCanto™ |[l, Beckman Coulter DXFLEX ve Sysmex XF-1600™ akig
sitometreleri kullanilarak analiz edilmistir. Belirtilen lenfosit alt kiimeleri i¢in
Olculen verilerin, BD FACSCanto™ Il kullanilarak 87-7031 lenfosit/ul, Beckman
Coulter DxFLEX kullanilarak 85-6698 hicre/pl ve Sysmex XF-1600™ kullanilarak
175 - 14799 lenfosit/ul lenfosit araidinda dogrusal oldugu gdzlenmistir. Hiicre alt
kimeleri Tablo 8 - 10'da bulunan araliklarda olmustur.

Tablo 8 BD FACSCanto™ Il ile analiz edilen lenfosit alt gruplarinin dogrusal araliklari

BD FACSCanto™ ||
Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (htcre/pl)
CD3+ 79 - 6427
CD3+CD8+ 16 - 1271
CD3+CD4+ 57 - 4749
CD3-CD16+CD56+ 15- 1198
CD3-CD19+ 8-722

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

Beckman Coulter DxFLEX
Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (htcre/ul)
CD3+ 79 - 6251
CD3+CD8+ 16 - 1274
CD3+CD4+ 57 - 4583
CD3-CD16+CD56+ 15-1276
CD3-CD19+ 8-704
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Table 10 Sysmex XF-1600™ ile analiz edilen lenfosit alt kiimelerinin dogrusal araliklari

Sysmex XF-1600™
Lenfosit Alt Kiimesi Aralik (htcre/ul)
CD3+ 128 — 10391
CD3+CD8+ 53 - 4117
CD3+CD4+ 67 - 5421
CD3-CD16+CD56+ 32 - 2681
CD3-CD19+ 14 - 1090

Tespit limiti/Olgiim limiti/Tahlil Egigi

Dogrusallik verileri, tespit limiti (LOD) ve 6l¢iim limitini (LOQ) belirtmek igin
kullaniimigtir.

Tespit limiti, her bir lenfosit alt kiimesi igin sifir olmayan en disik mutlak hiicre
sayisi degeri arti 3xSD (standart sapma) olarak belirtiimistir (bkz. Tablo 11-13).
Olgiim limiti, lenfosit alt kiimesi mutlak sayimi olarak sunulan analit
konsantrasyonlarinin dogrusallik araligindaki en dusik 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 sonuglari, tek bir klinik antite icin benzersiz bir sekilde tanisal degildir, bu
nedenle tahlil esigi tahmin edilemez.

Tablo 11 BD FACSCanto™ ll'de tespit ve dlguim limitleri

BD FACSCanto™ ||

LenfositAll | it icre sayisi| 3+SD (SD) w2 | hoe
(hiicre/pl)

CD3+ 1 0,6 (0,2) 16 3
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2
CD3+CD4+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2

CD3-CD16+CD56+ 2 0,9 (0,3) 2,9 5
CD3-CD19+ 1 0,3(0,1) 1,3 8
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Tablo 12 Beckman Coulter DxFLEX'te tespit ve 6lgim limitleri

Beckman Coulter DxFLEX
. Sifir olmayan en
Lenfosit AL diisiik hilore sayrsi| 3xSD (SD) (hu.Lc?Zm) " ﬁLgSm)
(hiicre/pl)

CD3+ 1 0,3(0,1) 1,3 3
CD3+CD8+ 1 0,3(0,1) 1,3 2
CD3+CD4+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2

CD3-CD16+CD56+ 1 0,3(0,1) 1,3 2
CD3-CD19+ 1 0,6 (0,2) 1,6 8
Tablo 13 Sysmex XF-1600™'de tespit ve 6lgiim limitleri
Sysmex XF-1600™
. Sifir olmayan en
Lenfosit AL diisiik hilore sayisi|  3xSD (SD) (hu!_c?e?lpl) " iiLc?Slul)
(hiicre/pl)

CD3+ 2 0,3(0,1) 2,3 2
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1,6 2
CD3+CD4+ 1 0,6 (0,2) 1,6 8

