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1. Verwendungszweck

KOMBITEST TBNK 6-color ist fiir den Nachweis und die Zahlung von
Lymphozytenpopulationen und -untergruppen in menschlichem Vollblut mittels
Durchflusszytometrie vorgesehen.

Was wird nachgewiesen und/oder gemessen

Das Produkt KOMBITEST TBNK 6-color erkennt und misst den relativen Anteil
und die absolute Anzahl menschlicher T-Zellen (CD3+), B-Zellen (CD3-CD19+),
NK-Zellen (CD3-CD16+56+), Helfer- (CD3+CD4+) und Suppressor-/Zytotoxische-
(CD3+CD8+) T-Zell-Untergruppen.

Funktion des Produkts

Das Produkt ist fir die immunologische Beurteilung unauffalliger Patienten
bestimmt und kdnnte bei der Diagnose einer Immunschwache oder beim
Verdacht auf eine Immunschwache helfen.

Kontext eines physiologischen oder pathologischen Zustands

Die mit dem Produkt gemessenen Haufigkeiten der Lymphozytenpopulationen
kénnen durch verschiedene pathologische Zustande beeinflusst werden, und die
Auswertung ihrer Anteile und Zahlungen kann zur Beurteilung von Folgendem
verwendet werden:

e CD3+/CD4+ Helfer-/Induktor-T-Zellen bei der HIV-Uberwachung &4 79
o CD3+/CD8+ zytotoxische T-Zellen bei Virusinfektionen und erblichen
Immundefekten @3 4 11,12, 15,17)
e CD3-/CD19+ B-Zellen bei Autoimmunkrankheiten ©: 6
¢ CD3-/CD16+56+ NK-Zellen in der angeborenen Immunitat und bei
immunologischen Defekten 13 14)
Art des Tests
Nicht automatisiert

Quantitativ

Art der benétigten Probe
Antikoagulierte periphere Vollblutprobe vom Menschen

Testpopulation
Nicht fir eine bestimmte Population bestimmt.

2. Vorgesehener Benutzer

Das Gerat ist nur fir den professionellen Einsatz im Labor bestimmt. Nicht fir
patientennahe Tests oder Selbsttests geeignet.
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Anforderungen an die Qualifikation

Der vorgesehene Benutzer muss Uber aktuelle Fachkenntnisse in der
Durchflusszytometrie-Analyse menschlicher Zellen, standardmaRige
Labortechniken, einschlieRlich Pipettieren, sowie den sicheren und korrekten
Umgang mit Proben aus dem menschlichen Korper verfiigen.

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
Antikérpers an ein spezifisches Molekul (Antigen), das von bestimmten
menschlichen Blutzellen exprimiert wird. Die in dem Test verwendeten
monoklonalen Antikdrper sind mit verschiedenen Fluorochromen markiert, die
durch einen Laserstrahl eines Durchflusszytometers wahrend der Erfassung einer
mit Antikorpern gefarbten Blutprobe angeregt werden. Die anschlieRend 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 ermdglicht die Trennung verschiedener Zelluntergruppen.

4. Bereitgestellte Reagenzien

Inhalt

KOMBITEST TBNK 6-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-Cy™5.5 / CD4 PE-Cy™7 / CD19 APC / CD8 APC-Cy™7, die bei
optimaler Konzentration in einer stabilisierenden phosphatgepufferten
Kochsalzldsung (PBS) mit 15 mM Natriumazid verdiunnt wurden und 0.2 %
Rinderserumalbumin (BSA).
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Zusammensetzung

Tabelle 1 Beschreibung der aktiven Komponenten

Antigen Fluorochrom Klon Isotyp Kor}izr/lrt]:?)tion

CD3 FITC TB3 1gG2b 2

CDh4 PE-Cy™7 MEM-241 1gG1 1.5

CD8 APC-Cy™7 LT8 IgG1 1.8
CD16 PE 3G8 IgG1 1.5
CD56 PE LT56 19G2a 1.5
CD19 APC LT19 IgG1 2
CD45 PerCP-Cy™5.5 MEM-28 lgG1 3

5. Erforderliche, aber nicht bereitgestellte Materialien

Einmal-Testrohrchen mit 12 x 75 mm und Rundboden

Erythrozytenlysel6sung (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066
oder CyLyse™ FX, Sysmex Partec GmbH, Kat.- Nr. BD303500)

Deionisiertes Wasser (Reagenzienqualitat)

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

6. Erforderliche Ausrustung
Automatische Pipette mit Einwegspitzen (20—100 pl) zum Pipettieren der Proben

und Reagenzien

Flissigkeitsspender oder Pipette mit Einwegspitzen (0.5-2 ml) fiir die Abgabe der
Erythrozytenlyselésung

Vortex-Mixer

Hamatologie-Analysegerat (fir absolute Zellzahlen), das die Anzahl der weil3en
Blutkérperchen (WBC) und der Lymphozyten pro ul der Probe bestimmen kann
Durchflusszytometer mit 2 Laseranregungsquellen (488 nm und ca. 635 nm),
Detektoren flr Streulicht, optische Filter und Emissionsdetektoren, die fir die
Erfassung der Signale der in Tabelle 2 aufgefiihrten Fluorochrome ausgelegt sind.
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Tabelle 2 Spektrumscharakteristik der in dem Gerat verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom Anregung [nm] Emission [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

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

7. Lagerung und Handhabung

Bei 2-8 °C aufbewahren.

