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Reagent 1 Reagent 2
Fixation agent Permeability agent
Formulation Liquid Liquid
Active substance Formaldehyde Saponine
Volume 5 mL 5 mL
Number of vials 3 vials 3 vials
Volume per test 100 uL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tests; 6 x 5 mL
2 x 0.1 mL/test

For In Vitro Diagnostic Use

INTENDED USE

IntraPrep consists of two ready-to-use reagents, which induce permeability in the cytoplasmic membrane of leucocytes for
the demonstration of intracellular antigenic determinants by means of monoclonal fluorescent antibodies. IntraPrep is used to
prepare biological samples for analysis by flow cytometry. It has been optimized in order to minimize the non-specific staining
in this type of analysis (1,2,3,4).

PRINCIPLE

As a first step, cells are fixed with reagent 1. After washing, permeability is induced with reagent 2 and remaining erythrocytes
are lysed. During this stage, the cells are brought into contact with conjugated monoclonal antibodies specific for intracellular
antigenic determinants. The leucocytes are then analyzed by flow cytometry.

The demonstration of surface antigenic determinants nevertheless remains possible. In this case, the specific conjugated
monoclonal antibodies are incubated before fixation.

The flow cytometer measures light diffusion and the fluorescence of cells. It makes possible the localization of the population of
interest within the electronic window defined on a histogram, which correlates the orthogonal diffusion of light (Side Scatter or
SS) and the diffusion of narrow-angle light (Forward Scatter or FS). Other histograms combining two of the different parameters
available on the cytometer can be used as supports in the gating stage depending on the application chosen by the user.

The fluorescence of the delimited cells is analyzed in order to distinguish the positively-stained events from the unstained
ones. The results are expressed as a percentage of positive events in relation to all the events acquired by the gating.

INTENDED USER

This product is intended for laboratory professional use.

SAMPLES

Venous blood or bone marrow samples must be taken using sterile tubes containing an EDTA salt or ACD or heparin as the
anticoagulant.

The samples should be kept at room temperature (18 — 25°C) and not shaken. The sample should be homogenized by gentle
agitation prior to taking the test sample.

The samples must be analyzed within 24 hours of venipuncture.

WARNING AND PRECAUTIONS

Do not use the reagent beyond the expiry date.

Do not freeze.

Minimize exposure to light.

Avoid microbial contamination of the reagents, or false results may occur.

Reagent 1 contains formaldehyde. Formaldehyde is toxic and allergenic. It is thought to be a carcinogenic agent.

Reagent 2 contains Sodium Azide (NaNs,). It must be handled with care. Do not take internally and avoid all contact with
the skin, mucosa and eyes. Moreover, in an acid medium, sodium azide can form the potentially dangerous hydrazoic
acid. If it needs to be disposed of, it is recommended that the reagent be diluted in a large volume of water before
pouring it into the drainage system so as to avoid the accumulation of sodium azide in metal pipes and to prevent the
risk of explosion.

7. All blood samples must be considered as potentially infectious and must be handled with care (in particular: the wearing
of protective gloves, gowns and goggles).

8. Never pipet by mouth, and avoid all contact of the samples with the skin, mucosa and eyes.

R o
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9. Blood tubes and disposable material used for handling should be disposed of in ad hoc containers intended for
incineration.

10. Reagents and waste should be eliminated according to local requirements.

GHS HAZARD CLASSIFICATION
Reagent 1: Fixation DANGER

SO

H302 Harmful if swallowed.

H313 May be harmful in contact with skin

H314 Causes severe skin burns and eye
damage.

H317 May cause an allergic skin reaction.

H341 Suspected of causing genetic defects.

H350 May cause cancer.

H370 Causes damage to organs.

P201 Obtain special instructions before use.

P280 Wear protective gloves, protective
clothing and eye/face protection.

P303+P361+P353 IF ON SKIN (or hair): Rinse skin with
water.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with

water for several minutes. Remove
contact lenses, if present and easy to
do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a POISON CENTER
or doctor/physician.
Methanol 1 - 2%
Formaldehyde 5 - 10%

Safety Data Sheet is available at beckman.com/techdocs

STORAGE AND STABILITY

IntraPrep is stored at 18 — 25°C.

Stability of closed vial: the reagent is stable for 517 days.
Stability of opened vial: the reagent is stable for 90 days.
See lot specific Certificate of Analysis at www.beckman.com.

EVIDENCE OF DETERIORATION
Any change in the physical appearance of the reagents may indicate deterioration and the reagent should not be used.

For additional information, or if damaged product is received, call Beckman Coulter Customer Service at 800-742-2345 (USA
or Canada) or contact your local Beckman Coulter Representative.

CONTENTS

Sodium azide preservative may form explosive compounds in metal drain lines. See NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard
(8/16/76).

To avoid the possible build-up of azide compounds, flush wastepipes with water after the disposal of undiluted reagent. Sodium
azide disposal must be in accordance with appropriate local regulations.

MATERIALS NEEDED BUT NOT SUPPLIED WITH KIT:
» Sampling tubes and material necessary for sampling.
+ Automatic pipettes with disposable tips for 10, 20, 50, 100 and 500 L.
» Plastic haemolysis tubes.
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» Specific monoclonal antibodies (mAb).

* Negative controls.

» Leucocyte fixation reagent. For example : I0Test 3 Fixative Solution (Ref. A07800).
» Buffer (PBS: 0.01 M sodium phosphate; 0.145 M sodium chloride; pH 7.2).

+ Centrifuge.

» Automatic agitator (Vortex type).

* Flow cytometer.

PROCEDURE

A - Intracytoplasmic staining
The number of red blood cells present in the sample should be less than 6 x 10° per pL (6 x 10'2/L). Dilute if necessary in PBS.
The number of leucocytes present in the sample should be less than 5 x10%/uL (5 x 10°%L). Dilute if necessary in PBS.

For each sample analyzed, in addition to the test tube, one control tube can be added in which the cells are mixed in the
presence of the negative control, corresponding to the specific staining chosen.

1. Add 50 pL of the test sample to each tube.

Add 100 uL of reagent 1 to the each tube. Vortex vigorously immediately after each addition.

Incubate for 15 minutes at room temperature (18 — 25°C).

Add 4 mL of PBS to each tube.

Centrifuge for 5 minutes at 300 x g at room temperature.

Remove the supernatant by aspiration.

Add 100 uL of the reagent 2 to each tube. DO NOT VORTEX, leave reagent 2 to diffuse naturally into the cell pellet.
Incubate for 5 minutes at room temperature (18 — 25°C) WITHOUT SHAKING.

Shake slowly by hand for 2 to 3 seconds.

= © ® N O~ DN

0. Add the necessary amount of mAb (specific for an intracytoplasmic antigenic determinant) to each test tube and if
necessary, the appropriate amount of the negative control to each control tube.

11. Gently vortex tube by tube.

12. Incubate for 15 minutes at room temperature (18 — 25°C) protected from light.
13. Add 4 mL of PBS to each tube.

14. Centrifuge for 5 minutes at 300 x g at room temperature.

15. Remove the supernatant by aspiration and resuspend the cell pellet in 0.5 or 1 mL of IOTest 3 Fixative Solution (Ref.
A07800) at its working concentration (1X). Thus fixed, the preparations can be stored between 2 and 8°C away from
light for 24 hours.

B - Intracytoplasmic and membranous staining

The number of red blood cells present in the sample should be less than 6 x 10° per pL (6 x 10'?/L). Dilute if necessary with
PBS.

The number of leucocytes in the sample should be less than 5 x10%/uL (5 x 10%L). Dilute if necessary with PBS.

For each sample analyzed, in addition to the test tube, one control tube can be added in which the cells are mixed in the
presence of the negative control, corresponding to the specific staining chosen.

1. Add 50 pL of the test sample to each tube.

2. Add the necessary amount of mAb (specific for a membranous antigenic determinant) to each test tube and if necessary,
add the appropriate amount of negative control to each control tube.

Gently vortex tube by tube.

Incubate for 15 minutes at room temperature (18 — 25°C) protected from light.

Add 100 pL of reagent 1 to the each tube. Vortex vigorously immediately after each addition.
Incubate for 15 minutes at room temperature (18 — 25°C).

Add 4 mL of PBS to each tube.

Centrifuge for 5 minutes at 300 x g at room temperature.

®©® N ok

9. Remove the supernatant by aspiration.

10. Add 100 pL of the reagent 2 to each tube. DO NOT VORTEX, leave reagent 2 to diffuse naturally into the cell pellet.
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11. Incubate for 5 minutes at room temperature (18 — 25°C) WITHOUT SHAKING.
12. Shake slowly by hand for 2 to 3 seconds.

13. Add the necessary amount of mAb (specific for an intracytoplasmic antigenic determinant) to each test tube and if
necessary, the appropriate amount of the negative control to each control tube.

14. To each control tube, add 20 uL of isotypic control.

15. Gently vortex tube by tube.

16. Incubate for 15 minutes at room temperature (18 — 25°C) protected from light.
17. Add 4 mL of PBS to each tube.

18. Centrifuge for 5 minutes at 300 x g at room temperature.

19. Remove the supernatant by aspiration and resuspend the cell pellet in 0.5 or 1 mL of IOTest 3 Fixative Solution (Ref.
A07800) at its working concentration (1X). Thus fixed, the preparations can be stored at between 2 and 8°C and away
from light for 24 hours.

PERFORMANCE

Performance data are obtained using the procedure described above on less than 24 hour-old blood samples previously
collected in sterile tubes with EDTA salt as anticoagulant. Analysis is performed within 2 hours following immunostaining.

PRECISION

The percent positive values were determined using Whole Blood and Bone Marrow. Each sample was run 4 times, twice a
day for 1 day on 2 instruments using 2 lots of IntraPrep Permeabilization Reagent. Measurements (% positive) were made on
Navios flow cytometer. Analysis was conducted based on the CLSI method EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of

Quantitative Measurement Methods.

Our acceptance criteria is dependent on the number of positive events measured for each population:
» If positive event <1500, CV <15%
» If positive event >1500, CV <10%

Whole Blood EDTA:
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Purity
Number of positive events (Mean) = 8877
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Recovery
Number of positive events (Mean) = 8877
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Monocytes
Number of positive events (Mean) = 1070
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Granulocytes
Number of positive events (Mean) = 13246
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Whole Blood HEPARIN:
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Purity
Number of positive events (Mean) = 6824
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 1.73 3.40
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Recovery
Number of positive events (Mean) = 6824
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Monocytes
Number of positive events (Mean) = 961
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 2.02 0.96 5.17 2.32 3.74 2.94 5.74
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Granulocytes
Number of positive events (Mean) = 20742
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Whole Blood ACD:
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Purity
Number of positive events (Mean) = 12355
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 4.18
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Recovery
Number of positive events (Mean) = 12355
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Monocytes
Number of positive events (Mean) = 1483
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.52 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Granulocytes
Number of positive events (Mean) = 32715
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Bone Marrow EDTA:
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Purity
Number of positive events (Mean) = 8808
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranous staining = Lymphocytic Recovery
Number of positive events (Mean) = 8808
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Monocytes
Number of positive events (Mean) = 2212
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.97 1.00 4.11 1.00 1.06 3.44 4.34
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxydase-FITC intracytoplasmic staining on Granulocytes
Number of positive events (Mean) = 33181
Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMPHOCYTIC PURITY AND RECOVERY

Lymphocytic purity and recovery have been evaluated according to the recommendations of the CDC (5). The blood of 10
healthy donors sampled in EDTA, Heparin and ACD and 5 bone marrows were labeled with a mixture of monoclonal antibodies
CD45-FITC and CD14-PE. The mean values of the recovery and purity as well as the range are given in the following tables:
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Whole Blood EDTA

Parameter Recovery Purity

Average 93.6 89.7

Min/Max 86.1 / 97.6 83.5/95.5

Whole Blood HEPARIN

Parameter Recovery Purity

Average 94.3 87.6

Min/Max 849 /97.7 81.5/94.3
Whole Blood ACD

Parameter Recovery Purity

Average 94.2 94.6

Min/Max 91.1/98.5 87.6 /97.7
Bone Marrow EDTA

Parameter Recovery Purity

Average 80.7 71.8

Min/Max 78.3 / 85.8 60.1 /83.4

LIMITATIONS

1.

Flow cytometry may produce false results if the cytometer has not been aligned perfectly, if fluorescence leaks have not
been correctly compensated for and if the regions have not been carefully positioned.

Certain antigenic determinants can be sensitive to formaldehyde or to saponine. Each laboratory must validate the
conditions for use of monoclonal antibodies.

Accurate and reproducible results will be obtained as long as the procedures used are in accordance with the technical
insert leaflet and compatible with good laboratory practices.

This reagent has been optimized so as to offer the best specific signal/non-specific signal ratio. Therefore, it is important
to adhere to the ratio of reagent volume/number of leucocytes and erythrocytes in every test.

In the case of hypercellularity, dilute the specimen in PBS so as to obtain less than 5 x 10° leucocytes/L and less than
6 x 10" red blood cells/L (6).

In certain disease states, such as severe renal failure or haemoglobinopathies, lysis of red cells may be slow, incomplete
or even impossible. In this case, it is recommended to isolate mononucleated cells using a density gradient (Ficoll, for
example) prior to staining (7).

See the Appendix for examples and references.

TRADEMARKS

Beckman Coulter, the stylized logo, and the Beckman Coulter product and service marks mentioned herein are trademarks or
registered trademarks of Beckman Coulter, Inc. in the United States and other countries.

ADDITIONAL INFORMATION

For a patient/user/third party in the European Union and in countries with identical regulatory regime (Regulation 2017/746/EU
on In vitro Diagnostic Medical Devices); if, during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has occurred,
please report it to the manufacturer and/or its authorized representative and to your national authority.

REVISION HISTORY

[REVISION AF: | Release date : January 2021

REVISION AW: I
Updates to comply with the Beckman Coulter Global labelling
Policy and according to IVD-R (EU)2017/746 requirements:

Added sections Intended User, Precision, Lymphocytic Recovery and
Purity, Additional Information, Revision History
Added information See sections Warning and Precautions, Storage
and Stability, Limitations
Updated sections Warning and Precautions, GHS Hazard Classification,

Storage and Stability, Evidence of Deterioration,
Procedure, Performance
Removed sections Intra-Laboratory Reproducibility

Symbols Key
Glossary of Symbols is available at beckman.com/techdocs (document number B60062)
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Réactif 1 Réactif 2

Fixateur Perméabilisant
Forme Liquide Liquide
Principe actif Formaldéhyde Saponine
Volume 5 mL 5 mL
Nombre de flacons 3 flacons 3 flacons
Volume par test 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tests ; 6 x 5 mL
2x 0,1 mL/test

Pour une utilisation en Diagnostic In Vitro

UTILISATION

IntraPrep comprend deux réactifs préts a I'emploi qui permettent de perméabiliser la membrane cytoplasmique des leucocytes
pour la mise en évidence, au moyen d’anticorps monoclonaux fluorescents, de déterminants antigéniques intracellulaires.
IntraPrep s'utilise pour préparer des échantillons biologiques destinés a étre analysés par cytométrie en flux. |l a été optimisé
pour minimiser les marquages non spécifiques dans ce type d’analyse (1,2,3,4).

PRINCIPE

Les cellules sont dans un premier temps fixées avec le réactif 1. Aprés lavage, elles sont perméabilisées avec le réactif 2 et
les érythrocytes présents sont lysés. Lors de cette étape, les cellules sont mises en contact avec les anticorps monoclonaux
conjugués spécifiques de déterminants antigéniques intracellulaires. Les leucocytes sont ensuite analysés par cytométrie en
flux.

La mise en évidence de déterminants antigéniques de surface reste néanmoins possible. Dans ce cas, les anticorps
monoclonaux conjugués spécifiques sont incubés avant la fixation.

Le cytométre en flux mesure la diffusion de la lumiére ainsi que la fluorescence des cellules. Il permet de circonscrire la
population d’intérét a I'intérieur d’'une fenétre électronique, définie sur un histogramme qui corréle la diffusion orthogonale de la
lumiere ("Side Scatter" ou SS) et la diffusion de la lumiére aux petits angles (“Forward Scatter” ou FS). D’autres histogrammes
combinant deux des différents parameétres disponibles sur le cytometre sont utilisables comme supports a I'étape de fenétrage
électronique en fonction de I'application choisie par I'utilisateur.

La fluorescence des cellules délimitées est analysée de maniére a distinguer les événements colorés positifs de ceux qui ne
le sont pas. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’événements positifs par rapport a tous les événements acquis
grace a la méthode de gating.

UTILISATEUR PREVU

Ce produit est destiné a un usage professionnel en laboratoire.

ECHANTILLONS

Les prélévements de sang veineux ou de moelle osseuse doivent s’effectuer sur des tubes d’échantillon stériles contenant un
sel d’EDTA, de I'ACD, ou de I'héparine comme anticoagulant.

Les échantillons se conservent a température ambiante (18 — 25 °C) et sans agitation. Avant d'effectuer la prise d'essai, il est
recommandé d'homogénéiser le prélevement par agitation douce.

Les échantillons doivent étre analysés dans les 24 heures qui suivent la ponction veineuse.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
1. Ne pas utiliser le réactif au-dela de la date de péremption.
Ne pas congeler.
Minimiser I'exposition a la lumiére.
Eviter la contamination microbienne des réactifs, ou des résultats erronés peuvent se produire.

o~ w DN

Le réactif 1 contient du formaldéhyde. Le formaldéhyde est toxique et allergisant. On pense qu’il s’agit d’'un agent
cancérigéne.

6. Le réactif 2 contient de I'azide de sodium (NaN;). Il doit étre manipulé avec précaution. Ne pas avaler et éviter tout
contact avec la peau, les muqueuses et les yeux. Par ailleurs, en milieu acide, I'azoture de sodium est susceptible de
former un acide hydrazoique potentiellement dangereux. S'il est nécessaire d’éliminer ce réactif, il est recommandé de
le diluer dans un grand volume d'eau avant de le verser dans les canalisations, afin d'éviter I'accumulation d'azoture de
sodium dans les conduites métalliques et de prévenir les risques d'explosion.
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7. Tous les échantillons de sang doivent étre considérés comme potentiellement infectieux et doivent étre manipulés avec
soin (en particulier : port de gants, de blouses et de lunettes de protection).

8. Ne jamais pipetter avec la bouche et éviter tout contact des échantillons avec la peau, les muqueuses et les yeux.

9. Les tubes de prélévement sanguin et les matériaux jetables utilisés pour la manipulation doivent étre éliminés dans des
conteneurs appropriés prévus pour incinération.

10. Les réactifs et les déchets doivent étre éliminés conformément aux exigences locales.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH
Réactif 1 : fixation DANGER

SO

H302 Nocif en cas d'ingestion.

H313 Peut étre nocif par contact cutané

H314 Provoque de graves brllures de la peau et de
graves lésions des yeux.

H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

H341 Susceptible d’'induire des anomalies génétiques.

H350 Peut provoquer le cancer.

H370 Risque avéreé d’effets graves pour les organes.

P201 Se procurer les instructions avant utilisation.

P280 Porter des gants de protection, des vétements de

protection et un équipement de protection des
yeux/du visage.

P303+P361+P353 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les
cheveux) : rincer la peau a 'eau.

P305+P351+P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX :
rincer avec précaution a I'eau pendant plusieurs
minutes. Enlever les lentilles de contact si la
victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer.

P310 EN CAS d’exposition : appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.
Méthanol 1 -2 %
Formaldéhyde 5 - 10 %

La fiche technique santé-sécurité est disponible a 'adresse techdocs.beckman.com

CONSERVATION ET STABILITE

IntraPrep se conserve a 18 — 25 °C.

Stabilité du flacon fermé : le réactif est stable pendant 517 jours.

Stabilité du flacon ouvert : le réactif est stable pendant 90 jours.

Voir le certificat d’analyse du lot spécifique sur www.beckman.com.

PREUVE DE DETERIORATION

Tout changement de I'apparence physique des réactifs peut indiquer une détérioration et le réactif ne doit pas étre utilisé.

Pour plus de renseignements ou si un produit défectueux est livré, appeler le service client de Beckman Coulter au
800-742-2345 (USA ou Canada), ou votre représentant de Beckman Coulter local.

CONTENU

Les agents de conservation a base d’azoture de sodium peuvent former des composés explosifs dans les conduites
d’évacuation métalliques. Voir le bulletin NIOSH : Explosive Azide Hazard (16/8/76) (Dangers d’explosion de I'azide).

Pour éviter 'accumulation potentielle des composés d’azoture, rincer les tuyaux d’évacuation a I'eau aprés I'élimination de
réactifs non dilués. L’élimination de I'azoture de sodium doit se faire conformément aux réglementations locales en vigueur.
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MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI AVEC CE COFFRET:
* Les tubes d’échantillonnage et le matériel nécessaires pour I'échantillonnage.
* Pipettes automatiques et embouts jetables pour prélever des quantités de 10, 20, 50, 100 et 500 pL.
» Tubes d’hémolyse en plastique.
» Anticorps monoclonaux (AcM) spécifiques.
» Contrbles négatifs.
» Réactif de fixation de leucocyte. Par exemple : Solution fixative I0Test 3 (Réf. A07800).
+ Tampon (PBS : 0,01 M phosphate de sodium ; 0,145 M chlorure de sodium ; pH 7,2).
» Centrifugeuse.
» Agitateur automatique (type vortex).
» Cytometre en flux.

PROCEDURE

A - Marquage intracytoplasmique

La quantité de globules rouges présents dans I'’échantillon doit étre inférieure a 6 x 108 par pL (6 x 10'%/L). Diluer si nécessaire
dans du PBS.

La quantité de leucocytes présents dans I'échantillon doit étre inférieure & 5 x103/puL (5 x 10%L). Dilluer si nécessaire dans du
PBS.

Pour chaque échantillon analysé, en plus du tube de test, un tube de contréle peut étre ajouté dans lequel les cellules sont
mélangées en présence du contrdle négatif correspondant a la coloration spécifique choisie.

1. Ajouter 50 pL de I'échantillon de test dans chaque tube.

Ajouter 100 uL de réactif 1 dans chaque tube. Vortexer vigoureusement aussitoét apres chaque ajout.
Incuber 15 minutes a température ambiante (18 — 25 °C).

Ajouter 4 mL de PBS dans chaque tube.

Centrifuger a 300 x g pendant 5 minutes a température ambiante.

Retirer le surnageant par aspiration.

Ajouter 100 pL de réactif 2 dans chaque tube. NE PAS VORTEXER, laisser le réactif 2 se diffuser naturellement dans
le culot cellulaire.

Incuber 5 minutes a température ambiante (18 — 25 °C) SANS VORTEXER.
Agiter doucement a la main pendant 2 & 3 secondes.

A S

© ®

10. Ajouter la quantité nécessaire d’Ac monoclonal (spécifique a un déterminant antigénique intracytoplasmique) dans
chaque tube de test et, si nécessaire, ajouter la quantité appropriée de contrdle négatif dans chaque tube de contréle.

11. Vortexer doucement tube a tube.

12. Incuber pendant 15 minutes a température ambiante (18-25 °C), a I'abri de la lumiére.
13. Ajouter 4 mL de PBS dans chaque tube.

14. Centrifuger a 300 x g pendant 5 minutes a température ambiante.

15. Eliminer le surnageant par aspiration et resuspendre le culot cellulaire dans 0,5 mL ou 1 mL de Solution de Fixation
IOTest 3 (Réf. A07800) a sa concentration de travail (1X). Ainsi fixées, les préparations se conservent entre 2 et 8 °C et
a l'abri de la lumiére pendant 24 heures.
B - Marquage intracytoplasmique et membranaire

La quantité de globules rouges présents dans I'échantillon doit étre inférieure a 6 x 10° par uL (6 x 10'%/L). Diluer si nécessaire
avec du PBS.

La quantité de leucocytes présents dans I'’échantillon doit étre inférieure a 5 x10%/uL (5 x 10°%L). Dilluer si nécessaire avec du
PBS.

Pour chaque échantillon analysé, en plus du tube de test, un tube de contréle peut étre ajouté dans lequel les cellules sont
mélangées en présence du contrdle négatif correspondant a la coloration spécifique choisie.

1. Ajouter 50 pL de I'échantillon de test dans chaque tube.

2. Ajouter la quantité nécessaire d’Ac monoclonal (spécifique a un déterminant antigénique membranaire) dans chaque
tube de test et, si nécessaire, ajouter la quantité appropriée de contrdle négatif dans chaque tube de contrdle.

3. Vortexer doucement tube a tube.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.

Incuber pendant 15 minutes a température ambiante (18-25 °C), a I'abri de la lumiére.

Ajouter 100 yL de réactif 1 dans chaque tube. Vortexer vigoureusement aussitot apres chaque ajout.
Incuber 15 minutes a température ambiante (18 — 25 °C).

Ajouter 4 mL de PBS dans chaque tube.

Centrifuger a 300 x g pendant 5 minutes a température ambiante.

Retirer le surnageant par aspiration.

. Ajouter 100 uL de réactif 2 dans chaque tube. NE PAS VORTEXER, laisser le réactif 2 se diffuser naturellement dans

le culot cellulaire.

. Incuber 5 minutes a température ambiante (18 — 25 °C) SANS VORTEXER.
12.
13.

Agiter doucement a la main pendant 2 a 3 secondes.

Ajouter la quantité nécessaire d’Ac monoclonal (spécifique a un déterminant antigénique intracytoplasmique) dans
chaque tube de test et, si nécessaire, ajouter la quantité appropriée de contrdle négatif dans chaque tube de contréle.

Ajouter dans le tube contréle 20 pL de contrdle isotypique.

Vortexer doucement tube a tube.

Incuber pendant 15 minutes a température ambiante (18—-25 °C), a I'abri de la lumiére.
Ajouter 4 mL de PBS dans chaque tube.

Centrifuger a 300 x g pendant 5 minutes a température ambiante.

Eliminer le surnageant par aspiration et resuspendre le culot cellulaire dans 0,5 mL ou 1 mL de Solution de Fixation
IOTest 3 (Réf. A07800) a sa concentration de travail (1X). Ainsi fixées, les préparations se conservent entre 2 et 8 °C et
a l'abri de la lumiére pendant 24 heures.

PERFORMANCE

Les données de performance sont obtenues a I'aide de la procédure décrite ci-dessus sur des échantillons de sang de moins
de 24 heures préalablement collectés dans des tubes stériles contenant du sel EDTA comme anticoagulant. L'analyse est
effectuée dans les 2 heures suivant 'immunocoloration.

PRECISION

Les valeurs de percentile positives ont été déterminées a 'aide de sang total et de moelle osseuse. Chaque échantillon a été
analysé 4 fois, deux fois par jour pendant 1 jour sur 2 instruments a 'aide de 2 lots de réactif de perméabilisation IntraPrep. Les
mesures (% positif) ont été effectuées sur le cytometre en flux Navios. L'analyse a été effectuée avec la méthode CLSI EP5-A2:
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluation de la performance de précision des
méthodes de mesures quantitatives).

Notre critére d’acceptation est dépendant du nombre d’événements positifs mesurés pour chaque population :

Si événement positif < 1 500, CV < 15 %
Si événement positif > 1 500, CV < 10 %

Sang total EDTA :

Coloration membranaire CD45/CD14 = pureté lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 8877

Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot |Inter-analysd Intra-analysd Total
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloration membranaire CD45/CD14 = récupération lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 8877

Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot |Inter-analysd Intra-analysd Total
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur monocytes

Nombre d’événements positifs (moyenne) = 1070

Inter-opérateur Inter-cytometre Intra-lot Inter-lot _|Inter-analysqIntra-analysd Total
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur granulocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 13246
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Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot | Inter-analysq Intra-analysqg Total
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sang total HEPARINE :
Coloration membranaire CD45/CD14 = pureté lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 6824
Inter-opérateur Inter-cytométre Intra-lot Inter-lot | Inter-analysq Intra-analysqg Total
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration membranaire CD45/CD14 = récupération lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 6824
Inter-opérateur Inter-cytométre Intra-lot Inter-lot | Inter-analysq Intra-analysqg Total
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur monocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 961
Inter-opérateur Inter-cytometre Intra-lot Inter-lot __|Inter-analysqIntra-analysq Total
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur granulocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 20742
Inter-opérateur Inter-cytométre Intra-lot Inter-lot | Inter-analysq Intra-analysqg Total
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sang total ACD :
Coloration membranaire CD45/CD14 = pureté lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 12355
Inter-opérateur Inter-cytométre Intra-lot Inter-lot __|Inter-analysqIntra-analysq Total
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration membranaire CD45/CD14 = récupération lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 12355
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot |Inter-analysd Intra-analysd Total
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur monocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 1483
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot |Inter-analysd Intra-analysd Total
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur granulocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 32715
Inter-opérateur Inter-cytométre Intra-lot Inter-lot __|Inter-analysqIntra-analysq Total
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Moelle osseuse EDTA :
Coloration membranaire CD45/CD14 = pureté lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 8808
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot __|Inter-analysqIntra-analysqg Total
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration membranaire CD45/CD14 = récupération lymphocytaire
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 8808
| Inter-opérateur | Inter-cytométre | Intra-lot Inter-lot | Inter-analysd Intra-analysd ~ Total
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CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur monocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 2212
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot |Inter-analysd Intra-analysd Total
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloration intracytoplasmique des anticorps anti-myéloperoxydase
(FITC) sur granulocytes
Nombre d’événements positifs (moyenne) = 33181
Inter-opérateur Inter-cytometre Intra-lot Inter-lot _|Inter-analysqIntra-analysq Total
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PURETE ET RECUPERATION LYMPHOCYTAIRES

La pureté et la récupération lymphocytaires ont été évaluées selon les recommandations du CDC (5). Le sang de 10 donneurs
sains échantillonnés dans I'EDTA, I'héparine et ’ACD et 5 moelles osseuses ont été marqués avec un mélange d’anticorps
monoclonaux CD45-FITC et CD14-PE. Les valeurs moyennes de la récupération et de la pureté ainsi que la plage sont
présentées dans les tableaux suivants :

Sang total EDTA
Parametre Récupération Pureté
Moyen 93,6 89,7
Min/Max 86,1 /97,6 83,5/955
Sang total HEPARINE
Parametre Récupération Pureté
Moyen 94,3 87,6
Min/Max 84,9 /97,7 81,5/943
Sang total ACD
Paramétre Récupération Pureté
Moyen 94,2 94,6
Min/Max 91,1 /98,5 87,6 /1 97,7
Moelle osseuse EDTA
Paramétre Récupération Pureté
Moyen 80,7 71,8
Min/Max 78,3 /85,8 60,1 / 83,4

LIMITES

1. La cytométrie en flux peut produire des résultats erronés si le cytométre n’a pas été parfaitement aligné, si les fuites de
fluorescence n'ont pas été correctement compensées et si les régions n’ont pas été soigneusement positionnées.

2. Certains déterminants antigéniques peuvent étre sensibles au formaldéhyde ou a la saponine. Chaque laboratoire doit
valider les conditions d’utilisation des AcM.

3. Des résultats précis et reproductibles seront obtenus tant que les procédures utilisées sont en conformité avec la notice
technique et compatibles avec les bonnes pratiques de laboratoire.

4. Ce réactif a été optimisé de maniére a offrir le meilleur rapport signal spécifique / signal non spécifique. De ce fait, il est
important de respecter le rapport volume de réactif / nombre de leucocytes et d’érythrocytes pour chaque test.

5. En cas d'hypercellularité, diluer le spécimen dans du PBS de fagon a obtenir moins de 5 x 10° leucocytes / L et moins
de 6 x 1012 globules rouges / L (6).

6. Dans certains états pathologiques, tels qu'une grave insuffisance rénale ou une hémoglobinopathie, la lyse des
globules rouges peut étre lente, incompléte ou méme impossible. Dans ce cas, il est recommandé d’isoler les cellules
mononucléées a I'aide d’un gradient de densité (Ficoll, par exemple) avant la coloration (7).

Voir 'annexe pour des exemples et des références.

MARQUES

Beckman Coulter, le logo stylisé et les marques des produits et des services Beckman Coulter mentionnées ici sont des
marques ou des marques déposées de Beckman Coulter, Inc. aux Etats-Unis et dans d’autres pays.
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INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Pour un patient/utilisateur/tiers de I'Union européenne et des pays ayant le méme régime réglementaire (Reglement
2017/746/UE relatif aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro) ; si, lors de l'utilisation de ce dispositif ou suite a son
utilisation, un incident important se produit, veuillez le rapporter au fabricant et/ou a son représentant autorisé et a I'autorité
nationale de votre pays.

HISTORIQUE DES REVISIONS

IREVISION AF : I Date de publication : Janvier 2021

REVISION AW : [

Mises a jour pour se conformer aux exigences de la politique

d’étiquetage générale de Beckman Coulter et aux exigences

IVD-R (UE)2017/746 :

Ajout de sections Utilisateur auquel le dispositif est destiné, Précision,

Récupération lymphocytaire et Pureté, Informations
supplémentaires, Historique des révisions

Ajout d’informations Voir les sections Avertissements et précautions,
Conservation et stabilité, Limites
Sections mises a jour Avertissements et précautions, Classification des

risques SGH, Conservation et stabilité, Preuve de
détérioration, Procédure, Performances
Suppression de sections Reproductibilité intra-laboratoire

Légende des symboles
Un glossaire des symboles est disponible sur beckmancoulter.com/techdocs (document numéro B60062)
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Reagenz 1 Reagenz 2

Fixierung Permeabilisierung
Form Flissig Flissig
Wirkstoff Formaldehyd Saponin
Band 5 mL 5 mL
Anzahl der Fldschchen 3 Flaschchen 3 Flaschchen
Menge je Test 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 Tests ; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/ Test

Zur Verwendung als In vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK

IntraPrep umfasst zwei gebrauchsfertige Reagenzien, mit denen zum Nachweis von intrazellularen Antigendeterminanten
mittels fluoreszierenden monoklonalen Antikérpern die zytoplasmatische Membran der Leukozyten permeabilisiert werden
kann. IntraPrep wird zur Vorbereitung von biologischen Proben verwendet, die zur Analyse im Durchflusszytometer bestimmt
sind. Es wurde optimiert, um bei dieser Art von Analyse die unspezifischen Markierungen zu reduzieren (1,2,3,4).

PRINZIP

Zunachst werden mit dem Reagenz 1 die Zellen fixiert. Nach dem Waschen werden sie mit dem Reagenz 2 permeabilisiert
und den vorhandenen Erythrozyten lysierten sind. Bei diesem Schritt werden die Zellen mit den konjugierten monoklonalen
Antikorpern, die fir die intrazellularen Antigendeterminanten spezifisch sind in Kontakt gebracht. Danach werden der
Leukozyten im Durchflusszytometer analysiert.

Der Nachweis von oberflachlichen Antigendeterminanten bleibt jedoch moglich. In diesem Fall werden die spezifischen
konjugierten monoklonalen Antikérper vor dem Fixieren inkubiert.

Das Durchflusszytometer misst die Lichtverteilung sowie die Fluoreszenz der Zellen. Dabei wird die Target-Population
innerhalb eines in einem Histogramm definierten elektronischen Fensters untersucht, das die Seitwartslichtstreuung ("Side
Scatter" oder SS) sowie die Vorwartslichtstreuung (“Forward Scatter” oder FS) wiedergibt. Je nach vom Bediener gewahlter
Anwendung sind auch andere Histogramme, die zwei der am Zytometer vorhandenen Parameter kombinieren, als Grundlage
zum Gating anwendbar.

Die Fluoreszenz der einzelnen Zellen wird analysiert, um die positiv angefarbten Ereignisse von den nicht angefarbten
zu unterscheiden. Die Ergebnisse werden als Prozentsatz positiver Ereignisse relativ zu allen durch das Gating erfassten
Ereignissen angegeben.

VORGESEHENER BENUTZER

Dieses Produkt ist fir den Einsatz durch Laborfachkrafte vorgesehen.

PROBEN

Die Blutabnahmen von vendsem Blut bzw. die Knochenmarkpunktionen missen mit sterilen R6hrchen vorgenommen werden,
die ein EDTA-Salz, ACD oder Heparin als Antikoagulanz enthalten.

Die Proben missen bei Raumtemperatur (18 —25 °C) und ruhend aufbewahrt werden. Vor Durchfihrung des Tests wird
empfohlen, die Probe durch leichtes Schiitteln zu homogenisieren.

Die Proben mussen innerhalb von 24 Stunden analysiert werden.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Das Reagenz nicht tber das Verfallsdatum hinaus verwenden.

Nicht einfrieren.

Vor Licht schitzen.

Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien muss vermieden werden, damit kein falsches Ergebnis erzielt wird.
Reagenz 1 enthalt Formaldehyd. Formaldehyd ist toxisch und allergieauslésend. Es gilt als krebserregender Stoff.

Das Reagenz 2 enthalt Natriumazid (NaN;) und muss mit Vorsicht behandelt werden. Verschlucken und jeglicher
Kontakt mit der Haut, den Schleimhauten und den Augen ist zu vermeiden. Zudem kann Natriumazid in einem sauren
Medium potentiell gefahrliches Azoimid bilden. Zur Entsorgung wird empfohlen, dieses Reagenz in einer grollen Menge
Wasser zu verdiinnen und es anschlief3end in den Abfluss zu gief3en. So kann eine Anhaufung von Natriumazid in den
Metallleitungen vermieden und einer Explosionsgefahr vorgebeugt werden.

R e o
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7. Blutproben sind als potenziell infektids zu betrachten und miissen mit Vorsicht gehandhabt werden (insbesondere durch
Tragen von Schutzhandschuhen, -kittel und -brille).

8. Niemals mit dem Mund pipettieren und jeglichen Kontakt der Proben mit Haut, Schleimhaut und Augen vermeiden.

9. Blutréhrchen und Einwegmaterial, das zur Handhabung verwendet wird, missen in daflir vorgesehenen, fir die
Verbrennung bestimmten Behaltern entsorgt werden.

10. Reagenzien und Abfélle sind entsprechend den 6értlichen Anforderungen zu entsorgen.
GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
Reagenz 1: Fixierung GEFAHR

SO

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H313 Kann bei Berlhrung mit der Haut
gesundheitsschadlich sein.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und
schwere Augenschaden.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.

H350 Kann Krebs erzeugen.

H370 Schéadigt die Organe.

P201 Vor dem Gebrauch besondere Anweisungen
einholen.

P280 Schutzhandschuhe, Schutzkleidung und

Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

P303+P361+P353 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem
Haar): Haut mit Wasser abwaschen.

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser spulen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
spulen.

P310 Sofort GIFTNOTRUFZENTRALE oder Arzt
anrufen.
Methanol 1 - 2 %
Formaldehyd 5 - 10 %

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf beckman.com/techdocs verfugbar.

LAGERUNG UND STABILITAT

IntraPrep ist bei 18-25 °C aufzubewahren.

Stabilitat geschlossener Flaschchen: Das Reagenz ist 517 Tage lang stabil.
Stabilitat gedffneter Flaschchen: Das Reagenz ist 90 Tage lang stabil.
Siehe das chargenspezifische Analysezertifikat unter www.beckman.com.

VERFALLSANZEICHEN
Ein verandertes Aussehen der Reagenzien kann ein Verfallsanzeichen sein. Entsprechende Reagenzien dirfen nicht
verwendet werden.

Wenn Sie weitere Informationen wiinschen oder falls das Produkt beschadigt bei Ihnen eintrifft, setzen Sie sich (innerhalb der
USA und Kanada) unter der Rufnummer 800-742-2345 mit dem Kundendienst von Beckman Coulter bzw. auf3erhalb dieser
Lander mit dem fur Sie zustandigen Beckman Coulter-Mitarbeiter in Verbindung.

INHALT

Natriumazid als Konservierungsmittel kann in metallischen Abflussleitungen explosive Verbindungen bilden. Siehe NIOSH
Bulletin: Explosive Azide Hazard (16.8.76) (NIOSH-Bulletin: Gefahr durch explosive Azide).
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Um eine mogliche Akkumulation von Azidverbindungen zu vermeiden, die Abwasserrohre nach der Entsorgung von
unverdiinntem Reagenz mit Wasser spilen. Natriumazid muss entsprechend den &rtlichen behérdlichen Vorschriften
entsorgt werden.

BENOTIGTE, JEDOCH NICHT IM KIT ENTHALTENE ARTIKEL:
* Probenahmeréhrchen und flr die Probenahme bendtigte Materialien.
» Automatische Pipetten und Einweghulsen zur Entnahme folgender Mengen: 10, 20, 50, 100 und 500 pL.
» Hamolyserohrchen aus Kunststoff.
» Spezifische monoklonale Antikdrper (mAK).
* Negativkontrollen.
* Reagenz zur Leukozytenfixierung. Beispiel: 10Test 3-Fixierungslésung (Ref. A07800).
» Puffer (PBS: 0,01 M Natriumphosphat; 0,145 M Natriumchlorid; pH 7,2).
» Zentrifuge.
» Automatisches Mischgerat (Typ Vortex-Mischer).
*  Durchflusszytometer.

VERFAHREN

Intrazytoplasmatisches Markieren

Die in der Probe vorhandene Menge roter Blutkdrperchen muss unter 6 x 10° /uL liegen (6 x 10'?/L). Bei Bedarf in PBS
verdunnen.

Die Leukozytenkonzentration in der Probe muss unter 5 x 10%/puL (5 x 10°/L) liegen. Bei Bedarf in PBS verdiinnen.

Fur jede analysierte Probe kann zusatzlich zum Testréhrchen noch ein Kontrollréhrchen verwendet werden, in dem die Zellen
in Gegenwart der negativen Kontrolle fiir die jeweils gewahlte Farbung gemischt werden.

1. 50 pL der Testprobe in jedes Roéhrchen geben.
2. 100 uL von Reagenz 1 in jedes Roéhrchen geben. Unmittelbar nach jeder Hinzufligung kraftig mittels Vortex-Mischer

mischen.

3. 15 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 25 °C) inkubieren.

4. In jedes Rdhrchen 4 mL PBS geben.

5. 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugieren.

6. Den Uberstand absaugen.

7. 100 pL von Reagenz 2 in jedes Roéhrchen geben. NICHT MITTELS VORTEX-MISCHER MISCHEN. Reagenz 2 auf
natlrliche Weise in das Zellpellet diffundieren lassen.

8. 5 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 25 °C) und OHNE SCHUTTELN inkubieren.

9. Mit der Hand 2 bis 3 Sekunden leicht schiitteln.

10. Jedem Testrdhrchen die geforderte Menge des mAK (spezifisch fir eine intrazytoplasmatische antigene Determinante)
beigeben. Bei Bedarf auch jedem Kontrollréhrchen die entsprechende Menge der negativen Kontrolle hinzufligen.

11. Die Réhrchen nacheinander leicht ratteln.

12. Bei Raumtemperatur (18-25 °C) 15 Minuten lang lichtgeschiitzt inkubieren.
13. In jedes Réhrchen 4 mL PBS geben.

14. 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugieren.

15. Uberstande durch Absaugen entfernen und Zellpelletin 0,5 mL oder 1 mL I0OTest 3 Fixationsldsung (Art. AO7800)in deren
Arbeitskonzentration (1X) resuspendieren. Die so fixierten Proben kénnen zwischen 2 und 8 °C und vor Lichteinstrahlung
geschitzt 24 Stunden lang aufbewahrt werden.

B - Intrazytoplasmatisches und membranares Markieren

Die in der Probe vorhandene Menge roter Blutkérperchen muss unter 6 x 10° pro yL liegen (6 x 10'?/L). Bei Bedarf mit PBS
verdiinnen.

Die Leukozytenkonzentration in der Probe muss unter 5 x 10%/uL (5 x 10°%L) liegen. Bei Bedarf mit PBS verdinnen.

Fir jede analysierte Probe kann zusatzlich zum Testréhrchen noch ein Kontrollréhrchen verwendet werden, in dem die Zellen
in Gegenwart der negativen Kontrolle fir die jeweils gewahlte Farbung gemischt werden.

1. 50 uL der Testprobe in jedes Rohrchen geben.
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2. Jedem Testrohrchen die geforderte Menge des mAK (spezifisch fiir eine membrandse antigene Determinante) beigeben.
Bei Bedarf auch jedem Kontrollréhrchen die entsprechende Menge der negativen Kontrolle hinzufligen.

3. Die Rodhrchen nacheinander leicht ritteln.
Bei Raumtemperatur (18-25 °C) 15 Minuten lang lichtgeschtzt inkubieren.

100 yL von Reagenz 1 in jedes Réhrchen geben. Unmittelbar nach jeder Hinzufligung kraftig mittels Vortex-Mischer
mischen.

15 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 25 °C) inkubieren.
In jedes Réhrchen 4 mL PBS geben.

o &

5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugieren.
Den Uberstand absaugen.

0. 100 pL von Reagenz 2 in jedes Réhrchen geben. NICHT MITTELS VORTEX-MISCHER MISCHEN. Reagenz 2 auf
natirliche Weise in das Zellpellet diffundieren lassen.

11. 5 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 25 °C) und OHNE SCHUTTELN inkubieren.
12. Mit der Hand 2 bis 3 Sekunden leicht schiitteln.

13. Jedem Testrdhrchen die geforderte Menge des mAK (spezifisch fUr eine intrazytoplasmatische antigene Determinante)
beigeben. Bei Bedarf auch jedem Kontrollréhrchen die entsprechende Menge der negativen Kontrolle hinzufligen.

14. In das Kontrollréhrchen 20 pL Isotypiekontrolle geben.
15. Die Réhrchen nacheinander leicht ritteln.

= © ® N>

16. Bei Raumtemperatur (18-25 °C) 15 Minuten lang lichtgeschutzt inkubieren.
17. In jedes Rdhrchen 4 mL PBS geben.
18. 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugieren.

19. Uberstande durch Absaugen entfernen und Zellpelletin 0,5 mL oder 1 mL I0Test 3 Fixationslésung (Art. AO7800)in deren
Arbeitskonzentration (1X) resuspendieren. Die so fixierten Proben kénnen zwischen 2 und 8 °C und vor Lichteinstrahlung
geschiitzt 24 Stunden lang aufbewahrt werden.

LEISTUNG

Leistungsdaten werden unter Anwendung des oben beschriebenen Verfahrens mit weniger als 24 Stunden alten Blutproben
ermittelt, die zuvor in sterile R6hrchen mit EDTA-Salz als Antikoagulanz enthommen wurden. Die Analyse erfolgt innerhalb
von 2 Stunden nach der Immunfarbung.

PRAZISION

Die prozentualen positiven Werte wurden unter Verwendung von Vollblut und Knochenmark bestimmt. Jede Probe
wurde zweimal taglich 1 Tag lang unter Verwendung von 2 Chargen des IntraPrep-Permeabilisierungsreagenzes 4 Mal
auf 2 Instrumenten analysiert. Messungen (% positiv) wurden mit dem Navios-Durchflusszytometer vorgenommen. Die
Analyse erfolgte gemafl CLSI-Methode EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Beurteilung der Prazisionsleistung von quantitativen Messmethoden).

Unsere Akzeptanzkriterien sind abhangig von der Anzahl an positiven Ereignissen, die fur jede Population gemessen werden:
* Wenn positives Ereignis < 1 500, VK < 15 %
*  Wenn positives Ereignis > 1 500, VK < 10 %

In EDTA entnommenes Vollblut:

Membranése CD45/CD14-Férbung = lymphozytéire Reinheit
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 8877

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometefn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membrandse CD45/CD14-Farbung = lymphozytire Wiederfindung
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 8877

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Monozyten

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 1070

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Granulozyten

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 13246

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

In HEPARIN enthommenes Vollblut:

Membrandse CD45/CD14-Farbung = lymphozytére Reinheit

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 6824

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membranése CD45/CD14-Férbung = lymphozytire Wiederfindung

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 6824

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Monozyten

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 961

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Granulozyten

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 20742

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

In ACD enthommenes Vollblut:

Membranése CD45/CD14-Férbung = lymphozytéire Reinheit

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 12355

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometefn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membrandse CD45/CD14-Férbung = lymphozytire Wiederfindung

Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 12355

Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometefn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Monozyten
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 1483
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Granulozyten
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 32715
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
In EDTA entnommenes Knochenmark:
Membrandse CD45/CD14-Farbung = lymphozytére Reinheit
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 8808
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranése CD45/CD14-Férbung = lymphozytire Wiederfindung
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 8808
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Monozyten
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 2212
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometefn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intrazytoplasmatische Anti-Myeloperoxidase-FITC-Farbung
auf Granulozyten
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 33181
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen | Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometeyn einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMPHOZYTARE REINHEIT UND WIEDERFINDUNG

Lymphozytare Reinheit und Wiederfindung wurden gemaf den Empfehlungen der CDC (5) beurteilt. Das in EDTA, Heparin
und ACD entnommene Blut von 10 gesunden Spendern sowie 5 Knochenmarkproben wurden mit einem Gemisch aus den
monoklonalen Antikdrpern CD45-FITC und CD14-PE markiert. Die Mittelwerte fiir Wiederfindung und Reinheit sowie der
Bereich sind in den nachstehenden Tabellen aufgefihrt:

In EDTA enthommenes Vollblut
Parameter Wiederfindung Reinheit
Durchschnitt 93,6 89,7
Min./Max. 86,1 / 97,6 83,5/ 95,5
In HEPARIN enthommenes Vollblut

Parameter Wiederfindung Reinheit
Durchschnitt 94,3 87,6
Min./Max. 84,9 /97,7 81,5/ 94,3
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In ACD entnommenes Vollblut
Parameter Wiederfindung Reinheit
Durchschnitt 94,2 94,6
Min./Max. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
In EDTA entnommenes Knochenmark
Parameter Wiederfindung Reinheit
Durchschnitt 80,7 71,8
Min./Max. 78,3 / 85,8 60,1/ 83,4
EINSCHRANKUNGEN
1. Die Durchflusszytometrie kann falsche Ergebnisse liefern, wenn das Zytometer nicht perfekt ausgerichtet wurde, wenn
Fluoreszenzlecks nicht korrekt kompensiert wurden und wenn die Bereiche nicht sorgfaltig positioniert wurden.
2. Bestimmte Antigendeterminanten kénnen gegeniiber Formaldehyd oder Saponin empfindlich sein. Jedes Labor muss
die Anwendungsbedingungen der monoklonale Antikorper freigeben.
3. Genaue und reproduzierbare Ergebnisse werden erzielt, sofern die verwendeten Verfahren der technischen
Packungsbeilage entsprechen und mit der guten Laborpraxis kompatibel sind.
4. Dieses Reagenz wurde so optimiert, dass das beste Verhaltnis zwischen spezifischem und unspezifischem Signal erzielt

wird. Deshalb ist es wichtig, das Verhaltnis zwischen Reagenzmenge / Leukozyten- und Erythrozytenanzahl bei jedem
Test einzuhalten.

5. Bei einer zu hohen Zellzahl die Probe in PBS verdinnen, so dass man unter 5 x 10° Leukozyten/L und unter 6 x 10"
Erythrozyten/L erhalt (6).
6. Bei bestimmten Krankheitszustanden, beispielsweise einem schweren Nierenversagen oder Hamoglobinopathien, kann

die Lyse der Erythrozyten méglicherweise nur langsam oder unvollstéandig erfolgen oder sogar unmdglich sein. In diesem
Fall empfiehlt es sich, vor dem Farben einkernige Zellen mittels eines Dichtegradienten (beispielsweise Ficoll) zu isolieren

(7).

Beispiele und Literaturhinweise siehe Anhang.

MARKEN

Beckman Coulter,

das stilisierte Logo und die in diesem Dokument erwadhnten Beckman Coulter-Produkt- und

Dienstleistungsmarken sind in den USA und anderen Landern Marken oder eingetragene Marken von Beckman Coulter, Inc.

WEITERE INFORMATIONEN

Fir einen Patienten/Benutzer/Dritten in der Europdischen Union und in Landern mit identischer Regulierungspraxis
(Verordnung 2017/746/EU Uber In-vitro-Diagnostika) gilt Folgendes: Sollte es im Rahmen der Verwendung dieses Produktes
oder infolge der Verwendung dieses Produktes zu einem schwerwiegenden Zwischenfall gekommen sein, ist dieser dem
Hersteller und/oder dessen Bevollmachtigten sowie der nationalen Behdrde zu melden.

REVISIONSVERLAUF

|REVISION AF: | Freigabedatum: Januar 2021

REVISION AW: |
Aktualisierungen vorgenommen, um den Vorgaben der
globalen Etikettierungsrichtlinie von Beckman Coulter und
den Vorgaben nach IVD-R (EU) 2017/746 zu entsprechen:

Abschnitte hinzugeflgt

Vorgesehener Benutzer, Prazision, Lymphozytare
Wiederfindung und Reinheit, Weitere Informationen,
Revisionsverlauf
Siehe Abschnitte Warnungen und VorsichtsmaRnahmen,
Lagerung und Stabilitdt, Einschrdnkungen
Warnungen und Vorsichtsmanahmen,
GHS-Gefahrstoffklassifizierung, Lagerung und
Stabilitat, Verfallsanzeichen, Verfahren, Leistung
Reproduzierbarkeit innerhalb eines Labors

Informationen hinzugefligt

Aktualisierte Abschnitte

Abschnitte gestrichen

Liste der Symbole
Das Glossar der Symbole ist auf beckman.com/techdocs (Dokumentnummer B60062) verfiigbar.
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Reagente 1 Reagente 2
Fissante Permeabilizzante
Forma Liquido Liquido
Principio attivo Formaldeide Saponina
Volume 5 mL 5 mL
Numero di flaconi 3 flaconi 3 flaconi
VVolume per provetta 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 test; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/test

Per uso diagnostico in vitro

USO PREVISTO

IntraPrep comprende due reagenti pronti all'uso che consentono di permeabilizzare la membrana citoplasmatica dei leucociti
al fine di marcare determinanti antigenici intracellulari mediante anticorpi monoclonali fluorescenti. IntraPrep si utilizza per
preparare campioni biologici destinati ad essere analizzati in citometria a flusso. Questo reagente € stato ottimizzato per
ridurre al minimo le marcature aspecifiche in questo tipo di analisi (1,2,3,4).

PRINCIPIO

In un primo tempo le cellule sono fissate con il reagente 1. Dopo il lavaggio, esse sono permeabilizzate con il reagente 2 e
gli eritrociti sono lisati. Durante questa fase, le cellule sono messe in contatto con gli anticorpi monoclonali coniugati, specifici
per i determinanti antigenici intracellulari. Successivamente gli leucociti vengono analizzati in citometria a flusso.

E inoltre possibile segnalare la presenza dei determinanti antigenici di superficie. In questo caso, gli anticorpi monoclonali
coniugati specifici vengono incubati prima della fase di fissaggio.

Il citometro a flusso misura la diffusione della luce nonché la fluorescenza delle cellule. Questo strumento consente di
circoscrivere la popolazione interessata all'interno di una finestra di analisi in un istogramma che correla la diffusione
ortogonale della luce ("Side Scatter" o SS) alla diffusione assiale (“Forward Scatter” o FS). Gli istogrammi, che correlano
due dei parametri disponibili sul citometro, costituiscono un supporto alla fase di gating in funzione dell’applicazione scelta
dall’'utente.

La fluorescenza delle cellule delimitate viene analizzata per distinguere gli eventi colorati in modo positivo e quelli non colorati.
| risultati sono espressi come percentuale di eventi positivi in relazione a tutti gli eventi acquisiti mediante determinazione del
gate.

UTENTE PREVISTO

Questo prodotto & destinato all’'uso professionale in laboratorio.

CAMPIONI

| campioni di sangue venoso o midollo osseo devono essere prelevati utilizzando provette sterili contenenti EDTA, ACD o
eparina come anticoagulante.

| campioni vanno conservati a temperatura ambiente (18 — 25 °C) senza agitare. Prima di effettuare il test, si raccomanda di
omogeneizzare il contenuto della provetta agitandola leggermente.

| campioni devono essere analizzati entro 24 ore dalla venipuntura.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
1. Non utilizzare il reagente oltre la data di scadenza.
Non congelare.
Ridurre al minimo I'esposizione alla luce.
Evitare la contaminazione microbica dei reagenti, poiché potrebbe falsare i risultati.
Il reagente 1 contiene formaldeide. La formaldeide € tossica e allergenica. Si pensa che sia un agente cancerogeno.

Il reagente 2 contiene sodio azide (NaN,). Manipolare con cura. Non ingerire ed evitare il contatto con la pelle, le
mucose e gli occhi. Inoltre, ricordare che, in ambienti acidi, il sodio azide puo formare un acido idrazoico potenzialmente
pericoloso. Qualora fosse necessario provvedere allo smaltimento di questo reagente, si raccomanda di diluirlo in un
grande volume di acqua prima di versarlo nelle tubazioni, in modo da evitare 'accumulo di sodio azide nei condotti
metallici e prevenire rischi di esplosione.

7. Tutti i campioni di sangue devono essere considerati potenzialmente infetti e devono essere maneggiati con cura (in
particolare, indossando guanti, camici e occhiali protettivi).

o 0k wd
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8. Non pipettare mai usando la bocca ed evitare il contatto dei campioni con la pelle, le mucose e gli occhi.

9. Le provette per il sangue e i materiali monouso usati per la manipolazione devono essere smaltiti in appositi contenitori
destinati all'inceneritore.

10. | reagenti e i rifiuti devono essere smaltiti conformemente alla normative locali.

CLASSIFICAZIONE DEI PERICOLI GHS
Reattivo 1: Fissazione PERICOLO

SO

H302 Nocivo se ingerito.

H313 Puo essere nocivo a contatto con la pelle.

H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni
oculari.

H317 Puo provocare una reazione allergica cutanea.

H341 Sospettato di provocare alterazioni genetiche.

H350 Puo provocare il cancro.

H370 Provoca danni agli organi.

P201 Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti protettivi e proteggere

gli occhifil viso.
P303+P361+P353 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE (o conii
capelli): lavare abbondantemente con acqua.
P305+P351+P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI:
sciacquare accuratamente per parecchi minuti.
Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole
farlo. Continuare a sciacquare.
P310 Contattare immediatamente un CENTRO
ANTIVELENI o un medico.
Metanolo 1 - 2%
Formaldeide 5 - 10%

La scheda tecnica sulla sicurezza é disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs

CONSERVAZIONE E STABILITA

Il reagente IntraPrep deve essere conservato a una temperatura compresa trai 18 e i 25° C.
Stabilita di una fiala chiusa: il reagente & stabile per 517 giorni.

Stabilita di una fiala aperta: il reagente ¢ stabile per 90 giorni.

Vedere il Certificato di analisi specifico del lotto sul sito www.beckman.com.

INDICI DI DETERIORAMENTO

Qualsiasi cambiamento dell’aspetto fisico dei reagenti pud indicare un deterioramento. In tale caso, non utilizzare il reagente.
Per ulteriori informazioni, o nel caso in cui il prodotto ricevuto risulti danneggiato, rivolgersi all’assistenza clienti
Beckman Coulter al numero 800-742-2345 (USA o Canada) o mettersi in contatto con il rappresentante locale
Beckman Coulter.

SOMMARIO
Il conservante sodio azide pud formare composti esplosivi nelle tubazioni metalliche di scarico. Vedere il bollettino NIOSH:
Explosive Azide Hazard (16/8/76) (Bollettino dell’Istituto Nazionale per la Sicurezza e la Salute sul Lavoro: Rischio di

esplosione del sodio azide).
Per evitare il possibile accumulo di azidi, lavare i tubi di scarico con acqua dopo lo smaltimento del reagente puro. Il sodio
azide deve essere eliminato conformemente alle normative locali applicabili.
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COMPONENTI NECESSARI MA NON FORNITI CON IL KIT:
* Provette per campioni e materiale necessario per il campionamento.
* Pipette automatiche e puntali usa e getta destinati a prelevare quantita di 10, 20, 50, 100 e 500 pL.
* Provette per emolisi in plastica.
» Anticorpi monoclonali (MoAb) specifici.
» Controlli negativi.
* Reagente di fissaggio dei leucociti. Ad esempio: Soluzione fissante IOTest 3 (Rif. A07800).
+ Tampone (PBS: 0,01 M di fosfato di sodio, 0,145 M di cloruro di sodio, pH 7,2).
+ Centrifugare.
» Agitatore automatico (tipo Vortex).
» Citometro a flusso.

PROCEDURA

A - Marcatura intracitoplasmatica

La quantita di globuli rossi presenti nel campione deve essere inferiore a 6 x 10° per uL (6 x 10'%/L). Se necessario, diluire con
PBS.

La quantita di leucociti presenti nel campione deve essere inferiore a 5 x10°% per pL (5 x 10%/L). Se necessario, diluire con PBS.

Per ogni campione analizzato, oltre alla provetta del test, si pud aggiungere una provetta di controllo in cui miscelare le cellule
con il controllo negativo corrispondente alla colorazione specifica prescelta.

1. Aggiungere 50 pL di campione del test in ogni provetta.

2. Aggiungere 100 pL di reagente 1 in ogni provetta. Agitare vigorosamente con Vortex subito dopo ogni aggiunta.

3. Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

4. Aggiungere 4 mL di PBS a ciascuna provetta.

5. Centrifugare per 5 minuti a 300 x g e a temperatura ambiente.

6. Rimuovere il surnatante mediante aspirazione.

7. Aggiungere 100 pL del reagente 2 in ogni provetta. NON AGITARE CON VORTEX, lasciare che il reagente 2 si diffonda
naturalmente nel pellet di cellule.

8. Incubare per 5 minuti a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SENZA AGITARE AL VORTEX.

9. Agitare delicatamente a mano per 2 - 3 secondi.

10. Aggiungere la quantita necessaria di mAb (specifica per un determinante antigenico intracitoplasmatico) a ciascuna
provetta del test e, se necessario, la quantita appropriata di controllo negativo a ciascuna provetta di controllo.

11. Vortexare delicatamente provetta dopo provetta.

12. Incubare a temperatura ambiente (18-25 °C) per 15 minuti, al riparo dalla luce.
13. Aggiungere 4 mL di PBS a ciascuna provetta.

14. Centrifugare per 5 minuti a 300 x g e a temperatura ambiente.

15. Eliminare il surnatante tramite aspirazione e riportare in sospensione il pellet cellulare in 0,5 mL o 1 mL di Soluzione
Fissante IOTest 3 (Rif. A0O7800) alla sua concentrazione di lavoro (1X). Con un tale fissaggio, i preparati devono essere
conservati a una temperatura compresa trai 2 e gli 8 °C e al riparo dalla luce per 24 ore.

B - Marcatura intracitoplasmatica e di membrana

La quantita di globuli rossi presenti nel campione deve essere inferiore a 6 x 108 per uL (6 x 10'?/L). Se necessario, diluire con
PBS.

La quantita di leucociti presenti nel campione deve essere inferiore a 5 x10°% per pL (5 x 10°/L). Se necessario, diluire con PBS.

Per ogni campione analizzato, oltre alla provetta del test, si pud aggiungere una provetta di controllo in cui miscelare le cellule
con il controllo negativo corrispondente alla colorazione specifica prescelta.

1. Aggiungere 50 pL di campione del test in ogni provetta.

2. Aggiungere la quantita necessaria di mAb (specifica per un determinante antigenico membranoso) a ciascuna provetta
del test e, se necessario, aggiungere la quantita appropriata di controllo negativo a ciascuna provetta di controllo.

3. \Vortexare delicatamente provetta dopo provetta.
4. Incubare a temperatura ambiente (18-25 °C) per 15 minuti, al riparo dalla luce.
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Aggiungere 100 uL di reagente 1 in ogni provetta. Agitare vigorosamente con Vortex subito dopo ogni aggiunta.
Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

Aggiungere 4 mL di PBS a ciascuna provetta.

Centrifugare per 5 minuti a 300 x g e a temperatura ambiente.

Rimuovere il surnatante mediante aspirazione.

0. Aggiungere 100 yL del reagente 2 in ogni provetta. NON AGITARE CON VORTEX, lasciare che il reagente 2 si diffonda
naturalmente nel pellet di cellule.

11. Incubare per 5 minuti a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SENZA AGITARE AL VORTEX.
12. Agitare delicatamente a mano per 2 - 3 secondi.

= © ®©® N o »

13. Aggiungere la quantita necessaria di mAb (specifica per un determinante antigenico intracitoplasmatico) a ciascuna
provetta del test e, se necessario, la quantita appropriata di controllo negativo a ciascuna provetta di controllo.

14. Nella provetta di controllo, aggiungere 20 uL di controllo isotipico.

15. Vortexare delicatamente provetta dopo provetta.

16. Incubare a temperatura ambiente (18-25 °C) per 15 minuti, al riparo dalla luce.
17. Aggiungere 4 mL di PBS a ciascuna provetta.

18. Centrifugare per 5 minuti a 300 x g e a temperatura ambiente.

19. Eliminare il surnatante tramite aspirazione e riportare in sospensione il pellet cellulare in 0,5 mL o 1 mL di Soluzione
Fissante IOTest 3 (Rif. A0O7800) alla sua concentrazione di lavoro (1X). Con un tale fissaggio, i preparati devono essere
conservati a una temperatura compresa trai 2 e gli 8 °C e al riparo dalla luce per 24 ore.

PRESTAZIONI

| dati delle prestazioni si ottengono adottando la procedura descritta in precedenza su campioni di sangue raccolti da meno
di 24 ore in provette sterili con anticoagulante EDTA. L'analisi viene eseguita entro 2 ore dall'immunocolorazione.

PRECISIONE

| valori percentuali positivi sono stati determinati utilizzando sangue intero e midollo osseo. Ogni campione € stato analizzato
4 volte, due volte al giorno per 1 giorno su 2 strumenti utilizzando 2 lotti di reagente di permeabilizzazione IntraPrep. Le
misurazioni (% di positivi) sono state effettuate su un citometro a flusso Navios. L'analisi & stata condotta secondo il metodo
EP5-A2 del CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Valutazione delle prestazioni
di precisione dei metodi di misurazione quantitativa).

| nostri criteri di accettazione dipendono dal numero di eventi positivi misurati per ogni popolazione:
» Se evento positivo < 1.500, CV < 15%
+ Se evento positivo > 1.500, CV < 10%

Sangue intero EDTA:

Colorazione membranosa CD45/CD14 = Purezza dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 8877
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Valore di recupero dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 8877
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC su monociti
Numero di eventi positivi (media) = 1070
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC
su_granulociti
Numero di eventi positivi (media) = 13246
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Sangue intero EPARINA:

Colorazione membranosa CD45/CD14 = Purezza dei linfociti

Numero di eventi positivi (media) = 6824

Sangue intero ACD:

Midollo osseo EDTA:

Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Valore di recupero dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 6824
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC su monociti
Numero di eventi positivi (media) = 961
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC
su_granulociti
Numero di eventi positivi (media) = 20742
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Purezza dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 12355
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Valore di recupero dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 12355
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC su monociti
Numero di eventi positivi (media) = 1483
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC
su_granulociti
Numero di eventi positivi (media) = 32715
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Purezza dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 8808
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione membranosa CD45/CD14 = Valore di recupero dei linfociti
Numero di eventi positivi (media) = 8808
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC su monociti
Numero di eventi positivi (media) = 2212
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Colorazione intracitoplasmatica anti-mieloperossidasi-FITC
su_granulociti
Numero di eventi positivi (media) = 33181

Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PUREZZA E VALORE DI RECUPERO DEI LINFOCITI

La purezza e il valore di recupero dei linfociti sono stati valutati secondo le raccomandazioni del CDC (5). Il sangue di
10 donatori sani in campioni con EDTA, eparina e ACD e 5 midolli ossei sono stati marcati con una miscela di anticorpi
monoclonali CD45-FITC e CD14-PE. Nelle tabelle seguenti sono riportati i valori medi del valore di recupero e della purezza,
oltre all'intervallo:

Sangue intero EDTA

Parametro Valore di recupero Purezza
Media 93,6 89,7
Min/Max 86,1 /97,6 83,5 /955
Sangue intero EPARINA
Parametro Valore di recupero Purezza
Media 94,3 87,6
Min/Max 84,9 /97,7 81,56/943
Sangue intero ACD
Parametro Valore di recupero Purezza
Media 94,2 94,6
Min/Max 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Midollo osseo EDTA
Parametro Valore di recupero Purezza
Media 80,7 71,8
Min/Max 78,3 /85,8 60,1/ 83,4

LIMITAZIONI

1. Lacitometria a flusso pud produrre falsi risultati se il citometro non viene allineato perfettamente, le perdite di fluorescenza
non vengono correttamente compensate e le regioni non vengono posizionate attentamente.

2. Alcuni determinanti antigenici possono essere sensibili alla formaldeide o alla saponina. Ogni laboratorio deve
confermare le condizioni di utilizzo degli anticorpi monoclonali.

3. Seguendo le procedure descritte nel foglietto illustrativo con le informazioni tecniche, compatibili con le buone pratiche
di laboratorio, & possibile ottenere risultati accurati e riproducibili.

4. Questo reagente & ottimizzato in modo tale da offrire il miglior rapporto possibile in termini di segnale specifico / segnale
non specifico. E quindi importante rispettare il rapporto volume di reagente / numero di leucociti e d'eritrociti per ogni
test.

5. In caso di iperleucocitosi, diluire il campione con PBS fino a ottenere un valore inferiore a 5 x 10° leucociti/L e inferiore
a 6 x 10" globuli rossi /L (6).

6. In alcuni stati patologici, come insufficienza renale grave o emoglobinopatie, la lisi degli eritrociti pud risultare lenta,
incompleta o persino impossibile. In questo caso, € consigliabile isolare le cellule mononucleate usando un gradiente di
densita (ad esempio, Ficoll) prima della colorazione (7).

Per esempi e riferimenti, vedere I'appendice.

MARCHI COMMERCIALI

Beckman Coulter, il logo stilizzato ed i marchi commerciali dei prodotti e servizi di Beckman Coulter menzionati qui, sono
marchi commerciali o marchi commerciali registrati di Beckman Coulter, Inc., negli Stati Uniti e in altri paesi.

INFORMAZIONI AGGIUNTIVE

Per un paziente/utente/terza parte nell’'Unione Europea e in paesi con identico regime normativo (Regolamento 2017/746/UE
sui dispositivi medico-diagnostici in vitro): se, durante l'utilizzo di questo dispositivo o in seguito al suo utilizzo, si fosse
verificato un incidente grave, si prega di segnalarlo al produttore e/o al suo rappresentante autorizzato e all’autorita nazionale
competente.

CRONOLOGIA REVISIONI

|REVISIONE AF: [ Data di pubblicazione: gennaio 2021
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REVISIONE AW: |
Aggiornamenti conformi alla politica sull’etichettatura globale
di Beckman Coulter e ai requisiti IVD-R (UE)2017/746:

Sezioni aggiunte Utilizzatore previsto, Precisione, Valore di recupero e purezza
dei linfociti, Informazioni aggiuntive, Cronologia revisioni

Aggiunta di informazioni Vedere le sezioni Avvertenze e precauzioni,

Conservazione e stabilita, Limiti
Sezioni aggiornate Avvertenze e precauzioni, Classificazione pericoli GHS,
Conservazione e stabilita, Segni di deterioramento,
Procedura, Prestazioni
Sezioni rimosse Riproducibilita intralaboratorio

Legenda dei simboli
Il Glossario dei simboli & disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs (documento numero B60062)
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Reactivo 1 Reactivo 2
Fijador Permeabilizante
Forma Liquido Liquido
Principio activo Formaldehido Saponina
Volumen 5 mL 5 mL
Numero de frascos 3 frascos 3 frascos
Volumen por determinaciéon 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 determinaciones; 6 x 5
mL
2 x 0,1 mL / determinacion

Para uso diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

IntraPrep comprende dos reactivos listos para su empleo que permiten permeabilizar la membrana citoplasmatica de
los leucocitos para el evidenciado, por medio de anticuerpos monoclonales fluorescentes, de determinantes antigénicos
intracelulares. IntraPrep se utiliza para preparar muestras biologicas destinadas a analizarse por citometria de flujo. Se ha
optimizado para minimizar los marcajes inespecificos en este tipo de analisis (1,2,3,4).

PRINCIPIO

Las células se fijan inicialmente con el reactivo 1. Después del lavado, se permeabilizan con el reactivo 2 y se lisan los
eritrocitos presentes. Durante esta etapa, las células se ponen en contacto con los anticuerpos monoclonales conjugados,
especificos de determinantes antigénicos intracelulares. Después, los leucocitos se analizan por citometria de flujo.

No obstante, sigue siendo posible el evidenciado de determinantes antigénicos de superficie. En este caso, los anticuerpos
monoclonales conjugados especificos se incuban antes de la fijacion.

El citémetro de flujo mide la dispersion de la luz y la fluorescencia de las células. Permite acotar la poblacion de interés dentro
de una ventana electronica, definida en un histograma que correlaciona la dispersion lateral de luz ("Side Scatter" o SS) con
la dispersion frontal de luz (“Forward Scatter” o FS). También pueden utilizarse como apoyo para la fase de creacion de una
ventana electrénica otros histogramas que combinen dos de los distintos parametros disponibles en el citbmetro en funcién
de la aplicacién elegida por el usuario.

La fluorescencia de las células acotadas se analiza para distinguir los eventos con tincion positiva de los eventos sin teiir.
Los resultados se expresan como un porcentaje de eventos positivos en relacion con todos los eventos adquiridos mediante
la seleccion.

USUARIO PREVISTO

Este producto esta disefiado para su uso en un laboratorio profesional.

MUESTRAS

Las muestras de sangre venosa o de médula 6sea deben recogerse en tubos de muestra estériles que contengan una sal de
EDTA, ACD o heparina como anticoagulantes.

Las muestras se conservan a temperatura ambiente (18 — 25°C) sin agitacion. Antes de efectuar el analisis de la muestra, se
recomienda homogeneizarla mediante agitacién suave.

Las muestras deben analizarse en el plazo de 24 horas tras la venopuncién.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

No use el reactivo después de la fecha de caducidad.

No lo congele.

Minimice el tiempo de exposicién a la luz.

Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que esto puede provocar resultados falsos.

El reactivo 1 contiene formaldehido. El formaldehido es toxico y alergénico. Se cree que es un agente cancerigeno.

o gk wdh =

El reactivo 2 contiene azida sddica (NaN,). Debe manipularse con precaucién. No ingerir y evitar todo contacto con
la piel, las mucosas y los ojos. Por otra parte, en medio acido, la azida sédica puede formar un acido hidrazoico
potencialmente peligroso. Si fuera necesario eliminar el reactivo, se recomienda diluirlo en un gran volumen de agua
antes de verterlo en las canalizaciones, para evitar la acumulacién de azida sddica en los sistemas metalicos de
conduccion y los riesgos de explosion.
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7. Todas las muestras sanguineas deben considerarse posiblemente infecciosas y deben manipularse con cuidado (en
especial, hay que llevar guantes, bata y gafas de proteccion).

8. No pipetee nunca con la boca y evite todo contacto de las muestras con la piel, las mucosas y los ojos.
9. Los tubos para sangre y el material desechable utilizados para la manipulacion deben eliminarse en recipientes

especiales previstos para la incineracion.

10. Los reactivos y los desechos deben eliminarse de acuerdo con los requisitos locales.

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO SEGUN EL SGA

Reactivo 1: Fijacion PELIGRO

SO

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H313 Puede ser nocivo en contacto con la piel.

H314 Provoca graves quemaduras en la piel y lesiones
oculares.

H317 Puede provocar una reaccién cutanea alérgica.

H341 Susceptible de provocar defectos genéticos.

H350 Puede causar cancer.

H370 Provoca dafos en los érganos.

P201 Procurarse las instrucciones antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo de proteccion para
los ojos y la cara.

P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el
pelo): Enjuagar la piel con agua.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0OJOS:
enjuagar con agua cuidadosamente durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto
cuando estén presentes y pueda hacerse con
facilidad. Proseguir con el lavado.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un médico.
Metanol 1 - 2 %
Formaldehido 5 - 10 %

La hoja de datos de seguridad esta disponible en beckman.com/techdocs

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

IntraPrep se conserva a 18 — 25 °C.

Estabilidad del vial cerrado: el reactivo es estable durante 517 dias.
Estabilidad del vial abierto: el reactivo es estable durante 90 dias.
Consulte el certificado de analisis especifico del lote en www.beckman.com.

SIGNOS DE DETERIORO

Cualquier cambio en el aspecto fisico de los reactivos puede indicar un deterioro, por lo que no debe utilizarse el reactivo.

Para obtener informacién adicional o si el producto esta dafado, llame al servicio de atencién al cliente de Beckman Coulter
en el 800-742-2345 (EE. UU. o Canada) o péngase en contacto con su representante local de Beckman Coulter.

CONTENIDO

El conservante de azida sddica puede formar compuestos explosivos en las tuberias metalicas del desagie. Véase el NIOSH
Bulletin: Explosive Azide Hazard (Boletin de NIOSH: Peligro de explosion con la azida) (16/8/76).

Para evitar la posible acumulacién de compuestos de azida, limpie con agua los tubos de desaguie tras la eliminacién del
reactivo sin diluir. Para desechar la azida sodica deben seguirse las normativas locales adecuadas.
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MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS CON EL KIT:
» Tubos y material de muestras necesarios para el muestreo.
* Pipetas automaticas y puntas desechables para obtener volumenes de 10, 20, 50, 100 y 500 pL.
* Tubos de hemdlisis de plastico.
* Anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos.
» Controles negativos.
* Reactivo de fijacion de leucocitos. Por ejemplo: Solucién de fijacion IOTest 3 (Ref. A07800).
+  Tampén (PBS: 0,01 M de fosfato de sodio; 0,145 M de cloruro soédico; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Agitador automatico (tipo vortex).
» Citémetro de flujo.

PROCEDIMIENTO

A - Marcaje intracitoplasmatico

La cantidad de gl6bulos rojos presentes en la muestra debe ser inferior a 6 x 10° por pL (6 x 10'?/L). Diluir si es necesario en
PBS.

La cantidad de leucocitos presentes en la muestra debe ser inferior a 5 x10%pL (5 x 10°/L). Diluir si es necesario en PBS.

Por cada muestra analizada, ademas del tubo de muestra problema, se puede anadir un tubo de control en el que se mezclan
las células en presencia del control negativo, correspondiente a la tincion especifica.

1. Adadir 50 pL de la muestra problema a cada tubo.

2. Andadir 100 L de reactivo 1 a cada tubo. Mezclar en el vortex vigorosamente inmediatamente después de cada adicién.

3. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

4. Afada 4 mL de PBS en cada tubo.

5. Centrifugar 5 minutos a 300 x g y a temperatura ambiente.

6. Elimine el sobrenadante mediante aspiracion.

7. Afadir 100 L del reactivo 2 a cada tubo. NO MEZCLAR EN VORTEX, dejar que el reactivo 2 difunda de forma natural
dentro del sedimento celular.

8. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SIN AGITAR.

9. Agitar a mano con suavidad 2 o 3 segundos.

10. Afnadir la cantidad necesaria de AcM (especifico para un determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo de
muestra problema vy, si es necesario, afiadir la cantidad adecuada de control negativo a cada tubo de control.

11. Mezclar cada tubo suavemente en el Vértex.

12. Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) y protegido de la luz.
13. Afiada 4 mL de PBS en cada tubo.

14. Centrifugar 5 minutos a 300 x g y a temperatura ambiente.

15. Eliminar el sobrenadante por aspiracion y resuspender el botén celular en 0,5 a 1 mL de Solucién de Fijacion 10Test 3
(Ref. A07800) a su concentracién de trabajo (1X). Si se fijan de este modo, las preparaciones se conservan entre 2y 8
°C en un lugar protegido de la luz durante 24 horas.

B - Marcaje intracitoplasmatico y membranario

La cantidad de glébulos rojos presente en la muestra debe ser inferior a 6 x 10° por uL (6 x 10™%/L). Diluir si es necesario con
PBS.

La cantidad de leucocitos presentes en la muestra debe ser inferior a 5 x10%/uL (5 x 10%/L). Diluir si es necesario con PBS.

Por cada muestra analizada, ademas del tubo de muestra problema, se puede afiadir un tubo de control en el que se mezclan
las células en presencia del control negativo, correspondiente a la tincion especifica.

1. Anadir 50 pL de la muestra problema a cada tubo.

2. Anadir la cantidad necesaria de AcM (especifico para un determinante antigénico de membrana) a cada tubo de muestra
problema vy, si es necesario, afiadir la cantidad adecuada de control negativo a cada tubo de control.

3. Mezclar cada tubo suavemente en el Vortex.
4. Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) y protegido de la luz.
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Anadir 100 uL de reactivo 1 a cada tubo. Mezclar en el vortex vigorosamente inmediatamente después de cada adicion.
Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

Afada 4 mL de PBS en cada tubo.

Centrifugar 5 minutos a 300 x g y a temperatura ambiente.

Elimine el sobrenadante mediante aspiracion.

0. Afadir 100 pL del reactivo 2 a cada tubo. NO MEZCLAR EN VORTEX, dejar que el reactivo 2 difunda de forma natural
dentro del sedimento celular.

11. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SIN AGITAR.
12. Agitar a mano con suavidad 2 o 3 segundos.

= © ® N o »

13. Afhadir la cantidad necesaria de AcM (especifico para un determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo de
muestra problema y, si es necesario, afiadir la cantidad adecuada de control negativo a cada tubo de control.

14. Introducir en el tubo control 20 uL de control isotipico.

15. Mezclar cada tubo suavemente en el Vértex.

16. Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) y protegido de la luz.
17. Afiada 4 mL de PBS en cada tubo.

18. Centrifugar 5 minutos a 300 x g y a temperatura ambiente.

19. Eliminar el sobrenadante por aspiracion y resuspender el botén celular en 0,5 a 1 mL de Solucién de Fijacion I0Test 3
(Ref. A07800) a su concentracion de trabajo (1X). Fijadas de este modo, las preparaciones se conservan entre 2y 8
°C en un lugar protegido de la luz durante 24 horas.

RENDIMIENTO

Los datos de rendimiento se obtuvieron utilizando el procedimiento descrito anteriormente en muestras de sangre con menos
de 24 horas desde su extraccion en tubos estériles con sal de EDTA como anticoagulante. El analisis se realiz6 en el plazo
de 2 horas desde su inmunotincién.

PRECISION

Los valores porcentuales positivos se determinaron utilizando sangre total y médula 6sea. Cada muestra se procesé 4 veces,
dos veces al dia durante 1 dia en 2 instrumentos utilizando 2 lotes de reactivo de permeabilizacion IntraPrep. Las mediciones
(% de positivos) se realizaron en un citometro de flujo Navios. El analisis se realizé seguin el método EP5-A2 del CLSI:
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluacién del rendimiento de la precision de
los métodos de medicion cuantitativos).

Nuestro criterio de aceptacion depende del nimero de eventos positivos determinado en cada poblacion:
* Si el numero de eventos positivos es < 1500, CV < 15 %
» Si el numero de eventos positivos es > 1500, CV < 10 %

Sangre total con EDTA:

Tincion CD45/CD14 de membrana = Pureza linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 8877

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tincion CD45/CD14 de membrana = Recuperacion linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 8877

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmatica en monocitos
Numero de eventos positivos (media) = 1070

Entre operadores | Entre citdmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmica en granulocitos
Numero de eventos positivos (media) = 13246
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Sangre t

Sangre t

Entre operadores | Entre citmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
otal con HEPARINA:
Tincion CD45/CD14 de membrana = Pureza linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 6824
Entre operadores | Entre citmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion CD45/CD14 de membrana = Recuperacion linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 6824
Entre operadores | Entre citdmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmatica en monocitos
Numero de eventos positivos (media) = 961
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmica en granulocitos
Numero de eventos positivos (media) = 20742
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
otal con ACD:
Tincion CD45/CD14 de membrana = Pureza linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 12355
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion CD45/CD14 de membrana = Recuperacion linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 12355
Entre operadores | Entre citmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmatica en monocitos
Numero de eventos positivos (media) = 1483
Entre operadores | Entre citmetros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmica en granulocitos
Numero de eventos positivos (media) = 32715
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Medula dsea con EDTA:
Tincion CD45/CD14 de membrana = Pureza linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 8808
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Tincion CD45/CD14 de membrana = Recuperacion linfocitaria
Numero de eventos positivos (media) = 8808

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmatica en monocitos
Numero de eventos positivos (media) = 2212

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tincion antimieloperoxidasa-FITC intracitoplasmica en granulocitos
Numero de eventos positivos (media) = 33181
Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total

analisis
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PUREZA Y RECUPERACION LINFOCITARIA

La pureza y recuperacion linfocitaria se han evaluado de acuerdo con las recomendaciones de los CDC (5). Las muestras
de sangre de 10 donantes sanos tomadas en tubos con EDTA, heparina y ACD y 5 muestras de médula 6sea se marcaron
con una mezcla de anticuerpos monoclonales CD45-FITC y CD14-PE. Los valores medios de la recuperacion y la pureza,
asi como el rango, se proporcionan en las siguientes tablas:

Sangre total con EDTA

Parametro Recuperacion Pureza

Promedio 93,6 89,7

Min./max. 86,1 /97,6 83,56 /955

Sangre total con HEPARINA

Parametro Recuperacion Pureza

Promedio 94,3 87,6

Min./max. 84,9 /977 81,5/ 943
Sangre total con ACD

Parametro Recuperacion Pureza

Promedio 94,2 94,6

Min./max. 91,1/ 98,5 87,6 /1 97,7
Medula 6sea con EDTA

Parametro Recuperacion Pureza

Promedio 80,7 71,8

Min./max. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

LIMITACIONES

1.

La citometria de flujo puede producir resultados falsos si el citdmetro no se ha alineado a la perfeccion, si las fugas de
fluorescencia no se han compensado correctamente y si las regiones no se han colocado con atencion.

Algunos determinantes antigénicos pueden ser sensibles al formaldehido o a la saponina. Cada laboratorio debe validar
las condiciones de utilizacion de AcMo.

Se obtendran resultados exactos y reproducibles siempre que los procedimientos utilizados sean conformes al folleto
técnico y compatibles con las practicas correctas de laboratorio.

Este reactivo se ha optimizado para ofrecer la mejor relacién sefal especifica/sefial inespecifica. Por lo tanto, es
importante respetar la relacién volumen de reactivo/nimero de leucocitos y de eritrocitos en cada determinacion.

En caso de hipercelularidad, se debe diluir la muestra en PBS para obtener un valor inferior a 5 x 10° leucocitos/L e
inferior a 6 x 10" glébulos rojos /L (6).

En algunos estados de la enfermedad, como el fallo renal grave o las hemoglobinopatias, la lisis de los eritrocitos puede
ser lenta, incompleta o incluso imposible. En este caso, se recomienda aislar las células mononucleares por gradiente
de densidad (por ejemplo, Ficoll) antes de la tincion (7).

Consulte el anexo para ver ejemplos y referencias.
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MARCAS COMERCIALES

Beckman Coulter, el logotipo estilizado y las marcas de productos y servicios de Beckman Coulter aqui mencionadas son
marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc. en Estados Unidos y otros paises.

INFORMACION ADICIONAL

Para pacientes/usuarios/terceros de la Unién Europea y paises con el mismo régimen normativo (Reglamento 2017/746/UE
sobre los productos sanitarios para diagnostico in vitro); si, durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se

produjese un incidente grave, informe al fabricante y/o a su representante autorizado y a la autoridad nacional.

HISTORIAL DE REVISIONES

[REVISION AF:

Fecha de publicacion: Enero de 2021

REVISION AW:

Actualizaciones para cumplir con la politica de etiquetado
global de Beckman Coulter y conforme a los requisitos del
Reglamento (UE)2017/746 sobre los productos sanitarios
para diagndstico in vitro:

Se han afadido secciones

Usuario previsto, Precision, Recuperacion y pureza
linfocitaria, Informacién adicional, Historial de revisiones

Informacion afiadida

Véanse las secciones Advertencias y precauciones,
Conservacion y estabilidad, Limitaciones

Se han actualizado las secciones

Advertencias y precauciones, Clasificacion de material
peligroso segun el SGA, Conservacion y estabilidad, Signos
de deterioro, Procedimiento, Rendimiento

Se han eliminado secciones

Reproducibilidad intralaboratorio

Lista de simbolos
El glosario de simbolos esta disponible en beckman.com/techdocs (nimero de documento B60062)
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Reagente 1 Reagente 2
Agente Fixador Agente Permeabilizante
Formulacao Liquido Liquido
Substancia Activa Formaldeido Saponina
Volume 5 mL 5 mL
Numero de frascos 3 frascos 3 frascos
Volume por teste 100 pL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testes; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/ teste

Para fins de diagnéstico in vitro

UTILIZAGAO PREVISTA

O IntraPrep consiste em dois reagentes prontos a utilizar, que induzem a permeabilidade da membrana citoplasmatica dos
leucécitos para a demonstragado de determinantes antigénicos intracelulares através de anticorpos fluorescentes. O IntraPrep
€ utilizado na preparagdo de amostras bioldgicas para analise por citometria de fluxo. Tem sido optimizado de forma a
minimizar a coloragdo ndo especifica neste tipo de analises (1,2,3,4).

