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1. Õ¿«Õ¿◊≈Õ»≈

Набор реагентов BD Simultest™ IMK Plus* предназначен для
проведения прямой двухцветной иммунофлуоресценции с целью
определения в лизированной цельной крови (LWB) человека
процентных долей следующих зрелых (небластных) субпопуляций
лимфоцитов: T-лимфоцитов (CD3+) и активированных T-лимфоцитов
(CD3+HLA-DR+), B-лимфоцитов (CD19+), Т-хелперов/Т-индукторов
(CD4+) и супрессоров/цитотоксических (CD8+) Т-лимфоцитов, а
также естественных киллеров (NK) (CD16+ или CD56+). Также
возможно определение иммунорегуляторного индекса (CD4+/CD8+).

2. Œ¡Ÿ»≈ –¬≈ƒ≈Õ»fl » œŒfl–Õ≈Õ»fl

Лимфоциты человека, исходя из их биологической функции и
экспрессии поверхностного антигена клеток, которая коррелирует с этой
функцией, можно разделить на три основные популяции: T-лимфоциты,
B-лимфоциты и естественные киллеры (NK-лимфоциты). T-лимфоциты
принимают участие в антиген-специфическом клеточно-
опосредованном иммунном ответе и регулируют секрецию
иммуноглобулина B-лимфоцитами. В свою очередь T-лимфоциты также
можно разделить на основе их функциональных свойств на
хелперы/индукторы, супрессоры/цитотоксические и активированные
T-лимфоциты.

Использовавшиеся ранее методы количественного анализа
субпопуляций лимфоцитов были затруднительными вследствие их
зависимости от методики, трудоемкости или невысокой специфичности
относительно линий дифференцировки клеток. К классическим методам
относится определение T-лимфоцитов путем реакции

* Патенты США № 4 987 086 и 5 064 616.
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розеткообразования с эритроцитами барана1 и определение
B-лимфоцитов с помощью эритроцитов барана, нагруженных мечеными
флуорохромом поликлональными антителами к поверхностному
иммуноглобулину.1 Методы анализа цитолитических лимфоцитов
включают метод локального гемолиза2 и анализ цитотоксичности путем
регистрации высвобождения радиоактивного хрома.3

Реагенты на основе антител применялись для распознавания
поверхностного антигена клеток методами флуоресцентной микроскопии,
электронной микроскопии и радиоактивных меток.4 Микроскопические
методы не являются высокочувствительными вследствие ограниченного
количества анализируемых клеток, в то время как методы
с использованием радиоактивных изотопов предполагают соблюдение
дополнительных нормативных требований относительно безопасности
и утилизации отходов. Метод проточной цитометрии, использующий
непрямую иммунофлуоресценцию и обеспечивающий чувствительность
анализа5, требует дополнительного этапа, заключающегося в добавлении
меченого флуорохромом вторичного реагента.

Для проведения проточно-цитометрического анализа лимфициты
цельной крови человека традиционно обрабатывались методами
выделения в градиенте плотности. Результаты исследований показали,
что эти методы являются трудоемкими, включают большое количество
манипуляций с кровью, и могут приводить к потере субпопуляций
лимфоцитов.6—8 Метод лизирования цельной крови, применяемый
с данным набором, не требует выделения в градиенте плотности
и поэтому позволяет сократить время подготовки образца и уменьшить
количество манипуляций с цельной кровью (см. раздел 2.2 в Becton
Dickinson Monoclonal Antibodies Source Book (Библиографический
указатель Becton Dickinson по моноклональным антителам).6 
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Разработка технологии применения моноклональных антител и метода
проточной цитометрии сделала возможным использование новых
подходов к определению субпопуляций лимфоцитов и иммунному
мониторингу. Меченные флуорохромом моноклональные антитела
и многоцветная проточная цитометрия обеспечивают возможность
одновременного количественного анализа двух и более субпопуляций
лейкоцитов. Иммунный мониторинг проводится с помощью
проточных цитометров, таких как BD FACScan™, которые точно
определяют характеристики клеток, выполняя анализ по четырем
параметрам. FACScan при использовании с программным
обеспечением Simultest IMK Plus определяет характеристики клеток
в количестве до 50 000 в одном образце, выполняя одновременный
анализ прямого светорассеяния (FSC), бокового светорассеяния (SSC),
и многоцветной флуоресценции.

 ÎËÌË˜ÂÒÍÓÂ ÔрËÏÂÌÂÌËÂ*

Общие процентные доли T- и B-лимфоцитов используются для
выявления некоторых форм иммунодефицитных9, 10 и некоторых типов
аутоиммунных заболеваний.11, 12

Повышение содержания активированных T-лимфоцитов (HLA-DR+

T-лимфоцитов) может наблюдаться при состояниях,
сопровождающихся активацией иммунной системы13, которые могут
быть вызваны инфекцией14 или указывать на угрозу отторжения
в случае мониторинга состояния трансплантата.15 Фактическую
причину активации иммунной системы необходимо подтвердить
результатами дополнительных клинических и лабораторных анализов.

* Не все исследования, на которые ссылается данный раздел, проводились с применением
реагентов BD.
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Лимфоциты-хелперы/индукторы являются субпопуляцией
T-лимфоцитов (CD3+), которая также экспрессирует антиген CD4.
Супрессоры/цитотоксические лимфоциты экспрессируют антиген
CD8 и в принципе являются субпопуляцией T-лимфоцитов (CD3+),
несмотря на то что NK-лимфоциты также являются CD8+.16

Определение процентных долей лимфоцитов CD4+ и CD8+ может быть
полезно при мониторинге иммунного статуса пациентов с
иммунодефицитными или аутоиммунными заболеваниями, а также
иммунных реакций. Относительная процентная доля субпопуляции
CD4+ снижена, а субпопуляции CD8+ повышена у большинства
пациентов с врожденным или приобретенным иммунодефицитом,9

таким как тяжелый комбинированный иммунодефицит (ТКИД)9 и
синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД).17

Процентная доля супрессоров/цитотоксических клеток может
выходить за пределы нормального диапазона при некоторых
аутоиммунных заболеваниях11 и определенных иммунных реакциях,
таких как острая реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ)18 и
отторжение трансплантата.15 Относительная процентная доля
популяции лимфоцитов CD8+ часто снижена в активной фазе
системной красной волчанки (СКВ), но может быть повышена у
пациентов с СКВ при прохождении терапии стероидами.1 

Соотношение CD4+/CD8+ (хелперы/супрессоры), определяемое как
отношение количества CD4-положительных лимфоцитов,
окрашиваемых флуоресцеина изотиоцианатом (FITC), к количеству
CD8-положительных лимфоцитов, окрашиваемых фикоэритрином*
(PE), использовалось для оценки иммунного статуса пациентов

* Патент США № 4 520 110, Европейский патент № 76 695, Канадский патент № 1 179 942.
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с наличием или подозрением на развитие аутоиммунных
заболеваний11, 12 или иммунодефицита.1, 17 В большинстве случаев
иммунодефицитных состояний относительные процентные доли
лимфоцитов-хелперов были снижены, а лимфоцитов-супрессоров —
повышены. В таких состояниях также может отмечаться T-клеточная
лимфопения.10, 19 Кроме того, это соотношение использовалось для
мониторинга начала острой РТПХ у пациентов, перенесших
трансплантацию костного мозга.18 Наряду с тем что
иммунорегуляторный индекс (соотношение CD4+/CD8+) является
полезным индикатором, его использование имеет ряд специфических
ограничений, которые приведены в параграфах 10—13 раздела 9
«Ограничения» данной инструкции-вкладыша.

Было показано, что естественные киллеры (NK-лимфоциты),
определяемые как CD3-отрицательные и CD16- или CD56-
положительные,20 являются медиаторами цитотоксичности в
отношении определенных опухолевых или инфицированных
вирусами клеток-мишеней. NK-опосредованная цитотоксичность не
требует присутствия в клетке-мишени молекул белков главного
комплекса гистосовместимости (ГКГС) класса I или II.21 Снижение
активности NK-лимфоцитов наблюдается у пациентов со СПИД,
а также в отдельных случаях СПИД-ассоциированного комплекса и
синдрома лимфаденопатии.22 

3. œ—»Õ÷»œ Ã≈“Œƒ¿

Набор содержит шесть реагентов Simultest на основе пар мышиных
моноклональных антител, конъюгированных с флуоресцеина
изотиоцианатом (FITC) и фикоэритрином (PE), включая LeucoGATE™
(CD45/CD14) (реагент A) для установки гейта анализа лимфоцитов
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и Simultest Control IgG
1
 FITC/IgG

2a
 PE (реагент B) для установки

маркеров флуоресценции вокруг отрицательной популяции и
определения антиген-неспецифического связывания антител. Набор
также содержит лизирующий раствор* (реагент G) для подготовки
клеток методом лизирования цельной крови. Для оценки данных
компания BD рекомендует использовать проточные цитометры
FACScan и программное обеспечение Simultest IMK Plus.

Свежий образец периферической крови получают путем венепункции
и окрашивают не позднее чем через 6 часов каждым из шести
реагентов на основе антител набора Simultest IMK Plus. При
добавлении реагентов на основе моноклональных антител в цельную
кровь человека происходит специфическое связывание меченых
флуорохромом антител с поверхностными антигенами лейкоцитов.
После этого окрашенные образцы обрабатываются лизирующим
раствором, который вызывает лизис эритроцитов, и промываются
перед анализом в проточном цитометре.

Аликвота окрашенного образца пациента вносится в проточный
цитометр и проходит в узкой струе через луч лазера. Луч лазера
вызывает флуоресценцию окрашенных клеток, а излучаемый свет
измеряется и обрабатывается проточным цитометром. Использование
двух флуорохромов обеспечивает возможность одновременного анализа
сразу двух цветов благодаря тому, что при возбуждении лучом ионного
аргонового лазера (488 нм) каждый флуорохром излучает свет на разных
длинах волн. Окрашенные FITC лимфоциты излучают желто-зеленый
свет (максимум эмиссии прибл. на 515 нм), а окрашенные PE —
красно-оранжевый (максимум эмиссии прибл. на 580 нм).

* Патенты США №№ 4 654 312, 4 902 613 и 5 098 849.
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Клетки также взаимодействуют с излучением лазера, рассеивая его.
Результаты измерения прямого светорассеяния (FSC) света в высокой
степени коррелируют с размером клеток, а бокового светорассеяния
(SSC) — являются показателем клеточной неоднородности. Проточный
цитометр BD FACScan с программным обеспечением Simultest IMK Plus
выполняет подсчет клеток в количестве, достаточном для того, чтобы
обеспечить пропускание гейтом как минимум 2000 лимфоцитов. Файлы
данных необходимо сохранить в режиме списка с заданными
логическими именами, для того чтобы программа Simultest IMK Plus
могла их использовать для последующего анализа.

Программа Simultest IMK Plus использует LeucoGATE (реагент A) для
установки гейта анализа лимфоцитов, который пропускает не менее
98 % нормальных зрелых (небластных) лимфоцитов в образце.
Однако если гейт пропускает 3 % и более моноцитов, программа
автоматически сужает гейт светорассеяния до уровня пропускания не
менее чем 95 % лимфоцитов, содержащихся в образце.

Программа автоматически выявляет и рассчитывает процентные доли
примесей моноцитов, гранулоцитов и дебриса, которые пропускает гейт
анализа лимфоцитов LeucoGATE, на основе характеристик бокового
светорассеяния (SSC), прямого светорассеяния (FSC) и флуоресценции.
Подробную информацию о порядке установки программой гейтов и
автоматической корректировки процентных долей субпопуляций на
основе процента чистоты гейтированной популяции лимфоцитов см. в
Руководстве пользователя Simultest IMK Plus.

Присутствие бластных клеток может отрицательно влиять на
процедуру гейтирования и приводить к сбою процесса обработки.
Поэтому образцы, содержащие бластные клетки, могут потребовать
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анализа другими методами. Если программа не может установить
гейт, распечатка будет содержать соответствующее сообщение.
Полный список сообщений об ошибках программного обеспечения
см. в Руководстве пользователя Simultest IMK Plus.

Программа использует отрицательный контроль (реагент B) для
установки маркеров «флуоресценция-1» (FL1) и «флуоресценция-2»
(FL2) вокруг отрицательной популяции лимфоцитов и оценки
величины антиген-неспецифического связывания антител, которое в
основном обусловлено Fc-рецепторами. Если более 5 % контрольных
событий выходит за маркеры отрицательного контроля FL1 или FL2,
на экране компьютера и в лабораторной распечатке для пробирки
контроля В отображается сообщение об ошибке «too much nonspecific
staining» (слишком сильное неспецифическое окрашивание). В ходе
обработки программой пробирки отрицательного контроля оператору
следует проверять сообщения об ошибках, которые указывают на
антиген-неспецифическое связывание антител.

Отрицательный контроль представляет собой смесь моноклональных
антител, конъюгированных с теми же флуорохромами (FITC и PE), что и
реагенты для анализа. Антитела контроля специфичны антигенам, не
присутствующим на лейкоцитах человека. Контроль следует использовать
для окрашивания отдельной аликвоты каждого образца пациента.

Для каждого образца пациента с помощью LeucoGATE (пробирка A)
устанавливается гейт анализа лимфоцитов, а с помощьюконтроля
(пробирка B) определяются маркеры флуоресценции, которые
используются для анализа последующих пробирок (с C по F).
При выборе функции Quadrant Correction («Коррекция по квадрантам»)
в главном меню программы IMK Plus субпопуляции лимфоцитов
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в пробирках C—F подсчитываются и выражаются в процентных долях
лимфоцитов в гейте анализа. Программа Simultest IMK Plus
предоставляет отчет с результатами подсчета этих иммунологически
значимых субпопуляций лимфоцитов в LWB, представленных в виде
процентных долей общего количества циркулирующих (небластных)
лимфоцитов человека. Кроме того, отчет включает
иммунорегуляторный индекс (CD4+/CD8+). Если эта функция
программы не используется, результаты будут представлены как
процентные доли общего количества гейтированных событий.

