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1. Objetivo previsto

El kit DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay esta disefado para la deteccion y
recuento de alta sensibilidad de las células con deficiencia de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) en sangre humana total mediante citometria de flujo.

Qué se detecta y/o mide
El kit DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay detecta y recuenta las células con
deficiencia de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (clones de HPN) como porcentaje de:

e Células CD59 dim o CD59- de todos los eritrocitos (CD235a+)

e Células CD59 dim o CD59- de todos los iRBCs (CD235a+CD71+)
e Células CD14-, CD157- y con anclaje GPI de todos los monocitos
(CD45+CD64+)

e Células CD24-, CD157- y con anclaje GPI de todos los neutréfilos
(CD45+CD15+)

Funcién del dispositivo

El dispositivo esta destinado al diagnéstico y seguimiento de pacientes que
padecen, o se sospecha que padecen, hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN)
y trastornos relacionados (1.

Contexto de un estado fisiolégico o patolégico

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es un trastorno poco frecuente de
las células madre hematopoyéticas que resulta como consecuencia de la expansion
clonal no maligna de células con una mutacién soméatica del gen PIG-A
(fosfatidilinositol glicano de clase A). Las mutaciones del gen PIG-A provocan la
incapacidad de expresar proteinas de la superficie celular con anclajes GPI
(glicosilfosfatidilinositol).

El dispositivo esta destinado a detectar neutréfilos y monocitos con deficiencia
de GPI ), junto con eritrocitos deficientes en GPI completos (Tipo lll) y parciales
(Tipo II) 23458 para la evaluacién del tamario del clon de HPN.

Ademas, el dispositivo detecta iRBCs deficientes en GPI (eritrocitos inmaduros) en
pacientes que reciben transfusiones de sangre cuando es dificil delimitar los
eritrocitos de la HPN @),

Tipo de ensayo

No automatizado

Cuantitativo

Tipo de muestra requerida

Muestra de sangre total periférica humana anticoagulada (EDTA, heparina,
citrato) @
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Poblacién sometida a pruebas
Pacientes con:

e marcadores de laboratorio de hemodlisis, cuando se han excluido otras
causas mas comunes de hemolisis,

trombosis inexplicables en edad temprana,

trombosis diagnosticada en zonas poco usuales,

anemia aplasica (AA) hereditaria o adquirida,

sindrome mielodisplasico (SMD),

citopenia inexplicable en la que la AA o el SMD son consideraciones
diagndsticas diferenciales

2. Usuario previsto

El aparato esta destinado exclusivamente a un uso profesional en laboratorio. No
para pruebas cercanas al paciente o autodiagndstico.

Requisitos de cualificacion

El usuario previsto debera poseer los conocimientos mas avanzados en andlisis de
citometria de flujo de células humanas, técnicas de laboratorio estandar, incluidas
habilidades de pipeteo, y manipulacién segura y adecuada de muestras derivadas

del cuerpo humano.

El usuario previsto deberad cumplir la norma EN ISO 15189 u otras disposiciones
nacionales, en su caso.

3. Principio de prueba

El principio de la prueba se basa en la deteccién del anclaje GPI y de las proteinas
con anclajes GPI en la superficie de las células sanguineas humanas. Los
anticuerpos monoclonales y la proaerolisina recombinante utilizados en la prueba
estan marcados con diferentes fluorocromos excitados por el haz laser de un
citometro de flujo, durante la adquisicién de una muestra de sangre tintada.
Posteriormente, el instrumento recoge y analiza la fluorescencia (emisién de luz)
de cada fluorocromo presente en una célula sanguinea adquirida. La intensidad de
la fluorescencia es directamente proporcional a la densidad de expresién del
antigeno en una célula, lo que permite separar diferentes subconjuntos celulares.

4. Reactivo(s) suministrado(s)

Contenido

El kit DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay, suficiente para el examen de

25 pacientes, se suministra con los siguientes reactivos:

PNH High-Sensitivity Assay (25 bolsas). Cada bolsa consta de 1 tubo de un solo

uso para PNH WBC 7-color (ED7750-1) codificado por colores (tira cian) y 1 tubo

de un solo uso para PNH RBC 3-color (ED7750-2) codificado por colores (tira roja)
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y tapado, que contiene combinaciones premezcladas de reactivos marcados con
fluorocromos seco con los ingredientes estabilizadores como una capa en el fondo
de los tubos de ensayo (12 x 75 mm), véase las Tablas 1y 2.

Lysing Solution ED7750-3 (1 frasco) que contiene 15 ml de solucién tampén
concentrada (10X) a base de formaldehido.

PNH Compensation Set ED7750-4 (1 bolsa) que contiene 10 tubos de un solo uso
tapados, cada uno de los cuales contiene un Unico reactivo marcado con
fluorocromo seco con los ingredientes estabilizadores como capa en el fondo del
tubo (12 x 75 mm).

PRECAUCION: El juego de compensacion de HPN est4 destinado tGnicamente a
la configuracién de la compensacién. Los reactivos marcados con un solo
fluorocromo (véase las Tablas 1 y 2) permiten un procedimiento de
compensacion facil y preciso.

Composicién

Tabla1 Descripcion de PNH WBC 7-color de los principios activos

Antigeno Fluorocromo Clon Isotipo
(|>ArgZ|2£§|$sF;:1) Alexa Fluor®488 N/A N/A
CD157 PE SY11B5 IgG1
CD45 PerCP-Cy™5.5 2D1 lgG1l
CD64 PE-Cy™7 10.1 lgG1l
CD24 APC SN3 IgG1
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM

Tabla 2 Descripcion de PNH RBC 3-color de los principios activos

Antigeno Fluorocromo Clon Isotipo
CD235a FITC JC159 lgG1l

CD59 PE MEM-43 IgG2a
CD71 APC MEM-75 IgG1
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5. Materiales necesarios pero no proporcionados

Agua desionizada (de calidad reactiva)
Solucion salina tamponada con fosfato (1X PBS), pH 7,2 - 7,4

Particulas de compensacién para citometria de flujo (kit de Spherotech SPHERO™
COMPtrol, N.° de cat. CMIgP-50-3K o particulas de compensacion equivalentes)

6. Equipamiento necesario
Pipeta automatica con puntas desechables (100 ul - 5 ml) para pipetear muestras
y reactivos

Dispensador de liquido o pipeta con puntas desechables (2 ml) para dispensar la
solucion de lisado eritrocitaria

Mezclador voértex

Tubos de centrifuga conicos de polipropileno (15 ml o 50 ml) para la preparacién
de muestras

Centrifuga con adaptadores de rotor adecuados para tubos de fondo redondo de
12 x 75 mm

Citémetro de flujo con tres fuentes de excitacidn laser (488 nm, ~635 nm y 405
nm), detectores de dispersion, filtros dpticos y detectores de emisién adecuados
para recoger las sefales de los fluorocromos que figuran en la Tabla 3

Tabla 3 Caracteristicas espectrales de los fluorocromos utilizados en el dispositivo

Fluorocromo Excitacion [nm] Emisién [nm]
Alexa Fluor® 488 488 520
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
Pacific Blue™ 405 455

AVISO: El dispositivo se probé en los citometros de flujo BD FACSCanto™ I
(BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences), Navios EX (Beckman
Coulter) y DxFLEX (Beckman Coulter).
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7. Almacenamiento y manipulacién

Almacenar a 20-30 °C.
Evitar la exposicion prolongada a la luz.
Manténgalo seco.

