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KOMBITEST™ FITC/PE Negative Control

ENGLISH

1. Specification

Content 50 tests, 1 ml

Usage 20 pl per test

Specificity Undefined epitope on a plant pathogen
Clone PPV-04 PPV-04
Isotype (mouse) IgG2a lgG2a
Fluorochrome FITC PE

A excitation 488 nm 488 nm
Emission 525 nm 575 nm
maximum

2. Intended use

The KOMBITEST™ FITC/PE Negative Control is designed for
setting a boundary between negatively and positively stained
lymphocytes when peripherial blood samples are analyzed
using two-color (FITC/PE) KOMBITEST™ reagents.

3. Principle

Besides the specific binding of murine antibodies to the
antigens, antibodies may also bind to human leukocytes
through non-antigen (non-specific) means. This nonspecific
binding of monoclonal antibodies may significantly aggravate
the resolution between positive and negative fluorescent
populations. By showing murine antibodies binding to human
leukocytes through non-antigen (non-specific) means, the
control sample enables establishing a boundary between
negatively and positively stained leukocytes.

4, Specificity

The monoclonal antibody PPV-04 reacts with undefined epitope
on a plant pathogen. The antigen is not present on human
leukocytes. When added to human whole blood, the antibody
PPV-04 does not bind specifically to antigens on the surface of
human leukocytes.

5. Reagent provided

The reagent contains premixed combination of mouse
monoclonal antibody PPV-04 labeled with Fluorescein
isothiocyanate (FITC), and mouse monoclonal antibody PPV-04
labeled with R-phycoerythrin (PE). Labeled antibodies are
diluted at optimum concentration in stabilizing phosphate
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buffered saline (PBS) solution containing 15mM sodium azide.
The content of a vial (1 ml) is sufficient for 50 tests.

6. Storage

Store vial in the dark at 2-8°C. Do not freeze.

7. Precautions

= Intended for In Vitro Diagnostic use in laboratories outside
USA and Canada. This CE-IVD reagent is in conformity
with the European In Vitro Diagnostic Medical Device
Directive 98/79/EC.

= Stain the control sample under the same experimental

conditions as the test sample. Use the same blood

specimen.

Do not use after expiration date stamped on vial label.

Avoid prolonged exposure to light.

The content of the vial must not freeze.

Avoid contamination of the reagent.

Any non-performance of staining protocol may produce

false results.

= The reagent contains sodium azide (NaNs) which is highly
toxic in pure form. However, the concentration in the
reagent (15mM) is not considered as hazardous. When
disposing the reagent, flush the sink with large volume of
water to avoid accumulation of explosive metal-azide
in plumbing.

= Blood samples are considered as potentially infectious
and must be handled with care. Avoid all contact of the
sample with the skin, eyes and mucosa.

8. Necessary material not supplied

Material necessary for collection of peripheral blood, test tubes
for staining of blood samples (e.g. 12 x 75 mm), automatic
pipettes with disposable tips, vortex mixer, centrifuge,
commercial lysing solution, phosphate buffered saline (PBS),
flow cytometer.

9. Staining protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with an
anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

2. Add 20 pl of KOMBITEST™ FITC/PE Negative Control
to a control tube.

3. Add 100 pl of blood sample to the tube. Vortex the
tube.
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4. Incubate the tube for 20-30 minutes at room
temperature in the dark.

5. Perform lysis of red cells using lysing solution. It is
recommended to use a commercial lysing solution
containing formaldehyde as a fixative. Follow the
instructions of the lysing solution manufacturer.

6. Centrifuge the tube for 5 minutes at 300 g.

7. Remove supernatant and resuspend pellet with

3-4 ml of PBS.

Centrifuge the tube for 5 minutes at 300 g.

Remove supernatant and resuspend pellet with 0.3 —

0.5 ml of PBS.

10. Analyze the sample immediately using a flow cytometer
or store sample at 2-8°C in the dark and analyze within
24 hours provided that cells were fixed.

