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1. Finalidade prevista

O Kit DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay destina-se a detecdo de alta
sensibilidade e enumeracado de células com deficiéncia de glicofosfatidilinositol
(GPI) no sangue total humano por citometria de fluxo.

O que é detetado e/ou medido
O dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit deteta e enumera células
com deficiéncia de glicofosfatidilinositol (GPI) (clones PNH) como percentagem de:

e células CD59 dim ou CD59- de todos os eritrdcitos (CD235a+)

e células CD59 dim ou CD59- de todos os iRBCs (CD235a+CD71+)
e células CD14-, CD157- e ancora GPI- de todos os mondcitos
(CD45+CDé64+)

e células CD24-, CD157- e ancora GPI- de todos os neutrofilos
(CD45+CD15+4)

Funcao do dispositivo

O dispositivo destina-se ao diagndéstico e monitorizacdo de pacientes que sofram
ou que se suspeite sofrerem de Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN) e
disturbios relacionados .

Contexto do estado fisiolégico ou patolégico

A Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN) é uma doenca rara das células-tronco
hematopoéticas que surge como consequéncia da expansao clonal ndo maligna das
células com mutacdo somatica do gene da Biossintese da Ancora de
Fosfatidilinositol Glicano (PIGA) de Classe A. As mutacdes do gene PIGA resultam
na incapacidade de expressar proteinas da superficie celular ancoradas no
glicofosfatidilinositol (GPI).

O dispositivo destina-se a detetar neutréfilos e monécitos com deficiéncia de GPI
() juntamente com eritrdcitos com deficiéncia completa (Tipo 1) e parcial (Tipo Il)
de GPI 23459 para avaliacdo da dimensio do clone de HPN.

Adicionalmente, o dispositivo deteta iRBCs com deficiéncia de GPI (eritrocitos
imaturos) em pacientes que recebam transfusées sanguineas quando os eritrocitos
de HPN s3o dificeis de delinear ).

Tipo de ensaio

Nao automatizado
Quantitativo

Tipo de espécime requerido

Amostra de sangue total periférico humano anticoagulado (EDTA, heparina,
citrato) (¥
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Populacio de teste
Pacientes com:

e Marcadores laboratoriais de hemdlise, quando outras causas mais comuns
de hemolise tiverem sido excluidas,

Tromboses inexplicadas em faixa etéria jovem,

Tromboses diagnosticadas num local incomum,

Anemia aplastica (AA) herdada ou adquirida,

Sindrome mielodisplasica (SMD),

Citopenia inexplicada na qual a AA ou a SMD sejam consideracdes de
diagnéstico diferencial @

2. Utilizador pretendido

O dispositivo destina-se apenas a uso profissional em laboratério. Nao para testes
proximos dos pacientes ou autoteste.

Requisitos de qualificacdo

O utilizador previsto deve possuir conhecimentos especializados de ponta em
andlise de citometria de fluxo de células humanas, técnicas laboratoriais padrao,
incluindo técnicas de pipetagem, manipulacdo segura e adequada de espécimes
derivados do corpo humano.

O utilizador previsto deve cumprir a norma EN ISO 15189 ou outras disposicoes
nacionais, quando aplicavel.

3. Principio de anilise

O principio do teste baseia-se na detecao da ancora do GPI e das proteinas
ancoradas em GPI na superficie das células sanguineas humanas. Os anticorpos
monoclonais e a proaerolisina recombinante usados no teste sao rotulados com
diferentes fluorocromos que siao excitados por um feixe de laser de um citometro
durante a aquisicado de uma amostra de sangue corado. A fluorescéncia
subsequente (emissio de luz) de cada fluorocromo presente numa célula de sangue
adquirida é recolhida e analisada pelo instrumento. A intensidade da fluorescéncia
é diretamente proporcional a densidade da expressao do antigénio numa célula,
permitindo a separacdo de diferentes subconjuntos de células.

4. Reagente(s) fornecido(s)

Conteldos
O dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit, suficiente para andlise de
25 pacientes, é fornecido com os seguintes reagentes:
PNH High-Sensitivity Assay (25 bolsas). Cada bolsa consiste em 1 tubo de uso
Unico com tampa com cédigo de cor (faixa ciano) PNH WBC 7-color (ED7750-1) e
1 tubo de uso Unico com tampa com cédigo de cor (faixa vermelha)
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PNH RBC 3-color (ED7750-2), que contém combinacdes previamente misturadas
de reagentes rotulados com fluorocromo e secadas com os ingredientes
estabilizadores como camada no fundo dos tubos de ensaio (12 x 75 mm); consulte
as Tabelas 1 e 2.

Lysing Solution ED7750-3 (1 frasco) contendo 15 ml de solucdo tamponada
concentrada (10X) a base de formaldeido.

PNH Compensation Set ED7750-4 (1 bolsa) contendo 10 tubos de uso tnico com
tampa, cada uma com um Unico reagente rotulado com fluorocromo que foi secado
com os ingredientes estabilizadores como camada no fundo do tubo (12x75 mm).

CUIDADO: O Conjunto de Compensacdo PNH destina-se apenas a preparacdo
da compensacéo. Os reagentes Unicos rotulados com fluorocromo (ver Tabela 1
e Tabela 2) permitem um procedimento de compensacéo facil e preciso.

Composicao
Tabela 1 Descricdo dos ingredientes ativos PNH WBC 7-color

Antigénio Fluorocromo Clone Is6topo
( ;ﬁggg:gn(s;iig) Alexa Fluor®488 N/A N/A
CD157 PE SY11B5 IgG1l
CD45 PerCP-Cy™5.5 2D1 IgG1l
CD64 PE-Cy™7 10.1 IgG1l
CD24 APC SN3 IgG1
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1l
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM

Tabela 2 Descricido dos ingredientes ativos PNH RBC 3-color

Antigénio Fluorocromo Clone Is6topo

CD235a FITC JC159 IgG1l
CD59 PE MEM-43 IgG2a
CD71 APC MEM-75 1gG1
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5. Materiais necessarios, mas nao incluidos

Agua desionizada (Reagent-grade)
Solucéo salina de fosfato tamponada (1X PBS),pH 7.2 - 7.4

Particulas de compensacao da citometria de fluxo (Spherotech SPHERO™
COMPtrol Kit, Cat. No. CMIgP-50-3K ou particulas de compensacéo equivalentes)

6. Equipamento necessario
Pipeta automatica com pontas descartaveis (100 ul - 5 ml) para pipetagem de
espécimes e reagentes

Dispensador de liquidos ou pipeta com pontas descartaveis (2 ml) para
dispensacao de solucao de lisagem de eritrécitos

Misturador Vortex

Tubos centrifugos conicos em polipropileno (15 ml ou 50 ml) para preparacio de
amostras

Centrifugadora com adaptadores de rotor apropriados para tubos de fundo
redondo com 12 x 75 mm

Citémetro de fluxo com trés fontes de excitacio a laser (488 nm, ~635 nm e 405
nm), detetores para espalhadores, filtros 6ticos e detetores de emissdes
apropriados para recolher os sinais de fluorocromos indicados na Tabela 3.

