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1. Urceny Gcel prostredku

KOMBITEST TBNK 6-color detekuje a pocita lymfocytarni populace a subpopulace
z pIné lidské krve pomoci pritokové cytometrie.

Co se zjiStuje a/nebo méfi

KOMBITEST TBNK 6-color detekuje a méri procenta a absolutni poc¢ty T bunék
(CD3+), B bunék (CD3-CD19+), NK bunék (CD3-CD16+56+), pomocnych/
induktorovych (CD3+CD4+) a supresorovych/cytotoxickych (CD3+CD8+)
subpopulaci T bunék.

Funkce prostredku

Prostredek je urcen k posouzeni imunitniho stavu normalnich pacienti a maze
pomoci pfi diagnostice pacientll s imunodeficitem nebo podezienim na néjaky typ
imunodeficitu.

Souvislost s fyziologickym nebo patologickym stavem

Frekvence populaci lymfocytd mérené pomoci prostiedku mohou byt ovlivnény
raznymi patologickymi stavy a vyhodnoceni jejich relativniho a absolutniho poctu
Ize vyuzit pfi posouzeni:

o progrese infekce lidského viru imunitni nedostate¢nosti (HIV) (47,9
o dédi¢né imunodeficience 3 4 11.12,15,17)

e autoimunitniho onemocnéni ¢

e vrozené poruchy imunitniho systému (1314

Typ testu
Neni automatizovany
Kvantitativni

Typ poZadovaného vzorku
Vzorek lidské antikoagulované periferni pIné krve

Testovaci populace
Neni urceno pro testovani konkrétni populace.

2. U&el pougiti

Prostfedek je urc¢en pouze pro profesionalni pouziti v laboratofri. Prostfedek neni
urcen pro vysetreni v blizkosti pacienta nebo pfimo u pacienta a neni urcen pro
sebetestovani.

PozZadavky na kvalifikaci

Uzivatel musi mit soucasné odborné znalosti v oblasti pritokové cytometrie,
ovladat standardni laboratorni techniky, véetné pipetovani, manipulovat bezpecné
a spravné se vzorky z lidského téla.
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UzZivatel musi splfiovat normu EN ISO 15189, pfipadné jiné narodni legislativni
normy.

3. Princip testu

Princip testu je zaloZzen na detekci vazby monoklonalni protilatky na specifickou
molekulu (antigen) exprimovanou na lidskych krevnich burikach. Pouzité
monoklonalni protilatky jsou znacené riznymi fluorochromy, které jsou excitovany
laserovym paprskem z pratokového cytometru béhem akvizice zpracovaného
krevniho vzorku. Fluorescence (emise svétla) zachycena z kazdého fluorochromu
na naznacené krevni bunce je nasledné analyzovana cytometrem. Intenzita
fluorescence je pfimo Umérna hustoté exprese antigenu v detekované burice, coz
umozniuje rozliseni riznych bunécnych subpopulaci.

4. Poskytované materialy

Obsah

Prostiredek KOMBITEST TBNK 6-color vystaci na provedeni 50 testU a je dodavan
ve formatu:

1 lahvicka (1 ml) obsahujici kombinaci fluorescen¢né znac¢enych monoklonalnich
protilatek CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-Cy™5.5 /

CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, nafedénych na optimalni
koncentrace ve stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM azidu
sodného.

SloZeni
Tabulka 1 Popis aktivnich slozek
Antigen Fluorochrom Klon Izotyp KOE’I:ge/I:]I’l?Ce
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. Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)

Lyza¢ni roztok (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat. ¢. ED7066 nebo
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat. ¢. BD303500)

Deionizovana voda

Kontrolni buriky (Streck CD-Chex Plus®, Kat. ¢. 213323 nebo ekvivalentni
lyzovatelné bunééné kontroly)

6. Nutna zarizeni
Automaticka pipeta s jednorazovymi spickami (20 - 100 ul) pro pipetovani vzork( a
¢inidel

Davkovac kapalin nebo pipeta s jednorazovymi spickami (0,5 - 2 ml) pro davkovani
lyzacniho roztoku

Vortex

Hematologicky analyzator (pro stanoveni absolutniho po¢tu bunék) schopny mérit
pocty bilych krvinek (WBC) a lymfocyt( na ul vzorku

Pratokovy cytometr vybaveny dvéma laserovymi excita¢nimi zdroji (488 nm a
~ 635 nm), detektory pro rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory
vhodnymi pro sbér signal( z fluorochromd uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochromd pouzitych v prostiedku

Fluorochrom Excitace [nm] Emise [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

POZNAMKA: Prostiedek byl testovan na priitokovych cytometrech
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) a Sysmex
XF-1600™ (Sysmex Corporation).
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7. Skladovani a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C.
Chrante pred primym slunec¢nim svétlem.
Nezamrazujte.

Informace o stabilité po prvnim otevieni a dobé pouZitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztokt (v pripadé potieby)
naleznete v ¢asti 10 Postup (Pfiprava reagencii).