©

10. Data analysis

Analyze the control sample stained with KOMBITEST™
FITC/PE Negative Control using a flow cytometer. Compensate
fluorescent signals prior to or after data acquisition. Visualize
compensated data in the side-scatter (SSC) versus forward-
scatter (FSC) plot. Set the gate for lymphocyte population as
shown in figure 1. Visualize lymphocytes in a dot-plot PE (FL2)
versus FITC (FL1) as shown in figure 2. Set the gate
corresponding to the negative population.

11. Limitations

= Flow cytometer may produce false results if the device
has not been aligned and maintained appropriately.

= Data may be incorrectly interpreted if fluorescent signals
were compensated wrongly or if gates were positioned
inaccurately.

= Blood samples from abnormal patients may exhibit
abnormal values of positive cells.

= Red blood cells from abnormal patients may be resistant
to lysis using lysing solutions.

= In case of hyperleukocytose sample, it is recommended to
dilute blood sample with PBS to obtain leukocyte density
approximately 5 x 108 leukocytes/ml.

= Blood samples should be stained and analyzed within 24
hours from the blood collection.
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1. Specifikace produktu

Obsah 50 testd, 1 ml

Pouziti 20 pl na test

Specificita Nedefinovany epitop rostlinného patogenu
Klon PPV-04 PPV-04
Izotyp (my$i) lgG2a IgG2a
Fluorochrom FITC PE

A excitace 488 nm 488 nm
Emisni 525 nm 575 nm
maximum

2. Pouziti

KOMBITEST™ FITC/PE Negative Control je reagencie uréena
pro nastaveni hranice mezi pozitivné a negativné znagenymi
lymfocyty ~vramci analyz  krevnich vzorkl  pomoci
dvoubarevnych (FITC/PE) KOMBITEST™ reagencii.

3. Princip

Kromé specifické vazby mysich protilatek na cilové antigeny se
mohou protilatky vazat na leukocyty pomoci rlznych
nespecifickych vazeb. Tyto nespecifické vazby mohou
vyznamné zhorit rozliSeni mezi pozitivné a negativné
fluorescenéné znaCenymi populacemi bunék. Kontrolni vzorek,
ktery je obarven mySimi protilatkami, které se mohou vézat na
leukocyty pouze pomoci nespecifickych vazeb, umoZiiuje
nastavit optimaini hranici mezi pozitivné a negativné
fluorescenéné znaCenymi populacemi.

4. Specificita

Monoklonalni protilatka PPV-04 reaguje s nedefinovanym
epitopem rostlinného patogenu. Tento antigen neni pfitomen na
lidskych leukocytech. Protilatka PPV-04 se mize vazat na
antigeny lidskych leukocytd pouze pomoci nespecifickych
vazeb.

5. Popis reagencie

Reagencie obsahuje smés mysi monoklonalni protilatky PPV-
04 znaCené fluorescein isothiokyanatem (FITC) a znaCené
R-phycoerythrinem (PE). Znaené protilatky byly nafedény na
optimalni koncentrace do stabiliza¢niho roztoku, ktery obsahuje
PBS a 15mM azid sodny. Obsah vialky (1 ml reagencie)
odpovida provedeni 50 test.

6. Skladovani

Vialku s reagencii uchovavejte v temnu pii teploté 2-8 C. Doba
pouzitelnosti reagencie je vyznacena na Stitku vialky.

ED7032_EN_CZ_SK_160212



7. Upozornéni

= Reagencie je ur¢ena pro In vitro diagnostiku a vyhovuje
pozadavkim NV 56/2015 Sb., které je harmonizovano
sevropskou smérmici pro In vitro diagnostické
zdravotnické prostfedky 98/79/EC.

= Znaceni kontrolniho a testovaciho vzorku je tfeba provést

za stejnych experimentalnich podminek. Vzorek krve musi

byt od jednoho pacienta.

NepouZivejte reagencii po uplynuti doby pouZitelnosti.

Reagencii nevystavujte dlouhodobému pisobeni svétla.

Obsah vialky nesmi zmrznout.

Chrarite obsah vialky pfed kontaminaci.

NedodrZeni postupu méfeni mdze ovlivnit vysledky testu.