Tabela 3 Caracteristica espectral dos fluorocromos utilizados no dispositivo

Fluorocromo Excitacdo [nm] Emissdes [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: O dispositivo foi testado em citometros de fluxo BD FACSCanto™ I
(BD Biociéncias), BD FACSLyric™ (BD Biociéncias), Navios EX (Beckman
Coulter) e DxFLEX (Beckman Coulter).
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7. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 20 -30 °C.

Evitar a exposicao prolongada a luz.

Mantenha seco.
CUIDADO: Produto sensivel a humidade. Nao abrir a bolsa de aluminio até a
primeira utilizacdo.

Consulte o Procedimento da Seccdo 10 (Preparacao do(s) reagente(s) fornecido(s))

para informacoes sobre as condicdes de armazenamento e a estabilidade das
solucdes ativas (quando aplicavel).

8. Avisos, precaucoes e limitacoes de utilizacdao
Classificacdo de Perigos GHS

ADVERTENCIA: Lysing Solution (ED7750-3) contém formaldeido (CAS No.
50-00-0) e metanol (CAS No. 67-56-1) em concentracdes classificadas como
perigosas.

Elementos de etiqueta | Palavra de sinal

%

Perigo

H302: Nocivo por ingestao.

Frases H H315: Provoca irritacdo cutanea.

H317: Pode provocar uma reacao alérgica cutanea.
H319: Provoca irritacao ocular grave.

H331: Téxico por inalagao.

H335: Pode provocar irritacdo das vias respiratérias.
H341: Suspeito de provocar anomalias genéticas.
H350: Pode provocar cancro.

H371: Pode afectar os 6rgaos.

H373: Pode afectar os rins apos exposicao prolongada ou
repetida por ingestao.

EUHO71: Corrosivo para as vias respiratorias.

P201: Pedir instrucoes especificas antes da utilizacio.
P260: Nao respirar as vapores.

Frases P P280: Usar luvas de protecao/protecao ocular/protecao
facial.

P308+P313: EM CASO DE exposicao ou suspeita de
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exposicao: consulte um médico.
P403+P233: Armazenar em local bem ventilado. Manter o
recipiente bem fechado.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranca (FDS) disponivel na pagina do produto
em www.exbio.cz para obter informacdes completas sobre os riscos colocados
pelas substancias e misturas quimicas contidas no Produto e como devem ser
manuseadas e eliminadas.

Perigo biolégico

Amostras biolégicas humanas e amostras de sangue e quaisquer materiais que
entrem em contacto com elas sdo sempre considerados como materiais
infecciosos.

Utilizar equipamento de protecdo pessoal e de seguranca para evitar o contacto
com a pele, olhos e membranas mucosas.

Seguir todas as leis, regulamentos e procedimentos aplicaveis para o
manuseamento e eliminacdo de materiais infecciosos.

Evidéncia de deterioracao

O aspeto normal do reagente fornecido é uma camada seca transparente no fundo
do tubo. Nao utilizar o reagente se observar qualquer alteracdo na aparéncia, por
exemplo, presenca de humidade no interior do tubo.

Limitacdo de utilizacdo
Nao utilizar apdés a data de validade indicada nos rétulos dos produtos.
Nao reutilizar os tubos de ensaio.

9. Espécime

Utilize sangue venoso periférico colhido num recipiente de amostra classificado
como dispositivo médico, com anticoagulante EDTA, heparina ou ACD (Acid
Citrate Dextrose) (1.

Utilize apenas o espécime nao tratado. Nao utilize espécimes pré-lisados, lavados
ou diluidos.

Processar a amostra de sangue no prazo de 48 horas apds a colheita. Manter a
amostra a temperatura laboratorial (20-25°C) se for processada no prazo de 24
horas. Se o processamento for adiado para além de 24 horas, mas menos de 48
horas, refrigerar a amostra (.

Interferéncia Endégena

Com base na investigacdo da literatura cientifica, as fontes de interferéncia
enddgenas sao identificadas na Tabela 4.
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Tabela 4 Interferéncia Endégena do dispositivo

podem afetar a andlise por citometria de
fluxo de determinadas populacdes de
células sanguineas.

Interferéncia Impacto Referéncia
Endégena
Albumina A albumina pode interferir em 9,10, 11
concentracdes elevadas devido a sua
capacidade de se ligar e de libertar grandes
quantidades de ligandos.
Bilirrubina A bilirrubina aumenta o fundo de 12,13, 14
(itericia) fluorescéncia das células devido a sua
(ndo conjugado) | elevada autofluorescéncia.
Residuos Os detritos celulares podem provocar 15,16
celulares (apos contagens incorretas de células e esgotar o
lise) anticorpo no dispositivo.
Eritrocitos Uma lise insuficiente e a presenca de 17
glébulos vermelhos na amostra podem
conduzir a uma contagem incorreta de
células.
Hemoglobina As amostras hemolisadas podem produzir 18
resultados pouco fidveis.
Anticorpos Pode afetar a funcionalidade do dispositivo | 19
humanos anti- (capacidade de se ligar a antigénios de
murinos superficie celular).
Imunoglobulinas | Pode afetar a contagem de subgrupos de 12
linfécitos.
Fatores A presenca de RF (fator reumatoide) 20
reumatoéides interfere com os MIA (imunoensaios
multiplex).
Triglicéridos Niveis elevados de lipidos em circulacdo 21

Interferéncia Exégena
De acordo com artigos publicados por Sutherland et. al. 7, os glébulos vermelhos
provenientes de transfusdes de sangue sdo uma interferéncia importante na
andlise da HPN em pacientes com um clone grande de HPN que sofram de
hemolise extravascular. Os eritrocitos saudaveis recebidos por transfusido afetam
significativamente a monitorizacdo do clone da HPN na linhagem de glébulos
vermelhos (RBC). A adicdo de CD71 melhora significativamente a capacidade de

analisar os tamanhos dos clones de HPN na linhagem de hem4cias,

independentemente do estado hemolitico e/ou transfusional do paciente.
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O dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit resolve este problema de
acordo com as diretrizes anteriormente mencionadas, oferecendo o antigénio
CD71 para a identificacio de glébulos vermelhos imaturos (iRBC), em que os iRBC
também expressam o antigénio CD59 ancorado em GPI. Nos sacos de transfusio,
os glébulos vermelhos imaturos sdo normalmente representados numa quantidade
muito baixa 2. Por outro lado, os pacientes que sofrem hemolise extravascular
causada pela HPN tém um aumento na contagem de glébulos vermelhos imaturos
devido a rapida perda de eritrécitos 23. Assim, com a adicio do anticorpo
monoclonal CD71 para a identificacao de glébulos vermelhos imaturos, o médico
pode monitorizar com maior precisido a progressao da HPN, que se manifesta pela
perda do antigénio CD59 nos glébulos vermelhos imaturos, ultrapassando a
interferéncia de glébulos vermelhos exégenos provenientes dos sacos de
transfusdo. O DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit contém o anticorpo
CD71 anti-humano e permite a utilizacdo das diretrizes mais recentes para a
detecdo e quantificacdo de clones de HPN.

10.Procedimento

Preparacéo do(s) reagente(s) fornecido(s)

PNH High-Sensitivity Assay

Nao é necessaria preparacdo de reagentes, sdo fornecidos em tubos de ensaio
apenas para uso unico.

Lysing Solution
Colocar o reagente a temperatura ambiente antes de o utilizar.