8. Vystrahy, opatreni a omezeni

GHS klasifikace nebezpecnosti

Uplné informace o rizicich, ktera predstavuji chemické latky a smési obsazené v
tomto vyrobku a o tom, jak s nimi zachazet a jak je likvidovat, naleznete v
Bezpecnostnim listu (SDS), ktery je k dispozici na www.exbio.cz.

Biologické riziko

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materidly, které s nimi prichazeji
do kontaktu, jsou vZzdy povaZzovany za infekéni.

Pouzivejte osobni ochranné a bezpecnostni pomcky, abyste zabranili kontaktu s
kdzi, o¢ima a sliznicemi.

DodrzZujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiald.

Projevy znehodnoceni prostfedku

Normalni vzhled dodané reagencie je Cirad kapalina. Nepouzivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napt. zakal nebo zndmky precipitace.
Omezeni pouZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

9. Vzorek

PouZzijte zilni periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako
zdravotnicky prostfedek s antikoagulantem EDTA.

POZNAMKA: Stanovte absolutni pocet bilych krvinek a pocet lymfocyt(i v
odebraném vzorku krve pomoci hematologického analyzatoru. KOMBITEST
TBNK 6-color neposkytuje absolutni poc¢ty bunék.

Krevni vzorek s WBC pfesahuijici poéet 40x102 bunék/ul bude pfed zpracovanim
vyZadovat naredéni pomoci PBS.

Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 24 hodin po odbéru. Vzorek skladujte pri
laboratorni teploté (20 - 25°C). Neuchovavejte vzorek v chladnicce.
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Endogenni interference

Na zakladé vyzkumu védecké literatury jsou zdroje endogenni interference

identifikovany v tabulce 3.

Tabulka 3 Endogenni interference prostfedku

Endogenni interference

Vliv

Odkazy

Albumin

Albumin maze interferovat ve
vysokych koncentracich diky své
schopnosti vazat a také uvolnovat
velka mnozstvi ligandu.

18,19, 35

Bilirubin (Zloutenka)
(nekonjugovany)

Bilirubin maze zvysit fluorescencni
pozadi bunék diky své vysoké
autofluorescenci.

22,24,28

Zbytky bunék (po lyze)

Zbytky bunék mohou poskytovat
nepresné pocty bunék a vycerpat
protilatky v zafizeni.

21,25

Erytrocyty

Nedostate¢na lyza, ¢ervené krvinky
pritomné ve vzorku mohou vést k
chybnému pocitani bunék.

26

Hemoglobin

Hemolyzované vzorky mohou
poskytovat chybné vysledky.

23

Lidské anti-mysi
protilatky

Lécba monoklonalnimi protilatkami
muze vést k chybnym vysledkim
(schopnost vazat se na antigeny
bunééného povrchu).

20, 30, 31,
32,33, 34

Imunoglobuliny

Nelze promyvat metodou na jedné
platformé a mlze vést k chybnému
poctu podskupin lymfocytu.

21

Revmatoidni faktory

Pritomnost RF interferuje s MIA
(multiplexni imunoanalyzy).

27

Triglyceridy

Vysoké cirkulujici hladiny lipidd
mohou ovlivnit analyzu pritokovou
cytometrii urcitych populaci
krevnich bunék.

29

Exogenni interference

Vzorek starsi nez 24 hodin maze poskytovat chybné vysledky.

Chlazeny vzorek mUZe poskytovat chybné vysledky.

Nespravna priprava roztoku pro lyzu erytrocyt mize vést k chybnym vysledkim.
Dodrzujte pokyny vyrobce pro pouziti roztoku pro lyzu erytrocyta.
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10.Postup

PFiprava reagencii

Neni nutna Zadna priprava reagencie.

Pred pouzitim vytemperujte reagencii na pokojovou teplotu. Primarni obal udrzujte
v suchu.

Pouzijte reagencii primo z piivodniho obalu. Doba, po kterou je reagencie
pouzivana (vystavena svétlu a zvysené teploté), nesmi pfesahnout 4 hodiny denné.

Po prvnim otevreni si reagencie zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovana za uvedenych podminek v origindlnim primarnim
obalu.

UPOZORNENI: Reagencii nefedte.

PFiprava nutnych, ale neposkytovanych materiali

Podle pokynt vyrobce nafedte koncentrovany lyza¢ni roztok na pracovni roztok
deionizovanou vodou. Pracovni roztok (1X) je stabilni po dobu 1 mésice pfi
skladovani v davkovaci kapalin nebo uzaviené nadobé pri pokojové teploté.

Kontrola kvality
Pouzijte Streck CD-Chex Plus® nebo ekvivalentni kontrolni material, abyste ovéfili
spravnou funkci prostredku. Streck CD-Chex Plus® poskytuje stanovené hodnoty

relativniho a absolutniho poc¢tu T bunék, B bunék, granulocytt, monocytd a NK
bunék, v¢éetné dvou klinicky relevantnich hladin CD4+ bunék.