PRECAUCION: Producto sensible a la humedad. No abra la bolsa de aluminio
hasta el primer uso.

Véase la seccion 10 Procedimiento (Preparacion de los reactivos suministrados)
para obtener informacién sobre las condiciones de almacenamiento y la estabilidad
de las soluciones de trabajo (cuando proceda).

8. Advertencias, precauciones y limitaciones de uso
Clasificacién de peligrosidad del SGA

ADVERTENCIA: La solucién lisante (ED7750-3) contiene formaldehido
(CAS N° 50-00-0) and methanol (CAS N° 67-56-1) en concentraciones
clasificadas como peligrosas.

Elementos de etiquetado | Palabra de senal

%

Frases H H302: Nocivo en caso de ingestion.

H315: Provoca irritacién cutanea.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
H319: Provoca irritacién ocular grave.

H331: Téxico en caso de inhalacién.

H335: Puede irritar las vias respiratorias.

H341: Se sospecha que provoca defectos genéticos.
H350: Puede provocar cancer.

H371: Puede provocar daiios en los érganos.

H373: Puede provocar dafios en los riflones tras
exposiciones prolongadas o repetidas en caso de
ingestion.

EUHO71: Corrosivo para las vias respiratorias.

Peligro

Frases P P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.
P260: No respirar los vapores.

P280: Llevar guantes/gafas/mascara de proteccién.
P308+P313: EN CASO DE exposiciéon manifiesta o
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presunta: Consultar a un médico.
P403+P233: Almacenar en un lugar bien ventilado.
Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

Consulte la Ficha de Datos de Seguridad (FDS) disponible en la pagina del
producto en www.exbio.cz para obtener toda la informacion sobre los riesgos que
plantean las sustancias y mezclas quimicas contenidas en el Producto y cémo
deben manipularse y eliminarse.

Peligro biologico

Las muestras bioldgicas humanas y los especimenes sanguineos, asi como
cualquier material que entre en contacto con ellos, se consideran siempre
materiales infecciosos.

Utilizar equipo de proteccién personal y de seguridad para evitar el contacto con la
piel, los ojos y las mucosas.

Siga todas las leyes, reglamentos y procedimientos aplicables para la manipulacién
y eliminacién de materiales infecciosos.

Pruebas de deterioro

El aspecto normal del reactivo suministrado es una capa seca transparente en el
fondo del tubo. No utilice el reactivo si observa alglin cambio de aspecto, como,
por ejemplo presencia de humedad en el interior del tubo.

Limitacion de uso
No utilizar después de la fecha de caducidad indicada en las etiquetas del
producto.

No reutilice los tubos de ensayo.

9. Muestra

Utilice sangre venosa periférica recogida en recipiente para muestras clasificado
como dispositivo médico, con anticoagulante EDTA, heparina o ACD (acido-
citrato-dextrosa) (1.

Utilice nicamente muestras no tratadas. No utilice muestras prelisadas, lavadas o
diluidas.

Procese la muestra de sangre en un plazo maximo de 48 horas desde su
extraccion. Mantenga la muestra a temperatura de laboratorio (20-25 °C) siva a
procesarse dentro de las 24 horas. Si el procesamiento se retrasa mas de 24 horas
sin exceder las 48 horas, conserve la muestra refrigerada (.

Interferencias endégenas

En la Tabla 4 se identifican las fuentes de interferencia endégenas basandose en la
investigacion bibliografica.
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Tabla4 Interferencias enddégenas del aparato

Interferencias Impacto Referencia
endégenas
Albumina La albumina puede interferir en altas 9,10, 11
concentraciones debido a su capacidad
para unirse y liberar grandes cantidades de
ligandos.
Bilirrubina La bilirrubina aumenta el fondo de 12,13, 14
(ictericia) fluorescencia de las células debido a su
(no conjugado) elevada autofluorescencia.
Restos celulares Los restos celulares pueden dar lugar a 15, 16
(después de la recuentos celulares inexactos y reducir los
lisis) anticuerpos presentes en el dispositivo.
Eritrocitos Lisis insuficiente; los glébulos rojos 17
presentes en la muestra pueden dar lugar a
un recuento celular erréneo.
Hemoglobina Las muestras hemolizadas pueden generar 18
resultados poco fiables.
Anticuerpos Puede afectar a la funcionalidad del 19
antimurinos dispositivo (es decir, a su capacidad de
humanos unirse a antigenos de la superficie celular).
Inmunoglobulinas | Puede afectar al recuento de subconjuntos | 12
de linfocitos.
Factores La presencia de RF interfiere con los MIA 20
reumatoides (inmunoensayos multiplex).
Triglicéridos Los niveles circulantes elevados de lipidos 21
pueden afectar al andlisis por citometria de
flujo de determinadas poblaciones de
células sanguineas.

Interferencias exégenas

Segun los trabajos publicados por Sutherland et. al. 7, los hematies procedentes de
transfusiones de sangre son una interferencia importante en el andlisis de la HPN
en pacientes con un gran clon de HPN que experimentan hemdlisis extravascular.
Los eritrocitos sanos recibidos por transfusion afectan significativamente al
seguimiento del clon de HPN en el linaje de los gldobulos rojos (GR). La adicion de
CD71 mejora significativamente la capacidad de analizar el tamario de los clones
de HPN en el linaje de los GR, independientemente del estado hemolitico y/o
transfusional del paciente.

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit supera este problema de acuerdo con
las directrices anteriormente mencionadas, ya que ofrece el antigeno CD71 para la
identificacion de globulos rojos inmaduros (GRi), que también expresan el antigeno
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CD59 anclado a GPI. En las bolsas de transfusién, los GRi suelen estar presentes
en una cantidad muy baja 2. Por otro lado, los pacientes que experimentan
hemodlisis extravascular causada por la HPN presentan un aumento del recuento
de GRi debido a la rapida pérdida de eritrocitos 3. Asi, al afiadir el anticuerpo
monoclonal CD71 para identificar los GRi, el médico dispone de una
monitorizacién mas precisa del progreso de la HPN, que se notifica como pérdida
del antigeno CD59 en los GRi, superando la interferencia de los GR exdgenos de
las bolsas de transfusién. DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit contiene
anticuerpo anti-CD71 humano y permite el uso de las directrices mas recientes
para la deteccién y cuantificacion de clones de HPN.

10.Procedimiento
Preparacién de reactivo(s) suministrado(s)
PNH High-Sensitivity Assay

No es necesaria la preparacion de reactivos, se suministra en tubos de ensayo de
un solo uso.

Lysing Solution
El reactivo debe alcanzar la temperatura ambiente antes de su uso.

El reactivo tiene una concentraciéon 10X y debe diluirse con agua desionizada
antes de usarlo (1 volumen de la solucion concentrada y 9 volimenes de agua
desionizada). Tras la primera apertura, el reactivo conserva sus caracteristicas de
rendimiento hasta la fecha de caducidad si se conserva en las condiciones
indicadas en su envase primario original.

