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1. Verwendungszweck

KOMBITEST B/NK Cell 4-color ist fiir den Nachweis und die Zdhlung von
Lymphozytenpopulationen und -untergruppen in menschlichem Vollblut mittels
Durchflusszytometrie vorgesehen.

Was wird nachgewiesen und/oder gemessen?

Das Produkt KOMBITEST B/NK Cell 4-color erkennt und misst den relativen Anteil
und die absolute Anzahl menschlicher T-Zellen (CD3+), B-Zellen (CD3-CD19+) und
NK-Zellen (CD3-CD16+CD56+).

Funktion des Produkts

Das Produkt ist fiir die immunologische Beurteilung unauffilliger Patienten
bestimmt und kénnte bei der Diagnose einer Immunschwache oder beim Verdacht
auf eine Immunschwache helfen.

Kontext eines physiologischen oder pathologischen Zustands

Die vom Gerat gemessenen Haufigkeiten von Lymphozytenpopulationen kénnen
durch verschiedene pathologische Zustande beeinflusst werden und sind hilfreich
bei der Beurteilung von:

e CD3+ T-Zelle bei viralen Infektionen und erblichen Immundefekten (7
e CD3-/CD19+ B-Zellen bei Autoimmunerkrankungen @
e CD3-/CD16+56+ NK-Zellen bei angeborener Immunitat und
immunologischem Defekt ¢ %
Art des Tests
Nicht automatisiert

Quantitativ

Art der benétigten Probe
Antikoagulierte periphere Vollblutprobe vom Menschen

Testpopulation
Nicht fiir eine bestimmte Population bestimmt.

2. Vorgesehener Benutzer

Das Geriét ist nur flir den professionellen Einsatz im Labor bestimmt. Nicht fir
patientennahe Tests oder Selbsttests geeignet.

Anforderungen an die Qualifikation

Der vorgesehene Benutzer muss (iber aktuelle Fachkenntnisse in der
Durchflusszytometrie-Analyse menschlicher Zellen, standardmafige
Labortechniken, einschlieRlich Pipettieren, sowie den sicheren und korrekten
Umgang mit Proben aus dem menschlichen Kérper verfiigen.
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Der vorgesehene Benutzer muss die Norm EN ISO 15189 oder ggf. andere
nationale Normen einhalten.

3. Testprinzip

Das Testprinzip beruht auf dem Nachweis der Bindung eines monoklonalen
Antikorpers an ein spezifisches Molekdl (Antigen), das von bestimmten
menschlichen Blutzellen exprimiert wird. Die in dem Test verwendeten
monoklonalen Antikérper sind mit verschiedenen Fluorochromen markiert, die
durch einen Laserstrahl eines Durchflusszytometers wahrend der Erfassung einer
mit Antikdrpern gefarbten Blutprobe angeregt werden. Die anschlieBend erzeugte
Fluoreszenz (Lichtemission) der einzelnen Fluorochrome auf einer aufgenommenen
Blutzelle wird von dem Gerat erfasst und analysiert. Die Starke der Fluoreszenz ist
direkt proportional zur Dichte der Antigenexpression in einer Zelle und ermdoglicht
die Trennung verschiedener Zelluntergruppen.

4. Bereitgestellte Reagenzien

Inhalt
KOMBITEST B/NK Cell 4-color reicht fiir 50 Tests und wird mit dem folgenden
Reagenz geliefert:

1 Flaschchen (1 ml) mit einer vorgemischten Kombination von mit Fluorochromen
markierten monoklonalen Antikérpern CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE /

CD45 PerCP / CD19 APC, die bei optimaler Konzentration in einer stabilisierenden
phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) mit 15 mM Natriumazid verdinnt
wurden und 0.2 % Rinderserumalbumin (BSA).

Zusammensetzung
Tabelle1 Beschreibung der aktiven Komponenten
Antigen Fluorochrom Klon Isotyp Kon(iegn/t;alu)t ion
CD3 FITC TB3 1gG2b 2
CD16 PE 3G8 IgG1 1.5
CD56 PE LT56 1gG2a 1.5
CD19 APC LT19 IgG1 2
CD45 PerCP MEM-28 IgG1 5
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5. Erforderliche, aber nicht bereitgestellte Materialien

Einmal-Testréhrchen mit 12 x 75 mm und Rundboden

Erythrozytenlyselosung (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066
oder CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat.- Nr. BD303500)

Deionisiertes Wasser (Reagenzienqualit&t)