PRINCIPIO

Como primeiro passo, as células séo fixadas com o reagente 1. Apos lavagem, é induzida a permeabilizagcdo com o reagente
2 e os eritrocitos que restarem sao lisados. Durante este estadio, as células sdo postas em contacto com os anticorpos
monoclonais conjugados especificos dos determinantes antigénicos intracelulares. Apéds, os leucdcitos sdo analisados por
citometria de fluxo

A demonstracdo de determinantes antigénicos de superficie continua a ser possivel. Neste caso, os anticorpos monoclonais
conjugados especificos sdo incubados antes da fixagéo.

O citémetro mede a difusao de luz e a fluorescéncia das células. Possibilita a delimitagdo da populagao de interesse na janela
electronica definida pelo histograma, a qual correlaciona a difusdo ortogonal da luz (Side Scatter ou SS) e a difusdo dum
estreito angulo de luz (Forward Scatter ou FS). Outros histogramas que juntam dois dos diferentes parametros disponiveis
no citdmetro podem também ser usados como ajuda dependendo da aplicagao escolhida pelo utilizador.

A fluorescéncia das células delimitadas & analisada para distinguir os eventos de coloragao positiva daqueles sem coloragao.
Os resultados s&o apresentados como uma percentagem de eventos positivos em relagdo a todos os eventos adquiridos por
meio da delimitacao.

UTILIZADOR PREVISTO

Este produto destina-se a ser utilizado por profissionais de laboratdrio.

AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso ou de medula éssea devem ser colhidas utilizando tubos de amostra estéreis que contenham
um sal de EDTA, ACD ou heparina como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente (18 — 25 °C) e ndo devem ser agitadas. As amostras devem ser
homogeneizadas por agitagdo suave antes de tomar a amostra do ensaio.

As amostras devem ser analisadas no prazo de 24 horas apds a pungao venosa.

AVISOS E PRECAUGCOES
1. Nao utilize o reagente depois da data de validade.
N&ao congele.
Evite a exposigao a luz.
Evite a contaminag&o microbiana dos reagentes, caso contrario, poderéo ocorrer falsos resultados.
O reagente 1 contém formaldeido. O formaldeido é txico e alergénio. E considerado um agente cancerigeno.

O reagente 2 contém azida sédica (NaN;). As solugbes contendo azida sodica devem ser manipuladas com cuidado.
N&o utilize para uso interno e evite o contacto com a pele, mucosas e olhos. Além disso, em meio &cido, a azida sddica
pode formar o acido hidrazoico potencialmente perigoso. Para evitar esta possibilidade, recomenda-se que o reagente
seja diluido num grande volume de agua antes de coloca-lo no sistema de drenagem para evitar a acumulagao de azida
sodica nos tubos de metal e para previr o risco de explosao.

o ok wd

7. Todas as amostras de sangue devem ser consideradas potencialmente infeciosas e manuseadas com cuidado (em
especial, devem ser usados 6culos, batas e luvas de protegao).
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8. Nunca pipete com a boca e evite qualquer contacto das amostras com a pele, as mucosas e os olhos.

9. Os tubos de sangue e os materiais descartaveis utilizados para manuseamento devem ser eliminados em recipientes
especificos destinados a incineragao.

10. Os reagentes e os residuos devem ser eliminados de acordo com os requisitos locais.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS
Reagente 1: Fixagao PERIGO

SO

H302 Nocivo por ingestao.

H313 Pode ser nocivo em contacto com a pele.

H314 Provoca queimaduras na pele e lesbes oculares
graves.

H317 Pode provocar uma reagao alérgica cutanea.

H341 Suspeito de provocar anomalias genéticas.

H350 Pode causar cancro.

H370 Afeta os 6rgéos.

P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo.

P280 Use luvas de protecao, vestuario de protecao e

protecdo ocular/protecao facial.
P303+P361+P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou
o cabelo): enxaguar a pele com agua.
P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a
enxaguar.
P310 Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.
Metanol 1 - 2%
Formaldeido 5 - 10%

A Ficha de dados de seguranca esta disponivel em beckman.com/techdocs

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

A IntraPrep é armazenada entre 18 e 25 °C.

Estabilidade do frasco fechado: o reagente permanece estavel durante 517 dias.
Estabilidade do frasco aberto: o reagente permanece estavel durante 90 dias.
Consulte o Certificado de analise especifico do lote em www.beckman.com.

EVIDENCIA DE DEGRADAGAO
Uma alteragao no aspeto fisico dos reagentes podera indicar deterioragao, pelo que o reagente nao deve ser utilizado.

Para obter informagdes adicionais ou se o produto recebido estiver danificado, contacte a assisténcia ao cliente
da Beckman Coulter através do numero 800-742-2345 (EUA ou Canada) ou contacte o seu representante local da

Beckman Coulter.

CONTEUDO

A azida sdédica utilizada como conservante pode formar compostos explosivos em sistemas de canalizagbes metalicas.
Consulte o boletim do NIOSH: Explosive Azide Hazards (Perigos de explos&o da azida) (16-8-76).

Para evitar a possivel acumulagdo de compostos de azida, enxague as condutas de residuos com agua apoés a eliminagao
do reagente nao diluido. A eliminag&o de azida sddica deve ser efetuada de acordo com os regulamentos locais adequados.
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MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:

Tubos de amostras e materiais necessarios para amostragem.

Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 10, 20, 50, 100 e 500 pL.

Tubos de plastico para hemdlise.

Anticorpos monoclonais especificos (mAb).

Controlos negativos.

Reagente de fixagdo de leucocitos. Por exemplo: solugao fixadora 10Test 3 (Ref. A07800).
Tampéo (PBS: 0,01 M de fosfato de sédio; 0,145 M de cloreto de sédio; pH 7,2).
Centrifugue.

Agitador automatico (tipo vortex).

Citémetro de fluxo.

PROCEDIMENTO

A - Coloragéo Intracitoplasmatica
A concentragao de glébulos vermelhos na amostra deve ser inferior a 6 x 10° por uL (6 x 10'?/L). Se necessario, dilua em PBS.
A concentragéo de leucocitos na amostra deve ser inferior a 5 x 10° por pL (5 x 10%L). Dilua em PBS se necessario.

Além do tubo de teste, pode ser adicionado um tubo de controlo a cada amostra analisada, no qual as células sdo misturadas
na presenca do controlo negativo, correspondendo a coloragéo especifica escolhida.

1.

S S

© ®

1.
12.
13.
14.
15.

Adicione 50 pL da amostra de teste a cada tubo.

Adicione 100 uL do reagente 1 a cada tubo. Agite vigorosamente em vortex imediatamente apds cada adigao.
Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C).

Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

Centrifugue durante 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

Remova o sobrenadante por aspiragao.

Adicione 100 pL do reagente 2 a cada tubo. NAO AGITE EM VORTEX, deixe o reagente 2 misturar-se naturalmente no
precipitado celular.

Incube 5 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SEM VORTEX.
Agite levemente a mao 2 a 3 segundos.

. Adicione a quantidade necessaria de AcM (especifico para um determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo

de teste e, se necessario, a quantidade adequada do controlo negativo a cada tubo de controlo.
Agite no vortex cuidadosamente tubo a tubo.

Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C), protegido da luz.

Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

Centrifugue durante 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

Remova o sobrenadante por aspiragao e ressuspenda o pellet celular com 0.5 mL ou 1 mL de Solugao de Fixagao |IOTest
3 (Ref. A07800) na sua concentragdo de trabalho (1X). As preparagdes fixadas podem ser mantidas por 24 horas entre
2 e 8 °C, protegidas da luz.

B - Coloragao intracitoplasmatica e das membranas
A concentragao de glébulos vermelhos na amostra deve ser inferior a 6 x 10° per uL (6 x 10'?/L). Se necessario, dilua em PBS.
A concentragéo de leucocitos na amostra deve ser inferior a 5 x10° por pL (5 x 10%L). Dilua em PBS se necessario.

Além do tubo de teste, pode ser adicionado um tubo de controlo a cada amostra analisada, no qual as células sao misturadas
na presenga do controlo negativo, correspondendo a coloragéo especifica escolhida.

1.
2.

o bk w

6.

Adicione 50 uL da amostra de teste a cada tubo.

Adicione a quantidade necessaria de AcM (especifico para um determinante antigénico membranoso) a cada tubo de
teste e, se necessario, a quantidade adequada de controlo negativo a cada tubo de controlo.

Agite no vortex cuidadosamente tubo a tubo.

Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C), protegido da luz.

Adicione 100 pL do reagente 1 a cada tubo. Agite vigorosamente em vértex imediatamente apds cada adigao.
Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C).
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7. Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.
8. Centrifugue durante 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.
9. Remova o sobrenadante por aspiragao.

10. Adicione 100 pL do reagente 2 a cada tubo. NAO AGITE EM VORTEX, deixe o reagente 2 misturar-se naturalmente no
precipitado celular.

11. Incube 5 minutos a temperatura ambiente (18 — 25 °C) SEM VORTEX.
12. Agite levemente a méo 2 a 3 segundos.

13. Adicione a quantidade necessaria de AcM (especifico para um determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo
de teste e, se necessario, a quantidade adequada do controlo negativo a cada tubo de controlo.

14. Ao tubo controlo, adicione 20 pL de controlo isotopico.

15. Agite no vortex cuidadosamente tubo a tubo.

16. Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C), protegido da luz.
17. Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

18. Centrifugue durante 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

19. Remova o sobrenadante por aspiragéo e ressuspenda o pellet celular com 0.5 mL ou 1 mL de Solugéo de Fixagao I0Test
3 (Ref. A0O7800) na sua concentragéo de trabalho (1X). As preparagdes fixadas podem ser mantidas por 24 horas entre
2 e 8 °C, protegidas da luz.

DESEMPENHO

Os dados de desempenho sao obtidos utilizando o procedimento descrito acima em amostras de sangue colhidas hd menos
de 24 horas em tubos de amostra estéreis com sal de AEDT como anticoagulante. A analise é realizada no prazo de 2 horas
apos a imunocoloragao.

PRECISAO

Os valores percentuais positivos foram determinados utilizando sangue total e medula 6ssea. Cada amostra foi executada
quatro vezes, duas vezes ao dia, durante um dia, em dois instrumentos, utilizando dois lotes de reagente de permeabilizacéo
IntraPrep. As medigbes (% de positivos) foram realizadas no citometro de fluxo Navios. A analise foi realizada com base
no método EP5-A2 do CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Avaliagdo do
desempenho de precisdo dos métodos de medi¢do quantitativos).

Os nossos critérios de aceitagdo estdo dependentes do numero de eventos positivos medidos para cada populagao:
» Em caso de eventos positivos <1500, CV <15%
* Em caso de eventos positivos >1500, CV <10%

EDTA de sangue total:

Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8877

Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocesspimeapoocesshmeiitdal
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloragdo membranosa CD45/CD14 = Recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8877

Interoperador Intercitometro Intralote Interlote | InterprocessHmteapoocesspmeiitial
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 1070

Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocessgmiempoocesspmeiitdal
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracgao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 13246

Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocesspimeapoocesshmeiitdal
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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HEPARINA de sangue total:

Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Pureza linfocitica

Numero de eventos positivos (média) = 6824

Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmiempoocesspmeiitdal
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 6824
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocessimeaoocesshmeiitdal
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracgao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em _mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 961
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmteapoocesspmeiitial
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 20742
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmiempoocesspmeiitdal
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ADC de sangue total:
Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 12355
Interoperador Intercitdmetro Intralote Interlote | InterprocessHmtempoocesspmeiitdal
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 12355
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocesspimeapoocesshmeiitdal
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em _mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 1483
Interoperador Intercitdmetro Intralote Interlote | InterprocessHmteapoocesspmeiitial
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 32715
Interoperador Intercitometro Intralote Interlote | InterprocessHmtempoocesspmeiitdal
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EDTA de medula éssea:
Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8808
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmiempoocesspmeiitdal
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracdo membranosa CD45/CD14 = Recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8808
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmteapoocesspmeiitial
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em mondacitos

Numero de eventos positivos (média) = 2212
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Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | InterprocessHmteapoocesspmeiitial
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos

Numero de eventos positivos (média) = 33181
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocessimeapoocesshmeiitdal
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

RECUPERAGAO E PUREZA LINFOCITICAS

Arecuperacao e a pureza linfociticas foram avaliadas de acordo com as recomendacdes do CDC (5). A amostra de sangue de
10 dadores saudaveis em EDTA, heparina e ADC, e cinco medulas ésseas foram etiquetadas com uma mistura de anticorpos
monoclonais CD45-FITC e CD14-PE. Os valores médios da recuperacgao e da pureza, bem como o intervalo, sdo fornecidos
nas seguintes tabelas:

EDTA de sangue total
Parametro Recuperacéo Pureza
Média 93,6 89,7
Min./max. 86,1 /97,6 83,5/955
HEPARINA de sangue total
Parametro Recuperacao Pureza
Média 94,3 87,6
Min./max. 84,9 /977 81,56/943
ADC de sangue total
Parametro Recuperagao Pureza
Média 94,2 94,6
Min./max. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
EDTA de medula dssea
Parametro Recuperacéo Pureza
Média 80,7 71,8
Min./max. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

LIMITAGOES

1. A citometria de fluxo podera produzir falsos resultados se o citdmetro nao tiver sido perfeitamente alinhado, se as
fugas de fluorescéncia nao tiverem sido compensadas corretamente e se as regides nao tiverem sido cuidadosamente
posicionadas.

2. Alguns determinantes antigénicos podem ser sensiveis ao formaldeido ou a saponina. Cada laboratério deve validar as
suas proprias condigdes de utilizagdo dos anticorpos monoclonais.

3. Serao obtidos resultados exatos e reprodutiveis desde que os procedimentos utilizados estejam de acordo com o folheto
técnico e cumpram as boas praticas laboratoriais.

4. Este reagente tem sido optimizado de modo a oferecer a melhor razéo sinal especifico/ndo especifico. Assim, é
importante ter em conta a razéo volume de reagente/ nimero de leucdcitos e eritrcitos em cada teste.

5. No caso de hipercelularidade, dilua a amostra em PBS para obter uma concentragéo inferior a 5 x 10° de leucécitos/L e
inferior a 6 x 102 de glébulos vermelhos/L (6).

6. Emdeterminados estados de doenga, como insuficiéncia renal grave ou hemoglobinopatias, a lise de glébulos vermelhos
podera ser lenta, incompleta ou até impossivel. Neste caso, recomenda-se isolar células mononucleadas utilizando um
gradiente de densidade (por exemplo, Ficoll) antes da coloracéo (7).

Consulte o Anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

Beckman Coulter, o logétipo estilizado e as marcas de produtos e servicos da Beckman Coulter mencionadas neste
documento sdo marcas comerciais ou marcas comerciais registadas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e
noutros paises.

INFORMAGOES ADICIONAIS

Para um paciente/utilizador/terceiro na Uniao Europeia e em paises com um regime regulamentar idéntico (Regulamento
2017/746/UE relativo aos dispositivos médicos para diagndstico in vitro): se, durante a utilizagdo deste dispositivo ou como
resultado da sua utilizagcdo, ocorrer um incidente grave, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo representante autorizado
e a autoridade nacional.
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HISTORICO DE REVISOES

|REVISAO AF: | Data de langamento: Janeiro de 2021

REVISAO AW: |
Atualizagdes no sentido de cumprir a politica de rotulagem
da Beckman Coulter Global e os requisitos do regulamento
IVD-R (UE)2017/746:

Secgoes adicionadas Utilizador previsto, Precisdo, Recuperacéo e pureza
linfociticas, Informacgdes adicionais, Histérico de revisbes
Informagbes adicionadas Consulte as secgdes Avisos e precaugdes, Armazenamento
e estabilidade, Limitacdes
Seccgdes atualizadas Avisos e precaugoes, Classificagdo de perigo do GHS,
Armazenamento e estabilidade, Sinais de deterioragao,
Procedimento, Desempenho
Seccdes removidas Reprodutibilidade intralaboratorial

Legenda dos simbolos
O Glossario de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (nimero do documento B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Fikseringsmiddel Permeabilitetsmiddel
Formulering Vaeske Vaeske
Aktivt stof Formaldehyd Saponin
Bind 5 mL 5 mL
Antal haetteglas 3 haetteglas 3 haetteglas
Volumen pr. test 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tests; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/test

Til in vitro-diagnostisk brug

TILSIGTET BRUG

IntraPrep bestar af to brugsklare reagenser, som inducerer permeabilitet i leukocytternes cytoplasmamembran, saledes at
intracelluleere antigendeterminanter bliver tilgeengelige for fluorescerende monoklonale antistoffer. IntraPrep anvendes il
praeparation af biologiske praver med henblik pa flowcytometrisk analyse. Det er optimeret til at minimere uspecifik farvning
i denne type analyse (1,2,3,4).

PRINCIP

Som et fagrste trin fikseres cellerne med reagens 1. Efter vask induceres permeabiliteten med reagens, og de resterende
erytrocytterlyseres. | dette trin bringes cellerne i kontakt med konjugerede monoklonale antistoffer, der er specifikke for
intracellulaere antigendeterminanter. Derefter analyseres leukocytterne ved flowcytometri.

| desto mindre forbliver pavisning af antigendeterminanter pa celleoverfladen mulig. | dette tilfaelde inkuberes der med de
specifikke, konjugerede monoklonale antistoffer inden fiksering.

Flowcytometret maler lysdiffusion og cellernes fluorescens. Dette gar det muligt at lokalisere den interessante population
inden for et elektronisk vindue defineret pa et histogram, som korrelerer den orthogonale lysdiffusion (Side Scatter eller SS)
diffusionen af snaevervinklet lys (Forward Scatter eller FS). Andre histogrammer, der kombinerer to af de forskellige parametre
tilgeengelige pa cytometret, kan anvendes som hjeelp i gating-stadiet athaengigt af den af brugeren valgte applikation.

De afgraensede cellers fluorescens analyseres med henblik pa at kunne skelne de positive farvningshaendelser fra de ufarvede.
Resultaterne udtrykkes som en procentdel af positive haendelser i relation til alle de haendelser, som erhverves ved gatingen.

TILSIGTET BRUGER

Dette produkt er beregnet til professionel brug i laboratoriet.

PROVER

Prover af vengst blod eller knoglemarv skal udtages i sterile pravergr, der indeholder et EDTA-salt eller ACD eller heparin
som antikoagulant.

Praverne skal opbevares ved stuetemperatur (18 — 25 °C) og mé ikke omrystes. Prgverne skal homogeniseres ved forsigtig
omrystning inden udtagelse af testprgven.

Prgverne skal behandles inden for 24 timer efter venepunktur.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Brug ikke reagenset efter udigbsdatoen.

Ma ikke nedfryses.

Minimér eksponering for lys.

Undga mikrobiel kontaminering reagenserne, idet det kan fare til fejlagtige resultater.

Reagens 1 indeholder formaldehyd. Formaldehyd er toksisk og allergifremkaldende. Det menes at veaere
kreeftfremkaldende.

6. Reagens 2 indeholder natriumazid (NaN,). Det skal handteres forsigtigt. Ma ikke indtages. Undga kontakt med hud,
slimhinder og gjne. Endvidere kan natriumazid i sure omgivelser danne potentielt farligt hydrogenazid. Ved bortskaffelse
anbefales det, at reagenset fortyndes i et stort volumen vand, inden det haeldes i aflgbet, for at undga ophobninger af
natriumazid i metalrer og for at forebygge eksplosionsrisikoen.

7. Alle blodprgver skal anses som potentielt smittefarlige og skal behandles forsigtigt (husk isaer at bruge
beskyttelseshandsker, forklaede og beskyttelsesbriller).

8. Sug aldrig med munden, og undga at praverne kommer i kontakt med hud, slimhinde og gjne.

o wbd =
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9. Blodprevetagningsrer og engangsmateriale, der bruges i forbindelse med handteringen, skal bortskaffes i ad
hoc-beholdere, der er beregnet til bortskaffelse.

10. Reagenser og affald skal bortskaffes i henhold til geeldende lokale krav.

GHS FAREKLASSIFIKATION
Reagens 1: Fiksering FARE

SO

H302 Farlig ved indtagelse.

H313 Kan veere farlig ved hudkontakt.

H314 Forarsager sveere forbraendinger af huden og
gjenskader.

H317 Kan forarsage allergisk hudreaktion.

H341 Mistaenkt for at forarsage genetiske defekter.

H350 Kan fremkalde kreeft.

H370 Forarsager organskader.

P201 Indhent seerlige anvisninger fgr brug.

P280 Baer beskyttelseshandsker, beskyttelsestgj og

gjen-/ansigtsbeskyttelse.

P303+P361+P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Skyl
under koldt vand.

P305+P351+P338 VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt
med vand i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser, hvis dette kan geres let. Fortsaet
skylning.

P310 Ring straks til en GIFTINFORMATION eller en
leege.

Methanol 1 - 2%
Formaldehyd 5 - 10%

Sikkerhedsdatablad findes p& beckman.com/techdocs

OPBEVARING OG HOLDBARHED

IntraPrep skal opbevares ved 18 — 25 °C.

Stabilitet i lukket haetteglas: Reagenset er stabilt i 517 dage.
Stabilitet i abent haetteglas: Reagenset er stabilt i 90 dage.
Se lotspecifikt analysecertifikat pa www.beckman.com.

TEGN PA FORRINGELSE

AEndringer i den made, reagenset ser ud pa, kan vaere tegn pa forringelse, og reagenset ma ikke anvendes.
Ring til Beckman Coulters kundeservice pa 800-742-2345 (USA eller Canada), eller kontakt den lokale
Beckman Coulter-repreesentant for at fa flere oplysninger, eller hvis du modtager et beskadiget produkt.

INDHOLD

Natriumazid kan danne eksplosive forbindelser i dreenledninger af metal. Se NIOSH-bulletin: Explosive Azide Hazard (16.8.76)
(Fare for eksplosiv azid).

For at undga en eventuel akkumulering af azidforbindelser, skylles aflebsrar med vand efter bortskaffelse af ufortyndet
reagens. Natriumazid skal bortskaffes i overensstemmelse med relevante lokale forskrifter.

PAKRZAVEDE MATERIALER, SOM IKKE LEVERES MED S/T:
+ Pregvetagningsrgr og materiale, der er pakreevet til prgvetagning.
» Automatiske pipetter med engangsspidser til 10, 20, 50, 100 og 500 pL.
» Plasthaemolysergr.
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» Specifikke monoklonale antistoffer (mAb).

» Negative kontroller.

» Reagens til leukocytfiksering. For eksempel: |I0Test 3-fiksativ oplgsning (ref. A07800).
» Buffer (PBS: 0,01 M natriumphosphat; 0,145 M natriumchlorid; pH 7,2).

+ Centrifuge

» Automatisk omrgrer (vortextype).

* Flowcytometer.

PROCEDURE

A - Intracytoplasmatisk farvning
Antallet af erytrocytter til stede i praven skal vaere mindre end 6 x 108 pr. uL (6 x 10'?/L). Fortynd om ngdvendigt i PBS.
Antallet af leukocytter til stede i preven skal vaere mindre end 5 x10%/uL (5 x 10%L). Fortynd om ngdvendigt i PBS.

Der kan tilfgjes et kontrolrar for hvert praverer, der analyseres, hvori cellerne blandes under tilstedevaerelse af den negative
kontrol, som svarer til den specifikke farvning, der er valgt.

1. Tilsaet 50 uL af praven til hvert rar.

Tilsaet 100 pL reagens 1 til hvert regr. Vortex kraftigt umiddelbart efter hver tilseetning.

Inkuber i 15 minutter ved stuetemperatur (18 — 25 °C).

Tilseet 4 mL PBS i hvert praverar.

Centrifuger i 5 minutter ved 300 x g ved stuetemperatur.

Fjern supernatanten via aspiration.

Tilsaet 100 uL af reagens 2 til hvert rer. MA IKKE VORTEXES, lad reagens 2 diffundere naturligt ind i cellepelletten.
Inkuber i 5 minutter ved stuetemperatur (18 — 25 °C) UDEN OMRYSTNING.

Ryst langsomt med handen i 2 til 3 sekunder.

= © ® N oA~ ®D

0. Tilseet den nedvendige meengde mAb (specifik for en intracytoplasmisk antigendeterminant) til hvert prgverer, og tilsaet
om ngdvendigt den relevante maengde negativ kontrol til hvert kontrolrgr.

11. Vortex raret forsigtigt.

12. Inkubér i 15 minutter ved stuetemperatur (18-25 °C), beskyttet mod lys.
13. Tilseet 4 mL PBS i hvert proverar.

14. Centrifuger i 5 minutter ved 300 x g ved stuetemperatur.

15. Fjern supernatanten ved aspiration og resuspender cellepelletten i 0,5 eller 1 mL IOTest 3 Fixative Solution (Ref. A07800)
ved dettes brugskoncentration (1X). Praeparationer fikseret pa denne made kan opbevares i 24 timer ved mellem 2 og
8 °C beskyttet mod lys.

B - Intracytoplasmatisk farvning og membranfarvning
Antallet af erytrocytter til stede i prgven skal vaere mindre end 6 x 108 pr. pL (6 x 10%?/L). Fortynd om ngdvendigt med PBS.
Antallet af leukocytter i prgven skal veere mindre end 5 x10%/pL (5 x 10°/L). Fortynd om ngdvendigt med PBS.

Der kan tilfgjes et kontrolrar for hvert praverar, der analyseres, hvori cellerne blandes under tilstedevaerelse af den negative
kontrol, som svarer til den specifikke farvning, der er valgt.

1. Tilseet 50 pL af preven til hvert ror.

2. Tilsaet den nadvendige meengde mAb (specifik for en membrangs antigendeterminant) til hvert prgverer, og tilsaet om
ngdvendigt den relevante meengde negativ kontrol til hvert kontrolrar.

3. Vortex rgret forsigtigt.

4. Inkubér i 15 minutter ved stuetemperatur (18-25 °C), beskyttet mod lys.

5. Tilsaet 100 pL reagens 1 til hvert regr. Vortex kraftigt umiddelbart efter hver tilszetning.

6. Inkuber i 15 minutter ved stuetemperatur (18 — 25 °C).

7. Tilseet 4 mL PBS i hvert praverear.

8. Centrifuger i 5 minutter ved 300 x g ved stuetemperatur.

9. Fjern supernatanten via aspiration.

10. Tilseet 100 pL af reagens 2 til hvert rar. MA IKKE VORTEXES, lad reagens 2 diffundere naturligt ind i cellepelletten.
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11. Inkuber i 5 minutter ved stuetemperatur (18 — 25 °C) UDEN OMRYSTNING.
12. Ryst langsomt med handen i 2 til 3 sekunder.

13. Tilszet den ngdvendige maengde mAb (specifik for en intracytoplasmisk antigendeterminant) til hvert pragverar, og tilsset
om ngdvendigt den relevante meengde negativ kontrol til hvert kontrolrar.

14. Tilsaet 20 pL isotypekontrol til hvert isotypekontrolrar.

15. Vortex raret forsigtigt.

16. Inkubér i 15 minutter ved stuetemperatur (18-25 °C), beskyttet mod lys.
17. Tilseet 4 mL PBS i hvert proverear.

18. Centrifuger i 5 minutter ved 300 x g ved stuetemperatur.

19. Fjern supernatanten ved aspiration og resuspender cellepelletten i 0,5 eller 1 mL IOTest 3 Fixative Solution (Ref. A07800)
ved dettes brugskoncentration (1X). Praeparationer fikseret pa denne made kan opbevares i 24 timer ved mellem 2 og
8 °C beskyttet mod lys.

YDEEVNE

Preestationsdata opnas, nar proceduren beskrevet foroven, anvendes pa mindre end 24 timer gamle blodprever, tidligere
indsamlet i sterile pravergr med EDTA-salt som antikoagulant. Analyse skal foretages senest 2 timer efter immunfarvning.

PRACISION

De procentvise positive veerdier blev bestemt ved anvendelse af fuldblod og knoglemarv. Hver prgve blev kart 4 gange,
to gange dagligt i 1 dag, pa 2 instrumenter med IntraPrep-permeabiliseringsreagens fra 2 lots. Malingerne (% positiv)
blev foretaget pa Navios-flowcytometer. Analysen blev udfert i henhold til CLSI-metoden EP5-A2: Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluering af kvantitative malemetoders preecisionsevne).

Vores acceptkriterier afhaenger af antallet af positive haendelser malt for hver population:

* Hvis positiv haendelse < 1500, CV < 15%
» Hyvis positiv haendelse > 1500, CV < 10%

Fuldblod EDTA:
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk renhedsgrad
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 8877
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kgrsel | alt
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk gendannelse
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 8877
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa monocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 1070
Inter-operater Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa granulocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 13246
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Fuldblod HEPARIN:
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk renhedsgrad
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 6824
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kgrsel | alt
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk gendannelse
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 6824
Inter-operatar Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa monocytter
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 961
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kegrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa granulocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 20742
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Fuldblod ACD:
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk renhedsgrad
Antal positive haendelser (middelveerdi) = 12355
Inter-operatar Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-karsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk gendannelse
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 12355
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa monocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 1483
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa granulocytter
Antal positive haendelser (middelveerdi) = 32715
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Knoglemarv EDTA:
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk renhedsgrad
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 8808
Inter-operatar Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-karsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfarvning = lymfocytisk gendannelse
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 8808
Inter-operater Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa monocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 2212
Inter-operater Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxydase-FITC intracytoplasmisk farvning pa granulocytter
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 33181
Inter-operater Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMFOCYTISK GENDANNELSE OG RENHEDSGRAD

Lymfocytisk gendannelse og renhedsgrad er blevet evalueret i henhold til anbefalingerne fra CDC (5). Blod fra 10 raske
donorer, der blev opsamlet i EDTA, heparin og ACD, samt 5 knoglemarvspragver blev meerket med en blanding af monoklonale
antistoffer CD45-FITC og CD14-PE. Middelveerdierne for gendannelse og renhedsgrad samt omradet er angivet i fglgende
tabeller:
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Fuldblod EDTA

Parameter Gendannelse Renhed
Gennemsnit 93,6 89,7
Min./maks. 86,1 / 97,6 83,5/ 95,5
Fuldblod HEPARIN
Parameter Gendannelse Renhed
Gennemsnit 94,3 87,6
Min./maks. 84,9 /97,7 81,5/ 94,3
Fuldblod ACD
Parameter Gendannelse Renhed
Gennemsnit 94,2 94,6
Min./maks. 91,1 / 98,5 87,6 /97,7
Knoglemarv EDTA
Parameter Gendannelse Renhed
Gennemsnit 80,7 71,8
Min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
BEGRANSNINGER
1. Flowcytometri kan give forkerte resultater, hvis cytometeret ikke er perfekt justeret, hvis der ikke er blevet kompenseret
korrekt for fluorescenslaekager, eller hvis omraderne ikke er blevet placeret omhyggeligt.
2. Visse antigendeterminanter kan veere fglsomme over for formaldehyd eller saponin. Hvert enkelt laboratorium skal
validere betingelserne for anvendelse af monoklonale antistoffer.
3. Der genereres ngjagtige og reproducerbare resultater, sa laenge de anvendte procedurer er i overensstemmelse med
de tekniske anvisninger pa indlaesgssedlen og god laboratoriepraksis.
4. Dette reagens er optimeret, sa det giver det bedste forhold mellem specifikt og uspecifikt signal. Det er derfor vigtigt at
overholde forholdet mellem reagensvolumen og antallet af leukocytter og erytrocytter i alle test.
5. ltilfeelde af hypercellularitet skal prgven fortyndes i PBS, sa der opnas mindre end 5 x 10° leukocytter/L og mindre end
6 x 10" erytrocytter/L (6) (6).
6. | visse sygdomstilstande, f.eks. alvorligt nyresvigt eller haemoglobinopatier, kan lysering af rgde celler veere

langsom, ufuldsteendig eller endog umulig. | dette tilfaelde anbefales det at isolere enkernede celler ved hjeelp af en
densitetsgradient (f.eks. Ficoll) forud for farvningen (7).

Se Tillaeg for eksempler og referencer.

VAREMARKER

Beckman Coulter, det stiliserede logo og de Beckman Coulter produkt- og servicemeerker, der er omtalt heri, er varemeerker
eller registrerede varemaerker tilhgrende Beckman Coulter, Inc. i USA og andre lande.

YDERLIGERE OPLYSNINGER

For en patient/bruger/tredjepart i Den Europaeiske Union og i lande med identisk lovgivningsmaessig reguleringsordning
(forordning 2017/746/EU om medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik); hvis der er sket en alvorlig haendelse under brugen af
dette apparat eller som et resultat af dens anvendelse, skal du rapportere den til producenten og/eller dennes autoriserede
repreesentant og til din nationale myndighed.

REVISIONSHISTORIK

[REVISION AF: [ Udgivelsesdato: januar 2021

REVISION AW: |

Opdateringer for at sikre overholdelse af Beckman Coulters

globale maerkningspolitik og overensstemmelse med IVD-R

(EU)2017/746:

Tilfgjede afsnit Tilsigtet bruger, Praecision, Lymfocytisk gendannelse og
renhedsgrad, Yderligere oplysninger, Revisionshistorik

Tilfgjet information Se afsnittene Advarsler og forholdsregler, Opbevaring

og holdbarhed, Begraensninger
Opdaterede afsnit Advarsler og forholdsregler, GHS-fareklassifikation,
Opbevaring og holdbarhed, Tegn pa forringelse,
Procedure, Praestation
Fjernede afsnit Reproducerbarhed inden for laboratoriet
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Symbolnggle
En ordliste over symboler findes pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Fixering Permeabilisering
Formula Loésning Loésning
Aktiv substans Formaldehyd Saponin
Volym 5 mL 5 mL
Antal ampuller 3 ampuller 3 ampuller
Volym per test 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tester; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/ teste

For in vitro-diagnostik

AVSEDD ANVANDNING

IntraPrep bestar av tva reagens fardiga att anvanda. Dessa inducerar permeabilitet i cytoplasmamembran hos leukocyter, for
pavisande av intracellulara antigen-determinanter med hjalp av monoklonala fluorescerande antikroppar. IntraPrep anvands
for att preparera biologiska prover for flddescytometrisk analys. Det har optimerats for att minimera den ospecifika inbindningen
vid denna typ av analys (1,2,3,4).

PRINCIP

Som forsta steg fixeras cellerna med reagens 1. Efter tvatt induceras permeabilitet med reagens 2 och kvarvarande
erytrocyter lyseras. Under detta stadium mixas cellerna med konjugerade monoklonala antikroppar specifika for intracellulara
antigendeterminanter. Leukocyterna analyseras sedan med flédescytometri.

Pavisande av ytantigendeterminanter ar icke desto mindre fortfarande mdjlig. | sadant fall inkuberas dessa specifika
konjugerade monoklonala antikropparna fore fixering.

Flédescytometern mater ljusdiffusion och fluorescens pa celler. Den méjliggor avgransningen av den intressanta populationen
inom det elektroniska fonstret definierat pa ett histogram, vilket korrelerar den orthogonala diffusionen av ljus (Side Scatter eller
SS) och diffusionen av narvinklat ljus (Forward Scatter eller FS). Andra histogram som kombinerar tva av de olika parametrar
som finns tillgéngliga pa cytometern, kan anvandas som hjalp i gating stadiet beroende pa applikationen som anvandaren valt.

Fluorescensen av de begransade cellerna analyseras for att skilja ut positivt fargade handelser fran ofargade handelser.
Resultaten uttrycks som en procentandel av positiva handelser i relation till alla handelser som samlats in med hjalp av gating.

AVSEDD ANVANDARE

Denna produkt ar avsedd for yrkesmassig laboratorieanvandning.

PROVER
Venblod- eller benmargsprov maste tas i sterila provrér med EDTA-salt eller ACD eller heparin som antikoagulant.

Proverna ska forvaras i rumstemperatur (18 —25 °C) och far inte skakas. Provet ska homogeniseras genom varsam blandning
innan pipettering.

Proverna maste analyseras inom 24 timmar efter venpunktur.
VARNING OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
1. Anvand inte reagenset efter utgangsdatumet.
Far ej frysas.
Minimera exponering for ljus.
Undvik mikrobiell kontaminering av reagens. Det kan leda till felaktiga resultat.

Reagens 1 innehaller formaldehyd. Formaldehyd ar giftigt och allergiframkallande. Det tros vara ett cancerframkallande
amne.

o~ w DN

6. Reagens 2 innehaller Natriumazid (NaN;). Det maste handhas med forsiktighet. Anvand ej invartes och undvik all
kontakt med skinn, slemhinnor och 6gon. Vidare kan natriumazid under sura férhallanden bilda den mycket farliga
hydrazinsyran. Om reagenset maste kasseras rekommenderas utspadning med stora mangder vatten innan det halls ut
i avloppssystemet. Detta for att undvika ansamling av natriumazid i avlioppsréren med explosionsrisk som foljd.

7. Alla blodprover maste betraktas som potentiellt smittsamma och ska hanteras med forsiktighet (i synnerhet vad galler
anvandande av skyddshandskar, rockar och skyddsglaségon).

8. Pipettera aldrig med munnen och se till att proverna inte kommer i kontakt med hud, slemhinnor och égon.
9. Blodprovsrér och engdngsmaterial som anvands for hantering ska kasseras i sarskilda behallare avsedda for férbranning.

B59371-AW 50 of 238



10. Reagens och avfall ska kasseras i enlighet med lokala krav.

RISKKLASSIFICERING ENLIGT GHS
Reagent 1: Fixation FARA

SO

H302 Skadligt vid fortaring.

H313 Kan vara skadligt vid hudkontakt.

H314 Orsakar svara fratskador pa hud och 6gon.
H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.

H341 Misstéanks kunna orsaka genetiska defekter.
H350 Kan ge cancer.

H370 Orsakar organskador.

P201 Inhdmta sarskilda instruktioner fére anvandning.
P280 Anvand skyddshandskar, skyddsklader,

O0gonskydd/ansiktsskydd.
P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven haret): Skoélj huden
med vatten.

P305+P351+P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt
med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja.

P310 Kontakta omedelbart en
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.
Metanol 1 -2 %

Formaldehyd 5 - 10 %

Safety Data Sheet (Sakerhetsdatablad) finns pa beckman.com/techdocs

FORVARING OCH STABILITET

IntraPrep férvaras vid 18 — 25 °C.

Stabiliteten i stdngd ampull: reagenset ar stabilt i 517 dagar.
Stabilitet i 6ppen ampull: reagenset ar stabilt i 90 dagar.

Se lotspecifikt analyscertifikat pa www.beckman.com.

TECKEN PA FORSAMRING
Alla férandringar i reagensens fysiska utseende kan indikera férsdmring och att reagenset inte ska anvéandas.

For mer information eller om en skadad produkt tas emot, ring Beckman Coulter kundtjanst pa 800-742-2345 (USA eller
Kanada) eller kontakta din lokala Beckman Coulter-representant.

INNEHALL

Konserveringsmedlet natriumazid kan bilda explosiva féreningar i avloppsledningar av metall. Se NIOSH Bulletin: Explosive
Azide Hazard (76-8-16) (Bulletin fran den amerikanska motsvarigheten till arbetsmiljoverket: Fara for azidexplosion).

For att undvika risken for ansamling av azidféreningar ska avloppsréren spolas igenom med vatten efter att outspadda
reagenser har kasserats. Kassering av natriumazid maste ske i enlighet med tilldampliga lokala regler.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE FOLJER MED KITET:

*  Provrér och nédvandigt material for provtagning.

+ Automatpipetter med tillhérande engangsspetsar fér 10, 20, 50, 100 och 500 pL.

*  Hemolysroér av plast.

» Specifika monoklonala antikroppar (mAb).

* Negativa kontroller.

* Reagens for leukocytfixering. Till exempel: 10Test 3-fixeringsldsning (ref. A07800).
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Buffert (PBS: 0,01 M natriumfosfat; 0,145 M natriumklorid; pH 7,2).
Centrifugera.

Automatisk omroérare (Vortex-typ).

Flédescytometer.

PROCEDUR

A - Intracytoplasmatisk inmarkning
Antalet r6da blodkroppar i provet ska vara mindre an 6 x 10° per pL (6 x 10%2/L). Spad om nédvandigt med PBS.
Antalet leukocyter i provet ska vara mindre an 5 x10%/uL (5 x 10%L). Spad om nédvandigt med PBS.

For varje analyserat prov kan, férutom provroret, ett kontrollrér 1aggas till i vilket cellerna blandas i narvaro av den negativa
kontrollen, som motsvarar den specifika fargning som valts.

1.

20 ® N oA ®WN

Tillsatt 50 yL av testprovet i varje provror.

Tillsatt 100 yL av reagens 1 i varje provror. Vortexblanda kraftigt omedelbart efter varje tillsats.

Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur (18 — 25 °C).

Tillsatt 4 mL av PBS i varje provror.

Centrifugera i 5 minuter vid 300 x g i rumstemperatur.

Avlagsna ytskiktet genom aspiration.

Tillsatt 100 yL av reagens 2 i varje provror. VORTEXBLANDA INTE; lat reagens 2 diffundera naturligt in i cellpelleten.
Inkubera i 5 minuter vid rumstemperatur (18 — 25 °C) UTAN ATT SKAKA.

Skaka sakta for hand i 2 till 3 sekunder.

. Tillsatt den ndédvandiga mangden mAb (specifik for en intracytoplasmatisk antigendeterminant) i varje provror och, om

nddvandigt, tillsatt lAmplig mangd negativ kontroll i varje kontrollrdr.

. Vortexa forsiktigt ror for ror.
12.
13.
14,
15.

Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur (18—-25 °C) och skyddat mot ljus.
Tillsatt 4 mL av PBS i varje provror.
Centrifugera i 5 minuter vid 300 x g i rumstemperatur.

Avlagsna supernatanten genom aspiration och resuspendera cellpelleten i 0.5 eller 1 mL 10Test 3 Fixative Solution (Ref.
A07800) bruksldsning, koncentration (1X). Salunda fixerade, kan preparationerna férvaras, mellan 2 och 8 °C skyddade
for ljus, i 24 timmar.

B - Intracytoplasmatisk och membraninmarkning
Antalet r6da blodkroppar i provet ska vara mindre &n 6 x 10° per pL (6 x 10%2/L). Spad om nédvandigt med PBS.
Antalet leukocyter i provet ska vara mindre an 5 x10%/uL (5 x 10%L). Spad om ndédvandigt med PBS.

For varje analyserat prov kan, forutom provroret, ett kontrollror laggas till i vilket cellerna blandas i narvaro av den negativa
kontrollen, som motsvarar den specifika fargning som valts.

1.
2.

© No ok

9.

10.
11.
12.
13.

Tillsatt 50 yL av testprovet i varje provror.

Tillsatt den nédvandiga mangden mAb (specifik for en membrands antigendeterminant) i varje provrér och, om
nddvandigt, tillsatt lAmplig mangd negativ kontroll i varje kontrollror.

Vortexa forsiktigt ror for ror.

Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur (18-25 °C) och skyddat mot ljus.

Tillsatt 100 yL av reagens 1 i varje provror. Vortexblanda kraftigt omedelbart efter varije tillsats.

Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur (18 — 25 °C).

Tillsatt 4 mL av PBS i varje provror.

Centrifugera i 5 minuter vid 300 x g i rumstemperatur.

Avlagsna ytskiktet genom aspiration.

Tillsatt 100 yL av reagens 2 i varje provror. VORTEXBLANDA INTE; lat reagens 2 diffundera naturligt in i cellpelleten.
Inkubera i 5 minuter vid rumstemperatur (18 — 25 °C) UTAN ATT SKAKA.

Skaka sakta for hand i 2 till 3 sekunder.

Tillsatt den nédvandiga mangden mAb (specifik for en intracytoplasmatisk antigendeterminant) i varje provror och, om
nddvandigt, tillsatt lAmplig mangd negativ kontroll i varje kontrollrdr.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.

Tillsatt 20 uL isotypisk kontroll till varje kontrollror.

Vortexa forsiktigt ror for ror.

Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur (18—-25 °C) och skyddat mot ljus.
Tillsatt 4 mL av PBS i varje provror.

Centrifugera i 5 minuter vid 300 x g i rumstemperatur.

Avlagsna supernatanten genom aspiration och resuspendera cellpelleten i 0.5 eller 1 mL 10Test 3 Fixative Solution (Ref.
A07800) brukslésning, koncentration (1X). Salunda fixerade, kan preparationerna férvaras, mellan 2 och 8 °C skyddade
for ljus, i 24 timmar.

PRESTANDA

Prestandadata erhalls med proceduren som beskrivs ovan pa blodprov som ar farskare an 24 timmar som tagits i sterila
provror med EDTA-salt som antikoagulant. Analys utférs inom 2 timmar efter immunfargning.

PRECISION

Procentvardet for positiva varden bestamdes med helblod och benméarg. Varje prov kordes 4 ganger, tva ganger om dagen
under 1 dag pa 2 instrument med 2 loter av IntraPrep permeabiliseringsreagens. Matningar (% positiva) utférdes pa Navios
flodescytometer. Analysen utférdes baserat pa CLSI-metod EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods (Utvardering av precisionsprestanda for kvantitativa matmetoder).

Vara acceptanskriterier beror pa antalet positiva handelser som uppmats for varje population:

*  Om positiv handelse < 1 500, CV < 15 %
*  Om positiv handelse > 1 500, CV < 10 %

Helblods-EDTA:
CD45/CD14 membranférgning = lymfocytisk renhet
Antal positiva handelser (medelvarde) = 8877
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
koérningar kdérning
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranférgning = lymfocytiskt utbyte
Antal positiva handelser (medelvarde) = 8877
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kérningar kdrning
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk férgning pa monocyter
Antal positiva hdndelser (medelvarde) = 1070
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kdrningar kdrning
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk
fargning pé granulocyter
Antal positiva handelser (medelvarde) = 13246
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
koérningar kérning
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Helblods-HEPARIN:
CD45/CD14 membranféargning = lymfocytisk renhet
Antal positiva handelser (medelvarde) = 6824
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
koérningar kdrning
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfirgning = lymfocytiskt utbyte
Antal positiva handelser (medelvarde) = 6824
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar kdrning
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CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk férgning pa monocyter
Antal positiva handelser (medelvarde) = 961
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kdrningar kdrning
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk
férgning pé granulocyter
Antal positiva handelser (medelvarde) = 20742
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar korning
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Helblods-ACD:
CD45/CD14 membranférgning = lymfocytisk renhet
Antal positiva handelser (medelvarde) = 12355
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
koérningar kérning
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfirgning = lymfocytiskt utbyte
Antal positiva handelser (medelvarde) = 12355
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar kdrning
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk férgning pa monocyter
Antal positiva handelser (medelvarde) = 1483
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kérningar kérning
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk
fargning pé granulocyter
Antal positiva hdndelser (medelvarde) = 32715
Mellan operatdrer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kdrningar kdrning
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Benmargs-EDTA:
CD45/CD14 membranférgning = lymfocytisk renhet
Antal positiva handelser (medelvarde) = 8808
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar kdrning
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfirgning = lymfocytiskt utbyte
Antal positiva héndelser (medelvéarde) = 8808
Mellan operatdrer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar kdrning
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk fargning pa monocyter
Antal positiva handelser (medelvarde) = 2212
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
koérningar kdérning
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Anti-Myeloperoxidase-FITC intracytoplasmatisk

fargning pa granulocyter

Antal positiva hdndelser (medelvarde) = 33181

Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt

kérningar kérning
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMFOCYTISK RENHET OCH UTBYTE

Lymfocytisk renhet och utbyte har utvarderats enligt rekommendationerna fran CDC (5). Blodet fran 10 friska donatorer
provtageti EDTA, heparin och ACD samt 5 benmarg marktes med en blandning av de monoklonala antikropparna CD45-FITC
och CD14-PE. Medelvardena for utbyte och renhet samt intervallet anges i féljande tabeller:

Helblods-EDTA
Parameter Utbyte Purity
Genomsnittlig 93,6 89,7
Min/Max 86,1 /97,6 83,5/955
Helblods-HEPARIN
Parameter Utbyte Purity
Genomsnittlig 94,3 87,6
Min/Max 84,9 /97,7 81,56/943
Helblods-ACD
Parameter Utbyte Purity
Genomsnittlig 94,2 94,6
Min/Max 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Benmérgs-EDTA
Parameter Utbyte Purity
Genomshnittlig 80,7 71,8
Min/Max 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

BEGRANSNINGAR

1. Flédescytometri kan ge falska resultat om cytometern inte har justerats perfekt, om fluorescenslackor inte har
kompenserats korrekt och om regionerna inte har placerats noggrant.

2. Vissa antigendeterminanter kan vara kansliga for formaldehyd eller fér saponin. Varje laboratorium maste validera
villkoren fér anvandning av monoklonala antikroppar.

3. Noggranna och reproducerbara resultat kommer att erhallas sa lange de férfaranden som anvands ar i enlighet med den
tekniska bipacksedeln och forenliga med god laboratoriepraxis.

4. Detta reagens har optimerats till att ge basta kvot: specifik signal/icke-specifik signal. Darfér ar det viktigt att halla fast
vid kvoten: reagensvolym/antal leukocyter resp. erytrocyter vid varje analys.

5. Vid hypercellularitet, spad blodet i PBS for att erhalla ett varde mindre an 5 x 10° leukocyter/L och mindre &n 6 x 10
réda blodkroppar/L (6).

6. Vid vissa sjukdomstillstdnd, sasom vid mycket svar njursvikt eller hemoglobinopatier, kan lysering av roda celler vara
langsam, ofullstandig eller till och med omdgjlig. | detta fall &r det rekommenderat att isolera mononukledra celler med
anvandning av en densitetsgradient (till exempel Ficoll) innan fargningen (7).

Se bilagan for exempel och referenser.

VARUMARKEN

Beckman Coulter, den stiliserade logotypen och Beckman Coulters produkt- och tjanstmarken som ndmns héri &r varumarken
eller registrerade varumarken som tillhér Beckman Coulter, Inc. i USA eller andra lander.

YTTERLIGARE INFORMATION

For en patient/anvandare/tredje part inom EU och i lander med identiskt regelsystem (férordning 2017/746/EU om
medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik); om, vid anvandning av denna enhet eller som ett resultat av dess
anvandning, en allvarlig incident intraffat ska den rapporteras till tillverkaren och/eller till dess auktoriserade representant och
till den nationella myndigheten.

REVISIONSHISTORIK
[REVIDERING AF:

Publiceringsdatum: Januari 2021
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REVIDERING AW:

Uppdateringar for att uppfylla Beckman Coulter globala
etiketteringspolicy och kraven i IVD-R (EU)2017/746:

Tillagda avsnitt

Avsedd anvandare, Precision, Lymfocytiskt utbyte och
renhet, Ytterligare information, Revisionshistorik

Tillagd information

Se avsnitten Varning och forsiktighetsatgarder, Férvaring
och hallbarhet, Begransningar

Uppdaterade avsnitt

Varning och forsiktighetsatgarder, Riskklassificering
enligt GHS, Foérvaring och hallbarhet, Tecken pa
forsdmring, Procedur, Prestanda

Borttagna avsnitt

Reproducerbarhet inom laboratoriet

Teckenforklaring for symboler
Ordlista for symboler finns pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Fikseringsagent Permeabilitetsagent
Formulering Vaeske Vaeske
Aktiv substans Formaldehyd Saponin
Volum 5 mL 5 mL
Antall glass 3 glass 3 glass
Volum per test 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tester, 6 x 5 mL
2x 0,1 mL/test

For in vitro-diagnostisk bruk

TILTENKT BRUK

IntraPrep bestar av to bruksklare reagenser, som gker permeabiliteten til den cytoplasmiske membranen for leukocytter, for
pavisning av intracellulzere antigendeterminanter ved hjelp av monoklonale fluorescerende antistoffer. IntraPrep brukes for &
klargjgre biologiske prgver for analyse med flytcytometri. Det har blitt optimert for & minimere den ikke-spesifikke fargingen i
denne typen analyse (1,2,3,4).

PRINSIPP

Som et forste trinn fikseres celler med reagens 1. Etter vasking fremkalles permeabiliteten med reagens 2 og gjenveerende
erytrocytter lyseres. | Igpet av denne fasen settes cellene i kontakt med konjugerte monoklonale antistoffer som er spesifikke
for intracellulaere antigeniske determinanter. Leukocyttene analyseres deretter ved bruk av flow-cytometri.

Demonstrasjonen av overflate-antigeniske determinanter forbli imidlertidig mulig. | dette tilfellet inkuberes de spesifikke,
konjugerte antistoffene for fiksering.

Flow-cytometeret maler lysdiffusjonen og fluorescensen til cellene. Dette muliggjer lokaliseringen av den interessante
populasjonen innen det elektroniske vinduet som er definert pa et histogram, som korrelaterer den rettvinklede diffusjonen av
lys (sidespredning eller SS) og diffusjonen av smalvinklet lys (Frem-spredning eller FS). Andre histogrammer som kombinerer
to av de forskjellige parametrene som er tilgjengelige pa cytometeret kan brukes som stgtte i utlgsingfasen, avhengig av
bruksomradet som er valgt av brukeren.

Fluorescensen i de avgrensede cellene analyseres for a skille de positivt fargede hendelsene fra de ufargede. Resultatene
er uttrykt som en prosentandel positive hendelser i forhold til alle hendelser innhentet ved gatingen.

TILTENKT BRUKER

Dette produktet skal brukes av profesjonelle brukere pa laboratorier.

PROVER

Veneblod- eller benmargsprgver ma tas ved bruk av sterile prgverer som inneholder EDTA-salt eller ACD eller heparin som
antikoagulant.

Prevene ma oppbevares ved romtemperatur (18 — 25 °C) og ma ikke ristes. Prgven ma homogeniseres ved forsiktig risting
fgr prgven tas.

Prevene ma analyseres innen 24 timer etter venepunksjon.

ADVARSEL OG FORHOLDSREGLER

Reagenset ma ikke brukes etter utlgpsdatoen.

Ma ikke fryses.

Bar ikke utsettes for lys.

Unnga mikrobiell kontaminering av reagensene, ellers kan det gi feil resultater.

Reagens 1 inneholder formaldehyd. Formaldehyd er giftig og allergifremkallende. Det antas a veere et kreftframkallende
stoff.

6. Reagens 2 inneholder Natriumazid (NaN;). Det m& behandles med varsomhet. Ma ikke inntas. Unnga all kontakt med
hud, slimhinner og gyne. Videre kan natriumazid i et syremedium danne potensielt farlig hydrogenazid. Hvis det ma
kasseres, anbefales det at reagenset fortynnes i store mengder vann fgr det tammes i avigpssystemet, slik at man
unngar oppsamling av natriumazid i metallrer, og for & hindre eksplosjonsfare.

7. Alle blodprgver ma betraktes som potensielt smittefarlige og ma handteres med forsiktighet (gjelder spesielt: bruk av
vernehansker, laboratoriefrakk og vernebriller).

8. Pipetter aldri med munnen, og unnga at prevene kommer i kontakt med huden, slimhinnene og @ynene.
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9. Blodprevergr og engangsmateriale som brukes til handtering, skal kastes i beholdere beregnet for forbrenning.
10. Reagenser og avfall skal kastes i henhold til lokale krav.

GHS-FAREKLASSIFISERING
Reagens 1: Fiksasjon FARE

SO

H302 Farlig ved svelging.

H313 Kan veere farlig ved hudkontakt

H314 Gir alvorlige etseskader pa hud og gyne.
H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.
H341 Mistenkes a kunne gi genetiske skader.
H350 Kan forarsake kreft.

H370 Forarsaker organskader.

P201 Innhent seerskilt instruks far bruk.

P280 Bruk vernehansker, vernekleer og

vernebriller/ansiktsskjerm.

P303+P361+P353 VED HUDKONTAKT: Skyll/dusj huden med vann.

P305+P351+P338 VED GYEKONTAKT: Skyll forsiktig med vann i
flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser hvis
dette kan gjares lett. Fortsett & skylle.

P310 Kontakt umiddelbart et
GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege.
Metanol 1 - 2 %
Formaldehyd 5 - 10 %

Sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs

OPPBEVARING OG STABILITET

IntraPrep ma oppbevares ved 18 — 25 °C.

Stabilitet for lukket flaske: reagenset er stabilt i 517 dager.
Stabilitet for apnet flaske: reagenset er stabilt i 90 dager.
Se lot-spesifikt analysesertifikat pa www.beckman.com.

TEGN PA FORRINGELSE

Endringer i reagensenes fysiske utseende kan veere tegn pa redusert kvalitet, og slike reagenser skal ikke brukes.

For ytterligere informasjon eller hvis produktet mottas skadet, kan Beckman Coulter kundeservice 800-742-2345 (USA og
Canada) eller den lokale Beckman Coulter-representanten kontaktes.

INNHOLD
Natriumazid kan danne eksplosive blandinger i metalliske avlgpsrgr. Se NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard (Fare for

eksplosive azider) (16.8.76).
For & unnga mulig opphopning av azidforbindelser ma avilgpsrer skylles med vann etter avhending av ufortynnet reagens.
Avfallshandtering av natriumazid méa skje i samsvar med relevante lokale forskrifter.

NGDVENDIGE MATERIALER SOM IKKE FOLGER MED SETTET:
* Prgvetakingsrgr og materiale ngdvendig for prgvetaking.
» Automatiske pipetter med engangsspisser for 10, 20, 50, 100 og 500 pL.
* Hemolysergr av plast.
+ Spesifikke monoklonale antistoffer (mAb).
* Negative kontroller.

» Leukocytt-fikseringsreagens. For eksempel: I0Test 3-fikseringslgsning (ref. A07800).
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Buffer (PBS: 0,01 M natriumfosfat; 0,145 M natriumklorid; pH 7,2).
Sentrifuger.

Automatisk omrgrer (vortekstype).

Flytcytometer.

PROSEDYRE

A - Intracytoplasmisk farging
Antallet rgde blodceller i preven skal veere lavere enn 6 x 10° per pL (6 x 10'%/L). Fortynn i PBS om ngdvendig.
Antall tilstedevaerende leukocytter i prgven skal veere mindre enn 5 x10%/pL (5 x 10%L). Tynn ut i PBS om ngdvendig.

For hver preve som analyseres, kan det i tillegg til pravergret legges til ett kontrollrgr hvor cellene blandes med tilstedeveerelse
av den negative kontrollen, samsvarende med den spesifikke fargingen som er valgt.

1.

20 ® N oA ®WN

0.

11.
12.
13.
14.
15.

Tilsett 50 pL av testprgven i hvert ror.

Tilsett 100 uL reagens 1 i hvert rgr. Vorteks kraftig umiddelbart etter hver tilsetning.

Innkuber i 15 minutter i romtemperatur (18 — 25 °C).

Tilsett 4 mL PBS i hvert rar.

Sentrifuger i 5 minutter ved 300 x g i romtemperatur.

Fjern supernatanten ved aspirasjon.

Tilsett 100 L av reagens 2 i hvert rgr. IKKE VORTEKS. La reagens 2 diffundere naturlig inn i cellepelleten.
Innkuber i 5 minutter i romtemperatur (18 — 25 °C) UTEN A RYSTE.

Ryst langsomt for hand i 2 - 3 sekunder.

Tilsett den ngdvendige mengden mAb (som er spesifikk for en intracytoplasmatisk antigendeterminant) i hvert proverer,
og om ngdvendig den riktige mengden negativ kontroll i hvert kontrolirgr.

Ryst rgr for rgr forsiktig.

Inkuber i 15 minutter ved romtemperatur (18-25 °C), beskyttet mot lys.
Tilsett 4 mL PBS i hvert rar.

Sentrifuger i 5 minutter ved 300 x g i romtemperatur.

Fjern supernatanten ved aprasjon og resuspender 0,5 eller 1 mL med |0Test 3 Fikserlgsning (Ref. A07800) i sin
arbeidskonsentrasjon (1X). Fikserte kan preparatene oppbevares mellom 2 og 8 °C utenfor sollys i 24 timer.

B - Intracytoplasmisk og membrangs farging
Antallet rgde blodceller i praven skal vaere lavere enn 6 x 10° per L (6 x 10'%/L). Fortynn med PBS om ngdvendig.
Antallet leukocytter i praven skal veere lavere enn 5 x 10° per pL (5 x 10°%/L). Fortynn med PBS om ngdvendig.

For hver prgve som analyseres, kan det i tillegg til pravergret legges til ett kontrollrgr hvor cellene blandes med tilstedeveerelse
av den negative kontrollen, samsvarende med den spesifikke fargingen som er valgt.

1.
2.
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10.
11.
12.
13.

Tilsett 50 pL av testprgven i hvert ror.

Tilsett den ngdvendige mengden mAb (som er spesifikk for en membrangs antigendeterminant) i hvert pravergar, og tilsett
om ngdvendig den riktige mengden negativ kontroll i hvert kontrollirar.

Ryst rgr for rgr forsiktig.

Inkuber i 15 minutter ved romtemperatur (18-25 °C), beskyttet mot lys.

Tilsett 100 L reagens 1 i hvert rgr. Vorteks kraftig umiddelbart etter hver tilsetning.

Innkuber i 15 minutter i romtemperatur (18 — 25 °C).

Tilsett 4 mL PBS i hvert ror.

Sentrifuger i 5 minutter ved 300 x g i romtemperatur.

Fjern supernatanten ved aspirasjon.

Tilsett 100 pL av reagens 2 i hvert ror. IKKE VORTEKS. La reagens 2 diffundere naturlig inn i cellepelleten.
Innkuber i 5 minutter i romtemperatur (18 — 25 °C) UTEN A RYSTE.

Ryst langsomt for hand i 2 - 3 sekunder.

Tilsett den ngdvendige mengden mAb (som er spesifikk for en intracytoplasmatisk antigendeterminant) i hvert prgverer,
og om ngdvendig den riktige mengden negativ kontroll i hvert kontrollrgr.
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14. Legg til 20 yL med isotypisk kontroll i hvert kontrollrar.

15. Ryst rar for rgr forsiktig.

16. Inkuber i 15 minutter ved romtemperatur (18—-25 °C), beskyttet mot lys.
17. Tilsett 4 mL PBS i hvert rar.

18. Sentrifuger i 5 minutter ved 300 x g i romtemperatur.

19. Fjern supernatanten ved aprasjon og resuspender 0,5 eller 1 mL med I0Test 3 Fikserlgsning (Ref. A07800) i sin
arbeidskonsentrasjon (1X). Fikserte kan preparatene oppbevares mellom 2 og 8 °C utenfor sollys i 24 timer.

YTELSE

Ytelsesdata er fremskaffet ved bruk av prosedyren som er beskrevet ovenfor pa mindre enn 24 timer gamle blodpraver som
tidligere er samlet i sterile rgr med EDTA-salt som antikoagulant. Analysen utfgres innen 2 timer etter immunfarging.

PRESISJON

Prosentandel av positive verdier ble bestemt med fullblod og beinmarg. Hver prgve ble kjgrt 4 ganger, to ganger om
dagen i 1 dag pa 2 instrumenter med 2 partier IntraPrep gjennomtrengelighetsreagens. Malinger (% positiv) ble foretatt
pa et Navios-flytcytometer. Analyse ble utfert basert pa CLSI-metoden EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of

Quantitative Measurement Methods (Evaluering av presisjonsytelse ved kvantitative malemetoder).

Vare godkjenningskriterier er avhengige av antall positive hendelser som males for hver populasjon:
» Hyvis positiv hendelse < 1 500, VK < 15 %
» Hvis positiv hendelse > 1 500, VK < 10 %

Fullblod i EDTA:
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk renhet
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 8877
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellomloter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk gjenvinning
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 8877
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk farging pa monocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 1070
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk
farging péa granulocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 13246
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Fullblod i HEPARIN:
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk renhet
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 6824
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellomloter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk gjenvinning
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 6824
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Fullblod

Beinmarg i EDTA:

B59371-AW

Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk farging pa monocytter
Antall positive hendelser (giennomsnitt) = 961
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kigring
VK (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk
farging pa granulocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 20742
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
i ACD:
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk renhet
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 12355
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjagringer samme
kjgring
VK (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk gjenvinning
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 12355
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kijgring
VK (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk farging pa monocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 1483
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk
farging pa granulocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 32715
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk renhet
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 8808
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membrangs farging = lymfocyttisk gjenvinning
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 8808
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
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VK (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk farging pa monocytter
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 2212
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoksydase-FITC-intracytoplasmatisk
farging pa granulocytter
Antall positive hendelser (giennomsnitt) = 33181
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMFOCYTTISK GJENVINNING OG RENHET

Lymfocyttisk gjenvinning og renhet er vurdert i henhold til anbefalingene fra CDC (5). Blod fra 10 friske donorer ble tatti EDTA,
heparin og ACD, og 5 beinmargsprgver ble merket med en blanding av monoklonale antistoffer CD45-FITC og CD14-PE. De
gjennomsnittlige verdiene for gjenvinning og renhet samt verdiomrade er angitt i falgende tabeller:

Fullblod i EDTA
Parameter Gjenvinning Renhet
Gjennomsnitt 93,6 89,7
Min./maks. 86,1 /97,6 83,56 /955
Fullblod i HEPARIN
Parameter Gjenvinning Renhet
Gjennomsnitt 94,3 87,6
Min./maks. 84,9 /977 81,56/943
Fullblod i ACD
Parameter Gjenvinning Renhet
Gjennomsnitt 94,2 94,6
Min./maks. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Beinmarg i EDTA
Parameter Gjenvinning Renhet
Gjennomsnitt 80,7 71,8
Min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
BEGRENSNINGER
1. Flowcytometri kan gi falske resultater hvis cytometeret ikke har blitt justert ngyaktig, hvis fluorescenslekkasjer ikke er

kompensert riktig, og hvis regionene ikke er ngye plassert.

Visse antigene determinanter kan veere felsomme for formaldehyd eller saponine. Hvert laboratorium ma validere vilkar
for bruk av monoklonale antistoffer

3. Ngyaktige og reproduserbare resultater vil oppnas sa lenge de anvendte prosedyrene er i samsvar med det tekniske
pakningsvedlegget og god laboratoriepraksis.

4. Denne reagensen er optimalisert slik at det gir best signal / ikke-spesifikk signal ratio. Derfor er det viktig & forholde seg
til forholdet mellom reagensvolum / antall leukocytter og erytrocytter i hver test.

5. Ved hypercellularitet skal prgven fortynnes i PBS, slik at det oppnas faerre enn 5 x 10° leukocytter/L og feerre enn 6 x
10" rgde blodceller / L (6).

6. Ved visse sykdomstilstander, for eksempel alvorlig nyresvikt eller hemoglobinopatier, kan lyseringen av rade celler vaere

langsom, ufullstendig eller til og med umulig. | dette tilfellet anbefales det & isolere mononuklezererte celler ved hjelp av
en densitetsgradient (for eksempel Ficoll) fgr farging (7).

Se vedlegget for eksempler og referanser.

VAREMERKER

Beckman Coulter, den stiliserte logoen og vare- og servicemerkene til Beckman Coulter som er omtalt her, er varemerker eller
registrerte varemerker som tilhgrer Beckman Coulter, Inc. i USA og andre land.
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TILLEGGSINFORMASJON

For pasient/bruker/tredjepart i EU og land med identisk regelverk (EUs forordning nr. 2017/746 om in vitro-diagnostisk
medisinsk utstyr); hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av dette utstyret, eller som et resultat av bruken, skal
dette rapporteres til produsenten og/eller den autoriserte representanten samt til nasjonal myndighet.

REVISJONSHISTORIE

|REVISJON AF: | Utgivelsesdato: Januar 2021
REVISJON AW: |
Oppdateringer skal overholde de globale merkingsreglene til
Beckman Coulter og veere i samsvar med krav iht. IVD-R
(EU)2017/746:
Innsatte avsnitt Tiltenkt bruker, Presisjon, Lymfocyttisk gjenvinning og
renhet, Tilleggsinformasjon, Revisjonshistorie
Innsatt informasjon Se avsnittene Advarsler og forholdsregler, Oppbevaring
og stabilitet, Begrensninger
Oppdaterte avsnitt Advarsler og forholdsregler, GHS-fareklassifisering,
Oppbevaring og stabilitet, Tegn pa forringelse,
Prosedyre, Ytelse
Fjernede avsnitt Reproduserbarhet innenfor laboratoriet
Symbolforklaring

Symbolordliste er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Reagenssi 1 Reagenssi 2

Kiinnitysaine Permeabiliteettiaine
Koostumus Neste Neste
Vaikuttava aine Formaldehydi Saponiini
Tilavuus 5 mi 5 mi
Ampullien maara 3 ampullia 3 ampullia
Tilavuus testia kohti 100 ul 100 pl

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testia; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml / testi

Diagnostiseen In Vitro -kayttoon

KAYTTOTARKOITUS

IntraPrep koostuu kahdesta kayttdvalmiista reagenssista, jotka saavat aikaan lapaisevyytta leukosyyttien sytoplastisessa
kalvossa, mikd mahdollistaa solunsisaisten ja -ulkoisten antigeenisten determinanttien ilmentdmisen monoklonaalisten
fluoresoivien vasta-aineiden avulla. IntraPrepia kaytetdan biologisten naytteiden valmistamiseen analysointia varten
virtaussytometrialla. Se on optimoitu minimoimaan epaspesifinen varjaytyminen tassa analyysityypissa (1,2,3,4).

PERIAATE

Ensimmaisena vaiheena solut kiinnitetddn reagenssilla 1. Pesun jalkeen suoritetaan permeabilisointi reagenssilla 2
ja jaljelle jaavat erytrosyytit lyysataan. Tassd vaiheessa solut joutuvat kosketuksiin konjugoitujen monoklonaalisten
vasta-aineiden kanssa, jotka ovat spesifisia solunsisaisille antigeenideterminanteille. Taman jalkeen leukosyytit analysoidaan
virtaussytometrialla.

Pinta-antigeenisten determinanttien iimentaminen on kuitenkin edelleen mahdollista. Tassa tapauksessa kyseiset konjugoidut
monoklonaaliset vasta-aineet inkuboidaan ennen kiinnitysta.

Virtaussytometri mittaa valonhajontaa ja solujen fluoresenssia. Sen avulla on mahdollista paikantaa kiinnostuksen kohteena
oleva populaatio pylvaskaavioon maaritetyssa elektronisessa ikkunassa, jossa ortogonaalinen valonhajonta (sivusironta
eli SS) vastaa kapean kulman valonhajontaa (eteenpéinsironta eli FS). Muita sytometrin kahta eri parametria yhdistavia
pylvaskaavioita voidaan kayttda rajaamisvaiheen tukena kayttajan valitseman sovelluksen mukaan.

Rajattujen solujen fluoresenssi analysoidaan, jotta positiivisesti varjaytyneet tapahtumat voidaan erottaa varjaytymattémista
tapahtumista. Tulokset ilmaistaan positiivisten tapahtumien prosenttimaarédnd suhteessa kaikkiin rajauksella kerattyihin
tapahtumiin.

KAYTTOTARKOITUKSEN MUKAINEN KAYTTAJA

Tama tuote on tarkoitettu ammattimaiseen laboratoriokayttéon.

NAYTTEET

Laskimoveri- tai luuydinnaytteet on otettava kayttéaen steriileja putkia, joissa on antikoagulanttina EDTA-suolaa, ACD:ta tai
hepariinia.

Naytteet on sailytettdva huoneenlammdssa (18-25 °C), eika niitd saa ravistaa. Nayte on homogenoitava sekoittamalla
hellavaraisesti ennen testinaytteen ottamista.

Naytteet on analysoitava 24 tunnin sisalla laskimopunktiosta.

VAROITUS JA VAROTOIMET
1. Al3 kayta reagenssia viimeisen kayttopaivan jalkeen.
Ei saa jaatya.
Minimoi altistuminen valolle.
Valta reagenssien mikrobikontaminaatiota, muutoin vaarana ovat virheelliset tulokset.
Reagenssi 1 sisaltda formaldehydia. Formaldehydi on toksista ja allergeenista. Sité pidetdan karsinogeenisend aineena.

o gk wbd

Reagenssi 2 sisaltda natriumatsidia (NaN,). Sitd on kasiteltdva varoen. Sita ei saa niella, ja sen joutumista iholle,
limakalvoille ja silmiin on valtettdva. Lisaksi happamassa liuoksessa natriumatsidi voi muodostaa mahdollisesti
vaarallista hydratsoehappoa. Jos reagenssi on havitettava, se on suositeltavaa laimentaa suureen vesimaaraan ennen
sen kaatamista viemariin, jotta natriumatsidia ei paase kertymaan metalliputkiin ja valtetdan rajahdysvaara.

7. Kaikkia verindytteitd on pidettava mahdollisesti tartuntavaarallisina, ja niitd on kasiteltava varovaisesti (erityisesti on
muistettava suojakasineiden, -pukujen ja -lasien kaytto).

8. Ala koskaan pipetoi suulla ja valta naytteiden kaikkea kosketusta ihoon, limakalvoihin ja silmiin.
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9. Veriputket ja kasittelyyn kaytetyt kertakayttdiset materiaalit on havitettava poltettaviksi tarkoitetuissa ad hoc -astioissa.
10. Reagenssit ja jatteet on havitettava paikallisten vaatimusten mukaisesti.

GHS-VAARALUOKITUS

Reagenssi 1: Kiinnitys

Haitallista nieltyna.

Voi olla haitallista ihokosketuksessa.

Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja silmia

vaurioittavaa.

Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.

Epailldan aiheuttavan perimavaurioita.

Aiheuttaa sydpasairauden vaaraa.

Vahingoittaa elimia.

Lue erityisohjeet ennen kayttda.

Kaytettava suojakasineitd, suojavaatetusta ja

suojalaseja tai kasvosuojusta.

P303+P361+P353 JOS IHOLLA (tai hiuksissa): huuhtele iho vedella.

P305+P351+P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo
huolellisesti vedelld usean minuutin ajan.
Poista piilolinssit, jos tehtavissa helposti. Jatka
huuhtomista.

P310 Ota valittdmasti yhteys

MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkariin.

Metanoli 1 -2 %

Formaldehydi 5 - 10 %

VAARA
H302
H313
H314
H317
H341
H350
H370
P201
P280

Kayttéturvallisuustiedote on saatavana osoitteessa beckman.com/techdocs

SAILYTYS JA STABILITEETTI

IntraPrep sailytetaan 18-25 °C:n lampdtilassa.

Suljetun ampullin stabiliteetti: reagenssi on stabiili 517 paivan ajan.
Avatun ampullin stabiliteetti: reagenssi on stabiili 90 paivan ajan.
Katso erdkohtainen analyysitodistus osoitteesta www.beckman.com.

MERKIT PILAANTUMISESTA

Mahdolliset muutokset reagenssin fyysisessa ulkonddssa voivat viitata huonontumiseen, eika reagenssia saa talldin kayttaa.

Jos tarvitset lisatietoja tai jos sait vahingoittuneen tuotteen, soita Beckman Coulter -asiakaspalveluun numeroon 800 742 2345
(USA ja Kanada) tai ota yhteyttd Beckman Coulterin paikalliseen edustajaan.

SISALTO

Natriumatsidi-sailéntaaine saattaa muodostaa rajahtavia yhdisteitd metallisissa viemariputkissa. Katso NIOSH Bulletin:
Explosive Azide Hazard (16.08.1976).

Huuhtele viemariputket vedelld laimentamattoman reagenssin poiston jalkeen mahdollisen atsidiyhdisteiden keraantymisen
estdmiseksi. Havitd natriumatsidi asianmukaisten paikallismaaraysten mukaisesti.

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA El TOIMITETA SARJAN MUKANA:
* Naytteenottoon tarvittavat naytteenottoputket ja materiaalit.
+ Automaattiset pipetit, joissa kertakayttokarjet 10, 20, 50, 100 ja 500 pl.
*  Muoviset hemolyysiputket.
» Spesifiset monoklonaaliset vasta-aineet (mAb).
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Negatiiviset kontrollit.

Leukosyyttien kiinnitysreagenssi. Esimerkiksi: 10Test 3 -fiksatiiviliuos (viite A0O7800).
Puskuri (PBS: 0,01 M natriumfosfaattia, 0,145 M natriumkloridia, pH 7,2).

Sentrifugi.

Automaattinen sekoitin (Vortex-/pydrretyyppinen).

Virtaussytometri.

MENETTELY

A —

Intrasytoplasminen varjays

Naytteen punasolumaaran on oltava pienempi kuin 6 x 10° solua/pl (6 x 102 solua/l). Laimenna tarvittaessa PBS:lIa.

Naytteen leukosyyttimaaran on oltava pienempi kuin 5 x 10%/ul (5 x 10%/1). Laimenna tarvittaessa PBS:lIa.

Jokaiselle analysoidulle naytteelle voidaan testiputken lisdksi kayttaa yhta kontrolliputkea, jossa solut sekoitetaan valittua
varjaysta vastaavan negatiivisen kontrollin kanssa.

1.

NS gk wd

© ®

11

Lisda 50 pl testinaytettd kuhunkin putkeen.

Lisda 100 ul reagenssia 1 kuhunkin putkeen. Sekoita vorteksilla voimakkaasti ja valittdmasti jokaisen lisdyksen jalkeen.
Inkuboi 15 minuuttia huoneenlammdssa (18-25 °C).

Lisda 4 ml PBS:43 jokaiseen putkeen.

Sentrifugoi 300 x g 5 minuutin ajan huoneenlammadssa.

Poista supernatantti aspiroimalla.

Lisaa 100 pl reagenssia 2 kuhunkin putkeen. ALA SEKOITA VORTEKSILLA, jaté reagenssi 2 sekoittumaan luonnollisesti
solupellettiin.

Inkuboi 5 minuutin ajan huoneenlammadssa (18-25 °C), ALA RAVISTA.
Ravista hitaasti kasin 2—3 sekuntia.

.Lisdd kuhunkin testiputkeen tarvittava maard monoklonaalista vasta-ainetta (mAb) (joka on spesifistd

intrasytoplasmiselle antigeenideterminantille) ja tarvittaessa kuhunkin kontrolliputkeen soveltuva maara negatiivista
kontrollia.

. Sekoita varovaisesti pyorresekoittimella putki kerrallaan.
12.
13.
14.
15.

Inkuboi 15 minuuttia huoneenlammaossa (18-25 °C) valolta suojattuna.
Lisda 4 ml PBS:aa jokaiseen putkeen.
Sentrifugoi 300 x g 5 minuutin ajan huoneenldmmadssa.

Poista supernatantti aspiroimalla ja suspendoi solupelletti uudelleen kayttamalla 0,5 tai 1 ml I0Test 3 -fiksatiiviliuosta
(viite AO7800) sen tydskentelypitoisuudella (1-kertainen). Nain kiinnitetyt valmisteet voidaan sailyttdad 2-8 °C:ssa ja
valolta suojattuna 24 tuntia.

B - Intrasytoplasminen ja membraaninen varjays
Naytteen punasolumaaran on oltava pienempi kuin 6 x 10° solua/pl (6 x 102 solua/l). Laimenna tarvittaessa PBS:lIa.

Naytteen leukosyyttimaaran on oltava pienempi kuin 5 x 10%/ul (5 x 10%/1). Laimenna tarvittaessa PBS:lIa.

Jokaiselle analysoidulle naytteelle voidaan testiputken lisaksi kayttaa yhta kontrolliputkea, jossa solut sekoitetaan valittua
varjaysta vastaavan negatiivisen kontrollin kanssa.

1.
2.

© N OOk~ w

Lisda 50 pl testinaytetta kuhunkin putkeen.

Lisdd kuhunkin testiputkeen tarvittava maara monoklonaalista vasta-ainetta (mAb) (joka on spesifista
kalvoantigeenideterminantille) ja tarvittaessa lisaa kuhunkin kontrolliputkeen soveltuva maara negatiivista kontrollia.

Sekoita varovaisesti pyorresekoittimella putki kerrallaan.

Inkuboi 15 minuuttia huoneenlammaossa (18-25 °C) valolta suojattuna.

Lisda 100 ul reagenssia 1 kuhunkin putkeen. Sekoita vorteksilla voimakkaasti ja valittdmasti jokaisen lisdyksen jalkeen.
Inkuboi 15 minuuttia huoneenldammdssa (18-25 °C).

Lisda 4 ml PBS:aa jokaiseen putkeen.

Sentrifugoi 300 x g 5 minuutin ajan huoneenlammadssa.

Poista supernatantti aspiroimalla.
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10. Lisaa 100 pl reagenssia 2 kuhunkin putkeen. ALA SEKOITA VORTEKSILLA, jata reagenssi 2 sekoittumaan luonnollisesti
solupellettiin.

11. Inkuboi 5 minuutin ajan huoneenlammdssé (18-25 °C), ALA RAVISTA.
12. Ravista hitaasti kasin 2—-3 sekuntia.

13. Lisdd kuhunkin testiputkeen tarvittava maard monoklonaalista vasta-ainetta (mAb) (joka on spesifista
intrasytoplasmiselle antigeenideterminantille) ja tarvittaessa kuhunkin kontrolliputkeen soveltuva maara negatiivista
kontrollia.

14. Lisaa jokaiseen kontrolliputkeen 20 pl isotyyppista kontrollia.

15. Sekoita varovaisesti pyorresekoittimella putki kerrallaan.

16. Inkuboi 15 minuuttia huoneenldammdssa (18—-25 °C) valolta suojattuna.
17. Lisaa 4 ml PBS:aa jokaiseen putkeen.

18. Sentrifugoi 300 x g 5 minuutin ajan huoneenlammadssa.

19. Poista supernatantti aspiroimalla ja suspendoi solupelletti uudelleen kayttdamalla 0,5 tai 1 ml IOTest 3 -fiksatiiviliuosta
(viite A07800) sen tyoskentelypitoisuudella (1-kertainen). Nain kiinnitetyt valmisteet voidaan sailyttaa 2—-8 °C:ssa ja
valolta suojattuna 24 tuntia.

SUORITUSKYKY

Suorituskykytiedot saadaan edelld kuvatulla menetelmallda kayttamalla alle 24 tunnin ikaisistd naytteistd, jotka on
aiemmin keratty steriileihin putkiin, joissa antikoagulanttina on EDTA-suola. Analyysi suoritetaan 2 tunnin kuluessa
immunovarjayksesta.

TARKKUUS

Prosentuaaliset positiiviset arvot maaritettiin kayttdamalla kokoverta ja luuydinta. Jokainen nayte kasiteltiin 4 kertaa, kahdesti
paivassa 1 paivana 2:ssa eri laitteessa kayttamalla 2:ta eri erda IntraPrep-permeabilisointireagenssia. Mittaukset (%
positiivisia) tehtiin Navios-virtaussytometrilla. Analyysi tehtiin perustuen CLSI-menetelmaan EP5-A2: Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods (Kvantitatiivisten mittausmenetelmien tarkkuussuorituskyvyn arviointi).

Hyvaksyntakriteerimme on riippuvainen kussakin populaatiossa mitattujen positiivisten tapahtumien maarasta:
» Jos tapahtuma on positiivinen < 1 500, CV <15 %
» Jos tapahtuma on positiivinen > 1 500, CV < 10 %

Kokoveri, EDTA:

CD45/CD14-kalvoviérjidys = lymfosyyttinen puhtaus
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 8877

Kayttajien valinen Sytometrin Erén Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 kalvovirjays = lymfosyyttinen palautuminen
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 8877

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Monosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 1070

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Granulosyyttien intrasytoplasminen virjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 13246

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisainen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Kokoveri,

HEPARIINI:

CD45/CD14-kalvovirjdys = lymfosyyttinen puhtaus

Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 6824

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisainen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 kalvovirjiys = lymfosyyttinen palautuminen
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 6824
Kayttajien valinen Sytometrin Erén Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Monosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 961
Kayttajien valinen Sytometrin Erén Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Granulosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 20742
Kayttajien valinen Sytometrin Erén Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Kokoveri, ACD:
CD45/CD14-kalvovaérjdys = lymfosyyttinen puhtaus
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 12355
Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisainen
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 kalvovarjiys = lymfosyyttinen palautuminen
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 12355
Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen siséinen vélinen vélinen siséinen
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Monosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 1483
Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen siséinen vélinen vélinen sisdinen
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Granulosyyttien intrasytoplasminen virjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 32715
Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen siséinen vélinen vélinen sisdinen
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Luuydin, EDTA:
CD45/CD14-kalvovirjidys = lymfosyyttinen puhtaus
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 8808
Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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CD45/CD14 kalvovarjiys = lymfosyyttinen palautuminen
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 8808

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Monosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 2212

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Granulosyyttien intrasytoplasminen varjays
anti-myeloperoksidaasi-FITC:lla
Positiivisten tapahtumien maara (keskiarvo) = 33181

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisainen valinen valinen sisdinen
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMFOSYYTTINEN PUHTAUS JA PALAUTUMINEN

Lymfosyyttien puhtautta ja palautumista on arvioitu CDC:n suositusten mukaisesti (5). Kymmenelta terveeltd luovuttajalta
EDTA:han, hepariiniin ja ACD:hen keratyt verinaytteet ja viisi luuydinnaytettd merkittiin monoklonaalisten CD45-FITC- ja
CD14-PE-vasta-aineiden seoksella. Palautumisen ja puhtauden keskiarvot ja vaihteluvalit esitetdan seuraavissa taulukoissa:

Kokoveri, EDTA:

Parametri Palautuminen Puhtaus

Keskiarvo 93,6 89,7

Min./maks. 86,1 / 97,6 83,5/ 95,5

Kokoveri, HEPARIINI:

Parametri Palautuminen Puhtaus

Keskiarvo 94,3 87,6

Min./maks. 84,9 /97,7 81,5/ 94,3
Kokoveri, ACD:

Parametri Palautuminen Puhtaus

Keskiarvo 94,2 94.6

Min./maks. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
Luuydin, EDTA

Parametri Palautuminen Puhtaus

Keskiarvo 80,7 71,8

Min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

RAJOITUKSET

1. Virtaussytometrialla saadut tulokset voivat olla virheellisia, jos sytometri on kohdistettu epatarkasti, jos
fluoresenssivuotoja ei ole kompensoitu oikein ja jos alueita ei ole sijoitettu tarkasti.

2. Tietyt antigeeniset determinantit voivat olla herkkia formaldehydille tai saponiinille. Jokaisen laboratorion on validoitava
monoklonaalisten vasta-aineiden kayttéehdot.

3. Tulokset oivat tarkkoja ja toistettavissa, kunhan kaytetyt menetelmat ovat teknisen selosteen mukaisia ja noudattavat
hyvia laboratoriokaytantoja.

4. Tama reagenssi on optimoitu siten, ettd saadaan paras spesifisen ja epaspesifisen signaalin suhde. Siksi on tarkeaa
noudattaa reagenssin tilavuuden / leukosyyttien ja erytrosyyttien maaran suhdetta jokaisessa testissa.

5. Jos kyseessa on hypersellulaarisuus, laimenna nayte PBS:3an siten, etta saat pitoisuudeksi alle 5 x 10° leukosyyttid/l ja
alle 6 x 10" punasolua/l (6).

6. Tietyissa sairaustiloissa, kuten vaikeassa munuaisten vajaatoiminnassa tai hemoglobinopatioissa, punasolujen
hajoaminen voi olla hidasta, epataydellista tai jopa mahdotonta. Tassa tapauksessa yksitumaiset solut on suositeltavaa
eristdd kayttdmalla tiheysgradienttia (esimerkiksi Ficoll) ennen varjaysta (7).

Katso esimerkkeja ja viitteita liitteesta.
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TAVARAMERKIT

Beckman Coulter, tyylitelty logo ja tdssa mainitut Beckman Coulter -tuotteiden ja palveluiden merkit ovat Beckman Coulter,

Inc:in tavaramerkkeja tai rekisterdityja tavaramerkkeja Yhdysvalloissa ja muissa maissa.