La solucidn de lisado diluida (1X) es estable durante 1 mes si se conserva en un
dispensador de liquidos o en un recipiente cerrado a temperatura ambiente.

Preparacion de materiales necesarios pero no suministrados
Particulas de compensacion

Prepare la solucion de trabajo de las particulas de compensacién de citometria de
flujo segun las instrucciones del fabricante.

Configuracién de la compensacién

Adquiera los tubos del juego de compensacién utilizando la misma configuracién
del citémetro de flujo, antes del andlisis de los tubos de PNH RBC 3-color y de
PNH WBC 7-color.

PRECAUCION: Los procedimientos de configuracion de la compensacion de
PNH RBC 3-color y PNH WBC 7-color difieren en el tipo de preparacion y
tincion de la muestra.
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Tubos de compensacion de PNH RBC 3-color (tira roja)

Anada el kit de SPHERO™ COMPtrol o particulas de compensacién
equivalentes en el fondo de cada tubo de compensacién monocolor.

Mezcle varias veces con un vértex e incube durante 20 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad.

Anada 4 ml de PBS 1X a cada tubo de compensacién. Centrifugue durante 5
minutos a 300xg.

Deseche el sobrenadante sin alterar las particulas de compensacién y anada
0,1 ml de PBS 1X a cada tubo de compensacion.

Ajuste la tensién de los detectores de fluorescencia de interés antes del
andlisis de la muestra tintada. La tensién de un detector PMT debe ajustarse lo
suficientemente alta, para que el minimo de eventos de tinciéon interfiera
negativamente con el canal O en el eje de fluorescencia. Ademas, la tension del
detector PMT no debe superar los valores en los que los eventos positivos se
presionan hacia el eje derecho.

Adquiera inmediatamente los tubos de compensacion tintados utilizando el
citometro de flujo.

Calcule la matriz de compensacién de PNH RBC 3-color en el software del
citometro desarrollado por el fabricante o en un software especifico para el
andlisis de datos de citometria fuera de linea. Utilice esta matriz de
compensacion para todos los tubos de ensayo de este lote de globulos rojos
de HPN de 3 colores.

PRECAUCION: Una vez configurado para el lote especifico de PNH RBC
3-color, no cambie la configuracion de los detectores fluorescentes para
conservar la misma configuracién de obtencién de la matriz de compensaciéon y
los mismos resultados de compensacién.

Tubos de compensacién de PNH WBC 7-color (tira cian)

Anada 50 pl de agua desionizada en el fondo de cada tubo de compensacién
monocolor y agite enérgicamente durante 7 - 10 segundos.

Anada 100 ul de sangre total periférica a cada tubo de compensacion
monocolor y agite enérgicamente.

Incube durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
Anada 2 ml de solucién de lisado diluida (1X) a cada tubo de compensacion.

Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
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6. Centrifugue durante 5 minutos a 300xg, deseche el sobrenadante y
resuspenda el sedimento celular en 2 ml de PBS 1X.

7. Centrifugue durante 5 minutos a 300xg, deseche el sobrenadante y
resuspenda el sedimento celular en 0,2 ml de PBS 1X.

8. Ajuste la tensién de los detectores de fluorescencia de interés antes del
andlisis de la muestra tintada. La tensién de un detector PMT debe ajustarse lo
suficientemente alta, para que el minimo de eventos de tinciéon interfiera
negativamente con el canal O en el eje de fluorescencia. Ademas, la tensién del
detector PMT no debe superar los valores en los que los eventos positivos se
presionan hacia el eje derecho.

9. Adquiera inmediatamente los tubos de compensacion tintados utilizando el
citometro de flujo.

10.Calcule la matriz de compensacién de PNH WBC 7-color en el software del
citometro desarrollado por el fabricante o en un software especifico para el
andlisis de datos de citometria fuera de linea. Utilice esta matriz de
compensacion para todos los tubos de ensayo de este lote de PNH WBC
7-color.

PRECAUCION: Una vez configurado para el lote especifico de PNH WBC
7-color, no cambie la configuracion de los detectores fluorescentes para
conservar la misma configuracién de obtencién de la matriz de compensacién y
los mismos resultados de compensacién.

Preparacion de las muestras
La deteccion y diferenciacion de clones de HPN en eritrocitos utilizando el tubo de
PNH RBC 3-color requiere la preparaciéon de la muestra antes del procedimiento
de tincién.
AVISO: Antes de procesar la muestra, asegurese de que el citdmetro se ha
configurado correctamente.

1. Etiquete un tubo cénico de polipropileno con la identificacién de la muestra de
sangre examinada.

2. Pipetee 10 pl de muestra de sangre bien mezclada al fondo del tubo cénico
etiquetado.

3. Diluya la muestra de sangre 1:100 con 1 ml de PBS 1X y mezcle agitando a
mano durante 5 segundos.

PRECAUCION: La forma clasica de HPN esta dominada por la hemolisis
intravascular. Antes de diluir la muestra de sangre, consulte el recuento de
glébulos rojos del analizador hematolégico para adquirir un recuento en la
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muestra de sangre diluida de entre 3 y 5 x1%7/ml de sangre diluida y ajuste el
factor de dilucién seglin sea necesario para adquirir un recuento suficiente de
glébulos rojos en el citdmetro de flujo.

Continue con el procedimiento de tincién de la muestra inmediatamente
después de la dilucién de esta.

La deteccion de células con deficiencia de GPI en neutréfilos y monocitos
utilizando un tubo de glébulos blancos de PNH WBC 7-color no requiere la
preparacion de la muestra antes del procedimiento de tincion.

Tincién de muestras - tubo de PNH RBC 3-color (tira roja)

1.

Etiquete el tubo de PNH RBC 3-color con la identificacion de la muestra de
sangre examinada.

Pipetee 50 pl de muestra de sangre diluida bien mezclada en el fondo del tubo
de PNH RBC 3-color.

PRECAUCION: Evite pipetear sangre en el lateral del tubo de ensayo. Si el
frotis o la gota de sangre permanecen en el lateral del tubo, no se tintaran con
el reactivo y los resultados de la prueba pueden ser invélidos.

Agite enérgi'camente durante 7 - 10 segundos.
PRECAUCION: Acortar el tiempo de vortice puede afectar a los resultados de
la prueba.

Incube el tubo de PNH RBC 3-color durante 20 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad.

5. Anada 4 ml de PBS 1X al tubo de PNH RBC 3-color.
6. Centrifugue el tubo de PNH RBC 3-color durante 5 minutos a 300x g.

7. Deseche el sobrenadante sin disolver el sedimento celular y anada 0,5 ml de

8.

PBS 1X al tubo de PNH RBC 3-color.

Agite brevemente para resuspender el sedimento celular.

Adquiera la muestra tintada utilizando el citémetro de flujo. Si la muestra tintada
no se adquiere inmediatamente, tape el tubo de ensayo, guardeloa 2 - 8°Cenla
oscuridad y analicelo en un plazo de 2 horas.

PRECAUCION: Rompa los agregados celulares en la muestra tefiida deslizando
el tubo de ensayo 6-10 veces contra la parte superior del soporte para tubos
inmediatamente antes de la adquisicién en el citémetro de flujo. Una cantidad
excesiva de agregados de glébulos rojos puede afectar a los resultados de la
prueba.
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Tincidn de muestras - tubo de PNH WBC 7-color tube (tira cian)

1.