Prozesskontrollzellen (Streck CD-Chex Plus®, Kat.- Nr. 213323 oder gleichwertige
lysierbare Zellkontrolle)

6. Erforderliche Ausriistung
Automatische Pipette mit Einwegspitzen (20-100 pl) zum Pipettieren der Proben
und Reagenzien

Flussigkeitsspender oder Pipette mit Einwegspitzen (0.5-2 ml) fiir die Abgabe der
Erythrozytenlysel6sung

Vortex-Mixer

Hamatologie-Analysegerét (fir absolute Zellzahlen), das die Anzahl der weiBen
Blutkdrperchen (WBC) und der Lymphozyten pro ul der Probe bestimmen kann

Durchflusszytometer mit 2 Laseranregungsquellen (488 nm und ca. 635 nm),
Detektoren fiir Streulicht, optische Filter und Emissionsdetektoren, die fiir die
Erfassung der Signale der in Tabelle 2 aufgefiihrten Fluorochrome ausgelegt sind.

Tabelle 2 Spektrumscharakteristik der in dem Gerat verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom Anregung [nm] Emission [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP 488 677
APC 630 - 640 660

HINWEIS: Das Gerit wurde auf folgenden Durchflusszytometern getestet:
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) und
Sysmex XF-1600™ (Sysmex Corporation).

7. Lagerung und Handhabung
Bei 2-8 °C aufbewahren.

Langere Lichteinwirkung vermeiden.
Nicht einfrieren.

Ipformationen zur Stabilitat beim Gebrauch und zur Haltbarkeit nach dem ersten
Offnen sowie zu den Lagerungsbedingungen und der Stabilitdt von
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Arbeitslésungen (falls zutreffend) sind in Abschnitt 10 ,Vorgehensweise
(Reagenzienvorbereitung) zu finden.

8. Warnhinweise, VorsichtsmaBnahmen und Einschrinkungen bei
der Anwendung

GHS-Gefahrenklassifizierung

Beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt (Safety Data Sheet/SDS) auf der
Produktseite auf www.exbio.cz. Dort finden Sie alle Informationen zu den Risiken,
die von den im Produkt enthaltenen chemischen Stoffen und Gemischen ausgehen,
und dazu, wie diese gehandhabt und entsorgt werden sollten.

Biologisches Risiko
Menschliche biologische Proben und Blutproben sowie alle damit in Kontakt
kommenden Materialien werden immer als infektioses Material betrachtet.

Verwenden Sie eine personliche Schutz- und Sicherheitsausriistung, um den
Kontakt mit Haut, Augen und Schleimh&uten zu vermeiden.

Befolgen Sie alle geltenden Gesetze, Vorschriften und Verfahren fiir den Umgang
mit und die Entsorgung von infektiosem Material.

Anzeichen von Verfall

Das mitgelieferte Reagenz ist normalerweise eine klare Flissigkeit. Verwenden Sie
das Reagenz nicht, falls Sie eine Veranderung des Aussehens beobachten,

z. B. Triibungen oder Anzeichen von Ausfallungen.

Beschrankung der Verwendung

Das Produkt darf nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
verwendet werden.

9. Probe

Verwenden Sie vendses peripheres Blut, das in einem als medizinisches Produkt
klassifizierten Probengefal8 mit dem Antikoagulans EDTA entnommen wurde.

HINWEIS: Bestimmen Sie die absolute Anzahl der weiRen Blutkérperchen und
die Anzahl der Lymphozyten in der entnommenen Blutprobe mit einem
Hamatologie-Analysegerat. Mit dem Produkt KOMBITEST B/NK Cell 4-color
allein ist keine Zahlung der absoluten Zellzahlen méglich.

Blutproben mit einer Anzahl an weiRen Blutkérperchen von mehr als 40 x 103
Zellen/pl miissen vor der Probenverarbeitung mit PBS verdiinnt werden.

Verarbeiten Sie die Blutprobe spatestens 24 Stunden nach der Entnahme.
Die Probe bei Labortemperatur (20 - 25 °C) lagern. Die Probe nicht im
Kihlschrank aufbewahren.
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Endogene Interferenz

Basierend auf wissenschaftlicher Literaturrecherche werden endogene Storquellen
in Tabelle 3 identifiziert.

