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WHO Prequalification of In Vitro Diagnostics
PUBLIC REPORT

Product: CyFlow Counter System with CD4 easy count kit
and CD4% easy count kit
WHO reference number: PQDx 0350-081-00

CyFlow Counter System with CD4 easy count kit and CD4% easy count kit with product
codes CY-S-3022, 05-8401, and 05-8405, manufactured by Sysmex Partec GmbH, CE-
marked regulatory version, was accepted for the WHO list of prequalified in vitro
diagnostics and was listed on 08 August 2018.

Summary of WHO prequalification assessment for CyFlow Counter System
with CD4 easy count kit and CD4% easy count kit

Date Outcome
Prequalification listing 08-Aug-2018 listed
Dossier assessment 24-May-2018 MR
Site inspection(s) of quality 11-Jul-2018 MR
management system
Product performance Oct-2017 to Feb-2018 MR
evaluation

MR: Meets Requirements

Report amendments and/or product changes

This public report has since been amended. Amendments may have arisen because of
changes to the prequalified product for which WHO has been notified and has undertaken
a review. Amendments to the report are summarized in the following table, and details of
each amendment are provided below.

Version

Summary of amendment

Date of report
amendment

2.0

Change of labelling in safety data sheet, label and IFU for 04-4012
Hypochlorite Solution due to added H + P statement and signal word in the
safety data sheet of the manufacturer of the raw material; as a consequence
of adjustments to regulation on handling substances hazardous to waters
(part of CLP Regulation (EC) 1272/2008)

16-Oct-2019

3.0

Change of storage temperature of the Sheath Fluid (Ref. No. 04-4007) from 2-
25 °C to 18-30 °C. Sheath Fluid is an accessory solution for flow cytometers,
operated in laboratories with room temperature and does not need to be kept

19-Dec-2019
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refrigerated. In-use and shelf life stability were tested within the temperature
range of 18-30 °C. Consequently, change of labelling material was required.

Change in type and material of buffer bottle caps in CD4 easy count kit and
CD4% easy count kit due to leakage and insufficient practicability

(Corrective action CA-18005). The change involved 3 steps:

1. Change in Product Immediate container - new closure cap for buffer
components (White screw cap, Cat. No. 8-1300-28-W (Rixius AG).

2. Change of manual capping procedure for Machine-controlled capping using
automated production line.

3. Automated production line performs filling and capping.

a continued root cause analysis of the large negative bias observed between
CDA4 levels measured on the Sysmex instruments and using Sysmex assays as
compared to measurements made using other CD4 measuring assays (e.g.
FacsCalibur and MPL/CellMek with PLG).

4.0 Fulfilment and closure of commitment for prequalification to further investin | 30-Apr-2020

Intended use

According to the claim of Sysmex Partec GmbH, “the CD4% easy count kit is a manual, four-
component, quantitative IVD test for labelling of leukocytes and a subpopulation of
lymphocytes in adult venous EDTA whole blood, which can then be enumerated with the
Sysmex Partec CyFlow Counter IVD flow cytometer. The CD4 T cell concentration and CD4%
of lymphocytes in blood samples is a useful indicator for the initiation or follow-up of
treatment for HIV positive patients in conjunction with other laboratory and clinical findings.
The test is intended to be performed by trained healthcare professionals.

The CD4 easy count kit is a manual, two component, quantitative IVD test for subpopulation
labelling of lymphocytes in adult venous EDTA whole blood, and subsequent enumeration
with the Sysmex Partec CyFlow Counter IVD flow cytometer. The CD4 T cell concentration of
blood sample is a useful indicator for the initiation or follow-up of treatment for HIV positive
patients in conjugation with other laboratory and clinical findings. The test is intended to be
performed by trained healthcare professionals”.

The CyFlow Counter, accessory solutions, and assays are intended monitoring the immune
status of HIV+ patients as an aid in management of treatment. The CyFlow Counter is a cell
analysis system designed for the determination of the absolute number of CD4+ T
lymphocytes and the percentage of CD4+ cells in lymphocytes in human blood samples. The
use of the CyFlow Counter is limited to professionals, trained by staff of Sysmex Partec or
authorised distributors. Any other use is considered to be outside the Intended Use. All local
regulations, laws and legislations for safety, hygiene and infectious control must be complied
with”.
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Assay description

According to the claim of Sysmex Partec GmbH, for “the CD4% easy count kit, an aliquot of
an EDTA whole-blood sample is mixed with two antibodies, each conjugated to a different
fluorochrome for labelling dedicated cell populations. After a fixed incubation time, the two
buffer solutions are added, and the sample is ready for analysis on the CyFlow Counter flow
cytometer. The light source excites the fluorescent dye linked with the stained cell and the
emitted light is detected while a certain volume of blood sample is running through the
instrument. The concentration of the dedicated cell populations is calculated by the
integrated software. For further information, please refer to the IFU of CyFlow Counter (CY-
S$-3022IFUEN).

For the CD4 easy count kit, an EDTA whole-blood sample is mixed with the antibody
conjugated to the fluorochrome in a 1:1 ratio. After a fixed incubation time, the buffer is
added, and the sample is ready for analysis on the CyFlow Counter flow cytometer. The light
source excites the fluorescent dye linked with the stained cells and the emitted light is
detected while a certain volume of blood sample is running through the instrument. The
integrated software calculates the concentration of the dedicated cell populations. For
further information, please refer to the IFU of CyFlow Counter (CY-5-3022IFUEN)”.

Test kit contents

Component \ Product code | Test/Kit
Instrument

CyFlow Counter (Flow cytometer) CY-S-3022 N/A
Software CyView 2.11 N/A N/A

CD4 easy count kit

CD4 easy count kit to count absolute | 05-8401 100 tests
CD4+ T-lymphocytes

Vial containing CD4 mAb PE 05-8401-01 N/A
Bottle containing no lyse buffer 05-8401-02 N/A
CD4% easy count kit

CD4% easy count kit to count absolute | 05-8405 100 tests
CD4+ T-lymphocytes and CD4

percentages

Vial containing CD4 mAb PE 05-8405-01 N/A

Vial containing CD45 mAb PE-Cy5 05-8405-02 N/A
Bottle containing Buffer 1 05-8405-03 N/A
Bottle containing Buffer 2 05-8405-04 N/A
Others

Count Check Beads green 05-4011 50 tests
Fluorescent Bead controls for system

check (correct volume pipetting)

Cleaning Solution 04-4009 250 ml
Sheath Fluid 04-4007 5L, including tab
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Decontamination Solution 04-4010 250 ml
Hypochlorite Solution 04-4012 250 ml
Items required but not provided
Item Description Product code
Sample Tubes 3.5 ml 04-2000
A verified pipette 20 pl fix and pipette tips please refer to manufacturers/
distributors of pipettes and
pipette tips
A verified pipette 100 — 1000 pl variable and pipette please refer to manufacturers/
tips distributors of pipettes and
pipette tips
A verified pipette 10 pl fix and pipette tips please refer to manufacturers/
(for CD4% assay) distributors of pipettes and
pipette tips
Venous blood collection system with EDTA as please refer to manufacturers/
anticoagulant distributors of blood collection
systems
Stop watch N/A
Storage

Store the antibody and buffer reagents at 2°C to 8°C in the dark. Do not freeze or expose
the reagents to elevated temperatures and keep them away from direct sunlight.
Store Sheath Fluid (Ref. No. 04-4007) at 18°C -30 °C.

Shelf-life upon manufacture
14 months.

Under the storage conditions mentioned above, both the CD4 easy count kit and the CD4%
easy count kit will be stable until the expiration date printed on the kit label.

Warnings/limitations
Refer to current version of manufacturer’s instructions for use and Safety Data Sheet for a
complete list of warnings and precautions.

Prioritization for prequalification
Based on the established eligibility criteria, CyFlow Counter System with CD4 easy count kit
and CD4% easy count kit was given priority for WHO prequalification assessment.
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Dossier assessment

Sysmex Partec GmbH submitted a product dossier for CyFlow Counter System with CD4 easy
count kit and CD4% easy count kit as per the “Instructions for compilation of a product
dossier” (PQDx_018 v1). The information (data and documentation) submitted in the
product dossier was reviewed by WHO staff and external technical experts (assessors)
appointed by WHO.

The manufacturer's responses to the nonconformities found during dossier screening and
assessment findings were accepted on 24 May 2018.

Based on the product dossier screening and assessment findings, the product dossier for
CyFlow Counter System with CD4 easy count kit and CD4% easy count kit meets WHO
prequalification requirements.

Manufacturing site inspection

A comprehensive inspection was performed at the sites of manufacture (Sysmex Partec
GmbH, Arndtstr. 11a-b, 02826 Gorlitz, Germany and Exbio Praha a.s., Nad Safinou 1l 341,
252 50 Vestec, Czech Republic) of CyFlow Counter System with CD4 easy count kit

and CD4% easy count kit in February 2018 as per the “Information for manufacturers on
prequalification inspection procedures for the sites of manufacture of diagnostics”
(PQDx_014 v4). The inspection found that the manufacturers had an acceptable quality
management system and good manufacturing practices in place that ensured the consistent
manufacture of a product of good quality.

The manufacturers’ responses to the nonconformities found at the time of the inspection
were accepted on 11 July 2018

Based on the site inspection, corrective action plan review and commitments identified and
subsequently closed, the quality management system for CyFlow Counter System with CD4
easy count kit and CD4% easy count kit meets WHO prequalification requirements.

Product performance evaluation

CyFlow Counter System with CD4 easy count kit and CD4% easy count kit was evaluated at
the Institute of Tropical Medicine (ITM) Antwerp, Belgium which is a WHO Evaluating
Laboratory for CD4 enumeration between October 2017 and February 2018. The
performance evaluation was conducted using the WHO evaluation protocol (PQDx_114)
which was also approved by in-country ethical review board in Belgium.
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A total of 312 fresh venous whole blood specimens were used to study failure rates,
reproducibility (intra-assay variation, inter-assay variation, inter-instrument variation,
instrument precision) and agreement with the BD FACSCalibur (BD Biosciences) as the
reference method using an antibody panel including CD3/CD4/CD8/CD45 monoclonal
antibodies (Multiset, BD Biosciences) with Trucount tubes (Becton Dickinson). Lastly, ease
of use was assessed.

The acceptance criteria were as follows: specimen failure should be less than 10%. For
reproducibility studies, a percentage coefficient of variation (%CV) should be less than 15%
for CD4+ T cell counts of less than or equal to 200/uL and %CV should be less than 10% for
CD4 counts of more than 200 cells/uL. Compared to the reference method, the bias should
be less than 10%.

Specimen failure which was defined as failure of the instrument to provide valid results was
found to be 2.2 % for venous whole blood specimens.

Testing of fresh specimens was conducted to assess the ability of the CyFlow Counter System
with CD4 easy count kit and CD4% easy count kit to provide reproducible results. The overall
CV was less than 5% for CD4 absolute counts and CD4%. Individual CV’s per CD4 category
were all below 5 % for CD4 T cells, well within the WHO acceptance criteria (<10% and less
than15% for CD4 counts below 200 cells/pL).

The inter-instrument precision was generally below 5% for absolute CD4 counts and
consistently below 5% for CD4%, well below the acceptance criteria of WHO.

For the intra-instrument precision, all blood specimens showed a %CV less than 5 % for both
CD4 counts and CD4% on venous blood specimens.

The average inter-assay variability for whole blood was between 4.0 and 4.2% for CD4 %
while it was between 3.4 and 4.9% for absolute CD4 counts.

The inter-assay variability (day-to-day reproducibility) of the normal control was mostly less
than 5% (one exception with 5.2%). The low controls were generally between 5-10% which
is normal for low CD4 counts. In comparison, the variability on FACS Calibur was less than
5%.

The inter-assay variability on Multi Check stabilized blood indicated that both CyFlow
Counter instruments had a good inter-assay reproducibility as %CV on normal blood controls
and was generally less than 5%. The %CV was higher for low controls but this was expected
as precision is decreasing with low counts (<200 CD4 cells/uL) but %CV on low counts was
generally smaller than 10% and in two cases less than 12%, well within WHO’s acceptance
criteria. In comparison, the %CV on FACSCalibur were less than 5% for normal controls and
slightly higher for low controls (5-7%).
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Carry-over of CD4 easy count kit was 0.58%, while for CD4% easy count kit it was 0.92%.