Langere Lichteinwirkung vermeiden.

Nicht einfrieren.

Informationen zur Stabilitat beim Gebrauch und zur Haltbarkeit nach dem ersten
Offnen sowie zu den Lagerungsbedingungen und der Stabilitat von

Arbeitslosungen (falls zutreffend) sind in Abschnitt 10 ,Vorgehensweise
(Reagenzienvorbereitung)“ zu finden.

8. Warnhinweise, VorsichtsmaBnahmen und Einschrankungen
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 Sicherheitsausristung, um den
Kontakt mit Haut, Augen und Schleimhauten zu vermeiden.

Befolgen Sie alle geltenden Gesetze, Vorschriften und Verfahren fir den Umgang
mit und die Entsorgung von infektiésem Material.
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Anzeichen von Verfall

Das mitgelieferte Reagenz ist normalerweise eine klare Fliissigkeit. 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 Probengefal® mit dem Antikoagulans EDTA entnommen wurde.

HINWEIS: Bestimmen Sie die absolute Anzahl der wei3en Blutkérperchen und
die Anzahl der Lymphozyten in der entnommenen Blutprobe mit einem
Hamatologie-Analysegerat. Mit dem Produkt KOMBITEST TBNK 6-color allein
ist keine Zahlung der absoluten Zellzahlen moglich.

Blutproben mit einer Anzahl an weilen Blutkérperchen von mehr als 40 x 103
Zellen/ul missen 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
Kuhlschrank aufbewahren.

Endogene Interferenz

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

Tabelle 3 Endogene Interferenz des Gerats

Endogene Auswirkungen Referenz
Interferenz
Albumin In hohen Konzentrationen kann Albumin 18, 19, 35

aufgrund seiner Fahigkeit, grole Mengen
an Liganden zu binden und freizusetzen,
stérend sein.

Bilirubin (lkterus) | Bilirubin kann aufgrund seiner hohen 22,24,28
(unkonjugiert) Autofluoreszenz den

Fluoreszenzhintergrund von Zellen

erhdhen.
ZelltrGmmer Zelltratmmer kénnen zu ungenauen 21,25

(nach der Lyse) | Zellzahlen fiihren und die Antikérper im
Geréat schwéchen.

Erythrozyten Bei unzureichender Lyse kdnnen in der 26
Probe vorhandene rote Blutkérperchen zu
einer fehlerhaften Zellzahlung fiihren.
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Hamoglobin Hamolysierte Proben kénnen zu 23
fehlerhaften Ergebnissen fuhren.

Humane Anti- Die Behandlung mit monoklonalen 20, 30, 31,
Maus-Antikorper | Antikorpern kann zu fehlerhaften 32,33,34
Ergebnissen fiihren (Fahigkeit zur Bindung
an Zelloberflachenantigene).

Immunglobuline | Kénnen nicht mit der 21
Einzelplattformmethode gewaschen
werden und zu einer fehlerhaften Anzahl
von Lymphozytenuntergruppen fiihren.

Rheumafaktoren | Das Vorhandensein von RF beeintrachtigt 27
MIA (Multiplex-Immunoassays).

Triglyceride Hohe zirkulierende Lipidspiegel kénnen die | 29
durchflusszytometrische Analyse
bestimmter Blutzellpopulationen
beeintrachtigen.

Exogene Interferenz

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

Gekuhlte Proben kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fihren.

Die unsachgemalfie Zubereitung der Erythrozyten-Lyselésung (EXCELLYSE
Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066 oder CyLyse™ FX, Sysmex Partec
GmbH, Kat.- Nr. BD303500) kann zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren. Befolgen
Sie die Anweisungen des Herstellers zur Verwendung der Erythrozyten-
Lyseldsung.

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 ursprunglichen Primarbehalter.
Die Zeit, in der das Reagenz verwendet wird (Licht und erhdhter Temperatur
ausgesetzt), darf 4 Stunden pro Tag nicht Gberschreiten.

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

VORSICHT: Das Reagenz darf nicht verdiinnt werden.
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Vorbereitung der erforderlichen, aber nicht bereitgestellten Materialien
Verdiinnen Sie die konzentrierte Erythrozytenlyselésung mit deionisiertem
Wasser gemal den Anweisungen des Herstellers. Die verdiinnte (1X)
Erythrozytenlyselésung ist 1 Monat lang haltbar, wenn sie in einem
Flissigkeitsspender oder einem geschlossenen Behalter bei Raumtemperatur
aufbewahrt wird.