Tabelle 3 Endogene Interferenz des Geréts

Endogene Auswirkungen Referenz
Interferenz
Albumin In hohen Konzentrationen kann Albumin | 8, 9, 10
aufgrund seiner Fahigkeit, groRe Mengen
an Liganden zu binden und freizusetzen,
stérend sein.
Bilirubin (Ikterus) Bilirubin kann aufgrund seiner hohen 11,12, 13
(unkonjugiert) Autofluoreszenz den
Fluoreszenzhintergrund von Zellen
erhohen.
Zelltrimmer (nach Zelltrimmer kdnnen zu ungenauen 14, 15
der Lyse) Zellzahlen flihren und die Antikérper im
Gerat schwachen.
Erythrozyten Eine unzureichende Lyse der in der Probe | 16
vorhandenen roten Blutkdrperchen kann
die Zellzdhlung beeintrachtigen.
Hamoglobin Hamolysierte Proben kénnen 17
unzuverlassige Ergebnisse liefern.
Humane AntiMaus- | Kann die Geratefunktionalitat 18, 19, 20,
Antikorper beeintrachtigen (Fahigkeit zur Bindung 21,22,23
an Zelloberflichenantigene)
Immunglobuline Kann mit der Einzelplattformmethode 24
nicht gewaschen werden und kann die
Anzahl der Lymphozyten-Subsets
beeintrachtigen.
Rheumafaktoren Das Vorhandensein von RF 25
beeintrachtigt MIA (Multiplex-
Immunoassays).
Triglyceride Hohe zirkulierende Lipidspiegel konnen 26
die durchflusszytometrische Analyse
bestimmter Blutzellpopulationen
beeintrachtigen.

Exogene Interferenz

Proben, die alter als 24 Stunden sind, kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fihren.

Gekdihlte Proben kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.
Die unsachgemaRe Zubereitung der Erythrozyten-Lyselosung (EXCELLYSE Easy,
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EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066 oder CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat.-
Nr. BD303500) kann zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Befolgen Sie die
Anweisungen des Herstellers zur Verwendung der Erythrozyten-Lyselosung.

10.Vorgehensweise

Vorbereitung der mitgelieferten Reagenzien
Es ist keine Vorbereitung der Reagenzien erforderlich.

Bringen Sie das Reagenz vor der Verwendung auf Raumtemperatur. Halten Sie den
Primarbehalter des Produkts trocken.

Verwenden Sie das Reagenz direkt aus seinem urspriinglichen Primarbehalter. Die
Zeit, in der das Reagenz verwendet wird (Licht und erhéhter Temperatur
ausgesetzt), darf 4 Stunden pro Tag nicht Uberschreiten.

Nach dem ersten Offnen behilt das Reagenz seine Eigenschaften bis zum
Verfallsdatum, wenn es unter den angegebenen Bedingungen in seinem
urspriinglichen Primarbehalter gelagert wird.

VORSICHT: Das Reagenz darf nicht verdiinnt werden.

Vorbereitung der erforderlichen, aber nicht bereitgestellten Materialien
Verdiinnen Sie die konzentrierte Erythrozytenlysel6sung mit deionisiertem Wasser
gemal den Anweisungen des Herstellers. Die verdinnte (1X)
Erythrozytenlysel6sung ist 1 Monat lang haltbar, wenn sie in einem
Flussigkeitsspender oder einem geschlossenen Behalter bei Raumtemperatur
aufbewahrt wird.

Qualitatskontrolle

Verwenden Sie Streck CD-Chex Plus® oder gleichwertige Kontrollzellen als
positive Verfahrenskontrolle, um die ordnungsgemalRe Leistung des Produkts
sicherzustellen. Streck CD-Chex Plus® liefert festgelegte Werte fir die
prozentuale positive und absolute Anzahl von T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten,
Monozyten und NK-Zellen, einschlieBlich zweier klinisch relevanter Werte fiir
CD4+-Zellen.

Farben Sie die Kontrollzellen mit dem Reagenz von KOMBITEST B/NK Cell 4-color
entsprechend der in der Gebrauchsanweisung angegebenen Probenverarbeitung.
Achten Sie darauf, dass die erzielten Ergebnisse (% positive Zellen) innerhalb des
fir die verwendete Charge von Kontrollzellen angegebenen Erwartungsbereichs
liegen.
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Farbung der Proben

1.

Kennzeichnen Sie fiir jede Probe ein 12 x 75 mm groBes Testrohrchen mit
Rundboden mit der entsprechenden Probenbezeichnung.

