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Specifications
Specificity CD4
Clone 13B8.2
Hybridoma NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunoglobulin 1gG1
Species Mouse
Purification Affinity Chromatography
Fluorochrom R Phycoerythrin (PE)
Molar ratio PE /1g: 0.5-1.5
A excitation 488 nm
Emission Peak 575 nm
Buffer PBS pH 7.2 plus 2 mg / mL BSA and 0.1% NaN,

I0Test
Conjugated Antibody
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 pL / test

For In Vitro Diagnostic Use

INTENDED USE

This fluorochrome-conjugated antibody allows the identification and numeration of cell populations expressing the CD4 antigen present in human biological
samples using flow cytometry.

PRINCIPLE

This test is based on the ability of specific monoclonal antibodies to bind to the antigenic determinants expressed by leucocytes.

Specific staining of the leucocytes is performed by incubating the sample with the I0OTest reagent. The red cells are then removed by lysis and the leucocytes,
which are unaffected by this process, are analyzed by flow cytometry.

The flow cytometer measures light diffusion and the fluorescence of cells. It makes possible the delimitation 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.

EXAMPLES OF CLINICAL APPLICATIONS

This reagent permits the characterization of CD4+ lymphocytic cell populations in immune system disorders: AIDS (1) and other immune deficiencies,
autoimmune disorders (2), hypersensitivity reactions, viral infections, restoration of the immune response after bone marrow and/or organ transplantation.
Follow-up and phenotyping of CD4+ cell populations (3) in malignant blood dyscrasias such as leukaemias and lymphomas.

REAGENTS

Concentration: See lot specific Certificate of Analysis at www.beckmancoulter.com.

WARNING AND PRECAUTIONS

Do not use the reagent beyond the expiry date.

Do not freeze.

Let it come to room temperature (18 — 25°C) before use.

Minimize exposure to light.

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

S e

Antibody solutions containing sodium azide (NaN3) should 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.
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

Not classified as hazardous

Safety Data Sheet is available at beckman.com/techdocs
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STORAGE AND STABILITY

The conjugated liquid forms must be kept at between 2 and 8°C and protected from light, before and after the vial has been opened.
Stability of closed vial: see expiry date on vial.

Stability of opened vial: the reagent is stable for 180 days.

SAMPLES

Venous blood must be taken using sterile tubes containing an EDTA salt as the anticoagulant.

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

The samples must be analyzed within 24 hours of venipuncture.

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

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address : immuno-techsup@beckmancoulter.com

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 20, 100 and 500 uL.
*  Plastic haemolysis tubes.
* Red cell lysis reagent with washing stage after lysis. For example: VersalLyse (Ref. A09777).
*  Leucocyte fixation reagent. For example : I0Test 3 Fixative Solution (Ref. A07800).
»  Isotypic control PE : IOTest reagent (Ref. A07796).
«  Buffer (PBS: 0.01 M sodium phosphate; 0.145 M sodium chloride; pH 7.2).
+  Centrifuge.
»  Automatic agitator (Vortex type).
*  Flow cytometer.

PROCEDURE WITH VERSALYSE REAGENT

Note: The procedure below is valid for standard applications. Sample and/or VersalLyse volumes for certain Beckman Coulter applications may be different.
If such is the case, follow the instructions on the application’s technical leaflet.

For each sample analyzed, in addition to the test tube, one control tube is required in which the cells are mixed in the presence of the isotypic control (Ref.
A07796.).

Add 20 pL of specific IOTest conjugated antibody to each test tube, and 20 pL of the isotypic control to each control tube.
Add 100 pL of the test sample to both tubes. Vortex the tubes gently.
Incubate for 15 to 20 minutes at room temperature (18 — 25°C), protected from light.

> wh =

Then perform lysis of the red cells, if necessary, by following the recommendations of the lysis reagent used. For example, if you wish to use
VersalLyse (Ref. A09777), refer to the leaflet and follow preferably the procedure called “with concomitant fixation”, which consists in adding 1 mL
of the “Fix-and-Lyse” mixture prepared extemporaneously. Vortex immediately for one second and incubate for 10 minutes at room temperature,
protected from light. If the sample does not contain red cells, add 2 mL of PBS.

Centrifuge for 5 minutes at 150 x g at room temperature.
Remove the supernatant by aspiration.

Resuspend the cell pellet using 3 mL of PBS.

Repeat step 5.

© © N oo

Remove the supernatant by aspiration and resuspend the cell pellet using:

0.5 mL or 1 mL of PBS plus 0.1% of formaldehyde if the preparations are to be kept less than 24hours. (A 0.1% formaldehyde PBS can be obtained
by diluting 12.5 pL of the IOTest 3 Fixative Solution (Ref. A07800) at its 10X concentration in 1 mL of PBS).

0.5 mL or 1 mL of PBS without formaldehyde, if the preparations are to be analyzed within 2 hours.
Note: In all cases, keep the preparations between 2 and 8°C and protected from light.

EXPECTED VALUES

Each laboratory must compile a list of reference values based upon a group of healthy donors from the local population. This must be done by taking age,
sex and ethnic group into account, as well as any other potential regional differences.

In our laboratories, the whole blood samples of 50 healthy adults were treated using the reagent described above. The results obtained for the count of the
positive events of interest with this reagent are given in the tables below :

Lymphocytes Number Mean (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55.91 10.82 19.4
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Monocytes Number Mean (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90.86 4.97 5.47
PERFORMANCE

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

SPECIFICITY

The monoclonal antibody (mAb) 13B8.2 recognizes an epitope situated on the Ig-like V1 region of the CD4 antigen. A study of the epitopic map, using
mutations targeting the extra-cytoplasmic regions of the molecule has shown that fixation of mAb 13B8.2 was only affected when the mutation involved the
88 and/or 89 residues (4). MAb 13B8.2 inhibits the in vitro fixation of HIV-1. MAb13B8.2 was assigned to CD4 during the 3rd HLDA Workshop on Human
Leucocyte Differentiation Antigens, Oxford, England in 1986 (WS Code: 501, Section : T) (5).

INTRA-LABORATORY REPRODUCIBILITY

On the same day and using the same cytometer, 12 measurements of the percentage of staining of a positive target were carried out. The results obtained
are summarized in the following table:

Positive Target Number Mean (%) SD CV (%)
Lymphocytes +CD4-PE 12 37.84 0.80 2.1

Linearity

To test the linearity of staining of this reagent, a positive cell line (HPBALL) and a negative cell line (DAUDI) were mixed in different proportions with a constant
final number of cells, so that the positive line/negative cell line ratio of the mixture ranged from 0 to 100%.

Aliquots were stained using the procedure described above and linear regression between the expected values and the observed values was calculated.

Specificity Linear regression Linearity (R?)
CD4-PE Y =1X-0.38 0.9998

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.

It is preferable to use a RBC lysis technique with a washing step as this reagent has not been optimized for "no wash" lysis techniques.

3. 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.

4. The conjugated antibody of this reagent is calibrated so as to offer the best specific signal/non-specific signal ratio. Therefore, it is important to adhere
to the reagent volume/sample volume ratio in every test.

In the case of a hyperleucocytosis, dilute the blood in PBS so as to obtain a value of approximately 5 x 10° leucocytes/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.

Symbols Key

Glossary of Symbols is available at beckman.com/techdocs (document number B60062)
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Spécifications

Spécificité CD4

Clone 13B8.2

Hybridome NS1 x balb/c
Immunogéne Human thymocytes
Immunoglobuline IgG1

Espéce Souris

Purification Chromatographie d’affinité
Fluorochrome R Phycoerythrin (PE)
Rapport molaire PE/lg: 0,5-1,5
Excitation A 488 nm

Pic d’émission 575 nm

Solution tampon PBS pH 7,2 plus 2 mg/mL BSA et 0,1 % NaN,

I0Test

Anticorps conjugué

CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test

Pour une utilisation en Diagnostic In Vitro

UTILISATION

Cet anticorps conjugué a un fluorochrome permet l'identification et la numération des populations cellulaires exprimant I'antigene CD4 présentes dans des
échantillons biologiques humains par cytométrie en flux.

PRINCIPE

Ce test est fondé sur la capacité d’anticorps monoclonaux spécifiques de se lier a des déterminants antigéniques exprimés par les leucocytes.

Une coloration spécifique des leucocytes est effectuée en incubant I'échantillon avec le réactif IOTest. Les globules rouges sont ensuite supprimés par lyses
et les leucocytes, qui ne sont pas affectés par cette procédure, sont analysés par cytométrie en flux.

Le cytometre en flux mesure la diffusion de la lumiere et la fluorescence des cellules. Il rend possible la délimitation de la population d’intérét au sein de la
fenétre électronique définie sur un histogramme, qui met en corrélation la diffusion orthogonale de la lumiére (diffusion latérale ou SS) et la diffusion de la
lumiére en angle étroit (dispersion avant ou FS). D’autres histogrammes combinant deux des différents paramétres disponibles sur le cytométre peuvent étre
utilisés comme supports dans la phase de gating 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.

EXEMPLES D’APPLICATIONS CLINIQUES

Caractérisation des populations lymphocytaires CD4+au cours de pathologies du systéme immunitaire : SIDA (1) et autres déficits immunitaires, maladies
autoimmunes (2), hypersensibilité, infections virales, restauration immunitaire aprés greffe de moélle et/ou d'organe. Suivi et phénotypage des populations
lymphocytaires CD4+ (3) dans les hémopathies malignes telles que leucémies et lymphomes.

REACTIFS

Concentration : voir le certificat d'analyse spécifique du lot sur www.beckmancoulter.com.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
1. Ne pas utiliser le réactif au-dela de la date de péremption.
Ne pas congeler.
Laisser le réactif passer a la température ambiante (18-25 °C) avant de I'utiliser.
Minimiser I'exposition a la lumiére.
Eviter la contamination microbienne des réactifs, ou des résultats erronés peuvent se produire.

o o~ w D

Les solutions d’anticorps contenant de I'azide de sodium (NaN;) doivent étre manipulées avec précautions. Ne pas avaler et éviter tout contact avec
la peau, les muqueuses et les yeux.

En outre, dans un milieu acide, 'azoture de sodium peut former le potentiellement dangereux acide hydrazoique. S'il doit étre éliminé, il est
recommandé de diluer le réactif dans un grand volume d’eau avant de le verser dans le systéeme de drainage afin d’éviter 'accumulation d’azoture de
sodium dans les tubes métalliques et de prévenir le risque d’explosion.

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).

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

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

Non classifi€ comme dangereux

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse techdocs.beckman.com
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CONSERVATION ET STABILITE

Les conjugués sous forme liquide doivent étre conservés entre 2 et 8 °C a I'abri de la lumiére, avant et aprés ouverture du flacon.
Stabilité du flacon fermé : voir la date de péremption sur le flacon.

Stabilité du flacon ouvert : le réactif est stable pendant 180 jours.

ECHANTILLONS

Le sang veineux doit étre prélevé avec des tubes stériles contenant un sel EDTA comme anticoagulant.

Les échantillons doivent étre conservés a température ambiante (18-25 °C) et ne doivent pas étre agités. Les échantillons doivent étre homogénéisés par
agitation douce avant de prélever I'échantillon de test.

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

PREUVE DE DETERIORATION

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

En cas de détérioration de I'emballage ou si les données obtenues indiquent certaines altérations des performances, veuillez contacter notre service Support
Technique : 04 91 17 27 27 Fax : 04 91 17 27 25 immuno-techsup@beckmancoulter.com

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 apres I'élimination de réactifs non dilués. L'élimination
de I'azoture de sodium doit se faire conformément aux réglementations locales en vigueur.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI AVEC CE COFFRET:
*  Les tubes d’échantillonnage et le matériel nécessaires pour I'échantillonnage.
. ipettes automatiques aux embouts jetables pour 20, 100 et 500 pL.
*  Tubes d’hémolyse en plastique.
» Réactif de lyse des érythrocytes avec étape de lavage post-lyse. Par exemple : VersalLyse (Réf. A09777).
*  Réactif de fixation de leucocyte. Par exemple : Solution fixative |OTest 3 (Réf. A07800).
»  Contréle isotypique PE : réactif IOTest (Réf. A07796.).
*  Tampon (PBS : 0,01 M phosphate de sodium ; 0,145 M chlorure de sodium ; pH 7,2).
»  Centrifugeuse.
»  Agitateur automatique (type vortex).
*  Cytométre en flux.

PROCEDURE AVEC REACTIF VERSALYSE

Nota Bene : La procédure ci-dessous est valable pour des applications standard. Les volumes d’échantillon et/ou de VersalLyse pour certaines applications
Beckman Coulter peuvent étre différents. Si tel est le cas, suivre les instructions de la fiche technique de I'application.

Pour chaque échantillon analysé, prévoir en plus du tube test, un tube contréle dans lequel les cellules seront mises en présence du controle isotypique (Réf.
A07796.).

1. Ajouter 20 pL d'anticorps conjugué spécifique 10Test a chaque tube test et 20 yL de contréle isotypique dans chaque tube de contréle.
2. Ajouter 100 L de I'échantillon a tester dans les 2 tubes. Vortexer doucement.

3. Incuber pendant 15 a 20 minutes a température ambiante (18—25 °C), a 'abri de la lumiére.

4

Procéder, si nécessaire, a la lyse des globules rouges en suivant les recommandations du réactif de lyse utilisé. A titre d’exemple, si 'on souhaite
utiliser VersaLyse (Réf. A09777), se reporter a la notice et suivre de préférence la procédure dite « avec fixation concomitante » qui consiste a ajouter
1 mL du mélange “Fix-and-Lyse” préparé extemporanément. Vortexer immédiatement pendant une seconde et incuber 10 minutes a température
ambiante et a I'abri de la lumiére. Si I'échantillon ne contient pas de globules rouges, ajouter 2 mL de PBS.

Centrifuger pendant 5 minutes a 150 x g a température ambiante.
Retirer le surnageant par aspiration.

Remettre le culot cellulaire en suspension en utilisant 3 mL de PBS.
Répéter I'étape 5.

© © N oo

Eliminer le liquide surnageant par aspiration et remettre le culot cellulaire en suspension en utilisant :

0,5 mL ou 1 mL de PBS plus 0,1 % de formaldéhyde si les préparations doivent étre conservées moins de 24 heures. (Un PBS avec 0,1 % de
formaldéhyde peut étre obtenu en diluant 12,5 pL de la solution de fixation IOTest 3 (REF A07800) car c’est sa concentration 10x dans 1 mL de PBS).

0,5 mL ou 1 mL de PBS sans formaldéhyde, si les préparations doivent étre conservées dans les 2 heures.
Remarque : dans tous les cas, conserver les préparations entre 2 et 8 °C et a I'abri de la lumiére.

VALEURS ATTENDUES

Chagque laboratoire doit établir une liste de valeurs de référence basée sur un groupe de donneurs sains appartenant a la population locale. Ceci doit étre
fait en tenant compte de I'age, du sexe, de I'appartenance ethnique, ainsi que de toute autre différence régionale potentielle.

Dans nos laboratoires, le sang total de 50 adultes sains a été traité en utilisant le réactif décrit ci-dessus. Les résultats obtenus pour la numération des
événements d'intérét positifs avec ce réactif sont regroupés dans les tableaux ci-aprés :
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Lymphocytes Nombre Moyenne (%) ET (Ecart type) CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
Monocytes Nombre Moyenne (%) ET (Ecart type) CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
PERFORMANCE

Les données de performance sont obtenues suivant la procédure décrite précédemment sur des échantillons de sang agé de 24 heures collecté auparavant
dans des tubes stériles avec du sel d'EDTA comme anticoagulant. L'analyse est réalisée dans les 2 heures qui suivent I'immunomarquage.

SPECIFICITE

L'anticorps monoclonal (AcM) 13B8.2 reconnait un épitope situé sur la région V1 de la structure immunoglobulinique ("Ig-like") de I'antigéne CD4. Une étude
de la carte épitopique au moyen de mutations ciblant les régions extra-cytoplasmiques de la molécule a montré que la fixation de I'anticorps 13B8.2 n'était
affectée que lorsque la mutation touchait les résidus 88 et/ou 89 (4). L'AcM 13B8.2 inhibe in vitro la fixation du VIH-1. L'AcM 13B8.2 a été assigné au CD4
au cours du 3éme HLDA Workshop sur les Antigénes de Différenciation des Leucocytes Humains, d’Oxford, Angleterre, en 1986 (WS Code : 501, Section
2 T) (5).

REPRODUCTIBILITE INTRA-LABORATOIRE

Le méme jour et sur le méme cytométre, 12 déterminations du pourcentage de marquage d’une cible positive ont été menées. Les résultats obtenus sont
regroupés dans le tableau suivant :

Cible positive Nombre Moyenne (%) ET (Ecart type) CV (%)
Lymphocytes CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1
+

Linéarité
Pour tester la linéarité du marquage de ce réactif, une lignée cellulaire positive ((HPBALL) ) et une lignée cellulaire négative ((DAUDI)) ont été mélangées

en différentes proportions et a quantité cellulaire finale constante, de maniere a ce que le rapport lignée positive / lignée négative du mélange s’échelonne
de 0 a 100 %.

Des aliquotes ont été marquées selon la procédure décrite ci-dessus et la régression linéaire entre valeurs attendues et valeurs observées a été calculée.

Spécificité Régression linéaire Linéarité (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

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. Utiliser de préférence une technique de lyse des globules rouges avec lavage car ce réactif n'a pas été optimisé pour les techniques de lyse dites
"sans lavage".

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. Lanticorps conjugué de ce réactif est étalonné de maniére a offrir le meilleur ratio de signal spécifique/signal non spécifique. Par conséquent, il est
important de respecter le ratio de volume de réactif/volume d’échantillon a chaque test.

En cas d’hyperleucocytose, diluer le sang dans du PBS de facon a obtenir une valeur d’approximativement 5 x 10° leucocytes/L (6).

6. Dans certains états pathologiques, tels qu'une grave insuffisance rénale ou une hémoglobinopathie, la lyse des globules rouges peut étre lente,
incomplete ou méme impossible. Dans ce cas, il est recommandé d’isoler les cellules mononucléées a '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.

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

Spezifitat CD4
Klon 13B8.2
Hybridom NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunglobulin IgG1
Spezies Maus
Aufreinigung Affinitdtschromatografie
Fluorochrom R Phycoerythrin (PE)
Molverhaltnis PE/lg: 0,5-1,5
A-Anregung 488 nm
Emissionspeak 575 nm
Puffer PBS pH 7,2 plus 2 mg/mL BSA und 0,1 % NaN,3
IOTest
Konjugierter Antikorper
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 ulL/Test

Zur Verwendung als In vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK

Dieser mit einem Fluorochrom konjugierte Antikdrper dient zur Identifikation und Zahlung im Durchflusszytometer von CD4-Antigen exprimierenden
Zellpopulationen in menschlichen biologischen Proben.

PRINZIP

Dieser Test basiert auf der Fahigkeit bestimmter monoklonaler Antikdrper, an die durch Leukozyten exprimierten antigenen Determinanten zu binden.

Die spezifische Farbung der Leukozyten erfolgt durch Inkubation der Probe mit dem IOTest-Reagenz. Die Erythrozyten kdnnen dann mittels Lyse entfernt
werden. Die von diesem Vorgang unberiihrten Leukozyten werden mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Das Durchflusszytometer misst die Lichtstreuung und die Fluoreszenz der Zellen. Es ermdglicht die Abgrenzung der gewilinschten Population innerhalb des
auf einem Histogramm definierten elektronischen Fensters, welches die orthogonale Lichtstreuung (Seitwartsstreuung, SW) und die Streuung des Lichts
im flachen Winkel (Vorwartsstreuung, VW) in Beziehung zueinander setzt. Andere Histogramme, die zwei der auf dem Zytometer verfigbaren Parameter
kombinieren, kénnen zur Unterstiitzung beim Gating eingesetzt werden, je nachdem welche Anwendung der Benutzer ausgewahlt hat.

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.

BEISPIELE KLINISCHER ANWENDUNGEN

Dieses Reagenz ermdglicht die Charakterisierung von lymphozytéren Zellpopulationen des Typs CD4+ bei Erkrankungen des Immunsystems: AIDS (1)
und andere Immundefekte, Autoimmunerkrankungen (2), Uberempfindlichkeitsreaktionen, Virusinfektionen, Wiederherstellung der Immunreaktion nach einer
Knochenmark- oder Organtransplantation. Nachuntersuchung und Phanotypisierung von Zellpopulationen des Typs CD4+ (3) bei maligner Blutdyskrasie wie
Leukamie oder Lymphomen.

REAGENZIEN

Konzentration: Siehe chargenspezifisches Analysezertifikat unter www.beckmancoulter.com.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Das Reagenz nicht Uber das Verfallsdatum hinaus verwenden.

Nicht einfrieren.

Vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-25 °C) bringen.

Vor Licht schiitzen.

Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien muss vermieden werden, damit kein falsches Ergebnis erzielt wird.

S e

Antikorperlésungen, die Natriumazid (NaNs) enthalten, vorsichtig handhaben. Nicht einnehmen und Bertihrungen mit Haut, Schleimh&uten und Augen
vermeiden.

Zudem kann Natriumazid in einem sauren Medium zur Bildung potenziell gefahrlicher Stickstoffwasserstoffsdure fihren. Zur Entsorgung des
Reagenzes wird empfohlen, das Reagenz mit viel Wasser zu verdiinnen, bevor es in das Abwassersystem gegossen wird, um einer Ansammlung
von Natriumazid in den Metallrohren und dem Risiko einer Explosion vorzubeugen.

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

Nie mit dem Mund pipettieren und jeglichen Kontakt der Proben mit der Haut, den Schleimhauten und den Augen vermeiden.

Blutréhrchen und Einwegmaterial, das zur Handhabung verwendet wird, miissen in dafiir vorgesehenen, fiir die Verbrennung bestimmten Behaltern
entsorgt werden.

10. Reagenzien und Abfélle sind entsprechend den &rtlichen Anforderungen zu entsorgen.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Nicht als gefahrlich eingestuft
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Das Sicherheitsdatenblatt ist auf beckman.com/techdocs verfiigbar.

LAGERUNG UND STABILITAT

Die fliissigen konjugierten Formen werden vor und nach Offnen des Flaschchens bei 2 bis 8 °C vor Lichteinstrahlung geschiitzt aufbewahrt.
Stabilitat geschlossener Flaschchen: siehe Verfallsdatum auf dem Flaschchen.

Stabilitat gedffneter Flaschchen: Das Reagenz ist 180 Tage lang stabil.

PROBEN

Vendses Blut muss mit sterilen R6hrchen entnommen werden, die ein EDTA-Salz als Antikoagulanz enthalten.

Die Proben bei Raumtemperatur (18-25 °C) aufbewahren und nicht schiitten. Die Proben vor Entnahme der Testprobe durch vorsichtiges Schitteln
homogenisieren.

Die Proben missen innerhalb von 24 Stunden analysiert werden.

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

Wenn die Verpackung beschadigt ist oder die erhaltenen Daten irgendwelche Leistungséanderungen anzeigen, kontaktieren Sie Ihren lokalen Vertriebshandler
oder wenden sich an folgende E-Mail-Adresse: immuno-techsup@beckmancoulter.com

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).

Um eine mdégliche Akkumulation von Azidverbindungen zu vermeiden, die Abwasserrohre nach der Entsorgung von unverdinntem Reagenz mit Wasser
spllen. Natriumazid muss entsprechend den ortlichen behérdlichen Vorschriften entsorgt werden.

BENOTIGTE JEDOCH NICHT IM KIT ENTHALTENE ARTIKEL.:
Probenahmerdhrchen und fir die Probenahme bendtigte Materialien.
*  Automatische Pipetten mit Einwegspritzen fiir 20, 100 und 500 pL.
*  Hamolyserohrchen aus Kunststoff.
* Reagenz zur Lyse der Erythrozyten mit Waschstufe nach der Lyse. Beispiel: VersalLyse (Ref. A09777).
* Reagenz zur Leukozytenfixierung. Beispiel: 10Test 3-Fixierungsldsung (Ref. A07800).
* Isotypiekontrolle PE : IOTest-Reagenz (Art. A07796.).
»  Puffer (PBS: 0,01 M Natriumphosphat; 0,145 M Natriumchlorid; pH 7,2).
*  Zentrifuge.
*  Automatisches Mischgerat (Typ Vortex-Mischer).
. Durchflusszytometer.

VERFAHREN MIT VERSALYSE-REAGENZ

HINWEIS: Das nachfolgende Verfahren gilt fir Standardanwendungen. Die Probe- und/oder VersalLyse-Mengen kénnen bei einigen Beckman
Coulter-Anwendungen abweichen. In diesem Fall sind die Anleitungen des technischen Datenblatts der Anwendung zu befolgen.

Fir jede getestete Probe zusatzlich zum Testréhrchen ein Kontrollréhrchen vorsehen, in dem die Zellen mit der Isotypiekontrolle in Kontakt gebracht werden
(Art. A07796.).

1. 20 pL des spezifischen, konjugierten |0Test-Antikdrpers in jedes Testrohrchen und 20 pL der Isotypkontrolle in jedes Kontrollrdhrchen geben.
2. In beiden Réhrchen 100 pL der zu testenden Probe hinzufiigen. Leicht ritteln (Vortex).

3. Bei Raumtemperatur (18-25 °C) 15 bis 20 Minuten lang lichtgeschutzt inkubieren.
4

Falls erforderlich eine Erythrolyse durchfiihren und dabei die Anleitungen des angewendeten Lysereagenzes befolgen. Wenn Sie z. B. Versalyse (Art.
A09777) verwenden mochten, sollten Sie sich nach der Anleitung richten und am besten das Verfahren “mit gleichzeitiger Fixation* anwenden, das
darin besteht 1 mL der frisch zubereiteten “Fix-and-Lyse”-Mischung hinzufliigen. Sofort eine Sekunde lang riitteln und 10 Minuten bei Raumtemperatur
und vor Lichteinstrahlung geschutzt inkubieren. Wenn die Probe keine roten Blutkérperchen enthalt, 2 mL PBS hinzufiigen.

Bei 150 x g 5 Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifugieren.
Den Uberstand absaugen.

Das Zellpellet in 3 mL PBS resuspendieren.

Schritt 5 wiederholen.

© © N o v

Den Uberstand absaugen und das Zellpellet resuspendieren mit:

0,5 mL oder 1 mL PBS plus 0,1 % Formaldehyd, wenn die Praparate weniger als 24 Stunden erhalten werden sollen. (0,1 % Formaldehyd-PBS kann
durch Verdiinnen von 12,5 L der I0Test 3-Fixierlésung (REF A07800) bei 10 x Konzentration in 1 mL PBS erhalten werden.)

0,5 mL oder 1 mL PBS ohne Formaldehyd, wenn die Praparate innerhalb von weniger als 2 Stunden analysiert werden sollen.
Hinweis: Die Praparate in jedem Fall zwischen 2 und 8 °C und vor Licht geschutzt aufbewahren.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor muss eine Liste von Referenzwerten erstellen, die auf einer Gruppe von gesunden Spendern aus der lokalen Population beruht. Dies hat unter
Berlcksichtigung von Alter, Geschlecht, ethnischer Zugehérigkeit sowie allen anderen potentiellen regionalen Unterschieden zu erfolgen.
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In unseren Laboren wurde Vollblut von 50 gesunden Erwachsenen unter Anwendung des oben beschriebenen

Reagenz fir die Zahlung der relevanten positiven Ereignisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst :

Reagenzes behandelt. Die mit diesem

Lymphozyten Nummer Mittelwert (%) SD VK (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
Monozyten Nummer Mittelwert (%) SD VK (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
LEISTUNG

Die Leistungsdaten wurden mit der oben beschriebenen Prozedur aus 24 h alten Blutproben ermittelt, die in sterilen Réhrchen mit EDTA-Salz als
Antigerinnungsmittel gesammelt wurden. Die Analyse wird innerhalb von 2 Stunden nach dem Immunostaining durchgefiihrt.

SPEZIFITAT

Der monoklonale Antikdrper (mAk) 13B8.2 erkennt ein auf der Region V1 der Immunglobulinstruktur ("lg-like") des Antigens CD4 gelegenes Epitop. Eine
Studie mittels Mutationen an den extrazytoplasmatischen Regionen des Molekiils hat gezeigt, dass die Fixation des Antikdrpers 13B8.2 nur beeintrachtigt
war, wenn die Mutation die Ruickstdnde 88 und/oder 89 betraf (4). Der mAk 13B8.2 inhibiert in vitro die Fixation des HIV-1. Der mAk 13B8.2 wurde 1986 auf
dem 3. HLDA-Workshop uber die Differenzierungsantigene der menschlichen Leukozyten in Oxford (England) (WS Code: 501, Sektion T) (5) dem Molekdil
CD4 zugeordnet.

REPRODUZIERBARKEIT INNERHALB EINES LABORS

Am gleichen Tag und am gleichen Zytometer wurden 12 prozentuale Analysen der Markierung eines Positiv-Targets durchgefihrt. Die erzielten Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Positives Ziel Nummer Mittelwert (%) SD VK (%)
Lymphozyten CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1
+

Linearitat

Zum Testen der Markierungslinearitéat dieses Reagenzes wurden eine positive ((HPBALL) ) und eine negative ((DAUDI)) Zellpopulation in unterschiedlichen
Proportionen, jedoch bei gleichbleibender endglltiger Zellmenge vermischt, so dass sich das Verhaltnis zwischen positiver und negativer Population der
Mischung zwischen 0 und 100 % bewegt.

Es wurden gemal dem vorausgehend beschriebenen Verfahren Aliquote markiert und die lineare Regression zwischen den erwarteten und beobachteten
Werten berechnet.

Spezifitat Lineare Regression Linearitat (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
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. Vorzugsweise sollte eine Lysetechnik der Erythrozyten mit Waschschritten angewendet werden, da dieses Reagenz nicht fiir Lysetechniken ohne
Waschschritte optimiert wurde.

3. Genaue und reproduzierbare Ergebnisse werden erzielt, sofern die verwendeten Verfahren der technischen Packungsbeilage entsprechen und mit
der guten Laborpraxis kompatibel sind.

4. Der konjugierte Antikérper dieses Reagenzes ist so kalibriert, dass er das beste Verhaltnis von spezifischem zu unspezifischem Signal bietet. Daher
ist es wichtig, das Verhaltnis Reagenzvolumen/Probenvolumen bei jedem Test einzuhalten.

Im Falle einer Hyperleukozytose das Blut in PBS verdiinnen, um einen Wert von ungeféhr 5 x 10° Leukozyten/L zu erhalten(6).

6. Bei bestimmten Krankheitszustéanden, beispielsweise einem schweren Nierenversagen oder Hamoglobinopathien, kann die Lyse der Erythrozyten
moglicherweise nur langsam oder unvollstdndig erfolgen oder sogar unmoglich 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 erwahnten Beckman Coulter-Produkt- und Dienstleistungsmarken sind in den USA und
anderen Landern Marken oder eingetragene Marken von Beckman Coulter, Inc.

Liste der Symbole

Das Glossar der Symbole ist auf beckman.com/techdocs (Dokumentnummer B60062) verfiigbar.
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Specifiche
Specificita CD4
Clone 13B8.2
Ibridoma NS1 x balb/c
Immunogeno Human thymocytes
Immunoglobulina IgG1
Specie Topo
Purificazione Cromatografia di affinita
Fluorocromo R Phycoerythrin (PE)
Rapporto molare PE /Ig: 0,5-1,5
Eccitazione A 488 nm
Picco di emissione 575 nm
Tampone PBS pH 7,2 piu 2 mg/mL di BSA e NaN; 0,1%
IOTest
Anticorpo coniugato
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 pL/test
Per uso diagnostico in vitro

USO PREVISTO

Questo anticorpo coniugato a un fluorocromo consente l'identificazione e la numerazione delle popolazioni cellulari che esprimono 'antigene CD4, presenti
nei campioni biologici umani analizzati in citometria a flusso.

PRINCIPIO

Questo test si basa sulla capacita di specifici anticorpi monoclonali di legarsi ai determinanti antigenici espressi dai leucociti.

La colorazione specifica dei leucociti viene eseguita incubando il campione con il reagente IOTest. Gli eritrociti vengono quindi rimossi tramite lisi e i leucociti,
non interessati da questo processo, vengono analizzati tramite citometria a flusso.

Il citometro a flusso misura la diffusione di luce e la fluorescenza delle cellule. Cio consente la delimitazione della popolazione di interesse con la finestra
elettronica definita in un istogramma, che correla la diffusione ortogonale della luce (scattering laterale o SS) e la diffusione della luce ad angolo stretto
(scattering frontale o FS). Altri istogrammi che combinano due dei diversi parametri disponibili sul citometro possono essere usati come supporti nella fase
di determinazione del gate in base alle applicazioni scelte 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.

ESEMPI DI APPLICAZIONI CLINICHE

Caratterizzazione delle popolazioni linfocitarie CD4+ nel corso di determinate patologie del sistema immunitario: AIDS (1) e altri deficit immunitari, malattie
autoimmuni (2), ipersensibilita, infezioni virali, ripresa del sistema immunitario dopo trapianti di midollo e/o d'organo. Monitoraggio e fenotipizzazione delle
popolazioni linfocitarie CD4+ (3) nelle emopatie maligne quali le leucemie e i linfomi.

REAGENTI

Concentrazione: vedere il certificato di analisi specifico per il lotto su www.beckmancoulter.com.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Non utilizzare il reagente oltre la data di scadenza.

Non congelare.

Prima dell'uso, portare a temperatura ambiente (18-25 °C).

Ridurre al minimo I'esposizione alla luce.

Evitare la contaminazione microbica dei reagenti, poiché potrebbe falsare i risultati.

I o

Le soluzioni di anticorpi che contengono sodio azide (NaN;) devono essere maneggiate con cura. Non ingerire ed evitare qualsiasi contatto con cute,
mucose e occhi.

Inoltre, in un mezzo acido, il sodio azide pud formare acido idrazoico, che & potenzialmente pericoloso. Per lo smaltimento, si consiglia di diluire il
reagente in un grande volume di acqua prima di versarlo nell'impianto di scarico, in modo da evitare 'accumulo di sodio azide nelle tubazioni metalliche
ed evitare il rischio 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).

8. Non pipettare con 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

Classificato come non pericoloso

La scheda tecnica sulla sicurezza & disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs
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CONSERVAZIONE E STABILITA

Le forme liquide coniugate devono essere conservate a una temperatura compresa tra i 2 e gli 8 °C e al riparo dalla luce, prima e dopo I'apertura della fiala.
Stabilita di una fiala chiusa: vedere la data di scadenza sulla fiala.

Stabilita di una fiala aperta: il reagente & stabile per 180 giorni.

CAMPIONI

| campioni di sangue venoso devono essere prelevati utilizzando provette sterili contenenti un sale EDTA come anticoagulante.

| campioni devono essere conservati a temperatura ambiente (18-25 °C) e non devono essere agitati. | campioni devono essere omogeneizzati agitandoli
con delicatezza prima di prelevare il campione per il test.

| campioni devono essere analizzati entro 24 ore dalla venipuntura.

INDICI DI DETERIORAMENTO

Qualsiasi cambiamento dell’aspetto fisico dei reagenti puo indicare un deterioramento. In tale caso, non utilizzare il reagente.

In caso di deterioramento dell'imballaggio o se i dati ottenuti presentano alcune alterazioni nelle prestazioni, rivolgersi al distributore locale o inviare un'e-mail
al seguente indirizzo:

SOMMARIO

Il conservante sodio azide puo 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.

COMPONENTI NECESSARI MA NON FORNITI CON IL KIT:
Provette per campioni e materiale necessario per il campionamento.
. Pipette automatiche con punte monouso per 20, 100 e 500 pL.
. Provette per emolisi in plastica.
* Reagente per lisi degli eritrociti con fase di lavaggio successiva alla lisi. Ad esempio: VersalLyse (Rif. AO9777).
* Reagente di fissaggio dei leucociti. Ad esempio: Soluzione fissante I0Test 3 (Rif. A07800).
*  Controllo isotipico PE : reagente 10Test (Rif. A07796.).
«  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 CON REAGENTE VERSALYSE

N.B.: La procedura seguente & valida per delle applicazioni standard. | volumi di campione e/o di VersaLyse per certe applicazioni Beckman Coulter possono
essere diversi. In questo caso, seguire le istruzioni della scheda tecnica di applicazione.

Per ogni campione analizzato, & necessario prevedere, oltre alla provetta test, 1 provetta di controllo nella quale saranno messe le cellule in presenza del
controllo isotipico (Rif. A07796.).

1. Aggiungere 20 pL di anticorpi coniugati IOTest in ciascuna provetta e 20 uL di controllo isotipico in ciascuna provetta di controllo.
2. Aggiungere 100 pL del campione da testare nelle 2 provette. Agitare delicatamente nell’agitatore.

3. Incubare a temperatura ambiente (18-25 °C) per 15-20 minuti, al riparo dalla luce.
4

Se necessario, procedere alla lisi dei globuli rossi attenendosi alle raccomandazioni del reagente di lisi utilizzato. A titolo di esempio, qualora si
desiderasse utilizzare VersalLyse (Rif. A09777), vedere la scheda tecnica e seguire preferibilmente la procedura « con fissaggio concomitante » che
consiste nell'aggiungere 1 mL di una miscela di “Fix-and-Lyse”, preparata estemporaneamente. Agitare immediatamente al Vortex per un secundo e
incubare per 10 minuti a temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Se il campione non contiene globuli rossi, aggiungere 2 mL di PBS.

Centrifugare per 5 minuti a 150 x g a temperatura ambiente.
Rimuovere il surnatante mediante aspirazione.
Risospendere il pellet cellulare utilizzando 3 mL di PBS.
Ripetere il passaggio 5.

© © N oo

Eliminare il surnatante tramite aspirazione e risospendere il pellet cellulare tramite:

0,5 mL o 1 mL di PBS piti 0,1% di formaldeide, se i preparati devono essere conservati meno di 24 ore. (E possibile ottenere PBS con formaldeide
allo 0,1% diluendo 12,5 pL di soluzione fissante IOTest 3 (REF A07800) alla concentrazione di 10x in 1 mL di PBS).

0,5 mL o 1 mL di PBS senza formaldeide, se i preparati devono essere analizzati entro 2 ore.
Nota: in tutti i casi, mantenere i preparati a una temperatura compresa tra 2 e 8 °C, al riparo dalla luce.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve redigere un elenco di valori di riferimento basato su un gruppo di donatori sani appartenenti alla popolazione locale. Cio deve essere
fatto tenendo conto dell’eta, del sesso, dell’'appartenenza etnica e di qualsiasi altra potenziale differenza regionale.

Nei nostri laboratori, sono stati analizzati i campioni di sangue intero di 50 soggetti adulti sani utilizzando il reagente sopra descritto. Nelle seguenti tabelle
sono riportati i risultati ottenuti con questo reagente per la numerazione dei casi risultati positivi :
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Linfociti Numero Media (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
No Translation Numero Media (%) SD CV (%)
Available
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
PRESTAZIONI

| dati relativi alla performance sono ottenuti utilizzando la procedura sopra descritta su campioni di sangue raccolti da 24 ore in provette sterili, utilizzando un
sale di EDTA come anticoagulante. L'analisi & effettuata entro le 2 ore successive all'immunostaining.

SPECIFICITA

L'anticorpo monoclonale (MoAb) 13B8.2 riconosce un epitopo localizzato sul dominio V1 della struttura immunoglobulinica ("Ig-like") dell’antigene CD4. Uno
studio degli epitopi mediante analisi delle mutazioni localizzate nei domini extra-citoplasmatici della molecola ha dimostrato che il legame dell’anticorpo
13B8.2 era alterato solo quando la mutazione interessava i residui 88 e/o 89 (4). Il MoAb 13B8.2 inibisce il legame dell’HIV-1 in vitro. Il MoAb 13B.8.2 ¢
stato riconosciuto come specifico per I'antigene CD4 nel corso del 3° Workshop sugli Antigeni di Differenziazione dei Leucociti Umani, tenutosi a Oxford,
Inghilterra, nel 1986 (WS Code: 501, Section T) (5).

RIPRODUCIBILITA INTRALABORATORIO

Lo stesso giorno e con lo stesso citometro, sono state effettuate 12 determinazioni della percentuale di marcatura di un target positivo. Nelle seguenti tabelle
sono riportati i risultati ottenuti:

Target positivo Numero Media (%) SD CV (%)
Linfociti CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearita

Per testare la linearita di marcatura di questo reagente, sono state mescolate, in proporzioni diverse pur mantenendo costante il numero totale di cellule, una
linea cellulare positiva ((HPBALL) ) e una linea cellulare negativa ((DAUDI)). Il rapporto linea cellulare positiva / negativa fornisce un dato lineare ordinabile
su una scala da 0 a 100%.

Alcune aliquote sono state testate in base alla procedura descritta sopra. E stata inoltre calcolata la regressione lineare tra valori attesi e valori osservati.

Specificita
CD4-PE

Regressione lineare Linearita (R2)
Y=1X-0,38 0,9998

LIMITAZIONI

1. La citometria 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. E preferibile utilizzare una tecnica di lisi degli eritrociti con lavaggio perché il reagente non & stato ottimizzato per le cosiddette tecniche di lisi “senza
lavaggio”.

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. Lanticorpo coniugato di questo reagente € calibrato in modo da offrire un rapporto segnale specifico/segnale non specifico ottimale. Di conseguenza,
€ importante rispettare il rapporto fra volume di reagente e volume di campione in tutti i test.

In caso di iperleucocitosi, diluire il sangue in PBS in modo da ottenere un valore di circa 5 x 10° leucociti/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.

Legenda dei simboli
Il Glossario dei simboli & disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs (documento numero B60062)
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Especificaciones

Especificidad CD4
Clon 13B8.2
Hibridoma NS1 x balb/c
Inmunégeno Human thymocytes
Inmunoglobulina IgG1
Especie Ratén
Purificacién Cromatografia de afinidad
Fluorocromo R Phycoerythrin (PE)
Proporcion molar PE /lg: 0,5-1,5
Excitacion A 488 nm
Pico de emisién 575 nm
Tampoén PBS pH 7,2 mas 2 mg/mL BSA y 0,1 % NaN;
IOTest
Anticuerpo conjugado
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/prueba

Para uso diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

Este anticuerpo conjugado a un fluorocromo permite la identificacion y la numeracion de las poblaciones celulares que expresan el antigeno CD4 presentes
en muestras biolégicas humanas por citometria de flujo.

PRINCIPIO

Esta prueba se basa en la capacidad de anticuerpos monoclonales especificos para unirse a los determinantes antigénicos expresados por leucocitos.

La tincién especifica de los leucocitos se realiza incubando la muestra con el reactivo IOTest. A continuacion, se eliminan los eritrocitos mediante lisis y los
leucocitos, que no se ven afectados por este proceso, se analizan mediante citometria de flujo.

El citometro de flujo mide la dispersién 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 la luz (Forward Scatter o FS). Se
pueden utilizar otros histogramas que combinen dos de los distintos parametros disponibles en el citdmetro como apoyo para la fase de seleccion en funcién
de la aplicacion utilizada por el usuario.

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

EJEMPLOS DE APLICACIONES CLINICAS

Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias CD4+ en el transcurso de patologias del sistema inmunitario: SIDA (1) y otros déficits inmunitarios,
enfermedades autoinmunes (2), hipersensibilidad, infecciones virales, restauracién inmunitaria después del trasplante de médula 6sea y/o de érganos.
Seguimiento y fenotipado de las poblaciones linfocitarias CD4+ (3) en las hemopatias malignas como las leucemias y los linfomas.

REACTIVOS

Concentracion: ver el certificado de analisis especifico del lote en www.beckmancoulter.com.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

No use el reactivo después de la fecha de caducidad.

No lo congele.

Déjelo a temperatura ambiente (18-25 °C) antes de su utilizacion.
Minimice el tiempo de exposicién a la luz.

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

S e

Las soluciones de anticuerpo que contienen azida sédica (NaN;) deben manipularse con precaucion. No ingerir y evitar todo contacto con la piel, la
mucosa Yy los 0jos.

Asimismo, en un medio acido, la azida sédica puede formar acido hidrazoico potencialmente peligroso. Cuando se vaya a desechar, se recomienda
diluir el reactivo en abundante agua antes de verterlo en el sistema de drenaje para evitar la acumulacién de azida sédica en tubos metalicos y el
riesgo de explosion.

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).

No pipetear nunca con la boca y evitar todo contacto de las muestras con la piel, las mucosas y los ojos.

Los tubos para sangre y el material desechable utilizados para la manipulacién 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

No clasificado como téxico

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

Los conjugados en forma liquida deben conservarse entre 2 y 8 °C en un lugar protegido de la luz, antes y después de abrir el frasco.
Estabilidad del vial cerrado: consulte la fecha de caducidad en el vial.

Estabilidad del vial abierto: el reactivo es estable durante 180 dias.

MUESTRAS

La sangre venosa debe recogerse en tubos de muestra estériles que contengan una sal de EDTA como anticoagulante.

Las muestras deben mantenerse a temperatura ambiente (18-25 °C) y no agitarse. Antes de tomar la muestra de prueba, es necesario homogeneizarla
mediante una agitaciéon suave.

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

SIGNOS DE DETERIORO

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

En caso de deterioro del paquete o si los datos obtenidos indican una alteracién del rendimiento, pédngase en contacto con su distribuidor local o escriba a
la siguiente direccién de correo electronico:

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 explosién con la azida) (16/8/76).

Para evitar la posible acumulacién de compuestos de azida, limpie con agua los tubos de desague tras la eliminacion del reactivo sin diluir. Para desechar
la azida sddica deben seguirse las normativas locales adecuadas.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS CON EL KIT:
*  Tubos y material de muestras necesarios para el muestreo.
. Pipetas automéaticas para puntas desechables de 20, 100 y 500 pL.
¢ Tubos de hemodlisis de plastico.
» Reactivo de lisis de glébulos rojos con estado de lavado después de la lisis. Por ejemplo: VersalLyse (Ref. A09777).
*  Reactivo de fijacién de leucocitos. Por ejemplo: Solucion de fijacion I0Test 3 (Ref. A07800).
*  Control isotipico PE : reactivo |IOTest (Ref. A07796.).
*  Tampon (PBS: 0,01 M de fosfato de sodio; 0,145 M de cloruro sédico; pH 7,2).
+  Centrifuga.
»  Agitador automatico (tipo vortex).
+  Citometro de flujo.