Qualitatskontrolle

Verwenden Sie Streck CD-Chex Plus® oder gleichwertige Kontrollzellen als
positive Verfahrenskontrolle, um die ordnungsgemafie 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, einschlief3lich zweier klinisch relevanter Werte fiir
CDA4+-Zellen.

Farben Sie die Kontrollzellen mit dem Reagenz von KOMBITEST TBNK 6-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.

Farbung der Proben

1. Kennzeichnen Sie fir jede Probe ein 12 x 75 mm grofRes Testrohrchen mit
Rundboden mit der entsprechenden Probenbezeichnung.

2. Pipettieren Sie 20 pl des Reagenzes von KOMBITEST TBNK 6-color in den
Boden des Réhrchens mit 12 x 75 mm.

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

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

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

5. Geben Sie 500 pl der verdiinnten (1X) Lyseldsung in das Roéhrchen.

6. Vortexen Sie das Rohrchen und inkubieren Sie fir 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.
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VORSICHT: Vortexen Sie die gefarbte Probe unmittelbar vor der Messung auf
dem Durchflusszytometer, um Ansammlungen zu vermeiden.

Durchflusszytometrie-Analyse

Das fiir die Verwendung mit dem KOMBITEST TBNK 6-color ausgewahlte
Durchflusszytometer muss routinemaRig mit fluoreszierenden Mikrokigelchen
kalibriert werden, um eine stabile Empfindlichkeit der Detektoren gemaf den
Anweisungen des Herstellers des Zytometers sicherzustellen.

Bei unsachgemaler Wartung kann das Durchflusszytometer falsche Ergebnisse
liefern.

Beachten Sie die Herstellerangaben des Zytometers flir Laser und
Fluoreszenzdetektoren entsprechend den Anregungs- und
Emissionscharakteristiken der Fluorochrome in Abschnitt 6 ,Erforderliche
Ausristung®.

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 mdglichst wenige negativ gefarbte
Ereignisse den 0. Kanal auf der Fluoreszenzachse stéren. Aulerdem sollte die
Spannung des PMT-Detektors nicht die Werte Uberschreiten, bei denen positive
Ereignisse auf die rechte Achse gedriickt werden.

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

Zur Analyse der Messdaten kdnnen die vom Hersteller entwickelte Zytometer-
Software oder eine spezielle Software fir die Offline-Analyse von Zytometriedaten
verwendet werden (z. B. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Datenanalyse der mit KOMBITEST TBNK 6-color gefarbten Probe

Lassen Sie sich Seitwartsstreulicht (SSC) gegen CD45 PerCP-Cy™5.5 der
kompensierten Daten anzeigen. Setzen Sie das Gate fir die CD45+-
Lymphozytenpopulation wie in Abbildung 1 gezeigt.

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

Q00K =

Tal -

100K =

Side Scatter

Sl -

-1 i} pii] 1 1w

CD45 PerCP-Cy™5.5

10/ 34



Stellen Sie die I6schen CD45+-Lymphozyten als Seitwartsstreulicht (SSC) gegen
CD3 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™ 1I)
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Stellen Sie die I16schen CD3- -Lymphozyten (Region A in Abbildung 2) als CD19
APC gegenlber 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 natirlichen 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™ 11)
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Stellen Sie die 16schen T-Zellen (CD3+; Region B in Abbildung 2) als CD4 PE-
Cy™7 gegenliber CD8 APC-Cy™7 dar, wie in Abbildung 4 gezeigt. Setzen Sie
entsprechende Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der Helfer-/Induktor-
T-Zellen (CD4+CD8-; Region E in Abbildung 4) und der Suppressor-
/zytotoxischen T-Zellen (CD4-CD8+; Region F in Abbildung 4) aus allen
Lymphozyten.

Abbildung 4 CD3+-Lymphozyten in einem Punktdiagramm CD4 PE-Cy™7 vs. CD8
APC-Cy™7 (Daten erfasst mit BD FACSCanto™ 11)

104_

CD4 PE-Cy™7

CD8 APC-Cy™7

Berechnung und Interpretation von Analyseergebnissen
Verwenden Sie flr 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 (%)
100 (%)
A = absolute Lymphozytenzahl (Daten vom Hamatologie-Analysegerat; Zellen/ul)
B = relative Prozentsatze der erforderlichen Lymphozytenuntergruppe von allen
Lymphozyten (Daten vom Durchflusszytometer; %)

Ax = Absolute Zahlung der erforderlichen Lymphozyten — Untergruppe
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11.Analytische Leistung

Spezifitat

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 Antikorper MEM-241 erkennt das menschliche CD4-Antigen (T-Zell-
Oberflachenglykoprotein CD4). Die Spezifitat des Antikdrpers wurde vom
HCDM-Rat bestatigt (Workshop HLDA VIII).