Regarding agreement with the reference method, both kits, CD4 easy count kit and CD4%
easy count kit had a clear tendency towards a negative bias as compared to FACS Calibur
using TruCount tubes. The relative bias was smaller than 10% for the CD4 easy count kit,
thus within the WHO acceptance criteria. The relative bias of the CD4% easy count kit was -
3,5%, -10,6% and -11,7% for <200, 200 — 500 and >500 cells/uL respectively. The reason why
the CD4% easy count kit had a larger negative bias than the CD4 easy count kit is not clear.
When compared to a dual platform, both kits CD4 easy count kit and CD4% easy count kit
also showed a clear tendency towards a negative bias as compared to the dual platform:
FACS Calibur CD4 percentages and total lymphocyte counts from Abbott Cell Dyn Ruby
haematology analyser. The relative negative bias was smaller than 10% for the CD4 easy
count kit, thus within the acceptance criteria. The relative bias of the CD4% easy count kit
was larger than -10% for the highest CD4 category.

Practical use of the CyFlow Counter system was assessed by two technicians involved in the
laboratory study. The instrument was considered easy to handle and relatively simple and
straight forward to use. The start-up and closing down procedures were relatively short. The
time to prepare and stain a blood sample is relatively short (15 min).
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Labelling

1. Labels
2. Instructions for use
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1. Labels

Back Plate Label CyFlow Counter

WHO PQ Public Report

April 2020, version 4.0

o %
*sysmex

Sysmex Partec GmbH
Am Flugplatz 13
Yyyy-vm 02828 Gorlitz, Germany

Ce

/N [ivD] &

CyFlow™ Counter
Flow Cytometer

[SN] YYMMNNNN22
REF| CY-S-3022

> 30°C 85%

2 \ 15°C/ﬂ/> 20%
Power: 100-240V AC
50/60 Hz
100 VA

Made in Germany

Lab-0002-3

Shipping carton label CyFlow Counter

"-»

sysmex

CyFlow™ Counter

e &

CY-8-3022

[SN] Yymmxxxx22

ol

Storage Conditions:

50°C 85%

20%

YYYY-MM

Lab-0023-3

5°C

Sysmex Partec GmbH
Am Flugplatz 13
02828 Gorlitz
Germany

Made in
Germany

Phone +49 3581 8746-0
Fax +49 3581 8746 -70
info@sysmex-partec.com
www.sysmex-partec.com
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Easy Count kit (05-8401)- Package labeling

Box label

"'gsmex REF | 05-8401

CD4 easy count kit EpRe
Identification and enumeration of the

CD4+ helper/inducer T-lymphocyte subset e

in human blood samples 2017-07
Contents:

05-8401-01 Vial containing CD4 mAb PE V 100
05-8401-02 Bottle containing no lyse buffer

ref
c € IVD UE]wwwlsysmax-panec.conﬂseMcas =

Sysmex Partec GmbH
Am Flugplatz 13, 02828 Gorlitz, Germany
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Bottle Label for CD4 mAb PE

e

sysmex
 CD4 easy count kit

CD4 mAb PE
C € (V0] [TH] www

[REF] 05-8401-01 [LoT]
7 100 %
{2

Sysmex Partec GmbH
_d Am Flugplatz 13, 02828 Géditz, Germany
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Bottle Label for no lyse buffer

¢ 05-8401-02
sysmexX o7
CD4 easy count kit o]
no lyse buffer -
/190 e e
C €[] [TV ... wd AN
Sysmex Partec GmbH

Am Flugplatz 13, 02828 Gorditz, Germany

CD4% Easy Count Kit (05-8405) — Package labeling

Box Label

o

sysmex RET ) 05-8408
o H LOT| 528093
CD4% easy count kit
Identification and enumeration of the
CD4+ helper/inducer T-lymphocyte subset and 2018-02
CD45+ |leukocytes in human blood samples
Contents:
05-8405-01 Vial containing CD4 mAb PE W 100
05-8405-02 Vial containing CD45 mAb PE-Cy5
05-8405-03 Bottle containing Buffer 1 |
05-8405-04 Bottle containing Buffer 2 8°C Vg
I
23 TN

c € IVD [:E Www.sysmex-partec.com/services

Sysmex Partec GmbH
Am Flugplatz 13, 02828 Gdrlitz, Germany
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Bottle Label for CD4 mAb PE

‘gsmex 05-8405-01 [LoT
CD4% easy count kit V 100 2
CD4 mAb PE 13k
C € (Vo] [J1] wwwsysmecpataccomianicss 2 2N\
Sysmex Parlec GmbH
Am Flugplatz 13, 02828 Gériitz, Germany
@smex [REF] 05-8405-02
CD4% easy count kit V 100 8
CD45 mAb PE-Cy5 }* 3k
CG IE E[ﬂ W SySmel-pariec comisenvices 2c l\
Sysmex Partec GmbH
_d Am Flugplatz 13, 02828 Gdritz, Germany
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Bottle Label for Buffer 1

¢ 05-8405-03
sysmex

CD4% easy count kit

Buffer 1
/100 oo e
o A L | . S g .
Sysmex Parlec GmbH

Am Flugplatz 13, 02828 Gaditz, Germany

Bottle Label for Buffer 2

“ 05-8405-04
sysmex ot
CD4% easy count kit 8
Buffer 2 W vee
CE ) (T o e AN
Sysmex Partec GmbH
Am Flugplatz 13, 02828 Gariitz, Germany
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Count Check Beads green (05-4011) — Package labeling

Bag Label
-l 05-4011
sysmex LoT
Count Check Beads green .
2x25ml
For daily quality control 8
cem & ¥ A
# Sysmex Partec GmbH Phone +49 3581 8746-0 >
Am Flugplatz 13 Fax +49 3581 8746-70 b
Made in 02828 Gorlitz info@sysmex-partec_com 2
Germany Germany WWW.Ssysmex-partec.com 3
Bottle Label
-y > REF| 05-4011
sysmexX LOT
Count Check Beads green ed

25 ml Beads for daily quality control
Concentration: XXXXX / ml (+/- 10%) J/ 8°C
2°C

C€ [vo] [ =5 ¥

Sysmex Partec GmbH Phone +49 3581 8746-0 )
Am Flugplatz 13 Fax +49 3531 8746-70 b
Made in 02828 Goritz infof@sysmex-partec.com T
Germany Germany WWW._Sysmex-partec.com 3
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PQDx 0350-081-00

= Fsmex oo Store at: (] -8°C

Count Check Beads green -
2°C

va
~ CountCheck S‘ISmex
Chect .
".Check Boads gre*”

by,
Mirggy, J0y quality control o)
(6 o 234207 mi (+- 197}

Product Name
Code No. > [vg r “ v
‘ SUETHEE !
:: “Timax Panec GmbH
v Am Flugolats 13

Cortent

'rl?.m Gtz
rmany

S
o

Sheath fluid label
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Cleaning Solution (04-4009) - Package labeling

Bottle label
.,'q. 04-4009
sysmex

Cleaning Solution CJ

250 ml - for daily cleaning procedure of
Sysmex Partec Flow Systems.

Buffered detergent solution for flow systems.
Contains wetting agent, buffer

solution and preservatives. 30°C
H319 PZBEI
P337+P313,

c € EE' P305+P351+P338

Sysmex Partec GmbH  Phone +49 3581 8746 -0 E
Am Flugplatz 13 Fax +49 3581 8746 - 70 =]
Made in 02828 Gdrlitz info@sysmex-partec.com 3
Eurcpe  Germany www.sysmex-partec.com 5

Decontamination Solution (04-4010) — Package labeling

Bottle label
-l 04-4010
sysmex
Decontamination Solution g
250 ml = for daily cleaning procedure of PN
Sysmex Partec Flow Systems. . NiF) 044
Contains proteolytic enzymes. sysmex ferjos

- ety sy s o

30°C
cem (1.4 cmal
T .

Sysmex Partec GmbH  Phone +49 35818746-0

Am Flugplatz 13 Fax +49 35818746 -70 %
Made in 02828 Garlitz info@sysmex-partec.com ﬁ
Europe  Germany www_sysmex-partec.com

Page 18 of 24



PQDx 0350-081-00 WHO PQ Public Report April 2020, version 4.0

Hypochlorite Solution (04-4012) — Package labeling

Bottle label
..". 04-4012
sysmex LoT

Hypochlorite Solution

250 ml - Bleaching solution for flow systems

H314 P264, P280,
P303+P361+P353,
c € [ivD] E]E - P305+P351+P338,

P310, P501
Sysmex Partec GmbH Phone +49 3581 8746-0 3
Am Flugplatz 13 Fax +49 3581 8746 - 70 §
Made in 02828 Gorlitz info@sysmex-partec.com s
Germany Germany WWW.Sysmex-partec.com 3
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2. Instructions for use?

' English version of the IFU was the one that was assessed by WHO. It is the responsibility
of the manufacturer to ensure correct translation into other languages.
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C€

Instructions For Use

Benutzerhandbuch

-t
*sysmex

Guide d'utilisation

Identification of the IVD reagent
Product name:

CD4 easy count kit

Content:
Vial containing CD4 mAb PE
Bottle containing no lyse buffer

1 Specification

05-8401

05-8401-01
05-8401-02

Specificity Human CD4
Isotype 1gG1
Content 100 tests
Fluorochrome PE
A excitation (nm) 532 /488
Emission maximum (nm) 578

2 Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

The CD4 easy count kit is a manual, two component, quantitative IVD test for subpopulation labelling of
lymphocytes in adult venous EDTA whole blood, and subsequent enumeration with the Sysmex Partec
CyFlow® Counter VD flow cytometer. The CD4 T cell concentration of blood samples is a useful indicator
for the initiation or follow-up of treatment for HIV positive patients in conjunction with other laboratory
and clinical findings

The test is intended to be performed by trained healthcare professionals.

3 Principle of the examination method

An aliquot of an EDTA whole-blood sample is mixed with the antibody (CD4) conjugated to the
fluorochrome in a 1:1 ratio. After a fixed incubation time, the buffer is added and the sample is ready
for analysis on the CyFlow® Counter flow cytometer.

The light source excites the fluorescent dye linked with the stained cell and the emitted light is
detected while a precise volume of blood sample is running through the instrument.

The integrated software calculates the concentration of the dedicated cell populations.

For further information, please refer to the IFU of CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Storage and shelf life after first opening

1. Storage: Store the antibody and buffer reagents at 2 - 8 °C in the dark. Do not freeze or expose the
reagents to elevated temperatures and keep them away from direct sunlight.

2. Shelf life after first opening: Always close the bottle after use and use new pipette tips each time the
reagent is sampled to avoid contamination.

Under these storage conditions, the CD4 easy count kit will be stable until the expiration date printed
on the kit label.

5 Components
CD4 mAb PE is a murine monoclonal antibody supplied in PBS buffer with 0.2% BSA and 0.09% sodium
azide. No lyse buffer is a PBS-based solution containing 0.09% sodium azide

6 Evidence of deterioration

The antibody and buffer solutions are clear liquids. Do not use the reagents if there is the appearance
of any kind of turbidity or contamination.

For questions regarding the performance or quality of the product received, please contact your local
Sysmex representative.

7 Precaution and warnings

Reagents contain 14 mM sodium azide as a preservative. The low concentration of sodium azide
does not require hazard labelling, but the normal safety precautions for the handling of chemicals
must be observed. Refer to the Safety Data Sheet (SDS) for a complete list of warnings and
precautions.

8 Additional required equipment
Instrument requirement: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)
Required apparatus: Sample Tubes 3.5 ml (REF No.: 04-2000)
A verified pipette 20 pl and pipette tip
A verified pipette 100 - 1000 pl and pipette tip
Venous blood collection system with EDTA as anticoagulant
Stop watch
9 Reagent preparation
CD4 mAb PE (REF No.: 05-8401-01), the antibody reagent is ready to use.
No lyse buffer (REF No.: 05-8401-02), the buffer solution is ready to use.

10 Primary sample collection, handling and storage

WARNING A All biological specimens and material are considered as biohazards and should be handled as
if capable of transmitting infection. Appropriate safety precautions and handling procedures
must be applied in accordance with applicable laws and regulations.

The blood sample must be a venous, whole-blood sample, collected with a blood collection system
which contains EDTA as anticoagulant.

The blood sample must be transported in a dark container, protected from light and not exposed to
elevated temperatures. A suitable transport container is, for example, a Styrofoam box with

cooling material. Best transport conditions would be below 25 °C if transport will not take more than
6 hours after donation. For transport and storage time more than 6 hours, blood must be kept at 2 - 8 °C.
Do not freeze and thaw the blood sample.

For best conditions, the blood sample should be fresh, i.e. not more than six hours should have
elapsed between sample collection and analysis.

Blood samples can be used up to 24 hours after drawing if they are stored in the fridge at 2- 8 °C.
Before use, the sample tubes containing the blood must be inverted gently 8 to 10 times.

+ Do not use clotted blood samples.

11 Examination procedure

11.1 Staining

Invert the blood sample in the EDTA blood collection tube gently 8 to 10 times.