В целях контроля качества программа автоматически выполняет
дифференциальный подсчет трех фракций для определения
процентных долей моноцитов, гранулоцитов и лимфоцитов,
и печатает его результаты только для сравнения с результатами
дифференциального подсчета лейкоцитов стандартным лабораторным
методом.23 Для дифференциального подсчета трех фракций программа
использует алгоритм идентификации трех популяций клеток на
основе FSC, SSC и флуоресценции. Моноциты являются CD14-
положительными и характеризуются сигналом SSC, средним между
лимфацитами и гранулоцитами. Лимфоциты и гранулоциты также
можно различить по уровню сигнала SSC. Лимфоциты
характеризуются низким сигналом SSC, а гранулоциты — высоким.

ПРИМЕЧАНИЕ. Получаемые Simultest IMK Plus результаты
дифференциального подсчета следует использовать исключительно
для сравнения с результатами независимого подсчета количества
лейкоцитов в целях контроля качества. Их не следует использовать
вместо результатов независимого лабораторного дифференциального
подсчета количества лейкоцитов в картах пациентов или вводить в
программу IMK Plus для получения абсолютных значений.
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4. —≈¿√≈Õ“¤

 ÓÏÔÎÂÍÚ ÔÓÒÚ‡‚ÍË рÂ‡„ÂÌÚÓ‚ ‚ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Â, ‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓÏ 

‰Îˇ ‚˚ÔÓÎÌÂÌËˇ 50 ‡Ì‡ÎËÁÓ‚

Все реагенты на основе моноклональных антител содержат мышиные
иммуноглобулины, конъюгированные с FITC или PE, в 1,0 мл буферного
солевого раствора с желатином и 0,1 % азида натрия. Моноклональные
антитела получают путем слияния клеток миеломы мышей с клетками
селезенки или лимфатического узла мышей линии BALB/c.
Соотношение флуоресцеин/белок (F:P) для реагентов BD на основе
моноклональных антител находится в диапазоне 2—10. Соотношение
F:P для каждого реагента оптимизировано в соответствии
с его назначением.

Реагент A — LeucoGATE (CD45/CD14), 1,0 мл. 
LeucoGATE предназначен для оценки и установки гейта светорассеяния,
который отличает лимфоциты от гранулоцитов, моноцитов,
нелизированных или ядросодержащих эритроцитов (ККК) и дебриса.
Этот реагент содержит меченые FITC антитела к CD45 (клон 2D1)24—26

для идентификации лейкоцитов и меченые PE антитела к CD14
(клон MP9)27—29 для идентификации моноцитов.

Антитела к CD4530 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных мононуклеарными клетками периферической
крови человека. Это антитело состоит из тяжелых цепей и легких
каппа-цепей IgG

1
. Данный антиген присутствует на всех лейкоцитах

человека и принимает участие в процессах сигнальной трансдукции,
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преобразуя сигналы, поступающие от других поверхностных молекул.30

Молекулярная масса антигена, распознаваемого этим антителом,
составляет от 170 до 220 килодальтон (кДа).30

Антитела к CD1427 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей Sp2/0 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных моноцитами периферической крови пациента с
ревматоидным артритом. Это антитело состоит из тяжелых цепей и
легких каппа-цепей мышиного IgG

2b
. Молекулярная масса антигена,

распознаваемого этим антителом, составляет 53 кДа.31 Этот антиген
является дифференцировочным антигеном клеток миелоидного ряда31

и присутствует на 75—90 % моноцитов человека.32 Антитело к CD14
слабо реагирует с гранулоцитами.33

Реагент B — Control (контроль), 1,0 мл.
Реагент Control (контроль) предназначен для установки маркеров
квадрантов FL1 и FL2 вокруг неокрашенной (отрицательной)
популяции лимфоцитов с целью определения границ между
отрицательными и положительными популяциями клеток, а также
оценки антиген-неспецифического связывания антител, которое в
основном обусловлено Fc-рецепторами. Он содержит меченые FITC
антитела изотипа IgG

1
 (клон X40) и меченые PE антитела изотипа

IgG
2a

 (клон X39) — мышиные моноклональные антитела, которые
избирательно реагируют с гемоцианином фиссуреллы (KLH),
антигеном, который не присутствует на лейкоцитах человека.

Реагент C — CD3/CD19, 1,0 мл. 
Реагент CD3/CD19 предназначен для подсчета T- и B-лимфоцитов. Он
содержит меченые FITC антитела к CD3 (клон SK7)34—37 для
идентификации T-лимфоцитов и меченые PE антитела к CD19
(клон 4G7)38 для идентификации В-лимфоцитов.
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Антитела к CD336 получают путем гибридизации клеток миеломы мышей
NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/c, иммунизированных
тимоцитами человека. Это антитело состоит из тяжелых цепей и легких
каппа-цепей мышиного IgG

1
. Антитело к CD3 реагирует с эпсилон-цепью

комплекса рецептора антигена CD3/T-клеточного антигена (ТкР). Этот
комплекс состоит из не менее чем четырех белков с молекулярной массой
от 20 до 30 кДа.39 Антиген, распознаваемый антителами к CD3,
нековалентно связан с / или / субъединицами ТкР (70—90 кДа).40

Антитела к CD1938 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей P3-X63-Ag8.653 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных клетками хронического лимфолейкоза человека.
Это антитело состоит из тяжелых цепей и легких каппа-цепей IgG

1
.

Этот антиген присутствует на B-лимфоцитах человека на всех этапах
их созревания, но отсутствует на плазматических клетках. Антиген
CD19 может быть вовлечен в процессы активации и пролиферации
В-лимфоцитов.41 Молекулярная масса антигена, распознаваемого этим
антителом, составляет 90 кДа.41

Реагент D — CD4/CD8, 1,0 мл. 
Реагент CD4/CD8 предназначен для одновременного распознавания
хелперов/индукторов и супрессоров/цитотоксических лимфоцитов.
Он содержит меченые FITC антитела к CD4 (клон SK3)42, 43 для
идентификации хелперов/индукторов и меченые PE антитела к CD8
(клон SK1)42, 43 для идентификации супрессоров/цитотоксических
лимфоцитов.

Антитела к CD442 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных Т-лимфоцитами периферической крови человека.
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Они состоят из тяжелых цепей и легких каппа-цепей мышиного IgG
1
.

Антитело к CD4 распознает антиген CD4, который взаимодействует с
молекулами белков ГКГС класса II и является основным рецептором
для вируса иммунодефицита человека (ВИЧ).44, 45 Молекулярная масса
этого антигена составляет 59 кДа. Цитоплазматический участок
антигена связан с протеин-тирозинкиназой p56lck. Антиген CD4 может
регулировать функцию антигена CD3/комплекса ТкР.46 Антитело к
CD4 реагирует с моноцитами/макрофагами и Т-лимфоцитами-
хелперами/индукторами.47

Антитела к CD842 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных Т-лимфоцитами периферической крови человека.
Они состоят из тяжелых цепей и легких каппа-цепей мышиного IgG

1
.

Антиген CD8 присутствует на субпопуляции
супрессоров/цитотоксических T-лимфоцитов человека,35, 43 а также
субпопуляции NK-лимфоцитов.16 Антигенные детерминанты CD8
взаимодействуют с молекулами белков ГКГС класса I, повышая
степень адгезии между CD8+ T-лимфоцитами и клетками-
мишенями.48—50 Связывание антигена CD8 с белками ГКГС класса I
усиливает активацию покоящихся Т-лимфоцитов.48—51 Антиген CD8
экспрессируется на -субъединице (32 кДа) связанного дисульфидным
мостиком бимолекулярного комплекса.52, 53 Антиген CD8 спарен с p56lck.
Комплекс CD8:p56lck может принимать участие в процессах активации
Т-лимфоцитов путем опосредования взаимодействий между
антигеном CD8 и антигеном CD3/комплексом ТкР.50, 51 

Реагент E — CD3/Anti–HLA-DR, 1,0 мл. 
Реагент CD3/Anti–HLA-DR предназначен для подсчета
T-лимфоцитов, DR+ не-T-лимфоцитов (в основном B-лимфоцитов) и
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активированных T-лимфоцитов. Он содержит меченые FITC антитела
к CD3 (клон SK7)34—37 для идентификации Т-лимфоцитов и меченые
PE антитела Anti–HLA-DR (клон L243)54 для идентификации DR+

не-T-лимфоцитов и активированных T-лимфоцитов.

Антитела Anti–HLA-DR получают путем гибридизации клеток
миеломы мышей NS1/1-AG4 с клетками селезенки мышей линии
BALB/c, иммунизированных клетками В-лимфобластомы человека
линии RPMI 8866. Они состоят из тяжелых цепей и легких каппа-
цепей мышиного IgG

2a
. Антиген HLA-DR (лейкоцитарный антиген

человека, D-связанный) представляет собой молекулу белка ГКГС
класса II. Этот антиген является трансмембранным гликопротеином,
состоящим из - и -субъединиц с молекулярной массой 36 и 27 кДа
соответственно.54—55 Это антитело реагирует с неполиморфным
эпитопом HLA-DR.54—56 Антиген экспрессируется на B лимфоцитах,
моноцитах, макрофагах, активированных T-лимфоцитах,
активированных NK-лимфоцитах и человеческих клетках-
предшественниках.14, 19, 57—60

Реагент F — CD3/CD16 + CD56*, 1,0 мл. 
Реагент CD3/CD16 + CD56 предназначен для идентификации T- и
NK-лимфоцитов. Он содержит меченые FITC антитела к CD3 (клон
SK7)34—37 для идентификации T-лимфоцитов. Также он содержит
меченые PE антитела к CD16 (клон B73.1)61—64 и CD56 (клон MY31)63, 65

для идентификации субпопуляций NK- и T-лимфоцитов.

Антитела к CD1664 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей P3X-63-Ag8.653 с клетками селезенки мышей линии BALB/c,
иммунизированных NK-лимфоцитами. Это антитело состоит из

* Патент США № 4 895 796.
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тяжелых цепей и легких каппа-цепей IgG
1
.61—63 Антиген,

распознаваемый антителами к CD16, представляет собой белок с
молекулярной массой 50—65 кДа, который является рецептором
IgG Fc III и присутствует на NK-лимфоцитах и нейтрофилах.20

Антитела к CD5665 получают путем гибридизации клеток миеломы
мышей Sp2/0 с клетками мышей линии (B6xBALB/c)F

1
,

иммунизированных клетками линии KG1a. Это антитело состоит из
тяжелых цепей и легких каппа-цепей IgG

1
. Молекулярная масса

гликозилированного антигена, распознаваемого этим антителом,
находится в диапазоне 175—220 кДа20, 66 (и составляет 137 кДа в
дегликозилированном состоянии67); он присутствует на NK-
лимфоцитах. Антиген CD56 вовлечен в процессы гомотипической
адгезии нервных клеток и клеточной дифференцировки
в ходе эмбриогенеза.65

Реагент G — 10-кратный лизирующий раствор, 60 мл.
Реагент G представляет собой 10-кратный концентрат буферного
лизирующего раствора, содержащий до 50 % диэтиленгликоля и до
15 % формальдегида. См. параграфы 9—11 пункта «Меры
предосторожности» ниже. Хранение при температуре 2—25 °C
обеспечивает стабильность 10-кратного концентрата до даты
истечения срока годности, которая указана на этикетке. Для
использования необходимо развести концентрат в пропорции 1:10
водой класса ЧДА комнатной температуры (20—25 °C). Хранить в
стеклянной таре при комнатной температуре. Приготовленный
раствор стабилен в течение 1 месяца при комнатной температуре.
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ÃÂр˚ ÔрÂ‰ÓÒÚÓрÓÊÌÓÒÚË

1. Для диагностики in vitro.

2. Хранение при температуре 2—8 °C обеспечивает стабильность
реагентов на основе антител до даты истечения срока годности,
которая указана на этикетке. Не использовать после истечения
срока годности.

3. Реагенты на основе антител нельзя замораживать или подвергать
прямому воздействию света при хранении или инкубации
с клетками.

4. Настройки времени или температуры инкубации или
центрифугирования, отличные от указанных, могут приводить к
возникновению ошибок.

5. Для получения оптимальных результатов необходимо выполнять
окрашивание образцов крови не позднее чем через 6 часов после
венепункции.

6. Изменение внешнего вида реагентов, например, выпадение осадка
или обесцвечивание, свидетельствует о нестабильности или
деградации. В таких случаях не следует использовать реагенты.

7. Реагенты на основе антител содержат в качестве консерванта
азид натрия, однако следует принимать меры во избежание
микробного загрязнения, которое может приводить к получению
неверных результатов.
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8. ОСТОРОЖНО! Азид натрия вреден при приеме внутрь (R22).
Хранить в недоступном для детей месте (S2). Держать вдали от
пищи, напитков и корма для животных (S13). Использовать
подходящую защитную одежду (S36). При попадании внутрь
немедленно обратитесь за медицинской помощью и покажите
данную упаковку или этикетку (S46). При взаимодействии с
кислотами выделяется высокотоксичный газ (R32). Азидные
соединения при утилизации необходимо смывать большим
объемом воды во избежание осаждения на свинцовых или медных
трубах, где возможно образование взрывоопасных условий.

9. ОСТОРОЖНО! Реагент G содержит до 50 % диэтиленгликоля и
до 15 % формальдегида. См. инструкции по подготовке и
хранению реагента G, приведенные выше.

10. ОСТОРОЖНО! Набор BD Simultest IMK Plus содержит
диэтиленгликоль и формальдегид. Формальдегид вреден при
вдыхании, при контакте с кожей и при попадании внутрь
(R20/21/22). Он обладает раздражающим действием на глаза и
кожу (R36/38). Продолжительное воздействие может вызывать рак.
Возможный риск необратимых эффектов (R68). Может вызывать
сенсибилизацию при контакте с кожей (R43). Хранить под замком
в недоступном для детей месте (S1/2). Использовать подходящую
защитную одежду и перчатки (S36/37). Диэтиленгликоль даже в
малых количествах может быть смертельно опасным. При
попадании внутрь немедленно обратитесь за медицинской
помощью и покажите данную упаковку или этикетку (S46).
Утилизировать согласно федеральным, государственным и
местным нормативам.
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11. ОСТОРОЖНО! Все образцы, взятые у пациентов, и
контактирующие с ними материалы подлежат обращению как с
потенциальным источником инфицирования и требуют
утилизации с соблюдением надлежащих мер предосторожности
в соответствии с федеральными, региональными и местными
нормативами. Не выполнять пипетирование ртом. Не допускать
контакта образцов с кожей и слизистыми оболочками.