PROCEDIMIENTO CON EL REACTIVO VERSALYSE

Advertencia : El siguiente procedimiento es valido para aplicaciones estandar. Los volumenes de muestra y/o de Versalyse para algunas aplicaciones
Beckman Coulter pueden ser diferentes. Si fuera el caso, seguir las instrucciones de la ficha técnica de la aplicacion.

Para cada muestra analizada ademas del tubo problema, se debe incluir un tubo control en el que se incubaran las células con el control isotipico (Ref.
A07796.).

Anada 20 pL de anticuerpo conjugado I0Test especifico a cada tubo de ensayo y 20 uL del control isotipico a cada tubo de control.
Anadir 100 pL de la muestra que debe probarse en los 2 tubos. Mezclar suavemente en el Vortex.
Incube entre 15 y 20 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) y protegido de la luz.

w N =

Proceder, si es necesario, a la lisis de los eritrocitos siguiendo las recomendaciones del reactivo de lisis utilizado. Por ejemplo, si se desea utilizar
Versalyse (Ref. A09777), consultar la ficha técnica y seguir preferentemente el procedimiento denominado “con fijacién concomitante” que consiste
en afiadir 1 mL de la mezcla “Fix-and-Lyse” preparada extemporaneamente. Mezclar seguidamente en el Vértex durante un segundo e incubar 10
minutos a temperatura ambiente y en un lugar protegido de la luz. Sila muestra no contiene eritrocitos, afadir 2 mL de PBS.

Centrifugue durante 5 minutos a 150 x g a temperatura ambiente.
Elimine el sobrenadante mediante aspiracion.

Vuelva a suspender el sedimento celular usando 3 mL de PBS.
Repita el paso 5.

© © N oo

Retire el sobrenadante mediante aspiracién y vuelva a suspender el sedimento celular con:

0,5mL o 1 mL de PBS mas el 0,1 % de formaldehido si las preparaciones deben conservarse menos de 24 horas. (Se puede obtener un 0,1 % de
PBS de formaldehido diluyendo 12,5 pL de solucién fijadora IOTest 3 [REF A07800] a su concentracion de 10x en 1 mL de PBS).

0,5 mL o 1 mL de PBS sin formaldehido si las preparaciones deben analizarse en un plazo de 2 horas.
Nota: En todos los casos, mantenga las preparaciones protegidas de la luz entre 2y 8 °C.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratorio debe establecer una lista de valores de referencia basada en un grupo de donantes sanos que pertenecen a la poblacion local. Esto debe
hacerse teniendo en cuenta la edad, el sexo, el origen étnico, y cualquier otra posible diferencia regional.

En nuestros laboratorios, se traté la sangre entera de 50 adultos sanos, utilizando el reactivo mencionado anteriormente. Los resultados obtenidos para la
numeracion de los eventos de interés positivos con este reactivo se agrupan en la siguiente tabla :
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Linfocitos Cantidad Media (%) DE CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
No Translation Cantidad Media (%) DE CV (%)
Available
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
RENDIMIENTO

Los datos de rendimiento se obtienen utilizando el procedimiento descrito mas arriba en muestras de sangre de 24 horas de antigiiedad, recogidas en tubos
estériles con una sal de EDTA como anticoagulante. Los analisis se llevan a cabo en las dos horas siguientes al inmunomarcaje.

ESPECIFICIDAD

El anticuerpo monoclonal (AcMo) 13B8.2 reconoce un épitope situado en la regién V1 de la estructura inmunoglobulinica ("Ig-like") del antigeno CD4. Un
estudio de la representacién epitdpica mediante mutaciones que enfocan las regiones extracitoplasmaticas de la molécula puso de manifiesto que la fijacién
del anticuerpo 13B8.2 sélo se veia afectada cuando la mutacion atafiia a los residuos 88 y/o 89 (4). EI AcMo 13B8.2 inhibe in vitro la fijacion del Vih-1. El
AcMo 13B.8.2 se asigno al CD4 en el transcurso del 3° HLDA Workshop sobre Antigenos de Diferenciacion de los Leucocitos Humanos, Oxford, Inglaterra,
en 1986 (WS Codigo: 501, Seccion T) (5).

REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO

En el mismo dia y en el mismo citdmetro, se llevaron a cabo 12 determinaciones del porcentaje de tincién de una poblacion positiva. Los resultados obtenidos
se resumen en la tabla siguiente:

Obijetivo positivo Cantidad Media (%) DE CV (%)
Linfocitos CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linealidad

Para comprobar la linealidad del marcaje con este reactivo, se mezclaron una linea celular positiva (HPBALL) ) y una linea celular negativa (DAUDI)) en
distintas proporciones para una concentration y a cantidad celular final constante, de modo que la proporcién linea positiva/linea negativa de la mezcla fuera
de 0 a 100 %.

Se procesaron las alicuotas segun el procedimiento anteriormente descrito y se calculd la regresion lineal entre los valores esperados y los valores
observados.

Especificidad Regresion lineal Linealidad (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
LIMITACIONES

1. La citometria de flujo puede producir resultados falsos si el citmetro 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 atencién.

2. Utilizar preferentemente una técnica de lisis de los eritrocitos con lavado, ya que este reactivo no ha sido optimizado para las técnicas de lisis
denominadas "sin lavado".

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

4. El anticuerpo conjugado de este reactivo se calibra para ofrecer la mejor relacion de sefial especifica/sefial no especifica. Por lo tanto, es importante
cumplir la relacion de volumen del reactivo/volumen de la muestra en cada prueba.

En caso de hiperleucocitosis, diluya la sangre en PBS para obtener un valor de aproximadamente 5 x 10° leucocitos/L (6).

6. Enalgunos 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 tincién (7).

Consulte el anexo para ver ejemplos y referencias.

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.

Lista de simbolos
El glosario de simbolos esta disponible en beckman.com/techdocs (nimero de documento B60062)
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Especificagcées
Especificidade CD4
Clone 13B8.2
Hibridoma NS1 x balb/c
Imunogénio Human thymocytes
Imunoglobulina IgG1
Espécie Rato
Purificacdo Cromatografia de afinidade
Fluorocromo R Phycoerythrin (PE)
Razao molar PE/lg: 0,5-1,5
A de excitacdo 488 nm
Pico de emissao 575 nm
Tampé&o PBS com pH 7,2 mais 2 mg/mL de ASB e 0,1% de NaN,
IO0Test
Anticorpo conjugado
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/teste
Para fins de diagnéstico in vitro

UTILIZAGAO PREVISTA

Este anticorpo conjugado com fluorocromo permite a identificacdo e numeragéo das populagdes das células que expresséo o antigénio CD4 presente em
amostras biolégicas humanas utilizando a citometria de fluxo.

PRINCIPIO

Este teste baseia-se na capacidade de os anticorpos monoclonais especificos se ligarem aos determinantes antigénicos expressados por leucécitos.

A coloragéo especifica dos leucdcitos é realizada incubando a amostra com o reagente |OTest. Em seguida, os glébulos vermelhos sdo removidos por lise
e os leucdcitos, que ndo sao afetados por este processo, sédo analisados por citometria de fluxo.

O citémetro de fluxo mede a difusdo de luz e a fluorescéncia das células. Permite delimitar a populagdo de interesse dentro da janela eletronica definida

num histograma que correlaciona a difusao ortogonal de luz (disperséo lateral ou DL) e a difusdo de luz em angulos estreitos (dispersao frontal ou DF). E
possivel utilizar outros histogramas que combinam dois dos varios parametros disponiveis no citbmetro como suporte na fase de delimitagdo, consoante a
aplicagéo escolhida pelo utilizador.

A fluorescéncia das células delimitadas é analisada para distinguir os eventos de coloracéo positiva daqueles sem coloragéo. Os resultados séo apresentados
como uma percentagem de eventos positivos em relagéo a todos os eventos adquiridos por meio da delimitagao.

EXEMPLOS DE APLICAGOES CLINICAS

Este reagente permite a caracterizagéo das populagdes das células linfociticas CD4+ nos desordens do sistema imune : AIDS (1) e outras imuno-deficiéncias,
desordens auto-imunes (2), reacgao de hipersensibilidade, infecgdes virais, restabelecimento da resposta imune depois duma transplantacdo de medula
éssea e/ou outros 6rgdos. O seguimento e fenotipagem da populagao linfocitica CD4+ (3) nas discrasias sanguineas malignas tais como leucemias e
linfomas.

REAGENTES

Concentragdo : Consulte o certificado de analise especifica do lote em www.beckmancoulter.com.

AVISOS E PRECAUGCOES
1. Nao utilize o reagente depois da data de validade.
Nao congele.
Aguarde que fique a temperatura ambiente (1825 °C) antes da utilizagao.
Evite a exposicédo a luz.
Evite a contaminag¢édo microbiana dos reagentes, caso contrario, poderédo ocorrer falsos resultados.

o o~ w DD

As solugdes de anticorpos que contém azida sédica (NaN;) devem ser manuseadas com cuidado. N&o ingira e evite qualquer contacto com a pele,
as mucosas e os olhos.

Adicionalmente, num meio acido, a azida sddica pode formar acido hidrazoico potencialmente perigoso. Se a sua eliminagdo for necessaria, &
recomendavel que o reagente seja diluido num grande volume de agua antes de ser vertido no sistema de drenagem, para evitar a acumulagao de
azida sodica em tubos metalicos e prevenir o risco de exploséo.

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 protecao).

Nunca pipetar com a boca e evitar qualquer contacto das amostras com a pele, mucosa e olhos.

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.

CLASSIFICACAO DE PERIGO GHS

Nao classificado como perigoso
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A Ficha de dados de seguranca esta disponivel em beckman.com/techdocs

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

A forma de liquidos conjugados deve ser mantida entre 2 e 8 °C e protegida da luz, antes e depois do frasco ter sido aberto.
Estabilidade do frasco fechado: consulte a data de validade no frasco.

Estabilidade do frasco aberto: o reagente permanece estavel durante 180 dias.

AMOSTRAS

O sangue venoso deve ser recolhido utilizando tubos estéreis que contenham um sal de AEDT como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente (18-25 °C) e ndo devem ser agitadas. As amostras devem ser homogeneizadas, agitando-as
levemente, antes de a amostra de teste ser retirada.

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

EVIDENCIA DE DEGRADAGAO

Uma alteragao no aspeto fisico dos reagentes podera indicar deterioragéo, pelo que o reagente ndo deve ser utilizado.

No caso de deterioragcdo da embalagem ou se os dados obtidos mostrarem alguma alteragdo no desempenho, contacte o distribuidor local ou utilize o
seguinte enderego de e-mail:

CONTEUDO

A azida sddica utilizada como conservante pode formar compostos explosivos em sistemas de canalizagdes metdlicas. Consulte o boletim do NIOSH:
Explosive Azide Hazards (Perigos de exploséo da azida) (16-8-76).

Para evitar a possivel acumulacdo de compostos de azida, enxague as condutas de residuos com agua apos a eliminagédo do reagente nado diluido. A
eliminagdo de azida sédica deve ser efetuada de acordo com os regulamentos locais adequados.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:
Tubos de amostras e materiais necessarios para amostragem.
*  Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 20, 100 e 500 pL.
*  Tubos de plastico para hemdlise.
* Reagente de lise de glébulos vermelhos com fase de lavagem apés a lise. Por exemplo: VersalLyse (Ref. A09777).
* Reagente de fixagao de leucdcitos. Por exemplo: solugéo fixadora IOTest 3 (Ref. A07800).
+  Controlo Isotipico PE : reagente I0Test (Ref. A07796.).
*  Tampéao (PBS: 0,01 M de fosfato de sddio; 0,145 M de cloreto de sodio; pH 7,2).
*  Centrifugue.
»  Agitador automatico (tipo vortex).
+  Citometro de fluxo.

PROCEDIMENTO COM REAGENTE VERSALYSE

Nota: O procedimento descrito a seguir é valido para aplicagbes padrdes. Os volumes das amostras e/ou do VersalLyse para algumas aplicagbes Beckman
Coulter podem ser diferentes. Se este for o caso, seguir as instrugdes sobre as técnicas de aplicagdo dadas.

Por cada amostra a analisar requer-se, além do tudo teste, um tubo controlo no qual as células sdo misturadas na presenga do controlo isotipico (Ref.
A07796.).

1. Adicione 20 pL de anticorpo conjugado de IOTest especifico em cada tubo de teste e 20 pL do controlo isotipico em cada tubo de controlo.

2. Adicione 100 yL de amostra teste a cada tubo. Agitar os tubos no vortex suavemente.

3. Incube durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C), protegido da luz.

4. Realize a lise dos glébulos vermelhos, caso for necessario, seguindo as recomendagdes do reagente de lise utilizado. Como exemplo, se deseja
utilizar VersaLyse (Ref. A09777), consulte o folheto e siga preferivelmente o procedimento conhecido pelo nome “Com fixagdo concomitante” que
consiste em adicionar 1 mL da mistura de “Fix-and-Lyse” preparada extemporaneamente, agitar imediatamente no vortex por 1 segundo e incubar
por 10 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Se a amostra ndo contiver glébulos vermelhos, adicionar 2 mL de PBS.

5. Centrifugue durante 5 minutos a 150 x g a temperatura ambiente.

6. Remova o sobrenadante por aspiragao.

7. Suspenda novamente o precipitado celular com 3 mL de PBS.

8. Repita o passo 5.

9. Remova o sobrenadante por aspiragédo e suspenda novamente o precipitado celular com o seguinte:

0,5 mL ou 1 mL de PBS mais 0,1% de formaldeido se as preparagdes se destinarem a ser mantidas por menos de 24 horas. (E possivel obter uma
solugdo PBS com 0,1% de formaldeido diluindo 12,5 pL da solugéo fixadora IOTest 3 [REF A07800] a sua concentragdo de 10X em 1 mL de PBS).

0,5 mL ou 1 mL de PBS sem formaldeido se as preparagdes se destinarem a ser analisadas no prazo de 2 horas.
Nota: Mantenha sempre as preparacdes entre 2 e 8 °C e protegidas da luz.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratério deve compilar uma lista de valores de referéncia baseados num grupo de dadores saudaveis, da populacéo local. Deve ser feito tomando
em conta a idade, sexo e grupo étnico assim como alguma outra potencial diferenga regional.
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Nos nossos laboratérios, o sangue total de 50 adultos saudaveis foi tratado utilizando o reagente anteriormente descrito. Os resultados obtidos sobre na
contagem dos eventos positivos de interesse com este reagente sdo apresentados na seguinte tabela :

Linfocitos Numero Média (%) DP CV (%)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Mondcitos Numero Média (%) DP CV (%)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
DESEMPENHO

Os dados de realizagéo séo obtidos utilizando o procedimento descrito anteriormente nas amostras de sangue com 24 horas colhidas previamente em tubos
estéreis com sal de EDTA como anticoagulante. A analise é executada no espago de 2 horas a seguir a imuno-coloragao.

ESPECIFICIDADE

O anticorpo monoclonal (mAb) 13B8.2 reconhece um epitopo situado sobre a regido Ig-like V1 do antigénio CD4. Um estudo sobre o mapa epitopo, utilizando
as mutagdes que caracterizam as regides extra-citoplasmaticas da molécula demonstraram que a fixagdo do mAb 13B8.2 era Unicamente afectada quando
a mutacdo envolvia os residuos 88 e /ou 89 (4). O mAb 13B8.2 inibe a fixagao in vitro do HIV-1. O mAb13B8.2 foi atribuido ao CD4 no 3° HLDA Workshop
(Human Leucocyte Differentiation Antigens), que decorreu em Oxford, England em 1986 (WS Code : 501, Section : T) (5).

REPRODUTIBILIDADE INTRALABORATORIO

No mesmo dia e utilizando o mesmo citémetro, foram processadas 12 medigdes da percentagem da coloragdo dum alvo positivo. Os resultados obtidos
apresentam-se na tabela seguinte:

Alvo positivo Numero Média (%) DP CV (%)
Linfécitos CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1
Linearidade

Para testar a linearidade da coloragdo deste reagente, misturaram-se uma linha celular positiva ((HPBALL) ) e uma linha celular negativa ((DAUDI)), em
diferentes propor¢gdes com um ndmero final constante de células, mas de modo que a razdo linha positiva/linha negativa da mistura encontre-se dentro do
intervalo 0 - 100%.

Foram coradas aliquotas utilizando o procedimento descrito sobre e foi calculada a regresséo linear entre os valores observados e os esperados.

Especificidade Regressao Linear Linearidade (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

LIMITAGCOES

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

E preferivel utilizar a técnica de lise dos glébulos vermelhos com lavagem quando o reagente nao foi optimizado pelas técnicas lise "sem lavagem".

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. O anticorpo conjugado deste reagente é calibrado para proporcionar a melhor relagédo entre sinal especifico/sinal ndo especifico. Por conseguinte, é
importante respeitar a relagao entre volume do reagente/volume da amostra em todos os testes.

No caso de uma hiperleucocitose, dilua o sangue em PBS para obter um valor de aproximadamente 5 x 10° leucécitos/L (6).

6. Em determinados 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
coloragéo (7).

Consulte o Anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

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

Legenda dos simbolos
O Glossario de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (nUmero do documento B60062)
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Specifikationer

Specificitet CD4
Klon 13B8.2
Hybridom NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunoglobulin IgG1
Arter Mus
Oprensning Affinitetskromatografi
Fluorokrom R Phycoerythrin (PE)
Molarforhold PE/lg: 0,5-1,5
A-magnetisering 488 nm
Emissionsspids 575 nm
Buffer PBS pH 7,2 plus 2 mg/mL BSA og 0,1% NaNj
IO0Test
Konjugeret antistof
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test
Til in vitro-diagnostisk brug

TILSIGTET BRUG

Dette fluorokromkonjugerede antistof muligger identifikation og teelling af cellepopulationer, der udtrykker CD4-antigen til stede i humane biologiske praver
ved anvendelse af flowcytometri.

PRINCIP

Denne test er baseret pa specifikke monoklonale antistoffers evne til at binde sig til de antigene determinanter, der udtrykkes af leukocytter.

Den specifikke farvning af leukocytterne udferes ved inkubation af preven med IOTest-reagenset. Erytrocytterne fiernes derefter med lysering, og
leukocytterne, som ikke pavirkes af denne proces, analyseres ved flowcytometri.

Flowcytometeret maler lysets diffusion og cellernes fluorescens. Dette gor det muligt at afgraense interessepopulationen inden for det elektroniske vindue,
der defineres pa et histogram, som korrelerer den ortogonale diffusion af lys (Side Scatter (sidespredning) eller SS) og diffusionen af lys med en snaever
vinkel (Forward Scatter (forleens spredning) eller FS). Andre histogrammer, der kombinerer to af de forskellige parametre, der er til radighed pa cytometret,
kan benyttes som stgtte under gating-trinnet, afhaengig af den af brugeren valgte applikation.

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

EKSEMPLER PA KLINISKE ANVENDELSER

Dette reagens tillader karakterisering af CD4+ lymfocytiske cellepopulationer i immunsystemsygdomme: AIDS (1) og andre immundefekter,
autoimmunsygdomme (2), overfglsomhedsreaktioner, virusinfektioner, genopretning af immunreaktion efter benmarvs- og/eller organtransplantation.
Opfelgning og fenotypebestemmelse af CD4+-cellepopulationer (3) i ondartet bloddyskrasi som f.eks. leukeemi og lymphoma.

REAGENSER

Koncentration: Se partispecifikt analysecertifikat pa www.beckmancoulter.com.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Brug ikke reagenset efter udigbsdatoen.

Ma ikke nedfryses.

Bring det til stuetemperatur (18-25 °C) far brug.

Minimér eksponering for lys.

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

Antistofoplgsninger, der indeholder natriumazid (NaN3), skal handteres med forsigtighed. Ma ikke indtages, og undga enhver kontakt med hud,
slimhinder og gjne.

S e

| syremedier kan natriumazid desuden danne den potentielt farlige hydrogenazid. Hvis det skal bortskaffes, anbefales det, at reagenset fortyndes i en
stor meengde vand, inden det hzeldes i kloakken, for at undga ophobning af natriumazid i metalrer og dermed forebygge risikoen for eksplosioner.

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

Pipettér aldrig med munden og undga, at praverne kommer i kontakt med hud, slimhinder og gjne.

Blodprgvetagningsrgr 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

Ikke klassificeret som farlig

Sikkerhedsdatablad findes pa beckman.com/techdocs
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OPBEVARING OG HOLDBARHED

Konjugaterne pa vaeskeform skal opbevares ved mellem 2 og 8 °C og beskyttes mod lys bade fer og efter abningen af haetteglasset.
Holdbarhed for lukket haetteglas: Se udlgbsdatoen pa haetteglasset.

Stabilitet i abent haetteglas: Reagenset er stabilt i 180 dage.

PROVER

Praver af vengst blod skal udtages i sterile prgverer, der indeholder et EDTA-salt som antikoagulant.

Proverne skal opbevares ved stuetemperatur (18-25 °C) og ma ikke rystes. Prgverne skal homogeniseres ved forsigtig omrysten fgr udtagning af
analyseprgven.

Praverne skal behandles inden for 24 timer efter venepunktur.

TEGN PA FORRINGELSE
AEndringer i den made, reagenset ser ud pa, kan vaere tegn pa forringelse, og reagenset ma ikke anvendes.

| tilfeelde af beskadiget emballage, eller hvis de opndede data viser ydelseseendring, bedes du kontakte din lokale distributgr eller benytte falgende
e-mail-adresse:

INDHOLD

Natriumazid kan danne eksplosive forbindelser i draenledninger af metal. Se NIOSH-bulletin: Explosive Azide Hazard (16.8.76) (Fare for eksplosiv azid).
For at undga en eventuel akkumulering af azidforbindelser, skylles aflebsrgr med vand efter bortskaffelse af ufortyndet reagens. Natriumazid skal bortskaffes
i overensstemmelse med relevante lokale forskrifter.

PAKRZAEVEDE MATERIALER, SOM IKKE LEVERES MED SAT:
. Pregvetagningsrer og materiale, der er pakraevet til prgvetagning.
*  Automatiske pipetter med engangsspidser til 20, 100 og 500 pL.
*  Plastheemolyserar.
* Reagens til lysering af erytrocytter med vaskefase efter lysering. For eksempel: VersalLyse (ref. AO9777).
*  Reagens til leukocytfiksering. For eksempel: I0Test 3-fiksativ oplasning (ref. A07800).
*  Isotypekontrol PE : IOTest-reagens (Ref. A07796.).
«  Buffer (PBS: 0,01 M natriumphosphat; 0,145 M natriumchlorid; pH 7,2).
*  Centrifuge
*  Automatisk omrgrer (vortextype).
*  Flowcytometer.

PROCEDURE MED VERSALYSE-REAGENS

Bemeerk : Proceduren nedenfor geelder ved standardapplikationer. Prgve- og/eller VersalLyse-volumener kan for visse applikationer med Beckman Coulter
veere forskellige. Folg i sddanne tilfeelde vejledningen pa indleegssedlen med tekniske applikationer.

For hver pragve, der skal analyseres, er det ud over prgvergret ngdvendigt med et kontrolrgr, i hvilket cellerne blandes med den valgte isotypekontrol (Ref.
AQ07796.).

1. Tilfgj 20 pL af specifikt IOTest-konjugeret antistof for hvert testrar og 20 pL af den isotypiske kontrol for hvert kontrolrgr.
2. Tilsaet 100 pL af testprgven til begge rer. Vortex rgrene forsigtigt.

3. Inkubér i 15 til 20 minutter ved stuetemperatur (18-25 °C), beskyttet mod lys.

4

Lysér om ngdvendigt erytrocytterne ved at fglge vejledningen for det anvendte lyseringsreagens. Hvis der for eksempel anvendes Versalyse (Ref.
A09777), se i indlaegssedlen for dette og felg fortrinsvis proceduren betegnet “with concomitant fixation (med samtidig fiksering)”, som bestar af at
tilseette 1 mL “Fix-and-Lyse”-blandingen fremstillet umiddelbart. Vortex straks i et sekund og inkuber i 10 minutter ved stuetemperatur under beskyttelse
mod lys. Hvis prgven ikke indeholder erytrocytter tilseettes 2 mL PBS.

Centrifugér i 5 minutter ved 150 x g ved stuetemperatur.
Fjern supernatanten via aspiration.

Resuspender cellepelleten med 3 mL PBS.

Gentag trin 5.

© © N oo

Fjern supernatanten vha. aspiration, og resuspender cellepelleten med:

0,5 mL eller 1 mL PBS plus 0,1 % formaldehyd, hvis praeparaterne skal opbevares i under 24timer. (En PBS med 0,1 % formaldehyd kan opnas ved
at fortynde 12,5 pL 10Test 3 fiksativoplasning (REF A07800) ved en 10X koncentration i 1 mL PBS).

0,5 mL eller 1 mL PBS uden formaldehyd, hvis preeparaterne skal analyseres inden for 2 timer.
Bemaerk: Praeparaterne skal under alle omsteendigheder beskyttes mod lys og opbevares ved 2-8 °C.

FORVENTEDE VARDIER

Hvert laboratorium skal beregne en liste af referenceveerdier baseret pa en gruppe raske donorer fra lokalbefolkningen. Dette skal udfgres under iagttagelse
af alder, kgn og etnisk gruppe savel som alle andre potentielle regionale forskelle.

| vores laboratorier blev pregver af fuldblod fra 50 raske voksne behandlet ved anvendelse af reagenset beskrevet ovenfor. Resultaterne opnaet ved teelling
af positive haendelser af interesse med reagenset er angivet i tabellerne nedenfor :

Lymfocytter Antal Middelveerdi (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monocytter Antal Middelveerdi (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

YDEEVNE

Praveresultater er opnaet ved anvendelse af proceduren beskrevet ovenfor pa 24 timer gamle blodprgver forinden udtaget i sterile rgr indeholdende EDTA-salt
som antikoagulans. Analyserne er udfert inden for 2 timer efter immunfarvning.

SPECIFICITET

Det monoklonale antistof (mAb) 13B8.2 genkender en epitop i den Ig-lignende V1-region i CD4-antigenet. En kortlaegning af epitopen ved anvendelse af
malrettede mutationer i de ekstracytoplasmatiske regioner af molekylet har vist, at binding af mAb 13B8.2 kun blev pavirket af mutationer, der involverer rest
88 og/eller 89 (4). MAb 13B8.2 inhiberer in vitro binding af HIV-1. MAb13B8.2 blev tildelt til CD4 pa 3rd HLDA Workshop on Human Leucocyte Differentiation
Antigens, Oxford, England, afholdt i 1986 (WS Code: 501, Section : T) (5).

REPRODUCERBARHED INDEN FOR LABORATORIET

Pa den samme dag og ved anvendelse af det samme cytometer blev der udfert 12 malinger af procentandelen af farvningen af et positivt mal. De opnaede
resultater er sammenfattet i falgende tabel:

Positivt mal Antal Middelveerdi (%) SD CV (%)
Lymfocytter CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearitet

For at teste lineariteten ved farvning med dette reagens blev en positiv cellelinie (HPBALL) ) og en negativ cellelinie ((DAUDI)) blandet i forskellige forhold
med et konstant endeligt antal celler, saledes at forholdet mellem de positive og negative celler var i omradet fra 0 til 100%.

Proceduren beskrevet ovenfor blev anvendt til farvning af aliquots af celler, og den linezere regression mellem de forventede veerdier og de observerede
veerdier blev beregnet.

Specificitet Lineger regression Linearitet (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
BEGRANSNINGER

1. Flowcytometri kan give forkerte resultater, hvis cytometeret ikke er perfekt justeret, hvis der ikke er blevet kompenseret korrekt for fluorescensleekager,
eller hvis omraderne ikke er blevet placeret omhyggeligt.

2. Det foretreekkes, at der anvendes en RBC-lyseringsteknik, der indeholder et vasketrin, da reagenset ikke er optimeret til lyseringsteknikker, der ikke
indeholder et sadant.

3. Der genereres ngjagtige og reproducerbare resultater, sa leenge de anvendte procedurer er i overensstemmelse med de tekniske anvisninger pa
indlaesgssedlen og god laboratoriepraksis.

4. Det konjugerede antistof for dette reagens kalibreres for at kunne tilbyde det bedste specifikke forhold mellem signal/ikke-specifikt signal. Det er derfor
vigtigt at overholde forholdet mellem reagensvolumen og prevevolumen i hver enkelt test.

| tilfzelde af en hyperleukocytose skal blodet fortyndes i PBS for at opna en veerdi pa ca. 5 x 10° leukocytter/L (6).

6. |visse sygdomstilstande, f.eks. alvorligt nyresvigt eller haamoglobinopatier, kan lysering af rade celler veere langsom, ufuldsteendig eller endog umulig.
| dette tilfeelde 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 servicemeaerker, der er omtalt heri, er varemeaerker eller registrerede varemaerker
tilhgrende Beckman Coulter, Inc. i USA og andre lande.

Symbolnggle

En ordliste over symboler findes pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Specifikationer

Specificitet CD4
Klon 13B8.2
Hybridom NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunglobulin IgG1
Arter Mus
Rening Affinitetskromatografi
Fluorokrom R Phycoerythrin (PE)
Molférhallande PE/lg: 0,5-1,5
A excitering 488 nm
Emissionstopp 575 nm
Buffert PBS pH 7,2 plus 2 mg/mL BSA och 0,1 % NaN,
IO0Test
Konjugerad antikropp
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test
For in vitro-diagnostik

AVSEDD ANVANDNING

Med denna fluorokromkonjugerade antikropp kan man i humana biologiska prover med hjalp av flodescytometri identifiera och rakna cellpopulationer som
uttrycker CD4-antigen.

PRINCIP

Detta test ar baserat pa formagan hos specifika monoklonala antikroppar att bindas till de antigena determinanter som uttrycks av leukocyter.

Specifik fargning av leukocyterna utférs genom att inkubera provet med |IOTest-reagenset. De réda cellerna avlagsnas sedan via lysering och leukocyterna,
som inte paverkas av denna process, analyseras med flédescytometri.

Fl6descytometern mater ljusdiffusion och fluorescens av celler. Det méjliggdr avgransningen av populationen av intresse i det elektroniska fonstret definierat i
ett histogram, som korrelerar den ratvinkliga ljusspridningen (sidospridning eller SS) och spridningen av snavt ljus (framatspridning eller FS). Andra histogram
som kombinerar tva av de tillgéngliga parametrarna pa cytometern, kan anvandas som stdd i gating-skedet beroende pa tillampningen som anvandaren har
valt.

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

EXEMPEL PA KLINISKA TILLAMPNINGAR

Den héar reagensen gor sa att karakterisering av CD4+ lymfocytiska cellpopulationer i immunsystemsjukdomar: AIDS (1) och andra immunbrister, autoimmuna
storningar (2), 6verkanslighetsreaktioner, virusinfektioner, aterstallande av immunsvaret efter benmargs- och/eller organtransplantation. Uppf6ljning och
fenotypning av CD4+ cellpopulationer (3) i

malign bloddyskrasi sasom leukemi och lymfom.

REAGENSER

Koncentration: Se det batchspecifika analyscertifikatet pa www.beckmancoulter.com.

VARNING OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
1. Anvand inte reagenset efter utgangsdatumet.
Far ej frysas.
Lat den komma till rumstemperatur (1825 °C) fére anvandning.
Minimera exponering for ljus.
Undvik mikrobiell kontaminering av reagens. Det kan leda till felaktiga resultat.

o o~ w D

Antikroppslésningar som innehaller natriumazid (NaN;) bor hanteras med forsiktighet. Inta inte internt och undvik all kontakt med hud, slemhinnor och
6gon.

| syramedium kan natriumazid dessutom bilda potentiellt farlig hydrazinsyra. Om reagensen maste kasseras rekommenderar vi att den spads ut med
en stor volym vatten innan den hélls ut i avioppssystemet for att undvika explosionsrisk och att natriumazid ackumuleras i metallréren.

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

8. Pipettera aldrig med munnen och lat inte hud, slemhinnor eller 5gon komma i kontakt med prover eller reagens.
9. Blodprovsrér och engangsmaterial som anvands for hantering ska kasseras i sarskilda behallare avsedda for férbranning.
10. Reagens och avfall ska kasseras i enlighet med lokala krav.

RISKKLASSIFICERING ENLIGT GHS

Ej klassat som farligt

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

Konjugerade I6sningar maste forvaras vid 2 — 8 °C och skyddas mot ljus fére och efter det att ampullen 6ppnats.
Stabilitet i stdngd ampull: se utgdngsdatumet pa ampullen.

Stabilitet i dppen ampull: reagenset ar stabilt i 180 dagar.

PROVER

Venblod maste tas i sterila provrér med EDTA-salt som antikoagulant.

Proverna bor forvaras i rumstemperatur (18-25 °C) och inte skakas. Prover bor vara homogeniserade genom forsiktig omrérning innan provet tas.
Proverna maste analyseras inom 24 timmar efter venpunktur.

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

Nér det galler forpackningsférsamring eller om erhdlina data visar vissa prestandaférandringar, kontakta din lokala distributér eller anvénd féljande
e-postadress:

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 fér ansamling av azidféreningar ska avloppsroren spolas igenom med vatten efter att outspadda reagenser har kasserats. Kassering
av natriumazid maste ske i enlighet med tillampliga lokala regler.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE FOLJER MED KITET:
Provrér och nédvandigt material for provtagning.
»  Automatiska pipetter med engangsspetsar fér 20, 100 och 500 pL.
*  Hemolysror av plast.
*  Lyseringsreagens for roda blodceller med tvatt efter lyseringen. Till exempel: VersalLyse (ref. A09777).
* Reagens for leukocytfixering. Till exempel: 10Test 3-fixeringsldsning (ref. A07800).
* Isotypisk kontroll PE IOTest reagens: (Ref. A07796.).
. Buffert (PBS: 0,01 M natriumfosfat; 0,145 M natriumklorid; pH 7,2).
*  Centrifugera.
*  Automatisk omrérare (Vortex-typ).
*  Flédescytometer.

PROCEDUR MED VERSALYSE-REAGENS

OBSERVERA: Féljande procedur galler for standard applikationer. Prov och/eller VersaLyse volymer for speciella Beckman Coulter applikationer kan vara
olika. Om sa ar fallet, folj instruktionerna pa applikationens produktblad.

For varje prov som analyseras behdvs, forutom réret med prov, ett kontrollrér dar cellerna ar blandade med isotypisk kontroll (Ref. A07796.).
1. L&gag till 20 mikroliter av specifik I0Test-konjugerad antikropp till varje provrér, och 20 mikroliter av isotypisk kontroll till varje kontrollrér.
2. Tillsatt 100 pL prov till bada réren. Vortexa roren forsiktigt.
3. Inkubera i 15 till 20 minuter vid rumstemperatur (18-25 °C) och skyddat mot ljus.
4

Utfor darefter vid behov lyseringen genom att félja anvisningarna for det anvanda lyseringsreagenset. Om du till exempel vill anvanda Versalyse
(Ref. A09777), laser du produktbladet och foljer Iampligen beskrivningen under rubriken "med samtidig fixering”, som innebar att man tillsatter 1 mL av
"Fix-and-Lyse”-I6sningen, som bereds strax fére anvandning. Vortexa genast i 1 sekund och inkubera darefter i rumstemperatur i 10 minuter i skydd
mot ljus. Om provet inte innehaller erytrocyter tillsatt 2 mL PBS.

Centrifugera i 5 minuter vid 150 x g vid rumstemperatur.
Avlagsna ytskiktet genom aspiration.

Atersuspendera cellpelleten med 3 mL PBS.

Upprepa steg 5.

© © N oo

Avlagsna ytskiktet genom aspiration och atersuspendera cellpelleten med:

0,5 mL eller 1 mL av PBS plus 0,1 % formaldehyd om preparaten &r avsedda att férvaras mindre éan 24 timmar. (En 0,1 % formaldehyd-PBS kan
erhallas genom spadning av 12,5 pL av I0Test 3-fixeringsldsning (REF A07800) i dess 10X-koncentration i 1 mL PBS).

0,5 mL eller 1 mL PBS utan formaldehyd, om preparaten ar avsedda att analyseras inom 2 timmar.
Anmarkning: Behall i samtliga fall beredningarna vid 2 till 8 °C och skyddade fran ljus.

FORVANTADE VARDEN

Varje laboratorium maste kompilera en referensvardestabell baserad pa en grupp friska donatorer fran den lokala populationen. Hansyn maste tas till sa val
alder, kén och etnisk tillhdrighet som andra potentiella regionala skillnader.

Pa vara laboratorier behandlades helblod fran 50 friska vuxna. Erhallna resultat fér antalet positiva handelser av intresse visas i tabellen nedan :

Lymfocyter Nummer Medelvarde (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monocyter Nummer Medelvarde (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
PRESTANDA

Data for prestanda erhalls med hjalp av ovan beskrivna metod pa 24 timmar gamla blodprover som tagits i forvag i sterila ror med EDTA-salt som
koagulationshdmmare. Analysen utférs inom 2 timmar efter immunfargning.

SPECIFICITET

Den monoklonala antikroppen (mAb) 13B8.2 identifierar en epitop beldgen pa den Ig-liknande V1 regionen pa CD4 antigenet. En studie av den epitopiska
kartan, anvandande mutationer med de extra-cytoplasmatiska regionerna av molekylen som mal har visat att fixeringen av mAb 13B8.2 bara paverkades nar
mutationen involverade delarna 88 och/eller 89 (4). MAb 13B8.2 hindrar in vitro fixationen av HIV-1. MAb13B8.2 bestamdes till CD4 under den 3:e HLDA
Workshop on Human Leucocyte Differentiation Antigens, Oxford, England 1986 (WS Code : 501, Section : T) (5).

REPRODUCERBARHET INOM LABORATORIET

Pa samma dag och med anvandande av samma cytometer utférdes 12 matningar av procent positiva mal. Erhallna resultat ar summerade i foljande tabell:

Positivt mal Nummer Medelvarde (%) SD CV (%)
Lymfocyter CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearitet

For att testa linjariteten vid infargning med detta reagens blandades en positiv cellinje (HPBALL) ) och en negativ cellinje ((DAUDI)) i olika proportioner, med
det totala antalet celler konstant, sa att forhallandet positiv / negativ cellinje i blandningen varierade fran 0 till 100 %.

Aliquoter infargades enligt ovanstaende procedur och linjar regression mellan de foérvantade varden och de erhallna vardena beréknades.

Specificitet Linear regression Linjaritet (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
BEGRANSNINGAR

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

Det ar bast att anvanda en lyseringsmetod med tvatt eftersom detta reagens inte ar optimerat for lyseringsmetoder av typen "no wash".

Noggranna och reproducerbara resultat kommer att erhallas sa lange de forfaranden som anvands &r i enlighet med den tekniska bipacksedeln och
forenliga med god laboratoriepraxis.

4. Den konjugerade antikroppen for detta reagens ar kalibrerad for att erbjuda det basta specifik signal/icke-specifik signal-forhallandet. Darfor ar det
viktigt att folja reagensvolym/provvolym-forhallandet i varje test.

Vid hyperleukocytos, spad blodet i PBS fér att erhalla ett varde pa cirka 5 x 10° leukocyter/L (6).

Vid vissa sjukdomstillstand, sasom vid mycket svar njursvikt eller hemoglobinopatier, kan lysering av rdda celler vara langsam, ofullstandig eller till
och med omdjlig. | detta fall ar det rekommenderat att isolera mononukleara celler med anvandning av en densitetsgradient (till exempel Ficoll) innan
fargningen (7).

Se bilagan fér exempel och referenser.

VARUMARKEN

Beckman Coulter, den stiliserade logotypen och Beckman Coulters produkt- och tjanstmarken som namns hari ar varumarken eller registrerade varumarken
som tillhér Beckman Coulter, Inc. i USA eller andra lander.

Teckenforklaring for symboler
Ordlista fér symboler finns pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Spesifikasjoner
Spesifisitet CD4
Klon 13B8.2
Hybridom NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunoglobulin IgG1
Art Mus
Rensing Affinitetskromatografi
Fluorokrom R Phycoerythrin (PE)
Molart forhold PE/lg: 0,5-1,5
A-eksitasjon 488 nm
Stralingstopp 575 nm
Buffer PBS pH 7,2 pluss 2 mg/mL BSA og 0,1 % NaN;
IO0Test
Konjugert antistoff
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test

For in vitro-diagnostisk bruk
TILTENKT BRUK

Dette fluorokromkonjugerte antistoffet gjor det mulig & pavise og angi en cellepopulasjon som uttrykker CD4-antigenet i humane biologiske praver ved hjelp
av flow-cytometri.

PRINSIPP

Denne testen er basert pa evnen spesifikke monoklonale antistoffer har til & binde seg til antigendeterminantene uttrykt av leukocytter.

Spesifikk farging av leukocyttene utfgres ved inkubering av prgven med I0Test-reagenset. De r@gde cellene fiernes deretter ved lysering, og leukocyttene,
som er ubergrt av denne prosessen, analyseres ved flowcytometri.

Flytcytometeret maler lysdiffusjon og cellenes fluorescens. Det gjer det mulig & avgrense populasjonen som skal undersgkes innenfor det elektroniske vinduet
som er definert pa et histogram, og som korrelerer den ortogonale lysspredningen (sidespredning eller SS) og spredningen av trangvinklet lys (foroverpredning
eller FS). Andre histogrammer som kombinerer to av de ulike parametrene pa cytometeret kan brukes som stgtte ved gatingstadiet, avhengig av programmet
som velges av brukeren.

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

EKSEMPLER PA KLINISKE ANVENDELSESOMRADER

Denne reagensen tillater karakterisering av CD4+ lymfatiske cellepopulasjoner i immunsystemlidelser: AIDS (1) og andre immunsykdommer, autoimmune
lidelser (2), overfalsomhetsreaksjoner, virusinfeksjoner, restaurering av immunrespons etter benmargs- og/eller organtransplantasjon. Oppfelging og
fenotyping av CD4+ cellepopulasjoner (3) i maligne bloddyskrasier som leukemier og lymfomer.

REAGENSER

Konsentrasjon: Se det lot-spesifikke analysesertifikatet pa www.beckmancoulter.com.

ADVARSEL OG FORHOLDSREGLER

Reagenset ma ikke brukes etter utlgpsdatoen.

Ma ikke fryses.

La det na romtemperatur (1825 °C) fgr bruk.

Bor ikke utsettes for lys.

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

Antistofflasninger som inneholder natriumazid (NaN3), skal handteres med forsiktighet. Ikke til innvortes bruk. Unnga all kontakt med hud, slimhinner
og @yne.

R e o

Videre kan natriumazid i et syremedium danne potensielt farlig hydrogenazid. Hvis reagenset ma kasseres, anbefales det at det fortynnes i store
mengder vann fgr det tammes i avligpssystemet, slik at man unngar opphopning av natriumazid i metallrgr, og for & hindre eksplosjonsfare.

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

8. Pipetter aldri med munnen og unnga all kontakt med prgvene pa hud, slimhinner og gyne.
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

Ikke klassifisert som farlig

Sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs
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OPPBEVARING OG STABILITET

De konjugerte vaeskefasene ma oppbevares mellom 2 og 8 °C, og beskyttes mot lys fgr og etter at hetteglasset er apnet.
Stabilitet for lukket flaske: Se utlgpsdatoen pa flasken.

Stabilitet for apnet flaske: reagenset er stabilt i 180 dager.

PRGQVER

Veneblod ma tas ved bruk av sterile rer som inneholder EDTA-salt som antikoagulant.

Provene skal oppbevares i romtemperatur (18-25 °C) og ikke ristes. Prgvene skal homogeniseres ved forsiktig risting fer du tar testprgven.
Prgvene ma analyseres innen 24 timer etter venepunksjon.

TEGN PA FORRINGELSE

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

| tilfelle emballasjen skulle vaere gdelagt eller hvis dataene som er innhentet skulle vise endring mht. ytelse, kan du kontakte din lokale forhandler eller bruke
fglgende e-postadresse:

INNHOLD

Natriumazid kan danne eksplosive blandinger i metalliske avigpsrar. 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
ma skje i samsvar med relevante lokale forskrifter.

NQDVENDIGE MATERIALER SOM IKKE FGLGER MED SETTET:
Pravetakingsrer og materiale nadvendig for pravetaking.
»  Automatiske pipetter med engangsspisser til 20, 100 og 500 L.
*  Hemolysergr av plast.
* Rad cellelyseringsreagens med vasketrinn etter lysering. For eksempel: VersalLyse (ref. A09777).
*  Leukocytt-fikseringsreagens. For eksempel: I0Test 3-fikseringsl@sning (ref. A07800).
» Isotyp kontroll PE : IOTest-reagens (Ref. A07796.).
»  Buffer (PBS: 0,01 M natriumfosfat; 0,145 M natriumklorid; pH 7,2).
*  Sentrifuger.
*  Automatisk omrgrer (vortekstype).
*  Flytcytometer.

PROSEDYRE MED VERSALYSE-REAGENS

Merk : Prosedyren som er beskrevet nedenfor er gyldig ved standardanvendelser. Volumer av prgvemateriale og/eller VersaLyse til enkelte anvendelser med
Beckman Coulter vil kunne variere. Hvis dette er tilfelle skal anvisningene pa det tekniske vedlegget for anvendelsen falges.

For hver analyserte prove, i tillegg til testglasset, er det n@dvendig med et kotrollglass hvor cellene blandes i neervaer av den isotype kontrollen (Ref. A07796.).
1. Ha 20 pL av det spesifikke |OTest-konjugerte antistoffet opp i hvert pravergr, og 20 pL av isotype-kontrollen opp i hvert kontrollrgr.
2. Tilsett 100 pL av testprgven til begge glassene. Bland glassene varsomt med Vortex-blander.
3. Inkuber i 15 til 20 minutter ved romtemperatur (18-25 °C), beskyttet mot lys.
4

Deretter gjgres om ngdvendig lyse av de rade cellene, i henhold til anbefalingene for lysereagensen som brukes. Som eksempel, dersom du gnsker
a benytte Versalyse (Ref. A09777), se vedlegget og falg helst prosedyren som kalles “med samtidig fiksering”, og som bestar av tilsetning av 1 mL
“Fix-and-Lyse”-blandingen som tilberedes for dette. Det blandes umiddelbart med Vortex i ett sekund og inkuberes i 10 minutter ved romtemperatur,
beskyttet mot lys. Hvis prgven ikke inneholder rgde celler tilsettes det 2 mL PBS.