Obarvéte kontrolni bunky pomoci KOMBITEST TBNK 6-color podle postupu
Znaceni vzorku. Ovéfte, ze ziskané vysledky (pocty pozitivnich bunék) jsou v
ocekavaném rozsahu uvedeném pro pouzitou Sarzi kontrolniho materialu.

Znaceni vzorku

1. Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem
identifika¢nim Gdajem vzorku.

2. Pipetujte 20 ul KOMBITEST TBNK 6-color na dno testovaci zkumavky 12 x 75
mm s kulatym dnem.

3. Pipetujte 50 ul dobre promichaného krevniho vzorku na dno zkumavky.

UPOZORNENI: Viyvarujte se pipetovani krve na sténu zkumavky. Pokud stopy
nebo kapky krve ulpi na sténé zkumavky, nemusi byt obarveny reagencii nebo
nemusi dojit k lyzi erytrocyt( a vysledek testu nemusi byt platny.

4. Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 20 minut pfi
pokojové teploté ve tmé.

5. Pridejte 500 ul pracovniho roztoku lyzaéniho &inidla (1X) do testovaci
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zkumavky.

6. Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté ve tmé.

Obarveny vzorek ihned mérte pritokovym cytometrem. V pripadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uchovavejte v temnu pri 2-8 °C a analyzujte do
24 hodin.

UPOZORNENI: Bezprostiedné pred akvizici priitokovym cytometrem vzorek
vortexujte, aby se zabranilo tvorbé agregat(.

Analyza pritokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s prostredkem KOMBITEST TBNK 6-color
musi byt rutinné kalibrovan pomoci fluorescencnich mikrokulicek podle pokynt
vyrobce cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektora.

Pfi nespravné udrzbé mlze pratokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci 6 Nutna zafizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochromd.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na pozadovanych
fluorescencnich detektorech. Napéti na fotonasobici by mélo byt nastaveno
dostatecné vysoko, aby minimum negativnich udalosti bylo zaznamenano v nultém
kanalu na ose fluorescence. Napéti na fotonasobici by také nemélo prekrocit
hodnoty, pfi kterych jsou pozitivni udalosti natlaceny k pravé ose.

Kompenzujte fluorescencni signaly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescencni signaly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné, mohou byt data nespravné interpretovana.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat
(napr. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza dat obarveného vzorku KOMBITEST TBNK 6-color

Namérena kompenzovana data zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus
CD45PerCP-Cy™5.5. Ohranicte populaci CD45+ lymfocyt(, jak je zndzornéno na

obrazku 1.

Obrazek 1 Obhraniceni CD45+ lymfocyt(
(data ziskana na cytometru BD FACSCanto™ II)

200 -
WS —

00k =

Side Scatter

5l -

-1I'JS L] 'II.'IS 104 105

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Poté zobrazte ohranicené CD45+ lymfocyty v grafu side-scatter (SSC) versus

CDS FITC, jak je zndzornéno na obrazku 2. Rozdélte CD3+ a CD3- lymfocyty
pomoci vhodné nastavenych region (gatt). Vypocitejte procentudlni zastoupeni T-
lymfocytd (CD3+; oblast B na obrazku 2) ze vSech lymfocytu.

Side Scatter

Obrazek 2 Rozdéleni CD3+ a CD3- lymfocytt

(data ziskana na cytometru BD FACSCanto™ II)

200 -
Tl -

100K =

Sl

o 1o

CD3 FITC
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Ohranic¢ené CD3- lymfocyty (oblast A na obrazku 2) zobrazte v grafu CD19 APC
versus CD16+CD56 PE, jak je zndzornéno na obrazku 3. Nastavte vhodny region
(gate) a vypocitejte procentudlni zastoupeni B-lymfocytd (CD16-CD56-CD19+;
oblast C na obrazku 3) a NK bunék (CD16+CD56+CD19-; oblast D na obrazku 3)
ze vsech lymfocyt(.

Obrazek 3 CD3- lymfocyty v dot-plot CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(data ziskana na cytometru BD FACSCanto™ II)

CD19 APC

lﬂs 'II.'|4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Zobrazte T-lymfocyty (CD3+; oblast B na obrazku 2) v grafu CD4 PE-Cy™7 versus
CD8 APC-Cy™7, jak je zobrazeno na obrazku 4. Nastavte vhodny region (gate) a
vypocitejte procentudlni zastoupeni pomocnych/induktorovych T-lymfocytt
(CD4+CD8-; oblast E na obrazku 4) a supresorovych/cytotoxickych T-lymfocytt
(CD4-CD8+; oblast F na obrazku 4) ze vsech lymfocyta.

Obrazek4 CD3+ lymfocyty v dot-plot CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7
(data ziskana na cytometru BD FACSCanto™ II)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Vypocet a interpretace analytickych vysledkt
Pro ziskani absolutnich poctd pouZijte absolutni pocetni zastoupeni lymfocyt(
stanovené hematologickym analyzatorem. Postupujte podle pokynt vyrobce
hematologického analyzatoru. Pro vypocet absolutniho poc¢tu pozadované
subpopulace lymfocytll pouzijte nize uvedenou rovnici.