5. œ—»¡Œ—

Набор Simultest IMK Plus предназначен для использования с
проточным цитометром производства компании BD, оснащенным
соответствующим аппаратным и программным обеспечением
компьютера, а также электронной системой гейтирования. Проточный
цитометр должен быть оснащен компонентами, необходимыми для
детектирования двухцветной флуоресценции, прямого (FSC) и
бокового (SSC) светорассеяния.

Рекомендуется использовать следующие системы.

• Проточный цитометр BD FACScan, оснащенный компонентами,
необходимыми для детектирования трехцветной флуоресценции и
светорассеяния по двум параметрам (BD кат. № 34001010).
Подробная информация по использованию прибора приведена в
Руководстве оператора FACScan.

• Компьютерная система BD CONSORT™ 30 или CONSORT 32 и
внешние устройства (входит в состав системы FACScan).
Подробная информация по использованию приведена в
Руководстве пользователя программного обеспечения
CONSORT 30 или Руководстве оператора системы CONSORT 32.
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• Программное обеспечение BD Simultest IMK Plus (BD кат.
№ 01-20966-01, редакция А, или 34001860). Подробная
информация по использованию приведена в Руководстве
пользователя Simultest IMK Plus.

• Калибровочные частицы CaliBRITE™ Beads (BD кат. № 349502).
Эти частицы могут использоваться для настройки напряжения
фотоумножителей и компенсации флуоресценции, а также
проверки чувствительности проточного цитометра FACScan.
Подробная информация по использованию приведена в
инструкции-вкладыше упаковки CaliBRITE Beads.

• Программное обеспечение AutoCOMP™ (BD кат. № 34001390).
Подробная информация по использованию приведена в
Руководстве пользователя программного обеспечения AutoCOMP.

Все рабочие характеристики были получены при использовании
вышеуказанных систем. Другие системы могут иметь другие
характеристики.

Для получения информации относительно использования данных
реагентов в исследовательских целях с применением других приборов
FACS обратитесь в центр поддержки клиентов компании BD.
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6. «¿¡Œ— » œŒƒ√Œ“Œ¬ ¿ Œ¡—¿«÷¿

Отберите кровь путем венепункции5, 68 с соблюдением правил
асептики в стерильную вакуумную пробирку VACUTAINER® с
EDTA-K3 (фиолетовая крышка). Для данной процедуры необходимо
не менее 1 мл цельной крови. Для получения оптимальных
результатов необходимо выполнять окрашивание образцов крови не
позднее, чем через 6 часов после забора. Кровь с антикоагулянтом
можно хранить перед окрашиванием не дольше 6 часов при
комнатной температуре (20—25 °C). Охлаждение образцов крови
перед окрашиванием может приводить к получению искаженных
результатов.

Перед окрашиванием необходимо получить результаты подсчета
лейкоцитов (БКК) и дифференциального подсчета БКК для того же
образца цельной крови. Диапазон приемлемых концентраций БКК
составляет от 3,5 x 103 до 9,8 x 103 БКК/мкл. Если результат подсчета
превышает 9,8 x 103 БКК/мкл, необходимо разбавить образец
фосфатно-солевым буфером 1X, содержащим 0,1 % азида натрия
(см. параграф 3 раздела 9 «Ограничения»). Для анализа образцов с
результатом подсчета ниже 3,5 x 103 БКК/мкл может потребоваться
большее количество крови, а также выполнение процедуры
разделения для повышения концентрации клеток.

ÃÂ¯‡˛˘ËÂ Ù‡ÍÚÓр˚

Не следует использовать ранее зафиксированные и хранившиеся
клетки. Охлаждение образцов цельной крови перед окрашиванием
может приводить к получению искаженных результатов. Для получения
оптимальных результатов необходимо выполнять окрашивание
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образцов крови не позднее, чем через 6 часов после венепункции.
Образцы, взятые у пациентов, получающих иммунодепрессанты, могут
давать плохое разрешение. Присутствие аномальных (бластных)
клеток, а также ядросодержащих или нелизированных эритроцитов
может отрицательно влиять на результаты анализа. Не следует
принимать пробирки с гемолизированными образцами или образцами
цельной крови объемом менее 1 мл.

ВНИМАНИЕ! При заборе, обращении и утилизации всех образцов
крови человека, а также реагентов, потенциально обладающих
канцерогенным действием, необходимо соблюдать соответствующие
меры предосторожности.

7. œ—Œ÷≈ƒ”—¿

œÓÒÚ‡‚ÎˇÂÏ˚Â рÂ‡„ÂÌÚ˚

См. пункты «Комплект поставки реагентов в количестве, достаточном
для выполнения 50 анализов» и «Меры предосторожности» раздела 4
«Реагенты».

ÕÂÓ·ıÓ‰ËÏ˚Â рÂ‡„ÂÌÚ˚ Ë Ï‡ÚÂрË‡Î˚, ÌÂ ‚ıÓ‰ˇ˘ËÂ ‚ ÍÓÏÔÎÂÍÚ 

ÔÓÒÚ‡‚ÍË

1. Пробирки для сбора крови VACUTAINER с EDTA-K
3
 или

эквивалентные.

2. Одноразовые полистироловые пробирки 12 x 75 мм Falcon™
(BD кат. № 352058) или эквивалентные.

3. Мешалка «вортекс».
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4. Низкоскоростная центрифуга (200 x g) с горизонтальным
ротором и вставками для пробирок 12 x 75 мм.

5. Вакуумный аспиратор с ловушкой.

6. Микропипеточный дозатор с наконечниками (Pipetman™ или
эквивалентный).

7. Фосфатно-солевой буфер (PBS), 1X (модифицированный раствор
Дюльбекко, pH 7,2 ± 0,2; 0,01 моль/л PO

4
; 0,15 моль/л NaCl).5

Этот реагент не содержит кальция, магния, фенолового красного
или азида натрия. Перед использованием PBS необходимо
отфильтровать через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм. Хранить
при температуре 2—8 °C.

8. PBS, в соответствии с параграфом 7 выше, с 0,1 % азида натрия.

9. Проточная жидкость.

10. Параформальдегид (1 %) для фиксации клеток. Растворите 1 г
параформальдегида в 100 мл PBS с 0,1 % азида натрия,
осторожно нагревая смесь до температуры не выше 56 °C в
вытяжном шкафу. Доведите pH до 7,4 ± 0,2 с помощью NaOH
(0,1 моль/л) или HCl (0,1 моль/л). Отфильтруйте через фильтр с
диаметром пор 0,45 мкм. Хранить в стеклянной таре при
температуре 2—8 °C.

11. Вода «чистая для анализа» (система очистки milli-Q или
эквивалентная).
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ŒÍр‡¯Ë‚‡ÌËÂ Ë ÙËÍÒ‡ˆËˇ ÍÎÂÚÓÍ

Образцы цельной крови окрашиваются реагентами A—F. После
окрашивания выполняется лизирование ККК с помощью разведенного
реагента G (лизирующего раствора 1X). Если БКК достаточно,
разделять клетки перед окрашиванием не требуется. См. раздел 6
«Забор и подготовка образца» и параграф 3 в разделе 9 «Ограничения».
Пробирки должны быть защищены от прямого воздействия света.
Выполнять процедуру следует при комнатной температуре (20—25 °C),
используя реагенты с такой же температурой. См. пункт «Меры
предосторожности» раздела 4 «Реагенты».

1. Промаркируйте по шесть пробирок 12 x 75 мм для каждого
образца пациента (от A до F). На каждой пробирке также
укажите идентификационный номер образца.

2. Внесите в пробирку А 20 мкл реагента А, в пробирку B — 20 мкл
реагента B, в пробирку C — 20 мкл реагента C, в пробирку D —
20 мкл реагента D, в пробирку E — 20 мкл реагента E, в
пробирку F — 20 мкл реагента F.

3. Используя для каждого образца пациента новый наконечник
микропипеточного дозатора, аккуратно добавьте на дно каждой
из шести промаркированных пробирок по 100 мкл хорошо
перемешанного образца цельной крови соответствующей
концентрации с антикоагулянтом. Необходимая концентрация
БКК составляет от 3,5 x 103 до 9,8 x 103 БКК/мкл. Тщательно
перемешайте содержимое пробирок, встряхивая их в течение
3 секунд на вортексе с низкой скоростью, и инкубируйте
15—30 минут при комнатной температуре (20—25 °C).
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ПРИМЕЧАНИЕ. В ходе инкубации образцы необходимо
защищать от прямого воздействия света, а также принять меры
для предотвращения стекания крови по стенке пробирки. Если
цельная кровь остается на стенке пробирки, она может быть не
окрашена реагентом.

4. Разбавьте лизирующий раствор 10X до концентрации 1X, следуя
инструкциям для реагента G, которые приведены в пункте
«Комплект поставки реагентов в количестве, достаточном для
выполнения 50 анализов» раздела 4 «Реагенты». Добавьте в
каждую пробирку по 2 мл лизирующего раствора 1X комнатной
температуры (20—25 °C). Сразу же хорошо перемешайте
содержимое пробирок, встряхивая их в течение 3 секунд на
вортексе с низкой скоростью, и инкубируйте 10—12 минут в
темноте при комнатной температуре (20—25 °C). Не инкубируйте
дольше 12 минут.

ПРИМЕЧАНИЕ. Не допускайте излишне продолжительного
воздействия лизирующих реагентов на клетки, так как это может
привести к разрушению лейкоцитов. См. параграф 17 раздела 9
«Ограничения».

5. Сразу после инкубации центрифугируйте пробирки в течение
5 минут при 300 x g и комнатной температуре (20—25 °C).

6. Удалите супернатант, оставив в каждой пробирке приблизительно
50 мкл жидкости, чтобы не повредить осадок.
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7. Тщательно перемешайте, встряхивая на вортексе с низкой
скоростью, чтобы вновь суспендировать клеточный осадок в
остаточной жидкости, после чего добавьте в каждую пробирку
по 2 мл PBS с 0,1 % азида натрия. Тщательно перемешайте,
встряхивая в течение 3 секунд на вортексе с низкой скоростью.
Центрифугируйте в течение 5 минут при 200 x g и комнатной
температуре (20—25 °C).

8. Аспирируйте супернатант, оставив в каждой пробирке
приблизительно 50 мкл жидкости, чтобы не повредить осадок.

9. Тщательно перемешайте, встряхивая на вортексе с низкой
скоростью, чтобы вновь суспендировать клеточный осадок в
остаточной жидкости, после чего добавьте в каждую пробирку
по 0,5 мл 1 % раствора параформальдегида. Тщательно
перемешайте, встряхивая в течение 3 секунд на вортексе с
низкой скоростью. Удостоверьтесь в том, что клетки хорошо
перемешались с фиксирующим раствором.

10. Теперь клетки готовы для анализа в проточном цитометре.
Наденьте крышки или покройте подготовленные пробирки и
храните их в темноте при температуре 2—8 °C до анализа в
проточном цитометре. Анализ фиксированных клеток
необходимо выполнить не позднее чем через 24 часа после
окрашивания. Прежде чем вводить клетки в проточный
цитометр, тщательно перемешайте их на вортексе (с низкой
скоростью), чтобы уменьшить агрегацию.
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œрÓÚÓ˜Ì‡ˇ ˆËÚÓÏÂÚрËˇ

Следуйте инструкциям компании BD по проведению анализа методом
двухцветной проточной цитометрии, а также указаниям раздела 5
«Прибор». Рекомендуется придерживаться следующей общей
методики. Вначале проточный цитометр FACScan подготавливается к
проведению анализа образца с помощью калибровочных частиц
CaliBRITE и программы AutoCOMP. Затем в проточном цитометре
анализируются пробирки с окрашенным образцом и результаты
обрабатываются программой Simultest IMK Plus. Подробные
инструкции см. в Руководстве оператора FACScan, инструкции-
вкладыше упаковки CaliBRITE Beads, Руководстве пользователя
программного обеспечения AutoCOMP и Руководстве пользователя
Simultest IMK Plus. Компания BD рекомендует сохранять файлы
данных пациентов для последующего анализа.

Установите и настройте компенсацию для проточного цитометра
BD FACScan. С помощью CaliBRITE Beads и программы AutoCOMP
установите напряжения фотоумножителей (ФЭУ), настройте
компенсацию флуоресценции и проверьте чувствительность датчика.
Более подробную информацию см. в инструкции-вкладыше упаковки
CaliBRITE Beads, Руководстве пользователя программного
обеспечения AutoCOMP и Руководстве оператора FACScan.

Выполните анализ всех пробирок с образцом в проточном цитометре и
получите с помощью программы Simultest IMK Plus файлы данных в
режиме списка. Подробные инструкции по использованию программы
приведены в Руководстве пользователя Simultest IMK Plus. Программа
автоматически подсчитает достаточное количество событий, чтобы
получить в пределах гейта не менее 2000 лимфоцитов. Программа
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подсчитает количество событий в каждом квадранте и затем
рассчитает процентную долю событий положительных лимфоцитов в
квадрантах Q1 (слабая желто-зеленая/яркая красно-оранжевая
флуоресценция), Q2 (яркая желто-зеленая/яркая красно-оранжевая или
двойная флуоресценция), Q3 (слабая желто-зеленая/слабая красно-
оранжевая флуоресценция) и Q4 (яркая желто-зеленая/слабая красно-
оранжевая флуоресценция) (см. рис. 1).