Reagencie obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cistém

stavu vysoce toxicky, avSak koncentrace, ktera je v této

reagencii (15 mM), neni jiz povaZovana za nebezpecnou.

Pfi likvidaci reagencie obsahujici azid splachujte velkym

mnozstvim vody.

= Krevni vzorky jsou povazovany za potenciainé infekéni
materiél, a proto s nimi musi byt nalezit¢ nakladano.
Vyvaruite se kontaktu vzork( s pokozkou, o€ima
a sliznicemi.

8. Potiebné vybaveni a material, ktery neni
dodavan

Nezbytny material pro odbér periferni krve, vhodné zkumavky
pro barveni bunék (napf. 12 x 75 mm), sada pipet
s jednorazovymi $pickami, centrifuga, vortex, lyzacni roztok,
pufr PBS, pritokovy cytometr.

9. Postup barveni

1. Odeberte periferni krev do sterilni odbérové zkumavky
obsahujici antikoagulant (napf. Heparin, EDTA).

2. Pipetujte 20 pl reagencie KOMBITEST™ FITC/PE
Negative Control do kontrolni zkumavky.

3. Pridejte 100 wl promichané periferni krve a smés
promichejte pomoci vortexu.

4. Inkubujte zkumavku 20-30 minut
laboratorni teploty.

5. Provedte lyzi Cervenych krvinek pomoci lyzatniho
roztoku. Je doporuéeno pouzivat komeréni lyzaéni
¢inidlo, které obsahuje formaldehyd fixujici buriky.
Postupujte podle navodu vyrobce lyza¢niho Cinidla.

6. Centrifugujte zkumavku 5 minut pfi 300 g.

7. Odstraite supernatant a resuspendujte sediment
pomoci 3-4 ml PBS.

8. Centrifugujte zkumavku 5 minut pfi 300 g.

9. Odstraite supernatant a resuspendujte sediment
pomoci 0,3-0,5 ml PBS.

10. Analyzujte vzorek ihned po obarveni pomoci
pritokového cytometru. V pfipadé Ze byl vzorek
fixovan formaldehydem, je mozné vzorek uskladnit
v temnu pfi 2-8°C a analyzovat do 24 hodin.

viemnu za

10. Analyza dat

Vzorek obarveny pomoci reagencie KOMBITEST™ FITC/
PE Negative Control  analyzujte  pritokovym  cytometrem.
Provedte kompenzaci fluorescencnich signall naméfenych dat.
Data poté zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus forward-
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scatter (FSC). Ohranicte populaci lymfocytd, jak je znazornéno
na obrazku 1. Poté zobrazte ohrani¢ené lymfocyty v grafu PE
(FL2) versus FITC (FL1), jak je zndzornéno na obrazku 2
anastavte region (gate) odpovidajici negativné fluorescenéné
znadené populaci lymfocytu.

11. Omezeni metody

= Prltokovy cytometr mize poskytovat Spatné hodnoty,
pokud neni dobfe sefizen a udrZovan.

= Data mohou byt Spatné interpretovana, pokud jsou
fluorescenéni signaly Spatné kompenzované, pfipadné
pokud jsou regiony bunék Spatné umisténé.

= Krevni vzorky od abnormalnich pacientd mohou
vykazovat abnormalni hodnoty procent pozitivnich bunék.

= Cervené krvinky nékterych abnormalnich pacient(i mohou
byt rezistentni k lyzi pomoci lyza€nich roztoku.

= V pfipadé krevniho vzorku s abnormainé vysokym poctem
leukocytl je tfeba vzorek nafedit pomoci PBS na hodnotu
kolem 5 x 108 leukocytt na ml.

= Krevni vzorky by nemély byt skladovény déle neZz 24
hodin pfed barvenim.