LISATIETOJA

Potilaalle / kayttajalle / kolmannelle osapuolelle Euroopan unionin alueella ja maissa,
saantelyjarjestelma (in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettuja 1aakinnallisia laitteita koskeva asetus 2017/746/EU): jos taman
laitteen kaytdn aikana tai sen kaytdn seurauksena on tapahtunut vakava tapahtuma, ilmoita siitd valmistajalle ja/tai

valmistajan valtuutetulle edustajalle seka kansalliselle viranomaiselle.

TARKISTUSHISTORIA

[VERSIO AF:

Julkaisupaiva: Tammikuu 2021

VERSIO AW:

Paivitetty noudattamaan Beckman Coulterin
maailmanlaajuista merkintdmenettelya ja IVD-R
(EU)2017/746 -standardin vaatimuksia:

Lisatyt osat

Kayttotarkoituksen mukainen kayttaja, Tarkkuus,
Lymfosyyttinen palautuminen ja puhtaus, Lisétietoja,
Tarkistushistoria

Lisatyt tiedot

Katso osiot Varoitus ja varotoimet, Sailytys ja
stabiliteetti, Rajoitukset

Paivitetyt osat

Varoitus ja varotoimet, GHS-vaaraluokitus, Sailytys ja
stabiliteetti, Merkit pilaantumisesta, Menettely, Suorituskyky

Poistetut osat

Laboratorionsisainen toistettavuus

Symboliluettelo

Symbolisanasto on saatavana osoitteessa beckman.com/techdocs (asiakirjan numero B60062)
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AvTidpaoTipio 1 AvTidpaoTipio 2
STEPEWTIKO BIGAUUa AlgAupa d1aTTEPATOTNTOG
Mopen Yypry Yypry
ApaoTiKA ouaia Doppahdeiidn 2aTTwvivn
TOMOZ 5 mL 5 mL
ApIBUOS @IaAIdiwV 3 @laAidia 3 @laAidia
Oykog avd dokipacia 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 Sokipaaieg, 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL / dokiyacia

MNa in vitro d1ayvwoTIKA XpARon

NMPOBAEMNOMENH XPHZH

To IntraPrep trepiAauBavel dUo avTiOPaCTrPIa ETOIUA TTPOG XPAON TTOU ETTITPETTOUV TN SIATTEPATOTNTA TNG KUTTAPOTTAGCGHUATIKAG
MEVBPAVNG TwV AEUKOKUTTAPWY YIa Tnv £KePaon, HECW @BOoPICOVIWY HOVOKAWVIKWY aAvTIOWUATWY, €VOOKUTTAPIKWY
QVTIYOVIKWYV KaBopioTwy. To IntraPrep xpnoiyoTtrolgital yia TNV TTPOETOINACIA TWV BICAOYIKWY SEIYUATWY TTOU TTPOoOoPIfovTal
yla av@Auon pECow KUTTAPOUETPIag porg. 'Exel BeATIOTOTTOINBEI yia va eAaXIOTOTTOIET TIG N £EEIDIKEUPEVEG ONUAVOEIG O€ QUTOU
Tou €idoug TIg avaAuoeig (1,2,3,4).

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

Ta KUTTOPO OTEPEWVOVTAI O€ TTPWTN QPACN WE To avTidpacTrpio 1. MeTd atd TAUGoN, yivovTal diatrepatd Pe To avTidPaaThpIo 2
Kol AUOT TwV £pUBPWV KUTTAPWY. Z€ auTO To BAUA, Ta KUTTAPA £PXOVTAl € ETTAPN HE Ta CUCEUYHEVA JOVOKAWVIKE QVTICWHATA,
e€eIBIKEUPEVA TWV EVOOKUTTOPIKWYV AVTIYOVIKWYV KaBopioTwv. MeTd, Ta AcuKOKUTTapa avaAUovTal JEOw KUTTAPOMETPIag PorG.

Qotéo0o Tapapével duvarh N EKQPACN ETTIPAVEIAKWY AVTIYOVIKWY KABOPICTWY. Z€ QUTH TNV TTEQITITWON, TA €EEIDIKEUPEVA
ouleuyuéva JOVOKAWVIKA avTiowuaTta eTTwdalovTal TTpIv atrd 10 aTAdI0 aTEPESTNTAG.

O KuTTapOopETPNTAG PONG PETPAEI TN BIAXUCH TOU QWTOG OTTWG Kail Tov @BopIouS Twv KUTTApwV. ETTITPETTEl TOV TTEPIOPICUO TOU
TTANBUCOU OTOXOU OTO ECWTEPIKO VOGS NAEKTPOVIKOU TTapaBUpou, TTou OpifeTal O€ VA IOTOYPAU O TTOU GUOXETICEI TNV TTAGYIa
okédaon ("Side Scatter" ) SS) pe Tnv TPpdoBIa okEdaaon (“Forward Scatter” | FS). AAa 10TOYpdupaTa TToU ouvduddouv dUo
atrd TIG SI00E01UEG DIAPOPETIKESG TTAPAUETPOUG TOU KUTTAPOWETPNTH) ITTOPOUV £EiI00U va XpnNoIUoTToin8oUv UTTOOTNPIKTIKA KATA
TO OTABIO TOU NAEKTPOVIKOU TTEPIOPICHOU PECW TNG EQAPUOYNG TTOU ETTIAEYEI O XPrOTNG.

O @BopIopudS TWV OPIOBETAPEVWY KUTTAPWY OVAAUETAI TTPOKEIPEVOU Va gival duvaTh n dIAKpIon PETAEU TwWV BETIKA CNUOACUEVWV
OUMBAVTWY KAl TWV PN CNUAoPEVWY GUpBavTwy. Ta atroTeEAETPATA EKQPACOVTAl WG TTOCO0TO TwV BETIKWV CUUBAVTWY O€
oxéon Me To oUVOAO Twv CUPBAVTWY TTou EARPBnCav atrd Tnv oploBETnon.

NMPOBAEINMOMENOZXZ XPHXTHZ
AUTS TO TTPOIGV TTPOOPICETAI YIA ETTAYYEAUATIKY EPYOCTNPIOKA XPAOoN.
AEIrMATA

Ta deiypata GAeBIKOU aipgaTog 1 JUEAOU TWV OOTWV TTPETTEI VA SIATNPOUVTAI O€ ATTOOTEIPWHEVA CWANVAPIA TTOU TTEPIEXOUV
ahag EDTA 3 ACD 1 nmapivn wg avTITINKTIKO.

Ta deiypara diatnpouvtal o€ Bepuokpaacia TepIBaAovTog (18 — 25 °C) kal xwpig avakivnan. MNpiv ammé tn dokipaoTiky Afyn
ouvioTaTtal n ohoyevoTTroinan Tou deiyuaTtog NEow ATTIOG avakivnong.

Ta deiypata TpETTEl va avaAlovTal evTog 24 wpwv atrd Tn GAeBokEvTnon.

MPOEIAOINOIHZH KAI MPO®YAAZEIX
1. Mn xpnoiyoTtrolgite TO avTIOPAOTHPIO PETA TNV NUEPOUNVia ARENG.
Mnv kaTayuyeTe.
EAaxioTotroinoTe Tnv €kBecn 0TO PWG.
Atro@uyeTe TN PIkpoRlakA HOAUvVan Twy avTIOpacTNpiwy, dIAPOPETIKG EVOEXETAI VO TTPOKUWOUV WeUd) aTToTEAETUATA.

To avTidpacTrpio 1 TTePIEXEl POPUAADETdN. H @opuaAdeilion eival TOEIKA Kal aAAEpyloyovog. OewpeiTal KapKIvOoyodvog
TTapdyovTag.

6. To avmidpacTipio 2 Trepiéxel adidlo Tou vatpiou (NaN;). Tpétrel va 10 xeIpiCeoTe Pe TTPoCgoxr. Mnv €I0TIVEETE Kal
ammo@eUyeTe KABE €TTa® PE TO OEPUA, TOUG PBAevvoydvoug kal Ta PaTia. AkOpn, og 6&ivo TrepIBaAAov, To adidio Tou
vaTtpiou PTTopei va oxnuatiosl udpolwikd ofu Tou eival Bavd emmkivbuvo. Edv eival atrapaitntn n améxuon Tou
avTiIdpaoTnEiou, CUCTAVETAI N ApPAiwaoTr Tou o€ HEYAAO OYKO VEPOU TTPIV ATTO T PiYn TOU OTOUG aywyous UdATwY, WOTE
va atmo@euxBei N cucowpeuon NaN3 oToug peTaAAIKOUG aywyoUgs Kal va TTpoAn@Bei o Kiviuvog £kpnéng.

o~ w0 N
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7. Tlpétel va Bewpeite 6Aa Ta dciypaTa aigaTog dUVNTIKG PJOAUCUATIKG Kal va Ta XEIpileoTe e TTpoaoxn (€1I0IKOTEPA: va
POPATE TTPOCTATEUTIKA YAVTIA, TTODIEG KAl YUOAIG).

8. Mnv XpnNOCIUOTIOIEITE TTOTE TTITTETA [E TO OTOUA KOl ATTOPEUYETE KAOE ETTAQPN TWV OEIYUATWYV HE TO OEPUA, TOUG BAEVVOYOVOUG
KOl Ta JAaTIaL.

9. Ta cwAnvdpia aigaTog Kal To UAIKG piag XpAoNG TTou XPNOIYOTTOIoUVTaIl VIO TOV XEIPIOPO TTPETTEl VA ATTOPPITITOVTAI GE
€101KG SoxEia TTOU TTPOOPICOVTal YIO ATTOTEPPWAN.

10. Ta avnidpacTripla Kal Ta aTTORANTA TTPETTEI VA ATTOPOKPUVOVTAl CUPQWVA PE TIG TOTTIKEG ATTAITHOEIG.
TAZINOMHZH ENMIKINAYNOTHTAZ KATA GHS

AvtidpaoTripio 1: KINAYNOZ
2106€poTToinon

SO

H302 EmBAaBég o€ TePITITWON KATATIOONG.

H313 Evoéxetal va givar emBAaBEG KATA TNV ETTAQN WE
10 Oépua.

H314 MpokaAei coBapd depuatik@ eykaUpuata Kal
0POaAUIKEG BAGBEG.

H317 MTropei va TTpokaAéael aANepyIkr) OEPUATIKA
avtidpaon.

H341 "YTTOTITO IO TTPOKANCN YEVETIKWYV EAATTWUATWV.

H350 MTTOpEi va TTPOKOAEDEI KOPKiVO.

H370 MpokaAei BAGReg oTa dpyava.

P201 E@odiaoTeite pe TIG €10IKEG OdNYiEG TTPIV ATTO TN
xpnon.

P280 Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA YAVTIA, TIPOOTATEUTIKA

€vOUUOTA Kal JECO ATOUIKNG TTPOCTACIOG YIA TA
MATIO/TO TTPOCWTTO.
P303+P361+P353 XE MNEPINTQXH EMA®PHZ ME TO AEPMA (A pe
Ta JOANIQ): EETTAUVTE TNV €TTIOEPUIOA PE VEPOD.
P305+P351+P338 XE MEPINTQXZH EMNA®HZ ME TA MATIA:
EeTTAUVETE TTPOCEKTIKA HE VEPO VIO GPKETA AETTTA.
Edv utrdpyouv @akoi eTTagng, a@aipEaTe TOUG,
€QOOOV gival EUKONO. ZUVeEXIOTE va EETTAEVETE.
P310 KaAéoTe apéowg 1o KENTPO AHAHTHPIAZEQN
n évav yiarpo.
MeBavoAn 1 - 2%
Dopuardeldn 5 - 10%

To ®UAMoO Aedopévwv AopdaAeiag gival diaBéoiyo otn dielBuvan
beckman.com/techdocs

OYAA=H KAI ZTAGEPOTHTA

To IntraPrep diatnpeital otoug 18-25 °C.

2100epbTNTA KAEIOTOU QIaAIBiIOU: TO avTiIdPaCTAPIO TTapauével oTaBepd yia 517 nuépeg.
>1aBepoTnTa avoixToU QioAidiou: To avTIOpaaThpIo TTapauével oTabepo yia 90 nuépeEG.
Agite 10 €101K6 yIa TNV TTAPTIOA TTIOTOTTOINTIKG avdAuong oTn dielBuvon www.beckman.com.

ENAEIZEIZ AAAOIQZHZ

OTroiadn1oTe PETABOAN aTNV P@AvIoN Twv avTidpacTnpiwv gival TOavé va uttodeikvUel aAAoiwan Kal TO avTIOPACTHPIO deV
Ba TTPETTEl VO XPNOIUOTIOIEITAl.
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MNa em Aéov TTANPoQOpPIEC | O€ TTEPITITWON TTAPAAARAS EAATTWHATIKOU TTPOIOVTOG, ETTIKOIVWVACTE ME TNV UTTNPETIa
eCuttnpétnong treAatwv TG Beckman Coulter o1o 800-742-2345 (yia HIMA ka1 Kavadd) A ye Tov TOTMKS avTITTpOoWTTO TG
Beckman Coulter.

NMEPIEXOMENA

To ouvtnpenTIkd agidiou Tou vaTpiou PTTOPEI VO OXNUATIOEl EKPNKTIKEG EVWOEIG OTOUG JETAANIKOUG ATTOXETEUTIKOUG aywyoug.
Acite 1o evnuepwTikd OeATio Tou NIOSH: Explosive Azide Hazard (Kivduvog ékpnéng alidiou) (16/8/76)

MNa va atmo@uyeTe TNV evOEXOUEVN CUCCWPEUON EVWOEWV afIdiou, va eKTTAEVETE TOUG OWARVES aTTOBAATWY PE vEPO HETA
TNV amTéppIYn un apaiwpévou avtidpacTtnpiou. H amdppiwn Tou agidiou Tou vatpiou TTPETTEl va YivETal OUNQWVA PE TOUG
QVTIOTOIXOUG TOTTIKOUG KAVOVIOUOUG.

AMNAPAITHTA YAIKA MNMOY AEN NAPEXONTAI ME TO KIT:
*  2ZwARveg delypaToAnyiag Kai UAIKO TToU gival atrapaitnTo yia Tn dsiypaToAnyia.
* Autdpareg TITTETTEG Kal EI0IKA pAU®N PIag XprRong yia Tn Anwn rooothtwy éykou 10, 20, 50, 100 kai 500 pL.
*  [AaoTik&d cwAnvdpia aluéAucng.
+ ECeidikeupéva pyovokAwvikd avtiowuata (MA).
* Apvnrtikoi éAeyxol.
* AvTI®paaThPIO HoVIPOTIoINoNG AcukokuTTapwy. MNa apddeiyua: AidAupa povigotroinong I0Test 3 (Ref. A07800).
*  PubpioTiké didAupa (PBS: 0,01 M pwoopikd varpio, 0,145 M xAwpiolyo varpio, pH 7,2).
+  duyodkevtpog.
* Autéuartog avadeuTipag (TUTToU TTEPIdIVNONG).
*  Kutrapduerpo pong.
AIAAIKAZIA

A - EVOOKUTTAPOTTAQCHATIKH) Opavon

H 1ToodtnTa TWV €PUBPWYV KUTTAPWY TToU BpiokovTal aTo deiyua TTPETTEl va gival katwTtepn Twyv 6 x 10° avd uL (6 x 10'?/L).
ApaiwoTe av xpelaletal ye PBS.

H mToooTnTa TV AEUKOKUTTAPWY TTOU BpickovTal oTo deiyua TTpETTEl va gival KaTtwTepn Twv 5 x10%/uL (5 x 10%L). ApaiwaTe av
xpeialetal ye PBS.

MNa kaB¢ deiypa Tou avaAueTal, EKTOS TOU CwANvapiou eEETACNG, UTTOPET va TTPOCTEDE Eva GWANVAPIO JAPTUPA HEGA GTO OTTOI0
avapelyvuovTal Ta KUTTaPa TTaPOUCia ToOU apvnTIKOU JAPTUP, TTOU AVTIOTOIXE TNV €I0IKA XpWwaon TTou €TTIAEXONKE.

1. MpooBéoTe 50 L Tou e€eTadduevou deiyuatog o€ KABe cwAnvapio.

2. lpooBéoTe 100 pL avmidpaoctnpiou 1 o€ kGBe cwAnvdplo. MepidivioTe Eviova apéowg PETA aTTd KABE TTPocOrikn.

3. EmwdoTe yia 15 Aemrtd o€ Beppokpacia mepifdAlovTtog (18 — 25 °C).

4. TpooBéoTe 4 mL PBS o¢ kdBe cwAnvapio.

5. Quyokevrpiote ota 300 x g yia 5 AeTrtd o€ Beppokpaaia TEPIBAAAOVTOG.

6. AQaIpEOTE TO UTTEPKEIUEVO PE avappoPnan.

7. TMpooBéote 100 pL Tou avmidpacTnpiou 2 oe kGBe cwAnvdapio. MHN MEPIAINIZETE, agAoTte T0 avTidpacThpio 2 va
dlaxuBei e Quaikd TPOTIO GTO KUTTAPIKO iCnua.

8. EmwadoTe yia 5 Aetrtd o€ Beppokpaaia TepIBaAlovTog (18 — 25 °C) XQPIX NA ANAKINHZETE ME VORTEX.

9. AvakivioTe eAa@pd e TO XEpI yIa 2 e 3 BeUTEPOAETTTA.

10. MpooBéoTe TNV atmapaitnTn mocdTnTa MAb (€I0IKG yia €vav e€VOOKUTTAPOTTAGCMATIKO avTIyOVIKO TTPOCdIOPIoTIKO
TTapdyovTa) o€ KABe CWANVAPIO €EETAONG Kal, EAV gival ATTAPAITATO, TNV KATAAANAN TTOGATNTA TOU apvNTIKOU UAPTUPO
o€ KGBe ocwAnvdpio papTupa.

11. AvakiviioTe e vortex KdBe owAnva EexwplioTd.

12. EmwdaoTe yia 15 AeTr1d o€ Beppokpacia dwuartiou (18—25 °C) AeTITd TTPOCTATEUNEVO OTTO TO PWIG.
13. NpooBéote 4 mL PBS o¢ k&Be cwAnvapio.

14. ®uyokevtpioTe ota 300 x g yia 5 AeTrTé o€ Beppokpacia TePIBAAAOVTOG.

15. AttaAAaxBeite atrd 1O UTTEPKEIYEVO SIGAUPA PEOW avappoPnong Kal evaiwprnoTe Eavd 1o KUTTapikd i¢nua o€ 0,5 mL n)
1 mL ZrepewTikoU AlaAuparog IOTest 3 (Kwd. A07800) otn cuykévipwon xprnong tou (1X). Ta Tmapakeudouarta TTou
oTeEPEWBNKav Pe autd Tov TPOTTO dlatnpouvTal HETagu 2 Kal 8 °C Kal HaKpId aTTd £0TiEG WTOS YIa 24 WPEG.
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B - EvOOKUTTOPOTTAQOUATIKA KAl JEMBPAVIKA OHHavon

H 1To06TNTa TWV £PUBPWYV KUTTAPWY TToU BpiokovTal aTo deiyua TTPETTEl va gival katwTtepn Twv 6 x 10° avd pL (6 x 10'?/L).
ApaiwaoTe av xpelaletal ue PBS.

H mmoo6TnTa TV AEUKOKUTTAPWY TTOU BpickKovTal oTo deiypa TTpETTel va gival katwTepn Twv 5 x10%/uL (5 x 10%L). ApaiwaoTe av
xpelaletar ye PBS.

MNa kaB¢e deiypa Tou avaAleTal, EKTOG TOU cwAnvapiou eEETacNG, UTTOPET va TTPOCTEDE Eva GWANVAPIO JAPTUPA HEGA GTO OTTOI0
avauelyvuovTal Ta KUTTOPa TTaPOUCia ToOU apvnTIKOU JAPTUPd, TTOU AvTIOTOIXE TNV €1I0IKA Xpwaon TTou ETTIAEXONKE.

1. MpooBéoTe 50 pL Tou e€eTadduevou deiyuatog ae KABe cwAnvapio.

2. [MpocBéoTe TNV atrapaitntn TooOTNTA MAD (€10IKA YIa évav PEUBPAVIKO avTiyovIKO TTpoadiopiaTiKG TTapdyovTa) o€ KAbe
owAnvdpio &étaong kai, €av amaiTeital, TPooB£aTe TNV KATAAANAN TTOGOTNTA ApvNTIKOU PJAPTUPO 0€ KABe cwAnvépio
MapTUPQ.

AvakiviioTe pe vortex KkaBe ocwAfRva EexwpioTa.

EmwadoTe yia 15 AeTrta o€ Beppokpaaia dwpatiou (18—25 °C) AeTTTa TTPOCTATEUPEVO ATTO TO PWG.

MpooBéoTe 100 pL avmidpaocTnpiou 1 ae kGBe cwAnvdépio. MepidivioTe Eviova auéowg PETA aTTd KABE TTPoaBKN.
Emmwdorte yia 15 Aetrtd o€ Bepuokpaaia mepiBdAlovTog (18 — 25 °C).

MpocbéoTe 4 mL PBS o€ kdBe cwAnvapio.

®GuyokevtpioTte ota 300 x g yia 5 AeTrtd o€ Beppokpacia TepIBAAAOVTOG.

AQaIpEéoTe TO UTTEPKEINEVO PE avappdPnon.

0. NpoaBéoTe 100 pL Tou avTidpacTtnpiou 2 ae kaBe cwhnvdpio. MHN MEPIAINIZETE, agriote T0 avTidpacTriplo 2 va
OlayuBei e QuaIKG TPOTTO GTO KUTTAPIKO iCnua.

11. EmwdoTe yia 5 Aetrtd o€ Bepuokpaacia mepiBaAAovtog (18 — 25 °C) XQPIZ NA ANAKINHEETE ME VORTEX.
12. AvakIvAoTe EAA@PA PE TO XEPI VIO 2 PE 3 DEUTEPOAETTTA.

13. MpooBéoTe TNV atrapaitntn mocdTnTa MAb (£I0IKG Yyia €vav e€vOOKUTTAPOTTAACHATIKO avTIyovikd TTPpoCadIopIoTIKO
TTapdayovTa) o€ kA8 cwAnvapio egétaong kal, €Gv gival amapaitnto, TNV KAtdAANAn TT006TNTA TOU OPVNTIKOU PAPTUPO
o€ K4Be owAnvépio pdptupa.

14. MNMpooBéoTe OTO BOKIPNACTIKO GwARvVa 20 UL 100TUTTIKOU €AEyXOU.
15. AvakiviioTe pe vortex KdBe owArva EexwploTd.

= © ® N oA

16. ETTwdaoTe yia 15 Aemr1d o€ Bepuokpaaia dwuartiou (18—25 °C) AeTITa TTPOCTATEUNEVO ATTO TO PWG.
17. MpooBéoTe 4 mL PBS o€ kaBe cwAnvapio.
18. ®uyokevTpioTe oTa 300 X g yio 5 AeTrTd o€ Beppokpaaia TePIBAAAOVTOG.

19. ATtaAAaxBeite at1rd TO UTTEPKEIUEVO DIGAUPA PECW avappoPnaong Kal evaiwproTe ava 1o KUTTapikd iCnua o€ 0,5 mL n
1 mL Zrepewtikou AlaAupartog IOTest 3 (Kwd. A07800) otn ouykévipwon xpriong tou (1X). Ta TTapakeudoparta TTou
oTEPEWBNKav Pe auto Tov TPOTTO dlatnpouvTal HeTagu 2 kai 8 °C Kal pakpid atrd £0TiEG WTOS YIa 24 WPEG.

AMOAOZH

Ta dedopéva atrédoong Aaufdavovtal ye XprRon Tng diadikagiag TTou TTEPIYPAPNnKE TTapatrdvw o€ deiypata aiyatog nAikiag
MIKPOTEPNG TWV 24 WPWV TTOU CUAAEXBNKAV TTPONYOUUEVWG O€ ATTOOTEIpWHEVA GWANVApIa he ahag EDTA wg avTITinKTIKO.
H avdAuon ekTeAgital evidg 2 wpwv atrd TNV avoooxpwan.

AKPIBEIA

O1 TTooooTIaieG BeTIKEG TINEG TTPOOBIOPIOTNKAV PE XPAON OAIKOU aipatog Kal JueAoU Twv ooTwy. KdaBe deiypa avaAuBnke
4 @opég, 0UO opég TNV NUEPA via 1 nuépa ag 2 dpyava Pe xprion 2 TrapTidwyv avTidpacTnpiou otabepotroinang IntraPrep.
Or1 petpnoeig (% BeTikwy) TTpayuaTotroiBnkav o KUTTapoOueTpo porg Navios. H avdAuon mpayuatotroinke pe Bdon Tn
péBodo CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (AgioAdynon tng amédoong
aKpifeiag yia peBddoUG TTOCOTIKNAG HETPNONG).

Ta kpiTfipla £ykpiong eEapTwvTal aTTd ToV ApIiBUo Twv BETIKWY CUUBAVTWY TTOU PETPWVTAI YIa KEOE TTANBUCO:
* 2 TrepimTwan BeTikoU oupavTog <1.500, <15% CV
* Xe TrepimTwon BeTikou cupBavrog >1.500, <10% CV

EDTA oAikoU aipaTog:

MepBpavikn xpwon CD45/CD14 = Agp@oKUTTAPIKN KaBapoTnTa
Ap1Bu6G BeTIKWV cuuBdaviwv (uéon Tiun) = 8877

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evtog Metagu Metagu Evtog >0voho

KUTTAPOUETPWY TapTidag | TopTidwv | avaAuoewv | avaAuong
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AXN oAikou aipartog:

CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MepuBpavikni xpwon CD45/CD14 = Aeu@OKUTTAPIKI avAKTNON
ApIBUOS BeTIKwV oupBaviwy (uéon Tiun) = 8877
MeTagu XeIpIoTWV MeTagu Evtog MeTagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTAPOUETPWV TTapTidag | TapTidwv | avaAuoewv | avaAluong
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Ev3okuTtTapotrAaouaTiki Xpwon pe avTi-pyughoirepogeiddon-FITC
O€ JOVOKUTTOPO
ApIBUOC BeTIKWV oupBaviwy (uéon Tiun) = 1070
MeTagu XeIpIoTWV MeTagu Evtog MeTagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTAPOUETPWV TTapTidag | TapTidwv | avaAioewv | avaiuong
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EvdokuTTapoTrAaopaTIKA Xpwon HE avTi-pugehoirepogeidaon-FITC
0& KOKKIOKUTTapa
ApIBUOC BeTIKwV cupBdaviwy (uéon TiuR) = 13246
MeTagu XeIpIoTWV MeTagu Evtog MeTagu MeTtagu Evtog >0voho
KUTTOPOUETPWV TopTidag | TapTidwv | avaAloswy | avaAuong
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HMNAPINH oAikoU aipartog:
MepBpavikni xpwon CD45/CD14 = Aep@OKUTTAPIKN KaBapoTnTA
ApIBUSG BeTIKWV GUPPRAVTWY (Uéan Tiur) = 6824
MeTagu xeIpIoTwV MeTagu Evtog MeTagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTAPOUETPWV TapTidag | TapTidwv | avaAioewv | avaAluong
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MepBpavik xpwon CD45/CD14 = Aeu@OKUTTAPIKH) aVAKTNON
Ap1BU6G BeTIKWV cuuBdaviwv (uéon Tiun) = 6824
MeTagu xeipiIoTwv MeTagu Evtég MeTtagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTOPOUETPWV TopTidag | TapTidwv | avaAloswy | avaAuong
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Ev3okutTapotrAaopaTiki Xpwon pe avTi-pyughoirepogeiddon-FITC
O€ _HOVOKUTTOPO
ApIBU6G BeTIKWY cUUBavTwy (uéon Tiun) = 961
MeTagu xeipioTwv MeTagu Evtog MeTtagu MeTagu Evtog 20voho
KUTTAPOUETPWYV TapTidag | TopTidwv | avaAuoewv | avaAuong
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Ev3okuTTapotrAaopaTiki Xpwon pe avTi-yughoirepogeiddon-FITC
O& KOKKIOKUTTOpO
Ap1Bu6¢ BeTIKWV cUUBavTWY (péon TiuR) = 20742
MeTagu xeipioTwv MeTagu Evtog Metagu Metagu Eviog >0voho
KUTTAPOUETPWYV TapTidag | TopTidwv | avaAuoewv | avaAluong
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MeuBpaviki xpwon CD45/CD14 = Ag@OKUTTAPIKI KaBapoTnTa
Ap1Bu6G BeTIKwV cupBdaviwy (uéon TiuR) = 12355
MeTagu xeiploTwv MeTagu Evtog MeTtagu MeTtagu Evrég >0voAo
KUTTOPOUETPWV TopTidag | TapTidwv | avaAloswy | avaAuong
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
ANOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MepBpaviki xpwon CD45/CD14 = Ae@OKUTTOPIKI avAKTHON
Ap1Bu6S BeTIKWV CUPBAVTWY (Péon Tiun) = 12355
MeTagu xeIpIoTwv MeTagu Evtog MeTagu Metagu Evtog >0voho
KUTTOPOUETPWY TTaptidag | tmapTidwv | avaAloewv | avaluong
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Ev3okuTTapotrAaouaTiki Xpwon pe avTi-pyughoirepogeiddon-FITC
O€ JOVOKUTTOPA
Ap1OUOG BeTIKWV GUUBAVTWY (Uéon TIUR) = 1483

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evtog Metagu Metagu Eviog >0voho
KUTTAPOUETPWY TapTidag | TapTidwv | avaAuoewv | availuong
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
AMNOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Ev3oKUTTapOTTAAOHATIKA XpWwon HE avTi-pueAoltrepodelddon-FITC
O€ KOKKIOKUTTOPO
Ap1Bu6g BeTIKWY GUUBAVTWY (péon TIuR) = 32715

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evrog MeTago MeTtago Evrog Z0voho
KUTTAPOUETPWY TapTidag | TopTidwv | avaAuoewv | avaAluong
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
AMNOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

EDTA pugAoU TwV 00TWV:

MepBpaviki xpwon CD45/CD14 = Aep@oKuTTapIK KabapoTnTa
Ap1Bu6G BeTIkwv cuuBdaviwv (uéon Tiur) = 8808

MeTagu xeipiIoTwv MeTagu Evtog MeTagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTOPOUETPWV TopTidag | TapTidwv | avaAloswy | avaAuang
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
AMOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

MeuBpavikn xpwon CD45/CD14 = Aeu@OKUTTOPIKI avAKTNON
ApIBUOC BeTIKwV oupBaviwy (uéon Tiur) = 8808

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evrég MeTagu MeTagu Evrég >0voho
KUTTAPOUETPWV TapTidag | TapTidwv | avaAioewv | avaAluong
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
AMOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

EvdokuTTapoTTAaoMaTIKA Xpwon HE avTi-pugehoirepodeidaon-FITC
O€ JOVOKUTTOPA
ApIBUOC BeTIKWV oupBaviwy (uéon Tiun) = 2212

MeTagu XeIpIoTWV MeTagu Evtog MeTagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTAPOUETPWV TapTidag | TapTidwv | avaAioewv | avaAuong
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

EvdokuTTapoTrAaopaTIKA Xpwon HE avTi-puehoirepogeidaon-FITC
0€ KOKKIOKUTTapO
ApIBUAS BeTIKwV cupBaviwy (uéon Tiun) = 33181

MeTagU XeIpIoTWV MeTagu Evtog MeTtagu MeTagu Evtog >0voho
KUTTOPOUETPWV TopTidag | TapTidwv | avaAloswy | avaAuong
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
AMNOTEAEZMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

AEMOOKYTTAPIKH KAGAPOTHTA KAI ANAKTHZH

H AgpgokuTTapiki kaBapdtnTa Kal avaktnon éxouv aflohoynBei olpewva pe Tig cuaTtdoelg Tou CDC (5). To aipa 10 uyiwv
doTwv TTou uttoARBNKav o€ deiypatoAnyia oe EDTA, nmrapivn kar AXN kai 5 deiypata JueAoU Twv 00TWV €ionUavenkav Pe
éva peiypa povokAwVIKwY avTiowpdTtwyv CD45-FITC kai CD14-PE. O1 pyéoeg TIHEG avAKTNONG Kal KaBapdTnTag, KaBwg Kal To
€0POG TINWYV, TTAPATIOEVTAI OTOUG TTAPAKATW TTIVAKEG:

EDTA oAikouU aiparog

MapdueTpog AvdkTnon KaBapdtnTa
Méagog 6pog 93,6 89,7
EAGY./MEy. 86,1 /97,6 83,5 /95,5
HMAPINH oAikoU aiparog
MapaueTpog Avaktnon KaBapdtnra
Méoog 6pog 94,3 87,6
EAGX./MEy. 84,9 /97,7 81,5/943
AXN oAIkoU dipaTtog
MopdapeTpog AvakTnon KaBaportnra
Méoog 6pog 94,2 94,6
EAGY./Méy. 91,1 /98,5 87,6 /1 97,7
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EDTA pueAoU TwV 00TWV
MapdueTpog AvdkTnon KaBapdtnTa
Méoog 6pog 80,7 71,8
EAGY./MEy. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

MNMEPIOPIZMOI

1.

H kutTapoueTpia pong evoEXETal va TTOPAYEl YEUDH ATTOTEAECUATA AV TO KUTTOPOUETPO BEV Eival CWOTA EUBUYPAUNICUEVO,
av ol BIappoEG PBoPIoHOU BV £XOUV AVTIOTABUIOTEI CWOTA Kal av Ol TTEPIOXEG OEV £XOUV TOTTOBETNOET TTIPOTEKTIKA.

Opiouévol avTiyovikoi KaBopIoTEG UTTOPET va gival euaiabnTol aTnv QopPaAdelidn A TN cattwvivn. KAaBe epyaaTrplo TTPETTE
va ETTIKUPWVEI TOUG 6POUG XPNoNG TwV JOVOKAWVIKWV AVTICWUATWV.

AKpIBA Kal ETTaVOAAYIUG ATTOTEAETUATA TTPOKUTITOUV OTO PETPO TTOU O TEXVIKEG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAl £ival CUUNQWVES
ME TO €VOETO TEXVIKWV 0dNYIWV KAl CUUPBATEG PE TIG OPBEG EPYACTNPIOKES TTPOKTIKEG.

To avTidpacTipio auTtd éxel BeATiIoTOTTOINGEI YIa va TTPOC@EPEl TNV KAAUTEPN OXEan €I0IKAG ofjuavong / un €10IKNg
onuavong. E¢aitiag autou, gival onuavtikd va tnpegital n avaloyia dykog avtidpacTnpiou / apiBuoU AeUKOKUTTAPWYV Kal
EPUBPOKUTTAPWYV Yia K&Be dokiyaaoia.

> TTEPITTTWON UTTEPKUTTAPWONG, apalwaTe To deiypa pe PBS woTe va emtuxete Aiyotepa ammd 5 x 10° AeukokuTTapa/L
ka1 Aiyotepa atd 6 x 10" epubpd kuTTapa/L (6).

2& OpIoPEVEG TTABOAOYIKEG KOATAOTAOEIG, OTIWG N CoRapr] VEPPIKN QAVETTAPKEIA R Ol AINOCQ@aIPIVOTTABEIEG, N AUon
TWV €PUBPWV alpoo@aIpiwy evOEXETAI va gival apyr, ATEANG A KAl AVEQPIKTN. € QUTAV TNV TTEPITITWON, CUVIOTATAI
N ATTOPOVWON TWV HOVOTTUPNVWY KUTTApwV HE diaBdabuion TTukvotntag (yia apddeiyua Ficoll) rpiv atré mn xpwon (7).

Agite 10 MNapdpTnua yia TTapadeiypaTa Kal TTAPATTOUTTEG.
EMMOPIKA THMATA

H emmwvupia Beckman Coulter, To TutroTrOINpéVO AOYOTUTTO KOl T OHATA TTPOIOVTWYV Kal UTTNpeoiwy Tng Beckman Coulter trou
avagépovTal aTo TTapoV ival eUTTopIka onuaTta ] ofuarta katarebévra tng Beckman Coulter, Inc. oTig Hvwpéveg MoAiTeieg kai
0€ GAAEG XWPEG.

NMPOZOETEZ NAHPO®OPIEZ

MNa aoBevi/xprnoTtn/Tpitoug oTnv EupwTraikr) ‘Evwaon Kal o€ XWPES e OpoIo pubuIoTIKG kKaBeaTwg (Odnyia 2017/746/EE oxeTIKA
ME Ta in vitro S1ayVWOTIKA IATPOTEXVOAOYIKA TTPOIGVTA), AV, KATA TN XPHON QUTAG TNG CUOKEUAG i} WG ATTOTEAETUA TNG XPAONS
NG, TTPOKUWEI 0OBapPO TTEPICTATIKO, TTPETTEI VA TO AVAPEPETE GTOV KATAOKEUAOTN /KAl OTov £€£0UCI0d0TNUEVO AVTITIPOCWTTO
TOU KalI OTIG €BVIKEG apXEG TNG XWPAG GTNV OTTOIA KATOIKEITE.

IZTOPIKO ANAGEQPHZEQN

[ANAGEQPHEH AF: [ Huepopnvia ékdoonc: lavoudpioc 2021

ANAGEQPHZH AW: |

Evnuepwoeig yia Tnv €1iTEUEN OCUPPOPOWONG PE TNV

Traykéapia oAtk orjuavong tng Beckman Coulter kai

oupgwva pe Tig atraitioeig IVD-R (EE)2017/746:

MpooBnkn evotATWY «[IMpoPBAETTOPEVOG XPAOTNGY, «AKPIBEIaY, «/\AEPPOKUTTAPIKA

avakTnon Kal kabapotntay, «MpdoBeTeG TTANPOPOPIESY,
«loTopIKO AvaBEWPHOEWV Y

MpoaBrkn TTAnpogopIwv Acite TG evoTnTEG «[NpOoeIdoTToinan Kal TTPOPUAGEEISY,
«PUAagn kal aTabepdTNTaN, «[lEPIOPITHOI»
Evnuepwpéveg evétnTeg «[lMpoeidotroinan kal TTPOPUAGEEIG», «Tagivounon

€TMIKIVOUVOTNTAG Katd MEZ», «PUAaEN kal oTaBepdTnTOY,
«Evdeiteic aloiwaoncy, «Aladikaaia», «ATTodoan»
A@aipeon eVoTHTWV EvOoepyaoTNPIaKN ETTAVAANWINOTATA

Ymépvnua cupfoAwyv
To yAwoadpio cupBéAwy cival diaBéaipo atn dieuBuvaon beckman.com/techdocs (apiBuog eyypdoou B60062)
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HE 1 HE 2

& E % % B K
HA BOR BOR
R RILLTILTFTER HRZ>
5 (&) 5 mL 5 mL
NATILE SINATI SINATIL
1 TANBOBRE 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

[REF] A07803 7 A K150 % ; 6 x 5 mL
2x0.1mLU/FT AN

#EAZHAEXR

Ji:B: S

IntraPrepld. E/ VO0—FILEXREOFRICEVHBRARFEREREZIM IS HIC, AMKROMRERICEBKEZ
FHRID2EOANZHAEAENSEBRLET, IntraPrepld, 7ZO—H A MX RN —ToHIT2EMFENREOARICER
LET, CORREE, COBNDIMIIBITIHEBENLEBERNMIDZDELSEBEBHENTVERT (1, 2. 3. 4),
R

BIREELT, AF1THRZEELET, KFE, AE2TEBMZFRL. BYOFMKZBEBELET, CORK
F, HiRZERANFEREECHRENSERAT / V0 FTIRGEEMESERT, TORTO-HYARAXRNUICKYB
m¥ZRELXT,
ThICEMPDST, RERRREEOAENTETT. cOFE. BEANICKENZERT / /0-FIIitkze >
FIAIR-—KLZFET,

7O0—HYA MA—Z—k, HBOXLEESLCEXERELET, EARELX (BIAHEL, SS) BRTHHARELK (&
FHEEL, FS) tifEBﬁ‘q“JéI:Xhﬁ‘iAtT%ﬁEch;ﬁ%#W'@Eﬂ/L\rﬁﬁz L—>avougwRedeElicLET, 1—
H—pPFBRLULETFUT—232IC@&kFZLT, MRAESTANATESECOAETEEN2DZEHAEaLELETOMD
EARNRTSLN, ' —FT14 0 VBREOXEICFNATETT,

BHERBANRNERBEBARNZERNTZIEDIC, ROLEMRBOEXEZRAELET, BRE. ¥Y—FT1JTHE
SBNEEARNCHTIBEARNDOELEERELTRLET,

HNRI1—Y—

AHBE, REEZETCOEMANBFERAZENELTVET,

Bk

BRMY BEEREIE. UEERIE L TEDTAE. ACDELRAND V ZEE I3 BEF1—72AVTERLATAE R
VWEHA,

BTG ER (18 ~ 25°C) TREL., RSBV TKEETV., TANAY YT ZEBHEIC, YT EW>< V) &H]
BLTHELLTLSEEL,

CORER. BREAD SUBEURCINT2LEF BN ET,
EEBLUXEE

BHBREBE LEEFEALEVTILEL,

RELBEVTLEE L,

BAETERLTRITIEZ L,
HEOMENFREBIT<SLELE N, BoLBRORREBIZENBYET.

AEIERILATILTFEREZBAELTVE T, RILATLTFERICE, BESLVTLILF-FRUESF®UET,
RAAYEEEEZASATLVET,

6. AME2BZE{FRUTA (NaN,) ZEELTVET, FABELTRYRDBEThERYKEBA, ARNICERL TRE
57, B, MESITREDEMEIINTRBITSEEZV, £z, 7T NIV LAZBEREKICANEZES,
RBRBKEREFEIZEZENHBVET. PTOIFTNIDVLZBUCHEREZRETILEN H25E. EERO/NA
TITI2AFRNIDANERLBEVEDS, FLEBRREOBRUEZHEIDS, AREZZEOKTHERLTILSHAT A
TLALREITDELEZHEBOLET,

7. INTOMBRESBREEOTRUEN BIEABLTHECRYRSHXENGURT (BICRBEFR, RRAE.
JI-J)ln&EAR).

8. HIMIATERY RZEMDOBVTLSEEV, e, KB, HE, BCRENEMLEVLSICLTSEZL,
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9. FAZXORMES LT A AR—FTIRREG, BRIAOEARBCANTRERL TSEE L,
10. BEPEENR L HEAFOEFCH > TREL TSV,
GHS/\¥'— k5%

RHE1:EE

©OOF

H302 AL ERE,

H313 EEICEMIDEREENDH TN,

H314 EESREBEOERE RBRoEE,

H317 TLIF—MHEEREZEREZTH TN,

H341 BEUHEBEOBZThOREV,

H350 EFAMDENDY),

H370 s nEE,

P201 FEAICERFHAEEAFITSI L,

P280 5?%&5/&*&/&*3&%/?&@&*57& =)

P303+P361+P353 HEEB(XLRB)NNBLLEBEKEEZKTHR
52¢&,

P305+P351+P338 BIZCA2 EHA: KTHOSBEEER<S K> TL
W, ORI KNLAZZEALTVWTES
CAEZEEEALTLSEZV, ZTOERE R
BEETTLSEEY,

P310 ThELEZ—) FEEEMMICEESICEEL
TLEEW,

X2 /=) 1-2%
RILLTILTER5-10%

Z2MT—R>— K&, beckman.com/techdocs CAF TEET

BRESIUREM

IntraPrepl& 18 ~25°CTHRE L £ 9,

KEHONATI  BFREBS17TEBZELTVET,

AERZONATI . HEGFOABZELTVERT,

www.beckman.comTOY NEEDO DFABEEZSRBL T EE L,

TH P L0 KR
BEOVENEABEOZNIHILOBIETHZ2HZENHY ., TORREFERAL TRV ELEA,

EBMERICBEAL T, FEREBEELTVIHRZHEZTEYICE2EHEE, RYITY: O=ILEZ—DOHAEI—Y—F
2800-7422345 ( KEELRNFTH ) CHBEELEESH. BEYOREFECERL T AL,

AE
REFNOTIIAAFTRNIDAR, EERFKENTERELLEYEERTDE TN HY ET, NIOSHBulletinZS L
T<Eéw:79Hﬁ%F@ﬁ(mmm)
T RICEYHNERT DI ZEETIEH, XAEFROEEZREEZELLEREHEAEEKTREVRALET, 72{LF K
DOAGHAEBEBEOREICRVBELICEEZEL T EE,
CRHEVWEESED:
BTV T CBEBRY TV IFa1—-T R,
- BULRTFYISREEBHERY N (10, 20, 50, 100 & & T 500 pL A).
TSAFYVIOOBRMFI—T,
BENTE/ 2O0—F )M (mAb)
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F&

R 5 BR

AMmEREERZE, 6 : 10Test SEER (HRAFEFSA07800)

BEWE (PBS: 001 MUVEFT NI A, 0145 MIEILFRU DAL, pH7.2),
RO

BET7ST—3— (RALTYITAREALAT ),

704 X—%—

AfilREARE
BRUEPICEEITDHAMEREZE, 6x1097uL (6x107%L ) RFBICLET, BEXFES, PBSTHERLET,
BRUERICEEITDAMBREE, 5x10%uL (5x10°%L ) K@WICLET, HERIBE, PBSTHERLET,

SMIBEREICOVT, TFANF1-T0@EA, BRULBEENREBIVSIZRENBOFET CHIEZREEL I
NBF1I—-—T1EZEMTBENTEXRT,

1.

NS gk wbd

© ®

10.

11.
12.
13.
14.
15.

BEF1—TIZ50uLO T ARNBREEFIMLE T,
EF1—TICHEF1E100uLAMLET, FFME, BESICL2AVWERILTFYIALET,
ER (18~25°C) T150MAFI1IXR—KNLET,

&EF1—7ICPBSZE4AmMLMZET,

ERBTSoBEELDE (300xg) LET,

WallckY EFEBRELET,

EF1—TICEAE2Z100 lLFMLET. RILTYIALBVI &, AE2E2MRAL Y NRICBRLERET B TE
=W,

woFIC, ER (18~25°C ) TH5HEMA >V F1R—MLET,
2~3¥WE. FTWHW 2K ERBLET,

HREEOMAD (MRENRFAEECRHENEZEN ) EETANFI-7ICHML, XBLCLHUTENSEORY
WNBEEWBFI1-—JICHRMLET,

F1-—TJZEILBXHICEBRLET,

BHUERETER (18~25°C) T150 A FaAXR—KMNLET,

ZF1—7ICPBSZE4mMLMZXET,

ERBT5oBEELSBE (300xg) LET,

WaliCkV) EFEBREL., MilEARL Y NZFZREZEEE (115 ) OI0Test BB ER ( REF  A07800 ) 0.5F £z Ik 1 mL
FICEBRBLET., COLSICEETRE, FARYE2~8COEXT T24RBRIFTEETT,

BiMiRENSLUTESRE
BRUERICEEITDHRMEREZE, 6x1097uL (6x107%L ) KFBICLET, BEXFS, PBSTHERLET,
REFOAMEREZ, 5x109uL (5x10°L ) KBIZLET. BEKFE, PBSTHERLET,

SMIBEREICOVT, TANF1-T0EA, BRULBENREBIVSIZRENBOFET CHIEZREL I
MBFI-—T1EZEMITD_ENTERT,

1.
2.

© ® N O A~

11.

BF1—TIC50 LOTFANBREEFTMLE T,

BEEBOMAD (ERFEREECKHENEEN ) ZETANTFI-7ICHML, XBL/HUT, BYUBE0RENR
EENBFI—-—TICHRMLET,

F1-—TJEICBXHIICBHRLET,
WHULERETER (18~25°C) T159BAF1R—-KNLZET,
EF1—TICEE1Z10uLAMLET, FRME, BESICL2AVERILTYIALET,
EB (18~25°C ) T150 A F1R—KNLET,

£F1—7ICPBSZE4AmMLINZET,

ERETS5AEELSBE (300xg) LET,

WallckY EFEBRELET,

EFI-TICHEE2Z100)LAMLET, RILTYVALBEWVWC E, BE22MRARL Y NAICARILBHEE TLE

&V,
‘S FIC, B (18~25°C) TEHMA U FIR—KLET,
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12.2~3WE, FTW2KVWERBLET,

13. XEEOMAD (HIRREARFEREEICHENBLD ) Z8TARNFI—TLARML., BELCLHUTEDSEDRY
SNBEEWBFI1—-—JICHRMLET,

14 EBRBF1—-TIC, TAVYRATOXRB20 yLHFML £F,

15. F1—TZEILBPHLICEBRLET,

16. EX L =RETER (18~25°C ) TI59 @A F1R—KLET,

17.&F1—JICPBSZEAmMLINZAE T,

18. B R TS50 BELDEE (300xg) LET,

19. ®5ICR V) EFEREL, ML Y hEFREERE (145 ) OI0Test EER ( REF  A07800 ) 0.5F {1 mL
FICBBREBLET, COLSICEETRE., ARYIE2~8COEXT T2ARBREFETETT,

#BE

HEET—X Ik, UIICHRBERE LU TEDTARZEA IR EE T 1 —7 ICEMU E24BERERBL mmEABREZ TR

iZ, EROFIEZRAVTEHELEFAERZY EHA, 2E. RRZEEZ2BEEURAICITVET,

BEH

BHEEOEESE,. 2OBLTEHZFEAL TRELELE, BREICOVWT, 26N0EETIHIC2E T4 O AIE %,

20Y hOintraPrepARREEBLEREEZFEAL TTVEL L, Navios7O—H A4 M X—2—THE ( %HEH ) L&

L7o CLSIXY Y REPS-A2ICEDWTH# L&KL £, Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement

Methods. ( EEMBIEXY Y ROBEBEMEMEEDO M, )

HHOHEREGE, FEFRICOVWTHETNEBEARNOBICK>TERYET,

« BMAXRYBI<15000FE. CV< 15%

c BMEAXRYEI>15000F4, CV< 10%

£ mEDTA :
CD45/CD14i % = U NROME
BiEA R N (FH ) = 8877
ARL—2H mIREEEH OvhR | OY & B T2 B I E A #E
CV (%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
e E PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14ff3fa = 1) > /NIR O B
BHAR N (FY ) = 8877
FRL—2 MmERE E 25 Oy bkl | OY ~E 3 E BER #E
CV (%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BRTCORIIOARLAF A —CBFRTCHREAZE
BHARY N (FH) =1070
FARL =58 mEKET & 25 A Oy kW | OY NE 8l 7E 8 Al E AT
CV (%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BENRTORIIOAORLAF A —ERATCHBEARE
BHAR N (FH ) = 13246
ZFRL—28 mIRETEHEH Ovh®w | OV ~E 3 E BHER #E
CV (%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
£MmMANU
CD45/CD14 %t = U NROHE
BHEANRY N (FH) = 6824
FRL—2 MmERET E 2R Oy bkl | OY ~E B E BER W E
CV (%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 173 3.40
we PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14MBi# 6 = ) > )\ B YRE
AR MR ((FH ) = 6824
FARL—2 mIREFEEH Ovyekw | OY R 3 E BEN #E
CV (%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
= PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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BERTORIIOARLAF A —CBFRTCHREARE
BHARY N (F) = 961
FARL—2F mIRETEH M Oy ki | OY ~E 3 E BERA $E
CV (%) 2.02 0.96 5.17 2.32 3.74 2.94 5.74
| PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BERTORIIORLAF A —EFRTCHBEARE
BB A R N (P19 ) = 20742
FARL—2F mIRETEEH Oy ki | OY Y 3 E HE R #E
CV (%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
£ MmACD :
CD45/CD14fE s = U NROFE
BHARY N (FH) = 12355
FRL—2H MmERET E 25 Oy bkl | OY ~E 3 E BER #E
CV (%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 418
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14Bi# 6 = ) > NI O B YRE
AR N#(F5) =12355
FRL—5E MK E S OvyesA@ | AY NE B E E B E A AT
CV (%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
Em PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BERTORIIOARLAF A —HEFRTCHREARE
BiEA R NE(FH ) = 1483
ARL—28 mEREEEH OvhR | OV & B X2 I E A #E
CV (%) 1.52 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
e E PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
FREBRTCORITIORILAF A —EFTCHRERRE
BHEANRY N (FH ) =32715
ARL—2H mEREHE OvhR | OV hE I 72 I E A #E
CV (%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
i E PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EHEDTA :
CD45/CD14Bi % = U NROME
B4R N (FH ) = 8808
ARL—2E MK E S OvyesA@ | AY NE B E E B E A AT
CV (%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
e E PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14fi %t = 1) > /N30 BIURE
BHEANR N (FH ) = 8808
FRL—2 MmERET E 25 Oy bkl | OY ~E I 72 I E A W E
CV (%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
we PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BRTCORIIORLAX A —HFRTCHREAZRE
BHARY N (FH) = 2212
FRL—2 MmERET E 25 Oy bkl | OY ~E B E BER W E
CV (%) 1.97 1.00 4.11 1.00 1.06 3.44 4.34
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BENRTORIIARLAF S A—ERATCHBEAZE
BHARY N (FH ) = 33181
FARL—58 mEKET & 25 A OvyhsA | AY ~NE 8l 7E 78 Bl E 85T
CV (%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
| PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
D> NEROFEE & B YR

DONBROMELEUNZEE, COCOENE (5) ICH>TFHMEL TVWET, EDTA, A/NUVH RTACDHIZEFEEL 2104
NDRERFT—OMBESLCSODOERE, T/ V70O—FI)LIRIECDA5-FITCECDI14-PENBREWTERLEL ., XROXK
IC, BRREHEOFHESLCHEEAZRLET,
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£ MEDTA
NTA—=2& 5] 4X & fLE
Fi5 93.6 89.7
BNERX 86.1 / 97.6 83.5/95.5
£mA/NY) >
NT A=K 5] 4X & fLE
F 15 94.3 87.6
BNERX 84.9 /977 81.5/94.3
£ MmACD
NTA—=2& 5] 4X E fLE
F15 94.2 94.6
RDIERXK 91.1/98.5 87.6/97.7
BEEEDTA
NTA—=2& 5] 4X & fLE
Fiy 80.7 71.8
BNERX 78.3 / 85.8 60.1 / 83.4

HRER

1.

2.

3.

70-HARXRMN)—F, MERAHBHITLIEEIEATVEWVES, XV —I9FELKHAREIATLVEVES
. BLRUBEENINrfEEICEECNTVWEVES, B2 EEREZRITUEEN BV ET,
—ENHRREREENRINLATILTFERELEZYRIVICH LTRSS EZRIT AN HYET, BHERE. T/ 0
O—FIREOERAZEEZBRBLEThERY EEA,

BiRGAES RO RNCITIREETORBEEICH > THEETZRY, EBIAODBREMEOHIERENBSIhET,
COREG, BREOBENI T FILEERBENS VI EETRTEIOSREBEILENTVET, TOLEH, EREICHV
TREFE/AONRB R FMRBOLLZIEFTDCENEETT,

MREBZDHE, HIMEREAS5 x 10E/LKRE, FOIRBA6x 10MELKRBEBRD KD, BIEEPBSTHRL TLKE
=L (6)o

EEOBIREXATIOECEERY, BEOKERETE., FOKOARABNELSZ2 LY, FELIZE2 1Y),
HDIVRIBETERVILEETEAHYET, COBE., LEIDHICEELR (FicollxE ) 2R L TEXKMBEE 2
BMIBDEEZERLET (7).

MBFICHBDH[BERVSENEBEZSRBL TS EZL,

(=}

CCICEHEE hTWBBeckman Coulter, OdY—9, B8TICRYIIY A—ILEZ—ORBBLTCH—EAI—7
. RvOX>Y A=ILEZ—0OXRES LT ZTOMOEICHSTH2HELERHIETT,

T D1tk

RMNES, BLRCRFHFENRMMNESER—OENOEE/ 1I—H—/F=F (AP EERBEEZRFI2017/746/EU ) IO\
Tk, NEBOEATELEEAORR, EABREHNIRELEES, RERBSLV/EFLERERBEESTICFIED
THHBEICHREL TS EETL,

(AT R

[HETHES AF : [ =R - 2021518
WETE/ES AW : |
RYOII> A=ILE2—070-NILSRUTRD
S —B K TIVD-R (EU ) 2017/746 DB IC KW T B 1= %
DEF :
o a>nEmMm WRI—Y—, BHEME, VN KOBRREL
ME., TOM, HETBEE
HE¥ % B i FEEBITIE, . REBXTZEME, . T4
PRy 0LV 3a ESBLTILKEETY,
€O AV OEH BESLOEE, GHS/\U—R9 8, RES KU
RZEM., L0 KIE, FIE, HEE
o3 nHIk MEXN B RN
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=S K| iH 32

& 7 5 EALH
SIED o B
E YR B BH
BE 5 mL 5 mL
K 3 /MR 3 /R
BRENNEE 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 Missing translation for
glossary ID 137326 (150 tests; 6 x 5
mL
2 x 0.1 mL / test)

Hi&N ZAER

T A&

IntraPrep SFEFHMENAR AR L HAFESaARHARFEHNZEYE  LEBIRXERERARIEARNRTERE
gi%gEZ%g’ﬁ?%U%E%ﬁzﬁ , NTTARKXARARIIT DM, IntraPrep ELTMRAL , UZKRE R D L3 5 TP Y
3 (1,2,3,4).

R

E-SREMAEFN 1 BEMR, HFkE  FRRFN 2 FS2EE  ARRBRNTHIMAR, TUHE , ARSEMARRK
TERERRBENESERENE, REBIRAMAMRAR D7 B M.

AMNATRBRIERABRFERER, EXHELT  NEEEZABERFUEESERERE,

MRAAR DTN ERRLBHMI K, IHAUEMESEEEYNEFEONNBRNEBEE , EHETUXEL
MIEXEBH (MWEARS , B SS) MEAXNEN (MEBHS  BFS. ) ARINNEATANESHRITESHNE
feEREATAATXFRIMNE , BABRTAFAIENNA,

ﬁ%%ﬁ;lﬁﬁ%’é@$1¢$ﬂi%’é@$# , BRI KNERRARE#TT 2. EREXFINARSAEXNTRINVRENHAESE

mAr
AERNTMARARRETLAR,
LS

YRERLTEAERESMRIBEHE , RERNNSH EDTA £k, ACD I ZRER HLER M,
BEANREFEER(18-25°C)HEHR , EFAGER. ERERMNER 281 , HREG IR,
BALMEFKRMEN 24 N R,
BENEEER

EAEAET KM A B

D5 %

BREAFZRRENTR , SUTREIAERE R
"1 PR, PFEESSMNEEN  R—PREDR.

il 2 EBEBEAH (NaNy)o BAVNUNEE, BZRMR , FBREMERK, KRR, A, ERERERHAT
BRICHATKERRELRENEEAR, EFENHATLE , BUEERAFAAHFTRETAREBTKEER
B UBRBRICHESEEDRRATMBRE,

7. MAENESBAARANEFEEERE , A BLFTPOLE (BB ZBBEPFE. BPERIFER) .
8. THREZEEBR 6 HEEFARNEMAEAEMERK, HEMRE,

9. ATAENMAREN —RAEMBNEATEZMNATRILHESRES,

10. BIRIE L ERGBE R MEW .

IS
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GHS Bl F & 5%
= BEE e

SO

H302 MmRREE,

H313 BRkEMTEES

H314 & BE ™ B R BR 4 R 1524 o

H317 T BE 5 BT Bk oS B BT o

H341 RRELSHBEAMERIE,

H350 BEEM.

H370 FEEERRE,

P201 FERATIMEEARSA,

P280 B FE. EhFR. ShPRE/EE,

P303+P361+P353 IRk ( kK ) EF : AKAHFERE.
P305+P351+P338 0t ABRAF : AAK/NDIRZEIL D &, MBEBER
BHATHEHEE , BUHRERG. $58H%,

P310 AR R EEFRORELE,
HEE1-2%
BHfE5-10%
tZEmEZEHREBPBRME T beckman.com/techdocs

FRNREHt

IntraPrep %171 18-25°C T

RIFFRFTWIREME W THL 517 RRFRE.
EFREAFNREYE i TRERT 90 X,

¥ 2 www.beckman.com L EHRIR 2 ATIEB.

EHRHOER

WA MEANNEMZCE TR RFAT LS , et TR 6EA .

BXHMER K RNEMRRIZHR~M , FRENRSFERBLTER : 800-742-2345 ( XEHMEK ) , REERE it
NN mEERBLR,

B %

BRNVHABBRTESE T KEERFEE R BRILEY. 1EZH NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard (8/16/76) ( £E E
RRW L2 ETERRALR : SENEBRICYRER M [76/8/16] ) o

gﬁfﬁ:ﬁﬁlﬁ‘éfz’i‘ﬂﬁﬁﬁ‘fbé%iﬁﬂ , BEEZARZRBORNE BRI S, NBAMNEZLAE S Y %
Eo

ﬂmé¢*E#MMEMﬂ
REFTRNEEE MM,
AR EY 10, 20, 50. 100 1 500 yL WH#HH — X MKW EFBRES.
BHAME
BRMEERERMAE (MAD),
FAMERE R,

AAREEN . Fla : 10Test 3 EEH ( REF A07800 )
S (PBS : 0.01 M BEERHN ; 0.145 M &1L ; pHT7.2) &
BEOAE,

BEHEE (HRE ),
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Pk o DRIV

BF

A-4dlRARE

BAFHIHRKEN DT 6x10°4NMuL (6 x 102N ) o HERTIE PBS H#H R,

BAFHAMARKEN DT 5x10° ML (5x 10° ML) » HEKFFE PBS HHE,

NFAHAEIER , BRUHREN  EARN—NAERE  EHPREHARSNNTRESFHEREHRAERER.

© ® N OA DN

—_
o

11.
12.
13.
14.
15.

w50 pL WA A BB MAEF .

EEAMNMRE F M 100 pL BEF 1. BRRMEILE K DRI

£ =8 (18-25°C) T3EF 15 704,

EEMNLE DM 4 mL PBS,

EERBTEL300x g BOKIE 5 244,

B REERLERER,

EEMELERRM 100 L 27 2, BOIERIES , L7 2 BRAT BB AREARS,
EZER (18-25°C) TEE 5 o8 , BARz.

AFREER 2-3 %,

ASNMAEPFIMSEEN mAb (BRTARRANHERER )  WAKE A MNRELEFNAEENRAMR

Emo

ZEERRBRIOR RS

EZER (18-25°C) Tl AEEE 15 74,
E#8MAE SR 4 mL PBS,
EEBTL300xg BOLE 5 5%,

WHUH EEE®R , HE 0.5 1 mL THERE (1X) 89 |0Test 3 BElE & (REF A07800) FEEMIBHA R, KL EEHN
$1% @A F 2-8°C TE KM F 24 IEd,

B-4BREANMARERS

HARPWIARBEND T 6 x10°MuL (6 x 102 ML) » HERER PBS R,

BHABHEHARBENDTF 5x10° ML (5x10° ML) » HERER PBS R,

NFIMOEIER , RUEHEN , ERN—NRZERE  EHPEEARENNTRESFHERENAMLRER,

1

2
3
4
5.
6
7
8
9

14.
15.
16.
17.
18.

. 50 uL WAFAREEMAE R,

. AENMAETIMLEEN mAb (BRTARBHRERER )  WALE , A8 MNRZEAEPMAZENAEREZR.
. BERBIIEATKT .

. HEEIR (18-25°C) T#NXEE 15 29 4.

EEMAEH R 100 pL =HH 1. BXORME LK D BOR RS

. EEB (18-25°C) T & 15 5%,

. EEMNAE DR 4 mL PBS,

. EEBTEL300x g BOLE S5 94,
. BYREERLEEEFR

10.
1.
12.
13.

&AM E RN 100 L =7 2, BABCRIES , L7 2 BAT HEARARS,

EZER (18-25°C) TEE S5 o8 , BARD.

AFRREER 2-3 %,

BEMNEFRMSEEN mAb (BRTHRRARERER ) , UEXE , A8/ MNREBREFRMAEENBEER

mo

EEMNREREREDRRM 20 uL BERER.
BERRBIRIES .

EER (18-25°C) THAB|E 15 24,
E=E8MLEHRRM 4 mL PBS,

EEETEL 300 x g BOKIE 5 244,
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19. BELH FEE® , #7105 R 1 mL THERE (1X) B9 10Test 3 B E & (REF A07800) R ERMBFA B, 2 I E E M

HFMAF 2-8°C T#EAXM®EF 24 DT,

fRE

FEALEXHERNERF , BISM2AXEELTERE ( 28 EDTA £ENFURMA ) PRE 24 P MBFEAIRE T H8E

B, ERREFREEH 2 MEARITON.

BE

A LEEULLmMMESEEARANE, SMERER 2 MEUKK IntraPrep BLIAFT , £ 2 ANE LR 4NDNFTHET , 8K
BT 2R, AEI1 X, £ Navios R MRNHITNE (PAME % ) o« DM ETF CLSI 7% EP5-A2 : Evaluation of Precision

Performance of Quantitative Measurement Methods ( EP5-A2 : EE&M & F A BEMREENITE ) .
BN EZEZREUR TSN BRI S A A SR 2 -
- RPEAMBKL < 1,500 , W CV < 15%
o INRFEMEKNE > 1,500, N CV<10%

4 EDTA :
CD45/CD14 fIfE 6 = KB ARSE
PHMES A 2 ((F39{E ) = 8877
BIEARE 40 B 43 18] /N #E XA E1TH ETH B
CV (%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
@ PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 difafEi# = HE 4N EE
PHIEFRL L (F3HE ) = 8877
BRIEARRA 40 R X 18] #ER A #t% i IZ1T 18 ETH B
CV (%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AR N BEYSLYE-FITC AlRRARE
BH M BRI B ( P9/E ) = 1070
BRIEARNE 40 B X 8] #RA R 8] = 1718 Z1TA B
CV (%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ARt BESSLYE-FITC ARRALE
PHIEFAL 2R ( FH1E ) = 13246
BIEARRA 40 B 4 18] #ER A #t % i iZ 1T 1H ETH =R
CV (%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
£miFE :
CD45/CD14 Il 6 = KB ARSE
PHMEFR B (FEE ) = 6824
BIEARRE 40 B 43 18] LN #E XA E1TH ETH B
CV (%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 1.73 3.40
wm PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 difafE 2 = HE 4N EE
PHEMAL R (FHE ) = 6824
RIEARRA 40 fa X 8] #ER A #t% i IZ1T 18 ETH B
CV (%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ARt BEdSE{LYE-FITC AlRRARE
PH M BB B ( PI91E ) = 961
BIEARNE 40 B X 8] #RA #t R 8 1= 1718 Z1TA B
CV (%) 2.02 0.96 5.17 2.32 3.74 2.94 5.74
) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AR N BESSILYE-FITC ARRALE
PHIEFALZR ( FH{E ) = 20742
BRIEARRA 40 3 X 18] #ER A #t % i iZ 1T 1H ETH B %
CV (%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
we PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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4 ACD :

CD45/CD14 AiIfE 6 = KB ARSE
BH M BB ( SFH91E ) = 12355
BIEARE 40 B 43 18] LN E/NE] E1THE ETH B
CV (%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 4.18
@ PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 MM = KB AN EE
BH M BRI ER ((F9E ) = 12355
BREARM 40 R X 8] #ER A bR i = 1T 18 ETH B
CV (%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
] PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AR N BEYSLYE-FITC AlRRARE
PHMEF R I (FHE ) = 1483
BRIEARNE 40 B X 8] #RA R 8] = 1718 Z1TA B
CV (%) 1.52 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AR tNhBESSLYE-FITC ARRARE
PHME BRI ER ((F9E ) = 32715
REARMA 40 B 43 18] #ER A #t7% i iE 1T 1H ETH =R
CV (%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
] PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
&5 EDTA :
CD45/CD14 AiIfE 6 = KB ARSE
PEE R B ( F51E ) = 8808
BIEARRE 40 B 43 18] LN #E XA =17 18 ETH B
CV (%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
wm PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 MfafE 6 = KB AR EE
PH M BRI R (F91E ) = 8808
BREARM 40 fa X 8] #E% A #t% i IZ 1T 18 ETH B
CV (%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
] PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Bl N BEdELYE-FITC AlRRARE
PHMEF N (FHE ) = 2212
BIEARNE 40 B X 8] #RA R 8] = 1718 Z1TA B
CV (%) 1.97 1.00 4.11 1.00 1.06 3.44 4.34
g PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AR EtHHhESSLYB-FITC ARRARE
BH M FRL R ((E91E ) = 33181
REARM 40 B 43 18] #ER A b % i = 1T 18 ETH M
CV (%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
] PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Fhk BB 40 B 46 EE M B {8

R 40 B 4 BE A TE B 2 AR¥E CDC MR W 1T T W4 (5). AE EDTA, FFEE ACD WAFAE R 10 4 2 BRAAK MK
Mo EREES , HERLETESE CDAS-FITC M CD14-PE HEEW#HTHRIC. WEEBNAENFHEREEL TR !

4 M EDTA
S N EE SE
T 936 89.7
BE/ES 86.1/ 97.6 83.5/ 955
LmMEFE
S i EE SE
T 943 87.6
EVAE Y 84.9/97.7 815/ 943
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£ M ACD
S W EE @SE
¥ 94.2 94.6
RE/ &S 91.1 / 98.5 87.6 /1 97.7
&8 EDTA
e T E B SE
F 15 80.7 71.8
RiE/&ES 78.3/ 85.8 601/ 83.4
PR
1. ERAMABARAETERE, AAMBARBI EBIMEEAREZXFEEEN , WARXNMAREARAEL=EHIRE R,
2. REMBERERTRENPRIEEFHR. BNZREAMLX AR IEFERH L TERENZEF,
3. REMEANEFRFESERBREAPHETEREEENE , RULRSEBMNUTEINNE R,
4. ZIRAFEEZIH , UBHEENEREESEERMESTHE, Rt , EEARNF S LB T AR/ B 4H

o

6.

fARAARBELR,
MRMARE L , F1E PBS PRBIRA , UEAHARD T 5x10° N0, BLARATF 6 x 102 DL (6).

EFEBERE. NAEARSBEERFREST  AARKRELTEEE. T2, EELEXY, EXNHERT , &
WHERCHBIRESE (HIMRERE ) REE&AR (7).

EFZ M RP BRGNS E XE.

[-E23

Beckman Coulter, fREARXFRENNZEEFERERNBRSHICHRXENREERFERLAAEXEMEMESR/
Hb X B9 7 AR SOE A AR o

HitZ 8

NTFREREGHEYEFENER/MXWEE/AF/%E =% ( Regulation 2017/746/EU on In vitro Diagnostic Medical
Devices [B xS HIETT R EBER A 2017/746/EV] ) - MREFAAKEHRRAIHTEAEREEMEAETEEH , BNQ
HEFN/SERNARRUAR LS HBEREESI RS

BiThse
[#BiTHR = AF : [ L% AH ;2021 £ 1A
BT IRA AW : I
EHXEUFANREFERELTSRIFZEEM IVD-R
(EU)2017/746 B :
FIEES BmAR BE, AEARNEENGE HMER, BIIF%E
AMTEE S EBENEERETN, “MERREHE MR ED
EHEET BEEMNIEZEET, GHS BhRERDE, BERR
T, ERNER, BF, e
BBERT LANES ERENEENH
FSEMR

HFHRIL &AM T beckman.com/techdocs ( X 1445 B60062 )

B59371-AW 90 of 238



Reagentas 1 Reagentas 2
Fiksavimo medZziaga Laidumg skatinanti medziaga
Bisena Skystis Skystis
Veiklioji medziaga Formaldehidas Saponinas
Taris 5 mi 5 mi
Buteliuky skaicius 3 buteliukai 3 buteliukai
Vieno bandymo tiris 100 ul 100 ul

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 bandymuy; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/bandymui

In vitro diagnostiniam naudojimui

NAUDOJIMO PASKIRTIS

.IntraPrep“ sudaro du paruosti naudoti reagentai, kurie leukocity citoplazmines membranas daro pralaidzias, kad naudojant
fluorescencinius monokloninius antikGnus bity galima stebéti Igsteliy epitopus. ,IntraPrep” naudojami srovinés citometrijos
analizés biologiniams méginiams paruosti. Jie optimizuoti, kad atliekant tokio tipo analize iki minimumo sumazéty nespecifinis
nusidazymas (1,2,3,4).

PRINCIPAS

IS pradZiy Igstelés fiksuojamos naudojant 1 reagentg. Nuplovus Igstelés 2 reagentu padaromos pralaidzios, o like eritrocitai
lizuojami. Siame etape sukuriamas lIgsteliy kontaktas su Igsteliy epitopams specifiniais konjuguotaisiais monokloniniais
antikiinais. Tada leukocitai analizuojami taikant srovine citometrijg.

Vis délto jmanoma stebéti ir pavirSinius epitopus. Tokiu atveju specifiniai konjuguotieji monokloniniai antikiinai prie$ fiksuojant
inkubuojami.

Sroviniu citometru matuojama Igsteliy Sviesos difuzija ir fluorescencija. Taip elektroniniame lange, apibréziamame difuzijos
statmenaja kryptimi (Soniné sklaida, arba SS — angl. Side Scatter) ir siauro kampo difuzijos (priekinés sklaidos, arba FS — angl.
Forward Scatter) koreliacijos histograma, galima lokalizuoti dominancig populiacijg. Kitas dviejy (i$ jvairiy galimy) citometro
parametry histogramas galima naudoti kaip pagalbg strobavimo etape, atsizvelgiant | naudotojo pasirinktg naudojimo bida.

Analizuojant apriboty lgsteliy fluorescencijg, teigiamai nudazyti jvykiai atskiriami nuo neigiamai nudazyty. Rezultatai
iSreiSkiami kaip teigiamy jvykiy procentiné dalis visy jvykiy, gauty nustacius atrankos intervalg, at2vilgiu.
NUMATOMAS NAUDOTOJAS

Sis gaminys skirtas naudoti specialistams laboratorijose.

MEGINIAI

Veninio kraujo arba kauly ¢iulpy méginius reikia imti j sterilius mégintuvélius su EDTA druska arba ACD, arba heparinu, kaip
antikoaguliantais.

Méginius reikia laikyti kambario temperatiroje (1825 °C) ir nepurtyti. Prie$ imdami bandymui méginj, jj homogenizuokite
lengvai judindami.

Méeginiai turi bati iSanalizuoti per 24 valandas po veny punkcijos.

JSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

Reagento nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.

Neuz3aldyti.

Laikykite kuo maziau apSviestoje vietoje.

Saugokite, kad reagentai nebity uztersti mikrobais, nes antraip gali bdti gaunami klaidingi rezultatai.

1 reagente yra formaldehido. Formaldehidas toksiskas ir sukelia alergija. Manoma, kad tai kancerogeniné medziaga.

2 reagente yra natrio azido (NaN,). Su juo bdtina dirbti atsargiai. Negerkite Sios medziagos ir venkite kontakto su oda,

gleivine ir akimis. Be to, rigscioje terpéje dél natrio azido gali susidaryti potencialiai pavojinga hidrazoiné ragstis. Jeigu

reagentg reikia iSpilti, prieS pilant j kanalizacijos sistemg rekomenduojama atskiesti dideliu kiekiu vandens, kad natrio

azidas nesikaupty metaliniuose vamzdziuose ir nekilty sprogimo pavojus.

7. Visi kraujo méginiai turi bati laikomi potencialiai uzkre€iamais ir su jais turi bati elgiamasi atsargiai (itin svarbu déveéti
apsaugines pirstines, apsiaustus ir akinius).

8. Jokiu budu nesiurbkite burna ir saugokités, kad méginiy nepatekty ant odos, gleivinés ir j akis.

9. Panaudoti kraujo mégintuvéliai ir vienkartinés medziagos turéty bati iSmetami j sudeginamas ad hoc talpyklas.

R o
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10. Reagentai ir atliekos turi bati Salinami pagal vietinius reikalavimus.

GHS PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA
Reagentas 1: Fiksavimas PAVOJINGA

SO

H302 Kenksminga prarijus.

H313 Gali biiti kenksminga (-s) esant sglyciui su oda.

H314 Smarkiai nudegina od3 ir pazeidzia akis.

H317 Gali sukelti alergine odos reakcija.

H341 Jtariama, kad gali sukelti genetinius defektus.

H350 Gali sukelti vézj.

H370 Kenkia organams.

P201 Prie$ naudojimg gauti specialias instrukcijas.

P280 Mavéti apsaugines pirstines, vilkéti apsaugine
aprangg ir naudoti akiy (veido) apsaugos
priemones.

P303+P361+P353 PATEKUS ANT ODOS (arba plauky): odag
nuplauti vandeniu.

P305+P351+P338 PATEKUS ] AKIS: kelias minutes atsargiai plauti
vandeniu. 18imti kontaktinius leSius, jeigu jie yra
ir jeigu galima lengvai tai padaryti. Toliau plauti
akis.

P310 Nedelsiant skambinti j APSINUODIJIMY
KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba
kreiptis | gydytoja.

Metanolis 1 - 2 %
Formaldehidas 5 - 10 %

Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje techdocs.beckman.com

LAIKYMAS IR STABILUMAS

.IntraPrep“ laikomi 18-25 °C temperatroje.

Uzdaryto buteliuko stabilumas: reagentas lieka stabilus 517 d.

Atidaryto buteliuko stabilumas: reagentas lieka stabilus 90 d.

Zr. konkregios partijos analizés sertifikatg, pateikiamg interneto svetainéje www.beckman.com.

KOKYBES PABLOGEJIMO POZYMIAI
Bet koks reagenty fizinés iSvaizdos pokytis gali reiksti pablogéjusias gaminio savybes, todél tokio reagento naudoti negalima.

Prireikus papildomos informacijos arba gave sugadintg gaminj skambinkite j ,Beckman Coulter” klienty aptarnavimo skyriy
telefonu 800-742-2345 (JAV arba Kanadoje) arba susisiekite su vietiniu ,Beckman Coulter* atstovu.

TURINYS

Natrio azido konservantas metalo vamzdynuose gali sudaryti sprogiuosius junginius. Zr. ,NIOSH Bulletin: Explosive Azide
Hazard“ (Nacionalinio darby saugos ir sveikatos instituto biuletenj: sprogstamojo azido pavojus) (76-8-16).
Norédami iSvengti galimo azido junginiy susikaupimo, iSpyle j kanalizacijos sistemg neatskiesto reagento, vandeniu praplaukite
nutekamuosius vamzdzius. Natrio azidas turi bati Salinamas pagal taikomy vietos reglamenty reikalavimus.

REIKALINGOS, BET SU RINKINIU NEPATEIKTOS MEDZIAGOS
» Méginiams imti reikalingi méginiy émimo mégintuvéliai ir medziagos.
* Automatinés pipetés su vienkartiniais 10, 20, 50, 100 ir 500 pl antgaliais
» Plastikiniai hemolizés mégintuvéliai.
» Specifiniai monokloniniai antikinai (mAb)
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* Neigiamosios kontrolinés medZziagos.

» Leukocity fiksavimo reagentas. Pavyzdys: fiksavimo tirpalas ,|OTest 3 (kat. Nr. A07800).

» Buferinis tirpalas (fosfato buferinis tirpalas: 0,01 M natrio fosfato; 0,145 M natrio chlorido; pH 7,2).
* Nucentrifuguokite.

» Automatinis maiSytuvas (sUkurinio tipo).

» Srauto citometras.

PROCEDURA

Intracitoplazminis dazymas
Méginyje turi bati maziau nei 6 x 10%/pl (6 x 10"?/L) raudonuyjy kraujo kiineliy. Jeigu reikia, atskieskite PBS.
Méginyje turi bati maziau nei 5 x10%ul (5 x 10%L) leukocity. Jeigu reikia, atskieskite PBS.

Kiekvienam analizuojamam méginiui be tiriamojo mégintuvélio galima naudoti vieng kontrolinj mégintuvélj, kuriame Igstelés
sumaiSomos su pasirinktg specifinj nusidazymg atitinkancia neigiamaja kontroline medziaga.

1. ] kiekvieng mégintuvélj jpilkite po 50 pl tiriamojo méginio.

2. ] kiekvieng mégintuvélj jpilkite po 100 pl 1 reagento. Intensyviai maiSykite i$ karto, kai tik pridedamas kiekvienas méginys.

3. Inkubuokite 15 minuciy kambario temperatiroje (18-25 °C).

4. | kiekvieng meégintuvélj jpilkite po 4 ml fosfato buferinio tirpalo.

5. Centrifuguokite 5 minutés kambario temperataroje 300 x g jega.

6. ISsiurbdami paSalinkite supernatanta.

7. ] kiekvieng mégintuvélj jpilkite po 100 pl 2 reagento. NEMAISYKITE, palikite 2 reagentg natdraliai jsiskverbti j Igsteliy
granules.

8. Inkubuokite 5 minutés kambario temperattroje (18-25 °C) NEPURTYDAMI.

9. Atsargiai papurtykite rankomis 2—3 sekundes.

10. ] kiekvieng tiriamajj mégintuveél;j jpilkite reikiamg kiekj monokloniniy antikiiny (specifiniy intracitoplazminiam antigeniniam
determinantui) ir, jei reikia, j kiekvieng kontrolinj mégintuvélj jpilkite reikiama kiekj neigiamosios kontrolinés medziagos.

11. Lengvai pamaiSykite mégintuvélio turinj sikuriniu metodu.

12. 15 minuciy inkubuokite kambario temperatiroje (18—-25 °C), saugodami nuo Sviesos.
13. | kiekvieng mégintuvél; jpilkite po 4 ml fosfato buferinio tirpalo.

14. Centrifuguokite 5 minutés kambario temperatiroje 300 x g jéga.

15. Siurbdami pasalinkite supernatanta ir i§ naujo pamerkite Igsteliy granules j 0,5 arba 1 ml I0Test 3 darbinés koncentracijos
(1X) fiksavimo tirpalo (REF A07800). Taip fiksuotus preparatus 2—8 °C temperatiiroje saugant nuo Sviesos galima laikyti
24 valandas.

Intracitoplazminis ir membraninis dazymas
Méginyje turi bati maziau nei 6 x 10%/ul (6 x 10?/L) raudonuyjy kraujo kiineliy. Jeigu reikia, atskieskite PBS.
Méginyje turi bati maziau nei 5 x10%ul (5 x 10%L) leukocity. Jeigu reikia, atskieskite PBS.

Kiekvienam analizuojamam méginiui be tiriamojo mégintuvélio galima naudoti vieng kontrolinj mégintuvelj, kuriame Igstelés
sumaiSomos su pasirinktg specifinj nusidazyma atitinkancia neigiamaja kontroline medziaga.

—_

| kiekvieng megintuvélj jpilkite po 50 pl tiriamojo méginio.

2. | kiekvieng tiriamajj mégintuvél] jpilkite reikiamg kiekj monokloniniy antikiiny (specifiniy membraniniam antigeniniam
determinantui) ir, jei reikia, j kiekvieng kontrolinj mégintuvél; jpilkite reikiama kiekj neigiamosios kontrolinés medziagos.

3. Lengvai pamai8ykite mégintuvélio turinj stikuriniu metodu.

4. 15 minuciy inkubuokite kambario temperatiroje (18—-25 °C), saugodami nuo Sviesos.

5. | kiekvieng mégintuvél;j jpilkite po 100 ul 1 reagento. Intensyviai maiSykite i$ karto, kai tik pridedamas kiekvienas méginys.
6. Inkubuokite 15 minuciy kambario temperatiroje (18—25 °C).

7. | kiekvieng mégintuvélj jpilkite po 4 ml fosfato buferinio tirpalo.

8. Centrifuguokite 5 minutés kambario temperatdroje 300 x g jéga.

9. I8siurbdami paSalinkite supernatanta.

1

0. ] kiekvieng mégintuvelj jpilkite po 100 pl 2 reagento. NEMAISYKITE, palikite 2 reagentg natdraliai jsiskverbti j Igsteliy
granules.
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11. Inkubuokite 5 minutés kambario temperatiroje (18-25 °C) NEPURTYDAMI.
12. Atsargiai papurtykite rankomis 2—3 sekundes.

13. | kiekvieng tiriamajj mégintuvel; jpilkite reikiamg kiekj monokloniniy antikiiny (specifiniy intracitoplazminiam antigeniniam
determinantui) ir, jei reikia, j kiekvieng kontrolinj mégintuvél; jpilkite reikiamg kiekj neigiamosios kontrolinés medziagos.

14. | kiekvieng kontrolinj mégintuvélj jpilkite 20 ul izotipinés kontrolinés medziagos.

15. Lengvai pamaiSykite mégintuvélio turinj stkuriniu metodu.

16. 15 minuciy inkubuokite kambario temperatiroje (18—25 °C), saugodami nuo Sviesos.
17. ] kiekvieng mégintuvélj jpilkite po 4 ml fosfato buferinio tirpalo.

18. Centrifuguokite 5 minutés kambario temperatiroje 300 x g jéga.

19. Siurbdami pasalinkite supernatanta ir i$ naujo pamerkite Igsteliy granules j 0,5 arba 1 ml I0Test 3 darbinés koncentracijos
(1X) fiksavimo tirpalo (REF A07800). Taip fiksuotus preparatus tamsioje vietoje 2—8 °C temperatiroje galima laikyti 24
valandas.

VEIKIMAS

Veikimo duomenys gauti, pirmiau apradytg procedurg atliekant su maziau nei 24 val. senumo méginiais, kurie buvo anksciau
paimti j sterilius mégintuvélius su antikoaguliantu EDTA druska. Analizé atliekama ne véliau kaip 2 val. po imunodazymo.

GLAUDUMAS

Procentinés teigiamosios vertés nustatytos naudojant visg kraujg ir kauly Ciulpus. Kiekvienas méginys buvo analizuojamas
4 kartus: 1 dieng po du kartus, naudojant 2 prietaisus ir 2 ,IntraPrep“ pralaidumo reagento partijas. Matavimai (% teigiamuy)
buvo atlikti srauto citometru ,Navios“. Analizé atlikta pagal CLSI metodg EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods® (CLSI metodg EP5-A2 ,Kiekybiniy matavimo metody glaudumo veikimo vertinimas®).

Masy priémimo kriterijai priklauso nuo kiekvienoje populiacijoje nustatyto teigiamy jvykiy skai€iaus:
* jeigu teigiamy jvykiy < 1 500, VK < 15 %
» Jeigu teigiamy jvykiy > 1 500, VK < 10 %

Viso kraujo EDTA:

CD45/CD14 membranos daZymas = limfocity grynumas
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 8877

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranos dazymas = limfocity atkurimas
Teigiamy jvykiy skai¢ius (vidurkis) = 8877

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Antikuiny prieS mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant monocity
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 1070

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Antikiainy prieS mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
daZymas ant granulocity
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 13246

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 1S viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Viso kraujo HEPARINAS:

CD45/CD14 membranos daZzymas = limfocity grynumas
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 6824

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso

operatoriy partijos partijy analiziy analizés
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Viso kraujo LLA:

Kauly Giulpy EDTA:

VK (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranos dazymas = limfocity atkidrimas
Teigiamy jvykiy skaiCius (vidurkis) = 6824
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antikainy prieS mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant monocity
Teigiamy jvykiy skai€ius (vidurkis) = 961
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 1S viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antikiiny prie$ mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant granulocity
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 20742
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranos daZymas = limfocity grynumas
Teigiamy jvykiy skaiCius (vidurkis) = 12355
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 1S viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranos dazymas = limfocity atkirimas
Teigiamy jvykiy skai€ius (vidurkis) = 12355
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antikiiny prieS mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant monocity
Teigiamy jvykiy skai€ius (vidurkis) = 1483
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 1S viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antikiiny prie§ mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant granulocity
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 32715
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranos daZymas = limfocity grynumas
Teigiamy jvykiy skai€ius (vidurkis) = 8808
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 1S viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranos dazymas = limfocity atkurimas
Teigiamy jvykiy skaicius (vidurkis) = 8808
Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios IS viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Antikiany pries mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
dazymas ant monocity
Teigiamy jvykiy skai€ius (vidurkis) = 2212

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Antikany prieS mieloperoksidaze FITC intracitoplazminis
daZzymas ant granulocity
Teigiamy jvykiy skai¢ius (vidurkis) = 33181

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LIMFOCITY GRYNUMAS IR ATKURIMAS

Limfocity grynumas ir atkarimas jvertinti pagal CDC rekomendacijas (5). | EDTA, heparino ir LLA méginius paimtas 10 sveiky
donory kraujas ir 5 kauly Ciulpai buvo pazymeéti monokloniniy antikiiny CD45-FITC ir CD14-PE miSiniu. Atkdrimo ir grynumo
vidurkiai ir diapazonai nurodyti lentelése.