Etiquete el tubo de PNH WBC 7-color con la identificacién de la muestra de
sangre examinada.

Anada 50 ul de agua desionizada al tubo de PNH WBC 7-color. Agite
enérgicamente durante 7 - 10 segundos.

PRECAUCION: Acortar el tiempo de vértice puede afectar a los resultados de
la prueba.

Pipetee 100 ul de muestra de sangre bien mezclada en el fondo del tubo de
PNH WBC 7-color y agite enérgicamente.

PRECAUCION: Evite pipetear sangre en el lateral del tubo de ensayo. Si el
frotis o la gota de sangre permanecen en el lateral del tubo, no se tintaran con
el reactivo y los resultados de la prueba pueden ser invélidos.

Incube durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

5. Anada 2 ml de la solucién de lisado de eritrocitos 1X al tubo de PNH WBC

7-color.

Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

7. Centrifugue el tubo de PNH WBC 7-color durante 5 minutos a 300x g.

8. Deseche el sobrenadante sin disolver el sedimento celular y ainada 2 ml de PBS

9.

1X al tubo de ensayo.

Centrifugue el tubo de PNH WBC 7-color durante 5 minutos a 300x g.

10.Deseche el sobrenadante sin disolver el sedimento celular y afiada 0,2 ml de

PBS 1X al tubo de ensayo.

11.Agite brevemente para resuspender el sedimento celular.

Adquiera la muestra tintada utilizando el citometro de flujo. Si la muestra tintada
no se adquiere inmediatamente, tape el tubo de ensayo, guardeloa2 - 8°Cenla
oscuridad y analicelo en 24 horas.
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Andlisis por citometria de flujo

El citémetro de flujo seleccionado para su uso con el dispositivo DryFlowEx PNH
High-Sensitivity Assay Kit se calibrara de forma rutinaria utilizando microperlas
fluorescentes para garantizar una sensibilidad estable de los detectores de acuerdo
con las instrucciones del fabricante del citémetro.

Si no se mantiene adecuadamente, el citémetro de flujo puede producir resultados
falsos.

Consulte las especificaciones del fabricante del citdbmetro para laseres y detectores
de fluorescencia segun las caracteristicas de excitacion y emision de los
fluorocromos en la Seccion 6 Equipo necesario.

Para el anélisis de datos medidos, es posible utilizar software de citémetro
desarrollado por el fabricante, o software dedicado para el anélisis de datos de
citometria fuera de linea (por ejemplo FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Andlisis de los tubos de compensacién de PNH RBC 3-color (tira roja)

Visualice los datos no compensados para cada tubo de compensacion en un grafico
de puntos de dispersion lateral (SSC) frente a "fluorocromo a compensar".
Configure las puertas para las particulas de compensacion de la citometria positiva

(+) y negativa (-) como se muestra en la Figura 1.

Figura 1 Identificacion de las particulas de compensacién de la citometria positiva (+) y
negativa (-) en tubos de compensacién (datos adquiridos en BD FACSCanto™ I).
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Andlisis de los tubos de compensacién de PNH WBC 7-color (tira cian)

Visualice los datos no compensados para cada tubo de compensacion en un grafico
de puntos de dispersion lateral (SSC) frente a "fluorocromo a compensar".
Configure las puertas para las poblaciones mas positivas (+) y mas negativas (-)

como se muestra en la Figura 2.

Figura 2 Identificacion de los eventos mas positivos (+) y mas negativos (-) en los tubos de
compensacion (datos adquiridos en BD FACSCanto™ ).
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Tubo de PNH RBC 3-color (tira roja)

Debido al bajo recuento de iRBC en la muestra de sangre diluida, adquiera un
minimo de 500 000 eventos eritrocitarios para el anélisis.La adquisicion de >

500 000 eventos dan lugar a tiempos de obtencion largos. Esto puede afectar al
equilibrio del complejo de unién antigeno-anticuerpo y a la disminucién de la
fluorescencia FITC de CD235a. Controle siempre la estabilidad de la intensidad de
fluorescencia a lo largo del tiempo de adquisicion (Figura 3).

Figura3 Verifique todos los eventos adquiridos en un diagrama de puntos, Tiempo frente
a CD235a FITC (datos adquiridos en el BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Time

Figura 3a Muestre todos los eventos de la compuerta Time en un diagrama de puntos
FSC-A frente a SSC-A en modo logaritmico (datos adquiridos en el BD FACSLyric™).
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Visualice los datos compensados de la compuerta SSC vs. FSC en un diagrama de
puntos en modo logaritmico, donde el eje X representa FSC y el eje Y representa la
intensidad de fluorescencia en el canal FITC. Defina la compuerta «CD235a+ RBC
singlets» (Figura 4).

Figura4 Delimitacion de «CD235a+ RBC singlets» (datos adquiridos en el BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Opcional:

Para una mejor diferenciacion de los singlets, visualice los datos compensados en
forma de histograma, donde el eje X represente la intensidad de fluorescencia en
el canal FITC. Defina la compuerta «CD235a+ RBC singlets» (Figura 4a).

Figurad4a Delimitacion de «CD235a+ RBC singlets» (datos adquiridos en el
BD FACSLyric™).
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Eritrocitos

Visualice los CD235a+ RBC singlets en un diagrama de puntos CD59 PE frente a
CD235a FITC. Separe los eventos en tres poblaciones mediante tres compuertas
adecuadas (Figuras 5a y 5b) y calcule el porcentaje de eventos en las regiones Tipo
I, Tipo Il y Tipo lll. Para un mejor ajuste de las regiones entre Tipo Il y Tipo Ill en
determinadas situaciones, utilice un histograma si es necesario.

Figura 5a Paciente con clon de HPN: A) CD235a+ RBC singlets en un diagrama de puntos

CD59 PE frente a CD235a FITC; B) CD235a+ RBC singlets en un histograma de CD59 PE
(datos adquiridos en el BD FACSLyric™).
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Figura 5b Donante sano: A) CD235a+ RBC singlets en un diagrama de puntos CD59 PE
frente a CD235a FITC; B) CD235a+ RBC singlets en un histograma de CD59 PE (datos
adquiridos en el BD FACSLyric™).
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iRBCs (reticulocitos inmaduros)

En pacientes que reciben transfusiones sanguineas, puede resultar dificil
determinar el porcentaje real de eritrocitos Tipo Il y Tipo Ill en la HPN. Los
eritrocitos sanos procedentes del donante que circulan en el torrente sanguineo
del paciente con HPN afectan a la determinacion precisa del tamafio del clon de
HPN. La adicién de CD71 puede ser til para excluir las células transfundidas del
donante @,

Visualice los CD235a+ RBC singlets en un diagrama de puntos- CD71 APC frente a
CD235a FITC y separe los iRBC CD71+ (Figura 6).