Pipette 20 pl EDTA whole blood sample to the bottom of a sample tube, avoid leaving a trail of blood on
the inner tube wall from pipette tip. Discard the pipette tip.

Add 20 pl CD4 mAb PE directly into the blood sample and mix it gently, avoid leaving a trail of blood on
the inner tube wall from pipette tip. Discard the pipette tip.

The sample should not be vortexed at this stage of preparation.

Incubate the mixture for 15 minutes at 15 - 30 °C in the dark.

Add 800 pl no lyse buffer and vortex briefly, or tap tube gently in order to mix the sample. Discard the
pipette tip.

Vortex briefly, or tab tube gently before analysing with the CyFlow® Counter.

NOTICE

11.2 Sample analysis

Please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) for how to operate the instrument
before analysing the samples. The start-up procedures and the internal quality control procedure must
be successfully completed before sample analysis.

+ Choose and load the configuration for CD4 measurement from the menu bar of CyFlow® Counter.

* Insert the sample tube with the prepared blood sample into the sample port.

+ Start measurement.

+ After sample run, the instrument stops and cleans automatically.

+ Remove and dispose of blood sample in accordance with local laboratory biohazard safety procedures. Do
not start a second measurement with the same sample tube. If a duplicate or repeat measurement is
required, a second sample tube should be prepared as per 11.1.

11.3 Data acquisition and analysis

Data analysis with the CyFlow® Counter is only possible if the internal quality control of the instrument
was successful. Please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) for proper start-
up procedure and maintenance of the device, if necessary.

The CD4 T-cell counting result will be displayed on the screen. If the histogram does not show a clear
peak of the CD4 positive stained T-cells, the sample preparation and measurement must be repeated.
Results will be incorrect if gate positioning is not done precisely.

Be careful not to gate monocytes as CD4 positive stained cells if CD4 concentration is extremely low in
a patient blood sample.

12 Calculation of examination results

Calculation of the cell concentration is part of the software-based data analysis, which provides the
result in CD4 cells per pl blood sample after each measurement.

For further information, please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

After addition of no lyse buffer, samples must be analysed within 2 hours.

CD4 easy count kit 05-8401 IFU GB EN - 2

13 Interpretation of results

Human Immunodeficiency Virus (HIV) is one of the main reasons for CD4 cell depletion, which
debilates the immune system. Results should be interpreted by physicians, in conjuction with locally
applicable HIV treatment guidelines.

14 Control procedure

Appropriate quality control should be performed according to local and national regulations.

A variety of stabilized blood samples are available on the market, only a few are suitable when using
certain flow cytometers

If the acceptance criterion of the individual control material is not met do not proceed with patient
specimen testing and contact your local Sysmex representative.

For further information about the use of adequate control material, please contact your local Sysmex
representative.

15 Performance characteristics

15.1 Specificity

The mouse monoclonal antibody MEM-241 recognizes the human CD4 antigen, a transmembrane
glycoprotein (55 kDa) of the immunoglobulin supergene family, present on a subset of T-lymphocytes
(“helper/inducer” T-cells) and expressed at a lower level on monocytes, tissue macrophages and
granulocytes. HCDM (former HLDA VIII) Meeting, May 2006, Québec, Canada; WS Code M241

15.2 Detection capability

The evaluation for Limit of Blank (LoB), Limit of Detection (LoD) and Limit of Quantitation (LoQ) was
carried out according to the specifications in the guideline CLSI EP17-A2.

LoB: <50% of LoD

LoD: <20 CD4 cells/pl

LoQ: <40 CD4 cells/pl

15.3 Repeatability

Intra- and inter-assay variation:

CV values are less than 10% for CD4 values of 200 CD4 T-cells/pl or above.

CV values are less than 15% for CD4 absolute values below 200 CD4 T-cells/pl.

15.4 Linearity

The measuring range of the assay and linearity of the measurement are valid over the range:

CD4 absolute: 40-2500 CD4 T-cells/pl

15.5 Trueness

EDTA whole blood specimen were stained with CD4 easy count kit and analysed on the CyFlow®
Counter (CyView™ 2.11). CD4 absolute values were compared with results from a BD FACSCalibur
using BD Tritest CD3/CD4/CD45 and BD Trucount tubes and showed a bias of -15,13% between both
methods.

16 Limitations

CAUTION A Sysmex Partec CD4 easy count kits (05-8401) have not been validated for use with pediatric and
adolescent patients.

CAUTION A Patient measurements of CD4 and CD4% made using Sysmex Partec assays should not be used
alongside measurements obtained from other manufacturer’s methods of determining CD4
and CD4%. Use the assays only with the Sysmex Partec instruments. Values obtained using
other equipment or assays are not interchangeable.

Different endogenous and exogenous substances were tested regarding the CLSI EP07-A2 guideline
for possible interfering effects which could have an influence to the blood sample analysis. Finally, >
18% haemolysis (induced by using the protocol recommended in the CLSI EP07-A2, Appendix G, G1 -
Osmotic Shock Procedure) was observed to show an interfering effect. For that reason, haemolyzed
samples should be rejected. For CD4 determination in whole blood samples with CyFlow® Counter
assays, no other anticoagulant than EDTA should be used. For further questions regarding the
performance of the product, please contact your local Sysmex representative.
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Identifikation des IVD-Reagens
Produktname:

CD4 easy count kit
Inhalt:

Ampulle mit CD4 mAb PE Flasche mit
No-Lyse-Puffer

1 Spezifikation

05-8401

05-8401-01
05-8401-02

Spezifitat Humanes CD4
Isotyp 1gG1
Inhalt 100 Tests
Fluorochrom PE
A Anregung (nm) 532 (488)
Emissionsmaximum (nm) 578

2 Zweckbestimmung
In-vitro-Diagnostikum.

Das CD4 easy count kit ist ein manueller, quantitativer 2-Komponenten-In-vitro-Test fir die
Markierung von Lymphozyten-Untergruppen in vendsen EDTA-Vollblutproben von Erwachsenen und
deren anschlieBender Auszahlung mit dem Sysmex Partec IVD-Flowzytometer CyFlow® Counter.
Die Konzentration der CD4-positiven T-Helferzellen in Blutproben ist in Verbindung mit anderen
Laborwerten und klinischen Befunden ein nutzlicher Indikator fiir die Einleitung der Behandlung HIV-
positiver Patienten und die Nachsorge.

Der Test ist nur von geschulten medizinischen Fachkréften durchzufihren.

3 Prinzip des Untersuchungsverfahrens

Ein Aliquot einer EDTA-Vollblutprobe wird mit dem Antikdrper (CD4), der mit dem Fluorochrom
konjugiert ist, in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt. Nach einer bestimmten Inkubationszeit wird der
Puffer hinzugegeben; nun kann die Analyse der Probe in einem CyFlow® Counter-Flowzytometer erfolgen.
Die Lichtquelle regt den Fluoreszenzfarbstoff an, der mit der geférbten Zelle verbunden ist, und das
emittierte Licht wird detektiert, wahrend ein genaues Volumen der Blutprobe durch das Instrument lauft.
Die Konzentration der spezifischen Zellpopulation wird von der integrierten Software berechnet. Weitere
Informationen entnehmen Sie bitte dem Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Lagerung und Haltbarkeitsdauer nach dem ersten Offnen

1. Lagerung: Das Antikdrper- und Pufferreagens bei 2 - 8 °Cim Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren
oder erh6hten Temperaturen aussetzen. Vor direkter Sonneneinstrahlung schiitzen.

2. Haltbarkeitsdauer nach dem ersten Offnen: Die Flasche nach jedem Gebrauch wieder verschlieRen
und flr jede weitere Entnahme des Reagens neue Pipettenspitzen verwenden, um eine Verunreinigung
zu vermeiden.

Unter Einhaltung der oben genannten Lagerbedingungen ist das CD4 easy count kit bis zum
Verfallsdatum auf dem Etikett des Kits stabil.

5 Bestandteile
CD4 mAb PE ist ein muriner monoklonaler Antikérper in PBS-Puffer mit 0,2% BSA und 0,09%
Natriumazid. No-Lyse-Puffer ist eine Lésung auf PBS-Basis, die 0,09% Natriumazid enthalt.

6 Anzeichen von Verderb

Die Antikorper- und Pufferldsungen sind klare Flissigkeiten. Die Reagenzien nicht verwenden, falls
Triibungen oder Verunreinigungen auftreten.

Bei Fragen zur Leistung oder Qualitat des Produkts wenden Sie sich bitte an lhre nachstgelegene
Sysmex-Vertretung.

7 VorsichtsmaBnahmen und Warnhinweise

Die Reagenzien enthalten 14 mM Natriumazid als Konservierungsstoff. Aufgrund der niedrigen
Natriumazid Konzentration ist eine Gefahrstoffkennzeichnung nicht erforderlich, jedoch sind die beim
Umgang mit Chemikalien Ublichen VorsichtsmaBregeln zu beachten. Beachten Sie das
Sicherheitsdatenblatt (SDB) furr eine vollstandige Liste von Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen.

8 Zusatzlich erforderliche Ausriistung

Erforderliche Instrumente: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Bendtigte Ausristung: Sample Tubes 3.5 ml (REF No.: 04-2000)
Eine verifizierte 20-pl-Pipette und Pipettenspitze
Eine verifizierte 100- bis 1000-pl-Pipette und Pipettenspitze
System zur vendsen Blutentnahme mit EDTA als Antikoagulans
Stoppuhr

9 Reagensvorbereitung

CD4 mAb PE (REF No.: 05-8401-01), das Antikorperreagens ist gebrauchsfertig.

No-Lyse-Puffer (REF No.: 05-8401-02), die Pufferl6sung ist gebrauchsfertig.

10 Entnahme, Handhabung und Lagerung der Priméarprobe

WARNUNG A Alle biologischen Proben und Materialien sind als geféhrliches biologisches Material und als
potenziell infektiés zu behandeln. Es sind angemessene Sicherheitsvorkehrungen und
Verfahren zur Handhabung gemdf den geltenden Gesetzen und Vorschriften anzuwenden.

+ Bei der Blutprobe muss es sich um eine venése Vollblut-Probe handeln, die mithilfe eines

Blutentnahmesystems entnommen wurde, das EDTA als Antikoagulans verwendet.

Die Blutprobe ist in einem dunklen, vor Licht geschitzten Behalter zu transportieren und darf

nicht erhohten Temperaturen ausgesetzt werden. Ein geeigneter Transportbehalter ist z. B. eine

Styroporbox mit Kiihlung. Die besten Transportbedingungen wiirden unter 25 °C liegen, wenn der

Transport nicht langer als 6 Stunden nach der Spende dauern wurde. Fir eine Transport- und

Lagerzeit von mehr als 6 Stunden muss das Blut bei 2 - 8 °C aufbewahrt werden.

Die Blutprobe nicht einfrieren und wieder auftauen.

Optimale Bedingungen sind bei Verwendung einer frischen Blutprobe gegeben, d. h. es sollten nicht

mehr als sechs Stunden zwischen der Blutentnahme und der Analyse liegen.

+ BeiLagerungim Kihlschrank bei 2 - 8 °C kdnnen Blutproben bis zu 24 Stunden nach der Entnahme
verwendet werden.

+ Vor der Anwendung die Probenréhrchen 8- bis 10-mal vorsichtig umdrehen.

+ Keine geronnenen Blutproben verwenden.

11 Untersuchungsverfahren
11.1 Markierung

+ Die Blutprobe im EDTA-Blutentnahmerdhrchen 8- bis 10-mal vorsichtig umdrehen.

20 pl EDTA-Vollblutprobe auf den Boden eines Probenrdhrchens pipettieren. Dabei keine Blutspuren
von der Pipettenspitze auf der Réhrcheninnenwand hinterlassen. Entsorgen Sie die Pipettenspitze.
20 pl CD4 mAb PE direkt in die Blutprobe geben und vorsichtig mischen. Dabei keine Blutspuren von
der Pipettenspitze auf der Réhrcheninnenwand hinterlassen. Entsorgen Sie die Pipettenspitze.
Probe zu diesem Zeitpunkt nicht vortexen.

Die Mischung fiir 15 Minuten bei 15 - 30 °C im Dunkeln inkubieren.

800 pl No-Lyse-Puffer hinzugeben und kurz vortexen oder das Rohrchen sanft aufklopfen, um die
Probe zu mischen. Entsorgen Sie die Pipettenspitze.

+ Vor der Analyse mit dem CyFlow® Counter kurz vortexen oder das R6hrchen sanft aufklopfen.

HINWEIS  Nach der Zugabe von No-Lyse-Puffer miissen die Proben innerhalb von 2 Stunden analysiert

werden.

