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1. Sihtotstarve
KOMBITEST TBNK 6-color on ette ndhtud limfotsiilitide populatsioonide ja

alariihmade tuvastamiseks ja loendamiseks inimese téisveres labivoolutsiitomeetria
abil.

Mida tuvastatakse ja/v6i moodetakse

Seade KOMBITEST TBNK 6-color tuvastab ja méddab inimese T-rakkude (CD3+),
B-rakkude (CD3-CD19+), NK-rakkude (CD3-CD16+56+), abistaja/indutseerija
(CD3+CD4+) ja supressor-/tsitotoksiliste (CD3+CD8+) T-rakkude alarihmade
suhtelisi protsente ja absoluutarvu.

Seadme funktsioon

Seade on ette ndhtud kasutamiseks tavapatsientide immunoloogilisel hindamisel
ning voib aidata diagnoosida patsiente, kellel on immuunpuudulikkus voi kellel
kahtlustatakse immuunpuudulikkust.

Seos fiisioloogilise voi patoloogilise seisundiga
Seadmega moddetud limfotslititide populatsioonide sagedusi voivad mojutada
mitmesugused patoloogilised seisundid ning nende protsentide ja arvu hindamist
saab kasutada jargmise hindamisel::
e CD3+/CD4+ abistaja/indutseerija T-rakud HIV-i jalgimisel &47.9)
e CD3+/CD8+ tstitotoksilised T-rakud viirusinfektsioonide ja parilike
immuunpuudulikkuste korral 2 3.4.11,12,15,17)
e CD3-/CD19+ B-rakud autoimmuunhaiguste korral ¢
e CD3-/CD16+56+ NK-rakud kaasaslindinud immuunsuse ja immunoloogilise
defekti korral (1314

Testi tiiip
Ei ole automatiseeritud
Kvantitatiivne

Noutav proovi tiilip
Antikoaguleeritud inimese perifeerse taisvere proov

Testitud populatsioon
Ei ole ette nahtud kindlale populatsioonile.

2. Ettenidhtud kasutaja

Seade on ette ndhtud ainult professionaalseks labori kasutamiseks. Ei ole ette
nahtud patsiendilahedaseks testimiseks ega enesetestimiseks.

Kvalifikatsiooninéuded

Ettenahtud kasutajal peab olema ajakohane padevus inimrakkude
labivoolutstitomeetrilises analiilsis, standardsetes laboritehnikates, sealhulgas
pipeteerimisoskustes, ning inimkehast périt proovide ohutus ja nduetekohases
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kaitlemises.

Ettenahtud kasutaja peab vastama standardile EN ISO 15189 v6i muudele
kohaldatavatele riiklikele standarditele.

3. Testi pohimote
Testi pohimote pohineb monoklonaalse antikeha seondumise tuvastamisel
spetsiifilise molekuliga (antigeeniga), mida ekspresseerivad teatud inimese
vererakud. Testis kasutatavad monoklonaalsed antikehad on margistatud erinevate
fluorokroomidega, mida ergastab labivoolutsiitomeetri laserkiir antikehaga varvitud
vereproovi analldsimisel. Iga vererakul oleva fluorokroomi jargnev fluorestsents
(valguse emissioon) kogutakse ja anallitisitakse seadme poolt. Fluorestsentsi
intensiivsus on otseses proportsioonis antigeeni ekspressiooni tihedusega rakus,

mis voimaldab eristada erinevaid rakkude alariihmi.

4. Tarnitud reagent(id)

Sisu

Seade KOMBITEST TBNK 6-color on piisav 50 testi jaoks ja tarnitakse koos
jargmise reagendiga:
1 viaal (1 ml), mis sisaldab eelsegatud fluorokroomiga margistatud monoklonaalsete
antikehade kombinatsiooni CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45 PerCP-
Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, lahjendatud optimaalsetes
kontsentratsioonides stabiliseerivas fosfaatpuhverdatud soolalahuses (PBS), mis
sisaldab 15 mM naatriumasiidi ja 0,2% veise seerumi albumiini (BSA).

Koostis
Tabel 1  Aktiivsete komponentide kirjeldus
Antigeen Fluorokroom Kloon Isotlitip Kont?flg’;;i'lc)s ioon
CD3 FITC TB3 1gG2b 2
CD4 PE-Cy™7 MEM-241 IgG1 1.5
CD8 APC-Cy™7 LT8 IgG1 1.8
CD16 PE 3G8 IgG1 1.5
CD56 PE LT56 1gG2a 1.5
CD19 APC LT19 IgG1 2
CD45 PerCP-Cy™5.5 MEM-28 IgG1 3
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5. Vajalikud, kuid mittekaasasolevad materjalid
Ummarguse pdhjaga katsutid (12 x 75 mm)

Erttrotstititide lGlsilahus (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., kat. nr ED7066 voi
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. nr BD303500)

Deioniseeritud vesi (reagendikvaliteet)

Protsessi kontrollrakud (Streck CD-Chex Plus®, kat. nr 213323 voi samavairne
lGusitav rakukontroll)