Sentrifugeres i 5 minutter ved 150 x g ved romtemperatur.
Fjern supernatanten ved aspirasjon.

Resuspender cellepelleten i 3 mL PBS.

Gjenta trinn 5.

© © N oo

Fjern supernatanten ved aspirasjon, og resuspender cellepelleten ved hjelp av:

0,5 mL eller 1 mL PBS pluss 0,1 % formaldehyd hvis preparatene skal oppbevares i mindre enn 24 timer. (En 0,1 % formaldehyd-PBS kan oppnas
ved a fortynne 12,5 pL 10Test 3-fikseringslgsning (REF A07800) ved 10X konsentrasjon av denne i 1 mL PBS).

0,5 mL eller 1 mL PBS uten formaldehyd hvis preparatene skal analyseres innen 2 timer.
Merk: 1 alle tilfeller skal preparatene oppbevares mellom 2 og 8 °C og beskyttet mot lys.

FORVENTEDE VERDIER

Hvert laboratorium ma fylle ut en oversikt over referanseverdier basert pa en gruppe friske givere fra den lokale befolkningen Dette ma gjores ved & ta i
betraktning alder, kjgnn og etnisk tilhgrighet., likesa andre potensielle regionale forskjeller.

| vare laboratorier ble pregver av fullblod fra 50 friske voksne behandler med reagensene som er beskrevet ovenfor. Resultatene for antall positive hendelser
av interesse med denne reagensen kan finnes i tabellene nedenfor :

Lymfocytter Nummer Gjennomsnitt (%) SD VK (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monocytter

Nummer

Gjennomsnitt (%)

SD

VK (%)

CD4-PE+

50

90,86

4,97

5,47

YTELSE

Resultatdata hentes ved & bruke prosedyren som beskrives over pa 24 timer gamle blodprgver som er oppsamlet i sterile rer med EDTA-alt som
antikoaguleringsagent. Analysen utfgres innen 2 timer etter immunofarging.

SPESIFISITET

Det monoklonale antistoffet (mAb) 13B8.2 gjenkjenner en epitop i den Ig-liknende V1-regionen pa CD4-antigenet. En studie av epitopkartet, med bruk av
mutasjoner som er innsiktet pa de ekstracyti\oplasmiske omradene i molekylet, har vist at fiksering av mAb 13B8.2 bare ble pavirket nar mutasjonen omfattet
88- og/eller 89-residualene (4). MAb 13B8.2 hemmer in vitro-fiksering av HIV-1. MAb13B8.2 ble tilordnet til CD4 under den 3dje HLDA-"Workshop on Human
Leucocyte Differentiation Antigens" i Oxford, England, i 1986 (WS-kode: 501, avsnitt : T) (5).

REPRODUSERBARHET INNENFOR LABORATORIET

P& samme dag og med samme cytometer ble det gjennomfert 12 malinger av prosentvis farging av et positivt mal. Resultatene som ble funnet er gitt i
sammendrag i felgende tabell:

Positivt mal Nummer Gjennomsnitt (%) SD VK (%)
Lymfocytter CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearitet

For a teste linearitet for farging av denne reagensen, ble en positiv cellelinje (HPBALL) ) og en negativ cellelinje ((DAUDI)) blandet i forskjellige forhold med
et konstant endelig antall celler, slik forhold mellom positive linje og negativ linje for blandingen la i omradet fra 0 til 100 %.

Alikvoter ble farget med prosedyren som er beskrevet ovenfor og linezer regresjon mellom forventede verdier og observerte verdier ble beregnet.

Spesifisitet Lineeer regresjon Linearitet (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
BEGRENSNINGER

1. Flowcytometri kan gi falske resultater hvis cytometeret ikke har bilitt justert ngyaktig, hvis fluorescenslekkasjer ikke er kompensert riktig, og hvis
regionene ikke er ngye plassert.

Det er a foretrekke a bruke RBC-lyseteknikk med et vasketrinn, da denne reagensen ikke er optimalisert for lyseteknikker uten vasking.

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

4. Det konjugerte antistoffet til dette reagenset er kalibrert for & oppna best mulig forhold mellom spesifikt signal og ikke-spesifikt signal. Derfor er det
viktig & overholde forholdet mellom reagensvolum og pragvevolum i hver test.

Ved hyperleukocytose fortynnes blodet i PBS for & oppné& en verdi p& omtrent 5 x 10° leukocytter/L (6).

Ved visse sykdomstilstander, for eksempel alvorlig nyresvikt eller hemoglobinopatier, kan lyseringen av rade celler veere langsom, ufullstendig eller til
og med umulig. | dette tilfellet anbefales det & isolere mononuklezererte celler ved hjelp av en densitetsgradient (for eksempel Ficoll) fer 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.

Symbolforklaring

Symbolordliste er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Mpodiaypagég
EidikétnTa CD4
KAwvog 13B8.2
YBpidwua NS1 x balb/c
AvooOoyovo Human thymocytes
Avoooaopaipivn 1gG1
Eidog Mug
K&Bapon XPWHOTOYPOPIa CUYYEVEIQG
DBopIdxpwpa R Phycoerythrin (PE)
"paupopopiakh avoloyia PE/lg: 0,5-1,5
diEyepon A 488 nm
MEYIoTN TIUA EKTTOUTTWV 575 nm
PuBuioTikd AidAupa PBS pH 7,2 guv 2 mg/mL BSA kai 0,1% NaN,
IO0Test
2uleuypévo avTiowpa
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/e€éTaon

MNa in vitro S1ayvwoTIKA XpARoN

NMPOBAEINMOMENH XPHZH

AuT6 10 avTiowua guleuyuévo PE Eva BOPIOXPWHA ETTITPETTEI TNV TAUTOTTOINGT KAI TNV KATAPETPNGON TWV KUTTAPIKWY TTANBUCUWY TTOU EKYPAZOUV TO avTIyOvVo
CD4 kai TTou gival TTAPOVTEG O avOPWTTIVA BIOAOYIKG BeiyHaTa HECW KUTTOPOMETPIOG POAG.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

AuTn n e&éTaon BaaideTal GTNV IKAVOTNTA CUYKEKPIPEVWY HOVOKAWVIKWY QVTICWUATWY va deoueUovTal OTOUG avVTIYOVIKOUG KaBopIoTEG TToU ek@padovTal aTTd
Ta AEUKOKUTTOPQ.

H €181k xpwon Twv AEUKOKUTTAPWY TTPAYHUATOTIOIEITAI JECW TNG ETTWAONG Tou OgiyuaTog pe To avTidpaoTrpio I0Test. Ta epubBpd aipooaipia agaipouvTal
OTn OUVEXEID PE AUoT Kal To AEUKOKUTTaPQ, Ta oTroia dev emmnpeddovTal atmd auTtiv Tn diadikacia, avaAUovTal HE KUTTOPOMETPIO PONAG.

To KUTTaPOUETPO PONG PETPG TN didKuan GwTOG Kal Tov PBopIoud Twv KUTTdpwy. KaBiotd duvarth Tnv oploBETnon Tou TTANBUCHOU evBIaPEPOVTOG EVTOG
TOU nAekTpOVIKOU TTapaBupou TTou opileTal o€ éva I0TOYPAPMA, TO OTTOI0 GUOXETICEI TNV opBoywvia didxuon ewTdg (TTAdyla okédaaon 1 SS) kai Tn didxuon
QWTOG KAEIOTAG Ywviag (TrpéoBia okédaaon A FS). AMa 1oToypduuata Tou ouvduddouv dUo atrd Tig dIaBEaIUES SIAPOPETIKEG TTAPAUETPOUG TOU KUTTAPOUETPOU
pTTopoUV va XpNnaipoTroinBoUlv UTTooTNPIKTIKA KaTé To aTAdIO TG 0ploBETNONG, avAAOya PE TNV EQAPUOYRA TToU TTIAEYEI O XPAOTNG.

O ¢BopIoudg TV OPIBETNUEVWY KUTTAPWY avaAUeTal TTPOKEIPEVOU va gival duvaTr n dIAkpIon PETALU Twv BETIKA ONUACHEVWY CUPBAVTWY KAl TwWV Wn
onuacgpévwy oudBaviwy. Ta atmoteAéopaTta ekQPAadovTal WG TTOC0OTO TWV BETIKWY CUPBAVTWY o€ oX£0N HE TO GUVOAO TwV CUPBAVTWY TTou eEARPBnoav atoé
TNV oploBETnaon.

NMAPAAEITMATA KAINIKQN EGAPMOIQN

AuTO TO avTIBPACTAPIO ETTITPETTEI TOV XOPAKTNPIOWO TTANBUOUWY Aep@okuTTdpwy CD4+ og diatapax£g Tou avoooTroinTikoUu ouoTipatog: AIDS (1) kai dAAeg
QAVOOOQVETTAPKEIEG, AUTOAVOOEG DIATAPAXES (2), avTIOPATEIG UTTEPEUAICONTIag, I0YEVEIG AOINWEEIG, ATTOKATACTAOT TNG AVOTOAOYIKAG ATTAVTNONG PETA AT
METAPOOXEUON MUEAOU TwV 00TWV r)/Kal opydvou. MNapakoAouBnon Kal TTPocdIopIoHOG TOU GaIVOTUTTOU Twv TTANBuopwY KuTTdpwy CD4+ (3) og Kakonbeig
OUOKPOTIEG TOU QiPaTOG, OTTWG AEUXAIMIEG KAl AE@UUATA.

ANTIAPAZTHPIA

ZuykévTpwon: AgiTe TO CUYKEKPIPEVO TTIGTOTTOINTIKG avaAuong Tng kaBe TrapTidag ato www.beckmancoulter.com.

MPOEIAOINOIHZH KAI MPO®YAAZEIX

Mn xpnoIdoTIoIEiTE TO AVTIOPACTAPIO PETA TNV NUEPOMNVia AfgNnG.

Mnv kaTayUyeTe.

AonoTe 1o va TrepIEABel o€ Beppokpaaia dwpartiou (18-25 °C) mpiv amd Tn xpron.

EAayioTotroiioTe Tnv €kBeon oTO QWG.

ATTOQUYETE TN PIKPORIOKA HOAUVON TwV avTIdpacTnpiwy, SIAPOPETIKA EVOEXETAI VA TTPOKUWOUV WEeUBK aTToTEAéCUATA.

R e o

Na xeipieoTe Ta dilaAUpaTa AvTICWPATWY TToU TTEPIEXOUV adidio Tou vaTpiou (NaN3) pe Tpogoxry. Mnv €I0TTVEETE KOl ATTOQEUYETE KABE €TTA®N PE TO
Oépua, Toug BAevvoyovoug Kal Ta PaTia.

EmmAéov, oe 6&ivo péco, 1o agidio Tou vartpiou PTTopei va oxnuatioel éva duvnTikd emikivduvo udpalwTikd ofu. Av XpelaoTei va amoppigpoEi,
OUVIOTATAI N APAiwan Tou avTidPacTNEIoU PE PeYAAn TTOoOTNTA VEPOU TIPIV OTTO TNV £KXUGT OTO OTTOXETEUTIKO GUCTNUA, TTPOKEILEVOU VO OTTOPEUXDET
n ocuocowpeuon adidiou Tou vaTpiou OTIG HETAANIKEG CWANVWOEIG KAl VO ATTOTPATTEl 0 KivOUuvog £Kpnéng.

7. Tpémel va Bewpeite 60Aa Ta deiyyaTa aipatog duvnTIKA HOAUGHATIKA KOl va Ta XEIPICeaTe Pe TTpocoxn (€10IKATEPA: va QOPATE TIPOCTATEUTIKA yAvTId,
TTOBIEG KAl YUAAIQ).

ATTOQUYETE KABE ETTAPNA TNG TITTETTAG YE TO OTOUA KABWG KAl KABE TTa@R Twv dEIYPATWY PE TO dEPUA, TOUG BAEVVOYOVOUG KOl TO PATIAL.

Ta cwAnvdpia aipgatog kal To UAIKG piag xpriong TTou XPNoIUOTToIoUVTal YIO TOV XEIPICUO TTPETTEI VA ATTOPPITITOVTAI O€ €10IKE dOXEIa TTOU TTpoopidovTal
YIO OTTOTEPPWON.

10. Ta avmidpaoTtripia Kai Ta atTORANTA TIPETTEI VA ATTOPAKPUVOVTAI CUHQWVA PE TIG TOTTIKEG ATTAITHOEIG.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA GHS

Agv Tagivopeital wg eTMIKivouvo
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To ®UANO Aedopévwv Aapdheiag eival diabéoipo otn dielBuvan beckman.com/techdocs

OYAA=H KAI ZTAGEPOTHTA

O1 uypég ouleuypéveg ouaieg diatnpouvTal o BepPokpacieg HETAEU 2 Kal 8 °C TTPOOTATEUPEVEG OTTO TO PWG, TIPIV KAl HETA aTTd TO Avolypa Tou @iaAidiou.
2100epOTNTA KAEIGTOU QlaAidiou: Beite nuepounvia ARENG TTou avaypda@eTal ETTAVW GTO QIAAIBIO.

2100€pOTNTA avoIXTOU @IaAIdiou: TO avTIOPACTAPIO TTapauével oTaBePd yia 180 nuépeg.

AEIrMATA

Ta Seiypata @AERIKOU aipaTog TTPETTEN va dIaTnPoUVvTal O ATTOOTEIPWHEVA GWANVApPIa TTou TrEpIEXouv GAag EDTA wg avTITinKTIKO.

Ta deiypata Ba TpéTrel va puAdaoovTtal o Beppokpaaia dwyartiou (18-25 °C) kai dev Ba TpéTrel va avakivouvral. [Mpiv ammd T Awn Tou deiypaTog TTpog
e¢Eraon, Ta deiyparta TPETTEl va OPOYEVOTTOIOUVTal PE ATTIA avAdEUOT).

Ta deiypata TPETTEl va avaAdovTal eviog 24 wpwv atmd Tn GAeBokEvinan.

ENAEIZEIZ AAAOIQZHZ
OtroiadATTOTE PETARBOAN OTNV EUPAVION TwV avTIdpacTnpiwy gival TOavo va uttodeikvuel aAAoiwaon Kal To avTIdPAcThpIo dev Ba TTPETTEI va XPNOIUOTIOIETAL.

X ¢ epiTTwon aAAoiwong TnG ocuokeuaaiag A dv Ta dedouéva TTou AfPOnKav TTapouaiddouv Katrola aAAoiwon TnG aTrddooNG, ETTIKOIVWVACTE UE TOV TOTTIKO
oag diavouéa ) xpnaoigoTroinoTe TNV akdAouBn dieuBuvon e-mail: immuno-techsup@beckmancoulter.com

NMEPIEXOMENA

To ouvtneNTIKG adidiou TOU vaTPiou YTTOPEI VO OXNMATIOEI EKPNKTIKEG EVWOEIG OTOUG METAAANIKOUG ATTOXETEUTIKOUG aywyoUg. AEiTe TO evnUEPWTIKG BEATIO TOU
NIOSH: Explosive Azide Hazard (Kivduvog ékpnéng alidiou) (16/8/76)

Ma va amo@UyeTe TNV eVOEXOUEVN CUCOWPEUOT EVWOEWY 0fISiou, va EKTTAEVETE TOUG GWANVEG ATTORBAATWY PE vePO PETA TNV aTTéPPIYn U APCIWHEVOU
avTidpaoTtnpiou. H amdppiwn Tou adidiou Tou vaTtpiou TTPETTEI VA YiVETAI CUUPWVA PE TOUG QVTIGTOIXOUG TOTTIKOUG KAVOVIOUOUG.

AI'IAPAITHTA YAIKA TNOY AEN NMAPEXONTAI ME TO KIT:

>wAnveg delypatoAnyiag Kal UNIKG TTou gival atrapaitnTo yia Tn delygatoAnia.
e Autépareg mITTETEG hME pUYXN MGG xprong yia 20, 100 kai 500 L.
*  TIAaoTIKG cwAnvdpia aigdéAuong.
*  AvridpaoTripio Aiong epuBpokuTTapwY pe 0TAdIO TTAUONG PeTA TN AUon. Ma Tmapadeiyua: Versalyse (Ref. A09777).
*  AvmI®pacTrpIO povIpoTToinong AEUKOKUTTApwY. Ma apdadeiypa: Aidhupa povipotroinong I0Test 3 (Ref. A07800).
* lootummkdg ‘EAeyxog PE : avmidpaoTrpio I0Test (Kwd. A07796.).
*  PubuioTiké didAupa (PBS: 0,01 M ewagopikd varpio, 0,145 M xAwpiouxo varpio, pH 7,2).
*  ®uyoKevTpOG.
e Autoéparog avadeuTtripag (Tutrou TepIdivnong).
*  KuTTapOueTpo pong.

AIAAIKAZIA ME TO ANTIAPAZTHPIO VERSALYSE

>HMEIQZH: H mapamdvw diadikacia 1oxUel yia TIG TUTTOTTOINUEVEG £papuoyéG. O1 dykol Twv delyudTwy ri/kal Tou Versalyse yia OpICUEVEG EQAPUOYEG
Beckman Coulter pmmopouv va dia@épouv. e pia TETOIO TTEPITITWAN, aKoAouBEeioTe TIG 0dnyieg Tou TEXVIKOU QUAAOSIOU TNG EQPAPHOYAG.

Ma kaBe deiypa Pog avaAuan, TTPORAEWTE eKTOG TOUu SOKINAOTIKOU CWARVA, évav owArva eAéyxou péoa oTov oTToio Ta KUTTopa Ba BpiokovTal uttd Thv
TTapouaia Tou 1I6oTuTTIKOU eAéyxou (Kwd. A07796.).

1. TMpoacBéoTe 20 pL €1dikou ouleuypévou avriowpatog I0Test oe KGBe dokipaoTiKd ocwAnvapio kal 20 pL Tou 1coTUTTIKOU PdpTUpa o€ KGBE cwAnvapio
uapTupa.
MpooBéoTe 100 pL Tou TTPOg e¢éTaon deiyuatog oToug 2 owARVES. AvakivioTe eAappd pe Vortex.
EmwdoTe og Beppokpaaia dwuartiou (18-25 °C) yia 15 éwg 20 Aetrtd, TpooTaTelovTag atmd To Quweg.

MpoxwpAoTe, edv eival ammapaitnto, oTn AUCN TWV £PUBPWYV AIHOCPAIPIWY AKOAOUBWVTAG TIG 0NYiEG TOU avTI®pacTnpPiou AUONG TTOU XPNOIUOTIOIEITE.
MNa mapddelyua, edv embuyeite va xpnolpotroifoeTe To VersalLyse (Kwd. A09777), ava@epBeiTe OTIG TEXVIKEG 0ONYiEG KAl AKOAOUBEIOTE KATA TTPOTiUNON
Tnv d1adikagia « e GUVOKOAOUBN OTEPEATNTA» TTOU CuvioTaTal GTO va TTPooBEaeTe 1 mL Tou peiypaTtog “Fix-and-Lyse” TTou KOTOOKEUAEETAI AUTOOXEDIWG.
AvakivAoTe apéagwg e Vortex Eva SeUuTEPOAETTTO Kal ETTWACTE yia 10 AeTTTG o€ Beppokpaaia TTEPIBAAAOVTOG Kal HaKpId aTrd €0TiEG QWTAOGS. Av To deiyua
Oev TTEPIEXEI EPUBPA alpocPaipia, TTpooBéoTe 2 mL PBS.

duyokevtpAoTe yia 5 Aertd oTa 150 x g o€ Beppokpaaia dwuaTiou.
AQaIPECTE TO UTTEPKEIPEVO PE avappoOpnon.

[MpaypaToTTOIRCTE ETTAVEVAIWPENOT TOU KUTTOPIKOU IgApaTog ue 3 mL PBS.
EmavaAdBete 10 Bripa 5.

© © N oo

AQaIPEOTE TO UTTEPKEIPEVO PE AVAPPOPNOT KAl ETTAVEVAIWPACTE TO KUTTAPIKS i{nNua WE:

0,5mL A 1 mLPBS ouv 0,1% @opuaAdelidn, edv Ta TTapaokeudopaTa TTPOKEITal va @uAaxBoUV yia AiyoTepo atréd 24wpeg. (MTTopEiTe va TTAPACKEUATETE
di6Aupa 0,1% @opuardelidng/PBS apaiwvovtag 12,5 pL tou povipotroinTikou diaAupatog IOTest 3 (REF A07800) 10TmAdaiag ouykévipwaong o€ 1 mL
PBS).

0,5 mL 4 1 mL PBS xwpig @oppaAdelidn, av Ta TTapacKeUdopaTa TTPOKEITal va avaAuBouv VTG 2 wpwv.
2nueiwon: Ze kaBe TTEPITTTWON, QUAGCCETE TA TTAPACKEUAOUATA TTPOCTATEUMEVA aTTd TO PwG, O€ Bepuokpacia petagu 2 kai 8 °C.
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ANAMENOMENEZ TIMEZ

KdaBe epyaaTrpio ogeilel va kaBiepwael pia AioTa pe TIHEG avapopdg Baciouéveg o€ pia opgdda aTrod uyigig OTEG TTOU aviAkouv aTov vIomo TTANBuoud. MNa Tn
ANioTa autA TTPETTel va An@BoUlv utrdywn n nAikia, To @UAO, n €0vIKR KaTaywyr, KaBwg Kai n otroladATTIoTE AAAN M6V TOTTIKA dlapopd.

210 epyacTApId pog eEETAOTNKE TO OAIKS aipa 50 uylwv evnAikwy, XPNCIPOTIOIVTAG TO AVTIOPACTAPIO TTOU TTEPIYPAPNKE TTOPATIAVW. Ta ATroTEAéTPATA TTOU
e€rxbnoav yia TNV KATaPETPNON TwV BETIKWY CUUBAVTWY JE QUTO TO AvTIOPACTHPIO OPASOTTIOINBNKAV OTOV TIAPAKATW TTIVOKA :

AepgokuTTapa ApiBudg Méon Tipn (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
MovokuUTtTapa ApiBudg Méon 1ipn (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
AMNOAOZH

XpnoigoTrolwvTag Tnv diadikaacia TTou TTEPIYPAPNKE TTAPATTAVW YIVETAI N ATTOKTNON TWV 8EB0UEVWYV TNG ETTIOOONG TWV 24-WPWV BEIYUATWY TOU ainaTog, TTOU
OUAAEYNOQV TTPONYOUNEVWG O€ ATTOOTEIPWUEVA QIOAIBIa TTou Trepigixav aAag EDTA wg avriminkTiké. H avaAuon ekteAeital yéoa o€ 2 wpeg PETAG atd TNV
avoooxpwan.

EIAIKOTHTA

To povokAwviké avtiowpa (MA) 13B8.2 avayvwpilel £vav etitorro oTnv Tepioxr V1 tng avoooogaipivikig dopng (“Ig-like") Tou avtiyévou CD4. Mia peAén
TOU ETMITOTTIKOU XAPTN HEOW HETAAAGEEWY TTOU OTOXEUOUV TIG EEWKUTTOPOTTAOCHATIKEG TTEPIOXEG TOU Hopiou €DeIe OTI n TTpookOAAnon Tou MA 13B8.2 dev
ETTNPEACETAI TTAPE POvo OTav N HETAAAAEN dyyide Ta kaTdhorTa 88 fi/kal 89 (4). To MA 13B8.2 avaoTéAAel in vitro Tnv TTpookdAAnan Tou VIH-1. To MA 13B8.2
ouoxetioTnke pe To CD4 katd 1n didpkeia Tou 3ou uvedpiou HLDA yia ta Avtiyova AlagopoTtroinong Twv AvBpwrivwy AgukokuTttdpwy, O&popvT, AyyAia, To
1986 (Kwdikég WS: 501, Mapdypagog T) (5).

ENAOEPIAZTHPIAKH ENANAAHYIMOTHTA

Tnv idia nuépa Kal YECw TOU iBIOU KUTTOPOUETPNTH POAG TTPayUaToTToenkav 12 TTpocdIopICHOoI TOU TTOo00TOU Gruavang evog BeTikoU TTAnBucauou. Ta
atmoTeAégpaTa TToU £§xOnoav opadoTroidnkav oTov TTAPAKATW Trivaka:

OETIKOG OTOXOG ApiBudg Méon 1ipn (%) SD CV (%)
Nepgokuttapa CD4-PE 12 37,84 0,80 21
+
FpappIKOTNTO

Mpokelpévou va eAeyxBei N ypauuIkOTNTA Gripavong autold Tou avTidpacTtnpiou, pia BeTiKr KUTTapIKr ogipd ((HPBALL) ) kal pia apvnTIKr) KUTTOPIK O€Ipd
((DAUDI)) avaueixBnkav o€ dIaQopEeTIKEG AVOAOYiEG Kal uE OTABEPR TEAIKI) KUTTOPIKNA TTOOOTNTA, €101 WOTE N avaloyia Tng BeTIKAG a€Ipdg/apvnTIKAG o€Ipdg Tou
peiyparog va kupaivetal améd 0 éwg 100%.

Ta TpuAPaTa onudvenkav cupewva Pe Tn d1IadIKagia TTou TTEPIYPAPNKE TTAPATIAVW KAl N YPOUMIK TTAAIVOPOUNON TWV AVOUEVOUEVWY TIHWV EVAVTI TWV TIHWV
TTOU TTOPATNPERBNKAV UTTOAOYIOTNKE.

EidIkéTNTO papuiky MaAivdépdéunon pappikétnTa (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

NMEPIOPIZMOI

1. H kutTapopeTpia pong evoéxeTal va Trapdyel Weudr) aTTOTEAECUATA AV TO KUTTAPOUETPO OV €ival CWOTA EUBUYPAUUICUEVO, av oI SIapPOoES PBoPIGHOU
Oev €XOUV QVTIOTABUIOTEI CWOTA KAl AV O1 TTEPIOXEG OEV £XOUV TOTTOBETNOEI TTIPOCEKTIKA.

2. XPnOIYOTIOIEITE KATA TTPOTIUNGN MIa TEXVIKI) AUONG TwV €PUBPOKUTTAPWY UE TTAUCT KaBWG N AgiToupyia autol Tou avTIOpaaTnpiou dev ival n BEATIOTN
yia TIG TEXVIKEG AUONG "Xwpig TTAUON".

3. AkpIBA Kal ETavaAfWIYa aTToTEAEGUATA TTPOKUTITOUV OTO PETPO TTOU OI TEXVIKEG TTOU XPNOIUOTTOI0UVTaAl £ival CUUQWVEG UE TO EVOETO TEXVIKWY 0ONYILV
Kal oUPBATEG PE TIG OPBEG EPYOOTNPIOKEG TTPOKTIKEG.

4. To ouleuypévo avTiowpa autol Tou avTidpacTnpiou ival BaBuovounuévo WOTe va TTPOCPEPEI TNV KAAUTEPN avaloyia €18IKAG orpavong/un e1dIkAg
ofuavong. I’ autd gival onuavTiké va TNPEITe TNV avaoyia dykou avTidpaoTnpiou/dykou deiypaTtog oe kaBe e¢étaan.

Te TTEPITITWON UTTEPAEUKOKUTTAPWONG, apallaTe To aipa o PBS woTe va emiteuxBei Tiur Trepitrou 5 x 10° AsukokUTtapalL (6).

6. X oplopéveg TTABOAOYIKEG KATOOTAOEIG, OTTWG N GOBaPr VEQPIKA QVETTAPKEIA ) OI AIHOCPAIPIVOTTABEIEG, N AUCT TWV EPUBPWYV AINOCPAIPIWY EVOEXETAI
va gival apyn, aTEAAG ) KOl QVEPIKTN. Z€ QUTAV TNV TTEPITITWAN, OUVIOTATAI N ATTOPOVWGN TWV JOVOTTUPNVWY KUTTAPWYV PE S1aBaduion TTukvoTnTag (Yia
Tapadeiypa Ficoll) mpiv ammé n xpwaon (7).

Acite 10 Mapdptnua yia TopadeiyuaTa Kal TTAPATIONTTEG.

EMMOPIKA ZHMATA

H emmwvupia Beckman Coulter, To TuTromroiNuévo AOyOTUTIO Kail T GAPATA TTPOIGVTWY Kol UTTNPEeciwy NG Beckman Coulter Tou avagépovTal aTo Tapodv givai
EPTTOPIKG oRpaTa ) oApara katateBévra Tng Beckman Coulter, Inc. oTig Hvwpéveg MoAiteieg kal o€ GAAEG XWPEG.

Ymépuvnua cupBoAwyv

To yAwoodpio cupBoAwv eival diaBéaipo otn dielBuvan beckman.com/techdocs (apiBuédg eyypdeou B60062)
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H&
SEM CD4
o0—> 13B8.2
NATJR=X NS1 x balb/c
RER Human thymocytes
"REIJOTV> IgG1
BYE XIA
BR F74AZT4—9JOIRNIZ 74—
HAEBER R Phycoerythrin (PE)
Tl PE/Ig: 05-1.5
Ah 2 488 nm
RXoE—2 575 nm
1B &1L 5 PBS(pH 7.2) + 2 mg/mL BSA® & 0.1% NaN,
I0Test
aAroay—rhik
CD4-PE
A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/F A k
#ALHAEE R
A&
CORXEZERERF., 70-YARMXNJ—Z2AVT, ENOESRBREPICEETICAHNEEZR BT I MBERNORES L FHBRETREICLET,
RE

COTFANE, AMRARRITIAFRRERFICHIZIBENT /70— FIILAFBOBEGEILCETVTVET,

AMROBFENREEG. REZIOTestAEE AV FIXR—RNTRIZELLI2THVET, RIZ. FOKREBBICEI>TREL, COTOEAOEEE
BFHZVWANKZ7O-—YAMXRNI—ICE2THHLET,

70— A4 MX—5—F, BEOELEHSLTFHLEYUELET, chitky), BARILE (AIFHE. SS) HLUBARILE (FIFHEL. FS) &
MHBEIZ2EARNISALTRELEEFRN THRERAORAREN TREICAYET, I—F—FBRLETZTVT—232VICHKELT, 4 M X—
SA—THATEBELONFA—F— 020 ZBHEDELTOMDODEARNTI LN, F—TAVTREBOBPBELTRATEET,
BUERBIRNERRBARNZERTIEHIC, ROLEBROEXZAELET, BRE. F'—T12ITHSNE2AIRYMNCHTEE
BARYROERELTRLET,

i B > i > 5

CORRICLY, RERKRBICHFHCDA+) 2 NERKMRER ORMTMA TRICKY LT, ADS (1) BRTZOHORETE, ACRERE (2).

if@ifgh'é%)lfxﬁ&%\ BRCEFABERZOEESENEELZETT, HORP U NELEOBEMMRERZBICH T2 CO4+HRRER DBHFAES
CRRA (3)o

X
BE: Ov MBS 4TEERAE (www.beckmancoulter.com) ZZBL & WV,
EEBRUTEE
1. BRHRZBELBREIEALEVTIEZV,
2. RELBVTLSEZL,
3. EAEIICER (18~25°C) ICLTLKEEV,
4, BRZTEDEFBITSEZL,
5, REOMENFTRERBITKEEV, B EBRORRELDZBEN BV ET,
6. FIHFTRUIAL (NaN; ) ZECHRBBRIBEECRSBEN HYET. ARNICERLTEEST, K. HESITREOEMEG TXTHE

FT<EEWV,

Tio, BERATE, POUFTRNUILDSEENRREOH DT IIUKERAERENDCENBWET, PONFTNIDVLEZBUAEERE
EITIRENH2BE. SRBONATIETIAFT R ITALAFBRBLEVLSIC, FLEROBREEHSLOHIC, AEEZEOKTHERLT
AEOPKIATLALRERI DL EZHRLET,

7. INTOMBRESBRMEOTEMNI D EHB L TEHECRYERSHXENGWET (BCREFL, ZRE. J-JIL0ER).
8. HUTIINZOILBALY., Nl. HESLTBEICEEMABZVRSICLTIEZTL,

9. EARAOEONESIVTFAAR—YTIIRRE. BHAOEATRCANTRERELTILEETL,

10. AEXEZYR>HFBEAEOERFICH > TREELTLKLEEZL,

GHS/\Y¥— k%%

BREEYEICEFSEE ARV
Z2MHF—KR— N, beckman.com/techdocs CAF TEEXT
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REBRTREH

22217 —RRE NMATIREZRHEIZDABLCRELLRICEDS T, 2 ~ 8COBELEBRICRELTEEL,
REAHONATILOREYE : NMATILOBRHHRESRL T 2T L,

RHEEONATI  BRFI1OABEELTVET,

Bk
BIRMG . AREHE L TEDTAREEATHAREF 1— 7 EAVTRBL AT REE E LA,

BREFER (18~25°C) TREL., BSETBRVLILTIREN HWET, BEEG., TAMNREKEZRMIZFIC, BOABEBICI>THENLTS
BEABYET,

C ok, BIRZFRD SURBURACITITIMRENF B LT,

THXHILD K&K
HEOYENBAEOZELRZIELOBRTHI BB, TORAEZEALTERYEEA,
HMENrBEELTVRHEE, BoNEF—FFASHOMENENLERTHEES. BE<ORFTEEFTLIUATOX—LATRLACSBHVEDEEE
Lo immuno-techsup@beckmancoulter.com
nE
ﬁﬁfg/ogz:/;md' RUDALR, eERFEKENTERENLCEYEERTEIHBETNNHY ET., NIOSHBUletinZZHBL T EEW: T RERER
Té RICEMNERTHAREMEZERTZ O, REROBEXZEZL LRBHKEZKTEVRLET., 72T NIV AREBAGOREICH
VWEICERZELTSEZ L,
;.Fﬂ,a\,\ff <E&ED:
YTV T CRBERY TV I F1—-T EMEL,
e FLVERTFYINEEBERY N (1008 KT500 pLE ) - 20
TZAFYIOOBROLTF1—7,
BMAEREICHRBREL CFRMRBMAE, 6l : Versalyse ( HmBEFSA09777 ) o
BmEREEFEIE, 6] 10Test SEER ( HEEFEFSFA07800 )
« TAYRATHBPE : I0TestidE ( R@mESA0779%6 ) »
BEWE (PBS: 000 MUYEFNUT A, 0145 MIBILF RU DAL, pHT.2),
EOE
BEB7ST—3— (RILTYIARRAT ),
« 7O0-YAMbhX—%—

VERSALYSEREIC LD F @

ER TROFIEFEENBT VT —23a 0 TEMTY, —SBOEETTITr—>23 > T, REB KU VersalyseDEN BB B HEENHYVET,
%@%%@‘77U7—i3>ﬁﬁiﬁﬁ&af<ﬁgm

PHMTBDERELCOVT, BRF1—T0EDL., TAVRATRBOBEETCHREERETOINBFI—TI1RNBETYT (ERESA0779%6 ) o
1. IOTestéi\&ﬁEﬁﬁBZOpLE%Eﬁﬁ?’l—7h‘ FAYRA7AYMO—L 20 L EHBF 2 —7ICBMLET,

MEOFI1—TIC100 pLORBRBREZRMLET, F1 -7 2ROHNICEBHRLET,

EHRURET, B8 (18~25°C ) T15~205MA>F1x—KLET,

BBIZHUT, ERAI2BRMBAROHEREHEICHKY, FMREBMLUET, HlxE. Versalyse (REFA09777 ) AT HH4E. N 7L Y K
Z#SBL, TOBTHAAELL "TEE/FEF BAREZ1ImURNLT TEABICEAE) $2LVSFEICHS CEHNHEELET, TORESIC1HR
BHRHEL, EXLLEEETIODEAAVFIR—NLET, RECFOARFIETNTVEWVEE, PBSZ2mLFMLET,

ERTSOEELSE (150xg) LET,

BBk LEEBRELET,

3mLOPBSZAWTHBRLY NZBEBLET,
ATYTBEBRVEBLET,

WElC&kY) LFEZBREL., UATICKWlARLY hZBBRELET,

REBOREFHEI24BEAUADBE, RILATILTE I\O1%EELPBSOSmL¥7‘“£¢1 mLe (0.1%DKRILALFTIILTE REETPBSIE12.5 L
?D10Test 3B E& ( REFA07800 ) 21 mLAOPBSIC10EDEBETHERL THBSNET, )

BRAZ2BMUNCHNTEBE, ALATLFE RKESEFVPBS 05 mLELRT mL,
FERWAKZBETE, BARBEE2~8CIIRE, BXLTSEETL,
M#E

?1’&??@@&2%@%%‘ RF—CESTVAEEEBUANEZERTIHVEN HBWET, ilZL L ICFRH, M5, REZZEBLTRTLEGAE
SV ER A

BMUBREETRE, LEORAERZAVTRERASOZOLMBEZMIRVEL L, FRRICIIGUHBERBAETCHLBEREZUTORICRLET ¢

YN BES FH8 (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55.91 10.82 19.4
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B E 19 (%) SD CV (% )
CD4-PE+ 50 90.86 4.97 5.47

i RE

MERETF—2E, UAICHRBERE L TEDTARZEE T2 BEF 1 — 7 ICHRL L24REAOBRGEENRI, LROFIEZAVTRELEGFAERY
FHA, TR, EERBE2BELALCTVET,

Bk

E/o0—F )ik (mAb ) 13B8.21Ek. CDAREDIgEVIERICNETZIEN—72RBLET, 2 70MBENESEENE L EEEZHV
EIEN—7IVTOMRICK), ZENGBEEFLIFOBZBENREICEDLSZHES. mAb 13B82NEEN AN HEEZIDCENRENATLVE
T (4) . mAb 13B8.2[EHIV-1Din vitro COEEZFEEL £9, mAb 13B8.21%. 1986FICEEF Y U A7 # — R T®M3rd HLDA Workshop on Human
Leucocythifferentiation Antigens ( 3B E M AMBKSLRARICEATBHDAD =923 v 7 ) ICBWVWT, CDACTHAEhELE (WSO—R
501, £2>3>T) (5).

BEANBERME
FAICIMERGTES . 260BHEENOREREZAELELL, IBLARRR. TRLCRRENATVET,
[CRER L E R 55 FEH (%) SD CV (%)
1) > )N Bk+CD4-PE 12 37.84 0.80 2.1
=F T3

FHEORECOERUERETD LD, BUEMRS 1> (HPBALL) & 248> 1 2 (DAUDI)DIEE A0~ 100% DEREICINEZ LSIC, BE2EE
T—ENBRMERBZAVTREELE LI,

LROFIBECH > TIMEREL, BEELEAEORFEREEHLEL L,

BEM AR B (R?)
CD4-PE Y=1X-0.38 0.9998

HRER
1. 7094 RXN)=—, MEFABBIZT2LEIEATLVEVEES, BEV-IFEL<KBARENATLVEVES, SLTEEIMEECRE
TRTVWEREVESEES, B LBERERIARMESBYET,
. CORER THFOSV, BEECEELTVEVEYD, BFFIEZECROREREOEANI ERENET,
3. BEBHERLIOVNEITIREZNERBEEICH > THEXTIRY ., ERHNDBEREOSHIFERNIBshET.

COREORENER, BENITIIEEEENS TP REEEDEISCFYUTL—232EhTVET, TOLH, FTANTHE.
AEEREBILEZIETIZIEHNEETT,

AMmMIKBMEDIHES, AORBEFIBLEEXx10°@LELRD LS, MBEEPBSTHERL TS EEZWV (6),

6. EENEBEFTEPATI/OEVEELLE, REOKEBERETR., FNROBBNES B2V, TRV, HBVEABETERLWILE
AHYNET, COBE. RETIHICEEADR (FicollsE ) Z2FEAL TERBREZIHIDICEEZHELET (7).

R B2 HBLOSEXRESBL T LU,
[

CCICEREE hTWBBeckman Coulter, OJdY—9., B8TICRY IV A=ILE—ORBB LY —EAIY—VR, XYy U2 I-ILEZ—0
KES L TOMOEICH TIHEEEREHETT,

iEAH

5 —El¥. beckman.com/techdocsTAF TE 9§ ( XEHSB60062 )
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Specifikacijos

SpecifiSkumas CD4

Klonas 13B8.2

Hibridoma NS1 x balb/c
Imunogenas Human thymocytes
Imunoglobulinas IgG1

RSis Pelé

1Sgryninimas

Giminingumo chromatografija

Fluorochromas

R Phycoerythrin (PE)

Molinis santykis PE/lg: 0,5-1,5
A Zadinimas 488 nm
Spinduliuotés smailé 575 nm

Buferinis tirpalas

7,2 pH fosfato buferinis tirpalas plius 2 mg/ml GSA ir 0,1 % NaN,3

,»1O0Test*
Konjuguotas antikiinas
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 ml, 20 ul vienam
tyrimui

In vitro diagnostiniam naudojimui

NAUDOJIMO PASKIRTIS

Naudojant §j su fluorochromu konjuguota antiklina, tékmés citometrijos badu galima identifikuoti ir iSskaiCiuoti Igsteliy populiacijas, iSreiSkiancias CD4
antigeng, esantj Zmogaus biologiniuose méginiuose.

PRINCIPAS
Sis tyrimas pagrjstas specifiniy monokloniniy antikiiny gebéjimu jungtis prie antigeny determinanty, kuriuos ekspresuoja leukocitai.

Specifinis leukocity dazymo procesas atliekamas méginj inkubuojant reagentu ,|OTest“. Tada lizuojant paSalinami eritrocitai ir srauto citometrijos badu
analizuojami leukocitai, kurie per $j etapg nepaveikiami.

Srauto citometru matuojama lIgsteliy Sviesos sklaida ir fluorescencija. Siuovbudu galima tiriamajg populiacijg apriboti histogramoje apibréztu elektroniniu
langu, kuris koreliuoja su Sviesos sklaida staciu kampu (Sonine sklaida arba SS) ir Sviesos sklaida smailu kampu (priekine sklaida arba FS). Kitos citometre
jdiegtos histogramos, kuriose derinami du skirtingi parametrai, gali bati naudojamos kaip papildoma priemoné nustatant atrankos intervalus, zidrint, kokj
naudojimo budg pasirinko naudotojas.

Analizuojant apriboty Igsteliy fluorescencija, teigiamai nudazyti jvykiai atskiriami nuo neigiamai nudazyty. Rezultatai iSreiSkiami kaip teigiamy jvykiy procentiné
dalis visy jvykiy, gauty nustacius atrankos intervalg, atzvilgiu.

KLINIKINIO NAUDOJIMO PAVYZDZIAI

Naudojant $j reagentg galima charakterizuoti CD4+ limfocitiniy Igsteliy populiacijas sergant imuninés sistemos ligomis: AIDS (1) ir kitomis imunodeficito
ligomis, autoimuninémis ligomis (2), padidéjusio jautrumo reakcijomis, virusinémis infekcijomis, atkuriant imuninés sistemos reakcija po kauly Ciulpy ir (arba)
organy transplantacijos. CD4+ Igsteliy populiacijy stebéjimas ir fenotipavimas (3) sergant piktybinémis kraujo diskrazijomis, pavyzdziui, leukemijomis ir
limfomomis.

REAGENTAI

Koncentracija: zr. specifinés partijos analizés sertifikatg adresu www.beckmancoulter.com.

lSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

Reagento nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.

Neuz3aldyti.

Prie§ naudojant reikia leisti susilti iki kambario temperatiros (18-25 °C).

Laikykite kuo maziau apSviestoje vietoje.

Saugokite, kad reagentai neblty uztersti mikrobais, nes antraip gali bti gaunami klaidingi rezultatai.

ook w N

Su antiktiny tirpalais, kuriy sudétyje yra natrio azido (NaNj,), reikia elgtis atsargiai. Nevartokite j vidy ir saugokités, kad nepatekty ant odos, gleivinés
ir j akis.

Be to, rligScioje terpéje natrio azidas gali iSskirti potencialiai pavojingg hidrazo rigst]. Jei jj reikia pasalinti, prie$ pilant j nutekéjimo sistemg, reagentg
rekomenduojama praskiesti dideliu vandens kiekiu, kad baty iSvengta natrio azido kaupimosi metaliniuose vamzdziuose ir iSvengta sprogimo pavojaus.

7. \Visi kraujo méginiai turi bati laikomi potencialiai uzkre€iamais ir su jais turi bati elgiamasi atsargiai (itin svarbu dévéti apsaugines pirstines, apsiaustus
ir akinius).

8. Jokiu badu netraukite pipete burna ir venkite meginiy kontakto su oda, gleivine ir akimis.
9. Panaudoti kraujo mégintuvéliai ir vienkartinés medziagos turéty bati iSmetami j sudeginamas ad hoc talpyklas.
10. Reagentai ir atliekos turi bati $alinami pagal vietinius reikalavimus.

GHS PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA

Neklasifikuojama kaip pavojinga

Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje techdocs.beckman.com
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LAIKYMAS IR STABILUMAS

Prie$ atidarant buteliuka ir jj atidarius konjuguotas skystasias formas reikia laikyti 2—8 °C temperataroje ir saugoti nuo Sviesos.
UZdaryto buteliuko stabilumas: Zr. ant buteliuko nurodytg galiojimo laika.

Atidaryto buteliuko stabilumas: reagentas lieka stabilus 180 d.

MEGINIAI

Veninio kraujo méginius reikia imti j sterilius mégintuvélius su EDTA druska kaip antikoaguliantu.

Méginius reikia laikyti kambario temperataroje (18-25 °C) ir nekratyti. Prie$§ paimant tiriamajj méginj reikia atsargiai sujudinti méginus, kad jie tapty vienaly¢iai.
Méginiai turi bati iSanalizuoti per 24 valandas po veny punkcijos.

KOKYBES PABLOGEJIMO POZYMIAI

Bet koks reagenty fizinés iSvaizdos pokytis gali reiksti pablogéjusias gaminio savybes, todél tokio reagento naudoti negalima.