Viso kraujo EDTA

Parametras Atkdrimas Grynumas
Vidutiné rizika 93,6 89,7
Maz. / didz. 86,1 /97,6 83,5/955

Viso kraujo HEPARINAS

Parametras Atkdrimas Grynumas
Vidutiné rizika 94,3 87,6
Maz. / didz. 84,9 /97,7 81,5/943

Viso kraujo LLA

Parametras Atkdrimas Grynumas
Vidutiné rizika 94,2 94,6
Maz. / didz. 91,1 /98,5 87,6 /97,7

Kauly ¢iulpy EDTA

Parametras Atkdrimas Grynumas
Vidutiné rizika 80,7 71,8
Maz. / didz. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

RIBOJIMAI

1. Atliekant srauto citometrijg klaidingi rezultatai gali bati gauti tuo atveju, jei citometras nebuvo tiksliai sureguliuotas,
fluorescencijos nuotékiai nebuvo tinkamai kompensuoti ar regionai nebuvo kruopsciai iSdéstyti.

2. Kai antigeno veiksniai gali bati jautris formaldehido arba saponine. Kiekviena laboratorija turi patvirtinti naudojimo
monokloninius antikinus sglygas.

3. TikslUs ir atkuriami rezultatai bus gaunami tol, kol naudojamos procediros atitiks techniniame lapelyje pateiktg
informacijg ir bus atliekamos laikantis geros laboratorijos praktikos.

4. Sis reagentas buvo optimizuota siekiant pasidlyti geriausias konkrety signalg / nespecifinj signalo santykis. Todél svarbu
laikytis reagento tdrio / numeris leukocity ir eritrocity kiekvieno bandymo koeficiento.

5. Jei hypercellularity atveju, atskieskite PBS pavyzdj, siekiant gauti maZiau nei 5 x 10° / | leukocity ir maziau nei 6 x 10"
raudonyjy kraujo Igsteliy / L (6).

6. Sergant kai kuriomis ligomis, pavyzdziui, sunkiu inksty nepakankamumu arba hemoglobinopatijomis, eritrocitai gali bati
létai arba nevisiSkai sulizuojami arba jy visai nejmanoma lizuoti. Tokiu atveju rekomenduojama prie$ dazant atskirti
vienbranduoles Igsteles tankio gradiento bludu (pavyzdziui, Ficollo) (7).

PavyzdZiai ir nuorodos pateikti priede.

PREKIY ZENKLAI

.Beckman Coulter, stilizuotas logotipas ir kiti Siame dokumente nurodyti ,Beckman Coulter* gaminiy ir prekiy zenklai yra
.Beckman Coulter, Inc.“ prekiy Zenklai arba registruotieji prekiy Zzenklai Jungtinése Amerikos Valstijose ir kitose Salyse.

PAPILDOMA INFORMACIJA

Pacientams / naudotojams / tre€iosioms Salims Europos Sajungoje ir Salyse, kuriose galioja identiski reguliaciniai reikalavimai
(Reglamentas (ES) 2017/746 dél in vitro diagnostikos medicinos priemoniy): jeigu naudojant Sig priemone arba dél jos
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naudojimo jvyko sunkus incidentas, apie jj praneskite gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui ir savo Salies nacionalinei
institucijai.
PERZIURY ISTORIJA

[PERZIURA AF: [ Leidimo data: 2021 m. sausis

PERZIURA AW: [
Atnaujinta pagal ,Beckman Coulter” visuotiniy zZenklinimo
taisykliy ir IVD-R (ES)2017/746 reikalavimus.

Prideéti skyriai Numatytas naudotojas, glaudumas, limfocity atkdrimas ir
grynumas, papildoma informacija, perzidry istorija
Pridéta informacija Zr. skyrius ,Jspéjimai ir atsargumo priemonés®,
,Laikymas ir stabilumas®, ,Ribojimai*
Atnaujinti skyriai |spéjimai ir atsargumo priemonés, visuotinai suderintos

sistemos (GHS) pavojingumo klasifikacija, laikymas
ir stabilumas, kokybés pablogéjimo pozymiai,
proceddra, veikimas
Pasalinti skyriai Atkuriamumas vienoje laboratorijoje

Simboliy sutartiniai zenklai
Simboliy terminy Zodynas pateikiamas interneto svetainéje beckman.com/techdocs (dokumento numeris B60062).
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1. reagens 2. Reagens

Fixalé anyag Permeabilizalé anyag
Kiszerelés Folyadék Folyadék
Hatéanyag Formaldehid Szaponin
Térfogat 5 mL 5 mL
Csodvek szama 3 csé 3 csb
Térfogat tesztenként 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 teszt; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/teszt

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Az IntraPrep két felhasznédlasra kész reagenst tartalmaz, amik fokozzadk a leukocitak citoplazma membranjainak
permeabilitasat, igy a fluoreszcens monoklonalis ellenanyagokkal kimutathaték az intracellularis antigén-determinansok. Az
IntraPrep bioldgiai mintak aramlasos citometriaval torténd vizsgalatahoz hasznalhatd. Az IntraPrepet Ugy optimalizaltak,
hogy a nem specifikus festédést a lehetd legkisebbre csdkkentsék az ilyen tipusu vizsgalatokban (1,2,3,4).

MUKODESI ELV

Az els6 l1épés a sejtek fixalasa az 1. reagenssel. A mosast kdvetden a 2. reagens alkalmazasa fokozza a sejtek permeabilitasat
és lizalja a maradék vorosvertesteket. Ebben az allapotban a sejtekhez adhatdok a konjugalt monoklonalis antitestek, amelyek
az intracellularis antigén-determinansokhoz kétédnek. Ezutan a leukocitak aramlasos citometriaval vizsgalhatoak.

Mindemellett a fellleti antigén-determinansok is kimutatasa is lehetséges. Ebben az esetben a specifikus konjugalt
monoklonalis antitestekkel a fixalas el6tt kell inkubalni a sejteket.

Az aramlasi citometria a sejtek fényszorasat és fluoreszcencidjat vizsgalja. Az aramlasi citometria segitségével elhatarolhato
a vizsgalni kivant sejtpopulacié az ortogonalis fényszoérast (Side Scatter vagy SS) és a kis szdgl fényszoérast (Forward
Scatter vagy FS) dsszevetd hisztogrammon meghatarozott elektronikus ablakban. Egyéb paraméter-parokat 6sszevet6
hisztogrammok is rendelkezésre allnak a kapuzasi (gating) Iépés soran, a valasztott alkalmazas fiiggvényében.

Az elklldnitett sejtek fluoreszcenciajat a rendszer elemzi a pozitivan fest6détt események megkulonbdztetésére a nem
festédottektél. Az eredmények kifejezése a pozitiv események szazalékos aranyaként torténik a kapuzas altal regisztralt
Osszes eseményhez képest.

CELFELHASZNALO

Ez a termék laboratériumi szakemberek altali hasznalatra késziilt.

MINTAK

A vénas vérmintakat és csontveldmintakat steril, alvadasgatioként EDTA séjat, ACD-t vagy heparint tartalmazé csévekbe kell
gy(jteni.

A mintakat szobahdmérsékleten kell tarolni (18 — 25 °C) és nem szabad Osszerazni. A mintakat a tesztminta vétele el6tt
kiméletes keveréssel kell homogenizaini.

A mintak elemzését a vénaszurashoz képest 24 6ran belll el kell végezni.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
1. Ne hasznalja a reagenst a lejarati idén tul.
Fagyasztani tilos.
Minimalizalja a fényexpoziciot.
Kerllje el a reagensek mikrobialis kontaminaciéjat, ebben az esetben hamis eredményeket kaphat.
Az 1. reagens formaldehidet tartalmaz. A formaldehid mérgezé és allergén. Karcinogén szernek tartjak.

o gk wbd

A 2-es reagens Natrium-azid (NaN,) tartalmaz. A natrium nitridet korultekintéen kell kezelni. Vigyazzon, hogy ne jusson
a szervezetébe, és ne érintkezzen bdrrel, nyalkahartyaval és a szemmel. Savas kdzegben a natrium-azid tovadbba
potencialisan veszélyes hidrazonsavat képezhet. Ha a reagenst ki kell 6nteni, javasoljuk, hogy nagymennyiségi vizzel
higitsa fel, miel6tt a lefolyéba 6nti. Ezzel elkerllhet6 a natrium-azidnak a fém csdvekben térténé, robbanasveszéllyel
jaré felhalmozodasa.

7. Minden vérmintat potencialisan fert6zének kell tekinteni, és évatosan kell kezelni (azaz véd6ékeszty(t, kdpenyt és
szemuveget viselve).

8. Soha ne pipettazzon szajjal, és a mintak soha ne érintkezzenek szemmel, bérrel vagy nyalkahartyaval!
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9. Avércsoveket és a kezeléshez hasznalt, egyszer hasznalatos anyagokat olyan ad hoc tartéedényben kell kidobni, amely
égetésre szolgal.

10. A reagenseket és a hulladékot a helyi kbvetelmények szerint kell artalmatlanitani.
GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS
1. reagens: fixalas VESZELY!

SO

H302 Lenyelve artalmas.

H313 Bdrrel érintkezve karos hatasu lehet.

H314 Sulyos égési sérulést és szemkarosodast okoz.

H317 Allergias bdrreakciot valthat ki.

H341 Feltehet6en genetikai karosodast okoz.

H350 Rakot okozhat (karcinogén hatasu lehet).

H370 Karositja a szerveket.

P201 Hasznalat el6tt ismerje meg a vizsgalatra
vonatkozo kilénleges utasitasokat.

P280 Védbkesztyli, védbéruha és szemvédd/arcvedd

hasznalata kotelez6.

P303+P361+P353 HA BORRE (vagy hajra) KERUL: A bért le kell
obliteni vizzel.

P305+P351+P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig
tartd ovatos Oblités vizzel. Adott esetben
a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kdnnyen
megoldhaté. Az 6blités folytatasa.

P310 Azonnal fordulion TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
Metanol 1 - 2%
Formaldehid 5 - 10%

A biztonsagi adatlap elérhet6 a kdvetkez6 weboldalon: beckman.com/techdocs

TAROLAS ES STABILITAS

Az IntraPrep oldatot 18 — 25 °C hémérsékleten kell tarolni.
A lezart fiola stabilitasa: a reagens 517 napig stabil.

A felbontott fiola stabilitasa: a reagens 90 napig stabil.

Lasd: www.beckman.com, tételspecifikus analitikai bizonylat.

A MINOSEGROMLAS JELEI
A reagensek fizikai megjelenésének barmilyen megvaltozasa megromlasra utalhat, és a reagenst nem szabad felhasznaini.

Tovabbi informaciokert, illetve sérilt termék kezhezvétele esetén hivja a Beckman Coulter (gyfélszolgalatat a
800-742-2345-es szamon (az Amerikai Egyesult Allamokban és Kanadaban), vagy Iépjen kapcsolatba a Beckman Coulter
teriiletileg illetékes képviselbjével.

A CSOMAG TARTALMA

A néatrium-azid tartésitdszer robbanékony vegyuleteket képezhet a fém lefolydcsdvekben. Lasd az alabbi NIOSH-kézleményt:
Explosive Azide Hazard (Robbanékony azidokkal kapcsolatos veszélyek) (76. 8. 16.).

Az azidvegylletek esetleges felhalmozdédasanak elkeriilése érdekében a higitatlan reagens szennyvizlefolydba térténd
kiontése utan a szennyvizvezetéket vizzel at kell 6bliteni. A natrium-azid artalmatlanitasat a vonatkozé helyi el6irdsoknak
megfeleléen kell végezni.

SZUKSEGES, DE A KESZLETTEL NEM SZALLITOTT ANYAGOK:

* MintacsOvek és a mintavételhez hasznalt anyagok.
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+ 10, 20, 50, 100 és 500 uL-es automata pipettak és eldobhato pipettahegyek.
* Miuianyag hemoliziscsévek.
» Specifikus monoklonalis antitestek (mADb).
* Negativ kontrollok.
» Leukocitafixalo reagens. Példaul: 10Test 3 fixaldoldat (Ref. A07800).
» Puffer (PBS: 0,01 M natrium-foszfat; 0,145 M natrium-klorid; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Automata kever6 (vortex tipusu).
«  Aramlasi citométer.

ELJARAS

A - Intracitoplazmatikus festés

A mintadban a vorosvértestek szamanak kevesebbnek kell lenni, mint 6 x 10%/uL (6 x 10'?/L). Ha sziikséges, PBS-sel higitsa a
mintat.

A leukocitdk szamanak a mintaban kevesebbnek kell lennie mint, 5 x10%/uL (5 x 10%L). Ha sziikséges, PBS-sel higitsa a
mintat.

Mindegyik analizalt minta esetében a vizsgalt tesztcsévon kivil a vizsgalatot ki lehet egésziteni egy kontrollcsével, amelyben
a sejtek a kivalasztott festésnek megfelel6 negativ kontroll jelenlétében vannak ésszekeverve.

1. Adjon 50 pL tesztmintat mindegyik cs6hoz.
2. Adjon 100 pL 1. reagenst mindegyik mintacs6hdz. A hozzaadas utan mindig azonnal keverje 6ssze erbteljesen vortex

keverével.

3. Inkubalja a mintakat szobahémérsékleten (18 — 25 °C), 15 percig.

4. Tegyen mindegyik kémcs6be 4 mL PBS reagenst.

5. Centrifugalja a kémcsoveket 5 percig 300 x g sebességen, szobahémérsékleten.

6. Felszivas segitségével tavolitsa el a feltluszot.

7. Adjon 100 pL 2. reagenst mindegyik tesztcséhéz. NE KEVERJE OSSZE VORTEX KEVEROVEL, hanem hagyja, hogy
a 2. reagens szabadon diffundaljon a pelletbe.

8. NE RAZZA A MINTAKAT. Inkubalja szobahémérsékleten (18 — 25 °C), 5 percig.

9. Kézzel razza fel lassan a mintédkat 2 — 3 masodpercig.

10. Adja hozza mindegyik tesztcs6hoz a sziikséges mennyiségl (intracitoplazmatikus antigén-determinansra specifikus)
mAb-t, és ha szikséges, adjon hozza megfelel6 mennyiségl negativ kontrollt mindegyik kontrollcs6héz.

11. Ovatosan vortexelje egyik csdvet a masik utan.

12. Inkubalja 15 percig szobahémérsékleten (18-25 °C), fénytél védett helyen.

13. Tegyen mindegyik kémcs6ébe 4 mL PBS reagenst.

14. Centrifugalja a kémcsoveket 5 percig 300 x g sebességen, szobahémeérsékleten.

15. Tavolitsa el a felliluszot és oldja fel a sejtliledéket 0,5 vagy 1 mL 1X koncentraciéju (munkahigitas) IOTest 3 Fixald
Oldatban (Ref. A07800). A fixalt mintak fénytdl védett helyen, 2 és 8 °C kozt tarolhatdk 24 6ran keresztil.

B - Intracitoplazmatikus és membran festés

A mintadban a vorosvértestek szamanak kevesebbnek kell lenni, mint 6 x 10%/uL (6 x 10'?/L). Ha sziikséges, PBS-sel higitsa a
mintat.

A leukocitdk szamanak a mintaban kevesebbnek kell lennie mint, 5 x10%/uL (5 x 10%L). Ha sziikséges, PBS-sel higitsa a
mintat.

Mindegyik analizalt minta esetében a vizsgalt tesztcsdvon kivil a vizsgalatot ki lehet egésziteni egy kontrollcsével, amelyben
a sejtek a kivalasztott festésnek megfelel6 negativ kontroll jelenlétében vannak dsszekeverve.

1. Adjon 50 pL tesztmintat mindegyik cs6hoz.

2. Adjahozza mindegyik tesztcs6ho6z a sziikséges mennyiségl (membranon 1évé antigén-determinansra specifikus) mAb-t,
és ha szlikséges, adjon hozza megfelel6 mennyiségli negativ kontrollt mindegyik kontrollcs6héz.

3. Ovatosan vortexelje egyik csévet a masik utan.
4. Inkubalja 15 percig szobahémérsékleten (18-25 °C), fénytél védett helyen.
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5. Adjon 100 pL 1. reagenst mindegyik mintacs6hdz. A hozzaadas utan mindig azonnal keverje 6ssze erbteljesen vortex
keverdvel.

Inkubalja a mintakat szobahémérsékleten (18 — 25 °C), 15 percig.

Tegyen mindegyik kémcsébe 4 mL PBS reagenst.

Centrifugalja a kémcsoveket 5 percig 300 x g sebességen, szobahémérsékleten.
Felszivas segitségével tavolitsa el a feltluszét.

0. Adjon 100 pL 2. reagenst mindegyik tesztcs6héz. NE KEVERJE OSSZE VORTEX KEVEROVEL, hanem hagyja, hogy
a 2. reagens szabadon diffundaljon a pelletbe.

11. NE RAZZA A MINTAKAT. Inkubélja szobahémérsékleten (18 — 25 °C), 5 percig.
12. Kézzel razza fel lassan a mintakat 2 — 3 masodpercig.

= © © N o

13. Adja hozza mindegyik tesztcs6h6z a szikséges mennyiségl (intracitoplazmatikus antigén-determinansra specifikus)
mAb-t, és ha szlikséges, adjon hozza megfeleld mennyiségl negativ kontrollt mindegyik kontrollcséhoz.

14. Minden kontroll cs6be adjon 20 pL izotipikus kontrollt.

15. Ovatosan vortexelje egyik csévet a masik utan.

16. Inkubalja 15 percig szobahdmérsékleten (1825 °C), fénytdl védett helyen.

17. Tegyen mindegyik kémcsébe 4 mL PBS reagenst.

18. Centrifugalja a kémcsdveket 5 percig 300 x g sebességen, szobahémeérsékleten.

19. Tavolitsa el a felliluszot és oldja fel a sejtliledéket 0,5 vagy 1 mL 1X koncentraciéju (munkahigitas) IOTest 3 Fixald
Oldatban (Ref. A07800). A fixalt mintak fénytdl védett helyen, 2 és 8 °C kozt tarolhatdk 24 6ran keresztil.

TELJESITMENY

A teljesitményadatokat a fent leirt eljaras segitségével lehet megkapni az alvadasgéatioként EDTA-sét tartalmazé steril
csOvekbe levett vérmintakbdl a vérvételt kdveté kevesebb mint 24 6ran belil. Az analizist az immunfestést kdvet6 2 6ran
beldl kell elvégezni.

PRECIZITAS

A szdzalékos pozitiv értékeket teljes vér és csontveld felhasznalasaval hataroztak meg. Mindegyik mintat 4-szer futtattak,
naponta kétszer 1 napig, 2 berendezésen, az IntraPrep permeabilizalé reagens 2 gyartasi tételének felhasznalasaval. A
méréseket (pozitiv %) Navios aramlasi citométerrel végezték. Az analizist a CLSI altal kdzzétett EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (A kvantitativ mérési modszerek precizitasi teljesitményének
értékelése) modszer alapjan végezték.

Az elfogadhatésagi kritériumaink az egyes populacidknal mért pozitiv események szamatdl fugg:
* Ha a pozitiv esemény < 1500, CV < 15%
* Ha a pozitiv esemény > 1500, CV < 10%

Teljes vér, EDTA-s:

CD45/CD14 membranfestés = limfocita tisztasag
Pozitiv események szama (atlag) = 8877

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belili kozotti
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranfestés = limfocita visszanyerés
Pozitiv események szama (atlag) = 8877

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltérd Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beldli
belli kozOotti
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés monocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 1070

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltérd Futtatasok Egy BOsszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belli
bellli kozotti

B59371-AW 101 of 238



CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés granulocitdkon
Pozitiv események szama (atlag) = 13246
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belili kozotti
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Teljes vér, HEPARIN:
CD45/CD14 membranfestés = limfocita tisztasag
Pozitiv események szama (atlag) = 6824
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belili kozotti
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfestés = limfocita visszanyerés
Pozitiv események szama (atlag) = 6824
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belli kozotti
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés monocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 961
Felhasznalok Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy BOsszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
beliili kozotti
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés granulocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 20742
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belili
belili kozotti
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Teljes vér, ACD-s:
CD45/CD14 membranfestés = limfocita tisztasag
Pozitiv események szama (atlag) = 12355
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belili
beliili kozotti
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranfestés = limfocita visszanyerés
Pozitiv események szama (atlag) = 12355
Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belili kozotti
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés monocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 1483
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Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belili
beliili kozotti
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés granulocitdkon
Pozitiv események szama (atlag) = 32715

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belili kozotti
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Csontvel6, EDTA:

CD45/CD14 membranfestés = limfocita tisztasag
Pozitiv események szama (atlag) = 8808

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belili
beliili kozotti
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranfestés = limfocita visszanyerés
Pozitiv események szama (atlag) = 8808

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy BOsszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beldli
belli kozotti
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés monocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 2212

Felhasznalok Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beluli
belli kozotti
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoxidaz-FITC intracitoplazmatikus festés granulocitakon
Pozitiv események szama (atlag) = 33181

Felhasznalok |Citométerek kozotti Egy Eltéré Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek belili
bellli kozotti
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LIMFOCITA TISZTASAG ES VISSZANYERES

A limfocitak tisztasagat és visszanyerését a CDC ajanlasai (5) szerint értékelték. 10 egészséges donortél EDTA-s, a heparinos
vagy ACD-s cs8be levett vérmintat és 5 csontvelémintat CD45-FITC és CD14-PE monoklonalis antitestek keverékével jeldltek.
A visszanyereés és a tisztasag atlagértékeit és tartomanyat a kdvetkezé tablazatok tartalmazzak:

Teljes vér, EDTA-s

Paraméter Visszanyerés Tisztasag
At|ag 93,6 89,7
Min./max. 86,1 /97,6 83,56 /955
Teljes vér, HEPARIN
Paraméter Visszanyerés Tisztasag
Atlag 94,3 87,6
Min./max. 84,9 /97,7 81,56/943
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Teljes vér, ACD-s

Paraméter Visszanyerés Tisztasag
Atlag 94,2 94,6
Min./max. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
Csontvel6, EDTA
Paraméter Visszanyerés Tisztasag
Atlag 80,7 71,8
Min./max. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
KORLATOZASOK
1. Az aramlasi citometria hamis eredményeket adhat, ha a citométert nem igazitjak tokéletesen, ha nem kompenzaljak
megfelel6en a fluoreszcenciaszivargast és ha a régidkat nem pozicionaljak elég gondosan.
2. Bizonyos antigén-determinansok érzékenyek lehetnek a formaldehidre vagy a szaponinra. Minden laboratériumnak
validalnia kell a monoklonalis ellenanyagok hasznalatanak korilményeit.
3. Pontos és megismételhetd eredmények sziletnek, amennyiben az eljarasokat a miszaki tajékoztatd szerint és a helyes
laboratériumi gyakorlattal 6sszhangban végzik el.
4. Areagens a legjobb specifikus jel / nem specifikus jel aranyra van optimalizalva. Ezért fontos, hogy minden teszt soran

betartsa a javasolt reagens térfoga / leukocita és vorosvértest szam aranyt.

Hipercellularitas esetén higitsa PBS-el a mintat olyan mértékben, hogy kevesebb mint 5 x 10° leukocita/L és kevesebb
mint 6 x 10" vorosvértest/L sejtkoncentraciot érjen el (6).

Bizonyos betegségek, példaul sulyos veseelégtelenség vagy hemoglobinopatiak esetében el6fordulhat, hogy a
vorosveértestek lizise lassu, részleges, vagy akar lehetetlen. llyenkor javasolt a festés el6tt a mononuklearis sejtek
elkulonitése egy sliriséggradiens alapjan miikodd eljarassal (ilyen példaul a Ficoll) (7).

A példakért és az irodalomjegyzékért lasd a Fluggeléket.

VEDJEGYEK

A Beckman Coulter, a stilizalt logd, valamint az itt emlitett Beckman Coulter termék- és szolgaltatasjegyek a
Beckman Coulter, Inc. védjegyei vagy bejegyzett védjegyei az Amerikai Egyesult Allamokban és mas orszagokban.

TOVABBI INFORMACIOK

Az Eurodpai Unidban, illetve az EU-val azonos szabalyozasi rendszerrel (lasd: az EU 2017/746 rendelete az in vitro
diagnosztikai orvostechnikai eszk6zokrdl) rendelkezd orszagokban é16 beteg/felhasznalé/harmadik fél esetében: ha a jelen
eszk6z hasznalata soran vagy hasznalata eredményeként sulyos varatlan esemény torténik, kérjuk, jelentse azt a gyarténak
és/vagy hivatalos terlleti képvisel6jének, valamint az illetékes nemzeti hatésagnak.

ATDOLGOZASOK

[AF ATDOLGOZAS: [ Kozzététel datuma: 2021. januar

AW ATDOLGOZAS: |
A Beckman Coulter globalis cimkézési szabalyzatanak
megfeleld, valamint az IVD-R (EU) 2017/746 kdvetelmények
szerinti frissitések:

Hozzaadott szakaszok Célfelhasznald, Precizitas, Limfocitak visszanyerése és
tisztasaga, Tovabbi informaciok, Atdolgozasok
Uj informaciok Lasd a Figyelmeztetések és dvintézkedések, a Tarolas
és stabilitds és a Korlatozasok cimi részt.
Frissitett szakaszok Figyelmeztetések és ovintézkedések, GHS szerinti
veszélyességi besorolas, Tarolas és stabilitas, A
min&ségromlas jelei, Eljaras, Teljesitmény
Eltavolitott szakaszok Laboratoriumon beluli reprodukalhatésag

Szimbdélumok listaja
A szimbdélumok jegyzéke elérhetd a kdvetkezd weboldalon: beckman.com/techdocs (dokumentumszam: B60062)
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Odczynnik 1 Odczynnik 2
Srodek utrwalajgcy Srodek zwiekszajgcy
przepuszczalnosé
Postac Ciecz Ciecz
Substancja czynna Formaldehyd Saponina
Objetosé 5 mL 5 mL
Liczba fiolek 3 fiolki 3 fiolki
Objetosé¢ na test 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testéw : 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL / test

Do stosowania w diagnostyce in vitro

PRZEZNACZENIE

IntraPrep skfada sie z dwdch, gotowych do uzycia odczynnikdw, ktére zwiekszajg przepuszczalnos¢ btony komorkowe;j
leukocytow w celu prezentacji wewnatrzkomérkowych determinant antygenowych za pomocg monoklonalnych przeciwciat
fluorescencyjnych.  IntraPrep stosowany jest w przygotowaniu probek biologicznych do analizy metodg cytometrii
przeptywowej. Zostat zoptymalizowany pod katem minimalizacji odczynéw nieswoistych w tego rodzaju analizach (1,2,3,4).

ZASADA DZIALANIA

W pierwszym kroku komoérki utrwalane sg odczynnikiem 1. Po ptukaniu za pomocg odczynnika 2 indukuje sie zwiekszong
przepuszczalno$¢, a pozostate erytrocyty poddaje sie lizie. Na tym etapie komérki stykajg sie ze sprzezonymi przeciwciatami
monoklonalnymi swoistymi dla wewnatrzkomérkowych determinant antygenowych. Leukocyty poddawane sg nastepnie
analizie metodg cytometrii przeptywowe;j.

Pomimo tego nadal mozliwa jest prezentacja powierzchniowych determinant antygenowych. W takim przypadku swoiste
sprzezone przeciwciata monoklonalne inkubowane sg przed utrwalaniem.

Cytometr przeptywowy mierzy rozproszenie $wiatta i fluorescencje komérek. Umozliwia to zlokalizowanie istotnej populacji w
ramach elektronicznego okna zdefiniowanego na histogramie, ktére koreluje z rozproszeniem swiatta w bok (Side Scatter,
SS) oraz w osi wigzki (Forward Scatter, FS). Jako pomoc na etapie bramkowania mozna wykorzystaé inne histogramy
dwuparametrowe dostepne na cytometrze, w zalezno$ci od zastosowania wybranego przez uzytkownika.

Fluorescencja odgraniczonych komoérek jest analizowana w celu odréznienia zdarzeh barwionych dodatnio od zdarzen
nieulegajgcych barwieniu. Wyniki sg wyrazane jako odsetek zdarzen dodatnich wzgledem wszystkich zdarzen
zarejestrowanych poprzez bramkowanie.

UZYTKOWNIK DOCELOWY

Produkt jest przeznaczony do profesjonalnego uzytku w laboratoriach.

PROBKI

Prébki krwi zylnej lub szpiku kostnego muszg by¢ pobierane do sterylnych probéwek zawierajgcych antykoagulant w postaci
soli EDTA lub ACD lub heparyny.

Prébki nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (18 — 25°C), bez wstrzgsania. Przed pobraniem prébki testowej
materiat nalezy podda¢ homogenizacji przez tagodne wymieszanie.

Probki muszg zosta¢ zbadane w ciggu 24 godzin od pobrania krwi zylnej przez nakitucie.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI

Nie uzywac odczynnikdéw po uptywie daty waznosci.

Nie zamrazac.

Maksymalnie ograniczy¢ narazenie na dziatanie swiatta.

Nie dopusci¢ do skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw, gdyz moze to spowodowac uzyskanie fatszywych wynikéw.
Odczynnik 1 zawiera formaldehyd. Formaldehyd jest toksyczny i alergogenny. Jest uznawany za srodek rakotwérczy.

Odczynnik 2 zawiera Azydek sodu (NaN,). Nalezy go traktowa¢ ostroznie. Nie potykaé, unika¢ kontaktu ze
skorg, Sluzéwkami i oczami. W srodowisku kwasnym azydek sodu moze tworzyé potencjalnie niebezpieczny kwas
azotowodorowy. W przypadku koniecznosci utylizacji zaleca sie rozciehczenie odczynnika duzg iloscig wody przed
wylaniem go do kanalizacji, co umozliwia unikniecie akumulacji azydku sodu w metalowych rurach i zapobieganie
wybuchom.

I o
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7. Wszystkie probki krwi nalezy uwazac¢ za potencjalnie zakazne i obchodzi¢ sie z nimi ostroznie (w szczegdlnosci nosic
ochronne rekawice, fartuchy i okulary).

8. Nigdy nie wolno pipetowac ustami. Nie dopuszczaé do kontaktu probek ze skorg, btonami sluzowymi i oczami.

9. Probowki przeznaczone na krew i materiaty jednorazowego uzytku uzywane podczas procedury nalezy usuwaé do
pojemnikéw ad hoc przeznaczonych do spalenia.

10. Odczynniki i odpady nalezy usuwac zgodnie z wymogami lokalnymi.
KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS
Odczynnik 1: utrwalenie  NIEBEZPIECZENSTWO

SO

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H313 Moze dziata¢ szkodliwie w kontakcie ze skoéra.

H314 Powoduje ciezkie oparzenia skoéry oraz
uszkodzenia oczu.

H317 Moze powodowacé reakcje alergiczng skory.

H341 Podejrzewa sig, ze powoduje wady genetyczne.

H350 Moze powodowac raka.

H370 Powoduje uszkodzenie narzadow.

P201 Przed uzyciem zapozna¢ sie ze specjalnymi
Srodkami ostrozno$ci.

P280 Stosowac rekawice ochronne, odziez ochronng

i ochrone oczu/ochrone twarzy.

P303+P361+P353 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z
wiosami): Sptukaé skére pod strumieniem wody.

P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU:
Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo
usungé. Nadal ptukac.

P310 Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.
Metanol 1 - 2%
Formaldehyd 5 - 10%

Karta charakterystyki jest dostepna pod adresem beckman.com/techdocs

MAGAZYNOWANIE | STABILNOSC

Odczynnik IntraPrep nalezy przechowywac¢ w temperaturze 18 — 25°C.
Stabilnos¢ zamknietej fiolki: odczynnik jest stabilny przez 517 dni.

Stabilnos¢ otwartej fiolki: odczynnik zachowuje stabilnos¢ przez 90 dni.

Zobacz swiadectwo analizy wtasciwe dla serii pod adresem www.beckman.com.

OZNAKA POGORSZENIA WELASCIWOSCI
Wszelkie zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikdw mogg wskazywaé na pogorszenie wtasciwosci — odczynnikéw takich
nie nalezy uzywac.

W celu otrzymania dodatkowych informacji lub w przypadku otrzymania uszkodzonego produktu nalezy skontaktowaé sie
z dziatem obstugi klienta firmy Beckman Coulter pod numerem telefonu 800-742-2345 (USA lub Kanada) lub z miejscowym
przedstawicielem firmy Beckman Coulter.

ZAWARTOSC

Srodek konserwujgcy, azydek sodu, moze tworzyé zwigzki wybuchowe w metalowych rurach kanalizacyjnych. Patrz NIOSH
Bulletin (Biuletyn instytutu NIOSH): Explosive Azide Hazard (Niebezpieczenstwo wybuchu azydku) (16.8.76).
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Po usunieciu nierozcienczonego odczynnika nalezy przeptukac rury sciekowe woda, aby unikng¢ gromadzenia sie azydkéw.
Azydek sodu musi by¢ usuwany zgodnie z odpowiednimi przepisami lokalnymi.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE Z ZESTAWEM:
» Probowki do pobierania prébek i materiaty wymagane do pobierania probek.
* Pipety automatyczne z koncéwkami jednorazowymi na 10, 20, 50, 100 i 500 pL.
» Probowki z tworzywa sztucznego przeznaczone do hemolizy.
» Swoiste przeciwciata monoklonalne (mAb).
» Kontrola ujemna.
» Odczynnik do utrwalania limfocytéw. Przyktad: Roztwér utrwalajgcy 10Test 3 (nr ref. A07800).
» Bufor (PBS: 0,01 M fosforan sodu; 0,145 M chlorek sodu; pH 7,2).
*  Wiréwka.
* Mieszadlo automatyczne (typu worteks).
» Cytometr przeptywowy.

PROCEDURA

A - Odczyn wewnatrzkomérkowy
Liczba erytrocytéw obecnych w prébce powinna by¢ mniejsza niz 6 x 10° na uL (6 x 10'?/L). W razie potrzeby rozcienczy¢ PBS.
Liczba leukocytéw obecnych w prébce powinna by¢ mniejsza niz 5 x 10%/uL (5 x 10%/L). W razie potrzeby rozcienczy¢ PBS.

W przypadku kazdej badanej probki oprocz probowki testowej mozna dodac jedng probéwke kontrolng, w ktérej komorki sg
mieszane w obecnosci kontroli ujemnej, odpowiednio do wybranego barwienia swoistego.

1. Do kazdej proboéwki doda¢ 50 yL prébki badane;.

2. Do kazdej probowki dodac¢ 100 pL odczynnika 1. Bezposrednio po kazdym dodaniu energicznie worteksowac.

3. Inkubuj 15 minut w temperaturze pokojowej (18 — 25°C).

4. Doda¢ po 4 mL PBS do kazdej probéwki.

5. Wiruj przez 5 minut przy 300 x g w temperaturze pokojowe;.

6. Usung¢ supernatant poprzez zasysanie.

7. Do kazdej probéwki dodaé 100 uL odczynnika 2. NIE WORTEKSOWAC, pozostawié odczynnik 2 do naturalnego
rozproszenia w osadzie komorkowym.

8. Inkubuj 5 minut w temperaturze pokojowej (18 — 25°C) BEZ WSTRZASANIA.

9. Wstrzgsaj lekko dionig przez 2 — 3 sekundy.

10. Doda¢ niezbedng ilos¢ przeciwciata monoklonalnego (swoistego dla wewnatrzcytoplazmatycznej determinanty
antygenowej) do kazdej probowki testowej i w razie potrzeby odpowiednig ilos¢ kontroli ujemnej do kazdej probdéwki
kontrolnej.

11. Lagodnie wymieszaj probéwki mikserem Vortex.

12. Inkubowac przez 15 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C), chronigc przed swiattem.
13. Dodac¢ po 4 mL PBS do kazdej probdéwki.

14. Wiruj przez 5 minut przy 300 x g w temperaturze pokojowe;j.

15. Odciggnij nadsacz i zawie$ komérki w 0,5 lub 1 mL utrwalacza 10Test 3 Fixative Solution (Odn. A07800) w stezeniu
roboczym (1X). Utrwalone tak preparaty mozna przechowywacé przez 24 godziny w temperaturze 2 — 8°C, bez dostepu
Swiatta.

B - Odczyn wewnatrzkomoérkowy i blonowy
Liczba erytrocytéw obecnych w prébce powinna by¢ mniejsza niz 6 x 10° na uL (6 x 10'?/L). W razie potrzeby rozcienczy¢ PBS.
Liczba leukocytéw w probce powinna byé mniejsza niz 5 x 10%/uL (5 x 10%L). W razie potrzeby rozcienczy¢ PBS.

W przypadku kazdej badanej probki oprocz probowki testowej mozna dodac¢ jedng proboéwke kontrolng, w ktérej komorki sg
mieszane w obecno$ci kontroli ujemnej, odpowiednio do wybranego barwienia swoistego.

1. Do kazdej probowki doda¢ 50 uL prébki badane;.

2. Dodac¢ niezbedng ilo$¢ przeciwciata monoklonalnego (swoistego dla btonowej determinanty antygenowej) do kazde;j
probowki testowej i w razie potrzeby doda¢ odpowiednig ilos¢ kontroli ujemnej do kazdej probéwki kontrolne;j.

3. tagodnie wymieszaj probowki mikserem Vortex.
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Inkubowac przez 15 minut w temperaturze pokojowej (18—25°C), chronigc przed swiattem.

Do kazdej probowki doda¢ 100 yL odczynnika 1. Bezposrednio po kazdym dodaniu energicznie worteksowac.
Inkubuj 15 minut w temperaturze pokojowej (18 — 25°C).

Dodac¢ po 4 mL PBS do kazdej probdwki.

Wiruj przez 5 minut przy 300 x g w temperaturze pokojowe;j.

Usungc¢ supernatant poprzez zasysanie.

0. Do kazdej probéwki dodaé 100 pL odczynnika 2. NIE WORTEKSOWAC, pozostawié odczynnik 2 do naturalnego
rozproszenia w osadzie komérkowym.

11. Inkubuj 5 minut w temperaturze pokojowej (18 — 25°C) BEZ WSTRZASANIA.
12. Wstrzasaj lekko dionig przez 2 — 3 sekundy.

13. Doda¢ niezbedng ilos¢ przeciwciata monoklonalnego (swoistego dla wewngtrzcytoplazmatycznej determinanty
antygenowej) do kazdej probowki testowej i w razie potrzeby odpowiednig ilos¢ kontroli ujemnej do kazdej probowki
kontrolnej.

14. Do kazdej z probéwek kontrolnych dodaj 20 uL kontroli izotypowe;.
15. Lagodnie wymieszaj probéwki mikserem Vortex.

=2 © ® N oA

16. Inkubowac¢ przez 15 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C), chronigc przed swiattem.
17. Doda¢ po 4 mL PBS do kazdej probéwki.
18. Wiruj przez 5 minut przy 300 x g w temperaturze pokojowe;.

19. Odciagnij nadsacz i zawie$ komaérki w 0,5 lub 1 mL utrwalacza |OTest 3 Fixative Solution (Odn. A07800) w stezeniu
roboczym (1X). Utrwalone tak preparaty mozna przechowywacé przez 24 godziny w temperaturze 2 — 8°C, bez dostepu
Swiatta.

WYDAJNOSC

Dane dotyczgce wydajnosci uzyskano z wykorzystaniem procedury opisanej powyzej na prébkach krwi majgcych mniej niz
24 godziny, uprzednio pobranych do sterylnych probéwek z solg EDTA jako antykoagulantem. Badanie przeprowadzono
w ciggu 2 godzin po barwieniu immunologicznym.

PRECYZJA

Odsetek wartosci dodatnich okreslono przy uzyciu krwi petnej i szpiku kostnego. Kazda prébke analizowano 4 razy, dwa razy
dziennie przez 1 dzieh, za pomocg 2 analizatordw, przy uzyciu 2 serii odczynnika permeabilizujgcego IntraPrep. Pomiary (%
dodatnich) przeprowadzono na cytometrze przeptywowym Navios. Badanie przeprowadzono na podstawie metody opisane;j
w wytycznych CLSI w dokumencie EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Ocena wydajnosci precyzji metody pomiaréw ilosciowych).
Nasze kryteria akceptacji sg uzaleznione od liczby zdarzen dodatnich zmierzonych w kazdej populaciji:

» Jesli zdarzenie dodatnie < 1500, WZ < 15%

» Jedli zdarzenie dodatnie > 1500, WZ < 10%

Krew petna z EDTA:

Barwienie blonowe CD45/CD14 = czystos¢ limfocytow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 8877
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie btonowe CD45/CD14 = odzysk limfocytéow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 8877
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w monocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 1070
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w granulocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC

Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 13246

Krew petna z ACD:

Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Krew petna z HEPARYNA:
Barwienie blonowe CD45/CD14 = czystos¢ limfocytow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 6824
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie btonowe CD45/CD14 = odzysk limfocytow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 6824
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w monocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 961
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami  |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w granulocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 20742
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie btonowe CD45/CD14 = czystos¢ limfocytéw
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 12355
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie blonowe CD45/CD14 = odzysk limfocytow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 12355
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami  |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w monocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 1483
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,562 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w granulocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 32715
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Szpik kostny z EDTA:

Barwienie btonowe CD45/CD14 = czystos¢ limfocytéw

Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 8808

Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie btonowe CD45/CD14 = odzysk limfocytéow
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 8808
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w monocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 2212
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Barwienie wewnatrzcytoplazmatyczne w granulocytach za
pomoca anty-mieloperoksydazy-FITC
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 33181
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami |oznaczenianpi analizy
WZ (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CZYSTOSC | ODZYSK LIMFOCYTOW

Czystosc¢ i odzysk limfocytéw oceniano zgodnie z zaleceniami CDC (5). Krew od 10 zdrowych dawcow pobrang do EDTA,
heparyny i ACD oraz 5 probek szpiku kostnego oznakowano mieszaning przeciwciat monoklonalnych CD45-FITC i CD14-PE.
Wartoéci srednie odzysku i czystosci oraz zakres podano w ponizszych tabelach:

Krew peilna z EDTA
Parametr Odzysk Czystos¢
Srednia 93,6 89,7
Min./Maks. 86,1 /97,6 83,5 /955
Krew peina z HEPARYNA
Parametr Odzysk Czystosc
Srednia 94,3 87,6
Min./Maks. 849 /977 81,5/943
Krew pelna z ACD
Parametr Odzysk Czystosc
Srednia 94,2 94,6
Min./Maks. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Szpik kostny z EDTA
Parametr Odzysk Czystos¢
Srednia 80,7 71,8
Min./Maks. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

ORGANICZENIA

1. Wyniki cytometrii przeptywowej mogg by¢ zafatszowane, jesli osiowanie cytometru nie byto doktadne, przepuszczona
fluorescencja nie zostata prawidtowo skompensowana, a regiony nie zostaty starannie upozycjonowane.

2. Pewne determinanty antygenowe mogg by¢ wrazliwe na dziatanie formaldehydu lub saponiny. Kazde laboratorium musi
zweryfikowa¢ warunki stosowania przeciwciat monoklonalnych.

3. Uzyskane wyniki bedg doktadne i odtwarzalne pod warunkiem, ze stosowane bedg procedury zgodne z informacjami
zawartymi w ulotce z danymi technicznymi oraz z dobrymi praktykami laboratoryjnymi.

4. Odczynnik zostat zoptymalizowany tak, by oferowac najlepszy stosunek sygnatu swoiste/nieswoiste. W zwigzku z tym
wazne jest przestrzeganie w kazdym tescie stosunku objetosci odczynnika i liczby leukocytéw oraz erytrocytow.
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5. W przypadku hiperkomdrkowosci rozcienczy¢é materiat w PBS tak, by uzyska¢ mniej niz 5 x 10° leukocytow/L i mniej niz
6 x 102 erytrocytow/L (6).

6. W niektorych stanach chorobowych, takich jak ciezka niewydolnosc¢ nerek lub hemoglobinopatie, liza krwinek czerwonych
moze by¢ powolna, niepetna lub nawet niemozliwa. W takich przypadkach przed barwieniem zalecane jest wyizolowanie
komérek jednojgdrzastych na gradiencie gestosci (na przykfad Ficoll) (7).

Przyktady i piSmiennictwo mozna znalez¢ w zatgczniku.

ZNAKI TOWAROWE

Beckman Coulter, stylizowane logo oraz wymienione w tym dokumencie znaki produktéw i ustug firmy Beckman Coulter sg
znakami towarowymi lub zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Beckman Coulter, Inc. w Stanach Zjednoczonych i innych
krajach.

DODATKOWE INFORMACJE

Dotyczy pacjentéw/uzytkownikéw/stron trzecich w Unii Europejskiej i w krajach o identycznym systemie regulacyjnym
(rozporzadzenie 2017/746/UE w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro) — jesli podczas lub w wyniku
korzystania z tego wyrobu wystgpi powazny incydent, nalezy zgtosi¢ go producentowi i/lub jego upowaznionemu
przedstawicielowi oraz odpowiedniemu organowi krajowemu.

HISTORIA ZMIAN

|WERSJA AF: | Data wydania: Styczen 2021 r.

WERSJA AW: [
Aktualizacje w celu zapewnienia zgodnosci z globalnymi
zasadami oznakowania firmy Beckman Coulter i wedtug
wymogow rozporzadzenia IVD-R (UE)2017/746:

Dodano czesci Przewidziany uzytkownik, Precyzja, Odzysk i czysto$¢
limfocytéw, Informacje dodatkowe, Historia zmian

Dodano informacje Zobacz czesci Ostrzezenie i $rodki ostroznosci,

Przechowywanie i stabilno$¢, Ograniczenia
Zaktualizowane czesci Ostrzezenie i $rodki ostroznosci, Klasyfikacja zagrozen
GHS, Przechowywanie i stabilno$¢, Dowody pogorszenia
jakosci, Procedura, Dziatanie
Usuniete czesci Odtwarzalnos$¢ wewnatrzlaboratoryjna

Legenda symboli
Stowniczek symboli jest dostepny pod adresem beckman.com/techdocs (numer dokumentu B60062)
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Cinidlo 1 Cinidlo 2
Fixacni ¢inidlo Permeabiliza¢ni Cinidlo
Forma Roztok Roztok
Aktivni latka Formaldehyd Saponin
Dil 5 ml 5 ml
Pocet lahviek 3 lahviCky 3 lahviCky
Objem / test 100 pl 100 pl

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testd; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/test

Pouze pro diagnostiku in vitro

URCENE POUZITI

IntraPrep obsahuje dvé reagencie pfipravené k pouziti, které zplsobuji permeabilizaci cytoplazmatické membrany leukocytl.
Toho se vyuziva pfi prikazu intracelularnich antigennich determinant pomoci fluorescenéné znacenych monoklonalnich

protilatek. IntraPrep je urCen k pfipravé biologickych vzorkll pfi analyze pritokovym cytometrem. Reagencie byly
optimalizovany tak, aby nespecifické zna€eni u tohoto typu analyzy bylo minimaln (1,2,3,4).

PRINCIP

V prvnim kroku jsou buriky fixovany pomoci reagencie 1. Po promyti je u€inkem reagencie 2 navozena permeabilizace a jsou
lyzovany zbyvajici erytrocyty. Béhem tohoto kroku jsou k burfikam pfidany konjugované monoklonalni protilatky specifické pro
intracelularni antigenni determinanty a leukocyty jsou poté analyzovany pratokovym cytometrem.

Timto zpusobem je mozné provadét i prikaz povrchovych antigennich determinant. V tomto pfipadé jsou burky inkubovany
se specifickymi konjugovanymi monoklonalnimi protilatkami pred fixaci.

Pratokovy cytometr méfi rozptyl svétla a fluorescenci bunék. Podle téchto parametrl jsou bunky lokalizovany uvnitf
elektronicky vytvofeného okna definovaného histogramem, ktery koreluje kolmy rozptyl svétla ("Side Scatter", SS) a rozptyl
svétla v malém uhlu ("Forward Scatter”, FS). Dal$i histogramy, kombinujici dva rizné parametry dostupné na cytometru, je
mozné vyuzit pfi elektronickém vybéru populace bunék ("gatovani") v zavislosti na uzivatelem zvolené aplikaci.

Fluorescence oddélenych bunék je analyzovana s cilem odlisit pozitivné obarvené udalosti od neobarvenych. Vysledky jsou
vyjadfeny jako procentni podil pozitivnich udalosti ze vSech udalosti zjisténych gatovanim.
ZAMYSLENY UZIVATEL

Tento produkt je uréen pro profesionalni laboratorni pouziti.

VZORKY

Vzorky Zzilni krve nebo kostni dfené musi byt odebrany do sterilnich zkumavek obsahujicich stl EDTA, ACD nebo heparin jako
antikoagulacni €inidlo.

Vzorky by mély byt uchovavany bez michani pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C). Pfed odebiranim vzorkd z odbérové zkumavky
do testovych zkumavek je tieba vzorky jemné promichat.

Vzorky je nutné analyzovat do 24 hodin od venepunkce.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Reagencii nepouzivejte po datu exspirace.
Nezmrazujte.
Minimalizujte expozici svétlu.
Zabrante mikrobiologické kontaminaci reagencii, jinak mohou byt vysledky chybné.
Reagencie 1 obsahuje formaldehyd. Formaldehyd je toxicky a alergenni. Ma se za to, Ze je to karcinogenni latka.

o 0k wbd

Reagencie 2 obsahuje azid sodny (NaNs,), proto s ni musi byt zachazeno opatrné. Nepouzivejte vnitfné a vyvarujte se
kontaktu reagencie s pokozkou, sliznicemi a o¢ima. V kyselém prostfedi miize z azidu sodného vznikat potencialné
nebezpedna hydrazidova kyselina. Pokud je tfeba reagencii zlikvidovat, doporuéuje se nafedit ji pfed vylitim do odpadu
velkym mnozstvim vody, aby se pfedeSlo nahromadéni azidu v kovovém potrubi a tim i riziku exploze.

7. VSechny vzorky krve je nutno povaZovat za potencialné infekéni a je nutné manipulovat s nimi opatrné (zvlasté: pouzivat
ochranné rukavice, plasté a bryle).

8. Nikdy nepipetujte Usty a zabrarte tomu, aby se vzorky dostaly do kontaktu s kdzi, sliznici ani o¢ima.
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9. Zkumavky s krvi a jednorazovy material ur€eny pro manipulaci je tfeba likvidovat v kontejnerech ad hoc uréenych ke
spaleni.

10. Reagencie a odpad by mély byt odstrafiovany v souladu s mistnimi pozadavky.

KLASIFIKACE NEBEZPECIi PODLE GHS
Cinidlo 1: Fixace NEBEZPECI

SO

H302 Zdravi Skodlivy pfi poziti.

H313 Muze Skodit zdravi pfi styku s pokozkou.

H314 Zpusobuje tézké poleptani kiize a poSkozeni o¢i.
H317 Muze vyvolat alergickou kozni reakci.

H341 Podezieni na genetické poskozeni.

H350 Muze vyvolat rakovinu.

H370 Zpusobuje poskozeni organa.

P201 Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy $§tit.

P303+P361+P353 PRI STYKU S KUZi (nebo s vlasy): Oplachnéte
kazi vodou.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni Cocky,
pokud jsou nasazeny a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokradujte ve vyplachovani.

P310 Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO nebo Iékare.
Methanol 1 -2 %
Formaldehyd 5 - 10 %

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs

SKLADOVANI A STABILITA

IntraPrep je tfeba uchovavat pfi 18 — 25 °C.

Stabilita uzavfené lahvi¢ky: reagencie je stabilni po dobu 517 dnu.
Stabilita jiz jednou oteviené lahvicky: reagencie je stabilni po dobu 90 dni.
Viz certifikat o analyze specificky pro Sarzi na www.beckman.com.

ZNAMKY ZHORSENIi KVALITY
Jakakoli zmeéna fyzického vzhledu reagencii miize znamenat jejich znehodnoceni a takova reagencie by se neméla pouzivat.

Pokud potiebujete dali informace nebo jste obdrzeli poSkozeny produkt, zavolejte na telefonni &islo zadkaznické sluzby
spole¢nosti Beckman Coulter 800-742-2345 (USA nebo Kanada) nebo se obratte na mistniho zastupce spolecnosti
Beckman Coulter.

OBSAH

Konzervacni latka azid sodny maze v kovovém odpadnim potrubi vytvaret vybusné slouceniny. Viz buletin NIOSH: Explosive
Azide Hazard (Nebezpeci vybusnych azid(l) (16.8.76).

Po vypus$téni nefedéné reagencie proplachnéte odpadni potrubi vodou, aby se v ném nehromadily azidové slouceniny.
Likvidace azidu sodného musi byt provadéna podle pfislusnych mistnich predpisu.

MATERIALY POTREBNE, ALE NEDODANE SE SOUPRAVOU:

*  Zkumavky na odbér vzork(i a material potfebny k odbéru vzorkd.
» Automatické pipety s vyménnymi Spickami k davkovani objemu 10, 20, 50, 100 a 500 pl.
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Plastové zkumavky na hemolyzu.

Specifické monoklondlni protilatky (mAb).

Negativni kontroly.

Reagencie pro fixaci leukocytd. Napfiklad: Fixa¢ni roztok 10Test 3 (ref. AO7800).
Pufr (PBS: 0,01 M fosfore€nan sodny; 0,145 M chlorid sodny; pH 7,2).
Odstredivka.

Automatické michadlo (typu vortex).

Pratokovy cytometr.

POSTUP

A - Nitrobunééné cytoplazmatické znaceni
Pocet Cervenych krvinek ve vzorku by mél byt mensi nez 6 x 10° na pl (6 x 10'?/L). V pfipadé nutnosti vzorek naredte PBS.
Pocet leukocytt ve vzorku by mél byt mensi nez 5 x 10° ul (5 x 10°%L). V pfipadé nutnosti vzorek nafedte PBS.

Pro kazdy analyzovany vzorek |ze kromé testovaci zkumavky pfidat jednu kontrolni zkumavku, v niz jsou buriky promichany
v piitomnosti negativni kontroly odpovidajici konkrétnimu zvolenému barveni.

1.

No gk~ wbd

© ®

11

Pfidejte 50 ul testovaného vzorku do kazdé zkumavky.

PFidejte 100 ul reagencie 1 do kazdé zkumavky. Po kazdém pfidani ihned dikladné promichejte na vortexové michacce.
Inkubujte 15 min pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C).

Do kazdé zkumavky pfidejte 4 ml PBS.

Centrifugujte 5 minut pfi 300 x g pfi laboratorni teploté.

Supernatant odsaijte.

PFidejte 100 pl reagencie 2 do kazdé zkumavky. NEMICHEJTE NA VORTEXOVE MICHACCE, nechte reagencii 2
pfirozené difundovat do bunécné pelety.

Inkubujte 5 min pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C) BEZ MiCHANI.
Vzorky jemné manualné promichejte po 2 az 3 sekundy.

. Pfidejte nezbytné mnozstvi mAb (specifické pro intracytoplazmatickou antigenni determinantu) do kazdé testovaci

zkumavky, a pokud je to nutné, pfidejte vhodné mnoZstvi negativni kontroly do kaZdé kontrolni zkumavky.

. Zkumavky jemné& promichejte na vortexu.
12.
13.
14,
15.

Provadeéite inkubaci po dobu 15 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C), chrante pfed svétlem.
Do kazdé zkumavky pfidejte 4 ml PBS.
Centrifugujte 5 minut pfi 300 x g pfi laboratorni teploté.

Odsaijte supernatant a resuspendujte bunéénou peletu v 0,5 ml nebo 1 ml fixaéniho roztoku IOTest 3 Fixative Solution
nafedéného na pracovni koncentraci (1x). Takto fixované vzorky je mozno uchovavat pfi 2 az 8 °C bez pfistupu svétla
po 24 hodin.

B — Nitrobunééné cytoplazmatické a membranové znaceni
Pocet Cervenych krvinek ve vzorku by mél byt mensi nez 6 x 10° na pl (6 x 10'?/L). V pfipadé nutnosti vzorek nafedte PBS.

Pocet leukocytl ve vzorku by mél byt mensi nez 5 x 10° pl (5 x 10%L). V pfipadé nutnosti vzorek nafedte PBS.

Pro kazdy analyzovany vzorek |ze kromé testovaci zkumavky pfidat jednu kontrolni zkumavku, v niz jsou buriky promichany
v pfitomnosti negativni kontroly odpovidajici konkrétnimu zvolenému barveni.

1.
2.

® N o oA~

9.

Pridejte 50 ul testovaného vzorku do kazdé zkumavky.

PFidejte nezbytné mnozstvi mAb (specifické pro membranovou antigenni determinantu) do kazdé testovaci zkumavky,
a pokud je to nutné, pfidejte vhodné mnoZstvi negativni kontroly do kazdé kontrolni zkumavky.

Zkumavky jemné promichejte na vortexu.

Provadéite inkubaci po dobu 15 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C), chrante pfed svétlem.

PFidejte 100 ul reagencie 1 do kazdé zkumavky. Po kazdém pfidani ihned dikladné promichejte na vortexové michacce.
Inkubujte 15 min pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C).

Do kazdé zkumavky pfidejte 4 ml PBS.

Centrifugujte 5 minut pfi 300 x g pfi laboratorni teploté.

Supernatant odsaijte.
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10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

PFidejte 100 pl reagencie 2 do kazdé zkumavky. NEMICHEJTE NA VORTEXOVE MICHACCE, nechte reagencii 2
pfirozené difundovat do bunécné pelety.

Inkubuijte 5 min pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C) BEZ MICHANI.
Vzorky jemné manualné promichejte po 2 az 3 sekundy.

Pridejte nezbytné mnozZstvi mAb (specifické pro intracytoplazmatickou antigenni determinantu) do kazdé testovaci
zkumavky, a pokud je to nutné, pfidejte vhodné mnozstvi negativni kontroly do kazdé kontrolni zkumavky.

Do kazdé kontrolni zkumavky pfidejte 20 ul izotypové kontroly.

Zkumavky jemné promichejte na vortexu.

Provadéijte inkubaci po dobu 15 minut pfi pokojové teploté (18-25 °C), chrarite pfed svétlem.
Do kazdé zkumavky pfidejte 4 ml PBS.

Centrifugujte 5 minut pfi 300 x g pfi laboratorni teploté.

Odsajte supernatant a resuspendujte buné&nou peletu v 0,5 ml nebo 1 ml fixaCniho roztoku IOTest 3 Fixative Solution
(Ref. A07800) nafedéného na pracovni koncentraci (1x). Takto fixované vzorky je mozno uchovavat pfi 2 az 8 °C bez
pfistupu svétla po 24 hodin.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Data o vykonu se ziskavaji vySe popsanym postupem na vzorcich krve starych méné nez 24 hodin, které byly odebrany do
sterilnich zkumavek se soli EDTA jakoZto antikoagulacnim &inidlem. Analyza se provadi do 2 hodin od imunobarveni.

PRECIZNOST

Procentualni pozitivni hodnoty byly stanoveny pomoci piné krve a kostni difené. Kazdy vzorek byl analyzovan 4krat, dvakrat
denné v pribéhu 1 dne na 2 pfistrojich pomoci 2 Sarzi permeabilizaCni reagencie IntraPrep. Méfeni (% pozitivnich) byla
provedena na prutokovém cytometru Navios. Analyza byla provedena na zakladé metody CLSI EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Vyhodnoceni vykonu preciznosti kvantitativnich méficich
metod).

Nase kritéria pfijatelnosti zavisi na poctu pozitivnich udalosti zméfenych pro kazdou populaci:

Pokud pozitivni udalost < 1 500, VK < 15 %
Pokud pozitivni udalost > 1 500, VK < 10 %

PIna krev s EDTA:

PIna krev s HEPARINEM:

Membranové barveni CD45/CD14 = istota lymfocytu
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 8877

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membranové barveni CD45/CD14 = vytézek lymfocyta
Pocet pozitivnich udalosti (pramér) = 8877

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni na monocytech
Pocet pozitivnich udalosti (prdmér) = 1070

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni
na granulocytech
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 13246

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membranové barveni CD45/CD14 = éistota lymfocytu
Pocet pozitivnich udalosti (pramér) = 6824
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PIna krev s ACD:

Kostni d

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové barveni CD45/CD14 = vytézek lymfocytl
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 6824
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni na monocytech
Pocet pozitivnich udalosti (primeér) = 961
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni
na granulocytech
Pocet pozitivnich udalosti (pramér) = 20742
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové barveni CD45/CD14 = éistota lymfocytu
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 12355
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové barveni CD45/CD14 = vytézek lymfocytl
Pocet pozitivnich udalosti (pramér) = 12355
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni na monocytech
Pocet pozitivnich udalosti (pramér) = 1483
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni
na granulocytech
Pocet pozitivnich udalosti (prdmér) = 32715
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
fen s EDTA:
Membranové barveni CD45/CD14 = éistota lymfocytu
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 8808
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové barveni CD45/CD14 = vytézek lymfocytt
Pocet pozitivnich udalosti (priimér) = 8808
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
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VK (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni na monocytech
Pocet pozitivnich udalosti (prdmér) = 2212
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-myeloperoxidaza-FITC intracytoplazmatické barveni
na granulocytech
Pocet pozitivnich udalosti (priimeér) = 33181
Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CISTOTA A VYTEZEK LYMFOCYTU

Cistota a vytézek lymfocytl byly vyhodnoceny podle doporueni CDC (5). Krev 10 zdravych darct odebrana do EDTA,
heparinu a ACD a 5 vzork({l kostni dfené bylo oznac¢eno smési monoklonalnich protilatek CD45-FITC a CD14-PE. Primérné
hodnoty a vytézek a Cistota s rozsahy jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

PIna krev s EDTA
Parametr Vytézek Cistota
Primér 93,6 89,7
Min./max. 86,1 /97,6 83,5/955
PIna krev. s HEPARINEM
Parametr Vytézek Cistota
Primér 94,3 87,6
Min./max. 84,9 /97,7 81,56 /943
Plna krev s ACD
Parametr Vytézek Cistota
Pramér 94,2 94,6
Min./max. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
Kostni dien s EDTA
Parametr Vytézek Cistota
Primér 80,7 71,8
Min./max. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

OMEZENI

1.

Prutokova cytometrie miize pfinést faleSné vysledky, pokud cytometr nebyl dokonale sefizen, pokud nebyly spravné
kompenzovany uniky fluorescence a pokud oblasti nebyly peclivé umistény.

2. Urcité antigenni determinanty mohou byt U€inkem formaldehydu nebo saponinu poruseny. Podminky pro pouziti
monoklonalnich protilatek musi kazda laboratof ovéfit individualné.

3. Presnych areprodukovatelnych vysledki bude dosazeno, pokud jsou pouzité postupy v souladu s technickym pfibalovym
letakem a se spravnou laboratorni praxi.

4. Reagencie byla optimalizovana tak, aby poskytovala co nejlepsi pomér specifického signalu k nespecifickému. Z tohoto
dlivodu je dilllezité v kazdém testu dodrzovat pomér mezi objemem reagencie a poctem leukocytl a erytrocyt(.

5. V pfipadé nadbytku bunék nafedte vzorek PBS tak, aby koncentrace byla mensi nez 5 x 10° leukocytl/L a menSi nez 6
x 10" ¢ervenych krvinek/L (6).

6. U urcitych chorob, napfiklad zavazného selhani ledvin ¢i hemoglobinopatii, se mlze stat, Zze lyza €ervenych krvinek bude

probihat pomalu, nedokonci se, nebo dokonce nebude mozna. V tomto pfipadé se pfed znacenim doporucuje izolovat
mononuklearni buriky s pouZitim hustotniho gradientu (napf. Ficoll) (7).

Priklady a reference jsou uvedeny v pfiloze.

OCHRANNE ZNAMKY

Beckman Coulter, stylizované logo a znamky produktl a sluzeb spole¢nosti Beckman Coulter uvedené v tomto dokumentu jsou
ochranné znamky nebo registrované ochranné znamky spolecnosti Beckman Coulter, Inc. ve Spojenych statech americkych
a dalSich zemich.
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DALSi INFORMACE

Pro pacienty, uzivatele nebo tfeti osoby v Evropské unii a v zemich se stejnym regulacnim rezimem (nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro); pokud pfi pouzivani tohoto
prostfedku nebo v dusledku jeho pouzivani dojde k zavazné nehodé, prosim ohlaste tuto nehodu vyrobci a/nebo jeho

opravnénému zastupci a kompetentnimu vnitrostatnimu organu.

HISTORIE REVIZi

|REVIZE AF:

Datum uvolnéni: leden 2021

REVIZE AW:

Aktualizace kvuli shodé s globalnimi zadsadami oznacovani
spole¢nosti Beckman Coulter a dle pozadavk( IVD-R
(EU) 2017/746:

Pridani ¢asti

Uréeny uzivatel, Preciznost, VytéZzek a Cistota lymfocytd,
Dal$i informace, Historie revizi

Pridany informace

Viz €asti Varovani a opatfeni, Skladovani a stabilita, Omezeni

Aktualizované ¢asti

Varovani a opatfeni, Klasifikace nebezpeci podle
GHS, Skladovani a stabilita, Znamky znehodnoceni,
Postup, Charakteristika

Odstranéni ¢asti

Reprodukovatelnost v ramci laboratore

Kli¢ k symbolim
Slovni¢ek symboll je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs (&islo dokumentu B60062)
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Cinidlo 1 Cinidlo 2
Fixaéné ¢inidlo Permeabilizacné ¢inidlo
Forma Roztok Roztok
Aktivna latka Formaldehyd Saponin
Objem 5 mi 5 mi
Pocet flasticiek 3 flasticky 3 flastiCky
Objem / test 100 ul 100 ul

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testov; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/test

Na diagnostické pouzitie in vitro

URCENE POUZITIE

IntraPrep obsahuje dve reagencie pripravené na pouzitie, ktoré spdsobuju permeabilizaciu cytoplazmatickej membrany
leukocytov. Toho sa vyuziva pri preukazani intracelularnych antigénnych determinant pomocou fluorescenéne znacenych
monoklonalnych protilatok. IntraPrep je uréeny na pripravu biologickych vzoriek pri analyze prietokovym cytometrom.
Reagencie boli optimalizované tak, aby nespecifické znacenie pri tomto type analyzy bolo minimalne (1,2,3,4).

PRINCIP

V prvom kroku su bunky fixované pomocou reagencie 1. Po premyti je i€inkom reagencie 2 navodena permeabilizacia a su
lyzované zostavajuce erytrocyty. Pocas tohto kroku su k bunkam pridané konjugované monoklonalne protilatky Specifické pre
intracelularne antigénne determinanty a leukocyty su potom analyzované prietokovym cytometrom.

Tymto spbésobom je mozné vykonavat i preukdzanie povrchovych antigénnych determinant. V tomto pripade su bunky
inkubované so Specifickymi konjugovanymi monoklonalnymi protilatkami pred fixaciou.

Prietokovy cytometer meria rozptyl svetla a fluorescenciu buniek. Podla tychto parametrov su bunky lokalizované vo vnutri
elektronicky vytvoreného okna definovaneho histogramom, ktory koreluje kolmy rozptyl svetla ("Side Scatter", SS) a rozptyl
svetla v malom uhle ("Forward Scatter", FS). DalSie histogramy, kombinujuce dva rézne parametre dostupné na cytometri, je
mozné vyuzit pri elektronickom vybere populacie buniek ("gatovanie") v zavislosti na uzivatefom zvolenej aplikacii.

Fluorescencia vymedzenych buniek sa analyzuje s ciefom odliSit pozitivne sfarbené udalosti od nesfarbenych. Vysledky su
vyjadrené ako percento pozitivnych udalosti vzhladom na v3etky udalosti zaznamenané gatingom.

URCENY POUZIVATEL

Tento produkt je uréeny na profesionalne laboratérne pouZzitie.

VZORKY

Vzorky Zilnej krvi alebo kostnej drene musia byt odobraté do sterilnych skimaviek, ktoré obsahuju ako antikoagulaéné &inidlo
sol EDTA, ACD alebo heparin.

Vzorky by mali byt uchovavané bez mieSania pri laboratérnej teplote (18 - 25 °C). Pred odoberanim vzoriek z odberove;j
skumavky do testovacich skumaviek je potrebné vzorky jemne premiesat.

Vzorky sa musia analyzovat’ do 24 hodin od odberu.

VYSTRAHA A OPATRENIA
1. Cinidlo nepouzivajte po datume exspiracie.
Nezamrazujte.
Minimalizujte vystavenie svetlu.
Zabrarte mikrobialnej kontaminacii Cinidiel, inak méze dojst’ k faloSnym vysledkom.
Cinidlo 1 obsahuje formaldehyd. Formaldehyd je toxicky a alergénny. PovaZuje sa za karcinogénnu latku.

Reagencia 2 obsahuje azid sodny (NaN;), preto s fiou musi byt zaobchadzané opatrne. NepouZivajte vnutorne a
vyvarujte sa kontaktu reagencie s pokozkou, sliznicami a o€ami. V kyslom prostredi mdze z azidu sodného vznikat
potencialne nebezpeéna hydrazidova kyselina. Pokial je potrebné reagenciu zlikvidovat, odporu¢a sa nariedit’ ju pred
vyliatim do odpadu velkym mnoZstvom vody, aby sa prediSlo nahromadeniu azidu v kovovom potrubi a tym i riziku
explozie.

7. VSetky vzorky krvi sa musia povaZzovat' za potencialne infek¢né, a preto sa s nimi musi narabat opatrne (predovsetkym:
pouzivajte ochranné rukavice, plaste a okuliare).

8. Nikdy nepipetujte Ustami a zabrarite akémukolvek kontaktu vzoriek s pokoZkou, sliznicami a o&ami.

o gk w N
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9. Skumavky na krv a jednorazovy material pouzivané pri manipulacii sa musia zlikvidovat do schvalenych nadob uréenych
na spalenie.

10. Cinidla a odpad by sa mali eliminovat v sulade s miestnymi poziadavkami.
KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS
Cinidlo 1: fixacia NEBEZPECENSTVO

SO

H302 Skodlivy po poZiti.

H313 Pri kontakte s pokozkou méZze byt Skodlivy.

H314 Spdsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie
oci.

H317 MozZe vyvolat alergicku koznu reakciu.

H341 Podozrenie, Ze spdsobuje genetické poskodenie.

H350 Méze vyvolat rakovinu.

H370 Spdsobuje poSkodenie organov.

P201 Pred pouZitim sa oboznadmte s osobitnymi
pokynmi.

P280 Noste ochranné rukavice, ochranny odev

a ochranné okuliare/ochranu tvare.

P303+P361+P353 PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo viasmi):
Pokozku oplachnite vodou.

P305+P351+P338 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mindt ich
opatrne vyplachujte vodou. Ak pouzivate
kontaktné So3ovky a ak je to mozné, odstrarite
ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P310 Okamzite volajte Narodné toxikologické
informacné centrum alebo lekara.

Metanol 1 -2 %
Formaldehyd 5 - 10 %

Bezpecnostny list je dostupny na adrese beckman.com/techdocs

SKLADOVANIE A STABILITA

IntraPrep je potrebné uchovavat pri 18 - 25 °C.

Stabilita zatvorenej flasticky: Cinidlo je stabilné 517 dni.

Stabilita otvorenej ffasticky: €inidlo je stabilné 90 dni.

Pozrite si certifikat analyzy pre konkrétnu Sarzu na adrese www.beckman.com.

ZNAMKY ZNEHODNOTENIA
Akakolvek zmena fyzického vzhladu &inidla mbze svedCit o zhorSeni kvality a takéto Cinidlo by sa nemalo pouzivat.

Ak potrebujete daldie informéacie alebo ak je vyrobok po3kodeny, kontaktujte stredisko zakaznickych sluZieb spolo€nosti
Beckman Coulter na telefénnom Cisle 800-742-2345 (ak sa nachadzate v USA alebo Kanade) alebo kontaktujte miestneho
zastupcu spolo¢nosti Beckman Coulter.

OBSAH

Konzervaéné €inidlo azid sodny mézZe v kovovej kanaliza¢nej sieti vytvarat vybusné zlu¢eniny. Pozrite si informacny bulletin
NIOSH: Explosive Azide Hazard (Nebezpecenstvo vybusného azidu) (16. 8. 76).

Aby nedoslo k moznému nahromadeniu azidovych zlu€enin, po likvidacii neriedeného &inidla vyplachnite potrubie vodou.
Likvidacia azidu sodného musi prebiehat’ v sulade s prisluSnymi miestnymi predpismi.

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE SUCASTOU SUPRAVY:

» Vzorkovacie skumavky a material potrebny na vzorkovanie.
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Automatické pipety s vymennymi Spi¢kami na davkovanie objemov 10, 20, 50, 100 a 500 ul.
Plastové hemolytické skumavky.

Specifické monoklonalne protilatky (mAb).

Negativne kontroly.

Cinidlo na fixaciu leukocytov. Napriklad: fixaény roztok IOTest 3 (Ref. A07800).

TImiaci roztok (PBS: fosforeénan sodny 0,01 M; chlorid sodny 0,145 M; pH 7,2).

Centrifuga.

Automatické mieSadlo (typ Vortex).

Prietokovy cytometer.

POSTUP

A - Vnutrobunkové cytoplazmatické znacenie
Pocet Cervenych krviniek vo vzorke by malo byt menSie nez 6 x 10° na ul (6 x 10'?/L). V pripade nutnosti vzorku nariedte PBS.
Pocet leukocytov vo vzorke by mal byt mensi nez 5 x 10° ul (5 x 10%L). V pripade nutnosti vzorku nariedte PBS.

Na kazdu analyzovanu vzorku sa okrem testovacej skimavky méze pridat' aj jedna kontrolna skimavka, v ktorej sa zmieSaju
bunky v pritomnosti negativnej kontroly zodpovedajucej konkrétnemu zvolenému farbeniu.

1.

S S

© ®

11.
12.
13.
14.
15.

Do kazdej skumavky pridajte 50 pl testovanej vzorky.

Do kazdej skumavky pridajte 100 pl €inidla 1. Po kazdom pridani dékladne vortexujte.
Inkubuijte 15 min pri laboratérnej teplote (18 - 25 °C).

Do kazdej skimavky pridajte 4 ml PBS.

Centrifugujte 5 minat pri 300 x g pri laboratérnej teplote.

Nasatim odoberte supernatant.

Do kazdej skumavky pridajte 100 pl Cinidla 2. NEVORTEXUJTE, nechajte €inidlo 2, aby prirodzene preniklo do
bunkového peletu.

Inkubuijte 5 min pri laboratérnej teplote (18 - 25 °C) BEZ MIESANIA.
Vzorky jemne manualne premieSajte po 2 az 3 sekundy.

. Do kazdej testovacej skumavky pridajte potrebné mnozstvo protilatky mAb (Specifickej pre intracytoplazmaticky

antigénny determinant) a v pripade potreby pridajte do kazdej kontrolnej skumavky prisluSné mnozstvo negativne;j
kontroly.

Skumavky jemne premie$ajte na vortexe.

Inkubujte 15 minat pri izbovej teplote (18 — 25 °C) bez pristupu svetla.
Do kazdej skumavky pridajte 4 ml PBS.

Centrifugujte 5 minat pri 300 x g pri laboratérnej teplote.

Odsajte supernatant a resuspendujte bunkovu peletu v 0,5 ml alebo 1 ml fixacného roztoku IOTest 3 Fixative Solution
nariedeného na pracovnu koncentraciu (1X). Takto fixované vzorky je mozno uchovavat pri 2 az 8 °C bez pristupu svetla
pocas 24 hodin.

B - Vnutrobunkové cytoplazmatické a membranové znacéenie
Pocet Cervenych krviniek vo vzorke by mal byt mensi nez 6 x 10° na ul (6 x 10'?/L). V pripade nutnosti vzorku nariedte PBS.
Pocet leukocytov vo vzorke by mal byt menSi nez 5 x 10° ul (5 x 10°/L). V pripade nutnosti vzorku nariedte PBS.

Na kazdu analyzovanu vzorku sa okrem testovacej skimavky méze pridat aj jedna kontrolna skimavka, v ktorej sa zmiesaju
bunky v pritomnosti negativnej kontroly zodpovedajucej konkrétnemu zvolenému farbeniu.

1.
2.

°o o bk w

Do kazdej skumavky pridajte 50 ul testovanej vzorky.

Do kaZdej testovacej skumavky pridajte potrebné mnozZstvo protilatky mAb (Specifickej pre membranovy antigénny
determinant) a v pripade potreby pridajte do kazdej kontrolnej skimavky prislusné mnozstvo negativnej kontroly.

Skumavky jemne premie$ajte na vortexe.

Inkubujte 15 minut pri izbovej teplote (18 — 25 °C) bez pristupu svetla.

Do kazdej skumavky pridajte 100 pl €inidla 1. Po kazdom pridani dokladne vortexuijte.
Inkubuijte 15 min pri laboratdrnej teplote (18 - 25 °C).

Do kazdej skimavky pridajte 4 ml PBS.
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8. Centrifugujte 5 minut pri 300 x g pri laboratérnej teplote.
9. Nasatim odoberte supernatant.

10. Do kazdej skumavky pridajte 100 pl Cinidla 2. NEVORTEXUJTE, nechajte &inidlo 2, aby prirodzene preniklo do
bunkového peletu.

11. Inkubujte 5 min pri laboratérnej teplote (18 - 25 °C) BEZ MIESANIA.
12. Vzorky jemne manualne premie3ajte po 2 az 3 sekundy.

13. Do kazdej testovacej skumavky pridajte potrebné mnozstvo protilatky mAb (Specifickej pre intracytoplazmaticky
antigénny determinant) a v pripade potreby pridajte do kazdej kontrolnej skimavky prislusné mnozZstvo negativnej
kontroly.

14. Do kazdej kontrolnej skumavky pridajte 20 ul izotypovej kontroly.

15. Skumavky jemne premieSajte na vortexe.

16. Inkubujte 15 minut pri izbovej teplote (18 — 25 °C) bez pristupu svetla.
17. Do kazdej skumavky pridajte 4 ml PBS.

18. Centrifugujte 5 minut pri 300 x g pri laboratérnej teplote.

19. Odsajte supernatant a resuspendujte bunkovu peletu v 0,5 ml alebo 1 ml fixaéného roztoku |OTest 3 Fixative Solution
(Ref. A07800) nariedeného na pracovnu koncentraciu (1x). Takto fixované vzorky je mozné uchovavat pri 2 az 8 °C bez
pristupu svetla pocas 24 hodin.

VYKONNOST

Udaje o vykonnosti boli ziskané pomocou vy$sie opisaného postupu z menej ako 24 hodin starych vzoriek krvi odobranych
do sterilnych skumaviek so sofou EDTA ako antikoagulaénym ¢inidlom. Analyza prebehla do 2 hodin od imunologického
farbenia.

PRESNOST

Percentualne pozitivnhe hodnoty sa stanovili na pinej krvi a kostnej dreni. Kazda vzorka sa spracovala 4-krat, dva razy denne
poc€as 1 dfia na 2 pristrojoch pomocou 2 Sarzi permeabilizacného &inidla IntraPrep. Merania (% pozitivhych) sa vykonavali
na prietokovom cytometri Navios. Analyza sa vykonavala podla metédy CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance
of Quantitative Measurement Methods (Hodnotenie zhodnosti pri metédach kvantitativneho merania).

Nase kritéria prijatelnosti zavisia od poctu pozitivnych udalosti nameraného v jednotlivych populaciach:
» Ak je pozitivnych udalosti < 1500, CV < 15 %
* Ak je pozitivnych udalosti > 1500, CV < 10 %

Plna krv s EDTA:

Membranové farbenie CD45/CD14 = Cistota lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 8877

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membranové farbenie CD45/CD14 = VytaZznost’ lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 8877

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracytoplazmatické farbenie monocytov protilatkou FITC
proti myeloperoxydaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 1070

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracytoplazmatické farbenie granulocytov protilatkou
FITC proti myeloperoxidaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 13246
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Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
PIna krv s HEPARINOM:
Membranové farbenie CD45/CD14 = Cistota lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 6824
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové farbenie CD45/CD14 = Vytaznost’ lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 6824
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracytoplazmatické farbenie monocytov protilatkou FITC
proti myeloperoxydaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 961
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracytoplazmatické farbenie granulocytov protilatkou
FITC proti myeloperoxidaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 20742
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Plna krv s ACD:
Membranové farbenie CD45/CD14 = Cistota lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 12355
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membranové farbenie CD45/CD14 = VytaZznost’ lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 12355
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracytoplazmatické farbenie monocytov protilatkou FITC
proti myeloperoxydaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 1483
Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracytoplazmatické farbenie granulocytov protilatkou
FITC proti myeloperoxidaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 32715
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Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Kostna dren s EDTA:

Membranové farbenie CD45/CD14 = Cistota lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 8808

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membranové farbenie CD45/CD14 = Vytaznost’ lymfocytov
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 8808

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracytoplazmatické farbenie monocytov protilatkou FITC
proti myeloperoxydaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 2212

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracytoplazmatické farbenie granulocytov protilatkou
FITC proti myeloperoxidaze
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 33181

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CISTOTA A VYTAZNOST LYMFOCYTOV

Cistota a vytaznost lymfocytov sa vyhodnotili podla odportéani CDC (5). Vzorky krvi od 10 zdravych darcov odobraté do
EDTA, heparinu a ACD a 5 vzoriek kostnej drene sa oznacili zmesou monoklondlnych protilatok CD45-FITC a CD14-PE.
Priemerné hodnoty vytaznosti a Cistoty, ako aj prisluSné rozsahy, su uvedené v nasledujucich tabufkéch:

PIna krv_ s EDTA

Parameter Vytaznost Cistota
Priemer 93,6 89,7
Min/Max 86,1 /97,6 83,5/ 95,5

Plna krv_s HEPARINOM

Parameter Vytaznost Cistota
Priemer 94,3 87,6
Min/Max 84,9 /97,7 81,5/ 94,3

PIlna krv s ACD

Parameter Vytaznost Cistota
Priemer 94,2 94,6
Min/Max 91,1/ 98,5 87,6 /97,7

Kostna dren s EDTA

Parameter Vytaznost Cistota
Priemer 80,7 71.8
Min/Max 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

OBMEDZENIA

1. Prietokova cytometria méze vytvarat falosné vysledky, ak cytometer nie je spravne zarovnany, ak uniky fluorescencie
nie su spravne kompenzované, alebo ak nie su oblasti spravne umiestnené.
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2. Urcité antigénne determinanty mézu byt G¢inkom formaldehydu alebo saponinu porusené. Podmienky pre pouzitie
monoklonalnych protilatok musi kazdé laboratdrium overit’ individualne.

3. Presné a reprodukovatelné vysledky sa ziskaju len vtedy, ak sa pouZiju postupy v sulade s technickymi udajmi
v pribalovom letaku a v sulade s osved¢enou laboratérnou praxou.

4. Reagencia bola optimalizovana tak, aby poskytovala ¢o najlepsi pomer Specifického signalu k neSpecifickému. Z tohto
dovodu je dblezité v kazdom teste dodrziavat pomer medzi objemom reagencie a poctom leukocytov a erytrocytov.

5. V pripade nadbytku buniek nariedte vzorku PBS tak, aby koncentracia bola mensia nez 5 x 10° leukocytov/L a men3ia
nez 6 x 10" ervenych krviniek/L (6).

6. Pri niektorych chorobnych stavoch, akymi su napriklad zadvazné zlyhanie obli¢iek alebo hemoglobinopatie, m6ze byt
lyza ¢ervenych krviniek pomald, nelplna alebo dokonca nemozna. V takom pripade sa odporuca pred farbenim izolovat
mononuklearne bunky pomocou hustotného gradientu (napriklad Ficoll) (7).

Priklady a referencie najdete v Dodatku.

OCHRANNE ZNAMKY

Beckman Coulter, Stylizované logo a znamky produktov a sluzieb spolo€nosti Beckman Coulter spomenuté v tomto dokumente
su ochranné znamky alebo registrované ochranné znamky spolo¢nosti Beckman Coulter, Inc. v USA a dalSich krajinach.

DOPLNUJUCE INFORMACIE

Pre pacienta/pouzivatela/tretiu stranu v Eurépskej Unii a v krajinach s identickym regulaCnym reZimom (Nariadenie
Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych poméckach in vitro): ak sa po¢as pouzivania
tejto pomécky alebo v désledku jej pouzivania vyskytne vazna nehoda, nahlaste ju vyrobcovi a/alebo jeho autorizovanému
zastupcovi a vaSmu narodnému organu.