6. Vajalikud seadmed
Automaatpipett tihekordselt kasutatavate otsakutega (20-100 pl) proovi ja
reagentide pipeteerimiseks

Vedelikudosaator voi pipett Gihekordselt kasutatavate otsakutega (0,5-2 ml)
erltrotstititide ltlisilahuse annustamiseks

Vorteks-segisti

Hematoloogia analtisaator (absoluutse rakuarvu jaoks), mis on véimeline lugema
valgeliblesid (WBC) ja limfotsuite proovi pl kohta

Labivoolutsiitomeeter kahe laserergastusallikaga (488 nm ja ~635 nm), hajunud
valguse detektorid, optilised filtrid ja emissioonidetektorid, mis sobivad Tabelis 2
esitatud fluorokroomide signaalide kogumiseks.

Tabel 2 Seadmes kasutatud fluorokroomide spektraalne iseloomustus

Fluorokroom Ergastus [nm] Emissioon [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP-Cy™5.5 488 695
PE-Cy™7 488 780
APC 630 - 640 660
APC-Cy™7 630 - 640 780

TEATIS: Seadet testiti Iabivoolutsiitomeetritel BD FACSCanto™ Il (BD
Biosciences), DXFLEX (Beckman Coulter) ja Sysmex XF-1600™ (Sysmex
Corporation).

7. Sdilitamine ja kditlemine

Hoida temperatuuril 2-8 °C.

Viltida pikaajalist valgusega kokkupuudet.

Mitte lasta kiilmuda.

Vt Jaotis 10 Protseduur (Reagendi valmistamine) teavet kasutusaegse stabiilsuse ja
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sailivusaja kohta parast esmast avamist, samuti sailitustingimuste ja t66lahuste
stabiilsuse kohta (kus kohaldatav).

8. Hoiatused, ettevaatusabindud ja kasutuspiirangud

GHS ohuklassifikatsioon

Vt ohutuskaarti (SDS), mis on kéttesaadav toote lehel aadressil www.exbio.cz, et
saada taielikku teavet toote koostises olevate kemikaalide ja segude pohjustatud
riskide ning nende kaitlemise ja kdrvaldamise kohta.

Bioloogiline oht
Inimese bioloogilisi proove ja vereproove ning kdiki nendega kokkupuutuvaid
materjale peetakse alati nakkusohtlikuks materjaliks.

Kasutada isikukaitsevahendeid ja ohutusvarustust, et valtida kokkupuudet naha,
silmade ja limaskestadega.

Jargida koiki kohaldatavaid seadusi, eeskirju ja protseduure nakkusohtliku materjali
kaitlemisel ja korvaldamisel.

Riknemise tunnused )
Tarnitud reagendi normaalne valimus on selge vedelik. Arge kasutage reagenti, kui
taheldate valimuse muutust, nditeks hagusust voi sadenemise tunnuseid.

Kasutuspiirang
Mitte kasutada parast tootemargistel margitud kolblikkusaega.

9. Proov
Kasutada perifeerset venoosset verd, mis on kogutud meditsiiniseadmeks
klassifitseeritud proovindusse EDTA antikoagulandiga.

TEATIS: Maarake kogutud vereproovis WBC absoluutne rakuarv ja
limfotsiitide arv hematoloogia anallisaatoriga. Seade KOMBITEST TBNK 6-
color (iksi ei anna absoluutarvude loendamist.

Vereproov, mille WBC arv tletab 40x103 rakku/pl, vajab enne proovi to6tlemist
lahjendamist PBS-iga.

Toodelge vereproovi hiljemalt 24_.tunni jooksul parast kogumist. Sailitage proovi
labori temperatuuril (20-25 °C). Arge asetage proovi kilmkappi.

Endogeenne interferents
Teadusliku kirjanduse péhjal on endogeensed interferentsi allikad kindlaks tehtud
Tabelis 3.
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Tabel 3 Seadme endogeenne interferents

Endogeenne Moju Viide
interferents
Albumiin Albumiin voib korgetes 18, 19, 35
kontsentratsioonides hiirida oma voime
tottu siduda ja vabastada suuri koguseid
ligande.
Bilirubiin (ikterus) | Bilirubiin véib suurendada rakkude 22,24 28
(konjugeerimata) fluorestsentsi tausta oma korge
autofluorestsentsi tottu.
Rakujaanused Rakujaadnused voivad anda ebatapseid 21,25
(parast ltusi) rakuarve ja vahendada antikeha kogust
seadmes.
Ertitrotstitidid Ebapiisav lids, proovis olevad punased 26
verelibled voivad anda ebatapse
rakuloenduse.
Hemoglobiin Hemolltsitud proovid voivad anda 23
ebatdpseid tulemusi.
Inimese anti- Monoklonaalse antikeha ravi voib anda 20, 30, 31,
hiireantikehad ebatipseid tulemusi (véime siduda 32,33,34
rakupinna antigeenidega).
Immunoglobuliinid | Ei saa pesta tihe platvormi meetodil ja voib | 21
anda ebatapse limfotsiiitide alariihma
arvu.
Reumatoidfaktorid | RF olemasolu hairib MIA-t (multiplekssed 27
immuunanalldsid).
Triglttseriidid Korge lipiidide sisaldus veres voib 29

mojutada teatud verekomponentide
populatsioonide ldbivoolutsiitomeetrilist
analiidsi.

