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1. Beoogd doel

KOMBITEST TBNK 6-color is bestemd voor de detectie en telling van
lymfocytpopulaties en -subsets in menselijk volbloed door middel van
flowcytometrie.

Wat wordt gedetecteerd en/of gemeten

Het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color detecteert en meet relatieve
percentages en absolute aantallen van menselijke T-cellen (CD3+), B-cellen (CD3-
CD19+), NK-cellen (CD3-CD16+56+), helper/inducer (CD3+CD4+) en
suppressor/cytotoxische (CD3+CD8+) T-celsubsets.

Functie van het hulpmiddel

Het hulpmiddel is bestemd voor gebruik bij de immunologische beoordeling van
normale patiénten en kan helpen bij de diagnose van patiénten met, of bij wie een
vermoeden bestaat van, immuundeficiéntie.

Context van een fysiologische of pathologische toestand

De frequenties van lymfocytpopulaties gemeten met het hulpmiddel kunnen
worden beinvloed door verschillende pathologische aandoeningen en de evaluatie
van hun percentages en aantallen kan worden gebruikt bij de beoordeling van:

e CD3+/CD4+ helper/inducer T-cellen bij hiv-monitoring (4 7:9)

e CD3+/CD8+ cytotoxische T-cellen bij virale infecties en erfelijke
immuundeficiénties @ 34 11,12,15,17)

¢ CD3-/CD19+ B-cellen bij auto-immuunziekten © ¢

e CD3-/CD16+56+ NK-cellen bij aangeboren immuniteit en immunologisch
defect 13,14

Type test
Niet geautomatiseerd
Kwantitatief

Vereist type monster
Geanticoaguleerd humaan perifeer volbloedmonster

Testpopulatie
Niet bedoeld voor een specifieke populatie.

2. Beoogde gebruiker
Het hulpmiddel is uitsluitend bestemd voor professioneel laboratoriumgebruik.
Niet voor near-patient testing of zelftesten.

Kwalificatievereisten

De beoogde gebruiker moet beschikken over actuele expertise in
flowcytometrische analyse van menselijke cellen, standaard
laboratoriumtechnieken, waaronder pipetteervaardigheden, en veilige en correcte
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omgang met monsters van menselijke oorsprong.

De beoogde gebruiker moet voldoen aan de norm EN ISO 15189 of andere
toepasselijke nationale normen.

3. Testprincipe

Het testprincipe is gebaseerd op de detectie van monoklonale antilichaambinding
aan een specifiek molecuul (antigeen) tot expressie gebracht door bepaalde
menselijke bloedcellen. In de test gebruikte monoklonale antilichamen zijn gelabeld
met verschillende fluorochromen die worden geéxciteerd door een laserbundel van
een flowcytometer tijdens de acquisitie van een met antilichaam gekleurd
bloedmonster. De daaropvolgende fluorescentie (lichtemissie) van elk
fluorochroom aanwezig op een verkregen bloedcel wordt verzameld en
geanalyseerd door het instrument. De fluorescentie-intensiteit is rechtstreeks
evenredig met de antigeenexpressiedichtheid in een cel, waardoor verschillende
celsubsets kunnen worden gescheiden.

4. Meegeleverde reagens(ia)

Inhoud

Het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color volstaat voor 50 tests en wordt
geleverd met het volgende reagens:

1 flacon (1 ml) met een voorgemengde combinatie van met fluorochroom
gelabelde monoklonale antilichamen CD3 FITC / CD16 PE + CD56 PE / CD45
PerCP-Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, verdund in
optimale concentraties in een stabiliserende fosfaatgebufferde zoutoplossing (PBS)
die 15 mM natriumazide en 0,2% runderserumalbumine (BSA) bevat.

Samenstelling

Tabel 1 Beschrijving van actieve componenten

Antigeen Fluorochroom Kloon Isotype Co?:;a?;rlz;tie
CD3 FITC TB3 1gG2b 2
CD4 PE-Cy™7 MEM-241 IgG1 1.5
CD8 APC-Cy™7 LT8 IgG1 1.8
CD16 PE 3G8 IgG1 1.5
CD56 PE LT56 1gG2a 1.5
CD19 APC LT19 IgG1 2
CD45 PerCP-Cy™5.5 MEM-28 IgG1l 3
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5. Benodigde maar niet meegeleverde materialen
Ronde-bodembuisjes (12 x 75 mm)

Erytrocytenlyseoplossing (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., cat.nr. ED7066 of
CylLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, cat.nr. BD303500)

Gedeioniseerd water (reagenskwaliteit)

Procescontrolecellen (Streck CD-Chex Plus®, cat.nr. 213323 of gelijkwaardige
lyseerbare celcontrole)

6. Benodigde apparatuur
Automatische pipet met wegwerptips (20-100 ul) voor het pipetteren van monster
en reagentia

Vloeistofdispenser of pipet met wegwerptips (0,5-2 ml) voor het doseren van
erytrocytenlyseoplossing

Vortexmixer

Hematologie-analyzer (voor absolute celtellingen) die in staat is witte bloedcellen
(WBC) en lymfocyten per pl monster te tellen

Flowcytometer met twee laserexcitatiebronnen (488 nm en ~635 nm), detectoren
voor verstrooid licht, optische filters en emissiedetectoren die geschikt zijn om
signalen op te vangen van de in Tabel 2 vermelde fluorochromen.