Pipettieren Sie 20 ul des Reagenzes von KOMBITEST B/NK Cell 4-color in den
Boden des Rdhrchens mit 12 x 75 mm.

Pipettieren Sie 50 ul der griindlich gemischten Blutprobe auf den Boden des
Roéhrchens.

VORSICHT: Pipettieren Sie das Blut nicht auf die Seiten des Testrohrchens
Wenn ein Blutausstrich oder -tropfen an der Seite des Rohrchens verbleibt,
wird er moglicherweise nicht mit dem Reagenz gefarbt oder die Erythrozyten
werden nicht lysiert und das Testergebnis ist unter Umstanden nicht giiltig.

Vortexen Sie das Rohrchen und inkubieren Sie fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln.

. Geben Sie 500 ul der verdiinnten (1X) Lyselésung in das Rohrchen.

. Vortexen Sie das Rohrchen und inkubieren Sie fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln.

Messen Sie die gefarbte Probe sofort mit dem Durchflusszytometer. Wird die
gefarbte Probe nicht sofort gemessen, lagern Sie sie bei 2-8 °C im Dunkeln und
analysieren Sie sie innerhalb von 24 Stunden.

VORSICHT: Vortexen Sie die gefarbte Probe unmittelbar vor der Messung auf
dem Durchflusszytometer, um Ansammlungen zu vermeiden.
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Durchflusszytometrie-Analyse

Das fir die Verwendung mit dem KOMBITEST B/NK Cell 4-color ausgewahlte
Durchflusszytometer muss routinemaRig mit fluoreszierenden Mikrokiigelchen
kalibriert werden, um eine stabile Empfindlichkeit der Detektoren gemaf den
Anweisungen des Herstellers des Zytometers sicherzustellen.

Bei unsachgemafier Wartung kann das Durchflusszytometer falsche Ergebnisse
liefern.

Beachten Sie die Herstellerangaben des Zytometers fiir Laser und
Fluoreszenzdetektoren entsprechend den Anregungs- und
Emissionscharakteristiken der Fluorochrome in Abschnitt 6 ,Erforderliche
Ausriistung”.

Stellen Sie vor der Analyse der gefarbten Proben die Spannungen an den
entsprechenden Fluoreszenzdetektoren ein. Die Spannung am PMT-Detektor
sollte ausreichend hoch eingestellt sein, damit moglichst wenige negativ gefarbte
Ereignisse den 0. Kanal auf der Fluoreszenzachse stéren. AuBerdem sollte die
Spannung des PMT-Detektors nicht die Werte tiberschreiten, bei denen positive
Ereignisse auf die rechte Achse gedriickt werden.

Kompensieren Sie Fluoreszenzsignale zwischen den Detektoren vor oder nach der
Datenerfassung. Die Daten kénnen falsch interpretiert werden, wenn die
Fluoreszenzsignale nicht richtig kompensiert oder die Gates nicht richtig
positioniert sind.

Zur Analyse der Messdaten kénnen die vom Hersteller entwickelte Zytometer-
Software oder eine spezielle Software fiir die Offline-Analyse von Zytometriedaten
verwendet werden (z. B. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Datenanalyse der mit KOMBITEST B/NK Cell 4-color gefarbten Probe

Lassen Sie sich Seitwértsstreulicht (SSC) gegen CD45 PerCP der kompensierten
Daten anzeigen. Setzen Sie das Gate fiir die CD45+-Lymphozytenpopulation wie in

Abbildung 1 gezeigt.

Abbildung 1 Abgrenzung der CD45+-Lymphozytenpopulation
(Daten erfasst mit BD FACSCanto™ 1)
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1ML

Side Scatter

L1} 1c¥ pii] 1

CD45 PerCP
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Stellen Sie die I6schen CD45+-Lymphozyten als Seitwartsstreulicht (SSC) gegen
CDS3 FITC dar, wie in Abbildung 2 dargestellt. Trennen Sie CD3+- und CD3-
Lymphozyten mithilfe entsprechender Gates. Berechnen Sie den Prozentsatz der
T-Zellen (CD3+; Region B in Abbildung 2) aus allen Lymphozyten.

Abbildung 2 Trennung von CD3+- und CD3- -Lymphozyten
(Daten erfasst mit BD FACSCanto™ 1)
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Stellen Sie die I6schen CD3- -Lymphozyten (Region A in Abbildung 2) als CD19
APC gegeniliber CD16+CD56 PE dar, wie in Abbildung 3 gezeigt. Setzen Sie
entsprechende Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der B-Zellen
(CD16-CD56-CD19+; Region C in Abbildung 3) und der nattrlichen Killerzellen
(NK) (CD16+CD56+CD19-; Region D in Abbildung 3) aus allen Lymphozyten.