O reagente é concentrado 10X e deve ser diluido com agua desionizada antes da
utilizacio (1 volume da solucdo concentrada e 9 volumes de dgua desionizada).
Apds a primeira abertura, o reagente mantém as suas caracteristicas de
desempenho até ao termo do prazo de validade, quando conservado nas condicoes
previstas, no seu recipiente primario de origem.

A solucdo de lise diluida (1X) é estavel durante 1 més quando armazenada num
dispensador de liguidos ou recipiente fechado a temperatura ambiente.

Preparagdo de materiais necessarios, mas nao incluidos
Particulas de compensacio

Prepare a solucao ativa de particulas de compensacao da citometria de fluxo de
acordo com as instrucoes do fabricante.

Preparacao da compensacio

Adquira tubos de Set de Compensacdo usando a mesma configuracdo do citémetro
de fluxo, antes da analise dos tubos de PNH RBC 3-color e de PNH WBC 7-color.
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CUIDADO: Os procedimentos de preparacdo da compensacdo de PNH RBC
3-color e de PNH WBC 7-color diferem no tipo de preparacio de espécimenes
e de coloracao da amostra.

Tubos de compensacdo PNH RBC 3-color (faixa vermelha)

Adicione o Kit SPHERO™ COMPtrol ou particulas de compensacao
equivalentes no fundo de cada tubo de compensacao de cor Unica.

Coloque no agitador Vortex e incube os tubos de ensaio durante 20 minutos a
temperatura ambiente no escuro.

Adicione 4 ml de 1X PBS a cada tubo de compensacio. Centrifugue 5 minutos
a 300 xg.

Descarte o sobrenadante sem perturbar as particulas de compensacao e
adicione 0,1 ml de 1X PBS a cada tubo de compensacao.

Defina as tensdes nos detetores de fluorescéncia de interesse antes da andlise
de amostras coradas. A tensdo num detetor de PMT deve ser definida
suficientemente alta, para que o minimo de eventos com manchas negativas
interfira com o 0.° canal no eixo de fluorescéncia. Além disso, a tensdo do
detetor de PMT nao deve exceder os valores em que os eventos positivos sdo
pressionados para o eixo direito.

Adquira os tubos de compensacio corados imediatamente usando o citémetro
de fluxo.

Calcule a matriz de compensacdo PNH RBC 3-color no software do citémetro,
desenvolvido pelo fabricante, ou no software dedicado a andlise de dados de
citometria offline. Use esta matriz de compensacao para todos os tubos de
ensaio deste lote de PNH RBC 3-color.

CUIDADO: Uma vez ajustadas para o lote especifico de PNH RBC 3-color, ndo
altere as definicoes dos detetores de fluorescéncia para reter as mesmas
definicoes de aquisicdo da matriz de compensacao e os mesmos resultados de
compensacao.

Tubos de compensacido PNH WBC 7-color (faixa ciano)

Adicione 50 ul de dgua deionizada no fundo de cada tubo de compensacio de
cor Unica e coloque no agitador Vortex numa velocidade vigorosa durante 7-10
segundos.

Adicione 100 pl de sangue total periférico a cada tubo de compensacao de
cor Unica e coloque no agitador Vortex numa velocidade vigorosa.
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10.

Incube os tubos de ensaio durante 20 minutos a temperatura ambiente no
escuro.

Adicione 2 ml de solucdo de lisagem diluida (1X) a cada tubo de compensacéo.

Incube os tubos de ensaio durante 10 minutos a temperatura ambiente no
escuro.

Centrifugue durante 5 minutos a 300 xg, descarte o sobrenadante e volte a
suspender o agregado de células em 2 ml de 1X PBS.

Centrifugue durante 5 minutos a 300 xg, descarte o sobrenadante e volte a
suspender o agregado de células em 0,2 ml de 1X PBS.

Defina as tensdes nos detetores de fluorescéncia de interesse antes da andlise
de amostras coradas. A tensdo num detetor de PMT deve ser definida
suficientemente alta, para que o minimo de eventos com manchas negativas
interfira com o 0.° canal no eixo de fluorescéncia. Além disso, a tensdo do
detetor de PMT nao deve exceder os valores em que os eventos positivos sdo
pressionados para o eixo direito.

Adquira os tubos de compensacio corados imediatamente usando o citémetro
de fluxo.

Calcule a matriz de compensacdo PNH WBC 7-color no software do citémetro,
desenvolvido pelo fabricante, ou no software dedicado a andlise de dados de
citometria offline. Use esta matriz de compensacao para todos os tubos de
ensaio deste lote de PNH WBC 7-color.

CUIDADO: Uma vez ajustadas para o lote especifico de PNH WBC 7-color, ndo
altere as definicoes dos detetores de fluorescéncia para reter as mesmas
definicoes de aquisicdo da matriz de compensacao e os mesmos resultados de
compensacao.

Preparacdo de amostras

A detecao e diferenciacdo de clones PNH em eritrécitos usando o tubo PNH RBC
3-color requer preparacdo de amostras antes do procedimento de coloracao.

AVISO: Antes de processar a amostra, garanta que o citometro foi devidamente
preparado.

Rotule um tubo cénico de polipropileno com a identificacdo da amostra de
sangue examinada.

Extraia com uma pipeta 10 ul de amostra de sangue bem misturada para o fundo
do tubo cénico rotulado.
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3.

Dilua a amostra de sangue: 1:100 com 1 ml de 1X PBS e misture a mao,
oscilando-a durante 5 segundos.

CUIDADO: A forma classica de PNH é dominada pela hemélise intravascular.
Antes de diluir a amostra de sangue, consulte os valores de RBC do analisador
hematolégico para atingir os valores de RBC da amostra de sangue diluido no
intervalo de 3 - 5 x 107 / ml de sangue diluido e ajuste o fator de diluicdo
conforme necessario para adquirir valores suficientes de RBC no citémetro de
fluxo.

Realize o procedimento de coloracdo da amostra imediatamente apés a diluicdo
da mesma.

A detecdo de células com deficiéncia de GPI em neutréfilos usando o tubo PNH
WBC 7-color nao requer preparacao de amostras antes do procedimento de
coloracao.

Coloraciao de amostra - tubo PNH RBC 3-color (faixa vermelha)

1.

Rotule um tubo PNH RBC 3-color com a identificacdo da amostra de sangue
examinada.

Extraia com uma pipeta 50 ul de amostra de sangue diluida e bem misturada
para o fundo do tubo PNH RBC 3-color.

CUIDADO: Evite a pipetagem de sangue na lateral do tubo de ensaio. Se o
esfregaco ou gota de sangue permanecer na lateral do tubo, podera nao ser
tingido com o reagente e os resultados do teste podem nao ser validos.

Coloque no agitador Vortex numa velocidade vigorosa durante 7-10 segundos.

CUIDADO: O encurtamento do tempo no Vortex podera afetar os resultados
do teste.

Incube o tubo PNH RBC 3-color durante 20 minutos a temperatura ambiente
no escuro.

5. Adicione 4 ml de 1X PBS ao tubo PNH RBC 3-color.
6. Centrifugue o tubo PNH RBC 3-color durante 5 minutos a 300 xg.

8.

Descarte o sobrenadante sem perturbar o agregado de células e adicione 0,5 ml
de 1X PBS ao tubo PNH RBC 3-color.