Jei pastebite pakuotés gedimg arba jei gauti duomenys rodo apie tam tikrg veikimo duomeny pasikeitima, kreipkités j vietinj platintojg arba naudokite toliau
pateiktg el. pasto adresa:

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 | 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 antgaliais, skirtos 20, 100 ir 500 pl tdrio méginiams.
»  Plastikiniai hemolizés mégintuvéliai.
*  Raudonuyjy kraujo kiineliy lizavimo reagentas su plovimo etapu baigus lizuoti. Pavyzdys: ,VersalLyse” (kat. nr. A09777).
*  Leukocity fiksavimo reagentas. Pavyzdys: fiksavimo tirpalas ,|OTest 3 (kat. Nr. A07800).
*  lzotipiné kontroliné medziaga PE: ,|0Test" reagentas (REF A07796).
«  Buferinis tirpalas (fosfato buferinis tirpalas: 0,01 M natrio fosfato; 0,145 M natrio chlorido; pH 7,2).
*  Nucentrifuguokite.
*  Automatinis maiSytuvas (stkurinio tipo).
»  Srauto citometras.

PROCEDURA NAUDOJANT REAGENTA ,VERSALYSE“

Pastaba: toliau apraSoma procedira tinka standartiniams jrenginiams. Kai kuriuose ,Beckman Coulter” jrenginiuose gali bati naudojami kitokie méginio ir
(arba) ,Versalyse* tariai. Tokiu atveju laikykités jrenginio techniniame lapelyje pateikiamy instrukcijy.

Analizuojant kiekvieng méginj, be tiriamojo mégintuvélio reikia naudoti vieng kontrolinj mégintuvélj, kuriame lastelés sumaiSytos su izotipine kontroline
medziaga (REF A07796).

1. 20 pl specifinio I0Test konjuguoto antikiino jpilkite j kiekvieng tiriamajj mégintuvélj ir 20 pl izotipinés kontrolés medziagos jpilkite j kiekvieng kontrolés
mégintuvélj.

| abu mégintuvélius jpilkite po 100 pl tiriamojo meginio. Megintuvélius atsargiai iSmaiSykite stkuriniu badu.

15—20 minuciy inkubuokite kambario temperatiroje (18-25 °C), saugodami nuo Sviesos.

A W N

Pvz., jei norite naudoti ,VersalLyse“ (nuor. A09777), zr. lankstinukg ir pageidautina vadovaukités procedira, vadinama ,su vienalaikiu fiksavimu®, kuri
apima 1 ml iSkart paruosto ,Fix-and-Lyse" miSinio jpylimg. ISkart vieng sekunde maiSykite ir 10 min. inkubuokite kambario temperatiroje, saugodami
nuo Sviesos.Jeigu bandinys sudétyje néra raudonujy Igsteliy, jpilkite 2 ml PBS.

5 minutes centrifuguokite veikiant 150 x g jégai kambario temperatroje.
ISsiurbdami pasalinkite supernatanta.

IS naujo suspenduokite Igsteliy nuosédas, naudodami 3 ml fosfato buferinj tirpalg.
Pakartokite 5 veiksma.

© © N oo

ISsiurbdami pa$alinkite supernatantg ir i naujo suspenduokite lasteliy nuosédas, naudodami toliau nurodytas medziagas.

0,5 ml arba 1 ml PBS ir 0,1 % formaldehido, jeigu preparatai bus laikomi trumpiau nei 24 val. (0,1 % formaldehido PBS galima gauti, 12,5 pl 10X
koncentracijos fiksatyvo tirpalo ,|OTest 3“ (REF A07800) atskiedus 1 ml PBS.)

0,5 ml arba 1 ml fosfato buferinio tirpalo be formaldehido, jeigu preparatai bus analizuojami per 2 val.
Pastaba. Visais atvejais preparatus laikykite 2—-8 °C temperatiroje ir saugodami nuo Sviesos.

TIKETINOS VERTES

Kiekviena laboratorija turi pagal vietinés populiacijos sveiky donory grupés duomenis susidaryti pamatiniy verciy sgrasa. Tai darant reikia atsizvelgti j amZiy,
lytj, etning grupe ir visus kitus galimus regioninius skirtumus.

Muasy laboratorijose 50 sveiky suaugusiujy viso kraujo méginiai buvo apdoroti pirmiau aprasytu reagentu. Toliau pateiktose lentelése nurodyti §j reagentg
naudojant gauti dominanciy jvykiy teigiamy atvejy skai€iaus rezultatai.

Limfocitai Skaicius Vidurkis (%) SN VK (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monocitai

Skaicius

Vidurkis (%)

SN

VK (%)

CD4-PE+

50

90,86

4,97

5,47

VEIKIMAS

Efektyvumo duomenys gaunami pirmiau aprasyta procedirg atliekant su 24 valandy senumo kraujo méginiais, anks¢iau paimtais | sterilius mégintuveélius su
EDTA druska, kaip antikoaguliantu. Analizé atliekama per 2 valandas po imuninio nusidazymo.

SPECIFISKUMAS

Monokloninis antikiinas (mAb) 13B8.2 atpazjsta CD4 antigeno j Ilg panaSiame V1 regione esantj epitopg. Epitopy Zemélapio tyrimas naudojant j molekulés
ekstracitoplazminius regionus nukreiptas mutacijas parodé, kad mAb 13B8.2 fiksacija paveikiama tik tada, kai mutacija susijusi su 88 ir (arba) 89 liekanomis
(4). MAb 13B8.2 slopina HIV-1 in vitro fiksacija. MAb13B8.2 buvo CD4 priskirtas per 3-igjg konferencijg dél Zmogaus leukocity diferencijavimo antigeny
(ZLDA), vykusig Oksforde, Anglijoje, 1986 m. (WS kodas: 501, T skyrius) (5).

ATKURIAMUMAS VIENOJE LABORATORIJOJE

Ta pacig dieng tuo paciu citometru atlikta 12 teigiamy tiriamuyjy objekty nusidazymy procentinio skaiCiaus tyrimy. Gauti rezultatai apibendrinti toliau pateiktoje
lenteléje.

Teigiamas taikinys Skaicius Vidurkis (%) SN VK (%)
Limfocitai +CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1
TiesiSkumas

Tiriant Sio reagento nudazymo tiesiSkuma, teigiamujy Igsteliy linija (HPBALL) ir neigiamujy Igsteliy linija (DAUDI) sumaiSytos jvairiomis proporcijomis, iSlaikant
nekintamg galutinj lasteliy skaiciy, kad misinio teigiamujy ir neigiamuyjy Iasteliy santykis kito nuo 0 % iki 100 %.

Alikvotinés dalys nudazytos taikant pirmiau aprasytg proceddrs ir skai€iuota tiesiné regresija tarp laukiamy ir stebimy verciy.

SpecifiSkumas Tiesiné regresija TiesiSkumas (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

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 kruopsc€iai iSdéstyti.

2. Pageidautina naudoti RBC lizavimo metodikg su plovimo veiksmu, nes Sis reagentas nebuvo optimizuotas lizavimo be plovimo veiksmo metodikoms
naudoti.

3. Tikslas ir atkuriami rezultatai bus gaunami tol, kol naudojamos procediros atitiks techniniame lapelyje pateiktg informacijg ir bus atliekamos laikantis
geros laboratorijos praktikos.

4. Sio reagento konjuguotas antikiinas sukalibruotas taip, kad bity gaunamas geriausias specifinio ir nespecifinio signaly santykis. Dél $ios prieZasties
atliekant kiekvieng tyrimg svarbu tiksliai laikytis nurodyto reagento ir méginio tdriy santykio.

Hiperleukocitozés atveju kraujg atskieskite fosfato buferiniu tirpalu, kad gautuméte mazdaug 5 x 10° leukocity/l koncentracijg (6).

Sergant kai kuriomis ligomis, pavyzdZiui, sunkiu inksty nepakankamumu arba hemoglobinopatijomis, eritrocitai gali bati Iétai arba nevisiSkai sulizuojami
arba jy visai nejmanoma lizuoti. Tokiu atveju rekomenduojama prie$ dazant atskirti vienbranduoles lasteles tankio gradiento badu (pavyzdziui, Ficollo)

(7).

Pavyzdziai ir nuorodos pateikti priede.

PREKIU 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 Zenklai Jungtinése Amerikos Valstijose ir kitose Salyse.

Simboliy sutartiniai zenklai
Simboliy terminy Zodynas pateikiamas interneto svetainéje beckman.com/techdocs (dokumento numeris B60062).
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Specifikaciok

Specificitas CD4

Klén 13B8.2

Hibridoma NS1 x balb/c
Immunogén Human thymocytes
Immunglobulin 1gG1

Faj Egér

Tisztitas Affinitaskromatografia
Fluorokrém R Phycoerythrin (PE)
Molaris arany PE /lg: 0,5-1,5

A gerjesztés 488 nm

Kibocsatasi csucs 575 nm

Puffer

PBS pH 7,2 plusz 2 mg/mL BSA és 0,1% NaN;

I10Test

Konjugalt antitest
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 pL/teszt

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Ez a fluorokrommal konjugalt antitest lehetévé teszi a CD4 antigént kifejez6 sejtpopulaciok azonositasat és mennyiségi meghatarozasat human biolégiai
mintakban, aramlasi citométer segitségével.

MUKODESI ELV

A vizsgalat azon alapul, hogy a specifikus monoklonalis antitestek képesek-e kétédni a leukocitak altal expresszalt antigén-determinansokhoz.

A leukocitak specifikus festése a mintanak az IOTest reagenssel valo inkubalasaval torténik. Az eritrocitakat ezutan lizissel eltavolitjak, és a leukocitakat,
amelyekre nincs hatassal ez a mivelet, analizalni lehet aramlasi citometriaval.

Az aramlasi citométer a sejtek fényszorasat és fluoreszcenciajat méri. Ez lehetévé teszi a vizsgalt populacié elhatarolasat egy olyan elektronikus ablakon
bellil, amelyet a derékszdgben szért fény (oldalszérédas vagy SS) és a hegyes szdgben szort fény (eléreszérodas vagy FS) intenzitasat 6sszehasonlitd
hisztogramon hataroztak meg. Mas, a citométer altal mértek kozil két paramétert kombinald hisztogramok hasznalhatok kiegészitésként a kapuzasi fazisban,
a felhasznalo altal valasztott alkalmazastol fliggben.

Az elkilonitett sejtek fluoreszcenciajat a rendszer elemzi a pozitivan fest6dott események megkulonboztetésére a nem festédottektél. Az eredmények
kifejezése a pozitiv események szazalékos aranyaként torténik a kapuzas altal regisztralt 6sszes eseményhez képest.

PELDAK KLINIKAI ALKALMAZASRA

Ez a reagens lehetévé teszi a CD4+ limfocita-sejtpopulaciok jellemzését immunrendszeri rendellenességek esetén, ilyenek a kovetkezék: AIDS (1) és
mas immunhianyos allapotok, autoimmun-rendellenességek, autoimmun-betegségek (2), tulérzékenységi reakciok, virusfertézések, illetve az immunvalasz
helyreallitdsa csontvel6- vagy szervtranszplantacio utan. A CD4+ populaciok kovetése és fenotipizalasa (3) a vérsejtek malignus diszkraziai, példaul leukémia
és limfoma esetében.

REAGENSEK

Koncentracié: Lasd a tételspecifikus Analizistanusitvanyt a www.beckmancoulter.com weboldalon.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
1. Ne haszndlja a reagenst a lejarati id6n tul.
Fagyasztani tilos.
Hasznalat el6tt hagyja felmelegedni szobahémérsékletre (18-25 °C).
Minimalizalja a fényexpoziciét.
Kertlje el a reagensek mikrobialis kontaminacidjat, ebben az esetben hamis eredményeket kaphat.

o o~ w DD

A natrium-azidot (NaN;) tartalmazé antitestoldatokat korultekintéen kell kezelni. A terméket nem szabad lenyelni, és nem érintkezhet bérrel,
nyalkahartyaval vagy a szemmel.

S6t, savas kdzegben a natrium-azid potencidlisan robbanékony nitrogén-hidrogénsavat képez. Ha artalmatlanitani kell, javasolt a reagenst nagy
mennyiségl vizzel higitani a szennyvizcsatornaba 6ntés el6tt, hogy ne halmozédhasson fel natrium-azid a fémcsévekben, és ne keletkezzen
robbanasveszély.

7. Minden vérmintat potencialisan fert6zének kell tekinteni, és dvatosan kell kezelni (azaz védbkesztyiit, kdpenyt és szemiiveget viselve).

8. Soha ne pipettazzon szajjal, és kerlilje a bér és nyalkahartya mintakkal valé érintkezését.

9. A vércsoveket és a kezeléshez hasznalt, egyszer hasznalatos anyagokat olyan ad hoc tartéedényben kell kidobni, amely égetésre szolgal.
10. A reagenseket és a hulladékot a helyi kévetelmények szerint kell artalmatlanitani.

GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

Nincs veszélyes anyagként besorolva

A biztonsagi adatlap elérhet6 a kdvetkezd weboldalon: beckman.com/techdocs
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TAROLAS ES STABILITAS

A folyékony konjugatumokat 2 és 8 °C kdzott, fénytdl védve kell tarolni az livegcse felnyitasa el6tt és utan is.
Stabilitas bontatlan Gvegben: lasd a fiolan talalhatd cimkét.

A felbontott fiola stabilitasa: a reagens 180 napig stabil.

MINTAK

A vénas vert steril, alvadasgatioként EDTA so¢jat tartalmazé csévekbe kell gydijteni.

A mintakat szobahémérsékleten (18-25 °C koz6tt) kell tarolni, és nem szabad felrazni. A tesztminta vétele el6tt a mintakat homogenizalni kell 6vatos razassal.
A mintak elemzését a vénaszirashoz képest 24 éran belll el kell végezni.

A MINOGSEGROMLAS JELEI

A reagensek fizikai megjelenésének barmilyen megvaltozasa megromlasra utalhat, és a reagenst nem szabad felhasznalni.

Ha a csomagolas sériilt, vagy ha a visszakapott adatok a teljesitmény valtozasat mutatjak, kérjik, vegye fel a kapcsolatot helyi terjesztéjével, vagy irjon a
kovetkez6 email cimre: immuno-techsup@beckmancoulter.com

A CSOMAG TARTALMA

A natrium-azid tartositdszer robbanékony vegylleteket képezhet a fém lefolydcsdvekben. Lasd az alabbi NIOSH-kdzleményt: Explosive Azide Hazard
(Robbanékony azidokkal kapcsolatos veszélyek) (76. 8. 16.).

Az azidvegylletek esetleges felhalmozédasanak elkeriilése érdekében a higitatlan reagens szennyvizlefolyéba torténé kiontése utan a szennyvizvezetéket
vizzel at kell 6bliteni. A natrium-azid artalmatlanitasat a vonatkozo helyi eléirasoknak megfelel6en kell végezni.

SZUKSEGES, DE A KESZLETTEL NEM SZALLITOTT ANYAGOK:
*  Mintacsovek és a mintavételhez hasznalt anyagok.
*  Automata pipettak eldobhaté hegyekkel 20, 100 és 500 pL-hez.
*  Mdianyag hemoliziscsovek.
+  VorOsvértesteket lizalé reagens, a lizis utan mosasi fazissal. Példaul: Versalyse (Ref. A09777).
*  Leukocitafixalo reagens. Példaul: 10Test 3 fixalooldat (Ref. A07800).
*  lzotipikus kontrol PE : I0Test reagens (Ref. A07796.).
. Puffer (PBS: 0,01 M natrium-foszfat; 0,145 M natrium-klorid; pH 7,2).
+  Centrifuga.
*  Automata kever6 (vortex tipusu).
«  Aramlasi citométer.

ELJARAS VERSALYSE REAGENS ESETEN

Megjegyzés: Az alabbi mlveletek az alap alkalmazasok esetén érvényesek. A minta és/vagy a VersalLyse térfogatok bizonyos Beckman Coulter alkalmazasok
esetén kiilonbozéek lehetnek. llyen esetben kdvesse az alkalmazas technikai leirasaban talalhaté atmutatot.

Minden analizalandé mintahoz a teszt csévon felil egy kontroll csé is szikséges amiben a sejteket a valasztott specifikus festésnek megfeleld izotipikus
kontrollal vannak ¢sszekeverve (Ref. A07796.).

1. Adjon 20 minden teszt cs6h6z L specifikus IOTest konjugalt antitestet, majd 20 uL izotipus kontrollt minden egyes kontroll cs6hoz.
2. Adjon 100 pL teszt mintat a mindkét cs6héz. Ovatosan vortexelje a kémcsdveket.

3. Inkubalja 15-20 percig szobahémérsékleten (18—-25 °C), fényt6l védett helyen.
4

Ha sziikséges, végezze el a vorosvértestek lizisét a lizis reagenshez kapott ajanlasok alapjan. Példaul: ha a VersalLyse (Ref. A09777) reagenst
kivanja hasznalni, lehet6ség szerint kdvesse a kisérd fixalasos eljarast alkalmazé utmutatast, amelyben 1 mL “Fix-and-Lyse” frissen készitett elegyet
kell a mintdhoz adni. Azonnal vortexelje egy masodpercig, és inkubalja szobahémérsékleten, fénytél védve, 10 percig. Ha a minta nem tartalmaz
vorosvértesteket adjon hozza 2 mL PBS-t.

Centrifugalja 5 percig szobahémérsékleten, 150 x g-vel.
Felszivas segitségével tavolitsa el a fellilliszét.
Reszuszpendalja a sejtpelletet 3 mL PBS-ben.
Ismételije meg az 5. 1épést.

© © N oo

Felszivassal tavolitsa el a felliliszot, és reszuszpendalja a sejtpelletet az alabbi reagenssel:

0,1% formaldehidet tartaimazé 0,5 mL vagy 1 mL PBS, ha a készitményt legfeljebb 24 ¢éraig fogjak tarolni. (0,1% formaldehidet tartalmaz6 PBS
készitéséhez higitson 12,5 pL 10Test 3 fixalé oldatot (REF A07800) a 10-szeresére 1 mL PBS-ben).

0,5 mL vagy 1 mL PBS formaldehid nélkiil, ha a preparatum elemzése 2 éran belil fog térténni.
Megjegyzés: A készitményeket fénytdl védve, 2 és 8 °C kdzott kell tarolni.

VARHATO ERTEKEK

Minden laboratériumnak meg kell hataroznia sajat referenciaértékeit, a helyi populacidobdl szarmazé egészséges donorok eredményei alapjan. Ennek soran
a kort, nemet és etnikai csoportot, valamint barmely egyéb, esetlegesen el6forduld helyi kiilénb6z6séget figyelembe kell venni.

50 egészséges felnétt telijes vérmintajat kezeltlk laboratériumunkban a fent leirt reagenssel. A vizsgalt pozitiv események megszamlalasabdl kapott
eredményeket az alabbi tablazatok tartalmazzak.
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Limfocitak Szam Atlag (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Monocitak Szam Atlag (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
TELJESITMENY

A mérés miikodését jellemz6 adatokat a fent leirt mdédszerrel, 24 6ras, el6z6leg EDTA véralvadasgatlét tartalmazoé steril cs6be gydjtiitt vérmintan végzett
mérések szolgaltattdk. Az analizist 2 éraval az immunfestés utan kell elvégezni.

SPECIFICITAS

mutacidikat hasznald tanulmany kimutatta, hogy a 13B8.2 monoklondlis antitest fixalasat csak a 88 és/vagy 89 aminosavpozicidkat érinté mutacidk
érintették (4). A 13B8.2 monoklondlis antitest gatolja a HIV-1 in vitro fixalasat. A 13B8.2 monoklonalis antitestet a 3. HLDA Workshop on Human Leukocyte
Differentiation Antigens, Oxford, Anglia, 1986 soran jel6lték ki a CD4 kimutatasara (WS Code : 501, Section T) (5).

LABORATORIUMOK KOZOTTI ATJARHATOSAG

Azonos napon, azonos citométert hasznalva, 12 , a pozitiv sejteket tartalmazé mintak festédésének aranyat méré vizsgalatot végeztink . A kapott
eredményeket az alabbi tablazat foglalja 6ssze:

Pozitiv cél Szam Atlag (%) SD CV (%)
Limfocitak CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearitas
A reagens fest6désének linearitasat az alabbiak szerint ellendrizték. Egy pozitiv sejtvonal ((HPBALL) ) és egy negativ sejtvonal ((DAUDI)) sejtjeit kilénbdzé
aranyokban kevertek 0ssze (a teljes sejtszamot allandonak tartva), oly modon, hogy a keverékben a pozitiv/negativ sejtek aranya 0 és 100% kozott valtozott.

A keverékekbdl vett alikvotoknak a fenti eljaras szerinti festését kdvetéen a vart és a megfigyelt értékek kdzotti linearis regressziot szamitottak ki.

Specificitas Linearis Regresszio Linearitas (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
KORLATOZASOK

1. Az éramlasi citometria hamis eredményeket adhat, ha a citométert nem igazitjak tokéletesen, ha nem kompenzaljak megfeleléen a
fluoreszcenciaszivargast és ha a régidkat nem pozicionaljak elég gondosan.

2. Javasolt mosasi |épést is tartalmazo vordsvértest lizis modszer alkalmazasa, mivel ezt a reagenst nem optimalizaltuk “mosas nélkuli” lizis
modszerekhez.

3. Pontos és megismételheté eredmények szlletnek, amennyiben az eljarasokat a miszaki tajékoztatd szerint és a helyes laboratériumi gyakorlattal
Odsszhangban végzik el.

4. A reagens konjugalt antitestjét ugy kalibraltak, hogy a legjobb specifikus jel/nem specifikus jel aranyt produkalja. Ezért fontos, hogy minden tesztnél
betartsa a reagenstérfogat/mintatérfogat aranyt.

5. Emelkedett leukocitaszam esetén higitsa a vért annyi PBS hozzaadasaval, hogy a fehérvérsejtek koncentracioja kériilbeliil 5 x 10° leukocita/L legyen
(6).

6. Bizonyos betegségek, példaul sulyos veseelégtelenség vagy hemoglobinopatiak esetében eléfordulhat, hogy a vorosvértestek lizise lassu, részleges,
vagy akar lehetetlen. llyenkor javasolt a festés el6tt a mononuklearis sejtek elkilonitése egy sirliséggradiens alapjan miikodoé eljarassal (ilyen példaul
a Ficoll) (7).

A példakért és az irodalomjegyzékért lasd a Fliggeléket.

VEDJEGYEK

A Beckman Coulter, a stilizalt logd, valamint az itt emlitett Beckman Coulter termek- és szolgaltatasjegyek a Beckman Coulter, Inc. védjegyei vagy bejegyzett
védjegyei az Amerikai Egyestlt Allamokban és mas orszagokban.

Szimbdélumok listaja
A szimbdlumok jegyzéke elérhetd a kévetkezd weboldalon: beckman.com/techdocs (dokumentumszam: B60062)

B59320-AF 40 of 88



Specyfikacje

Swoistos¢ CD4

Klon 13B8.2
Hybrydoma NS1 x balb/c
Immunogen Human thymocytes
Immunoglobulina IgG1

Gatunek Mysz

Oczyszczanie

Chromatografia powinowactwa

Fluorochrom

R Phycoerythrin (PE)

Stosunek molowy PE /1g: 0,5-1,5

Wzbudzenie A 488 nm

Pik emisiji 575 nm

Bufor PBS o pH 7,2 plus 2 mg/mL BSA i 0,1% NaN;
IO0Test
Przeciwciato skoniugowane
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 pL / test
Do stosowania w diagnostyce in vitro

PRZEZNACZENIE

To przeciwciato skoniugowane z fluorochromem pozwala na identyfikacje i zliczanie populacji komérek eksprymujacych antygen CD4 obecnych w prébkach
biologicznych pochodzenia ludzkiego metodg cytometrii przeptywowe;.

ZASADA DZIALANIA

Ten test jest oparty na zdolnos$ci swoistych przeciwciat monoklonalnych do wigzania sie z determinantami antygenowymi ekspresjonowanymi przez lekukocyty.

Barwienie swoiste leukocytéw jest wykonywane poprzez inkubacje prébki z odczynnikiem 10Test. Krwinki czerwone sg nastepnie usuwane poprzez lize,
a leukocyty, na ktére ta liza nie wptywa, sg analizowane metodg cytometrii przeptywowe;.

Cytometr przeptywowy mierzy rozpraszanie Swiatta i fluorescencje komérek. Umozliwia to odgraniczenie populacji zainteresowania w elektronicznym oknie
zdefiniowanym na histogramie, ktéry koreluje ortogonalne rozpraszanie $wiatta (rozpraszanie boczne — Side Scatter, w skrocie SS) i rozpraszanie Swiatta
pod waskim katem (rozpraszanie do przodu, Forward Scatter, w skrocie FS). Na etapie bramkowania, w zaleznosci od zastosowania wybranego przez
uzytkownika, mozna uzywac innych histograméw tgczacych dwa z ré6znych parametréw dostepnych w cytometrze.

Fluorescencja odgraniczonych komorek jest analizowana w celu odréznienia zdarzen barwionych dodatnio od zdarzen nieulegajgcych barwieniu. Wyniki sg
wyrazane jako odsetek zdarzen dodatnich wzgledem wszystkich zdarzen zarejestrowanych poprzez bramkowanie.

PRZYKLADY ZASTOSOWAN KLINICZNYCH

Niniejszy odczynnik umozliwia charakteryzowanie populacji limfocytow CD4+ w zaburzeniach dziatania uktadu immunologicznego: AIDS (1) i innych
niedoborach odpornosci, zaburzeniach autoimmunologicznych (2), reakcjach nadwrazliwosci, zakazeniach wirusowych, przywracaniu odpowiedzi
immunologicznej po przeszczepieniu szpiku kostnego i/lub narzadu. Kontrola i fenotypowanie populacji komérek CD4+ (3) w ztosliwych dyskrazjach krwi,
takich jak biataczki i chtoniaki.

ODCZYNNIKI

Stezenie: patrz certyfikat analizy dla partii na stronie www.beckmancoulter.com.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI

Nie uzywaé¢ odczynnikéw po uptywie daty waznosci.

Nie zamrazac.

Przed uzyciem odczekaé, az osiggnie temperature pokojowag (18-25°C).

Maksymalnie ograniczy¢ narazenie na dziatanie $wiatta.

Nie dopusci¢ do skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw, gdyz moze to spowodowac uzyskanie fatszywych wynikow.

I e o

Z roztworami przeciwciat zawierajgcymi azydek sodu (NaNs) nalezy postepowaé ostroznie. Nie spozywac i nie dopuszcza¢ do kontaktu ze skora,
btong $luzowg oraz oczami.

Ponadto w $rodowisku kwasnym azydek sodu moze tworzy¢ potencjalnie niebezpieczny kwas azotowodorowy. W przypadku koniecznosci usuniecia
zalecane jest rozcienczenie odczynnika w duzej objetosci wody przed wlaniem go do kanalizacji, aby unikng¢ gromadzenia sie azydku sodu
w metalowych rurach i unikngé ryzyka wybuchu.

7. Wszystkie prébki krwi nalezy uwazac za potencjalnie zakazne i obchodzi¢ sie z nimi ostroznie (w szczegdélnosci nosi¢ ochronne rekawice, fartuchy
i okulary).

Nie pipetowac ustami. Unika¢ wszelkiego kontaktu prébek ze skéra, sluzéwkami i oczami.

Probéwki przeznaczone na krew i materiaty jednorazowego uzytku uzywane podczas procedury nalezy usuwa¢ do pojemnikéw ad hoc przeznaczonych
do spalenia.

10. Odczynniki i odpady nalezy usuwac zgodnie z wymogami lokalnymi.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Produkt nie zostat sklasyfikowany jako niebezpieczny
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Karta charakterystyki jest dostepna pod adresem beckman.com/techdocs

MAGAZYNOWANIE | STABILNOSC

Koniugaty w formie ciektej muszg by¢ przed otwarciem fiolki przechowywane w temperaturze 2 — 8°C, bez dostepu Swiatta.
Stabilno$¢ zamknietej fiolki: patrz data waznosci na fiolce.

Stabilnos¢ otwartej fiolki: odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez 180 dni.

PROBKI

Krew zylng nalezy pobiera¢ do sterylnych probéwek zawierajgcych antykoagulant w postaci soli EDTA.

Probki nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej (18—25°C), bez wytrzgsania. Przed pobraniem prébki do testu nalezy uzyskac jednorodng mieszanine
poprzez delikatne mieszanie.

Probki musza zosta¢ zbadane w ciggu 24 godzin od pobrania krwi zylnej przez naktucie.

OZNAKA POGORSZENIA WLASCIWOSCI

Wszelkie zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikdéw mogg wskazywaé na pogorszenie wiasciwosci — odczynnikéw takich nie nalezy uzywac.

W przypadku naruszenia opakowania lub jesli uzyskane dane wskazujg mozliwo$¢ zmian dotyczgcych dziatania, nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym
dystrybutorem lub przesta¢ wiadomos¢ na ponizszy adres e-mail:

ZAWARTOSC

Srodek konserwujacy, 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).

Po usunigciu nierozcienczonego odczynnika nalezy przeptukaé rury Sciekowe wodg, aby unikng¢ gromadzenia sie azydkow. Azydek sodu musi byé usuwany
zgodnie z odpowiednimi przepisami lokalnymi.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE Z ZESTAWEM:
Probéwki do pobierania probek i materiaty wymagane do pobierania prébek.
*  Pipety automatyczne z jednorazowymi koncéwkami na 20, 100 i 500 pL.
. Probéwki z tworzywa sztucznego przeznaczone do hemolizy.
*  Odczynnik do lizy erytrocytéw, z etapem przemywania po etapie lizy. Przyktad: Versalyse (nr ref. A09777).
*  Odczynnik do utrwalania limfocytow. Przyktad: Roztwér utrwalajgcy I0Test 3 (nr ref. A07800).
»  Kontrola izotypowa PE : I0Test reagent (Ref. A07796.).
»  Bufor (PBS: 0,01 M fosforan sodu; 0,145 M chlorek sodu; pH 7,2).
*  Wirdwka.
*  Mieszadto automatyczne (typu worteks).
. Cytometr przeptywowy.

PROCEDURA Z ODCZYNNIKIEM VERSALYSE

Uwaga: Ponizsza procedura obowigzuje w standardowych zastosowaniach. Niektére zastosowania Beckman Coulter mogg wymagac¢ innych objetosci
probek i/lub odczynika VersalLyse. W takim przypadku postepowac¢ zgodnie z instrukcjg zamieszczong w instrukcji zastosowania.

Dla kazdej analizowanej probki oprécz probdwki testowej wymagana jest jedna probowka kontrolna, w ktérej komérki mieszane sg w obecnosci kontroli
izotypowej (Odn. A07796.).

1. Doda¢ 20 pL swoistego przeciwciata skoniugowanego |OTest do kazdej probdéwki i 20 pL kontroli izotypowej do kazdej probéwki kontrolnej.
2. Dodaj po 100 pL probki do obu probéwek. tagodnie wymieszaj probdwki wytrzasarkg Vortex.

3. Inkubowa¢ przez 15-20 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C), chronigc przed Swiattem.
4

Nastepnie przeprowadz lize erytrocytéw (jesli wymagana), postepujgc zgodnie z instrukcjg stosowanego odczynnika do lizy. Na przykiad, jesli chcesz
uzyc¢ odczynnika VersaLyse (Odn. A09777), zapoznaj sie z ulotkg i najlepiej zastosuj procedure o nazwie ,z rownoczesnym utrwalaniem”, polegajgcym
na dodaniu 1 mL $wiezo przygotowanego roztworu ,Fix-and-Lyse”. Natychmiast wymieszaj przez sekunde mikserem Vortex i inkubuj przez 10 minut
w temperaturze pokojowej, bez dostepu swiatta. Jesli probka nie zawiera czerwonych krwinek, dodaj 2 mL PBS.

Wirowac przez 5 minut przy 150 x g w temperaturze pokojowe;j.
Usuna¢ supernatant poprzez zasysanie.

Zawiesi¢ osad komérkowy w 3 mL PBS.

Powtorzy¢ etap 5.

© © N o v

Usuna¢ supernatant poprzez zasysanie i ponownie zawiesi¢ osad komoérkowy w:

0,5 mL lub 1 mL PBS oraz 0,1% formaldehydu, jesli preparaty majg by¢ przechowywane przez czas krétszy niz 24 godz. (0,1% roztwoér formaldehydu
w PBS mozna uzyska¢, rozcienczajac 12,5 yL odczynnika utrwalajgcego 10Test 3 (REF A07800) w stezeniu 10X w 1 mL PBS).

0,5 mL lub 1 mL PBS bez formaldehydu, jesli preparaty zostang poddane analizie w ciggu 2 godz.
Uwaga: Niezaleznie od sytuacji preparaty nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—-8°C, chronigc je przed Swiattem.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Kazde laboratorium musi stworzy¢ liste wartosci odniesienia w oparciu o grupe zdrowych dawcoéw z lokalnej populacji. Nalezy przy tym uwzgledni¢ wiek,
pte¢ i grupe etniczng oraz wszelkie dodatkowe potencjalne réznice regionalne.
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W naszych laboratoriach, z wykorzystaniem opisanego powyzej odczynnika przeprowadzono badania probek petnej krwi 50 zdrowych oséb dorostych.
Uzyskane wyniki zliczen istotnych zdarzen pozytywnych z odczynnikiem podano w ponizszych tabelach :

Limfocyty Liczba Srednia (%) SD WZ (%)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Monocyty Liczba Srednia (%) SD WZ (%)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
WYDAJNOSC

Dane wydajnosci uzyskano z uzyciem procedury opisanej powyzej, na 24-godzinnych probkach krwi zebranych uprzednio do sterylnych probéwek z solg
EDTA jako antykoagulantem. Analize wykonuje sie w ciggu 2 godzin od wybarwiania immunologicznego.

SWOISTOSC

Przeciwciato monoklonalne (mAb) 13B8.2 rozpoznaje epitop umieszczony na regionie V1, typu Ig, antygenu CD4. Badanie mapy epitopowej za pomocg
mutacji kierowanych na pozakomdrkowe regiony czasteczki wykazato, ze wigzanie mAb 13B8.2 hamowane byto tylko w przypadku mutacji obejmujgcych
pozycje 88 i/lub 89 (4). MAb 13B8.2 hamuje in vitro wigzanie HIV-1. Przeciwciato 13B8.2 zostato przypisane do CD4 podczas konferencji 3rd HLDA Workshop
on Human Leucocyte Differentiation Antigens, ktdra odbyta sie w Oxfordzie, Anglia, w 1986 roku (kod WS: 501, sekcja: T) (5).

ODTWARZALNOSC WEWNATRZLABORATORYJNA

Jednego dnia, za pomocg jednego cytometru, przeprowadzono 12 pomiardw procentu wybarwienia pozytywnego obiektu. Uzyskane wyniki podsumowuje
tabela ponizej:

Dodatnie docelowe Liczba Srednia (%) SD WZ (%)
komorki
Limfocyty CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1
Liniowos¢

W celu sprawdzenia liniowosci barwienia odczynnikiem zmieszano w réznych proporcjach linie komoérek dodatnich ((HPBALL) ) i ujemnych ((DAUDI)), ze
stalg liczbg sumaryczng komérek w taki sposob, by uzyskaé stosunki komérek dodatnich i ujemnych liniowo w zakresie od 0 do 100%.

Porcje wybarwiono, stosujgc opisang wyzej procedure, a nastepnie wyliczono regresje liniowg wartosci spodziewanych i doswiadczalnych.

Swoistos$¢ Regresja liniowa Liniowos¢ (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
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. Zaleca sie stosowanie techniki lizy czerwonych krwinek z etapem ptukania, poniewaz odczynnik nie zostat zoptymalizowany do technik lizy bez
ptukania.

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. Skoniugowane przeciwciato zawarte w tym odczynniku zostato skalibrowane tak, aby zapewniaé najlepszy stosunek sygnatu swoistego do
nieswoistego. Dlatego wazne jest przestrzeganie stosunku objetosci odczynnika do objetosci probki w kazdym tescie.

W przypadku hiperleukocytozy nalezy rozcienczyé krew w PBS, aby uzyska¢ wartosé¢ w przyblizeniu 5 x 10° leukocytow/L (6).

W niektorych stanach chorobowych, takich jak ciezka niewydolnosé 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
przyktad 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.

Legenda symboli
Stowniczek symboli jest dostepny pod adresem beckman.com/techdocs (numer dokumentu B60062)

B59320-AF 43 of 88



Specifikace
Specificita CD4
Klon 13B8.2
Hybridom NS1 x balb/c
Imunogen Human thymocytes
Imunoglobulin IgG1
Druhy My$§
Purifikace Afinitni chromatografie
Fluorochrom R Phycoerythrin (PE)
Molarni pomér PE/lg: 0,5-1,5
Excitace A 488 nm
Emisni vrchol 575 nm
Pufr PBS pH 7,2 plus 2 mg/ml BSA a 0,1 % NaN,3
IO0Test
Konjugovana protilatka
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 ml, 20 pl/test

Pouze pro diagnostiku in vitro

URCENE POUZITI
Tato protilatka konjugovana s fluorochromem umoziiuje metodou pratokové cytometrie identifikovat a urcit pocet bunék v populacich, které v lidskych
biologickych vzorcich exprimuji antigen CD4.

PRINCIP

Tento test je zalozen na schopnosti monoklonalnich protilatek specificky se vazat na antigenni determinanty exprimované na leukocytech.

Specifické znadeni leukocytll se provadi inkubovanim vzorku s reagencii I0Test. Cervené krvinky jsou poté odstranény provedenim lyzy a bilé krvinky, jez
timto procesem nejsou ovlivnény, jsou analyzovany na pratokovém cytometru.

Pratokovy cytometr méfi difuzi svétla a fluorescenci bunék. Umozriuje oddélit zkoumanou populaci v ramci elektronického okna definovaného na histogramu,
ktery je v korelaci s ortogonalni difuzi svétla (kolmy rozptyl) a s difuzi svétla v uzkém uhlu (pfimy rozptyl). Jako podporu ve fazi gatovani Ize, v zavislosti na
aplikaci zvolené uzivatelem, pouzit dal$i histogramy s kombinaci dvou raznych parametr(, které jsou v cytometru k dispozici.

Fluorescence oddélenych bunék je analyzovana s cilem odliit pozitivné obarvené udalosti od neobarvenych. Vysledky jsou vyjadfeny jako procentni podil
pozitivnich udalosti ze vSech udalosti zjisténych gatovanim.

PRIKLADY KLINICKYCH APLIKACI

Tato reagencie umozriuje charakterizaci populaci lymfocytickych bunék CD4+ pro poruchach imunitniho systému: AIDS (1) a jina selhani imunity, poruchy
autoimunitniho systému (2), hypersenzitivni reakce, virové infekce, obnova reakce imunitniho systému po transplantaci kostni dfené ¢i organu. Nasledny
postup a fenotypizace populaci bunék CD4+ (3) u diskrazii maligni krve a lymfomd.

REAGENCIE

Koncentrace: Viz osvédCeni o analyze pro danou Sarzi na strance www.beckmancoulter.com.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Reagencii nepouZivejte po datu exspirace.
Nezmrazujte.
Pfed pouzitim nechte vytemperovat na laboratorni teplotu (18-25 °C).
Minimalizujte expozici svétlu.

Zabrarte mikrobiologické kontaminaci reagencii, jinak mohou byt vysledky chybné.

2

S roztoky protilatek obsahujicimi azid sodny (NaN3) je tfeba manipulovat opatrné. Neuzivejte vnitiné a zabrarite veSkerému kontaktu s pokozkou,
sliznicemi a o€ima.

V kyselém prostfedi mGze azid sodny navic vytvaret potencialné nebezpeénou kyselinu azidovodikovou. Pfi likvidaci se doporuéuje pfed vylitim do
odpadu reagencii zfedit velkym objemem vody, aby nedochazelo k hromadéni nebezpeéného azidu sodného v kovovém potrubi a pfedeslo se tak
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 vyvarujte se kontaktu vzorkd s pokozkou, sliznicemi a o¢ima.
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 meély byt odstrafiovany v souladu s mistnimi pozadavky.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Neni klasifikované jako nebezpecné

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs
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SKLADOVANI A STABILITA

Konjugované protilatky ve formeé roztoku musi byt uchovavany pfi 2 az 8 °C bez pfistupu svétla predtim i poté, co byla lahvi¢ka oteviena.
Stabilita uzaviené lahvicky: viz datum exspirace na lahvicce.

Stabilita jiz jednou oteviené lahvicky: reagencie je stabilni po dobu 180 dni.

VZORKY

Vzorky Zilni krve museji byt odebrany do sterilnich zkumavek obsahujicich sil EDTA jako antikoagula¢ni €inidlo.

Vzorky by mély byt uchovavany pfi laboratorni teploté (18-25 °C) a nemély by se protfepavat. Vzorek by mél byt pfed odebranim vzorku k testovani
homogenizovan mirnym promichanim.

Vzorky je nutné analyzovat do 24 hodin od venepunkce.

ZNAMKY ZHORSENi KVALITY

Jakakoli zména fyzického vzhledu reagencii miize znamenat jejich znehodnoceni a takova reagencie by se neméla pouzivat.

V pfipadé poskozeni obalu nebo vykazuji-li ziskana data zménu ucinnosti metody, kontaktujte svého mistniho distributora nebo pouZijte nasledujici e-mailovou
adresu:

OBSAH

Konzervacni latka azid sodny mize v kovovém odpadnim potrubi vytvaret vybusné slouceniny. Viz buletin NIOSH: Explosive Azide Hazard (Nebezpedi
vybusnych azid() (16.8.76).
Po vypusténi nefedéné reagencie proplachnéte odpadni potrubi vodou, aby se v ném nehromadily azidové slouceniny. Likvidace azidu sodného musi byt
provadéna podle pfislusnych mistnich pfedpisu.
MATERIALY POTREBNE, ALE NEDODANE SE SOUPRAVOU:

*  Zkumavky na odbér vzorkd a material potfebny k odbéru vzorka.

*  Automatické pipety s jednorazovymi Spi¢kami pro 20, 100 a 500 pl.

*  Plastové zkumavky na hemolyzu.

* Reagencie pro lyzu €ervenych krvinek s fazi promyvani po lyze. Napfiklad: Versalyse (ref. AO9777).

*  Reagencie pro fixaci leukocytli. Napfiklad: Fixacni roztok |IOTest 3 (ref. AO7800).

* lzotypova kontrola PE : reagencie fady I0Test (Ref. A07796.).

«  Pufr (PBS: 0,01 M fosfore€nan sodny; 0,145 M chlorid sodny; pH 7,2).

+  Odstredivka.

*  Automatické michadlo (typu vortex).

*  Pratokovy cytometr.

POSTUP S REAGENCIi VERSALYSE

Pozn. Nize popsana metoda je vhodna pro standardni aplikace. VVzorky a/nebo objemy roztoku VersalLyse se v uréitych aplikacich Beckman Coulter mohou
liSit. V téchto pfipadech dodrzujte pokyny uvedené v technickém navodu konkrétni aplikace.

Pro kazdy analyzovany vzorek je tfeba kromé testové zkumavky pfipravit jesté jednu zkumavku kontrolni, kde jsou buriky smichany s izotypovou kontrolou
(Ref. A07796.).

1. Pridejte 20 pl specifické konjugované protilatky I0Test ke kazdé testované zkumavce a 20 pl isotypické kontroly ke kazdé kontrolni zkumavce.
2. Do obou zkumavek pfidejte 100 pl testovaného vzorku. Zkumavky jemné promichejte na vortexu.

3. Provadéjte inkubaci po dobu 15 az 20 minut pfi laboratorni teploté (18-25 °C), chrarite pfed svétlem.
4

Pokud je to nutné, provedte lyzu Cervenych krvinek. Dodrzujte doporuceni pro lyzaéni roztok, ktery pouzivate. Napf. pfi pouZiti roztoku VersalLyse
(Ref. A09777) je podle pfibalové informace nejvhodnéjSi provést metodu s fixaci doprovazejici lyzu vzorku, ktera sestava z pfidani 1 ml pfedem
pfipravené smési pro fixaci a lyzu ("Fix-and-Lyse"). Vzorek ihned promichejte jednu vtefinu na vortexu a inkubujte 10 minut pfi laboratorni teploté bez
pfistupu svétla. Jestlize vzorek neobsahuje erytrocyty, pfidejte 2 ml PBS.

Odstfedujte 5 minut pfi 150 x g pfi laboratorni teploté.
Supernatant odsajte.

Resuspendujte bunéénou peletu pomoci 3 ml PBS.

Opakujte krok 5.

Odsajte supernatant a resuspendujte bunéénou peletu pomoci:

© © N oo

0,5 ml nebo 1 ml PBS plus 0,1 % formaldehydu, pokud maji byt preparaty uchovany po dobu kratsi nez 24 hodin. (0,1 % formaldehyd PBS Ize ziskat
fedénim 12,5 pl fixacniho roztoku I0Test 3 (REF A07800) pfi koncentraci 10X na 1 ml PBS).

0,5 ml nebo 1 ml PBS bez formaldehydu, pokud maiji byt preparaty analyzovany do 2 hodin.
Poznamka: Ve vSech pfipadech uchovavejte preparaty pfi teploté mezi 2 a 8 °C a chrarite je pfed svétlem.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof musi shromazdit vlastni referenéni hodnoty zaloZzené na skupiné zdravych darch vybranych z mistni populace. Vivahu je tfeba brat vék,
pohlavi a etnickou pfisluSnost darct, stejné jako dalSi potencialni regionaini rozdily.

V nasich laboratofich byla plna krev ziskana od 50 zdravych dospélych darcd inkubovana s vyse uvedenou reagencii. Ziskané vysledky, které vyjadfuji
zastoupeni €astic pozitivné oznagenych touto reagencii, jsou uvedeny v nasledujici tabulce :
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Lymfocyty Pocet Pramér (%) SD (smérodatna VK (%)
odchylka)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Monocyty Pocet Prameér (%) SD (smérodatna VK (%)
odchylka)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Data pro stanoveni charakteristiky se ziskavaji na zakladé vySe uvedeného postupu z 24 hodin starého krevniho vzorku odebraného do sterilnich zkumavek,
obsahujicich sl EDTA jako antikoagulaéni ¢inidlo. Analyza se provadi béhem 2 hodin po imunologickém barveni.