Eksogeenne interferents
Proov, mis on vanem kui 24 tundi, voib anda ebatdpseid tulemusi.

Kilmkapis hoitud proov voib anda ebatipseid tulemusi.

Erttrotsiittide ltlsilahuse (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., kat. nr ED7066 voi
Cylyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, kat. nr BD303500) vale valmistamine vdib anda
ebatapseid tulemusi. Jargige eritrotstttide ltlisilahuse kasutamisel tootja juhiseid.
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10.Protseduur

Tarnitud reagendi/reagentide valmistamine
Reagendi valmistamine ei ole vajalik.

Laske reagendil enne kasutamist toatemperatuurini soojeneda. Hoidke seadme
esmapakend kuivana.

Kasutage reagenti otse selle originaalsest esmapakendist. Aeg, mille jooksul
reagent on kasutuses (valguse ja kdrgendatud temperatuuri kies), ei tohi lletada 4
tundi paevas.

Parast esmast avamist sailitab reagent oma toimivusomadused kuni kolblikkusaja
I6puni, kui seda hoitakse ndidatud tingimustel originaalses esmapakendis.

ETTEVAATUST: Arge lahjendage reagenti.

Vajalike, kuid mittekaasasolevate materjalide valmistamine

Lahjendage kontsentreeritud eritrotsidtide lidsilahust deioniseeritud veega
vastavalt tootja juhistele. Lahjendatud (1X) erttrotsuttide lGdsilahus on stabiilne 1
kuu, kui seda hoitakse vedelikudosaatoris voi suletud anumas toatemperatuuril.

Kvaliteedikontroll

Kasutage Streck CD-Chex Plus® v6i samavaarseid kontrollrakke positiivse
protseduurikontrollina, et tagada seadme nduetekohane toimivus. Streck CD-Chex
Plus® annab kehtestatud vaartused positiivsete protsentide ja absoluutarvude
jaoks T-rakkude, B-rakkude, granulotsiitide, monotsiilitide ja NK-rakkude kohta,
sealhulgas kaks kliiniliselt olulist CD4+ rakkude taset.

Varvige kontrollrakud KOMBITEST TBNK 6-color reagendiga vastavalt
kasutusjuhendis kirjeldatud proovi to6tlemisele. Kontrollige, et saadud tulemused
(% positiivseid rakke) jadvad kasutatud kontrollrakkude partii jaoks esitatud
oodatavasse vahemikku.

Proovi virvimine

1. Maérgistage iga proovi jaoks immarguse pohjaga katsuti (12 x 75 mm) vastava
proovi identifitseerimisega.

2. Pipeteerige 20 pul KOMBITEST TBNK 6-color reagenti 12 x 75 mm katsuti
pohja.
3. Pipeteerige 50 pl hasti segatud vereproovi katsuti pohja.

ETTEVAATUST: Viltige vere pipeteerimist katsuti kiiljele. Kui katsuti kiljele
jaab veremaare voi -tilk, ei pruugi see reagendiga varvuda voi eriitrotsttdid ei
pruugi lidsuda ning testi tulemus ei pruugi olla kehtiv.
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4. Segage vorteksiga ja inkubeerige katsutit 20 minutit toatemperatuuril pimedas.
5. Lisage katsutisse 500 pl lahjendatud (1X) ltdsilahust.
6. Segage vorteksiga ja inkubeerige katsutit 10 minutit toatemperatuuril pimedas.

Anallilsige varvitud proovi kohe labivoolutsiitomeetriga. Kui varvitud proovi ei
anallilsita kohe, hoidke seda temperatuuril 2-8 °C pimedas ja anallilisige 24 tunni
jooksul.

ETTEVAATUST: Segage varvitud proovi vorteksiga vahetult enne
labivoolutsiitomeetrilist analtitisimist, et valtida agregaatide teket.

Labivoolutsiitomeetriline analiiiis

Seadmega kasutamiseks valitud labivoolutsiitomeeter KOMBITEST TBNK 6-color
tuleb regulaarselt kalibreerida fluorestseeruvate mikrokerakestega, et tagada
detektorite stabiilne tundlikkus vastavalt tstitomeetri tootja juhistele.

Kui seda ei hooldata korralikult, voib labivoolutsiitomeeter anda valesid tulemusi.

Vt tslitomeetri tootja spetsifikatsioone laserite ja fluorestsentsdetektorite kohta
vastavalt fluorokroomide ergastus- ja emissiooniomadustele, Jaotis 6 Vajalikud
seadmed.