CD3-CD16+CD56+ 1 0,6 (0,2) 1,6 11
CD3-CD19+ 1 0,3 (0,1) 1,3 14

Tekrarlanabilirlik

Testin tekrarlanabilirligi on kan érnegdi Uzerinde hekzaplikat olarak dlgulmustar.
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).
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Tablo 14 BD FACSCanto™ ll'da cihazin tekrarlanabilirligi

BD FACSCanto™ ||

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 72,15 0,27

CD3+ 0,38
hiicre/pl 10 1454 4.9
% 10 21,05 0,24

CD3+CD8+ 1,18
hiicre/ul 10 434 4,8
% 10 46,68 0,28

CD3+CD4+ 0,61
hiicre/pl 10 932 51
% 10 15,38 0,19

CD3-CD16+CD56+ 1,28
hiicre/ul 10 294 3,6
% 10 11,45 0,15

CD3-CD19+ 1,34
hiicre/ul 10 217 2,7

n = kan dérneklerinin sayisi
Tablo 15 Beckman Coulter DxFLEX'de cihazin tekrarlanabilirligi
Beckman Coulter DxFLEX

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 70,90 0,34

CD3+ 0,48
hiicre/ul 10 1429 6,3
% 10 20,33 0,33

CD3+CD8+ _ 1,33
hiicre/ul 10 418 5,3
% 10 45,60 0,27

CD3+CD4+ 0,72
hiicre/ul 10 911 6,3
% 10 16,13 0,25

CD3-CD16+CD56+ 1,61
hicre/pl 10 308 5,0
% 10 11,24 0,18

CD3-CD19+ 1,69
hicre/pl 10 213 3,3

n = kan érneklerinin sayisi
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Tablo 16 Sysmex XF-1600™'de cihazin tekrarlanabilirligi

Sysmex XF-1600™

Lenfosit Alt Kiimesi Birim n Ortalama SD %CV
% 10 65,29 1,23

CD3+ 2,22
hiicre/pl 10 1090 20,6
% 10 22,34 0,41

CD3+CD8+ 2,30
hiicre/ul 10 377 6,90
% 10 38,12 0,98

CD3+CD4+ 2,77
hiicre/pl 10 633 16,30
% 10 20,92 0,78

CD3-CD16+CD56+ 3,12
hiicre/ul 10 354 13,10
% 10 11,96 0,44

CD3-CD19+ 3,81
hiicre/ul 10 193 7,10

n = kan dérneklerinin sayisi

Yeniden Uretilebilirlik

Testin BD FACSCanto™ |l ve Beckman Coulter DxFLEX Uzerindeki
tekrarlanabilirligi 2 stabilize kan numunesinde (STRECK'ten CD-Chex Plus® ve
CD-Chex Plus® CD4 Low) olglimustir. Testin Sysmex XF-1600™ (izerindeki
tekrarlanabilirligi 4 stabilize kan numunesinde (CD-Chex Plus® ve CD-Chex
Plus® CD4 Low ve ayrica Beckman Coulter'dan IMMUNO-TROL Low Cells ve
IMMUNO-TROL Cells) dlgtlmustir. Numuneler, ayni kosullar altinda 15 gin
boyunca 3 lot Cihaz (her biri 5 guin) kullanilarak dlgtilmustir. Varyasyon katsayilari
(CV) asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 17 - 19).
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Tablo 17 BD FACSCanto™ Il'da cihazin yeniden Uretilebilirligi

Le}r(1_f_05|t '.A‘It Malzeme Birim Ortalama SD %CV
umesi
% 82,07 0,40
CD-Chex Plus® 0,49
hicre/ul 1659 8,1
CD3+
CD-Chex Plus® % 67.87 0.60 0.89
CD4 Low hticre/pl 917 8,1 '
% 25,67 0,43
CD-Chex Plus® 1,66
hicre/ul 519 8,6
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 47,23 0.80 169
CD4 Low hiicre/pl 638 10,8 ’
% 47,20 0,51
CD-Chex Plus® . 1,08
hicre/pl 954 10,3
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 9,56 0.18 185
CD4 Low hiicre/pl 129 2,4 ’
% 9,51 0,27
CD-Chex Plus® 2,87
hicre/pl 192 5,5
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 17,00 0,49 5 89
CD4 Low hiicre/pl 230 6,6 '
% 7,89 0,17
CD-Chex Plus® 2,18
hicre/ul 158 3,4
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 14,10 018 129
CD4 Low hiicre/pl 190 2,5 '
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Tablo 18 Beckman Coulter DxFLEX'de cihazin yeniden Uretilebilirligi