Abbildung 3 CD3- -Lymphozyten in einem Punktdiagramm CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(Daten erfasst mit BD FACSCanto™ 1)

157

CD19 APC

CD16+CD56 PE

Berechnung und Interpretation von Analyseergebnissen
Verwenden Sie fiir absolute Werte die absolute Lymphozytenzahl, die mit einem
Hamatologie-Analysegerat bestimmt wurde. Beziehen Sie sich auf die
Anweisungen des Herstellers des Hamatologie-Analysegerats. Verwenden Sie die
nachstehenden Gleichungen fiir die absolute Zahlung der gewlinschten
Lymphozyten-Untergruppe.

B (%)

Ax W(O/) = Absolute Zahlung der erforderlichen Lymphozyten — Untergruppe
0

A = absolute Lymphozytenzahl (Daten vom Hamatologie-Analysegerat; Zellen/pl)

B = relative Prozentsatze der erforderlichen Lymphozytenuntergruppe von allen
Lymphozyten (Daten vom Durchflusszytometer; %)
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11. Analytische Leistung
Spezifitit
Der Antikérper TB3 erkennt das humane CD3-Antigen des TCR/CD3-Komplexes.

Die Spezifitat des Antikérpers wurde vom HCDM Council bestatigt (Workshop
HLDA XI).

Der Antikérper 3G8 erkennt das humane CD16-Antigen (Fc-Gamma-Rezeptor mit
niedriger Affinitat fir Immunglobuline vom Typ lll). Die Spezifitat des Antikdrpers
wurde durch einen HLDA-Workshop bestitigt (Workshop HLDA'V ©),

Der Antikérper LT56 erkennt die Leukozyten-Isoform des menschlichen CD56-
Antigens (neurales Zelladhdsionsmolekiil 1). Die Spezifitit des Antikérpers wurde
vom HCDM-Rat bestatigt (Workshop HLDA X).

Der Antikorper LT19 erkennt das menschliche CD4-Antigen (B-Zell-
Transmembran-Glykoprotein CD19). Die Spezifitit des Antikorpers wurde vom
HCDM-Rat bestatigt (Workshop HLDA X).

Der Antikbrper MEM-28 erkennt alle Leukozyten-lsoformen des menschlichen
CD45 (Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor Typ C). Die Spezifitat des
Antikérpers wurde durch einen HLDA-Workshop bestatigt (Workshop HLDA Il @),

Genauigkeit

Die Genauigkeit der Methode wurde auf einem Durchflusszytometer

BD FACSCanto™ Il gemessen und als Vergleich des Gerats KOMBITEST B/NK Cell
4-color mit dem dhnlichen auf dem Markt erhéltlichen Produkt KOMBITEST TBNK
6-color (EXBIO, Kat.-Nr. ED7733) durch parallele Farbung von 60 gesunden
Blutspendern ermittelt.

Die Genauigkeit der Methode wurde durch eine parallele Farbung bei 81 Patienten
(siehe Tabelle 5) bestétigt, bei denen der Verdacht auf eine Erkrankung des
Immunsystems bestand. Die Parameter der linearen Regressionsanalyse sind in
Tabelle 4 und 5 aufgefiihrt.
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Tabelle 4 Lineare Regressionsanalyse fiir Lymphozyten-Untergruppen bei gesunden
Spendern (Vergleich des Produkts KOMBITEST B/NK Cell 4-color mit dem IVD-Produkt
KOMBITEST TBNK 6-color (EXBIO, Cat. No. ED7733))

Lymphozyten-Untergruppe| Einheit n Steigung Schnittpunkt R?
% 60 0.994 0.003 1.00
CD3+

Zellen/ul 60 0.992 9.958 1.00

% 60 0.995 0.001 1.00

CD3-CD16+CD56+

Zellen/ul 60 1.010 -2.796 1.00

% 60 1.003 0.002 1.00

CD3-CD19+

Zellen/ul 60 1.003 3.669 0.99

n = Anzahl Blutproben

Tabelle 5 Lineare Regressionsanalyse fiir Lymphozyten-Untergruppen bei Patienten mit
Verdacht auf Erkrankungen des Immunsystems (Vergleich von KOMBITEST B/NK Cell
4-color mit AQUIOS CL Flow Cytometry System von Beckman Coulter, Inc.)