Colocar no Vortex brevemente para voltar a suspender o agregado de células.

Adquira a amostra corada usando o citémetro de fluxo. Se a amostra corada ndo
for adquirida imediatamente, tapar o tubo de ensaio, armazenar a 2-8 °C no escuro
e analisar no prazo de 2 horas.
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CUIDADO: Desfazer os agregados celulares na amostra corada fazendo deslizar
o tubo de ensaio 6-10 vezes contra a parte superior do suporte de tubos
imediatamente antes da aquisicdo no citdmetro de fluxo. Um montante
excessivo de agregados de RBC podera afetar os resultados do teste.

Coloracio de amostra - tubo PNH WBC 7-color (faixa ciano)

1.

Rotule um tubo PNH WBC 7-color com a identificacdo da amostra de sangue
examinada.

Adicione 50 ul de agua deionizada ao tubo de ensaio PNH WBC 7-color.
Coloque no agitador Vortex numa velocidade vigorosa durante 7-10 segundos.

CUIDADO: O encurtamento do tempo no Vortex poderd afetar os resultados
do teste.

Extraia com pipeta 100 pl de amostra de sangue bem misturada para o fundo
do tubo de ensaio PNH WBC 7-color e agite suavemente no Vortex.

CUIDADO: Evite colocar com a pipeta o sangue na lateral do tubo de ensaio. Se
o esfregaco ou gota de sangue permanecer na lateral do tubo, podera nao ser
tingido com o reagente e os resultados do teste podem nio ser vélidos.

Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.

5. Adicione 2 ml de 1X solucao ativa de lisagem de eritrécitos ao tubo PNH WBC

9.

7-color.

Incube os tubos de ensaio durante 10 minutos a temperatura ambiente no
escuro.

. Centrifugue o tubo PNH WBC 7-color durante 5 minutos a 300 xg.

Descarte o sobrenadante sem perturbar o agregado de células e adicione 2 ml
de 1X PBS ao tubo de ensaio.

Centrifugue o tubo PNH WBC 7-color durante 5 minutos a 300 xg.

10.Descarte o sobrenadante sem perturbar o agregado de células e adicione 0,2 ml

de 1X PBS ao tubo de ensaio.

11.Colocar no Vortex brevemente para voltar a suspender o agregado de células.

Adquira a amostra corada usando o citémetro de fluxo. Se a amostra corada ndo
for adquirida imediatamente, tapar o tubo de ensaio, armazenar a 2-8 °C no escuro
e analisar no prazo de 24 horas.
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Andlise de citometria de fluxo

O medidor de caudal selecionado para utilizacdo com o dispositivo DryFlowEx
PNH High-Sensitivity Assay Kit deve ser calibrado numa base de rotina utilizando
micro esferas fluorescentes para assegurar uma sensibilidade estavel dos detetores
de acordo com as instrucdes do fabricante do medidor de caudal.

Se nao for mantido corretamente, o ocitémetro defluxopode produzir resultados
falsos.

Consultar as especificacdes do fabricante para os lasers e detetores fluorescentes
de acordo com as caracteristicas de excitacdo e emissio dos fluorocromos na
Seccao 6 Equipamento necessario.

Para a anélise de dados medidos, é possivel utilizar software de citdmetro
desenvolvido pelo fabricante, ou software dedicado a anélise de dados de
citometria offline (por exemplo FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Andlise de tubos de compensacio PNH RBC 3-color (faixa vermelha)

Visualize os dados ndo compensados de cada tubo de compensacdo numa
dispersao lateral (SSC) versus um diagrama de pontos de “fluorocromo a ser

compensado”. Defina os limites para as particulas de compensacio positivas (+) e

negativas (-) da citometria, conforme representado na Figura 1.

Figura1 Identificacdo de particulas de compensacéo positivas (+) e negativas (-) da
citometria nos tubos de compensacao (dados adquiridos no BD FACSCanto™ ).
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Anilise de tubos de compensacio PNH WBC 7-color (faixa ciano)
Visualize os dados ndo compensados de cada tubo de compensacdo numa
dispersao lateral (SSC) versus um diagrama de pontos de “fluorocromo a ser
compensado”. Defina os limites para as popula¢des mais positivas (+) e mais
negativas (-) conforme representado na Figura 2.

Figura 2 Identificacido dos eventos mais positivos (+) e mais negativos (-) nos tubos de
compensacao (dados adquiridos no BD FACSCanto™ II).
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Tubo PNH RBC 3-color (faixa vermelha)

Devido a baixa contagem de iRBC na amostra de sangue diluido, é necesséario
adquirir um minimo de 500.000 eventos eritrocitarios para analise. A aquisicao de
> 500 000 eventos resulta em tempos de aquisicido mais longos. Isto podera afetar
o equilibrio complexo da vinculacido anticorpos-antigénios e a diminuicao da
fluorescéncia CD235a FITC. Monitorize sempre a estabilidade da intensidade da
fluorescéncia ao longo do tempo de aquisicdo (Figura 3).

Figura3 Todos os eventos adquiridos num diagrama de pontos CD235a FITC vs. Tempo
(dados adquiridos no BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Time

Figura 3a Apresentar todos os eventos do gate Tempo num diagrama de dispersdo FSC-A
vs. SSC-A em modo logaritmico (dados adquiridos no BD FACSLyric™).

SsC

17/ 42



Visualizar os dados compensados do gate SSC vs. FSC num diagrama de dispersao
em modo logaritmico, em que o eixo X representa FSC e o eixo Y representa a
intensidade de fluorescéncia no canal FITC. Definir o gate "singlets de heméacias
CD235a+" (Figura 4).
Figura4 Delineacio de singlets de hemacias CD235a+ (dados adquiridos no
BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Opcional:
Para uma melhor diferenciacao dos singlets, é possivel visualizar os dados
compensados como um histograma, em que o eixo X representa a intensidade da
fluorescéncia no canal FITC. Definir o gate "singlets de hemacias CD235a+"
(Figura 4a).
Figurad4a Delineacdo dos singlets de hemacias CD235a+ (dados adquiridos no
BD FACSLyric™).
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Eritrécitos

Visualizar os singlets de hemacias CD235a+ num diagrama de dispersao CD59 PE
versus FITC CD235a. Separar os eventos em trés populacoes utilizando trés gates
adequados (Figura 5a, 5b) e calcular a percentagem de eventos nas regides de Tipo
I, Tipo Il e Tipo lll. Para um melhor ajuste das regides entre o Tipo Il e lll em
algumas situacoes, pode ser util um histograma.
Figura 5a Paciente com clone de HPN: A) Singlets de hemacias CD235a+ num diagrama de

dispersdo CD59 PE vs. FITC CD235a; B) Singlets de hemacias CD235a+ num CD59 PE vs.
histograma (dados adquiridos em BD FACSLyric™).
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Figura 5b Dador saudavel: A) Singlets de hemacias CD235a+ num diagrama de dispersdo
CD59 PE vs. FITC CD235a; B) Singlets de hemacias CD235a+ num CD59 PE vs. histograma
(dados adquiridos com BD FACS Lyric™).
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iRBCs (reticulécitos imaturos)

Em pacientes que recebem transfusdes de sangue, pode ser dificil determinar a
verdadeira percentagem de hemacias de HPN tipo Il e lll. Os glébulos vermelhos
saudaveis de um dador de sangue que circulam na corrente sanguinea do paciente
com HPN tém impacto na percentagem exata do tamanho do clone de HPN. A
adicdo de CD71 pode ser Util para excluir as células transfundidas do dador (.
Visualizar os singlets de hemacias CD235a+ num -diagrama de dispersiao CD71
APC versus FITC CD235a e separar os iRBCs CD71+ (Figura 6).