Der Antikorper LT8 erkennt das menschliche CD8-Antigen (disulfid-verkniipftes
Dimer, das als 2 CD8-Alpha-Ketten-Homodimere oder CD8-Alpha/Beta-Ketten-
Heterodimere exprimiert wird). Die Spezifitat des Antikbrpers wurde durch

HLDA-Workshops bestatigt (Workshop HLDA V @® und Workshop HLDA Vil ®)),

Der Antikorper 3G8 erkennt das humane CD16-Antigen (Fc-Gamma-Rezeptor mit
niedriger Affinitat fir Immunglobuline vom Typ IIl). Die Spezifitdt des Antikorpers
wurde durch einen HLDA-Workshop bestétigt (Workshop HLDA V (19)),

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

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

Der Antikorper MEM-28 erkennt alle Leukozyten-lsoformen des menschlichen
CD45 (Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor Typ C). Die Spezifitat des

Antikdrpers wurde durch einen HLDA-Workshop bestatigt (Workshop HLDA i
10y,

Genauigkeit

Die Genauigkeit der Methode wurde auf dem Durchflusszytometer

BD FACSCanto™ |l gemessen und als Vergleich des Gerats KOMBITEST TBNK
6-color mit einem &hnlichen, auf dem Markt erhaltlichen Produkt BD Multitest™
6-Color TBNK Reagent (Kat.-Nr. 644611) durch parallele Farbung von 30
gesunden Blutspendern bestimmt.

Auf den Durchflusszytometern Beckman Coulter DXFLEX und Sysmex XF-1600™
wurde die Genauigkeit der Methode durch den Vergleich der Ergebnisse der
Analyse derselben Blutproben von 39 gesunden Blutspendern, die mit dem Geréat
KOMBITEST TBNK 6-color auf den Durchflusszytometern BC DxFLEX und

BD FACSCanto™ || gefarbt wurden, bzw. auf den Durchflusszytometern Sysmex
XF-1600™ und BD FACSCanto™ II, ermittelt.

Die Genauigkeit der Methode wurde durch parallele Farbung von 134 Patienten
(siehe Tabelle 7) bestatigt, bei denen der Verdacht auf eine Pathologie des
Immunsystems bestand. Die Parameter der linearen Regressionsanalyse sind in
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den Tabellen 4-7 aufgefihrt.

Tabelle 4 Lineare Regressionsanalyse fir Lymphozyten-Untergruppen bei gesunden
Spendern (Vergleich des Produkts KOMBITEST TBNK 6-color mit dem IVD-Produkt
BD Multitest™ 6-color TBNK Reagenz (Kat.- Nr. 644611))

Lymphozyten-Untergruppe| Einheit n Steigung | Schnittpunkt R?
% 30 1.0030 -0.0059 0.9942
CD3+

Zellen/pl 30 0.9898 5.4635 0.9986
% 30 0.9820 0.0029 0.9957

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

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

CD3-CD16+CD56+

Zellen/pl 30 1.0192 -6.1863 0.9985
% 30 0.9953 0.0033 0.9948

CD3-CD19+
Zellen/pl 30 1.0189 1.6105 0.9925

n = Anzahl Blutproben
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Tabelle 5 Lineare Regressionsanalyse flir Lymphozyten-Untergruppen bei gesunden
Spendern (Vergleich der Analyseblutproben, die mit dem Gerat ED7733 auf dem Beckman
Coulter DXFLEX mit BD FACSCanto™ Il gefarbt wurden)

Genauigkeit der Messung von ED7733 auf dem Beckman Coulter DxFLEX

Durchflusszytometer Beckman Coulter DxFLEX im Vergleich zum
Durchflusszytometer BD FACSCanto™ |l

Richtigkeit der Messung

Lymphozyten- . . . . )
Untergruppe Einheit n Steigung Schnittpunkt R
% 39 0.9822 0.0145 0.9879
CD3+
Zellen/pl 39 0.9792 -24.255 0.9811
% 39 1.0171 0.0052 0.9829
CD3+CD8+
Zellen/pl 39 1.0478 -3.0975 0.9930
% 39 0.9789 -0.001 0.9857
CD3+CD4+
Zellen/pl 39 0.9768 -1.499 0.9929
CD3-CD16+ % 39 0.9727 0.0054 0.9815
CDs6+ Zellen/ul | 39 0.9699 10.484 0.9886
% 39 1.0212 -0.0047 0.9757
CD3-CD19+
Zellen/pl 39 0.9767 -0.0385 0.9825

n = Anzahl Blutproben
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Tabelle 6 Lineare Regressionsanalyse fiir Lymphozyten-Untergruppen bei gesunden
Spendern (Vergleich der Analyseblutproben, die mit dem Gerat ED7733 auf dem Sysmex
XF-1600™ mit BD FACSCanto™ Il gefarbt wurden)