Figura 6 Singletes de globulos rojos CD235a+ en un grafico de puntos de CD71 APC
frente a CD235a FITC. Delimitacion de los iRBCs CD71+ (datos adquiridos en BD
FACSCLyric™).
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Visualice los iRBC CD71+ en un diagrama de puntos CD59 PE frente a CD235a
FITC y en un histograma de CD59 PE (Figura 7). Separe los eventos en tres
poblaciones mediante tres compuertas adecuadas y calcule el porcentaje de
eventos en las regiones Tipo |, Tipo Il y Tipo Il

Figura7 Paciente con clon de HPN, pero sin transfusion: A) CD71+ iRBC en un diagrama

de puntos CD59 PE frente a CD235a FITC; B) CD71+ iRBC en un histograma de CD59 PE
(datos adquiridos en el BD FACSLyric™).
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Tubo de PNH WBC 7-color (tira cian)
Adquiera al menos 50 000 neutroéfilos y 10 000 monocitos, lo que implica adquirir
al menos 200 000 eventos para el andlisis. Visualice los datos compensados en un
grafico de puntos de difusion lateral frente a la intensidad de fluorescencia en
PerCP-Cy™ 5.5. Ajuste la puerta de los leucocitos CD45+ como se muestra en la
Figura 8.

Figura 8 Delineacion de leucocitos CD45+ (datos adquiridos en BD FACSLyric™).
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Monocitos

Visualice los leucocitos CD45 + en un -grafico de puntos de difusion lateral- frente
a CD64 PE-Cy™7 y delimite los monocitos CD64 + como se muestra en la Figura 9.

Figura9 Delimitacion de los monocitos CD64+ de los leucocitos (datos adquiridos en

BD FACSLyric™).
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Visualice los monocitos CDé64+ en un grafico de puntos-CD157 PE frente a CD14
APC-Cy™7 (Figura 10). Ajuste las puertas apropiadas y calcule el porcentaje de

poblacion de CD157-CD14-.

Figura 10 Monocitos CD64+ en un grafico de puntos CD157 PE frente a CD14 APC-Cy™7
(datos adquiridos en BD FACSCLyric™). A) paciente con clon de HPN; B) donante sano
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A continuacion, visualice los mismos monocitos CDé64+ en un gréafico de puntos
con el anclaje GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) frente a CD14 APC-Cy™7
(Figura 11). Ajuste las puertas apropiadas y calcule el porcentaje de poblacion de
CD14 con anclaje GPI.
Figura 11 Monocitos CD64+ en un diagrama de puntos con anclaje GPI Alexa Fluor® 488
frente a CD14 APC-Cy™7 (datos adquiridos en BD FACSLyric™).
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A continuacioén, visualice los mismos monocitos CDé64+ en un gréafico de puntos
con el anclaje GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) frente a CD157 PE (Figura 12).
Ajuste las puertas apropiadas y calcule el porcentaje de poblacién de CD157 con

anclaje GPI.

Figura 12 Monocitos CD64+ en un diagrama de puntos con anclaje GPI Alexa Fluor® 488
frente a CD157 PE (datos adquiridos en BD FACSLyric™).
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Neutroéfilos

Visualice los leucocitos CD45+ en un grafico de puntos de -dispersion lateral-
frente a CD15 Pacific Blue™ y separe los neutréfilos CD15+ como se muestra en la

Figura 13.

Figura 13 Delimitacion de los neutréfilos CD15+ de los leucocitos (datos adquiridos en

BD FACSLyric™).
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Visualice los neutréfilos CD15+ en un grafico de puntos -CD157 PE frente a CD24

APC como se muestra en la Figura 14. Defina las compuertas adecuadas y calcule

el porcentaje de la poblacién CD157-CD24-.
Figura 14 Neutrdéfilos CD15+ en un grafico de puntos -CD157 PE frente a CD24 APC

(datos adquiridos en BD FACSCLyric™).
A) paciente con clon de HPN; B) donante sano
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A continuacion, visualice los mismos neutréfilos CD15+ en un grafico de puntos
-de anclaje GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) frente a CD24 APC, ajuste las
puertas adecuadas y calcule el porcentaje de poblacién de CD24- con anclaje GPI,
como se muestra en la Figura 15.
Figura 15 Neutréfilos CD15+ en un grafico de puntos de anclaje GPI Alexa Fluor® 488

frente a CD24 APC (datos adquiridos en BD FACSLyric™).
A) paciente con clon de HPN; B) donante sano
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A continuacioén, visualice los mismos neutréfilos CD15+ en un grafico de puntos de
anclaje GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) frente a CD157 PE, ajuste las puertas
adecuadas y calcule el porcentaje de poblacién de CD157- con anclaje GPI, como
se muestra en la Figura 16.

Figura 16 Neutréfilos CD15+ en un grafico de puntos-de anclaje GPI Alexa Fluor® 488

frente a CD157 PE (datos adquiridos en BD FACSLyric™).
A) paciente con clon de HPN; B) donante sano
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Control interno

Para verificar el voltaje del detector de fluorescencia y la compensacion,
compruebe el control interno (Figura 18). En el diagrama de puntos CD64
PE-Cy™7 frente a SSC, delimite los linfocitos como poblacién para el control
interno (Figura 17).

Figura 17 Delimitacion de los linfocitos CD64- a partir de los leucocitos (datos adquiridos
en el BD FACSLyric™).

b )
250K 7]

200K 7]

150K 7] -

Side Scatter

100K

SOK

10° 0 10° 10° """"105'
CDé64 PE-Cy™7
26 /43



Visualice a continuacion los linfocitos en diagramas de puntos GPI anchor Alexa
Fluor® 488 (Proaerolisina) frente a CD24 APC/CD157 PE/CD15 Pacific
Blue™/CD14 PE-Cy™7 para verificar los ajustes de voltaje, la compensacién y el
rendimiento de los anticuerpos (Figura 18).

Figura 18 Controles internos (datos adquiridos en el BD FACSLyric™).
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Célculo e interpretacion de los resultados analiticos
Enumere el porcentaje de células con deficiencia de GPI (con fenotipo de HPN),
véase la Tabla 5.

Tabla5 Fenotipos de clones de HPN

Poblacién de células madre Fenotipo de HPN segun la estrategia de gating
Eritrocitos (Tipo Il1) CD59- CD235a+ (Figura 5)
% Eritrocitos (Tipo Il) CD59 dim CD235a+ (Figura 5)
cr')u iRBCs (Tipo IlI) CD59- CD235a+CD71+ (Figura 7)
iRBCs (Tipo II) CD59 dim CD235a+CD71+ (Figura 7)

CD14- CD157- CD64+ (Figura 10)

Monocitos CD14- con anclaje GPI- CDé4+ (Figura 11)

CD157- con anclaje GPI- CD64+ (Figura 12)

CD24- CD157- CD15+ (Figura 14)

Neutréfilos CD24- con anclaje GPI- CD15+ (Figura 15)

Tubo de g PNH WBC 7-color | Tubo de PNH RBC

CD157- con anclaje GPI- CD15+ (Figura 16)
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Tabla 6 Interpretacién de los resultados