Figura 6 Singletos CD235a+ RBC num diagrama de pontos CD71 APC vs. CD235a FITC.
Delineamento dos iRBCs CD71+ (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
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Visualizar os iRBCs CD71+ num diagrama de dispersao CD59 PE versus FITC
CD235a e num histograma CD59 PE vs. histograma (Figura 7). Separar os eventos
em trés populacoes utilizando trés gates adequados e calcular a percentagem de
eventos nas regioes de Tipo |, Tipo Il e Tipo .

Figura 7 Paciente com clone de HPN, mas sem transfusdo: A) iRBCs CD71+ num diagrama

de dispersio CD59 PE vs. FITC CD235a; B) iRBCs CD71+ num CD59 PE vs. histograma
(dados adquiridos em BD FACSLyric™).
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Tubo PNH WBC 7-color (faixa ciano)
Adquirir pelo menos 50.000 neutrdéfilos e 10.000 monécitos, o que significa que
sdo adquiridos pelo menos 200.000 eventos para andlise. Visualize os dados
compensados num diagrama de pontos de dispersao lateral versus intensidade de
fluorescéncia em PerCP-Cy™ 5.5. Delimite os leucdcitos CD45+ como indicado na
Figura 8.

Figura 8 Delineamento de leucécitos CD45+ (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
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Monécitos
Visualize os leucécitos CD45+ num diagrama de pontos de dispersao lateral versus
CDé64 PE-Cy™7 e delimite os mondcitos CD64+ conforme representado na
Figura 9.

Figura9 Delineamento de mondcitos CD64+ a partir de leucdcitos (dados adquiridos no
BD FACSLyric™).
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Visualize os mondcitos CD64+ num diagrama de pontos CD157 PE versus CD14
APC-Cy™7 (Figura 10). Defina os limites aproximados e calcule a percentagem da
populacdo CD157-CD14-.
Figura 10 Mondcitos CD64+ num diagrama de pontos CD157 PE vs. CD14 APC-Cy™7
(dados adquiridos no BD FACSLyric™). A) paciente com clone PNH; B) dador saudavel
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Depois, visualize os mesmos monécitos CD64+ num diagrama de dispersao com

ancora GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) versus CD14 APC-Cy™7 (Figura 11).

Defina os limites apropriados e calcule a percentagem da populacdo da ancora GPI-

CD14-.

Figura 11 Mondcitos CD64+ num diagrama de pontos com ancora de GPI Alexa Fluor® 488
vs. CD14 APC-Cy™7 (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
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Depois, visualize os mesmos monécitos CD64+ num diagrama de dispersao com
ancora GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) versus CD157 PE (Figura 12).
Defina os limites apropriados e calcule a percentagem da populacdo da ancora GPI-
CD157-.

Figura 12 Mondcitos CD64+ num diagrama de pontos com ancora de GPI Alexa

Fluor® 488 vs. CD157 PE (dados adquiridos no BD FACSLyric™). A) paciente com clone
PNH; B) dador saudavel.
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Neutroéfilos

Visualize leucécitos CD45+ num diagrama de pontos de dispersao lateral versus
CD15 Pacific Blue™ e separe os neutréfilos CD15+ conforme representado na
Figura 13.

Figura 13 Delineamento de neutréfilos CD15+ a partir de leucécitos (dados adquiridos no
BD FACSLyric™).
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Visualize neutréfilos CD15+ num diagrama de pontos CD157 PE versus CD24 APC
conforme representado na Figura 14. Definir os gates adequados e calcular a
percentagem da populacdo CD157-CD24-.

Figura 14 Neutrdéfilos CD15+ num diagrama de pontos CD157 PE vs. CD24 APC (dados
adquiridos no BD FACSLyric™). A) paciente com clone PNH; B) dador saudavel
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Depois, visualize os mesmos neutréfilos CD15+ num diagrama de dispersao com
ancora GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) versus CD24 APC, defina limites
apropriados e calcule a percentagem da populacdo da ancora GPI- CD24-
conforme representado na Figura 15.

Figura 15 Neutrofilos CD15+ num diagrama de pontos com ancora de GPI Alexa

Fluor® 488 vs. CD24 APC (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
A) paciente com clone PNH; B) dador saudavel
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Depois, visualize os mesmos neutréfilos CD15+ num diagrama de pontos ancora de
GPI Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) versus CD157 PE. Defina limites apropriados e
calcule a percentagem da populacdo da ancora de GPI- CD157- conforme
representado na Figura 16.

Figura 16 Neutréfilos CD15+ num diagrama de pontos ancora de GPI Alexa Fluor® 488

vs. CD157 PE (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
A) paciente com clone PNH; B) dador saudavel
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Controlo interno
Para verificar a tensdo e a compensacao do detetor de fluorescéncia, é necessario
verificar o controlo interno (Figura 18). No CDé4 PE-Cy™7 versus grafico de
dispersao lateral, os linfécitos do gate sdo a populacdo de controlo interno
(Figura 17).
Figure 17 Delineacio de linfécitos CD64- a partir de leucécitos (dados adquiridos com
BD FACSLyric™).
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Em seguida, visualizar os linfécitos em diagramas de dispersdo ancorados em GPI
com Alexa Fluor® 488 (Proaerolisina) versus CD24 APC/CD157 PE/CD15 Pacific
Blue™/CD14 PE-Cy™7 para verificacao das definicbes de tensao, compensacio e
desempenho do anticorpo (Figura 18).

Figura 18 Controlos internos (dados adquiridos no BD FACSLyric™).
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Célculo e interpretacao de resultados analiticos
Enumere a percentagem de células com deficiéncia de GPI (tendo fendtipo PNH),

consulte a Tabela 5.

Tabela 5 Fendtipos de clone PNH

3
10

T T
4 5
10 10

Populacdo de células-mae | Fenétipo PNH de acordo com a estratégia de limitacao
T% E”trécﬁﬁs (Tipo CD59- CD235a+ (Fig. 5)

™

é Eritrocitos (Tipo Il) CD59 dim CD235a+ (Fig. 5)

% iRBCs (Tipo Il1) CD59- CD235a+CD71+(Fig. 7)

l% iRBCs (Tipo 1) CD59 dim CD235a+CD71+(Fig. 7)

5 CD14- CD157- CDé4+ (Fig. 10)

‘_E Monécitos CD14- ancora GPI- CDé4+ (Fig. 11)
§ CD157- ancora GPI - CDé4+ (Fig. 12)
% CD24- CD157- CD15+ (Fig. 14)

E Neutrdfilos CD24- ancora GPI - CD15+ (Fig. 15)
- CD157- ancora GPI- CD15+ (Fig. 16)
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Tabela 6 Interpretacdo dos resultados

Limite de detecdo (LD) para os tubos WBC e RBC reportado como frequéncia do
principal (%), calculado a partir de 100 medicdes de n=25 amostras normais de
pacientes em n=4 diferentes plataformas de citémetro.