B (%)

A - - -
X 100 (%)

= Absolutni pocetni zastoupeni pozadované subpopulace lymfocyta

A = absolutni pocetni zastoupeni lymfocytd
(data z hematologického analyzatoru; bunék / ul)

B = relativni pocetni zastoupeni poZzadované subpopulace lymfocyt( ze vsech
lymfocytt (data z pritokového cytometru; %)

12 /32



11.Vlastnosti analytické funkce

POZNAMKA: Véechna data pro hodnoceni vlastnosti analytické funkce byla
mérena za pouZziti lyza¢niho roztoku EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s.,
Kat. ¢. ED7066).

Specificita
Monoklonalni protilatka TB3 rozpoznava CD3 antigen TCR/CD3 komplexu.
Specificita protilatky byla potvrzena na HCDM Council (HLDA XI workshop).

Monoklonalni protilatka MEM-241 rozpoznava CD4 antigen (povrchovy
glykoprotein T bunék CD4). Specificita protilatky byla potvrzena na HCDM Council
(HLDA VIII workshop).

Monoklonalni protilatka LT8 rozpoznava CD8 antigen (disulfidicky vazany dimer
exprimovany jako dva homodimery CD8 alfa fetézce nebo heterodimery CD8
alfa/beta fetézce). Specificita protilatky byla potvrzena na HLDA workshopech
(workshop HLDA V 19 a workshop HLDA VII ©),

Monoklonalni protilatka 3G8 rozpoznava CD16 antigen (nizkoafinitni
imunoglobulin typu Il Fc-gama receptor). Specificita protilatky byla potvrzena
workshopem HLDA (HLDA V workshop (19)).

Monoklonalni protilatka LT56 rozpoznava leukocytarni izoformu lidského CD56
antigenu (Molekula adheze nervovych bunék 1 - NCAM). Specificita protilatky byla
potvrzena na HCDM Council (HLDA X workshop).

Monoklonalni protilatka LT19 rozpoznava CD19 antigen (transmembranovy
glykoprotein B bunék CD19). Specificita protilatky byla potvrzena na HCDM
Council (HLDA X workshop).

Monoklonalni protilditka MEM-28 rozpoznava vsechny leukocytarni izoformy CD45
(receptorova protein tyrozin fosfataza typu C). Specificita protilatky byla potvrzena
workshopem HLDA (dilna HLDA Il (10,

Pfesnost

Presnost prostfedku byla na pritokovém cytometru BD FACSCanto™ Il namérena
a stanovena porovnanim prostfedku KOMBITEST TBNK 6-color s podobnym
vyrobkem dostupnym na trhu BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (Kat. ¢.
644611) paralelnim barvenim 30 zdravych darca.

Presnost metody na pritokovych cytometrech Beckman Coulter DXFLEX a Sysmex
XF-1600™ byla stanovena porovnanim vysledkd analyzy stejnych krevnich vzorkd
39 zdravych darcl obarvenych prostiredkem KOMBITEST TBNK 6-color a analyzou
na pritokovych cytometrech BC DxFLEX a BD FACSCanto™ Il a na pratokovych
cytometrech Sysmex XF-1600™ a BD FACSCanto™ II.

Pfesnost metody byla podporena paralelnim barvenim 134 pacient( (viz tabulka 7)
s podezrenim na patologicky stav imunitniho systému. Parametry linedrni regresni
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analyzy jsou uvedeny v tabulkach 4-7.

Tabulka 4 Linearni regresni analyza pro jednotlivé subpopulace lymfocytd u zdravych darct
(srovnani prostiedku KOMBITEST TBNK 6-color s IVD produktem BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (kat. ¢. 644611))

Subpopula:: € Jednotky| n |Smérnice| Intercept R2 Rozsah
lymfocytl
D3 % 30 1,00 -0,006 0.9942 | 49,03 - 84,87
+
bunék/ul| 30 0,99 5,464 0.9986 608 - 2137
% 30 0,98 0,003 0.9957 | 10,43 - 40,17
CD3+CD8+
bunék/ul| 30 0,97 8,959 0.9981 145 - 1016
% 30 0,99 0,004 0.9939 | 29,70 - 56,37
CD3+CD4+
bunék/ul| 30 0,99 6,588 0.9975 321 - 1407
% 30 1,01 -0,002 0.9968 | 5,15 -38,93
CD3-CD16+CD56+
bunék/ul| 30 1,02 -6,186 0.9985 97 - 1036
% 30 1,00 0,003 0.9948 | 5,42 - 25,00
CD3-CD19+
bunék/ul| 30 1,02 1,611 0.9925 74 - 352

n = pocet krevnich vzork(
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Tabulka 5 Linearni regresni analyza pro jednotlivé subpopulace lymfocytd u zdravych darct
(srovnani prostfedku ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX s BD FACSCanto™ Il)

Presnost méreni ED7733 na Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX pratokovy cytometr vs. BD FACSCanto™ Il pratokovy
cytometr