Seadistage pinged asjaomastel fluorestsentsdetektoritel enne varvitud proovi
analllsimist. PMT-detektori pinge tuleks seada piisavalt korgeks, et minimaalne
arv negatiivselt varvitud siindmusi hairiks fluorestsentsi telje kanalit O. Lisaks ei
tohiks PMT-detektori pinge Uletada vaartusi, mille juures positiivsed stindmused
surutakse parema telje suunas.

Kompenseerige fluorestsentssignaale detektorite vahel enne voi parast andmete

kogumist. Andmeid voidakse valesti tdlgendada, kui fluorestsentssignaale
kompenseeritakse valesti voi kui varavad on ebatapselt paigutatud.

Mo6dbdetud andmete anallitisimiseks on voimalik kasutada tootja valjaté6tatud
tstitomeetri tarkvara voi tarkvara, mis on pihendatud tsiitomeetria andmete
vorgulihenduseta analliisimiseks (naiteks FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analiitisi andmed KOMBITEST TBNK 6-color virvitud proovi kohta

Visualiseerige kompenseeritud andmed kérvalhajumise (SSC) versus CD45 PerCP-
Cy™5.5 graafikul. Seadke CD45+ limfotstititide populatsiooni varav, nagu naidatud

Joonisel 1.

Joonis 1 CDA45+ limfotsuitide populatsiooni piiritlemine
(andmed saadud BD FACSCanto™ Il abil)

200 -
WS -

L00k =

Side Scatter

Sl =

-1I'Js L] pii] 1l.'l‘1 1w

CD45 PerCP-Cy™5.5
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Kandke varavatatud CD45+ limfotstitidid kérvalhajumise (SSC) versus CD3 FITC
graafikule, nagu naidatud Joonisel 2. Eraldage CD3+ ja CD3- limfotsiildid sobivate
varavate abil. Arvutage T-rakkude (CD3+; ala B Joonisel 2) protsent koigist

limfotsttidest.

Joonis 2 CD3+ ja CD3- lumfotstltide eraldamine
(andmed saadud BD FACSCanto™ Il abil)

200 -
Tl -

100K =

Side Scatter

Sl

o 1o 10 10"

CD3 FITC

10/ 32



Kandke véravatatud CD3- limfotslidid (ala A Joonisel 2) CD19 APC versus
CD16+CD56 PE graafikule, nagu naidatud Joonisel 3. Seadke sobivad varavad ja
arvutage B-rakkude (CD16-CD56-CD19+; ala C Joonisel 3) ja NK-rakkude
(CD16+CD56+CD19-; ala D Joonisel 3) protsent koigist limfotstititidest.

Joonis 3 CD3- limfotslitidid punktdiagrammil CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(andmed saadud BD FACSCanto™ Il abil)

CD19 APC

lﬂs 'II.'|4 1w

CD16+CD56 PE

=
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Kandke varavatatud T-rakud (CD3+; ala B Joonisel 2) CD4 PE-Cy™7 versus CD8
APC-Cy™7 graafikule, nagu naidatud Joonisel 4. Seadke sobivad varavad ja
arvutage abistaja/indutseerija T-rakkude (CD4+CD8-; ala E Joonisel 4) ja supressor-
/tsttotoksiliste T-rakkude (CD4-CD8+; ala F Joonisel 4) protsent koigist
l[imfotsildtidest.

Joonis 4 CD3+ lumfotstitidid punktdiagrammil CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7
(andmed saadud BD FACSCanto™ Il abil)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Analiiiitiliste tulemuste arvutamine ja télgendamine
Absoluutarvu saamiseks kasutage hematoloogia analiisaatoriga maaratud
absoluutset limfotsiilitide arvu. Vt hematoloogia anallisaatori tootja juhiseid.
Kasutage allolevaid vorrandeid soovitud liimfotstiitide alariihma absoluutarvu
arvutamiseks.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)
A = absoluutne limfotsudtide arv (andmed hematoloogia analtisaatorist; rakke/ul)
B = soovitud limfotsltide alariihma suhteline protsent koigist limfotsiilitidest

(andmed labivoolutsuitomeetrist; %)
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11. Analiiiitiline joudlus

Spetsiifilisus
Antikeha TB3 tunneb ara inimese CD3 antigeeni TCR/CD3 kompleksist. Antikeha
spetsiifilisus on kinnitatud HCDM Noukogu poolt (HLDA Xl to6tuba).

Antikeha MEM-241 tunneb &ra inimese CD4 antigeeni (T-raku pinna gliikoproteiin
CD4). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HCDM Noéukogu poolt (HLDA VIII
tootuba).

Antikeha LT8 tunneb &ra inimese CD8 antigeeni (disulfiidsidemega dimeer, mis
avaldub kahe CD8 alfaahela homodimeerina voi CD8 alfa/beeta-ahela
heterodimeerina). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HLDA t66tubade poolt
(HLDAYV td6tubal'® ja HLDA VII td6tuba ©).