SLOVENSKY

1. Specifikacia produktu

Obsah 50 testov, 1 ml
Pouzitie 20 pl na test
Specifitnost Nedefinovany epitop rastlinného patogénu
Klon PPV-04 PPV-04
Izotyp (mysi) lgG2a IgG2a
Fluorochrém FITC PE
A excitacia 488 nm 488 nm
Emisné 525 nm 575 nm
maximum

2. Pouzitie

KOMBITEST™ FITC/PE Negative Control je reagencia uréena
pre nastavenie hranice medzi pozitivne a negativne
oznacenymi lymfocytmi v ramci analyz krvnych vzoriek
pomocou dvojfarebnych (FITC/PE) KOMBITEST™ reagencii.

3. Princip

Okrem Specifickych vézieb mySich protilatok proti cielovym
antigénom, sa mdZzu protilatky viazat na leukocyty pomocou
réznych neSpecifickych vazieb. Tieto neSpecifické vazby mozu
vyznamne zhorSit rozliSenie medzi pozitivne a negativne
fluorescenéne oznaenymi populaciami buniek. Kontrolna
vzorka, ktord je oznaCena mysSimi protilatkami, ktoré sa mozu
viazat na leukocyty iba pomocou neSpecifickych vazieb,
umoziuje nastavit optimalnu hranicu medzi pozitivne
anegativne fluorescentne oznaCenymi populaciami.

4. Specifiénost
Monoklonové protildtka PPV-04 reaguje s nedefinovanym

epitopom rastlinného patogénu. Tento antigén nieje pritomny na
Ludskych leukocytoch. Protilatka PPV-04 sa teda méZe viazat
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na antigény ludskych leukocytov iba pomocou neSpecifickych
vazieb.

5. Popis reagencie

Reagencia obsahuje zmes mySej monoklonove;j protilatky PPV-
04 oznacenej fluorescein izothiokyanatom (FITC) a oznaenej
R-phycoerythrinom (PE). Oznacené protilatky boli nariedené na
optimalnu  koncentraciu do stabilizatného roztoku, ktory
obsahuje PBS a 15mM azid sodny. Obsah flasticky (1 ml
reagencie) odpoveda uskutoéneniu 50 testov.

6. Skladovanie

Flasticku s reagenciou uschovavaijte v temne pri teplote 2-8°C.
Doba pouzitelnosti reagencie je vyznacena na Stitku flasticky.

7. Upozornenie

= Reagencia je urCena pre In vitro diagnostiku a vyhovuje
poziadavkam eurépskej smernice pre In vitro diagnostické
zdravotnicke prostriedky 98/79/EC.

= Znagenie kontrolnej a testovacej vzorky je potrebné

vykonat pri rovnakych experimentalnych podmienkach.

Vizorka krvi musi byt od jedného pacienta.

Nepouzivajte reagenciu po uplynuti doby pouzitelnosti.

Reagenciu nevystavujte dlhodobému pdsobeniu svetla.

Obsah flasticky nesmie zmrznut.

Chrénte obsah flasticky pred kontaminaciou.

Nedodrzanie postupu merania moze ovplyvnit vysledky

testu.

= Reagencia obsahuje azid sodny (NaNs), ktory je v Cistom
stave vysoko toxicky, avSak koncentracia pritomna v tejto
reagencii (15 mM) uz nieje povazovana za nebezpecnd.
Pri likvidacii reagencie obsahujlicej azid splachujte
umyvadlo velkym mnoZstvom vody.

= Krvné vzorky sU povazované za potencialne infekény
material, a preto sa s nimi musi zaobchadzat opatrne.
Viyvarujte sa kontaktu vzoriek s pokozkou, oCami
a sliznicami.

8. Potrebné vybavenie a material, ktory sa
nedodava

Material potrebny na odber periférnej krvi, vhodné skimavky
pre znaCenie buniek (napr. 12 x 75 mm), sada pipiet
s jednorazovymi Spickami, centrifiga, vortex, lyzaCny roztok,
PBS timivy roztok, prietokovy cytometer.