Пробирка А с LeucoGATE используется для гейтирования
лимфоцитов. BD FACScan с помощью программы Simultest IMK Plus
автоматически устанавливает гейт анализа лимфоцитов таким образом,
чтобы максимально устранить дебрис, моноциты и гранулоциты
(см. рис. 2 и 3). Подробная информация о порядке установки гейта
приведена в Руководстве пользователя Simultest IMK Plus.
При недостаточном разделении популяций образец отмечается флагом,
предупреждающим оператора, и отображается соответствующее
сообщение. Ошибки гейтирования могут быть следствием
неправильной подготовки образца или настройки прибора. 

Q1
–Î‡·‡ˇ ÊÂÎÚÓ-
ÁÂÎÂÌ‡ˇ/ˇрÍ‡ˇ
Íр‡ÒÌÓ-Óр‡ÌÊÂ‚‡ˇ

Q2
flрÍ‡ˇ ÊÂÎÚÓ-ÁÂÎÂÌ‡ˇ/ˇрÍ‡ˇ
Íр‡ÒÌÓ-Óр‡ÌÊÂ‚‡ˇ 
(‰‚ÓÈÌ‡ˇ ÙÎÛÓрÂÒˆÂÌˆËˇ)

Q3
–Î‡·‡ˇ ÊÂÎÚÓ-
ÁÂÎÂÌ‡ˇ/ÒÎ‡·‡ˇ 
Íр‡ÒÌÓ-Óр‡ÌÊÂ‚‡ˇ

Q4
flрÍ‡ˇ ÊÂÎÚÓ-ÁÂÎÂÌ‡ˇ/ÒÎ‡·‡ˇ 
Íр‡ÒÌÓ-Óр‡ÌÊÂ‚‡ˇ

—ËÒ. 1.  ‚‡‰р‡ÌÚ˚ ÓÚÓ·р‡ÊÂÌËˇ ÙÎÛÓрÂÒˆÂÌˆËË 
Ë ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚Û˛˘ËÂ ˆ‚ÂÚ‡ Ó·ÓÁÌ‡˜ÂÌ˚ Í‡Í Q1óQ4
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Контрольная пробирка B используется для установки маркеров
интенсивности флуоресценции. Программа Simultest IMK Plus
автоматически использует гейт анализа лимфоцитов, заданный с
помощью LeucoGATE, и затем устанавливает маркеры FL1 и FL2. Эти
маркеры определяют границы между событиями положительного и
отрицательного окрашивания в рамках гейта лимфоцитов. Маркеры
флуоресценции должны быть установлены вокруг отрицательной
популяции, которая отображается как кластер событий со слабой
флуоресценцией и желто-зеленого, и красно-оранжевого цвета.

—ËÒ. 2. —ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú ‡Ì‡ÎËÁ‡ Ó·р‡ÁˆÓ‚ ÎËÁËрÓ‚‡ÌÌÓÈ ˆÂÎ¸ÌÓÈ ÍрÓ‚Ë Ô‡ˆËÂÌÚ‡ ÏÛÊÒÍÓ„Ó ÔÓÎ‡ Ò
ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚ÏË „ÂÏ‡ÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÏË ı‡р‡ÍÚÂрËÒÚËÍ‡ÏË, ÓÍр‡¯ÂÌÌ˚ı рÂ‡„ÂÌÚ‡ÏË Simultest IMK Plus,
‚ ÔрÓÚÓ˜ÌÓÏ ˆËÚÓÏÂÚрÂ FACScan. LeucoGATE, ÍÓÚÓр˚È ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÎÒˇ ‰Îˇ ÛÏÂÌ¸¯ÂÌËˇ ‚ÎËˇÌËˇ
‰Â·рËÒ‡, ÏÓÌÓˆËÚÓ‚ Ë „р‡ÌÛÎÓˆËÚÓ‚ ‚ „ÂÈÚÂ, ÔÓÍ‡Á‡ÌÌÓÏ ‰Îˇ ÔрÓ·ËрÍË A. “Ó˜Â˜Ì˚Â „р‡ÙËÍË FL1
(ÓÒ¸ x) ÓÚÌÓÒËÚÂÎ¸ÌÓ FL2 (ÓÒ¸ Û) ÔрÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ ‰Îˇ ÔрÓ·ËрÓÍ BóF
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œрÓ·ËрÍ‡ A œрÓ·ËрÍ‡ B œрÓ·ËрÍ‡ C

œрÓ·ËрÍ‡ D œрÓ·ËрÍ‡ E œрÓ·ËрÍ‡ F
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Если после установки маркеров более 5 % результатов подсчета для
пробирки B остается в квадрантах Q1 (слабая желто-зеленая/яркая
красно-оранжевая), Q2 (яркая желто-зеленая/яркая красно-оранжевая) и
Q4 (яркая желто-зеленая/слабая красно-оранжевая), то возможно имело
место антиген-неспецифическое связывание антител. Программа
отобразит предупреждающее сообщение «too much nonspecific staining»
(слишком сильное неспецифическое окрашивание). Если отображается
такое сообщение об ошибке, необходимо взять из исходной аликвоты
цельной крови с антикоагулянтом новый образец и полностью
повторить процедуру окрашивания.

Данные для пробирок C, D, E и F получены и проанализированы в
программе Simultest IMK Plus при использовании гейтов и маркеров,
установленных с помощью пробирок A и B. Эти результаты необходимо
анализировать в соответствии с критериями, приведенными в пункте
«Контроль качества», и инструкциями раздела 8 «Результаты».

 ÓÌÚрÓÎ¸ Í‡˜ÂÒÚ‚‡

Для получения оптимальных результатов компания BD рекомендует
перед использованием реагентов Simultest IMK Plus для выполнения
анализа в проточном цитометре FACScan установить напряжения
фотоумножителей, настроить компенсацию флуоресценции и
проверить чувствительность прибора с помощью CaliBRITE Beads и
программы AutoCOMP. Информация относительно оптимизации
параметров проточного цитометра перед анализом образцов пациентов
приведена в приложении A Руководства пользователя Simultest IMK.
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—ËÒ. 3. œÓÔÛÎˇˆËË ÏÓÌÓÌÛÍÎÂ‡рÌ˚ı ÍÎÂÚÓÍ ‚ Í‚‡‰р‡ÌÚ‡ı Q1óQ4 ‰Îˇ ÔрÓ·ËрÓÍ CóF.
œÓÔÛÎˇˆËË ÓÚÓ·р‡Ê‡˛Ú ÔÂр‚Ë˜ÌÛ˛ рÂ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚ¸ рÂ‡„ÂÌÚÓ‚. (œÓÎÌ˚È ÒÔËÒÓÍ ı‡р‡ÍÚÂрËÒÚËÍ
рÂ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚË ÔрË‚Â‰ÂÌ ‚ ÓÔËÒ‡ÌËˇı рÂ‡„ÂÌÚÓ‚ ‚ ÔÛÌÍÚÂ ´ ÓÏÔÎÂÍÚ ÔÓÒÚ‡‚ÍË рÂ‡„ÂÌÚÓ‚ ‚
ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Â, ‰ÓÒÚ‡ÚÓ˜ÌÓÏ ‰Îˇ ‚˚ÔÓÎÌÂÌËˇ 50 ‡Ì‡ÎËÁÓ‚ª р‡Á‰ÂÎ‡ 4 ´—Â‡„ÂÌÚ˚ª)

œрÓ·ËрÍ‡ D (CD4/CD8)

Q1
CD4ñCD8+ 
ÒÛÔрÂÒÒÓр˚/
ˆËÚÓÚÓÍÒË˜ÂÒÍËÂ
Ë NK-ÎËÏÙÓˆËÚ̊

Q2
CD4+CD8+

ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Q3
ÕÂÓÍр‡¯ÂÌÌ˚Â 
ÎËÏÙÓˆËÚ˚; 
„р‡ÌÛÎÓˆËÚ˚
Ë ‰Â·рËÒ

Q4
CD4+CD8ñ 
ıÂÎÔÂр˚/
ËÌ‰ÛÍÚÓр˚;
ÏÓÌÓˆËÚ˚

œрÓ·ËрÍ‡ C (CD3/CD19)

Q1
CD3ñCD19+ 
B-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Q2
¿ÌÚË„ÂÌ-ÌÂÒÔÂˆËÙË˜ÂÒÍÓÂ
Ò‚ˇÁ˚‚‡ÌËÂ ‡ÌÚËÚÂÎ*

* –Ï. Ô‡р‡„р‡Ù 15 р‡Á‰ÂÎ‡ 9 ´Œ„р‡ÌË˜ÂÌËˇª.

Q3 ÕÂÓÍр‡¯ÂÌ-
Ì˚Â ÎËÏÙÓˆËÚ˚; 
ÍÓÌÚ‡ÏËÌËрÛ˛-
˘ËÂ ÏÓÌÓˆËÚ˚,
„р‡ÌÛÎÓˆËÚ˚
Ë ‰Â·рËÒ

Q4
CD3+CD19ñ 
“-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

œрÓ·ËрÍ‡ E (CD3/AntiñHLA-DR)

Q1 CD3-Antiñ
HLA-DR+ 
B-ÎËÏÙÓˆËÚ˚, 
‡ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â 
NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚;
ÏÓÌÓˆËÚ˚/
Ï‡ÍрÓÙ‡„Ë

Q2
CD3+AntiñHLA-DR+ 
‡ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Q3 ÕÂÓÍр‡¯ÂÌ-
Ì˚Â ÎËÏÙÓˆËÚ˚; 
ÍÓÌÚ‡ÏËÌËрÛ˛-
˘ËÂ ÏÓÌÓˆËÚ˚,
„р‡ÌÛÎÓˆËÚ˚
Ë ‰Â·рËÒ

Q4
CD3+AntiñHLA-DRñ

“-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

œрÓ·ËрÍ‡ F (CD3/CD16 + CD56)

Q1 CD3ñCD16+ 
CD56+

Ë NK-ÎËÏÙÓˆËÚ̊

Q2
CD3+CD16+CD56+ 
ÒÛ·ÔÓÔÛÎˇˆËˇ 
“-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

Q3 
ÕÂÓÍр‡¯ÂÌÌ˚Â 
ÎËÏÙÓˆËÚ˚; 
ÍÓÌÚ‡ÏËÌËрÛ˛-
˘ËÂ ÏÓÌÓˆËÚ˚,
„р‡ÌÛÎÓˆËÚ˚
Ë ‰Â·рËÒ

Q4
CD3+CD16ñCD56 ñ

“-ÎËÏÙÓˆËÚ˚
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Отрицательный контроль, который входит в набор реагентов Simultest
IMK Plus, анализируется с каждым образцом пациента с целью
установки маркеров FL1 и FL2 между кластерами отрицательных и
положительных результатов окрашивания лимфоцитов, а также для
выявления антиген-неспецифического окрашивания антител, которое
указывает на недостоверность результатов анализа образцов пациента.
Изучите изображение на экране компьютера и лабораторный отчет для
контрольной пробирки B. Если более 5 % событий для контрольной
пробирки выходит за пределы 3-го квадранта, для пробирки B,
отобразится сообщение «too much nonspecific staining» (слишком
сильное неспецифическое окрашивание). В этом случае результаты для
пробирок C—F следует считать сомнительными. См. раздел 12 «Поиск
и устранение неисправностей» в конце данной инструкции-вкладыша.
Для того чтобы удостоверится в правильности установки маркеров
флуоресценции и минимальном уровне антиген-неспецифического
окрашивания, необходимо визуально изучить точечные графики для
пробирок C—F.

Компания BD рекомендует ежедневно анализировать в качестве
контроля образец крови здорового взрослого донора с целью
оптимизации настроек прибора и контроля качества работы системы.
Правильные результаты анализа пациента с нормальными
гематологическими характеристиками представлены на рис. 2.

Если при визуальном изучении точечного графика или контуров
наблюдается плохое разделение отрицательных и положительных
кластеров, можно предположить влияние антиген-неспецифического
связывания антител; результаты такого анализа следует отклонить.
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Антиген-неспецифическое связывание антител может быть следствием
плохого состояния клеток. При выявлении антиген-неспецифического
связывания антител см. раздел 12 «Поиск и устранение неисправностей».

Программа Simultest IMK Plus автоматически проанализирует данные и
отобразит соответствующее количество предупреждающих сообщений
об ошибках. Список возможных сообщений приведен в приложении D
Руководства пользователя Simultest IMK Plus. С целью оценки качества
полученных данных программа будет использовать следующие
критерии при анализе точечных графиков для каждого образца.

1. Оператор должен отклонить любые результаты, если для анализа
нормального контроля отображается какое-либо из следующих
сообщений об ошибках: «no separation between cellular
populations» (клеточные популяции не разделены); «too few
lymphocytes (less than 500)» (недостаточное количество
лимфоцитов, менее 500); «excessive RBC or nucleated RBC
contamination and debris (greater than 20%)» (чрезмерная
контаминация эритроцитами/ядросодержащими эритроцитами и
дебрисом, более 20 %); «excessive monocyte (greater than 4%)»
или «granulocyte (greater than 4%) contamination of the lymphocyte
gate» (чрезмерная контаминация гейта лимфоцитов моноцитами
(более 4 %) или контаминация гейта лимфоцитов гранулоцитами
(более 4 %).

2. В случае отсутствия каких-либо явных причин неудачи анализа
нормального контроля следует еще раз выполнить окрашивание
и анализ другого образца нормального контроля и повторить
процедуру окрашивания для всех последующих образцов.
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3. Образцы с ядросодержащими эритроцитами могут содержать
слишком много дебриса вследствие неполного лизирования
ядросодержащих эритроцитов реагентом G (лизирующим
раствором). Избыток дебриса также может наблюдаться при
анализе образцов крови пациентов с определенными
гематологическими заболеваниями, при которых лизирование
эритроцитов затруднено, например при миелофиброзе или
сфероцитозе. Ядросодержащие эритроциты будут подсчитаны
как дебрис и, если уровень дебриса превысит 20 %, программа
отметит образец флагом «too many nonlymphs in gate»
(чрезмерное количество нелимфоцитарных элементов в гейте)
и результаты этого анализа будет необходимо отклонить. 