SPECIFICITA

Monoklonalni protilatka (mAb) 13B8.2 rozeznava na molekule CD4 epitop V1 domény imunoglobulinového typu ("Ig-like"). Pfi mapovani epitopu za pouziti
cilenych mutaci v extracelularni ¢asti molekuly bylo zjisténo, ze k poruSeni vazby monoklonalni protilatky 13B8.2 doSlo pouze v pfipad€, kdy byl mutaci
ovlivnén 88. a/nebo 89. aminokyselinovy zbytek (4). Monoklonalni protilatka 13B8.2 inhibuje in vitro vazbu HIV-1. Specificita rozeznani CD4 monoklonalni
protilatkou 13B8.2 byla uznana v ramci 3. konference o lidskych leukocytarnich diferenciacnich antigenech ("3rd HLDA Workshop"), ktera se konala v roce
1986 v Oxfordu v Anglii (WS kéd: 501, sekce T) (5).

REPRODUKOVATELNOST V RAMCI LABORATORE

Bylo provedeno 12 stanoveni procentualniho zastoupeni pozitivnich bunék na jednom vzorku. Méfeni probéhlo v jeden den na tomtéz pratokovém cytometru.
Ziskané vysledky shrnuje nasledujici tabulka:

Pozitivni nosi¢ Pocet Pramér (%) SD (smérodatna VK (%)
odchylka)
Lymfocyty CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearita

K testovani linearity stanoveni pfi pouziti této reagencie byly v riznych pomérech smichany burky pozitivni buné¢né linie ((HPBALL) ) a buriky negativni
bunécné linie ((DAUDI)) tak, aby konecny pocet bunék ve smési byl konstantni a aby se pomér bunék pozitivni linie / negativni linie pohyboval v rozmezi 0
— 100 %.

Alikvoty byly zpracovany vy$e popsanym zpusobem a byla provedena linearni regrese pro o¢ekavané a ziskané hodnoty.

Specificita Linear regression Linearita (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

OMEZENI

1. Prltokova cytometrie mize pfinést fale$né vysledky, pokud cytometr nebyl dokonale sefizen, pokud nebyly spravné kompenzovany uniky fluorescence
a pokud oblasti nebyly peclivé umistény.

2. Reagencie dosud nebyla optimalizovana pro pouziti v lyzaéni technice bez promyvani, proto je vhodné&jsi pouzit metodu lyzy s naslednym promyvanim
vzorku.

3. Presnych a reprodukovatelnych vysledk(l bude dosazeno, pokud jsou pouzité postupy v souladu s technickym pfibalovym letdkem a se spravnou
laboratorni praxi.

4. Konjugovana protilatka této reagencie je kalibrovana tak, aby poskytovala nejlepsi mozny pomér specifického signalu k nespecifickému signalu. Proto
je dulezité pfi kazdém testu dodrzovat pomér objemu reagencie a objemu vzorku.

V pfipadé hyperleukocytézy nafedte krev v pFipravku PBS tak, aby byla dosaZena hodnota pFiblizné 5 x 10° leukocytd/l (6).

6. U urcitych chorob, napfiklad zavazného selhani ledvin ¢i hemoglobinopatii, se miZze stat, ze lyza ¢ervenych krvinek bude probihat pomalu, nedokon¢i
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 produkt(i a sluzeb spole¢nosti Beckman Coulter uvedené v tomto dokumentu jsou ochranné znamky nebo
registrované ochranné znamky spole¢nosti Beckman Coulter, Inc. ve Spojenych statech americkych a dal$ich zemich.

Kli¢ k symbolim
Slovnic¢ek symboll je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs (¢islo dokumentu B60062)
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Specifikacie

Specificita CD4

Klon 13B8.2

Hybridém NS1 x balb/c
Imunogén Human thymocytes
Imunoglobulin IgG1

Druhy My$

Purifikacia Afinitna chromatografia

Fluorochrom

R Phycoerythrin (PE)

Molarny pomer PE/lg: 0,5-1,5
Excitacia A 488 nm
Vrchol emisii 575 nm

TImivy roztok

PBS pH 7,2 plus 2 mg/ml BSA a 0,1 % NaN,

IO0Test

Konjugovana protilatka
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 ml, 20 pl/test

Na diagnostické pouzitie in vitro

URCENE POUZITIE

Tato protilatka konjugovana s fluorochromom umozruje metédou prietokovej cytometrie identifikovat a urcit’ poc€et buniek v populaciach, ktoré v ludskych
biologickych vzorkach expronuju antigén CD4

PRINCIP

Tento test je zalozeny na schopnosti Specifickych monoklonalnych protilatok viazat sa na antigénne determinanty exprimované na leukocytoch.

Specifické farbenie leukocytov sa vykona inkubaciou vzorky s &inidliom I0Test. Cervené krvinky sa nasledne odstrania lyzou a leukocyty, na ktoré tento
postup nema vplyv, sa analyzuju prietokovou cytometriou.

Prietokovy cytometer meria rozptyl svetla a fluorescenciu buniek. Umoznuje vymedzenie poZzadovanej populacie v ramci elektronického okna zadefinovaného
v histograme znazorfiujucom korelaciu ortogonalneho rozptylu svetla (bo¢ny rozptyl, SS) a rozptylu svetla v Uzkom uhle (predny rozptyl, FS). Ostatné
histogramy obsahujuce kombinaciu dvoch rozliénych parametrov dostupnych na cytometri mozno pouzit na podporu vo faze gatingu v zavislosti od aplikacie
zvolenej pouzivatelom.

Fluorescencia vymedzenych buniek sa analyzuje s ciefom odliSit pozitivne sfarbené udalosti od nesfarbenych. Vysledky su vyjadrené ako percento
pozitivnych udalosti vzhlfadom na vSetky udalosti zaznamenané gatingom.

PRIKLADY KLINICKYCH APLIKACII

Toto ¢Cinidlo umoznuje vykonavat charakterizaciu populacii lymfocytovych buniek CD4+ pri ochoreniach imunitného systému: AIDS (1) a inych druhoch
imunitnej nedostato€nosti, autoimunitnych ochoreniach (2), hypersenzitivnych reakciach, virusovych infekciach, obnoveni imunitnej odpovede po
transplantacii kostnej drene alebo organov. Pri sledovani a fenotypizacii populacii buniek CD4+ (3) pri malignych krvnych dyskraziach, ako su leukémie
alebo lymfomy.

CINIDLA

Koncentracia: Pozrite certifikat analyzy Specificky pre danu Sarzu, ktory najdete na www.beckmancoulter.com.

VYSTRAHA A OPATRENIA

Cinidlo nepouZzivajte po datume exspiracie.

Nezamrazujte.

Pred pouzitim nechajte zahriat na izbovu teplotu (18 — 25 °C).
Minimalizujte vystavenie svetlu.

Zabrante mikrobialnej kontaminacii ¢inidiel, inak moze dojst k faloSnym vysledkom.

S e

S roztokmi protilatok obsahujucimi azid sodny (NaN3) by sa malo zaobchadzat opatrne. Nepozivajte ich a vyhybajte sa akémukolvek kontaktu s kozou,
sliznicami a o€ami.

V médiu s obsahom kyseliny mdéze navySe azid sodny vytvarat potencialne nebezpecnu kyselinu azidovodikovu. Ak je Cinidlo potrebné zlikvidovat,
odporuca sa ho pred vyliatim do kanalizacie zriedit vo velkom objeme vody, aby sa prediSlo riziku explézie v désledku hromadenia azidu sodného
v kovovom potrubi.

7. VsSetky vzorky krvi sa musia povazovat za potencialne infekéné, a preto sa s nimi musi narabat opatrne (predovSetkym: pouzivajte ochranné rukavice,
plaste a okuliare).

8. Nikdy nepipetujte Ustami a vyvarujte sa kontaktu vzorky s pokozkou, sliznicami a o€ami.
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 stlade s miestnymi poZiadavkami.

KLASIFIKACIA RIZiIK PODLA GHS

Nie je klasifikované ako nebezpecné

Bezpecnostny list je dostupny na adrese beckman.com/techdocs
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SKLADOVANIE A STABILITA

Konjugované protilatky vo forme roztoku musia byt uchovavané pri 2 az 8 °C bez pristupu svetla predtym i potom, €o bola flasticka otvorena.
Stabilita zatvorenej flastiCky: pozri datum exspiracie na flasticke.

Stabilita otvorenej flastic¢ky: Cinidlo je stabilné 180 dni.

VZORKY

Vzorky zilovej krvi musia byt odobraté do sterilnych skimaviek, ktoré obsahuju sol EDTA ako antikoagulaéné Cinidlo.

Vzorky by sa mali uchovavat pri izbovej teplote (18 — 25 °C) a nemalo by sa nimi triast. Vzorky by sa mali pred odobratim testovacej vzorky homogenizovat
jemnym pretrepanim.

Vzorky sa musia analyzovat do 24 hodin od odberu.

ZNAMKY ZNEHODNOTENIA

Akakolvek zmena fyzického vzhladu €inidla méze svedcit o zhorSeni kvality a takéto Cinidlo by sa nemalo pouzivat.

Ak je poSkodené balenie alebo ak ziskané Udaje poukazuju na zmenu funkénosti, obratte sa na miestneho distributora alebo pouzite nasledujucu e-mailovu
adresu:

OBSAH

Konzervac¢né €inidlo azid sodny moze v kovovej kanalizaénej sieti vytvarat vybusné zliéeniny. Pozrite si informacny bulletin NIOSH: Explosive Azide Hazard
(Nebezpecenstvo vybusného azidu) (16. 8. 76).

Aby nedoslo k moznému nahromadeniu azidovych zlugenin, po likvidacii neriedeného Cinidla vyplachnite potrubie vodou. Likvidacia azidu sodného musi
prebiehat v sulade s prisluSnymi miestnymi predpismi.

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE SUCASTOU SUPRAVY:
*  Vzorkovacie skimavky a material potrebny na vzorkovanie.
*  Automatické pipety s jednorazovymi Spickami na davkovanie objemov 20, 100 a 500 pl.
*  Plastové hemolytické skumavky.
+  Cinidlo na lyzu &ervenych krviniek s umyvacou fazou po lyze. Napriklad: VersalLyse (Ref. A09777).
+  Cinidlo na fixaciu leukocytov. Napriklad: fixagny roztok IOTest 3 (Ref. A07800).
* lzotypova kontrola PE : reagencie rady 10Test (Ref. A07796.).
*  TImiaci roztok (PBS: fosfore¢nan sodny 0,01 M; chlorid sodny 0,145 M; pH 7,2).
«  Centrifuga.
*  Automatické mieSadlo (typ Vortex).
*  Prietokovy cytometer.

POSTUP S CINIDLOM VERSALYSE

POZN. : NizSie popisana metdda je vhodna pre Standardné aplikacie. Vzorky a/alebo objemy roztoku Versalyse sa v ur€itych aplikaciach Beckman Coulter
mézu lisit. V tychto pripadoch dodrZujte pokyny uvedené v technickom navode konkrétnej aplikacie. Pre kazdu analyzovanu vzorku je potrebné

Pre kazdu analyzovanu vzorku je treba okrem testovej skiumavky pripravit este jednu skimavku kontrolnu, kde su bunky zmieSané s izotypovou kontrolou
(Ref. A07796.).

1. Do kazdej testovej skimavky pridajte 20 pl Specifickej konjugovanej protilatky IOTest a do kazdej kontrolnej skimavky 20 pl izotypickej kontroly.
2. Do oboch skumaviek pridajte 100 pl testovanej vzorky. Skimavky jemne premieSajte na vortexe.

3. Inkubujte 15 az 20 minut pri izbovej teplote (18 — 25 °C) bez pristupu svetla.
4

Pokial je to nutné, vykonaijte lyzu ¢ervenych krviniek. Dodrzujte odporucanie pre lyzaény roztok, ktory pouzivate. Napr. pri pouziti roztoku VersalLyse
(Ref. A09777) je podla pribalovej informacie najvhodnejSie vykonat’ metédu s fixaciou sprevadzajucou lyzu vzorky, ktora pozostava z pridania 1 ml
predom pripravenej zmesi na fixaciu a lyzu ("Fix-a-Lyse“). Vzorku ihned premie$ajte jednu sekundu na vortexe a inkubujte 10 minut pri laboratérnej
teplote bez pristupu svetla. Ak vzorka neobsahuje erytrocyty, pridajte 2 ml PBS.

Odstredujte 5 minut pri 150 x g pri izbovej teplote.
Nasatim odoberte supernatant.

Resuspendujte bunkovy pelet pouzitim 3 ml PBS.
Zopakujte krok 5.

© © N o o

Odsajte supernatant a resuspendujte bunkovy pelet pouzitim:

0,5 ml alebo 1 ml PBS plus 0,1 % formaldehydu, ak sa preparaty budu skladovat kratSie ako 24 hodin. (0,1 % roztok PBS s formaldehydom ziskate
zriedenim 12,5 pl fixacného roztoku 10Test 3 (REF A07800) s koncentraciou 10X v 1 ml PBS).

0,5 ml alebo 1 ml PBS bez formaldehydu, ak sa preparaty budu analyzovat do 2 hodin.
Poznamka: Preparaty vzdy uchovavaijte pri teplote 2 az 8 °C a mimo dosahu svetla.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium musi zhromazdit' vlastné referenéné hodnoty zaloZené na skupine zdravych darcov vybranych z miestnej populacie. Do Gvahy je treba
brat vek, pohlavie a etnicku prisluSnost darcov, rovnako ako dalSie potencialne regionalne rozdiely.

V nasich laboratériach bola plna krv ziskana od 50 zdravych dospelych darcov inkubovana s vy$Sie uvedenou reagenciou. Ziskané vysledky, ktoré vyjadruju
zastupenie Castic pozitivne oznacenych touto reagenciou su uvedené v nasledujucej tabulke:
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Lymfocyty Pocet Priemer (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Monocyty Pocet Priemer (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
VYKONNOST

Udaje na stanovenie charakteristiky sa ziskavaju na zaklade vy$sie uvedeného postupu z24 hodin starej krvnej vzorky odobranej do sterilnych skimaviek,
obsahujucich sol EDTA ako antikoagulaéné ¢inidlo. Analyza sa vykonava poc¢as 2 hodin po imunologickom farbeni.

SPECIFICITA

Monoklonalna protilatka (mAb) 13B8.2 rozpoznava na molekule CD4 epitop V1 domény imunoglobulinového typu ("Ig-like"). Pri mapovani epitopov pri
pouziti cielenych mutacii v extracelularnej ¢asti molekuly bolo zistené, ze k poruseniu vézby monoklonalnej protilatky 13B8.2 prislo iba v pripade, kedy bol
mutaciou ovplyvnené 88. a/alebo 89. aminokyselinovy zbytok (4). Monoklonalna protilatka 13B8.2 inhibuje in vitro vazbu HIV-1. Specificita rozpoznania
CD4 monoklonalnou protilatkou 13B8.2 bola uznana v ramci 3. konferencie o fudskych leukocytarnych diferenciacnych antigénoch ("3rd HLDA Workshop
on Human Leukocyte Differentiation Antigens"), ktora sa konala v roku 1986 v Oxforde v Anglicku (WS koéd: 501, sekcia: T) (5).

REPRODUKOVATELNOST VYSLEDKOV V RAMCI LABORATORIA

Bolo vykonanych 12 stanoveni percentualneho zastipenia pozitivnych buniek na jednej vzorke. Meranie prebehlo v jeden der na rovnakom prietokovom
cytometri. Ziskané vysledky zhffia nasledujuca tabulka:

Pozitivny ciel Pocet Priemer (%) SD CV (%)
Lymfocyty CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1

Linearita

Na testovanie linearity stanovenia pri pouziti tejto reagencie boli v réznych pomeroch zmiesané bunky pozitivnej bunkovej linie (HPBALL) ) a bunky negativnej
bunkovej linie ((DAUDI)) tak, aby koneény pocet buniek v zmesi bol konstantny a aby sa pomer buniek pozitivnej linie / negativnej linie pohyboval v rozmedzi
od 0 - 100 %.

Alikvoty boli spracované vy$sie popisanym spdsobom a bola vykonana linedrna regresia pre o¢akavané a ziskané hodnoty.

Specificita Linedrna regresia Linearita (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

OBMEDZENIA

1. Prietokova cytometria moze vytvarat falosné vysledky, ak cytometer nie je spravne zarovnany, ak uniky fluorescencie nie su spravne kompenzované,
alebo ak nie su oblasti spravne umiestnené.

2. Reagencia dosial nebola optimalizovana pre pouzitie v lyzacnej technike bez premyvania, preto je vhodnejSie pouzit metédu lyzy s naslednym
premyvanim vzorky.

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 osvedcenou laboratérnou praxou.

4. Konjugovana protilatka tohto ¢inidla sa kalibruje tak, aby ponukala najlep$i pomer $pecifického signalu/nespecifického signalu. Preto je dolezité pri
kazdom teste dodrzat pomer objem ¢inidla/objem vzorky.

V pripade hyperleukocytdzy zriedte krv v PBS na koncentraciu priblizne 5 x 10° leukocytov/l (6).

6. Pri niektorych chorobnych stavoch, akymi st napriklad zavazné zlyhanie obli¢iek alebo hemoglobinopatie, m6ze byt lyza €ervenych krviniek pomala,
neuplna 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 st ochranné znamky alebo
registrované ochranné znamky spolo¢nosti Beckman Coulter, Inc. v USA a dalSich krajinach.

Popis symbolov
Slovnik symbolov je dostupny na adrese beckman.com/techdocs (€islo dokumentu B60062)
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Spesifikasyonlar
Ozgiillik CD4
Klon 13B8.2
Hibridoma NS1 x balb/c
imm[jnojen Human thymocytes
Immunoglobulin 1gG1
Tarler Fare
Aritma Afinite Kromatografisi
Florokrom R Phycoerythrin (PE)
Molar oran PE/lg: 0,5-1,5
A eksitasyonu 488 nm
Emisyon piki 575 nm
Tampon PBS pH 7,2 arti 2 mg/mL BSA ve %0,1 NaN,
IO0Test
Konjuge Antikor
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test

in Vitro Diagnostik Kullanim igindir

KULLANIM AMACI

Bu florokrom-konjuge antikor biyolojik insan numuneleri iginde bulunan CD4 antijenini eksprese eden hicre populasyonlarinin akim sitometrisi ile
tanimlanmasi ve sayilmasini saglar.

ILKE
Bu test, spesifik monoklonal antikorlarin I6kositler tarafindan eksprese edilen antijenik belirleyicilere baglanabilmesine dayanmaktadir.

Lokositlerin spesifik boyamasi, érnek, 10Test reaktifi ile inkube edilerek gergeklestirilir. Sonra kirmizi hicreler pargalanarak giderilir ve bu islemden
etkilenmeyen I6kositler, akis sitometrisi ile analiz edilir.

Akis sitometrisi 1g1k diflizyonunu ve hiicre floresanini élger. Bu durum, ilgili poptlasyonun, 1sigin ortogonal difiizyonu (Yana Yayilma veya SS) ve dar agil
151g1n diflizyonu (lleri Yayilma veya FS) ile iligkilendirilen histogram Uzerinde tanimlanmis elektronik pencerede sinirlanmasini saglar. Sitometredeki farkli
parametrelerden ikisini birlestiren diger histogramlar, kullanicinin segtigi uygulamaya bagli olarak kapilama agsamasinda destek olarak kullanilabilir.

Sinirh hucrelerin floresani analiz edilerek pozitif boyali olaylar boyasizlardan ayrilir. Sonuglar pozitif olaylarin gegis ile edinilmis tim olaylara ytzdesi olarak
ifade edilir.

KLINIK UYGULAMA ORNEKLERI

Bu reaktif, immin sistemi bozukluklarinda CD4+ lenfositik hiicre popllasyonlarinin karakterizasyonuna izin verir: AIDS (1) ve diger immin yetmezlikleri,
otoimmun bozukluklari (2), hipersensitivite reaksiyonlari, viral enfeksiyonlar, kemik iligi ve/veya organ nakli sonrasinda immun yanit restorasyonu. Lésemi ve
lenfoma gibi malign kan diskrazisinde CD4+ hiicre populasyonlarinin (3) takibi ve fenotiplemesi.

REAKTIFLER

Konsantrasyon: www.beckmancoulter.com adresinde lota spesifik Analiz Sertifikasina bakin.

UYARILAR VE ONLEMLER

Reaktifi son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

Dondurmayin.

Kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-25°C) getirin.

Isiga maruz kalmasini en aza indirin.

Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan kaginin yoksa yanlis sonuglar olusabilir.

[

Sodyum azid (NaN3) iceren antikor soluisyonlari dikkatle islenmelidir. Yutmayin ve cilt, mukoza ve gbzlerle temasindan kaginin.

Ayrica, asit ortaminda, sodyum azid potansiyel olarak tehlikeli hidrazoik asit olusturabilir. Atilmasi gerekiyorsa, metal borularda sodyum azid birikmesini
ve patlama riskini 6nlemek igin, reaktifin drenaj sistemine dokilmeden 6nce ¢ok miktarda suyla seyreltimesi énerilmektedir.

7. Tum kan 6rnekleri potansiyel olarak bulasici olarak kabul edilmeli ve dikkatle ele alinmalidir (6zellikle koruyucu eldiven, 6nlik ve gézluk takilmalidir).
8. Asla agizla pipetleme yapmayin ve numunelerin cilt, mukoza ve gozlerle herhangi sekilde temasindan kaginin.

9. Tasima igin kullanilan kan tupleri ve tek kullanimlik malzeme, yakma amaciyla 6zel kaplara atiimaldir.

10. Reaktifler ve atiklar yerel gereksinimlere gore elimine ediimelidir.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Tehlikeli olarak siniflandiriimamigtir

Givenlik Veri Sayfasi beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir

SAKLAMA VE STABILITE

Konjuge sivi formlar flakon agilmadan énce ve agildiktan sonra 2 ila 8°C arasinda saklanmali ve igiktan korunmalidir.
Kapal sisenin stabilitesi: sisenin Gzerindeki son kullanma tarihine bakin.
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Agllan sisenin stabilitesi: reaktif 180 glin stabildir.

ORNEKLER

Antikoagulan olarak EDTA tuzu igeren steril tiipler kullanilarak ven6z kan alinmalidir.
Ornekler oda sicakhiginda (18-25°C) tutulmali ve calkalanmamalidir. Ornekler test érnegi alinmadan énce hafifge calkalanarak homojenize edilmelidir.
Ornekler venipunktiir sonrasi 24 saat iginde analiz edilmelidir.

BOZULMA GOSTERGESI

Reaktiflerin fiziksel gérinimiindeki herhangi bir degisiklik bozulmayi gdsterebilir ve reaktif kullaniimamaldir.

Paketleme bozulmasi durumunda veya elde edilen veriler performansta biraz degisiklik gosteriyorsa litfen yerel distribttérinizle irtibat kurun veya su e-posta
adresini kullanin:

ICINDEKILER

Sodyum azid koruyucu maddesi metal kanalizasyon hatlarinda patlayici bilesimler olusturabilir. NIOSH Biltenine bakin: Explosive Azide Hazard (Patlayici
Azide Tehlikesi) (16.8.76).

Azid bilegenlerinin olasi birikimini engellemek amaciyla, seyreltimemis reaktifi cope attiktan sonra atik borularini bol suyla yikayin. Sodyum azid, uygun yerel
diizenlemelere gore ¢ope atilmalidir.

GEREKLI OLAN ANCAK KIiT ILE BIRLIKTE VERILMEYEN MALZEMELER:
Numune alma tlpleri ve numune alma igin gerekli malzemeler.
e 20, 100 ve 500 pL igin tek kullanimlik uglu otomatik pipetler.
*  Plastik hemoliz tupleri.
+  Lizis sonrasi yilkama agsamasiyla birlikte eritrosit lizis reaktifi. Ornegin: VersalLyse (Ref. A09777).
+  Lokosit fiksasyon reaktifi. Ornegin: 10Test 3 Fiksasyon Soliisyonu (Ref. A07800).
+  lzotipik kontrol PE : IOTest reaktifi (Ref. A07796.).
*  Tampon (PBS: 0,01 M sodyum fosfat; 0,145 M sodyum kloriir; pH 7,2).
»  Santrifujleyin.
*  Otomatik karistirici (Vorteks tipi).
*  Akis sitometresi.

VERSALYSE REAKTIFi iLE PROSEDUR

Not: Asagidaki prosediir standart uygulamalar igin gegerlidir. Belirli Beckman Coulter uygulamalari igin numune ve/veya VersalLyse hacimleri farkl olabilir.
Bdyle bir durum s6z konusu ise, uygulama teknik brogiiriindeki talimatlar izleyin.

Analiz edilen her numune igin, test tiiptine ek olarak iginde hiicrelerin izotipik kontrol (Ref. A07796.) ile karistirilacagi bir kontrol tlipii gereklidir.
Her test tiipline 20 pL spesifik IOTest konjlige antikor ekleyin ve her kontrol tipiine 20 pL izotipik kontrol ekleyin.

Her iki tipe 100 pL test numunesi ekleyin. Tupleri yavasga vorteksleyin.

Oda sicakhginda (18-25°C) isiktan koruyarak 15-20 dakika boyunca inkiibe edin.

Daha sonra kirmizi hiicrelerin parcalanma islemini, gerekirse kullanilan parcalama reaktifi ile ilgili tavsiyeleri izleyerek gergeklestirin. Ornek olarak,
VersalLyse (Ref. A09777) kullanmak istiyorsaniz, brosure bakin ve tercihen kullanima hazir “Fix-and-Lyse” karisimindan 1 mL eklenmesini igeren
"konkomitant sabitleme ile" olarak adlandirilan proseduri takip edin. Hemen bir saniye kadar vorteksleyin ve oda sicakliginda isiktan koruyarak 10
dakika boyunca inkiibe edin. Numune kirmizi hiicreler igermiyorsa, 2 mL PBS ekleyin.

N =

Oda sicaklhiginda 5 dakika 150 x g hizda santrifjleyin.
Aspirasyon ile Ust fazi alin.

3 mL PBS kullanarak hicre peletini yeniden slispanse edin.
Adim 5'i tekrarlayin.

© © N oo

Yuzer maddeyi aspirasyonla alin ve hiicre topagini sunu kullanarak yeniden siispanse edin:

Preparatlar 24 saatten az tutulacaksa, 0,5 mL veya 1 mL PBS’nin yani sira %0,1 formaldehid. (%0,1 formaldehid PBS, 1 mL PBS iginde 10X konsantre
IOTest 3 Fiksasyon Solisyonundan (REF A07800) 12,5 pL seyreltilerek elde edilebilir).

0,5 mL veya 1 mL PBS formaldehidsiz, preparatlar 2 saat icinde analiz edilmelidir.
Not: Tim durumlarda, preperatlar 2 ile 8°C arasinda tutulmali ve i1giktan korunmalidir.

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvar yerel popilasyondaki bir grup saglikli donére dayanarak bir referans degerler listesi derlemelidir. Bu derleme yas, cinsiyet ve etnik grup ile
birlikte herhangi diger potansiyel bolgesel farkliliklar dikkate alinarak yapilmalidir.

Bizim laboratuvarlarimizda, 50 saghkh yetiskinden alinan tam kan numuneleri yukarida agiklanan reaktif kullanilarak igsleme tabi tutulmustur. Bu reaktif ile
s6z konusu pozitif olaylarin sayimi igin elde edilen sonuclar asagidaki tablolarda verilmektedir :

Lenfositler Sayi Ortalama (%) SS VK (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
Monositler Sayi Ortalama (%) SS VK (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
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PERFORMANS

Performans verileri, antikoagllan olarak EDTA tuzu igeren steril tiplerde daha 6nce toplanan 24-saatlik kan numuneleri hakkinda yukarida tanimlanan
prosedur kullanilarak elde edilir. Analizler immiin boyamayi izleyen 2 saat iginde gerceklestirilir.

O0zGULLUK

Monoklonal antikor (mAb) 13B8.2 CD4 antijeninin Ig-benzeri V1 bodlgesinde bulunan bir epitopu tanir. Molekulln sitoplazma disi bolgelerini hedefleyen
mutasyonlar kullanan epitopik harita ile ilgili bir galisma mAb 13B8.2’nin sabitlenmesinin sadece mutasyon 88 ve/veya 89 kisimlari ile ilgili oldugunda
etkilendigini gostermistir (4). MAb 13B8.2 HIV-1’in in vitro sabitlenmesini inhibe eder. MAb13B8.2 bestamdes till CD4 under den 3:e HLDA Workshop on
Human Leucocyte Differentiation Antigens, Oxford, England 1986 (WS Code : 501, Section : T) (5).

LABORATUVAR iGi TEKRAR URETILEBILIRLIK

Pozitif bir hedefin boyanma yiizdesi ile ilgili 12 6lglim ayni giinde ve ayni sitometre kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuclar asagidaki tabloda
Ozetlenmektedir:

Pozitif Hedef Say Ortalama (%) SS VK (%)
Lenfositier CD4-PE + 12 37,84 0,80 2.1

Linearite

Bu reaktifin boyama 6zelliginde dogrusalligin test edilmesi icin bir pozitif hiicre hatti ((HPBALL) ) ve bir negatif hiicre hatti (DAUDI)) nihai hlicre sayisi sabit
kalacak sekilde farkli oranlarda karistiriimistir, boylelikle karigimin pozitif hat/negatif hat orani %0 ila 100 arasinda bulunmustur.

Numuneden alinan kigik kisimlar yukarida tarif edilen prosedirle boyanmis ve beklenen degerler ile gézlenen deg@erler arasindaki lineer regresyon
hesaplanmisgtir.

Ozgullik Lineer regresyon Dogrusallik (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
SINIRLAMALAR

1.  Akis sitometrisi, sitometre mikemmel sekilde hizalanmadiysa, floresan sizintilari dogru sekilde telafi edilmediyse ve bdlgeler dikkatli bir sekilde
konumlandiriimadiysa yanhs sonuglar uretebilir.

Bu reaktif “yikamasiz” pargalama teknigi igin optimize edilmediginden, yikama adimli bir RBC pargalama tekniginin kullaniimasi tercih edilir.

Kullanilan prosedurler teknik bilgi brosuriine uygun oldugu ve iyi laboratuvar uygulamalarina uygun oldugu slrece dogru ve tekrarlanabilir sonuglar
elde edilecektir.

4. Bu reaktifin konjugat antikoru, en iyi spesifik sinyal/spesifik olmayan sinyal oranini sunacak sekilde kalibre edilir. Bu nedenle her testte reaktif
hacmi/érnek hacmi oranina bagh kalmak énemlidir.

Hiperlékositoz durumunda yaklagik 5 x 10° I16kosit/L (6) degerini elde etmek igin kani PBS iginde seyreltin.

6. Siddetli bobrek yetmezIligi veya hemoglobinopatiler gibi bazi hastalik durumlarinda, eritrosit lizisi yavas, eksik ve hatta imkansiz olabilir. Bu durumda
mononikleotidli hiicrelerin boyama 6ncesinde 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 Girlin ve hizmet markalari, Beckman Coulter, Inc. firmasinin ABD’de ve diger Uilkelerdeki
ticari veya tescilli ticari markalaridir.

Sembol Anahtari
Semboller S6zIiglu beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir (belge numarasi B60062)
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Cneuundmkaunm
CneunduyHocTb CD4
KnoH 13B8.2
'mbpuaoma NS1 x balb/c
VIMMyHOreH Human thymocytes
VIMMyHornobynuH IgG1
Bug MbliLwb
Ouuncrka AddrHHas xpomartorpadums
Pryopoxpom R Phycoerythrin (PE)
MornsipHoe oTHoLLEeHne PE /lg: 0,5-1,5
BosbyxaeHue A 488 nm
1K amuccum 575 nm
Bydep PBS pH 7,2 nntoc 2 mr/mn BCA 1 0,1% NaN;

KoHbrormpoBaHHoe aHTuTeno I0Test
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mn, 20 mkn/TecT

MpumeHnseTca ana In Vitro auarHocTuKM.

HA3HAYEHUE

[laHHoe aHTWUTEeno, KOHBLIrMpOBaHHOE C (PNYOPOXPOMOM, MO3BONSET WAEHTUDULMPOBATL nonynaunun KneTok, 3KCNpecCUpyrLlmnx aHTUreH CD4, n
NOACYUTBIBATb UX KONMUYECTBO B BUONOrnyecknx 06pasuax YenioBeka C NoOMOLLbIO I'IpOTO‘-IHOVI LNTOMETPUMN.

NMPUHLUUN PABOTDI

[laHHbIN TECT OCHOBaH Ha CMOCOGHOCTM cneumMdUYEcKUX MOHOKIOHAMNbHLIX aHTUTEN CBA3blBaTb aHTUrEHHble OETEePMUHaHTbI, 3KCMPEeCCUPOBaHHbLIE
nenkoumTamu.

CnequmquKoe OKpalLnBaHWe NEenKOLUTOB BbINOMHSAETCA nyTem VIHKy6VIpOBaHVIF| I'Ip06bl C peareHTomMm IOTest. 3atem meTogom nusuca yAanawTca
SpUTPOLNTLI, N BbINOINMHAETCA aHann3 NenKoLumnToB, He 3aTPOHYTbIX 3TUM NpoLEecCcoM, METOAOM I'IpOTO‘-IHOl7I LNTOMETPUMN.

MpOTOYHBIA LMTOMETP M3MepsieT cBeTopaccesiHue 1 riyopecLeHLUMio KNeToK. 3OTO AaeT BO3MOXHOCTb pasrpaHVWYeHus UHTepecylolwen nonynsumm B
3MNEeKTPOHHOM OKHe, onpedeneHHOM Ha rMcTorpamMmme, YTo KOppenupyeT ¢ OpTOroHanbHbIM cBeTopaccesiHueM (bokoBoe paccesiHne, unu SS) u paccesHvem
cBeTa nof ocTpbIM yrnom (npsimoe paccesiHue, unu FS). [pyrue ructorpammel, codeTatoLme ABa U3 Apyrux napameTpoB, AOCTYMHbIX HA LUTOMETPE, MOryT
MCNonb30BaThCs Kak BCMIOMOraTeribHble Ha CTaaun cenekumu, B 3aBUCMMOCTU OT NPUINOXKEHUSs], BbIGpaHHOro nonb3oBaTenem.

CDnyopecueHumo pa3rpaHNYeHHbIX KIEeTOK aHanuM3npyrT C LUenblo pasfmindeHusa MnoroXXUTenbHO-OKpalleHHbIX U HeOKpalleHHbIX CcobbITUI. PeayanaTbl
BblpaxatoTca B Buae nNpoUueHTHOro OTHOLWEHUA NONOXUTENbHbIX CcoOBbITMIN KO BCEM COBLITUSIM, nony4yeHHbIM B Xo4e cenexkuymu.

NMPUMEPbI KNMHUYECKUX OBNNACTEU NMPUMEHEHUA

OTOT peareHT obecneyunBaeT onvcaHne KNeTouHbIX nonynauunn numdouutos CD4+ npu 3abonesaHnax uMmyHHown cuctembl: CMNNN (1) n apyrue coctosHus
MMMyHoAedmuuTa, ayToMMMyHHble 3aboneBaHus (2), peakuum runepyyBCTBUTENBHOCTU, BUPYCHbIE MHADEKLIMMN, BOCCTAHOBIIEHME MMMYHHOIO OTBETA Mocre
nepecajkn KOCTHOro Mosra u/unu oprana. [locnegywollee HabniogeHe U heHOTUNMPOBaHWE KNEeToYHbIX nonynauui CD4+ (3) npu 3noKkayecTBeHHbIX
AVCKPasusix KpoBW, TAKUX Kak NenkeMmmn n numdombl.

PEATEHTbI

KoHueHTpaumus: cMm. ceptudukaT aHanusa ons naptum Ha NHTepHeT-carite www.beckmancoulter.com.

NPEAYNPEXOEHUA U MEPbI NMPEAOCTOPOXXHOCTU
He ucnonb3ayiite peareHTbl NOCMNe UCTEYEHNS CPOKa rOAHOCTU.

He 3amopaxwuBartb.

Mepen vcnonb3oBaHneM AOBECTU [0 KOMHATHOM Temnepatypsbl (18-25°C).
MuHuMmnsnpyloT Bo3gencTene ceeta.

Bo n3bexaHue nony4yeHua OLUNBOYHBIX pes3ynbraTtoB He ,D,OI'IyCKaVITe MMKpOGHOI}i KOHTaMnHauun peareHToB.

S e

CnepnyeT ¢ OCTOPOXHOCTbIO 0BpaLlaTbCs ¢ pacTBopamy aHTuTen, cogepxawmmm Hatpus asug (NaNsz). He npuHumarite BHyTpb 1 n3berante noboro
KOHTaKTa C KOXeW, CrM3ancTbiMn 060no4kaMm 1 rmasamu.

Kpome TOro, B KMCNoOW cpege HaTpus asug MoxeT 06paSOBbIBaTb noTteHunasnbHO ONAaCHYK a3oTUCTOBOOOPOAHYH KUCIIOTY. Ecnn Tpe6yeTc;|
ytunmsauua, pekomMmeHayeTcda pa3BoAuTb peareHT B bonblwom obbeme BoApl, npexae 4emMm BblMBaTb €ro B KaHanusauuto, yTOObI U3bEexaTb
HakonmneHua HaTpua asnga B MeTanimyecknx pr6ax N UCKNKOYNTb BO3MOXHOCTb B3pblBa.

7. Bce npobbl KpOBU AOMKHbI CHMTATbCA MOTEHUMAanbHO MHAUUMPOBAHHbIMK, NpU ObOpalleHMM C HMUMK Heobxoammo cobnogaTb OCTOPOXHOCTb (B
YaCTHOCTK, UCMOMb30BaTb 3aLLUMTHbIE NEepYaTK1, OAEXAY U OYKM).

8. Banpeluaetca HabupaTb pacTBop B NUNeTKy pToM. CrneayeT usberatb nonagaHns o6pasLoB Ha KOXY, CIIM3UCTbIe 06ONOYKK U rnasa.
9. MMpwu yTynusauum npobMpoK 1 0OAHOPA30BbIX MaTepPUanoB CriefyeT UCMONb30BaThb creumarbHble NpegHa3HauYeHHbIE NS CKUraHUst KOHTEMHEPbI.

10. I'Ipvl ytunmsauum peareHToB n oTxonos Heobxogumo crnepoBatb TpeﬁOBaHVIFlM MECTHOIro 3akoHogaTternbCcTBa.

KNACCU®UKALINA ONACHOCTEN NO CUCTEME CI'C

He knaccudmumpyetcsa kak onacHoe BeLecTBO

Macnopt 6esonacHocTu focTyneH Ha cante beckman.com/techdocs
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XPAHEHUE U CTABUJIbHOCTb

>Kngkve koHbloraTbl 40 M NOCHe BCKPbITUS hnakoHa crieayet XpaHuTb Npy Temnepatype oT 2 Ao 8°C B 3alLMLLIEHHOM OT CBeTa MecTe.
CTabunbHOCTb 3aKynopeHHOro riakoHa: CM. CPOK rOAHOCTU doriakoHa.

CTabuUnbHOCTL B OTKPLITOM (hriakoHe: peareHT COXpaHseT cTabunbHOCTb B TedeHne 180 aH.

NPOBbI

Mpwv B3NN 0Bpa3Lia BEHO3HOWN KPOBM HEOBXOAMMO MCMOMb30BaTh CTepunbHble Npobupku ¢ AATA B Ka4ecTBe aHTMKOarynsaHra.

Mpo6bl cneayeT XpaHUTb NpK KOMHaTHOW Temnepatype (18-25°C), He BcTpaxmsas. Mpobbl cnegyeT roMoreHn3npoBaTh, OCTOPOXHO Nepemellas, 4o oTbopa
TECTOBOWN NpoBbI.

MpoGbl TpebyeTcs NpoaHanM3nMpoBaTh B TeYeHre 24 4 nocre BEHUMYHKLUMN.

NMPU3HAKU NOPYU

Jlio6ble M3MEHEHVSI BHELLIHETO BUAA PEAreHTOB MOrYT rOBOPUTL O MOPYE, UCMONb30BaTh TAKOW peareHT He Criefyer.

B cnyyae HapylleHus ynakoBKW WM €ChU MOMyYeHHble AaHHble CBUAETENbCTBYT 06 M3MeHeHWsX nokasaTenewn, obpaTuTecb K CBOEMY MECTHOMY
AMCTPUBLIOTOPY UNK MO CredyoLeMY afpecy 3NeKTPOHHOM NMoYTbI:

COOEPXAHUE

KoHcepBaHT ¢ copepxaHuem asuga HaTpus MOXeT obpasoBbiBaTb B3PbIBOOMACHbIE COEAVHEHWS B MeTannuM4eckon BOAOMPOBOAHOW apmartype. Cwm.
6ronneTeHb HaunoHanbHOro MHCTUTYTa No oxpaHe TpyAa u npombineHHon rurneHe (NIOSH): Explosive Azide Hazard (BapbeiBoonacHble asugbl) (16.8.76).
YT00bl N3bexaTk HaKoNNeHns a3naHbIX COeANHEHUI, NPOMbIBaliTe cnMBHbIe TPY6bI BoAon nocne cobpoca HepasbasneHHOro peareHTa. YTunusaumio asmaa
HaTpus criegyeT NpoBOAWTL B COOTBETCTBUM C COOTBETCTBYIOLLMMU MECTHBIMU HOPMaMMU.

HEOEXOD,VIMbIE MATEPWAIbI, KOTOPbIE HE BXOAAT B HABOP:

Heobxogumble ons B3siTusi Nnpob Npobupku u matepumansi.
. ABTOMaTMYeCKMEe NUNETKM C OOHOPA30BbIMM HakoHevHUkamu ans 20, 100 u 500 mkn.
*  MnacTtukoBble NPoBUpkM AN remonuaa.
. PeareHT ons nusuca apuTpouMTOB C 3Tanom NpoMbIBKU nocne nuauca. Hanpumep: Versalyse (ccbinoyHblin Homep A09777).
*  PeareHT ans dpukcaumm nenkouutoB. Hanpumep: |0Test 3 Fixative Solution (pukcupytowwmin pacteop) (ccbinodHbii Homep A07800).
*  W3otunuueckuin koHTponb PE : Peaktus I0Test (Ref. A07796.).
*  bBydep (PBS: 0,01 M HaTtpus docdara; 0,145 M HaTpusi xnopuaa; pH 7,2).
. LieHTpudpyrupywre.
*  ABTOMaTtMyeckas meluasnka (BOpTeKcHasi)

*  [poToyHbI uUTOMETP.

NPOLIEAYPA C PEATEHTOM VERSALYSE

Mpumeyvanne: OnucaHHas HUXe Npoueaypa AeNcTBUTENbHA ANA CTaHAAPTHbBIX NpunoxeHuni. Ons psga npunoxennit Beckman Coulter o6bembl obpasua n
peakTuBa Versalyse moryT pasnuyatbcs. B Takux cnyyasx Heo6xogMMo creaoBaTh MHCTPYKLMAM, MPUBEAEHHBIM B OMUCAHUW MPUIIOXEHUS.

Ona kaxgoro aHanuaupyemoro obpasua NoOMUMO TECT-NMPOBUPKM HEOBXOAUMO MMETb KOHTPOIbHYK MPOGUPKY, B KOTOPOW KMETKM obpasua CMeLlunBakoT C
nsotunuyecknm koHTponem (Ref. A07796.).

1. Oob6abre 20 Mn cneuunduyHOro KoHbIrMpoBaHHoro aHTuTena |0Test B kaxayto Npobupky Anst aHanusa u 20 M M30TUNUYECKOrO KOHTPOIS B KaXAYHo
KOHTPONbHY NPOBUpKY.

B TecT-npo6upky 1 KOHTPOrbHYK NPobupky BHOCAT no 100 mkn o6pasua. OCTOpOXHO BCTPSIXMBAKOT Npobupkn Ha npubope Vortex.
MHKyGupytoT npu KoMHaTHoOM Temnepatype (18-25°C) B TeyeHne 15-20 MuH, B 3aLUMLLEHHOM OT CBETa MecTe.

3aTem npon3BoasaT NU3UC 3PUTPOLIMTOB, NPYU HEOGXOAMMOCTU MOSb3YsICb PeKOMEHAALMUSIMI MO UCMONb30BaHWI0 peakTMBa Ans nuauca. Hanpumep,
ecnn ucnonbayetcst VersaLyse (Ref. A09777), cnepyeT obpatuTbCs K NUCTKY-BKNagbIly U pekoMeHOyeTCsl BOCMONb30BaTbCsA NPOLEedypon «C
OOHOBpEeMEHHOW huKcaumen», kotopas coctouT B JobasneHun 1 mn cmecu “Fix-and-Lyse” npurotoBnsiemon ex tempore. HemegneHHoO BCTpsAXvBaOT
Ha Vortex B Te4yeHne OfjHON CEKyHAbl, a 3aTeM MHKYOupytoT B TedeHne 10 MUH Npy KOMHATHOW TeMnepaType B 3alUMLLiEHHOM OT cBeTa MecTe. Ecnn
obpaseL He coaepxuT apuTpoumnTos, gobasnsoT 2 mn ®Ch.

LieHTpudyrnpytoT B TedeHne 5 muHyT npu 150 g npy KOMHaTHOW TemnepaTtype.
YaansioT HagocaAouHY0 XUAKOCTb NyTeM acnmpaLmu.
PecycneHaunpytoT ocagok knetok, ucnonb3ys 3 mn PBS.

MosTopuTe war 5.

© © N oo

YpansioT Hago0CaAo4vYHYH0 XNUOKOCTb NyTeM acnupauum n pecycneHanpyroT 0CagokK KIeTokK, MCNoJb3ya.

0,5 mn unn 1 mn PBS nntoc 0,1% cdopmanbaernga, ecnu npenapatbl crneqyeT xpaHutb MeHee 24 vacoB. (PBS c 0,1% dopmanbaernga MoxHo
nony4nTb nytem passeaeHus 12,5 mkn dukempytowero pacteopa |IOTest 3 (REF A07800) B koHueHTpauun 10x B 1 mn PBS).