Citometro

sDracs | Bpracs | ST | Bt

NAVIOS EX| DX Flex
Tubo PNH RBC 3-color
CD59- Tipo Il e RBC Tipo I 0.005 0.002 0.029 0.049
CD59- Tipo Il e iRBCs Tipo llI 0.240 0.320 0.388 0.562
Tubo PNH WBC 7-color
Monécitos CD157- CD14- 0.20 0.19 0.14 0.30
Monécitos CD14- dncora GPI- 0.08 0.04 0.10 0.17
Mondcitos CD157- ancora GPI- 0.07 0.06 0.04 0.03
CD157- CD24- Neutrofilos 0.02 0.02 0.06 0.03
Neutréfilos CD24- ancora GPI- 0.03 0.03 0.02 0.02
Neutroéfilos CD157- ancora GPI- 0.01 0.01 0.01 0.01

27 /42




Regras do algoritmo do relatério de deficiéncias de GPI (¢

1. Relatar um clone de HPN no tubo de heméacias

Populacao celular Frequéncia Declaracio e acao resultantes ¢!
<LD "Nao foram detetadas células HPN"
Células de fendtipo HPN raras registadas
abaixo do nivel de detecdo
>1% "Clone de HPN presente"

Hemaécias de tipo | + tipo

Il CD59-

Pode ser relatada a percentagem de células

> LD (Quadro 6)
<0,01%©

"Células HPN presentes"

Células de fendtipo HPN raras registadas
abaixo do nivel de quantificacio

2. Relatar um clone d

e HPN no tubo de leucdcitos

Populacao celular

Frequéncia (%)

Declaracio e acao resultantes (¢

Mondécitos CD14-
ancorados em GPI

<LD

"Nao foram detetadas células HPN"

Células de fendtipo HPN raras registadas
abaixo do nivel de detecdo

>1%

"Clone de HPN presente"
Pode ser relatada a percentagem de células

> LD (quadro 6);
< LIQ (quadros 13 e
14)

"Células HPN presentes"
Pode ser relatada a percentagem de células

Neutréfilos CD24-
ancorados em GPI

<LD "Nao foram detetadas células HPN"
Células de fenétipo HPN raras registadas
abaixo do nivel de detecao

>1% "Clone de HPN presente"

Pode ser relatada a percentagem de células

> LD (quadro 6);
< LIQ (quadros 13 e

14)

"Células HPN presentes"
Pode ser relatada a percentagem de células

3. Indicar o tamanho do clone de HPN nas hemécias.

Indicar o tamanho total dos clones de HPN, bem como as percentagens da
populacao de HPN de tipo Il e de tipo lll, juntamente com a contagem da
populacdo de células obtida de acordo com o Quadro 7.

4. Indicar o tamanho do clone de HPN nos leucécitos.

Indicar o tamanho do clone de HPN em ambas as linhagens - neutréfilos e
mondcitos. Os clones de HPN em leucécitos aparecem agrupados e menos
dispersos do que os eventos aleatdrios duplamente negativos. Os mondcitos
podem apresentar clones de HPN de maiores dimensdes do que os neutréfilos 2,
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A deficiéncia de GPI (presenca de clone de HPN) deve ser expressa em todos os
fendtipos de HPN dentro de um determinado subconjunto de leucécitos. Espera-
se que todos os fendtipos de HPN de mondcitos (Quadro 5) corem as células

deficientes em GPI de forma semelhante . O mesmo se aplica aos

fenétipos de HPN dos neutroéfilos.

Terminologia do relatério de clones de HPN (de acordo com CLSI H52-A2):

a. Populacdo de HPN >1%: "clone de HPN"

b. Populacdo de HPN entre 0,1% e 1%: "clone menor de HPN"

c. Populacdo de HPN <0,1%: "células raras com fenétipo de HPN"

Tabela 7 Exemplos de possiveis resultados de exames (ndo de um Unico paciente) para um

citémetro de fluxo BD FACLyric™.

Fenétipo Contagem | Contagem Frequéncia | LIQ Avaliacao
de HPN de eventos | de eventos
de HPN da
populacido
parental

Hemécias 3 eventos 521.023 0,0006% 0,01%© "N3o foram

CD59- singlets de detetadas

CD235a hemacias células HPN"
Células de
fenotipo HPN
raras
registadas
abaixo do nivel
de detecao

CD24- 69.851 75.849 92,1 % 0,088 % "Clone de HPN

ancora GPI- eventos neutrofilos (Tabela 13) detetado"

CD15+ 92,1%
tamanho do
clone de HPN
dos neutrdfilos

CD14- 13 eventos 12.497 0,103% 0,141% "Células HPN

ancora GPI- mondcitos (Tabela 13) presentes;

CD64+ clone HPN
menor"
0,103%
tamanho do
clone de PNH
de mondcitos

5. Os histogramas e os diagramas de dispersao podem ser incluidos

opcionalmente no relatério.
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CD14 APC-Cy™7 CD235aFITC

CD24 APC

Figura 19 Exemplo de um caso com presenca de um clone PNH num tubo WBC, embora
nao seja detetado num tubo RBC (dados adquiridos no Beckman Coulter DxFLEX).
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11.Desempenho analitico

Especificidade

A Proaerolisina Alexa Fluor® 488 é uma variante com rétulo fluorescente da
aerolisina bacteriana que se vincula especificamente a ancoras GPI de proteinas da
membrana de superficie das células humanas 25 8),

O anticorpo SY11B5 reconhece um epitopo extracelular no antigénio CD157 da
proteina CD157 expresso principalmente em mondcitos e granulécitos. A
especificidade do anticorpo foi confirmada pelo Conselho HCDM (workshop HLDA
X).

O anticorpo 2D1 reconhece todas as isoformas de leucécitos do CD45 humano
(Antigénio Comum de Leucdcitos). A especificidade do anticorpo foi confirmada
pelo Conselho HCDM (workshop HLDA 111).

O anticorpo 10.1 reconhece o antigénio CD64 humano, que é expresso nos
mondcitos. A especificidade do anticorpo foi confirmada pelos workshops HLDA
(HLDA 111: Workshop WS Code M-250).

O anticorpo SN3 reage com o antigénio CD24, expresso pelos granulécitos. A
especificidade do anticorpo foi confirmada pelo workshop HLDA (HLDA IV: WS
Code B 136; HLDA V: WS Code B CD24.7)

O anticorpo MEM-15 reage com CD14, uma glicoproteina de membrana
extracelular ligada ao GPI (glicofosfatidilinositol) expressa nos mondcitos. A
especificidade do anticorpo foi confirmada pelo Conselho HCDM (workshops
HLDA 1ll: WS Code M 252; HLDA IV: WS Code M 113; HLDA IV: WS Code NL 90;
HLDA IV: WS Code T 53; HLDA V: WS Code M MAQ086; HLDA VI: WS Code M
MA9%4).

O anticorpo MEM-158 reage com o CD15, com forte expressao na superficie dos
granuldcitos. A especificidade do anticorpo foi confirmada pelo Conselho HCDM
(workshop HLDA VI: WS Code AS A053).

O anticorpo JC159 reconhece um epitopo da porcao extracelular do CD235a
(glicoforina A), uma sialoglicoproteina expressa nos eritoblastos precoces,
eritoblastos posteriores, eritoblastos e eritrécitos maduros.