11.2 Probenanalyse

Bitte vor der Probenanalyse das Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) fir die

Verwendung des Gerats beachten. Vor der Probenanalyse mussen die Verfahren zur Inbetriebnahme

und internen Qualitatskontrolle erfolgreich abgeschlossen worden sein.

+ Wahlen und laden Sie die Konfiguration flr die CD4 Messung aus der Mentileiste des CyFlow® Counter.

+ Das Probenréhrchen mit dem aufbereiteten Blut in den Probenport setzen.

+ Die Messung starten.

+ Nach dem Probendurchlauf stoppt das Instrument und wird automatisch gereinigt.

+ Die Blutprobe entnehmen und gemaR den ortlichen Sicherheitsvorschriften in Bezug auf
biogefahrliche Materialien in Labors entsorgen.

Keine erneute Messung mit demselben Probenréhrchen durchfiihren. Wenn eine Zweifachmessung

oder eine Wiederholung der Messung erforderlich ist, muss ein zweites Probenréhrchen wie unter 11.1

beschrieben vorbereitet werden.

11.3 Datenerfassung und -analyse

Die Datenanalyse kann erst erfolgen, wenn die interne Qualitatskontrolle des CyFlow® Counter

erfolgreich abgeschlossen wurde.

Im Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) finden Sie eine Beschreibung
der korrekten Inbetriebnahme und Wartung des Gerats. Die CD4-T-Zellzahl wird auf dem
Bildschirm angezeigt.

Zeigt das Histogramm keine eindeutige Erhohung der markierten CD4-positiven T-Zellen an,
muss die Probenvorbereitung und -messung wiederholt werden.

Es kommt zu falschen Ergebnissen, wenn das Gaten nicht korrekt durchgefiihrt wird. Achten
Sie darauf, Monozyten nicht als markierte CD4-positive Zellen zu gaten, wenn die CD4-
Konzentration der Patientenblutprobe sehr niedrig ist.

12 Berechnung der Untersuchungsergebnisse

Die Berechnung der Zellkonzentration erfolgt im Rahmen der Software-basierten Datenanalyse. Die
Ergebnisse werden nach jeder Messung als CD4-Zellen pro pl Blutprobe dargestellt.

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-
S-3022IFUEN).

13 Interpretation der Ergebnisse

Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist einer der Hauptgriinde fur die CD4-Zelldepletion, die das
Immunsystem schwécht. Die Ergebnisse sollten von Arzten in Verbindung mit lokal anwendbaren HIV-
Behandlungsrichtlinien interpretiert werden.

14 Kontrollverfahren

Es sollte eine geeignete Qualitatskontrolle gemalR den geltenden nationalen Laborvorschriften
durchgefuhrt werden.

Im Handel sind unterschiedliche Arten von stabilisierten Kontrollblutproben erhaltlich. Nicht alle sind
fur jedes Flowzytometer geeignet. Welches Kontrollblut Sie verwenden, kénnen Sie bei lhrer Sysmex-
Vertretung erfahren. Sind nach der Messung einer geeigneten Kontrollblutprobe die
Akzeptanzkriterien nicht erfillt, fahren Sie nicht fort mit der Analyse von Patientenproben.

15 Leistungsmerkmale

15.1 Spezifitat

Der monoklonale Maus-Antikérper MEM-241 erkennt das humane CD4-Antigen, ein transmembranes
Glykoprotein (55 kDa) der Immunglobulin-Superfamilie, das auf einer Untergruppe von T-Lymphozyten
(T-Helferzellen) exprimiert wird, sowie in geringerem Mal3e auf Monozyten, Gewebsmakrophagen und
Granulozyten. HCDM (ehemals HLDA VIIl) Meeting, Mai 2006, Québec, Kanada; WS Code M241

15.2 Nachweisfahigkeit

Die Erfassungsgrenze (Limit of Blank, LoB), die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) und die
Bestimmungsgrenze (Limit of Quantitation, LoQ) wurden gemaR den Spezifikationen der Richtlinie
CLSI EP17-A2 ermittelt.

LoB: <50% der LoD

LoD: < 20 CD4-Zellen/pl

LoQ: < 40 CD4-Zellen/pl

15.3 Reproduzierbarkeit

Intra- und Inter-Assay-Varianz:

Die CV-Werte fur CD4-Werte > 200 CD4-T-Zellen/pl liegen unter 10%.

Die CV-Werte fur absolute CD4-Werte < 200 CD4-T-Zellen/pl liegen unter 15%.

15.4 Linearitat

Der Messbereich des Assays und die Linearitat der Messungen gelten fiir den folgenden Bereich:
Absoluter CD4-Wert: 40 - 2500 CD4-T-Zellen/pl

15.5 Richtigkeit

EDTA-Vollblutproben wurden mit dem CD4 easy count kit markiert und im CyFlow®
Counter (CyView™ 2.11) analysiert. Die absoluten CD4-Werte wurden mit Ergebnissen eines BD
FACSCalibur unter Verwendung von BD Tritest CD3/CD4/CD45 und BD Trucount-Réhrchen verglichen.
Es zeigte sich eine Abweichung von -22,56% zwischen den Methoden.

16 Grenzen des Verfahrens
VORSICHT A Die Sysmex Partec CD4 easy count kits (05-8401) wurden nicht fiir die Verwendung bei Kindern
und Jugendlichen validiert.

VORSICHT A Patientenmessungen von CD4 und CD4%, die mit Sysmex Partec Assays durchgefiihrt wurden,
sollten nicht zusammen mit Messungen verwendet werden, die von anderen
Herstellermethoden zur Bestimmung von CD4 und CD4% erhalten wurden. Verwenden Sie
die Assays nur mit Sysmex Partec Gerdten. Werte, die mit anderen Gerdten oder Assays
erhalten wurden, sind nicht austauschbar.

Verschiedene endogene und exogene Substanzen wurden in Ubereinstimmung mit der Richtlinie CLSI
EP07-A2 auf eine mogliche Beeintrachtigung der Blutprobenanalyse untersucht.

Bei > 18 % Hamolyse (gemaf’ dem in der Richtlinie CLSI EP07-A2, Anhang G empfohlenen Verfahren
G1,0smotic Shock Procedure” induziert) wurde eine Beeintrachtigung beobachtet. Aus diesem Grund
sollten hamolytische Proben verworfen werden. Fir die Bestimmung von CD4 in Vollblutproben mit
CyFlow® Counter Tests sollte kein anderes Antikoagulans als EDTA verwendet werden.

Bei weiteren Fragen hinsichtlich der Leistung des Produkts wenden Sie sich bitte an Ihre nachstgelegene
Sysmex-Vertretung.
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Identification du réactif IVD
Nom du produit :

CD4 easy count kit

Contenu:
Fiole de CD4 mAb PE 05-8401-01
Flacon de no lyse buffer (tampon sans lyse) 05-8401-02

1 Spécification

05-8401

Spécificité CD4 humain
Isotype 1gG1
Contenu 100 tests
Fluorochrome PE
Excitation A (nm) 532 (488)
Emission maximale (nm) 578

2 Usage prévu

Pour la réalisation de diagnostics in vitro

Le CD4 easy count kit est un test IVD quantitatif manuel constitué de deux composants et destiné
au marquage des sous-populations de lymphocytes dans le sang veineux total EDTA chez I'adulte,
puis a leur dénombrement a l'aide du cytométre en flux IVD CyFlow® Counter de Sysmex
Partec. La concentration en cellules T CD4 des échantillons de sang est un indicateur utile pour
I'initiation ou le suivi du traitement des porteurs du VIH, conjointement avec d'autres résultats
cliniques et de laboratoire.

Le test doit étre effectué par des professionnels de santé formés a cet effet

3 Principe de la méthode d’examen

Une partie aliquote d'un échantillon de sang total EDTA est mélangé a I'anticorps (CD4) conjugué au
fluorochrome dans un rapport 1:1. Aprés un temps d'incubation déterminé, le tampon est ajouté et
I'échantillon est prét pour I'analyse sur un cytométre en flux CyFlow® Counter.

La source de lumiére excite le colorant fluorescent lié a la cellule colorée et la lumiére émise est détectée
alors qu'un volume précis d'échantillon de sang traverse I'instrument.

Le logiciel intégré calcule la concentration de la population cellulaire spécifique.

Pour de plus amples informations, se reporter au guide dutilisation du CyFlow® Counter (CY-
S-3022IFUEN).

4 Stockage et durée de conservation aprés la premiére ouverture

1. Stockage :

Stocker I'anticorps et les réactifs tampons a une température comprise entre 2 et 8 °C a I'abri de la
lumiere. Ne pas congeler ni exposer les réactifs a des températures élevées et les protéger du
rayonnement solaire direct.

2. Durée de conservation aprés la premiere ouverture :

Toujours fermer le flacon aprés usage et utiliser de nouveaux embouts de pipettes a chaque fois qu'un
échantillon de réactif est prélevé pour éviter toute contamination.

Ne pas congeler ni exposer les réactifs a des températures élevées et les protéger du
rayonnement solaire direct.

Dans ces conditions de stockage, le CD4 easy count kit restera stable jusqu’a la date de
péremption imprimée sur I'étiquette du kit.

5 Composants
Le CD4 mAb PE est un anticorps monoclonal murin fourni dans un tampon PBS avec 0,2 % de BSA et
0,09 % d'azoture de sodium. Le tampon sans lyse est une solution a base de PBS contenant 0,09 %
d'azoture de sodium.

6 Signes de détérioration

La solution d'anticorps et la solution tampon sont des liquides clairs. Ne pas utiliser les réactifs en cas
d'apparition d'un quelconque signe de turbidité ou de contamination.

Pour toutes questions concernant la performance ou la qualité du produit recu, veuillez contacter votre
représentant Sysmex local.

7 Avertissements et mesures de précaution
Les réactifs contiennent de l'azoture de sodium 14 mM comme agent conservateur. La faible
concentration de lazoture de sodium ne nécessite aucun marquage comme substance
dangereuse, mais les mesures de sécurité normales relatives a la manipulation des produits
chimiques doivent étre observées. Se reporter a la fiche de données de sécurité pour obtenir la liste
complete des avertissements et mesures de précaution.

8 Equipement supplémentaire requis
Instruments requis CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)
Matériel requis Tubes d'échantillon (REF No.: 04-2000)
Une pipette 20 pl validée et embouts de pipette
Une pipette 100 - 1 000 pl validée et embouts de pipette
Systéme de prélevement de sang veineux avec EDTA comme anticoagulant
Chronometre

9 Préparation des réactifs
CD4 mAb PE (REF No.: 05-8401-01), le réactif a base d'anticorps est prét a 'emploi.
no lyse buffer (REF No.: 05-8401-02), la solution tampon est préte a 'emploi

10 Prélévement, manipulation et stockage de I'échantillon primaire

AVERTISSEMENT A Tous les échantillons et matériaux biologiques sont considérés comme biologiquement
dangereux et doivent étre manipulés comme s'ils étaient susceptibles de transmettre
une infection. Les mesures de sécurité et les procédures de manipulation appropriées
doivent étre appliquées conformément aux lois et aux réglementations en vigueur.

+ L'échantillon de sang doit étre un échantillon de sang veineux total, prélevé a l'aide d'un systéme de
prélevement sanguin contenant de 'EDTA comme anticoagulant.

+ L'échantillon de sang doit étre transporté dans un récipient sombre, hermétique a la lumiére, et ne
doit pas étre exposé a des températures élevées. Une boite en polystyréne avec un dispositif de
réfrigération, par exemple, constitue un conteneur de transport approprié. Les meilleures
conditions de transport seraient en dessous de 25 °C si le transport ne prend pas plus de 6 heures
apres le don. Pour le transport et le stockage plus de 6 heures, le sang doit étre conservé entre 2 et 8 °C.

+ Ne pas congeler ni décongeler 'échantillon de sang.

+ Pour des conditions optimales, I'échantillon de sang doit étre frais, c'est-a-dire qu'il ne doit pas s'étre
écoulé plus de six heures entre le prélevement de I'échantillon et I'analyse.

+ Les échantillons de sang peuvent étre utilisés jusqu'a 24 heures aprés la prise de sang, s'ils sont
conservés au réfrigérateur a une température comprise entre 2 et 8 °C.

+ Avant l'utilisation, les tubes d'échantillon de sang doivent étre retournés doucement 8 & 10 fois.

+ Ne pas utiliser des échantillons de sang coagulé.

11 Procédure d’examen
11.1 Marquage

+ Renverser doucement I'échantillon de sang dans le tube de prélévement de sang EDTA 8 a 10 fois.

+ Pipeter 20 pl d’échantillon de sang total EDTA dans le fond d'un tube d'échantillon, en évitant de
laisser un filet de sang sur la paroi intérieure du tube avec 'embout de pipette. Jetez I'embout de la
pipette.