0,5 mn vnu 1 mn PBS 6e3 chopmanbaervaa, ecnv npenaparbl cnefyeT npoaHanM3nupoBaTth B TeHeHue 2 4.

MpumeyaHne. B obsizaTensHoM nopsigke salumLianTe noarotTaBnMBaemMble Marepuarbsl OT COMHEYHOrO CBETa, XpaHUTe Ux npu Temnepartype ot 2 po 8°C.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

Kaxpasi naGopaTtopusi 4omKHa onpeaenuTb COGCTBEHHbIE pedePEHCHbIE UHTEPBANbI HA OCHOBAHWUW UCCIEA0BaHWS 06pa3LioB 300POBLIX AOHOPOB MECTHOM
nonynsaumn. Mpn 9TOM HEOBXOAMMO YYWUTLIBATL BO3PACT, MOS U STHUYECKYIO MPUHAAMEXHOCTb JOHOPOB, a TakKe APYrMe BO3MOXHBLIE MEXPEeroHasrbHble
pasnuuus.
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B Hawwwux nabopaTopusix peakTMBOM, ONMUCaHHbIM Bblle, Gbino oBpaboTtaHo 50 06pasLOB KPOBM 300POBLIX B3POCHbIX MoAei. PesynbraTbl onpeaeneHus
yucra nomnoXMTESbHBIX LENeBbiX COBLITUI C UCTMONb30BaHNEM JaHHOTO PeakTUBa NnpvBeaeHbl B Crieayolmx Tabnmuax :

JlumdouuTsl Yucno CpegHee (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
MoHoumnTbI Yuncno CpegHee (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
SPDPEKTUBHOCTDb

[aHHble 0 paboTe cucTeMbl MoMyYeHbl C MPUMEHEHNeM ONMCcaHHOW Bbile npoLeaypbl Ha obpasuax Kposu, cobpaHHbIX 3a 24 4aca 40 uccnefoBaHus B
cTepunbHble Npobupku, cogepxaiume S TA B KauecTse aHTUKoarynaHTa. AHanm3a BbINOMHEH He No3[Hee Yem Yepes 2 Yaca Nocne UMMYHHOTO OKpaLLIMBaHUS.

CNEUMDPUYHOCTDb

MoHoknoHanbHoe aHTuTeno (MAT) 13B8.2 pacno3HaeT anuTon, KOTOpbIA HaxoauTcs B cocTase lg-nogobHon obnactn V1 aHtureHa CD4. Wccneposanue
KapTbl AMUTOMOB C NMOMOLLLIO MyTaLMii BO BHELMTOMNAa3MaTnyecknx obnacrax Monekynbel nokasano, 4to dukcaums MAT 13B8.2 HapyLuaeTcs Tonbko B Tex
cnyyasix, kKorga MyTauum BkrtoyaroT octaTtkm 88 n/unm 89 (4). MAT 13B8.2 nogaenset dukcaumo BUY-1 in vitro. CneundmyHocte MAT 13B8.2 B oTHOLIEHNM
CD4 6bina yctaHoBneHa Il Pabounm coBelwjaHuem O6uiectBa no AvddepeHUMpoBoYHBIM aHTUureHam nenkoumToB yernoseka (HLDA) B . Okcdopae,
BenukobputaHus, B 1986 r. (kog WS: 501, pasgen: T) (5).

BHYTPUJITIABOPATOPHAA BOCINMPOU3BOAMMOCTDb PE3YJIbTATOB

B TeueHne oQHOro 1 TOro Xe AHS C UCMOMb30BaHMEM OQHOTO M TOrO e LiMToMeTpa GbIno BbINOMHEHO 12 u3MepeHuii NPOLEHTHOMO COAePXXaHUs OKpaLLEeHHbIX
KIIETOK B LierneBor nonynsauun. MonyyeHHble pe3ynstaTtbl 0600LeHbl B crieqytolen Tabnuue:

MonoxuTensHas Yucno CpenHee (%) SD CV (%)
MULLEHb
Jinmdboumtbl CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1
JNluHenHoCTH

YTto6bl NpOBEPUTL NMUHENHOCTb OKpalUMBaHUS AN AaHHOMO peakTuBa, KNneTku nonoxutenbHol nuHum ((HPBALL) ) u kneTku oTpuuaTtensbHOW mnuHWM
((DAUDI)) cmelanu B pasnuyHbIX NPONopLmsX Tak, YTobbl BCe MOMyyYeHHbIe CMeCcK coaepkanv OfHO U TO Xe KOHEYHOE YMCIO KIETOK, a OTHOLLUEHWe Y1cna
NOMOXWUTENbHBIX KNETOK K YACMY OTpuuaTenbHbIX KNeTok Haxoaunock B AgnanasoHe ot 0 o 100%.

AnvkBoTbI BbINM OKpaLLEHbl B COOTBETCTBUM CONMCAHHON BbilLE METOAUKON. Ha OCHOBaHMM NOMYyYEHHbIX N OXUAAEeMbIX 3HAYEHWUI BblYMCIANACh NMMHENHas
perpeccusi.

CneunpuyHoCTb JInHenHas perpeccus JlnHeiHocTb (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

OrPAHUYEHUA

1. I'Ipm nposegeHun rIpOTOLIHOVI LUTOMETPUN BO3SMOXHO NoJty4YeHune JNOXKHbIX pe3ynbraTtoB, eCiii LUTOMETP He 6bIn ngeansHo NO3NUMOHNPOBaAH, He 6bina
npoeeaeHa npasuiibHaa KoMneHcauna ytedek donyopecu,eHTHoro areHta unnm To4Hoe nosnunoHmnpoBsaHmne obnacTen.

2. PeKomeHZyeTCsl BbIMOMHATL NIM3UC 3PUTPOLIMTOB C OTMBIBKOI, MOCKOMNbKY A@HHbLIA peareHT He ONTUMU3WMPOBaH Ansi Npoueadypbl NU3npoBaHus Ge3
OTMbIBKM.

3. [Ana nonyYeHWs TOYHbIX W MOBTOPSEMbIX PE3ynbTaToB HEOOXOAMMO BbIMOMHATL NPOLEAYPbl B COOTBETCTBUM C WHCTPYKUMER-BKNagbilem u
TpeboBaHNAMM Hagnexallen nabopaTopHON NPaKTUKK.

4. BbINonHsieTcs KanMbpoBka KOHBIOMMPOBAHHOMO aHTUTENA 3TOrO peareHTa C LEnbio MONyyYeHWUs Haunyywero Afs AaHHOW KOHKPETHOW 3agauu
COOTHOLLEHUST CNeunMdUYHOro U HecneuudunyHoro curHana. [loaToMy npu KakOoM TECTe BaXKHO MPUAEPXKMBATLCS MPaBUIBHOTO COOTHOLUEHWUS
obbema peareHTa v Npobbl.

Mpu runepneiikouuTose, pasbaensioT kposb PBS o npubnuantensHo 5 x 10° neikountos/n (6).

6. [pwv onpepeneHHbIX 3aboneBaHUsX, TaKMX Kak OCTpas MoYevyHas HedoCTaTOYHOCTb MM reMornobuHonaTum, NM3UC 3PUTPOLIMTOB MOXET NpoTeKaTb
MeaneHHo, ObiTb HEMOMHbIM UNW Jaxe HeBO3MOXHbLIM. B TakoM criyyae pekomeHOyeTcst M30NMpoBaTh OAHOSAEPHbBIE KNETKW, MCMNONb3ys rpagneHT
NNOTHOCTU (Hanpumep, duKon), nepen okpalunBaHuem (7).

Mpumepbl 1 ccbifikn cM. B MpunoxeHuu.

TOBAPHbIE 3HAKH

Beckman Coulter, cTunusoBaHHbIA NOroTMN M YNoMMHaeMble 34eCb 3Haku npogykuum u ycnyr Beckman Coulter sBnsitoTcs TOBapHbIMM 3HAKaMu unu
3aperucTpupoBaHHbIMK TOBapHbIMY 3Hakamu kopropaumu Beckman Coulter, Inc. B CoeanHeHHbix LLTaTtax n gpyrux ctpaHax.

OnpepneneHnsi CAMBOJSIOB
Moccapuii cMmMBOMOB AOCTYNeH Ha canTe beckman.com/techdocs (Homep gokymeHTa B60062)
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Spetsifikatsioonid

Spetsiifilisus CD4

Kloon 13B8.2

Hibridoom NS1 x balb/c
Immunogeen Human thymocytes
Immunoglobuliin 1gG1

Liigid Hiir

Puhastamine
Fluorokroom

Afiinsuskromatograafia
R Phycoerythrin (PE)

Molaarsuhe PE/lg: 0,5-1,5

A ergastumine 488 nm

Emission Peak 575 nm

Puhver PBS pH 7,2 pluss 2 mg/ml BSA ja 0,1% NaN,
IO0Test
konjugeeritud antikeha
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 ml, 20 pl / analliiis

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

KASUTUSOTSTARVE

See fluorokroomiga konjugeeritud antikeha véimaldab voolutsiitomeetriaga tuvastada rakupopulatsioone, mis valjendavad inimese perifeerses veres esinevat
antigeeni CD4.

POHIMOTE

Analiis pdhineb spetsiifiliste monoklonaalsete antikehade voimel seonduda leukotsiiitide slinteesitavate antigeensete determinantidega.

Leukotsuutide eriomaseks varvimiseks tuleb proovi koos tootesarja |OTest reagendiga inkubeerida. Seejarel eemaldatakse erltrotsitdid ltusimisega ja
parast seda anallilsitakse voolutsiitomeetriaga leukotsiiite, mida see protsess ei mojuta.

Labivoolutsiitomeeter mdddab valguse hajumist ja rakkude fluorestsentsi. See muudab vdimalikuks huvialuse populatsiooni piiristamise histogrammil
maaratud elektroonilisel alal. Histogramm korreleerib valguse ortogonaalset hajumist (kiilghajumine ehk KH) ja kitsasnurga valguse hajumist (edasihajumine
ehk EH). Teisi histogramme, kus (ihendatakse tsitomeetrias saadaolevat kahte parameetrit, voib kasutada liilisimisetapis olenevalt kasutaja valitud
rakendusest.

Piiritletud rakkude fluorestsentsi anallisitakse, et eristada positiivselt varvitud siindmusi varvimata siindmustest. Tulemusi kajastatakse positiivsete
suindmuste protsentuaalse osakaaluna kdigi varavdamisega hdivatud siindmuste suhtes.

NAITEID KASUTUSEST MEDITSIINIS

See reaktiiv vdimaldab CD4+ lumfotsultide rakupopulatsioonide iseloomustamist jargmiste immuunsisteemi haiguste korral: AIDS (1) ja muu
immuunpuudulikkus, autoimmuunhaigused (2), ulitundlikkusreaktsioonid, viirusinfektsioonid, immuunvastuse taastamine péarast luulidi ja/voi elundi
siirdamist. CD4+ rakupopulatsioonide (3) jalgimine ja fenotlitibi maaramine pahaloomulistes vere duskraasiate (nt leukeemia ja lUmfoomi) korral.

REAGENDID

Kontsentratsioon: vaadake partiispetsiifilist anallilisisertifikaati aadressil www.beckmancoulter.com.

HOIATUS JA ETTEVAATUSABINOUD

Arge kasutage reagenti parast aegumiskuupéeva.

Arge kiilmutage.

Enne kasutamist laske tasakaalustuda toatemperatuuriga (18-25 °C).

Minimeerige kokkupuudet valgusega.

Valtige reagentide mikroobidega saastumist, vastasel juhul vbite saada valed tulemused.

R e

Antikehade lahuseid, mis sisaldavad naatriumasiidi (NaN,), tuleb kasitseda ettevaatlikult. See pole méeldud seespidiseks kasutamiseks. Valtige
kokkupuudet naha, limaskesta ja silmadega.

Lisaks voib naatriumasiid moodustada happelises keskkonnas potentsiaalselt ohtliku hiidrasoonhappe. Kui see tuleb kdrvaldada, on soovitatav
lahjendada reagenti suure hulga veega, enne kui see aravoolususteemi valada, et valtida plahvatusohtu ja naatriumasiidi kogunemist metalltorudesse.

7. Kaoiki vereproove tuleb pidada potentsiaalselt nakkusohtlikuks ja kdsitseda ettevaatusega (kasutage kaitsekindaid, kitlit ning kaitseprille).
8. Arge pipeteerige suuga ning véltige proovide kokkupuudet naha, limaskesta, silmade ja riietega.

9. Verekatsutid ja kaitlemiseks kasutatav Uhekordselt kasutatav materjal tuleb havitada pdletamiseks ettendhtud spetsiaalsetes konteinerites.
10. Reagendid ja jaatmed tuleb kdrvaldada vastavalt kohalikele nduetele.

GHS-1 OHUKLASSIFIKATSIOON

Ei ole klassifitseeritud ohtlikuks

Ohutuskaart on kattesaadav veebilehel beckman.com/techdocs
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SAILITAMINE JA STABIILSUS

Enne ja parast viaali avamist tuleb konjugeeritud vedeliku vorme hoida temperatuuril 2 kuni 8 °C ja eemal paikesevalgusest.
Suletud viaali stabiilsus: vt viaalile margitud aegumiskuupaeva.

Avatud viaali stabiilsus: reagent on stabiilne 180 paeva.

PROOVID

Veeniverd tuleb vétta steriilsete katsutitega, mis sisaldavad antikoagulandina etiileendiamiintetraatsetaadi (EDTA) soola.

Proove tuleb hoida toatemperatuuril (18-25 °C) ja neid ei tohi raputada. Proove tuleb Uhtlustada seda enne naidisproovi votmist ettevaatlikult loksutades.
Proove tuleb analliiisida 24 tunni jooksul alates veenipunktsioonist.

RIKNEMISE TUNNUSED

Igasugune muutus reagentide fuusilises valimuses vdib viidata reagendi riknemisele ja seda ei tohi kasutada.
Pakendi riknemisel vdi kui saadud andmed néitavad muutusi toimivuses, votke Uhendust kohaliku edasimiitijaga voi kirjutage alloleval meiliaadressil:

SISU

Naatriumasiidist konservant véib moodustada metallist kanalisatsioonitorudes plahvatusohtlikke ihendeid. Vt asutuse NIOSH teadaannet. Explosive Azide
Hazard (Plahvatusohtliku asiidi oht) (16.8.76).

Valtimaks véimalikku asiidiihendite akumuleerimist, loputage dravoolutorusid parast lahjendamata reagendi kdrvaldamist. Naatriumasiidi kdrvaldamine peab
olema kooskdlas asjakohaste kohalike eeskirjadega.

VAJALIKUD KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
Proovide kogumiseks vajalikud proovivétukatsutid ja vahendid.
*  Automaatpipetid Uhekordselt kasutatavate otsakutega, mis vdimaldavad teisaldada 20, 100 ja 500 pl.
*  Plastist hemollitsi katsutid.
«  Erutrotstitide liusireagent koos pesemisetapiga parast lulsi. Anallusinaide Versalyse (viitenr AO9777).
*  Leukotsultide fikseerimisreagent. Naide Tootesarja |OTest 3 fikseerimisreagent (viitenr AO7800).
» Isotlipiline kontroll PE: 10Testi reaktiiv (REF A07796).
¢ Puhver (PBS: 0,01 M naatriumfosfaat; 0,145 M naatriumkloriid; pH 7,2).
«  Tsentrifuugige.
*  Automaatsegisti (vibratsioonsegamise tuipi).
*  Voolutsitomeeter.

PROTSEDUUR REAGENDIGA VERSALYSE

Markus: alltoodud protseduur kehtib standardrakenduste puhul. Proovi ja/voi Versalyse'i mahud vdivad konkreetse Beckman Coulteri rakenduse puhul
erineda. Sellisel juhul jargige rakenduse tehnilisi juhiseid.

Iga anallilsitud proovi kohta on peale katsuti vajalik kasutada tihte kontrollkatsutit, milles segatakse rakud isottilipse kontrollainega (REF A07796.).
1. Lisage igasse katsutisse 20 pl spetsiifilist IOTest konjugeeritud antikeha ja igasse kontrollkatsutisse 20 pl isotlilipset kontrollainet.
2. Lisage kumbagi katsutisse 100 pl katseproovi. Keerutage katsuteid 6rnalt.
3. Inkubeerige valguse eest kaitstult 15-20 minutit toatemperatuuril (18-25 °C).
4

Seejarel lUlsige vajaduse korral punaseid vereliblesid, jargides kasutatavat lllsimisreaktiivi puudutavaid soovitusi. Kui tahate kasutada naiteks
VersalLyse'i (REF A09777), vaadake selle teabelehte ja jargige eeskatt protseduuri ,kaasneva fikseerimisega”, mis koosneb ettevalmistuseta
prepareeritud 1 ml segu ,Fix-and-Lyse” lisamisest. Keerutage kohe liks sekund ning inkubeerige 10 minutit toatemperatuuril ja valguse eest kaitstult.
Kui proov ei sisalda punaliblesid, lisada 2 ml PBS.

Tsentrifuugige 5 minutit toatemperatuuril kasutades satet 150 x g.
Eemaldage aspiratsiooniga pealislahus.

Taassuspendeerige rakusade PBS-is, mille kogus on 3 ml.
Korrake etappi 5.

© © N>

Eemaldage aspiratsiooniga pealislahus ja taassuspendeerige rakugraanuleid vahendiga:

0,5 ml v6i 1 ml PBS-i ja 0,1% formaldehuilidi, kui preparaate tuleb hoida vahem kui 24 tundi. (0,1% formaldehuidi PBS-i saamiseks tuleb lahjendada
12,5 pl 10Test 3 fiksaatorlahust (REF A07800) ja selle 10-kordset kontsentratsiooni 1 ml PBS-is).

0,5 ml v&i 1 ml formaldehuudita PBS-iga, kui valmissegusid analliusitakse 2 tunni jooksul.
Markus Preparaate tuleb alati hoida temperatuuril 2-8 °C ja valguse eest kaitstult.

OODATUD VAARTUSED

Iga labor peab koostama voérdlusvaartuste loendi kohalikust populatsioonist parinevate tervete doonorite grupi tulemuste pdhjal. Seda tehes tuleb votta
arvesse vanust, sugu ja etnilist kuuluvust ning ka muid vdimalikke piirkondlikke erinevusi.

Meie laborites testiti tervete taiskasvanute 50 taisvereproove, kasutades ulalkirjeldatud reaktiivi. Selle reaktiiviga saadud positiivsete huvipakkuvate juhtude
tulemused on nahtavad alltoodud tabelites.

Limfotsiidid Arv Keskmine (%) SH CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monotsutidid Arv Keskmine (%) SH CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

TOIMIMINE

Toimimisandmed saadakse, kasutades Ulalkirjeldatud protseduuri 24 tunni vanustel vereproovidel, mis on kogutud steriilsetesse katsutitesse antikoagulandi
EDTA naatriumsoolaga. Anallus tehakse 2 tunni jooksul parast immunospetsiifilist varvimist.

SPETSIIFILISUS

Monoklonaalne antikeha (mAb) 13B8.2 tuvastab epitoobi, mis asub naiteks CD4 antigeeni piirkonnas V1. Epitoopilise kaardi uurimine, kasutades molekuli
tsiitoplasmavalisele piirkonnale suunatud mutatsioone, on nadidanud, et mAb 13B8.2 fikseerumist mdjutati ainult juhul, kui mutatsioon hélmas 88 ja/voi 89
jaake (4). MAb 13B8.2 takistab HIV-1 in vitro fikseerumist. MAb13B8.2 maarati CD4-le 3. HLDA inimese leukotsiiitide diferentseerumise antigeenide alasel
seminaril Oxfordis, Inglismaal 1986. aastal (seminari kood: 501, osa: T) (5).

LABORISISENE KORRATAVUS

Samal paeval ja sama tsutomeetriga tehti positiivse sihtmargi varvimise protsendi mddtmised 12. Saadud tulemused on kokku véetud jargmises tabelis.

Positiivne siht Arv Keskmine (%) SH CV (%)
Limfotstiidid + 12 37,84 0,80 2,1
CD4-PE
Lineaarsus

Selle reaktiivi varvimise lineaarsuse testimiseks segati omavahel positiivset rakuliini (HPBALL) ja negatiivset rakuliini (DAUDI) erinevates proportsioonides
pusiva rakkude I6pparvuga, nii et positiivse/negatiivse rakuliini suhe segus jai vahemikku 0 kuni 100%.

Alikvoodid varviti, kasutades Ulalkirjeldatud protseduuri, ning arvutati valja lineaarne regressioon oodatavate ja tegelikult tdheldatud vaartuste vahel.

Spetsiifilisus Lineaarne regressioon Lineaarsus (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

PIIRANGUD

1. Voolutsiitomeetria vdib anda valed tulemused, kui tstitomeeter ei ole ideaalselt joondatud, kui fluorestsentsi lekkeid ei ole digesti kompenseeritud ja
kui piirkonnad ei ole hoolikalt paigutatud.

Soovitatav on kasutada loputusega RBC-liilisimist, kuna see reagent ei ole optimeeritud loputusega lGusitehnikate jaoks.
Tapsed ja korratavad tulemused saadakse, kui kasutatavad protseduurid on kooskdlas tehnilise teabelehe ja heade laboritavadega.

Selle reagendi podratud antikeha kalibreeritakse nii, et tagatud oleks parim spetsiifilise/mittespetsiifilise signaali suhe. Seetéttu on igas anallusis
oluline jargida reagendi- ja proovimahu suhet.

Hiiperleukotsiitoosi korral lahjendage verd PBS-is nii, et saadav vaartus oleks ligikaudu 5 x 10° leukotsiiliti/l kohta (6).

6. Teatud haigusseisundite (naiteks raske neerupuudulikkuse vdi hemoglobinopaatia) korral vdib eritrotsiiitide lGtsimine olla aeglane, mittetaielik voi
isegi vdimatu. 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 ettevétte Beckman Coulter toote- ja teenusemargid on ettevotte Beckman Coulter, Inc.
kaubamargid voi registreeritud kaubamargid Ameerika Uhendriikides ja teistes riikides.

Sumboli tahis
Sumbolite mdisted on kattesaadavad veebilehel beckman.com/techdocs (dokument nr B60062)
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Specifikacije

Specifi€nost CD4

Klon 13B8.2

Hibridom NS1 x balb/c
Imunogen Human thymocytes
Imunoglobulin IgG1

Vrsta Mis

ProciS¢avanje

Afinitetna kromatografija

Fluorokrom

R Phycoerythrin (PE)

Molarni omjer PE /Ig: 0,5-1,5

A ekscitacija 488 nm

VrS$na emisija 575 nm

Pufer PBS pH 7,2 uz 2 mg/mL BSA i 0,1 % NaN,
IOTest
Konjugirano antitijelo
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 uL/test
Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

NAMJENA

Ovo antitijelo konjugirano fluorokromom omoguéavaidentifikaciju i odredivanje broja stani¢ne populacije u humanim biolo$kim uzorcima kod koje je izrazen
CD4 antigen, pomocu proto¢ne citometrije.

NACELO

Ovaj je test utemeljen na moguénosti vezivanja specifi€cnih monoklonskih antitijela na antigenske determinante eksprimirane leukocitima.

Specifi€no se bojenje leukocita izvodi inkubacijom uzorka s reagensom |OTest. Eritrociti se zatim uklanjaju liziranjem, a leukociti, na koje ovaj proces ne
utjeCe, analiziraju se proto¢nom citometrijom.

Citometar toka mjeri difuziju svjetlosti i fluorescenciju stanica. Omogucéuje razgrani€avanje promatrane populacije unutar elektroni¢kog prozora definiranog
na histogramu, koji stvara korelaciju izmedu ortogonalne difuzije svjetlosti (bo€nog rasprsenja (BR)) i difuzije uskokutne svjetlosti (prednjeg rasprienja (PR)).
Drugi histogrami koji kombiniraju dva od viSe razli¢itih parametara dostupnih na citometru mogu se upotrebljavati kao pomo¢ u fazi ogradivanja ovisno
o primjeni koju je odabrao korisnik.

Analizira se fluorescencija ograni¢enih stanica da bi se pozitivnho obojeni dogadaji odvojili od neobojenih. Rezultati se izrazavaju kao postotak pozitivnih
dogadaja u odnosu na sve dogadaje dobivene ogradivanjem.

PRIMJERI KLINICKIH PRIMJENA

Ovaj reagens dopusta karakterizaciju populacije CD4+ limfocitnih stanica u poremeéajima imunoloSkog sustava kao $to su AIDS (1) i ostale imunodeficijencije,
autoimunolos$ki poremecaiji (2), preosijetljivost, virusne infekcije te prilikom ponovnog uspostavljanja imunolo$ke reakcije nakon transplantacije kostane srzi
ifili organa. Pracenje i fenotipizacija populacija CD4+ stanica (3) u malignim krvnim diskrazijama, kao $to su leukemija i limfom.

REAGENSI

Koncentracija: Podatak o koncentraciji potrazite na ceritfikatu analize (Certificate of Analysis) specificnom za svaku seriju na www.beckmancoulter.com

UPOZORENJE | MUERE OPREZA

Reagens nemojte upotrebljavati nakon isteka roka trajanja.

Nemojte zamrzavati.

Prije upotrebe pustite da dosegne sobnu temperaturu (18 — 25 °C).

Smanjite izlaganje svjetlu.

Izbjegavajte mikrobnu kontaminaciju reagensa ili moze doéi do neto¢nih rezultata.

S e

Otopinama antitijela koje sadrze natrijev azid (NaN;) potrebno je rukovati oprezno. Ne gutajte i izbjegavajte dodir s kozom, sluznicom i o€ima.

Stovise, natrijev azid u kiselom mediju moze formirati potencijalno opasnu hidrazoiénu kiselinu. Ako je reagens potrebno odloZiti u otpad, preporuéuje
se da ga razrijedite u velikoj koli€ini vode prije nego Sto ga izlijete u odvodni sustav da biste izbjegli nakupljanje natrijeva azida u metalnim cijevima
i sprijeCili opasnost od eksplozije.

7. Svi uzorci krvi moraju se smatrati potencijalno zaraznima te je njima potrebno rukovati oprezno (odnosno nositi zastitne rukavice, odje¢u i naocale).
8. Pipetu nikad ne dodirujte ustima, a uzorke drzite podalje od koze, sluznice i o€iju.

9. Epruvete s krvlju i otpadni materijal za rukovanje treba odlozZiti u jednokratne spremnike namijenjene za spaljivanje.

10. Reagense i otpad potrebno je ukloniti u skladu s lokalnim zahtjevima.

KLASIFIKACIJA OPASNOSTI PREMA GHS-U

Nije klasificiran kao opasan

Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na adresi beckman.com/techdocs
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POHRANA | STABILNOST

Nakon otvaranja reagensa, konjugirane tekuce oblike obvezno je Cuvati na temperaturama od 2 do 8 °C i zastititi od svjetlosti.
Stabilnost zatvorene bocice: pogledajte datum isteka roka valjanosti na bocici.

Stabilnost otvorene bocice: reagens je stabilan 180 dana.

UZORCI

Venska krv mora se uzeti sterilnim epruvetama koje kao antikoagulans sadrze EDTA sol.

Uzorke drzite na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C) i nemojte ih tresti. Prije uzimanja testnog uzorka potrebno je homogenizirati uzorke pazljivim muckanjem.
Uzorci venske krvi moraju se analizirati u roku od 24 sata od njihova uzimanja.

DOKAZ PROPADANJA

Svaka promjena fizickog izgleda reagensa moze upucivati na propadanje te se reagens ne smije upotrebljavati.

U sluéaju propadanja pakiranja ili ako dobiveni podaci pokazuju neke izmjene performansi, molimo Vas da se obratite lokalnom distributeru ili koristite sljedeéu
adresu e-poste:

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 talozenje komponenata azida, prilikom odlaganja nerazrijedenog reagensa u otpad odvodne cijevi isperite vodom. Odlaganje
natrijeva azida u otpad mora biti u skladu s odgovarajuc¢im lokalnim propisima.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU DIO KOMPLETA:
. Epruvete za uzorke i materijal potreban za uzimanje uzoraka.
*  Automatske pipete s jednokratnim nastavcima za 20, 100 i 500 pL.
*  Plasti¢éne hemoliticke epruvete.
* Reagens za liziranje eritrocita s fazom pranja nakon liziranja. Na primjer: VersalLyse (ref. AO9777).
* Reagens za fiksiranje leukocita. Na primjer: Otopina za fiksiranje 10Test 3 (ref. A07800).
* lzotipska kontrola: PE: |IOTest reagens. (Ref. A07796).
«  Pufer (PBS: 0,01 M natrijeva fosfata, 0,145 M natrijeva klorida, pH 7,2).
+  Centrifuga.
*  Automatska mijesalica (tip vorteks).
«  Citometar toka.

POSTUPAK S REAGENSOM VERSALYSE

NAPOMENA: Postupak se odnosi na standardnu aplikaciju. Uzorak i/ili volumen Versalyse reagensa za odredene Beckman Coulter aplikacije mogu biti
razli¢iti. U tom slucaju trebate slijediti upute na priru¢nom letku.

Za svaki analizirani uzorak, uz testnu epruvetu, potrebno je osigurati jednu kontrolnu epruvetu u kojoj se stanice mijeSaju uz prisutnost izotipske kontrole
(Ref. A07796).

1. Dodajte 20 pL specificnog I0Test sjedinjenog protutijela u svaku testnu epruvetu i 20 pL izotipske kontrole u svaku kontrolnu epruvetu.
2. Dodajte 100 uL testnog uzorka u obje epruvete. Vortex mikserom njezno promije$ajte epruvete.

3. Inkubirajte od 15 do 20 min na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C), zasti¢eno od svjetlosti.
4

IzvrSite lizu crvenih krvnih stanica, ako je potrebno, sljedeci preporuke na reagensu za lizu koji koristite. Npr., ako koristite VersalLyse (Ref. A09777),
pogledaijte priruéni letak i slijedite upute za postupak nazvan "with concomitant fixation (s konkomitantnom fiksacijom)" koji uklju¢uje dodavanje 1 mL
"Fix-and-Lyse" smjese pripremeljne na licu mjesta. MijeSajte Vortex mikserom koju sekundu i inkubirajte 10 minuta na sobnoj temperaturi, zasticeno
od svjetla. Ako uzorak ne sadrzi crvene krvne stanice, dodajte 2 mL PBS-a.

Centrifugirajte 5 min pri 150 x g na sobnoj temperaturi.

Uklonite supernatant aspiracijom.

Staniéna zrnca ponovno pretvorite u suspenziju s pomoéu 3 mL PBS-a.
Ponovite korak 5.

© © N oo

Uklonite supernatant aspiracijom i stani¢na zrnca ponovno pretvorite u suspenziju s pomocu:

0,5 mL ili 1 mL PBS-a plus 0,1 % of formaldehida ako e se pripravci manje od 24 sati. (0,1 % formaldehida PBS-a se moze dobiti razrjedivanjem 12,5
uL IOTest 3 otopine za fiksaciju (Ref. A07800) u njezinoj 10X koncentraciji u 1 mL PBS-a).

0,5 mL ili 1 mL PBS-a bez formaldehida, ako pripravak treba analizirati u roku od 2 sati.
Napomena: U svakom slucaju pripravke Euvajte zasticene od svjetlosti na temperaturi izmedu 2i 8 °C.

OCEKIVANE VRIJEDNOSTI

Svaki laboaratorij obvezan je sastaviti popis referentnih vrijednosti temeljenih na skupini zdravih donatora iz lokalne populacije. Dob, spol i pripadnost
odredenoj etni¢koj skupini kao i ostale lokalne regionalne razlike moraju se uzeti u obzir.

On Istog dana na istomcitometru, napravljeno je 12 mjerenja postotak pozitivno obojenih stanica. Dobiveni rezultati saZetisu u slijedecoj tablici.

Limfociti Broj Srednja vrijednost (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monociti Broj Srednja vrijednost (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

PERFORMANSE

Podaci o djelovanju dobiveni su pomoc¢u gore opisanog postupka na 24 sata starim uzorcima krvi prethodno prikupljenoj sterilnim epruvetama s EDTA soli
kao antikoagulansom. Analiza je obavljena unutar 2 sata nakon imunoloSkog bojenja.

SPECIFICNOST

Monoklonsko antitijelo (mAb) 13B8.2 prepoznaje epitop koji se nalazi na V1 podrugju sliénom imunoglobulinu CD4 antigena. IstraZivanje karte epitopa, u
kojem su koriStene mutacije koje su ciljale podrucja izvan citoplazme molekule, pokazalo je da je fiksacija antitijela mAb 13B8.2 zahva¢ena samo kada
mutacija obuhvaca ostatke 88 i/ili 89 (4). Antitijelo MAb 13B8.2 inhibira in vitro fiksaciju virusa HIV-1. Antitijelo MAb13B8.2 dodijeljeno je biljegu CD4 tijekom
3. HLDA radionice o razlikovnim antigenima humanih leukocita, odrzane u Oxfordu (Velika Britanija) 1986. (WS Sifra: 501, odjeljak: T) (5).

MEDULABORATORIJSKA OBNOVLJIVOST

On Istog dana na istomcitometru, napravljeno je 12 mjerenja postotak pozitivho obojenih stanica. Dobiveni rezultati sazetisu u slijedecoj tablici.

Pozitivna ciljna Broj Srednja vrijednost (%) SD CV (%)
vrijednost
Limfociti 12 37,84 0,80 2,1
Linearnost

Kako bi ispitali linearnost bojanja ovog reagensa, antigen-pozitivne (HPBALL) i antigen-negativne stanice (DAUDI) medusobno se pomije$aju u razli¢itim
omjerima uz konacan broj ukupnih stanica, tako da omjer pozitivnih i negativnih stanica u smjesi varira od 0 do 100 %.

Alikvoti se bojaju prema gore navedenom postupku te se izacunava linearna regresija izmedu ocekivanih i o¢itanih vrijednosti.

Specifi€nost Linearna regresija Linearnost (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
OGRANICENJA

1. Protocna citometrija moze proizvesti pogresne rezultate ako citometar nije savrSeno poravnat, ako fluorescentna curenja nisu pravilno kompenzirana
i ako regije nisu paZljivo pozicionirane.

Pozeljno je koristiti tehniku za liziranje crvenih krvnih stanica s korakom ispiranja jer ovaj reagens nije optimiziran za tehniku liziranja "bez ispiranja”.
Tocéni i ponovljivi rezultati dobivat ¢e se sve dok se postupci izvode u skladu s tehni€kom broSurom i u skladu s dobrim laboratorijskim praksama.

Konjugirano antitijelo tog reagensa kalibrirano je tako da pruza najbolji omjer specifi€nog i nespecifi€énog signala. Zato je vazno pridrzavati se omjera
volumena reagensa i volumena uzorka prilikom svakog testiranja.

U sluéaju hiperleukocitoze razrijedite uzorak u PBS-u da biste dobili vrijednost od priblizno 5 x 10° leukocita/L (6).

6. Pri odredenim bolestima, kao $to je ozbiljno zatajenje bubrega ili hemoglobinopatije, liziranje eritrocita moze biti sporo, nepotpuno ili ¢ak i nemogucée.
U tom se slucaju prije bojenja preporucuje izoliranje jednojezgrenih stanica s pomoc¢u gradijenta gustoce (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.

Pojmovnik simbola

Pojmovnik simbola dostupan je na web-mjestu beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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Cneuundmkaunm
CneunduyHocTt CD4
KnoHuHr 13B8.2
Xubpvgoma NS1 x balb/c
VIMyHOreH Human thymocytes
VIMyHOrno6ynmH IgG1
Bug Muwka
[peuncreaHe AduHuTeTHa Xpomatorpadus
Pryopoxpom R Phycoerythrin (PE)
MornapHO CbOTHOLIEHUE PE /lg: 0,5-1,5
A Bb30OyxaaHe 488 nm
EMUCHOHEH NnK 575 nm
Bydep PBS pH 7,2 nntoc 2 mg/mL BSA 1 0,1 % NaN,

IO0Test
KoHrormpaHo aHTutano
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 mL, 20 ulL/tect
3a uH eUmpo ANarHoCTukKa

NMPEOHA3HAYEHUE

ToBa KOHIOrMpaHo ¢ hrlyopoXpoM aHTUTANO NO3BONABA UAEHTUMDMLMPaHE 1 M3bposiBaHe Ha KNeTbYHK nonynauuu, ekcnpecupalym CD4 aHTUreH B YOBELLIKM
6ronornyHn npobu vpes noyuntTomeTpus.

nPAHUMUN

To3n TecT ce Gasupa Ha CrnocoBHOCTTa Ha CneuUdUYHU MOHOKMOHANHW aHTUTena Aa Ce CBbp3BaT C aHTUIEHHW OETEPMUHAHTMW, EKCrpecupaHu ot
neBKoLMTUTE.

CneunduyHo ouBeTsiBaHe Ha NEBKOLMTUTE Ce U3BbpLUBA Ype3 MHKyOupaHe Ha npobGarta ¢ peakTuea IOTest. Crieq ToBa yepBeHUTE KPbBHU Tenua ce
OTCTPaHABAT Ypes NuanpaHe, a NeBKOLMTUTE, KOUTO He Ce MOBMUSABAT OT TO3M MPOLIEC, Ce aHanMaupar Ypea NoToUYHa LIMTOMETPUS.

MOTOYHMAT LMTOMETBD M3MepBa pasceiiBaHETO Ha CBETNMHaTa M (bryopecueHUMsTa Ha KneTkute. ToBa MpaBu Bb3MOXHO pasrpaHUYyaBaHeTo Ha
nonynaumsTa, KOsTo ce U3creaea, B €MEeKTPOHHUS NPo3opeL, AeduHMpaH Ha efHa XMcTorpama, KOsiTo Kopenupa ¢ opToroHanHarta audysus Ha ceeTnvHaTa
(cTpaHu4HO pa3sceiBaHe) M AUQY3UATa Ha TeCHObIb/IHA CBETNMHA (MPeaHo pasceriBaHe). [pyru xuctorpamu, KOMGMHMpalM OBa OT pasfvyHuTe
napaMeTpu Ha pasnoriokeHUe Ha LToMeTbpa, MoraT Aa GbaaT M3MNon3BaHu Kato OCHOBA B eTana Ha onpegersiHe Ha obrnacT 3a aHanus B 3aBUCUMOCT OT
NpUoXeHWeTo, n3bpaHo oT noTpebuTens.

dnyopecLeHUMsTa Ha pasrpaHUYeHNTE KNETKW Ce aHanuanpa, 3a Aa ce pasrpaHuyaT No3uTVBHO OLBETEHNUTE CbOWUTUS OT HeoLBETeHUTe TakuBa. Pesyntatute
ce n3passiBaT kaTo NPOLIEHT Ha NONOXWUTENHN CbOUTUSI BbB Bpb3Ka C BCUYKM CbOUTUS, NOMyYeHn OT onpeaensHeTo Ha obnacTTta 3a aHanus.

NMPUMEPU 3A KINTIMHWUYHU NPUNOXEHUA

To3n peakTuB No3BonsBa XapakTepusauusi Ha MMMAOLUTHUTE KneTbyHn nonynauum CD4+ npu Hapylwehnusa Ha nmyHHaTta cuctema: CIUH (1) n gpyra
MMYHHa HegoCTaTbYHOCT, aBTOMMYHHU HapyLlleHus (2), peakumm Ha CBPBbXYYBCTBUTENHOCT, BUPYCHU UH(EKLUM, Bb3CTAHOBSIBaHE Ha MMYyHHaTa peakuusi
cnep TpaHCMaHTaums Ha KOCTEH MO3bK u/unu opranu. [NpocneasiBaHe u onpegensiHe Ha heHoTuna Ha KneTbyHy nonynauun CD4+ (3) npu 3nokavecTeeHa
KpbBHa ONCKpa3usl KaTo NeBKeMUst U NMMAOMMU.

PEAKTUBU

KoHueHTpauus: Buxte KOHKpeTHUSA cepTudmKkaT 3a aHanu3 Ha agpec www.beckmancoulter.com.

NPEAYNPEXOEHUE U NPEONA3HU MEPKU
He nsnonseanTe peakTtuBa crnieq nsTv4aHe Ha Cpoka Ha rofHOCT.
He 3ampassasanTe.

OcTtaBete Ha cTanHa Temnepartypa (18-25°C) npeau ynotpeba.
MuHMMK3MparliTe n3naraHeTo Ha CBETNMHA.

N3bsreante MI/IKpO6HO 3aMbpcCaBaHe Ha peakTusuTte, B NPOTUBEH cnyqa|7| € Bb3MOXHO a ce nony4art norpeluHn pesyntaTtu.

I e o

C pa3TBopuTe Ha aHTUTENa, Cbabpkalum HaTpues asug (NaN;), Tps6ea aa ce paboTv BHMMaTenHo. He npuemaiite BbTPELLHO U M3BsArBaiiTe BCAKAKbLB
KOHTAKT C KoXaTa, nuraeuuara u odure.

B ponbnHeHve, B KMCENUHHA CpeAa HaTPUEBUST asng Moxe Aa obpasyBa MOTEHLMAanHO onacHata XuapasoeHa kucenuHa. Ako Ts TpsibBa aa ce
U3XBbPMNW, NPEnopbYBa ce peakTUBbLT Aa ce paspeau B ronsim obem Boaa, Npeau Aa ce uaree B ApeHaxHaTa cuctema, 3a Aa ce u3berHe HaTpynsaHeTo
Ha HaTpveB a3ug B MeTasiHuTe TpbOM 1 Aa ce NPefoTBPaTh PUCK OT EKCMo3us.

7. Bcunuky kpbBHM Npobu TpsibBa Aa ce cumTaT 3a NOTEeHLMANHo 3apasHu 1 ¢ Tax Tpsibea aa ce 6opaBu BHUMATENHO (MO-CNeLuanHto: HOCEeHE Ha 3aLlUnTHU
pbKkaBuumM, 06NeKNo u ounna).

Hukora He nuneTupanTe c ycta u n3bsreanTe BCAKaKbB KOHTAKT C KoXata, nuraBuumTe, oymTe n apexuTe.

EI'IpyBeTKI/ITe 3a KPpbB U MaTepuanuTe 3a eaHOoKpaTHa yn0Tpe6a, n3non3eaHu 3a 60paBeHe, Tpﬂ6Ba 0a ce U3XBbPIAT BbB BPEMEHHU KOHTENHEpW,
npeaHasHa4YyeHn 3a n3rapsHe.

10. PeaktvBuTe n otnagbuute Tpﬂ6Ba fAa 6baat €NMMUHNPaHN B CbOTBETCTBNE C MECTHUTE U3UCKBaHUA.

KNnACUonunAa HA OrNACHOCTUTE MO GHS

He e knacuduumpaH kato onaceH
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MHdopmaLMoHHUST nncT 3a 6e3onacHocT e HanmdeH Ha beckman.com/techdocs

CbXPAHEHUE U CTABUITHOCT
KoHtornpaHuTe TedHn hopmum Tpsabea Aa ce cbxpaHsisat npu 2 oo 8°C 1 ga He ce nanarat Ha CBeTNvHa Npeau 1 cnep oTBapsiHe Ha donakoHa.
CTtabunHocT Ha 3aTBOpPEeH OrTakoH: BVDKTE CPOKa Ha roAHOCT Ha dhnakoHa.

CTtabunHoCT Ha OTBOPEH hnakoH: peakTMBbT € cTabuneH 3a 180 aHu.

NPOBMU

BeHo3Ha kpbB TpsibBa Aa ce B3ema B CTEPUITHU enpyBeTKN, Cbabpxalum con EDTA kaTo aHTMKoarynaHT.

MpobuTe TpsbBa Aa 6bAaT CbxpaHsABaHW Npu cTarHa Temneparypa (18—25°C) n He Tpsbea Aa ce pasknawiart. MNpobuTe Tpabea Aa 6bAAT XOMoreH3npaHm
Yypes BHMMaTESIHO CMecBaHe, Npeau Aa ce B3eme npobara 3a TecTa.

MpobuTe Tpsbsa Aa 6bAaT aHanu3npaHu B paMkuTe Ha 24 Yaca OT BEHOMyHKTypaTa.

AAHHU 3A BJIOLLABAHE

Bcsika npomsiHa BbB (hM3NYECKUS M3TTES HA PeakTUBUTE MOXE [1a € NMpU3HaK 3a BriollaBaHe U peakTBbLT He TpsbBa Aa Gbae U3nonssaH.

B cnyqa|7| Ha BrioLaBaHe Ha onakoBKaTta Ui ako nonyvyeHuTe aHHU NoKa3BaT HAKakBa NpoMdaHa B pa60TaTa, MOJ1A, CBbpXeTe Ce C MECTHUA CU D,I/ICTpI/I6yTOp
Wnn 13nonseanTe cnegHus €NIeKTPOHEeH agpec:

CbAbPXAHUE

KoHcepBaHTBbT HaTpueB asua Moxe da obpasyBa eKCNio3MBHU CheAMHEHUS B METanHW OTBOAHUTENHM Tpbbonposoau. Bukrte BionetwHa Ha NIOSH:
Explosive Azide Hazard (BtonetvH Ha HaunoHanHust MHCTUTYT No 6e30NacHOCT M xurneHa Ha Tpyaa: OnacHOCT OT ekcnno3ust Ha a3uga) (16/8/76).

3a fa n3berHete Bb3MOXXHO HATPyNBaHe Ha asuaHW CbeVMHEeHUs, NPOMMBANTE KaHANM3aUMOHHUTE TPBOU C Bofda crnep U3XBbpIisiHeE HA HEPa3TBOPEH PEaKTUB.
M3XBbpnsHETO Ha HaTpueB a3ug TpsibBa Aa Gbfe B CbOTBETCTBME C MECTHUTE pasnopenov.