Genauigkeit der Messung von ED7733 auf dem Sysmex XF-1600™

Durchflusszytometer Sysmex XF-1600™ im Vergleich zum Durchflusszytometer
BD FACSCanto™ II

Richtigkeit der Messung

Lymphozyten- . . . . )
Untergruppe Einheit n Steigung Schnittpunkt R
% 39 1.0058 0.0105 0.9918
CD3+
Zellen/ul | 39 1.0174 4.2861 0.9991
% 39 1.0134 0.0015 0.9924
CD3+CD8+
Zellen/ul | 39 1.0346 -11.555 0.9976
% 39 1.0017 0.0103 0.9963
CD3+CD4+
Zellen/ul | 39 1.0043 17.382 0.9981
CD3-CD16+ % 39 0.9889 -0.0039 0.9868
CDs6+ Zellen/ul | 39 0.972 -3.4422 0.9903
% 39 1.0162 -0.0039 0.9852
CD3-CD19+
Zellen/ul | 39 0.9777 0.1994 0.9898

n = Anzahl Blutproben
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Tabelle 7 Lineare Regressionsanalyse fiir Lymphozyten-Untergruppen bei Patienten mit
Verdacht auf Erkrankungen des Immunsystems (Vergleich von KOMBITEST TBNK 6-color
mit AQUIOS CL Flow Cytometry System von Beckman Coulter, Inc., mittels einer
anerkannten internen klinischen Labormethode — ein Cocktail aus einfarbigen konjugierten
Antikérpern verschiedener Hersteller und Analyse mit dem BD FACSCanto™ |I)

Lymphozyten-Untergruppe| Einheit n Steigung | Schnittpunkt R2
% 134 1.032 —2.655 0.98
CD3+
Zellen/ul 134 1.023 —0.047 0.97
% 134 1.020 -0.803 0.98
CD3+CD8+
Zellen/ul | 134 1.055 -0.041 0.96
% 134 1.014 -0.651 0.98
CD3+CD4+
Zellen/pl | 134 0.994 —-0.005 0.98
% 134 1.064 —-0.400 0.98
CD3-CD16+CD56+
Zellen/ul | 134 1.080 -0.014 0.99
% 134 1.027 —0.376 0.99
CD3-CD19+
Zellen/pyl | 134 1.043 —-0.010 1.00
n = Anzahl Blutproben
Linearitat

Die Linearitat der Methode wurde an 10 seriellen Verdinnungen einer mit
Leukozyten angereicherten Blutprobe (Buffy Coat) hachgewiesen. Die Zellproben
wurden mit KOMBITEST TBNK 6-color in Hexaplikaten gefarbt. Die Proben
wurden mit den Durchflusszytometern BD FACSCanto™ I, Beckman Coulter
DxFLEX und Sysmex XF-1600™ analysiert. Die gemessenen Daten fir die
angegebenen Lymphozyten-Untergruppen wurden als linear tGber den
Lymphozytenbereich 333-9492 Zellen/pl mit BD FACSCanto™ I, 309-8693
Zellen/ul mit Beckman Coulter DxFLEX und 86-6822 Zellen/ul mit Sysmex
XF-1600™ ermittelt. Die Zelluntergruppen lagen in den in den Tabellen 8-10
angegebenen Bereichen.
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Lineare Bereiche von Lymphozyten-Untergruppen, die mit BD FACSCanto™ |I
analysiert wurden

BD FACSCanto™ ||

Lymphozyten-Untergruppe

Bereich (Zellen/pl)

CD3+ 249-6594
CD3+CD8+ 96-2560
CD3+CD4+ 136-3628

CD3-CD16+CD56+ 55-1525
CD3-CD19+ 44-1342

Tabelle 9 Lineare Bereiche von Lymphozyten-Untergruppen, die mit Beckman Coulter

DxFLEX analysiert wurden

Beckman Coulter DxFLEX

Lymphozyten-Untergruppe

Bereich (Zellen/pl)

CD3+ 243-6565
CD3+CD8+ 102-2652
CD3+CD4+ 128-3517

CD3-CD16+CD56+ 64-1588
CD3-CD19+ 41-1280

Tabelle 10 Lineare Bereiche von Lymphozyten-Untergruppen, die mit Sysmex XF-1600™

analysiert wurden

Sysmex XF-1600™

Lymphozyten-Untergruppe

Bereich (Zellen/pl)

CD3+ 45 - 3513
CD3+CD8+ 21 - 1507
CD3+CD4+ 22-1742

CD3-CD16+CD56+ 8-700
CD3-CD19+ 7 -567




Nachweisgrenze / Quantifizierungsgrenze / Assay-Cut-Off

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) und der Bestimmungsgrenze (LOQ)
wurden Linearitdtsdaten verwendet.

Die Nachweisgrenze wurde als niedrigster absoluter Zellzahlwert ungleich Null
plus 3xSD (Standardabweichung) fir jede Lymphozytenuntergruppe angegeben
(siehe Tabellen 11-13).