4. Оператор должен удостовериться в том, что результат
дифференциального подсчета лимфоцитов в программе
Simultest IMK Plus находится в пределах ±10 % от результата
независимого дифференциального подсчета лейкоцитов. Выход
результата подсчета Simultest IMK Plus за пределы указанного
диапазона свидетельствует о несоответствии результатов; такой
анализ следует считать сомнительным. Или результат подсчета
Simultest IMK Plus, или результат независимого лабораторного
дифференциального подсчета лейкоцитов является неверным.
См. параграф 6 в разделе 9 «Ограничения».

5. Оператор должен удостоверится в согласованности процентных
долей T-лимфоцитов в пробирках C, E и F, содержащих CD3+.
Если значения общего содержания Т-лимфоцитов в любых двух
из этих трех пробирок различаются более чем на 8 %, анализ
следует отклонить. 
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6. Хелперы/индукторы и супрессоры/цитотоксические лимфоциты
не увеличивают значение общего количества T-лимфоцитов, так
как антиген CD8 также экспрессируется на NK-лимфоцитах.
Внутреннюю согласованность анализа можно подтвердить, если
при выборе функции Quadrant Correction («Коррекция по
квадрантам») в главном меню программы Simultest IMK Plus
сумма процентных долей Т-, B- и NK-лимфоцитов составляет
100 ± 5 %. Инструкции по использованию данной функции
приведены в Руководстве пользователя Simultest IMK Plus.

Также см. раздел 12 «Поиск и устранение неисправностей» в конце
данной инструкции-вкладыша.

8. —≈«”À‹“¿“¤

—‡Ò˜ÂÚ ÍÓррÂÍÚËрÓ‚‡ÌÌ˚ı ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚

При активированной функции Quadrant Correction система
BD FACScan с помощью программы Simultest IMK Plus
автоматически рассчитывает процентную долю каждой указанной
субпопуляции в общем количестве лейкоцитов в рамках гейта
анализа. Вначале программа вычтет нелимфоцитарные клетки из
квадранта 3 (Q3), а затем представит результат в виде процентного
содержания лимфоцитов в рамках установленного гейта анализа,
используя данные пробирки LeucoGATE (A).

Если удовлетворены все критерии контроля качества, перечисленные в
пункте «Контроль качества» раздела 7 «Процедура», функция Quadrant
Correction обеспечивает правильный расчет истинных значений для
субпопуляций. Однако если критерии контроля качества
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не удовлетворены (например, вследствие чрезмерной контаминации
гейта нелимфоцитарными элементами), результаты могут быть
сомнительными. В таком случае необходимо проанализировать данные
вручную, чтобы определить степень влияния перекрестной
реактивности нелимфоцитарных элементов на результаты.
Если функция Quadrant Correction неактивна, результаты будут
представлены как процентные доли в общем гейтированном количестве
событий. См. Руководство пользователя Simultest IMK Plus.

Используется нижеследующий принцип расчета (значения Q
соответствуют количеству результатов в квадрантах).

Из уравнения 1 рассчитывается процентная доля событий для
лимфоцитов в рамках гейта анализа LeucoGATE. Это значение
указано как «%L» для пробирки A в таблице 1; оно отражает степень
чистоты лимфоцитов в рамках гейта, установленного с помощью
пробирки LeucoGATE (A).
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“‡·ÎËˆ‡ 1. Œ·ÁÓр ‰‡ÌÌ˚ı, ÍÓÚÓр˚Â ÔрÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌ˚ Ì‡ рËÒ. 2, 
Ë Í‚‡‰р‡ÌÚ˚, ËÒÔÓÎ¸ÁÛÂÏ˚Â ‰Îˇ ÔÓ‰Ò˜ÂÚ‡ ÒÛ·ÔÓÔÛÎˇˆËÈ

œрÓ·ËрÍ‡ %L* %M* %G* %D* % Ó·˘Â„Ó „ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌÓ„Ó 

ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚Ü

A (LeucoGATE) 95 1 3 1 99

œрÓ·ËрÍ‡ “ËÔ ÍÎÂÚÓÍ  ‚‡‰р‡ÌÚ

FACScan, % 
ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚
(ÍÓррÂÍÚË-
рÓ‚‡ÌÌ˚È)

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇ-

ÚÓрÌ˚È ËÌ‰ÂÍÒá

C (CD3/CD19) Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

Q4 82

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

Q1 9

D (CD4/CD8) ’ÂÎÔÂр˚/ËÌ‰ÛÍÚÓр˚; 
ÏÓÌÓˆËÚ˚

Q2, Q4 50

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/ˆËÚÓÚÓÍÒË-
˜ÂÒÍËÂ Ë NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Q1, Q2 41 1,2

E (CD3/AntiñHLA-DR) Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

Q4 81

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â 
T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Q2 18

F (CD3/CD16+CD56) Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

Q4 81

NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ Q1 7

* %L, %M, %G, Ë %D ó ˝ÚÓ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚, ÏÓÌÓˆËÚÓ‚, „р‡ÌÛÎÓˆËÚÓ‚ Ë ‰Â·рËÒ‡ ‚ р‡ÏÍ‡ı
„ÂÈÚ‡, ÛÒÚ‡ÌÓ‚ÎÂÌÌÓ„Ó Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ LeucoGATE, ‚˚р‡ÊÂÌÌ˚Â Í‡Í ÔрÓˆÂÌÚÌ˚Â ‰ÓÎË ‚ÒÂı ÒÓ·˚ÚËÈ ‚ ˝ÚÓÏ
„ÂÈÚÂ. ›ÚË ÁÌ‡˜ÂÌËˇ ÓÚр‡Ê‡˛Ú Í‡˜ÂÒÚ‚Ó Ë ÒÚÂÔÂÌ¸ ˜ËÒÚÓÚ˚ „ÂÈÚ‡.

Ü œрÓˆÂÌÚ Ó·˘Â„Ó „ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌÓ„Ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ ó ˝ÚÓ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ ‚ р‡ÏÍ‡ı
„ÂÈÚ‡, ÛÒÚ‡ÌÓ‚ÎÂÌÌÓ„Ó Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ LeucoGATE, ‚˚р‡ÊÂÌÌÓÂ Í‡Í ÔрÓˆÂÌÚÌ‡ˇ ‰ÓÎˇ ‚ Ó·˘ÂÏ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Â
ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ ‚ ÌÂ„ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌÓÏ Ó·р‡ÁˆÂ. ›ÚÓ ÁÌ‡˜ÂÌËÂ ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚ÛÂÚ ‰ÓÎÂ ‚ÒÂı ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚,
ÔрÓÔÛÒÍ‡ÂÏÓÈ „ÂÈÚÓÏ.

á »ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È ËÌ‰ÂÍÒ
% CD4 + ÎËÏÙÓˆËÚ˚

% CD8 + ÎËÏÙÓˆËÚ˚
-------------------------------------------------------------=
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N = общее количество событий в рамках гейта лимфоцитов, заданного
LeucoGATE = L + M + G + D, где:
L — количество лимфоцитов в гейте;
M — количество моноцитов в гейте;
G — количество гранулоцитов в гейте;
D — количество дебриса в гейте.

Уравнение 1. Процент гейтированных лимфоцитов (%L) = L/N x 100.

Уравнение 2а. Процент гейтированных лимфоцитов
(корректированный) в Q1, Q2 или Q4 =

В уравнении 2a процентные доли положительных клеток в каждом из
трех положительных квадрантов (Q1, Q2 и Q4) выражаются как
корректированные процентные доли лимфоцитов при условии того,
что все нелимфоцитарные элементы в гейте, заданном LeucoGATE, не
окрашены. Для расчета поправочного коэффициента в этих
квадрантах программа применяет уравнение 2а для Q1, Q2 и Q4.

ПРИМЕЧАНИЕ. Функция Quadrant Correction не корректирует
нелимфоцитарные события, которые могут присутствовать в Q1, Q2 и
Q4. Поэтому события CD4-положительных моноцитов в Q4 не
корректируется программой.

В лабораторном отчете значения для неокрашенных клеток (Q3)
представлены в «Corr %L» как процент лимфоцитов,
корректированный в Q3. Q3 отображает неокрашенные клетки и,
предположительно, все нелимфоцитарные события в рамках гейта,

 ÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó „ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌ˚ı ÒÓ·˚ÚËÈ ‚ Q1, Q2 ËÎË Q4  
N (%L/100)

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 100
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а также неокрашенные лимфоциты. Таким образом, в дополнение к
преобразованию результатов из процентной доли в общем количестве
событий в процентную долю лимфоцитов в рамках гейта, в уравнении 2b
также из Q3-гейтированных событий вычитаются гейтированные
нелимфоцитарные события.

Уравнение 2b. Процент гейтированных неокрашенных лимфоцитов
(корректированный) в Q3 (Corr %L) =

где:

Количество гейтированных нелимфоцитарных элементов = количество
гейтированных событий дебриса + количество гейтированных
гранулоцитов + количество гейтированных моноцитов. См. таблицу 1,
пробирка А.

—‡Ò˜ÂÚ ‡·ÒÓÎ˛ÚÌ˚ı ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚

Абсолютное количество клеток можно рассчитать, если из результатов
дифференциального подсчета лейкоцитов с помощью стандартного
лабораторного метода получены значения лейкоцитов и процентной
доли лимфоцитов. BD FACScan с помощью программы Simultest IMK
Plus автоматически рассчитывает абсолютные количества для каждого
параметра Simultest IMK Plus, если оператор вводит значения
лейкоцитов и процентной доли лимфоцитов, полученные при
дифференциальном подсчете лейкоцитов для каждого образца цельной
крови пациента. См. Руководство пользователя Simultest IMK Plus.
Используется нижеследующий принцип расчета.

 ÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó „ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌ˚ı ÒÓ·˚ÚËÈ ‚ Q3 - ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó „ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌ˚ı ÌÂÎËÏÙÓˆËÚÌ˚ı ˝ÎÂÏÂÌÚÓ‚ 100

N x (%L/100)

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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1. Введите значение лейкоцитов/мкл, полученное для того же
образца крови.

2. Введите значение процентной доли лимфоцитов, полученное при
лабораторном дифференциальном подсчете лейкоцитов для того же
образца. Не используйте результаты дифференциального подсчета
трех фракций, полученные в программе Simultest IMK Plus.

3. Подсчет абсолютных количеств для каждой популяции будет
выполнен следующим образом:

Абсолютное количество CD4+ клеток/мкл =

Если данные выражены как абсолютное количество, воспроизводимость
и диапазон нормальных значений абсолютного количества будут
являться функцией (а) лабораторного диапазона нормальных значений и
воспроизводимости результатов подсчета лейкоцитов, (б) результатов
расчета процентной доли лимфоцитов, а также (в) диапазона
нормальных значений и воспроизводимости результатов расчета
процентной доли положительных лимфоцитов для заданного маркера.

ƒËÙÙÂрÂÌˆË‡Î¸Ì˚È ÔÓ‰Ò˜ÂÚ ÚрÂı Ùр‡ÍˆËÈ

В лизированной цельной крови с помощью пробирки А (LeucoGATE)
можно определять моноциты, лимфоциты и гранулоциты как
процентную долю в общем количестве лейкоцитов (см. таблицу 2).
BD FACScan с помощью программы Simultest IMK Plus
автоматически выполняет дифференциальный подсчет трех фракций
(таблица 2). Примеры распечатки данных приведены в Руководстве
пользователя Simultest IMK Plus.

%CD4+

100
------------------- %L

100
---------- (лейкоцитов /мкл)
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ПРИМЕЧАНИЕ. Получаемые программой Simultest IMK Plus результаты
дифференциального подсчета следует использовать исключительно для
сравнения с результатами независимого подсчета количества лейкоцитов
в целях контроля качества. Их не следует использовать вместо
результатов независимого лабораторного дифференциального подсчета
количества лейкоцитов в картах пациентов или вводить в программу
Simultest IMK Plus для получения абсолютных количеств.

9. Œ√—¿Õ»◊≈Õ»fl

1. Используйте свежесобранную кровь; выполняйте окрашивание не
позднее, чем через 6 часов после венепункции. До окрашивания
кровь необходимо хранить при комнатной температуре
(20—25 °C), так как клетки, охлажденные перед окрашиванием,
могут давать искаженные результаты. Не рекомендуется
использовать предварительно фиксированные клетки.

2. Окрашенные и фиксированные клетки необходимо
проанализировать не позднее, чем через 24 часа после
окрашивания. 

“‡·ÎËˆ‡ 2. ƒËÙÙÂрÂÌˆË‡Î¸Ì˚È ÔÓ‰Ò˜ÂÚ ÚрÂı Ùр‡ÍˆËÈ 
Ì‡ ÓÒÌÓ‚Â ‰‡ÌÌ˚ı, ÔрÂ‰ÒÚ‡‚ÎÂÌÌ˚ı Ì‡ рËÒ. 2

ƒËÙÙÂрÂÌˆË‡Î¸Ì˚È ÔÓ‰Ò˜ÂÚ ÚрÂı Ùр‡ÍˆËÈ*

* —ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú ‰ËÙÙÂрÂÌˆË‡Î¸ÌÓ„Ó ÔÓ‰Ò˜ÂÚ‡ ÚрÂı Ùр‡ÍˆËÈ ÔÓÎÛ˜‡˛Ú ÔÛÚÂÏ ‚˚р‡ÊÂÌËˇ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚
ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚, ÏÓÌÓˆËÚÓ‚ Ë „р‡ÌÛÎÓˆËÚÓ‚ ‚Ó ‚ÒÂÏ ÌÂ„ÂÈÚËрÓ‚‡ÌÌÓÏ Ó·р‡ÁˆÂ ‚ ‚Ë‰Â
ÔрÓˆÂÌÚÌ˚ı ‰ÓÎÂÈ ‚ ÒÛÏÏÂ ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚, ÏÓÌÓˆËÚÓ‚ Ë „р‡ÌÛÎÓˆËÚÓ‚ ‰Îˇ ‚ÒÂ„Ó Ó·р‡Áˆ‡.