Tabel 2  Spectrale kenmerken van de in het hulpmiddel gebruikte fluorochromen

Fluorochroom Excitatie [nm] Emissie [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP-Cy™5.5 488 695
PE-Cy™7 488 780
APC 630 - 640 660
APC-Cy™7 630 - 640 780

KENNISGEVING: Het hulpmiddel is getest op de flowcytometers BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences), DxFLEX (Beckman Coulter) en Sysmex XF-
1600™ (Sysmex Corporation).

7. Opslag en hantering

Bewaren bij 2-8 °C.

Langdurige blootstelling aan licht vermijden.

Niet invriezen.

Zie Sectie 10 Procedure (Bereiding van reagens) voor informatie over de stabiliteit
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tijdens gebruik en de houdbaarheid na eerste opening, samen met de
bewaarcondities en stabiliteit van werkoplossingen (indien van toepassing).

8. Waarschuwingen, voorzorgsmaatregelen en
gebruiksbeperkingen

GHS-gevarenclassificatie

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad (VIB) dat beschikbaar is op de
productpagina op www.exbio.cz voor volledige informatie over de risico's van de
chemische stoffen en mengsels in het product en hoe deze moeten worden
gehanteerd en verwijderd.

Biologisch gevaar
Menselijke biologische monsters en bloedmonsters, en al het materiaal dat ermee
in contact komt, worden altijd als infectieus materiaal beschouwd.

Gebruik persoonlijke beschermingsmiddelen en veiligheidsuitrusting om contact
met huid, ogen en slijmvliezen te vermijden.

Volg alle toepasselijke wetten, voorschriften en procedures voor het hanteren en
verwijderen van infectieus materiaal.

Tekenen van bederf

Het normale uiterlijk van het geleverde reagens is een heldere vloeistof. Gebruik
het reagens niet als u een verandering in uiterlijk waarneemt, zoals troebelheid of
tekenen van precipitatie.

Gebruiksbeperking
Niet gebruiken na de vervaldatum vermeld op de productetiketten.

9. Monster

Gebruik perifeer veneus bloed verzameld in een monsterhouder geclassificeerd als
medisch hulpmiddel, met het anticoagulans EDTA.

KENNISGEVING: Bepaal de absolute WBC-telling en lymfocytentelling in het
verzamelde bloedmonster met een hematologie-analyzer. Het hulpmiddel
KOMBITEST TBNK 6-color alleen biedt geen telling van absolute celaantallen.

Bloedmonster met een WBC-telling van meer dan 40x1032 cellen/pl moet véor
monsterverwerking worden verdund met PBS.

Verwerk het bloedmonster uiterlijk 24 uur na afname. Bewaar het monster bij
laboratoriumtemperatuur (20-25°C). Het monster mag niet worden gekoeld.

Endogene interferentie
Op basis van wetenschappelijk literatuuronderzoek zijn endogene
interferentiebronnen geidentificeerd in Tabel 3.
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Tabel 3 Endogene interferentie van het hulpmiddel

de flowcytometrische analyse van
bepaalde bloedcelpopulaties beinvioeden.

Endogene Impact Referentie
interferentie
Albumine Albumine kan interfereren bij hoge 18, 19, 35
concentraties vanwege het vermogen om
grote hoeveelheden liganden te binden en
vrij te geven.
Bilirubine (icterus) | Bilirubine kan de fluorescentie- 22,24 28
(ongeconjugeerd) | achtergrond van cellen verhogen vanwege
de hoge autofluorescentie.
Celresten (na lyse) | Celresten kunnen onnauwkeurige 21,25
celtellingen veroorzaken en antilichaam in
het hulpmiddel uitputten.
Erytrocyten Onvoldoende lyse, aanwezigheid van rode | 26
bloedcellen in het monster kan onjuiste
celtelling opleveren.
Hemoglobine Gehemolyseerde monsters kunnen 23
onjuiste resultaten opleveren.
Humane anti- Behandeling met monoklonale 20, 30, 31,
Murine antilichamen kan onjuiste resultaten 32,33,34
antilichamen opleveren (vermogen om te binden aan
celoppervlakteantigenen).
Immunoglobulinen | Kunnen niet worden gewassen in de 21
single-platformmethode en kunnen
onjuiste lymfocytsubsettelling opleveren.
Reumafactoren Aanwezigheid van RF interfereert met MIA | 27
(multiplex immunoassays).
Triglyceriden Hoge circulerende lipidenniveaus kunnen 29

Exogene interferentie

Een monster ouder dan 24 uur kan onjuiste resultaten opleveren.