Als Quantifizierungsgrenze wurde der niedrigste Wert im Linearitétsbereich der
Analytkonzentrationen angegeben, dargestellt als absolute Anzahl der
Lymphozyten-Untergruppen, bei dem der CV der Hexaplikate 10 % nicht
Uberschritt und die Wiederfindung im Bereich von 90 % bis 110 % lag (siehe
Tabellen 11-13).

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

Tabelle 11 Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen auf BD FACSCanto™ ||

BD FACSCanto™ ||
Lymphozyten- Nleudgé%:it(?hzﬁtﬂahl 3xSD (SD) LOD LOQ
ntergruppe (Zellen/pl) (Zellen/ul) (Zellen/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) 35 136
CD3-CD16+CD56+ 1 1.2 (0.4) 2.2 55
CD3-CD19+ 2 1.2 (0.4) 3.2 44

Tabelle 12 Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen beim Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DXFLEX
A Ao Nleudrmrégfc:ﬁ?hzﬁmam 3xSD (SD) LOD LOQ
ntergruppe (Zellen/ul) (Zellen/pl) (Zellen/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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Tabelle 13 Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen bei Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™
Lymphozyten- Nleudrrlggfzitc?hzlslltlﬁlahl 3xSD (SD) LOD LOQ
ntergruppe Zellen/pl) (Zellen/pl) (Zellen/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

Wiederholbarkeit

Die Wiederholbarkeit des Testverfahrens wurde an 10 Blutproben in Hexaplikaten
gemessen.mDie Proben wurden mit den Durchflusszytometern BD FACSCanto™
II, Beckman Coulter DxFLEX und Sysmex XF-1600™ analysiert.

Die Variationskoeffizienten (CV) sind in den folgenden Tabellen aufgefuhrt
(Tabellen 14-16).

Tabelle 14 Wiederholbarkeit des Produkts mit BD FACSCanto™ ||

BD FACSCanto™ ||

Lymphozyten- Einheit n Durchschnitt SD % CV
Untergruppe

% 10 70.34 0.56

CD3+ 0.91
Zellen/pl 10 1396 10.22
% 10 23.11 0.27

CD3+CD8+ 1.25
Zellen/ul 10 453 5.23
% 10 41.06 0.53

CD3+CD4+ 1.36
Zellen/pl 10 808 9.71
% 10 16.35 0.40

CD3-CD16+CD56+ 2.43
Zellen/pl 10 289 7.20
% 10 11.63 0.25

CD3-CD19+ 2.31
Zellen/pl 10 227 4.78

n = Anzahl Blutproben
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Tabelle 15 Wiederholbarkeit des Produkts mit Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

Lymphozyten- Einheit n Durchschnitt SD % CV
Untergruppe
% 10 70.80 0.61
CD3+ 0.95
Zellen/pl 10 1406 11.19
% 10 23.80 0.32
CD3+CD8+ 1.42
Zellen/ul 10 468 6.12
% 10 40.81 0.56
CD3+CD4+ 1.47
Zellen/pl 10 803 10.52
% 10 15.89 0.40
CD3-CD16+CD56+ 2.72
Zellen/pl 10 282 7.23
% 10 11.68 0.32
CD3-CD19+ 2.83
Zellen/ul 10 227 5.94
n = Anzahl Blutproben
Tabelle 16 Repeatability of the device on Sysmex XF-1600™
Sysmex XF-1600™
Lymphozyten- Einheit n Durchschnitt SD % CV
Untergruppe
% 10 69.15 0.89
CD3+ 1.39
Zellen/ul 10 1151 14.62
% 10 23.12 0.36
CD3+CD8+ 1.72
Zellen/pl 10 389 6.11
% 10 41.09 0.70
CD3+CD4+ 1.76
Zellen/pl 10 680 11.39
% 10 18.40 0.56
CD3-CD16+CD56+ 2.71
Zellen/pl 10 313 9.45
% 10 10.62 0.35
CD3-CD19+ 3.37
Zellen/pl 10 173 5.56

n = Anzahl Blutproben
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Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Tests mit BD FACSCanto™ Il und Beckman Coulter
DxFLEX wurde an zwei stabilisierten Blutproben gemessen (CD- Chex Plus® und
CD-Chex Plus® CD4 Low von STRECK). Die Reproduzierbarkeit des Assays auf
Sysmex XF-1600™ wurde an 4 stabilisierten Blutproben (CD) gemessen
(CD-Chex Plus® und CD-Chex Plus® CD4 Low und IMMUNO-TROL Low Cells
und zusatzlich IMMUNO-TROL Cells von Beckman Coulter). Die Proben wurden
unter den gleichen Bedingungen 15 Tage lang mit 3 Chargen des Gerats (jeweils
5 Tage) gemessen. Die Variationskoeffizienten (CV) sind in den folgenden
Tabellen angegeben (Tabelle 17-19).