Lymphozyten-Untergruppe| Einheit n Steigung | Schnittpunkt R2
% 81 1.042 -2.976 0.97
CD3+
Zellen/ul 81 1.005 -0.010 1.00
% 81 1.061 -0.626 0.98
CD3-CD16+CD56+
Zellen/ul 81 1.078 -0.017 0.99
% 81 1.023 -0.163 0.99
CD3-CD19+
Zellen/ul 81 1.032 -0.006 1.00
n = Anzahl Blutproben
Linearitat

Die Linearitat der Methode wurde an 10 seriellen Verdliinnungen einer mit
Leukozyten angereicherten Blutprobe (Buffy Coat) nachgewiesen. Die Zellproben
wurden mit KOMBITEST B/NK Cell 4-color in Hexaplikaten gefarbt. Die Proben
wurden mit den Durchflusszytometern BD FACSCanto™ Il und Beckman Coulter
DxFLEX analysiert. Die gemessenen Daten fir die angegebenen Lymphozyten-
Untergruppen wurden als linear liber den Lymphozytenbereich 368 - 10634
Zellen/pl mit BD FACSCanto™ Il und 328 - 9061 Zellen/ul mit Beckman Coulter
DxFLEX ermittelt. Die Zelluntergruppen lagen in den in den Tabellen 6 und 7
angegebenen Bereichen.
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Tabelle 6 Lineare Bereiche von Lymphozyten-Untergruppen, die mit BD FACSCanto™ Il
analysiert wurden

BD FACSCanto™ I

Lymphozyten-Untergruppe Bereich (Zellen/pl)
CD3+ 227 - 6163
CD3-CD16+CD56+ 59 - 1609
CD3-CD19+ 34-912
Tabelle 7 Lineare Bereiche von Lymphozyten-Untergruppen, die mit Beckman Coulter
DxFLEX analysiert wurden
Beckman Coulter DxFLEX
Lymphozyten-Untergruppe Bereich (Zellen/pl)
CD3+ 217 - 6051
CD3-CD16+CD56+ 69 - 1669
CD3-CD19+ 33-889

Nachweisgrenze / Quantifizierungsgrenze / Assay-Cut-Off
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) und der Bestimmungsgrenze (LOQ)
wurden Linearitatsdaten verwendet.
Die Nachweisgrenze wurde als niedrigster absoluter Zellzahlwert ungleich Null plus
3xSD (Standardabweichung) fur jede Lymphozytenuntergruppe angegeben (siehe
Tabellen 8-9). Als Quantifizierungsgrenze wurde der niedrigste Wert im
Linearitatsbereich der Analytkonzentrationen angegeben, dargestellt als absolute
Anzahl der Lymphozyten-Untergruppen, bei dem der CV der Hexaplikate 10 %
nicht Gberschritt und die Wiederfindung im Bereich von 90 % bis 110 % lag (siehe

Tabellen 8-9).

Die Testergebnisse sind nicht eindeutig diagnostisch fiir eine einzelne klinische
Einheit, daher kann der Assay-Cut-Off nicht geschatzt werden.

Tabelle 8 Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen auf BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
Lymphozyten- Nledrlgs:ce Zellzahl LOD LOQ
Untergruppe ungleich Null 3xSD (SD) (Zellen/pl) (Zellen/pl)
(Zellen/pl)
CD3+ 1 0.12 (0.04) 1.12 8
CD3-CD16+CD56+ 3 1.2 (0.4) 4.2 21
CD3-CD19+ 1 1.2 (0.4) 2.2 34
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Tabelle9 Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen beim Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Lymphozyten- Nledrlgs.te Zellzahl LOD LOQ
Untergruppe ungleich Null 3xSD (SD) (Zellen/pl) (Zellen/pl)
(Zellen/pl)
CD3+ 1 0.3(0.1) 1.3 25
CD3-CD16+CD56+ 1 0.3(0.1) 1.3 23
CD3-CD19+ 1 0.6 (0.2) 1.6 33
Wiederholbarkeit

Die Wiederholbarkeit des Testverfahrens wurde an 10 Blutproben in Hexaplikaten
gemessen. Die Proben wurden mit den Durchflusszytometern BD FACSCanto™ Il
und Beckman Coulter DxFLEX analysiert. Die Variationskoeffizienten (Coefficients
of Variation/CV) sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt (Tabelle 10 und 11).