Limite de deteccion (LOD) para los tubos de glébulos blancos y glébulos rojos
expresado como frecuencia de progenitores (%), calculado a partir de 100
mediciones de n=25 muestras de pacientes normales en n=4 plataformas de

citometria diferentes

Citdmetro
Fenotipo de HPN
p BD FACS | BD FACS Beckman | Beckman
Lyric™ | Canto™ I] Coulter Coulter
yn NAVIOS EX| DX Flex
Tubo de PNH RBC 3-color
ﬁlDS‘)- Glébulos rojos de Tipo Il y 0.005 0.002 0.029 0.049
CD59- iRBCs de Tipo Il y llI 0.240 0.320 0.388 0.562
Tubo de PNH WBC 7-color
CD157- CD14- monocitos 0.20 0.19 0.14 0.30
Ig;/IFc))Inoutos- CD14- con anclaje 0.08 0.04 0.10 0.17
E/Ilglnoatos- CD157- con anclaje 0.07 0.06 0.04 0.03
€D157° CD24- 0.02 0.02 0.06 0.03
Neutréfilos
CD24- con anclaje GPI- 0.03 0.03 0.02 0.02
Neutréfilos
CD157- con anclaje GPI- 001 001 0.01 0.01
Neutréfilos
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Normas del algoritmo de notificacién de deficiencia de GPI ¢

1. Notifique un clon de HPN en el tubo de eritrocitos (RBC)

Poblacion celular Frecuencia Declaracién resultante y accién (¢

<LOD «No se detectan células de HPN»

Se registran células con fenotipo HPN raras por
debajo del limite de deteccién

Eritrocitos CD59- Tipo Il | >1% «Clon de HPN presente»
+ Tipo Il Puede notificarse el porcentaje celular
> LOD (Tabla 6) «Células de HPN presentes»
<0,01%© Se registran células con fenotipo HPN raras por

debajo del limite de cuantificacion

2. Notifique un clon de HPN en el tubo de leucocitos (WBC)

Poblacion celular Frecuencia (%) Declaracién resultante y accién ©

<LOD «No se detectan células de HPN»

Se registran células con fenotipo HPN raras por
debajo del limite de deteccion

GPI anchor- CD14- >1% «Clon de HPN presente»
Monocitos Puede notificarse el porcentaje celular
> LOD (Tabla 6); < «Células de HPN presentes»
IiIA)OQ (Tablas 13y Puede notificarse el porcentaje celular
< LOD «No se detectan células de HPN»
Se registran células con fenotipo HPN raras por
debajo del limite de deteccién
GPI anchor- CD24- >1% «Clon de HPN presente»
Neutrofilos Puede notificarse el porcentaje celular
> LOD (Tabla 6); < «Células de HPN presentes»
Ii;())Q (Tablas 13y Puede notificarse el porcentaje celular

3. Notifique el tamafio del clon de HPN en los eritrocitos (RBC).

Informe el tamario total del clon de HPN, asi como los porcentajes
correspondientes a las poblaciones de HPN Tipo Il y Tipo lll, junto con el recuento
de la poblacién celular adquirida segun la Tabla 7.

4. Notifique el tamafo del clon de HPN en los leucocitos (WBC).

Informe el tamaio del clon de HPN en ambas lineas celulares: neutréfilos y
monocitos. Tenga en cuenta que los clones de HPN en leucocitos suelen aparecer
agrupados y menos dispersos que los eventos doble negativos aleatorios.
Considere que los monocitos pueden mostrar tamafos de clon de HPN mayores
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que los neutréfilos @, Exprese la deficiencia de GPI (presencia de clon de HPN) en
todos los fenotipos de HPN dentro del subconjunto leucocitario correspondiente.
Todos los fenotipos de HPN en monocitos (Tabla 5) deben tedir de forma similar
las células con deficiencia de GPI ). Lo mismo se aplica a los fenotipos de HPN en
neutrofilos.

Terminologia para la notificacién del clon de HPN (segin CLSI H52-A2):

a. Poblaciéon de HPN > 1 %: «Clon de HPN»
b. Poblacion de HPN entre 0,1 % y 1 %: «Clon de HPN menor»
c. Poblacién de HPN < 0,1 %: «Células raras con fenotipo HPN»

Tabla 7 Ejemplos de posibles resultados del analisis (no procedentes de un Gnico paciente)
para un citémetro de flujo BD FACSLyric™.

Fenotipo
de HPN

Recuento
de eventos
HPN

Recuento de
eventos de
la poblacién

Frecuencia

LLOQ

Evaluacién

progenitora

521023
eritrocitos
singlets

CD59-
CD235a+
eritrocitos
(RBC)

0,0006 % 0,01%© «No se
detectan
células de

HPN»

Se registran
células con
fenotipo HPN
raras por
debajo del
limite de
deteccion

«Clon de HPN
detectado»

3 eventos

CD24-
GPI anchor-
CD15+

69 851
eventos

75 849
neutroéfilos

92,1 % 0,088 %

(Tabla 13)
Tamaro del
clon de HPN
en neutrofilos:
92,1%
«Células de
HPN
presentes; clon
de HPN
menor»

CD14-
GPI anchor-
CDé64+

12 497
monocitos

13 eventos 0,103 % 0,141 %

(Tabla 13)

Tamaro del
clon de HPN
en monocitos:
0,103 %

5. Incluya opcionalmente histogramas y diagramas de puntos en el informe.
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CD235aFITC

CD14 APC-Cy™7

CD24 APC

Figura 19 Ejemplo de un caso con presencia de un clon de HPN en un tubo de glébulos
blancos, mientras que no se detecta en un tubo de glébulos rojos (datos adquiridos en
Beckman Coulter DxFLEX).
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11.Rendimiento analitico

Especificidad

La proaerolisina con Alexa Fluor® 488 es una variante marcada con fluorescencia
de la aerolisina bacteriana que se une especificamente a los anclajes GPI de las
proteinas de la membrana superficial de las células humanas % 2.5.8),

El anticuerpo SY11B5 reconoce un epitopo extracelular del antigeno CD157 de la
proteina CD157 expresada principalmente en monocitos y granulocitos. El HCDM
Council (taller HLDA X) ha confirmado la especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo 2D1 reconoce todas las isoformas leucocitarias del CD45 humano
(antigeno comun leucocitario). EI HCDM Council (taller HLDA Il) ha confirmado la
especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo 10.1 reconoce el antigeno CD64 humano, que se expresa en los
monocitos. Los talleres HLDA (taller HLDA Ill: Cédigo WS M-250) han confirmado
la especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo SN3 reacciona con el antigeno CD24, expresado por los
granulocitos. El taller HLDA (HLDA IV: Cédigo WS B 136; HLDA V: Cédigo WS B
CD24.7) ha confirmado la especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo MEM-15 reacciona con CD14, una glicoproteina de membrana
extracelular ligada a GPI (glucosilfosfatidilinositol) que se expresa en los
monocitos. El HCDM Council (HLDA llI: Cédigo WS M 252; HLDA IV: Cédigo WS
M 113; HLDA IV: Cédigo WS NL 90; HLDA 1V: Cédigo WS T 53; HLDA V: Cédigo
WS M MA086; HLDA VI: taller de Cédigo WS M MA94) ha confirmado la
especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo MEM-158 reacciona con CD15, fuertemente expresado en la
superficie de los granulocitos. El HCDM Council (taller HLDA VI: Cédigo WS AS
A053) ha confirmado la especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo JC159 reconoce un epitopo de la porcién extracelular de CD235a
(glicoforina A), una sialoglicoproteina expresada en eritroblastos tempranos,
eritroblastos tardios, eritroblastos y eritrocitos maduros.