HEOBXOD,VIMVI MATEPUAIIN, KOUTO HE CA JOCTABEHU C KOMIMJIEKTA:
EnpyBeTku 3a npobu n matepmanu, Heobxoanmum 3a B3emMaHe Ha npobu.
*  ABTOMAaTW4HM NUMNETU C HAKpPaMHWULM 3a egHokpaTHa ynotpeba 3a 20, 100 n 500 pL.
*  nactmacoBu XeMOonu3Hu enpyBeTKy.
. PeakTvB 3a nu3uc Ha YepBEHU KPBBHM Terua C eTan Ha oTMuBaHe cneg nuauc. Hanpumep: Versalyse (Ped. A09777).
*  PeakTtuB 3a neskouuTHa dumkcaums. Hanpumep: [OTest 3 dumkenpawy pasteop (Ped. A07800).
*  wm3otunHa koHTpona PE : I0Test pearenT.(kat Ne A07796.).
*  bydep (PBS: 0,01 M HaTtpueB cocdat; 0,145 M HaTpues xnopua; pH 7,2).
. LleHTpodyrupanTe.
*  ABTOMaTtuyeH arutatop (TUn BOPTEKC).

. MoToueH LUNTOMETHP.

NPOLIEAYPA C PEAKTUB VERSALYSE

3ABEJIEXKA: Tlpoueayparta no-gony e BanugHa 3a cTaHgapTHW npunoxeHus. Obemwute Ha npobata u / unu Versalyse 3a Hsikou Beckman Coulter
NpUNoXeHUs MoraTt Aa ce pasnuyasat. B TakbB cnyyan cneapainTe ykasaHusTa oT TexHu4eckaTta bpoluypa Ha NpUnoXeHneTo.

3a BCeku aHanuavpaH Matepuar, OCBeH ernpyBeTka ¢ npobaTta ce nancksa egHa KOHTPOIHa enpyseTka, B KOSITO KINETKUTe ce cMecBat ¢ n3bpaHarta n3otunHa
koHTpona (Ref. A07796.).

1. [Oob6aeTte 20 oT cneumdnyHOTO KOHIOrMpaHo aHTUTsNo 3a |OTest KbM Besika TecToBa enpyBeTka 1 20 pL oT n3oTunHaTa KOHTpora KbM BCsika KOHTPOMHa
enpyBeTka.

[Ho6asete 100 pL ot npobara 3a n3cneaBaHe KbM 2-Te enpyBeTkn. BopTekcvpainiTe enpyBeTKMTe BHUMATENHO.
WHky6uparite 3a 15 o 20 MyHyTK Npu cTanHa Temnepatypa (18-25°C), kaTo npeanassaTe oT CBET/IMHA.

Cniep ToBa NM3nparitTe epuTpoLIMTUTE, ako e HeobxoarMo, KaTo criedBaTe NPenopbKUTE 3a U3NON3BaHWs NU3npall peareHT. Kato npumep, ako uckarte
Aa nanonaeate Versalyse (kat Ne AO9777), cnegpaiiTe 3a NpeAnoYnTaHe MHCTPYKLMMTE B NINCTOBKAaTa Mo npoleaypaTa “c e4HOBpeMeHHO hukcupaHe
“, KoATO ce cbcTom oT gobassHe Ha 1 mn Ha “Fix-and-Lyse” cmec, npurotBeHa HenocpeacTBeHO npean ynotpeba. BopTekcuparite BegHara 3a egHa
cekyHAa v nHkybuparite 10 MUHYTU Npu cTariHa Temneparypa, 3alnuTeHn oT cBeTnuHa. Ako npobaTa He Cbabpxa epuTpoLmnTH, ce AobassaTt 2 mL PBS.

LienTpodpyrupante 5 muHyTh npm 150 X g npu cTaiHa Temneparypa.
OTcTpaHeTe HagyTaevHaTa TEYHOCT Ypes3 acnupauusi.

Pa3TBopeTe OTHOBO kneTbyHaTa yTanka, kato usnonssate 3 mL PBS.
[NosToOpeTe cTbnka 5.

© © N oo

OTCTpaHeTe HagyTae4dyHaTa Te4HOCT 4Ypes acnmpauuma n pecycneH,quaﬁTe KneTb4yHaTa yTaVIKa C.

0,5 mL vnn 1 mL PBS nntoc 0,1 % dopmangexva, ako npenapatute Tpsibsa Aa 6baat cbxpaHsBaHu no-manko ot 24 yaca. (PBS ¢ 0,1 % dopmangexva
MOXe fia ce nonyyu 4ypes paspexaaHe Ha 12,5 pL 10Test 3 dumkempaly pa3teop (REF A07800) c koHueHTpaumsa 10X B 1 mL PBS).

0,5 mL unn 1 mL PBS 6e3 cdhopmangexua, ako npenapatuTe Lie 6baaT aHanmanpaHy B pamkuTe Ha 2 Yaca.

3abenexka: BbB BcuukM criyyam cbxpaHsiBanTe npenapartute npu temnepatypu mexay 2 u 8°C v 3almTeHn oT CBeTNnHa.

OYAKBAHU CTOMHOCTHU

Bcsika nabopatopusi TpsiGBa Aa CbCTaBM CMUCHK C pedpepeHTHN CTOMHOCTM Bb3 OCHOBA Ha rpyna OT 34paBu 4OHOPU OT MECTHOTO HacerneHue. MNpu Tosa
TpsiGBa a ce B3eMaT NpeaBuf Bb3pacT, Mo 1 eTHUYECKa rpyna, KakTo U BCAKAKBM APYrv NOTEHLUMANHN PerMoHanHu pasnmums.
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B HawuTe naGopaTtopum, npobu oT nepudepHa kpbe oT 50 3apaBm Bb3pacTHU Bsixa TPeTUpPaHu C onNMcaHusa no-rope peakTue. MonyyeHuTe pesyntatu 3a
6post Ha MOSIOXUTENHUTE 3a TO3M PeakTUB CbOMTUA, ca AaneHu B Tabnvuara no-aony:

JInmcouutn Bpow CpegHa (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
MoHounTn Bpon CpegHa (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

PABOTHU XAPAKTEPUCTUKU

[aHHuTe 3a pa60TaTa Ce nony4asat 4Ypes ropeonucaHaTa npoueaypa, KoaTo ce U3BbpLUBa Ha 24-4acoBW KPbBHU I'Ip06VI, npenBapuUTenHo B3eTU B CTEPUITHA
€npyBETKMN CbC CONN Ha eTuneHanaMmmHTeTpaoLeTHaTa KUCenmHa KaTto aHTUKoarynaHr. AHanus ce N3BbpLUBaA B paMKNTE Ha 2vacacneq MMYHOOLBETABAHETO.

CNEUMNDPUYHOCT

MoHoknoHanHoTo aHTuTano (mAb) 13B8.2 pasnosHaBa enuTon, pa3nonoxeH B Ig-nogobHus V1 panoH Ha CD4 aHTureH. MNpoyyBaHe Ha kapTaTta Ha enuTona
Ypes 13non3BaHe Ha MyTaLWn, HAaCOYEHN KbM U3BbH- LMTONNAa3MeHN PermoHy Ha MonekynaTa nokassart, Ye dukcupaHeto Ha mAb 13B8.2 ce nosnusiea camo,
Korato Mytauusita BbBnunya 88 u / unu 89 octatbk (4). Mab 13B8.2 nHxumbupa nH Butpo cdukcauusta Ha HIV-1. MAb13B8.2 e oTHeceHo kbM CD4 no Bpeme
Ha TpeTust HLDA CemuHap 3a YoBeLLKM NEBKOUMTHU AndepeHumnaLoHHn aHTureHn, nposegeH B Okcdpopa, AHrnus, npe3 1986 r. (WS kop: 501, pasgen T)

(5).
BbTPEJIABOPATOPHA Bb3MNMPOU3BOAUMOCT

B eavH v cblWwm AeH 1 13MON3Baiky €4WH U CbLUM rioyLMTOMETbP Gsixa N3BbpLUEHM 12 U3MepBaHUs Ha NPOLIEHTa Ha MNO3UTUBHU NPULENHN NMMAOLUTY B
KPBbB, B3eTa OT eAuH AoHop. lMonyyeHuTe pe3ynTtati ca 0606LeHn B crneqHaTa Tabnvua:

[MonoxuTenHa uen Bpow CpepnHa (%) SD CV (%)
Jlumcpoumntn CD4-PE + 12 37,84 0,80 2,1
JlnHenHocT

3a fa ce TecTBa NMHENHOCTTa Ha OLBETSBaHe OT TO3M peaKkTUB, NONoXuTenHa knetbyHa nuHusa ((HPBALL) ) n oTpuuatenHa knetbyHa nuHusa ((DAUDI))
6s1xa cMeceHV B pa3nnyHu NPOMopLMK C NOCTOSIHEH KpaeH Opoi Ha KneTkuTe, Taka Ye CbOTHOLLEHUETO NOMOXWTENHa NUHUS / HeraTuBHA NHKSA B cMecTa
Bapvpalue ot 0 go 100 %.

Cbuamepumun KonmyecTBa Bsixa OLBETEHM MO OnMcaHaTa Mo rope npoueaypa v Gelle M34ncneHa nNuHeHaTa perpecust Mexay ovaksaHWTe CTOMHOCTU U
HabnogaBaHeT! CTOMHOCTMU.

CneunduyHocT JlnHeviHa perpecusi JlnnerHocT (R2)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
OrPAHUYEHUA

1. ToToyHaTa UMTOMETPUA MOXe Aa Aafe HETOYHU pe3ynTtaTtn, ako UMTOMETbPBT HE € 6un ngeanHo npupaBHeH, ako Te4HoBe Ha cbnyopecueHu,Mﬂ He ca
ounu npaBuTHO KOMNEHCUpaHu NN ako permoHnTe He ca Ounun BHUMAaTENHO NO3NUNOHNPAHN.

2. 3a npegnouynTaHe e fa ce M3non3ea MeTod C IU3npaHe Ha epuTpounTM C NocneaBallo NPOMUBaHE, Thil KaTo TO3WU peakTMB He € ONTUMM3UPaH 3a
MeToga “nusmpaHe 6e3 mveHe “.

3. LUle 6baaT nonyYyeHn TOYHU 1 Bb3NPOU3BOAMMM Pe3ynTaTu, Npu YCroBUe, Ye U3Mon3BaHnTe NpoLeaypy ca B CbOTBETCTBUE C TEXHUYECKaTa NTIMCTOBKa
1 ca CbBMECTUMM ¢ Aobpute nabopaTtopHU NPaKkTUKK.

4. KOHIOrMpaHOTO aHTUTAIO Ha TO3M PeakTVB e kanmbpupaHo, 3a Aa ce 0Curypy Har-gobpoTo CbOTHOLLEHVE MeXAY cneumdunyeH curHan/HecneunduyeH
curHan. 3aToBa e BaXHO Aa ce NpuabpxaTe KbM CbOTHOLLEeHNEeTo 0bem Ha peakTnea/obem Ha npobaTta BbB BCEKW TECT.

B crniyuail Ha xuneprieBkoLMTO3a KpbBTa ce paspexaa B PBS, Taka ye aa ce nony4m CToiHOCT npubnuanTtenHo 5 x 10° neskouutu/L (6).

6. [lpu onpeneneHn GONECTHM CbCTOSIHWSA, HanNpuUMep Texka 6bOpeYHa HeJoCTaTbYHOCT UMK XEMOTTIOOMHONATUN, NIN3MPAHETO HA YEPBEHUTE KPBBHU
Tenua moxe Aga 6bae 6aBHO, HEMbIHO UMK 0PV HEBB3MOXHO. B T03M cnyyait ce npenopbyBa Aa ce U3onuMpaT MOHOHYKIeapHW KNeTKW, KaTo ce
usnonaea rpagueHT Ha nnbTHocTTa (Ficoll Hanpumep) npeawn ousetaBaHe (7).

BwxTe MpunoxeHWeTo 3a NpUMepU U CnpaBKu.

TbPIrOBCKU MAPKH

Beckman Coulter, cTnm3anpaHoTo noro n Mapkute Ha NnpogyktTute u ycnyrute Ha Beckman Coulter, npycbcTBaLLmM B TO3U OKYMEHT, Ca ThPrOBCKU MapKu Unm
permcTpupaHmn Tbproecku mapku Ha Beckman Coulter, Inc. 8 CAL v B apyrv gbpxasu.

Herer,a Ha cuMmBoOINuTe
PeyHuk Ha cumBonuTe e HannyeH Ha beckman.com/techdocs (Homep Ha gokymeHTa B60062)
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R
=M CD4
i 13B8.2
S NS1 x balb/c
SRR Human thymocytes
SRERKELQ 19G1
Mg NE
#i{t B H B AT R
ERER R Phycoerythrin (PE)
BEEXE PE/lg: 05-15
A E 488 nm
2 5T I8 575 nm
EEE PBS pH 7.2 /il 2 mg/mL BSA & 0.1% NaN,
I10Test
sEehnm
CD4-PE
A07751 100 X438 ; 2 mL, 20 uL/BIE
AR Wi 6E A
A&
ZEARREECNBAREBANMERMEABEYREFRE CD4 NEMNMREETEENGTE.
5§

AARNERTARENERNBRESHANRKRAZRFERERNES .
BlIOTest ABISERERIE  HAMKETHENRE, REUABEAZRAOE  MAORFZLHBRFHE  YWEBRIMRE D TERETON.

RAARE D &R BN LBHNE L. ERTURAEESFELERNETFEOXNNBRHE  BEXETUEBLNERES (AEARS , B1SS)
MEAXNBH (AAAKS , BFS). BRINESLTAZEEMETESBNEMELSE  TARXFEERR  EEURREAEFMENEA.

ARTEIBHRCEHNRREENS  HEEMARNEXETT N, BRETABESHEERBRMSLBEHANEI .

R PR 18 A 9 Bl

EBZAB T LS E R ERBRATH CD4+ MEMAE - ADS (1) REMGERE, BRARKE (2). BHRE, FERR. BHEN/AFEBHELRN
RERERE. BEMEMERT (HIWEMHEMNMEE ) i) CD4+ MRS 3) ETERMERE S,

8-
BE  EEERLABESNESE , &S www.beckmancoulter.com,
EEMAEREK

1. BOERBHAHE,

2. YIABFR,

3. AW, FEHREZER (18~25°C).

4. BEESBEXELS.

5. BEAHRBSIMENSE, FATHEEHRAERER.

6. EEBAEH (NaN,) WREAREEERE, BTAR , UBREBRE. FENRE,

A, ERENES  BRCATEREREERENEAR., AREHHETREE  EREABAASKRRIAUAEEKHE  BEEAL
WETBEETREALERFRE

FANABRBLARAEAECERY  AEX4E MM EE (BLFBHETFE, HERKNEES ) .
PNRAERRK , WESRBEBRLE, FHEMNRE.

. AREENMAREN AU HERARCERNERARTEES.

10. FERIRE it ERBEREHMBERY.

GHS &4 %
AEREAEGKRYE

ZeMHERKREHMN beckman.com/techdocs
FRANEBEM
ERREMN%  FARBLEERE 2-8°C NIEHETAEBR X,

ARAHABBHBEY  F2REINERH.
RRRREN  HEREMTHE 180 X,
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BX

BROLAAEARIAEHN , LBEEET S5 EDTA HEATURA.

BEEFRETR (18~25°C) , EFBER. HANE BB K EEREEEED  F25991t.
WA AEBRER R 24 PRAETHN.

SENRIER
SBEAENEMSCRTITHRRESE  RUTEFSAXRE.
MESRHBEBREIMESERERELENE , FHECEHNCEEMAER T EFE 4 it | immuno-techsup@beckmancoulter.com

AEN

BRI EB MRS ESBHOKREEPERGRIESEILEY. 2B NIOSH Bulletin : Explosive Azide Hazard ( R BELYRE ) (76/8/16).
ABLEBRLCEYTRER , ERAFBOHEBERBAKI RS KE, PAKREREREZRERBRALH,

a’ﬁlé*ﬁﬁiLﬁﬂ%Eﬂgﬁﬁ
EESESERERENTH.
#ATHRE 20, 100 F 500 uL —x MR EMN B BHBES.
- BBANHRE.
c FARBHBRBBRBENLMIRAMRIE. 24 : VersaLyse (B& A09777).
FmBREESEE . 244 : 10Test 3 BIEK (22Z A07800),
FERE#E R PE : I0Test 38 (REF A07796).

+  {REE (PBS:0.01MBiESk ; 0.145 M E{LE ; pH7.2) .
. BV,
BHEERES (BRR ).
RN D TERS
{ifﬂ VERSALYSE RBMNEFRF

FECUTEFUEXEREN. RERRSERSEANKEAN/HN Versalyse BETRERR, MRHBEERER , FEREAZMNFMENRHA.
HRESFNEERE  REALEN  EFEFEA—EERREE  WEETBEEMRRERREEESR (REF A07796).
1. EEEREFRM20 UL HE K OTest EENE  YnESEERSEEPRM20 L BREE SR,
BB E RN 100 uL MAHE., ERERIRSHE.
FEEIB (18~25°C) T3 K /R FE 15~20 2 88 .

REGEREABERAEE  SOMRRE (NMELE ), flW, HEEMEA Versalyse (REFA09777) , F2ERAE , RERBREA "ARKE
ﬁfﬁug&gﬁiﬁz E%Eﬁﬁj}uﬁ"h;ﬂﬁﬂﬁ 1mL TEEMRE, BEYW. LAEBRE-—¥ YEZTBREETEEEFT105E. EREPFES
i X, TAA 2 mL BY PBS,

EEBTH150x g BED 5 5,

B EER.

£/ 3 mL PBS EFBTMEE LR,

EEE 5D,

BB EBFRABRBUTHANEFR R ZARELR

0.5mL =% 1 mL PBS $10.1% B , ZEREHTE 24 /B, ( TEBE 1 mL PBS HHE 10X BEM 12.5 L 10Test 3 B & (REFA07800) &
HE 0.1% FEM PBS ) .

EREMSE 2 MERIHN , EH 0.5mL 3 1 mLPBS (ERE) .
HOEMBERERT , SREE 2-8°C #ARE.

mlE

gi%i%ﬁﬁﬂ—ﬁ%%ﬁ%% SEEREREHHBN —ARRREL. RRBZEFTESLAZEFER, 5. REUARTAHMETNG

ERMWERES  RALREBEE S0 ERERANSMRE, FAXEHETEEERSHFHEIANBERNTRAR :

Eal

© © N o o

3k B 3R HE FHE (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 55.91 10.82 19.4
3 HE FHE (%) SD CV (%)
CD4-PE+ 50 90.86 4.97 547

=3 2
HRHRETRERE (SHEDTAEERAREE ) PE 24 PRNMARE  EALEAEEINEFERTHEER, E2ERCEN 2 MERETS

o
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=
E#RHER (mAb) 13B8.2 AT BIMI R CD4 UENRERBELR VI EWRMN, EARELD FHRENENRBETHRVEBMERN , AEERESR

88 A/ 89 BEM K mAb 13B8.2 WEIE T B2 E S (4). MAD 13B8.2 P4l HIV-1 (EBABE. %= 1986 FRREERBITH 3d HLDA Workshop on
Human Leucocyte Differentiation Antigens ( 58 3 J& HLDA A BMRE S LRRER ) ( §EREE : 501, TE5 ) £, # MAb13B8.2 §EEI CD4 H (5).

EREABRM
ER—XFEAR-— RIS MEHGHEENREESLET 12 XEE. MEBERNTRAR :
AR HE FEHE (%) SD CV (%)
W E 4l +CD4-PE 12 37.84 0.80 2.1
R

5T H E'J'ﬁ‘nfmlﬂ'bﬁ@%?ﬁ TSR B (HPBALL) S2f& M ARFE#K (DAUDI) AFREMLLAES (ZKRNMERHEETE )  EESYWNBEMERK/ Y
MRk REER 0 B 100%0

RELRBRFHERBETRE  YHEHLEEBAEIHANREES,

= R R Bt (R
CD4-PE Y=1X-0.38 0.9998

R 75 ok

1. RAMESTEFETIREATTRELERER MRS TESFSAERRE. EXRFRERME, HEERHLRFHEEL.

2. RERATHRSBNAMRRES L RXSETRE TEEK B EZPREHRERR.

3. BEREMFMRAMBRARELERERERERERE EFUSIERATEENER,

4. HEBNBARBERBRE , ARHBENBREAR/FEFREARLR, Bt EERAUETETHABE/ MBRELRFEER,

5. MRAMMKIBL , L PBS PHREMRK , RAMBBENS 5x 10° BIL (6).

6. Eﬁi%ﬁiﬁ meRRSLEEERARET , InRABRTREBERE. Txe , EEELAH., EEEERT EBERCHNEAEER

B (BIMRENE ) 2 BBELX (7).
F2RMEUAERBHNBZE R,

[E
Beckman Coulter, #RRAZARM A% 8 WA ANERARBRLLLEL R EMAHERL TEZENLLARNHRRTHER.
NRER

IR EERTFEZ RE : beckman.com/techdocs ( X ##m 8% B60062 )
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Specificatii
Specificitate CD4
Clond 13B8.2
Hibridom NS1 x balb/c
Imunogen Human thymocytes
Imunoglobulind 1gG1
Specie Soarece
Purificare Cromatografia de afinitate
Fluorocrom R Phycoerythrin (PE)
Raport molar PE/Ig: 0,5 - 1,5
Excitare A 488 nm
Varful de emisie 575 nm
Solutie tampon PBS pH 7,2 plus 2 mg/ml BSA si 0,1% NaN;
IO0Test
Anticorp conjugat
CD4-PE

A07751 100 de teste; 2 ml, 20 pl/test
Pentru diagnosticare in vitro

UTILIZARE PREVAZUTA

Acesti anticorpi conjugati cu fluorocrom permit identificarea si enumerarea populatiilor celulare care exprima antigenul CD4 prezent in probele biologice umane cu
ajutorul citometriei in flux.

PRINCIPIU

Acest test se bazeazd pe abilitatea anticorpilor monoclonali specifici de a se lega de determinantii antigenici exprimati de leucocite.

Colorarea specifica a leucocitelor este efectuatd prin incubarea probei cu reactivul 10Test. Eritrocitele sunt ulterior indepartate prin lizd, iar leucocitele, care nu sunt
afectate de acest proces, sunt analizate prin citometrie in flux.

Citometrul in flux masoard difuzia luminii si fluorescenta celulelor. Acesta face posibila delimitarea populatiilor de interes in fereastra electronica definita pe
o histogramd, care coreleaza difuzia ortogonald a luminii (Dispersia perpendiculard sau SS — Side Scatter) si difuzia luminii sub un unghi ascutit (Dispersia pe directia
fnainte sau FS — Forward Scatter). Alte histograme care combind doi dintre parametrii diferiti disponibili pe citometru pot fi utilizate ca suporturi in faza de stabilire
a portilor (gating) in functie de aplicatia aleasd de catre utilizator.

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.

EXEMPLE DE UTILIZARI CLINICE

Acest reactiv permite caracterizarea populatiilor de celule limfocitice CD4+ in bolile sistemului imunitar: SIDA (1) si alte deficiente imunitare, boli autoimune (2),
reactii de hipersensibilitate, infectii virale, restaurarea raspunsului imun dupa transplantul de maduva si/sau organ. Urmarirea si fenotiparea populatiilor de celule
CD4+ (3) in discraziile maligne de sange cum ar fi leucemii si limfoame.

REACTIVI

Concentratie: a se vedea certificatul de analizd specific lotului la adresa www.beckmancoulter.com.

AVERTIZARI S| MASURI DE PRECAUTIE
1. Nu utilizati reactivul dupd data expirarii.
Nu congelati.
Tnainte de utilizare, l3sati reactivul si ajung la temperatura camerei (18-25°C).
Reduceti la minimum expunerea la lumina.

Evitati contaminarea microbiana a reactivilor. Tn caz contrar, se pot obtine rezultate false.

AN A S

Solutiile de anticorpi care contin azida de sodiu (NaNs) trebuie manipulate cu atentie. A nu se ingera si a se evita contactul cu pielea, mucoasele si ochii.

n plus, intr-un mediu acid, azida de sodiu poate forma acid hidrazoic, un compus potential periculos. Dacé este necesara eliminarea reactivului, se recomanda
ca acesta sa fie diluat intr-un volum mare de apa Tnainte de a fi varsat in sistemul de canalizare pentru a evita acumularea de azidd 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 niciodatd cu gura si evitati contactul probelor cu pielea, mucoasele si ochii.
Eprubetele pentru sange 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 N SISTEMUL GHS

Nu este clasificat ca periculos

Fisa tehnica de securitate este disponibila la beckman.com/techdocs
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DEPOZITAREA SI STABILITATEA
Tnainte si dupd desigilarea fiolei, formele lichide de conjugat trebuie pastrate la temperaturi cuprinse intre 2 si 8°C intr-un loc ferit de lumina.
Stabilitatea fiolei sigilate: consultati data expirarii de pe fiola.

Stabilitatea fiolei desigilate: reactivul este stabil timp de 180 (de) zile.

PROBE
Sangele venos trebuie recoltat utilizind eprubete sterile care contin o sare de EDTA drept anticoagulant.

Se recomanda pastrarea probelor la temperatura camerei (18-25°C). Acestea nu se vor scutura. Se recomandd omogenizarea probelor prin agitare usoara inainte de
recoltarea probei de test.

Proba trebuie analizatd in decurs de 24 de ore de la punctia venoasa.

DOVADA DE DETERIORARE
Orice modificare a aspectului fizic al reactivilor poate indica degradarea. in acest caz, nu se recomanda utilizarea reactivului.

n cazul in care ambalajul este deteriorat sau datele obtinute indicd unele modificiri ale performantei, contactati distribuitorul local sau utilizati urméatoarea adresa
de e-mail: immuno-techsup@beckmancoulter.com

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 azidd, spalati cu apa conductele pentru evacuarea deseurilor dupa eliminarea reactivului nediluat. Eliminarea azidei
de sodiu trebuie realizata in conformitate cu reglementdrile locale aplicabile.

MATERIALE NECESARE, DAR NEFURNIZATE CU SETUL:
e  Eprubete pentru probe si materiale necesare pentru prelevarea probelor.
e  Pipete automate cu varfuri de unica folosinta pentru 20, 100 si 500 pl.
. Eprubete din plastic pentru hemoliza.
e Reactiv de liza a eritrocitelor cu faza de spdlare dupa liza. De exemplu: Versalyse (ref. A09777).
*  Reactiv de fixare a leucocitelor. De exemplu: Solutie de fixare |0OTest 3 (ref. A07800).
e  Ser de control izotipic PE: reactiv |IOTest (REF A07796)
. Solutie tampon (PBS: 0,01 mol de fosfat de sodiu; 0,145 mol de clorurd de sodiu; pH 7,2).
e Centrifugati.
e  Agitator automat (tip Vortex).

e  Citometru de flux.

PROCEDURA CU REACTIVUL VERSALYSE

Observatie: procedura de mai jos este valabild pentru aplicatii standard. Volumele de probe si/sau Versalyse pentru anumite aplicatii Beckman Coulter pot fi diferite.
Intr-un astfel de caz, urmati instructiunile din prospect tehnic al aplicatiei.

Pentru fiecare proba analizata, in afara de eprubeta de testare, este necesara o eprubeta de control in care celulele sunt amestecate in prezenta serului de control
izotipic (REF A07796).

1. Tn fiecare eprubetd, adiugati 20 pl de anticorpi conjugati I0Test specifici si 20 ul de ser de control izotipic in fiecare eprubeti de ser de control.
2. Addugati 100 pl de proba de test in ambele eprubete. Amestecati cu grijd eprubetele in agitatorul vortex.

3. Incubati timp de 15-20 de minute la temperatura camerei (18-25°C) intr-un loc ferit de lumina.
4

De exemplu, daca doriti sa utilizati Versalyse (REF A09777), consultati prospectul si urmati, de preferat, procedura denumita ,cu fixare concomitentad”, care
consta in addugarea a 1 ml de amestec ,Fixare si lizd” preparat extemporaneu. Amestecati imediat in agitatorul vortex timp de o secundad si incubati timp de
10 minute la temperatura camerei, intr-un loc ferit de lumind. In cazul in care proba nu contine celule rosii, se adauga 2 ml de PBS.

Centrifugati timp de 5 minute la 150 x g la temperatura camerei.
indepértati supernatantul prin aspirare.
Resuspendati peleta de celule utilizdnd 3 ml de PBS.

Repetati pasul 5.

L X N o v

Tndepartati supernatantul prin aspirare si resuspendati peleta de celule utilizand:

0,5 ml sau 1 ml de PBS plus 0,1% formaldehida dacd preparatele trebuie pastrate mai putin de 24 ore. (O solutie PBS cu 0,1% formaldehida poate fi obtinuta
prin diluarea unei cantitati de 12,5 ul de solutie de fixare 10Test 3 (REF A07800) la concentratia de 10X in 1 ml de PBS).

0,5 ml sau 1 ml de PBS fara formaldehida, daca preparatele trebuie analizate in decurs de 2 (de) ore.

Observatie: Tn toate cazurile, pastrati preparatele la temperaturi cuprinse intre 2 si 8°C, in locuri ferite de lumina.

VALORI PRECONIZATE

Fiecare laborator trebuie sd alcatuiasca o lista de valori de referintd pe baza unui grup de donatori sanatosi din populatia locald. Acest lucru trebuie realizat prin
luarea in considerare a varstei, sexului si grupului etnic, precum si a oricarei alte posibile diferente regionale.

Tn laboratoarele noastre, probele de sange integral de la 50 adulti san&tosi au fost tratate utilizandu-se reactivul descris mai sus. Rezultatele obtinute pentru numarul
de evenimente pozitive de interes cu acest reactiv sunt date in tabelele de mai jos:

Limfocite Numar Medie (%) SD (deviatie standard) CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
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Monocite Numér Medie (%) SD (deviatie standard) CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
PERFORMANTA

Datele de performantd se obtin folosindu-se procedeul descris mai sus pe probe de sdnge vechi 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.

SPECIFICITATE

Anticorpul monoclonal (mAb) 13B8.2 recunoaste un epitop situat in regiunea V1 de tip Ig din antigenul CD4. Un studiu al hartii epitopice utilizdnd mutatii care
urmaresc regiuni extra-citoplasmice ale moleculei a demonstrat ca fixarea mAb 13B8.2 a fost afectatd numai atunci cdnd mutatia implica reziduuri 88 si/sau 89 (4).
MAb 13B8.2 impiedica fixarea in vitro a HIV-1. MAb13B8.2 a fost asociat cu CD4 cu ocazia celui de-al treilea simpozion international consacrat antigenilor umani
de diferentiere a leucocitelor (3rd HLDA Workshop on Human Leucocyte Differentiation Antigens), desfdsurat la Oxford, in Marea Britanie, in 1986 (cod WS: 501,
sectiunea: T) (5).

REPRODUCTIBILITATE INTRALABORATOR

n aceeasi zi si utilizdndu-se acelasi citometru, au fost efectuate 12 masuritori ale procentajului de colorare a unei tinte pozitive. Rezultatele obtinute sunt prezentate
in tabelul urmator:

Tinta pozitivd

Numar

Medie (%)

SD (deviatie standard)

CV_ (%)

Limfocite +CD4-PE

12

37,84

0,80

2,1

Liniaritate

Pentru a testa liniaritatea colorarii acestui reactiv, au fost mixate o linie pozitivda de celule (HPBALL) si o linie negativa de celule (DAUDI) in diverse proportii cu un
numar final constant de celule astfel incat raportul dintre linia pozitiva si cea negativa de celule sa fie cuprins intre 0% si 100%.

Partile alicote au fost colorate utilizdndu-se procedura descrisa mai sus si s-a calculat regresia liniard intre valorile asteptate si valorile observate.

Specificitate Regresie liniard Liniaritate (R?)
CD4-PE Y =1X-0,38 0,9998

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. Este de preferat sa se utilizeze o tehnica de lizd a eritrocitelor (RBC) cu o etapa de spalare, deoarece acest reactiv nu a fost optimizat pentru tehnici de liza
,fara spalare”.

3. Se vor obtine rezultate corecte si reproductibile daca procedurile utilizate respecta prospectul tehnic si bunele practici de laborator.

4.  Anticorpul conjugat din acest reactiv este calibrat astfel incat sa ofere cel mai bun raport semnal specific/semnal nespecific. Prin urmare, este important ca
la fiecare test s3 se respecte raportul volum de reactiv/volum de proba.

5. 1n cazul unei hiperleucocitoze, diluati sangele in PBS astfel incat si obtineti o valoare de aproximativ 5 x 10° leucocite/| (6).

6. Tn anumite stiri patologice, cum ar fi insuficienta renald severd sau hemoglobinopatiile, liza eritrocitelor poate fi lents, incompletd sau chiar imposibild. Tn
acest caz, se recomanda izolarea celulelor mononucleare cu ajutorul unui gradient de densitate (de exemplu, Ficoll), inainte de colorare (7).

Consultati Anexa pentru exemple si referinte.

MARCI COMERCIALE

Beckman Coulter, logoul stilizat si madrcile 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.

Cheie simboluri

Glosarul de simboluri este disponibil la beckman.com/techdocs (numar document B60062)
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Specifikacije
Specifi€nost CD4
Klon 13B8.2
Hibridom NS1 x balb/c
Imunogen Human thymocytes
Imunoglobulin IgG1
Vrste Mis
PreciS¢avanje Afinitetna hromatografija
Fluorohrom R Phycoerythrin (PE)
Molarni odnos PE/lg: 0,5-1,5
A ekscitacija 488 nm
Vr§na vrednost emisije 575 nm
Pufer PBS pH 7,2 plus 2 mg/ml BSA i 0,1% NaN;
IO0Test
Konjugovano antitelo
CD4-PE

A07751 100 tests; 2 ml, 20 pl/testu

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu

NAMENA

Ovo fluorohromno-konjugovano antitelo omogucava identifikaciju i numeraciju populacije ¢éelija izrazavaju¢i CD4 prisustvo antigena u ljudskim bioloskim
uzorcima pomocu proto¢ne citometrije.

PRINCIP

Ovaj test se zasniva na sposobnosti odredenih monoklonskih antitela da se vezu za antigenske determinante eksprimirane leukocitima.

Specifi€no bojenje leukocita se obavlja inkubiranjem uzorka sa reagensom |OTest. Eritrociti se zatim uklanjaju liziranjem, a leukociti, na koje ovaj proces ne
utice, analiziraju se proto€nom citometrijom.

Proto¢ni citometar meri difuziju svetlosti i fluorescenciju ¢elija. On omogucava razgrani¢enje 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 ¢&elija 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.

PRIMERI KLINICKIH PRIMENA

Ovaj reagens dozvoljava karakterizaciju ¢elijskih populacija CD4+ limfocita u poremec¢ajima imunog sistema: AIDS (1) i drugi imunoloski defekti, autoimuni
poremecaiji (2), hipersenzitivne reakcije, virusne infekcije, obnavljanje imunog odgovora nakon transplantacije kostane srzii/iliorgana. Praéenje i fenotipizacija
celijskih populacija CD4+ limfocita (3) u malignim krvnim diskrazijama kao $to su leukemije i limfomi.

REAGENSI

Koncentracija: Pogledajte Sertifikat analize specifi€an za ovu seriju na www.beckmancoulter.com.

UPOZORENJE | MERE OPREZA

Ne Koristite reagense nakon isteka roka trajanja.

Ne zamrzavajte.

Pre upotrebe sacekajte da se priblizi sobnoj temperaturi (18-25°C).

Izbegavati izloZenost svetlosti.

Sprecite mikrobsku kontaminaciju reagenasa ili se mogu javiti netacni rezultati.

S

Rastvorima antitela koji sadrze natrijum azid (NaN3) treba pazljivo rukovati. Ne uzimajte interno i izbegavajte 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 odlozi u otpad, preporucuje
se da se reagens razblazi u velikoj zapremini vode pre sipanja u sistem kanalizacije kako bi se izbeglo taloZzenje 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, odeée i zastitnih
naocara).

8. Nikada ne izvlacite ustima i izbegavajte svaki kontakt uzoraka sa kozom, sluzokozom i o¢ima.
9. Epruvete za uzorak krvi i potro$ni 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

Nije klasifikovano kao opasno

Bezbednosni list je dostupan na adresi beckman.com/techdocs
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SKLADISTENJE | STABILNOST

Konjugovani te¢ni oblici se moraju €uvati na temperaturi izmedu 2 i 8°C i zasticeni od svetla, pre i nakon otvaranja bocice.
Stabilnost zatvorene bocice: pogledajte rok trajanja na bogici.

Stabilnost otvorene bocice: reagens je stabilan 180 dan(a).

UZORCI

Uzorci iz venske krvi moraju se uzimati sterilnim epruvetama koje sadrze EDTA so kao antikoagulans.

Uzorke treba Cuvati na sobnoj temperaturi (18-25°C) i ne tresti. Uzorke treba pre uzimanja uzorka za testiranje homogenizovati blagim meSanjem.
Uzorci se moraju analizirati u roku od 24 sati od venepunkcije.

DOKAZI POGORSANJA

Bilo koja promena u fizickom izgledu reagensa moze ukazivati na pogorSanje i reagens ne treba koristiti.

U slucaju dotrajalosti/pogorsanja stanja pakovanja ili ako dobijeni podaci ukazuju na promenu ucinka, kontaktirajte svog lokalnog prodavca ili koristite slede¢u
adresu e-poste:

SADRZAJ

Konzervans sa natrijum azidom moze 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 moguce taloZenje jedinjenja azida, isperite cevi za otpad vodom nakon odlaganja u otpad nerazblazenog reagensa. Odlaganje u otpad
natrijum azida mora biti u skladu sa odgovarajuéim 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 20 100 pl i 500 pl.
*  Plasti¢ne epruvete za hemolizu.
* Reagens za liziranje eritrocita sa fazom ispiranja nakon liziranja. Na primer: VersalLyse (referentni broj A09777).
* Reagens za fiksiranje leukocita. Na primer: IOTest 3 fiksativni rastvor (referentni broj A07800).
*  |zotipska kontrola PE: |I0Test reagens (REF A07796).
. Pufer (PBS: 0,01 M natrijum-fosfat; 0,145 M natrijum-hlorid; pH 7,2).
+  Centrifuga.
*  Automatska mesalica (vrtloznog tipa).
*  Protocni citometar.

POSTUPAK SA VERSALYSE REAGENSOM

Napomena: Postupak naveden u nastavku vazi za standardne primene. Zapremine uzorka i/ili VersaLyse reagensa za odredene Beckman Coulter primene
se mogu razlikovati. U tom slu€aju, pratite instrukcije na tehni¢kom uputstvu za primenu.

Za svaki analiziran uzorak je pored epruvete za testiranje potrebna i jedna kontrolna epruveta za uzorak u kojoj se ¢elije meSaju u prisustvu izotipske kontrole
(REF A07796.).

1. Dodajte 20 ul specifi¢nih I0Test konjugovanih antitela svakoj probnoj epruveti, i 20 pl izotipske kontrole svakoj kontrolnoj epruveti.
2. Dodajte 100 pl uzorka za testiranje u obe epruvete za uzorak. PaZljivo izmeSajte epruvete za uzorak u vrtloZnoj mesalici.

3. Inkubirajte 15 do 20 minuta na sobnoj temperaturi (18-25°C), zasti¢eno od svetlosti.
4

Zatim izvrSite liziranje crvenih krvnih celija prateci preporuke za koriSéeni reagens za liziranje, ukoliko je to potrebno. Na primer, ako Zelite da
koristite VersaLyse (REF A09777) pogledajte uputstvo i po moguénosti sledite postupak pod nazivom ,uz istovremeno fiksiranje®, koji se sastoji od
dodavanja 1 ml ,Fix-and-Lyse* smeSe pripremljene na licu mesta. Odmah izmeSajte u vrtloznoj mesSalici jednu sekundu i inkubirajte 10 minuta na
sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti. Ako uzorak ne sadrZi crvene krvne ¢elije, dodajte 2 ml PBS-a.

Centrifugirajte 5 minuta na 150 x g na sobnoj temperaturi.
Uklonite supernatant aspiracijom.

Ponovo suspendujte talog c¢elija u 3 ml PBS-a.

Ponovite korak 5.

© © N o o»

Aspiracijom uklonite supernatant i ponovo suspendujte talog celija u:

0,5 mlili 1 ml PBS-a plus 0,1% formaldehida, ako ¢e se preparati uvati krace od 24 sati. (PBS sa 0,1% formaldehida se moze dobiti razredivanjem
12,5 pl 10Test 3 fiksativnog rastvora (REF A07800) sa njegovom 10X koncentracijom u 1 ml PBS-a).

0,5 ml ili 1 ml PBS-a bez formaldehida ako ¢e se preparati analizirati u roku od ovog broja sati — 2.
Napomena: U svim slu€ajevima preparate ¢uvajte na temperaturi izmedu 2°C i 8°C i zasti¢ene od svetlosti.

OCEKIVANE VREDNOSTI

Svaka laboratorija mora sastaviti listu referentnih vrednosti zasnovanih na grupi zdravih donora iz lokalne populacije. To se mora obaviti uzimajuci u obzir
starost, pol i etnicku grupu, kao i bilo koje druge moguce regionalne razlike.

U nasim laboratorijama, uzorci pune krvi 50 zdravih odraslih osoba su tretirani pomoc¢u prethodno opisanog reagensa. Rezultati dobijeni za broj pozitivnih
dogadaja od interesa sa ovim reagensom navedeni su u tabelama u nastavku:
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Limfociti Broj Srednja vrednost (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4

Monociti Broj Srednja vrednost (%) SD CV (%)

CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
PERFORMANSE

Podaci o delovanju dobijeni su pomoc¢u prethodno opisanog postupka na 24 sata starim uzorcima krvi koji su prethodno prikupljeni sterilnim epruvetama za
uzorke sa EDTA solju kao antikoagulansom. Analiza se vr$i u roku od 2 sata od imunobojenja.

SPECIFICNOST

Monoklonalno antitelo (mAb) 13B8.2 prepoznaje epitop koji se nalazi na Ig-sli¢nom V1 regionu CD4 antigena. Studija epitopske mape, koja koristi mutacije
usmerene na ekstra-citoplazmiéne regione molekula pokazala je da je uticaj na fiksiranje mAb 13B8.2 postojao tek kada je mutacija ukljucivala 88 i/ili 89
ostataka (4). MAb 13B8.2 inhibira ,in vitro* fiksiranje HIV-1. MAb13B8.2 je pridruzen CD4 tokom radionice ,3rd HLDA Workshop on Human Leucocyte
Differentiation Antigens” (Tre¢a HLDA konferencija o ljudskim antigenima leukocitne diferencijacije), koja je odrzana u Oksfordu, u Engleskoj, 1986. godine
(Kod WS: 501, Odeljak: T) (5).

MEDULABORATORIJSKA REPRODUKTIVNOST

Istog dana i upotrebom istog citometra, izvrSena su 12 merenja procenta bojenja pozitivnog cilja. Dobijeni rezultati su dati u sledecoj tabeli:

Pozitivan cilj Broj Srednja vrednost (%) SD CV (%)
Limfociti +CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1
Linearnost

Da bi se testirala linearnost bojenja ovog reagensa, pozitivna ¢éelijska linija (HPBALL) i negativna ¢elijska linija (DAUDI) su meSane u razli€itim proporcijama
sa konstantnim konac¢nim brojem ¢elija, tako da se odnos pozitivne ¢elijske linije i negativne ¢elijske linije u mesavini kretao od 0 do 100%.

Alikvoti su obojeni pomocu prethodno opisanog postupka i izraunata je linearna regresija izmedu o¢ekivanih vrednosti i dobijenih vrednosti.

Specifi€nost Linearna regresija Linearnost (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998
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.

Pozeljno je da koristite tehniku RBC lize sa korakom za ispiranje jer ovaj reagens nije optimizovan za tehniku lize ,bez ispiranja*“.

3. Tacni i ponovljivi rezultati ¢e se dobijati sve dok su kori$¢eni postupci u skladu sa listom sa tehni¢kim podacima i postupci kompatibilni sa smernicama
dobre laboratorijske prakse.

4. Konjugovano antitelo ovog reagensa je kalibrisano tako da ponudi najbolji odnos specifiénog i nespecificnog signala. Prema tome, vazno je u svakom
testu koristiti utvrdeni odnos zapremine reagensa i zapremine uzorka.

U sluéaju hiperleukocitoze, razredite krv u PBS-u kako biste dobili vrednost od priblizno 5 x 10° leukocita/l (6).

U odredenim stanjima bolesti, kao $to su teSka bubrezna insuficijencija ili hemoglobinopatije, liziranje eritrocita moze biti sporo, nepotpuno ili ¢ak
nemoguce. U tom sluéaju 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 Zzigovi kompanije
Beckman Coulter, Inc. u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i drugim zemljama.

Klju€ za simbole
Recnik simbola je dostupan na adresi beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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Specifikacijas

Specifika CD4

Klons 13B8.2

Hibridoma NS1 x balb/c
Imunogéns Human thymocytes
Iminglobulins 1gG1

Suga Pele

Attirisana Afinitates hromatografija

Fluorohroms

R Phycoerythrin (PE)

Molara attieciba

PE/lg: 0,5 - 1,5

A ierosme

488 nm

Izstarojuma lielaka vértiba

575 nm

Buferskidums

PBS pH 7,2 ar 2 mg/ml BSA un 0,1 % NaN;

I0Test

Konjugéeta antiviela

CD4-PE

A07751 100 testi; 2 ml, 20 pl uz testu

In vitro diagnostikas lietosanai

PAREDZETA LIETOSANA

Ar fluorohromu saistita antiviela nodrosina tadu Stinu populaciju noteiksanu un aprékinasanu, kam ir CD4 antigéna ekspresija un kas ir cilvéka biologiskajos paraugos,
izmantojot plismas citometriju.

PRINCIPS
Si testa pamata ir specifisku monoklonalu antivielu spéja saistities ar leikocitu izdalitam antigénu determinantém.

Leikocitu specifiska iekrasosana tiek veikta, inkubé&jot paraugu ar 10Test reagentu. P&c tam eritrociti tiek atdaliti lizéSanas procesa, un leikociti, ko Sis process neietekmé,
tiek analizéti, izmantojot plismas citometriju.

PlGsmas citometrs méra gaismas diftziju un stnu fluorescenci. Tadé| ir iespéjama intereséjosas populacijas ierobezosana elektroniskaja loga, kas definéts histogramma,

iespéjams izmantot citas histogrammas, kuras iespéjams kombinét divus dazadus citometra pieejamos parametrus atkariba no lietotaja izvéléta izmantojuma.