Presnost méreni

Subpopula:: € Jednotky| n |Smérnice | Intercept R2 Rozsah
lymfocytl
D3 % 39 | 0,9822 0,0145 0,9879 52,7 -83,8
+
bunék/ul| 39 | 0,9792 -24,255 | 0,9811 439 - 2406
% 39 1,0171 0,0052 0,9829 13,7 -418
CD3+CD8+
bunék/ul| 39 1,0478 -3,0975 | 0,9930 131-1170
% 39 | 0,9789 -0,001 0,9857 11,7 - 62,7
CD3+CD4+
bunék/ul| 39 | 0,9768 -1,499 0,9929 128 - 1429
% 39 | 0,9727 0,0054 0,9815 3,53-344
CD3-CD16+CD56+
bunék/ul| 39 | 0,9699 10,484 0,9886 85-673
% 39 1,0212 -0,0047 | 0,9757 511-19,8
CD3-CD19+
bunék/ul| 39 | 0,9767 | -0,0385 | 0,9825 77 - 386

n = pocet krevnich vzorkd
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Tabulka 6 Linearni regresni analyza pro jednotlivé subpopulace lymfocyt( u zdravych darct
(srovnani prostfedku ED7733 na Sysmex XF-1600™ s BD FACSCanto™ Il)

Presnost méreni ED7733 na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™ pratokovy cytometr vs. BD FACSCanto™ Il priitokovy cytometr

Presnost méreni

Subpopula:: € Jednotky| n |Smérnice | Intercept R2 Rozsah
lymfocytl
D3 % 39 1,0058 0,0105 0,9918 53,7-86/4
+
bunék/ul| 39 1,0174 4,2861 0,9991 425 - 2446
% 39 1,0134 0,0015 0,9924 13,1-41,9
CD3+CD8+
bunék/ul| 39 1,0346 -11,555 | 0,9976 121 - 1099
% 39 1,0017 0,0103 0,9963 12,9 - 64,5
CD3+CDA4+
bunék/ul| 39 1,0043 17,382 0,9981 116 - 1474
% 39 | 0,9889 -0,0039 | 0,9868 3,2-33,6
CD3-CD16+CD56+
bunék/ul| 39 0,972 -3,4422 | 0,9903 77 - 660
% 39 1,0162 -0,0039 | 0,9852 514-19,0
CD3-CD19+
bunék/ul| 39 | 0,9777 0,1994 0,9898 78 - 395

n = pocet krevnich vzorkd
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Tabulka 7 Linearni regresni analyza pro jednotlivé subpopulace lymfocyt( u pacient( s
podezienim na patologicky stav imunitniho systému (srovnani prostiredku KOMBITEST
TBNK 6-color s AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. a
akreditovanou klinickou laboratorni ,in house“ metodou - smés fluorescen¢né znacenych
monoklonalnich protilatek od riznych vyrobc( s analyzou na cytometru BD FACSCanto™ 1)

Subpopula:: € Jednotky| n |Smérnice | Intercept R2 Rozsah
lymfocytl
% 134 1,032 -2,655 0,98 23,9-94,5
CD3+
bunék/ul| 134 1,023 -0,047 0,97 140 - 5178
% 134 1,020 -0,803 0,98 9,1-80,7
CD3+CD8+
bunék/ul| 134 1,055 -0,041 0,96 60 - 3546
% 134 1,014 -0,651 0,98 14-67,5
CD3+CD4+
bunék/ul| 134 | 0,994 -0,005 0,98 8 -2826
% 134 1,064 -0,400 0,98 1,6 - 68,2
CD3-CD16+CD56+
bunék/ul| 134 1,080 -0,014 0,99 10 - 2612
% 134 1,027 -0,376 0,99 0,0-69,7
CD3-CD19+
bunék/ul| 134 1,043 -0,010 1,00 0-4586
Linearita

Linearita prostredku byla ovérena na 10 sériovych rfedénich vzorku krve
obohaceného o leukocyty (buffy coat). Vzorky bunék byly zna¢eny pomoci
KOMBITEST TBNK 6-color v hexaplikatech. Vzorky byly analyzovany pratokovymi
cytometry BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFLEX a Sysmex XF-1600™.
Namérena data ukazuji, Ze uvedené subpopulace lymfocytl jsou linedrni v rozsahu
koncentrace lymfocyti 333 - 9492 bunék/ul u cytometru BD FACSCanto™ I, 309
- 8693 bunék/ul u cytometru Beckman Coulter DxFLEX a 86 - 6822 bunék/ul u
cytometru Sysmex XF-1600™. V tabulkach 8 az 10 jsou uvedeny rozsahy
koncentraci pro jednotlivé subpopulace bunék, ve kterych bylo jejich pocetni
zastoupeni v linearité.