HISTORIA REVizii

IREViZIA AF: I Datum vydania: Januar 2021

REVIZIA AW: [
Aktualizacie kvoli suladu s dokumentom Beckman Coulter
Global Labelling Policy (Globalne pravidla oznacovania
spolo¢nosti Beckman Coulter) a podla poziadaviek
nariadenia IVDR (EU) 2017/746:

Pridané Casti Uréeny pouzivatel, Zhodnost, Cistota a vytaznost
lymfocytov, Doplfiujuce informacie, Histéria revizii
Pridané informacie Pozri Casti Vystraha a opatrenia, Skladovanie a
stabilita, Obmedzenia
Aktualizované Casti Vystraha a opatrenia, Klasifikacia nebezpecnosti podla

GHS, Skladovanie a stabilita, Znamky zhorSenia kvality,
Postup, Charakteristika vyrobku
Odstranené Casti Reprodukovatelnost vysledkov-v ramci laboratdria

Popis symbolov
Slovnik symbolov je dostupny na adrese beckman.com/techdocs (Cislo dokumentu B60062)
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15. REE StLtstLE 7FEA 2504 Mo{&ELICH
16. d2(18~25°C)0ilM HE Tl 152 Set st M A2
17.4mL2| PBSE Z T 2O ™7tELICH
18. & 20 M %|4 300 x g2 5& ZH Hal2el&ct.
19. 6*’2"—*.‘% EC 2 M7Hs D MESS 05 £= 1 mL I0Test 3 THH(REF A07800)01l ZHd & T (1X)2 5to R EHEH
E*LIEF et - E A= 2~8°C Ato|o| o] & X| o= RolM 24 AIZH 22 7S = LICH
g“ Ho|E{= ol MHEH HAHE 0[50 O|T0] EDTA ¥ & 81K ZE 5o F7 FEO|A =TT X| 24 A[ZF 0|t &
N AXMEZE ESELICH 22 HAQM £ 24|17t O|LHol| =~ ELICt
MY
SdHIE g2 Hgn 2+ M838t0d 5HR ﬁ_L—IEL Zt A= 2719 IntraPrep £t 3 A|Sf ZEE A& 5104 20H9| FH|
ol 5t F Set 234, & 43 §°”EI‘22QLIEF ZHZL(Z M H|2)2 Navios RAEZ EM7|2 Ess”al—ltk_. =242 CLSI
g &4 EP5-A2: Evaluation of Pre<_3|S|on Performance of Quantitative Measurement Methods(EP5-A2: H& X £ &Ho| o
Uz M5 WHE 7lEteE 28
& 7|E2 &4 AtolH F-E & o|HE sof et CHELICH
. Y OIHE 71 <1,5002 BRCV<15%
. Y O|HE 71>15002 BRCV<10%
& EDTA
CD45/CD14 9 M = 3Z 3 &
A O|HE =(HF) = 8877
iR} 7t SME BMI 2t ZE LY Z2E 7t Al 7t ALY =7
CV(%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
21} PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 B M = B|Z 3 3|8
AMH OHE +~(HT) = 8877
iR} 7t SME EMII 2] ZE LY 2E 7t AlgH 7t A LY Z 7
CV(%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
21} PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Eiol g2+ MZEIASEAFITC HMEE L AM x|
A O|HIE ~(EF) = 1070
iR} 7t SME EMII 2] 2ZE LY 2E 7t Alg gt Al LY XAl
CV(%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
21} PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IEFo =T MEEDMSELAFITC MEE L HM K|
AN O|HE (L) = 13246
IR 7t SMEZEAZ(ZH] EE 4 2E 7t AlEH 7t AlSH LY = 7|
CV(%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
Z5 PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HME sl 2l
CD45/CD14 9 M = 3Z 3 &
% O|HIE £(HT) = 6824
iR} 7t SHZE EMY|IZH] ZE LY 2E 7t A 7t AlSH LY = 7
CV(%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 1.73 3.40
Z PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 Bt M = B|Z 3 3|8
%A O|HIE £(TTF) = 6824
iR} 7t SME BMI| | ZE LY ZEE 7t A7t AR LY =7
CV(%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
EZ PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
o g2THEGDAUSELFITC MEER L M &2
%A O|HIE £(HF) = 961
iR} 7t SME BMI| 2| ZE LY Z2E 7t A 7t AR LY =7
CV(%) 2.02 0.96 517 2.32 3.74 2.94 5.74
21} PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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NEF E=MEEAMSEAFITC MEE L HM %2
AN O|HE £=(HWF) = 20742
Eoixt 7t SMEEAMZ|ZH]| 2E LY 2E 7t AR 7t AlE LY & A
CV(%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
EZ T PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
& ACD:
CD45/CD14 9} M = Bz =&
&M oOlHE (L) = 12355
iR 7t SMZ EAM7|ZH]| ZE LY 2E 7t Alg 7t Al LY ol
CV(%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 4.18
EZ ! PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 9f M = Bz 7 3|8
AN oHE £(LT) = 12355
iR} 7t SMZ EAM7|Zt]| ZE LY 2E 7t AlE 7t AlE LY ol
CV(%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
EZ ! PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EHEio| #Z4MEHDMSFA-FITC MEE L] HM &2
%M O|HIE () = 1483
iR} 7t SMEEM7|ZH]| ZE LY 2E 7t Alg 7t AR LY = A
CV(%) 152 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
EZT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
o7l gL HEHYLASEA-FITC AEE L QA %2
AN OHE £(LF) = 32715
iR 7t SME EM7|ZH]| ZE U 2E 7t Alg 7t AR LY = A
CV(%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
EZT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
=3 EDTA
CD45/CD14 9} M = BlZ 3 =&
%N o|HE £=(LWF) = 8808
Rk 7t SMEZ EMI|IZH] ZE U 2E 7t Aldl 7t AlE LY ol
CV(%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
EZ PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 9f A = Bz 7 3|8
& o|HE £~(TF) = 8808
iRt 7t SMZ EAM7|ZH]| ZE LY 2E 7t Alg 7t AR LY ol
CV(%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
EZ PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
S =S MEEUMSIEAFITC MEE LY M Xal
LY OoHE =(BR) = 2212
iR 7t SMZ EAM7|Zt]| ZE U 2E 7t Sy Al LY ol
CV(%) 1.97 1.00 411 1.00 1.06 3.44 4.34
EZ ! PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
DT ESLMEENMSFA-FITC MEE L] HM ®2]
A O|HIE 4= (TF) = 33181
iR} 7t SMZ EAM7|Zt]| ZE LY 2E 7t Alg 7t AlE LY ol
CV(%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
EZ ! PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
By ek U 38
HEIT = A 3[+E2 CDCo Huotof mat FHEH&LICHS). 1082 ZF &t S0{xtol| M EDTA, silot 2l 2 ACD
S5 MFIE HHO 5710 45 HU 22 & CD45-FITC L CD14-PE EE 22 EX|&LICH 38 2 =X 9
Zrat Hol= Ch S Eof M AIZlo] &L
& EDTA
I} 2t M EF sl =
oA 93.6 89.7
E| A/ E|CH 86.1/97.6 83.5/95.5
B59371-AW 130 of 238



B60062)

=
=2

&LICHEXM H

131 of 238

ol
RA

T oo s W S < & <o
o <X ogp e g £ o
Ko = & & o g o1
<o T oo A% N w K
moow w5 oW Wy X o 0 _
- = L =2 KD
o< ' 3 £ T ] ~ ol 2
—_ u i X
3. ~ o I m_ N T iy T &1 w |
o) —_ = . L = iy
Hel3| | [wel®| | || A e Ly el o Ear|™)
7] o I = e A O o @ W 2 i o = e L
2 N S RO R W o gm = %z ¥ It 70| R0
© ) © ol __Ion o+ H _|_.m, T 11 <K m mhuh sl
. - DL (. ) ot by
kN b o TR - Gt 2 Ul
oo oWt mrie 4 H L 0 O™ 50
K. 5w M b I NS o PR e
Eﬁ 4 ooyow o m |A_A ﬂMm o |or
P A ) o o < |®
M3 & @ S oo Ha CIES w0 [
O TSI SR L. = oo ¥ =R I8
—_ o.__=.A_l 110! x| ﬂ 0 H.AI o Y Mo Ly
I ~| |a of | 0 s ® H 2 oz 3 i<
R, (5| Qo3| [olw. (8] oW O @ 2 g = i) [
e e e i e e R s om W X xS c =< _
zl SARCA o |Hu ~ mOuﬂH a1 <oy 2 g m Y >
R S B S g Fo x
aT W 0= 5 N :
o = 0l }w & 95 @ = o
ﬁOEA HL = HO._ o_=_ mo_n_l _ll_y m O_ m|_x
okl oo K= KU . oo s
< H._L - _._.T_I.I |1OI_I ._A_||
T x oo Wy <0 il ) KV 0
2l 03T zg M oyl A3 kD o
KM oo MIM oo THx o o= s
_.I.._A.ﬁ E - M;.Il_.% S e K pall < H ﬁo ﬂ___E_
T R T G S VUL o
.1OH_E = ®l o 1o o <0 = ain O [l
o S ELE ] EE = w W gl K Sy RIS st
= rhf® HIR HIER LT ONY ~ T Ol o A OF nw:_o k0™ 21 [}
i N ——|m0| 53 —fmol > o 3 U n =0 <| " MEOl =
TR EEE R g T o2 FRaw o Fip 55
I B[ R ok Juwl go  wr® S el e  wkpH =2
D o oo M o I+ D ok o [3[Sa|z (m
RORS W, dThrs MT 89 o= cRE AL
RO KT B 07 ™ W oy TUF ol el €2l |w
wog Mol o W mS M wo  Few R jaEEs &
b far @l Wl T rT® g SRR 5] [R|ERlk |«
o B ot ST wA A H o Mg g Kormo gr
TR0 Q0T ook <X Sl 10t g TE paxm g
__ OF WrKkd <ol Mrt S <MH g " %m o olwgy =0
< ) ) . ) .= SN Qg s
w9 = 20m8 K ok =

{Z!2 beckman.com/techdocs 0| A{ & QI8 4=

B59371-AW



Reaktif 1 Reaktif 2
Sabitleme maddesi Permeabilite maddesi
Formulasyon Likid Likid
Etkin Madde Formaldehid Saponin
Hacim 5 mL 5 mL
Flakon sayisi 3 flakon 3 flakon
Test basina Hacim 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 test; 6 x 5 mL
2x 0,1 mL/ test

in Vitro Diagnostik Kullanim igindir

KULLANIM AMACI

IntraPrep kullanima hazir iki reaktiften olusup, bunlar monoklonal floresan antikorlar araciligiyla hiicre i¢i antijenik
belirleyicilerin gosteriimesi icin I16kositlerin sitoplazmik membraninda permeabiliteye neden olur. IntraPrep akim sitometrisi
ile analiz edilmesi igin biyolojik 6érneklerin hazirlanmasinda kullanilir. Bu tipte analizde spesifik olmayan boyamanin en aza
indirilmesi icin en uygun hale getirilmistir (1,2,3,4).

ILKE

ilk adim olarak hiicreler reaktif 1 ile tespit edilir. Yikamadan sonra, reaktif 2 permeabiliteye neden olur ve kalan eritrositler

pargalanir. Bu asama sirasinda, hiicreler hiicre igi antijenik belirleticilere spesifik konjuge monoklonal antikorlar ile temas
haline gelir. Lokositler daha sonra akim sitometrisi ile analiz edilir.

Bununla birlikte ylizey antijenik belirleyicilerin goésteriimesi miimkun kalir. Bu durumda, spesifik konjuge monoklonal antikorlar
sabitleme isleminden 6nce inkiibe edilir.

Akim sitometrisi 1sik diffizyonunu ve hiicrelerdeki floresani élger. ilgilenilen popiilasyonun, 1s1gin dikey diffiizyonunu
(Side Scatter veya SS) ile dar-acili 1s13in diffizyonunu (Forward Scatter veya FS) iligkilendiren bir histogram Uzerinde
tanimlanan elektronik pencere icerisinde belirlenmesini mimkin kilar. Sitometre (izerinde mevcut farkli parametrelerin ikisini
birlestiren diger histogramlar kullanici tarafindan secilen uygulamaya dayanarak gating (kapilama) asamasinda destek
olarak kullanilabilir.

Sinirli hiicrelerin floresani analiz edilerek pozitif boyali olaylar boyasizlardan ayrilir. Sonuglar pozitif olaylarin gegis ile edinilmis
tiim olaylara ylizdesi olarak ifade edilir.

HEDEF KULLANICI

Bu Urin, laboratuvarda profesyonel kullanim igin tasarlanmistir.

ORNEKLER

Vendz kan veya kemik iligi érnekleri antikoagilan olarak EDTA tuzu, ACD veya heparin igeren steril tipler kullanilarak
alinmalidir.

Numuneler oda sicakhgdinda (18 — 25°C) saklanmalidir ve ¢alkalanmamalidir. Numune test 6rnegi alinmadan 6nce yavasca
sallanarak homojen hale getiriimelidir.

Ornekler venipunktir sonrasi 24 saat iginde analiz edilmelidir.

UYARILAR VE ONLEMLER
1. Reaktifi son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.
Dondurmayin.
Isiga maruz kalmasini en aza indirin.
Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan kacginin yoksa yanlis sonuglar olusabilir.
Reaktif 1 formaldehit icerir. Formaldehit zehirlidir ve alerjendir. Kanserojen bir madde oldudu disunilmektedir.

Reaktif 2 Sodyum asit (NaN;) icerir. Dikkatle kullaniimahdir. Yutmayin ve deri, mukoza ve gdzlerle herhangi sekilde
temasindan kacginin. Ayrica, asidik bir ortamda sodyum azid potansiyel olarak tehlikeli hidrazoik asit olusturabilir.
Reaktifin atilmasi gerekiyorsa, kanalizasyon sistemine dokilmeden once bol miktarda su iginde seyreltiimesi tavsiye
edilir, boylelikle sodyum azidin metal borular iginde birikmesi ve patlama riski dnlenmis olur.

7. Tim kan 6rnekleri potansiyel olarak bulasici olarak kabul edilmeli ve dikkatle ele alinmalidir (6zellikle koruyucu eldiven,
Onlik ve gozluk takiimahdir).

8. Asla agizla pipetleme yapmayin ve érneklerin cilt, mukoza veya gézle herhangi bir sekilde temas etmesini dnleyin.

o gk wbd
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9. Tasima igin kullanilan kan tlpleri ve tek kullanimlik malzeme, yakma amaciyla 6zel kaplara atiimalidir.
10. Reaktifler ve atiklar yerel gereksinimlere gore elimine edilmelidir.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI
Reaktif 1: Tespit TEHLIKE

SO

H302 Yutulmasi halinde zararhdir.

H313 Cilt ile temasi halinde zararli olabilir.

H314 Ciddi cilt yaniklarina ve géz hasarina yol acar.
H317 Alerjik cilt reaksiyonlarina yol acar.

H341 Genetik hasara yol agma sliphesi var.

H350 Kansere yol agabilir.

H370 Organlarda hasara yol acar.

P201 Kullanmadan énce 6zel talimatlari okuyun.
P280 Koruyucu eldiven, koruyucu kiyafet ve g6z

koruyucu/yiz koruyucu kullanin.

P303+P361+P353 CILDIN (VEYA SACIN) UZERINDE OLMASI
HALINDE: Cildinizi su ile durulayin.

P305+P351+P338 GOz ILE TEMASI HALINDE: Su ile birkag dakika
dikkatlice durulayin. Takili ve yapmasi kolaysa,
kontak lensleri ¢ikartin. Durulamaya devam edin.

P310 Hemen ULUSAL ZEHIR DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU veya doktoru/hekimi
arayin.

Metanol 1 - %2
Formaldehid 5 - %10

Guvenlik Veri Sayfasi beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir

SAKLAMA VE STABILITE

IntraPrep 18 ila 25°C arasinda saklanir.

Kapali flakonun stabilitesi: reaktif 517 gin stabildir.

Acllan sisenin stabilitesi: reaktif 90 giin stabildir.

Lota 6zel Analiz Sertifikasi icin www.beckman.com adresine bakin.

BOZULMA GOSTERGESI
Reaktiflerin fiziksel gérinimindeki herhangi bir degisiklik bozulmayi gdsterebilir ve reaktif kullaniimamahdir.

Ek bilgi almak isterseniz veya aldiginiz Griin hasarli ¢iktiysa, 800-742-2345 numarali telefondan (ABD veya Kanada)
Beckman Coulter Migteri Hizmetlerini arayin veya yerel Beckman Coulter Temsilcinizle temas kurun.

iCINDEKILER
Sodyum azid koruyucu maddesi metal kanalizasyon hatlarinda patlayici bilesimler olusturabilir. NIOSH Biltenine bakin:
Explosive Azide Hazard (Patlayici Azide Tehlikesi) (16.8.76).

Azid bilesenlerinin olasi birikimini engellemek amaciyla, seyreltimemis reaktifi ¢ope attiktan sonra atik borularini bol suyla
yikayin. Sodyum azid, uygun yerel dizenlemelere gére ¢ope atiimalidir.

GEREKLI OLAN ANCAK KIiT ILE BIRLIKTE VERILMEYEN MALZEMELER:
*  Numune alma tupleri ve numune alma igin gerekli malzemeler.
+ 10, 20, 50, 100 ve 500 pL’lik tek kullanimlik uglari olan otomatik pipetler.
* Plastik hemoliz tupleri.
» Spesifik monoklonal antikorlar (mADb).
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* Negatif kontroller.

+ Lokosit fiksasyon reaktifi. Ornegin: 10Test 3 Fiksasyon Soliisyonu (Ref. A07800).
* Tampon (PBS: 0,01 M sodyum fosfat; 0,145 M sodyum klorir; pH 7,2).

» SantrifGjleyin.

» Otomatik karistirici (Vorteks tipi).

* Akis sitometresi.

PROSEDUR

A - Sitoplazma iginde boyama
Numune igindeki kirmizi kan hilcre sayisi yL'de 6 x 10°den (6 x 10'?/L) az olmalidir. Gerekirse PBS iginde seyreltin.
Numune igindeki I6kosit sayisi 5 x10%/uL’den (5 x 10%/L) az olmalidir. Gerekirse PBS iginde seyreltin.

Analiz edilen her 6rnek igin, test tlipine ek olarak, tercih edilen spesifik boyamaya karsilik gelen negatif kontrol varliginda
hicrelerin kanstirildigi bir kontrol tipu eklenebilir.

1. Her bir tipe 50 L test drnegdi ekleyin.

Her tipe 100 pL reaktif 1 ekleyin. Her eklemenin hemen ardindan guigli bir sekilde vorteksleyin.

Oda sicakliginda (18 — 25°C) 15 dakika boyunca inkiibe edin.

Her tipe 4 mL PBS ekleyin.

Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifijleyin.

Aspirasyon ile Ust fazi alin.

Her bir tiipe 100 pL reaktif 2 ekleyin. VORTEKSLEMEYIN, dogal olarak yayilmasi igin reaktif 2’yi hiicre peletine birakin.
CALKALAMADAN oda sicakhginda (18 — 25°C) 5 dakika boyunca inkiibe edin.

2 — 3 saniye boyunca elle yavascga calkalayin.

= © ® N OO

0. Her test tlpune gerekli miktarda mAb (intrasitoplazmik antijenik belirleyici igin spesifik) ekleyin ve gerekirse her kontrol
tiptne uygun miktarda negatif kontrol ekleyin.

11. TUpleri sirasiyla yavasga vorteksleyin.

12. Oda sicakhginda (18-25°C) isiktan koruyarak 15 dakika boyunca inklbe edin.
13. Her tupe 4 mL PBS ekleyin.

14. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifiijleyin.

15. SlUpernatanti aspirasyonla alin ve hiicre pelletini 0,5 veya 1 mL |IOTest 3 Sabitleme Cdzeltisi (Ref. A07800) iginde kendi
calisma konsantrasyonunda (1X) tekrar siispansiyon haline getirin. Boylece sabitlenen preparatlar 2 ila 8°C arasinda
Isiktan korunarak 24 saatte kadar saklanabilir.

B - Sitoplazma iginde ve membranda boyama
Numune igindeki kirmizi kan hiicre sayisi yL'de 6 x 10°den (6 x 10%?/L) az olmalidir. Gerekirse PBS ile seyreltin.
Numune igindeki I6kosit sayisi 5 x10%/uL’den (5 x 10°L) az olmalidir. Gerekirse PBS ile seyreltin.

Analiz edilen her drnek igin, test tipine ek olarak, tercih edilen spesifik boyamaya karsilik gelen negatif kontrol varliginda
hdcrelerin karistinildigi bir kontrol tipu eklenebilir.

1. Her bir tipe 50 L test drnegdi ekleyin.

2. Hertesttiplne gerekli miktarda mAb (membrandz antijenik determinant igin 6zel) ekleyin ve gerekirse her kontrol tipiine
uygun miktarda negatif kontrol ekleyin.

Tapleri sirasiyla yavasga vorteksleyin.

Oda sicakhidinda (18-25°C) isiktan koruyarak 15 dakika boyunca inkiibe edin.

Her tipe 100 pL reaktif 1 ekleyin. Her eklemenin hemen ardindan gugli bir sekilde vorteksleyin.
Oda sicakliginda (18 — 25°C) 15 dakika boyunca inkiibe edin.

Her tipe 4 mL PBS ekleyin.

Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifijleyin.

e A L

9. Aspirasyon ile Ust fazi alin.
10. Her bir tiipe 100 L reaktif 2 ekleyin. VORTEKSLEMEYIN, dogal olarak yayilmasi igin reaktif 2'yi hiicre peletine birakin.
11. CALKALAMADAN oda sicakhdinda (18 — 25°C) 5 dakika boyunca inkiibe edin.
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12. 2 — 3 saniye boyunca elle yavascga calkalayin.

13. Her test tlpune gerekli miktarda mAb (intrasitoplazmik antijenik belirleyici igin spesifik) ekleyin ve gerekirse her kontrol
tiplne uygun miktarda negatif kontrol ekleyin.

14. Her bir kontrol tiptne 20 pL izotipik kontrol ekleyin.

15. Tapleri sirasiyla yavasga vorteksleyin.

16. Oda sicakhginda (18-25°C) 1siktan koruyarak 15 dakika boyunca inkiibe edin.
17. Her tupe 4 mL PBS ekleyin.

18. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifiijleyin.

19. Supernatanti aspirasyonla alin ve hucre pelletini 0,5 veya 1 mL 10Test 3 Sabitleme Cozeltisi (Ref. AO7800) iginde kendi
calisma konsantrasyonunda (1X) tekrar siispansiyon haline getirin. Boylece sabitlenen preparatlar 2 ila 8°C arasinda
Isiktan korunarak 24 saatte kadar saklanabilir.

PERFORMANS

Performans verileri, antikoagilan olarak EDTA tuzu igeren steril tiplerde daha 6nce toplanan, 24 saatten eski olmayan kan
ornekleri Uzerinde yukaridaki prosedur kullanilarak elde edilmistir. Imman boyamayi takiben 2 saat icinde analiz gerceklestirilir.

KESINLIK

Yiizde pozitif degerleri, Tam Kan ve Kemik iligi kullanilarak belirlenmistir. Her rnek, 2 lot IntraPrep Permeabilizasyon Reaktifi
kullanilarak 2 cihazda 1 glin boyunca giinde iki kez olmak tizere 4 kez gahsilmistir. Olgtimler (% pozitif) Navios akis sitometresi
Uzerinde yapilmistir. Analiz, CLSI yéntemi EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (Kantitatif Olgtim Yéntemlerinin Kesinlik Performansina iliskin Degerlendirme) temelinde yiritilmustar.

Kabul kriterlerimiz, her populasyon igin dl¢llen pozitif olay sayisina bagldir:
» Pozitif olay <1.500, VK <%15 ise
» Pozitif olay >1.500, VK <%10 ise

Tam Kan EDTA:

CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Saflik
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 8877

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasl
VK (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Geri Kazanim
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 8877

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasl
VK (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Monositler lGizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 1070

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasl
VK (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Graniilositler lizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama

Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 13246

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasi
VK (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tam Kan HEPARIN:

CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Saflik
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 6824

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasl
VK (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Geri Kazanim
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 6824
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Monositler lUizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 961
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasi
VK (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Graniilositler lizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 20742
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasi
VK (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Tam Kan ACD:
CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Saflik
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 12355
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Geri Kazanim
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 12355
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasi
VK (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Monositler lizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 1483
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Graniilositler lizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 32715
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Kemik iligi EDTA:
CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Saflik
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 8808
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membran6z boyama=Lenfositik Geri Kazanim
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 8808
Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasi
VK (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Monositler ilizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 2212
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Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasi
VK (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Graniilositler lGizerinde Anti-Miyeloperoksidaz-FITC
intrasitoplazmik boyama
Pozitif olay sayisi (Ortalama)= 33181

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total

arasi
VK (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LENFOSITIK SAFLIK VE GERi KAZANIM

Lenfositik saflik ve geri kazanim, CDC’nin 6nerilerine gore degerlendirilmistir (5). EDTA, Heparin ve ACD’de 6rneklenen 10
saglikl donoérin kani ve 5 kemik iligi, monoklonal antikorlar CD45-FITC ve CD14-PE karisimi ile etiketlenmigtir. Geri kazanim
ve safligin ortalama degerleriyle birlikte aralik asagidaki tablolarda verilmistir:

Tam Kan EDTA
Parametre Geri kazanim Saflik
Ortalama 93,6 89,7
Min/Maks 86,1 /97,6 83,5/ 95,5
Tam Kan HEPARIN
Parametre Geri kazanim Saflik
Ortalama 94,3 87,6
Min/Maks 84,9 /97,7 81,5/943
Tam Kan ACD
Parametre Geri kazanim Saflik
Ortalama 94,2 94,6
Min/Maks 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Kemik iligi EDTA
Parametre Geri kazanim Saflik
Ortalama 80,7 71,8
Min/Maks 78,3 / 85,8 60,1/ 83,4
SINIRLAMALAR
1. Akis sitometrisi, sitometre milkemmel sekilde hizalanmadiysa, floresan sizintilari dogru sekilde telafi edilmediyse ve
bdlgeler dikkatli bir sekilde konumlandiriimadiysa yanhs sonuglar tretebilir.
2. Bazi antijenik belirleyiciler formaldehit veya saponine karsi duyarli olabilir. Her laboratuvar monoklonal antikorlarin
kullanimi agisindan kosullari onaylamalidir.
3. Kullanilan prosedurler teknik bilgi broslriine uygun oldugu ve iyi laboratuvar uygulamalarina uygun oldugu surece dogru
ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecektir.
4. Bu reaktif en iyi spesifik sinyal/spesifik olmayan sinyal oranini sunacak sekilde uygun hale getirilmistir. Bu nedenle, her
testte reaktif hacmi/lokosit ve eritrosit hacmi oranina bagli kalinmasi énemlidir.
5. Hipersellllerite durumunda, 5 x 10° I6kosit/L’'nin azini ve 6 x 10" kirmizi kan hiicresi/L'nin azini elde etmek i¢in érnegi
PBS’de seyreltin (6).
6. Siddetli bobrek yetmezligi veya hemoglobinopatiler gibi bazi hastalik durumlarinda, eritrosit lizisi yavas, eksik ve

hatta imkansiz olabilir. Bu durumda mononikleotidli hiicrelerin boyama éncesinde yogunluk gradyani (6rnegin Ficoll)
kullanilarak izole edilmesi 6nerilmektedir (7).

Ornekler ve referanslar igin Ek'e bakin.

TiCARI MARKALAR
Bu belgede belirtilen Beckman Coulter, stilize logo ve Beckman Coulter riin ve hizmet markalari, Beckman Coulter, Inc.

firmasinin ABD’de ve diger Ulkelerdeki ticari veya tescilli ticari markalaridir.

EK BILGILER

Avrupa Birligi'nde ve ayni duzenleme rejiminin oldugu ulkelerdeki (In Vitro Diagnostik Tibbi Cihazlar hakkinda 2017/746/EU
sayili Yonetmelik) hasta/kullanici/ii¢linct taraflar igin; bu cihazin kullanimi sirasinda veya cihazin kullaniminin bir sonucu
olarak ciddi bir olay meydana gelirse litfen olayi Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili makaminiza bildirin.
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REVIiZYON GECMiSi

[REViZYON AF:

Yayin tarihi: Ocak 2021

REVIZYON AW:

Beckman Coulter Global Etiketleme Politikasiyla uyumluluk
saglamak igin ve IVD-R (AB)2017/746 gerekliliklerine gére
glncellemeler yapildi:

Bolimler eklendi

Hedef Kullanici, Kesinlik, Lenfositik Geri Kazanim ve
Saflik, Ek Bilgiler, Revizyon Gecmisi

Bilgi eklendi

Uyarilar ve Onlemler, Saklama ve Stabilite,
Sinirlamalar bélimlerine bakin

Glincellenmig bolimler

Uyarilar ve Onlemler, GHS Tehlike Siniflandirmasi, Saklama
ve Stabilite, Bozulma Gostergesi, Prosediir, Performans

Bolimler kaldirildi

Laboratuvar ici Tekrar Uretilebilirlik

Sembol Anahtari
Semboller S6zIigu beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir (belge numarasi B60062)
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PeareHT 1 PeareHT 2
dukcnpyloLLee BeLecTBo Mepmeabunuayiowee
BELLECTBO

dopma BbInycka KngkocTtb KngkocTtb
AKTUBHbIV NHFPEANEHT dopmanbgerng CanoHuH
O6bem 5 mn 5 mn
Yuncno cnakoHoB 3 dnakoHa 3 dnakoHa
O6beM Ha ogHO 100 mkn 100 mkn
onpegenexue

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 onpeaeneHuit; 6 x 5 mn
2 x 0,1 mn / onpepenexve

MpumeHnseTca ana In Vitro anarHocTukw.

HA3HAYEHUE

IntraPrep coctonT 13 gByx rotoBbIX K yNOTPEONeHW0 peakTMBOB, KOTOPbIE YBENMYUBAIOT NMPOHNLIAEMOCTb NasmMaTuyeckon
MeMOpaHbl NEWKOLMTOB, YTO MO3BOMSET ONPedensiTb BHYTPUKNETOUHbIE aHTUTEHHble [OETEPMUHAHTbl C MOMOLLBIO
dhrnyopecumpyowmnx MOHOKIOHanNbHbLIX aHTuTen. IntraPrep ncnonb3yloT Anst NpuroToBneHus Gruonornyeckmx obpasuos K
aHanM3y MeTogom NpOTOYHOW LUTOMETPUU. PeakTnB OoNTMMU3NPOBaH 4119 MUHMMU3aunM Hecneumunyeckoro okpallnBaHums
npu uccnegoBaHnn gaHHoro tuna (1,2,3,4).

NMPUHLUUN PABOTDI

Ha nepsom 3atane knetku dwmkcupytoT peaktmBom 1. [locne OTMbIBaHMS NEWKOLMTbLI NepmMeabunuayoT peakTusoM 2;
npy 3TOM NPOMCXOOUT NIN3NUC 3PUTPOLMTOB. Ha cneaytowlem atane KNeTkM NoaBepraroT BO3AENCTBUMIO KOHBIOTMPOBAHHbLIX
MOHOKITOHAmMbHbIX aHTUTEMN, CNeundPUYHbIX K BHYTPUKIIETOYHBbIM aHTUIEHHbIM AeTepMUHaHTam.  3aTeM NenkouuThbl
aHanu3npylT MeTogamMu NPOTOYHOWN LUTOMETPUMN.

Tem He MeHee, BO3MOXHOCTb Bu3yannsaumm noBepxHOCTHbIX aHTUNeHHbIX OETEPMUHAHT COXpaHAEeTCA. B atom cny4yae
KOHbIOraThbl cneu,mq)mqecmx MOHOKITOHarbHbIX aHTUTEN I/IHKy6VIpy}OT C KneTkamu go ¢)|/|Kcau,vm.

[MpOTOYHBI LUMTOMETP M3MeEpPSIET paccenBaHMe CBeTa KrneTtkamu u ux dnyopecueHumtio. OH Mo3BOMsieT ycTaHaBnuBaTb
rpaHvLUbl LEneBon Monynsaumm KreTok BHYTPU SMEKTPOHHOrO OKHA, 3aJaBaeMOro Ha rmcrorpaMmme, Kotopas COOTHOCUT
paccevBaHve cBeTa nog npsiMbiM yrroM (OokoBoe paccevBaHue - Side Scatter unu SS) ¢ paccevBaHvem cBeTa nog
ManbiM yrrom (npsimoe pacceuBaHue - Forward Scatter nnm FS). Ha atane re/itTuHra MoXHO BOCNOMb30BaTbCS U APYrMMM
rmcTorpaMmamu, KOTOpble coepaT Mno ABa pasfnuuyHbiX napameTpa, MU3MepsiemMblX LUUMTOMETPOM, B 3aBMCUMOCTU OT
NpUNoXeHus, n3bpaHHOro NonbL3oBaTeneM.

®nyopecLeHLMI0 pa3rpaHUYEHHbIX KNETOK aHaNM3UPYHoT C LENbIo pasnnyeHust NonoXUTENbHO-OKPaLLEHHbIX 1 HEOKPALLEHHbIX
cobbiTuii.  Pe3ynbraTthbl BbipaxaloTcsl B BUAE MNPOLEHTHOTO OTHOLUEHUSI MOMOXMTENbHbIX COBLITUIA KO BCEM COOLITUAM,
MOMNyYEeHHbIM B XOA4E CEneKkuuu.

NPEAMNONATAEMbIV NMOJNIb30OBATESb

V3genve npegHasHayveHo ans Ucnornb3oBaHus B nabopaTopum nepcoHanomM ¢ npodeccmoHarnbHOM NoaroTOBKOM.

NPOBbI

BeHOo3Hyo kpoBb My 06pasLibl KOCTHOrO MO3ra cobMparoT B CTEpPUNbHbIE NPOOMPKK, coaepkallme aHTukoarynsaHT (cons EDTA
U1 UUTPaT-4eKCTPOo3y, UNN renapuviH).

OG6pasubl cnegyet xpaHUTb Npu KOMHaTHOW Temnepatype (18 — 25°C), He BcTpsixuBas. [lepen 3abopom anuMKBOTbI ANs
nccnegoBaHus obpasel, crieqyeT nepemellaTb NyTEM MErkoro BCTPAXMBaHUA npobupku, 4Tobbl obecnevnTs ogHOpOaHOE
pacnpegeneHne KrneTok no oobLemy.

Mpobbl TpebyeTcst NnpoaHanNM3npoBaTh B TeYEHME 24 4 NOCNe BEHUMYHKLMW.

NPEOQYNPEXOEHUA U MEPbI NPEAOCTOPOXHOCTU
1. He ucnonb3yiite peareHTbl NOCMNe UCTEYEHUS CPOKa FOQHOCTM.
He 3amopaxuBartb.
MWHMMUN3WPYIOT BO3AeNCTBUE CBETA.
Bo nsbexaHune nony4yeHnsi oLMBOYHbIX Pe3ynbTaToB He AonyckanTe MUKPOBHOM KOHTaMUHaLUKN peareHToB.

o kb

PeareHT 1 cooepXKuTt cbopmanb,qerwp,. dJopmanb,qerwJ, ABNAETCA TOKCUYHbIM W alniepreHHbIM. OH cuunTaetcs
KaHLUEepOreHHbIM areHToM.
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8.
9.

PeakTtunB 2 cogepxut asug Hatpusi (NaN;). OH TpebyeT ocTopoxHoro obpalleHus. He npuHumManTe BHYTpb 1 usberante
nonagaHus Ha KoxXy, CrmaucTele 060omo4dkmn 1 rnasa. Kpome Toro, B KUCMON cpeae 13 asnaa HaTpust MOXeT 06pa3oBaThbCs
NnoTeHLManNbHO OMacHOe COeAWHEHUE a30TUCTOBOAOPOAHAas kucroTa. Bo msbexaHue HakonneHwusi B3pbIBOOMACHbLIX
NPOM3BOAHbIX asuga HaTpus Ha MOBEPXHOCTM MeTannuyeckux Tpyb pekomeHOyeTcs nepeq ygarneHuem peaktuea B
oTX0Abl pasBecTu ero 60nbWNMM 06BLEMOM BOAbI, @ 3aTEM CMUTb B CTOK.

Bce npobbl KpOBU [OMKHbLI CUMTATLCH MOTEHUMANbHO MHAULMPOBAHHBLIMK, MpU OBGpalLeHUM C HUMKU HEeoBGXOoAMMO
cobnogaTb OCTOPOXHOCTbL (B YaCTHOCTU, UCMOSb30BaThb 3aLLMTHLIE NepyaTKu, OAeXay U O4KK).

Hwukorga He HMHeTVIpyVITe pTOM 1" nsberante ntoboro KOHTaKTa np06 C KOXeW, CIN3NCTbIMK U Fasamu.

I'Ip|/| yTunniauumm I'IpO6VIpOK M OOHOPAa30BbIX MaTepmnanos crnenyet MCnonb3oBaTh cneunanbHble NpeaHa3HavYeHHbIe OnA
CXKXuUuraHuma KOHTeVIHepr.

10. Mpwn yTnnsaumm peareHToB 1 0TX040B HEOOX0AUMO crneaoBaTbh TpPe6OBaHNAM MECTHOMO 3aKOHOAAaTENbLCTBRA.

KNACCU®UKALIMA ONACHOCTEN NO CUCTEME CI'C

PearenT 1: ®ukcauus OlMNACHO!

SO

H302 OkasbiBaeT BpeaHoe BO3AENCTBUE NPU
npornartbiBaHnK.

H313 MoxeT HaHeCcTun Bpen, Npu KOHTaKTe C KOXen

H314 BblI3blBaeT Cepbe3HbIE OXOM KOXK U
NOBPEXAEHNS Mas.

H317 MoxeT BbI3blBaTb annepruyeckyto KOXHYyH
peakumio.

H341 MpeanonoXnTensHO BbI3bIBAET reHeTUYECKNe
nedekTbl.

H350 MoxeT BbI3BaTb pak.

H370 HaHocuT Bpen opraHam.

P201 Mepea ncnonb3oBaHMEM NONYYUTb CneumanbHble
WNHCTPYKLUN.

P280 HapesaTtb 3auTHbIE NepyaTku, 3auTHYO
ofexay, cpefcTsa 3awuTbl OpraHoB 3peHns /
nuua.

P303+P361+P353 TPU MNMOMAOAHNN HA KOXY (unu Bonocsl):
NPOMbITb KOXY BOAOW.

P305+P351+P338 TPU MNMOMALOAHUN B TTIA3A: ocTopoXxHO
NpoMbIBaTh BOAOW HECKONbKO MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbI€ NMH3bI, €CIM OHU €CTb U 3TO NErko
caenatb. MpogomkuTb NpoMbIBaHME.

P310 HemeaneHHo obpaTtutbecs B
TOKCMKONOMMYECKN LIEHTP unu k spauy.
MetaHon 1 - 2%
dopmanbgerng 5 - 10%

Macnopt 6e3onacHocTy AocTyneH Ha cante beckman.com/techdocs

XPAHEHUE U CTABUJIIBHOCTb
IntraPrep cnepyet xpaHutb npu 18 — 25°C.
CT1abunbHOCTb B 3aKpbITOM (briakoHe: peareHT COXpaHsieT cTabunbHOCTb B TeveHne 517 gH.

CT1abunbHOCTL B OTKPbITOM (OfIaKOHE: peareHT CoOXpaHsieT cTabunnbHOCTb B TeveHue 90 gH.
Cwm. cneundmyecknii ansa naptum ceptudmkat aHanmsa Ha Beb-carite www.beckman.com.

NMPU3HAKHU NMOPYHX

JTiobble n3MeHeHUs1 BHELLUHEro BMnaa peareHToB MOryT roBOpuTb O Nnop4e, NCnosnb3oBaTb Takown peareHT He cnenyer.
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3a gononHUTenbHOM MHopMaumnen nnu nNpu NofyYyeHUn NOBPEXOEHHOW NpoayKumy obpallanTecb B CEPBUCHBIA LIEHTP
komnaHum Beckman Coulter no tenedoHy 800-742-2345 (B CLUA wnn KaHage) wnu CBSXUTECH CO CBOMM MECTHbIM
npeactasutenem Beckman Coulter.

COOEPXAHUE

KoHcepBaHT C cogepxaHueM asuga HaTpus MOXeT oOpasoBbiBaTb B3pbIBOOMACHble COEAUHEHWS B MeTannmyeckow
BogonposodHon apmartype. Cm. OGronneteHb HaumoHanbHOro MHCTUTYTa MO OXpaHe TPyAa W NPOMBILIMEHHOW rurneHe
(NIOSH): Explosive Azide Hazard (B3pkiBoonacHble a3ungbl) (16.8.76).

UT06bI M3bexaTb HaKoMneHnsa asnaHbiX CoeaMHEHUA, NPOMbIBaliTe CnvMBHbIe TPyObl Bogon nocne cbpoca Hepa3baBneHHOro
peareHTa. YTunu3aumio asvaa HaTpus cnegyert NpoBOAWTbL B COOTBETCTBMM C COOTBETCTBYIOLLMMY MECTHLIMU HOPMaMMU.

HEOBXOOAUMbIE MATEPUAIJIbI, KOTOPbLIE HE BXOOAT B HABOP:
* HeobGxoammble ong B3ATMA Npob Npobupkn 1 matepuarnbi.
* ABTOMaTU4ECKME NUMNETKN U OQHOPA30Bble HAaKOHEYHUKN BMecTumocTbio 10, 20, 50, 100 1 500 mkn.
» [lnactukoBble Npobupkn Ana remonuaa.
» Cneunduryeckne MOHOKMNOHarbHble aHTUTENa (MAT).
*  OTpuuaTenbHble KOHTPOMMW.

» PeareHT gnsa dpumkcaumm nenkoumtoB. Hanpumep: 10Test 3 Fixative Solution (dpukcupyrowmin pactsop) (CCbINTOYHbIN
Homep A07800).

*  Bbydep (PBS: 0,01 M HaTtpus docdarta; 0,145 M HaTpusa xnopuaa; pH 7,2).
* UeHTpudpyrnpyire.

+ ABTOMaTu4eckas meluanka (BopTekcHas)

* [1pOTOYHBIA LUTOMETP.

NMPOLELNYPA

A - BHyTpuuuTonnasmaTuyeckoe okpawimBaHue

Yucno aputpountoB B obpasue He JOMmKHO npesbiwatb 6 x 10%/mkn (6 x 10%/n). Mpu HeobxogumocTn obpasel, pa3BogsaT
®CBb.

Uucno nenkoumToB B obpasLie He JomKHO npesbiwath 5 x10%/mkn (5 x 10%/n). MNpu HeobxoaumocTu obpasel passoaaTt ChE.

Ons kaxgon aHanuanpyemon npobbl B AOMOMHEHNE K TECTOBOW NPOBUpPKe MOXHO A00aBUTb OOHY KOHTPOIbHYIO NPOOMPKY,
B KOTOPOW KMNETKN CMEeLlaHbl B MPUCYTCTBUMN OTPULIATENBHOIMO KOHTPOIS, COOTBETCTBYHOLLENO BbIBpaHHOMY cneundnyeckomy
oKpaLuMBaHuto.

1. [Jo6Gasbre 50 Mkn ncneiTyemoro obpasua B Kaxayto npooupky.
2. [obaebte 100 mkn peareHTa 1 B kaxayto Npobupky. SHEPrnyHO nepemeLLanTe Ha BOPTEKCE Cpa3sy e Mocre Kaxaoro

AobasneHuns.

3. WHkyOumpytoT B TeueHne 15 MUHYT npu KOMHaTHoM Temnepatype (18 — 25°C).

4. [ob6aensioT 4 mn PBS B Kaxayto Npobupky.

5. UeHTtpudpyrmpytot B TedeHne 5 muHyT npm 300 X g Npy KOMHATHOW TemnepaType.

6. YoansoT HagoCcaAouHYH XUAKOCTb NyTeM acnvpaumu.

7. [ob6asbte 100 Mkn peareHTa 2 B kaxayo npobupky. HE UCMONb3YUTE BOPTEKC, aaiite peareHTy 2 eCTeCTBEHHbLIM
ob6pasom anddyHamMpoBaTb B 0CaA0K KIETOK.

8. WHkybupytoT B TedeHne 5 MyuH npu komHaTHou Temnepatype (18 — 25°C), HE BCTPAXVBAA.

9. MeaneHHO nokaymBarT NPOOUPKM pykamu B TedeHne 2 — 3 CeKyHa.

10. JobaBbTe Heobxoammoe konmnyecTBO mMAb  (cneuudpmyeckoro ans  BHYTPULMUTONNA3MaTUYECKONW aHTUreHHON
OETEPMUHAHTLI) B KaXKOyt0 TECTOBYKD Npobupky, u ecnu Tpebyetcs, [obGaBbTe COOTBETCTBYIOLLEE KONMYECTBO
OTPULLATENBHOIO KOHTPOSS B KaXKAYH KOHTPOMbHY NPOoOMpKY.

11. OCTOpOXHO BCTpAXMBAIOT Npobupku no odepean Ha npubope Vortex.

12. HkyBupytoT npu komHaTHon Temnepatype (18—25°C) B TeueHne 15 MuH, B 3alUMLLEHHOM OT CBeTa MecCTe.
13. JobaensioTt 4 mn PBS B kaxayto Nnpobupky.

14. UeHTpudyrupytoT B TedeHne 5 muHyT npu 300 X g NpyM KOMHaTHOW Temnepartype.

15. YpgansaT cynepHaTaHT acnvpaumen n pecycneHampyroT ocagok knetok B 0,5 unu 1 mn coukcupyrouero pacteopa I0Test
3 Fixative Solution (Ref. A07800) B paboyem pa3seneHum (1X). PukcMpoBaHHble TakuM obpa3om npenapaTtbl MOXHO
XpaHWUTb B TEMHOTE Npu TemnepaType oT 2 fo 8°C B TeyeHne 24 4acos.
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B - OkpawmBaHue BHYTPULUTONNAa3MaTUYECKUX U MEMOPaHHbIX AeTePMUHAHT

Uucno aputpoumTtoB B obpasLie He JomKHO npesbiwatb 6 X 10%/mkn (6 x 10'%/n). lMpu HeobxoammocTn obpasel pas3BoasaT
®CBb.

Uucno nenkoumToB B obpasLie He JomkHO npesbiwath 5 x10%/mkn (5 x 10%/n). MNpun HeobxogumocTn obpasel passogaTt CB.

[nsa kaxagon aHanuanpyemown npobbl B AOMONTHEHNE K TECTOBOWM NPOOUPKE MOXHO 406aBUTb OOHY KOHTPOSbHYIO NPOBUPKY,
B KOTOpOIZ KNEeTKN CMeLlaHbl B NPUCYTCTBUN OTpULATENbHOINO0 KOHTPOS1A, COOTBETCTBYIOLLEro Bbl6paHHOMy CI'IeLI,I/Id.)I/I‘-IeCKOMy
oKpaLUMBaHUto.

1. [Jo6Gasbre 50 Mkn ncneiTyemoro obpasua B Kaxayto npooupky.

2. [NobaBbTe Heobxogumoe konuvecTBo MAb (cneumdnyeckoro Ans MeMOpPaHHOW aHTUIEHHOM AETEPMUHAHTLI) B KaXKOYH0
TECTOBYIO NPOBMPKY, 1 ecnu Tpebyetca, A4o00aBbTE COOTBETCTBYHOLLEE KONMYECTBO OTPULATENBHOMO KOHTPOSSA B KaXayHo
KOHTPOIbHY NPOBUpKY.

3. OcTOopOXHO BCTpsAXMBAKOT NpobUpkM No odepenm Ha npubope Vortex.

»

MHkyOupytoT npu KomHaTHOM Temnepatype (18-25°C) B TeyeHne 15 MyH, B 3aLLMLLEHHOM OT CBETA MECTE.

o

[obasbte 100 mkn peareHTa 1 B kaxayto Npobupky. SHEPrnyHO nepemeLLanTe Ha BOPTEKCE Cpasy Xe Mocne Kaxaoro
JobaBneHus.

MHkyBupytoT B TedyeHne 15 MuHyT npu KomHaTHom Temnepatype (18 — 25°C).
Ho6aensoT 4 mn PBS B kaxayto Npobupky.

LleHTpudbyrupytot B TedeHue 5 muHyT npu 300 X g NpyM KOMHaTHOW TemnepaTtype.
YaansoT HagocadouHyo XUAKOCTb MyTeM acnupauun.

= © ©® N o

0. No6aebTe 100 MKkn peareHTa 2 B Kaxayto npobupky. HE MCMOJNb3YMUTE BOPTEKC, paiite peareHTy 2 eCTeCTBEHHbIM
obpasom anddpyHaMpoBaTb B 0CAO0K KIETOK.

11. NHKyBMpytoT B TeyeHre 5 MuH npu komHaTHow Temnepatype (18 — 25°C), HE BCTPAXNBAA.
12. MeaneHHO nokayMBaloT NPOOBUPKN pyKamu B TedeHne 2 — 3 CeKyHA.

13. JobaBbTe Heobxogumoe kommyecTBO MADb  (cneumndpmyeckoro p[nst BHYTPUMUMTOMNNA3MaTUHYECKOA aHTUrEHHOWN
OETepMUHAHTbI) B KaXayt TeCTOBYKW nNpobupky, u ecnu Tpebyetcs, nobaBbTe COOTBETCTBYIOLLEE KONMUMYECTBO
OTpULLATENBHOTO KOHTPOMS B KaXAyH KOHTPOMbHYK Npobupky.

14. B kaxxgyto KOHTPOMbHY NpobupKy BHOCAT No 20 MK M30TUMMYECKOTO KOHTPONS.

15. OCTOpOXHO BCTpsXMBAOT Npobupku no odepean Ha npubope Vortex.

16. iHkyBupytoT npu komHaTHon TemnepaTtype (18—25°C) B TeueHne 15 MuH, B 3alUMLLEHHOM OT CBeTa MecTe.
17. OobaensioTt 4 mn PBS B kaxayto Npobupky.

18. LeHTpudyrupytoT B TedeHne 5 muHyT npu 300 X g NpyM KOMHaTHOW Temnepartype.

19. YpansaioT cynepHaTaHT acnvpaumen n pecycneHampyroT ocagok knetok B 0,5 unu 1 mn doukcupyrouero pacteopa I0Test
3 Fixative Solution (Ref. A07800) B paboyem passeneHum (1X). PukcMpoBaHHble TakuM obpa3om npenapaTtbl MOXHO
XpaHWUTb B TEMHOTE Npu TemnepaType oT 2 fo 8°C B TeueHne 24 4acos.

QPPEKTUBHOCTb

Paboune xapakTeprCTMKM NoyYeHbl C UCMOMb30BaHNEM ONMUCAHHOW Bbille NpoLueaypbl Ha Npobax, CoOpaHHbIX HEe paHee Yem
3a 24 yaca 0o aHanusa B cTepunbHble Npobupku ¢ conbio SOTA kak aHTUkoarynsaHToMm. AHanuM3 NpoBOAMTCS B TeyeHue
2 4acoB Mocfie UMMYHOOKpaLLMBaHWS.

NMPEUN3NOHHOCTb

lMpoUEeHT NONOXMWTENbHBIX pPe3ynbTaTtoB OblT YCTAHOBMEH C  MCMNOMb30BaHMEM LEMNbHOW KPOBM M KOCTHOMO MO3ra.
Kaxgyto npoby uamepsanu 4 pasa, gBa pasa B OeHb B TedeHuMe 1 gHA Ha 2 npubopax, ¢ ucnonb3oBaHMeM 2 napTum
nepmeabunumaytowiero peareHTa IntraPrep. MamepeHus (% NonoXuTenbHbIX) BbIMOHANW HA NPOTOYHOM LuToMeTpe Navios.
AHanu3 npoBogurics Ha ocHoBe metoga CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (OueHka Npeun3MoHHOCTI KONUYECTBEHHbBIX METOANK N3MEPEHMS).

Hawu KpuTepun NpuHATASA 3aBUCAT OT KONMYECTBA MOSNTOXKUTENBbHbIX COOLITUN, UBMEPEHHbIX OS5 KaXK40N Nonynsiumm:
*  Ecnn nonoxuntenbHbix cobbitnin <1 500, CV <15%
*  Ecnu nonoxutenbHbix cobbituin >1 500, CV <10%

LenbHasn kpoBb ¢ ATA:

Mem6paHHoe okpawuBaHue CD45/CD14 = ynctora nuMmcounToB
KonnyecTtBo nonoxurenbHbix cobbiTuin (cpeaHee) = 8877

Mexay Mexay BHyTpu Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
oneparopamu LuToMeTpamu naptum naptTmamu | aHanusamu | adanusa
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CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
PE3YNbLTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Mem6paHHoe okpawmBaHue CD45/CD14 = BoccTaHOBNEeHUe
numdounToB
KonnyecTtBo nonoxutenbHbix cobbiTuin (cpeaHee) = 8877
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
oneparopamu LMTOMEeTpamMu naptuv naptTmamu | aHanusamu | aHanusa
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuuuTONnasmaTmyeckoe oKpalumBaHue C UCMONMb30BaHUEM
aHTUTena K mnenonepokcuaase-FITC Ha MoHoumnTax
KonnyectBo nonoxutenbHbix cobbiTuii (cpegHee) = 1070
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTuu naptusamu_| aHanusamu | anHanusa
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
PE3YNbLTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuuuTOnnasmaTuyeckoe okpaluMBaHue ¢ UCMONb30BaHMEM
aHTUTena Kk muenonepokcugase-FITC Ha rpaHynouuTax
Konmyectso NonoXxuTenbHbIX cobbITui (cpeaHee) = 13246
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun WToro
oneparopamu LMTOMETpPamMu naptuv naptmamy | aHanusamu | aHanusa
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
LlenbHas kpoBb ¢ TEMMTAPUHOM:
Mem6paHHoe okpawuBaHue CD45/CD14 = ynctora nuMmcounToB
Konnyectso NonoxurenbHbIX cobbiTun (cpegHee) = 6824
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpn Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTum naptusmu_| aHanusamu | aHanusa
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
PE3YNbTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Mem6paHHoe okpawmBaHue CD45/CD14 = BoccTaHOBnNeHue
numcounToB
KonunyectBo nonoxuTtenbHbix cobbiTuii (cpeaHee) = 6824
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
oneparopamu uuTomeTpamu napTum naptmamu_| aHanusamu | anHanusa
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
PE3YNbLTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuuuTOonnasmaTuyeckoe okpaliMBaHue ¢ UCMONb30BaHMEM
aHTuTena Kk muenonepokcugase-FITC Ha moHouuTax
KonnyecTtBo nonoxurenbHbix cobbiTuin (cpegHee) = 961
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpKn Wroro
onepaTtopamu uuTomMeTpamu napTuu naptusmv_| aHanusamu | aHanusa
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
PE3YNbTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuumuTOnnasmaTmyeckoe okpalumBaHue ¢ UCMOJb30BaHUEM
aHTUTena Kk muenonepokcugase-FITC Ha rpaHynouuTax
Konn4yectBo NonoxuTenbHbix cobbiTuii (cpeaHee) = 20742
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpu Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTum naptmsmu_| aHanusamu | anHanusa
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
PE3YINbTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
LlenbHas kpoBb ¢ uuTpaTomMm gekctposbl (ACD):
Memb6paHHoe okpawuBaHue CD45/CD14 = unctota numdounToB
KonmyectBo NonoXxurenbHbIX cobbITun (cpeaHee) = 12355
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpu Wtoro
onepartopamu uuToMeTpamm napTuu naptusmv_| aHanusamu | aHanusa
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Mem6paHHoe okpawumBaHne CD45/CD14 = BoccTtaHOBneHue
numcounToB
KonmyectBo NonoxurenbHbIx cobbiTun (cpeaHee) = 12355
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpn Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTum naptusmv_| aHanusamu | aHanusa
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CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
PE3YIbTAThI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuuuTONnnasmaTuyeckoe okpaliMBaHue ¢ UCMONb30BaHMEM

aHTUTena Kk muenonepokcuaase-FITC Ha MoHouuUTax
KonmyectBo NonoxurenbHbIX cobbiTun (cpegHee) = 1483
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpn Wroro
onepartopamu uuTomMeTpamu napTuu naptusmv_| aHanusamu | aHanusa

CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
PE3YNbTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuumuTONnasmaTmyeckoe okpalumBaHme ¢ UCMOJNb30BaHWEM

aHTuTena Kk muenonepokcuaase-FITC Ha rpaHynouuTax
KonunyectBo nonoxuTenbHbix cobbiTuii (cpeaHee) = 32715
Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTuu naptusamu_| aHanusamu | anHanusa

CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08

PE3YIbTAThI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
KocTHbI mo3r ¢ QATA:
Memb6paHHoe okpawuBaHue CD45/CD14 = yunctota numdountoB
KonnyectBo NonoxurenbHbIX cobbiTui (cpegHee) = 8808
Mexay Mexay BHyTpu® Mexay Mexay BHyTpu® Wtoro
onepaTtopamu uuToMeTpamm napTuu naptusmv_| aHanusamu | aHanusa

CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19

PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Mem6paHHoe okpawmBaHue CD45/CD14 = BoccTaHOBNEHUe
numcounToB
Konmyectso NonoxurenbHbIX cobbiTun (cpegHee) = 8808
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpn Wtoro
onepartopamu uuTomeTpamu napTum naptusmu_| aHanusamu | aHanusa

CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
PE3YNbTATbI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuumuTOnNnasmaTmyeckoe okpalumBaHue ¢ UCMOJNb30BaHWEM

aHTUTena Kk muenonepokcugase-FITC Ha MoOHouuMTax
KonnyecTtBo nonoxutenbHbix cobbiTuii (cpeaHee) = 2212
Mexay Mexay BHyTpu Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
oneparopamu LMToMeTpamu naptuu naptTmamu | aHanusamu | aHanusa

CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
BHyTpuuuTOnNnasmaTmyeckoe oKpaluMBaHue C UCMONb30BaHUEM

aHTUTena K Muenonepokcuaase-FITC Ha rpaHynoumTax
KonunyectBo nonoxurenbHbix cobbiTuin (cpegHee) = 33181
Mexay Mexay BHyTpn Mexay Mexay BHyTpKn Wroro
onepaTtopamu uuTomMeTpamu napTuu naptusmv_| aHanusamu | aHanusa

CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48

PE3YNbTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

YACTOTA U BOCCTAHOBJIEHUE JIMM®OLIUTOB

YucTtoTa n BOCCTaAHOBMEHME NMMAOLIMTOB OLEHMBanMcb B COOTBETCTBMM C pekomeHgauuamyn CDC (5). [MpobGbl kpoBm
10 3gopoBbix foHopoB B L TA, renapuHe u umtpate gekctposbl (ACD) 1 5 npob KOCTHOro mosra Obiriv MOMeYEeHbl CMECHIO
MOHOKNoHanbHbIX aHtTuten CD45-FITC n CD14-PE. CpegHve 3Ha4yeHMs1 BOCCTAHOBIEHUSA U YNCTOThI, @ Takke AManasoH,
npuBOAATCS B cneayowmnx Tabnvuax:

B59371-AW

LlenbHas kpoBb ¢ DOTA

MapameTp BoccTtaHoBneHue YycroTta
CpefHee 3Ha4eHue 89,7

MwH./Makc. 86,1 /97,6 83,5/ 95,5

LUenbHasa kpoBb ¢ FTEMAPUHOM

MapameTp BoccraHoBneHue Yucrorta
CpegHee 3HayYeHune 87,6

MwuH./Makc. 84,9 /97,7 81,5/ 94,3

LUenbHasa kKpoBb C uuTpaTtoM gekctposbl (ACD)

[Mapametp BoccTtaHoBneHue Yucrota
CpefHee 3Ha4eHue 94,6

MwuH./Makc. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
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KocTtHbin mo3r ¢ QOTA
MapameTp BoccraHoBneHve Yucrtota
CpefHee 3HayeHve 80,7 71,8
MwH./Makc. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
OrPAHU4YEHUA

1. Tpwn npoBegeHWM MNPOTOYHOM LUTOMETPUU BO3MOXKHO MOSyYEHME JOXHbIX Pe3yrnbratoB, €Cciv LUMTOMETP He Obin
naeanbHO MO3MLMOHUPOBAH, He Gbina nNpoBedeHa NpaBunibHasi KOMMEHcaumsa yTedek ryopecLeHTHOro areHTa unm
TOYHOE MO3ULMOHUPOBaHMe obnacTe.

2. HekoTopble aHTUreHHble AeTepMUHAHTbl MOTyT ObiTb YyBCTBUTEMbHbI K (bopmanbgerngy wnm canoHuHy.  Kaxgow
nabopartopum HeobxoaMMO KOHTPONMPOBATL YCIOBUS MCMOSb30BaHMSA MOHOKITOHAMbHBLIX aHTUTEN.

3. [na nony4veHus TOYHbIX M MOBTOPSIEMbIX PEe3ynbTaTtoB HeobXoAMMO BhIMOMHATL Mpoueaypbl B COOTBETCTBUM C
WHCTPYKUMEN-BKNaabiem 1 TpeboBaHUAMUN Haanexallen nabopaTtopHOM NPaKTUKK.

4. [aHHbIN peakTyB ONTUMU3MPOBaH Takum obpasoM, 4Tobbl obecrneunTb Haumnydlee OTHOLWeHMEe crneumdUnyecKoro
curHana Kk Hecneuudpmyeckomy. [loaTomy BakHO, YTOObI COOTHOLLEHUE obbeMa peakTuBa M Yucna fnerkoLmMToB Mnpu
KakgoMm ornpegerneHnm Obino ogHUM N TEM Xe.

5. B cnyyae untosa obpaseu cnegyet passoanTe PCH Takum 06pa3om, YTOOLI KOHLEHTpauus NenkoLUTOB cTana MeHbLue
5 x 10%/n, a KOHLEHTpaunsi 3pUTPOLIMTOB MeHbLue 6 x 10'%/n (6).

6. [lpu onpeneneHHbIx 3aboneBaHWsX, TakMX Kak OCTpasli NovyevyHas HeOoCTaTOYHOCTb MM remornobuHonaTum, nuMsuc

3PUTPOLNTOB MOXET NpoTeKaTb MEAEHHO, OblTb HEMOSTHBLIM UNW AaXKe HEBO3MOXHbIM. B TakoM criyyae pekomeHayeTcst
M301MPOBaTb OAHOSIAEPHbIE KIETKW, UCMONb3Ys FPagMeHT NoTHOCTU (Hanpumep, ko), neped okpaluneaHuem (7).

MpuMepbl 1 CCbiNkK cM. B [punoxeHuu.

TOBAPHbIE 3HAKH

Beckman Coulter, cTunnsoBaHHbIN N0OroTMn 1 ynomuHaemble 34ech 3Hakv npogykuumn u ycnyr Beckman Coulter siBnsitotes
TOBaPHbLIMUK 3HAKaAMW NN 3apPErMcTPMPOBaHHbIMU TOBAPHLIMU 3Hakamu koprnopaumm Beckman Coulter, Inc. B CoegMHeHHbIX
LtaTax n gpyrux ctpaHax.

AOMNONHUTENIbHAA UHPOPMALIUA

[na nauveHTa / nonb3oBaTtens / TpeTben CTOpoHbl B EBponenckom Coto3e M B CTpaHax C UOEHTUYHBbIM PErynaTopHbIM
pexunmom (PermameHT 2017/746/EC B OTHOLUEHUM MEOMUMHCKMX W3Zenui ans in vitro guarHocTuku); ecnn, BO BpeMs
NCNOMNb30BaHMS 3TOr0 U3LENUS UK B pe3ynbraTe ero UCMorb30BaHNs NPOM30LLEN CEPbE3HbIV MHUUOEHT, COOOLLMTE O HEM
NpOV3BOANUTENIO U/MNKU ero YNOrTHOMOYEHHOMY NPeACTaBUTENIO U CBOEMY HaLMOHANbLHOMY OpraHy peryrnmpoBaHus.

CBEAEHWUA O BEPCUAX

|[BEPCUA AF: [ [ata Bbinycka: sHBapb 2021 r. |

BEPCUA AW: |

O6HOBMEHUs C Lenbio NpMBEAEHUS B COOTBETCTBUE

nonuTuke MexayHapogHow mapkmpoBku Beckman Coulter n

Ans BbinonHexus Tpebosanui 1IVD-R (EC)2017/746:

[o6asneHbl pasgensl «lMpennonaraemblt Nonb3oBaTenby, «pPeUn3MoHHOCTbY,
«BoccTtaHoBneHme 1 ynctotra nMMdounToBY,

«[JononHuTensHas nHdopmaumsay, « CBeAeHNs O BEPCUSIX»

[o6asneHa nHgopmauus Cwm. pasgenbl «MpegynpexaeHust u Mepsbl
NPeaoCTOPOXHOCTUY, «XpaHeHWe U CTabUnbHOCTbY,
«OrpaHnyeHns»
OGHOBMNEHHbIE pa3aensl «MpenynpexaeHnst 1 Mepbl NPesoCTOPOXHOCTUY,

«Knaccudmkauus onacHocten no cucteme CICy,
«XpaHeHue 1 cTabunbHoCcTb», «puU3Haku nopun»,
«[Mpouenypa», «OKcnnyaTaLMoHHbIE XapaKTEPUCTUKNY
YpaneHb! pasgenbl BHYTpunabopaTopHasi BOCNIPO13BOAMMOCTb pe3ynsTaToB

OnpepneneHnsi CAMBOJSIOB
[Mmoccapwuii cMMBOOB AOCTYMNEH Ha canTe beckman.com/techdocs (Homep gokymeHTa B60062)
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Reagent 1 Reagent 2

Kinnitusaine Labipaistvusaine
Moodustumine Vedel Vedel
Toimeaine Formaldehiitd Saponiin
Maht 1 viaali 1 viaali
Viaalide arv 3 viaali 3 viaali
Maht analiilsi kohta 100 pl 100 pl

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 analliiisi; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/analtits

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

KASUTUSOTSTARVE

IntraPrep koosneb kahest kasutamiseks valmis eagendist, mis muudab leukotsiittide tsitoplasma membraanid Iabipaistvaks,
et naidata helendavate monoklonaalsete antikehade abil rakusiseseid antigeenseid tegureid. IntraPrepi kasutatakse
bioloogiliste proovide ettevalmistamiseks analuusiks labivoolu tsitomeetriaga. Seda on optimeeritud, et minimeerida
mittespetsiifilist varvimist seda tudpi analtisides (1,2,3,4).

POHIMOTE

Kdigepealt fikseeritakse rakud 1. reagendiga. Parast pesemist saavutatakse 2. reagendiga labipaistvus ja lUUsitakse
allesjaanud ertrotsiitidid. Selles staadiumis viiakse rakud kokku péératud monoklonaalsete antikehadega, mis on omased
rakusisestele antigeensetele teguritele. Seejarel anallitsitakse leukotslite Iabivoolu tsitomeetriaga.

Sellest hoolimata on véimalik antigeensete pinnategurite naitamine. Sellisel juhul inkubeeritakse omased po&oératud
monoklonaalsed antikehad enne kinnitamist.

Labivoolu tstitomeeter mdddab valguse hajumist ja rakkude fluorestsentsi. See muudab véimalikuks huvialuse populatsiooni
asukoha maaramise histogrammil maaratud elektroonilisel alal. Histogramm korreleerib valguse ortogonaalset hajumist
(ktlghajumine (Side Scatter) ehk SS) ja kitsasnurga valguse hajumist (otsehajumine (Forward Scatter) ehk FS). Teisi
histogramme, kus Uhendatakse tslitomeetrias saadaolevat kahte parameetrit, voib kasutada lllsimisetapis soltuvalt kasutaja
valitud rakendusest.

Piiritletud rakkude fluorestsentsi anallilisitakse, et eristada positiivselt varvitud siindmusi varvimata sindmustest. Tulemusi
kajastatakse positiivsete siindmuste protsentuaalse osakaaluna kdigi varavdamisega hdivatud siindmuste suhtes.

SIHTKASUTAJA

See toode on ette nahtud laboratoorseks kasutamiseks.

PROOVID

Veenivere- voi luutdiproovid tuleb votta steriilsete katsutitega, mis sisaldavad antikoagulandina EDTA soola, ACD-d vai
hepariini.

Proove tuleb hoida toatemperatuuril (18—-25 °C) ja neid ei tohi raputada. Proov tuleb Uhtlustada seda enne naidisproovi vétmist
ornalt loksutades.

Proove tuleb anallilsida 24 tunni jooksul alates veenipunktsioonist.

HOIATUS JA ETTEVAATUSABINOUD

Arge kasutage reagenti parast aegumiskuupaeva.

Arge kiulmutage.

Minimeerige kokkupuudet valgusega.

Valtige reagentide mikroobidega saastumist, vastasel juhul vbite saada valed tulemused.

Reagent 1 sisaldab formaldehiitdi. Formaldehiitid on toksiline ja allergeenne. Arvatavalt on see kantserogeenne.

Reagent 2 sisaldab Naatriumasiid (NaN,). Seda tuleb kasitseda ettevaatlikult. See pole mdeldud seespidiseks
kasutamiseks. Valtige kokkupuudet naha, limaskesta ja silmadega. Peale selle voib naatriumasiid happelises
keskkonnas tekitada potentsiaalselt ohtlikku vesinikasiidhapet Kui reagendi peab kasutusest kérvaldama, on soovitatav
seda nne aravoolu valamist suures hulgas vees lahjendada, et valtida naatriumasiidi kogunemist metalltorudes ja hoida
ara plahvatusohtu.

7. Kaoiki vereproove tuleb pidada potentsiaalselt nakkusohtlikuks ja kasitseda ettevaatusega (kasutage kaitsekindaid, kitlit
ning kaitseprille).

o gk owbd -

8. Arge kunagi pipettige suuga ja véltige proovide kokkupuudet naha, limaskesta ja silmadega.
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9. Verekatsutid ja kaitlemiseks kasutatav Uhekordselt kasutatav materjal tuleb havitada pdletamiseks ettenahtud
spetsiaalsetes konteinerites.

10. Reagendid ja jaatmed tuleb kdrvaldada vastavalt kohalikele nduetele.
GHS-l OHUKLASSIFIKATSIOON
Reagent 1: fikseerimine  ETTEVAATUST

SO

H302 Allaneelamisel kahjulik.

H313 Nahale sattumisel vdib olla kahjulik

H314 Pdhjustab rasket nahasoovitust ja
silmakahjustusi.

H317 V8ib pbhjustada allergilist nahareaktsiooni.

H341 Arvatavasti pdhjustab geneetilisi defekte.

H350 Vdib pbhjustada vahktdébe.

H370 Kahjustab elundeid.

P201 Enne kasutamist tutvuda erijuhistega.

P280 Kanda kaitsekindaid, kaitserdivastust ja

kaitseprille/kaitsemaski.

P303+P361+P353 NAHALE (vdi juustele) SATTUMISE KORRAL:
loputada nahka veega.

P305+P351+P338 SILMA SATTUMISE KORRAL.: loputada mitme
minuti jooksul ettevaatlikult veega. Eemaldada
kontaktlaatsed, kui neid kasutatakse ja kui neid
on kerge eemaldada. Loputada veel kord.

P310 vétta viivitamata Uhendust
MURGISTUSKESKUSE vai arstiga.

Metanool 1 - 2%
Formaldehiid 5 - 10%

Ohutuskaart on kattesaadav veebilehel beckman.com/techdocs

SAILITAMINE JA STABIILSUS

IntraPrepi sailitatakse temperatuuril 18-25 °C.

Suletud viaali stabiilsus: reagent on stabiilne 517 paeva.

Avatud viaali stabiilsus: reagent on stabiilne 90 paeva.

Vt partiispetsiifilist analllsi sertifikaati veebilehelt www.beckman.com.

RIKNEMISE TUNNUSED

Igasugune muutus reagentide flusilises valimuses voib viidata reagendi riknemisele ja seda ei tohi kasutada.

Lisateabe hankimiseks v6i kahjustatud toote saamisel helistage Beckman Coulteri klienditeenindusse numbril 800-742-2345
(USA vdi Kanada) voi votke Uhendust kohaliku Beckman Coulteri esindajaga.

SISU

Naatriumasiidist konservant voib moodustada metallist kanalisatsioonitorudes plahvatusohtlikke Ghendeid. Vt asutuse NIOSH
teadaannet. Explosive Azide Hazard (Plahvatusohtliku asiidi oht) (16.8.76).

Valtimaks vdimalikku asiidiiihendite akumuleerimist, loputage aravoolutorusid parast lahjendamata reagendi kérvaldamist.
Naatriumasiidi kdrvaldamine peab olema kooskdlas asjakohaste kohalike eeskirjadega.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
* Proovide kogumiseks vajalikud proovivotukatsutid ja vahendid.
+ Uhekordselt kasutatavate otsadega 10, 20, 50, 100 ja 500 ul automaatpipetid.
» Plastist hemoluisi katsutid.
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» Spetsiifilised monoklonaalsed antikehad (mAb).

* Negatiivsed kontrollained.

» Leukotsuitide fikseerimisreagent. Naide Tootesarja 10Test 3 fikseerimisreagent (viitenr AO7800).
* Puhver (PBS: 0,01 M naatriumfosfaat; 0,145 M naatriumkloriid; pH 7,2).

» Tsentrifuugige.

» Automaatsegisti (vibratsioonsegamise tilpi).

* Voolutsitomeeter.

PROTSEDUUR

A - intratsutoplasmaatiline varvimine
Proovis tohib olla punaseid vereliblesid vahem kui 6 x 10¢ yl kohta (6 x 10'%/L). Vajaduse korral lahjendage PBS-is.
Leukotsiittide arv proovis peab olema vaiksem kui 5 x 10%/ul (5 x 10%L). Vajaduse korral lahjendage PBS-is.

Iga analtusitava proovi korral saab lisaks anallusikatsutile lisada Uhe kontrollkatsuti, kus rakud segatakse konkreetsele valitud
varvimismeetodile vastava negatiivse kontrollainega.

1. Lisage igasse katsutisse 50 ul anallisiproovi.

2. Lisage mdlemasse katsutisse 100 ul reagenti 1. Vibratsioonsegage tugevalt kohe parast iga taiendust.

3. Inkubeerige 15 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).

4. Lisage kumbagi katsutisse 4 ml PBS-i.

5. Tsentrifuugige toatemperatuuril 5 minutit 300 x g juures.

6. Eemaldage aspiratsiooniga pealislahus.

7. Lisage igasse katsutisse 100 pl reagenti 2. ARGE VIBRATSIOONSEGAGE, laske reagendil 2 rakugraanulisse
loomulikult difundeeruda.

8. Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril (18-25 °C) RAPUTAMATA.

9. Raputage kasitsi aeglaselt 2 kuni 3 sekundit.

10. Lisage igasse anallitsikatsutisse vajalik kogus mAb-d (spetsiifiline intratsitoplasmaatilise antigeeni maaravale ainele)
ja vajaduse korral lisage igasse kontrollkatsutisse sobiv kogus negatiivset kontrollainet.

11. Keerutage ettevaatlikult iga katsutit.

12. Inkubeerige valguse eest kaitstult 15 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).
13. Lisage kumbagi katsutisse 4 ml PBS-i.

14. Tsentrifuugige toatemperatuuril 5 minutit 300 x g juures.

15. Eemaldage aspireerimisega Ulemine vedelikukiht ja suspendeerige uuesti vereliblede graanuleid 0,5 voi 1 ml [OTest 3
iksaatorlahusega (viitenr A07800) todkontsentratsioonil (1X). Sedasi fikseerituna saab valmissegusid sailitada 2 uni 8
°C juures valguse eest kaitstuna kuni 24 tundi.

B - intratsiitoplasmaatiline ja membraanne varvimine
Proovis tohib olla punaseid vereliblesid vahem kui 6 x 10° pl kohta (6 x 10'%/L). Vajaduse korral lahjendage PBS-is.
Proovis tohib olla leukotstitite vahem kui 5 x 10%/ul (5 x 10%L). Vajaduse korral lahjendage PBS-is.

Iga analliUsitava proovi korral saab lisaks anallUsikatsutile lisada tUihe kontrollkatsuti, kus rakud segatakse konkreetsele valitud
varvimismeetodile vastava negatiivse kontrollainega.

1. Lisage igasse katsutisse 50 pl anallUsiproovi.

2. Lisage igasse analliUsikatsutisse vajalik kogus mAb-d (spetsiifiline membraanantigeeni maaravale ainele) ja vajaduse
korral lisage igasse kontrollkatsutisse sobiv kogus negatiivset kontrollainet.

Keerutage ettevaatlikult iga katsutit.

Inkubeerige valguse eest kaitstult 15 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).

Lisage mdlemasse katsutisse 100 ul reagenti 1. Vibratsioonsegage tugevalt kohe péarast iga taiendust.
Inkubeerige 15 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).

Lisage kumbagi katsutisse 4 ml PBS-i.

Tsentrifuugige toatemperatuuril 5 minutit 300 x g juures.

© ® N O~

Eemaldage aspiratsiooniga pealislahus.
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10.

Lisage igasse katsutisse 100 pl reagenti 2. ARGE VIBRATSIOONSEGAGE, laske reagendil 2 rakugraanulisse

loomulikult difundeeruda.

11. Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril (18-25 °C) RAPUTAMATA.

12. Raputage kasitsi aeglaselt 2 kuni 3 sekundit.

13. Lisage igasse anallilsikatsutisse vajalik kogus mAb-d (spetsiifiline intratsitoplasmaatilise antigeeni maaravale ainele)
ja vajaduse korral lisage igasse kontrollkatsutisse sobiv kogus negatiivset kontrollainet.

14. Igasse kontrollkatsutisse lisage 20 pl isotllp-kontrolli.

15. Keerutage ettevaatlikult iga katsutit.

16. Inkubeerige valguse eest kaitstult 15 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).

17. Lisage kumbagi katsutisse 4 ml PBS-i.

18. Tsentrifuugige toatemperatuuril 5 minutit 300 x g juures.

19. Eemaldage aspireerimisega lGlemine vedelikukiht ja suspendeerige uuesti vereliblede graanuleid 0,5 véi 1 ml IOTest 3
iksaatorlahusega (viitenr AO7800) tddkontsentratsioonil (1X). Sedasi fikseerituna saab valmissegusid séailitada 2 kuni 8
°C juures valguse eest kaitstuna kuni 24 tundi.

TOIMIMINE

Toimimisandmed saadakse kasutades Ulalkirjeldatud protseduuri vahem kui 24 tundi vanadel antikoagulandi EDTA
naatriumsoolaga steriilsetesse katsutitesse kogutud vereproovidel. Analliis tehakse 2 tunni jooksul parast immuunovarvimist.

TAPSUS

Positiivsete vaartuste protsent maarati taisvere ja luuldi abil.

Igat proovi testiti 4 korda, kaks korda paevas 1 paeva

jooksul 2 instrumendil, kasutades 2 permeabiliseeriva reagendi IntraPrep partiid. M&6tmised (% positiivne) tehti Naviosi

voolutsitomeetriaga.

Analidsiti CLSI meetodi EP5-A2 poéhjal. Evaluation of Precision Performance of Quantitative

Measurement Methods (Kvantitatiivsete médtmismeetodite tdpsuse naitajate hindamine).

Meie

sobivuskriteeriumid soéltuvad iga populatsiooni kohta méddetud positiivsete siindmuste arvust:
Positiivse sindmuse korral < 1500, CV < 15%
Positiivse stindmuse korral > 1500, CV < 10%

Taisvere EDTA.

CD45/CD14 membraanvarvimine = limfotsiilitide puhtus
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 8877
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membraanvéarvimine = liimfotsiiiitide taastevaartus
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 8877
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine monotsiiiitidel
Positiivsete sindmuste arv (keskmine) = 1070
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipPartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine granulotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 13246
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Taisvere HEPARIIN.
CD45/CD14 membraanviarvimine = liimfotsiiiitide puhtus
Positiivsete sindmuste arv (keskmine) = 6824
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipPartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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CD45/CD14 membraanvarvimine = liimfotsiiiitide taastevaartus

Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 6824

Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljriestisisene Kokku
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine monotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 961
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine granulotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 20742
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Taisvere KHA.
CD45/CD14 membraanviarvimine = liimfotsiiiitide puhtus
Positiivsete sindmuste arv (keskmine) = 12355
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membraanvéarvimine = limfotsiiiitide taastevaartus
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 12355
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljriestisisene Kokku
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine monotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 1483
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine granulotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 32715
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrigestisisene Kokku
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Luuiidi EDTA.
CD45/CD14 membraanviarvimine = liimfotsiiiitide puhtus
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 8808
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljriestisisene Kokku
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membraanvarvimine = limfotsiiiitide taastevaartus
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 8808
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipPartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljrikestisisene Kokku
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
varvimine monotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 2212
Kasutajatevaheline | TsitomeetritevahelipBartiisisene | Partiidevahelifestidevaheljngestisisene Kokku
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Miieloperoksiidaasi-FITC-vastane intratsiitoplasmaatiline
vérvimine granulotsiiiitidel
Positiivsete siindmuste arv (keskmine) = 33181
| Kasutajatevaheline | TsiitomeetritevahelihBartiisisene | Partidevahelifestidevahel|rikestisisene | Kokku
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CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LOMFOTSUUTIDE PUHTUS JA TAASTEVAARTUS

Lumfotsuutilist puhtust ning taastevaartusi on hinnatud CDC soovituste kohaselt (5). 10 terve doonori verd, kellelt voeti
EDTA, hepariini ja KHA proovid, ning 5 luutdi margistati monoklonaalsete antikehade CD45-FITC ja CD14-PE seguga.
Taastevaartuse ja puhtuse keskmised vaartused ning vahemik on esitatud jargmistes tabelites.

Taisvere EDTA

Parameeter Taastevaartus Puhtus
Keskmine 93,6 89,7
Min/max 86,1 /97,6 83,5/955
Taisvere HEPARIIN
Parameeter Taastevaartus Puhtus
Keskmine 94,3 87,6
Min/max 84,9 /97,7 81,5/ 94,3
Taisvere KHA
Parameeter Taastevaartus Puhtus
Keskmine 94,2 94,6
Min/max 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
Luuiidi EDTA
Parameeter Taastevaartus Puhtus
Keskmine 80,7 71,8
Min/max 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
PIIRANGUD
1. Voolutsutomeetria v6ib anda valed tulemused, kui tstitomeeter ei ole ideaalselt joondatud, kui fluorestsentsi lekkeid ei
ole digesti kompenseeritud ja kui piirkonnad ei ole hoolikalt paigutatud.
2. Teatud antigeense maaravad tegurid vdivad olla tundlikud formaldehtidi vdi saponine. Iga labor peab kinnitama
kasutustingimusi monokloonsed antikehad.
3. Tapsed ja korratavad tulemused saadakse, kui kasutatavad protseduurid on kooskdlas tehnilise teabelehe ja heade
laboritavadega.
4. See reaktiiv on optimeeritud, et pakkuda parimat konkreetne signaal / mittespetsiifilised signaali suhe. Seetdttu on oluline
jargida suhe reaktiiv maht / leukotsuutide arv ja erutrotsiutide iga test.
5. Juhul hipertsellulaarsuse, lahjendatakse proovi PBS, et saada vahem kui 5 x 10° leukotsudtide / L ja vahem kui 6 x 10
punaliblede / L (6).
6. Teatud haigusseisundite (naiteks raske neerupuudulikkuse véi hemoglobinopaatia) korral véib eritrotstiitide lGlsimine

olla aeglane, mittetdielik vdi isegi véimatu. Sellisel juhul on enne varvimist soovitatav mononukleaarsete rakkude
isoleerimine tihedusgradiendi (naiteks Ficoll-gradiendi) abil (7).

Vt naiteid ja viiteid lisast.
KAUBAMARGID

Beckman Coulter, stiliseeritud logo ning selles juhendis nimetatud ettevotte Beckman Coulter toote- ja teenusemargid on
ettevotte Beckman Coulter, Inc. kaubamargid voi registreeritud kaubamargid Ameerika Uhendriikides ja teistes riikides.

LISATEAVE

Patsiendile / kasutajale / muule osapoolele Euroopa Liidus ja identse regulatsioonireziimiga riikides (maarus (EL) nr 2017/746
in vitro diagnostikameditsiiniseadmete kohta), kui selle seadme kasutamise ajal vdi selle kasutamise tagajarjel on toimunud
tdsine vahejuhtum, teatage sellest tootjale ja/vdi tema volitatud esindajale ning teie riiklikult padevale asutusele.

VERSIOONI AJALUGU

[REVISION AF: [ Avaldamise kuupdev: jaanuar 2021

REVISION AW: |

Varskendused, mis vastavad Beckman Coulteri Glemaailmse
margistamise poliitikale ja IVD-R (EL) 2017/746 nduetele:

Lisatud osad Sihtkasutaja, Tapsus, Limfotslitide taastevaartus ja
puhtus, Lisateave, Versiooni ajalugu
Lisatud informatsioon Vt jaotisi Hoiatus ja ettevaatusabindud, Sailitamine
ja stabiilsus, Piirangud
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Uuendatud jaotised Hoiatus ja ettevaatusabindud, GHS-i ohuklassifikatsioon,

Sailitamine ja stabiilsus, Riknemise tunnused,
Protseduur, Toimimine

Eemaldatud osad Laborisisene korratavus

Sumboli tahis
Siumbolite mdisted on kattesaadavad veebilehel beckman.com/techdocs (dokument nr B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Fiksacijsko sredstvo Sredstvo permeabilnosti
Oblik Tekucéina Tekucéina
Aktivha tvar Formaldehid Saponin
Volumen 5 mL 5 mL
Broj boc€ica 3 bodice 3 bodice
Volumen po testiranju 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testova; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL / testu

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

NAMJENA

IntraPrep se sastoji od dva reagensa spremna za upotrebu, koji poti€u permeabilnost u citoplazmatskoj membrani leukocita
za prikazivanje intracelularnih antigenskih determinanti pomo¢u monoklonskih fluorescentnih antitijela. IntraPrep se Koristi
za pripremu bioloskih uzoraka za analizu proto€nom citometrijom. On je optimiziran s ciliem minimalizacije nespecificnog
obojenja u ovom tipu analize (1,2,3,4).

NACELO

Kao prvi korak, stanice su fiksirane s reagensom 1. Nakon ispiranja, permeabilnost se inducira s reagensom 2, a preostali
eritrociti se liziraju. Tijekom ove faze, stanice dolaze u kontakt s konjugiranim monoklonskim antitijelima specificnim za
intracelularne antigenske determinante. Leukociti se zatim analiziraju proto€nom citometrijom.

Prikaz povrsSinskih antigenskih determinanti i pored toga je mogu¢. U tom slu€aju, specificna konjugirana monoklonska
antitijela se inkubiraju prije fiksacije.

Proto¢ni citometar mjeri difuziju svjetla i fluorescenciju stanica. To omogucuje lokalizaciju interesne populacije unutar
elektroniénog prozora definiranog na histogramu, koji usporeduje ortogonalnu difuziju svjetla (zrnatost ili SS) i difuziju
svjetlosti pod malim kutom (veli¢inu ili FS). Drugi histogrami kombiniraju dva razliita parametra dostupna na citometru koja
se mogu koristiti kao potpora u fazi ogradivanja stani¢ne populacije ovisno o aplikaciji koju je odabrao korisnik.

Analizira se fluorescencija ograni¢enih stanica da bi se pozitivho obojeni dogadaji odvojili od neobojenih. Rezultati se
izrazavaju kao postotak pozitivnih dogadaja u odnosu na sve dogadaje dobivene ogradivanjem.

CILJNI KORISNIK

Proizvod je namijenjen za profesionalnu laboratorijsku uporabu.

UZORCI

Uzorci venske krvi ili koStane srzi moraju se uzeti sterilnim epruvetama za uzorke koje sadrze EDTA sol ili ACD ili heparin kao
antikoagulans.

Uzorci se moraju Cuvati na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C) i ne smiju se potresati. Uzorak se treba homogenizirati pazljivim
mijeSanjem prije uzimanja probnog uzorka.

Uzorci venske krvi moraju se analizirati u roku od 24 sata od njihova uzimanja.
UPOZORENJE | MUERE OPREZA
1. Reagens nemojte upotrebljavati nakon isteka roka trajanja.
Nemojte zamrzavati.
Smanijite izlaganje svjetlu.
Izbjegavajte mikrobnu kontaminaciju reagensa ili moze doéi do netocnih rezultata.
Reagens 1 sadrzi formaldehid. Formaldehid je otrovan i izaziva alergije. Smatra se kancerogenim agensom.

S otopinama antitijela koje sadrzavaju Natrijev azid (NaN,) potrebno je postupati s posebnim oprezom. Nemojte ih
uzimati oralno te izbjegavajte dodir s koZom, sluznicom i oima. Nadalje, natrij-azid moZe u kiselom mediju formirati
potencijalno opasnu dusikovodi¢nu kiselinu. Kod odlaganja ga je potrebno razrijediti s puno vode, tj. prije nego ga
ispustite u kanalizacijske cijevi radi izbjegavanja nakupljanja u metalnim cijevima i smanjivanja rizika od eksplozije.

o gk wbd

7. Svi uzorci krvi moraju se smatrati potencijalno zaraznima te je njima potrebno rukovati oprezno (odnosno nositi zastitne
rukavice, odje¢u i naoCale).

8. Nikada ne pipetirajte ustima te izbjegavajte doticaj uzoraka s koZom, sluznicom i o€ima.
9. Epruvete s krvlju i otpadni materijal za rukovanje treba odloZiti u jednokratne spremnike namijenjene za spaljivanje.
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10. Reagense i otpad potrebno je ukloniti u skladu s lokalnim zahtjevima.

KLASIFIKACIJA OPASNOSTI PREMA GHS-U
Reagens 1: fiksiranje OPASNOST

SO

H302 Stetno ako se proguta.

H313 MozZe biti Stetha u kontaktu s koZzom.

H314 Uzrokuje teSke opekline koze i ozljede oka.

H317 Moze izazvati alergijsku reakciju na kozi.

H341 Sumnja na mogucéa genetska ostecenja.

H350 MozZe uzrokovati rak.

H370 Uzrokuje ostecenje organa.

P201 Prije uporabe pribaviti posebne upute.

P280 Nosite zastitne rukavice, zastithu odjecéu i zastitu
za ocillice.

P303+P361+P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom):
Isprati koZzu vodom.

P305+P351+P338 U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati
vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne le¢e
ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti
ispirati.

P310 Odmah nazvati CENTAR ZA KONTROLU
OTROVANUJA ili lije¢nika.

Metanol 1 - 2 %
Formaldehid 5 - 10 %

Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na adresi beckman.com/techdocs

POHRANA | STABILNOST

IntraPrep Cuva se na 18 — 25 °C.

Stabilnost zatvorene bocice: reagens je stabilan 517 dana.

Stabilnost otvorene bo ice: reagens je stabilan 90 dana.

Na web-mjestu www.beckman.com pogledajte Certifikat o analizi specifi€an za lot koji upotrebljavate.
DOKAZ PROPADANJA

Svaka promjena fizitkog izgleda reagensa moze upudivati na propadanje te se reagens ne smije upotrebljavati.

Ako su vam potrebne dodatne informacije ili ste primili oSteéen proizvod, nazovite korisnicki servis tvrtke Beckman Coulter na
800-742-2345 (u SAD-u ili Kanadi) ili se obratite lokalnom predstavniku tvrtke Beckman Coulter.

SADRZAJ

Konzervans s natrijevim azidom moze stvoriti eksplozivne spojeve u metalnim cjevovodima. Pogledajte bilten NIOSH:
Explosive Azide Hazard (Opasnost od eksplozije azida) (16. 8. 76.).