O anticorpo MEM-43 reage com o epitopo bem definido no CD59 (Protectin),
glicoproteina ancorada no GPI e expressa na superficie de todas as células
hematopoiéticas. A especificidade do anticorpo foi confirmada pelo workshop
HLDA (HLDA IV: WS Code NL 705; HLDA V: WS Code AS S013; HLDA V: WS
Code BP BP345; HLDAV: WS Code T T-103).

O anticorpo MEM-75 reage com um epitopo extracelular do antigénio CD71
expresso nos iRBCs imaturos. A especificidade do anticorpo foi confirmada pelo
workshop HLDA (HLDA IV: WS Code A 45; HLDA V: WS Code T T-165).
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Precisao

A exatidao do método foi avaliada comparando o DryFlowEx PNH High-Sensitivity
Assay Kit com o método interno de um laboratoério clinico acreditado (um cocktail
de anticorpos conjugados de cor Unica de diferentes fabricantes e analisados com
BD FACSCanto™ Il) através da coloracio paralela de 13 pacientes com presenca
confirmada de fenétipo de HPN. Os parametros da analise de regressao linear sdo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 Andlise de regressao linear para contagens relativas de populaces de células
deficientes em GPI em pacientes com presenca confirmada de fendtipos de HPN.
Comparacao do dispositivo do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit analisado através
de BD FACSCanto™ Il com um método interno de um laboratdrio clinico acreditado.

Fenétipo de HPN n Inclinacio | Intercecio| R? Variagao [%]
Fritrocitos Too WEDS%™ | 43 | 099 | -0026 | 100 | 1.28-8379
RBCs Tiho Il CD59- 13 | 099 | -0384 | 1.00 | 597-97.78
E”tfédtcoéggpszﬂ CD39- 1 43 1.00 0,059 | 1.00 | 0.13-89.92
iRBCSCEg%;'aSD”' 13 0.98 0141 | 1.00 | 0.33-7467
Monécié%sl_CngzZ; ancora |43 1.00 0.060 | 1.00 | 2.07-99.95
NeUtréfggT_CC%if; ancora | 44 0.99 0294 | 1.00 | 0.80-99.82
Monécci;tgls_ Cclgtj;éncora 13 N&o determinado 2.04 -99.96
Monédtoscggif' CD157- 13 Nio determinado 2.17 - 99.96
Neutréf“Oé §1D52f_ CD157- | 45 NZo determinado 0.80 - 99.83
Neutrofilos CD24- ancora 13 N3o determinado 0.81 - 99.80

GPI- CD15+

n = nimero de amostras de sangue
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Limite de detecao

O limite de detecio (LD) foi determinado para cada populacdo-alvo (ver Tabela 5)
como um valor médio dos resultados de 25 dadores de sangue saudaveis,
aumentado pela adicio de trés desvios-padrdo da média para 4 plataformas de
citometria de fluxo diferentes (Tabelas 9, 10, 11 e 12).

Tabela 9 Valores LD do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit para cada fenétipo de
HPN adquiridos no citometro de fluxo BD FACSLyric™.

Fenétipo PNH

BD FACSLyric™

n

Média
[%]

SD
[%]

Incidéncia de
fendtipo PNH

LD
(Média + 3*SD)

vermelhos isolados)*

Tubo de hemacias (1.000.000 eventos adquiridos; min. 80% de eventos de glébulos

RBC Tipo Il e Tipo I
CD59-

25

0.003

0.001

5 - 48 eventos por
1 000 000 eventos

0.005 %

iRBCs Tipo Il e Tipo lll
CD59-

25

0.054

0.061

0 - 5 eventos por
3 000iRBCs

0.240 %

Tubo de leucdcitos (50.000 neutréfilos e 10.000 mondcitos adquiridos)

Mondécitos CD157-

2 - 24 eventos por

ancora GPI-

50 000 neutrofilos

CD14- 25 0.076 1 0041 1 10 000 monécitos 0.20%
el P P P
vonscer CDIST- |25 oo1e 0on0 | Spmermimr | oo
Coza " 1T |25 | o0os | ooe | GooneE
Nesitos 024 | o5 oo |oonn | Qpdsemomrer | ona
Neutroéfilos CD157- 25 | 0.002 | 0.002 0 - 4 eventos por 0.01%

AVISO*: aconselha-se um minimo de 98% de eventos isolados para analise num
cocktail de anticorpos liquido ?¥. Um cocktail de anticorpos seco no DryFlowEx
PNH High-Sensitivity Assay permite normalmente uma frequéncia mais baixa
de eventos de singlet, e pode nao ser atingida uma frequéncia de singlet de

98%.
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Tabela 10 Valores LD do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit para cada fenétipo de
HPN adquiridos no citémetro de fluxo BD FACSCanto™ II.

BD FACSCanto™ Il

Fenétipo PNH
Média SD Incidéncia de LD

n [%] [%] fenétipo PNH (Média + 3*SD)

Tubo de hemécias (1.000.000 eventos adquiridos; min. 80% de eventos de glébulos
vermelhos isolados)

CD59-Tipo Il e RBC
Tipo I

1 - 12 eventos por

1 000 000 eventos 0.002 %

25 | 0.0006 | 0,0004

CD59-Tipo Il e iRBCs 25 | 00657 | 0.0847 0 - 5 eventos por

Tipo Ii 1000 iRBCs 0.320%

Tubo de leucdcitos (50.000 neutréfilos e 10.000 mondcitos adquiridos)

Monécitos CD157- 2 - 16 eventos por

CD14- 25| 0085 1 0035 1 49000 monscitos 019%
neoraGR | 25| 0086 | 009% | ygoigre e 0ou
Monocitos CD137- 1 25 | 0084 | 0019 | O 7eventospor 10 0.06 %
St || oo | 0oz | grzorime | omes
e[ oo | oo | Spasgmnee | aons
Neutréfilos CD157- 25 | 0,002 | 0002 0 - 4 eventos por 001%

ancora GPI- 50 000 neutrofilos

34/42




Tabela 11 Valores LD do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit para cada fenétipo de

HPN adquiridos no citémetro de fluxo Beckman Coulter Navios EX.

Fenétipo PNH

Beckman Coulter Navios EX

n

Média
[%]

SD
[%]

Incidéncia de
fendtipo PNH

LD
(Média + 3*SD)

Tubo de hemacias

vermelhos isolados)

(1.000.000 eventos adquiridos; min. 80% de eventos de glébulos

CD59-Tipo Il e RBC
Tipo I

25

0.007

0.007

4 - 236 eventos por
1 000 000 eventos

0.029 %

CD59-Tipo Il e iRBCs
Tipo I

25

0.087

0.100

0 - 6 eventos por
1000 iRBCs

0.388 %

Tubo de leucdcitos (50.000 neutréfilos e 10.000 mondcitos adquiridos)

Mondécitos CD157-

0 - 23 eventos por

CD14- 2510062 10027 | 44 600 monécitos 0.14 %
e P P P e
ot 0157 gy oot | Sy sgnmsmr | oou
Cosa 1| 25 ootz oo1s | G eE
a0t oslovos [ oons | o | ome
Neutréfilos CD157- 25 | 0.002 | 0.002 0 - 5 eventos por 0.01%

ancora GPI-

50 000 neutrofilos
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Tabela 12 Valores LD do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit para cada fenétipo de

PNH adquiridos no citémetro de fluxo Beckman Coulter DxFLEX.