Ajouter 20 pl de CD4 mAb PE directement dans I'échantillon de sang et mélanger doucement en
évitant de laisser un filet de sang sur la paroi intérieure du tube avec 'embout de pipette. Jetez
I'embout de la pipette.

Exemple a ce moment ne pas vortexer.

Incuber le mélange pendant 15 minutes entre 15 - 30 °C dans l'obscurité.

Ajouter 800 pl de no lyse buffer (tampon sans lyse) et mélanger brievement au vortex ou tapoter
doucement le tube afin de mélanger I'échantillon. Jetez I'embout de la pipette.

Mélanger briévement au vortex ou tapoter doucement le tube avant d'effectuer I'analyse a l'aide du
CyFlow® Counter.

REMARQUE Les échantillons doivent étre analysés dans un délai de 2 heures apres I'ajout de no lyse buffer
(tampon sans lyse).

11.2 Analyse de I'échantillon

Pour obtenir des informations sur le fonctionnement de l'instrument avant I'analyse des échantillons,
se reporter au guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN). Les procédures de
démarrage et la procédure de contréle qualité interne doivent avoir été effectuées avec succés avant
I'analyse de I'échantillon.

+ Choisissez et chargez la configuration pour la mesure CD4 dans la barre de menu de CyFlow® Counter.

+ Insérer le tube d'échantillon avec I'échantillon de sang préparé dans l'orifice d'échantillonnage.

+ Démarrer la mesure.

+ Aprés l'analyse de I'échantillon, I'instrument s'arréte et se nettoie automatiquement.

+ Retirer et éliminer I'échantillon de sang conformément aux procédures locales de sécurité en
laboratoire relatives aux risques biologiques.

Ne pas démarrer de seconde mesure avec le méme tube d'échantillon. Sl faut répéter ou
effectuer deux fois la mesure, préparer un second tube d'échantillon conformément au point
11.1.

11.3 Acquisition et analyse des données

L'analyse des données a l'aide du CyFlow® Counter n'est possible que si le contréle qualité interne
de linstrument a été effectué avec succes.

Consulter le guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) pour effectuer une procédure
de démarrage correcte et la maintenance de I'appareil, si nécessaire.

Le résultat du comptage des cellules T CD4 s'affiche a I'écran.

Si I'histogramme n'indique pas un pic clair des cellules T marquées positives CD4, il faut recommencer
la préparation et la mesure de I'échantillon.

Les résultats seront incorrects si le positionnement de la fenétre électronique (gate) n'est pas réalisé
avec précision.

Prendre garde a ne pas fenétrer les monocytes en tant que cellules marquées positives CD4, si la
concentration en CD4 dans I'échantillon de sang du patient est extrémement faible.

12 Calcul des résultats d’'examen

Le calcul de la concentration cellulaire fait partie intégrante de I'analyse des données par logiciel qui
fournit le résultat en cellules CD4 par pl d'échantillon de sang, apres chaque mesure.

Pour de plus amples informations, se reporter au guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-
S-3022IFUEN).

13 Interprétation des résultats

Le virus d'immunodéficience humaine (VIH) est I'une des principales raisons de la déplétion des
cellules CD4, ce qui affaiblit le systeme immunitaire. Les résultats doivent étre interprétés par les
médecins, en conjonction avec les directives de traitement du VIH applicables localement.

14 Procédure de contréle

Un contréle qualité approprié doit étre effectué conformément aux réglementations des laboratoires
nationaux.

Il est recommandé d'utiliser un échantillon de sang de contrdle (05-8993 Control Blood-dry), avec une
quantité spécifique de cellules CD4 pour le contréle qualité quotidien de la préparation de
I'échantillon et du comptage de linstrument.

15 Caractéristiques de performance

15.1 Spécificité

L'anticorps monoclonal de souris MEM-241 reconnait l'antigene CD4 humain, une glycoprotéine
transmembranaire (55 kDa) de la superfamille des immunoglobulines présente sur une sous-
population de lymphocytes T (cellules T « auxiliaires/inductrices ») et exprimée a un niveau moindre sur
les monocytes, les macrophages tissulaires et les granulocytes. HCDM (former HLDA VIIl) Meeting, mai
2006, Québec, Canada ; WS Code M241

15.2 Capacité de détection

Les évaluations de la limite du blanc (LoB), de la limite de détection (LoD) et de la limite de quantification
(LoQ) ont été réalisées conformément aux spécifications de la directive CLSI EP17-A2.

LoB: <50 % de la LoD

LoD : <20 cellules CD4/pl

LoQ : <40 cellules CD4/pl

15.3 Répétabilité

Variation intra- et inter-essai :

Les valeurs du coefficient de variation (CV) sont inférieures a 10 % pour des valeurs de CD4
supérieures ou égales a 200 cellules T CD4/pl.

Les valeurs du coefficient de variation (CV) sont inférieures a 15 % pour des valeurs absolues de CD4
inférieures a 200 cellules T CD4/pl.

15.4 Linéarité

La plage de mesure de l'essai et la linéarité de la mesure sont valides sur la plage :

taux absolu de CD4 : 40-2500 cellules T CD4/pl

15.5 Justesse

Les échantillons de sang total EDTA ont été marqués avec le CD4 easy count kit et analysés sur
le CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). Les valeurs absolues de CD4 ont été comparées aux résultats
obtenus a l'aide d'un BD FACSCalibur en utilisant des réactifs BD Tritest CD3/CD4/CD4S5 et des tubes
BD Trucount, ce qui a révélé un écart de -22,56 % entre les deux méthodes.

16 Limites de la procédure

PRUDENCE A Lutilisation des kits CD4 easy count (05-8401) Sysmex Partec n'a pas été validée chez les
patients pédiatriques et adolescents.

PRUDENCE A Les mesures du taux de CD4 et du pourcentage CD4% réalisées chez des patients a l'aide
de tests Sysmex Partec ne doivent pas étre utilisées de maniére indépendante avec d'autres
meéthodes de fabricant visant a la détermination du taux de CD4 et du pourcentage CD4%.
Nutiliser les tests qu‘avec les instruments Sysmex Partec. Les valeurs obtenues a l'aide
d'autres équipements ou tests sont susceptibles de ne pas étre interchangeables.

Différentes substances endogenes et exogénes ont été testées conformément a la directive CLSI
EP07-A2 pour vérifier les éventuelles interférences pouvant avoir une influence sur I'analyse de
I'échantillon de sang.Il a finalement té observé > 18 % d’hémolyse (engendrée par I'utilisation du
protocole recommandé dans la directive CLSI EP07-A2, annexe G, G1 - Procédure de choc osmotique)
provoquant des interférences. C'est pourquoi les échantillons hémolysés devrait étre écartés. Pour la
détermination des CD4 dans les échantillons de sang total avec des dosages CyFlow® Counter,
aucun autre anticoagulant que I'EDTA ne doit étre utilisé.

Pour toutes questions supplémentaires concernant la performance du produit, veuillez contacter votre
représentant Sysmex local.
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Identificacion del reactivo para DIV
Nombre del producto:

Kit CD4 easy count

Contenido:
Vial con mAb CD4-PE 05-8401-01
Botella con solucién amortiguadora sin lisis 05-8401-02

1 Descripcion

05-8401

Especificidad CD4 humano
Isotipo 1gG1
Contenido 100 tests
Fluorocromo PE
A de excitacion (nm) 532 (488)
Emisiéon maxima (nm) 578

2 Uso previsto

Para diagndstico in vitro.

El kit CD4 easy count es un test cuantitativo manual de DIV de dos componentes para el marcaje de
subpoblaciones de linfocitos en sangre entera venosa adulta con EDTAy la subsiguiente enumeracion
con el citémetro de flujo para DIV CyFlow® Counter de Sysmex Partec. La concentracién de linfocitos
T CD4 de las muestras de sangre es un indicador Util para iniciar o supervisar el tratamiento de
personas infectadas por el VIH junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

El test estd previsto para su uso por parte de profesionales sanitarios con la formacién correspondiente.

3 Principio del método de anélisis

Se mezcla una cantidad equivalente de una muestra de sangre entera con EDTA con el anticuerpo
(CD4) conjugado con el fluorocromo en una proporcién de 1:1. Tras un tiempo fijo de incubacién, se
afiade la solucién amortiguadora y la muestra esta lista para su analisis en un citémetro de flujo
CyFlow® Counter. La fuente de luz excita el tinte fluorescente vinculado con la célula tefiida y la luz
emitida se detecta mientras un volumen preciso de muestra de sangre pasa por el instrumento.

La concentracién de la poblacién celular especifica se calcula con el software integrado.

Para més informacion, consulte las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Almacenamiento y tiempo de conservacién tras abrir por primera vez

1. AlImacenamiento:

Almacene los reactivos de anticuerpos y solucién amortiguadora en un lugar oscuro a 2 - 8 °C.
No congele ni exponga los reactivos a temperaturas elevadas o a la luz solar directa.

2. Tiempo de conservacion tras abrir por primera vez:

Cierre siempre la botella después de su uso y utilice puntas de pipeta nuevas cada vez que tome
muestras del reactivo para evitar la contaminacion.

No congele ni exponga los reactivos a temperaturas elevadas o a la luz solar directa.

En estas condiciones de almacenamiento, el kit CD4 easy count permanecera estable hasta la fecha
de caducidad impresa en la etiqueta del kit.

5 Componentes

mAb CD4-PE es un anticuerpo monoclonal murino suministrado en una solucién amortiguadora PBS
con un 0,2% de SAB y un 0,09% de azida de sodio. La solucién amortiguadora sin lisis es una solucién
con base de PBS que contiene un 0,09% de azida de sodio.

6 Indicios de deterioro

El reactivo de anticuerpos y la solucién amortiguadora son liquidos transparentes. No utilice el reactivo
si aparece cualquier tipo de turbidez o contaminacion.

Si tiene alguna pregunta con respecto al funcionamiento o la calidad del producto recibido, contacte
con su representante local de Sysmex.

7 Precauciéony advertencias

Los reactivos contienen 14 mM de azida de sodio como conservante. Dada su reducida concentracion
de azida de sodio, no requiere un etiquetado como producto de riesgo, pero se deben
observar las precauciones de seguridad normales para la manipulacién de sustancias quimicas.
Consulte la ficha técnica de seguridad para obtener una lista completa de advertencias y
precauciones.

8 Equipamiento adicional necesario

CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Tubos de ensayo de 3,5 ml (REF No.: 04-2000)

Una pipeta verificada de 20 pl y puntas de pipet

Una pipeta verificada de 100-1000 pl y puntas de pipet

Sistema de extraccion de sangre venosa con EDTA como anticoagulante
Cronémetro

9 Preparacién del reactivo

mAb CD4-PE (REF No.: 05-8401-01), el reactivo de anticuerpos esta listo para su uso.

Solucién amortiguadora sin lisis (REF No.: 05-8401-02), la solucién amortiguadora esta lista para su
uso.

10 Principios basicos de extraccion, manipulaciéon y almacenamiento de muestras

ADVERTENCIA A Todas las muestras y materiales bioldgicos se consideran material de riesgo biologico y
deberian manipularse como si fueran potencialmente infecciosos. Se deben observar las
precauciones de seguridad y procedimientos de manipulacién adecuados conforme a la
legislacidn y normativa.

Instrumental necesario:
Equipamiento requerido:

La muestra de sangre debe ser una muestra de sangre entera venosa, extraida con un sistema de
extraccion de sangre que contenga EDTA como anticoagulante.

La muestra de sangre debe transportarse en un contenedor oscuro, protegido de la luzy no expuesto
a temperaturas elevadas. Un contenedor de transporte adecuado es, por ejemplo, una caja de
poliestireno extruido con material refrigerante. Las mejores condiciones de transporte serian
inferiores a 25 °C si el transporte no durard mas de 6 horas después de la donacién. Para el
transporte y el tiempo de almacenamiento de mas de 6 horas, la sangre debe mantenerse a 2 - 8 °C.
No se puede congelar y descongelar la muestra de sangre.

En condiciones éptimas la muestra de sangre deberia ser reciente, es decir, no deberian haber
pasado més de seis horas entre la extraccion y el anélisis de la muestra.

Las muestras de s a ngre se pueden utilizar hasta 24 horas después de la extraccion si se
almacenan en el frigorificoa 2 - 8 °C.

Los tubos con las muestras de sangre se deben voltear con suavidad de 8 a 10 veces antes de ser
utilizados.

No utilice muestras de sangre coagulada.

11 Procedimiento de analisis
11.1 Tincién

Voltee con suavidad de 8 a 10 veces el tubo de extracciéon de sangre con EDTA que contiene la
muestra de sangre.