Da biste sprijecili moguce taloZzenje komponenata azida, prilikom odlaganja nerazrijedenog reagensa u otpad odvodne cijevi
isperite vodom. Odlaganje natrijeva azida u otpad mora biti u skladu s odgovaraju¢im lokalnim propisima.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU DIO KOMPLETA:
* Epruvete za uzorke i materijal potreban za uzimanje uzoraka.
* Automatske pipete s jednokratnim vrhom za 10, 20, 50, 100 i 500 L.
* Plastiéne hemoliticke epruvete.
» Specificna monoklonska antitijela (mADb).
* Negativne kontrole.
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» Reagens za fiksiranje leukocita. Na primjer: Otopina za fiksiranje IOTest 3 (ref. A07800).
+ Pufer (PBS: 0,01 M natrijeva fosfata, 0,145 M natrijeva klorida, pH 7,2).

+ Centrifuga.

» Automatska mijeSalica (tip vorteks).

» Citometar toka.

POSTUPAK

A - Intracitoplazmatsko bojenje

Broj crvenih krvnih stanica koje su prisutne u uzorku treba biti manji od 6 x 10° po uL (6 x10'2/L). Razrijedite ako je potrebno
u PBS.

Broj leukocita prisutnih u uzorku mora biti manji od 5 x10%/uL (5 x 10°%/L). Razrijedite ako je potrebno u PBS.

Za svaki uzorak koji se analizira moze se uz ispitnu epruvetu dodati jedna kontrolna epruveta u kojoj su stanice pomijeSane s
negativhom kontrolom koja odgovara odabranom postupku bojenja.

1. U svaku epruvetu dodajte 50 pL ispitnog uzorka.

2. U svaku epruvetu dodajte 100 uL reagensa 1. Nakon svakog dodavanja smjesta brzo promijeSajte u vorteks-mijeSalici.

3. Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C).

4. Dodajte 4 mL PBS-a u svaku epruvetu.

5. Centrifugirajte 5 minuta pri 300 x g na sobnoj temperaturi.

6. Uklonite supernatant aspiracijom.

7. U svaku epruvetu dodajte 100 uL reagensa 2. NEMOJTE MIJESATI U VORTEKS-MIJESALICI; ostavite reagens 2 da
se prirodno rasprsi u stani¢na zrnca.

8. Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi (18 —25 °C) BEZ POTRESANJA.

9. Polako potresajte rukom 2 do 3 sekunde.

10. U svaku ispitnu epruvetu dodajte potrebnu koli¢inu mAb-a (specifi€énog za intracitoplazmatsku antigensku determinantu)
i po potrebi u svaku kontrolnu epruvetu dodajte odgovarajucu koli€inu negativne kontrole.

11. Pazljivo pojedinacno provrtite u mijeSalici svaku epruvetu.

12. Inkubirajte 15 min na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C), zastiéeno od svjetlosti.
13. Dodajte 4 mL PBS-a u svaku epruvetu.

14. Centrifugirajte 5 minuta pri 300 x g na sobnoj temperaturi.

15. Aspiracijom uklonite supernatant i resuspendirajte stani¢ni sediment u 0.5 ili 1 mL 10Test 3 fiksacijske otopine (Ref.
AQ07800) pri njezinoj radnoj koncentraciji (1X). Tako fiksirani, pripravci se mogu Cuvati izmedu 2 i 8 °C, zasticeni od
svjetla tijekom 24 sata.

B - Intracitoplazmatsko i membranozno bojenje.

Broj crvenih krvnih stanica koje su prisutne u uzorku treba biti manji od 6 x 10° po uL (6 x10%/L). Razrijedite ako je potrebno
u PBS.

Broj leukocita u uzorku treba biti manji od 5 x10%/pL (5 x 10%L). Razrijedite ako je potrebno u PBS.

Za svaki uzorak koji se analizira mozZe se uz ispitnu epruvetu dodati jedna kontrolna epruveta u kojoj su stanice pomijeSane s
negativnom kontrolom koja odgovara odabranom postupku bojenja.

1. U svaku epruvetu dodajte 50 uL ispitnog uzorka.

2. U svaku ispitnu epruvetu dodajte potrebnu koli€inu mAb-a (specificnog za membransku antigensku determinantu) i po
potrebi u svaku kontrolnu epruvetu dodajte odgovarajuéu koli€inu negativne kontrole.

PaZljivo pojedinagno provrtite u mijeSalici svaku epruvetu.

Inkubirajte 15 min na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C), zasti¢eno od svjetlosti.

U svaku epruvetu dodajte 100 pL reagensa 1. Nakon svakog dodavanja smjesta brzo promijeSajte u vorteks-mijeSalici.
Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C).

Dodajte 4 mL PBS-a u svaku epruvetu.

Centrifugirajte 5 minuta pri 300 x g na sobnoj temperaturi.

Uklonite supernatant aspiracijom.

© ® N O~ W
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10.

U svaku epruvetu dodajte 100 uL reagensa 2. NEMOJTE MIJESATI U VORTEKS-MIJESALICI; ostavite reagens 2 da
se prirodno rasprsi u stani¢na zrnca.

11. Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi (18 —25 °C) BEZ POTRESANJA.

12. Polako potresajte rukom 2 do 3 sekunde.

13. U svaku ispitnu epruvetu dodajte potrebnu koli¢inu mAb-a (specifiénog za intracitoplazmatsku antigensku determinantu)
i po potrebi u svaku kontrolnu epruvetu dodajte odgovarajucu koli¢inu negativne kontrole.

14. U svaku epruvetu s kontrolom, dodajte 20 L izotipne kontrole.

15. PaZljivo pojedinagno provrtite u mijeSalici svaku epruvetu.

16. Inkubirajte 15 min na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C), zastiéeno od svjetlosti.

17. Dodajte 4 mL PBS-a u svaku epruvetu.

18. Centrifugirajte 5 minuta pri 300 x g na sobnoj temperaturi.

19. Aspiracijom uklonite supernatant i resuspendirajte stani¢ni sediment u 0.5 ili 1 mL 10Test 3 fiksacijske otopine (Ref.
A07800) pri njezinoj radnoj koncentraciji (1X). Tako fiksirani, pripravci se mogu €uvati izmedu 2 i 8 °C te zasti¢eni od
svjetla tijekom 24 sata.

PERFORMANSE

Podaci o performansama dobivaju se prethodno opisanim postupkom na manje od 24 sata starim uzorcima krvi prethodno
prikupljenima u sterilne epruvete uz EDTA sol kao antikoagulans. Analiza se provodi u roku od 2 sata nakon imunobojenja.

PRECIZNOST

Postotne pozitivne vrijednosti utvrdene su pomocéu pune krvi i koStane srzi. Svaki je uzorak obraden 4 puta, dvaput dnevno
tijekom 1 dana na 2 instrumenta uz 2 lota reagensa za permeabilizaciju IntraPrep. Mjerenja (% pozitivnih vrijednosti)
provedena su s pomoc¢u proto¢nog citometra Navios. Analiza je provedena na temelju metode EP5-A2 Instituta za klinicke
i laboratorijske standarde (CLSI): Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Procjena
radnih zna&ajki preciznosti metoda kvantitativnog mjerenja).

Nasi kriteriji prihvatljivosti ovise o broju pozitivnih dogadaja izmjerenih za svaku populaciju:

Ako je pozitivni dogadaj < 1500, CV < 15 %
Ako je pozitivni dogadaj > 1500, CV < 10 %

Puna krv u EDTA-i:

Puna krv u HEPARINU:

Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = Cisto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 8877

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima | obradama obrade
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = iskoristivost limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 8877

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima | obradama obrade
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 1070

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima | obradama obrade
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na granulocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 13246

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima__ | obradama obrade
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = Cisto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 6824
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Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = iskoristivost limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 6824
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 961
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na_granulocitima
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrijednost) = 20742
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Puna krv u ACD-i:
Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = Cisto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 12355
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = iskoristivost limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 12355
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 1483
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na_granulocitima
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrijednost) = 32715
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Kostana srz u EDTA-i:
Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = Cisto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 8808
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko bojenje antigenom CD45/CD14 = iskoristivost limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 8808
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
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CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 2212
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima | obradama obrade
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazmatsko bojenje anti-mijeloperoksidazom-FITC
na_granulocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 33181
Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima_ | obradama obrade
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CISTOCA | ISKORISTIVOST LIMFOCITA

Cistoéa i iskoristivost limfocita procijenjeni su prema preporukama CDC-a (5). Uzorci krvi 10 zdravih donora prikupljeni u
EDTA-i, heparinu i ACD-u te 5 uzoraka ko$tane srzi oznaceni su mjeSavinom monoklonskih antitijela CD45-FITC i CD14-PE.
Srednje vrijednosti iskoristivosti i Cistoce te raspon navedeni su u sljedeéim tablicama:

Puna krv u EDTA-i
Parametar Iskoristivost Cistoéa
Prosjek 93,6 89,7
min./maks. 86,1 /97,6 83,5 /955
Puna krv_ u HEPARINU
Parametar Iskoristivost Cistoéa
Prosjek 94,3 87,6
min./maks. 84,9 /97,7 81,56/943
Puna krv u ACD-u
Parametar Iskoristivost Cistoéa
Prosjek 94,2 94,6
min./maks. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Kostana srz u EDTA-i
Parametar Iskoristivost Cistoéa
Prosjek 80,7 71,8
min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
OGRANICENJA
1. Proto€na citometrija moZze proizvesti pogresne rezultate ako citometar nije savr§eno poravnat, ako fluorescentna curenja
nisu pravilno kompenzirana i ako regije nisu pazljivo pozicionirane.
2. Odredene antigenske determinante mogu biti osjetljive na formaldehid ili na saponine. Svaki laboratorij mora validirati
uvjete za primjenu monoklonskih antitijela.
3. Tocni i ponoviljivi rezultati dobivat ¢e se sve dok se postupci izvode u skladu s tehni¢kom broSurom i u skladu s dobrim
laboratorijskim praksama.
4. Ovaj reagens je optimiziran tako da pruza najbolji omjer specifi€nog/nespecificnog signala. Stoga je vazno pridrzavati
pridrzavati se omjera volumena reagensa/broja leukocita i eritrocita u svakom testu.
5. U sluéaju hipercelularnosti, razrijedite uzorak u PBS tako da dobijete manje od 5 x 10° leukocita / L i manje od 6 x 10"
crvenih krvnih stanica/L (6).
6. Pri odredenim bolestima, kao $to je ozbiljno zatajenje bubrega ili hemoglobinopatije, liziranje eritrocita moze biti sporo,

nepotpuno ili ¢ak i nemoguce. U tom se slu€aju prije bojenja preporuuje izoliranje jednojezgrenih stanica s pomocéu
gradijenta gustoc¢e (na primjer, Ficoll) (7).

Za primjere i reference pogledajte Dodatak.

ZIGOVI

Beckman Coulter, stilizirani logotip te oznake proizvoda i usluga tvrtke Beckman Coulter Zigovi su ili registrirani zigovi tvrtke
Beckman Coulter, Inc. u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i drugim drzavama.

B59371-AW

158 of 238



DODATNE INFORMACIJE

Za pacijenta / korisnika / treéu stranu u Europskoj uniji i u drzavama s identi¢nim regulatornim rezimom (Uredba 2017/746/EU
o medicinskim proizvodima za in vitro dijagnostiku): ako tijekom upotrebe ovog uredaja ili kao rezultat njegove upotrebe dode
do ozbiljnog Stetnog dogadaja, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovu ovlastenom zastupniku te nadleznom nacionalnom tijelu.

POVIJEST REVIZIJA

|REVIZIJA AF:

Datum objave: sijeCanj 2021.

REVIZIJA AW:

Azuriranja radi uskladivanja s pravilnikom o globalnom
oznacavanju tvrtke Beckman Coulter i u skladu sa zahtjevima
uredbe (EU)2017/746 o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim
proizvodima (IVD-R):

Dodani odjeljci

Ciljni korisnik, Preciznost, Iskoristivost i Cistoca limfocita,
Dodatne informacije, Povijest revizija

Dodane informacije

Pogledajte odjelike Upozorenje i mjere opreza,
Cuvanije i stabilnost, Ograni¢enja

AZurirani odjeljci

Upozorenje i mjere opreza, Klasifikacija opasnosti prema
sustavu GHS, Cuvanje i stabilnost, Vidljivi znakovi
propadanja, Postupak, Performanse

Uklonjeni odjeljci

Unutarlaboratorijska obnovljivost

Pojmovnik simbola
Pojmovnik simbola dostupan je na web-mjestu beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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Peaktus 1 Peaktus 2
dukcmpall, areHT Mpenapat 3a uscnegeaHe
Ha NPOMNYCKIMBOCT

dopma TeyHoCT TeyHoCT
AKTMBHO BELLIECTBO dopmangexua CanoHuH
Obem 5 mL 5 mL
bpon crnakoHu 3 wuwerta 3 wuwerta
O6em 3a eaunH TecT 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 TecTa; 6 x 5 mL
2x0,1mL/Tect

3a uH euUmpo ANarHoCTukKa

NPEOHA3HAYEHUE

IntraPrep ce cbcTOoM OT ABa roToBu 3a ynotpeba peakTuBa, KOUTO MPeau3BUKBAT MPOMYCKIMBOCT MpU UuTONnasMeHara
MeMmOpaHa Ha neBKOUMTUTE 3a [OEMOHCTPUPAHETO HA BbBTPEKNETBbYHW aHTUrEHHW AETEPMUHAHTM C MOMoLWTa Ha
bNyopecLEeHTHO OLBETEHU MOHOKMNOHanHW aHtuTena. IntraPrep ce u3nonsea 3a MOArotoBka Ha GuonornyHm npobu 3a
aHanu3 ypes NoTodHa uMTomeTpusa. Tow e onTMMM3MpaH, 3a Aa ce cBede 40 MMHUMYM HecneumdU4HOTO OLBETSABAHE Mpu
TO3M TUN aHanus (1,2,3,4).

nPAHUMUN

KaTto nbpBa cTbrka, knetkute ce dnkenpart ¢ peaktns 1. Crneg npoMMBaHETO Ype3 peakTyB 2 ce NPean3BMKBa NPOMyCKIIMBOCT
N ocTaHanute epuTpounTn ce nuaupat. [lpes To3n eTan KNeTkute ce NOCTaBSAT B KOHTAKT C KOHIOTMPAaHN MOHOKITOHAsHM
aHTUTena, cneunduyHN 3a BbTPEKNETbYHUTE aHTUreHHU AeTepMuHaHTW. Cried ToBa MEBKOUMTUTE Ce aHanmaupar ypes
NOTOYHa LUTOMETPUS.

Bbnpekn ToBa, AEMOHCTPaUUSiTa HA MOBbPXHOCTHW aHTUFEHHU AETEPMUHAHTUN OCTaBa Bb3MOXHa. B To3uM criyyai KOHKpeTHUTe
KOHIOTMpaHM MOHOKIOHMANHN aHTUTenNa ce UHKybupart npean dukcnpaxe.

MOTOYHUAT UMTOMETBHP U3MEPBA pa3CcerBaHETO Ha CBETNMHATA M dryopecueHumaTa Ha Knetkute. Tol npaBu Bb3MOXHa
nokanuMsauuaTa Ha nonynaumsita, Kosito € OOeKT Ha MHTepec, B enekTPOHHMS Npo3opeL, OMnpeaerneH B XucTtorpamara,
KOSITO CbNOCTaBs OPTOroHanHOTO pa3cenBaHe Ha cBetnuHaTa (CTpaHunyHo pasnpbckBaHe unu CP) u pasceinBaHeTo Ha
KOHUeHTpupaHaTta cetnuHa ([pegHo pasnpbckBaHe, unu MP).  Hdpyrn xuctorpamu, KOMOMHMpALLM ABa OT pasfMyHUTE
napameTpu, HanM4yHM Ha UMTOMETbPA, MoraT ga 6baat u3nonssaHu 3a NOMOLL Npu eTana Ha CTpobupaHe B 3aBUCUMOCT OT
NpunoXxeHneTo, 3bpaHo OT NoTpebutens.

dnyopecUeHUMATa Ha pasrpaHuYeHnTe KMNeTKM ce aHanuaupa, 3a Ja ce pasrpaHuyar Nos3uTUBHO OLBETEHUTE CbBMTMSA OT
HeoLBeTeHUTe Takuea. PesyntaTuTe ce uspassBar KaTo NpPoLeHT Ha NOMNoXUTENHU CbOUTUA BbB BPpb3ka C BCUYKU CbOUTUS,
nonyyeHu oT onpeaensiHeTo Ha obracTTa 3a aHanus.

NMPEABUAEH NMNOTPEBUTEN

Tosn NpoaykT e npegHasHadYeH camo 3a nabopaTopHa npodecrnoHanHa ynotpeba.

NPOBU

BeHo3Ha KkpbB MM Npobu OT KOCTEH MO3bK TpsiOBa [a ce B3emaT B CTEPUIHM enpyBeTku, cbabpxawm con EDTA, ACD unu
XenapuH KaTto aHTUKOaryrnaHT.

Mpobute TpsibBa Aa 6bAaT CbxpaHsiBaHM Npu cTaHa Temnepatypa (18 — 25°C) n He TpsibBa ga 6baaT pasknawanu. MNpobarta
TpsibBa 4a ce xomMoreHu3upa Ypes fneko pasknaiiaHe, Nnpeaun Aa B3eme npobarta 3a TeCTBaHe.

MpoGuTe Tpsabea ga 6baaTt aHanMavpaHy B paMKUTe Ha 24 Yaca OT BeHOMyHKTyparTa.

NPEAYNPEXOEHUE N NPEANA3HUA MEPKW
1. He nsnonseanTe peaktuBa crnepg nstnyaHe Ha cpoka Ha rogHocCT.
2. He 3ampassBaiite.
3. MuvHMMUM3MpanTe uanaraHeTo Ha CBETINHA.
4

MN3Gsreaiite MUKPOGHO 3ambpcsiBaHe Ha peakTMBUTE, B MPOTUBEH CllyYall € Bb3MOXHO [a Ce MofyyaT MorpeLuHu
pesynrtaru.

5. PeaktmB 1 cbabpxka dopmangexug. PopmanaexmaobT € TOKCUYEH U anepreHeH. Tol ce cuuTa 3a KaHLEepOoreHHo
BELLIECTBO.
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6. PeaktuB 2 HaTpueB a3ug (NaN;). C Hero TpsibBa ga ce 6opaBu BHMUMaTeNHo. He npuemainite BbTPELLHO 1 U3bsrBanTe
BCSIKaKbB KOHTaKT C KoXaTa, nuraeuumTte n ounte. OCBEH TOBa, B KMcena cpefa, HaTPUeBUST asng Moxe ga obpasyea
noTeHUManHo onacHaTa a3oToBOAOPOAHA KucenuHa. AKO peakTBbLT TpsibBa oa Obe U3XBbpreH, ce npenopbyBa Aa
6bae paspeneH B ronsam obem Boga, npeau ga 6bae M3NAT B KaHanu3auusta, 3a Aa ce usberHe HaTpynBaHETO Ha
HaTpWeEB asug B MeTanHuTe TpbOuW ga ce NpegoTBpaTh PUCKLT OT eKCMo3us.

7. Bcuykm kpbBHM Npobu TpsibBa Oa ce cuuTaT 3a NoTeHUMarnHo 3apas3Hu U ¢ Tsx TpsbBa Aa ce 6GopaBu BHMMAaTENHO
(no-cneunanHo: HOCeHe Ha 3alUMTHU pbKaBuLKM, 00NeKno n o4nna).

8. Hukora He I'IVII'IeTVIpaVITe cyctau n3bsireanTe BCSKAKBU KOHTAKTH mexay I'IpO6VITe n BawaTta Koxa, nuraBuua n oun.

9. EnpyseTkuTe 3a KpbB M MaTepuanuTe 3a egHokpaTtHa ynotpeba, nanonssaHu 3a 6opaBeHe, TpsabBa Aa ce U3XBbpNaT
BbB BPEMEHHWN KOHTEHEPW, NpeaHa3Ha4YeHn 3a nsrapsiHe.

10. PeakTuBute 1 otnagbvunte TpsibBa ga 6vaat enMMrUHMPaHN B CbOTBETCTBME C MECTHUTE U3UCKBaHUS.

KNACUoUnLUnNA HA ONACHOCTUTE MO GHS
PeakTtuB 1: dukcauus OMNACHO

SO

H302 BpeneH npu nornbLuaHe.

H313 Moxe oa 6bae BpeaHO Npu KOHTAKT C KoXarta.

H314 MpuynHABa TEXKN M3rapsHMs Ha Koxarta u
CEPUO3HO yBpEXaaHe Ha o4uuTe.

H317 Moxxe ga npuumMHM aneprvHa KoXxHa peakums.

H341 Mpepnonara ce, 4Ye NpUYNHABA reHETUYHU
nedekTn.

H350 Moxxe ga npuymnHKM pak.

H370 MpuynHaBa yBpexaaHe Ha opraHuTe.

P201 Mpeoun ynotpeba ce cHabaeTe cbeC cneynanym
WHCTPYKLNN.

P280 M3non3sanTe npeanasHy pbKasuumy, npegnasHo
obnekno, NnpegnasHy o4una u npegnasHa Mmacka
3a nuue.

P303+P361+P353 TMPU KOHTAKT C KO>XATA (unu ¢ kocata):
ObnenTe KoxaTa ¢ Boaa.

P305+P351+P338 TMPU KOHTAKT C OYUTE: lMpomuBaite
BHMMAaTENHO C BOAA B NPOABLINKEHNE HA HSKOMKO
MUHYTU. CBanete KOHTaKTHUTE NeLun, ako
MMa TakmBa M JOKONKOTO TOBA € Bb3MOXHO.
MpoabmkaBanTe ga npoMmmeare.

P310 HesabaBHo ce obagete B LEHTBP MO
TOKCUKONOINA vinn Ha nekap.
MetaHon 1 -2 %
dopmangexma 5 - 10 %

NHdopMaLmMoHHUAT nncT 3a 6esonacHocT e HannmveH Ha beckman.com/techdocs

CbXPAHEHUE U CTABUITHOCT

IntraPrep ce cbxpaHsaBa npu Temneparypa ot 18 — 25°C.

CtabunHocT Ha 3aTBOpeH (hrlakoH: peakTUBBLT € cTabuneH 3a 517 gHw.
CtabunHocTt Ha OTBOpPeH hnakoH: peakTuBbT € cTabuneH 3a 90 gHu.

BwxTe CepTudmkara 3a aHanms3 3a KOHKpeTHaTa naptnaa Ha www.beckman.com.

AJAHHU 3A BJIOLLABAHE

Bcsaka npomMsaHa BbB ¢)|/|3|/|qu|<|/|;| n3rnen Ha peaktmBute Moxe fa e npu3Hak 3a BriollaBaHe U peakTUBbT He Tp$|6|3a ha 6bae
Mn3non3BsaH.
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3a gonbnHuTENHa MHOpMaUWs UM Mpu NofyYyaBaHe Ha MOBPedEeH MpPOJyKT Cce CBbpXeTe ¢ oThena 3a obcnyxeaHe Ha
knueHtn Ha Beckman Coulter Ha Ten. 800-742-2345 (CALL wnn KaHaga) unu ce cBbpXeTe C MECTHUS NpeacTaBuTen Ha
Beckman Coulter.

CbAbPXAHUE

KoHcepBaHTBT HaTpUEB a3ng MoXe Aa o6pa3syBa eKCnio3VBHN CbeQNHEHUSI B METAITHN OTBOAHUTENHM Tpbbonposoan. BuxTe
BbionetnHa Ha NIOSH: Explosive Azide Hazard (btonetvH Ha HaumMoHanHusa MHCTUTYT no 6e30MacHOCT U XUrMeHa Ha Tpyaa:
OnacHocT oT ekcnno3ausa Ha a3ug) (16/8/76).

3a pa mnsberHere Bb3MOXHO HATpynBaHe Ha asuaHW CbeaWHEHWsl, NPOMMBaNTE KaHanmusauuoHHUTe TpbOW C Boda cneq
N3XBbPNSHE Ha Hepa3TBOpPEH peakTuB. VI3xXBbprsiHETO Ha HaTpveB a3ung TpsAbBa ga O6bae B CbOTBETCTBME C MECTHUTE
pasnopenbu.

HEOBXOOAMMU MATEPUATIN, KOUTO HE CA JOCTABEHU C KOMITJIEKTA:
» EnpyseTku 3a npobu n matepmanu, Heobxogumm 3a B3emaHe Ha npobu.
*  ABTOMATMYHM NUMETU C BbPXOBE 3a eQHOKpaTHa ynotpeba 3a 10, 20, 50, 100 1 500 pL.
+ [lnactmacoBu XxeMONn3HU enpyBETKN.
* CneuudunyHm MOHOKMNOHWaNHM aHTutena (mAb).
*  OTpuuaTenHu KOHTPOMMW.
» PeaktuB 3a neskouuTtHa dukcaums. Hanpumep: 10Test 3 pukcmpaly pasteop (Pedp. A07800).
*  Bbydep (PBS: 0,01 M HaTtpues docdar; 0,145 M HaTpues xnopua; pH 7,2).
* LeHTpodpyrupanTe.
» ABTOMatu4eH armtatop (TUn BOPTEKC).
» [loToyeH uMTOMETHP.

NMPOLELNYPA

A - UHTpauntonnasmeHo ouBeTsiBaHe

BpoaT Ha HanM4yHWTE YepBEHN KPBbBHW KIETKM B npobaTta TpsibBa fa 6vae no-manbk oT 6 x 10° 3a uL (6 x 10'?/L). Ako e
HeobxoaMMmo, pa3TBopeTte BbB hocdareH bydepeH pa3TBop.

Bposat Ha HanuyHWTe NneBkouMTK B NpobaTa Tpsibea Aa 6bae no-manbk o1 5 X103/l (5 x 10%/L). Ako e Heobxoaumo, pa3TBopeTe
BbB dpoccateH OydepeH pas3TBop.

3aBcsika aHanumsnpaHa npo6a OCBEH TeCTOBaTa enpyBseTKka MOXxe a ce nobasu egHa KOHTPOJTHA enpyBeTKa, B KOATO KNEeTKNTe
ce cMecBart npu Hann4ne Ha otpuuarenHa KOHTpoJia, CbOTBETCTBaALLA Ha CI'IeLI,VI(*)VI‘-IHOTO |/|36paHo ouBeTABaHe.

1. [o6Gasete 50 yL oT TectoBaTta npoba BbB BCsSKa enpyBeTKa.

2. [obGaeete 100 pyL ort peaktMB 1 KkbM BCsika enpyBeTka. PasbbpkBaliTe Ha BOpPTEKC LATENHO BedHara crief BCSKO
nobaesHe.

3. WHukyOupanTe 3a 15 MMHYTK Ha cTaiHa Temneparypa (18 — 25°C).

4. [obaeete no 4 mL PBS BLbB BCska enpyBeTKa.

5. UeHTtpodyrmuparite 5 muHytn npm 300 X g Ha cTariHa Temneparypa.

6. OrtcTpaHeTe HagyTae4HaTa TEYHOCT Ypes3 acnupaums.

7. Mob6asete 100 pL ot peaktvs 2 BbB Beska enpysBetka. HE PASEbPKBAMTE HA BOPTEKC, octaseTe peakTus 2 Aa
andyHaMpa ecTeCTBEHO B KNeTbYHaTa yTanka.

8. WHkybupawnTte 3a 5 MnHyTU Ha cTanHa Temnepatypa (18 — 25°C), BE3 A PASKIIALLATE.

9. PasknateTe 6aBHO Ha pbka 3a 2 0O 3 CEKyHAW.

10. JobaBeTe HeobxoaMMoTO KonuyecTBo MAD (cneumduyHo 3a MHTpauuTonnasMeHa aHTUreHHa eTepMUHaHTa) KbM BCsika
TeCcTOoBa enpyBeTka M, ako € Heobxoaumo, NoaxoasioTO KONMMYECTBO OTpULATeNHa KOHTporia KbM BCSIKA KOHTPOHAa
enpyseTka.

11. BHMmaTenHo 3aBbpTeTe enpyBeTKa Mo enpysBeTka.

12. NUHkyBupanTte 3a 15 MMHYTU Npu cTariHa TemnepaTtypa (18-25°C), kaTo npegnassaTte OT CBETNNHA.
13. Jo6aseTe no 4 mL PBS BbB BCsika enpyBeTka.

14. UeHTpodpyrupainte 5 muHytn npm 300 X g Ha cTariHa Temnepartypa.

15. MNpemaxHeTe HagyTaevyHaTa TEYHOCT Ype3 acnmpaums N pecycneHgmpanTe knetbuHata ytamka B 0,5 unu 1 mL ot I0Test
3 cpukcupawms pasteop (Pedh. A07800) B paboTHaTa My koHUeHTpaums (1X). PukcupaH no To3m Ha4YWH, NOArOTBEHUAT
NPOAYKT MOXe Aa ce CbXxpaHsaBa Mexay 2 un 8°C ganey ot CBETNIMHA B NpoabikKeHMe Ha 24 vaca.
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B - UHTpauuTonnasmeHo 1 MeM6paHHO ouBeTsABaHe

BposaTt Ha HanuuHWUTE YepBeHU KPbBHU KNeTkM B npobaTta Tpsibsa ga 6vae no-manbk oT 6 x 10° 3a pL (6 x 10™/L). Ako e
HeobxoanMo, pasTBopeTe BbB hocaTeH bydepeH pa3Teop.

Bposat Ha HanuyHWTe NneBkouMTM B NpobaTta Tpsibea Aa 6bae no-manbk o1 5 X103/l (5 x 10%/L). Ako e Heobxoaumo, pa3TBopeTe
BbB hocaTteH BydepeH pasTBop.

3aBcska aHanumsnpaHa npo6a OCBEH TeCTOBaTa enpyBeTKa MOXxe a ce pob6asun egHa KOHTPOJITHA enpyBeTKa, B KOATO KNEeTKnTe
Cce CMecBart npu Hann4ne Ha otpuuareniHa KOHTpoJia, CbOTBETCTBALLLA Ha CFIGLI,M(*)VI‘-IHOTO |/|36paHo ouBeTABaHe.

1. [o6Gasete 50 yL oT TectoBaTa nNpoba BbB BCsSKa enpyBeTKa.

2. [oGaBeTe HeoGxoaMMOTO KonnyecTBo mAD (cneumdunyHo 3a MemBbpaHHa aHTUreHHa AeTepMUMHaHTa) KbM BCsika TecToBa
enpyseTka U1, ako e HeobxoanmMo, noGaseTe NMoaxXoAALLOTO KOMMYECTBO OTpULATENHA KOHTpOmna KbM BCSKa KOHTPOrMHa
enpyBeTKa.

3. BHumaTenHo 3aBbpTeTE enpyBeTka Mo enpyBeTka.

4. WNukybupanTte 3a 15 MMHYyTU Npu cTariHa Temnepartypa (18-25°C), kato npegnassarte OT CBETINHA.

5. [Hobaeete 100 pyL ort peaktuB 1 kbM BCsika enpyBeTka. Pas3bGbpkBalniTe Ha BOpTEKC LaTenHo BedHara crnep BCSAKO
pobaBsHe.

6. Wukybupante 3a 15 MMHYTK Ha cTariHa Temnepartypa (18 — 25°C).

7. [obGaeete no 4 mL PBS BbB BCsika enpyBeTka.

8. UeHTtpodyruparite 5 muHytn npu 300 x g Ha cTariHa Temneparypa.

9. OrtcTpaHeTe HagyTaeyHaTa TEYHOCT Ypes acnupaums.

10. [lo6asete 100 L ot peakTns 2 BLB BCsAka enpyseTka. HE PASEBbPKBAVTE HA BOPTEKC, octaBeTe peakTvs 2 ga

OndyHaMpa eCcTeCcTBEHO B KreTbYyHaTa yTanka.
11. NHkyBnpante 3a 5 MuHyTK Ha cTaliHa TemnepaTtypa (18 — 25°C), BE3 A PA3KJTALLATE.
12. PasknaTteTe 6aBHO Ha pbka 3a 2 00 3 CeKyHauU.

13. JJobaBeTe HEOOXOAUMOTO KOnM4ecTBO MAD (cneundunyHO 3a MHTpaUMTONNa3MeHa aHTUreHHa AeTepMUHAHTA) KbM BCSIKa
TECTOBa enpyBeTka M, ako € HeobXxoaumo, NoaxoasLLOTO KONMMYECTBO OTpuuaTenHa KOHTPOsia KbM BCSAKa KOHTPOMHA
enpyBeTka.

14. BbB BCAKa KOHTpOnHa enpyseTka gobasete 20 uL nsotonHa koHTpona.

15. BHMmMaTenHo 3aBbpTeTe enpyBeTka No enpyBeTKa.

16. NHkyBupanTte 3a 15 MMHYyTU Npu cTariHa TemnepaTtypa (18-25°C), kaTo npegnassaTte OT CBETNUHA.
17. Jo6aeeTe no 4 mL PBS BbB BCsika enpyBeTka.

18. UeHTpodyrupainte 5 muHytn npm 300 X g Ha cTariHa Temnepartypa.

19. MNpemaxHeTe HagyTaevyHaTa TEYHOCT Ype3 acnmpaums 1 pecycneHgmpanTe knetbyHata ytanka B 0,5 unu 1 mL ot I0Test
3 cpmkcupawums pasteop (Pedp. A07800) B paboTHaTa My koHUeHTpaums (1X). PukcupaH no To3m Ha4YMH, NOArOTBEHUAT
NPOAYKT MOXe Aa ce CbXxpaHsaBa Mexay 2 un 8°C ganey ot CBETNIMHA B NpoabihkKeHne Ha 24 vaca.

PABOTHU XAPAKTEPUCTUKA

[aHHnTe 3a edeKTMBHOCTTa Ce noslyyaBaT C MOMOLLTA Ha OMnMMcaHaTta Mo-rope npoueaypa 3a KpbBHM Npobu o 24 yaca,
npeasapuTernHo cbbpaHu B cTepuriHu enpyBeTku cbe con EDTA kaTo aHTMkoarynaHTt. AHanms3 ce usBbpLUBa B pamMKute Ha 2
Yyaca crnef MMyHOOLIBETSIBaHeE.

TOYHOCT

MpoueHTHNTE MOMOXMTENHU CTOMHOCTU Ca OnpedernieHV MOCpPeAcTBOM LANOCTHA KPbB M KOCTEH MO3bK. Bcsika npoba
e obpaboteHa 4 nbTW, ABa MbTW Ha AdeH 3a 1 OeH Ha 2 WHCTPYMEHTa, KaTo ca W3non3BaHu 2 napTtuau peakTus
3a nepmeabunusaums IntraPrep. WawmepBaHusaAta (% NOMNOXWTENMHU) ca HanpaBeHW Ha MnoTodeH umutomeTbp Navios.
MpouenypHUAT aHanM3 e M3BbplleH Bb3 ocHoBa Ha CLSI metoma EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods. (Metog EP5-A2 Ha CLSI: OueHka Ha TOYHOCTT@ Ha MeToouTe 3a KONMYeCTBEHO
n3mepBaHe.)

HalwuTe kputepun 3a NpUeMnmMBOCT 3aBUCAT OT Bposi MONOXUTENHU CbOUTUS, N3MEepeHU 3a BCsika Nonynauus:
* Ako nonoxuTenHuTte cbbuTtus ca < 1500, CV < 15 %
* Axo nonoxwutenHute cbbutus ca > 1500, CV <10 %

UsanoctHa KpbB EDTA:

CD45/CD14 meM6paHHO ouBeTsiBaHe = nuMmdouumTHa YucToTa
Bpoli nonoxutenyu cubutusa (cpegHo) = 8877
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Mexay oneparopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptupiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
naptTuam LMKNn Ha UMKbI
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHHO ouBeTABaHEe = NMMGOLMTHO Bb3CTaHOBSABaHE
Bpoli nonoxutenyn cebuTtnsa (cpegHo) = 8877
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptupiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuamv LMKIn Ha UMKbN
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AnTuMunenonepokcuaasa-FITC nHTpauutTonnasmeHo
oLBeTsABaHe BbPXy MOHOLUTU
Bpon nonoxutenHn cbbutns (cpegHo) = 1070
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptufiHaMexay Mexay B pamkute O6uwo
napTuamv LMKIn Ha UMKbN
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTMnenonepokcuaasa-FITC uHTpauuTonnasmeHo ouBeTsiBaHe
BbPXy rpaHynouuTu
Bpon nonoxurtenHun cbbutna (cpegHo) = 13246
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuamv LKIN Ha UMKbN
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
PESYIITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
UsnoctHa kpbB HEPARIN:
CD45/CD14 meM6paHHO ouBeTsiBaHe = NMMdpouuTHa YucToTa
Bpoli nonoxutenHu cubutnsa (cpegHo) = 6824
Mexay onepatopu | Mexay untomeTpm | BoTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wo
naptTuam LMKINN Ha UMKbI
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHHO ouBeTsABaHe = NIMM(OLMTHO Bb3CTaHOBSAIBaHE
Bpon nonoxurtenyn cubbuTtns (cpegHo) = 6824
Mexay onepatopu | Mexay untomeTpm | BeTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuam LMKNn Ha UMKbI
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTMuenonepokcugasa-FITC nHTpauymronnasmMmeHo
oLBeTABaHe BbPXy MOHOLUTU
Bpon nonoxurenHu cbbutus (cpegHo) = 961
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptupiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
naptTuam LKINN Ha UMKbI
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
PE3YNTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTMnenonepokcuaasa-FITC nHTpauuTonnasmeHo ouBeTsiBaHe
BbPXy FPaHynouuTu
Bpoi nonoxutenHn cbbuTnsa (cpegHo) = 20742
Mexay onepatopu | Mexay untometpu | BeTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuam LMKNn Ha UMKbI
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
LisnoctHa kpbB ACD:
CD45/CD14 meMbpaHHO ouBeTsiBaHe = nuMdpounTHa YucToTa
Bpoli nonoxutenyu cubuTns (cpegHo) = 12355
Mexay onepatopu | Mexay untomeTtpm | BoTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuam LMKIN Ha UMKbN
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHHO ouBeTABaHe = NIMM(OLMTHO Bb3CTaHOBSIBaHe
Bpoii nonoxutenHu cubuTns (cpegHo) = 12355
Mexay onepatopu | Mexay untomeTpm | BoTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wwo
napTuam LMKINN Ha UMKbI
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CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
PESYJITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTUMMenonepokcugasa-FITC nHTpaumMronnasmMmeHo
ouBeTABaHE BbPXYy MOHOLUTU
Bpoli nonoxutenHu cubutnsa (cpegHo) = 1483
Mexay onepatopu | Mexay untomeTtpm | BoTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuam LMKINN Ha UMKbN
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
PESYJITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTUMuenonepokcuaasa-FITC uHTpaumTonnasmeHo ouBeTsiBaHe
BbPXy FPaHynounTu
Bpoli nonoxutenHu cubuTns (cpegHo) = 32715
Mexay onepatopu | Mexay untomeTtpm | BoTpenaptupHaMexay Mexay B pamkute O6wwo
napTuam LMKNN Ha UMKbI
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
PESYITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
KocteH mo3bk EDTA:
CD45/CD14 meMm6paHHO ouBeTsiBaHe = numdoumTHa YucToTa
Bpon nonoxurtenyn cbbutns (cpegHo) = 8808
Mexay onepatopu | Mexay untometpu | BeTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6wo
napTuam LMKIN Ha UMKbI
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
PE3YNTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHHO ouBeTABaHEe = NMMGOLMTHO Bb3CTaHOBSAIBaHE
Bpon nonoxutenHn cbbutns (cpegHo) = 8808
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6uwo
napTuamv LMKIN Ha UMKbI
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
PE3YINTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTMMenonepokcugasa-FITC nHTpaumMronnasmeHo
OLBeTABaHe BbPXy MOHOLUTU
Bpon nonoxutenHn cbbutns (cpegHo) = 2212
Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6Lwo
napTuamv LKIN Ha UMKbI
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
PESYJITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHTUMnenonepokcuaasa-FITC uHTpaumtTonnasmeHo ouBeTsiBaHe
BbPXYy rpaHyrouuTu
Bpon nonoxutenHn cbbutnsa (cpegHo) = 33181
Mexgy onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptuiHaMexay Mexay B pamkute O6buwo
napTuamv LMKIN Ha UMKbI
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
PESYJITATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

JIMMO®OLIMTHA YHACTOTA U Bb3CTAHOBABAHE

JiumcboumTHaTa uUMCTOTa M BB3CTAHOBSIBAHETO Ca OLIEHEHW CbIMNAacHO MNPEnopbkMTEe Ha LleHTbpa 3a KOHTpONM Ha
3abonsiBaHusaTa (5). Kpbera Ha 10 3gpaBu goHopa, B3eTn B EDTA, xenapuH u ACD, n 5 KOCTHM MO3bKa ca 6ens3aHun cbe
CMecC OT MOHOKMoHanHu aHTutena CD45-FITC n CD14-PE. CpeaHuTe CTOMHOCTU Ha Bb3CTAHOBSIBAHE M YUCTOTA, KaKTO U

obxBaTbT ca JadeHU B criedHuTe Tabnuum:

B59371-AW

LsanoctHa kpbB EDTA
[MapameTbp Bb3cTaHoBsBaHe Purity
CpeneH 93,6 89,7
MwH./Makc. 86,1 /97,6 83,5/955
LUsnoctHa kpbB HEPARIN
[MapameTbp Bb3cTaHoBsiBaHe Purity
CpeneH 94,3 87,6
MwuH./Makc. 84,9 /97,7 81,56/943
LsanoctHa kpbB ACD
[MapameTbp Bb3cTaHoBsBaHe Purity
CpeneH 94,2 94.6
MwH./Makc. 91,1 /98,5 87,6 /1 97,7
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KocteH mo3bk EDTA
[MapameTsbp Bb3cTaHoBsiBaHe Purity
CpeneH 80,7 71,8
MwuH./Makc. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4
OrPAHUYEHUA

1. ToTo4yHaTa UMTOMETPUSI MOXE Aa Aafe HETOUHM pe3ynTaTh, ako LMTOMETLPBT He € O1I naeanHo NpupaBHEH, ako Te4YoBe
Ha cpriyopecueHL s He ca GuUnmn NpaBUHO KOMMEHCHPaHW UM aKo PEFMOHUTE He ca BrnM BHUMATENHO NO3MLMOHMPaHMW.

2. Hsxon aHTUreHHn OeTepMuHaHTM MoraT ga Obaar JyBCTBMTENHM KbM dopmangexun unv ga saponine. Bcsika
nabopatopus TpsibBa Aa YTBbPAM YCIOBUSITA 3@ M3MON3BaHe Ha MOHOKMOHAlHM aHTuTena.

3. lWle Obpatr nonyyeHM TOYHM W BBL3NPOU3BOAUMM pe3ynTaTh, MpU YCIOBME, 4Ye MW3MNOM3BaHUTE npouedypyn ca
B CbOTBETCTBME C TEXHMYECKaTa IMCTOBKA U ca CbBMECTUMU € obOpuTe nabopaTopHU NpakTUKM.

4. To3n peakTMB € ONTUMU3NPAH Taka, 4Ye Oa Npeanoxu Hamr-gobpoto cneuudmyeH curHan / HecneunduyeH
CbOTHOLLEHNETO curHan. CrnegoBaTteniHo, BaXXHO € Aa ce NpuabpXKaT KbM CbOTHOLLEHUETO Ha peareHT obem / 6por Ha
NEBKOUUTU U epUTPOLINTU BbB BCEKU TECT.

5. B cnyvan Ha xunepuenynapHocT, paspexaa obpasela B PBS, Taka ye ga ce nony4ym no-manko ot 5 x 10° neskoumTtu / L
1 no-manko ot 6 x 10 yepBeHU KpbLBHM KneTkn / L (6)..

6. [lpu onpemeneHn GONECTHW CBCTOSIHUSA, Hanpumep TeXka ObbpedHa HegoCTaTbYHOCT WM XemorrnobuHonaTuw,

NN3NpaHEeTo Ha YepBeHNTE KPbBHU Ternua Moxe Aa 6bae 6aBHO, HENBNHO UMK AOPY HEBB3MOXHO. B TO3u cny4yan ce
npenopbYBa fa ce M3onMpat MOHOHYKIeapHW KMeTKW, KaTo ce M3MNomn3Ba rpaguneHT Ha nnbTtHocTTa (Ficoll Hanpumep)
npean oupetsBaHe (7).

Bwxte MpunoxeHWeTo 3a NPUMEPU U CMIPaBKU.

TbPIroBCKU MAPKH

Beckman Coulter, ctTunusnpaHoTo noro n Mapkute Ha npoaykTute u ycnyrute Ha Beckman Coulter, npucbcTtBalum B 1031
OOKYMEHT, Ca TbProBCKM Mapku Ui permctpmpann Tbproscku mapku Ha Beckman Coulter, Inc. B CALL n B gpyrv gbpxasu.

AOMBbIHUTENHA UHO®OPMALIUNA

3a nauueHTu/noTpedbutenu/Tpetn nuua B EBponenckns Cblo3 U B CTPaHW C MAEHTUYEH perynaTtopeH pexum (PermameHt
2017/746/EC OTHOCHO MH BUTPO AUArHOCTUYHUTE MEOULMHCKN U3Aenus); ako no BpeMe Ha M3Morn3BaHeTo Ha ToBa m3genve
UNu B pesynTaT Ha M3MOoN3BaHETO My € HacTbNUI CEPUO3EH UHLUMAEHT, MONs, CboOLLeTe 3a ToBa Ha NPoOU3BOANTENS N/UMK
HeroBsms yMbiHOMOLLEH npedcTaBuTen u Ha Bawwns HaunoHaneH opraH.

XPOHOINOrna HA PEAAKUMUTE

|PEOAKLUMS AF: [ [aTa Ha nsnasaHe: sHyapu 2021 .

PEOAKLIUA AW: |

AkTyanusaumm ¢ uen cboTteetcTeue ¢ [mobanHata

nonutuka 3a etuketmpaHe Ha Beckman Coulter

1 cbrnacHo nanckeaHusaTa Ha PernamenT (EC) 2017/746 3a

MeOVLMHCKUTE n3aenuvs 3a nH BuTpo anarHoctuka (IVD-R):

[Oob6aseHn pasgenu MpenBuger Llenesu notpebuten, ToyHocT, JlumdpoumTHO

Bb3CTaHOBsIBAHE W YMCTOTa, [onbnHUTENHA MHOPMaLUS,
MpeavwHn pegakuum

[o6aseHa MHMopmaLuus BwxTe pasgenu MpeaynpexaeHne n npeanasHn Mepku,
CbxpaHeHue n ctabunHoct, OrpaHnyeHus
AKTyanuaupaHu pasgenmu MpenynpexaeHve n npegnasHy Mepku, Knacuduumpane

Ha onacHocTuTe no rnobanHata XxapMoHU3VpaHa
cuctema (GHS), CbxpaHeHne u ctabunHocT, [aHHu 3a
BrowasaHe, Npouegypa, XapakTepucTmku

MNpemaxHaTtv pasgenv BbTpenabopaTtopHa Bb3nponsBognMocT

INerenpa Ha cumBonuTe
PeyHuk Ha cumBonuTe e HannyeH Ha beckman.com/techdocs (Homep Ha gokymeHTa B60062)
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A1 S 2

& & &l ELE
B a8 a8
EUYE S BF
RE 5 mL 5 mL
BE 3 3
BRABANRE 100 pL 100 pL

IntraPrep Permeabilization Reagent
A07803 150 R BI& ; 6 x 5 mL

2x0.1mL/ B

BAREER

R A=

IntraPrep LEMBEIAAHRA K HuFEomRWMARERSPNZEN , LEZBEXEXRIBREMARARFRER,
g@i@ ARREEYRE  EmARIMERMET DM, IntraPrep ERBEL , AEARE#R D L E D TR ISR
3 (1,2,3,4)

R
F-SREADE 1 BEEMRE, KKK  EAEE 2FE2EM  RERER THLMmER, FHER  ARSEBERRX
NERERBENESERNE. REEBRXMRM D A MK,

AMNMATERBREANFRER, TEBBERLT  BEEECHEERELESERNE,
RAMARSMETAEMRNLEHMNEX, EXRAUENESFBLERNEFEOANRERIE , E5E TUABBL
MIEXEBH (AMARS , B1SS) MEAXMNESH (MAAMS  BFS., ) MREINELITANEEMETESENE
fEESETAAREFRARER  SERBURREREMENER.

RTETEERCEANRREEN,  HEEMRNEXETT 2. FRRTABUESHEEREEREEEEH4NE

palln e

RHERE

rERRERZEZEA,

BE

VEAFAERRAEREFRRO AN EHERE  HERNESE EDTAHE, ACD I REATEE,
BABREEEB(18-25°C)RESP , XA BER. ERIMAIEERZH , ARMERNAXNFELYIEBH,
REXBEFRERE 24 NEFERETD W

G NEp#HE

1. BAERBHERE,

2. GIIBE,

3. BEBRBKXES.

4, BEREABZIIAMENTR  FATEGHREBLR.

5. B 1 2ATE, PTRASSHARHEYE. ZERACR—ERENL.

6. BB 2 EEBALH NaN))o BANOERE, FIRRE , WREEBHE, BEABRRE, M EREREEET

BRCRITEKEREERENRRER., *FEEHHETEE  ERESSBAAFSRRAAXREBRKEHERE
Bl S B R AL SR 7 & B E B T R I T IR AE

7. TENARBLAERAEEEEELY  AXEANMBE (BLERHETFE, BHERNELSE) .
8. YIMAWREK  LHERBEZBKE. HEMRHE,
9. AREENMARAEN — AN BERARICEANEHERHRE,
10. ERBEHERBERABMNEEY.
GHS B E4%8
281 BEK Vet
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&

H302 FREE,

H313 EBEEBUREES

H314 ERBRERENEMRIBEE,

H317 AREEREEBHNXIE.,

H341 Al BE B BB SRR A,

H350 AIREBIE

H370 EREERSE.

P201 FEHA R EEEIS R A,

P280 B EFE. ZHHER. SRE/RBHED R

P303+P361+P353 MmMREMWMHRE (HEE ) : AXKPERE.
P305+P351+P338 A& AREE : ABKFM P LB HE, MR
HTBKRRELEASIE , EEEBERE,

BEH %
P310 BBk TEMHREP O REE,
FiE1-2%
FEE5-10%
22 HERRE|RN beckman.com/techdocs

FRNEE M
IntraPrep f#1F1E 18-25°C T
REMBEMY  SBEBEMETH#IE 517 X,
MREBEN  HABEBEMTHRE 0 X,
#2 B www.beckman.com Z2EEH#AEBHN O TEE
SENRIER
SEABNEARCRTTEREEE AU TEERAZAE.
MEMBHMET , RMRRBICIBEMNER , 5T 800-742-2345 ( ZEEHMEKX ) BiFEREERAIBIFF R , R
BiREE N E e ERERE,
ARy
BRCA BB TEEEESBHKEERERBELILEY. 2B NIOSH Bulletin : Explosive Azide Hazard ( fRMEH &
ALYEE ) (76/8/16),
ABLBRICEYTRERE  EZAFEBNABERERAKHARSKE, VEKBHBEM IR EZEBRER,
HQQ*E#L@%EmMﬁ
REEREEREHAENMT R,
ATIREY 10, 20, 50, 100 A1 500 L W&EH —AMHREN B BB RS,
BBRANRAE.
HRMEEKRNRE (MAD),
EMRER,
AMmEREERE, 24 : 10Test 3 EER (22 A07800),
BEH (PBS : 0.01 M BiERSA ; 0.145 M E1Lsh ; pH7.2),
B,
BEEEE (RE ).,
. WM TESS.
BF
A-filREARE
WP MIREEBRE DR 6x 10° B/uL (6 x 102 B/L ) . BERTE PBS HHRE.
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BEFHAMRBEEDR 5x10° @/l (5 x 10° @/IL ) » XEEE PBS HRHE,

ﬁ@g%*ﬁﬂ’ﬂﬁﬁ*ﬁﬁg , REARRAREN  EUEA-—EREHEE  EHPESRHREHERAMEZKELMRENE
AR B o

© ® N OA DN

—_
o

11.
12.
13.
14.
15.

EEEBAEFHM 50 uL RIERE.

EEZERERRM 100 uL B 1. SRFMEILEA D IOBRS.

EER (18-25°C) T & 15 7 &,

| EEE %M 4 mL PBS,

EEBTEL300x g BELRE 5 788,

Bk EE R

EEEAERRM 100 pL WEE 2, FOIOAKRS , FHH 2 BERERIMRERF,
EZER (18-25°C) TEE S niE , FURE.

AFBRER 2-3 %,

ESEANABREFTIMLAEN mAL B (BERBREARFRAER )  YERETSERERNZEPFMNEENRYE

mE Bl

EERRIRRER.

EEB (18~25°C) T X R FE 15 7 &,
m S EEE SR 4 mL PBS,
EEBTLL300xg BORES5 D&,

R BN SR , 7E 0.5 % 1 mL THEE (1X) 8 10Test 3 B2 (REF A07800) B BN B 5, &0t EEM
HiE R AR 2-8°C TR 24 B,

B-#ilREAMMARERS

REPHAIMIRBERE LR 6 x 10° B/uL (6 x 102 AL ) . XERMHEH PBS B,

RETHWAMKRBEELR 5x10° B/uL (5x10°fE/L ) » HEEMEH PBS B,

HRESMNESORE  REAIZEEN  EVFEA—EREHRAE  EHPECHREHERMBZSEMRENE

tmE .

1.

n

ESERE R 50 pL BERE,
E%ﬂﬁiﬁﬂ?ﬁ?ﬁ%qﬂ%@ﬂﬂ%iﬂ’ﬂ mAb B (BERMBRENFERER )  YERESEREDNAERTINEENEYE R
& Blo

ZEE RO IRS.

EEB (18~25°C) Tl FE 15 p &,

EEZHEPARM 100 pL HE 1. SXFMARIEA D IORIRS.
EEB (18-25°C) TH#H 15 9 &,

EEEHE SN 4 mL PBS,

EEB T 300 x g BAOEE 5 94,

) b

CESEREDRAM 100 uL BEE 2, F2EBKRE  BEE 2 BARRIERERF.

.EER (18-25°C) THBE S HiE , BARD.

RAFEEER2-3%.

ESEAREAEDRNMAEN mAb B (BRERMBRRADFTRER )  CERESERENRAERPMMEENRMYE

B Ao

EEEEREREAETRRM 20 L AEEER.

BERRIORIRE.

CEER (18~25°C) TR X R FE 15 &,

.EEEREE SRR 4 mL PBS,

CEZEBRTU 300 x g BRI 5 o,

CIRERE EESER , SAE 0.5 5 1 mL TEEE (1X) B I0Test 3 B ZE & (REF A07800) A ERMAiZE M, KEmMLEER

HiEMARN 2-8°C TBNK G 24 /N,
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4 RE

HRREEEREE (SR EDTABESIERR ) PER 24 MRHIREE  £F LEHEHENEFEN T HEESR.
EGRBREBEN 2 MERET DN

ERE

FEAT2ONEEIEHEEE . SOREEER 2 @AHIRH IntraPrep BEHE , L2 5FEF1 XHT 2R, T4
Ko fEH Navios M DT EESRAER (BM % ) . B\ CLSI method EP5-A2: Evaluation of Precision Performance
of Quantitative Measurement Methods ( CLSI J73% EP5-A2 : fHMEEERA FEN EREMRE ) #1790,

BMANESRERSKEMRANEESHA-EENE
- EBRMEHBE <1500, 8l CV<15%
- BEMEHHE > 1,500, B CV<10%

EDTA 41 :
CD45/CD14 iR = HMEIRFE
BHEHEE (FYE ) = 8877
EREED %%ﬁmﬁﬂ’%ﬁﬁ:‘*ﬁ #t A #t9 BRBITHE| BRAITA b
CV (%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
we PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 ffiflIE 6 = H B 2R E Wk
BUHEHEE (FHE ) = 8877
EREED %%ﬁmﬁﬂ%ﬁﬁ:‘*ﬁ #t A #t BRBITHE| BRAITA b
CV (%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
wR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HhEBELEB-FITC ERMlilEARE
BHEESHEE (FHE ) = 1070
EREED %’aéﬂggﬂ‘%ﬁﬁ:‘*ﬁ #t A #t BRBITHE| BRAITA Bz
CV (%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
wR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HhEBE{LE-FITC B AMRMBRBARE
BUHSHEE (FIHE ) = 13246
EREED %%ﬁmﬁﬂ‘%ﬁﬁ:‘*ﬁ #t A #t BRBTHE| BRATA b
CV (%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
ER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
fF&E£m :

CD45/CD14 il = HME IR E
BUHEHEE (FHYE ) = 6824

EREERE %é‘éﬂéﬁﬁ‘%ﬁﬁﬂﬁ it #E [BRBTH|SRBTR 5
CV (%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 1.73 3.40
E R PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 I 6 = HE 2R E W E
BUHEHEE (FHYUE ) = 6824

ERELERE %é‘éﬂéﬁﬁ%ﬁﬁﬂﬁ it #E [BRBTH|SRBTR 5
CV (%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
R PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

B E{L8-FITC BEififMBEERRE
BiEEAHRE (FIHE) = 961

ERELERE %é‘éﬂéﬁﬁ‘%ﬁﬁﬂﬁ #t #E [BRBTH|SRBTR 5
CV (%) 2.02 0.96 5.17 2.32 3.74 2.94 5.74
R PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

B ELE-FITC MyttAnRERRARE
EHEHBE (PHE) = 20742
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EREED %é{gﬂégﬁ%ﬁﬂﬁ #t A #t & ZRHTE|BGRAITR 3
CV (%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ACD £
CD45/CD14 il = HME IR E
BHEEHEE (P96 ) = 12355
EREEM %é{ggﬁﬂ%ﬁ&:‘*ﬁ #t A #t ZRHTE|ERHITR B3
CV (%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 4.18
=m PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 #ifai & = MHE R E WK E
BHEEAEE (FIHE ) = 12355
EREED %é{ggﬁﬂ%ﬁ&:‘*ﬁ #t A #t ZBRHTHE|ERHITR s
CV (%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HHEBEE-FITC EfiRARERRE
BHEEHEE ((FIHE ) = 1483
EREEM %é{ggﬁﬂﬂﬁ&:‘*ﬁ #t A #t R ZRHTE|ERHITR s
CV (%) 1.52 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
| PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
REBE{LE-FITC BN AmMRMABRBALRE
EHESHHE (FI9E ) = 32715
EREED %é{gﬂégﬂ‘aﬁﬁ:‘*ﬁ #t A #t ZRHTHE|BRHITR s
CV (%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
Em PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EDTA &# :
CD45/CD14 X6 = HEIRFME
BHEEHEE (FYE ) = 8808
ZRIEEM %%{aﬂ%ﬂ%ﬁmﬁ #t A #t R ZEXRMTHE| ERBITA s
CV (%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
Py PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 A& = ME K E WK R
BHEEHEE (FYE ) = 8808
ZREEM %%{aﬂéﬁﬂ%ﬁmﬁ #t A #t R ZERAITHE| ERBITA a3
CV (%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HHBEE-FITC EXiRARERRE
BHEEHEE (FHE) = 2212
ZREEM %%{aﬂ%ﬂ%ﬁmﬁ #t A #t R ZEXRMTHE| ERBITA s
CV (%) 1.97 1.00 4.11 1.00 1.06 3.44 4.34
Py PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
hEBE{AE-FITC Bt amkAilERLe
BHEEHEE (P96 ) = 33181
ZREEM %%{aﬂ%ﬂ%ﬁmﬁ #t A #t R ZERMTHE| BRBITA s
CV (%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Fhk 2 B foti BE B [B) Wi =R

BRI CDC WEBRITEMDERNMAEREE 5), 10 BREBEENMR ( FEFRIMNEDTA, FEMACD) , HH
51 BEEE A EHKINE CD45-FITC M CD14-PE HBEEYRETR, BIRFMEEURGENESEMTRAR :
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EDTA £
. o Y & i E
FHE 93.6 89.7
BNEBEK 86.1/ 97.6 83.5/ 955
HFEL2Mm
28 o Y & i E
FiHE 94.3 87.6
BN BEK 84.9 /977 81.5/ 94.3
ACD £
e o 4 & i E
¥ 15 {8 94.2 94.6
BNEK 91.1/98.5 87.6 /97.7
EDTA B8
28 EhES i E
5| 80.7 71.8
BN BEK 78.3 / 85.8 60.1 / 83.4

R 15 ek 4F

1

2.
3.

5.
6.

E%@Eﬁﬁ*ﬁ%%ﬁ&?ﬁﬂﬁ%?EI%‘EEE&%%?%% MRS ATEBR R ERERIE., EXRIWARERMEE, HEEELKR
I ):E M o

REGFRAERTREPEIEZHR. SEEREHL ARV ERAERNBOKRYE,
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Reactiv 1 Reactiv 2
Agent de fixare Agent de permeabilitate
Formula Lichida Lichida
Substanta activa Formaldehida Saponina
Volum 5 ml 5 ml
Numar de flacoane 3 flacoane 3 flacoane
Volum per test 100 ul 100 ul

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 de teste; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/test

Pentru diagnosticare in vitro

UTILIZARE PREVAZUTA

IntraPrep este format din doi reactivi gata de utilizare, care induc permeabilitate in membrana citoplasmatica a leucocitelor pentru
demonstrarea determinantilor antigenici intracelulari prin intermediul anticorpilor monoclonali fluorescenti. IntraPrep se utilizeaza
pentru prepararea probelor biologice pentru analiza prin citometrie de flux. Acesta a fost optimizat pentru a minimiza colorarea
nespecifica in acest tip de analiza (1,2,3,4).

PRINCIPIU

intr-o primd etapd, celulele sunt fixate folosindu-se reactivul 1. Dupa spélare, se foloseste reactivul 2 pentru introducerea
permeabilitatii, iar eritrocitele ramase sunt lizate. In aceasta etapa, celulele sunt aduse in contact cu anticorpi monoclonali conjugati
specifici pentru determinantii antigenici intracelulari. Apoi, leucocitele sunt analizate prin citometrie de flux.

Cu toate acestea, demonstrarea determinantilor antigenici de suprafatd ramane posibil3. Tn acest caz, anticorpii monoclonali conjugati
specifici sunt incubati Tnhainte de fixare.

Citometrul in flux mdsoara difuzia luminii si fluorescenta celulelor. Acesta face posibild localizarea populatiilor de interes in fereastra
electronica definita pe o histograma, care coreleaza difuzia ortogonala a luminii (Dispersia perpendiculara sau SS — Side Scatter) si
difuzia luminii sub un unghi ascutit (Dispersia pe directia ihainte sau FS — Forward Scatter). Alte histograme care combina doi dintre
parametrii diferiti disponibili pe citometru pot fi utilizate ca suporturi in faza de stabilire a portilor (gating) in functie de utilizarea
aleasa.

Fluorescenta celulelor delimitate se analizeaza pentru distingerea evenimentelor colorate pozitiv de cele necolorate. Rezultatele sunt
exprimate ca procentaj de evenimente pozitive in raport cu toate evenimentele obtinute de gating.

UTILIZATOR PRECONIZAT

Acest produs este destinat utilizarii profesionale in laborator.

PROBE

Probele de sange venos sau maduva osoasa trebuie prelevate in eprubete sterile continand o sare EDTA, ACD sau heparina ca
anticoagulant.

Probele trebuie pastrate la temperatura camerei (18-25°C) si nu trebuie agitate. Acestea nu se vor scutura. Se recomanda
omogenizarea probei prin agitare usoara inainte de recoltarea probei de test.

Proba trebuie analizata in decurs de 24 de ore de la punctia venoasa.

AVERTIZARI SI MASURI DE PRECAUTIE
1. Nu utilizati reactivul dupa data expirarii.
Nu congelati.
Reduceti la minimum expunerea la lumina.
Evitati contaminarea microbiand a reactivilor. Tn caz contrar, se pot obtine rezultate false.
Reactivul 1 contine formaldehida. Formaldehida este toxica si alergena. De asemenea, este considerata a fi un agent cancerigen.

o U kWb

Reactivul 2 contine azidd de sodiu (NaN,). Acesta trebuie manipulat cu atentie. Nu ingerati si evitati contactul cu pielea,
mucoasele si ochii. Tn plus, intr-un mediu acid, azida de sodiu poate forma acid hidrazoic, un compus potential periculos. Dac
este necesara eliminarea reactivului, se recomanda ca acesta sa fie diluat intr-un volum mare de apa inainte de a fi varsat in
sistemul de canalizare, pentru a evita acumularea azidei de sodiu in conductele metalice si pentru a preveni riscul de explozie.

7. Toate probele de sange trebuie considerate potential infectioase si trebuie manipulate cu grija (in special: purtarea de manusi
de protectie, halate si ochelari de protectie).

8. Nu pipetati niciodata cu gura si evitati contactul probelor cu pielea, mucoasele si ochii.
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9. Eprubetele pentru sdnge si materialele de unica folosinta utilizate pentru manipulare trebuie eliminate in recipiente ad-hoc
destinate incinerarii.

10. Reactivii si deseurile trebuie eliminati in conformitate cu cerintele locale.
CLASIFICAREA RISCURILOR IN SISTEMUL GHS
Reactiv 1: fixare PERICOL

SO

H302 Nociv in caz de inghitire.

H313 Poate fi nociv in contact cu pielea

H314 Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor.

H317 Poate produce o reactie alergica la nivelul pielii.

H341 Susceptibil de a cauza malformatii genetice.

H350 Poate cauza cancer.

H370 Provoaca leziuni ale organelor.

P201 Obtineti instructiuni speciale Tnainte de utilizare.

P280 Purtati manusi de protectie, imbracaminte de
protectie si echipament de protectie pentru
ochi/fata.

P303+P361+P353 N CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau parul): Clatiti
pielea cu apa.

P305+P351+P338 IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: clititi cu atentie cu

apa timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de
contact, daca este cazul si dacd acest lucru se poate
face cu usurinta. Continuati sa clatiti.

P310 Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE
TOXICOLOGICA sau la un medic.
Metanol 1 - 2%
Formaldehida 5 - 10%

Fisa tehnica de securitate este disponibild la beckman.com/techdocs

DEPOZITAREA S| STABILITATEA
IntraPrep se depoziteaza la 18-25°C.
Stabilitatea fiolei sigilate: reactivul este stabil timp de 517 (de) zile.
Stabilitatea fiolei desigilate: reactivul este stabil timp de 90 (de) zile.

Consultati certificatul de analiza specific lotului la adresa www.beckman.com.

DOVADA DE DETERIORARE
Orice modificare a aspectului fizic al reactivilor poate indica degradarea. Tn acest caz, nu se recomand utilizarea reactivului.

Pentru informatii suplimentare sau daca s-a primit un produs deteriorat, sunati la Serviciul Clienti Beckman Coulter la 800-742-2345
(SUA sau Canada) sau contactati-va reprezentantul Beckman Coulter local.

CONTINUT

Azida de sodiu folosita drept conservant poate forma compusi cu risc de explozie in conductele de drenaj metalice. Consultati
buletinul informativ al NIOSH: Explosive Azide Hazard (Azida cu risc de explozie) (08/16/76).

Pentru a evita posibila acumulare de compusi de azida, spalati cu apa conductele pentru evacuarea deseurilor dupa eliminarea
reactivului nediluat. Eliminarea azidei de sodiu trebuie realizata in conformitate cu reglementarile locale aplicabile.

MATERIALE NECESARE, DAR NEFURNIZATE CU SETUL:
e Eprubete pentru probe si materiale necesare pentru prelevarea probelor.
* Pipete automate cu varfuri de unica folosinta pentru 10, 20, 50, 100 si 500 pl.

e Eprubete din plastic pentru hemoliza.
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e Anticorpi monoclonali specifici (mADb).

e Controale negative.

e Reactiv de fixare a leucocitelor. De exemplu: Solutie de fixare 10Test 3 (ref. A0O7800).

e Solutie tampon (PBS: 0,01 mol de fosfat de sodiu; 0,145 mol de clorura de sodiu; pH 7,2).
e Centrifugati.

e Agitator automat (tip Vortex).

e Citometru de flux.

PROCEDURA

A - Colorare intracitoplasmatica

Numarul de globule rosii prezente in esantion trebuie sa fie mai mic de 6 x 10° per pl (6 x 10'?/I). Daca este necesar, diluati in solutie
salind tamponatad cu fosfat (PBS).

Numarul de leucocite prezente in esantion trebuie sa fie mai mic de 5 x10%/ul (5 x 10°%/1). Daca este necesar, diluati in solutie salina
tamponata cu fosfat (PBS).

Pentru fiecare proba analizata se poate adauga, pe langad eprubeta de testare, o eprubeta de control in care celulele sunt amestecate
in prezenta controlului negativ corespunzator colorarii specifice selectate.

1. Adaugati 50 ul de proba pentru testare in fiecare eprubeta.

2. Addugati 100 pl de reactiv 1 in fiecare eprubeta. Omogenizati viguros in vortex imediat dupa fiecare adaugare.

3. Incubati timp de 15 minute la temperatura camerei (18-25°C).

4. Adaugati 4 ml de PBS in fiecare eprubeta.

5. Centrifugati timp de 5 minute la 300 x g la temperatura camerei.

6. Indepértati supernatantul prin aspirare.

7. Ad3ugati 100 pl de reactiv 2 in fiecare eprubetd. NU OMOGENIZATI IN VORTEX; permiteti reactivului 2 s3 se difuzeze in mod
natural in peleta de celule.

8. Incubati timp de 5 minute la temperatura camerei (18-25°C) INAINTE DE SCUTURARE.

Scuturati cu atentie, de mana, timp de 2 pana la 3 secunde.

10. Adaugati cantitatea necesara de mAb (specifica pentru un determinant antigenic intracitoplasmatic) in fiecare eprubetd de
testare si, daca este necesar, cantitatea corespunzatoare de control negativ in fiecare eprubeta de control.

11. Omogenizati eprubeta cu eprubeta in agitator.

12. Incubati timp de 15 minute la temperatura camerei (18-25°C) intr-un loc ferit de lumina.
13. Adaugati 4 ml de PBS in fiecare eprubeta.

14. Centrifugati timp de 5 minute la 300 x g la temperatura camerei.

15. indepértati supernatantul prin aspirare si suspendati din nou peleta de celule in 0,5 sau 1 ml de solutie de fixare |0Test 3 (REF
A07800) la concentratia sa normala (1X). Dupa aceasta fixare, preparatele pot fi pastrate intre 2 si 8°C, ferite de lumina, timp
de 24 de ore.

B - Colorare intracitoplasmica si membranoasa

Numarul de globule rosii prezente in esantion trebuie sa fie mai mic de 6 x 10° per pl (6 x 10%?/I). Daca este necesar, diluati cu
solutie salind tamponata cu fosfat (PBS).

Numarul de leucocite din esantion trebuie sa fie mai mic de 5 x10%/ul (5 x 10°/1). Daca este necesar, diluati cu solutie salind tamponata
cu fosfat (PBS).

Pentru fiecare proba analizata se poate adauga, pe langad eprubeta de testare, o eprubeta de control in care celulele sunt amestecate
in prezenta controlului negativ corespunzator colorarii specifice selectate.

1. Adaugati 50 ul de proba pentru testare in fiecare eprubeta.

2. Ad3ugati cantitatea necesara de mAb (specifica pentru un determinant antigenic membranos) in fiecare eprubeta de testare
si, daca este necesar, adaugati cantitatea corespunzatoare de control negativ in fiecare eprubeta de control.

Omogenizati eprubeta cu eprubeta in agitator.
Incubati timp de 15 minute la temperatura camerei (18-25°C) intr-un loc ferit de lumina.

Adaugati 100 pl de reactiv 1 in fiecare eprubetd. Omogenizati viguros in vortex imediat dupa fiecare adaugare.

o v e W

Incubati timp de 15 minute la temperatura camerei (18-25°C).
7. Adaugati 4 ml de PBS in fiecare eprubeta.
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Centrifugati timp de 5 minute la 300 x g la temperatura camerei.
indepértati supernatantul prin aspirare.

10. Addugati 100 pl de reactiv 2 in fiecare eprubetd. NU OMOGENIZATI IN VORTEX; permiteti reactivului 2 si se difuzeze in mod
natural in peleta de celule.

11. Incubati timp de 5 minute la temperatura camerei (18-25°C) INAINTE DE SCUTURARE.
12. Scuturati cu atentie, de mana, timp de 2 pana la 3 secunde.

13. Addugati cantitatea necesard de mAb (specificd pentru un determinant antigenic intracitoplasmatic) in fiecare eprubetd de
testare si, daca este necesar, cantitatea corespunzatoare de control negativ in fiecare eprubetd de control.

14. La fiecare eprubeta de control adaugati 20 ul de ser de control izotipic.

15. Omogenizati eprubeta cu eprubeta in agitator.

16. Incubati timp de 15 minute la temperatura camerei (18-25°C) intr-un loc ferit de lumina.
17. Adaugati 4 ml de PBS in fiecare eprubeta.

18. Centrifugati timp de 5 minute la 300 x g la temperatura camerei.

19. indepértati supernatantul prin aspirare si suspendati din nou peleta de celule in 0,5 sau 1 ml de solutie de fixare |0Test 3 (REF
A07800) la concentratia sa normala (1X). Dupa aceasta fixare, preparatele pot fi pastrate la temperaturi cuprinse intre 2 si 8°C
si ferite de lumina, timp de 24 de ore.

PERFORMANTA

Datele de performanta se obtin folosindu-se procedeul descris mai sus pe probe de sange cu o vechime mai mica de 24 de ore
recoltate anterior in eprubete sterile cu sare EDTA ca anticoagulant. Analiza se efectueaza in decurs de 2 ore de la imunocolorare.

PRECIZIE

Valorile procentuale pozitive au fost stabilite folosind sange integral si maduva osoasa. Fiecare proba a fost analizata de 4 ori, de
doua ori pe zi timp de 1 zi, pe 2 instrumente, folosind 2 loturi de reactivi de permeabilizare IntraPrep. Masuratorile (% pozitive) au
fost efectuate pe un citometru in flux Navios. Analiza a fost efectuata in conformitate cu metoda CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluarea performantei de precizie a metodelor de masurare cantitativa).

Criteriile noastre de acceptare depind de numarul de evenimente pozitive masurate pentru fiecare populatie:
e Daca evenimentul pozitiv < 1500, CV < 15%
e Daca evenimentul pozitiv > 1500, CV < 10%

EDTA sange integral:

Colorare membranoasd CD45/CD14 = puritate limfocitarad
Numar de evenimente pozitive (medie) = 8877

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
cV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare membranoasa CD45/CD14 = recuperare limfocitara
Numdr de evenimente pozitive (medie) = 8877

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe monocite
Numar de evenimente pozitive (medie) = 1070

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe granulocite
Numar de evenimente pozitive (medie) = 13246

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
cV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

HEPARINA sange integral:

Colorare membranoasa CD45/CD14 = puritate limfocitara
Numdr de evenimente pozitive (medie) = 6824

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Colorare membranoasa CD45/CD14 = recuperare limfocitara
Numar de evenimente pozitive (medie) = 6824

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe monocite
Numadr de evenimente pozitive (medie) = 961

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
cV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe granulocite
Numdr de evenimente pozitive (medie) = 20742

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

ACD sange integral:

Colorare membranoasa CD45/CD14 = puritate limfocitara
Numar de evenimente pozitive (medie) = 12355

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare membranoasa CD45/CD14 = recuperare limfocitara
Numdr de evenimente pozitive (medie) = 12355

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe monocite
Numar de evenimente pozitive (medie) = 1483

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe granulocite
Numar de evenimente pozitive (medie) = 32715

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

EDTA maduva osoasa:

Colorare membranoasa CD45/CD14 = puritate limfocitarad
Numar de evenimente pozitive (medie) = 8808

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare membranoasid CD45/CD14 = recuperare limfocitara
Numar de evenimente pozitive (medie) = 8808

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe monocite
Numar de evenimente pozitive (medie) = 2212

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV_ (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Colorare intracitoplasmatica anti-mieloperoxidaza-FITC pe granulocite
Numadr de evenimente pozitive (medie) = 33181

Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PURITATE SI RECUPERARE LIMFOCITARA

Puritatea si recuperarea limfocitara au fost evaluate Tn conformitate cu recomandarile CDC (5). Sangele de la 10 donatori sandtosi
esantionat Tn EDTA, heparinad si ACD si 5 maduve osoase au fost etichetate cu un amestec de anticorpi monoclonali CD45-FITC si
CD14-PE. Valorile medii ale recuperarii si puritatii, precum si intervalul, sunt specificate in tabelele urmatoare:
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EDTA sange integral

Parametru Recuperare Puritate
Medie 93,6 89,7
Min./Max. 86,1 / 97,6 83,5 / 95,5
HEPARINA sange integral
Parametru Recuperare Puritate
Medie 94,3 87,6
Min./Max. 84,9 / 97,7 81,5 / 94,3
ACD sange integral
Parametru Recuperare Puritate
Medie 94,2 94,6
Min./Max. 91,1 / 98,5 87,6 / 97,7
EDTA maduva osoasa
Parametru Recuperare Puritate
Medie 80,7 71,8
Min./Max. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

LIMITARI

1. Citometria in flux poate furniza rezultate false daca citometrul nu a fost aliniat perfect, daca scurgerile de fluorescenta nu au
fost compensate corect si daca regiunile nu au fost pozitionate corect.

2. Anumiti determinanti antigenici pot fi sensibili la formaldehida sau la saponina. Fiecare laborator trebuie sa valideze conditiile
de utilizare a anticorpilor monoclonali.

3. Se vor obtine rezultate corecte si reproductibile daca procedurile utilizate respectda prospectul tehnic si bunele practici de
laborator.

4. Acest reactiv a fost optimizat, astfel incat sa ofere cel mai bun raport intre semnalul specific si semnalul non-specific. Prin
urmare, este important sa se respecte raportul dintre volumul de reactiv si numarul de leucocite si eritrocite in fiecare test.

5. Tn cazul hipercelularitatii, diluati specimenul in solutie salind tamponats cu fosfat (PBS) astfel incat s3 se obtind mai putin de
5 x 10° leucocite/l si mai putin de 6 x 10 globule rosii/l (6).

6. in anumite stiri patologice, cum ar fi insuficienta renald severd sau hemoglobinopatiile, liza eritrocitelor poate fi lents,
incompletd sau chiar imposibila. In acest caz, se recomanda izolarea celulelor mononucleate cu ajutorul unui gradient de
densitate (de exemplu, Ficoll) Thainte de colorare (7).

Consultati Anexa pentru exemple si referinte.

MARCI COMERCIALE

Beckman Coulter, logoul stilizat si marcile de produse si servicii Beckman Coulter mentionate aici sunt marci comerciale sau marci
comerciale inregistrate ale Beckman Coulter, Inc. in Statele Unite si in alte tari.

INFORMATII SUPLIMENTARE

in cazul unui pacient/utilizator/tert aflat in Uniunea Europeand sau in tdri cu un regim de reglementare identic (Regulamentul
2017/746/UE privind dispozitivele medicale pentru diagnostic in vitro); daca, in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau in urma utilizarii
acestuia, are loc un incident grav, raportati acest incident catre producator si/sau reprezentantul sdu autorizat si catre autoritatea
nationala din tara dvs.

ISTORICUL REVIZUIRILOR

|REVIZIA AF: | Data publicarii: lanuarie 2021

REVIZIA AW: |

Se actualizeaza pentru a respecta politica globala de etichetare

Beckman Coulter si cerintele regulamentului IVD-R (UE)

2017/746:

Sectiuni adaugate Utilizator propus, Precizie, Recuperare si puritate limfocitara,

Informatii suplimentare, Istoricul revizuirilor
Informatii adaugate Consultati sectiunile Avertizari si masuri de precautie,
Depozitare si stabilitate, Limitari

Sectiuni actualizate Avertizari si masuri de precautie, Clasificarea riscurilor

in sistemul GHS, Depozitare si stabilitate, Dovada de
deteriorare, Procedura, Performanta
Sectiuni eliminate Reproductibilitate intralaborator
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Cheie simboluri
Glosarul de simboluri este disponibil la beckman.com/techdocs (numar document B60062)
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Reagent 1 Reagent 2
Fiksirno sredstvo Sredstvo za permeabilnost
Formulacija Tekoc&ina Tekoc&ina
Ucinkovina Formaldehid Saponin
Koli€ina 5 mi 5 mi
Stevilo vial 3 viale 3 viale
Volumen na test 100 pl 100 pl

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 Missing translation for
glossary ID 137326 (150 tests; 6 x 5
mL
2 x 0.1 mL / test)

Za diagnosti¢no uporabo in vitro

NAMEN UPORABE

Reagent IntraPrep vsebuje dva reagenta, pripravljena za uporabo, ki sprozata permeabilnost v citoplazemski membrani
levkocitov, kar omogoc¢a dolo€anje znotrajceli¢nih antigenskih determinant z monoklonskimi fluorescencnimi protitelesi.
Reagent IntraPrep se uporablja za pripravo biolodkih vzorcev za analizo s preto€no citometrijo. Optimiziran je bil za
zmanjSanje nespecificnega barvanja pri tej vrsti analize (1,2,3,4).

NACELO

Pri prvem koraku se celice fiksirajo z reagentom 1. Po izpiranju se permeabilnost sprozi z reagentom 2, preostali eritrociti pa
se lizirajo. Med to fazo celice pridejo v stik s konjugiranimi monoklonskimi protitelesi, specifi€¢nimi za znotrajceli¢ne antigenske
determinante. Levkociti se nato analizirajo glede na preto¢no citometrijo.

Prikaz povrSinskih antigenskih determinant kljub temu ostaja mogo€. V tem primeru se pred fiksacijo inkubirajo specifi¢na
konjugirana monoklonska protitelesa.

Preto¢ni citometer meri difuzijo svetlobe in fluorescenco celic. Omogoca lokalizacijo opazovane populacije v elektronskem
oknu, opredeljenem v histogramu, ki je povezan z ortogonalno difuzijo svetlobe (stransko sipanje ali SS) in difuzijo svetlobe
pri majhnemu kotu (sipanje naprej ali FS). Glede na uporabo, ki jo izbere uporabnik, lahko druge histograme, ki uporabljajo
kombinacijo dveh razliénih parametrov, ki so na voljo na citometru, uporabimo kot nosilce v fazi uokvirjanja.

Fluorescenco razmejenih celic analiziramo z namenom razlikovanja med pozitivno obarvanimi dogodki in tistimi, ki niso
obarvani. Rezultati so izrazeni kot odstotek pozitivnih dogodkov glede na vse dogodke, pridobljene z uokviranjem.

PREDVIDENI UPORABNIK

Izdelek je namenjen profesionalni laboratorijski uporabi.

VZORCI

Pri odvzemaniju vzorcev venske krvi ali kosthega mozga je treba uporabiti sterilne epruvete, ki vsebujejo sol EDTA ali ACD ali
heparin kot antikoagulant.

Vzorce je treba hraniti pri sobni temperaturi (18—-25 °C) in se jih ne sme pretresati. Vzorec je treba homogenizirati z rahlim
stresanjem pred odvzemom testnega vzorca.

Vzorce je treba analizirati v 24 urah po venepunkciji.

OPOZORILA IN PREVIDNOSTNI UKREPI

Ne uporabljajte reagenta po izteku roka uporabnosti.

Ne zamrzujte.

Cim manj izpostavljajte svetlobi.

Preprecite mikrobno kontaminacijo reagentov, sicer lahko pride do napacnih rezultatov.

Reagent 1 vsebuje formaldehid. Formaldehid je strupen in alergen. Steje za kancerogeno sredstvo.

Reagent 2 vsebuje natrijev azid (NaN;). Z njim je treba ravnati previdno. Ne zauZijte in se izogibajte vsakrSnemu stiku
s kozo, sluznico in oémi. Poleg tega lahko natrijev azid v kislem mediju tvori potencialno nevaren vodikov azid. Ce ga
je treba odstraniti, je reagent priporodljivo razredciti z veliko koli¢ino vode pred izlivanjem v kanalizacijo, da bi se izognili
kopi€enju natrijevega azida v kovinskih ceveh in preprecili nevarnost eksplozije.

7. Vse vzorce krvi je treba obravnavati kot potencialno kuzne in je treba z njimi ravnati previdno (predvsem je treba nositi
za&c¢itne rokavice, halje in o¢ala).

o gk b~
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8. Nikoli ne pipetirajte z usti in se izogibajte vsakrsnemu stiku vzorcev s kozZo, sluznico in o€mi.
9. Epruvete za kri in material za enkratno uporabo je treba odstraniti v zabojnike na licu mesta, namenjene sezigu.
10. Reagente in odpadke je treba odstraniti skladno z lokalnimi predpisi.

KLASIFIKACIJA NEVARNOSTI PO GHS
Reagent 1: fiksacija NEVARNO

SO

H302 Zdravju Skodljivo pri zauzitju.

H313 Izdelek je lahko Skodljiv ob stiku s kozo.

H314 Povzro¢a hude opekline koze in poSkodbe oéi.
H317 Lahko povzro€i alergijski odziv koZe.

H341 Sum povzrocitve genetskih okvar.

H350 Lahko povzroci raka.

H370 Skoduje organom.

P201 Pred uporabo pridobiti posebna navodila.
P280 Nositi zaS¢itne rokavice, zaS¢itno obleko in

za$¢ito za oci/za&Cito za obraz.

P303+P361+P353 PRI STIKU S KOZO (ali lasmi): koZo izprati z
vodo.

P305+P351+P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo
nekaj minut. Odstranite kontaktne leCe, e jih
imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte
Z izpiranjem.

P310 Takoj poklicite CENTER ZA
ZASTRUPITVE/zdravnika.

Metanol 1 -2 %
Formaldehid 5 - 10 %

Varnostni list je na voljo na spletnem mestu beckman.com/techdocs

SHRANJEVANJE IN OBSTOJNOST

Reagent IntraPrep se shranjuje pri temperaturi 18-25 °C.

Stabilnost zaprte viale: reagent je stabilen 517 dni.

Stabilnost odprte steklenicke: reagent je stabilen 90 dni.

Oglejte si ustrezen certifikat o analizi za izbrano serijo na spletni strani www.beckman.com.

DOKAZ O POSLABSANJU STANJA

Vsaka sprememba fizi€nega videza reagentov lahko kaze na poslabSanje stanja in reagenta ni dovoljeno uporabljati.

Za dodatne informacije ali ob prejemu poSkodovanega izdelka poklicite sluzbo za pomo¢ strankam druzbe Beckman Coulter
na Stevilko 800-742-2345 (ZDA ali Kanada) ali se obrnite na lokalnega predstavnika podjetja Beckman Coulter.

VSEBINA
Konzervans iz natrijevega azida lahko tvori eksplozivne spojine v kovinskih odvodnih ceveh. Oglejte si NIOSH Bulletin:

Explosive Azide Hazard (16. 8. 76) (Nevarnost eksplozivnih azidov).
Da bi se izognili morebithemu kopi€enju azidnih spojin, po odstranjevanju nerazred€enega reagenta sperite odtoéne cevi z

vodo. Odstranjevanje natrijevega azida mora biti skladno z ustreznimi lokalnimi predpisi.

POTREBEN MATERIAL, KI NI PRILOZEN V KOMPLETU:
» Epruvete za vzor€enje in material, potreben za vzor€enje.
» Samodejne pipete s konicami za enkratno uporabo za 10, 20, 50, 100 in 500 pl.
» Plastiéne epruvete za hemolizo.
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» Specificna monoklonska protitelesa (mAb).

* Negativne kontrole.

» Reagent za fiksacijo levkocitov. Na primer: fiksirna raztopina I0Test 3 (Ref. A07800).
» Pufer (PBS: 0,01 M natrijev fosfat; 0,145 M natrijev klorid; pH 7,2).

» Centrifugirajte.

» Samodejni stresalnik (za stresanje).

* Preto¢ni citometer.

POSTOPEK

A - Intracitoplazemsko barvanje
Stevilo rdegih krvnick v vzorcu mora biti manj$e od 6 x 10° na pl (6 x 10'%/1). Po potrebi razredgite v raztopini PBS.
Stevilo levkocitov v vzorcu mora biti manj$e od 5 x 10%/ul (5 x 10%/1). Po potrebi razredgite v raztopini PBS.