El anticuerpo MEM-43 reacciona con un epitopo bien definido en CD59
(protectina), glicoproteina anclada a GPI que se expresa en la superficie de todas
las células hematopoyéticas. El taller HLDA (HLDA IV: Cédigo WS NL 705; HLDA
V: Cédigo WS AS SO013; HLDA V: Cédigo WS BP BP345; taller HLDA V: Cédigo
WS T T-103) ha confirmado la especificidad del anticuerpo.

El anticuerpo MEM-75 reacciona con un epitopo extracelular del antigeno CD71
expresado en los iRBCs inmaduros. El taller HLDA (HLDA IV: Codigo WS A 45;
HLDA V: Cédigo WS T T-165) ha confirmado la especificidad del anticuerpo.
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Precision

Evalle la exactitud del método comparando el dispositivo DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit con el método interno de un laboratorio clinico acreditado
(mezcla de anticuerpos conjugados monocromaticos de distintos fabricantes y
analizados mediante BD FACSCanto™ Il) mediante tincion en paralelo de 13
pacientes con presencia confirmada de fenotipo HPN. Consulte en la Tabla 8 los
parametros del andlisis de regresion lineal.

Tabla8 Revise el andlisis de regresion lineal para los recuentos relativos de poblaciones
celulares con deficiencia de GPI en pacientes con presencia confirmada de fenotipos HPN.
Compare el dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit analizado en el BD
FACSCanto™ Il con el método interno de un laboratorio clinico acreditado.

Fenotipo de HPN n Pendiente | Interseccién | R? Intervalo [%]
Eritrocitos CD59- CD235at | 15 | (g9 0026 | 1.00| 1.28-8379
Tipo 1l
iRBCs CD59- CD235a+ Tipo lll| 13 0.99 -0.384 1.00 | 5.97-97.78
Eritrocitos CD59-CD23%a+ | 15 | 4 g 0059 |1.00| 0.13-89.92
Tipo Il
iRBCs CD59- CD235a+ Tipo Il | 13 0.98 0.141 1.00 | 0.33 - 74.67
Monocitos CD157- anclaje
GPI- CD64+ 13 1.00 0.060 1.00 | 2.07 - 99.95
CD157- con anclaje GPI-
neutrofilos CD15+ 13 0.99 0.294 1.00 | 0.80 - 99.82
CD14- con anclaje GPI- . ~
monocitos CD64+ 13 No determinado 2.04 - 99.96
CD14- CD157- monocitos .
CD64+ 13 No determinado 2.17 - 99.96
CD24- CD157- neutréfilos .
CD15+ 13 No determinado 0.80 - 99.83
CD24- con anclaje GPI- 13 No determinado 0.81 - 99.80

neutroéfilos CD15+

n = nimero de muestras de sangre
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Limite de deteccién

Determine el limite de deteccidn (LOD) para cada poblacién diana (véase Tabla 5)
como el valor medio de los resultados obtenidos en 25 donantes sanos,
incrementado en tres desviaciones estandar respecto a la media, para cuatro
plataformas distintas de citometria de flujo (Tablas 9, 10, 11y 12).

Tabla9 Consulte los valores de LOD del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit para
cada fenotipo HPN adquiridos en el citémetro de flujo de BD FACSLyric™.

Fenotipo de HPN

BD FACSLyric™

n Media| SD Incidencia del LOD
[%] [%] fenotipo HPN (Media + 3*SD)
Tubo de eritrocitos (RBC) (1 000 000 eventos adquiridos; minimo 80 % de eritrocitos
singlets)*
CD59- Glébulos rojos 5 - 48 eventos por cada
de Tipo Il y llI 251 0.003 | 0.001 1 000 000 de eventos 0.005 %
CD59- iRBCs de Tipo Il 25 | 0.054 | 0.061 0 - 5 eventos por 3 000 0.240 %

y il

iRBCs

Tubo de leucocitos (WBC) (50 000 n

eutréfilos y 10 000 mo

nocitos adquiridos)

COIT-D14 |25 | 0076 | oout | 25 2eventos pr
et e | 25| ooa oots | figSnrey
ot e R R R i
Newrdfios | 25|/0008 | 0006 | 55 o00n el Hies 002%
Newtrorios | 25| 0008 | 0008 | S5 oo il Ty 0.03%
CD157- con anclaje 25 | 0.002 | 0.002 0 - 4 eventos por 0.01%

Neutrofilos

50 000 neutrofilos

AVISO*: Se recomienda un minimo del 98 % de eventos singlets para el analisis
en un coctel de anticuerpos liquidos @4, Tenga en cuenta que un céctel de
anticuerpos liofilizado, como el del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay,
suele permitir una frecuencia menor de eventos singlets y puede no alcanzarse

el 98 %.
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Tabla 10 Consulte los valores de LOD del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
para cada fenotipo HPN adquiridos en el citdbmetro de flujo BD FACSCanto™ II.

Fenotipo de HPN

BD FACSCanto™ I

n

Media
[%]

SD
[%]

Incidencia del
fenotipo HPN

LOD
(Media + 3*SD)

Tubo de glébulos rojos (1 000 000 de eventos adquiridos; min. 80 % de eventos de

singletes de glébulos rojos)
CD59- Glébulos rojos 1 - 12 eventos por cada o
de Tipo Il y I 25 | 0.0006 | 0,0004 1 000 000 de eventos 0.002%
CD59- iRBCs de Tipo 25 | 00657 | 0.0847 0 - 5 eventos por 0.320%

Nyl

1 000 iRBCs

Tubo de leucocitos (

WABC) (50 000 neutréfilos y 10 000 monocitos adquiridos)

0[] s [ oms | Bogsmmmem | ouos
e || oow | oo | pasemrr | oo
e o] oo oo | iz | osex
DT | oo | o | g | om
ot | | oo [ oo | Gasmmer [ aons
CD157- con anclaje 25 | 0,002 | 0002 0 - 4 eventos por 001%

GPI- Neutréfilos

50 000 neutréfilos
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Tabla 11 Consulte los valores de LOD del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
para cada fenotipo HPN adquiridos en el citdmetro de flujo Beckman Coulter Navios EX.

Fenotipo de HPN

Beckman Coulter Navios EX

Media
[%]

SD
[%]

Incidencia del
fenotipo HPN

LOD
(Media + 3*SD)

Tubo de glébulos rojos

(1 000 000 de eventos adquiridos; min. 80 % de eventos de

singletes de glébulos rojos)
, . 4 - 236 eventos por
CD59- Gldbulosrojos | o5 | 5007 | 0,007 | cada 1000 000 0.029 %
de Tipo Il y I d
e eventos
CD59- iRBCs de Tipo Il 25 | 0.087 | 0.100 0 - 6 eventos por 0.388 %

vl

1 000iRBCs

Tubo de leucocitos (WBC) (50 000 neutréfilos y 10 000 mo

nocitos adquiridos)

monocios 25| 0062 | 0027 | g goqonoiior 014%
e AR
Moroctor o157 | 25| 0007 [ 001t | Oy eventorpor
Neutretios 25 | 0012 | 0015 | 55 soq et iios 0.06 %
ooy 107 |25 [ ooos | oans | o | oor
CD157- con anclaje 25 | 0.002 | 0.002 0 - 5 eventos por 0.01%

GPI- Neutréfilos

50 000 neutréfilos
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Tabla 12 Consulte los valores de LOD del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
para cada fenotipo HPN adquiridos en el citémetro de flujo Beckman Coulter DxFLEX.