17/ 32



Tabulka 8 Linearni rozsahy subpopulaci lymfocyt( analyzované pomoci BD FACSCanto™ Il
BD FACSCanto™ Il

Subpopulace lymfocytt Rozsah (bunék/pl)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabulka 9 Linearni rozsahy subpopulaci lymfocytl analyzované pomoci Beckman Coulter
DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Subpopulace lymfocytt Rozsah (bunék/ul)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Tabulka 10 Linearni rozsahy subpopulaci lymfocytt analyzované pomoci
Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™
Subpopulace lymfocytt Rozsah (bunék/pl)
CD3+ 45-3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7 - 567
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Limit detekce / Limit kvantifikace / Cut-off test

Data z linearity byla pouZzita ke stanoveni limitu detekce (LOD) a limitu

kvantifikace (LOQ).

plus 3xSD (standardni odchylka) pro kazdou podskupinu lymfocyt (viz tabulky 11
-13).

analytu prezentovany jako absolutni pocet subpopulace lymfocytd, pfi kterém CV z
hexaplikat( nepresahlo 10 % a vytéznost byla v rozmezi 90 % - 110 % (viz tabulky

11 - 13).

Vysledky testu nejsou vazané na jednoznacnou diagnozu, proto nelze odhadnout

Cut-off.
Tabulka 11 Limity detekce a kvantifikace na cytometru BD FACSCanto™ I
BD FACSCanto™ Il
Subpopulas:e Nejnii§[ nenulcivy’l pocet 3xSD (SD) L?D LQQ
lymfocytt bunék (bunék/pl) (bunék/pl) (bunék/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

Tabulka 12 Limity detekce a kvantifikace na cytometru Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Subpopulaoce Nejniiéi nenulovvy pocet 3xSD (SD) L(?D L(?Q
lymfocytt bunék (bunék/pl) (bunék/pl) (bunék/pl)

CD3+ 1 0,6 (0,2) 1,6 9
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1,6 34
CD3+CD4+ 2 1,2 (0,4) 3,2 43
CD3-CD16+CD56+ 1 0,9 (0,3) 1,9 23
CD3-CD19+ 2 1,5(0,5) 3,5 41
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Tabulka 13 Limity detekce a kvantifikace na cytometru Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Subpopula::e Nejniié[ nenulctvy’l pocet 3xSD (SD) L?D LQQ
lymfocytt bunék (bunék/pl) (bunék/pl) (bunék/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

Opakovatelnost

Opakovatelnost prostfedku byla namérena na deseti vzorcich krve v hexaplikatech.
Vzorky byly analyzovany pritokovymi cytometry BD FACSCanto™ Il, Beckman
Coulter DxFLEX a Sysmex XF-1600™. Varia¢ni koeficienty (CV) jsou uvedeny v
tabulkach nize (Tabulka 14 a 16).

Tabulka 14 Opakovatelnost prostfedku na pritokovém cytometru BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Subpopulace lymfocytll | Jednotky n Pramér SD % CV
% 10 70,34 0,56

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

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

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

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

CD3-CD19+ 2,31
bunék/ul 10 227 4,78
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Tabulka 15 Opakovatelnost prostfedku na pritokovém cytometru Beckman Coulter

DxFLEX
Beckman Coulter DxFLEX

Subpopulace lymfocytt | Jednotky n Pramér SD % CV
% 10 70,80 0,61

CD3+ 0,95
bunék/pul 10 1406 11,19
% 10 23,80 0,32

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

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

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

CD3-CD19+ 2,83
bunék/ul 10 227 5,94

Tabulka 16 Opakovatelnost prostfedku na pratokovém Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Subpopulace lymfocytt | Jednotky n Pramér SD % CV
% 10 69,15 0,89

CD3+ 1,39
bunék/ul 10 1151 14,62
% 10 23,12 0,36

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

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

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

CD3-CD19+ 3,37
bunék/ul 10 173 5,56
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost prostfedku na cytometrech BD FACSCanto™ Il a Beckman
Coulter DxFLEX byla mérena na 2 stabilizovanych vzorcich krve (CD Chex Plus® a
CD-Chex Plus® CD4 Low od STRECK). Reprodukovatelnost prostfedku na
cytometru Sysmex XF-1600™ byla mérena na 4 stabilizovanych vzorcich krve

(CD Chex Plus® a CD-Chex Plus® CD4 Low a IMMUNO-TROL Low Cells a
IMMUNO-TROL Cells od Beckman Coulter). Vzorky byly méreny pfi stejnych
podminkach po dobu 15 dnt za pouziti 3 sarzi prostfedku (kazda 5 dni). Varia¢ni
koeficienty (CV) jsou uvedeny v tabulkach niZe (Tabulka 17 - 19).