Pase con la pipeta 20 pl de la muestra de sangre entera con EDTA al fondo de un tubo de muestray
evite manchar la pared interior del tubo con la sangre de la punta de la pipeta.

Afiada 20 pl de mAb CD4-PE directamente en la muestra de sangre y mézclelo suavemente, evitando
manchar la pared interior del tubo con la sangre de la punta de la pipeta.

Muestra en este momento no lo hacen vortice.

Incube la mezcla durante 15 minutos a 15 - 30 °C en la oscuridad.

Afiada 800 pl de la solucion amortiguadora sin lisis y agite brevemente con la agitadora vorticial, o
bien golpee suavemente el tubo para mezclar la muestra.

Agite brevemente mediante agitadora vorticial, o bien golpee suavemente el tubo antes del analisis
con el CyFlow® Counter.

AVISO Las muestras se deben analizar en un periodo mdximo de 2 horas tras la adicién de la

soluciénamortiguadora sin lisis.

11.2 Analisis de la muestra

En las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) puede consultar el modo del empleo
del equipo antes de analizar las muestras. Los procedimientos de puesta en marcha y el proceso de
control de calidad interno deben completarse con éxito antes de iniciar el analisis de la muestra.

+ Elijay cargue la configuracién para la medicién de CD4 desde la barra de menu de CyFlow® Counter.

+ Inserte el tubo de muestras con la muestra de sangre preparada en el acoplamiento para muestras.

+ Inicie la medicion.

+ Tras el andlisis de la muestra, el dispositivo se detiene y se limpia automaticamente.

+ Retire y deseche la muestra de sangre conforme a los procedimientos locales de seguridad en
laboratorio frente a riesgos biolégicos.

No inicie una segunda medicién con el mismo tubo de muestras. Si se requiere una repeticiéon de la

medicién, se debe preparar un segundo tubo de muestras conforme a 11.1.

CD4 easy count kit 05-8401 IFU GB EN - 2

11.3 Adquisicién y andlisis de datos

El anélisis de datos con CyFlow® Counter solo es posible si el control de calidad interno del
instrumento ha resultado satisfactorio.

Consulte las instrucciones de uso del CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) para realizar, si
fuera necesario, el procedimiento de inicio y mantenimiento del dispositivo de forma adecuada.

El resultado del recuento de las células T CD4 apareceren la pantalla.

Si el histograma no muestra un pico claro de las células T con tincin positiva para CD4, se deben
repetir la preparacion de la muestra y la medicion.

Los resultados seran incorrectos si no se realiza una acotacién precisa.

Asegurese de no acotar monocitos como células con tincién positiva para CD4 si la concentraciéon de
CD4 es extremadamente baja en la muestra de sangre de un paciente.

12 Calculo de los resultados del anélisis

El calculo de la concentracién celular forma parte del analisis de datos inforamtico, el cual suministra el
resultado en células CD4 por pl de muestra de sangre después de cada medicion.

Para mas informacién, consulte las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 Interpretacion de los resultados

El virus de la inmunodeficiencia umana (VIH) es uno de los principales motivos del agotamiento de
las células CD4, que debilita el sistema inmunitario. Los resultados deben ser interpretados por los
médicos, en conjuncin con las pautas de tratamiento del VIH aplicables localmente.

14 Procedimiento de control

Se debe realizar un control de calidad apropiado conforme a las normativas nacionales para
laboratorios.

Se han comercializado diversas muestras de sangre estabilizada, pero solo unas pocas son adecuadas
cuando se utilizan determinados citmetros de flujo.

Sino se cumple el criterio de aceptacin del material de control espedico, o prosiga con el anlisis

de la muestra del paciente y pngase en contacto con su representante local de Sysmex.

Para ms informacin sobre el uso de material de control adecuado, pngase en contacto con su
representante local de Sysmex.

15 Eficacia diagndstica

15.1 Especificidad

El anticuerpo monoclonal murino MEM-241 reconoce el antgeno humano CD4, una glucoprotena
transmembranaria (55 kDa) de la superfamilia de las inmunoglobulinas, presente en un subconjunto
de linfocitos T (células T cooperadoras/inductoras) y expresada en menor medida en monocitos,
macrfagos y granulocitos. Congreso de HCDM (anteriormente HLDA VIII), mayo de 2006, Quebec,
Canad Cdigo WS: M241.

15.2 Capacidad de deteccién

La evaluacin del Imite de inclusin (LI), el Imite de deteccin (LD) y el Imite de cuantificacn LC) se
realizde acuerdo con las indicaciones de la directriz CLSI EP17-A2.

LI: <50% del LD

LD: <20 células CD4/pl

LC: <40 células CD4/pl

15.3 Repetibilidad

Variach intra e interanatica:

Los valores de volumen celular suponen menos del 10% para valores de CD4 > 200 células T CD4/pl.
Los valores de volumen celular suponen menos del 15% para valores absolutos de CD4 inferiores a
200 células T CD4/pl.

15.4 Linealidad

El intervalo de medicién del ensayo y la linealidad de la medicién son vélidos en el intervalo:

CD4 absoluto: 40-2500 células T CD4/pl

15.5 Veracidad

Las muestras de sangre entera con EDTA se tifieron con el kit CD4 easy count y se analizaron en
el CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). Se compararon los valores de CD4 absoluto con los resultados
de un BD FACSCalibur utilizando BD Tritest CD3/CD4/CD45 y tubos BD Trucount y se puso de
manifiesto una divergencia del -22,56% entre ambos métodos.

16 Limitaciones

CUIDADO A El uso de los kits de Sysmex Partec CD4 easy count (05-8401) no estd validado para pacientes
pedidtricos y adolescentes.

CUIDADO A Las mediciones en pacientes de CD4y CD4% mediante las pruebas de Sysmex Partec no deben
utilizarse junto con las medidas obtenidas de otros métodos del fabricante para determinar
CD4 y CD4%. Use los ensayos solo con los instrumentos Sysmex Partec. Los valores
obtenidos usando otros equipos o ensayos no son intercambiables.

Se analizaron diferentes sustancias endégenas y exégenas conforme a la directriz CLSI EP07-A2 para
detectar posibles efectos de interferencia que pudieran influir en el anélisis de la muestra de sangre.
Finalmente, se observé un =18% de hemdlisis (provocada por el uso del protocolo recomendado en
CLSI EP07-A2, apéndice G, G1, «Procedimiento de choque osmético») como muestra de un efecto de
interferencia. Por ese motivo, se deben rechazar las muestras hemolizadas. Para la determinacién de
CD4 en muestras de sangre total con los ensayos CyFlow® Counter, no se debe utilizar ninglin otro
anticoagulante que el EDTA.

Si tiene alguna pregunta mas con respecto al funcionamiento del producto, pédngase en contacto con
su representante local de Sysmex.
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Identificacdo do reagente IVD
Nome do produto:

CD4 easy count kit

Conteldo:
Recipiente contendo CD4 mAb PE
Frasco com tampéao sem lise

1 Especificagdo

05-8401

05-8401-01
05-8401-02

Especificidade CD4 humano
Isétipo 18G1
Contetdo 100 testes
Fluorocromo PE
A excitagdo (nm) 532 (488)
Maximo de emissao (nm) 578

2 Uso previsto

Para uso no diagnostico in vitro.

O CD4 easy count kit é um teste IVD manual quantitativo com dois componentes, para a marcagdo de
uma subpopulagéo de linfécitos em sangue total EDTA venoso de adulto e enumeragdo subsequente
com o citdmetro de fluxo IVD Sysmex Partec CyFlow® Counter. A concentracdo de células T CD4 das
amostras de sangue é um indicador Util para a iniciacdo ou o acompanhamento do tratamento de
pacientes com VIH positivo em conjugagdo com outros resultados laboratoriais e clinicos.

O teste destina-se a ser realizado por profissionais de salide devidamente qual ficados

3 Principio do método de analise

Uma aliquota de uma amostra de sangue total EDTA é misturada com o anticorpo (CD4) conjugado
com o fluorocromo numa proporgéo de 1:1. Apés um tempo de incubagéo fixo, o tampdo é
adicionado e a amostra fica pronta para analise num citémetro de fluxo CyFlow® Counter.

A fonte de luz excita o corante fluorescente ligado a célula corada e a luz emitida é detectada
enquanto um volume preciso de amostra de sangue passa pelo instrumento.

A concentracgdo da populagdo de células especificas é calculada pelo software integrado.

Para mais informacdes, consulte as instrugdes de utilizagdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Armazenamento e prazo de validade apés a primeira abertura

1. Armazenamento: Armazene os reagentes tampao e de anticorpos a 2 - 8 °C no escuro. Ndo
congele nem exponha os reagentes a temperaturas elevadas e mantenha-os protegidos da luz solar
direta.

2. Prazo de validade apés a primeira abertura: Feche sempre o frasco apés a utilizagdo e utilize
pontas de pipeta novas de cada vez que o reagente é amostrado, para evitar a contaminagao.

N&o congele nem exponha os reagentes a temperaturas elevadas e mantenha-os protegidos da luz
solar direta. Sob estas condi¢cdes de armazenamento, o CD4 easy count kit irda permanecer estavel
até a data de validade impressa no rétulo do kit.

5 Componentes

O CD4 mAb PE é um anticorpo monoclonal murino fornecido em tampédo PBS com 0,2% de BSA e
0,09% de azida de sédio. O tampdao sem lise é uma solucdo baseada em PBS contendo 0,09% de azida
de sédio.

6 Indicio de deterioragao

As solugdes tampao e de anticorpos sdo liquidos transparentes. N&o utilize os reagentes caso surja
qualquer tipo de turbidez ou contaminagdo.

Para questdes relativas ao desempenho ou qualidade do produto recebido, entre em contacto com o
representante local da Sysmex para obter suporte técnico.

7 Precaucdes e adverténcias

Os reagentes contém 14 mM de azida de sédio como conservante. A baixa concentracdo de azida de
sédio ndo exige a rotulagem como substancia perigosa, mas é necessario respeitar as precauc¢des de
seguranca normais relativas ao manuseamento dos produtos quimicos. Consulte a ficha de
seguranca para obter uma lista completa das adverténcias e precaucdes.

8 Equipamento adicional necessario
Instrumento necessario: CyFlow® Counter (REF No.: CY-S-3022)
Equipamento necessario: Tubos de amostra de 3,5 ml (REF No.: 04-2000)
Uma pipeta verificada de 20 pl e pontas de pipet
Uma pipeta verificada de 100 - 1000 pl e pontas de pipet
Sistema de colheita de sangue venoso com EDTA como anticoagulante
Cronémetro

9 Preparacao do reagente
CD4 mAb PE (REF No.: 05-8401-01), o reagente de anticorpos esté pronto a usar.
Tampéo sem lise (REF No.: 05-8401-02), a solu¢do tampao est4 pronta a usar.

10 Colheita, manuseamento e armazenamento da amostra principal

ADVERTENCIA A Todas as amostras bioldgicas e materiais sdo considerados como perigosos e devem ser
manuseados como sendo capazes de transmitir infecées. E necessdrio aplicar precaucées
de seguranca e procedimentos de manuseamento adequados em conformidade com as
leis e regulamentos aplicdveis.

+ Aamostra de sangue tem de ser uma amostra de sangue total venoso, recolhida com um sistema de
colheita de sangue, que contém EDTA como anticoagulante.

+ Aamostra de sangue tem de ser transportada num recipiente escuro, protegida da luz e ndo exposta
a temperaturas elevadas. Um recipiente de transporte adequado é, p. ex., uma caixa de espuma de
poliestireno com material de refrigeragdo. As melhores condi¢ées de transporte seriam inferiores a
25 °C se o transporte ndo durar mais de 6 horas apds a doagdo. Para transporte e tempo de
armazenamento superior a 6 horas, o sangue deve ser mantido a 2 - 8 °C.

+ N&o congele e descongele a amostra de sangue.

+ Afim de assegurar as melhores condicdes, a amostra de sangue deve ser fresca, ou seja, o tempo de
colheita e anélise da mesma n&o pode ser superior a seis horas.

+ As amostras de sangue podem ser utilizadas até 24 horas apés a colheita, desde que tenham sido
armazenadas no frigorificoa 2 - 8 °C.

+ Antes da utilizagdo, os tubos de amostra que contém o sangue devem ser invertidos cuidadosamente
8 a 10 vezes.

+ Ndo utilize amostras de sangue coagulado.

11 Procedimento de andlise
11.1 Coloragédo

Inverta cuidadosamente a amostra de sangue no tubo de colheita de sangue EDTA 8 a 10 vezes.
Pipete 20 pl de amostra de sangue total EDTA até ao fundo de um tubo de amostra, evitando deixar
um rasto de sangue na parede interior do tubo com a ponta de pipeta.