Een gekoeld monster kan onjuiste resultaten opleveren.

Onijuiste bereiding van de erytrocytenlyseoplossing (EXCELLYSE Easy, EXBIO
Praha, a.s., cat.nr. ED7066 of CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, cat.nr.

BD303500) kan onjuiste resultaten opleveren. Volg de instructies van de fabrikant

voor het gebruik van de erytrocytenlyseoplossing.
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10.Procedure

Bereiding van meegeleverde reagens{ia)
Er is geen bereiding van reagens nodig.

Breng het reagens voor gebruik op kamertemperatuur. Houd de primaire
verpakking van het hulpmiddel droog.

Gebruik het reagens rechtstreeks uit de originele primaire verpakking. De tijd
waarin het reagens in gebruik is (blootgesteld aan licht en verhoogde temperatuur)
mag niet meer dan 4 uur per dag bedragen.

Na de eerste opening behoudt het reagens zijn prestatiekenmerken tot de
vervaldatum, mits bewaard onder de vermelde omstandigheden in de originele
primaire verpakking.

LET OP: Verdun het reagens niet.

Bereiding van benodigde maar niet meegeleverde materialen

Verdun geconcentreerde erytrocytenlyseoplossing met gedeioniseerd water
volgens de instructies van de fabrikant. Verdunde (1X) erytrocytenlyseoplossing is
1 maand stabiel wanneer bewaard in een vloeistofdispenser of gesloten container
bij kamertemperatuur.

Kwaliteitscontrole

Gebruik Streck CD-Chex Plus® of gelijkwaardige controlecellen als positieve
procedurele controle om de juiste werking van het hulpmiddel zoals bedoeld te
waarborgen. Streck CD-Chex Plus® biedt vastgestelde waarden voor percentage
positief en absolute tellingen van T-cellen, B-cellen, granulocyten, monocyten en
NK-cellen, inclusief twee klinisch relevante niveaus van CD4+-cellen.

Kleur de controlecellen met het reagens KOMBITEST TBNK 6-color volgens de
monsterverwerking zoals gespecificeerd in de gebruiksaanwijzing. Controleer of de
verkregen resultaten (% positieve cellen) binnen het verwachte bereik liggen dat is
gerapporteerd voor de gebruikte batch controlecellen.

Monsterkleuring

1. Label voor elk monster een ronde-bodembuisje (12 x 75 mm) met de juiste
monsteridentificatie.

2. Pipetteer 20 ul KOMBITEST TBNK 6-color-reagens in de bodem van het buisje
van 12 x 75 mm.

3. Pipetteer 50 pl goed gemengd bloedmonster in de bodem van het buisje.

LET OP: Vermijd het pipetteren van bloed tegen de zijkant van het buisje. Als er
een bloeduitstrijk of druppel op de zijkant van het buisje achterblijft, wordt dit
mogelijk niet gekleurd met het reagens of worden de erytrocyten mogelijk niet
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gelyseerd en is het testresultaat mogelijk niet geldig.

4. Vortex en incubeer het buisje 20 minuten bij kamertemperatuur in het donker.
5. Voeg 500 ul verdunde (1X) lyseoplossing toe aan het buisje.
6. Vortex en incubeer het buisje 10 minuten bij kamertemperatuur in het donker.

Verkrijg het gekleurde monster onmiddellijk op de flowcytometer. Als het
gekleurde monster niet onmiddellijk zal worden geanalyseerd, bewaren bij 2-8 °C
in het donker en binnen 24 uur analyseren.

LET OP: Vortex het gekleurde monster onmiddellijk voér acquisitie op de
flowcytometer om aggregaten te vermijden.

Flowcytometrische analyse

De flowcytometer die wordt geselecteerd voor gebruik met het hulpmiddel
KOMBITEST TBNK 6-color moet routinematig worden gekalibreerd met
fluorescerende microkralen om een stabiele gevoeligheid van de detectoren te
waarborgen volgens de instructies van de fabrikant van de cytometer.

Indien niet correct onderhouden, kan de flowcytometer onjuiste resultaten
opleveren.

Raadpleeg de specificaties van de fabrikant van de cytometer voor lasers en
fluorescentiedetectoren volgens de excitatie- en emissiekenmerken van de
fluorochromen in Sectie 6 Benodigde apparatuur.

Stel de spanningen op de relevante fluorescentiedetectoren in véér analyse van
het gekleurde monster. De spanning op een PMT-detector moet voldoende hoog
worden ingesteld, zodat een minimum aan negatief gekleurde events interfereert
met kanaal O op de fluorescentie-as. Ook mag de spanning van de PMT-detector
geen waarden overschrijden waarbij positieve events tegen de rechteras worden
gedrukt.

Compenseer fluorescentiesignalen tussen detectoren véoér of na
gegevensverzameling. Gegevens kunnen onjuist worden geinterpreteerd als
fluorescentiesignalen onjuist zijn gecompenseerd of als gates onnauwkeurig zijn
geplaatst.