9. Postup znacenia

1. Odoberte periférnu krv do sterilnej odberovej skimavky
obsahujlicej antikoagulant (napr. Heparin, EDTA).

2. Pipetujte 20 pl reagencie KOMBITEST™ FITC/PE
Negative Control do kontrolnej skimavky.

3. Pridajte 100 pl premieSanej periférnej krvi a zmes
premieSajte pomocou vortexu.

4. Skumavku inkubujte 20-30 minat
laboratérnej teplote.

5. Zlyzujte Cervené krvinky pomocou lyzacného roztoku.
Odporuca sa pouzivat komercné lyzaéné Cinidlo, ktoré

vtemne pri
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obsahuje formaldehyd a fixuje bunky. Postupujte podfa
navodu od vyrobcu lyzaéného Cinidla.

6. Centrifugujte skimavku 5 minut pri 300 g.

7. Odstraite supernatant a resuspendujte sediment
pomocou 3-4 ml PBS.

8. Centrifugujte skmavku 5 mindt pri 300 g.

9. Odstraite supernatant a resuspendujte sediment
pomocou 0,3-0,5 ml PBS.

10. Vzorky analyzujte na prietokovom cytometri ihned po
oznaceni. Vpripade, ze vzorky boli fixované
formaldehydom, je mozné tieto vzorky uskladnit
v temne pri 2-8°C a analyzovat do 24 hodin.

10. Analyza dat

Vzorku oznagenu pomocou reagencie KOMBITEST™ FITC/
PE Negative Control  analyzujte prietokovym  cytometrom.
Vlykonajte kompenzaciu fluorescenénych signélov nameranych
dat. Data potom zobrazte v grafe side-scatter (SSC) proti
forward-scatter (FSC). Ohranicte populaciu lymfocytov, ako je
to zndzornené na obrazku 1. Potom zobrazte ohraniené
lymfocyty vgrafe PE (FL2) proti FITC (FL1), ako je to
znazornené na obrazku 2 a nastavte regioén (gate) odpovedajlci
negativne fluorescencne oznacenej populacii lymfocytov.

11. Obmedzenia metody

= Prietokovy cytometer mdze poskytovat
vysledky, ak nieje dobre nastaveny a udrziavany.

= Data mdzu byt zle interpretované, ak su fluorescenéné
signaly nedostatoéne kompenzované alebo ak su regiony
buniek zle umiestnené.

= Krvné vzorky od abnormalnych pacientov mézu vykazovat
abnormalne percentuélne hodnoty pozitivnych buniek.

= Cervené krvinky niektorych abnormalnych pacientov mozu
byt rezistentné voci lyze pomocou lyzaénych roztokov.

= Vpripade krvnej vzorky s abnormalne vysokym poctom
leukocytov je potrebné vzorku nariedit pomocou PBS na
hodnotu priblizne 5 x 108 leukocytov na ml.

= Krvné vzorky by nemali byt skladované dihSie ako 24
hodin pred znacenim.

nepresné
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Example data / Vzorové vyhodnoceni / Vzorové
vyhodnotenie
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Fig. 1: Delimitation of lymphocyte population
Obr. 1: Ohraniceni populace lymfocytd
Obr. 1: Ohranicenie populacie lymfocytov

, o4t 0.027
10° 4
10* -

B
10% o
10°

0=

3 i 0.43

SRS SN ]

o0 o1 10 1o0* 0°

FITC

Fig. 2: Negative population of lymphocytes in a dot-plot PE vs. FITC

Obr. 2: Negativni populace lymfocytti v grafu PE vs. FITC
Obr. 2: Negativna populacia lymfocytov v grafe PE vs. FITC
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Explanation of symbols / Vysvétleni symbol( /

Vysvetlenie symbolov

In Vitro Diagnostic Medical Device
In vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
In vitro diagnosticky zdravotnicky prostriedok

Catalog number
Katalogové ¢&islo
Katalégové &islo

Manufacturer identification
Vyrobce
Vyrobca

Consult the manual before use
Viz navod k pouziti
Vid navod na pouzitie

Sufficient for N test
Lze pouzit pro N testt
Postacujuce na vykonanie N testov

Store within temperature limits
Rozmezi skladovacich teplot
Rozmedzie skladovacich teplot

LOT Batch code
Cislo $arze
Use by
Pouzitelné do
Pouzitelné do

Manufacturer / Vyrobce / Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou I 341

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
http://www.exbio.cz
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