Adicione 20 pl de CD4 mAb PE diretamente na amostra de sangue e misture cuidadosamente,
evitando deixar um rasto de sangue na parede interior do tubo com a ponta de pipeta.

Amostra neste momento n&o vortice.

Incubar a mistura por 15 minutos a 15 - 30 °C no escuro.

Adicione 800 pl de tampé&o sem lise e centrifugue brevemente ou bata cuidadosamente no tubo
para misturar a amostra.

Centrifugue brevemente ou bata cuidadosamente no tubo antes de efetuar a anélise com o CyFlow®
Counter.

NOTA

Apds a adicdo do tampdo sem lise, as amostras tém de ser analisadas dentro de 2 horas.

11.2 Anélise da amostra

Consulte as instrug¢des de utilizacdo do CyFlow® Counter para obter informacdes sobre como operar

o instrumento antes de analisar as amostras. Os procedimentos de arranque e o procedimento

interno de controlo da qualidade tém de ser concluidos com éxito antes da anélise da amostra.

+ Escolha e carregue a configuracdo para medicdo de CD4 na barra de menu do CyFlow® Counter.

+ Insira o tubo da amostra com a amostra de sangue preparada na porta de amostragem.

+ Inicie a medic&o.

+ Apds o processamento da amostra, o instrumento para e limpa-se automaticamente.

+ Retire e elimine a amostra de sangue de acordo com os procedimentos de seguranca locais do
laboratério em termos de perigo biolégico.

N&o inicie uma segunda medicdo com o mesmo tubo de amostra. Se for necessaria uma duplicagdo ou

repeticdo da medicdo, terd de ser preparado um segundo tubo de amostra tal como descrito em 11.1.

11.3 Aquisigdo e andlise de dados

A andlise de dados com o CyFlow® Counter s6 é possivel caso o controlo de qualidade interno do
instrumento tenha sido executado com éxito.

Consulte as instrucdes de utilizagdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) para informacdes sobre o
procedimento de arranque e a manutencao devidos do dispositivo, se necessario.

O resultado da contagem de células T CD4 sera apresentado no visor.

Se o histograma nao apresentar um pico claro de células T coradas positivas CD4, a preparacéo e
medicdo da amostra tém de ser repetidas. Caso o posicionamento da placa ndo seja efetuado com
precisdo, os resultados serdo incorretos. Caso a concentracdo de CD4 seja extremamente baixa numa
amostra de sangue do paciente, tenha o cuidado de ndo colocar mondcitos na placa em vez de células
coradas positivas CD4.

12 Calculo dos resultados da analise

O célculo da concentragdo de células faz parte da andlise de dados baseada em software, que fornece
o resultado em células CD4 por amostra de sangue pl, apés cada medicdo.

Para mais informacdes, consulte as instrugdes de utilizacdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 Interpretagdo dos resultados

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) pé uma das principais razdes para a deplecdo de células
CD4, que debilita o sistema imunolégico. Os resultados devem ser interpretados pelos médicos, em
conjunto com as diretrizes de tratamento do HIV aplicaveis localmente.

14 Procedimento de controlo

Deve ser realizado um controlo da qualidade apropriado de acordo com regulamentos laboratoriais
nacionais.

Encontra-se disponivel no mercado uma variedade de amostras de sangue estabilizado, mas poucas
sao adequadas para a utilizagdo de certos citémetros de fluxo.

Se ndo for cumprido o critério de aceitacdo do material de controlo individual, ndo avance para o teste
da amostra do paciente e entre em contacto com o seu representante local da Sysmex.

Para mais informacdes acerca do uso de material de controlo adequado, entre em contacto com o seu
representante local da Sysmex.

15 Caracteristicas de desempenho

15.1 Especificidade

O anticorpo monoclonal do rato MEM-241 reconhece o antigénio CD4 humano, uma glicoproteina
transmembrana (55 kDa da familia do supergene da imunoglobulina, presente num subconjunto de
linfécitos T (células T ,auxiliares/indutoras”e expressa a um nivel inferior em monécitos, granulécitos
e macréfagos do tecido. Conferéncia sobre HCDM (o anterior HLDA VII| maio de 2006, Quebeque,
Canadé; cédigo WS M241

15.2 Capacidade de dete¢do

A avaliagdo para Limite de valores em branco (LoB Limite de detecdo (LoD e Limite de quantificacdo
(LoQfoi realizada de acordo com as especifica¢des da diretriz CLSI EP17-A2.

LoB: <50% de LoD

LoD: <20 células CD4/pl

LoQ: <40 células CD4/pl

15.3 Repetibilidade

Variagdo intra e entre ensaios:

Os valores CV sdo inferiores a 10% para valores CD4 de 200 células T CD4/ul ou superiores.

Os valores CV sdo inferiores a 15% para valores absolutos de CD4 inferiores a 200 células T CD4/pl.
15.4 Linearidade

A gama de medicdo do ensaio e linearidade da medicdo sao validas ao longo da gama:

CD4 absoluto: 40-2500 células T CD4/pl

15.5 Veracidade

Uma amostra de sangue total EDTA foi corada com o CD4 easy count kit e analisada no
CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). Os valores de CD4 absoluto foram comparados com os
resultados de um BD FACSCalibur usando BD Tritest CD3/CD4/CD45 e tubos BD Trucount, tendo-se
revelado um desvio de -22,56% entre ambos os métodos.

16 Limitagdes
CUIDADO A Os kits Sysmex Partec CD4 easy count (05-8401) néo foram validados para utilizagdo com
pacientes pedidtricos e adolescentes.

CUIDADO A As medicGes de paciente de CD4 e de CD4% feitas com os ensaios Sysmex Partec ndo devem ser
usadas ao lado de medidas obtidas de outros métodos do fabricante para determinar CD4 e
CD4%. Use os ensaios somente com os instrumentos Sysmex Partec. Valores obtidos com
outros equipamentos ou ensaios ndo sdo intercambidveis.

Foram testadas diversas substancias endégenas e exdgenas relativamente a diretriz CLSI EP07-A2
para identificar ossiveis efeitos d e interferéncia que possam exercer influéncias bre a andlise da
amostra de sangue.

Finalmente, observou-se > 18% de hemélise (induzida usando o protocolo recomendado na CLSI
EP07-A2, Apéndice G, G1 - Procedimento de Choque Osmético) para demonstrar um efeito de
interferéncia. Por esse motivo, deverdo ser rejeitadas amostras hemolisadas. Para a determinagdo de
CD4 em amostras de sangue total com ensaios CyFlow® Counter, nenhum outro anticoagulante que
o EDTA deve ser usado.

Para outras questdes relativas ao desempenho do produto, entre em contacto com o seu representante
local da Sysmex.
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NaeHTUdMKaLMA peareHTa 418 AMarHoCTUKHM in vitro (IVD)
HanmeHoBaHMe npoaykTa

Habop CD4 easy count kit
Copepxxmmoe

Amnyna, cogepxatlas CD4 mAb PE 05-8401-01
®nakoH, cogepxallmin Henmsmpytowmii bydpep 05-8401-02

1 Cneuudukauyms

05-8401

CneynduyHoCcTbL CD4 yenoBeka
M3otun 1gG1
Copepxurmoe 100 TecTtoB
dnyopoxpom PE
A BO36Y>XA€eHMe (HM) 532 (488)
MakcrmanbHas aMuccus (Hm) 578

2 npennonaraemoe ncnoJjib3oBaHume
[N ncnonb3oBaHUs B AUArHOCTUKe in vitro.

Habop CD4 easy count kit - 3T0 ABYXKOMMOHEHTHbIN Habop, NpeAHa3HauYeHHbIN ANs py4HOro
KO/IMYeCTBEHHOr0 aHanu3a in Vitro, NCnonb3yembli Ans MeydeHys cybnonynsuuii AMMooLmUToB B
LieNbHO BEHO3HO kpoBK € OATA B3pOC/bIX NaLMEHTOB U X NOCNeAytoLLEro nojcyeTa ¢ MOMOLLbI
NPOTOYHOro UMTOMeTpa ANs AnarHoctuku in vitro CyFlow® Counter komnaHum Sysmex Partec.
KoHueHTpauus CD4 T-kneTok B 06pasLiax KpoBM ABAETCS MoNe3HbIM NokasaTenem Ans Hauana uav
NPOAO/DKEHNA NeYeHNA BU/Y-nonoxmnTenbHbIx nauneHToB Hapsaay ¢ ApyrumMn J'Ia60paTOprIMVI n
KINHNYECKUMIN AdHHbBIMW.

AHanN3 JoMKeH NPOBOANTLCA 06yUYeHHbBIMM CrieLyanmcTamMm 34paBooXpaHeHNs.

3 MpuHUMN MmeToAa NoacyeTa

ANnkKBOTY 06pasLa LiefbHo Kposu ¢ ¢ 3/ITA cmellmBatoT € pacTBopoM aHTuTen (CD4),
KOHBHTMPOBaHHbIX C ¢l‘|y0p0)<p0MOM, B cooTHOWweHun 1: 1. Mocne VIHKyGMpOBaHI/IH B Te4yeHne
dUKCMpoBaHHOTO BpeMeHw A06aBnstoT BydepHsblii pacTBop, Nocae Yero obpasel, rotos 418 aHanusa
Ha npoTo4HoM umTomeTpe CyFlow® Counter.

McTouHmMK cBeTa Bo3byxaaeT GnyopecLieHTHbI KpacuTenb, CBS3aHHbIN C OKpPaLLeHHOM KNeTKow, 1
n3nyyaemMblii CBET 06HaPYXVBaAETCS, KOrja TOUHbI 06bem obpasLia KpOBU MPOXOAUT Yepes
MHCTPYMeHT. KOHLeHTpaLva KNeTok onpeAeneHHoR NonyasLyn paccunTbiBaeTca C MOMOLLbI0
VIHTErprYPOBaHHOrO MPOrPaMMHOro obecrneyeHys.

[Ans nonyveHns AoNonHUTeNbHON MHGopMaLmmn cM. U3 uutomeTpa CyFlow® Counter (CY-
S-3022IFUEN).

4 XpaHeHMe U CPOK rogHOCTU nocsie nepBoro BCKpbITUA

1. XpaHeHve.

AHTUTena 1 bydpepHble peareHTbl cieyeT XpaHWUTb Npy TeMnepatype 2 - 8 °C B TeMHOM MecTe. PeareHThbl
HeNb35 3aMopaXxViBaTh, NOABepraTb BO3/eACTBIIO BbICOKVIX TeMMepaTyp 1 NPAMbIX CONHEUHbIX Nyyeli.

2. Cpok roZHOCTV noc/e nepBoro BCKPbITHS.

CnepyeT Bcerza 3aKpbiBaTb GpakoH NOC/Ne NCMONb30BaHUS U KaXAblid pa3 Npu B3ATUN peareHTa
M0/1b30BaThCA HOBbIM HAKOHEUYHMKOM /IS MUMETKM C Lieblo NPeAoTBpaLLeHs KOHTaMUHaLWN.
PeareHTbl HeNb3s 3aMOpaXxViBaTh, NOABEPraTb BO3AENCTBIIO BbICOKMX TeMMepaTyp 1 NPsMbIX CONHEUHbIX
nydeid. Mpu Takmx yCnoBUsX XpaHeHUst peareHTbl Habopa CD4 easy count kit 6yayT cTabunbHbl 40
OKOHYaHWsi CPOKa FOAHOCTU, yKa3aHHOrO Ha ero aT1KeTke.

5 KoMnoHeHTsI

CD4 mAb PE — 3TO MbIlUMHbIE MOHOK/IOHaNbHbIE aHTUTena B ¢pocdaTHo-conesoM bydepe (PBS),
cogepxaliem 0,2% BCA 1 0,09% asuga Hatpusi. Henusupytowmii 6ydep npegctasnsieT coboii pactsop
Ha ocHoBe PBS, cogepxatyuii 0,09% asnaa HaTpus.

6 TlpusHaku yxyaLleHus KayecTBa

AHTUTena n 6ydepHble PpacTBOPbI MpPeACTaBAsOT COBOW Mpo3payHyro XWAKOCTb. He cnegyet
MNCNO/1Ib30BaThb peareHTbl Npy NoABAEHNN noboro poAa NOMYTHEHWNA NN NPU3HaKOB KOHTaMUHaL .
Mpy HanuuMm BOMPOCOB O XapakTepucTukax WAWM KayecTBe MpoAykTa obpallaitecb B ClyXby
TexHU4eckom NoAAEePXKN MeCTHOro npeacTaBUTeNIbCTBa KOMMNaHNn Sysmex.