œрÓˆÂÌÚ ÎÂÈÍÓˆËÚÓ‚

ÀËÏÙÓˆËÚ˚ 25

ÃÓÌÓˆËÚ˚ 5

√р‡ÌÛÎÓˆËÚ˚ 70
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3. Для получения правильных результатов образцы цельной крови с
содержанием лейкоцитов до 3,5 x 103 клеток/мкл и свыше
9,8 x 103 клеток/мкл должны быть подготовлены к анализу
соответствующим образом. Если результат подсчета превышает
9,8 x 103 клеток/мкл, необходимо разбавить образец фосфатно-
солевым буфером, содержащим 0,1 % азида натрия. Для анализа
образцов с результатом подсчета ниже 3,5 x 103 клеток/мкл может
потребоваться большее количество крови, а также выполнение
процедуры разделения для повышения концентрации клеток.

4. Факторы, которые влияют на свойства клеток крови, например
лекарственные препараты, могут приводить к получению
неточных результатов. Например, плохое разделение
отрицательных и положительных клеток может наблюдаться у
пациентов с трансплантированными тканями, получающих
иммунодепрессанты. В случае плохого разделения отрицательных
и положительных кластеров результаты анализа следует отклонить
(см. раздел 12 «Поиск и устранение неисправностей» в конце
данной инструкции-вкладыша). Если значения общей процентной
доли Т-лимфоцитов в любых двух из трех пробирок, содержащих
CD3, отличаются более чем на 8 %, анализ следует отклонить.

5. Лаборатории должны установить свои собственные диапазоны
нормальных значений для каждого параметра Simultest IMK Plus,
на которые могут оказывать влияние пол и возраст пациента, а
также методика подготовки образца. Расовая принадлежность
пациента также может оказывать влияние, хотя нет достаточных
данных, подтверждающих этот факт. Возраст, пол, клиническое
состояние и расовая принадлежность пациентов должны быть
учтены при определении диапазона нормальных значений.
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6. Если результаты должны быть выражены как абсолютные
количества, для того же образца крови должен быть выполнен
независимый дифференциальный подсчет и анализ лейкоцитов.
Не используйте для расчета абсолютных количеств результаты
дифференциального подсчета, приведенные в отчете программы
Simultest IMK Plus. Печатаемые программой Simultest IMK Plus
результаты дифференциального подсчета следует использовать
исключительно для сравнения с результатами независимого
лабораторного подсчета количества лейкоцитов в целях
контроля качества. Их не следует использовать вместо
результатов независимого лабораторного дифференциального
подсчета количества лейкоцитов в картах пациентов или вводить
в программу IMK Plus для получения абсолютных количеств.

Если результат дифференциального подсчета лимфоцитов,
полученный в программе Simultest IMK Plus, отличается от
результата независимого дифференциального подсчета
лейкоцитов более чем на ±10 %, это свидетельствует о
значительном несоответствии результатов; следует с
осторожностью интерпретировать такие результаты подсчета
абсолютных количеств. Или результат дифференциального
подсчета Simultest IMK Plus, или результат лабораторного
дифференциального подсчета лейкоцитов является неверным.
См. пункт «Контроль качества» раздела 7 «Процедура».

7. Автоматическое или ручное изменение настроек гейта анализа
лимфоцитов изменит относительные количества анализируемых
субпопуляций. Программа Simultest IMK Plus использует пробирку
LeucoGATE (A) для установки гейта анализа лимфоцитов, который
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пропускает не менее 95 % общего количества лимфоцитов в
образце. Для утверждения выполненной установки гейта требуется
визуальная проверка.

8. Нарушения состояния здоровья не всегда сопровождаются
аномальным процентным содержанием Т- или В-лимфоцитов
или их субпопуляций. То есть, у больного и у здорового человека
может быть одинаковое процентное содержание Т- или
В-лимфоцитов. Результаты, полученные в Simultest IMK Plus,
должны использоваться в комплексе с другой информацией,
полученной при клиническом обследовании и дополнительных
независимых диагностических процедурах.

9. Информация, полученная с помощью данного набора, должна
сочетаться с другой информацией и интерпретироваться
квалифицированным врачом с целью определения наличия или
отсутствия патологического состояния.

10. Необходимо учитывать, что нижняя граница диапазона
нормальных значений, установленного компанией BD для
иммунорегуляторного индекса (CD4+/CD8+), составляет менее
1,0 (см. таблицу 3 в пункте «Субпопуляции лейкоцитов»
раздела 10 «Ожидаемые значения»).

11. При использовании функции Quadrant Correction в программе
Simultest IMK Plus предполагается что все нелимфоцитарные
клетки являются неокрашенными. Поэтому, CD4-
положительные моноциты, отображающиеся в Q4, будут
подсчитаны как CD4-положительные лимфоциты. Предел
контаминации моноцитами, при превышении которого образец
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отмечается флагом, составляет 4 %. Более подробную
информацию о функции коррекции по квадрантам см. в
Руководстве пользователя Simultest IMK Plus.

12. Необходимо учитывать, что некоторые антитела Simultest IMK
Plus реагируют с другими, нелимфоцитарными форменными
элементами крови. См. пункт «Перекрестная реактивность»
раздела 11 «Рабочие характеристики».

13. Значения иммунорегуляторного индекса, определяемые
системами CONSORT 30 или CONSORT 32 с программой
Simultest IMK Plus, могут различаться вследствие изменений в
субпопуляциях CD8+ лимфоцитов, которые также положительны к
CD16 или CD56. Популяцию, являющуюся причиной этих
изменений, можно определить с помощью двойного
флуоресцентного анализа с использованием каждого из этих
антител с CD8.

14. Образцы с ядросодержащими эритроцитами могут быть
лизированы не полностью, так как реагент G (лизирующий
раствор) может не лизировать ядросодержащие эритроциты. Это
также может наблюдаться при анализе образцов крови
пациентов с определенными гематологическими заболеваниями,
при которых лизирование эритроцитов затруднено, например
при миелофиброзе или сфероцитозе. Ядросодержащие
эритроциты будут подсчитаны как дебрис и, если уровень
дебриса превысит 20 %, программа отметит образец флагом «too
many nonlymphs in gate» (чрезмерное количество
нелимфоцитарных элементов в гейте). Компания BD
рекомендует отклонять такие результаты. При включенной
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функции Quadrant Correction (коррекция по квадрантам)
предполагается, что нелимфоцитарные клетки, такие как
ядросодержащие или нелизированные эритроциты,
определяемые с помощью LeucoGATE, являются
неокрашеными, и программа вычитает их из квадранта Q3.

15. Программа Simultest IMK Plus проверяет на предмет антиген-
неспецифического связывания антител только контрольную
пробирку B. Оператор должен проверить распечатки остальных
пробирок (C—F) на предмет каких-либо признаков антиген-
неспецифического связывания антител. Например, если в
квадранте Q2 точечного графика для пробирки C наблюдается
чрезмерное количество событий, следует предполагать наличие
антиген-неспецифического связывания антител. Наличие антиген-
неспецифического связывания антител может свидетельствовать
об изменении состава реагентов или ошибке при подготовке
образцов. Анализ таких образцов следует повторить.

16. Присутствие аномальных (бластных) клеток может помешать
правильно установить гейт анализа лимфоцитов с помощью
LeucoGATE. Программа отметит такой образец флагом и не
будет печатать его результаты.

17. Избыточное воздействие (дольше 12 минут) реагента G
(лизирующего раствора) на клетки в образцах цельной крови
может привести к разрушению лейкоцитов (см. параграф 4 пункта
«Окрашивание и фиксация клеток» раздела 7 «Процедура»).
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18. Способность проточного цитометра включать в подсчет
лимфоциты и удалять из него тромбоциты, эритроциты, дебрис,
гранулоциты и моноциты зависит от наличия четких границ
между этими форменными элементами и лимфоцитами на
графике FSC относительно SSC. При анализе образцов
некоторых пациентов эти границы получаются нечеткими и
гейтирование лейкоцитов будет менее эффективным.

19. Рабочие характеристики метода определялись с помощью
проточных цитометров BD FACScan. Рабочие характеристики
для каких-либо других приборов не определялись.

10. Œ∆»ƒ¿≈Ã¤≈ «Õ¿◊≈Õ»fl

–Û·ÔÓÔÛÎˇˆËË ÎÂÈÍÓˆËÚÓ‚

Для каждой пробирки, включая контрольную пробирку B, выполняется
четыре подсчета. Результаты каждого подсчета отображаются в разных
квадрантах на экране FACScan (рис. 2).

Популяции клеток в каждом квадранте для разных пробирок
представлены на рис. 3 данной инструкции-вкладыша, а также в
Руководстве пользователя Simultest IMK Plus. Клинически значимые
результаты приводятся в отчете лечащего врача.69 По данным
компании BD, полученным при исследовании периферической крови
304 здоровых доноров женского и мужского пола в возрасте от 20 до
70 лет, среднее значение иммунорегуляторного индекса составило 1,4,
а 95 % диапазон этого индекса составил 0,6—2,8.69
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Компания BD установила диапазоны нормальных значений для
параметров, определяемых Simultest IMK Plus, исследовав с помощью
проточного цитометра FACScan образцы здоровых доноров мужского и
женского пола в шести медицинских учреждениях (пять медицинских
центров в Европе и один в США). Ожидаемые диапазоны нормальных
значений при анализе лизированной цельной крови представлены в
таблице 3.69 Диапазоны представлены как корректированные
процентные доли лимфоцитов.

Были также изучены отличия между полученными диапазонами в
зависимости от места проведения исследования, а также пола и возраста
пациентов. Для каждого параметра Simultest IMK Plus было проведено
непараметрическое сравнение значений, полученных в каждом из
центров, значений для пациентов мужского пола со значениями
пациентов для женского пола, а также значений пациентов в возрасте от
18 до 40 лет со значениями пациентов в возрасте от 41 до 70 лет. Если в
результате сравнения были обнаружены значительные различия, данные
группы не вносились в общую массу данных, и по ним рассчитывались
отдельные диапазоны. Диапазон нормальных значений для процентной
доли положительных клеток рассчитывался по эмпирически
подобранному распределению.69 Возможность объединения диапазонов
нормальных значений для параметров IMK Plus (таблица 3) является
свидетельством воспроизводимости результатов между лабораториями.

Диапазоны нормальных значений общего содержания T-лимфоцитов,
определяемого с помощью реагента F, немного, но значимо, отличаются в
зависимости от пола. Также отличаются в зависимости от пола и возраста
(группа до 40 лет включительно от группы старше 40) диапазоны для
T-хелперов/индукторов, иммунорегуляторного индекса (соотношения
CD4+/CD8+), активированных T-лимфоцитов и NK-лимфоцитов.
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Диапазоны нормальных значений для взрослых не следует использовать
при анализе образцов крови пациентов детского возраста (до 13 лет).
На основании предварительных результатов, полученных при
исследовании 50 образцов пациентов детского возраста (новорожденных

“‡·ÎËˆ‡ 3. —ÂÔрÂÁÂÌÚ‡ÚË‚Ì˚Â ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚Â ‰Ë‡Ô‡ÁÓÌ˚* 
‰Îˇ Ô‡р‡ÏÂÚрÓ‚ Simultest IMK Plus ÔрË ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËË ÍрÓ‚Ë 

‚ÁрÓÒÎ˚ı ‰ÓÌÓрÓ‚ Ò ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚ÏË „ÂÏ‡ÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÏË 
ı‡р‡ÍÚÂрËÒÚËÍ‡ÏË, ‚˚р‡ÊÂÌÌ˚Â Í‡Í ÔрÓˆÂÌÚÌ˚Â ‰ÓÎË 
‚ Ó·˘ÂÏ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Â ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ (ÍÓррÂÍÚËрÓ‚‡ÌÌ˚Â).

(ƒ‡ÌÌ˚Â ÒÓ·р‡Ì˚ ËÁ ¯ÂÒÚË ÏÂ‰ËˆËÌÒÍËı ˆÂÌÚрÓ‚)

* ƒ‡ÌÌ˚Â ·˚ÎË ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ рÂ‡„ÂÌÚÓ‚ SimulTEST IMK Plus, ÔрÓ„р‡ÏÏÌÓ„Ó Ó·ÂÒÔÂ˜ÂÌËˇ
IMK Plus Ë ÔрË·Óр‡ FACScan.

œ‡р‡ÏÂÚр œÓÎ ¬ÓÁр‡ÒÚ n
–рÂ‰ÌÂÂ 
ÁÌ‡˜ÂÌËÂ

95 % 

‰Ë‡Ô‡ÁÓÌÜ

Ü 95 % ‰Ë‡Ô‡ÁÓÌ ·˚Î р‡ÒÒ˜ËÚ‡Ì ÔÛÚÂÏ ÔÓÒÚрÓÂÌËˇ „р‡ÙËÍ‡ ÒÓÓÚ‚ÂÚÒÚ‚Û˛˘Â„Ó р‡ÒÔрÂ‰ÂÎÂÌËˇ ‰‡ÌÌ˚ı Ë
ÓˆÂÌÍË ˆÂÌÚр‡Î¸Ì˚ı 95 % ˝ÚÓ„Ó „р‡ÙËÍ‡.

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

18ó70
18ó70

161
143

71,3
73,9

58,2ó84,3
62,8ó85,0

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ Œ·‡ 18ó70 319 14,0 7,1ó23,3

’ÂÎÔÂр˚/ 
ËÌ‰ÛÍÚÓр˚

ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

77
84
85
58

39,9
43,9
44,0
48,9

27,3ó52,5
28,5ó59,2
31,4ó56,7
34,0ó63,8

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/
ˆËÚÓÚÓÍÒË˜ÂÒÍËÂ ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Œ·‡ 18ó70 304 33,4 18,9ó47,9

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È
ËÌ‰ÂÍÒ

ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

77
84
85
58

1,2
1,5
1,3
1,7

0,6ó2,2
0,6ó3,0
0,7ó2,3
0,8ó3,3

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â
“-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

58
67
64
44

9,4
11,0
7,8
9,1

3,5ó20,6
3,6ó25,9
2,8ó17,3
4,2ó17,2

NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

80
88
91
60

13,2
16,3
12,3
13,6

5,4ó27,1
6,7ó33,5
4,8ó26,1
6,0ó26,7
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и детей), можно предположить, что процентная доля общего содержания
В-лимфоцитов у детей немного выше, чем у взрослых. У детей в
возрасте до одного года также наблюдается тенденция к значительно
более низкому общему содержанию Т-лимфоцитов.