Voor analyse van de gemeten gegevens kan cytometersoftware van de fabrikant
worden gebruikt, of software bedoeld voor offline cytometrie-gegevensanalyse
(bijvoorbeeld FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

8/33



Gegevensanalyse van het KOMBITEST TBNK 6-color gekleurde monster

Visualiseer gecompenseerde gegevens in een side-scatter (SSC) versus CD45
PerCP-Cy™5.5-plot. Stel de gate in voor de CD45+ lymfocytpopulatie zoals
getoond in Figuur 1.

Figuur 1 Afbakening van de CD45+ lymfocytpopulatie
(gegevens verkregen op BD FACSCanto™ Il)
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Zet de gegateerde CD45+ lymfocyten uit in een side-scatter (SSC) versus CD3
FITC-plot zoals getoond in Figuur 2. Scheid CD3+ en CD3- lymfocyten met behulp
van passende gates. Bereken het percentage T-cellen (CD3+; regio B in Figuur 2)
van alle lymfocyten.

Figuur 2 Scheiding van CD3+ en CD3- lymfocyten
(gegevens verkregen op BD FACSCanto™ II)
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Zet de gegateerde CD3- lymfocyten (regio A in Figuur 2) uit als CD19 APC versus
CD16+CD56 PE zoals getoond in Figuur 3. Stel passende gates in en bereken het
percentage B-cellen (CD16-CD56-CD19+; regio C in Figuur 3) en natural killer
(NK)-cellen (CD16+CD56+CD19-; regio D in Figuur 3) van alle lymfocyten.

Figuur 3 CD3- lymfocyten in een dot-plot CD19 APC vs. CD16+CD56 PE
(gegevens verkregen op BD FACSCanto™ II)
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Zet de gegateerde T-cellen (CD3+; regio B in Figuur 2) uit als CD4 PE-Cy™7 versus
CD8 APC-Cy™7 zoals getoond in Figuur 4. Stel passende gates in en bereken het
percentage helper/inducer T-cellen (CD4+CD8-; regio E in Figuur 4) en
suppressor/cytotoxische T-cellen (CD4-CD8+; regio F in Figuur 4) van alle
lymfocyten.

Figuur4 CD3+ lymfocyten in een dot-plot CD4 PE-Cy™7 vs. CD8 APC-Cy™7
(gegevens verkregen op BD FACSCanto™ II)

104_

CD4 PE-Cy™7
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Berekening en interpretatie van analytische resultaten
Gebruik voor absolute tellingen de absolute lymfocytentelling zoals bepaald door
een hematologie-analyzer. Raadpleeg de instructies van de fabrikant van de
hematologie-analyzer. Gebruik de onderstaande vergelijkingen voor de berekening
van het absolute aantal van de gewenste lymfocytsubset.
B (%) .
Ax ————— = Absolute count of required lymphocyte subset
100 (%)

A = absolute lymfocytentelling (gegevens van hematologie-analyzer; cellen/pl)
B = relatieve percentages van de gewenste lymfocytsubset van alle lymfocyten
(gegevens van flowcytometer; %)
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11. Analytische prestaties

Specificiteit

Het antilichaam TB3 herkent het menselijke CD3-antigeen van het TCR/CD3-
complex. De specificiteit van het antilichaam is bevestigd door de HCDM Council
(HLDA XlI-workshop).

Het antilichaam MEM-241 herkent het menselijke CD4-antigeen (T-
celoppervlakte-glycoproteine CD4). De specificiteit van het antilichaam is
bevestigd door de HCDM Council (HLDA VIlI-workshop).

Het antilichaam LT8 herkent het menselijke CD8-antigeen (disulfidegebonden
dimeer tot expressie gebracht als twee CD8 alfa-keten-homodimeren of CD8
alfa/beta-keten-heterodimeren). De specificiteit van het antilichaam is bevestigd
door HLDA-workshops (HLDA V-workshop® en HLDA VIl-workshop ).

Het antilichaam 3G8 herkent het menselijke CD16-antigeen (laagaffiniteits
immunoglobuline type Il Fc-gamma-receptor). De specificiteit van het antilichaam
is bevestigd door de HLDA-workshop (HLDA V-workshop (19)).

Het antilichaam LT56 herkent de leukocyten-isovorm van het menselijke CD56-
antigeen (Neural cell adhesion molecule 1). De specificiteit van het antilichaam is
bevestigd door de HCDM Council (HLDA X-workshop).

Het antilichaam LT19 herkent het menselijke CD19-antigeen (B-cel
transmembraan-glycoproteine CD19). De specificiteit van het antilichaam is
bevestigd door de HCDM Council (HLDA X-workshop).

Het antilichaam MEM-28 herkent alle leukocyten-isovormen van menselijk CD45
(Proteine tyrosinefosfatase receptor type C). De specificiteit van het antilichaam is
bevestigd door de HLDA-workshop (HLDA lll-workshop (19).