Antikeha 3G8 tunneb &ra inimese CD16 antigeeni (madala afiinsusega Ill ttlipi Fc-
gamma retseptori immunoglobuliin). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HLDA
té6toa poolt (HLDAV tédtuba (19),

Antikeha LT56 tunneb ara inimese CD56 antigeeni leukotsiiiitide isovormi
(narvirakkude adhesioonimolekul 1). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HCDM
Noéukogu poolt (HLDA X to6tuba).

Antikeha LT19 tunneb &ra inimese CD19 antigeeni (B-raku transmembraanne
gliikoproteiin CD19). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HCDM Noéukogu poolt
(HLDA X t66tuba).

Antikeha MEM-28 tunneb &ra koik inimese CD45 leukotstititide isovormid (valgu
tlrosiini fosfataasi retseptor C tllp). Antikeha spetsiifilisus on kinnitatud HLDA
to6toa poolt (HLDA lIl té6tuba 19),

Tapsus

Meetodi tapsust moddeti BD FACSCanto™ Il |abivoolutsiitomeetril ja maarati
seadme KOMBITEST TBNK 6-color vordlusena sarnase turul saadaoleva tootega
BD Multitest™ 6-Color TBNK Reagent (kat. nr 644611), varvides paralleelselt 30
terve vere doonori proovi.

Beckman Coulter DxFLEX ja Sysmex XF-1600™ labivoolutsiitomeetritel maarati
meetodi tapsus, vorreldes 39 terve vere doonori samade vereproovide anal(isi
tulemusi, mis olid varvitud seadmega KOMBITEST TBNK 6-color vastavalt BC
DxFLEX ja BD FACSCanto™ Il labivoolutstitomeetritel ning Sysmex XF-1600™ ja
BD FACSCanto™ Il labivoolutsiitomeetritel.

Meetodi tapsust on kinnitatud 134 patsiendi (vt Tabel 7) paralleelse varvimisega,
kellel kahtlustati immuunsiisteemi patoloogilist seisundit. Lineaarse
regressioonianallilisi parameetrid on esitatud Tabelites 4-7.
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Tabel 4 Lineaarne regressioonianallilis limfotsiitide alariihmade jaoks tervetel doonoritel
(seadme KOMBITEST TBNK 6-color vordlus IVD tootega BD Multitest™ 6-Color TBNK
Reagent (kat. nr 644611))

Liimfotstititide alariihm Uhik n Tous Loikepunkt R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

rakku/ul | 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957

CD3+CD8+
rakku/ul | 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939

CD3+CD4+
rakku/ul | 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968

CD3-CD16+CD56+

rakku/pl | 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948

CD3-CD19+
rakku/ul | 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = vereproovide arv
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Tabel 5 Lineaarne regressioonianallilis limfotstitide alariihmade jaoks tervetel doonoritel
(seadmega ED7733 varvitud vereproovide analiusi vordlus Beckman Coulter DxFLEX ja BD
FACSCanto™ Il vahel)

ED7733 mootmise tdpsus Beckman Coulter DxFLEX-il

Beckman Coulter DxFLEX labivoolutsiitomeeter vs. BD FACSCanto™ Il
labivoolutsiitomeeter

Mootmise toesus

Liimfotstititide alariihm Uhik n Tous Loikepunkt R2

% 39 0.9822 0.0145 0.9879

3 raﬁkl“/ 39 0.9792 -24.255 0.9811

% 39 1.0171 0.0052 0.9829

CD3weber raikl“/ 39 | 1.0478 30975 | 09930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857

C3webar ra'ﬂj“/ 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3-CDL6t % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ ratkl“/ 39 | 09699 10.484 0.9886

% 39 1.0212 -0.0047 0.9757

cos-cbr ra'ﬂj“/ 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = vereproovide arv
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Tabel 6 Lineaarne regressioonianallilis limfotsiitide alariihmade jaoks tervetel doonoritel
(seadmega ED7733 varvitud vereproovide anallisi vordlus Sysmex XF-1600™ ja BD
FACSCanto™ Il vahel)

ED7733 mootmise tapsus Sysmex XF-1600™-il

Sysmex XF-1600™ labivoolutsiitomeeter vs. BD FACSCanto™ Il labivoolutsiitomeeter

Moo6tmise toesus

Liimfotstititide alariihm Uhik n Tous Loikepunkt R2

% 39 1.0058 0.0105 0.9918

3 raﬁkl“/ 39 1.0174 4.2861 0.9991

% 39 1.0134 0.0015 0.9924

C3weber raﬁkl“/ 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963

Coswehar ra'ﬂ‘l“/ 39 | 1.0043 17.382 0.9981
CD3-CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CD56+ ratkl“/ 39 0972 34422 | 09903

% 39 1.0162 -0.0039 0.9852

cos-cbr ra'ﬂj“/ 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = vereproovide arv
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Tabel 7 Lineaarne regressioonianallitis limfotslltide alarihmade jaoks patsientidel, kellel
kahtlustati immuunststeemi patoloogilisi seisundeid (seadme KOMBITEST TBNK 6-color
vordlus AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter, Inc. ja akrediteeritud
kliinilise labori sisemeetodiga - erinevate tootjate (ihevarviliste konjugeeritud antikehade
kokteil ja analliis BD FACSCanto™ Il-I)