При определении диапазонов нормальных значений возможно следует
учитывать расовую принадлежность,70 однако компания BD не имеет
для этого достаточных данных. Компания BD приводит более чем по
одному значению для верхней и нижней границ диапазонов
большинства параметров Simultest IMK Plus (таблица 3), так как были
учтены возрастные и половые различия.

ПРИМЕЧАНИЕ. Ожидаемые нормальные значения могут очень
сильно отличаться в зависимости от пола, возраста и расовой
принадлежности пациента. В связи с этими отличиями, каждая
лаборатория должна рассчитать собственные нормальные диапазоны
для всех параметров.

¿·ÒÓÎ˛ÚÌ˚Â ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡

Система BD FACScan/CONSORT 30 или 32 с помощью программы
Simultest IMK Plus автоматически рассчитывает абсолютные
количества, если были получены и введены в программу значение
лейкоцитов и дифференциальные процентные доли лимфоцитов или
абсолютное количество лимфоцитов.

ПРИМЕЧАНИЕ. Не используйте для расчета абсолютных количеств
результаты дифференциального подсчета трех фракций, полученные в
программе Simultest IMK Plus. Получаемые программой IMK Plus
результаты дифференциального подсчета следует использовать
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исключительно для сравнения с результатами независимого подсчета
количества лейкоцитов в целях контроля качества. Их не следует
использовать вместо результатов независимого лабораторного
дифференциального подсчета количества лейкоцитов в картах пациентов
или вводить в программу IMK Plus для получения абсолютных количеств.

Значения абсолютных количеств, полученные в разных лабораториях,
как правило, значительно различаются в зависимости от
используемого метода подсчета лейкоцитов и дифференциального
подсчета лейкоцитов.

Репрезентативные значения абсолютных количеств приведены в
таблице 4. Таблица составлена на основании данных, полученных в
Laboratoire d’Hématologie, Ecole de Santé Publique, Université
Catholique de Louvain, Бельгия, где исследовалась самая большая
группа доноров в возрасте от 20 до 70 лет. Эта группа представляет
выбранную популяцию в возрасте 20 до 70 лет, к которой применялся
критерий T + B + NK = 100 ± 5 %. Параметры Simultest IMK Plus были
выражены как процентная доля лимфоцитов в рамках гейта анализа
после вычитания нелимфоцитарных клеток (гранулоцитов, моноцитов
и дебриса) из квадранта 3.
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“‡·ÎËˆ‡ 4. —ÂÔрÂÁÂÌÚ‡ÚË‚Ì˚Â ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚Â ‰Ë‡Ô‡ÁÓÌ˚* 
‰Îˇ Ô‡р‡ÏÂÚрÓ‚ Simultest IMK Plus ÔрË ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËË ÍрÓ‚Ë 

‚ÁрÓÒÎ˚ı ‰ÓÌÓрÓ‚ Ò ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚ÏË „ÂÏ‡ÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÏË 
ı‡р‡ÍÚÂрËÒÚËÍ‡ÏË (рÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ÔÓ‰Ò˜ÂÚ‡ ‡·ÒÓÎ˛ÚÌ˚ı ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚ 

ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ ‚ Ó‰ÌÓÏ ÏÂ‰ËˆËÌÒÍÓÏ ˆÂÌÚрÂ)

* ƒ‡ÌÌ˚Â ·˚ÎË ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ рÂ‡„ÂÌÚÓ‚ Simultest IMK Plus, ÔрÓ„р‡ÏÏÌÓ„Ó Ó·ÂÒÔÂ˜ÂÌËˇ IMK
Plus Ë ÔрË·Óр‡ FACScan.

œ‡р‡ÏÂÚр œÓÎ ¬ÓÁр‡ÒÚ n
–рÂ‰ÌÂÂ 
ÁÌ‡˜ÂÌËÂ

95 % 

‰Ë‡Ô‡ÁÓÌÜ

Ü 95 % ‰Ë‡Ô‡ÁÓÌ ÓÔрÂ‰ÂÎˇÎË ÌÂÔÓÒрÂ‰ÒÚ‚ÂÌÌÓ ËÁ ‰‡ÌÌ˚ı, ËÒÔÓÎ¸ÁÛˇ ÔрÓˆÂÌÚËÎË 2,5 Ë 97,5.

ÀÂÈÍÓˆËÚÓ‚ Œ·‡ 20ñ70 98 6,08á

á ƒ‡ÌÌ˚Â ÔÓÎÛ˜ÂÌ˚ Ò ÔÓÏÓ˘¸˛ Techniconô H6000 (рÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ÔÓ‰Ò˜ÂÚ‡ ‚˚р‡ÊÂÌ˚ Í‡Í 
1 x 103 ÎÂÈÍÓˆËÚÓ‚/ÏÍÎ). (Technicon ˇ‚ÎˇÂÚÒˇ ÚÓ‚‡рÌ˚Ï ÁÌ‡ÍÓÏ ÍÓÏÔ‡ÌËË Miles Instruments).

3,45ó9,76á

% ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ Œ·‡ 20ó70 98 30,96á 20,7ó44,6á

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

20ó70
20ó70

40
55

1,31
1,39

0,594ó1,992
0,772ó2,201

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ Œ·‡ 20ó70 98 0,27 0,109ó0,532

’ÂÎÔÂр˚/
ËÌ‰ÛÍÚÓр˚

ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

11
29
27
28

0,77
0,82
0,86
0,86

0,439ó1,112
0,356ó1,351
0,309ó1,571
0,496ó1,354

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/ 
ˆËÚÓÚÓÍÒË˜ÂÍËÂ ÎËÏÙÓˆËÚ˚

Œ·‡ 20ó70 95 0,58 0,282ó0,999

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È ËÌ‰ÂÍÒ ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

11
29
27
28

1,28
1,57
1,37
1,84

0,865ó1,885
0,784ó3,100
0,775ó2,375
0,846ó3,500

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

11
30
29
28

0,14
0,17
0,12
0,15

0,050ó0,268
0,042ó0,451
0,034ó0,321
0,054ó0,496

NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ ÃÛÊÒÍÓÈ
ÃÛÊÒÍÓÈ
∆ÂÌÒÍËÈ
∆ÂÌÒÍËÈ

< 40
> 40
< 40
> 40

11
30
29
28

0,19
0,26
0,21
0,23

0,078ó0,345
0,102ó0,511
0,072ó0,543
0,106ó0,605
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11. —¿¡Œ◊»≈ ’¿—¿ “≈—»–“» »

Рабочие характеристики Simultest IMK Plus определялись путем
проведения испытаний в одном медицинском центре США и/или
лабораториях компании BD в Сан-Хосе, штат Калифорния.

¬ÓÒÔрÓËÁ‚Ó‰ËÏÓÒÚ¸ рÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ‚ р‡ÏÍ‡ı Ó·р‡Áˆ‡

Были получены образцы крови пяти здоровых и пяти больных
доноров. Образцы были разделены на аликвоты (четыре для здоровых
и три для больных), окрашены реагентами Simultest IMK Plus,
лизированы и зафиксированы не позднее, чем через 2 часа после
окрашивания. Анализ методом проточной цитометрии выполнялся в
проточном цитометре FACScan в той же лаборатории не позднее, чем
через 24 часа. В таблице 5 представлены средние значения
воспроизводимости результатов в рамках образца для образцов
здоровых и больных доноров.

¬ÓÒÔрÓËÁ‚Ó‰ËÏÓÒÚ¸ рÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ÏÂÊ‰Û ÔрË·Óр‡ÏË

Следуя протоколу, аналогичному описанному выше, образцы цельной
крови десяти здоровых доноров были разделены на аликвоты,
окрашены реагентами Simultest IMK Plus и лизированы. Отдельные
образцы от каждого донора анализировали на трех разных проточных
цитометрах FACScan. Полученные результаты представлены
в таблице 6.
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¬ÓÒÔрÓËÁ‚Ó‰ËÏÓÒÚ¸ рÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ÏÂÊ‰Û Î‡·Óр‡ÚÓрËˇÏË

О воспроизводимости результатов между лабораториями
свидетельствует возможность объединения нормальных диапазонов
параметров, определяемых с помощью IMK Plus (таблица 3).

–р‡‚ÌÂÌËÂ Simultest IMK Plus Ò ‰рÛ„ËÏË ÏÂÚÓ‰‡ÏË

Аликвоты одних и тех же образцов от здоровых и больных доноров
анализировались с помощью реагентов Simultest IMK Plus, набора
Simultest Immune Monitoring,* CD3 FITC и CD19 PE с использованием
лизированной цельной крови и прибора FACScan. Сравнение
результатов проводилось методом линейного регрессионного анализа.
Обзор результатов представлен в таблице 7.

–Ú‡·ËÎ¸ÌÓÒÚ¸ ÓÍр‡¯ÂÌÌ˚ı ÍÎÂÚÓ˜Ì˚ı Ó·р‡ÁˆÓ‚

Были получены и проанализированы в проточном цитометре FACScan
образцы клеток пяти здоровых доноров. Подготовленные образцы
хранились в течение 24 часов при температуре 2—8 °C в темноте,
а затем повторно анализировались методом проточной цитометрии.
Исследования не показали значимых различий между измерениями в
0 и 1 день ни по одному из параметров. Компания BD рекомендует
выполнять анализ окрашенных образцов не позднее, чем через 24 часа
после окрашивания.

* Патент США № 4 599 307.
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“‡·ÎËˆ‡ 5. ¬ÓÒÔрÓËÁ‚Ó‰ËÏÓÒÚ¸ рÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ‚ р‡ÏÍ‡ı Ó·р‡Áˆ‡ 
‰Îˇ Ô‡р‡ÏÂÚрÓ‚ Simultest IMK Plus

(ÔˇÚ¸ Á‰ÓрÓ‚˚ı Ë ÔˇÚ¸ ·ÓÎ¸Ì˚ı ‰ÓÌÓрÓ‚); 
ÔрÓˆÂÌÚÌ˚Â ‰ÓÎË ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

(ÍÓррÂÍÚËрÓ‚‡ÌÌ˚Â)

œ‡р‡ÏÂÚр ƒÓÌÓр˚ n –рÂ‰ÌÂÂ ÁÌ‡˜ÂÌËÂ*

* –рÂ‰ÌÂÂ ó Ò‚Ó‰ÌÓÂ ÒрÂ‰ÌÂÂ, Ú. Â. Y = ÒрÂ‰ÌÂÂ ÁÌ‡˜ÂÌËÂ ÓÚ‰ÂÎ¸ÌÓ ‚ÁˇÚ˚ı ÒрÂ‰ÌËı ÁÌ‡˜ÂÌËÈ.

SDÜ

Ü SD ó ÒÚ‡Ì‰‡рÚÌÓÂ ÓÚÍÎÓÌÂÌËÂ, Ò‚Ó‰ÌÓÂ ÒÚ‡Ì‰‡рÚÌÓÂ ÓÚÍÎÓÌÂÌËÂ.

si
2 ó ‰ËÒÔÂрÒËˇ Í‡Ê‰Ó„Ó i-„Ó Ó·р‡Áˆ‡ ‰Îˇ 1 < i < k. 

k ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó Ó·р‡ÁˆÓ‚.
n ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ Ó‰ÌÓ„Ó Ó·р‡Áˆ‡.

CVá

á CV ó ÍÓ˝ÙÙËˆËÂÌÚ ‚‡рË‡ˆËË

dfß

ß df ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚ = (ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÔÓ‚ÚÓрÓ‚ ñ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÒрÂ‰ÌËı ÁÌ‡˜ÂÌËÈ ‰Îˇ 
‰ÓÌÓр‡) x ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ‰ÓÌÓрÓ‚; Ú.Â. 4 ‡ÎËÍ‚ÓÚ˚ ñ 1 ÒрÂ‰ÌÂÂ = 3 ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚. “рË ÒÚÂÔÂÌË 
Ò‚Ó·Ó‰˚ ‰Îˇ 5 ‰ÓÌÓрÓ‚ = 15 ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚ ËÎË (1 ‡ÎËÍ‚ÓÚ‡ x 3 ÔрË·Óр‡) ñ 1 ÒрÂ‰ÌÂÂ = 
2 ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚. ƒ‚Â ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚ ‰Îˇ 10 ‰ÓÌÓрÓ‚ = 20 ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚.

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

68,4
80,4

1,6
1,9

2,2
2,0

14#

15#

# Œ‰ËÌ ËÁ ÔÓ‚ÚÓрÓ‚ ·˚Î ÓÚÍÎÓÌÂÌ ‚р‡˜ÓÏ.

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó 
B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

9,5
9,3

2,4
1,0

21,5
9,0

14
15

’ÂÎÔÂр˚/ 
ËÌ‰ÛÍÚÓр˚

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

46,3
18,8

1,5
2,1

3,2
12,2

15
15

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/ 
ˆËÚÓÚÓÍÒËÂÒÍËÂ ÎËÏÙÓˆËÚ˚

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

34,8
65,5

1,3
2,6

3,6
3,7

15
15

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È 
ËÌ‰ÂÍÒ

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

1,4
0,3

0,1
0,04

5,2
13,4

15
15

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â 
T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚

ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

6,4
38,9

1,5
1,6

24,5
4,3

15
15

NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ ÕÓрÏ‡
œ‡ÚÓÎÓ„Ëˇ

5
5

24,7
12,6

2,0
0,9

7,0
6,7

14#

15

SD
n1 1–  s1

2 n2 1–  s2
2 ... nk 1–  sk

2+ + +

n1 n2 ... nk k–+ + +
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------=

SD

Y
-------- 100 .=
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“‡·ÎËˆ‡ 6. ¬ÓÒÔрÓËÁ‚Ó‰ËÏÓÒÚ¸ рÂÁÛÎ¸Ú‡ÚÓ‚ ÏÂÊ‰Û ÔрË·Óр‡ÏË 
‰Îˇ Ô‡р‡ÏÂÚрÓ‚ Simultest IMK Plus (‰ÂÒˇÚ¸ Á‰ÓрÓ‚˚ı ‰ÓÌÓрÓ‚); 

ÔрÓˆÂÌÚÌ˚Â ‰ÓÎË ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ (ÍÓррÂÍÚËрÓ‚‡ÌÌ˚Â)

œ‡р‡ÏÂÚр –рÂ‰ÌÂÂ ÁÌ‡˜ÂÌËÂ*

* –рÂ‰ÌÂÂ ó Ò‚Ó‰ÌÓÂ ÒрÂ‰ÌÂÂ, Ú. Â. Y = ÒрÂ‰ÌÂÂ ÁÌ‡˜ÂÌËÂ ÓÚ‰ÂÎ¸ÌÓ ‚ÁˇÚ˚ı ÒрÂ‰ÌËı ÁÌ‡˜ÂÌËÈ.