Tabelle 10 Wiederholbarkeit des Produkts mit BD FACSCanto™ I

BD FACSCanto™ I

Lymphozyten-Untergruppe| Einheit n Durchschnitt SD % CV
% 10 66.47 0.29

CD3+ 0.44
Zellen/ul 10 1362 6.19
% 10 18.66 0.21

CD3-CD16+CD56+ 1.26
Zellen/ul 10 374 4.36
% 10 13.69 0.20

CD3-CD19+ 1.57
Zellen/ul 10 284 4.35

Tabelle 11 Wiederholbarkeit des Produkts mit Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Lymphozyten-Untergruppe | Einheit n Durchschnitt SD % CV
% 10 65.99 0.59

CD3+ 0.92
Zellen/ul 10 1352 11.67
% 10 19.08 0.44

CD3-CD16+CD56+ 2.44
Zellen/ul 10 382 8.62
% 10 13.55 0.34

CD3-CD19+ 2.59
Zellen/ul 10 281 6.73
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Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Testverfahrens wurde an 2 stabilisierten Blutproben
(CD-Chex Plus® und CD-Chex Plus® CD4 Low) unter den gleichen Bedingungen
fur 15 Tage mit 3 Exemplaren des Geréts (jeweils 5 Tage) gemessen. Die Proben
wurden mit den Durchflusszytometern BD FACSCanto™ Il und Beckman Coulter
DxFLEX analysiert. Die Variationskoeffizienten (CV) sind in den folgenden Tabellen
aufgefiihrt (Tabelle 12 und 13).

Tabelle 12 Reproduzierbarkeit des Produkts mit BD FACSCanto™ I

Lymphozyten- Material Einheit |Durchschnitt SD % CV
Untergruppe
% 77.39 0.24
CD-Chex Plus® 0.31
Zellen/ul 1909 5.97
CD3+
CD-Chex Plus® % 61.38 0.55 0.90
CD4 Low Zellen/pl 891 8.04 '
% 10.57 0.19
CD-Chex Plus® 1.84
Zellen/ul 261 4.81
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19.28 0.46 037
CD4 Low Zellen/pl 280 6.64 '
% 11.20 0.13
CD-Chex Plus® 113
Zellen/ul 276 3.12
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.95 0.38 213
CD4 Low Zellen/pl 261 5.55 '
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Tabelle 13 Reproduzierbarkeit des Produkts mit Beckman Coulter DxFLEX

Lymphozyten- Material Einheit |Durchschnitt SD % CV
Untergruppe
% 76.77 0.27
CD-Chex Plus® 0.36
Zellen/ul 1894 6.77
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.53 0.38 0.62
CD4 Low Zellen/pl 878 5.45
% 10.83 0.21
CD-Chex Plus® 1.96
CD3-CD16+ Zellen/ul 267 5.23
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.54 031 161
CD4 Low Zellen/pl 284 4.55
% 11.36 0.23
CD-Chex Plus® 2.03
Zellen/pl 280 5.68
CD3-CD19+ .
CD-Chex Plus® % 18.23 0.43 238
CD4 Low Zellen/pl 265 6.31

HINWEIS: Alle analytischen Leistungsdaten wurden mit der
Erythrozytenlyselosung (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066)
gemessen.

Fur die Durchflusszytometrieanalyse wurden folgende Durchflusszytometer
inklusive Softwareversion verwendet:

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

Fur die absoluten Zellzahlen unter Verwendung der Dual-Plattform-Methode
wurde ein Hamatologieanalysator mit den folgenden Spezifikationen
verwendet:

Sysmex XN-1000™ IPU Software - Version 00-22(164)

Zur Auswertung der Messdaten wurde folgende Analyseplattform verwendet:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - version 10.9.0
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12.Klinische Leistung

Patienten mit primédrer Inmundefizienz

Es wurden klinische Daten von 30 Patienten mit Verdacht auf eine allgemeine
variable Immundefizienz (Common Variable Immune Deficiency/CVID) in einer
klinischen Einrichtung erhoben. Die klinische Leistung des Produkts ED7735
wurde durch einen Vergleich des Produkts KOMBITEST B/NK Cell 4-color mit der
Erythrozytenlyselosung EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066)
mittels einer anerkannten klinischen Labormethode (AQUIOS CL Flow Cytometry
System - Beckman Coulter, Inc.) ermittelt.

Die Ergebnisse der Untersuchung des Immunstatus der Patienten wurden
hinsichtlich der Immunschwéche bewertet (Tabelle 14).