Liimfotstititide alariihm Uhik n Tous Loikepunkt R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+

rakku/ul | 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98

CD3+CD8+
rakku/ul | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98

CD3+CD4+
rakku/ul | 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98

CD3-CD16+CD56+

rakku/pl | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99

CD3-CD19+
rakku/ul | 134 1.043 -0.010 1.00

n = vereproovide arv
Lineaarsus

Meetodi lineaarsust kontrolliti 10 seeriaviisilise lahjendusega leukotstilitide poolest
rikastatud vereproovil (leukotsiittide kiht). Rakuproove varviti KOMBITEST TBNK
6-color-iga kuues korduses. Proove analiiisiti BD FACSCanto™ II, Beckman Coulter
DxFLEX ja Sysmex XF-1600™ labivoolutsiitomeetritega. M66detud andmed
naidatud limfotsidtide alariihmade kohta olid lineaarsed limfotsitide vahemikus
333-9492 rakku/ul BD FACSCanto™ Il-1, 309-8693 rakku/pul Beckman Coulter
DxFLEX-il ja 86-6822 rakku/ul Sysmex XF--1600™-il. Rakkude alariihmad olid
Tabelites 8-10 leitud vahemikes.
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Tabel 8 Limfotsiiitide alarihmade lineaarsed vahemikud, analtitisitud BD FACSCanto™ II-
|

BD FACSCanto™ Il
Limfotsuitide alarthm Vahemik (rakku/ul)
CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabel 9 Limfotsuitide alariihmade lineaarsed vahemikud, analtitisitud Beckman Coulter

DxFLEX-il
Beckman Coulter DxFLEX
Limfotsuitide alartihm Vahemik (rakku/ul)

CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Tabel 10 Limfotsiiltide alarihmade lineaarsed vahemikud, analtitisitud Sysmex XF-1600™-
il

Sysmex XF-1600™
Lamfotsadtide alartihm Vahemik (rakku/pl)
CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8 - 700
CD3-CD19+ 7-567
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Avastamispiir / kvantifitseerimispiir / testi livend

Lineaarsusandmeid kasutati avastamispiiri (LOD) ja kvantifitseerimispiiri (LOQ)
maaramiseks.

Avastamispiiriks on maaratud madalaim nullist erinev absoluutne rakuarvu vaartus
pluss 3xSD (standardhélve) iga lumfotsUilitide alariihma kohta (vt Tabelid 11-13).
Kvantifitseerimispiiriks on maaratud madalaim vaartus analtitdi
kontsentratsioonide lineaarsuse vahemikus, esitatuna liimfotsidtide alariihma
absoluutarvuna, mille juures kuue korduse CV ei lletanud 10% ja saagis jai
vahemikku 90%-110% (vt Tabelid 11-13).

Testi tulemused ei ole ainuomased diagnostilised thele kliinilisele tiksusele,
mistottu testi l[dvendit ei saa hinnata.

Tabel 11 Avastamis- ja kvantifitseerimispiirid BD FACSCanto™ II-I

BD FACSCanto™ Il
. NN Madalaim nullist
Lumfotfuutlde erinev rakuarv 3xSD (SD) LOD LOQ
alariihm (rakku/ul) (rakku/pl) (rakku/pl)

CD3+ 1 0,3(0,1) 1.3 10

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

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

CD3-CD19+ 2 1,2 (0,4) 3.2 44

Tabel 12 Avastamis- ja kvantifitseerimispiirid Beckman Coulter DxFLEX-il

Beckman Coulter DxFLEX

. s Madalaim nullist
Lumfotfuuude erinev rakuarv 3xSD (SD) LoD LoQ
alariihm (rakku/ul) (rakku/pl) (rakku/pl)

CD3+ 1 0,6 (0,2) 1.6 9
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 34
CD3+CD4+ 2 1,2 (0,4) 3.2 43
CD3-CD16+CD56+ 1 0,9 (0,3) 1.9 23
CD3-CD19+ 2 1,5(0,5) 3.5 41
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Tabel 13 Avastamis- ja kvantifitseerimispiirid Sysmex XF-1600™-il

Sysmex XF-1600™

. (s Madalaim nullist
Lumfotfuutlde erinev rakuarv 3xSD (SD) LOD LOQ
alariihm (rakku/ul) (rakku/pl) (rakku/pl)
CD3+ 1 0,12 (0,04) 1.12 5
CD3+CD8+ 1 0,3(0,1) 1.3 2
CD3+CD4+ 1 0,3(0,1) 1.3 8
CD3-CD16+CD56+ 1 0,6 (0,2) 1.6 3
CD3-CD19+ 1 0,3(0,1) 1.3 7
Korratavus

Testi korratavust moodeti kiimnel vereproovil kuues korduses. Proove anallilisiti

BD FACSCanto™ Il, Beckman Coulter DXFLEX ja Sysmex XF-1600™

labivoolutsiitomeetritega. Variatsioonikordajad (CV) on esitatud allolevates
tabelites (Tabelid 14-16).