Nauwkeurigheid

De nauwkeurigheid van de methode is gemeten op de BD FACSCanto™ II-
flowcytometer en bepaald als een vergelijking van het hulpmiddel KOMBITEST
TBNK 6-color met een vergelijkbaar product op de markt, BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (cat.nr. 644611), door parallelle kleuring van 30 gezonde
bloeddonoren.

Op de flowcytometers Beckman Coulter DxFLEX en Sysmex XF-1600™ is de
nauwkeurigheid van de methode bepaald door de resultaten te vergelijken van de
analyse van dezelfde bloedmonsters van 39 gezonde bloeddonoren, gekleurd met
het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color, respectievelijk op de BC DxFLEX- en
BD FACSCanto™ ll-flowcytometers en op de Sysmex XF-1600™- en BD
FACSCanto™ lI-flowcytometers.

De nauwkeurigheid van de methode wordt ondersteund door parallelle kleuring
van 134 patiénten (zie Tabel 7) bij wie een pathologische aandoening van het
immuunsysteem wordt vermoed. De parameters van de lineaire regressieanalyse
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worden gegeven in Tabel 4-7.

Tabel 4 Lineaire regressieanalyse voor lymfocytsubsets bij gezonde donoren (vergelijking
van het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color met IVD-product BD Multitest™ 6-Color
TBNK Reagent (cat.nr. 644611))

Lymfocytsubset Eenheid n Helling Snijpunt R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

cellen/ul| 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957

CD3+CD8+
cellen/pl| 30 0.9723 8.959 0.9981
% 30 0.9850 0.0035 0.9939

CD3+CD4+
cellen/pl| 30 0.9850 6.5877 0.9975
% 30 1.0085 -0.0017 0.9968

CD3-CD16+CD56+

cellen/ul| 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948

CD3-CD19+
cellen/pl| 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = aantal bloedmonsters
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Tabel 5 Lineaire regressieanalyse voor lymfocytsubsets bij gezonde donoren (vergelijking
van de analyse van bloedmonsters gekleurd met het hulpmiddel ED7733 op de Beckman
Coulter DxFLEX met BD FACSCanto™ Il)

Meetnauwkeurigheid van ED7733 op de Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX-flowcytometer vs. BD FACSCanto™ II-flowcytometer

Juistheid van meting

Lymfocytsubset Ee';hel n Helling Snijpunt R2
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+ cellen/
" 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829
CD3+CD8+
Ce'Leln/ 39 1.0478 -3.0975 0.9930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857
CD3+CD4+
Ce':j”/ 39 0.9768 -1.499 0.9929
0,
CD3.CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CD56+ Ce':j”/ 39 0.9699 10.484 0.9886
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757
CD3-CD19+
Ce':j”/ 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = aantal bloedmonsters
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Tabel 6 Lineaire regressieanalyse voor lymfocytsubsets bij gezonde donoren (vergelijking
van de analyse van bloedmonsters gekleurd met het hulpmiddel ED7733 op de Sysmex XF-
1600™ met BD FACSCanto™ Il)

Meetnauwkeurigheid van ED7733 op de Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™-flowcytometer vs. BD FACSCanto™ II-flowcytometer

Juistheid van meting

Lymfocytsubset Ee';hel n Helling Snijpunt R2
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+ cellen/
" 39 1.0174 4.2861 0.9991
% 39 1.0134 0.0015 0.9924
CD3+CD8+
Ce'Leln/ 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963
CD3+CD4+
Ce':j”/ 39 1.0043 17.382 0.9981
0, -
CD3.CD16+ % 39 0.9889 0.0039 0.9868
CD56+ Ce':j”/ 39 0.972 -3.4422 0.9903
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852
CD3-CD19+
Ce':j”/ 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = aantal bloedmonsters
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Tabel 7 Lineaire regressieanalyse voor lymfocytsubsets bij patiénten bij wie pathologische
aandoeningen van het immuunsysteem worden vermoed (vergelijking van het hulpmiddel
KOMBITEST TBNK 6-color met AQUIOS CL Flow Cytometry System - Beckman Coulter,
Inc. en een geaccrediteerde interne methode van het klinisch laboratorium - een cocktail

van eenkleurige geconjugeerde antilichamen van verschillende fabrikanten en analyse op de

BD FACSCanto™ )

Lymfocytsubset Eenheid n Helling Snijpunt R?
% 134 1.032 -2.655 0.98
CD3+
cellen/ul | 134 1.023 -0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98
CD3+CD8+
cellen/ul | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98
CD3+CDA4+
cellen/pl | 134 0.994 -0.005 0.98
% 134 1.064 -0.400 0.98
CD3-CD16+CD56+
cellen/ul | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 -0.376 0.99
CD3-CD19+
cellen/pl | 134 1.043 -0.010 1.00
n = aantal bloedmonsters
Lineariteit