Tabelle 17 Reproduzierbarkeit des Produkts mit BD FACSCanto™ Il

LL)J/mphozyten- Material Einheit |Durchschnitt | SD % CV
ntergruppe
% 76.84 0.18
CD-Chex Plus® 0.23
Zellen/ul 1.896 4.39
CD3+
CD-Chex Plus® % 60.61 0.32 053
CD4 Low Zellen/ul 879 4.65 '
% 23.45 0.23
CD-Chex Plus® 0.97
Zellen/ul 578 5.62
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.17 0.31 073
CD4 Low Zellen/ul 612 455 '
% 48.78 0.45
CD-Chex Plus® 0.93
Zellen/pl 1.203 11.15
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.53 0.26 ot
CD4 Low Zellen/pl 182 3.84 '
% 10.76 0.22
CD-Chex Plus® 2.03
Zellen/ul 265 5.39
CD3-CD16+CD56+
CD-Chex Plus® % 19.51 0.38 Los
CD4 Low Zellen/pl 283 5.49
% 11.30 0.16
CD-Chex Plus® 1.45
Zellen/pl 279 4.03
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 18.05 0.32 L7
CD4 Low Zellen/l 262 458
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Tabelle 18

Reproduzierbarkeit des Produkts mit Beckman Coulter DxFLEX

Lymphozyten-

0 Material Einheit |Durchschnitt SD % CV
ntergruppe
% 77.17 0.21
CD-Chex Plus® 0.27
Zellen/ul 1.904 5.23
CD3+
CD-Chex Plus® % 60.85 0.43 071
CD4 Low Zellen/pl 883 6.24 '
% 23.87 0.20
CD-Chex Plus® 0.85
Zellen/ul 589 4.99
CD3+CD8+
CD-Chex Plus® % 42.81 0.32 0.75
CD4 Low Zellen/pl 621 4.65 '
% 46.47 1.41
CD-Chex Plus® 3.03
Zellen/pl 1.146 34.77
CD3+CD4+
CD-Chex Plus® % 12.16 0.53 437
CD4 Low Zellen/pl 176 7.71 '
% 10.59 0.20
CD-Chex Plus® 1.88
CD3-CD16+ Zellen/ul 261 492
CDS6+ CD-Chex Plus® % 19.38 0.32 163
CD4 Low Zellen/pl 281 4.59
% 11.07 0.17
CD-Chex Plus® 1.54
Zellen/ul 273 4.19
CD3-CD19+
CD-Chex Plus® % 17.85 0.35 Los
CD4 Low Zellen/pl 259 5.05
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Tabelle 19

Reproduzierbarkeit des Produkts mit Sysmex XF-1600™

Lymphozyten-

Untergruppe Material Einheit | Durchschnitt | SD % CV
% 78.50 0.33
CD-Chex Plus® Zellen/yl 1642 70 0.43
CD-Chex Plus® % 60.51 0.42 0.69
CD3+ CD4 Low Zellen/pl 816 5.7 )
IMMUNO-TROL % 72.30 0.44 0.61
Cells Zellen/pl 930 5.6 )
IMMUNO-TROL % 53.97 0.79 146
Low Cells Zellen/pl 450 6.6 )
% 22.39 0.20
CD-Chex Plus® Zellen/l 168 21 0.88
CD-Chex Plus® % 41.85 0.54 1.29
CD3+CD8+ CD4 Low Zellen/ul 565 7.3
IMMUNO-TROL % 24.06 0.28 114
Cells Zellen/pl 309 35 )
IMMUNO-TROL % 33.99 0.76 293
Low Cells Zellen/pl 283 6.3 )
% 51.87 0.35
CD-Chex Plus® Zellen/j 1085 72 0.67
CD-Chex Plus® % 12.30 0.44 361
CD3+CD4+ CD4 Low Zellen/pl 166 6.0
IMMUNO-TROL % 44.77 0.42 0.93
Cells Zellen/pl 576 5.3 )
IMMUNO-TROL % 15.35 0.29 1.90
Low Cells Zellen/pl 128 2.4 )
% 9.80 0.16
CD-Chex Plus® Zellen/yl 205 33 1.61
CD-Chex Plus® % 17.79 0.34 191
CD3-CD16+ CD4 Low Zellen/ul 240 4.6 )
CD56+ IMMUNO-TROL % 10.33 0.22 211
Cells Zellen/pl 133 2.8 )
IMMUNO-TROL % 22.35 0.40 1.80
Low Cells Zellen/pl 186 34 )
% 10.06 0.17
CD-Chex Plus® Zellen/yl 210 3.7 1.74
CD-Chex Plus® % 19.70 0.31 161
CD3-CD19+ CD4 Low Zellen/ul 260 4.2 )
IMMUNO-TROL % 12.92 0.32 248
Cells Zellen/pl 166 4.1 )
IMMUNO-TROL % 17.31 0.51 297
Low Cells Zellen/l 144 4.3 '
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HINWEIS: Alle analytischen Leistungsdaten wurden mit der
Erythrozytenlyselésung (EXCELLYSE Easy, EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr.
ED7066) gemessen.