Lenfosit Alt

Kii . Malzeme Birim Ortalama SD %CV
iimesi
% 81,58 0,35
CD-Chex Plus® 0,43
hicre/ul 1649 7,2
CD3+
CD-Chex Plus® % 67,57 0,32 0.48
CD4 Low hticre/pl 913 4,3 '
% 26,57 0,31
CD-Chex Plus® 1,17
hicre/ul 537 6,3
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 48,73 0,41 0.85
CD4 Low hticre/pl 658 56 '
% 45,43 0,53
CD-Chex Plus® 1,17
hicre/pl 918 10,8
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 9,17 0,25 573
CD4 Low hiicre/yl 124 3,4 ’
% 9,77 0,15
CD-Chex Plus® 1,56
CD3-CD16+ hicre/pl 197 3,1
CD56+ CD-Chex Plus® % 17,21 0,23 135
CD4 Low hiicre/l 232 3,1 ’
% 7,99 0,33
CD-Chex Plus® 4,10
hicre/ul 161 6,6
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 14,18 0,23 163
CD4 Low hiicre/pl 192 3,1 '
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Tablo 19 Sysmex XF-1600™'de cihazin yeniden uretilebilirligi

Lenfosit Alt

Kiimesi Malzeme Birim Ortalama SD %CV
CD-Chex Plus® |— 2 80,58 041 0,51
hiicre/ul 1689 8,5
CD-Chex Plus® % 64,19 0,71 1.10
CD3+ CD4 Low hiicre/ul 866 9,6 ’
IMMUNO-TROL % 73,47 0,39 053
Cells hticre/pl 930 4,9 ’
IMMUNO-TROL % 56,03 0,71 126
Low Cells hiicre/yl 431 5.4 ’
CD-Chex Plus® |— 2 23,43 0,60 2,54
hiicre/ul 490 12,5
CD-Chex Plus® % 43,78 0,99 226
CD3+CD8+ CD4 Low htcre/l 591 133 ’
IMMUNO-TROL % 24,11 0,26 108
Cells hiicre/ul 305 3,3 ’
IMMUNO-TROL % 34,74 1,00 287
Low Cells hiicre/l 267 7,7 '
CD-Chex Plus® |— 2 51,381 0.74 1,45
hiicre/ul 1073 15,6
CD-Chex Plus® % 12,14 0,84 6.92
CD3+CD4+ CD4 Low hicre/ul 164 11,3 '
IMMUNO-TROL % 45,17 0,51 114
Cells hiicre/ul 572 6,5 '
IMMUNO-TROL % 15,83 0,36 508
Low Cells hiicre/ul 122 2,8 '
CD-Chex Plus® |2 8,52 0.28 3,31
hiicre/ul 178 5,9
CD-Chex Plus® % 15,53 0,48 3.06
CD3-CD16+ CD4 Low hticre/pl 209 6,4 ’
CD56+ IMMUNO-TROL % 10,03 0,28 580
Cells hiicre/ul 127 3,6 ’
IMMUNO-TROL % 21,59 0,59 274
Low Cells hiicre/ul 166 4,6 '
CD-Chex Plus® |2 9,93 0.25 2,48
hicre/pl 208 5,1
CD-Chex Plus® % 18,70 0,31 1.63
CD3-CD19+ CD4 Low hiicre/pl 252 4,1
IMMUNO-TROL % 13,03 0,34 258
Cells hiicre/ul 165 43 ’
IMMUNO-TROL % 17,45 0,55 314
Low Cells hiicre/l 134 4,2 '
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NOT: Tum analitik performans verileri eritrosit lizis solisyonu EXCELLYSE
Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat. No. ED7066) kullanilarak olgtlmustur.