Tabel 14 Seadme korratavus BD FACSCanto™ II-I

BD FACSCanto™ Il

Liimfotstititide alariihm Uhik n Keskmine SD %CV
% 10 70.34 0.56

CD3+ 0.91
rakku/pul 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27

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

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

CD3-CD16+CD56+ 243
rakku/pul 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
rakku/ul 10 227 478

n = vereproovide arv
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Tabel 15 Seadme korratavus Beckman Coulter DxFLEX-il

Beckman Coulter DxFLEX
Lamfotsitide alariihm Uhik n Keskmine SD %CV
% 10 70.80 0.61
CD3+ 0.95
rakku/ul 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32
CD3+CD8+ 1.42
rakku/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56
CD3+CD4+ 1.47
rakku/pl 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.72
rakku/ul 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32
CD3-CD19+ 2.83
rakku/pul 10 227 5.94
n = vereproovide arv
Tabel 16 Seadme korratavus Sysmex XF-1600™-il
Sysmex XF-1600™
Liimfotstititide alariihm Uhik n Keskmine SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
rakku/pul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
rakku/pul 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
rakku/ul 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 271
rakku/pul 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
rakku/ul 10 173 5.56

n = vereproovide arv
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Korratavus seadmete vahel

Testi korratavust seadmete vahel BD FACSCanto™ Il ja Beckman Coulter DxFLEX
moddeti 2 stabiliseeritud vereproovil (CD-Chex Plus® ja CD-Chex Plus® CD4 Low
STRECK-ilt). Testi korratavust seadmete vahel Sysmex XF-1600™-il moodeti 4
stabiliseeritud vereproovil (CD-Chex Plus® ja CD-Chex Plus® CD4 Low ning lisaks
IMMUNO-TROL Low Cells ja IMMUNO-TROL Cells Beckman Coulterilt). Proove
moddeti samadel tingimustel 15 p&deva jooksul, kasutades 3 seadme partiid (5
paeva igaliks). Variatsioonikordajad (CV) on esitatud allolevates tabelites (Tabel 17-
19).

Tabel 17 Seadme korratavus seadmete vahel BD FACSCanto™ II-|

Lumfotfuutlde Materjal Ohik Keskmine D .
alariihm
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
rakku/pl 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low rakku/pl 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
rakku/pl 578 5.62
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 4217 0.31 073
CD4 Low rakku/pl 612 4.55 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
rakku/pl 1203 11.15
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 11
CD4 Low rakku/ul 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
rakku/pl 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ O
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Lo4
CD4 Low rakku/pl 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
rakku/pl 279 4.03
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 L7
CD4 Low rakku/pl 262 4.58 '
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Tabel 18 Seadme korratavus seadmete vahel Beckman Coulter DxFLEX-il

Liimfotsiititide

- Materjal Uhik Keskmine SD %CV
alarithm
% 7717 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
rakku/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43
0.71
CD4 Low rakku/ul 883 6.24
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
rakku/pl 589 4,99
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32
0.75
CD4 Low rakku/pl 621 4.65
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
rakku/pl 1146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53
437
CD4 Low rakku/ul 176 771
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ rakku/pl 261 4,92
CD>6+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 »
CD4 Low rakku/ul 281 4.59 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
rakku/pl 273 4.19
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35
1.95
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Tabel 19 Seadme korratavus seadmete vahel Sysmex XF-1600™

Liimfotstittide

alarihm Materijal Uhik Keskmine SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® rakku/ i 1642 ) 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low rakku/pl 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells rakku/pl 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells rakku/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® rakku/ul 268 a1 0.88
CD;:CDh:xL Plus® % 41.85 0.54 1.29
ow rakku/ul 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells rakku/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells rakku/ul 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® rakku/ul 1085 792 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 3.61
CD3+CD4+ CD4 Low rakku/ul 166 6.0 )
IMMUNO-TROL % 4477 0.42 0.93
Cells rakku/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells rakku/pl 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® rakku/ 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low rakku/ul 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells rakku/ul 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells rakku/pl 186 34 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® rakku/ 510 37 1.74
CD;:CEl;ijPlus® % 19.70 0.31 161
ow rakku/ul 260 4.2 )
CD3-CD19+ IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells rakku/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells rakku/ul 144 4.3 )
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TEATIS: Koik analiiditilise joudluse andmed mooddeti erlitrotsiiditide
lGUsilahusega EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. nr ED7066).