Za vsak analizirani vzorec je poleg testne epruvete lahko dodana Se ena kontrolna epruveta, v kateri se celice premeSajo v
prisotnosti negativne kontrole, ki ustreza izbranemu specificnemu barvanju.

1. V vsako epruveto dodajte 50 ul testnega vzorca.

Vsaki epruveti dodajte 100 ul reagenta. Po vsakem dodajanju mocno vrtingite.

Inkubirajte 15 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C).

V vsako epruveto dodajte 4 ml PBS.

Centrifugirajte 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi.

Supernatant odstranite z aspiracijo.

V vsako epruveto dodajte 100 pl reagenta 2. NE VRTINCITE, reagent 2 pustite, da se naravno zlije s celiéno peleto.
Inkubirajte 5 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C), BREZ STRESANJA.

Roc¢no pocasi stresajte od 2 do 3 sekunde.

20 ®NO oA BN

0. Vsaki epruveti dodajte potrebno koli¢ino mAb (specifiénih za intracitoplazemsko antigensko determinanto) in po potrebi
vsaki kontrolni epruveti dodajte ustrezno koli¢ino negativne kontrole.

11. Nezno vrtin€ite posamezne epruvete.

12. Inkubirajte ga 15 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C), za&€itenega pred svetlobo.
13. V vsako epruveto dodajte 4 ml PBS.

14. Centrifugirajte 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi.

15. Supernatant odstranite z aspiracijo in celi€¢no usedlino znova suspendirajte z uporabo 0,5 ml ali 1 ml fiksirne raztopine
IOTest 3 (ref. AO7800) pri njeni delovni koncentraciji (1-kratni). Tako fiksirane pripravke lahko 24 ur hranite pri temperaturi
med 2 °C in 8 °C stran od svetlobe.

B — Intracitoplazemsko in membransko barvanje
Stevilo rdecih krvni¢k v vzorcu mora biti manje od 6 x 10° na pl (6 x 10%/1). Po potrebi razredgite z raztopino PBS.
Stevilo levkocitov v vzorcu mora biti manjge od 5 x 10%/ul (5 x 10%1). Po potrebi razredgite z raztopino PBS.

Za vsak analizirani vzorec je poleg testne epruvete lahko dodana Se ena kontrolna epruveta, v kateri se celice premeSajo v
prisotnosti negativne kontrole, ki ustreza izbranemu specificnemu barvanju.

1. V vsako epruveto dodajte 50 pl testnega vzorca.

2. Vsaki epruveti dodamo potrebno koli€ino mAb (specificno za membransko antigensko determinanto) in po potrebi vsaki
kontrolni epruveti dodamo ustrezno koli¢ino negativne kontrole.

3. Nezno vrtinite posamezne epruvete.

4. Inkubirajte ga 15 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C), zaS¢itenega pred svetlobo.

5. Vsaki epruveti dodajte 100 pl reagenta. Po vsakem dodajanju moé&no vrtinite.

6. Inkubirajte 15 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C).

7. V vsako epruveto dodajte 4 ml PBS.

8. Centrifugirajte 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi.

9. Supernatant odstranite z aspiracijo.

10. V vsako epruveto dodajte 100 pl reagenta 2. NE VRTINCITE, reagent 2 pustite, da se naravno Zlije s celiéno peleto.
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11. Inkubirajte 5 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C), BREZ STRESANJA.

12. Ro¢no pocasi stresajte od 2 do 3 sekunde.

13. Vsaki epruveti dodajte potrebno koli¢ino mAb (specifiCnih za intracitoplazemsko antigensko determinanto) in po potrebi
vsaki kontrolni epruveti dodajte ustrezno koli¢ino negativhe kontrole.

14. Vsaki kontrolni epruveti dodajte 20 pl izotipske kontrole.
15. Nezno vrtin€ite posamezne epruvete.

16. Inkubirajte ga 15 minut pri sobni temperaturi (18-25 °C), zaS¢itenega pred svetlobo.

17.V vsako epruveto dodajte 4 ml PBS.
18. Centrifugirajte 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi.

19. Supernatant odstranite z aspiracijo in celi¢no usedlino znova suspendirajte z uporabo 0,5 ml ali 1 ml fiksirne raztopine
IOTest 3 (ref. A07800) pri njeni delovni koncentraciji (1-kratni). Tako fiksirani pripravki se lahko hranijo pri temperaturi

med 2 °C in 8 °C ter 24 ur zunaj svetlobe.

USPESNOST

Podatke o zmogljivosti pridobimo z zgoraj opisanim postopkom na vzorcih krvi, starih manj kot 24 ur, ki so bili predhodno
zbrani v sterilnih epruvetah s soljo EDTA kot antikoagulantom. Analizo se izvede v 2 urah po imunohistokemiénem barvanju.

NATANCNOST

Odstotke pozitivnih vrednosti smo dolocili z uporabo polne krvi in kostnega mozga. Vsak vzorec je bil obravnavan Stirikrat,
dvakrat dnevno en dan na dveh napravah z uporabo dveh serij reagenta za permeabilizacijo IntraPrep. Meritve (% pozitivnih)
so bile opravljene na pretoénem citometru Navios. Analiza je bila izvedena na podlagi metode CLSI EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Vrednotenje natangnosti kvantitativnih merilnih metod).

Nasa merila sprejemljivosti so odvisna od Stevila pozitivnih dogodkov, izmerjenih za vsako populacijo:

+ Ce je pozitiven dogodek < 1.500, je CV < 15 %
+ Ce je pozitiven dogodek > 1.500, je CV < 10 %
EDTA za polno kri:

Membransko barvanje CD45/CD14 = ¢istost limfocitov

Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 8877

Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko barvanje CD45/CD14 = obnovitev limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 8877
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na monocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 1070
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na granulocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 13246
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
HEPARIN za polno kri:
Membransko barvanje CD45/CD14 = ¢istost limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 6824
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

B59371-AW 183 of 238




Membransko barvanje CD45/CD14 = obnovitev limfocitov

Stevilo pozitivnih dogodkov (povpredje) = 6824

ACD za polno kri:

EDTA za

B59371-AW

Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na monocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 961
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na granulocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 20742
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko barvanje CD45/CD14 = éistost limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 12355
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko barvanje CD45/CD14 = obnovitev limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 12355
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na monocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 1483
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na granulocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 32715
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
kostni mozeg:
Membransko barvanje CD45/CD14 = Cistost limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 8808
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Membransko barvanje CD45/CD14 = obnovitev limfocitov
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 8808
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na monocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 2212
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
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CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Intracitoplazemsko barvanje proti mieloperoksidazi-FITC na granulocitih
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 33181

Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CISTOST IN OBNOVITEV LIMFOCITOV

Cistost in obnovitev limfocitov sta se ocenila skladno s priporoéili centra CDC (5). Kri 10 zdravih darovalcev, odvzeta v EDTA,
heparin in ACD, ter 5 vzorcev kostnega mozga so oznacili z meSanico monoklonskih protiteles CD45-FITC in CD14-PE.
Povpreéne vrednosti obnovitve in €istosti ter njun razpon so prikazani v naslednjih preglednicah:

EDTA za polno kri

Parameter Obnovitev Cistost

Povprecje 93,6 89,7

Min./maks. 86,1 /97,6 83,5/955
HEPARIN za polno kri

Parameter Obnovitev Cistost

Povprecje 94,3 87,6

Min./maks. 84,9 /977 81,56/943

ACD za polno kri

Parameter Obnovitev Cistost

Povprecje 94,2 94,6

Min./maks. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
EDTA za kostni_ mozeg

Parameter Obnovitev Cistost

Povprecje 80,7 71,8

Min./maks. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

OMEJITVE

1.

S pretocno citometrijo lahko pride do napacnih rezultatov, e citometer ni bil toéno namescen, ¢e puscanje fluorescence
ni bilo ustrezno izravnano in ¢e obmocja niso bila natan¢no pozicionirana.

Nekatere antigenske determinante so lahko obdéutljive za formaldehid ali saponin. Vsak laboratorij mora validirati pogoje
uporabe monoklonskih protiteles.

To€ne in ponovljive rezultate se bo doseglo, ¢e se bo uporabilo postopke, ki so skladni s priloZenim tehni€nim listom in
z naceli dobre laboratorijske prakse.

Tareagent je optimiziran za najbolj8e razmerje med specificnim in nespecifi¢nim signalom. Zato je pomembno pri vsakem
testu upostevati razmerje med volumnom reagenta in Stevilom levkocitov ter eritrocitov.

V primeru hipercelularnosti vzorec razreddite v PBS, tako da pridobite manj kot 5 x 10° levkocitov/l in manj kot 6 x 10"
rdecih krvnick/l (6).

Pri nekaterih bolezenskih stanjih, kot je huda ledviéna odpoved ali hemoglobinopatije, je lahko liza rdecih krvnic¢k
poCasna, nepopolna ali celo nemogo€a. V tem primeru je priporocljivo izolirati mononuklearne celice z uporabo
gradienta gostote (na primer Ficoll) pred barvanjem (7).

Primere in reference si oglejte v prilogi.

BLAGOVNE ZNAMKE

Beckman Coulter, stiliziran logotip ter znamke izdelkov in storitev podjetja Beckman Coulter, omenjene v tem dokumentu, so
blagovne znamke ali registrirane blagovne znamke podjetja Beckman Coulter, Inc. v Zdruzenih drzavah Amerike in drugih
drzavah.

DRUGI PODATKI

Za bolnike/uporabnike/tretje osebe v Evropski uniji in v drzavah z enakim regulativnim rezimom (Uredba 2017/746/EU o
medicinskih pripomockih za in vitro diagnostiko): ¢e med uporabo tega pripomocka ali kot rezultat njegove uporabe pride
do resnega incidenta, o tem poro€ajte proizvajalcu in/ali njegovemu pooblas€enemu predstavniku in svojemu nacionalnemu
organu.
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ZGODOVINA REVIZIJ

|REVIDIRANA IZDAJA AF: [ Datum izdaje: Januar 2021
REVIDIRANA IZDAJA AW: [
Posodobitve za skladnost z globalno politiko oznagevanja
Beckman Coulter in v skladu z zahtevami IVD-R (EU)
2017/746:
Dodana poglavja Predvideni uporabnik, Natanénost, Obnovitev in Cistost
limfocitov, Druge informacije, Zgodovina revizij
Dodatne informacije Glejte poglavja Opozorila in previdnostni ukrepi,
Shranjevanje in stabilnost, Omejitve
Posodobljena poglavja Opozorila in previdnostni ukrepi, Razvrstitev glede na
nevarnosti skladno z globalnim usklajenim sistemom,
Shranjevanje in stabilnost, Dokazi o poslabSanju
stanja, Postopek, Delovanje
Odstranjena poglavja Ponovljivost znotraj laboratorija

Seznam simbolov
Glosar simbolov je na voljo na beckman.com/techdocs (Stevilka dokumenta B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Sredstvo za fiksiranje Sredstvo za promenu
propusnosti
Formulacija Tecno Tecno
Aktivha supstanca Formaldehid Saponin
Zapremina 5 ml 5 ml
Broj boc€ica 3 bodice 3 bodice
Zapremina po testu 100 pl 100 pl

IntraPrep Permeabilization Reagent
A07803 150 testova; 6 x 5 ml
2 x 0,1 ml/ testu

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu

NAMENA

IntraPrep reagens se sastoji od dva pripremljena reagensa, koji indukuju propustljivost u citoplazmatskoj membrani leukocita
u cilju demonstracije unutaréelijskih antigenih determinanti pomoc¢u monoklonskih fluorescentnih antitela. IntraPrep se koristi
za pripremu bioloskih uzoraka za analizu protoénom citometrijom. On je optimizovan kako bi se smanijilo nespecifi¢éno bojenje
u ovoj vrsti analize (1,2,3,4).

PRINCIP

U prvom koraku ¢elije se fiksiraju reagensom 1. Nakon pranja, propusnost se indukuje pomoc¢u reagensa 2 i preostali eritrociti
se liziraju. Tokom ove faze ¢elije se dovode u kontakt sa konjugovanim monoklonskim antitelima specifi€¢nim za unutaréelijske
antigene determinante. Leukociti se zatim analiziraju protoénom citometrijom.

Demonstracija povrSinskih antigenih determinanti i pored toga ostaje moguca. U tom sluéaju, specifi¢na konjugovana
monoklonska antitela se inkubiraju pre fiksacije.

Protocni citometar meri difuziju svetlosti i fluorescenciju ¢elija. On omoguéava lokalizaciju populacije od interesa u okviru
elektronskog prozora definisanog na histogramu, $to je u korelaciji sa ortogonalnom difuzijom svetlosti (bo¢no rasejanje ili
SS) i difuzijom uskougaone svetlosti (prednje rasejanje ili FS). Drugi histogrami koji kombinuju dva razli¢ita parametra koja
postoje na citometru mogu se koristiti kao podrska u fazi regulacije, u zavisnosti od primene koju je korisnik odabrao.

Fluorescencija ograni¢enih Celija se analizira kako bi se razlikovali pozitivno obojeni dogadaji od neobojenih dogadaja.
Rezultati su prikazani kao procenat pozitivnih dogadaja u odnosu na sve dogadaje dobijene regulacijom.

PREDVIDENI KORISNIK

Ovaj proizvod je namenjen za stru¢nu upotrebu u laboratoriji.

UZORCI

Uzorci iz venske krvi ili koStane srzi moraju se uzimati sterilnim epruvetama za uzorak koje sadrze EDTA so ili ACD ili heparin
kao antikoagulans.

Uzorke treba €uvati na sobnoj temperaturi (18-25°C) i ne tresti. Uzorak treba pre uzimanja testnog uzorka homogenizovati
blagim mesSanjem.

Uzorci se moraju analizirati u roku od 24 sati od venepunkcije.
UPOZORENJE | MERE OPREZA
1. Ne koristite reagense nakon isteka roka trajanja.
Ne zamrzavajte.
Izbegavati izloZzenost svetlosti.
Sprecite mikrobsku kontaminaciju reagenasa ili se mogu javiti netacni rezultati.
Reagens 1 sadrzi formaldehid. Formaldehid je otrovan i alergen. Smatra se da je on karcinogeni agens.

o gk wN

Reagens 2 sadrzi natrijum azid (NaN;). Njime treba pazljivo rukovati. Ne uzimati interno i izbegavati svaki dodir sa
kozom, sluzokozom i o€ima. Pored toga, u kiseloj sredini, natrijum azid moze formirati potencijalno opasnu hidrazoinsku
kiselinu. Ako je potrebno da se odlozZi u otpad, preporuCuje se da se reagens razblazi u velikoj zapremini vode pre
sipanja u kanalizaciju kako bi se izbeglo taloZenje natrijum azida u metalnim cevima i sprecila opasnost od eksplozije.

7. Svi uzorci krvi moraju se smatrati potencijalno infektivnim i njima se mora pazljivo rukovati (posebno: noSenje zastitnih
rukavica, odece i zastitnih naocara).

8. Nikada ne pipetirajte ustima i izbegavajte svaki kontakt uzoraka sa kozom, sluzokozom i o¢ima.
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9. Epruvete za uzorak krvi i potroSni materijal koji je koris¢en za rukovanje treba odloziti u ad hoc kontejnere predvidene
za spaljivanje.
10. Reagense i otpad treba ukloniti prema lokalnim zahtevima.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI
Reagens 1: fiksacija OPASNOST

SO

H302 Stetno ako se proguta.

H313 Moze da bude Stetno u dodiru s koZzom

H314 Izaziva teSke opekotine koze i oStecenje oka.
H317 Moze da izazove alergijske reakcije na kozi.
H341 Sumnja se da uzrokuje genetske defekte.

H350 MozZe da izazove kancer.

H370 Uzrokuje ostecenje organa.

P201 Potrebna su posebna uputstva pre upotrebe.
P280 Nositi zastitne rukavice, zastitnu odecu i zastitna

sredstva za oci/lice.

P303+P361+P353 AKO DOSPE NA KOZU (ili u kosu): Isprati kozu
vodom.

P305+P351+P338 DODIR S OCIMA: Pazljivo ispirati vodom nekoliko
minuta. lzvaditi kontaktna sodiva, ako postoje i
ako su lako dostupna. Nastaviti sa ispiranjem.

P310 Odmah pozovite CENTAR ZA KONTROLU
TROVANJA ili lekara.

Metanol 1 - 2%
Formaldehid 5 - 10%

Bezbednosni list je dostupan na adresi beckman.com/techdocs

SKLADISTENJE | STABILNOST

IntraPrep reagens se ¢uva na temperaturi od 18 do 25°C.

Stabilnost zatvorene bocice: reagens je stabilan 517 dana.

Stabilnost otvorene bocice: reagens je stabilan 90 dan(a).

Pogledajte dokument ,Certificate of Analysis“ (Sertifikat analize) za odredeni lot na veb-sajtu www.beckman.com.

DOKAZI POGORSANJA

Bilo koja promena u fizickom izgledu reagensa moze ukazivati na pogorSanje i reagens ne treba koristiti.

Za dodatne informacije ili ako dobijete oStecen proizvod, pozovite korisni¢ki servis kompanije Beckman Coulter na broj
800-742-2345 (SAD ili Kanada) ili pozovite svog lokalnog predstavnika kompanije Beckman Coulter.

SADRZAJ

Konzervans sa natrijum azidom moZze formirati eksplozivna jedinjenja u metalnim odvodnim vodovima. Pogledajte ,NIOSH
Bulletin: Explosive Azide Hazard“ (16.8.76.) (Bilten Nacionalnog instituta za bezbednost i zdravlje na radu: Opasnost od

eksplozivnih azida).
Da biste sprecili moguée taloZenje jedinjenja azida, isperite cevi za otpad vodom nakon odlaganja u otpad nerazblaZenog

reagensa. Odlaganje u otpad natrijum azida mora biti u skladu sa odgovaraju¢im lokalnim propisima.

POTREBNI MATERIJALI KOJI SE NE ISPORUCUJU UZ KOMPLET:
* Epruvete za uzorkovanje i materijal potreban za uzorkovanje.
» Automatske pipete sa nastavcima za jednokratnu upotrebu za 10, 20, 50, 100 i 500 pl.
» Plasti¢ne epruvete za hemolizu.
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Specificna monoklonska antitela (mAb).

Negativne kontrole.

Reagens za fiksiranje leukocita. Na primer: 10Test 3 fiksativni rastvor (referentni broj A07800).
Pufer (PBS: 0,01 M natrijum-fosfat; 0,145 M natrijum-hlorid; pH 7,2).

Centrifuga.

Automatska mesalica (vrtloznog tipa).

ProtoCni citometar.

POSTUPAK

A - Intracitoplazmatsko bojenje
Broj eritrocita koji postoji u uzorku treba da bude manji od 6 x 10° po ul (6 x 10%/1). Po potrebi razblazite u PBS-u.
Broj leukocita koji postoji u uzorku treba da bude manji od 5 x 10%ul (5 x 10%1). Po potrebi razblazite u PBS-u.

Za svaki analiziran uzorak, pored epruvete za testiranje, moze da se doda i jedna kontrolna epruveta za uzorak u kojoj se
Celije meSaju u prisustvu negativne kontrole koja odgovara odabranom specificnom bojenju.

1.

No ok owobd

© ®

1.
12.
13.
14.
15.

Dodajte 50 pl uzorka za testiranje u svaku epruvetu za uzorak.

Dodajte 100 ul reagensa 1 u svaku epruvetu. Jako promesajte odmah nakon svakog dodavanja.
Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18—25°C).

Dodajte 4 ml PBS-a u svaku epruvetu za uzorak.

Centrifugirajte 5 minuta na 300 x g, na sobnoj temperaturi.

Uklonite supernatant aspiracijom.

Dodajte 100 pl reagensa 2 u svaku epruvetu. NE MESAJTE U VRTLOZNOJ MESALICI, ostavite reagens 2 da se
prirodno razlije u talog ¢elija.

Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi (18-25°C) BEZ TRESENJA.
Polako tresite rukom 2 do 3 sekunde.

. Dodajte potrebnu koli€¢inu mAt (specifi¢nu za intracitoplazmiéni antigenski determinant) u svaku epruvetu za testiranje i

po potrebi dodajte odgovarajucu koli¢inu negativne kontrole u svaku kontrolnu epruvetu.
Pazljivo izmesajte jednu po jednu epruvetu za uzorak u vrtloznoj mesalici.

Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18-25°C) zasti¢eno od svetlosti.

Dodajte 4 ml PBS-a u svaku epruvetu za uzorak.

Centrifugirajte 5 minuta na 300 x g, na sobnoj temperaturi.

Aspiracijom uklonite supernatant i ponovo suspendujte talog ¢elija u 0,5 ili 1 ml I0Test 3 fiksativhog rastvora (REF.
AQ07800) pri njegovoj radnoj koncentraciji (1X). Tako fiksirani, preparati se mogu Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C van
domasaja svetlosti tokom 24 sata.

B - Intracitoplazmatsko i membransko bojenje
Broj eritrocita koji postoji u uzorku treba da bude manji od 6 x 10° po ul (6 x 10%?/). Po potrebi razblazite PBS-om.
Broj leukocita u uzorku treba da bude manji od 5 x 10%/ul (5 x 10%1). Po potrebi razblazite PBS-om.

Za svaki analiziran uzorak, pored epruvete za testiranje, moZe da se doda i jedna kontrolna epruveta za uzorak u kojoj se
¢elije mesSaju u prisustvu negativne kontrole koja odgovara odabranom specificnom bojenju.

1.
2.

© ® N O~

Dodaijte 50 pl uzorka za testiranje u svaku epruvetu za uzorak.

Dodajte potrebnu koli¢inu mAt (specificnu za membranozni antigenski determinant) u svaku epruvetu za testiranje i po
potrebi dodajte odgovarajucu koliinu negativne kontrole u svaku kontrolnu epruvetu.

Pazljivo izmesajte jednu po jednu epruvetu za uzorak u vrtloznoj mesalici.

Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18—25°C) zasti¢eno od svetlosti.

Dodajte 100 ul reagensa 1 u svaku epruvetu. Jako promesajte odmah nakon svakog dodavanja.
Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18-25°C).

Dodajte 4 ml PBS-a u svaku epruvetu za uzorak.

Centrifugirajte 5 minuta na 300 x g, na sobnoj temperaturi.

Uklonite supernatant aspiracijom.
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10. Dodajte 100 pl reagensa 2 u svaku epruvetu. NE MESAJTE U VRTLOZNOJ MESALICI, ostavite reagens 2 da se
prirodno razlije u talog ¢elija.

11. Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi (18—25°C) BEZ TRESENJA.
12. Polako tresite rukom 2 do 3 sekunde.

13. Dodaijte potrebnu koli¢inu mAt (specifinu za intracitoplazmiéni antigenski determinant) u svaku epruvetu za testiranje i
po potrebi dodajte odgovarajucu koli¢inu negativne kontrole u svaku kontrolnu epruvetu.

14. U svaku kontrolnu epruvetu za uzorak dodajte 20 ul izotipske kontrole.

15. Pazljivo izme3aijte jednu po jednu epruvetu za uzorak u vrtloznoj mesalici.
16. Inkubirajte 15 minuta na sobnoj temperaturi (18-25°C) zasti¢eno od svetlosti.
17. Dodajte 4 ml PBS-a u svaku epruvetu za uzorak.

18. Centrifugirajte 5 minuta na 300 x g, na sobnoj temperaturi.

19. Aspiracijom uklonite supernatant i ponovo suspendujte talog ¢elija u 0,5 ili 1 ml IOTest 3 fiksativhog rastvora (REF.
A07800) pri njegovoj radnoj koncentraciji (1X). Tako fiksirani, preparati se mogu Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C van
domasaja svetlosti tokom 24 sata.

PERFORMANSE

Podaci o delovanju dobijeni su pomocu prethodno opisanog postupka na manje od 24 sata starim uzorcima krvi koji su
prethodno prikupljeni sterilnim epruvetama za uzorke sa EDTA solju kao antikoagulansom. Analiza se vrSi u roku od 2 sata
od imunobojenja.

PRECIZNOST

Procenat pozitivnih vrednosti utvrden je pomoc¢u pune krvi i koStane srzi. Svaki uzorak je analiziran 4 puta, dva puta dnevno
tokom 1 dana na 2 instrumenta pomocu 2 lota IntraPrep reagensa propustljivosti. Merenja (% pozitivhog) su izvrSena na
Navios proto¢nom citometru. Analiza je obavljena na osnovu CLSI metoda EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods (Evaluacija preciznog utvrdivanja performansi kvantitativnih metoda merenja).

Nasi kriterijumi prihvatljivosti zavise od broja pozitivnih dogadaja izmerenih za svaku populaciju:
» Ako je pozitivan dogadaj <1.500, CV <15%
» Ako je pozitivan dogadaj >1.500, CV <10%

EDTA pune krvi:

CD45/CD14 membranozno bojenje = ¢isto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 8877

Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranozno bojenje = prinos limfocita
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 8877

Izmedu vise Izmedu vise Unutar |lzmedu viSe [Izmedu viSe Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja | jednog
analiziranja
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmiéno bojenje na monocitima
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 1070

Izmedu viSe Izmedu viSe Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmiéno
bojenje na granulocitima
Broj pozitivnhih dogadaja (srednja vrednost) = 13246

Izmedu viSe Izmedu viSe Unutar  |lzmedu viSe|lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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HEPARIN pune krvi:

CD45/CD14 membranozno bojenje = éistoéa limfocita

Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 6824

Izmedu vise Izmedu vise Unutar |lzmedu viSe |Izmedu viSe Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranozno bojenje = prinos limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 6824
Izmedu viSe Izmedu viSe Unutar  |lzmedu viSe|lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmiéno bojenje na monocitima
Broj pozitivnhih dogadaja (srednja vrednost) = 961
Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja jednog
analiziranja
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmic¢no
bojenje na granulocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 20742
Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja jednog
analiziranja
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ACD pune krvi:
CD45/CD14 membranozno bojenje = Cistoéa limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 12355
Izmedu viSe Izmedu viSe Unutar  |lzmedu viSe|lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranozno bojenje = prinos limfocita
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 12355
Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja jednog
analiziranja
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmi¢no bojenje na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 1483
Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe [Izmedu viSe Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmi¢no
bojenje na granulocitima
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 32715
Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe [Izmedu viSe Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EDTA kostane srzi:
CD45/CD14 membranozno bojenje = Cisto¢a limfocita
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 8808
B59371-AW 191 of 238




Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe|lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranozno bojenje = prinos limfocita
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 8808
Izmedu vise Izmedu vise Unutar |lzmedu viSe [Izmedu vise Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja | jednog
analiziranja
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmiéno bojenje na monocitima
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 2212
Izmedu viSe Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mijeloperoksidazno-FITC intracitoplazmiéno
bojenje na granulocitima
Broj pozitivhih dogadaja (srednja vrednost) = 33181
Izmedu viSe Izmedu vise Unutar |lzmedu viSe|lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CISTOCA | PRINOS LIMFOCITA

Cistoéa i prinos limfocita procenjeni su u skladu sa preporukama CDC (5). Uzorci krvi 10 zdravih donora uzeti u EDTA, Heparin
i ACD i 5 koStanih srzi obeleZeni su smeSom monoklonalnih antitela CD45-FITC i CD14-PE. Srednje vrednosti prinosaii Cistoce,

kao i opseg navedeni su u tabelama u nastavku:

EDTA pune krvi
Parametar Prinos Cistocéa
Srednja vrednost 93,6 89,7
Min./maks. 86,1 /97,6 83,5/ 95,5
HEPARIN pune krvi
Parametar Prinos Cistoéa
Srednja vrednost 94,3 87,6
Min./maks. 84,9 /97,7 81,5/ 94,3
ACD pune krvi
Parametar Prinos Cistoéa
Srednja vrednost 94,2 94,6
Min./maks. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
EDTA kosStane srzi
Parametar Prinos Cistoéa
Srednja vrednost 80,7 71,8
Min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

OGRANICENJA

1. Proto€na citometrija moze proizvesti netacne rezultate ako citometar nije pravilno postavljen, ako fluorescentna curenja
nisu ispravno kompenzirana ili ako regioni nisu pazljivo postavljeni.

2. Odredene antigene determinante mogu biti osetljive na formaldehid ili na saponin. Svaka laboratorija mora potvrditi
uslove za upotrebu monoklonskih antitela.

3. Tacni i ponovljivi rezultati ¢e se dobijati sve dok su kori§éeni postupci u skladu sa listom sa tehni¢kim podacima i postupci
kompatibilni sa smernicama dobre laboratorijske prakse.

4. Ovaj reagens je optimizovan tako da ponudi najbolji odnos specifi€nog signala i nespecifi¢nog signala. Prema tome,
vazno je u svakom testu Koristiti utvrdeni odnos zapremine reagensa i broja leukocita i eritrocita.

5. U slu€aju hipercelularnosti, razblaZite uzorak u PBS-u tako da se dobije manje od 5 x 10° leukocita/l i manje od 6 x 10
eritrocita/l (6).
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6. U odredenim stanjima bolesti, kao $to su teSka bubrezna insuficijencija ili hemoglobinopatije, liziranje eritrocita moze biti
sporo, nepotpuno ili ak nemoguce. U tom slucaju se pre bojenja preporucuje izoliranje mononuklearnih ¢elija upotrebom
gradijenta gustine (na primer, fikol) (7).

Za primere i referentne materijale pogledati Dodatak.
ZIGoVI

Beckman Coulter, stilizovani logotip i Beckman Coulter robni i servisni Zigovi koji se navode u ovom dokumentu jesu zigovi ili
registrovani Zigovi kompanije Beckman Coulter, Inc. u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama i drugim zemljama.

DODATNE INFORMACIJE

Za pacijenta/korisnika/trecu stranu u Evropskoj uniji i zemljama sa identi€nim regulatornim reZimom (Uredba 2017/746/EU
o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim sredstvima); ako je tokom upotrebe ovog uredaja ili kao rezultat njegove upotrebe doslo
do ozbiljnog incidenta, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovom ovla§éenom predstavniku i svom nacionalnom organu.

ISTORIJA REVIZIJA

|REVIZIJA AF: [ Datum izdavanja: januar 2021. |

REVIZIJA AW: [
Azurirano radi uskladenosti sa smernicama za globalno
obelezavanje kompanije Beckman Coulter u skladu sa
zahtevima IVD-R (EU)2017/746:

Dodati odeljci Predvideni korisnik, preciznost, prinos i Cisto¢a limfocita,
dodatne informacije, istorija revizija
Dodate informacije Pogledati odeljke Upozorenje i mere opreza, SkladiStenje
i stabilnost, Ograni¢enja
Dopunjeni odeljci Upozorenje i mere opreza, GHS klasifikacija

opasnosti, skladiStenje i stabilnost, dokazi pogorSanja,
postupak, performanse
Uklonjeni odeljci Medulaboratorijska reproduktivnost

Klju€ za simbole
Recnik simbola je dostupan na adresi beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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1. reagents 2. reagents
Fiksacijas agents Caurlaidibas agents
Formulé3ana Skidrums Skidrums
Aktiva viela Formaldehids Saponins
Tilpums 5 mil 5 mil
Flakonu skaits 3 flakoni 3 flakoni
Tilpums testa 100 ul 100 ul

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testi; 6 x 5 ml

2 x 0,1 ml/testa
In vitro diagnostikas lietosanai

PAREDZETA LIETOSANA

IntraPrep sastav no diviem lietoSanai gataviem reagentiem, kas leikocitu citoplazmas membrana izraisa caurlaidibu, lai uzraditu
intracelularos epitopus, izmantojot monoklonalas fluorescéjosas antivielas. IntraPrep tiek izmantots, lai sagatavotu biologiskos
paraugus analizésanai, izmantojot pllsmas citometriju. Tas ir optimizéts, lai ST tipa analizés (1,2,3,4) minimizétu nespecifisko
iekrasosanu.

PRINCIPS

Vispirms $iinas tiek fiksétas ar reagentu 1. P&c mazgasanas caurlaidiba tiek izraisita ar reagentu 2 un atlikugie eritrociti tiek lizéti. Saja
posma Sinam liek saskarties ar konjugétam monoklonalajam antivielam, kuras ir raksturigas intracelularajam antigéna determinantém.
Péc tam tiek veikta leikocitu analize ar plismas citometriju.

Tomér virsmas antigénu noteikSana joprojam ir iespéjama. Tada gadijuma specifiskas konjugétas monoklonalas antivielas tiek inkubétas
pirms fiksacijas.

Plismas citometrs méra gaismas diflziju un Stnu fluorescenci. Tadé| ir iesp&jama interes€éjosas populacijas lokalizésana elektroniskaja
loga, kas definéts histogramma, kura korelé ar gaismas ortogonalo diflziju (sanu izkliedi jeb SS (Side Scatter)) un Saurlenka

gaismas difuziju (prieksejo izkliedi jeb FS (Forward Scatter)). K3 papildu metodes sinhronizacijas procesa iespéjams izmantot citas
histogrammas, kuras iespéjams kombinét divus dazadus citometra pieejamos parametrus atkariba no lietotaja izvéléta izmantojuma.

Tiek analizéta atdalito stinu fluorescence, lai atskirtu pozitivi iekrasotos notikumus no neiekrasotajiem. Rezultati tiek izteikti ka
procentualais lielums no pozitiviem notikumiem attieciba pret visiem notikumiem, kas iegiti selekcija.

PAREDZETAIS LIETOTAIS

Sis produkts ir paredzéts profesionalai lietodanai laboratorija.

PARAUGI

Lai panemtu venozo asinu vai kaulu smadzenu paraugus, ir jaizmanto sterili stobrini, kuros ir EDTA sals, ACD vai heparins, kas darbojas
ka antikoagulants.

Paraugi ir jauzglaba istabas temperatira (18-25 °C), un tos nedrikst sakratit. Pirms testa parauga nemsanas ir javeic parauga
homogenizacija, viegli saskalinot paraugu.

Paraugu analize ir javeic 24 stundu laika péc vénas punkcijas.
BRIDINAJUMI UN PIESARDZIBAS PASAKUMI
1. Neizmantojiet reagentu péc deriguma termina beigam.
Nedrikst sasaldét.
Minimizéjiet ekspoziciju gaismas iedarbibai.
Izvairieties no reagentu bakterialas kontaminacijas, jo iesp&jami viltus rezultati.

Reagents 1 satur formaldehidu. Formaldehids ir toksisks un alergéns. Tas tiek uzskatits par kancerogénu vielu.

o UV kWb

Reagents 2 satur Natrija azids (NaN;). Ar to ir jarikojas uzmanigi. Neizmantojiet iekSkigi un nepielaujiet saskari ar adu, glotadu
un acim. Skaba vidé natrija azids var radit potenciali bistamu hidrazoidskabi. Ja to nepiecieSams utilizét, reagentu ieteicams
skidinat liela daudzuma Gdens un izliet to kanalizacijas sistéma, lai novérstu natrija azida uzkrasanos metala caurulés un noveérstu
spradziena risku.

7. Visi asins paraugi ir jauzskata par potenciali infekcioziem, un ar tiem jarikojas, ievérojot piesardzibu (respektivi, javalka
aizsargcimdi, aizsargtérpi un brilles).

8. Nekada gadijuma neizmantojiet muti, lai darbotos ar pipeti. Paraugi nekada gadijuma nedrikst saskarties ar adu, glotadu un
acim.

9. Darba izmantotas asinu mégenes un vienreizlietojamie materiali ir jaizmet ad hoc konteineros, kas paredzéti sadedzinasanai.
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10. Ir javeic reagentu un atkritumu utilizacija atbilstosi vietéjam prasibam.

KIMISKO VIELU KLASIFICESANAS UN MARKESANAS VISPAREJI SASKANOTAS SISTEMAS BISTAMIBAS
KLASIFIKACUJA

1. reagents: fiksacija BISTAMI

SO

H302 Kaitigs, ja norij.

H313 Var bat kaitigs, ja nonak saskaré ar adu.

H314 Izraisa smagus adas apdegumus un acu bojajumus.
H317 Var izraisit alergisku adas reakciju.

H341 Ir aizdomas, ka var izraisit genétiskus bojajumus.
H350 Var izraisit vézi.

H370 Rada organu bojajumus.

P201 Pirms lietoSanas sanemiet specialas instrukcijas.
P280 Izmantojiet aizsargcimdus, aizsargapgérbu un acu

aizsargus/sejas aizsargus.

P303+P361+P353 SASKARE AR ADU (vai matiem): Noskalot adu ar
Gdeni.

P305+P351+P338 IEKLUSTOT ACIS: Uzmanigi izskalot ar Gdeni vairdkas
minGtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un
ja to ir viegli izdarit. Turpinat skalot.

P310 Nekavéjoties sazinieties ar SAINDESANAS CENTRU
vai arstu.

Metanols 1 - 2 %
Formaldehids 5 - 10 %

Drosibas datu lapa ir pieejama vietné: techdocs.beckman.com

GLABASANA UN STABILITATE

IntraPrep ir jaglaba 18-25 °C temperatira.

Aizvérta flakona stabilitate: reagents ir stabils 517 dienas.
Atvérta flakona stabilitate: reagents ir stabils 90 dienas.

Konkrétai partijai atbilstoSo analizes sertifikatu skatiet vietné www.beckman.com.

SADALISANAS PAZIMES
Jebkuras reagentu pazimju izmainas var noradit, ka reagents sadalas un to nedrikst izmantot.

Lai iegltu papildu informaciju vai ari ja sanemtais izstradajums ir bojats, zvaniet Beckman Coulter klientu servisam pa talruni
800-742-2345 (ASV vai Kanada) vai sazinieties ar vietéjo Beckman Coulter parstavi.

SATURS

Natrija azida konservants var izveidot spradzienbistamus savienojumus metala notekcaurulés. Skatit NIOSH Bulletin: Explosive Azide
Hazard (NIOSH biletens: Azidu spradzienbistamiba) (16.8.76.).
Lai nepielautu iespéjamo azida savienojumu uzkrasanos, péc neatskaidita reagenta izmeSanas izskalojiet kanalizacijas caurules ar
Gdeni. Natrija azida izmesSana ir javeic saskana ar atbilstoSajiem vietéjiem noteikumiem.
NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NEIETILPST KOMPLEKTA

e Paraugu nemsanai nepiecieSamas mégenes un materiali.

e Automatiskas pipetes ar vienreizlietojamiem uzgaliem, kas paredzétas 10, 20, 50, 100 un 500 pl.

e Plastmasas hemolizes mégenes.

e Specifiskas monoklonalas antivielas (mAb).

e Negativas kontroles.

e Leikocitu fiksacijas reagents. Piemérs: |OTest 3 fiksativais Skidums (ats. A07800).
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Buferskidums (PBS: 0,01 M natrija fosfata; 0,145 M natrija hlorida; pH 7,2).
Centrifugéjiet.
Automatisks maisitajs (samaisiSanas tipa).

Plismas citometrs.

RICIBA
A — intracitoplazmas iekrasosana
Parauga eso$o sarkano asinskermenisu skaitam ir jabat mazakam neka 6 x 10° uz pl (6 x 10*%/1). Ja nepiecieSams, atskaidiet ar PBS.

Parauga esoso leikocitu skaitam ir jabat mazakam neka 5 x 10%/ul (5 x 10%/I). Ja nepieciesams, atSkaidiet ar PBS.

Katram analizétajam paraugam papildus testa mégenei var pievienot vienu kontroles mégeni, kura sinas tiek sajauktas ar negativo
kontroli atbilstoSi konkrétajai izvélétajai iekrasosanai.

1.

WKL NO Uk WwN

[
o

11.
12.
13.
14.
15.

Pievienojiet 50 pl testa parauga katrai mégenei.

Katrai mégenei pievienojiet 100 ul reagenta 1. Uzreiz péc katras pievienosanas energiski samaisiet.
Inkubgjiet 15 mindtes istabas temperattra (18-25 °C).

Katra mégené pievienojiet 4 ml PBS.

Centrifugéjiet 5 mindtes istabas temperatira, izmantojot 300 x g.

Aspiréjot nonemiet virséjo slani.

Inkub&jiet 5 minites istabas temperatira (18-25 °C) BEZ KRATISANAS.

Ar roku léni sakratiet 2—3 sekundes.

. Katrai testa mégenei pievienojiet nepiecieSamo mAb (specifisks intracitoplazmiska antigéna determinantam) daudzumu un, ja

nepiecieSams, katrai kontroles mégenei pievienojiet atbilstoSu daudzumu negativas kontroles.
Saudzigi saskaliniet katru stobrinu.

Inkubgjiet vismaz 15 minGtes istabas temperatira (18-25 °C), sargajot no gaismas.

Katra mégené pievienojiet 4 ml PBS.

Centrifugéjiet 5 mindtes istabas temperatira, izmantojot 300 x g.

Aspirgjot nonemiet virséjo slani un $anu centrifugatu atkartoti suspendgjiet 0,5-1 ml 10Test 3 fikséjosaja skiduma (REF A07800)
darba koncentracija (1X). Sadi fiksétas sagataves 2—8 °C temperatiira, sargajot no gaismas, var glabat 24 stundas.

B — intracitoplazmas un membranas iekrasosana
Parauga esos$o sarkano asinskermenisu skaitam ir jablt mazakam neka 6 x 10° uz pl (6 x 10*¥/I). Ja nepieciesams, atSkaidiet ar PBS.

Leikocitu skaitam parauga ir jablt mazakam neka 5 x 10%/ul (5 x 10°%/1). Ja nepiecieSams, atskaidiet ar PBS.

Katram analizétajam paraugam papildus testa mégenei var pievienot vienu kontroles mégeni, kura sdnas tiek sajauktas ar negativo
kontroli atbilstosi konkrétajai izvélétajai iekrasoSanai.

Pievienojiet 50 ul testa parauga katrai mégenei.

Katrai testa mégenei pievienojiet nepieciesamo mAb (specifisks membranas antigéna determinantam) daudzumu un, ja
nepiecieSams, katrai kontroles mégenei pievienojiet atbilstoSu daudzumu negativas kontroles.

Saudzigi saskaliniet katru stobrinu.

Inkubgjiet vismaz 15 mindtes istabas temperatiira (18-25 °C), sargajot no gaismas.

Katrai mégenei pievienojiet 100 ul reagenta 1. Uzreiz péc katras pievienosanas energiski samaisiet.
Inkubgjiet 15 mindtes istabas temperatiira (18-25 °C).

Katra mégené pievienojiet 4 ml PBS.

Centrifugéjiet 5 mindtes istabas temperatira, izmantojot 300 x g.

Aspiréjot nonemiet virséjo slani.

_____

. Inkubéjiet 5 minites istabas temperatira (18-25 °C) BEZ KRATISANAS.
. Ar roku Iéni sakratiet 2—3 sekundes.

. Katrai testa mégenei pievienojiet nepiecieSamo mAb (specifisks intracitoplazmiska antigéna determinantam) daudzumu un, ja

nepiecieSams, katrai kontroles mégenei pievienojiet atbilstoSu daudzumu negativas kontroles.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.

Katra kontrolstobrina pievienojiet 20 pl izotipéSanas kontroles.

Saudzigi saskaliniet katru stobrinu.

Inkubéjiet vismaz 15 minGtes istabas temperatira (18-25 °C), sargajot no gaismas.
Katra mégené pievienojiet 4 ml PBS.

Centrifugéjiet 5 mindtes istabas temperatira, izmantojot 300 x g.

Aspiréjot nonemiet virs€jo slani un Stnu centrifugatu atkartoti suspendgjiet 0,5-1 ml |OTest 3 fikséjosaja skiduma (REF A07800)
darba koncentracija (1X). Sadi fiksétas sagataves 2—8 °C temperatiira un sargajot no gaismas var glabat 24 stundas.

VEIKTSPEJA

Veiktspéjas dati tiek ieglti, izmantojot iepriek$ aprakstito procediru mazak neka 24 stundu veciem asins paraugiem, kas ieprieks
panemti sterilas mégenés ar EDTA sali ka antikoagulantu. Analize tiek veikta 2 stundu laika péc iminkrasoSanas metodes izmantosanas.

PRECIZITATE

Procentuali pozitivas vértibas tika noteiktas, izmantojot pilnasinis un kaula smadzenes. Katru paraugu analizéja 4 reizes: divreiz diena
1 dienu 2 instrumentos, izmantojot 2 partijas — IntraPrep permeabilizacijas reagentu. Mérijumus (% pozitivs) veica Navios pllismas
citometra. Analizi veica, pamatojoties uz CLSI metodi EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (Kvantitativo mériSanas metoZu precizitates veiktspéjas novértésana).

Misu pienemsanas kritériji ir atkarigi no katrai populacijai noteikto pozitivo notikumu skaita.

Ja pozitivs notikums < 1500, variacijas koeficients < 15 %

Ja pozitivs notikums > 1500, variacijas koeficients < 10 %

Pilnasinis, EDTA:

Pilnasinu HEPARIN:

CD45/CD14 membranas iekraso3ana = limfocitu tiriba
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 8877

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranas iekraso$ana = limfocitu atjauno$anas
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 8877

Starp operatoriem Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasoSana uz monocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 1070

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasosana uz granulocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 13246

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranas iekraso3ana = limfocitu tiriba
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 6824

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 membranas iekraso$ana = limfocitu atjauno$anas
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 6824

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasoSana uz monocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 961
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Pilnasinis,

Kaulu smadzenu EDTA:

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasosana uz granulocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 20742
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
anémija hroniskas slimibas dél:
CD45/CD14 membranas iekraso3ana = limfocitu tiriba
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 12355
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranas iekrasosana = limfocitu atjauno$anas
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 12355
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasoSana uz monocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 1483
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasoSana uz granulocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 32715
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranas iekraso3ana = limfocitu tiriba
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 8808
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 membranas iekraso$ana = limfocitu atjauno$anas
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 8808
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasoSana uz monocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 2212
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Anti-mieloperoksidazes FITC intracitoplazmiska iekrasosana uz granulocitiem
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 33181
Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analize Kopa
partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

B59371-AW

198 of 238




LIMFOCITU TIRIBA UN ATJAUNOSANAS

Limfocitiska tiriba un atjaunoSanas ir novértéta saskana ar Slimibu kontroles centra rekomendacijam (5). 10 veselu donoru asinis, kuru
paraugi nemti EDTA, Heparin un ACD (anémija hroniskas slimibas dé|) stobrinos, un 5 kaulu smadzenes tika markétas ar monoklonalo
antivielu CD45-FITC un CD14-PE maisijumu. AtjaunoS$anas un tiribas vidéjas aritmétiskas vértibas, ka ari diapazons ir noradits talak

redzamajas tabulas.

Pilnasinu EDTA

Parametrs Atjaunosanas Tiriba
Vidéji 93,6 89,7

Min./maks. 86,1 / 97,6 83,5 / 95,5

Pilnasinu HEPARIN

Parametrs Atjaunosanas Tiriba
Vidaji 94,3 87,6

Min./maks. 84,9 / 97,7 81,5 / 94,3

Pilnasinis, anémija hroniskas slimibas dél

Parametrs Atjaunosanas Tiriba
Vidéji 94,2 94,6

Min./maks. 91,1 / 98,5 87,6 / 97,7

Kaulu smadzenu EDTA

Parametrs Atjaunosanas Tiriba
Vidéji 80,7 71,8

Min./maks. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

IEROBEZOJUMI
1. Ja citometrs nav novietots precizi lidzeni, ja nav pareizi kompensétas fluorescences noplides un ja regioni nav uzmanigi novietoti,

plismas citometrija var radit viltus rezultatus.

Noteiktas antigéna determinantes var bt jutigas pret formaldehidu vai pret saponinu. Katra laboratorija ir jaapstiprina savi

legltie rezultati ir precizi un reproducéjami, ja visas izmantotas procediras tiek izpilditas atbilstoSi tehniskajai lietoSanas
instrukcijai un ir saskana ar labu laboratorijas praksi.

Sis reagents ir optimizéts ta, lai nodrosinatu vislabako specifiska signala/nespecifiska signala attiecibu. Tapéc ir loti svarigi
ievérot reagenta tilpuma/leikocitu un eritrocitu skaita attiecibu katra testa.

Hipercelularitates gadijuma atSkaidiet paraugu ar PBS, lai parauga btu mazak neka 5 x 10° leikocitu/l un mazak neka 6 x 10

2.
monoklonalo antivielu lietoSanas nosacijumi.
3.
4.
5.
eritrocitu/l (6).
6.

DaZos slimibu stavoklos, pieméram, izteiktas nieru mazspéjas vai hemoglobinopatijas gadijuma, eritrocitu lizésana var bt Iéna,
nepilniga vai pat neiespéjama. Saja gadijuma pirms iekrasoSanas ir ieteicams izolét mononuklearas Stnas, izmantojot blivuma
gradientu (pieméram, Ficoll) (7).

Pielikuma skatiet piemérus un atsauces.

PRECU ZIMES

Beckman Coulter, stilizétais logotips un Beckman Coulter pre¢u un pakalpojumu zimes, kas minétas Seit, ir Beckman Coulter, Inc.
preCu zimes vai registrétas precu zimes Amerikas Savienotajas Valstis un citas valstis.

PAPILDINFORMACIJA

Attieciba uz pacientiem/lietotajiem/treSajam personam Eiropas Savieniba vai valstis ar identisku regulativo reZimu (Regula (ES)
2017/746 par in vitro diagnostikas mediciniskam iericém); ja ierices lietoSanas laika vai tas lietoSanas rezultata rodas nopietns
negadijums, informéjiet par to razotaju un/vai ta pilnvaroto parstavi, ka ari valsts iestadi.

PARSKATISANAS VESTURE

B59371-AW

|AF VERSIJA: | Laidiena datums: 2021. gada janvaris

AW VERSUA: |
Atjauninajumi atbilst Beckman Coulter visparéjai markésanas
politikai un IVD-R (ES)2017/746 prasibam:

Pievienotas iedalas

Paredzétais lietotajs, precizitate, limfocitu atjaunosanas un
tiriba, papildinformacija, parskatiSanas vésture
Pievienota informacija Sk. sadalas Bridinajumi un piesardzibas pasakumi,
Glabasana un Stabilitate, lerobeZojumi

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi, GHS bistamibas

klasifikacija, glabasana un stabilitate, sadalisanas
pazimes, procedira, veiktspéja
Atkartojamiba laboratorija

Atjauninatas sadalas

Iznemtas iedalas
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Simbolu skaidrojumi
Simbolu glosarijs ir pieejams vietné beckman.com/techdocs (dokumenta numurs B60062)
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PeareHT 1 PeareHT 2
dikcytoua peyoBuMHa PeyoBuHa ansa 3amiHeHHsA
NPOHUKHOCTI KITITUHHNX
MemMbpaH
IMpurotyBaHHs npenapaTty PignHa PignHa
AKTUBHa pe4yoBUHA dopmanbaerig CanoHiH
O6'em 5 Mmn 5 Mn
KinbkicTb donakoHis 3 bnakoHu 3 cbnakoHu
O6'em, HeoOXxiaHUN ons 100 mkn 100 mkn
NpoBEAEHHS TECTY

IntraPrep Permeabilization Reagent
A07803 150 TecrTi; 6 X 5 Mn
2x 0,1 mn/ Tect

Ona piarHocTukwm in vitro.

NMPU3HAYEHHA

KomnnekT IntraPrep cknagaeTbcs 3 ABOX FOTOBMX 40 BUKOPUCTAHHS peareHTiB, AKi iHAYKYTb MPOHUKHICTb LUMTONNasMaTu4Hol
MeMOpaHu NenKounTiB AN AeMOHCTpaUii BHYTPILLHbOKTITUHHMX €niToniB 3a AonoMorot dryopecueHLUii MOHOKMOHANbHUX
aHTuTin. KomnnexTt IntraPrep BukopucTOBYeETbCS ANS MNiAroToBKWM GionoriyHMX 3paskiB Ans aHanisy MeTogoM NPOTOYHOI
uuTomeTpii. BiH ByB onTuMizoBaHWi Ana 3BeAeHHs 40 MiHIMyMy HecneuudiyHoro 3abapBroBaHHS B aHanidax Takoro Tuny
(1,2,3,4).

nPAHUMN

Ha nepwomy kpoui KniTUHK ikcytoTb 3a gonomoroto peareHTy 1. Tlicna npomuBaHHA AodatoTb peareHT 2, Wo iHAYKye
KNiTMHHY NPOHUKHICTb Ta 3anuLKn epuTPOLUTIB Ni3ytoTbecd. Ha uin ctagii kniTMHM NpuBOASATb Y KOHTaKT 3 KOH'HOroBaHMMM
MOHOKMNOHaNbHUMK aHTUTINamMu, cneundiyHUMM OO BHYTPIWHBOKMITUHHMX eniToniB. [licns uboro nNpoBoAMTbLCA aHani3
NenKoumMTiB cnocoboM NPOTOYHOI LIUTOMETPIl.

HesBaxaloun Ha BCi BUKOHaHI Aii 3anuvLaeTbCsl MOXITMBOK AeMOHCTpaLisi NoBepXHEBUX eniTonis. B LboMy BUNaaKy KOHKPETHI
KOH'OroBaHi MOHOKIOHarsbHI aHTUTINa iHKyOyoTb 40 BUKOHaHHS doikcallii.

MpOTOYHUI UUTOMETP BUMIPIOE PO3CitOBaHHA CBiTNa Ta rnNyopecuUeHLilo KNiTuH. Lle mae moxnueicTb BUOINNTK
MicLie3HaxXOMXKeHHS Nonynsuii BCepeanHi eNekTpOHHOro BikHa, BU3HAYEHOro Ha rictorpami, sika cniBBigHOCUTb OPTOroHasbHe
po3citoBaHHs cBiTna (bokoBe poacitoBaHHs, abo SS) i By3bKokyTOBe poascitoBaHHs cBiTrna (Forward Scatter, abo FS). [Hwi
rictorpamu, Lo NOEHYIOTL ABa Pi3Hi NnapameTpu, AOCTYNHI HA LIUTOMETPI, MOXHa BMKOPUCTOBYBATM AN JONOMOrM Ha eTani
HanalUTyBaHHS FerTIiB 3aneXHo Big Nporpamm, BUOGpaHoi KOpUCTyBa4YeM.

dnyopecueHLia obmexeHoT nonynsauii KNiTMH aHanisyeTbes, Wo6 po3pi3HNTM NOAiT 3 NO3NTMBHO 3abapBreHnMu KniTnHamm
N HesabapeneHnmn. Pe3ynbraT BUpaXarTbCs SK BiACOTOK MO3UTUBHUX MOAIN BiAHOCHO BCiX MOAiN, 3apeeCcTpoBaHUX 3a
[OMOMOrOI0 FENTUHTY.

LINIbOBUA KOPUCTYBAY

Ller npoaykT npusHayeHnn ans npodecinHoro BUKOpUcTaHHA B naboparopii.

NnPOBU

3paskn BEHO3HOI KpoBi abo KICTKOBOro MO3Ky HeobxigHO BpaTtu B cTepunbHi Npobipky, WO MICTATb B AKOCTI aHTUKOArynsHTy
cinb EDTA, ACD a6o renapuH.

3pasku cnig 36epiratm npu KimHaTHIn TemnepaTypi (18-25°C), i ix He cnig cTpywyBaTn. [lepl HixX y39TW JOCNIAXYBaHWN
3pasokK, Moro HeobXigHO roOMOreHi3yBaTK LUNAXOM 06epeXxHOro nepeMillyBaHHS.

Mpobu noTpibHO NpoaHanidyBaT He Mi3Hile HiX Yepe3 24 roamHu Nicnsa BEHenyHKLil.

%)

NONEPEOXEHHA U 3ACTEPEXEHHA

He BukopucTOBYWTE peareHTn nicns 3akiHieHHA TepMiHy NPUOAaTHOCTI.

He 3amopoxyiTe.

3BefiTb 40 MiHIMyMy BNNuB CBiTNa.

YHuKanTe MikpoBHOT KOHTaMiHaUil peareHTiB, iHaKwe MOoXyTb ByT OTpMMaHi NOMWUIKOBI pe3ynsTaTy.

o~ wbdh =

PeareHT 1 mictutb popmanbgeria. dopmanbaeria € TOKCUYHUM | MOXe BUKNMKaTKU aneprio. BiH BBaxaeTbcs
KaHLEepOreHom.

6. PeareHT 2 mictute Asng Hatpito (NaN;). NoBoanTuch 3 HUM HeobxigHO 3 obepexHicTio. He npuiiManTe BHYTPILIHLO
N yHMKanTe Gyab-AKOro KOHTAKTy 3i LUKiPOl, CNM30BUMK 0BOMOHKaMKM Ta ounma. KpiM Toro, y KMCrnomy cepenoBuLLi
asng HaTpito MOXe YTBOPUTM NOTEHUINHO Hebe3neyHy a3oTUCTOBOAHEBY KMCMOTY. AKWO Moro noTpibHO yTunisysatw,
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peKkoMeHOy€eTbCA PO3BECTN peareHT y BEMUKIV KiNbKOCTi BOAM Nepea 3rNMBaHHAM Y BOAOCTIYHY CUCTEMY, OO YHUKHYTU
HaKOMWYEeHHS asmay HaTpilo Ha NoBepxHi MeTanesux Tpyb i 3anobirtn Hebesneui BUOYXY.

7. Ycinpobwu KpoBi cnifg po3rnsaaTtu sk NoTeHUIMHO iHeKLiHI Ta NOBOAUTUCS 3 HUMU 00EepEeXHO (30KpeMa, BUKOPUCTOBYHUM
3aXUCHI PyKaBWYKK, Xanatu W oKynspw).

8. Y xogHoMmy pasi He nineTynTe pOTOM Ta YHUKaANTE NoTpanmsHHA Npob Ha LWKipy, Cnn3oBi 000NOHKU Ta B Oui.

9. [lMpoGipkn onsa KpoBi Ta ogHOPA30Bi MaTepiany, ski BAKOPUCTOBYOTLCA Ans o6pobneHHs, cnig Buknaaty B cneLianbHi
KOHTENHEepPU, BMICT SKUX MPU3HAYEHWUI NS ChantoBaHHS.

10. PeareHTun Ta Bigxoau noTpibHO yTUNisyBaTu BiANOBIAHO A0 MiCLEBUX BUMOT.

KINACUDIKALIA HEBE3IMNEKU 3A CUCTEMOIKO GHS
PeareHT 1: cpikcauis HEBESIEKA

SO

H302 LWkianueui y pasi KOBTaHHS.

H313 Moxxe 3aBoaTu LWIKOAM B pasi KOHTAKTY 3i LLKipOto

H314 Buknukae cepnosHi oniky LWKIpWY Ta NOLLIKOOXKEHHS
oven.

H317 Moxke BUKNMKaTK anepridHy peakuito Ha LUKipi.

H341 AMOBIpHO, BUKMNKAE reHeTUYHi aedekTu.

H350 Moxe BUKNMKaTn pak.

H370 3aBaae wkogm opraHam.

P201 lMepen BUMKOPUCTaAHHAM O3HaNOMUTUCA 3
BiAMOBIAHUMMW IHCTPYKLiSIMK.

P280 BukopuncToByBaTtu 3axXmcHi pykaBuUYKK, 3aXUCHUN

oasr i 3acobu 3axncTy oyen/obnmnyys.
P303+P361+P353 Y PA3I NMOTPAIMIAHHA HA LUKIPY (abo

BOMOCCSH): MPOMUTU LLKIPY BOAOHO.
P305+P351+P338 Y BUMALKY MOTPAMNAHHA B O4l: obepexHo

NPOMUTU BOAOK NPOTATOM KiflbKOX XBUIVH.

3HiMiTb KOHTAKTHI NiH3K B pasi ix HAasBHOCTI,

i AKWo ue nerko 3pobutun. lNpogosxynte

NPOMUBAHHS.

P310 HeraiiHo 3BepHyTMca B TOKCUKONOTIYHNW
LEHTP abo go nikaps.
MetaHon 1 - 2%
dopmanbgerig 5 - 10%

Macnopt 6e3nekn JOCTynHWIM Ha canTi beckman.com/techdocs

3B6EPIFAHHA TA CTABIIbHICTb

KomnnekT IntraPrep 36epiratote npu temnepatypi 18-25°C.

CTtabinbHicTb 3akpuToro dnakoHa: peareHT cTabinbHUn BNpogoBxX 517 gHi..
CTtabinbHicTb nicns BiakpuTTA hnakoHa: peareHT ctabinbHuin 90 gib.

OuB. cepTtudikat aHanisy ons cepii Ha Bebcanti www.beckman.com.

O3HAKU MNCYBAHHA
Byap-sika 3MiHa 30BHILLHBOTO BUMNSIAY peareHTiB MOXe BKa3yBaTu Ha MCyBaHHs!, | peareHT He CIif BUKOPUCTOBYBATM.

o6 otpumaTtn gopmatkoBy iHcpopmauiio abo noBiAOMWTM NPO OTPMMAaHHST MOLLKOMKEHOro npogykTy, 3atenedoHynte Ao
Cnyx6u obcnyrosyBaHHA knieHTiB Beckman Coulter 3a Homepom 800-742-2345 (CLUA abo KaHapa) um 3BepHiTbCa OO
MicueBoro npeacTtaBHuKka komnaii Beckman Coulter.
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3MICT

KoHcepBaHT a3awa HaTpito Moxe YyTBOpioBaTU BMOyxoHebesneyHi Crnonykun B MeTanesBux 3nuBHUX TpybonpoBoaax.
Ove. bBroneteHb HauioHanbHOro iHCTUTYTY 3 OXOpoHW npaui Ta npomucnoBoi ririeHn (NIOSH) Explosive Azide Hazard
(BnbyxoHebe3neyHi asngn) (16.8.76).

o6 YyHWKHY TN MOXINMBOIO YTBOPEHHS CMONYyK asuay, NpoMUnTe 3rnmBHi Tpybu Bogoto Bigpasy nicns ytunisauii Hepo3segeHoro
peareHTy. PeareHTu, WO MICTATb a3ug HaTpito, Tpeba yTunisyBaTi 3 4OTPMMaHHSAM BignoBigHNX MiCLLEEBUX HOPM.

NMOTPIBHI MATEPIAJN, LLO HE BXOOATb Y KOMMNEKT
* [lpobGipkn gns npob i MmaTepianu, NnoTpibHi Ans 3adopy Npoo.
* ABTOMaTWU4HI NiNETKM 3 0ogHOPa30BMMKM HakoHevHnKammn Ha 10, 20, 50, 100 ta 500 mkn.
» [lnactukoBi Npobipku ANa reMoniay.
* CneundivyHi MOHOKNOHanNbHI aHTuTina (MAT).
* HeratusHi kOHTpONi.
» PeareHT ans dikcadii nenkountiB. Hanpuknag: posunH ans dikcauii I0Test 3 (Ref. A07800).
*  Bbydep (PCB: 0,01 monb cocdaty Hatpito; 0,145 monb xnopuay Hatpito; pH 7,2).
*  UeHTpudpyrysaHHs.
*  ABTOMAaTM4HUI 3miwyBay (TUMy BOPTEKC).
* [lpoTo4HMIi uuTOMETP.

METOOUKA

A — BHYTPIWIHbLOKNITUHHE 3ab6apBrOBaHHA

KinbkicTb HasBHUX B 3pa3sKy epuUTPOLMTIB HE Ma€ NepeBULLlyBaTU 3Ha4YeHHs1 6 x 10° Ha mkn (6 x 10%/n). 3a HeoOXigHOCTI
po3BefiTb B BychepHoMy po3umHi PBS.

KinbkicTb HasiBHUX B 3pasky NENKoOLUTIB HE Mae NepeBumLLyBaTh 3Ha4eHHA 5 x 10% Ha Mkn (5 x 10%/n). 3a HeobxigHOCTI po3BeniTh
B B6ycepHomMy posuumHi PBS.

[lns KoXXHOI aHanisoBaHoi Npobu Ha gogadvy 40 TECTOBOI NPOBIpKM MOXHA [o4aT O4HY KOHTPOSbHY NPoBipKy, Y AKiN KNiTUHN
3MillaHO B MPUCYTHOCTI HEraTMBHOIO KOHTPOMIO BiANOBiAHO A0 06paHoro KOHKPETHOro 3abapBrneHHs.

1. Jopante no 50 MK AoCnigXyBaHOI Npobu B KOXHY Npobipky.

2. [OopawnTte no 100 mkn peareHTy 1 B KOXXHY NpoBipKy. EHepriiHO 3millariTe BUXpOBUM CNOCOBOM Bifpasy X MiCnsa KOXKHOro
OOLaBaHHS.

IHKyBynTe npotaroM 15 xBUnuH npu KimHaTHIn TemnepaTypi (18-25°C).
Dopante 4 mn ®CB o koXxHOT Npobipku.

LleHTpudbyrynTte npu KimHaTHin TemnepaTtypi npotsarom 5 xsunuH npu 300 g.
Bupganite HagocagoBy pignHy acnipatopom.

Nopaite no 100 Mkn peareHTy 2 B KoxHy npobipky. HE BUKOPVUCTOBYWTE 3MILLYBAHHA BUXPOBUM CMOCOEBOM,
3anuwiTe peareHT 2 NPpMPOAHMM YMHOM AMdyHOYBaTK B ocag KNiTUH.

IHKyOyTE NpoTsarom 5 XBUNMH Npu KiMHaTHIN TemnepaTypi (18—-25°C), HE CTPYLLUYHOUYM.
9. TlloBinbHO CTPyLUYyNTE BPYYHY NPOTArOoM 2—3 CeKyHa.

No o ko

®

10. Jopante HeoOxigHy Kinbkictb MAT (cneuudpivyHy Ons BHYTPILHbOLMTOMNIIA3MATUYHOI aHTUreHHOI AeTepMiHaHTu) 4o
KOXHOI TecToBOi Npobipku i, 3a HEOOXiAHOCTI, BigNOBIOHY KiNbKICTb HEFATUBHOIO KOHTPOMKO A0 KOXHOI KOHTPOMbHOI
npob6ipku.

11. OBepexHo nepemilanTe BUXPOBMM cnocobom npobipky 3a Npobipkoto.

12. IHKyOynTe npoTaroM 15 XBUMH 3a KiMHaTHOI Temnepatypu (18—25°C) y 3axueHoMy Big CBiTna MicLi.
13. Dopante 4 mn ®CH 00 KoXHOT Npobipku.

14. UeHTpudpyrynte npu KiMHaTHIA Temnepatypi npotsarom 5 xsunuH npu 300 g.

15. Buganitb cynepHaTaHT 3a 4ONOMOro0 acnipauii Ta pecycneHaynte kKnituHHWA ocag B 0,5 a6o 1 M gikCyo4Ooro po3ymHy
IOTest 3 (REF. Ne A07800) B pobouini koHueHTpauii (1X). 3adikcoBaHi TakuM 4YMHOM Mpenapatu MoxHa 36epiratu
npoTtarom 24 roavH npu Temnepartypi Big 2 oo 8°C B 3axuLieHOMY Bif CBiTNa MicLi.

B — BHyTpiwHbOUUTONNA3MaTUYHE Ta MeMOpaHHe 3abapBnioBaHHA

KinbKicTb HasiBHMX B 3pasKy epuTpoOLUTIB He Mae nepeBuLLyBaTh 3HaveHHs 6 x 10° Ha mkn (6 x 10'%/m). 3a HeobXxigHOCTI
po3BefiTb B OydhepHOMy po3unHi PBS.
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KinbkicTb nenkouuTiB B 3pa3ky He Mae nepeBuyBaT 3HavyeHHs 5 x 10° Ha mkn (5 x 10°n). 3a HeoOXxigHOCTI po3BediTb B
OydepHomy posumHi PBS.

[ns KoxxHOI aHanisoBaHoi Npobu Ha gogadvy Ao TECTOBOI NPOBIpKkM MOXHA 4oOaTh O4HY KOHTPOSbHY NPOBIpKy, Y AKiN KNiTUHN
3MillaHO B MPUCYTHOCTI HEraTMBHOIO KOHTPOIO BiANoBiAHO A0 06paHoro KOHKPETHOro 3abapBreHHs.

1. Hogante no 50 mkn gocnigxyBaHoi Npobu B KOXHY NpobipKy.

2. [opanTte HeobxigHy kinbkicte MAT (cneuundivyny ans membpaHHOT aHTUreHHOT 4ETEPMIHAHTU) B KOXXHY TeCTOBY NpobipKy
i, 32 HeoOXigHOCTI, JoAalTe BiANOBIAHY KiNbKICTb HErAaTUBHOIO KOHTPOIO B KOXHY KOHTPOMbHY MPOoBipKy.

3. OGepexHo nepemiianTte BUXpOBUM criocobom npobipky 3a npobipkoto.

»

IHKyBynTe npoTsrom 15 XBUNUH 3a kimHaTHOT Temnepatypu (18-25°C) y 3axuLieHOMy Bif, CBiTNa MicLi.

o

HopanTte no 100 Mkn peareHTy 1 B KOXHY NpobipKy. EHepriiHo 3MilLanTe BUXPOBMM CNOCOOOM Bigpasy X Nicrs KOXHOro
OOLaBaHHS.

IHKyBynTe npotaroM 15 xBUnNuH npu KimHaTHIn TeMmnepaTypi (18-25°C).
Hopante 4 mn ®CB go koxHoi Npobipku.

LleHTpudbyrynTte npu KiMmHaTHin TemnepaTypi npotsarom 5 xsunuH npu 300 g.
Bupanite HagocagoBy piguHy acnipaTtopom.

0. OopanTe no 100 mMkn peareHTy 2 B KoxHy npobipky. HE BUKOPVUCTOBYWTE 3MILYBAHHA BUXPOBUM CNOCOEBOM,
3anuwiTe peareHT 2 NpMpPOAHUM YMHOM AMdyHAYBaTU B ocag KNiTuH.

11. IHKyOynTEe NpoTaroMm 5 XBUNMH Npu KiMHaTHIM Temnepatypi (18—25°C), HE CTPYLLYHOYN.
12. MNoBiNbHO CTPYLLYNTE BPYYHY NPOTArOM 2—3 CeKyHa.

= © ©® N o

13. Jogante HeobxigHy kinbkicte MAT (cneumdivyHy Ans BHYTPILWHbOUMTONNA3MaTUYHOI aHTUITEeHHOI AeTepMiHaHTK) Ao
KOXHOI TecToBOI Npobipku i, 3a HEoBXiAHOCTI, BiANOBIAHY KiNbKICTb HEFATUBHOIMO KOHTPOMO A0 KOXHOI KOHTPOMbHOI
npobGipku.

14. Y KOXHY KOHTpOnbHY nNpobipky gogante 20 MKN i30TUNIYHOMO KOHTPOSIO.

15. OBepexHo nepemilianTe BUXPOBMM crnocobom npobipky 3a npobipkoto.

16. IHKyOynTe npoTsarom 15 XBUINUH 3a KiMHaTHOT Temnepatypu (18—25°C) y 3axuweHoMy Bif CBiTna MicLi.
17. Dopante 4 mn ®CHB go koxHOT Npobipku.

18. LleHTpudoyrynte npu KimHaTHI Temnepatypi npotarom 5 xsunuH npu 300 g.

19. Buganite cynepHaTaHT 3a 4ONOMOro0 acnipadii Ta pecycneHaynte knituHHW ocag B 0,5 abo 1 Mn gikcyo4oro posymHy
IOTest 3 (REF. Ne A07800) B pobouirnt kKoHueHTpauii (1X). 3adikcoBaHi Takum 4YMHOM npenapatn MoXxHa 30epiratu
npoTarom 24 rognH npu Temnepartypi Big 2 go 8°C B 3axuweHomy Bif CBiTNa Micui.

E®PEKTUBHICTb

Poboui nokasHunku eeKTMBHOCTI OTPMMYIOTLCS 3 BUKOPUCTaHHAM npouedypu, OnucaHoi Buwe, Ha npobax Kposi, ski 6ynu
BifibpaHi B cTepunbHi Npobipku i3 cinnto EATA sik aHTUkoarynsiHToM, a Takox 3bepiranucs MeHwe Hix 24 roguHu. AHania
NpoBOANTLCS BNPOAOBX 2 roAuH Nicns iMyHHOro oapbyBaHHs.

NMPELUU3IUHICTb

BigcoTok MO3nTMBHUX 3HAYEHb BM3HA4YaBCHA 3a AOMOMOIOK LiNIbHOI KPOBi Ta KICTKOBOrO Mo3ky. KoxHy npoby obpobnsanu
4 pasu, AOBivi Ha goby BnpogoBx 1 gobu Ha 2 npunagax, BMKOPUCTOBYHUM 2 napTii nepmeabinisytouoro peareHTy
IntraPrep. BumiptoBaHHS (% NO3UTUBHUX 3HaYeHb) BUKOHYBanu Ha npoToyHomy umTomeTpi Navios. AHanis npoBoavBcA Ha
ocHoBi metogy CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (OuiHoBaHHS
NPeUnsiNHOCTI KiNbKICHUX METOAiIB BUMIPIOBAHHS).

Hawwi kpuTepil NPUMHATHOCTI 3anexaTb Bif KiNbKOCTi MO3UTUBHUX MOAIN, BUMIPSHUX AN KOXHOT Nonynsau,ii.
e Akuwo KinbKicTb No3nTuBHUX nogin < 1500, KB < 15%
*  AKkuwo KinbKicTb No3nTuBHUX nogin > 1500, KB < 10%

LlinbHa kpoB 3 E[JTA:

3abapBneHHss Memb6paH CD45/CD14 = ynctoTta nimdouumtie
KinbKiCTb MO3UTUBHWX NOAiN (CepegHe 3HaveHHs ) = 8877
Mix onepatopamu | Mix uMtometpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii| cepiamu cepiamun | ogHiei cepii
BUMiptOBaHb | BUMipOBaHb
KB (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
PE3YNbLTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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3abapBneHHsi Mem6paH CD45/CD14 = BigHOBReHHs nimdouuTis

KinbKiCTb MO3UTUBHKX NOAiN (CepegHe 3HaveHHs ) = 8877

LinbHa kpoB 3 ACD:

Mix onepatopamu | Mix uMtometpamn | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
OfHi€i cepii | cepiamun cepiamn | ogHiei cepii
BMMIipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnasmaTuyHe 3abapBreHHsA Ha MOHoLMTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbkicTb No3nTMBHMX Nogdivi (cepegHe 3HaveHHs) = 1070
Mix onepatopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mi>xx Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BMMiplOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTOonNnazmaTuyHe 3abapBNeHHs Ha rpaHynouuTax
aHTU-Mmienonepokcugasow-FITC
KinbKiCTb MO3UTUBHKX NOAIV (CepeaHe 3HaYeHHs) = 13246
Mix onepaTtopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismun | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
LlinbHa KpoB 3 renapuMHOM:
3abapBneHHss Mem6paH CD45/CD14 = yncrtoTa nimdouuris
KinbKiCTb MO3UTUBHUX NMOiN (CepeaHe 3HaYeHHs) = 6824
Mix onepaTtopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepiamun cepismu | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
3abapBneHHa membpaH CD45/CD14 = BigHOBNeHHA nimdouunTie
KinbkicTb No3nTMBHMX Nogdini (cepegHE 3HaYeHHs) = 6824
Mixx onepatopamu | Mixx umtomeTpamm | Y mexax Mixx Mixx Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismu cepiamn | ogHiei cepil
BMMiplOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnasmaTuyHe 3a6apBreHHs Ha MOHoLuMUTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbKkiCTb MO3UTUBHKX NOAiV (CepeaHe 3HaYeHHs ) = 961
Mix onepatopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepiamn cepiamn | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTOonnazmaTuyHe 3abapBneHHs Ha rpaHynouuTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbKicTb NO3NTUBHMX Nogdil (cepedHe 3HaYeHHs) = 20742
Mixx onepatopamu | Mixx untomeTpamm | Y mexax Mix Mixx Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BVMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
3abapBneHHss MeMb6paH CD45/CD14 = unctoTta nimdoumTis
KinbkicTb NO3NTUBHMX Nogdili (cepedHe 3HayYeHHs) = 12355
Mixx onepatopamu | Mixx untomeTpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BVMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

3abapBneHHsi Mem6paH CD45/CD14 = BigHOBNeHHs nimcouuTie

KinbkicTb NO3NTUBHMX Nogdini (cepedHe 3HayeHHs) = 12355
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Mixx onepatopamu | Mixx umtomeTpamm | Y mexax Mix Mixx Y mexax Ycboro
opHiei cepii | cepismu cepiamn | ogHiei cepil
B/MipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
PE3YIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnasmaTuyHe 3ab6apBreHHs Ha MOHoLMTax
aHTu-mienonepokcuaasor-FITC
KinbKicTb MO3UTUBHUX NModin (cepegHe 3HaYeHHs) = 1483
Mix onepaTtopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepiamn cepismun | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnazmaTuyHe 3abapBneHHs Ha rpaHynouuTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbKicTb NO3NTUBHMX Nogdil (cepedHe 3HayYeHHs) = 32715
Mixx onepatopamu | Mixx untomeTpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BVMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
KictkoBui mo3sok 3 EOTA:
3abapBneHHsi Mem6paH CD45/CD14 = yncrtoTa nimdouurise
KinbKiCTb MO3UTUBHUX Nogdin (cepegHe 3HaYeHHs1) = 8808
Mix onepaTtopamu | Mix untometrpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
3abapeneHHA membpaH CD45/CD14 = BigHOBNeHHs nimdouunTis
KinbkicTb MO3UTUBHUX NMogdin (cepegHe 3HayeHHs1) = 8808
Mix onepatopamu | Mix untometrpamum | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepiamn cepiamn | ogHiei cepii
BMMipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnasmaTuyHe 3ab6apBreHHs Ha MOHoLuuTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbKiCTb MO3UTUBHUX NOZin (CepegHe 3HaYeHHs) = 2212
Mix onepaTtopamu | Mix untometrpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
BMMIipIOBaHb| BUMiptoBaHb
KB (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IHTpauuTonnasmaTuyHe 3abapBneHHs Ha rpaHynouuTax
aHTU-mienonepokcugasor-FITC
KinbKiCTb NO3UTUBHKX NOodin (cepegHe 3HaveHHs) = 33181
Mix onepatopamu | Mix uutometpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Yeboro
ofHiei cepii | cepismn cepismu | ogHiei cepii
B/MipIOBaHb| BUMiptOBaHb
KB (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
PE3YIIbTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

YUNCTOTA TA BIAHOBJIEHHA JNNIM®OLUTIB

UuctoTy Ta BigHOBMNEHHA nimdounTiB OLiHIOBanNM BianoBigHO Ao pekomeHpauin CDC (5).

Kpoe 10 3gopoBux AOoOHOpIB,
BifibpaHmx y EATA, renapuHi, ACD, i 5 3paskiB KICTKOBOro MO3Ky MapKyBanu CyMilLLLI0 MOHOKITOHanbHUX aHTuTin CD45-FITC

Ta CD14-PE. CepegHi 3Ha4yeHHS BiOHOBIEHHS Ta YACTOTU, @ TAKOX Aiana3oH HaBedeHi B HACTYMHUX Tabnmusx:
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LinbHa kpoB 3 EATA
MapameTp BigHOBNEHHs YucroTta
YcepegHeHa 93,6 89,7
MiH./Makc. 86,1 /97,6 83,56 /955
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LlinbHa KpoB 3 renapuHom
MapameTp BigHOBNEHHs Yucrtota
YcepegHeHa 94,3 87,6
MiH./Makc. 84,9 /97,7 81,5/ 943
LlinbHa kpoB 3 ACD
MapameTp BigHoBneHHs Yucrtota
YcepegHeHa 94,2 94,6
MiH./Makc. 91,1/ 98,5 87,6 /97,7
KictkoBun mo3ok 3 EOTA
[MapameTp BigHOBNEHHS YucroTta
YcepegHeHa 80,7 71,8
Min./Makc. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

OBMEXEHHHA

1. Pesynbraty NpoTOYHOI LMTOMETPII MOXYTb BYTU NMOMUNKOBMMU, SIKLWO BKasaHe HWx4Ye He Oyrno BMKOHAHO HaneXxHuwm
YMHOM: BUPIBHSHO LIUTOMETP, CKOMMEHCOBaHO BUTIK onlyopecLeHLii, 34iiCHEHO NO3WLIOHYBaHHSA AiNAHOK.

2. TleBHi enitonn MoXyTb ByTH YyTnMBUMK A0 popmManbaeriay abo canoHiHy. KoxHa nabopartopis mae BanigyBatv yMOBU
BUKOPWUCTaHHS MOHOKMOHAMNBbHUX aHTUTIM.

3. bByne oTpumaHo TOYHI 1 BigTBOPIOBaHI pe3ynbraTtu, SKLLO NpoLeaypy 3aCTOCOBYHOTLCS BiNOBIAHO A0 TEXHIYHOT IHCTPYKLI,
LLIO AoJdaETbCS, | CTaHAapPTIB HaNeXxHoi nabopaTtopHOi NPaKTUKK.

4. Len peareHT 6yB ONTMMI30BaHUM AMS HAOAHHA KPALLOro 3 MOXIIMBMX CMiBBIgHOLIEHb CMeLMiYHOro curHany no
HecneuudivyHoro curHany. ToMy BaXKIMBO OOTPUMYBATUCSA CMiBBIgHOLWEHHS 00’€My peareHTy Ta KiflbKOCTi NIEAKOLMTIB
Ta epuUTPOLMTIB Y KOXHOMY TECTi.

5. 3a HasiBHOCTI 3aHaATO BENMKOI KINMbKOCTI KITITUH pO3BEAiTb BCi 3pasky 3 BUKOPUCTaHHAM GydepHoro posumHy PBS go
OTPMMaHHS 3Ha4YeHHsA MeHLe Hix 5 x 10° nevikounTie/n Ta MeHwe Hix 6 x 10'2 eputpoumnTie/n (6).

6. VY pasi gesiknx 3axBopioBaHb abo CTaHiB, AK-OT TsKKa HUPKOBA HEAOCTATHICTL abo remornobiHonarii, nisuc epuTpoumnTis
Moxe ByTu NoBiNbHNUM, HEMOBHUM ab0 HaBiTb HEMOXIMBUM. Y LIbOMY pasi PEKOMEHAYETLCS BULINATA MOHOHYKIEapHi
KNITUHW 3a rPagieHTOM LUINbHOCTI (3 BUKOPUCTaHHAM doikony, Hanpuknag) nepen dapbyBaHHAM (7).

[vB. npuknagu n nocunaHHa B goaatky.

TOPIOBEJIbHI MAPKH

Beckman Coulter, ctunizoBaHui norotun, ToBapHi 3Haku n cepsicHi mapku Beckman Coulter, BkasaHi TyT, € TOproBensHMMM
MapkaMu abo 3apeecTpoBaHMMU TOProBenbHMMM MapkaMu komnaHrii Beckman Coulter, Inc. y CnonyyeHux Ltatax AMepukm
M iHWKX KpalHax.

AOOATKOBA IHOOPMALIA

[ns nauieHTta / KopucTyBada / TpeTboi CTOPOHM B €BponericbkoMy Cotosi Ta B KpaiHax 3 if€HTUYHOK CUCTEMOK HOPMATUBHOIO
perynioBaHHa (PernameHnT 2017/746/€C npo megunyHi BUpobu Ans AiarHOCTUKKM in Vitro); SKLWO nif Yac BUKOPUCTAHHSA LbOro
npucTpoto abo B pe3ynbTaTi Moro BUKOPUCTAHHSI CTABCA CEPWO3HWMIA iHLMOEHT, NOBiAOMTE Npo ue BMPOOHMKY i (abo) noro
YNOBHOBaXXEHOMY NpeaCTaBHUKY Ta MiCLLEBOMY HaLiOHarNbHOMY OpraHy.

ICTOPIA 3MIH
[PEOAKUIS AF [

Hata Bunycky: CivyeHb 2021 p.

PEOAKLIA AW |
OHoOBREHHs1 MatoTb Bignosigatk MobankeHin noniTvui woao
MapkyBaHHs komnaHii Beckman Coulter i Bumoram 1VD-R
(€C)2017/746:

[opaHi poaginu

LlinboBun kopuctysad, MpeunsiniHictb, BigHoBneHHs Ta
yucToTa nimcouuTie, [logaTkosa iHdopmaluis, IcTopis 3miH
[OuB. po3ainu «lMonepenxeHHs Ta 3anobikHi 3axoan»,
«36epiraHHst Ta cTabinbHICTbY, «OBMEXEHHS»
MonepemxeHHs Ta 3anobixHi 3axogu, Knacudikauis
Hebesnek GHS, 36epiraHHsA Ta cTabinbHiCTb, O3Haku
ncysaHHs, Mpoueaypa, Poboui xapakTepucTukm
BHyTpilwHb0NnabopaTopHa BiATBOPIOBAHICTb

Hopana iHdopmauisa

OHoBreHi po3ginu

BuganeHi posginu

Cnucok cumBonis
Mocapin cumBoniB JocTynHUIM Ha canTi beckman.com/techdocs (aokymeHT Ne B60062)
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Reagente 1 Reagente 2
Agente fixador Agente permeabilizante
Formulagao Liquido Liquido
Substancia ativa Formaldeido Saponina
Volume 5 mL 5 mL
Numero de frascos 3 frascos 3 frascos
Volume por teste 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 testes; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL por teste

Para uso em diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

O IntraPrep consiste em dois reagentes prontos para uso que induzem a permeabilidade da membrana citoplasmatica
dos leucécitos para a demonstracdo de determinantes antigénicos intracelulares por meio de anticorpos fluorescentes
monoclonais. O IntraPrep é utilizado na preparagdo de amostras bioldgicas para analise por citometria de fluxo. Ele tem
sido otimizado para minimizar a coloragdo ndo especifica neste tipo de andlise (1,2,3,4).

PRINCIPIO

Como primeiro passo, as células sao fixadas com o reagente 1. Apés a lavagem, a permeabilidade é induzida com o reagente
2 e os eritrocitos remanescentes sao lisados. Durante essa etapa, as células sdo colocadas em contato com anticorpos
monoclonais conjugados especificos para determinantes antigénicos intracelulares. Em seguida, os leucécitos sdo analisados
por citometria de fluxo.

A demonstragéo de determinantes antigénicos de superficie continua a ser possivel. Nesse caso, os anticorpos monoclonais
conjugados especificos s&o incubados antes da fixagao.

O citémetro de fluxo mede a dispersédo da luz e a fluorescéncia das células. Ele possibilita a localizagdo da populagao de
interesse na janela eletrbnica definida em um histograma, que correlaciona a dispersao ortogonal da luz (disperséo lateral ou
DL) e a disperséo de luz de angulo estreito (dispersao frontal ou DF). Outros histogramas que combinam dois dos diferentes
parametros disponiveis no citdmetro também sao utilizados no estagio de delimitacdo, dependendo da aplicagédo escolhida
pelo usuario.

A fluorescéncia das células delimitadas é analisada para distinguir os eventos de coloragao positiva daqueles sem coloragao.
Os resultados sao expressos como uma porcentagem dos eventos positivos em relagdo a todos os eventos adquiridos pela
delimitagao.

USUARIO PREVISTO

Este produto destina-se ao uso laboratorial profissional.

AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso ou de medula éssea devem ser coletadas utilizando tubos de amostra estéreis que contenham
um sal de EDTA, ACD ou heparina como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente (18-25°C) e ndo devem ser agitadas. As amostras devem ser
homogeneizadas por agitagdo delicada antes da remogéao da amostra de teste.

As amostras devem ser analisadas no prazo de 24 horas apés a coleta.

AVISOS E PRECAUGCOES
1. Na&o use o reagente apds o prazo de validade.
N&o congele.
Minimize a exposigao a luz.
Evite a contaminagéo microbiana dos reagentes, pois isso pode gerar falsos resultados.
O reagente 1 contém formaldeido. O formaldeido é toxico e alergénico. Acredita-se que seja um agente carcinogénico.

O reagente 2 contém azida sédica (NaN,). Deve ser manipulado com cuidado. N&o utilize internamente e evite o
contato com pele, mucosas e olhos. Além disso, em meios acidos, a azida sédica pode formar um &cido hidrazoico
potencialmente perigoso. Se for preciso descartar essa substancia, recomenda-se que o reagente seja diluido em um
grande volume de agua antes de coloca-lo no sistema de drenagem para evitar o acimulo da nitreto de sédio nos canos
de metal e o risco de exploséo.