De lineariteit van de methode is geverifieerd op 10 seriéle verdunningen van een
met leukocyten verrijkt bloedmonster (buffy coat). Celmonsters werden gekleurd
met KOMBITEST TBNK 6-color in zesvoud. Monsters werden geanalyseerd met
behulp van BD FACSCanto™ Il-, Beckman Coulter DxFLEX- en Sysmex XF-1600™-
flowcytometers. Gemeten gegevens voor de aangegeven lymfocytsubsets bleken
lineair te zijn over het lymfocytbereik 333-9492 cellen/ul met BD FACSCanto™ II,
309-8693 cellen/pl met Beckman Coulter DxFLEX en 86-6822 cellen/pul met
Sysmex XF--1600™. Celsubsets bevonden zich binnen de in Tabel 8-10 gevonden
bereiken.
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Tabel 8

Lineaire bereiken van lymfocytsubsets geanalyseerd door BD FACSCanto™ I
BD FACSCanto™ I
Lymfocytsubset Bereik (cellen/ul)

CD3+ 249 - 6594
CD3+CD8+ 96 - 2560
CD3+CD4+ 136 - 3628
CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44 - 1342

Tabel 9 Lineaire bereiken van lymfocytsubsets geanalyseerd door Beckman Coulter

DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Lymfocytsubset Bereik (cellen/ul)
CD3+ 243 - 6565
CD3+CD8+ 102 - 2652
CD3+CD4+ 128 - 3517
CD3-CD16+CD56+ 64 - 1588
CD3-CD19+ 41 - 1280

Tabel 10 Lineaire bereiken van lymfocytsubsets geanalyseerd door Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Lymfocytsubset Bereik (cellen/pl)
CD3+ 45 -3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22 -1742
CD3-CD16+CD56+ 8-700
CD3-CD19+ 7 -567

18 /33




Detectielimiet / Kwantificeringslimiet / Testafkapwaarde

Lineariteitsgegevens zijn gebruikt om de detectielimiet (LOD) en de
kwantificeringslimiet (LOQ) vast te stellen.

De detectielimiet is vastgesteld als de laagste niet-nul absolute celtellingswaarde
plus 3xSD (standaarddeviatie) voor elke lymfocytsubset (zie Tabel 11-13).

De kwantificeringslimiet is vastgesteld als de laagste waarde in het
lineariteitsbereik van analytconcentraties, gepresenteerd als absoluut aantal van de
lymfocytsubset, waarbij de CV van de zesvoudige metingen niet meer dan 10%
bedroeg en de recovery binnen het bereik van 90%-110% lag (zie Tabel 11-13).
De testresultaten zijn niet uniek diagnostisch voor een enkele klinische entiteit,
waardoor de afkapwaarde van de test niet kan worden geschat.

Tabel 11 Detectie- en kwantificeringslimieten op BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il

Lymfocytsubset cel;::llgiiltge(:cljlte:;l lll|) 3xSD (SD) (ce:-lgnep.l) (ce:-lgrs ul)
CD3+ 1 0,3(0,1) 1.3 10
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 96
CD3+CD4+ 2 1,5(0,5) 3.5 136
CD3-CD16+CD56+ 1 1,2 (0,4) 2.2 55
CD3-CD19+ 2 1,2(0,4) 3.2 44

Tabel 12 Detectie- en kwantificeringslimieten op Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Lymfocytsubset cell-taealﬁitge(rcl:eellte:l/J |IJ.|) 3xSD(SD) (cehgnla ul) (ce:-lce)rs ul)
CD3+ 1 0,6 (0,2) 1.6 9
CD3+CD8+ 1 0,6 (0,2) 1.6 34
CD3+CD4+ 2 1,2 (0,4) 3.2 43
CD3-CD16+CD56+ 1 0,9 (0,3) 1.9 23
CD3-CD19+ 2 1,5(0,5) 3.5 41
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Tabel 13 Detectie- en kwantificeringslimieten op Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Lymfocytsubset celitaealflgi|s'|tge(::ltle(ilte:;l :l|) 3xSD (SD) (ce:-ISnD/uI) (ce:-lgrs ul)
CD3+ 1 0,12 (0,04) 1.12 5
CD3+CD8+ 1 0,3(0,1) 1.3 2
CD3+CD4+ 1 0,3(0,1) 1.3 8
CD3-CD16+CD56+ 1 0,6 (0,2) 1.6 3
CD3-CD19+ 1 0,3(0,1) 1.3 7
Herhaalbaarheid

De herhaalbaarheid van de test is gemeten op tien bloedmonsters in zesvoud.
Monsters werden geanalyseerd met behulp van BD FACSCanto™ II-, Beckman
Coulter DxFLEX- en Sysmex XF-1600™-flowcytometers. Variatiecoéfficiénten (CV)
worden gegeven in de onderstaande tabellen (Tabel 14-16).