SDÜ

Ü SD ó ÒÚ‡Ì‰‡рÚÌÓÂ ÓÚÍÎÓÌÂÌËÂ, Ò‚Ó‰ÌÓÂ ÒÚ‡Ì‰‡рÚÌÓÂ ÓÚÍÎÓÌÂÌËÂ.

si
2 ó ‰ËÒÔÂрÒËˇ Í‡Ê‰Ó„Ó i-„Ó Ó·р‡Áˆ‡ ‰Îˇ 1 < i < k. 

k ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó Ó·р‡ÁˆÓ‚.
n ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÈ Ó‰ÌÓ„Ó Ó·р‡Áˆ‡.

CVá

á CV ó ÍÓ˝ÙÙËˆËÂÌÚ ‚‡рË‡ˆËË 

dfß

ß df ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚ = (ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÔÓ‚ÚÓрÓ‚ ñ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ÒрÂ‰ÌËı ÁÌ‡˜ÂÌËÈ 
‰Îˇ ‰ÓÌÓр‡) x ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó ‰ÓÌÓрÓ‚; Ú.Â. 4 ‡ÎËÍ‚ÓÚ˚ ñ 1 ÒрÂ‰ÌÂÂ = 3 ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚. “рË 
ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚ ‰Îˇ 5 ‰ÓÌÓрÓ‚ = 15 ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚ ËÎË (1 ‡ÎËÍ‚ÓÚ‡ x 3 ÔрË·Óр‡) ñ 1 
ÒрÂ‰ÌÂÂ = 2 ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚. ƒ‚Â ÒÚÂÔÂÌË Ò‚Ó·Ó‰˚ ‰Îˇ 10 ‰ÓÌÓрÓ‚ = 20 ÒÚÂÔÂÌÂÈ Ò‚Ó·Ó‰˚.

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ 72,1 2,13 2,29 20

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚ 12,7 1,26 10,59 20

’ÂÎÔÂр˚/ËÌ‰ÛÍÚÓр˚ 45,8 1,26 2,47 20

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/ˆËÚÓÚÓÍÒË˜ÂÒÍËÂ ÎËÏÙÓˆËÚ˚ 39,0 1,37 3,28 20

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È ËÌ‰ÂÍÒ 1,2 0,06 4,80 20

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ 11,8 1,56 14,09 20

NK-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ 16,8 1,28 6,93 20

SD
n1 1–  s1

2 n2 1–  s2
2 ... nk 1–  sk

2+ + +

n1 n2 ... nk k–+ + +
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------=

SD

Y
-------- 100.=
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œÂрÂÍрÂÒÚÌ‡ˇ рÂ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚ¸

Специфичность моноклональных антител в зависимости от номера
кластера дифференцировки (CD) была установлена путем слепого
тестирования в ряде лабораторий группой International Leucocyte
Workshop Group.25, 27, 34, 38, 42, 64, 65

Антитело к CD4 реагирует с моноцитами и лимфоцитами.47 Антитело
Anti–HLA-DR реагирует с моноцитами/макрофагами, а также
B-лимфоцитами.14, 19, 57—60 Антитело к CD14 реагирует с гранулоцитами
и моноцитами/макрофагами.33 Антитело к CD16 слабо реагирует с
нейтрофилами.20 Возможность влияния гранулоцитов на результат
подсчета лимфоцитов следует устранить на основе характеристик
светорассеяния.

“‡·ÎËˆ‡ 7. –р‡‚ÌÂÌËÂ Simultest IMK Plus Ò ‰рÛ„ËÏ ÏÂÚÓ‰ÓÏ 
Ò ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ÎËÁËрÓ‚‡ÌÌÓÈ ˆÂÎ¸ÌÓÈ ÍрÓ‚Ë Ë ÔрË·Óр‡ FACScan

œ‡р‡ÏÂÚр Õ‡ÍÎÓÌ
“Ó˜Í‡ ÔÂрÂÒÂ˜ÂÌËˇ 
Ò ÓÒ¸˛ Óр‰ËÌ‡Ú

r n*

* ¬ÍÎ˛˜‡ÂÚ ÌÓрÏ‡Î¸Ì˚Â Ë Ô‡ÚÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÂ Ó·р‡Áˆ˚.

ƒË‡Ô‡ÁÓÌ 
‰‡ÌÌ˚ı (%)

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó T-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚Ü

Ü ŒÔрÂ‰ÂÎÂÌÓ CD3 FITC.

0,98 4,06 0,98 58 10ó90

Œ·˘ÂÂ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó B-ÎËÏÙÓˆËÚÓ‚á

á ŒÔрÂ‰ÂÎÂÌÓ CD19 PE.

0,97 1,47 0,99 65 0ó80

’ÂÎÔÂр˚/ËÌ‰ÛÍÚÓр˚á 1,16 -1,81 0,96 31 10ó60

–ÛÔрÂÒÒÓр˚/ˆËÚÓÚÓÍÒË˜ÂÒÍËÂ 

ÎËÏÙÓˆËÚ˚ß

ß ¬ Òр‡‚ÌÂÌËË Ò Ì‡·ÓрÓÏ Simultest Immune Monitoring.

0,96 7,05 0,93 31 25ó80

»ÏÏÛÌÓрÂ„ÛÎˇÚÓрÌ˚È ËÌ‰ÂÍÒß 1,02 -0,02 0,98 31 0,125ó2,0

¿ÍÚË‚ËрÓ‚‡ÌÌ˚Â T-ÎËÏÙÓˆËÚ˚ß 1,06 0,34 0,92 27 5ó50
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Несмотря на то что реагент B разработан для выявления антиген-
неспецифического связывания антител, неспецифическое связывание
вследствие плохого состояния клеток возможно при использовании
любого реагента на основе антител. Наличие антиген-
неспецифического связывания антител можно предположить, если на
графике флуоресценции нет четкой границы между положительными
и отрицательными клетками, или же если более 5 % подсчитанных
клеток отрицательного контроля находится за пределами 3 квадранта.
Описание мер по устранению антиген-неспецифического связывания
приведено в 12 разделе «Поиск и устранение неисправностей» в конце
данной инструкции-вкладыша.

ÀËÌÂÈÌÓÒÚ¸ Ë ‚˚ıÓ‰

Все партии реагентов Simultest IMK Plus стандартизованы по
действительным клеточным суспензиям таким образом, что их
оптимальные рабочие характеристики реализуются при концентрации
клеток 1,0 x 106 лейкоцитов/образец. Для образцов лизированной
цельной крови диапазон нормальных значений составляет от 3,5 x 103

до 9,8 x 103 лейкоцитов/мкл. Линейность результатов ожидается в
диапазоне от 3,5 x 103 до 9,8 x 103 лейкоцитов/мкл.
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12. œŒ»–  » ”–“—¿Õ≈Õ»≈ Õ≈»–œ—¿¬ÕŒ–“≈…

œрÓ·ÎÂÏ‡ ¬ÓÁÏÓÊÌ‡ˇ ÔрË˜ËÌ‡

Недостаточное 
разделение 
популяций с 
положительной и 
отрицательной 
флуоресценцией.

1) Слабая флуоресценция вследствие неправильной установки 
напряжения ФЭУ или коэффициента усиления.

2) Недостаточное количество реагента на основе антител.

Нет разделения 
между кластерами 
дебриса и 
лимфоцитов на 
точечном графике 
светорассеяния.

1) Чрезмерное количество тромбоцитов, ядросодержащих или 
нелизированных эритроцитов. 

2) Неправильно установлен коэффициент усиления.

3) Образец был окрашен позднее, чем через 6 часов 
после забора.

4) Установлен слишком высокий или низкий порог FSC.

Неоптимальная 
эффективность 
окрашивания 
антителом.

1) Образец был окрашен позднее, чем через 6 часов 
после забора.

2) Гейт анализа, выбранный программой, пропускает слишком 
много нелимфоцитарных событий.

3) Неправильно установлены маркеры флуоресценции.
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1) Выполнить программу AutoCOMP с калибровочными CaliBRITE Beads. 
Интенсивность в каналах флуоресценции должна соответствовать спецификациям.

2) Проверить калибровку микропипеточного дозатора, объем добавленного реагента, 
а также объем и концентрацию добавленных клеток. Проверить условия 
хранения реагентов.

1) Повторно окрасить свежий образец. Промыть клетки на более низкой скорости, 
например при 100 x g, в течение 15 минут при комнатной температуре (20—25 °C). 

2) Настроить коэффициент усиления таким образом, чтобы левый край кластера 
лимфоцитов начинался приблизительно в канале 50 (по 256-канальной шкале). 
Это особенно важно при переходе от настройки/компенсации в программе 
AutoCOMP к выполнению измерений в цельной крови. См. соответствующее 
руководство пользователя или руководство по эксплуатации прибора.

3) Получить свежий образец для окрашивания.

4) Отрегулировать порог FSC таким образом, чтобы получить приблизительно 
10 каналов дебриса (по 256-канальной шкале).

1) Получить свежий образец для окрашивания.

2) Повторно обработать данные с помощью программы CONSORT 30, LYSYS™ II 
или SimulSET™ и установить гейт вручную. ПРИМЕЧАНИЕ. Узкий гейт может не 
пропускать крупные лимфоциты, например NK-лимфоциты или лимфобласты. 
Если возможно, повторно получите данные для образцов после оптимизации 
рассеяния, то есть настройки напряжения ФЭУ канала SSC, коэффициента 
усиления FSC и порога FSC, с целью отделения кластеров лимфоцитов от дебриса. 
См. соответствующее руководство пользователя программного обеспечения.

3) Повторно обработать данные с помощью программы CONSORT 30, LYSYS II или 
SimulSET и установить маркеры флуоресценции вручную.
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œŒ»–  » ”–“—¿Õ≈Õ»≈ Õ≈»–œ—¿¬ÕŒ–“≈… (ÔрÓ‰ÓÎÊÂÌËÂ)

œрÓ·ÎÂÏ‡ ¬ÓÁÏÓÊÌ˚Â ÔрË˜ËÌ˚

Программа не 
может надлежащим 
образом 
установить гейт 
лимфоцитов.

1) Низкое содержание лимфоцитов в образце.

2) Установлен слишком высокий или низкий порог FSC.

3) Неправильно установлен коэффициент усиления.

4) Образец был окрашен позднее, чем через 6 часов после забора.
5) Программная установка маркеров неприемлема.

Неокрашенные 
клетки в окрашенном 
образце находятся 
над маркером, 
установленным с 
помощью 
контрольной 
пробирки B, в Q4 
илиQ1.

1) Антиген-неспецифическое связывание антител вследствие 
наличия в образце мертвых или поврежденных клеток. 

2) Антиген-неспецифическое связывание антител вследствие 
наличия Fc-рецепторов.

Тусклое или 
неравномерное 
окрашивание.

1) Слишком высокая концентрация клеток на этапе 
окрашивания.

2) Недостаточное количество реагента.
3) Клетки анализировались позднее, чем через 24 часа после 

окрашивания.
4) Неподходящий состав среды (нет азида).

Клеток мало или 
нет вообще.

1) Слишком низкая концентрация клеток.

2) Неисправность проточного цитометра.

Повышенная авто-
флуоресценция.

1) Возможно бактериальное загрязнение фосфатно-солевого 
буфера (PBS) или фиксатора.

2) Плохо выполнена подготовка образца.

Слабая 
положительная 
флуоресценция.

Возможно бактериальное загрязнение PBS буфера или 
фиксатора. Неподходящий pH буфера или фиксатора.
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1) Повысить концентрацию клеток методом выделения в градиенте плотности или 
повторно получить большее количество событий с помощью программы 
CONSORT 30 или LYSYS II. 

2) Отрегулировать порог FSC таким образом, чтобы получить приблизительно 
10 каналов дебриса (по 256-канальной шкале).

3) Настроить коэффициент усиления таким образом, чтобы левый край кластера 
лимфоцитов начинался приблизительно в канале 50 (по 256-канальной шкале). 
Это особенно важно при переходе от настройки/компенсации в программе 
AutoCOMP к выполнению измерений в цельной крови. См. соответствующее 
руководство пользователя.

4) Получить свежий образец для окрашивания.
5) Повторно получить данные с помощью CONSORT 30 или LYSYS II.

1) Получить свежий образец для окрашивания.

2) Проверить гейт анализа лимфоцитов на предмет избыточной контаминации 
моноцитами, гранулоцитами или дебрисом.

1) Проверить и довести до нужного уровня концентрацию клеток; повторить 
окрашивание с использованием свежего образца.

2) Повторить окрашивание с надлежащим количеством реагента.
3) Повторить окрашивание со свежим образцом; провести анализ без задержки.

4) Использовать азид в среде для окрашивания и на этапе промывки.

1) Подготовить свежий образец с более высокой концентрацией. Повторить 
окрашивание и анализ.

2) Провести поиск и устранение неисправностей прибора.

1) Приготовить свежий PBS с водой класса ЧДА и свежий фиксатор. 
Отфильтровать PBS и фиксатор через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм.

2) Получить и окрасить свежий образец.

Приготовить свежий PBS с водой класса ЧДА и свежий фиксатор с PBS с азидом. 
Довести pH до нужного уровня. Отфильтровать через фильтр с размером пор 0,2 мкм.
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