Tabulka 17 Reprodukovatelnost prostredku na priitokovém cytometru BD FACSCanto™ Il

Subpopulace Material Jednotky | Pramér SD % CV
lymfocytl
% 76,84 0,18 0,23
CD-Chex Plus®
bunék/ul 1896 439 0,23
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,61 0,32 0,53
CD4 Low bunék/ul 879 465 0,53
% 23,45 0,23 0,97
CD-Chex Plus®
bunék/ul 578 5,62 0,97
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,17 0,31 0,73
CD4 Low bunék/ul 612 455 0,73
% 48,78 0,45 0,93
CD-Chex Plus®
bunék/ul 1203 11,15 0,93
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,53 0,26 2,11
CD4 Low bunék/pl 182 3,84 2,11
% 10,76 0,22 2,03
CD-Chex Plus®
bunék/pl 265 5,39 2,03
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19,51 0,38 1,94
CD4 Low bun&k/pl 283 5,49 1,94
% 11,30 0,16 1,45
CD-Chex Plus®
bunék/ul 279 4,03 1,45
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18,05 0,32 175
CD4 Low bunék/pl 262 4,58 1,75
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Tabulka 18 Reprodukovatelnost prostfedku na pritokovém cytometru Beckman Coulter

DxFLEX
Subpopulace Material Jednotky | Pramér SD % CV
lymfocytl
% 77,17 0,21 0,27
CD-Chex Plus®
bunék/pl 1904 5,23 0,27
CD3+
CD-Chex Plus® % 60,85 0,43 0.71
CD4 Low bunék/pl 883 6,24 0,71
% 23,87 0,20 0,85
CD-Chex Plus®
bunék/ul 589 4,99 0,85
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42,81 032 0,75
CD4 Low bunék/ul 621 465 0,75
% 46,47 1,41 3,03
CD-Chex Plus®
bunék/ul 1146 34,77 3,03
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12,16 0,53 4,37
CD4 Low bunék/pl 176 7,71 4,37
% 10,59 0,20 1,88
CD-Chex Plus®
CD3-CD16+ bunék/pl 261 492 1,88
CD56+ CD-Chex Plus® % 19,38 0,32 1,63
CD4 Low bun&k/pl 281 4,59 1,63
% 11,07 0,17 1,54
CD-Chex Plus®
bunék/ul 273 419 1,54
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 195
CD4 Low bun&k/pl 259 5,05 1,95
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Tabulka 19 Reprodukovatelnost prostredku na pritokovém cytometru Sysmex XF-1600™

Subpopulace

lymfocyti Material Jednotky Primér SD % CV
% 78,50 0,33
CD-Chex Plus® bunek/ul 1642 7.0 0,43
CD-Chex Plus® % 60,51 0,42 069
CD3+ CD4 Low bunék/pul 816 5,7 ’
IMMUNO-TROL % 72,30 0,44 0.61
Cells bunék/ul 930 5,6 ’
IMMUNO-TROL % 53,97 0,79 1.46
Low Cells bunék/ul 450 6,6 ’
% 22,39 0,20
CD-Chex Plus® bunak/ul 268 41 0,88
CD;:CDh:xL Plus® % 41,85 0,54 1.29
ow bunék/ul 565 7,3 ’
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24,06 0,28 14
Cells bunék/ul 309 3,5 ’
IMMUNO-TROL % 33,99 0,76 293
Low Cells bunék/ul 283 6,3 ’
% 51,87 0,35
CD-Chex Plus® bunak/ul 1085 72 0,67
CD-Chex Plus® % 12,30 0,44 361
CD3+CD4+ CD4 Low bunék/ul 166 6,0 ’
IMMUNO-TROL % 4477 0,42 093
Cells bunék/ul 576 53 ’
IMMUNO-TROL % 15,35 0,29 1.90
Low Cells bunék/ul 128 24 ’
% 9,80 0,16
CD-Chex Plus® bunak/ul 205 33 1,61
CD-Chex Plus® % 17,79 0,34 191
CD3-CD16+ CD4 Low bunék/ul 240 4,6 ’
CD56+ IMMUNO-TROL % 10,33 0,22 211
Cells bunék/ul 133 2,8 ’
IMMUNO-TROL % 22,35 0,40 180
Low Cells bunék/ul 186 34 ’
% 10,06 0,17
CD-Chex Plus® bunak/ul 510 37 1,74
CD;:CSfoPlus@ % 19,70 0,31 161
ow bunék/ul 260 4.2 ’
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12,92 0,32 248
Cells bunék/ul 166 4,1 ’
IMMUNO-TROL % 17,31 0,51 297
Low Cells bunék/ul 144 4.3 ’
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UPOZORNENI: Pro analyzu priitokovou cytometrii byly pouzity nasledujici
pratokové cytometry véetné verze softwaru:

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

Pro absolutni poc¢ty bunék byl pouzit dvouplatformovy hematologicky
analyzator s nasledujicimi specifikacemi:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - verze 00-22(164)

Pro vyhodnoceni namérenych dat byla pouZita nasledujici analyticka platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - verze 10.9.0

12.Vlastnosti klinické funkce

Pacienti s primarni imunodeficienci

Klinicka data byla shromazdéna pro 30 pacientll s podezienim na béznou variabilni
imunodeficienci (CVID - Common Variable Immune Deficiency). Klinicka funkce
prostredku ED7733 byla stanovena srovnanim prostredku

KOMBITEST TBNK 6-color v kombinaci s lyzaénim roztokem EXCELLYSE Easy
(EXBIO Praha, a.s., Kat. ¢. ED7066) s akreditovanou klinickou laboratorni metodou
(AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc.).