Fir 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)

Fir 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

12.Klinische Leistung

Patienten mit primarer 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 ED7733
wurde durch einen Vergleich des Produkts KOMBITEST TBNK 6-color mit der
Erythrozytenlyseldsung 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 Immunschwache bewertet (Tabelle 20).
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Tabelle 20 Klinische Leistung des Produkts KOMBITEST TBNK 6-color — CVID-Patienten

Beurteilung des Immunstatus durch eine
anerkannte klinische Labormethode
Immundefizienz Normalzustand
o (|7)
EN
b |u:a _ | Immundefizienz 24 Patienten 0 Patienten
(0] o
=23
O
ax z
SX v
ToZ
5 of
Sa Normalzustand 0 Patienten 6 Patienten
£ E
E3

Patienten mit erworbener Immundefizienz

Es wurden klinische Daten von 53 Patienten mit einer bestatigten Infektion mit
dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) in einer klinischen Einrichtung
erhoben. Die klinische Leistung des Produkts wurde durch einen Vergleich von
KOMBITEST TBNK 6-color mit der Erythrozytenlyseldsung EXCELLYSE Easy
(EXBIO Praha, a.s., Kat.- Nr. ED7066) mittels einer anerkannten internen
klinischen Labormethode (ein Cocktail aus einfarbigen konjugierten Antikérpern
verschiedener Hersteller und Analyse mit dem BD FACSCanto™ II) ermittelt.

Die Ergebnisse der Untersuchung des Immunstatus der Patienten wurden
hinsichtlich der Immunschwache bewertet (Tabelle 21).
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Tabelle 21 Klinische Leistung des Produkts KOMBITEST TBNK 6-color — HIV-Patienten

Beurteilung des Immunstatus durch eine
anerkannte interne klinische Labormethode
Immundefizienz Normalzustand

-

EQ

g = _ Immundefizienz 28 von 29 Patienten* 0 Patienten
825

£039

o X ©

SEy

835

g at Normalzustand 0 Patienten 24 Patienten

E E

E3

VORSICHT:

*Das Gerat KOMBITEST TBNK 6-color zeigte bei einem (1) HIV-Patienten in kritischem
Gesundheitszustand eine nicht ausreichende Farbung flr eine eindeutige Trennung von T-
Zellen (CD3+).
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13.Erwartete Werte

Referenzintervall

Tabelle 22 Referenzintervalle von gesunden Blutspendern, gemessen mit
BD FACSCanto™ ||

_ Bereich
Lymphozyten n Einheit Median
Untergruppe Min Max
65 % 49.0 84.9 72.4
CD3+
65 Zellen/ul 608 2415 1269
65 % 10.4 40.2 22.2
CD3+CD8+
65 Zellen/ul 127 1075 405
65 % 28.1 62.6 43.3
CD3+CD4+
65 Zellen/ul 321 1463 785
65 % 35 38.9 15.8
CD3-CD16+CD56+
65 Zellen/ul 84 1036 266
65 % 5.4 25.0 10.6
CD3-CD19+
65 Zellen/ul 74 404 209

n = Anzahl Blutproben

Die Referenzintervalle in Tabelle 22 wurden mit gesunden Patienten ermittelt, die
nach den Rechtsvorschriften der Tschechischen Republik als Blutspender gelten,
da sie die strengen Kriterien fiir Blutspender fiir eine Blutbank erflllen. Die Daten
wurden mit einem Durchflusszytometer BD FACSCanto™ |l gemessen.
Spezifische Referenzbereiche kénnen je nach Region und Bevdlkerung, auf
deren Grundlage die Werte festgelegt wurden, variieren. Deshalb missen die
Laboratorien ihre eigenen normalen Referenzintervalle fur die mit KOMBITEST
TBNK 6-color identifizierten Lymphozytenuntergruppen aus der lokalen
Population normaler Spender festlegen, da die Werte je nach Alter, Geschlecht,
klinischen Merkmalen und ethnischer Zugehorigkeit variieren.

14.Einschrankungen

Das Produkt KOMBITEST TBNK 6-color wurde nicht zur Verwendung in Proben
validiert, die mit Heparin oder saurer Zitratdextrose (ACD) als Antikoagulanzien
fur die Bestimmung der relativen und absoluten Anzahl enthommen wurden.

KOMBITEST TBNK 6-color ist nicht fir das Screening und/oder die
Phéanotypisierung von Leukadmie- und Lymphomproben bestimmt.

Absolute Zahlungen lassen sich nicht zwischen Laboren vergleichen, die
unterschiedliche Gerate von verschiedenen Herstellern verwenden.
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