Tabel 14 Herhaalbaarheid van het hulpmiddel op BD FACSCanto™ Il

BD FACSCanto™ Il
Lymfocytsubset Eenheid n Gemiddelde SD %CV
% 10 70.34 0.56
CD3+ 0.91
cellen/pl 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27
CD3+CD8+ 1.25
cellen/pl 10 453 5.23
% 10 41.06 0.53
CD3+CD4+ 1.36
cellen/pl 10 808 9.71
% 10 16.35 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.43
cellen/pl 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25
CD3-CD19+ 2.31
cellen/pl 10 227 478

n = aantal bloedmonsters
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Tabel 15 Herhaalbaarheid van het hulpmiddel op Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX
Lymfocytsubset Eenheid n Gemiddelde SD %CV
% 10 70.80 0.61
CD3+ 0.95
cellen/pl 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32
CD3+CD8+ 1.42
cellen/pl 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56
CD3+CD4+ 1.47
cellen/ul 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.72
cellen/pl 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32
CD3-CD19+ 2.83
cellen/ul 10 227 5.94
n = aantal bloedmonsters
Tabel 16 Herhaalbaarheid van het hulpmiddel op Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™
Lymfocytsubset Eenheid n Gemiddelde SD %CV
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
cellen/pl 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
cellen/pl 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
cellen/pl 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 2.71
cellen/pl 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
cellen/pl 10 173 5.56

n = aantal bloedmonsters
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Reproduceerbaarheid

De reproduceerbaarheid van de test op BD FACSCanto™ Il en Beckman Coulter
DxFLEX is gemeten op 2 gestabiliseerde bloedmonsters (CD-Chex Plus® en
CD-Chex Plus® CD4 Low van STRECK). De reproduceerbaarheid van de test op
Sysmex XF-1600™ is gemeten op 4 gestabiliseerde bloedmonsters (CD-Chex
Plus® en CD-Chex Plus® CD4 Low en aanvullend IMMUNO-TROL Low Cells en
IMMUNO-TROL Cells van Beckman Coulter). Monsters werden onder dezelfde
omstandigheden gemeten gedurende 15 dagen met 3 batches van het hulpmiddel
(elk 5 dagen). Variatiecoéfficiénten (CV) worden gegeven in de onderstaande
tabellen (Tabel 17-19).

Tabel 17 Reproduceerbaarheid van het hulpmiddel op BD FACSCanto™ Il

Lymfocytsubset Materiaal Eenheid |Gemiddelde| SD %CV
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
cellen/pl 1896 4.39
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low cellen/l 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
cellen/ul 578 5.62
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 0.73
CD4 Low cellen/pl 612 4.55 )
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
cellen/pl 1203 11.15
CD3+CD4+ .
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 11
CD4 Low cellen/pl 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
cellen/pl 265 5.39
CD3-CD16+CD56+ -
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Lo4
CD4 Low cellen/l 283 5.49 '
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
cellen/ul 279 4.03
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 L7
CD4 Low cellen/l 262 4.58 '
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Tabel 18 Reproduceerbaarheid van het hulpmiddel op Beckman Coulter DxFLEX

Lymfocytsubset Materiaal Eenheid Gemlgdeld SD %CV
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
cellen/ul 1904 5.23
CD3+ -
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43 071
CD4 Low cellen/ul 883 6.24 '
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
cellen/ul 589 4.99
CD3+CD8+ -
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32 0.75
CD4 Low cellen/pl 621 4.65 '
% 4647 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
cellen/ul 1146 34.77
CD3+CD4+ _
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53 437
CD4 Low cellen/ul 176 7.71 '
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ cellen/pl 261 492
CD56+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low cellen/ul 281 459 '
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
cellen/pl 273 4.19
CD3-CD19+
0,
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 105
CD4 Low cellen/ul 259 5.05 '
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Tabel 19 Reproduceerbaarheid van het hulpmiddel op Sysmex XF-1600™

Lymfocytsubset Materiaal Eenheid |Gemiddelde SD CV (%)
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® cellen/pl 1642 70 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low cellen/ul 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells cellen/ul 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 1.46
Low Cells cellen/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® cellen/ul 268 21 0.88
CD;:Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
D4 Low cellen/pl 565 7.3 )
CD3+CD8+ IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 14
Cells cellen/ul 309 3.5 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells cellen/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® cellen/pl 1085 ) 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD4 Low cellen/ul 166 6.0 )
CD3+CD4+ IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 093
Cells cellen/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells cellen/ul 128 24 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® cellen/ul 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low cellen/pl 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells cellen/ul 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells cellen/pl 186 3.4 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® cellen/pl 210 37 1.74
CDE:CS]:XLPIUSC@ ”%/ | 19.70 0.31 1.61
ow cellen/pu 260 4.2 )
CD3-CD1+ I MUNO-TROL % 12.92 0.32 )48
Cells cellen/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells cellen/pl 144 4.3 )
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KENNISGEVING: Alle analytische prestatiegegevens zijn gemeten met
erytrocytenlyseoplossing EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., cat.nr. ED7066).