Vysledky posouzeni imunitniho stavu pacienta byly hodnoceny s ohledem na
pritomnost imunodeficience (Tabulka 20).
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Tabulka 20 Klinicka funkce prostfedku KOMBITEST TBNK 6-color - CVID pacienti

Imunitni stav pacienta stanoven
akreditovanou klinickou laboratorni metodou
Imunodeficience Normalni stav
g5k
O £ W | Imunodeficience 24 pacientd 0 pacient
(] —_—
[1°] >2 o 2
2% s S
g§20v
1) 2‘ X v
‘= mn Z
c o
=2 >0
c O ,’: = i . o . o
g cA Normalni stav 0 pacient(l 6 pacient(
+ Ll
-

Pacienti se ziskanou imunodeficienci

Klinicka data byla shromazdéna pro 53 pacientl s potvrzenou infekci virem lidské
imunitni nedostate¢nosti (HIV - Human Immunodeficiency Virus). Klinicka funkce
prostredku ED7733 byla stanovena srovnanim prostredku

KOMBITEST TBNK 6-color v kombinaci s lyzacnim roztokem EXCELLYSE Easy
(EXBIO Praha, a.s., Kat. ¢. ED7066) s akreditovanou klinickou laboratorni ,in-
house“ metodou (smés fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek od
raznych vyrobct s analyzou na cytometru BD FACSCanto™ Il).

Vysledky posouzeni imunitniho stavu pacienta byly hodnoceny s ohledem na
pritomnost imunodeficience (Tabulka 21).
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Tabulka 21 Klinicka funkce prostfedku KOMBITEST TBNK 6-color - HIV pacienti

Imunitni stav pacienta stanoven
akreditovanou klinickou laboratorni
metodou

Imunodeficience Normalni stav

£E5

S X Imunodeficience 28 z 29 pacient(* 0 pacient(

T

SEZ 0

s 2 O v

17 2‘ X v

‘= M Z

£ERE

S e B Normalni stav 0 pacientl 24 pacientt

ESo

-

UPOZORNENI:

*Zarizeni ED7733 KOMBITEST TBNK 6-color ukazalo zbarveni nedostate¢né pro
zfetelnou separaci T bunék (CD3+) u jednoho (1) HIV pacienta v kritickém
zdravotnim stavu.

13.0cekavané hodnoty

Referencni interval

Laboratore si musi stanovit své vlastni normalni referencni intervaly pro
subpopulace lymfocytt identifikované pomoci KOMBITEST TBNK 6-color z mistni
populace normalnich darcl kvdli rozdilim v hodnotach souvisejicich s vékem,
pohlavim, klinickymi charakteristikami a etnickym pGvodem.

14.0Omezeni

Prostfedek KOMBITEST TBNK 6-color nebyl validovan pro urovani relativnich a
absolutnich poctl pfi pouZiti ve vzorcich odebranych s heparinem nebo roztokem
ACD (Acid Citrat Dextrose) slouzicim jako antikoagulant.

Prostfedek KOMBITEST TBNK 6-color neni uréen ke screeningu a/nebo
fenotypizaci leukemickych a lymfomatickych vzorka.

Absolutni pocty nejsou srovnatelné mezi laboratoremi pouzivajicimi riizna zafizeni
od riznych vyrobc0.
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ochranné znamky firmy Becton, Dickinson and Company, CD-Chex Plus® je
registrovana ochranna znamka firmy Streck, Cy™ je registrovana ochranna znamka
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registrované ochranné znamky firmy Sysmex Corporation, VenturiOne® je
registrovana ochranna znamka firmy Applied Cytometry, Infinicyt™ je registrovana
ochranna znadmka firmy Cytognos S.L..

17.Historie revizi

Verze 2, ED7733_IFU_v2
1) Aktualizace pratokovych cytometrd, na kterych byl prostfedek testovan.
2) Aktualizace uchovavani vzork(. Pfidany endogenni a exogenni interference.

3) Aktualizace presnosti (pratokové cytometry BD FACSCanto™ Il, Beckman
Coulter DxFlex, Sysmex XF-1600™)

4) Aktualizace linearity (pritokové cytometry BD FACSCanto™ I, Beckman Coulter
DxFlex, Sysmex XF-1600™)

5) Aktualizace limitu detekce / limitu kvantifikace / Cut-off testu (pritokové
cytometry BD FACSCanto™ I, Beckman Coulter DxFlex, Sysmex XF-1600™)

6) Aktualizace opakovatelnosti a reprodukovatelnosti (pritokové cytometry
BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DxFlex, Sysmex XF-1600™)

7) Odstranény ocekavané hodnoty
8) Aktualizace odkazu
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18.Vyrobce
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Kontaktni informace
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19.Zplnomocnény zastupce
N/A

POZNAMKA: Jakakoli vaZzna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostfedkem,
musi byt ozndmena vyrobci a mistnimu prislusnému Gradu.
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