Tiek analizéta atdalito $unu fluorescence, lai atskirtu pozitivi iekrasotos notikumus no neiekrasotajiem. Rezultati tiek izteikti ka procentualais lielums no pozitiviem
notikumiem attieciba pret visiem notikumiem, kas iegtti selekcija.

KLINISKO PIELIETOJUMU PIEMERI

Sis reagents lauj raksturot CD4+ limfocitisko $tinu populacijas $adu iminsistémas saslimsanu gadijumos: AIDS (1) un citi imandeficiti, autoiminas saslim3anas (2),
hipersensitivitates reakcijas, virusu infekcijas, imanreakciju atjauno$ana péc kaulu smadzenu un/vai organu transplantacijas. Turpmaki pasakumi un CD4+ 3inu
populaciju fenotipésana (3) laundabigu asins diskraziju, pieméram, leikémijas un limfomas, gadijumos.

REAGENTI

Koncentracija: skatiet konkrétai partijai atbilstoSo analizes sertifikatu vietné www.beckmancoulter.com.

BRIDINAJUMI UN PIESARDZIBAS PASAKUMI
1. Neizmantojiet reagentu péc deriguma termina beigam.
Nedrikst sasaldét.
Pirms izmantoSanas |aujiet tam sasilt lidz istabas temperatirai (18-25 °C).
Minimizéjiet ekspoziciju gaismas iedarbibai.

Izvairieties no reagentu bakterialas kontaminacijas, jo iesp&jami viltus rezultati.

A

Stradajot ar antivielu Skidumiem, kuru sastava ir natrija azids (NaNs), jaievéro piesardziba. Neizmantojiet iekskigi un nepielaujiet saskari ar adu, glotadu un
acim.

Turklat skaba vidé natrija azids var radit potenciali bistamo hidrazoidskabi. Ja to nepiecieSams izmest, reagentu ieteicams skidinat liela daudzuma ddens un
izliet to kanalizacijas sistéma, lai novérstu natrija azida uzkrasanos metala caurulés un novérstu spradziena risku.

7. Visi asins paraugi ir jauzskata par potenciali infekcioziem, un ar tiem jarikojas, ievérojot piesardzibu (respektivi, javalka aizsargcimdi, aizsargtérpi un brilles).
8. Nekad neizmantojiet muti, lai darbotos ar pipeti. Paraugi nedrikst saskarties ar adu, glotadu un acim.
Darba izmantotas asinu mégenes un vienreizlietojamie materiali ir jaizmet ad hoc konteineros, kas paredzéti sadedzinasanai.

10. Ir javeic reagentu un atkritumu utilizacija atbilstosi vietéjam prasibam.

KIMISKO VIELU KLASIFICESANAS UN MARKESANAS VISPAREJI SASKANOTAS SISTEMAS BISTAMIBAS
KLASIFIKACIJA

Nav klasificéts ka bistams

Drosibas datu lapa ir pieejama vietné: techdocs.beckman.com

GLABASANA UN STABILITATE
Konjugétas skidras formas ir jauzglaba 2—-8 °C un jasarga no gaismas pirms un péc flakona atvérsanas.
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Aizvérta flakona stabilitate: skatiet uz flakona noradito deriguma terminu.

Atvérta flakona stabilitate: reagents ir stabils 180 dienas.

PARAUGI
Venozas asinis janem, izmantojot sterilas mégenes, kuras ka antikoagulants ir izmantots EDTA sals.
Paraugi ir jauzglaba istabas temperatiira (18-25 °C), un tos nedrikst sakratit. Pirms testa parauga nemsanas ir javeic paraugu homogenizacija, viegli saskalojot paraugus.

Paraugu analize ir javeic 24 stundu laika péc vénas punkcijas.

SADALISANAS PAZIMES
Jebkuras reagentu pazimju izmainas var noradit, ka reagents sadalas un to nedrikst izmantot.

Ja iepakojums ir sadalijies vai iegutajos datos ir novérojamas veiktspéjas izmainas, sazinieties ar viet€jo izplatitaju vai izmantojiet talak noradito e-pasta adresi:
immuno-techsup@beckmancoulter.com

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 izmesana 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 20, 100 un 500 pl.
3 Plastmasas hemolizes mégenes.
e  Eritrocitu lizéSanas reagents ar mazgasanas fazi péc lizéSanas. Piemérs: Versalyse (ats. A09777).
e Leikocitu fiksacijas reagents. Piemérs: 10Test 3 fiksativais Skidums (ats. A07800).
e IzotipéSanas kontrole PE: IOTest reagents (REF A07796).
e  Buferskidums (PBS: 0,01 M natrija fosfata; 0,145 M natrija hlorida; pH 7,2).
e  Centrifuggjiet.
e Automatisks maisitajs (samaisiSanas tipa).

3 Plismas citometrs.

PROCEDURA AR REAGENTU VERSALYSE

Piezime. Talak noradita proceddra ir deriga standarta pielietojumam. Parauga un/vai Versalyse tilpums noteiktam Beckman Coulter pielietojumam var atikirties. Sada
gadijuma ievérojiet noradijumus pielietojuma tehniskaja lietoSanas instrukcija.

Katram analizétajam paraugam papildus parauga mégenei nepiecieSams izmantot vienu kontroles mégeni, kura Stnas tiek sajauktas izotipésanas kontroles klatbatné
(REF A07796).

1. Pievienojiet katrai parauga mégenei 20 pl specifiskas 10Test saistitas antivielas un 20 pl izotipéSanas kontroles katrai kontroles mégenei.
2. Pievienojiet 100 pl analizéjama parauga abam mégeném. Saudzigi saskaliniet mégenes.

3. Inkubgjiet 15-20 minQtes istabas temperatlra (18-25 °C), sargajot no gaismas.
4

Pieméram, ja vélaties izmantot Versalyse (REF A09777), skatiet lietoSanas instrukciju, un ir vélams izmantot procediru ,ar vienlaikus fiksaciju”, kas tiek veikta,
pievienojot 1 ml Tpasi sagatavota ,FikséSana un lizéSanas” maisijuma. Nekavéjoties izmantojiet Vortex metodi uz vienu sekundi un inkubéjiet mégeni 10 minutes
istabas temperatlra, sargajot to no gaismas iedarbibas. Ja paraugs nesatur eritrociti, pievieno 2 ml PBS.

Centrifugéjiet 5 mindtes istabas temperatira, izmantojot 150 x g.
Aspiréjot nonemiet virséjo slani.
Atkartoti Skaidiet Stnu centrifugatu ar 3 ml PBS.

Atkartojiet 5. darbibu.

L X N o v

Aspiréjot nonemiet virséjo slani un atkartoti Skaidiet Stnu centrifugatu, izmantojot:

0,5 ml vai 1 ml PBS un 0,1 % formaldehida, ja preparatus ir paredzéts uzglabat mazak neka 24 stundas. (0,1 % formaldehida PBS var iegt, 1 ml PBS skiduma
izskidinot 12,5 ul 10Test 3 fiksativa Skiduma (REF A07800) 10 x koncentracija).

0,5 ml vai 1 ml PBS bez formaldehida, ja ir paredzéts analizét sagataves 2 stundu laika.

Piezime. Sagatavotos maisijums vienmér uzglabajiet 2-8 °C temperatra un sargajiet no gaismas.

PAREDZAMAS VERTIBAS

Katrai laboratorijai jaapkopo atsauces vértibu saraksts, pamatojoties uz veseliem vietéjas populacijas donoriem. Tas jadara, nemot véra vecumu, dzimumu un etnisko
piederibu, ka ari citas iespéjamas regionalas atskirtibas.

Misu laboratorijas tika apstradati 50 veselu pieauguso pilnasins paraugi, izmantojot ieprieks aprakstito reagentu. Ar So reagentu iegltie intereséjoso pozitivo gadijumu
rezultati skaitliska veida ir sniegti talak tabulas:

Limfociti Numurs Aritmétiskais vidéjais (%) SN Variacijas koeficients (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
Monociti Numurs Aritmétiskais vidéjais (%) SN Variacijas koeficients (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
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VEIKTSPEJA

Veiktspéjas dati tiek iegtti, izmantojot ieprieks aprakstito proceddru ar 24 stundu veciem asins paraugiem, kas ieprieks panemti sterilas mégenés ar EDTA sali un

antikoagulantu. Analize tiek veikta 2 stundu laika péc imunologiskas kraso$anas.

SPECIFIKA

Monoklonala antiviela (mAb) 13B8.2 atpazist epitopu, kas izvietots Ig lidzigaja CD4 antigéna regiona V1. Epitopiskas kartes pétijumos, kuros izmantotas mutacijas, kas
vérstas pret molekulas ekstracitoplazmas regioniem, ir paradits, ka mAb 13B8.2 fiksacija tiek ietekméta tikai brizos, kad mutacija ir iesaistitas 88 un/vai 89 atliekas
(4). MAb 13B8.2 kavé HIV-1 in vitro fiksaciju. MAb13B8.2 tika pieskirta CD4 pasakuma 3rd HLDA Workshop on Human Leucocyte Differentiation Antigens (3. HLDA

darbnica saistiba ar cilvéku leikocitu diferencésanas antivielam), kas notika Oksforda, Anglija,1986. gada (WS kods 501, sekcija T) (5).

ATKARTOJAMIBA LABORATORIJA

Taja pasa diena, izmantojot to pasu citometru, tika mérits 12 iekrasota pozitiva mérka procentualais lielums. legitie rezultati ir apkopoti talak redzamaja tabula.

Pozitivais mérkis

Numurs

Aritmétiskais vidéjais (%)

SN

Variacijas koeficients (%)

Limfociti +CD4-PE

12

37,84

0,80

2,1

Linearitate

Lai testétu 37 reagenta iekraso$anas linearitati, dazadas proporcijas ar konstantu $tnu beigu skaitu tika sajaukta pozitivu $anu linija (HPBALL) un negativu $anu linija
(DAUDI) ta, ka pozitivas un negativas Sunu linijas attieciba maisijuma bija diapazona no 0 lidz 100 %.

Alikvotes tika nokrasotas, izmantojot iepriek$ aprakstito procediru, un tika aprékinata paredzamo vértibu un iegtto vértibu lineara regresija.

Specifika

Lineara regresija

Linearitate (R?)

CD4-PE

Y=1X-038

0,9998

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.

2. Ir ieteicams izmantot eritrocitu lizésanas tehniku ar mazgasanas soli, jo Sis reagents nav optimizéts izmantosanai lizéSanas tehnika ,bez mazgasanas”.

3. legutie rezultati ir precizi un reproducéjami, ja visas izmantotas procediras tiek izpilditas atbilstosi tehniskajai lietoSanas instrukcijai un ir saskana ar labu

laboratorijas praksi.

4. &7 reagenta konjugéta antiviela ir kalibréta ta, lai nodrosinatu labako specifiska signala/nespecifiska signala attiecibu. Tapéc ir |oti svarigi ievérot reagenta

tilpuma/parauga tilpuma attiecibu katra testa.

5. Hiperleikocitozes gadijuma atskaidiet asinis ar PBS, lai ieg@ita vértiba bitu apméram 5 x 10° leikociti/I (6).

6. DaZos slimibu stavok|os, pieméram, izteiktas nieru mazspéjas vai hemoglobinopatijas gadijuma, eritrocitu lizéSana var bit I€na, nepilniga vai pat neiesp&jama.

Saja gadijuma pirms iekrasosanas ir ieteicams izolét mononuklearas $dinas, izmantojot blivuma gradientu (pieméram, Ficoll) (7).

Pielikuma skatiet piemérus un atsauces.

PRECU ZIMES

Beckman Coulter, stilizétais logotips un Beckman Coulter precu un pakalpojumu zimes, kas minétas 3eit, ir Beckman Coulter, Inc. pre¢u zZimes vai registrétas precu

zimes Amerikas Savienotajas Valstis un citas valstis.

Simbolu skaidrojumi

Simbolu glosarijs ir pieejams vietné beckman.com/techdocs (dokumenta numurs B60062)
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Cneuudikauii
CrneungivHicTb CD4
KnoH 13B8.2
[i6pugoma NS1 x balb/c
IMyHOreH Human thymocytes
IMyHOrnmo6yniH IgG1
Bug Mwuwa
OumLLEHHS AdbiHHa xpomarorpadis
Pryopoxpom R Phycoerythrin (PE)
MonsipHe chiBBigHOLLEHHS PE/lg: 0,5-1,5
A-30yKEHHS 488 HM
[1iK BUNPOMiHIOBaHHSA 575 HM
Bydep Po3zunH ®CBE pH 7,2 nntoc 6uyaunin cnposatkosuit anbbymid (BCA) 2 mr/mn 1a 0,1% NaN;

KoH’roroBaHe aHTUTINo I0Test
CD4-PE

A07751 100 TecTiB; 2 mn, 20 Mkn/TecT

Ons piarHocTukm in vitro.

NMPU3HAYEHHA

Lli aHTuTina, KOH'toroBaHi 3 driyopoxpoMom, AakoTb 3MOry ifeHTUdiKyBaTK Ta nigpaxysaTy nonynsauii KMiTWH, WO ekcnpecyoTb aHTureH CD4, npucyTHi y
GionoriyHMx 3paskax NOAMHN, 3a JONOMOrO NMPOTOYHOT LUTOMETPII.

nPUHLUUN

Llen Tect 683y€TbCF| Ha 34aTHOCTI cneumdivYHNX MOHOKIOHANbHUX aHTUTIN 3B!F|3yBaTVICF| 3 @HTUreHHUMK JeTepMiHaHTaMu, SKi EKCnpecyrTbCca nevkoyutTamu.

CneuudivyHe 3abapBrneHHs NerKkouuTiB 3aiCHIOETbCS Yepesd iHKybaLio npobu 3 peareHTom |OTest. EputpounTtn gani BugansioTe 3a AONOMOrOH Mi3ucy,
a NenkounTK, Ha siKi He BMIMBAE Liew Npouec, JOCNIAKYHTb METOAOM NPOTOYHOI LIMTOMETPII.

MpOTOYHMI LUTOMETP BUMIPIOE PO3CitoBaHHS CBiTna Ta cpnyopecueHLito KniTuH. Lle pobutb MOXNMBUM po3MexyBaHHS AoCNiAXyBaHOI nonynsuii BcepeguHi
€INEKTPOHHOrO BiKHa, L0 BM3HAYaEeTbCA Ha ricTorpaMi, sika CniBBigHOCUTb OPTOrOHanbHe PO3CiloBaHHsI cBiTna (6iyHe poascitoBaHHs abo Side Scatter — SS)
i By3bKOKyTOBE pO3CiloBaHHs CBiTna (npsiMe po3scitoBaHHsA abo Forward Scatter — FS). IHWi rictorpamu, Lo NoeaHyoTb ABa pi3Hi napameTpu, OOCTYMHi Ha
LMTOMETPI, MOXXHa BUKOPUCTOBYBATW A AOMOMOIM Ha eTani reMTUHry 3anexHo Big nporpamu, BUGpaHoi KOpUCTyBayeMm.

dnyopecueHLis obMexeHoi nonynsauii kKNiTMH aHaniayeTbes, Wo6 po3pisHUTK Nogii 3 NO3NTMBHO 3abapBrneHMK KNiTMHaMu i HesabapeneHnMun. Pesynsrati
BMpaxaloTbCH SK BiACOTOK MO3UTUBHMX NOAIM BiAHOCHO BCIX MOAiN, 3apeecTpoBaHMX 3a AOMNOMOIOK reATUHTY.

NPUKNAAN KNIHIYHUX 3ACTOCYBAHDb

Llein peareHT Oo3Bonsie oxapaktepusyBatu nonynsuii nimcgoumtapHux knituH CD4+ npu nopylueHHsIX iMyHHOI cuctemu Takux, sik CHIO (1) i iHwi
iMyHOAEedIUMTK, aBTOIMYHHI 3aXBOpPIOBaHHSA (2), peakLii rinepyyTnnBOCTi, BipyCHI iHGpeKLii, BifHOBMEHHS iIMyHHOI BiANOBIAi Nicnsa TpaHcnnaHTaduii KicTKoBOro
MO3Ky i/abo opraHiB. HacTtynHi 3axogu Ta dpeHoTunysaHHs nonynsiuin CD4+ kniTuH (3) Npu 3nosikicHUX AMCKpasisix KPoBi, TakmMx SK Nekosn i nimgpomu.

PEATEHTU

KoHueHTpauia: auB. cepTudikat aHanisy Ansa naprii Ha canTi www.beckmancoulter.com.

I'IOFIEPELDKEHHH W 3ACTEPEXEHHSA

He BMKOpPUCTOBYNTE peareHTn nicns 3akiH4eHHS TePMiHY MPUAATHOCTI.
He 3amopoxynTe.

HoBeaitb Ao kiMHaTHOI Temnepatypu (18—25°C) nepeq BUKOPUCTAHHAM.
3BediTb 40 MiHIMyMy BMnuB cBiTna.

YHukawiTe MikpobHOI KOHTamiHaLjii peareHTiB, iHaKLie MOXyTb OyTV OTpPMMaHi NOMUIKOBI pe3ynbTaTy.

ook e N =

Po3unHmn aHTuTin, ski mictaTe asup Hatpito (NaN3), Tpeba obpobnsatn obepexHo. He npuiimante BHYTPIWHBO 1 YHUKaNTE OyAb-AKOro KOHTaKTY 3i
LUKIpOtO, CrM30BUMM 0BOMIOHKaMK Ta o4MMma.

Kpim Toro, y Kucnomy cepefoBuLLi asug HaTpito MOXe yTBOPUTU NOTEHLINHO HeGe3neyHy a3oTUCTOBOAHEBY KMCIOTY. AKLLO Oro NOTPIGHO yTunisyBaTty,
PEKOMEHAYETLCS PO3BECTM peareHT Yy BENUKin KiNnbKOCTi BOAW Nepes 3NMBaHHSIM y BOAOCTIHHY CUCTEMY, OO YHUKHYTU HaKONUYEHHS a3uay HaTpilo Ha
noeepxHi Metanesux Tpy6 i 3anobirtn HeGesnewi BUOYXY.

7. Yci npobu kpoBi cnig po3rnsaaTi sk NOTEHUIMHO iH(EKLiHI Ta NOBOAUTUCS 3 HUMK 06EpEXHO (30KpeMa, BUKOPUCTOBYHOUM 3aXMUCHI pyKaBUYKM, Xxanatm
N OKynsipu).

Hikonu He nineTyiiTe poTOM Ta yHUKanTe NOTPanmsiHHS 3paskiB Ha LLKIpY, CN130Bi 06OMOHKM Ta B OYi.

MpoGipkn Ans KpoBi Ta ogHOPa30Bi MaTepianu, siki BUKOPUCTOBYHOTLCA AN o6pobneHHs, cnig BUKMAaTU B cneuianbHi KOHTEAHEpW, BMICT SIKMX
Npu3HaYeHnin 4ns cnantoBaHHS.

10. PeareHTu Ta Bigxoam NOTpiGHO yTUMi3yBaTH BiANOBIAHO A0 MICLEBMX BUMOT.

KNACUDIKALIA HEBE3INEKU 3A CUCTEMOIKO GHS

He knacudgikytoTbcs sk Hebe3neyHi

Macnopt 6e3nekn gocTynHWM Ha canTi beckman.com/techdocs
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3BEPIFAHHA TA CTABIIbHICTb
KoH'toratu B pigkint popmi noTpibHo 36epirati npu Temnepartypi Big 2 go 8°C B 3axuLLieHOMY Bif CBiTNa Micuj, Sk 40, Tak i nicns BigkputTsa dnakoHa.
CrabinbHicTb 3akpuToro dnakoHa: AUB. TEPMIH MPUAATHOCTI Ha hnakoHi.

CrabinbHicTb nicnsa BigkpuTTa chnakoHa: peareHT ctabinbHui 180 Aib.

NPOBMU

BeHo3Hy KpoB MOTPiGHO BpaTtn B CTepunbHi NPobipku, WO MICTATb aHrMkoarynsiHT — cinb EATA.

Mpobu cnig 36epiratn 3a kiMHaTHOI Temnepatypu (18-25°C), i ix He cnig cTpywyBatn. [lepw HiX y3sTh npoby Ans TecTyBaHHs, nNpobu noTpibHO
rOMOreHi3yBaTh 3a JOMOMOro0 06epexXHOro nepeMillyBaHHs.

Mpo6bu noTpibHO NpoaHaniayBaTu He Mi3Hile Hix Yepes3 24 roanHu nicns BeHenyHKLii.

O3HAKM NCYBAHHA

Byab-sika 3mMiHa 30BHILLHBOrO BUIMA4Y peareHTiB MOXe BKa3yBaTW Ha NCYBaHHS, i peareHT He CriJ BUKOPUCTOBYBaTM.

Y pasi NoLWKOMKEHHS yNnakoBku abo SKLLO OTpUMaHi AaHi NoKa3ytoTb Aeski 3MiHM B po6o4mMx xapaKTepucTukax, 3BepHiTbCs A0 MicLueBoro Auctpub’iotopa abo
ckopucTanTecs Lieto aapecoro enekTpoHHOI nowTn: immuno-techsup@beckmancoulter.com

3MICT

KoHcepBaHT a3ua HaTpito Moxe yTBOptoBaTU BMOYXOHebe3neyHi cnonyku B MeTaneBux 3nvBHUX Tpybonposogdax. [ve. bioneteHb HauioHanbHOro iHCTUTYTY
3 0xOpoHM npadi Ta npomucnosoi ririeHn (NIOSH) Explosive Azide Hazard (BubyxoHebe3ne4Hi asnam) (16.8.76).

o6 YyHMKHYTU MOXNUBOIO YTBOPEHHSI CMOMYK a3uay, NpoMuiiTe 3nvBHI TpyOGu Bodoto Bigpasy nicnst yTunisauii Hepo3sedeHoro peareHTy. PeareHTu, Lo
MICTATb asug Hatpito, Tpeba yTunisyBatu 3 JOTPUMaHHSAM BiAMOBIAHMX MICLLEBUX HOPM.

NOTPIBHI MATEPIANN, LLIO HE BXOOATb Y KOMIJEKT

*  [lpoGipkn ana npob i matepianu, NOTpibHI Ans 3a6opy nNpo6.

. ABTOMaTUYHi NiNeTKM 3 0AHOPa30BMMM HakOHeYHUKkamu Ha 20, 100 i 500 mkn.

. MnacTtukoBi Npobipkn 4ns reMoniay.

*  PeareHT ons nisucy eputpoumTiB 3 eTanoM NnpomuBaHHs nicnsi nisucy. Hanpuknaa: VersalLyse (Ref. A09777).
. PeareHT ansa dikcauii nenkountis. Hanpuknag: posdmH ans gikcadii IOTest 3 (Ref. A07800).

*  I3otuniyHni koHTponb PE: pearent |IOTest (REF A07796)

*  bBydep (PCB: 0,01 monb cocdaty HaTpito; 0,145 monb xnopuay HaTpito; pH 7,2).

. LieHTpudyryBaHHs.

*  ABTOMaTW4HMI 3MilLyBay (TUMY BOPTEKC).

*  [poToyHun uMTomeTp.

NPOLIEAYPA 3 PEATEHTOM VERSALYSE

MpumiTka: onucaHa Hwx4e npouedypa AiicHa Ans CTaHAapTHWMX 3actocyBaHb. O6’emu 3paskiB Ta/abo peareHTy Versalyse onsa gesikux nporpam
Beckman Coulter moxyTb BigpisHATUCS. Y TakoMmy pasi AOTPUMYNTECH IHCTPYKLIN Y TEXHIYHOMY apKyLLi.

[na KoxHOro aHani3oBaHOro 3paska Ha Jofadvy A0 TecT-npobipku HeobXigHO BUKOPWUCTOBYBAaTM OOHY KOHTPOIMbHY MPOGIPKY, Yy KA KNiTUHW 3MillaHo B
NPUCYTHOCTI i3oTuni4yHoro koHTponto (REF A07796).

1. [opawite no 20 mMkn cneuundivHmnx KoH'toroBaHux aHTuTin 10Test y KoxHYy TecToBy npoBipKy, i 20 MKN i30TUMIYHOrO KOHTPOMIO B KOXHY KOHTPOIbHY
npobipky.

Hopante no 100 mkn gocnigxyBaHoro 3pa3ka B 06maBsi npobipku. ObepexHo nepemMilianTe BMICT NpobipoK y BOPTEKCI.
Butpumaiite npotsirom 15-20 xBUnuH 3a kimHaTHoI Temnepatypu (18—25°C) y 3axuLueHoMy Bif, CBiTNa MicLi.

NoTim BUKOHaWTE Ni3nc epuTpoumTiB, SKLLO HEOOXIAHO, AOTPUMYIOYMCH PEKOMEHAALIN LWOAO peareHTy Ans nisucy, Lo BUKOPUCTOBYETbCS. Hanpuknag,
AKLLO NOTPiBbHO BukopucToByBaTu peareHT Versalyse (REF A09777), nepernsiHeTe BKNaauLl i 3a MOXIMBOCTI AOTPUMYITECS npoLeaypw nig Ha3Boto
«3 ogHoYacHolo dikcauielo», ska nonsirae B gogasaHHi 1 mn cymiwi «Fix-and-Lyse», npurotoBneHoi 6e3nocepeaHbo nepeq BUKOPUCTaHHAM. Bigpasy
nepemillanTe Ha BOPTEKCi MPOTArOM OAHIET CEKyHAM Ta BUTpuMarTe npoTtsaroMm 10 XBUAWH NPpU KIMHATHIN TemnepaTypi B 3aXULLEHOMY Bif CBiTNa Micui.
AKWwo 3pasok He MICTUTb epuTpoumTiB, AogatoTb 2 mn PBS.

LleHTpudyryiTe 3a kiMHaTHOI TeMnepaTypu NPOTAromM 5 XBUMuH 3i WwemakicTio 150 g.
Bupanite HagocagoBy pianHy acnipatopom.

PecycneHngyinte ocap knituH y 3 mn ®CB.

MoBTOpITL KPOK 5.

© © N oo

Bupanite HagocagoBy piavHy acnipaTtopoM i pecycneHayiTe ocaj KiiTWH, BUKOPUCTOBYIOYM HaBedeHe Aani.

0,5 abo 1 mn po3unHy PBS nntoc 0,1% chopmanbaerigy, skwo npenapati HeobxigHo 36epirati meHwe 24 roauH. (0,1% dopmanbaeriny B po3yuHi
PBS moxHa oTpumaty wnsxom po3segeHHs 12,5 mkn dikcytoyvoro posunHy |OTest 3 (REF A07800) npw noro 10-kpaTHin KoHueHTpauii B 1 mn PBS).

0,5 mn abo 1 mn ®CB 6e3 chopmanbaeriay, SKLWO npenapaTtn OyayTe aHanisyBaTi BNPOAOBX HACTYMHUX 2 FOAMH.
MpumiTka. Y Beix BUNagkax npenapatu cnig 36epirati B 3axuleHoMy Bif cBiTna Mmicui 3a Temnepatypu 2—8°C.

OYIKYBAHI 3HAYEHHA

Y KOXHit nabopatopii MalTb CKnacTy nepenik eTanoHHMX 3Ha4YeHb, OTPUMAHWX AN rPynu 300pOBUX OOHOPIB i3 MicLeBoro HaceneHHs. Lle HeobxigHo
BMKOHATM, YPaxoByO4M BiK, CTaTb i €THIYHY rpyny, a Takox OyAb-sKi iHLWi NOTEeHUiVHI perioHanbHi BigMiHHOCTI.

Y Hawwmx nabopartopisx 3pasku LinbHOI kposi 50 340poBUX Jopocnux 06pobnsanncs 3 BUKOPUCTaHHAM peareHTy, onncaHoro Buile. OTpumaHi pesynsrati
niapaxyHKy NO3MTUBHUX NOAIN, SIKi AOCNIAXKYHOTHCS, i3 BUKOPUCTAHHAM LibOrO peareHTy, HaBefeHo B Tabnuusx HuxYe.
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JlimdounTtn Yucno CepepHe 3HayeHHs (%) CB KB (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
MoHounTtu Yucno CepegHe 3HaveHHst (%) CB KB (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47

E®PEKTUBHICTb

Po6oui nokasHukn edeKTMBHOCTI OTPMMYIOTECS 3 BUKOPVUCTaHHAM NpoLeaypu, ONUCaHoi BULLE, Ha 3pa3kax KpoBi, ki 6ynu 3ibpaHi B ctepunbHi npobipku i3
cinnto EDTA, W0 € aHTuKoarynsHToM, Ta 36epiranucs 24 roguHu. AHania npoBoAWTLCS NPOTAroM 2 roauH nicns iMyHHoro dap6yBaHHs.

CNEUNDPIYHICTb

MoHoknoHaneHe aHTutino (MAT) 13B8.2 posnisHae eniton, po3TalloBaHuii Ha AomeHi Ig-V1 aHTureHy CD4. BuB4yeHHst kapTu eniToniB 3 BUKOPUCTaAHHAM
MyTaUii, HaUiNeHNX Ha NO3aKNiTUHHI AOMEHM MOMeKynun, nokasarno, wo dikcauis MAT 13B8.2 6yna nopyLueHa Tinbku TOAi, KONu MyTauisi BKNoYana 3anuiku
88 i/fabo 89 (4). MAT 13B8.2 iribye in vitro dikcauito BIJT1-1. MAT13B8.2 6yno BigHeceHo o CD4 nig yac Tpetboro HLDA Workshop on Human Leucocyte
Differentiation Antigens (CemiHapy HLDA 3 nuTaHb aHTureHiB ana audpepeHuiadii nevikoumtie nioguHu) B Okcdopai, AHrnis, B 1986 poui (WS Code: 501,
Section : T) (5).

BHYTPILLWHbOJIABOPATOPHA BIOTBOPIOBAHICTb

Byno nposegeHo 12 B1MiptoBaHb NPOLIEHTHOTO BMICTY 3adapboBaHuUX KMiTUH LinNboBOi NONynsLii KNiTUH NPOBeAeHO B TOW caMuii ieHb i 3 BUKOPUCTaAHHAM
Toro camoro uutometpa. OTpuMaHi pesynbsTati NpeacTaBieHo B HABEAEHIN HMXYe Tabnuui.

LlinboBa nosuTtuneHa Yucno CepepnHe 3HaveHHs (%) CB KB (%)
nonynsuis
Jlimcbountn + CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1

NininHicTb
LLlo6 nepeBipuTK NiHiAHICTL (hapOyBaHHA ANsi LbOro peareHTy, NO3UTUBHY KNIiTUHHY NiHito (HPBALL) i HeraTuBHy kniTuHHY niHito (DAUDI) 3milwaHo B pisHux

nponopLisix i3 NOCTINHOK KIHLEBO KiNbKICTIO KMITUH TaKUM YMHOM, LL06 CniBBiQHOLIEHHS MO3UTUBHOI KMITUHHOT NiHil Ta HEraTMBHOI KNITUHHOI MiHIi B CyMmiLui
6yno B gianasoHi Big 0 Ao 100%.

AnikBoTu dhapbyBanv 3a METOAMKOI, OMUCAHOI0 BHLLE, | 064YMCnOBanyu napaMeTpu NiHiHOI perpecii Mixx odikyBaHUMK Ta CMOCTEPEXEHVMN 3HAYEHHAMU.

CneuundivHicTb JlininHa perpecis JliHinHicTb (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

OBMEXEHHSA

1. Pesynbratv NpoTOYHOI LMTOMETPIi MOXYTb BYT MOMUNKOBMMM, SKLLO BKa3aHe Huk4e He Oyno BUKOHAHO HaNeXHWM YMHOM: BUPIBHSHO LMTOMETP,
CKOMMEHCOBaHO BUTIK chriyopecLeHLii, 30inCHEHO NO3MLiOHYBaHHS OiNsSHOK.

2. bBaxaHo BMKOpPWCTOBYBaTWM METOA Mi3NCy epUTPOLMTIB 3 eTanoM MPOMUBAHHS, OCKIMbKW LieW peareHT He OnTMMI30oBaHO Afst MeToaiB nisucy «6es
NPOMUBAHHS».

3. Byae oTpMMaHO TOYHI 11 BiATBOPIOBaHI pe3ynbTaTy, SKLWO NpoLieaypy 3aCTOCOBYIOTLCSA BiANOBIAHO A0 TEXHIYHOT IHCTPYKLII, WO AoAaETbLCS, | cTaHaapTIB
HanexHoi NabopaTopHOT NPaKTUKN.

4. KoH'toroBaHi aHTUTINA UbOro peareHTy BigkanibpoBaHO TakMM YMHOM, LWOG 3abe3neunTn Kpalle ChiBBIAHOLIEHHS CreumndiYHOro curHamy Ta
HecneuniyHoro curHany. Tomy BaXvMBO AOTPUMYBATUCS CiBBiAHOLEHHS 06’eMy peareHTy Ta 06’eMy Npobu B KOXXHOMY TECTI.

Y pasi rinepnekoumTosy Kpos cnif possoantu y ®CB Tak, Wwo6 oTpuMaT KoHUEHTpauiio npubnusHo 5 x 10° neikouuTis/n (6).

6. Y pasi gesiknx 3axBoptoBaHb abo CTaHiB, AK-OT TshKKa HMPKOBA HeQoCTaTHICTb abo remornobiHonarii, nisnuc epuTpoumnTiB Moxe OyTn NOBINbHUM,
HenoBHUM abo HaBiTb HEMOXNMBMM. Y UbOMY pasi pEKOMEHAYETbCS BUAINSATU MOHOHYKIeapHi KNiTMHW 3a rpafieHToM LWinbHOCTI (Hanpuknag,
3 BMKOPUCTaHHAM dikony) nepen hapbysBaHHaM (7).

[uB. npuknagu i nocunaHHs B AoaaTky.

TOPIroBEJIbHI MAPKH

Beckman Coulter, cTunizoBaHuii norotvn, ToBapHi 3Haku 11 cepsicHi Mapkn Beckman Coulter, BkasaHi TyT, € TOproBenbHUMy Mapkamu abo 3apeecTpoBaHUMMN
ToproBenbHUMU Mapkamu komnaHii Beckman Coulter, Inc. y Cnonydennx Wtatax AMepurku 1 iHWKX KpaiHax.

Cnucok cumBoniB
Mocapiii cumBonie fgocTynHuin Ha cainti beckman.com/techdocs (nokymeHT Ne B60062)
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Especificagcées

Especificidade CD4

Clone 13B8.2

Hibridoma NS1 x balb/c
Imunégeno Human thymocytes
Imunoglobulina IgG1

Espécie Camundongo
Purificagcao Cromatografia de afinidade
Fluorocromo R Phycoerythrin (PE)
Razao molar PE/lg: 0,5-1,5

A de excitagédo 488 nm

Pico de emissao 575 nm

Tampao

PBS com pH de 7,2 mais 2 mg/mL de BSA e 0,1% de NaN,

IO0Test
Anticorpo conjugado
CD4-PE

A07751 100 testes; 2 mL, 20 pL/teste

Para uso em diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

Esse anticorpo conjugado com fluorocromo permite a identificagdo e numeragao das populagdes de células que expressam o antigeno CD4 presente em
amostras biolégicas humanas utilizando a citometria de fluxo.

PRINCIPIO

Este teste baseia-se na capacidade que os anticorpos monoclonais especificos tém de se ligarem aos determinantes antigénicos expressos por leucocitos.

A coloragéo especifica de leucécitos é realizada incubando-se a amostra com o reagente I0Test. As hemacias sao entdo removidas por lise e os leucdcitos,
que ndo sado afetados por esse processo, sdo analisados por citometria de fluxo.

O citémetro de fluxo mede a difusdo da luz e a fluorescéncia das células. Ele possibilita a delimitagdo da populagéo de interesse na janela eletrénica definida
por um histograma, que correlaciona a difusdo ortogonal da luz (disperséo lateral ou SS) e a difusdo da luz em angulo estreito (disperséo frontal ou FS).
Outros histogramas que combinam dois dos diferentes pardmetros disponiveis no citdmetro podem ser utilizados como auxilio no estagio de delimitagéo,
dependendo da aplicagdo escolhida pelo usuario.

A fluorescéncia das células delimitadas é analisada para distinguir os eventos de coloragéo positiva daqueles sem coloracdo. Os resultados séo expressos
como uma porcentagem dos eventos positivos em relagéo a todos os eventos adquiridos pela delimitagao.

EXEMPLOS DE APLICAGOES CLINICAS

Esse reagente permite a caracterizagdo de subpopulagdes de células linfociticas CD4+ em disturbios do sistema imunolégico: AIDS (1) e outras
imunodeficiéncias, disturbios autoimunes (2), reacdes de hipersensibilidade, infecgdes virais e restauragdo da resposta imunolégica apés transplante de
medula éssea e/ou de 6rgdos. Acompanhamento e fenotipagem de populagdes de células CD4+ (3) em discrasias sanguineas malignas tais como as
leucemias e os linfomas.

REAGENTES

Concentragdo: consulte o certificado de analise especifico do lote em www.beckmancoulter.com.

AVISOS E PRECAUGCOES
1. Nao use o reagente apds o prazo de validade.
N&o congele.
Deixe atingir a temperatura ambiente antes de usar (18-25°C).
Minimize a exposig¢éo a luz.

Evite a contaminagdo microbiana dos reagentes, pois isso pode gerar falsos resultados.

R

As solucdes de anticorpos contendo azida sédica (NaN;) devem ser manuseadas com cuidado. Nao utilize internamente e evite o contato com a pele,
mucosas e olhos.

Além disso, em um meio acido, a azida sodica pode formar acido hidrazoico potencialmente perigoso. Se precisar descartar essa substancia,
recomenda-se que o reagente seja diluido em um grande volume de agua antes de despeja-lo no sistema de drenagem para evitar o acumulo de
azida sodica nos canos de metal e o risco de explosao.

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 protegao).

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

CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

Nao classificado como perigoso

A Folha de dados de seguranca esta disponivel em beckman.com/techdocs
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ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

As formas liquidas conjugadas devem ser mantidas entre 2 e 8°C e protegidas da luz, antes e depois do frasco ter sido aberto.
Estabilidade do frasco fechado: consulte o prazo de validade no frasco.

Estabilidade do frasco aberto: o reagente é estavel por 180 dias.

AMOSTRAS

Sangue venoso deve ser coletado usando tubos estéreis contendo um sal de EDTA como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas em temperatura ambiente (18-25°C) e ndo devem ser agitadas. A amostra deve ser homogeneizada por agitagdo suave
antes que a amostra para teste seja retirada.

As amostras devem ser analisadas no prazo de 24 horas ap6s a coleta.

EVIDENCIA DE DETERIORACAO
Qualquer alteragdo no aspecto fisico dos reagentes podera indicar deterioracéo e o reagente nao devera ser utilizado.

No caso de deterioragdo da embalagem ou se os dados obtidos mostrarem alguma alteragdo no desempenho, entre em contato com o distribuidor local ou
use o seguinte enderego de e-mail: immuno-techsup@beckmancoulter.com

CONTEUDO

A azida sddica 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 exploséo 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 nao diluido. O descarte
da azida sodica deve ser efetuado de acordo com as normas locais apropriadas.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:
*  Tubos de amostra e material necessario para amostragem.
. Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 20, 100 e 500 L.
*  Tubos plasticos de hemdlise.
* Reagente de lise de hemacias com fase de lavagem apds a lise. Por exemplo: Reagente VersalLyse (Ref. A09777).
* Reagente de fixagdo de leucdcitos. Por exemplo: Solugdo fixadora I0Test 3 (Ref. A07800).
«  Controle isotipico PE: reagente IOTest (REF A07796).
. Tampéo (PBS: fosfato de sédio a 0,01 M; cloreto de sodio a 0,145 M; pH 7,2).
*  Centrifuga.
»  Agitador automatico (tipo vortex).
«  Citdmetro de fluxo.

PROCEDIMENTO COM O REAGENTE VERSALYSE

Observacéo: o procedimento descrito a seguir é valido para aplicagdes padrdes. Os volumes das amostras e/ou do Versalyse para algumas aplicagbes da
Beckman Coulter podem ser diferentes. Se este for o caso, siga as instru¢des no folheto técnico da aplicagao.

Para cada amostra analisada, além do tubo de teste, € necessario um tubo de controle no qual as células sdo misturadas na presenga do controle isotipico
(REF A07796.).

1. Adicione 20 yL de anticorpos conjugados de 10Test especificos a cada tubo de teste e 20 uL do controle isotipico a cada tubo de controle.
2. Adicione 100 pL da amostra de teste a ambos os tubos. Agite os tubos no vortex cuidadosamente em vértex cuidadosamente.

3. Incube durante 15 a 20 minutos em temperatura ambiente (18-25°C), protegido da luz.
4

Em seguida, execute a lise dos gldbulos vermelhos, se necessario, seguindo as recomendagdes do reagente de lise utilizado. Por exemplo, se quiser
usar VersalLyse (REF A09777), consulte o folheto e siga, preferencialmente, o procedimento intitulado “com fixagdo concomitante”, que consiste em
adicionar 1 mL da mistura de “Fix-and-Lyse” preparada extemporaneamente. Agite imediatamente em voértex por 1 segundo e incube por 10 minutos
em temperatura ambiente, protegido da luz. Se a amostra ndo contiver glébulos vermelhos, adicione 2 mL de PBS.

Centrifugue por 5 minutos a 150 x g em temperatura ambiente.
Retire o sobrenadante por aspiragéo.

Suspenda novamente o precipitado celular usando 3 mL de PBS.
Repita a etapa 5.

© © N o

Retire o sobrenadante por aspiragdo e suspenda novamente o precipitado celular usando:

0,5 mL ou 1 mL de PBS mais 0,1% de formaldeido, se as preparagdes forem mantidas por menos de 24 horas. (E possivel obter uma solugdo PBS
com 0,1% de formaldeido diluindo-se 12,5 pL de Solucéo fixadora I0Test 3 [REF A07800] na sua concentragdo de 10X em 1 mL de PBS.)

0,5 mL ou 1 mL de PBS sem formaldeido, se as preparagdes forem analisadas dentro de 2 horas.
Nota: Em qualquer dos casos, mantenha as preparac¢des entre 2 e 8°C e protegidas da luz.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratorio deve compilar uma lista de valores de referéncia com base em um grupo de doadores saudaveis da populagéo local. Deve-se tomar em
conta a idade, o sexo e o grupo étnico, bem como qualquer outra diferenga regional possivel.

Em nossos laboratdrios, amostras de sangue total de 50 adultos saudaveis foram tratadas usando o reagente anteriormente descrito. Os resultados obtidos
para a contagem de eventos de interesse positivos com este reagente sdo apresentados nas tabelas a seguir:
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Linfocitos Numero Média (%) DP (Desvio padréo) CV (%)
CD4-PE+ 50 55,91 10,82 19,4
Mon Numero Média (%) DP (Desvio padréo) CV (%)
CD4-PE+ 50 90,86 4,97 5,47
DESEMPENHO

Os dados de desempenho s&o obtidos usando o procedimento descrito anteriormente em amostras de sangue com 24 horas, coletadas previamente em
tubos estéreis com sal de EDTA como anticoagulante. A analise é executada no prazo de 2 horas apés a imunocoloracéo.

ESPECIFICIDADE

O anticorpo monoclonal (mAb) 13B8.2 reconhece um epitopo situado na regido V1 semelhante a Ig do antigeno CD4. Um estudo do mapa epitépico, usando
mutacgdes que visam as regides extracitoplasmaticas da molécula, demonstrou que a fixagdo do anticorpo monoclonal 13B8.2 era afetada apenas quando a
mutagéo envolvia os residuos 88 e/ou 89 (4). O anticorpo monoclonal 13B8.2 inibe a fixagéo in vitro do HIV-1. O anticorpo monoclonal 13B8.2 foi atribuido
ao CD4 no 3° HLDA Workshop on Human Leucocyte Differentiation Antigens (Workshop sobre HLDA — antigenos de diferenciagéo de leucécitos humanos),
realizado em Oxford, Inglaterra, em 1986 (Cddigo WS: 501, Segéo: T) (5).

REPRODUTIBILIDADE INTRALABORATORIAL

No mesmo dia e usando o mesmo citdbmetro, foram realizadas 12 medigdes da porcentagem de coloragdo de um alvo positivo. Os resultados obtidos sao
resumidos na tabela a seguir:

Alvo positivo Numero Média (%) DP (Desvio padréo) CV (%)
Linfécitos +CD4-PE 12 37,84 0,80 2,1
Linearidade

Para testar a linearidade da coloragédo deste reagente, foram misturadas uma linha celular positiva (HPBALL) e uma linha celular negativa (DAUDI), em
diferentes propor¢des, com um numero final constante de células, de modo que a raz&o da linhagem positiva/linhagem negativa da mistura se encontrasse
dentro do intervalo de 0 a 100%.

As aliquotas foram coradas usando o procedimento descrito acima e foi calculada a regresséao linear entre os valores observados e os esperados.

Especificidade Regressao linear Linearidade (R?)
CD4-PE Y=1X-0,38 0,9998

LIMITAGOES

1. A citometria de fluxo pode produzir resultados falsos se o citdmetro n&o for alinhado perfeitamente, se os vazamentos de fluorescéncia ndo forem
corretamente compensados e se as regides nao forem cuidadosamente posicionadas.

2. E preferivel utilizar a técnica de lise de RBC com uma etapa de lavagem quando o reagente nao tiver sido otimizado para técnicas de lise “sem
lavagem”.

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. O anticorpo conjugado desse reagente é calibrado para oferecer a melhor razéo entre sinal especifico e sinal ndo especifico. Por isso, € importante
manter a razao entre volume do reagente e volume da amostra em cada teste.

No caso de hiperleucocitose, dilua o sangue em PBS para obter um valor de aproximadamente 5 x 10° leucdcitos/L (6).

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 coloragao

).

Consulte o anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

Beckman Coulter, o logotipo estilizado e as marcas dos produtos e servigos da Beckman Coulter mencionados neste documento sdo marcas comerciais ou
marcas comerciais registradas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e em outros paises.

Legenda dos simbolos
O Glossario de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (documento nimero B60062)
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APPENDIX

- EXAMPLES
Staining is with IOTest CD4-PE Conjugated Antibody.

Acquisition is performed with a Beckman Coulter Navios flow cytometer equipped with the Navios analysis software.
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