Akis sitometrisi analizi i¢in yazilim strimunu iceren asagidaki akis
sitometreleri kullanildr:

BD FACSCanto™ I BD FACSDiva Yazilimi — siirim 8.0.2
Beckman Coulter DXFLEX CytExpert for DXFLEX — sirim 2.0.2.18
Sysmex XF-1600™ IPU Yazilimi — striim 0(0.09-00)

Mutlak hiicre sayimlari igin asagidaki spesifikasyonlara sahip ¢ift platformlu
hematoloji analizért kullanildi:
Sysmex XN-1000™ IPU Yazilimi — strim 00-22(164)

Olgiilen verilerin degerlendirilmesi igin asagidaki analiz platformu kullanildi:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - strum 10.9.0

12.Klinik performans

Bagisiklik sistemi patolojik durumlarina sahip oldugundan siiphelenilen
hastalar

Bagisiklik sistemi patolojik durumlarindan sphelenilen 46 hastanin klinik verileri
klinik bir merkezde toplanmistir. Klinik performans, DryFlowEx TBNK 6-color
cihazin akredite klinik laboratuvar yéntemi (AQUIOS CL Flow Cytometry System -
Beckman Coulter, Inc.) ile karsilastiriimasi seklinde belirlenmistir.

Hastalarin immuan durum degerlendirme sonuglari immun yetmezligi baglaminda
degerlendirilmistir (Tablo 20).
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Tablo 20  DryFlowEx TBNK 6-color cihazinin klinik performansi

Akredite klinik laboratuvar yéntemiyle
degerlendirilen immiin durum

Bagisiklik sistemi
patolojik durumlari

Normal durum

B

° 5 Bagisiklik sistemi

25 E patolojik 9 hasta 0 hasta
v 2= durumlari

Ze S 2

m @2 E

FeE2

x ¥ T >

W NEDT

=E3

258 Normal durum 0 hasta 37 hasta
2, [F]

5 ©

13.Beklenen degerler

Referans Arahgi

Tablo 21 BD FACSCanto™ ll'de 6lgllen saglikh kan dondrlerinin Referans Araliklari

Aralik
Lenfosit Alt Kiimesi n Birim Medyan
Min Min
92 % 53,2 84,4 73,2
CD3+ "
92 hiicre/pl 731 2550 1298
92 % 6,9 38,3 23,0
CD3+CD8+ "
92 hiicre/pl 126 1138 427
92 % 27,6 63,3 43,6
CD3+CD4+ ~
92 hiicre/ul 455 1751 774
92 % 53 33,5 13,7
CD3-CD16+CD56+ -
92 hiicre/pl 101 692 255
92 % 3,1 21,2 10,7
CD3-CD19+ -
92 hiicre/pl 56 412 200

n = kan érneklerinin sayisi
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Tablo 21'teki referans araliklari, bir kan bankasina kan donérligu igin belirlenen
kati kriterleri karsilayan ve Cek Cumhuriyeti mevzuatina gore kan donéri kabul
edilen saglikh hastalar tGzerinde olusturulmustur. Veriler BD FACSCanto™ Il akis
sitometresi ile dlgUlmustar.

Belirli referans araliklari, degerlerin olusturuldugu bdlgeye ve populasyona bagl
olarak degisiklik gosterebilir. Bu nedenle laboratuvarlar; yas, cinsiyet, klinik
Ozellikler ve etnik kdkene bagli deger farkliliklari nedeniyle normal dondrlerin
yerel populasyonundan DryFlowEx TBNK 6-color kullanilarak tanimlanan lenfosit
alt kiimeleri i¢in kendi normal referans araliklarini olusturmalidir.

14.Kisitlamalar

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

DryFlowEx TBNK 6-color cihazi, I16semi ve lenfoma 6rneklerinin taranmasi
ve/veya fenotiplendiriimesi igin tasarlanmamistir.

Mutlak sayimlar, gesitli Greticilerin farkli ekipmanlarini kullanan laboratuvarlar
arasinda karsilastirillamaz.
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