Labivoolutsiitomeetrilise anallilisi jaoks kasutati jargmisi labivoolutsiitomeetreid
koos tarkvaraversiooniga:

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

Absoluutarvude jaoks kahe platvormi meetodil kasutati jargmiste
spetsifikatsioonidega hematoloogia analiisaatorit:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - versioon 00-22(164)

Mobodetud andmete hindamiseks kasutati jargmist analtitisiplatvormi:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versioon 10.9.0

12.Kliiniline joudlus

Patsiendid esmase immuunpuudulikkusega

Kliinilised andmed koguti kliinilises keskuses 30 patsiendilt, kellel kahtlustati
muutlikku Ghisimmuunpuudulikkust (CVID). Seadme ED7733 kliiniline jéudlus
maarati seadme vordlusena KOMBITEST TBNK 6-color kasutades eriitrotsiitide
[GUsilahust EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. nr ED7066) akrediteeritud
kliinilise labori meetodiga (AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter,
Inc.).

Patsientide immuunstaatuse hindamise tulemusi hinnati seoses
immuunpuudulikkusega (Tabel 20).
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Tabel 20 Seadme KOMBITEST TBNK 6-color kliiniline joudlus - CVID-patsiendid

Immuunstaatus hinnatud akrediteeritud
kliinilise labori meetodiga

Immuunpuudulikkus Normaalne seisund
o
28
SE . Immuunpuudulikkus 24 patsienti 0 patsienti
=m O
= z o
(%] (8]
£29
S e
h wZ
3
g o Normaalne seisund O patsienti 6 patsienti
£ &

Patsiendid omandatud immuunpuudulikkusega

Kliinilised andmed koguti kliinilises keskuses 53 patsiendilt, kellel oli kinnitatud
inimese immuunpuudulikkuse viiruse (HIV) infektsioon. Seadme kliiniline jéudlus
maarati sesadme KOMBITEST TBNK 6-color vordlusena, kasutades eriitrotstttide
[GUsilahust EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., kat. nr ED7066) koos
akrediteeritud Kliinilise labori sisemeetodiga (erinevate tootjate lihevarviliste
konjugeeritud antikehade kokteil ja analliis BD FACSCanto™ II).

Patsientide immuunstaatuse hindamise tulemusi hinnati seoses
immuunpuudulikkusega (Tabel 21).
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Tabel 21 Seadme KOMBITEST TBNK 6-color kliiniline jdudlus - HIV-patsiendid

Immuunstaatus hinnatud akrediteeritud
kliinilise labori sisemeetodiga
Immuunpuudulikkus Normaalne seisund

2k

ol Immuunpuudulikkus | 28 29-st patsiendist* 0 patsienti
EEF o

(2] ()

£2¢

S e

th b Z

£ g

g S Normaalne seisund O patsienti 24 patsienti
ES

ETTEVAATUST:

*Seade KOMBITEST TBNK 6-color niitas ebapiisavat varvumist T-rakkude (CD3+) selgeks
eraldamiseks tihel (1) kriitilises seisundis HIV-patsiendil.

13.Eeldatavad vaartused

Referentsvahemik
Tabel 22 Tervete vere doonorite referentsvahemikud, mé6detud BD FACSCanto™ II-I
. Vahemik
Limfotsiilitide alariihm n Uhik Mediaan
Min Maks
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+

65 rakku/pul 608 2415 1269
65 % 10.4 40.2 22.2

CD3+CD8+
65 rakku/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3

CD3+CD4+
65 rakku/pul 321 1463 785
65 % 3.5 38.9 15.8

CD3-CD16+CD56+

65 rakku/pul 84 1036 266
65 % 5.4 25.0 10.6

CD3-CD19+
65 rakku/ul 74 404 209

n = vereproovide arv
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Tabelis 22 esitatud referentsvahemikud kehtestati tervetel patsientidel, keda peeti
vere doonoriteks vastavalt TSehhi Vabariigi digusaktidele, tiites vere doonori
ranged kriteeriumid verepangale. Andmed moddeti BD FACSCanto™ Il
labivoolutsiitomeetril.

Konkreetsed referentsvahemikud voivad varieeruda séltuvalt piirkonnast ja
populatsioonist, mille pohjal vaartused kehtestati. Sel pohjusel peavad laborid
kehtestama oma normaalsed referentsvahemikud seadmega KOMBITEST TBNK 6-
color tuvastatud limfotsttide alarthmade jaoks kohalikust normaalsete doonorite
populatsioonist, kuna vaartused varieeruvad vanuse, soo, kliiniliste tunnuste ja
etnilise kuuluvuse tottu.

14.Piirangud

Seade KOMBITEST TBNK 6-color ei ole valideeritud kasutamiseks proovides, mis
on kogutud hepariini voi happelise tsitraatdekstroosi (ACD) antikoagulantidega,
suhteliste ja absoluutarvude maaramisel.

Seade KOMBITEST TBNK 6-color ei ole ette nahtud leukeemia ja liimfoomi
proovide sdeluuringuks ja/voi fenotiipiseerimiseks.

Absoluutarvud ei ole vorreldavad laborite vahel, kes kasutavad erinevate tootjate
erinevaid seadmeid.
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TEATIS: Koigist seadmega seotud tosistest ohujuhtumitest tuleb teatada tootjale ja

kohalikule padevale asutusele.
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