Voor flowcytometrische analyse werden de volgende flowcytometers gebruikt,

inclusief softwareversie:

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

Voor absolute celtellingen met de dual-platformmethode is een hematologie-
analyzer gebruikt met de volgende specificaties:
Sysmex XN-1000™ IPU Software - versie 00-22(164)

Voor evaluatie van gemeten gegevens is het volgende analyseplatform gebruikt:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - versie 10.9.0

12.Klinische prestaties

Patiénten met primaire immuundeficiéntie

Klinische gegevens zijn verzameld op een klinische locatie bij 30 patiénten met
vermoedelijke Common Variable Immune Deficiency (CVID). De klinische
prestaties van het hulpmiddel ED7733 zijn bepaald als een vergelijking van het
hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color gebruikt met erytrocytenlyseoplossing
EXCELLYSE Easy (EXBIO Praha, a.s., cat.nr. ED7066) met een geaccrediteerde
methode van het klinisch laboratorium (AQUIOS CL Flow Cytometry System -
Beckman Coulter, Inc.).

De resultaten van de beoordeling van de immuunstatus van de patiént zijn
geévalueerd met betrekking tot de immuundeficiéntie (Tabel 20).
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Tabel 20 Klinische prestaties van het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color - CVID-

patiénten
Immuunstatus beoordeeld met
geaccrediteerde methode van het klinisch
laboratorium
Immuundeficiéntie Normale toestand
T &
@ _
83T 9 T
'g S Immuundeficiéntie 24 patiénten 0 patiénten
o'=X
25z
SE2F
& h
hEw
S E
E g g Normale toestand O patiénten 6 patiénten
o
£ 2

Patiénten met verworven immuundeficiéntie

Klinische gegevens zijn verzameld op een klinische locatie bij 53 patiénten met
bevestigde infectie met het humaan immuundeficiéntievirus (hiv). De klinische
prestaties van het hulpmiddel zijn bepaald als een vergelijking van het hulpmiddel
KOMBITEST TBNK 6-color, gebruikt met erytrocytenlyseoplossing EXCELLYSE
Easy (EXBIO Praha, a.s., cat.nr. ED7066), met een geaccrediteerde interne
methode van het klinisch laboratorium (een cocktail van eenkleurige
geconjugeerde antilichamen van verschillende fabrikanten en analyse op de BD
FACSCanto™ Il).

De resultaten van de beoordeling van de immuunstatus van de patiént zijn
geévalueerd met betrekking tot de immuundeficiéntie (Tabel 21).
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Tabel 21 Klinische prestaties van het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color - hiv-

patiénten
Immuunstatus beoordeeld met
geaccrediteerde interne methode van het
klinisch laboratorium
Immuundeficiéntie Normale toestand
T &
353 28 van de 29
< © .
T3 ° Immuundeficiéntie van de N 0 patiénten
o T patiénten
S X
255
s2F
"= h
hEw
c f, =
S v Normale toestand 0 patiénten 24 patiénten
EEZ
(o)
£ S
LET OP:

*Het hulpmiddel KOMBITEST TBNK é6-color vertoonde onvoldoende kleuring voor een
één (1) hiv-patiént in kritieke

duidelijke scheiding van T-cellen
gezondheidstoestand.

13.Verwachte waarden

Referentie-interval

(CD3+4)

bij

Tabel 22 Referentie-intervallen van gezonde bloeddonoren gemeten op BD FACSCanto™ Il

Bereik
Lymfocytsubset n Eenheid Mediaan
Min Max
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+

65 cellen/pl 608 2415 1269

65 % 104 40.2 22.2
CD3+CD8+

65 cellen/ul 127 1075 405

65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+

65 cellen/pl 321 1463 785

65 % 3.5 38.9 15.8

CD3-CD16+CD56+

65 cellen/ul 84 1036 266

CD3-CD19+ 65 % 54 25.0 10.6
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| 65 | cellen/pl 74 404 209

n = aantal bloedmonsters

De referentie-intervallen in Tabel 22 zijn vastgesteld bij gezonde patiénten die
volgens de wetgeving van Tsjechié als bloeddonor werden beschouwd door te
voldoen aan strenge criteria voor een bloeddonor voor een bloedbank. Gegevens
zijn gemeten op de BD FACSCanto™ llI-flowcytometer.

Specifieke referentiebereiken kunnen variéren afhankelijk van de regio en de
populatie waarop de waarden zijn vastgesteld. Om deze reden moeten laboratoria
hun eigen normale referentie-intervallen vaststellen voor de met KOMBITEST
TBNK 6-color geidentificeerde lymfocytsubsets vanuit de lokale populatie van
normale donoren vanwege waardevariaties gerelateerd aan leeftijd, geslacht,
klinische kenmerken en etniciteit.

14.Beperkingen

Het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color is niet gevalideerd voor gebruik bij
monsters verzameld met heparine of zure citraatdextrose (ACD)-anticoagulantia bij
het bepalen van relatieve en absolute tellingen.

Het hulpmiddel KOMBITEST TBNK 6-color is niet bedoeld voor screening en/of
fenotypering van leukemie- en lymfoommonsters.

Absolute tellingen zijn niet vergelijkbaar tussen laboratoria die verschillende
apparatuur van verschillende fabrikanten gebruiken.
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