Fenétipo PNH

Beckman Coulter DxFLEX

n

Média
[%]

SD
[%]

Incidéncia de
fendtipo PNH

LD
(Média + 3*SD)

Tubo de hemacias

vermelhos isolados)

(1.000.000 eventos adquiridos; min. 80% de eventos de glébulos

CD59-Tipo Il e RBC
Tipo I

25

0,015

0.012

5 - 48 eventos por
1 000 000 eventos

0.049 %

CD59-Tipo Il e iRBCs
Tipo llI

25

0.106

0.152

0 - 5 eventos por
1000 iRBCs

0.562 %

Tubo de leucdcitos (50.000 neutréfilos e 10.000 mondcitos adquiridos)

Mondécitos CD157-

0 - 27 eventos por

CD14- 2510092 1 0.068 |16 000 monécitos 0.30%
vansctoncoi | o5 oosa | oouo | Qptbentempr | oar
eGPl | 25| 0005 | 0009 | 4o 0.03%
e 7|25 om0 oooe | S5 TR
Neuitee 20| o | oo0n | ogne | G0z | oon
Neutréfilos CD157- 25 | 0.002 | 0.002 0 - 3 eventos por 0.01%

ancora GPI-

50 000 neutrofilos
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Limite de quantificacao

O limite inferior de quantificacio (LIQ) foi determinado por diluicbes em série
(1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000) de uma amostra fresca de HPN com uma amostra
fresca de sangue normal e avaliado por coloracdo e analise em triplicado utilizando
os citémetros de fluxo BD FACSLyric™ e Beckman Coulter DxFlex. Foi selecionado
um CV maximo de 10% como critério de sensibilidade para o LIQ.

Tabela 13 Valores de frequéncia LIQ do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
adquiridos no citometro de fluxo BD FACSLyric™.

° -
Fenétipo de HPN Diluicio | '\ decelulas |, Y,
HPN

Hemacias CD59- 1:10,000 101 0.029 % 3.9%
Tipo Il e Tipo llI

Mondcitos 1:10,000 28 0.677 % 2.3%
CD157- CD14-

Mondécitos CD14- 1:10,000 7 0.130 % 7.7 %
ancorados em GPI

Neutrdfilos CD157- 1:10,000 2 0.018 % 9.9%
ancorados em GPI

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

Neutrdfilos CD24- 1:10,000 1 0.009 % 8.7%
CD157- CD24-

Neutrdfilos CD157- 1:10,000 1 0.010 % 12%
CD157- CD24-

Tabela 14 Valores de frequéncia LIQ do DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
adquiridos no citdmetro de fluxo Beckman Coulter DxFLEX.

N.° de células

Fenétipo de HPN Diluicao HPN LIQ cv
Hemacias CD59- 1:10,000 101 0.005 % 9.1%
Tipo Il e Tipo llI
Mondcitos 1:10,000 22 0.143 % 40%
CD157- CD14-

Mondcitos CD14- 1:10,000 4 0.026 % 22 %
ancorados em GPI

Mondcitos CD157- 1:10,000 11 0.068 % 59%
ancorados em GPI

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

Neutréfilos CD24- 1:10,000 8 0.007 % 7.1%
ancorados em GPI

Neutréfilos CD157- 1:10,000 9 0.007 % 8.5%

ancorados em GPI
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AVISO: Para andlise de citometria de fluxo foram utilizados os seguintes

citobmetros de fluxo, incluindo a versdo do software:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - versao 8.0.2

BD FACSLyric™ BD FACSuite™ Software - versao v1.5.0.925
Beckman Coulter DXFLEX  CytExpert for DXFLEX - versdo 2.0.2.18
Beckman Coulter Navios EX Navios EX Software - versdo 2.2

Para avaliacdo dos dados medidos foi utilizada a seguinte plataforma de andlise:

FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versdo 10.9.0

12.Desempenho clinico

Pacientes com deficiéncia GPI

Foram recolhidos dados clinicos de um estabelecimento clinico de 19 pacientes,
tanto saudaveis ¢ como com deficiéncia GPI confirmada 3. O desempenho clinico
foi determinado por comparacao do dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity
Assay Kit com um método interno de um laboratério clinico acreditado (um
cocktail de anticorpos conjugados de cor Unica de diferentes fabricantes e
analisado com recurso a BD FACSCanto™ II).

A deficiéncia GPI nos pacientes foi avaliada em relacdo ao método usado
(Tabela 15) por detecao de células com deficiéncia GPI (clones PNH).

Tabela 15 Desempenho clinico do dispositivo DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit

Avaliacao da deficiéncia GPIl usando um
método interno de um laboratério clinico
acreditado

Deficiéncia GPI

Condicao normal

Deficiéncia GPI

13 pacientes

0 pacientes

Condicao normal

Avaliacao da deficiéncia
GPI usando o dispositivo
DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit

0 pacientes

6 pacientes
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13.Valores esperados

Intervalo de Referéncia
Na populacdo normal ndo é detetada qualquer deficiéncia de GPI e espera-se que

todos os valores percentuais do fenétipo da HPN sejam inferiores ao valor de
Assay Cut-off (LOD) ©).

14.Limites

Nao foram identificadas limitacdes a utilizacdo em tipos especificos de doencas,
como as anemias.

A comunicacdo de deficiéncias de GPI é limitada, de acordo com as atuais
diretrizes publicadas (.

O clone de HPN nao é detetado em linfécitos porque ocorre mais frequentemente
em neutréfilos e monécitos do que em linfécitos maduros, o que sugere que as
células linféides tém uma vida longa e podem existir antes da formacao ou
expansao de clones de HPN.
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17.Utilizacao de Marcas Registradas de Terceiros

BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™ e FlowJo™ sdo marcas registadas da Becton,
Dickinson and Company. Cy™ e CyDye™ é uma marca registada Cytiva.
VenturiOne® é uma marca registada da Applied Cytometry. Infinicyt™ é uma
marca registada da Cytognos S.L. SPHERO™ COMPtrol é uma marca registada da
Spherotech, Inc.

18.Historico de revisoes

Versao 4, ED7750_IFU_v4

1) O capitulo "Espécime" foi atualizado.

2) As precaucodes no Capitulo 10 foram atualizadas.

3) As seccdes "Tubo de hemacias HPN de 3- cores" e "Tubo de leucocitos HPN de
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7- cores", incluindo as figuras no capitulo 10, foram atualizadas.
4) Foi acrescentada a seccdo "Controlos internos" no capitulo 10.

5) Foi acrescentada uma adverténcia na seccdo "Calculo e interpretacido dos
resultados analiticos",

6) A seccio "Regras do algoritmo do relatério de deficiéncias de GPI" foi atualizada.
7) A seccdo 11 "Desempenho analitico" foi atualizada.

8) A seccio "Limitacdes" foi atualizada.

9) A numeracdo dos artigos da seccdo "Referéncias" foi corrigida.

19.Fabricante

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

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

20.Representantes autorizados
N/A

AVISO: Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relacido ao dispositivo
deve ser comunicado ao fabricante e a autoridade local competente.
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