7. Todas as amostras de sangue devem ser consideradas como potencialmente infecciosas e devem ser manipuladas com
cuidado (em particular: uso de luvas, jalecos e 6culos de protegéo).

o gk wbd
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8. Nunca coloque a pipeta na boca e evite qualquer contato das amostras com a pele, mucosas e olhos.

9. Os tubos de sangue e o material descartavel utilizado para manuseio deve ser descartado em recipientes ad hoc
destinados a incineragéo.

10. Os reagentes e os residuos devem ser eliminados de acordo com os requisitos locais.

CLASSIFICACAO DE PERIGO DO GHS
Reagente 1: Fixagao PERIGO

SO

H302 Nocivo por ingestao.

H313 Pode ser nocivo em contato com a pele

H314 Provoca queimaduras na pele e lesbes oculares
graves.

H317 Pode provocar reacbes alérgicas na pele.

H341 Suspeito de provocar anomalias genéticas.

H350 Pode provocar cancer.

H370 Provoca lesbes aos 6rgéos.

P201 Obtenha instrugdes especificas antes do uso.

P280 Use luvas de protegao, roupa de protegao e

protecao ocular/facial.
P303+P361+P353 EM CASO DE CONTATO COM A PELE (ou com
0 cabelo): enxague a pele com agua.
P305+P351+P338 EM CASO DE CONTATO COM OS OLHOS:
enxague cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contato,
retire-as, se for facil. Continuar enxaguando.
P310 Chame imediatamente um CENTRO
DE CONTROLE DE INTOXICACOES E
ENVENENAMENTOS ou um médico.
Metanol 1 - 2%
Formaldeido 5 - 10%

A Folha de dados de segurancga esta disponivel em beckman.com/techdocs

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

A IntraPrep é armazenada entre 18-25°C.

Estabilidade do frasco fechado: o reagente é estavel por 517 dias.
Estabilidade do frasco aberto: o reagente é estavel por 90 dias.

Consulte o certificado de analise especifico do lote em www.beckman.com.

EVIDENCIA DE DETERIORAGAO

Qualquer alteracédo no aspecto fisico dos reagentes podera indicar deterioragéo e o reagente nao devera ser utilizado.

Para obter informacdes adicionais ou se o produto recebido estiver danificado, entre em contato com o servigo de atendimento
ao cliente da Beckman Coulter através do numero 800-742-2345 (EUA ou Canada) ou entre em contato com o representante
local da Beckman Coulter.

CONTEUDO

A azida sdédica utilizada como conservante pode formar compostos explosivos em canos de escoamento metalicos. Consulte
o Boletim do NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health [Instituto de seguranga e saude ocupacional dos
EUA]): Explosive Azide Hazard (Perigos de explosdo de azida) (16/8/76).

Para evitar o possivel acimulo de compostos de azida, enxague os canos de escoamento com agua apos o descarte do
reagente ndo diluido. O descarte da azida sddica deve ser efetuado de acordo com as normas locais apropriadas.
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MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:
+ Tubos de amostra e material necessario para amostragem.
* Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 10, 20, 50, 100 e 500 uL.
* Tubos plasticos de hemdlise.
» Anticorpos monoclonais especificos (mAb).
+ Controles negativos.
» Reagente de fixagao de leucécitos. Por exemplo: Solugéo fixadora [OTest 3 (Ref. A07800).
+ Tampéao (PBS: fosfato de sédio a 0,01 M; cloreto de sddio a 0,145 M; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Agitador automatico (tipo vortex).
» Citbmetro de fluxo.

PROCEDIMENTO

A — Coloragao intracitoplasmatica
A concentragao de glébulos vermelhos na amostra deve ser inferior a 6 x 10° por uL (6 x 10'?/L). Se necessario, dilua em PBS.
A concentragdo de leucécitos na amostra deve ser inferior a 5 x 10° por uL (5 x 10°%L). Se necessario, dilua em PBS.

Para cada amostra analisada, além do tubo de teste, um tubo de controle pode ser adicionado no qual as células séo
misturadas na presenca do controle negativo correspondente a coloracao especifica selecionada.

1. Adicione 50 yL da amostra de teste a cada tubo.

2. Adicione 100 uL de reagente 1 a cada tubo. Agite fortemente o vértice imediatamente apds cada adigao.

3. Incube durante 15 minutos em temperatura ambiente (18—-25°C).

4. Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

5. Centrifugue por 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

6. Retire o sobrenadante por aspiracao.

7. Adicione 100 pL do reagente 2 a cada tubo. NAO AGITE EM VORTEX. Deixe o reagente 2 difundir naturalmente no
precipitado celular.

8. Incube durante 5 minutos em temperatura ambiente (18-25°C) SEM AGITAR.

9. Agite levemente a mao 2 a 3 segundos.

10. Adicione a quantidade necessaria de mAb (especifico para um determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo
de teste e, se necessario, adicione a quantidade apropriada de controle negativo a cada tubo de controle.

11. Agite o vortice cuidadosamente tubo a tubo.

12. Incube durante 15 minutos em temperatura ambiente (18-25°C), protegido da luz.
13. Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

14. Centrifugue por 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

15. Remova o sobrenadante por aspiragédo e ressuspenda o precipitado celular com 0,5 mL ou 1 mL de solugao fixativa
IOTest 3 (REF A07800) a concentracdo de trabalho (1X). Depois de fixadas, as preparagdes podem ser armazenadas
durante 24 horas entre 2 e 8°C protegidas da luz.

B — Coloragao intracitoplasmatica e das membranas

A concentracado de glébulos vermelhos na amostra deve ser inferior a 6 x 10° por puL (6 x 10'?/L). Se necessario, dilua com
PBS.

A concentragao de leucécitos na amostra deve ser inferior a 5 x 10° por uL (5 x 10°L). Se necessario, dilua com PBS.

Para cada amostra analisada, além do tubo de teste, um tubo de controle pode ser adicionado no qual as células séo
misturadas na presenga do controle negativo correspondente a coloragéo especifica selecionada.

1. Adicione 50 pyL da amostra de teste a cada tubo.

2. Adicione a quantidade necessaria de mAb (especifico para um determinante antigénico membranoso) a cada tubo de
teste e, se necessario, adicione a quantidade apropriada de controle negativo a cada tubo de controle.

3. Agite o vértice cuidadosamente tubo a tubo.

4. Incube durante 15 minutos em temperatura ambiente (18-25°C), protegido da luz.

5. Adicione 100 L de reagente 1 a cada tubo. Agite fortemente o vértice imediatamente apds cada adigéo.
B59371-AW 210 of 238



Incube durante 15 minutos em temperatura ambiente (18—-25°C).
Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

Centrifugue por 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.
Retire o sobrenadante por aspiragao.

0. Adicione 100 pL do reagente 2 a cada tubo. NAO AGITE EM VORTEX. Deixe o reagente 2 difundir naturalmente no
precipitado celular.

11. Incube durante 5 minutos em temperatura ambiente (18-25°C) SEM AGITAR.
12. Agite levemente a mao 2 a 3 segundos.

13. Adicione a quantidade necessaria de mAb (especifico para um determinante antigénico intracitoplasmatico) a cada tubo
de teste e, se necessario, adicione a quantidade apropriada de controle negativo a cada tubo de controle.

14. Ao tubo de controle, adicione 20 uL de controlo isotopico.

15. Agite o voértice cuidadosamente tubo a tubo.

16. Incube durante 15 minutos em temperatura ambiente (18-25°C), protegido da luz.
17. Adicione 4 mL de PBS a cada tubo.

18. Centrifugue por 5 minutos a 300 x g a temperatura ambiente.

19. Remova o sobrenadante por aspiracédo e ressuspenda o precipitado celular com 0,5 mL ou 1 mL de solugao fixativa
IOTest 3 (REF A07800) a concentracdo de trabalho (1X). Depois de fixadas, as preparagdes podem ser armazenadas
durante 24 horas entre 2 e 8°C protegidas da luz.

DESEMPENHO

Os dados de desempenho séo obtidos usando o procedimento descrito anteriormente em amostras de sangue com menos
de 24 horas, coletadas previamente em tubos estéreis com sal de EDTA como anticoagulante. A analise é realizada no prazo
de 2 horas apds a imunocoloragao.

PRECISAO

Os valores percentuais positivos foram determinados usando-se sangue total e medula éssea. Cada amostra foi processada
4 vezes, duas vezes por dia durante 1 dia em 2 instrumentos, usando 2 lotes do reagente de permeabilizagéo IntraPrep.
As medicdes (% de positivos) foram realizadas no citdmetro de fluxo Navios. A analise foi realizada com base no método
EP5-A2 do CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Avaliacdo de desempenho de
precisao de métodos de medi¢do quantitativos).

Nossos critérios de aceitagdo dependem do numero de eventos positivos medidos para cada populagao:
+ Se eventos positivos <1.500, CV <15%
» Se eventos positivos >1.500, CV <10%

Sangue total em EDTA:

Coloracdo de membrana CD45/CD14 = pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8877

= © ® N>

Entre operadores | Entre citdmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefpposcessamefpto
CV (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracdo de membrana CD45/CD14 = recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8877

Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefpposcessamefpto
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_mondcitos

Numero de eventos positivos (média) = 1070

Entre operadores | Entre citdmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefposcessamefpto
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracgao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 13246
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Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefpposcessamefpto
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sangue total em HEPARINA:
Coloracdo de membrana CD45/CD14 = pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 6824
Entre operadores | Entre citdmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefpto
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracao de membrana CD45/CD14 = recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 6824
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefpto
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 961
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefpto
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracgao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 20742
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamepposcessamefto
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sangue total em ACD:
Coloracdo de membrana CD45/CD14 = pureza linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 12355
Entre operadores | Entre citdmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefpto
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracao de membrana CD45/CD14 = recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 12355
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefpto
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 1483
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamepposcessamefto
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Coloracgao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 32715
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamefposcessamefto
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Medula 6ssea em EDTA:

Coloracdo de membrana CD45/CD14 = pureza linfocitica

Numero de eventos positivos (média) = 8808
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Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefpposcessamefpto
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracdo de membrana CD45/CD14 = recuperacao linfocitica
Numero de eventos positivos (média) = 8808

Entre operadores | Entre citdmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefposcessamento
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloracao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em_mondcitos
Numero de eventos positivos (média) = 2212

Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefpposcessamefpto
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Coloragao intracitoplasmatica de antimieloperoxidase-FITC
em granulécitos
Numero de eventos positivos (média) = 33181

Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total

lote processamefposcessamefto
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

RECUPERAGAO E PUREZA LINFOCITICAS

A recuperacao e pureza linfociticas foram avaliadas de acordo com as recomendagdes do CDC (5). O sangue de 10 doadores
saudaveis amostrado em EDTA, heparina e ACD e 5 medulas dsseas foram marcados com uma mistura de anticorpos
monoclonais CD45-FITC e CD14-PE. Os valores médios da recuperacgdo e da pureza, bem como a faixa, sdo apresentados
nas tabelas a seguir:

Sangue total em EDTA

Parametro Recuperacéo Pureza
Média 93,6 89,7
Min./Max. 86,1 /97,6 83,5/955
Sangue total em HEPARINA

Parametro Recuperacéo Pureza
Média 94,3 87,6
Min./Max. 84,9 /97,7 81,5/943
Sangue total em ACD

Parametro Recuperacgéo Pureza
Média 94,2 94,6
Min./Max. 91,1/ 98,5 87,6 /1 97,7
Medula 6ssea em EDTA
Parametro Recuperacao Pureza
Média 80,7 71,8
Min./Max. 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

LIMITAGOES

1. A citometria de fluxo pode produzir resultados falsos se o citbmetro nao for alinhado perfeitamente, se os vazamentos
de fluorescéncia nao forem corretamente compensados e se as regides nao forem cuidadosamente posicionadas.

2. Alguns determinantes antigénicos podem ser sensiveis ao formaldeido ou a saponina. Cada laboratério deve validar as
condigdes de utilizagao dos anticorpos monoclonais.

3. Serao obtidos resultados exatos e reproduziveis desde que os procedimentos utilizados estejam em conformidade com
o folheto técnico e sejam compativeis com as boas praticas de laboratério.

4. Esse reagente tem sido otimizado para oferecer a melhor relagéo entre sinal especifico e sinal ndo especifico. Por isso,
€ importante considerar a relagao entre volume do reagente e niumero de leucdcitos e eritrécitos em cada teste.

5. No caso de hipercelularidade, dilua a amostra em PBS para obter uma concentracao inferior a 5 x 10° de leucécitos/L e
inferior a 6 x 10 de glébulos vermelhos/L (6).
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6. Em certos estados da doenga, como insuficiéncia renal grave e hemoglobinopatias, a lise das hemacias pode ser lenta,
incompleta ou até mesmo impossivel. Nesse caso, recomenda-se isolar as células mononucleadas usando um gradiente
de densidade (Ficoll, por exemplo) antes da coloracao (7).

Consulte 0 anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

Beckman Coulter, o logotipo estilizado e as marcas dos produtos e servicos da Beckman Coulter mencionados neste
documento s&do marcas comerciais ou marcas comerciais registradas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e em
outros paises.

INFORMAGOES ADICIONAIS

Para um paciente/usuario/terceiro na Unido Europeia e em paises com regime regulatério idéntico (Regulamentagao
2017/746/UE sobre In vitro Diagnostic Medical Devices [Dispositivos médicos de diagndstico in vitro]), se, durante o uso
deste dispositivo ou como resultado de seu uso, ocorrer um incidente grave, relate-o ao fabricante e/ou ao seu representante
autorizado e a sua autoridade nacional.

HISTORICO DE REVISAO

|REVISAO AF: | Data de publicacdo: Janeiro de 2021

REVISAO AW: [
Atualizagdes para o cumprimento da Global labelling Policy
(Politica de rotulagem global) da Beckman Coulter e de
acordo com os requisitos da IVD-R (UE)2017/746:

Secdes adicionadas Usuario pretendido, Precisdo, Recuperagao e pureza
linfociticas, Informacdes adicionais, Histérico de revisdo
Informagdes adicionadas Consulte as segdes Avisos e precaugdes, Armazenamento
e estabilidade, Limitacdes
Secdes atualizadas Avisos e precaugdes, Classificagdo de perigo do

SGH, Armazenamento e estabilidade, Evidéncia de
deterioracédo, Procedimento, Desempenho
Secgdes removidas Reprodutibilidade intralaboratorial

Legenda dos simbolos
O Glossério de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (documento nimero B60062)
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Reagens 1 Reagens 2
Fixeermiddel Permeabilisatiemiddel
Samenstelling Vloeibaar Vloeibaar
Actieve stof Formaldehyde Saponine
Volume 5 mL 5 mL
Aantal buisjes 3 buisjes 3 buisjes
Volume per test 100 uL 100 uL

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 150 tests; 6 x 5 mL
2 x 0,1 mL/test

Voor in vitro diagnostisch gebruik

BEOOGD GEBRUIK

IntraPrep bestaat uit twee gebruiksklare reagentia, die in het cytoplasmatische membraan van leukocyten de permeabiliteit
induceren voor het aantonen van intracellulaire antigene determinanten door middel van monoklonale fluorescente
antilichamen. IntraPrep wordt gebruikt om biologische monsters voor te bereiden voor analyse door middel van
flowcytometrie. Het is geoptimaliseerd om de niet-specifieke kleuring in dit type analyse te minimaliseren (1,2,3,4).

PRINCIPE

Als eerste stap worden de cellen gefixeerd met reagens 1. Na spoelen wordt permeabiliteit geinduceerd met reagens 2 en
worden de resterende erytrocyten gelyseerd. Gedurende dit stadium worden de cellen in contact gebracht met geconjugeerde
monoklonale antilichamen die specifiek zijn voor intracellulaire antigene determinanten. De leukocyten worden vervolgens
geanalyseerd door middel van flowcytometrie.

De demonstratie van opperviakte-antigene determinanten blijft niettemin mogelijk. In dit geval worden de specifieke
geconjugeerde monoklonale antilichamen véor de fixatie geincubeerd.

De flowcytometer meet de lichtdiffusie en de fluorescentie van cellen. Het maakt de lokalisatie van de betrokken populatie
mogelijk binnen het elektronische venster gedefinieerd op een histogram, wat de orthogonale verspreiding van licht (zijwaartse
verstrooiing of ZV) in verband brengt met de verspreiding van smalhoekig licht (voorwaartse verstrooiing of VV). Andere
histogrammen die twee van de verschillende beschikbare parameters op de cytometer combineren, kunnen worden gebruikt
als ondersteuning bij de gating-fase, afthankelijk van de door de gebruiker gekozen toepassing.

De fluorescentie van de afgeperkte cellen wordt geanalyseerd om de positief-gekleurde gebeurtenissen te onderscheiden van
de niet-gekleurde. De resultaten worden uitgedrukt als een percentage van positieve gebeurtenissen ten opzichte van alle
gebeurtenissen verzameld door de gating.

BEOOGDE GEBRUIKER

Dit product is bedoeld voor professioneel gebruik in het laboratorium.

MONSTERS

Monsters van veneus bloed of beenmerg moeten worden afgenomen met steriele buisjes die EDTA-zout of ACD of heparine
bevatten als anticoagulans.

De monsters moeten op kamertemperatuur (18-25 °C) worden gehouden en mogen niet worden geschud. Het monster moet
gehomogeniseerd worden door licht te schudden voordat het testmonster wordt afgenomen.

De monsters moeten worden geanalyseerd binnen 24 uur van venapunctie.

WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAATREGELEN

Gebruik het reagens niet na de uiterste houdbaarheidsdatum.

Niet invriezen.

Beperk de blootstelling aan licht.

Vermijd microbiéle verontreiniging van de reagentia, anders kunnen verkeerde resultaten optreden.

Reagens 1 bevat formaldehyde. Formaldehyde is toxisch en allergeen. Het is vermoedelijk een kankerverwekkende
stof.

6. Reagens 2 bevat natriumazide (NaN,;). Het moet met zorg behandeld worden. Niet innemen en elk contact met
huid, slijmvliezen en ogen vermijden. In een zuur medium kan natriumazide bovendien de potentieel gevaarlijke
waterstofazide vormen. Indien verwijdering nodig is, wordt het aanbevolen om het reagens te verdunnen in een groot
volume water voordat het in het afvoersysteem wordt gegoten, om de accumulatie van natriumazide in metalen buizen
en explosiegevaar te vermijden.

o bk wbd =
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7. Alle bloedmonsters moeten worden beschouwd als mogelijk besmettelijk en moeten voorzichtig worden gehanteerd (met
name: veiligheidshandschoenen, -jas en -bril dragen).

8. Pipetteer nooit met de mond en vermijd elk contact van de monster met huid, slijmvliezen en ogen.

9. Bloedbuisjes en wegwerpmateriaal die gebruikt zijn, moeten verwijderd worden in afvalcontainers bestemd voor
verbranding.

10. Reagentia en afval moeten verwijderd worden volgens de plaatselijke voorschriften.

GHS GEVARENCLASSIFICATIE
Reagens 1: fixatie GEVAAR

SO

H302 Schadelijk bij inslikken.

H313 Kan schadelijk zijn bij contact met de huid

H314 Veroorzaakt ernstige brandwonden op de huid
en oogletsel.

H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken.

H341 Verdacht van het veroorzaken van genetische
afwijkingen.

H350 Kan kanker verwekken.

H370 Veroorzaakt schade aan organen.

P201 Win speciale instructies in voorafgaand aan het
gebruik.

P280 Beschermende handschoenen/beschermende

kleding/oogbescherming/
gelaatsbescherming dragen.

P303+P361+P353 INDIEN OP HUID (of in haren): huid afspoelen
met water.

P305+P351+P338 INDIEN IN OGEN: gedurende verschillende
minuten voorzichtig spoelen met water. Indien
aanwezig en mogelijk: contactlenzen verwijderen.
Blijven spoelen.

P310 Bel onmiddellijk een GIFCENTRUM of een arts.
Methanol 1 - 2%

Formaldehyde 5 - 10%

Het veiligheidsinformatieblad is beschikbaar op beckman.com/techdocs

OPSLAG EN STABILITEIT

IntraPrep wordt bewaard bij 18-25 °C.

Stabiliteit van afgesloten buisje: het reagens is stabiel gedurende 517 dagen.
Stabiliteit van geopend buisje: het reagens is stabiel gedurende 90 dagen.
Zie batch-specifiek analysecertificaat op www.beckman.com.

BEWIJS VAN BEDERF

Elke wijziging in de fysieke verschijning van de reagentia kan wijzen op aantasting; het reagens mag dan niet langer gebruikt
worden.

Bel voor meer informatie, of als het product beschadigd is, met de klantenservice van Beckman Coulter op 800-742-2345 (VS
of Canada) of neem contact op met uw plaatselijke vertegenwoordiger van Beckman Coulter.

INHOUD

Een conserveringsmiddel van natriumazide kan explosieve verbindingen vormen in metalen afvoerleidingen. Zie
NIOSH-bulletin: Explosive Azide Hazard (Explosiegevaar van azide, 16-08-1976).
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Om de ophoping van azideverbindingen te vermijden, spoelt u de afvoerbuizen met water na verwijdering van onverdund
reagens. Natriumazide moet worden verwijderd volgens de toepasselijke plaatselijke voorschriften.

BENODIGD MATERIAAL DAT NIET IS MEEGELEVERD IN DE KIT:
» Monsterbuisjes en materiaal vereist voor monsterneming.
* Automatische pipetten met wegwerptips voor 10, 20, 50, 100 en 500 uL.
* Plastic hemolysebuisjes.
» Specifieke monoklonale antilichamen (mAb).
* Negatieve controles.
» Fixatiereagens voor leukocyten. Bijvoorbeeld: IOTest 3-fixeeroplossing (ref. A07800).
» Buffer (PBS: 0,01 M natriumfosfaat; 0,145 M natriumchloride; pH 7,2).
+ Centrifugeer.
» Automatische schudder (vortextype).
* Flowcytometer.

PROCEDURE

A - Intracytoplasmatische kleuring
Het aantal rode bloedcellen in het monster moet minder dan 6 x 10° per pL (6 x 10'?/L) bedragen. Verdun indien nodig in PBS.
Het aantal leukocyten in het monster moet minder dan 5 x10%/uL (5 x 10%L) bedragen. Verdun indien nodig in PBS.

Voor elk geanalyseerd monster kan naast het testbuisje één controlebuisje worden toegevoegd, waarin de cellen worden
gemengd in aanwezigheid van de negatieve controle die overeenkomt met de specifieke gekozen kleuring.

1. Voeg 50 pL van het testmonster toe aan elk buisje.

2. Voeg 100 pL reagens 1 toe aan elk buisje. Wervel krachtig onmiddellijk na elke toevoeging.

3. Incubeer 15 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C).

4. Voeg 4 mL PBS toe aan elke buis.

5. Centrifugeer gedurende 5 minuten bij 300 x g op kamertemperatuur.

6. Verwijder het supernatant door opzuiging.

7. Voeg 100 pL reagens 2 toe aan elk buisje. NIET WERVELEN, laat reagens 2 op natuurlijke wijze in de celpellet
diffunderen.

8. Incubeer gedurende 5 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), ZONDER TE SCHUDDEN.

9. Schud 2 tot 3 seconden zachtjes met de hand.

10. Voeg de benodigde hoeveelheid mAb (specifiek voor een intracytoplasmische antigeendeterminant) toe aan elk
testbuisje en voeg zo nodig de juiste hoeveelheid negatieve controle toe aan elk controlebuisje.

11. Wervel de buisjes een voor een voorzichtig.

12. Incubeer 15 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), beschermd tegen licht.
13. Voeg 4 mL PBS toe aan elke buis.

14. Centrifugeer gedurende 5 minuten bij 300 x g op kamertemperatuur.

15. Verwijder het supernatant door opzuiging en suspendeer de celpellet opnieuw in 0,5 of 1 mL IOTest 3-fixeeroplossing
(ref. A07800) bij de werkconcentratie (1X). Zodanig gefixeerd kunnen de bereidingen tussen 2 en 8 °C en uit het licht
24 uur worden bewaard.

B - Intracytoplasmatische en membraantechnische kleuring

Het aantal rode bloedcellen in het monster moet minder dan 6 x 10° per uL (6 x 10'?/L) bedragen. Verdun indien nodig met
PBS.

Het aantal leukocyten in het monster moet minder dan 5 x10%/puL (5 x 10%L) bedragen. Verdun indien nodig met PBS.

Voor elk geanalyseerd monster kan naast het testbuisje één controlebuisje worden toegevoegd, waarin de cellen worden
gemengd in aanwezigheid van de negatieve controle die overeenkomt met de specifieke gekozen kleuring.

1. Voeg 50 pL van het testmonster toe aan elk buisje.

2. Voeg de benodigde hoeveelheid mAb (specifiek voor een membraanantigeendeterminant) toe aan elk testbuisje en voeg
zo nodig de juiste hoeveelheid negatieve controle toe aan elk controlebuisje.

3. Wervel de buisjes een voor een voorzichtig.
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Incubeer 15 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), beschermd tegen licht.

Voeg 100 pL reagens 1 toe aan elk buisje. Wervel krachtig onmiddellijk na elke toevoeging.
Incubeer 15 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C).

Voeg 4 mL PBS toe aan elke buis.

Centrifugeer gedurende 5 minuten bij 300 x g op kamertemperatuur.

Verwijder het supernatant door opzuiging.

0. Voeg 100 pL reagens 2 toe aan elk buisje. NIET WERVELEN, laat reagens 2 op natuurlijke wijze in de celpellet
diffunderen.

11. Incubeer gedurende 5 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), ZONDER TE SCHUDDEN.
12. Schud 2 tot 3 seconden zachtjes met de hand.

13. Voeg de benodigde hoeveelheid mAb (specifiek voor een intracytoplasmische antigeendeterminant) toe aan elk
testbuisje en voeg zo nodig de juiste hoeveelheid negatieve controle toe aan elk controlebuisje.

14. Voeg aan elke controlebuis 20 pL isotypische controle toe.

= © ® N oA

15. Wervel de buisjes een voor een voorzichtig.

16. Incubeer 15 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), beschermd tegen licht.
17. Voeg 4 mL PBS toe aan elke buis.

18. Centrifugeer gedurende 5 minuten bij 300 x g op kamertemperatuur.

19. Verwijder het supernatant door opzuiging en suspendeer de celpellet opnieuw in 0,5 of 1 mL 10Test 3-fixeeroplossing
(ref. AO7800) bij de werkconcentratie (1X). Zodanig gefixeerd kunnen de bereidingen 24 uur tussen 2 en 8 °C en uit het
licht worden bewaard.

PRESTATIES

Prestatiegegevens worden verkregen met de hierboven beschreven procedure op minder dan 24 uur oude bloedmonsters
die eerder zijn verzameld in steriele buisjes met EDTA-zout als anticoagulans. De analyse wordt uitgevoerd binnen 2 uur na
immunokleuring.

PRECISIE

Het percentage positieve waarden werd bepaald met behulp van volbloed en beenmerg. Elk monster werd 4 maal
getest, tweemaal per dag gedurende 1 dag op 2 instrumenten, waarbij gebruik werd gemaakt van 2 batches
IntraPrep-permeabialisatiereagens. Metingen (% positief) werden uitgevoerd op de Navios-flowcytometer. Analyse werd
uitgevoerd op basis van de CLSI-methode EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (Evaluatie van de precisie van kwantitatieve meetmethoden).

Onze acceptatiecriteria zijn afhankelijk van het aantal positieve gebeurtenissen dat voor elke populatie wordt gemeten:
* In het geval van een positieve gebeurtenis <1500, VC <15%
* In het geval van een positieve gebeurtenis >1500, VC <10%

Volbloed-EDTA:

CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische zuiverheid
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 8877

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische recovery
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 8877

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische kleuring op monocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 1070

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische

kleuring op granulocyten

Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 13246

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Volbloed-HEPARINE:
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische zuiverheid
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 6824
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische recovery
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 6824
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische kleuring op monocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 961
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische
kleuring op granulocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 20742
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Volbloed-ACD:
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische zuiverheid
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 12355
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische recovery
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 12355
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische kleuring op monocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 1483
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische
kleuring op granulocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 32715
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Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Beenmerg-EDTA:
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische zuiverheid
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 8808
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14-membraankleuring = lymfocytische recovery
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 8808
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische kleuring op monocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 2212
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Antimyeloperoxydase-FITC intracytoplasmische
kleuring op granulocyten
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 33181
Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

LYMFOCYTISCHE ZUIVERHEID EN RECOVERY

De zuiverheid en recovery van de lymfocyten zijn beoordeeld volgens de aanbevelingen van het CDC (5). Het bloed van
10 gezonde donoren bemonsterd in EDTA, heparine en ACD en 5 beenmergen werden gelabeld met een mengsel van
monoklonale antilichamen CD45-FITC en CD14-PE. De gemiddelde waarden van de recovery en de zuiverheid, alsmede
het bereik zijn in de volgende tabellen vermeld:

Volbloed-EDTA
Parameter Recovery Zuiverheid
Gemiddelde 93,6 89,7
Min./max. 86,1 /97,6 83,56 /955
Volbloed-HEPARINE
Parameter Recovery Zuiverheid
Gemiddelde 94,3 87,6
Min./max. 84,9 /97,7 81,56/943
Volbloed-ACD
Parameter Recovery Zuiverheid
Gemiddelde 94,2 94,6
Min./max. 91,1 /98,5 87,6 /97,7
Beenmerg-EDTA
Parameter Recovery Zuiverheid
Gemiddelde 80,7 71,8
Min./max. 78,3 / 85,8 60,1 / 83,4

BEPERKINGEN

1. Flowcytometrie kan
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Bepaalde antigene determinanten kunnen gevoelig zijn voor formaldehyde of voor saponine. Elk laboratorium moet de
voorwaarden voor het gebruik van monoklonale antilichamen valideren.

Nauwkeurige en reproduceerbare resultaten worden verkregen zolang de gebruikte procedures in overeenstemming zijn
met de technische brochure en compatibel met goede laboratoriumpraktijken.

Dit reagens is geoptimaliseerd om de beste verhouding tussen specifiek en niet-specifiek signaal te bieden. Daarom is
het belangrijk dat de verhouding van reagensvolume/aantal leukocyten en erytrocyten in acht wordt genomen bij elke
test.

In het geval van hypercellulariteit,verdunt u het monster in PBS om minder dan 5 x 10° leukocyten/L en minder dan 6 x
10" rode bloedcellen/L te verkrijgen (6).

In sommige stadia van een aandoening, zoals ernstig nierfalen of hemoglobinopathieén, kan de ontbinding van rode
cellen traag verlopen, onvolledig of zelfs onmogelijk zijn. In dit geval wordt het aanbevolen om cellen met één kern te
isoleren met een dichtheidsgradiént (bijvoorbeeld Ficoll) voorafgaand aan de kleuring (7).

Zie de bijlage voor voorbeelden en referenties.

Handelsmerken

Beckman Coulter, het gestileerde logo en de merken van Beckman Coulter-producten en -services in dit document zijn
handelsmerken of gedeponeerde handelsmerken van Beckman Coulter, Inc. in de Verenigde Staten en andere landen.

AANVULLENDE INFORMATIE

Voor patiénten/gebruikers/derden in de EU en in landen met soortgelijke regelgeving (Verordening 2017/746/EU inzake in-vitro
diagnostische medische apparaten); als er zich tijdens of als gevolg van het gebruik van dit apparaat een ernstig incident
voordoet, dient u dit te melden bij de fabrikant en/of diens bevoegde vertegenwoordiger en bij uw nationale autoriteiten.

REVISIEGESCHIEDENIS

|REVISIE AF:

Uitgiftedatum: Januari 2021

REVISIE AW:

Bijgewerkt om te voldoen aan het wereldwijde
etiketteringsbeleid van Beckman Coulter en volgens de
vereisten van IVD-R (EU)2017/746:

Toegevoegde paragrafen

Beoogde gebruiker, Precisie, Lymfocytische recovery en
zuiverheid, Aanvullende informatie, Revisiegeschiedenis

Toegevoegde informatie

Zie de paragrafen Waarschuwingen en
voorzorgsmaatregelen, Opslag en stabiliteit, Beperkingen

Bijgewerkte paragrafen

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen,
GHS-gevarenclassificatie, Opslag en stabiliteit,
Bewijs van bederf, Procedure, Prestaties

Verwijderde paragrafen

Intra-lab reproduceerbaarheid

Verklaring van symbolen
Overzicht met verklaring van symbolen is beschikbaar op beckman.com/techdocs (documentnummer B60062)
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Thuéc ther 1 Thuéc thir 2
Thudc thtr cd dinh Tac nhan thdm thau

Cong thirc Léng Léng

Hoat chat Formaldehyde Saponin

Thé tich 5 mL 5 mL

S6 lo 3o 3 lo

Thé tich trong mbi xét 100 pL 100 uL
nghiém

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 Missing translation for
glossary ID 137326 (150 tests; 6 x 5
mL
2 x 0.1 mL / test)

Dung dé chan doan In Vitro

MUC DiCH SU’ DUNG

IntraPrep bao gébm hai thuc thir s&n ding, tao ra tinh thdm trong mang té bao chét ctia bach cau dé chirng minh cac yéu td
quyet dinh khang nguyén ndi bao bang khang thé huynh quang don dong. IntraPrep dugc dung dé chuén bi mau sinh hoc
nham phan tich bang phwong phap dém té bao dong chay. IntraPrep da dwoc téi wu héa dé gidm thiéu viéc nhudém mau
khdng dac hiéu trong loai phan tich nay (1,2,3,4).

NGUYEN TAC

Bwdc dau tién, ¢ dinh té bao bang thudc thir 1. Sau khi rira, tao tinh tham bang thude thir 2 va ly gidi s6 hong cau con lai.
Trong giai doan nay, té bao dwoc tiép xuc voi khang thé don dong céng hop dac hiéu cho yeu to quyét dinh khang nguyén
néi bao. Sau do, phan tich bach cau bang phwong phap dém té bao dong chay.

Tuy nhién, vén c6 thé chirng minh céc yéu té quyét dinh khang nguyén bé mat. Trong trwdng hop nay, khang thé don dong
lién hop dac hiéu dugc U trwde khi co dinh.

May dém té bao dong chdy do mwrc khuéch tan anh sang va phat huynh quang cla cac té bao. Diéu nay giup xac dinh noi
khu tri cGia quan thé quan tam trong khung thoi gian dién tk trén biéu dd, twong quan voi sy khuéch tan truc giao anh sang
(Tan xa goc bén hay SS) va khgech tan anh sang goc hep (Tan xa goc thdng hay FS). C6 thé dung cac biéu db khac (két
hop hai trong cac théng s c6 san trén may dem té bao) dé ho trg trong giai doan khoanh vung tuy thudc vao (rng dung ma
ngwoi dung chon.

Huynh quang clia c4c té bao da phan dinh dugc phan tich dé phan biét cac sy kién nhudém dwong tinh voi cac sy kién khong
nhudm. Két quéa dwoc biéu thi bang ty 1& phan tram sé sy kién dwong tinh so véi tat ca sw kién thu dwoc tir viéc khoanh ving.
POI TWONG NGUOl DUNG

San pham nay chi diing cho muc dich chuyén mén trong phong xét nghiém.

MAU

Phai 14y mau mau tinh mach hodc tlly xwong vao éng vé trung khang déng bang mudi EDTA, ACD hod&c heparin.

Phai bdo quan mau & nhiét do phong (18 — 25°C) va khéng lac mdu. M&u phai dwoc tron déu bang cach khuéy nhe truéc
khi lay mau xét nghiém.

Phai phan tich cac mau trong vong 24 gi® sau khi Iéy ttr tinh mach.
CANH BAO VA BIEN PHAP PHONG NGUA
1. Khéng dung thubc thir da hét han s dung.
Khoéng lam déng lanh.
Giam thiéu tiép xuc véi anh sang.
Tranh lam thudc th bi nhiém khuan, néu khong, cé thé dan dén két qua sai.

Thubc thtr 1 cé chira formaldehyde. Formaldehyde 1a chét doc hai va gay di (’ng. Chét nay dwoc cho la tac nhan gay
ung thw.

6. Thuéc thtr 2 chiva natri azit (NaN;). Phai can than khi x& ly. Khéng dwoc ubng va tranh moi tiép xdc véi da, niém mac
va mét. Ngoal ra, trong mdi trudng axit, natri azide co thé tao thanh axit hydrazoic tiém an nguy hiém. Néu can phai thai
bo, ban nén pha Ioang thudc thir trong nhleu nwéc trwdc khi thai vao hé théng thoat nwéc dé tranh tich tu natri azide
trong éng kim loai va dé tranh nguy co nd.

o~ wDd
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7. Phai coi tAt cd mau mau la c6 nguy co 1ay nhiém va xt ly can than (cu thé: deo ging tay, méc 4o choang va deo kinh
bao vé).

8. Tuyét dbi khong dung pipet bang miéng va tranh d& mau tiép xuc véi da, niém mac va mét.
9. Phai bd 6ng mau va vat liéu dung mét 1an da dung dé x ly trong thung chiva dac biét cho muc dich thiéu hay.
10. Phai thai bé thudc thir va chét thai theo yéu cau cla dia phuong.

PHAN LOAI MOI NGUY HIEM THEO GHS
Thuéc the 1: Cé dinh NGUY HIEM

SO

H302 C6 hai néu nuét phai.

H313 C6 thé c6 hai khi tiép xuc véi da

H314 Gay bdng da nghiém trong va héng mat.
H317 C6 thé gay ra mot phan trng di ting da.

H341 Nghi ng® gay ra cac khuyét tat di truyén.
H350 C6 thé gay ung thw.

H370 Gay tdn thwong cho cac co quan.

P201 Xin chi dan d&c biét trwdc khi st dung.

P280 S dung gang tay bdo hd, quan 4o bao ho va

thiét bi bao vé mat/mat.

P303+P361+P353 NEU DINH TREN DA (hodc toc): Rira sach da
bang nuoc.

P305+P351+P338  NEU DINH VAO MAT: Rira sach cén than bang
nuwoc trong vai phut. Thao kinh ap trong, néu co
va dé thao. Tiép tuc rira sach.

P310 Goi ngay bac s hoac TRUNG TAM CHONG
bOC.

Methanol 1 - 2%
Formaldehyde 5 - 10%

Bang d liéu an toan co6 sén tai beckman.com/techdocs

BAO QUAN VA PO ON DPINH

IntraPrep dwoc bao quan & 18-25°C.

Do 8n dinh cla 6ng chwa mé: thubc thir &n dinh trong 517 ngay.

Do 4n dinh clia 6ng da mé: thubc thtr 6n dinh trong 90 ngay.

Xem Gidy chirng nhan phan tich theo 16 cu thé tai www.beckman.com.

BANG CHUNG BIEN CHAT

Moi su bién ddi vé vé ngoai clia thubc thir cé thé 1a ddu hiéu suy gidm chét lwong va ban khdéng nén dung thubc thir do.

Dé biét thém thong tin hodc néu ban nhan duoc san pham bj hdng, héy goi dién cho Dich vu khach hang ctia Beckman Coulter
theo s6 8007422345 (Hoa Ky hoac Canada) hoac lién hé v&i Dai dién ciia Beckman Coulter tai dia phwong ban.

HAM LUONG

Chét bao quan natri azit c6 thé hinh thanh hop chét nb trong dng dén béng kim loai. Xem Théng Bao clia Vién qudc gia vé
an toan va strc khée nghe nghiép (NIOSH): Explosive Azide Hazard (Nguy co nd azit) (16/8/76). )

Dé tranh kha nang tich tu hop chét azit, hay xa sach cac dng thai bang nwéc sau khi x ly vt bd thude thtr chwa pha lodng.
Phai xt ly virt bd natri azit theo dung quy dinh sé tai.

VAT LIEU CAN DUNG (KHONG KEM THEO BO THUOC THU):
« Ong ldy mau va vat liéu can dung dé lay mau.
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Pipet tw dong cé dau hat dung mot 1an dé 1ay mau c6 thé tich 10, 20, 50, 100 va 500 pL.
Ong chra mau tan huyét bang nhya.

Khang thé don dong d&c hiéu (mAb).

Chét kiém chuan am tinh.

Thubc ther cb dinh Leucocyte. Vi du: Dung dich ¢b dinh I0Test 3 (Sé6 tham chiéu A07800).
Dung dich dém (PBS: 0,01 Mol natri photphat; 0,145 Mol natri clorua; pH 7,2).

May ly tam.

May tron tw dong (loai khudy).

May dém té bao dong chay.

QUY TRINH

A —

Nhudém noi bao

Sé lwong té bao héng cau cé trong mau phai dwdi 6 x 10° mdi pL (6 x 10%?/L). Pha lodng bang PBS néu can thiét.
Sé lwong bach cau cé trong mau céan it hon 5 x 10%uL (5 x 10°L). Pha lodng bang PBS néu can thiét.

Déi v&i mbi m&u phan tich, ngoai dng xét nghiém, co thé thém mot dng kiém chuén, trong do té bao duoc trén voi chét kiém
chuan am tinh twong ng véi phwong phap nhuém dac hiéu da chon.

1.

= © ® N gk

Thém 50 uL mau xét nghiém vao tirng 6ng.

Thém 100 pL thubc thir 1 vao méi éng. Lac manh ngay sau méi lan thém.

U trong 15 phut & nhiét do6 phong (18-25°C).

Thém 4 mL PBS vao méi éng.

Quay ly tam trong 5 phut & tbc d6 300 x g tai nhiét d6 phong.

Hut bd dich ndi.

Thém 100 pL thubc thir 2 vao tirng dng. KHONG LAC ma hay dé thuéc thir 2 khuéch tan tw nhién vao vién té bao.
U trong 5 phut & nhiét dd phong (18-25°C) MA KHONG LAC.

L&c nhe béng tay trong 2 dén 3 giay.

. Thém lwong mAb can thiét (dac hiéu cho yéu té quyet dinh khang nguyén ndi bao) vao tirng bng xét nghiém va néu can,

hay thém lwong kiém chudn am tinh thich hop vao tirng 6ng kiém chuén.

. L&c nhe tirng 6ng.
12.
13.
14.
15.

U trong 15 phut & nhiét dd phong (18-25°C), tranh anh sang.
Thém 4 mL PBS vao méi éng.
Quay ly tm trong 5 phat & téc dd 300 x g tai nhiét d6 phong.

Hut bé dich ndi va tai huyén phu vién té bao trong 0,5 hodc 1 mL dung dich ¢é dinh IOTest 3 (S6 tham chiéu A07800) &
néng do lam viéc cta dung dich nay (1X). Sau khi c6 dinh, co6 thé bao quan cac ché pham trong khodng tlr 2 dén 8°C,
tranh anh sang trong 24 gio.

B — Nhuom trong bao twong va nhuém mang
Sé lwong té bao hdng cau co trong mau phai dudi 6 x 10° mdi plL (6 x 10'?/L). Pha loang bang PBS néu can thiét.
Sé bach ciu trong mau phai dwdi 5 x 10°/uL (5 x 10%/L). Pha lodng bang PBS néu can thiét.

Dbi véi mbi mau phan tich, ngoai dng xét nghiém, cé thé thém mot dng kiém chudn, trong d6 té bao dwoc tron véi chat kiém
chuén am tinh twong &ng véi phwong phap nhuém dac hiéu da chon.

1.
2.

® N Ok~ w

Thém 50 pL m&u xét nghiém vao tirng bng.

Thém lwgng mAb can thiét (dac hiéu cho yéu t6 quyet dinh khang nguyen mang) vao tirng 6ng xét nghiém va néu can,
hay thém lwong kiém chudn am tinh thich hop vao tirng 6ng kiém chuén.

L&c nhe tirng 6ng.

U trong 15 phut & nhiét dd phong (18-25°C), tranh anh sang.

Thém 100 pL thudc ther 1 vao méi éng. Lac manh ngay sau méi lan thém.
U trong 15 phut & nhiét d6 phong (18-25°C).

Thém 4 mL PBS vao méi éng.

Quay ly tam trong 5 phut & tbc d6 300 x g tai nhiét d6 phong.
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9. Hat bo dich ndi.

10. Thém 100 uL thubc thir 2 vao tivng dng. KHONG LAC ma hay dé thubc thir 2 khuéch tan tw nhién vao vién té bao.
11. U trong 5 phut & nhiét d6 phong (18-25°C) MA KHONG LAC.

12. Lac nhe bang tay trong 2 dén 3 giay.

13. Thém lwgng mAb can thiét (d&c hiéu cho yéu té quyét dinh ' khang nguyén ndi bao) vao tirng bng xét nghiém va néu can,
hay thém Iwong kiém chudn am tinh thich hop vao tirng 6ng kiém chuén.

14. Thém 20 uL chét kiém chudn I&p khang thé vao mdi éng kiém chuén.

15. Lac nhe tirng 6ng.

16. U trong 15 phut & nhiét d6 phong (18-25°C), tranh anh sang.

17. Thém 4 mL PBS vao méi 6ng.

18. Quay ly tam trong 5 phut & tc d6 300 x g tai nhiét d6 phong.

19. Hat bd dich nbi va tai huyén pht vién té bao trong 0,5 hoac 1 mL dung dich ch dinh 10Test 3 (S6 tham chiéu A07800) &
néng dé lam viéc cta dung dich nay (1X). Sau khi ¢ dinh, c6 thé bao quan cac ché pham & 2 dén 8°C, tranh anh sang
trong 24 gio.

HIEU SUAT

D@ liéu hiéu suét thu dwoc béng cach st dung quy trinh mo ta & trén v&i cac mau mau duoc thu thap dwdi 24 glo trong cac
éng vé trung st dung chat khang déng bang mubi EDTA. Phan tich trong vong 2 gid sau khi nhuém héa mé mién dich.

PO CHUM

Xac dinh gia tri phan tram dwong tinh bang cach s dung mau toan phan va ty xwong. M6i mau dwoc chay 4 lan, 2 lan/ngay
trong 1 ngay trén 2 thiét bi st dung 2 16 thudc thtr tham thau IntraPrep. Cac phép do (% dwong tinh) dwoc thire hién trén may
dem té bao dong chay Navios. Tien hanh phan tich dwa trén phwong phap CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance
of Quantitative Measurement Methods (Panh gia hiéu suat d4 chum cda phwong phap do dinh lvgng).

Tiéu chi chdp nhan cta chung téi phu thudc vao sé lwong sy kién dwong tinh do dwoc cho mdi quan thé:
« Néu sw kién dwong tinh <1.500, CV <15%
« Néu sy kién dwong tinh >1.500, CV <10%

Mau toan phan EDTA:

Nhudm mang CD45/CD14 = Dé tinh khiét cua té bao lympho
S6 bién cb dwong tinh (Trung binh) = 8877

Gilra nhirng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 | Gilra cac 16| Gilva cac | Trong l&n | Toan phan
thao téc dem te bao lan chay chay
V (%) 2,29 1,82 6,47 2,25 1,65 5,82 7,09
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Nhuém mang CD45/CD14 = Kha néng khdi phuc cua té bao lympho
S6 bién cb duong tinh (Trung binh) = 8877

Gilra nhitng nguéi| Gilba cac may Trong 16 | Gilra cac 16| Gilva cac | Trong l&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,40 1,00 0,81 0,39 0,25 0,65 1,34
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Nhuém ndi bao trong té bao chéat anti-Myeloperoxydase-FITC
trén cac bach cidu don nhan

S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 1070

Gilra nhitng nguéi| Gilba cac may Trong 16 | Gilra cac 16| Gilta cac | Trong l&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,24 2,37 4,37 1,18 1,19 4,01 5,10
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Nhudém bao twong noan trong khang jhé anti-Myeloperoxydase-FITC
trén bach cau hat

S6 bién cb dwong tinh (Trung binh) = 13246

Gilra nhirng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,09 0,03 0,16 0,04 0,03 0,12 0,16
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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Mau toan phan trong HEPARIN:

Nhudm mang CD45/CD14 = Dé tinh khiét cua té bao lympho

S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 6824

Gilra nhirng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gikra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,33 1,17 2,74 1,65 1,66 1,73 3,40
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhuém mang CD45/CD14 = Kha nédng khéi phuc cua té bao lympho
S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 6824
Gilra nhixng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 2,92 2,40 3,01 0,55 0,64 0,34 3,89
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhudm néi bao trong té bao chét anti-Myeloperoxydase-FITC
trén cac bach cau don nhan
Sé bién cb dwong tinh (Trung binh) = 961
Gilra nhirng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 2,02 0,96 5,17 2,32 3,74 2,94 5,74
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhudém bao twong noan trong khang thé anti-Myeloperoxydase-FITC
trén bach cau hat
S6 bién cb dwong tinh (Trung binh) = 20742
Gilra nhi'ng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,09 1,10 2,46 1,03 1,08 1,92 2,89
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Mau toan phan trong ACD:
Nhudm mang CD45/CD14 = Dé tinh khiét cua té bao lympho
S6 bién cb dwong tinh (Trung binh) = 12355
Gilra nhitng ngu¢i| Gilba cac may Trong 16 | Gilra cac 16| Gilta cac | Trong l&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,91 1,60 3,54 1,55 1,35 2,65 4,18
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhuém mang CD45/CD14 = Kha néng khdi phuc cua té bao lympho
Sb bién cb dwong tinh (Trung binh) = 12355
Gilra nhitng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gira cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,33 0,35 1,06 0,31 0,33 0,95 1,16
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhudém ndi bao trong té bao chét anti-Myeloperoxydase-FITC
trén cac bach cidu don nhan
Sb bién cb dwong tinh (Trung binh) = 1483
Gilra nhitng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,52 1,27 4,80 1,18 1,51 4,30 5,11
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhuoém bao twong noan trong khang ‘thé anti-Myeloperoxydase-FITC
trén bach cau hat
Sé bién cb dwong tinh (Trung binh) = 32715
Gilra nhirng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,97 0,85 2,83 0,88 0,79 2,54 3,08
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Tay xwong EDTA:

Nhudm mang CD45/CD14 = Dé tinh khiét cua té bao lympho

S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 8808
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Gilra nhitng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,16 0,89 2,98 0,72 2,32 1,46 3,19
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhuém mang CD45/CD14 = Kha néng khdi phuc cua té bao lympho
S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 8808
Gilra nhixng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,37 0,61 1,34 0,31 0,90 0,92 1,50
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhudm néi bao trong té bao chét anti-Myeloperoxydase-FITC
trén cac bach cau don nhan
S bién cb dwong tinh (Trung binh) = 2212
Gilra nhirng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,97 1,00 4,11 1,00 1,06 3,44 4,34
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Nhudém bao twong noan trong khang ‘thé anti-Myeloperoxydase-FITC
trén bach cau hat
S6 bién cb dwong tinh (Trung binh) = 33181
Gilra nhixng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 | Gilra cac 16| Gilva cac | Trong l&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 0,11 0,29 0,37 0,10 0,13 0,33 0,48
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PO TINH KHIET VA KHA NANG KHOI PHUC CUA TE BAO LYMPHO

Do tinh khiét va kha nang khéi phuc cla té bao lympho da duoc danh gia theo cac khuyén nghi ctia CDC (5). M&u méau cta
10 ngwdi hién khde manh trong EDTA, Heparin va ACD va 5 mau tiy xwong dwoc danh dau bang hén hop cac khang thé
don dong CD45-FITC va CD14-PE. Gia tri trung binh theo kha nang khéi phuc va dé tinh khiét cling nhw pham vi dwoc cung
cap trong bang sau:

Mau toan phén trong EDTA
Thong sb Kha nang khéi phuc Do tinh khiét
Trung binh 93,6 89,7
Téi thidu/Téi da 86,1 /97,6 83,5 /955
Mau toan phén trong HEPARIN
Thong sb Kha nang khéi phuc Do tinh khiét
Trung binh 94,3 87,6
Téi thiéu/Téi da 84,9 /97,7 81,5/943
Mau toan phan trong ACD
Thong sb Kha nang khdi phuc D tinh khiét
Trung binh 94,2 94,6
Téi thiéu/T6i da 91,1/ 98,5 87,6 1 97,7
Tay xwong EDTA
Thong sb Kha nang khéi phuc Do tinh khiét
Trung binh 80,7 71,8
Téi thiéu/Téi da 78,3 /1 85,8 60,1 / 83,4

GIOT HAN

1. Phwong phap dém té& bao dong chay c6 thé cho két qua sai néu diéu chinh may dém té bao khong phu hop, néu mirc

B59371-AW

bu huynh quang ro ri khéng phu hep va néu dinh vi cac vung khéng cén than.

Mot sb yéu td quyet dinh khang nguyén co thé nhay cam vé&i formaldehyde hodc saponin. Mi phong xét nghiém phai
xac nhan cac diéu kién st dung khang thé don dong.

Sé thu dwoc két qua chinh xac va co thé tai 1ap néu s dung quy trinh theo t& hwéng dan k§ thuat va phu hop véi bién
phap xét nghiém hop ly.

Thudc thir nay da dwoc toi wu hda dé cung cap ty 18 tin hiéu dac hiéu/tin hiéu khong dac hiéu tot nhét. Do do, diéu quan
trong la phai tuan tha ty 1€ thé tich thudc thr/s6 lwgng bach cau va hong cau trong moi xét nghiém.
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5. Trong trvong hop tang sinh‘té bao, hay pha lodng mau xét nghiém trong PBS dé thu dwoc dwdi 5 x 10° bach cau/L va
dudi 6 x 102 té bao hong cau/L (6).

6. Trong mot sb tinh trang bénh, chang han nhw suy than nang hodc bénh réi loan mau, hdng cau co thé ly gii cham, ly
giai khong hoan toan, hoac tham chi la khong thé ly gidi. Trong trwdng hop nay, ban nén phan l1ap té bao don nhan
bang phwong phap ly tdm phan I&p theo ty trong (vi du: Ficoll) trwéc khi nhuém (7).

Xem Phu luc dé biét vi du va tai lieu tham khao.

NHAN HIEU

Beckman Coulter, logo cach diéu va cac nhan hiéu san pham ciing nhw dich vu cla Beckman Coulter néu trong tai liéu nay
la nhan hiéu hoac nhan hiéu da dang ky ctia Beckman Coulter, Inc. & Hoa Ky va cac quoc gia khac.

THONG TIN BO SUNG

Débi v&i bénh nhan/nguo’l dung/bén thir ba tai Lién minh Chéau Au va & cac qudc gia cd ché do quan ly glong nhau (Quy dinh
2017/746/EU vé Thiét bj y té chan doan In vitro); néu xay ra sy cb nghiém trong trong qua trinh s dung thiét bi nay hoac do
st dung thlet bi nay, vui Iong bao cao cho nha san xuét va/hodc dai dién Gy quyén clia nha san xuét cling nhw co quan ¢
thdm quyén tai qudc gia cta ban.

LICH SU SUA BOI

[PHIEN BAN AF: [ Ngay phat hanh: Thang 01 nam 2021

PHIEN BAN AW: [

Cap nhat dé tuan tha Chinh sach ghi nhan toan cu cda
Beckman Coulter va theo cac yéu cau IVD-R (EU) 2017/746:

Bb sung cac phan péi twong st dung, B6 chum, D) tinh khiét va kha néng khi
phuc clia t& bao lympho, Théng tin bd sung, Lich st stra dbi
B sung théng tin Xem cac phan Canh bao va Bién phap phong ngtra,
Bao quan va B 6n dinh, Gi¢i han
Cac phan cap nhat Canh bao va Bién phap phong nglra, Phan loai méi

nguy hiém theo GHS, Bo quan va D¢ én dinh, Bang
chirng bién chat, Quy trinh, Hiéu suat
Cac phan bj xéa Kha nang tai lap trong phong xét nghiém

Bang chu giai cac ky hiéu
Danh muc thuat ngir ky hiéu c6 sén tai beckman.com/techdocs (sé tai liéu B60062)
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PeareHT 1 PeareHT 2
BekiTy areHTi OTKI3riLWTIK areHT
Hopinik Typi CyMbIKTbIK CyMbIKTbIK
Bencenpi 3aT dopmanbaervg CanoHuH
Kenewm 5 Mmn 5 Mmn
KyTbl caHbl 3 KyTbIIap 3 KyTbIIap
CblHaK Kenemi 100 MKkn 100 mMKkn

IntraPrep Permeabilization Reagent

A07803 Missing translation for
glossary ID 137326 (150 tests; 6 x 5
mL
2 x 0.1 mL/test)

In Vitro guarHocTukacbiHAa nampanaHyra apHanfaH

NAUOANAHY MAKCATbI

IntraPrep moHoknoHangbl dnyopecueHTTi aHTuaeHenepai nanganaHa oTbIpbin, XacyLwaillinik aHTUreHaik AeTepMUHaHTTapAbl
KepceTy YLUiH NenKouMTTepaiH uMTonnasmarnbslk MeMopaHacbIHbIH, OTKI3MLWTiNH MHOYKUMANAWTLIH eKi JalbiH peareHTTepaeH
Typagbl. IntraPrep Guonoruanbik ynrinepai afblH LUTOMETPUACHI apKbiibl TangayFa ganbiHgay YWiH kongadbinagbl. On
TangayablH OCbl TypiHAe cneumndukanblk emec 60syabl azanTy yiH OHTannaHablpbinfaH (1, 2, 3, 4).

KAFUOA

BipiHWwi kapgam peTiHae xacywanap 1-peareHTneH 6ekitineai. XXyfaHHaH keniH 2 peareHTNeH eTKI3rilTiK nHAyKunanaHaabl
XOHe KanfFaH apuTpoumTTep nuauncke yLibipanabl. byn keseHae xxacyLluanap xacyLwailwinik aHTureHaik AeTepMuHaHTTapFa ToH
KOHBbIOraumsinaHFaH MOHOKIOHanapl aHTuaeHenepmeH 6amnaneicka Tycedi. CogaH KeriH NenkoumMTTep afbiH LLUTOMETPUSICHI
apKbinbl TangaHagbl.

[ereHmeH, GeTTik aHTUreHAiK geTepMUHaHTTapAbl kepceTy MyMKiH 6onbin kana 6epepi. byn xafganpga cneumdukanbik
KOHBbIOraumsinaHFaH MOHOKNOHanNAbl aHTuaeHenep 6ekityre geniH MHKyGauuanaHaabi.

AFbIH UMTOMETPI XKapblk AN dy3nacsl MeH XxacylanapablH hryopecueHTTeHyiH enwenai. byn ructorpammaga aHblKTanfaH
3NEKTPOHObl Tepes3ene Kbi3bIFYLUbINbIK MOMYNAUMSACHIH aHblKTayFa MyMKiHAIK ©epefi, on XapblKTblH, OpPTOroHanbAbl
anddysmaceiH (Oynipnik wawbipay Hemece SS) xaHe Tap OypbIWTbI XapbIKTbiH AUddy3usicbiH (TiKkenewn wallbipay Hemece
FS) 6ainaHbicTbipagbl. LinTometpae KormkeTiMai eki Typni napameTpai OipikTipeTiH 6acka ructorpammanapgbl nangananyLbi
TaHOafraH KkongaHbara 6avnaHbICTbl FeUTUHT Ke3eHiHAE Tipek peTiHae navaanaHyra 6onagebi.

OH GosinFaH okuranapabl bosnmaraH okuFanapgaH axblpaTy YLiH WeKTeyni xacylanapablH dlyopecueHTTeHYiHe Tangay
Xyprizingi. OHbIH HOTWMXECI OH OKWFanapablH FEWTUMHI apKbinbl anbiHFaH Gaprblk OkuFanapfa KaTbiHACbIHbIH Nanbi3ablK
KepceTKili peTiHae kepceTinea,.

MAKCATTbI NTAUOANAHYLbI

Byn eHimM 3epTxaHanblK Xafganga kecibn nanganaHyfa apHarfaH.

YIrinee

KekTamblp KaHbIHbIH HEMECEe CyMeK MalblHbIH YNrinepiH aHTukoarynsHt peTinge EDTA Ty3bl, ACD Hemece renapuH Gap
cTepunbi TYTIKTEpAiH KeMerimeH any Kepek.

Ynrinepai 6enme TemnepatypackiHga (18—-25°C) cakray Kepek eHe onapgbl Wwankayra 6onmanabl. YNriHi cbiHaK ynriciH
anmMacTtaH OypblIH XXeHiN apanacTbIpy >XOJbIMEH FOMOreHAeY Kepek.

Ynrinepai kek TamblpAbl TECKEH COH 24 cararT iWiHae Tangay Kaxer.

ECKEPTY XXOHE CAKTbIK LUAPAJIAPBI
1. 2Kapamgpinblk Mep3iMi 6TKEHHEH KeliH peareHTTi KonaaHyra 6onmangsbi.
Katbipyra 6onmangpl.
>Kapblk acepiH a3anTbIHbI3.
PeareHTTepaiH MnkpobTapmeH nactaHybiHa o 6epMeHi3 HeMece KarFaH HaTUXKeNnep OpbIH anybl MyMKIH.

o b~ w0 N

1-peareHT KypambiHaa opmanegerng 6ap. dopmanbgerng ynbl xaHe annepreHgi. On kaHueporeHai areHT 6onbin
caHanagpl.

6. PeareHT 2 kypambiHga HaTpui a3ungi 6ap (NaN;). OHbl MykuSAT eHaey Kepek. lwke kabbingamaHpl3. Tepire, WbIPbILWThI
Kabblkka xoHe ke3re TuirisadbeHis. OraH Koca, KbILLKbINAbl OpTaZa HaTpUii a3uabl bIKTUMar KayinTi a30TThbl CyTeK KblLLKbISbIH
Ty3yi MyMKiH. OHbl X010 KaxeT OonfFaH Xafganaa peareHTTi angbiMeH CydblH Ken MenLwepiHAe CyMbinTbin, apTbiHaH
Kopi3 ymeciHe Teryre keHec bepineai. Ocbinanwa, HaTpU asmabiHbiH, MeTann Kybbipnapga XuHanyslH 6onasipman,
XapbInbIC KayniHiH angpliH anyra 6onaapl.
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7. KaHHbIH Gapnbik ynrinepi bIKTMMan >Xyknanbl Aen ecenTenyi XXoHe CaKTblKNeH eHaenyi (atan anTkaHga: KopfaHbIC

KonFabblH, xanaT XeHe Ke3ingipik K1) Kepek.

8. EwkaluaH oHbl ay3blHpI3Fa KyMMaHbI3 XXeHe Yrinepai Tepire, WbIPbIWThI KAObIKKA XOHE Ke3re TUris0eH;s.

9. OHOey YWiH nanganaHbinatblH KaH TyTiKTepi
KOHTElHepriepre Tactay Kepek.

MeH Oip peTTik MaTepvangapabl

epTeyre apHanfaH apHaubl

10. PeareHTTep MeH KanablKkTap XeprinikTi Tanantapfra Corikec Xoublnybl TUIC.

GHS KAYINTEP KNACCUDOUKALIUACDHI
KAYIM

&

H302
H313
H314

PeareHT 1: BekiTy

H317
H341
H350
H370
P201
P280
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

CAKTAY XOHE T¥PAKTbIJIbIK
IntraPrep 18 — 25°C Temnepatypaga cakranagbi.

XKyTbinfFaH kesge 3nsHapl.

Tepire TUreHae 3vsaHObl 60Nybl MyMKiH
TepiHiH KaTTbl KyMin KanyblHa XoHe Ke3AiH,
3aKpiMaanybiHa akenegi.

TepiHiH annepruanbik peakunsacsiH TyabIpybl
MYMKiH.

leHeTvKanblK akaynap Tygblpadbl AereH Kyaik
bap.

KaTtepni icik Tyablpybl MyMKiH.

MyLwenepre 3akbiM KenTipeai.
ManganaH6actaH GypbiH apHanbl Hyckaynap any
KaXXeT.

KopfaHbIC KonFabbIH, KOPFaHbIC KUIMIH KaHe
Ke3/6eT KOpFaHbICbIH KUiHj3.

TEPITE (Hemece wawka) TUIM KETKEH
KAFOANOA: geHeHisai CyMeH LuaibiHbi3.
KO3IE TUIEH XAFOAVOA: kesiHisai GipHelue
MUHYT BoWbl abarinan cyMmeH XyblHpI3. JInH3a
TakkaH 6oncaHpI3 XeHe onapAbl LueLly oHawn
Oornca, onapgpbl wewiHiz. KesiHisgi xyyapl
XanfacTblpbIHbI3.

TOKCUKOJOIMNASIbIK OPTAJIBIKKA Hemece
Oopirepre/emaeyLli oapirepre gepey KoHbipay
LWarnbIHbI3.

MetaHon 1 - 2%

dopmanbgerng 5 - 10%

Kayinciagik Tenkyxatbl beckman.com/techdocs mekeHnxanbiHAa KomkeTiMai

XKabbIK KYTbIHbIH TYPaKTbIbIFbl: peareHT 517 kyH 6owbl TypakTbl 6onagbi.
ALLBIK KYTbIHbIH, TypakTbinblifbl: peareHT 90 kyH Goibl TypakTbl 6onagbl.
HakTbl TonTama 6onbiHWa Tangay ceptudmkaTtbiH MblHa caiTTaH kapaHplda www.beckman.com.

3AKbIMOAIY BENTIEPI

PeareHTTepaiH, CbIpTKbl TYpiHiH Ke3 KenreH easrepici onapablH 3akbiMAanfaHablfblH KOPCETYi MYMKIH JXKeHe peareHTTi

nanpanaHbaraH >KeH.

KocbiMLwa aknapat any yLiH Hemece 3akbiMAarnfaH eHiMmai anfaH xarganga 800-742-2345 (AKLW Hemece KaHaga) apkbinbl
Beckman Coulter TyTbIHyLLbINApFa KbI3MET KOPCETY OpTanbifblHAa KOHbIpay LuanbiHbi3 Hemece xeprinikti Beckman Coulter

KOMMaHUACbIHbIH, OKiniHe xa6apna0b||-|b|3.
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MA3M¥HbI

HaTtpun asnai koHcepBaHTbI MeTanAaH xacarnfaH Kyoblp xeninepiHae >apbinfbil KocbinbicTap Ty3yi MyMkiH. NIOSH Bulletin:
Explosive Azide Hazard (8/16/76) (NIOSH 6ronneTteHiH kapaHbI3: a3uarepgin xapbiny kayni (16.08.1976)).

A3u1A KOCbINbICTapbIHbIH, bIKTUMan Ty3inyiH 6onabipmay yLiH CyMbINTbIIMaFraH peareHTTi XXOWFaHHaH KewiH cy KyOblprapbliH
WaKrblHbI3. HaTpuii asmaiH o TUICTI XKeprinikTi epexxenepre carkec Xy3sere acblpblnybl TUIC.

KAXETTI, BIPAK XXMHAKINEH BIPIE XETKISIJIMEF'EH MATEPUATIOAP
* Ynri any TyTiKTepi xaHe ynri any yLiH KaxXeTTi maTtepuan.
+ 10, 20, 50, 100 xoHe 500 Mkn epiTiHAiINepre apHanfaH Gip PeTTiK ywbl 6ap aBTOMATTbl TAMbI3FbLILLTAP.
*  OpuTpoumnTTEp remMonuaiHe apHanFaH nracTukanbIK TYTiKTep.
*  ApHanbl MOHOKNOHanNbAbl aHTuaeHenep (mAb).
» Tepic bakpinaynap.
»  Newnkount dukcaums peareHTi. Mbicansl: |OTest 3 GekiTy epitiHgici (A07800 kapaHbI3).
*  Bbydep (PBS: 0,01 M HaTpun cdoccatsl; 0,145 M HaTpui xnopwugi; pH 7,2).
* UeHtpudpyranay
» ABTOMAaTTbl apanacTbIpfbill (apanacTbipfbill TYpi).
*  AfbIH LUTOMETPI.

NMPOLELNYPA

A — nHTpauuTonnasmanbikK 605y
Ynrigeri aputpounTtTep caHbl ap MkI (6 x 10™/n) ywiH 6 x 10%-gaH a3 6onybl kepek. Kaxet 6ornca, PBS kemeriMeH cyibINTbIHbI3.
Ynrigeri nenkoumnTTep caHbl 5 x 10%/Mkn (5 x 10%/n) a3 6onybl kepek. KaxeT 6onca, PBS kemeriMeH CcyMbInTbIHbI3.

Opbip TangaHaTbIH ynrire TyTikke kocbiMLia Gip Gakbinay TyTiriH KocyFa 6onagbl, oHAa yALWbIKTap TaH4anfaH apHambl 6osiyra
coeuikec Tepic bakpinay 6onFaH kesge apanacagbl.

1. Op TyTiKKe CbiHaK ynriciHiH 50 MKIT KOCbIHpI3.

2. Opbip TyTikke 100 MkN peareHT 1 KOCbIHbI3. Dpbip KOCKaHHaH KeliH apanacTbipblHbI3.

3. benme TemneparypacbiHga 15 MuHyT 601bl nHKybaumsnaHei3 (18—25°C).

4. Op TyTiKKE 4 Mn PBS epiTiHAiCiH KOCbIHbI3.

5. 300 x r wamackiHaa 5 MMHYT Bolibl Genme TeMnepaTypacbiHga UeHTpudyranaHbis.

6. CynepHaTtaHTTbl acnupauusi KemMeriMeH anbin TacTaHbI3.

7. Op TyTikke 100 mkn peareHT 2 KocblHbI3. APAJIACTBIPMAHDI3, 2-peareHTTi Tabufn xonmeH xacylua TyripLikTepiHe
andbdyauanay yLwiH kanablpbiHbI3.

8. Benme TemnepatypacbiHaa (18—-25°C) 5 MuHyT 60iibl LUAMKAMAW nHkyBaumsnaHsia.

9. 2-3 cekyHp Oolibl KONMeH basy LankKaHbI3.

10. ©pbip npobupkara kaxeTTi MAb MernwepiH (MHTpauuTonnasMarnblk aHTUTEHAIK AETEPMUHAHTKA TOH) KOCbIHBI3 XXoHe
KakeT bornFaH »xafganaa apbip cbliHaK TyTiriHe Tepic 6akbinayablH TUICTi MesLWepiH KOCbIHpI3.

11. TyTiKWeHi akpblpblH apanacTblpblHbI3.

12. XKapebiktaH KopranfaH 6enme temnepatypacboiHga (18—-25°C) 15 MUHyT nHkybaumanaHbI3.

13. Op TyTikke 4 mn PBS epiTiHAICIH KOCbIHbI3.

14. 300 x r wamacbiHaa 5 MMHYT 6oKbl Gernme TemnepaTtypacbiHaa LeHTpudyranaHbl3.

15. CynepHaTaHTTbl acnvpauus kemMerimeH anbin TactaHbid3 ga, |0Test 3 GekiTy epiTiHaiciHiH (A07800 kapaHbi3) 0,5-1 mn
MerepiHAeri Xacyla TyMipLikTepiH e3iHiH XXyMbIC KoHUeHTpauuaceiHa (1X) kanta epiTiHi3. Ocbinanwa 6ekitinreH
npenapaTTapgbl 2 xaHe 8°C apanbifbiHAa >apblKTaH anbic xxepae 24 carat 6ovibl cakTayFa bonagpl.

B — nHTpauuTonnasmansbik XaHe MmeMbpaHanbIK 6osy
Ynrigeri a3putTpoumTTep caHbl ap MK (6 x 10'%/n) ywiH 6 x 10°-gaH a3 6onybl kepek. KaxeT 6onca, PBS keMeriMeH CyibINTbIHbI3.
Ynrigeri nevikounTTep caHbl 5 X 10-HaH a3 6onybl kepek®/mkn (5 x 10%/n). Kaxet 6onca, PBS kemeriMeH CynbINTbiHbI3.

Op6ip TangaHaTtbiH yArire TyTikke KocbiMa 6ip 6akbinay TyTiriH KocyFa 6onaabl, oHAa ySLWbLIKTap TaH4anfaH apHanel 6osiyra
cevikec Tepic bakpinay bonfaH kesge apanacagbl.

1. Op TyTikKe CbiHaK ynriciHiH 50 MKIT KOCbIHpI3.
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2. Opbip npobupkara KaxeTTi MAb MenuwepiH (MembpaHarblK aHTUreHAiK OeTEPMUHAHTKA TOH) KOCbIHbI3 XKOHE KaxeT
6onfaH >arganaa apbip cbiHak TyTiriHe Tepic 6akbinaygblH TUICTI MenLwepiH KOCbIHbI3.

TyTiKWeEHI akblpblH apanacTblpbiHbI3.

YKapbiktaH kopranfaH 6enve TemnepatypacsiHaa (18—25°C) 15 MUHYT nHKyBaLmanaHpI3.
Opbip TyTikke 100 Mkn peareHT 1 KOCbIHpI3. Dpbip KOCKkAaHHAH KEeNiH apanacTbIpbiHbI3.
Benme temnepartypacbkiHga 15 MyuHyT 6oibl MHKYOaumsanaHbi3 (18-25°C).

Op TyTikke 4 mn PBS epiTiHgiciH KOCbIHbI3.

300 x r wamacbliHga 5 MMHYT Bolibl Gernme TeMmnepaTypacbiHaa LeHTpudyranaHbi3.
CynepHaTaHTTbl acnmpauus KemeriMeH anbin TacTaHbI3.

20 ® N oA W

0. ©p TyTikke 100 mkn peareHT 2 KocbiHpI3. APAJIACTbIPMAHbBI3, 2-peareHTTi Tabufun XONMEH >xacylua TyripLlikTepiHe
anddysmanay ywiH kanablpbiHbI3.

11. Benme TemnepatypacbiHaa (18—25°C) 5 muHyT 6oibl LUAMKAMAW nHky6aumsanaHbIs.

12. 2—-3 cekyH 6oibl KonveH 6asy LankaHbI3.

13. ©Opbip npobupkara kaxeTrTi MAb MenwepiH (MHTpauuTonnasManblk aHTUTEHAIK AETEPMUHAHTKA TOH) KOCbIHBI3 XoHe
KaxxeT bonFaH xarganga apbip cbiHak TyTiriHe Tepic 6akbinayablH TUICTi MenLwepiH KOCbIHbI3.

14. ©pbip 6ackapy TyTiriHe 20 Mkn N30TUNTIK Gakblnay KOCbIHbI3.

15. TyTiKWeEHi akblpblH apanacTblpbiHbI3.

16. XKapbikTaH KopranfaH 6enme TemnepatypacbiHaa (18-25°C) 15 MuHyT uHkybaumnsinaHbI3.
17. ©p TyTikke 4 mn PBS epiTiHAICIH KOCbIHpbI3.

18. 300 x r wamacbiHga 5 MMHYT Gowbl Genme TemnepaTtypacbiHga LeHTpudyranaHpis.

19. CynepHaTaHTTbl acnupaumsa kemerimeH anbin TactaHpl3 ga, I0Test 3 6ekity epitiHaiciHiH (A07800 kapaHpbI3) 0,5-1 mn
MenLepiHAeri »acyla TYWipLIKTEpPiH 63iHiH XXYMbIC KOHUeHTpauusacbiHa (1X) kanta epiTiHis. Ocbinanwa OekiTinreH
npenapattapabl 2 xaHe 8°C apanbifblHAa XXapbIKTaH anbic xepae 24 carat 6oibl cakTayFa 6onagbi.

OHIMANIK

OHiMAiniK >xxeHiHaeri gepekTep 24 caraTTblK YNrinepai nanganaHbin, XXofapbiga cunatTanfaH npoueaypa apKbiibl anbiHagbl.
Byn ynrinep angbliH ana aHTukoarynsaHTt peTiHae EDTA Ty3bl apKbinbl CTepunbAi TYTiKTepre XxuHanagsl. Tangay uMMyHAbIK
6osyaaH coH 2 carfarT iwinAge xacanagbl.

Asnaik

OH MoHaepaiH Nanbi3bl XXaHa arnblHFaH KaH MEH Xifik ManbiH KongaHy apkbiibl aHblkTangbl. Op6ip ynri IntraPrep eTkisriwTik
peareHTiHiH 2 NapTUACBIH NaviganaHbin 2 acnanta 1 KyH Bonbl KyHiHe eki peT 4 peT TangaHabl. ©nwemaep (% oH) Navios
afblH unTomeTpiHae xypridingi. Tangay CLSI EP5-A2 apici HerisiHae >yprisingi: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods (CaHgblk eney agictepiHiH ganaik eHimainirin 6aranay).

bisniH kabbingay kpuTepunnepi apbip NoNynAUMS YLLIiH enweHreH OH OKuFanapablH, cCaHbiHa BannaHbICTb:
» OH okura bonca <1500, CV <15%
*  OH okura 6onca >1500, CV <10%

XKaHa anbiHfaH KaH EDTA:

CD45/CD14 memb6paHanbik 6osly = JlumcoumTapnbik Tasanbik
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 8877

Apanebik onepatop | LUntometpapansik | Tontama Tontama XKyripy XKyripy Kannbl
iLuinik apanblk | apackliHaa iwiHoe
CV (%) 2.29 1.82 6.47 2.25 1.65 5.82 7.09
HOTWXEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

CD45/CD14 mem6paHanbik 605y = JlumcdouuTapnbik KannbiHa KenTipy
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 8877

Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iinik aparblk apacbliHaa iwinge
CV (%) 0.40 1.00 0.81 0.39 0.25 0.65 1.34
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

MoHouutTepaeri aHTummuenonepokcupaasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH, okuranap caHbl (Optawa maH) = 1070
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YXannbl
iLinik apanblk apacblHga iwiHpe
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CV (%) 1.24 2.37 4.37 1.18 1.19 4.01 5.10
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
FpaHynouutTepaeri aHTumuenonepokcuaasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 13246
Apanebik onepatop | LUntometpapansik | Tontama Tontama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwinge
CV (%) 0.09 0.03 0.16 0.04 0.03 0.12 0.16
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
»Kana anbiHraH KaH TEMAPUH:
CD45/CD14 mem6paHansik 605ty = JlumcouuTapnbik Tasanbik
OH okuranap caHbl (OpTawa mMaH) = 6824
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iLuinik apanblk | apacbliHga iwinge
CV (%) 1.33 1.17 2.74 1.65 1.66 1.73 3.40
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHanbik 605y = JlumdounTapnbIk KannbiHa KenTipy
OH okuranap caHbl (OpTawa mMaH) = 6824
Apanbik onepatop | LUutomerpapansbik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwiHge
CV (%) 2.92 2.40 3.01 0.55 0.64 0.34 3.89
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MoHouutTepgeri aHtummenonepokcuaasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okuranap caxbl (OpTtawa maH) = 961
Apanbik onepatop | Lutomerpapaneik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwiHge
CV (%) 2.02 0.96 5.17 2.32 3.74 2.94 5.74
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IpaHynouuTtTepaeri aHTummnenonepokcuaasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 20742
Apanslk onepatop | Lintometpapansik | Tontama Tontama XKyripy XKyripy Kannbl
iLinik apanblk | apacbliHga iwiHge
CV (%) 1.09 1.10 2.46 1.03 1.08 1.92 2.89
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
XaHa anbiHfaH kaH Co3blnMansl aypy aHemusicbl (ACD):
CD45/CD14 memb6paHanbik 6osly = JlumcdoumTapnbik Tasanbik
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 12355
Apanbik onepatop | LUutomerpapansik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwiHge
CV (%) 1.91 1.60 3.54 1.55 1.35 2.65 4.18
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHanbik 605y = JlumcdouuTapnbik KannbiHa KenTipy
OH okuranap catbl (OpTawa maH) = 12355
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iLinik apanblk apacblHga iwiHpe
CV (%) 0.33 0.35 1.06 0.31 0.33 0.95 1.16
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MoHouutTepaeri aHTumuenonepokcupaasa-FITC
MHTpauuTonnasmansik 6osy
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 1483
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iLinik apanblk apacblHaa iwiHoe
CV (%) 1.52 1.27 4.80 1.18 1.51 4.30 5.11
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
FpaHynouutTepaeri aHTumuenonepokcuaasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okuranap catbl (OpTawa mMaH) = 32715
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iLuinik apanblg apacbiHga ilwinge
CV (%) 0.97 0.85 2.83 0.88 0.79 2.54 3.08
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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EDTA Xinik maubl:

CD45/CD14 mem6paHanbik 605ty = JlumcouuTapnbik Tasanbik
OH okuranap catbl (OpTawa maH) = 8808
Apanbik onepatop | LiutomeTtpapaneik | TonTama TonTtama XKyripy XKyripy YKannbl
iLinik apanblk apacbiHAa iwiHoe
CV (%) 1.16 0.89 2.98 0.72 2.32 1.46 3.19
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
CD45/CD14 mem6paHanbik 605y = JlumdountapnbIk KannbiHa KenTipy
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 8808
Apansbik onepatop | Lutometpapansik | Tontama Tontama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwinge
CV (%) 0.37 0.61 1.34 0.31 0.90 0.92 1.50
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MoHouuTTepaeri aHtummenonepokcugasa-FITC
MHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okufanap caHbl (OpTawa mMaH) = 2212
Apanbik onepatop | Lutomerpapaneik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwinge
CV (%) 1.97 1.00 4.11 1.00 1.06 3.44 4.34
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IpaHynouuTTepaeri aHtTummenonepokcuaasa-FITC
VMHTpauuTonnasmanbik 6osy
OH okufanap caHbl (OpTawa maH) = 33181
Apanbik onepatop | LUutomerpapanseik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iinik apanblk | apacbliHga iwiHge
CV (%) 0.11 0.29 0.37 0.10 0.13 0.33 0.48
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

NIMMOOLINTTBIK TA3AJIbIK XXOHE KANMbIHA KENY

JinmcboumnTTepain Tasanbifbl MeH kKannbiHa kenyi CDC ycbiHbICTapbiHa calkec GaranaHgbl (5).
Cosbinmanel aypy aHemusicbl (ACD) ceiHamanapbl anbiHFad 10 cay goHopablH KaHbl xaHe 5 cynek manbl CD45-FITC xeHe
CD14-PE moHoknoHanabl aHTuaeHenepiHib, kocnacbimMeH 6enrineHai. KanneiHa KenTipy MeH Ta3anbIKTbiH opTalla MaHaepi,
coHpaal-aK ayKbIMbl Keneci kectenepge oepinreH:

EDTA, renapuH xaHe

JXaHa anbiHraH KaH EDTA

MapameTp KanneliHa kenTipy Tasanblk
OpTawa 93.6 89.7
MUWH/MaKC 86.1 /97.6 83.5/95.5
XXaHa anbiHraH kaH F'ENAPWUH
MapameTp KanneliHa kenTipy Tasanblk
OpTawa 94.3 87.6
MWH/MaKC 84.9/97.7 81.5/94.3
XaHa anbiHfaH kaH Co3blnmansbl aypy aHemuscbl (ACD)
MapameTp KanneiHa kenTipy Tasanblk
OpTawa 94.2 94.6
MWH/MaKC 91.1/98.5 87.6 /97.7
EDTA xinik maubl

MapameTp KannbiHa kenTipy Tasanblk
OpTawa 80.7 71.8
MUWH/MaKC 78.3 / 85.8 60.1 / 83.4

LWEKTEYJIEP

1. UwutomeTtp paypbic GantanmaraH,

opHanacTblpMmaraH affanaa, arblH LMTOMETPUSICHI kaTe HaTukenep 6epyi MyMKiH.

2. Kenbip aHTUreHaik getepMmHaHTTap oopmanbiernake Hemece canoHuHre cesimtan 6onybl MymkiH. ©pbip 3epTxaHa
MOHOKIOHanNAbl aHTUAEHeNepai KongaHy LapTTapbiH TEKCEPYI KEPEK.

3. KypriginreH npouegypanap TexHUKanblK Hyckay OpolutopacbliHa COMKEC >XaHe TUICTI 3epTxaHanblk TaxipnbemeH
yrnecimai 6onfFaH Xxaraanaa faHa gypbIC, api XXaHfFblpTbybl MyMKIH HOTWXKenepai anyra donagbl.

4. byn peareHT €H akchbl
OHTamnaHablpbIFaH.

apakaTtblHacCblH CakTay MaHbI3Obl.
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NyopecLeHTTEHYAIH afbin KeTyi OypbiC eTernMereH >XoaHe anmakTap MyKUST

crneumdukanbsik/cneuudukanblk emMec CurHan KaTblHacblH KamTamacbi3 €Ty  YLUiH
CoHgblkTaH opbip CbiHaKTa peareHT KeneMiHiH/NMenkounTtTep MeH 3pUTPOLUTTEP CaHbIHbIH



5. TunepxacywanbinbIK XafganbliHAa cbiHama yiriHi 5 x 10° nenikoumnT/n xaHe 6 x 10" apuTtpounT/n a3 any ywiH PBS-Te
CYMbINTbIHBI3 (6).

6. Kenbip xiTi Oypek XeTkinikciagiri Hemece remornobuHonaTns CUAKTbI aypynap XafdanblHOa, SpUTPOLUTTEP JTU3UCI
Basty, TonblKk emec Hemece TinTi MyMKiH eMec 6onybl MyMKiH. Byn xafganga 6osygaH OypbiH (7) ThiFbI3AbIK FPagUEHTIH
(mbicansl, Ficoll) nanganaHein, MOHOHYKNeaprbl Xacyluanapabl oKLlaynan any yCbiHbinasl.

Mebicangap MeH aHblkTamanap any YiiH KocbIMIaHbl kKapaHbl3.

CAY[OA BENTJIEPI

Beckman Coulter, ctunbgeHreH norotun, coHbIMeH katap Beckman Coulter eHim meH Kbi3meT kepceTy 6enrinepi -— 6yn AKLL
xoHe backa engepgeri Beckman Coulter, Inc. cayaa 6enrinepi Hemece TipkenreH cayna 6enrinepi.

KOCbIMLUA AKIMAPAT

Eyponanbik OgakTarbl xaHe Oipaen pettey pexumi (3epTxaHanbik xxafgangarbl MeguunHarbIk QuarHoCTUKarnbIK KypbinFbinap
Typanbl 2017/746/EO kaynbicbkl) 6ap engepaeri naumMeHT/nanganaHyLwbl/yLiHLLI Tapan YLWiH; erep ocbl KYPbISFbiHbI NaiganaHy
KesiHOe HeMece OHbl NanganaHy HaTWXecCiHAe eneyni OkuFa OpblH anca, eHAipyLire xxaHe/Hemece OHbIH YoKineTTi ekiniHe
XKoHe YNTTbIK OpraHbliHbI3Fra xabapraHpia.

©3repTy Tapuxbl

[AF KANTA KAPAY: | LLbiFapbinFaH kyHi: Kaxtap 2021
AW PEOAKLIMACHI: [
Beckman Coulter ranamablk TaH6anay casicaTblHa aHe
IVD-R (EO) 2017/746 TananTapblHa Ca/iKec xacarfaH
XaHapTynap:
KocbinFaH 6enimaep MakcatTbl nangananyLubl, Aanaik, TMM@OUMTTEPAIH kannbiHa
Kenyi XaHe Tasalblifbl, KOCbIMLIA aknapart, ©3repTy Tapuxbl
KocbinfFaH aknapat EckepTy xaHe cakTbIk lWwapanapbl, Cakray >xoHe TypakTbInbIK,
LLlekTeynep TapaynapbiH kapaHbl3
XaHaptbinFaHn 6enimaep EckepTy xoHe cakTblK Wwapanapbl, GHS kayintep
KnaccuduKauuscel, cakray XeHe TypakTbinblk, 3akbimaany
Genrinepi, npoueaypa, eHimainik
YKovibinFan 6enimaep 3epTxaHaillinik XaHfFbIpTbliy MyMKIHAIr

Tan6Ganap nepHeci
TaHbanap rnoccapuni beckman.com/techdocs carnTtbiHga (kykat Hemipi: B60062) komkeTimai
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APPENDIX
- EXAMPLES

The graphs below are ungated biparametric representations (Side Scatter vs Fluorescence Intensity) of normal whole blood
sample. Intracellular staining is with Anti-Myeloperoxydase-FITC (MPO-FITC) conjugated monoclonal antibody and with
CD79a-PE conjugated monoclonal antibody.

Acquisition is performed with a Beckman Coulter Navios flow cytometer equipped with the Navios analysis software.

[Ungated] MPO FITC / SS INT [Ungated] CD79a PE / S5 INT

1000

SSINT
SSINT

10° IEJ‘ 1 10° 10° IEJ‘ 10 100
MPO FITC CD79a PE
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