Tabelle 14 Klinische Leistung des Produkts KOMBITEST B/NK Cell 4-color - CVID-
Patienten

Beurteilung des Immunstatus durch eine
anerkannte klinische Labormethode

Immundefizienz Normalzustand

Immundefizienz 23 Patienten 0 Patienten

B/NK Cell 4-color

Normalzustand O Patienten 7 Patienten

Immunstatus bewertet mit
dem Produkt KOMBITEST
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13.Erwartete Werte
Referenzintervall

Tabelle 15 Referenzintervalle von gesunden Blutspendern, gemessen mit BD FACSCanto™ Il

Bereich
Lymphozyten- n Einheit Median
Untergruppe Min Max
60 % 57.8 87.2 73.0
CD3+
60 Zellen/pl 766 2105 1405
CD3-CD16+ 60 % 4.3 314 14.7
CD56+ 60 Zellen/pl 82 595 281
60 % 2.8 235 10.1
CD3-CD19+
60 Zellen/ul 61 630 184

Die Referenzintervalle in Tabelle 15 wurden mit gesunden Patienten ermittelt, die
nach den Rechtsvorschriften der Tschechischen Republik als Blutspender gelten, da
sie die strengen Kriterien fur Blutspender fiir eine Blutbank erfiillen. Die Daten
wurden mit einem Durchflusszytometer BD FACSCanto™ Il gemessen.

Spezifische Referenzbereiche kdnnen je nach Region und Bevoélkerung, auf deren
Grundlage die Werte festgelegt wurden, variieren. Deshalb miissen die
Laboratorien ihre eigenen normalen Referenzintervalle fiir die mit KOMBITEST
B/NK Cell 4-color identifizierten Lymphozytenuntergruppen aus der lokalen
Population normaler Spender festlegen, da die Werte je nach Alter, Geschlecht,
klinischen Merkmalen und ethnischer Zugehorigkeit variieren.

14.Einschriankungen

Das Produkt KOMBITEST B/NK Cell 4-color wurde nicht zur Verwendung in
Proben validiert, die mit Heparin oder saurer Zitratdextrose (ACD) als
Antikoagulanzien fir die Bestimmung der relativen und absoluten Anzahl
entnommen wurden.

KOMBITEST B/NK Cell 4-color ist nicht fir das Screening und/oder die
Phanotypisierung von Leukdmie- und Lymphomproben bestimmt.

Absolute Zahlungen lassen sich nicht zwischen Laboren vergleichen, die
unterschiedliche Gerate von verschiedenen Herstellern verwenden.
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16.Kurzbericht Giber Sicherheit und Leistung

Der Kurzbericht iber Sicherheit und Leistung wird in der Eudamed-Datenbank
unter https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home verfligbar sein. Bis
dahin ist der Kurzbericht tiber Sicherheit und Leistung auf Anfrage erhaltlich.

17.Verwendung von Marken Dritter

BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™, BD Multitest™ und FlowJo™ sind
eingetragene Marken von Becton, Dickinson and Company. CD-Chex Plus® ist
eine eingetragene Marke von Streck. CyLyse™ FX, Sysmex XN-1000™ und Sysmex
XF-1600™ sind eingetragene Marken von Sysmex Corporation. VenturiOne® ist
eine eingetragene Marke von Applied Cytometry. Infinicyt™ ist eine eingetragene
Marke von Cytognos S.L..
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18.Revisionsverlauf

Version 2, ED7735_IFU_v2
1) Hinzuftigung der ID-Nummer der benannten Stelle.

2) Textkorrektur im Abschnitt ,Kontext eines physiologischen oder pathologischen
Zustands".

3) Endogene und exogene Interferenzen hinzugefigt.
4) Hinzufligen des Kapitels ,Genauigkeit”.

5) Einfligung eines neuen Abschnitts: Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze/Assay-
Cut-off

5) Abschnitt 13. Erwartete Werte - kleinere Textkorrekturen.
6) Referenzen aktualisiert.
7) Neues Kapitel 16 Kurzbericht tber Sicherheit und Leistung hinzugefigt.

19.Hersteller

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Tschechische Republik
Kontaktinformationen
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Autorisierte Vertreter
N/A

HINWEIS: Alle schwerwiegenden Vorfalle im Zusammenhang mit dem Produkt
sind dem Hersteller und der zustandigen Behorde vor Ort zu melden.
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