Fenotipo de HPN

Beckman Coulter DxFLEX

n

Media
[%]

SD
[%]

Incidencia del
fenotipo HPN

LOD
(Media + 3*SD)

Tubo de glébulos rojos

(1 000 000 de eventos adquiridos; min. 80 % de eventos de

singletes de glébulos rojos)
CD59- Glébulos rojos 5 - 48 eventos por cada o
de Tipo Il y I 2510015 | 0012 1 000 000 de eventos 0.049%
CD59- iRBCs de Tipo Il 25 | 0.106 | 0.152 0 - 5 eventos por 0.562 %

y il

1 000 iRBCs

Tubo de leucocitos (WBC) (50 000 n

eutréfilos y 10 000 mo

nocitos adquiridos)

monocios 25| 0092 | 0068 | 5 o0gonorior 030%
e o 25| 00% oo | Goiirmester | owr
Noroctoe o157 | 25| 000s | ooos | &5 eventorpor
Newrdfios | 25| 0010 0008 | 55 600 s 003%
Newtrorios | 25| 0008 | 0006 | g goq Rl 002%
CD157- con anclaje 25 | 0.002 | 0.002 0 - 3 eventos por 0.01%

GPI- Neutréfilos

50 000 neutréfilos

Limite de cuantificacién

Determine el limite inferior de cuantificacion (LLOQ) mediante diluciones seriadas
(1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000) de una muestra fresca con HPN con una muestra
fresca de sangre normal, y evaltelo mediante tincién por triplicado y analisis
utilizando los citémetros de flujo BD FACSLyric™ y Beckman Coulter DxFLEX.
Seleccione un CV maximo del 10 % como criterio de sensibilidad para el LLOQ.
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Tabla 13 Consulte los valores de frecuencia del LLOQ del DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit adquiridos en el citdmetro de flujo BD FACSLyric™.

° P
Fenotipo de HPN Dilucién | dﬁ;ﬁ'“'as LLOQ cv

CD59- Tipo Il y Tipo Ill 1:10,000 101 0.029 % 3.9%
RBC

CD157- CD14- 1:10,000 28 0.677 % 23%
Monocitos

GPI anchor- CD14- 1:10,000 7 0.130 % 7.7 %
Monocitos

GPI anchor- CD157- 1:10,000 2 0.018 % 9.9 %
Monocitos

CD157- CD24- 1:10,000 3 0.012% 3.6%
Neutrofilos

GPI anchor- CD24- 1:10,000 1 0.009 % 8.7%
Neutrofilos

GPI anchor- CD157- 1:10,000 1 0.010 % 12%
Neutrofilos

Tabla 14 Valores de frecuencia del LLOQ del DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
adquiridos en el citometro de flujo Beckman Coulter DxFLEX.

° p
Fenotipo de HPN Dilucion | N Gecellas |10 cv

CD59- Tipo ll'y Tipo Il 1:10,000 101 0.005 % 9.1%
Eritrocitos (RBC)

CD157- CD14- 1:10,000 22 0.143 % 4.0 %
Monocitos

GPI anchor- CD14- 1:10,000 4 0.026 % 22%
Monocitos

GPI anchor- CD157- 1:10,000 11 0.068 % 5.9%
Monocitos

CD157- CD24- 1:10,000 29 0.024 % 42%
Neutrofilos

GPI anchor- CD24- 1:10,000 8 0.007 % 71%
Neutroéfilos

GPI anchor- CD157- 1:10,000 9 0.007 % 85%
Neutroéfilos

AVISO: Para el andlisis de citometria de flujo se utilizaron los siguientes
citometros de flujo, incluida la version de software:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - version 8.0.2

BD FACSLyric™ BD FACSuite™ Software - versién v1.5.0.925
Beckman Coulter DxXFLEX  CytExpert for DXFLEX - versién 2.0.2.18
Beckman Coulter Navios EX Navios EX Software - versién 2.2
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Para la evaluacion de los datos medidos se utilizé la siguiente plataforma de
andlisis:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - version 10.9.0

12.Rendimiento clinico

Pacientes con deficiencia de GPI

Se recogieron datos clinicos en un centro clinico de 19 pacientes, tanto sanos ©
como con deficiencia de GPI confirmada 3. El rendimiento clinico se determiné
como una comparacién del kit de ensayo de HPN de alta sensibilidad DryFlowEx
con un método interno de un laboratorio clinico acreditado (un coctel de
anticuerpos conjugados de un solo color de diferentes fabricantes y analizados
mediante el BD FACSCanto™ Il).

Se ha evaluado la deficiencia de GPI en los pacientes en relacién con el método
utilizado (Tabla 15) mediante la deteccién de células con deficiencia de GPI (clones
de HPN).

Tabla 15 Rendimiento clinico del kit DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit

Evaluacion del déficit de GPI mediante el
método interno de un laboratorio clinico
acreditado

Deficiencia de GPI Estado normal

Deficiencia de

GPI 13 pacientes 0 pacientes

Sensitivity Assay Kit

Estado normal O pacientes 6 pacientes

Evaluacion de la deficiencia
de GPI mediante el kit
DryFlowEx PNH High-

13.Valores previstos

Intervalo de referencia

En la poblacién normal no se detecta deficiencia de GPIl y se espera que todos los
valores porcentuales del fenotipo de HPN sean inferiores al punto de Assay Cut-
off (LOD) (),
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14 .Limitaciones

No se han identificado limitaciones para su uso en tipos especificos de
enfermedades, como las anemias.

La notificacion de deficiencias de GPI esta limitada por las directrices publicadas
sobre el estado actual de la técnica ©.

No detecte el clon de HPN en linfocitos, ya que aparece con mayor frecuencia en
neutréfilos y monocitos que en linfocitos maduros, lo que sugiere que las células
linfoides son de larga vida y pueden existir antes de la formacién o expansién de
los clones de HPN.
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una marca registrada de Cytognos S.L., SPHERO™ COMPtrol es una marca
registrada de Spherotech, Inc.

18.Historial de revisiones

Version 4, ED7750_IFU_v4
1) Se ha actualizado el capitulo «Muestran.
2) Se han actualizado las advertencias del capitulo 10.

3) Se han actualizado las secciones «<PNH RBC 3-color tube» y «PNH WBC 7-color
tube», incluidas las figuras del capitulo 10.

4) Se ha anadido la seccion «Controles internos» en el capitulo 10.

5) Se ha afadido una advertencia en la seccidn «Célculo e interpretacién de los
resultados analiticos».

6) Se ha actualizado la seccion «Normas del algoritmo de notificacion de
deficiencia de GPlI».
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9) Se ha corregido la numeracién de los articulos en la seccidén «Referencias».

19.Fabricante

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Informacion de contacto
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Representantes autorizados
N/A

AVISO: Cualquier incidente grave que se haya producido en relacién con el
producto debera notificarse al fabricante y a la autoridad local competente.
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