7 NpeaynpeXaeHUsa N mepbl NPeAoCTOPOXKHOCTU

PeareHTbI cogepxat 14 MM a3nga HaTpua B KadecTBe KOHCepBaHTa. Takasa Hu3kas KOHLUeHTpauus
asnja Hatpusa He TpeGyeT OTHeceHVs peareHToB K KjacCy onacHbIX BeLlecTs, oAHako npu UX
NCNosb3oBaHNN cneayet CO6J‘I}OAaTb CTaHAapTHbIE Mepbl MNPeAOCTOPOXHOCTU Mo 6e3or|aCHomy
obpalleHnio € XUMUYeckUmy BeljectBamu. [lofHBIA  nepeveHb MpeAynpexaeHuii un  mep
NpeAOCTOPOXHOCTY NpUBeAeH B nacrnopTte 6esonacHocTty (MB) npoaykTa.

8 flononHuTenbHoe Tpe6yeMoe o6opyaoBaHue

Tpebyemblii npnbop: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Tpebyemoe obopygoBaHve: npobupkun obbemom 3,5 ma (REF No.: 04-2000)
nosepeHHas nuneTka 06beMom 20 MK/ U HAKOHEYHVIKM A1 MAMEeTKN
roBepeHHas nuneTka o6bemom 100-1000 MKA 1 HAKOHEUHVIKN /1S IWNETKN
cvcTema Ans cbopa BeHO3HOW kpoBy ¢ D/ITA B kauecTse aHTVKoaryisHTa
cekyHAOMep

9 MpuroTtoBieHne peareHTa

CD4 mAb PE (REF No.: 05-8401-01), PeareHT C aHTUTeNlaMW rOTOB K MCMOIb30BaHUIO.

Henusumpytownii 6ydep (REF No.: 05-8401-02), BydepHblli pacTBOp roTOB K UCMO/b30BaHWI0.

10 B3sTUe OCHOBHOrO o6pa3La, o6palleHne C HUM U ero XpaHeHue

NPEAYNPEXAEHUE A Bcebuosozuyeckueobpasys!uMamepuansi CHUmaromcs 6uo102u4ecku onacHsIMu,
C HUMU cr1edyem 06pawamecs Kak ¢ NOMeHYUaLHbIM UCMOYHUKOM UH@eKyuU.
Mpu obpaweHuu ¢ HUMU cnedyem cobardame Hadnexcaujue Mepsl NpPedocmo-
PONHHOCMU U mpebosaHus 6e30NaCHOCMU 8 COOMEemMcmeuU ¢ NPUMeHUMbIMU
30KOHAMU U HOPMAMUBAMU.

O6pasLoM A0/MKeH CYXUTb 0bpaseL, LiebHO BEHO3HOW KPOBW, B3AThIN C MOMOLLbIO CUCTEMbI ANs
cbopa kpoBY, cogepxalLeit 3/ITA B kauecTBe aHTUKOarynsaHTa.

O6pasel, KpOBU C/ieyeT TPaHCMOPTMPOBaTk B HEMPO3pPaYHOM KOHTeliHepe, 3almiaTb oT
BO3/€/CTBYIA CBETa U He NoABepraTh BO3/ECTBUIO BbICOKMX TemnepaTyp. MoaxoaaLmum
TPaHCMOPTHBLIM KOHTEIHEPOM AIBASETCS, HanpuMep, NeHoNNacToBbI (Styrofoam) KoHTelHep ¢
oxnaxzatoLLmm MaTepranom. Jlyylivie TpaHCNopTHbIe ycnoBus 6yayT Hike 25 °C, ecay TpaHCMopT
He 3aiimeT 60/bLUe 6 YacoB NOC/Ee NOXepPTBOBaHWA. [L1s TPaHCMOPTUPOBKM U XpaHeHs 6onee 6
4acoB KPOBb 0/MKHa XpaHUTLCA Npuv Temnepatype 2 - 8 °C.

Henb3s 3amMopaxumBaTh 1 pa3MopaxuBaTb 06paseL, KpoBu.

« [N nony4YeHUs HauyyLwmx pesyabTaToB obpaseL, KPoBY A0KEH BbITb CBEXUM, T. €. MeXAy ero
B3ATVEM U aHaNN30M JO/XXKHO MPOWTU He 6oee LIeCTU YacoB.

O6pasLybl KPOBY MOXHO UCMO/L30BaTh B TeUeHVe 24 4acoB Noc/e B3ATUS, eC/N OHN XPaHATCS B
XONOAWNbHNUKE Npy TemnepaTtype 2 - 8 °C.

+ Mepes Hayvanom aHanmsa NpobUpKy ¢ 06pa3sLIOM KPOBU CiedyeT akkypaTHO nepeBepHyTb 0T 8 0 10 pas.
+ 3anpellaeTcs 1Cnob30BaHNe CBEPHYBLUMXCA 06pa3LoB KPOBU.

11 Npouepypa aHanusa
11.1 OkpawmBaHue

+ AKKypaTHO nepeBepHUTe Npobupky ¢ 3/TA 1 o6pasLiom kposu oT 8 4o 10 pas.

MepeHecnTe NuneTko 20 MK 06pasLa LenbHon kposu ¢ DATA Ha AHO NPobUpKM ANs aHanusa, He

OCTaB/sIS HAKOHEUYHVIKOM MUMeTKM CNef0B KPOBY Ha BHYTPEHHEeN CTeHke Mpobupku.

[JlobasbTe 20 Mkn pacTBopa aHTUTena CD4 mAb PE HenocpejcTBeHHO B obpasel, KpoBY 1 akkypaTHO

FIEPEMELIJQIZTE, He 0CTaBNAs HAaKOHeYHKOM NnneTkn C/ieJoB KpOBU Ha BHyTPEHHeVI CTeHKe

npo6upKu.

O6paseLl, B 3TO BpeMs He 3aBUXPEHMS.

WHKyburpyliTe cMechb B TedeHre 15 MUHYT nNpu Temnepatype 15 - 30 °C B TeMHoTe.

[JlobaBbTe 800 MK/ HenM3MpytoLLero bydepa 1 nepemeluarite (He40ro) CoAepXMMOe NPO6YPKY

BVIXPeBbIM COCO60M UM aKKypaTHO MOCTy4nTe Nno npobupke.

+ Mepea aHanusom B uutomeTpe CyFlow® Counter nepemellaiiTe cogepunmoe npobrpkm
BVIXPeBbIM COCO60M UM aKKypaTHO MOCTy4nTe Nno npobupke.

NPUMEYAHUE Mocne dobasneHus Heausupyrouje2o bypepa 06pasybl domiHs! 6bime
NPOAHANU3UPOBAHLI 8 MeYeHue 2 4acos.

11.2 AHanus o6pasua

[Ans nonyveHuna nHpopmauum o pabote ¢ uutomerpom CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) nepes
aHanusom o6pasLoB cM. ero V3. Mepeyg aHannsom obpasLia ciesyeT ycrellHo 3aBepLinTb
npeAnyckoBble NpoLieAypbl U NPoLieAypY BHYTPEHHero KOHTPONA kayecTsa.

Bbl6epuTe 1 3arpysute KoHUrypaLmio ans nsmepermns CD4 B ctpoke meHio CyFlow® Counter.
BcTaBbTe MPo6UPKY C MPUrOTOBIEHHBLIM 06Pa3LIOM KPOBW B COOTBETCTBYIOLLIA AepXKaTenb.
HauHute aHanus.

Mocne aHanu3a obpasua Npubop npekpalyaeT paboTy 1 0UNLLAETCH aBTOMATUYECKM.

V13Bnekute 1 ytrnunsmpyiite obpasel| KpoBM B COOTBETCTBUM C MECTHBIMYI NPaBUAaMu Mo 61ONOTNYecKoi
6e30nacHOCTU Npu paboTe B NabopaTopusXx.

He npoBoguTe NOBTOPHLINA aHanM3 C UCMOb30BaHEM TOI Xe camoli Mpobupku ¢ obpasuom. Ecnn
HYXXHO BbIMONHUTL AYGAMpYlOLLiee WK NMOBTOPHOE V3MepeHve, BTOpYlo Mpobupky Ans aHanusa
nogrotosbTe cornacHo n. 11.1.

11.3 C60p 1 aHaNU3 faHHbIX

AHanu3 gaHHbIX ¢ nomolLbio LmtomeTpa CyFlow® Counter BO3MOXeH TO/bKO MpK yCreLHOM
BbINOIHEHVN NPOLieaypbl BHYTPEHHEro KOHTPoA kadecTsa npuéopa.

VHdopmaLums, HeobxoArMas ANs NPaBUIbHOIO 3arycka U TeXHUYeckoro obcay>XmBaHus npuéopa,
cogepxutcst B 3 uutometpa CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

PesynbTat onpesenerusi konnyvectea CD4-T-kneTok byseT NpejcTaBieH Ha SkpaHe.

Ecnn Ha ructorpamme OTCyTCTBYeT UeTKUIA MUK MONOXMTeNbHO okpalleHHbix CD4-T-kneTok, cnegyet
NPUroTOBUTb HOBbIV UCMbITyeMblil 06paseL, 1 MOBTOPUTL aHaNM3.

PesynbTaThl 6yAyT HEBEPHbLIMU, €C/IN NMO3ULMOHMPOBaHNE 061acTV KNeToK By/eT BbINOHEHO He TOUHO.
CneayeT C OCTOPOXHOCTbIO VIHTEPNPEeTUPOBaTb pe3ynbTaTbl aHanM3a U He OTHOCWTb MOHOLWTHI
K MONOXUTENbHO OKpalleHHbIM CD4-kneTkam, ecnn KoHUeHTpauus CD4-kneTok B obpasue KpoBu
nauvieHTa SBASeTCH OYeHb HU3KOA.

12 PacuyeT pe3ynbTaToB aHanmsa

PacyeT koHLeHTpaLMK KNeToK BbINOHAETCA B paMKax aHann3a AaHHbIX MPOrpaMMHbIM obecnevyeHnem,
4TO AaeT pe3ynbTat onpegeneHus konnyecrsa CD4-kneTok Ha 1 MK obpasLa KpoBY Noc/e Kaxzoro
aHanu3za.

[Ans nonyyeHvs AononHuTeNnsHol nHpopmauum cv. U3 uutometpa CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 NIHTepnpeTauuns pe3ynbTaToB

Bupyc ummyHozeduumTa Yenoseka (BNY) sBnsieTca o4HOM 13 OCHOBHbIX MPUYMH UCTOLLEHNS KNeToK
CD4, koTopas ocnabnseT IMMYHHYH cucTemy. PesynbTaTbl 4OIKHBI MHTEPNIPETUPOBaTLCA Bpavamu B
CoYeTaHWUN C MeCTHbIMU pekoMeHAaLMSMU M0 NevdeHnto BUY.

14 KoHTponbHas npoueaypa

Cnesyet NpoBOAVTL HaZneXallyil KOHTPO/b KauecTsa COrNacHo HaloHanbHbIM HOPMaTUBHbLIM
TpeboBaHVAM K MpoBeeHN0 1abopaTopPHbIX NCCAeA0BaHWIA.

B npogaxe NpucyTCTBYHOT pasanyHble CTabUIN3MPOBaHHbIe 06pa3Libl KPOBY, OfHAKO TOMLKO
HeKOTOpbIE 13 HUX NOAXOAAT AN KOHKPETHBIX TUMOB NPOTOUHBIX LIUTOMETPOB.

B cnyyae HecobnoAeHVs KpUTepys NPUemMeMocT AN OTA@/NbLHONo KOHTPOILHOMo MaTepuana He
BbIMONHANTE UcCneA0BaHWe 06pa3Lia NaumneHTa n 06paTuTeck K MECTHOMY NpeACTaBUTEeNtO
KOMMNaHun Sysmex.

3a jonoNHNUTeNbHOV MHOPMaLel 06 NCNobL30BaHNM NOAXOAALLErO KOHTPOALHOrO MaTepuana
obpaTyTeck K MeCTHOMY MpeACTaByTeNto KOMNaHM1 Sysmex.

15 Pa6oume xapakTepucTMkmn

15.1 CneyndunyHoOCTL

MbILLIVHOE MOHOKNOHaNbHOe aHTUTeno MEM-241 pacnosHaeT aHTureH CD4 yenoseka, TpaHc-
MeM6paHHBbIVi ravkonpoTeunH (55 k/la), BXOASLLUIA B CeMeliCTBO CynepreHa MMMYHOr106y11HOB,
KOTOPBbI IKCMPeccrpyeTcsi Ha MOBEPXHOCTUN K/IETOK OAHOM 13 cybnonynaumnii T-numdoumTos (T-
xennepbl/T-UHAYKTOPSI), @ Takxe, B MEHbLUNX KONNYeCTBaX, Ha MOBEPXHOCTM MOHOLIMTOB, TKaHEBbIX
MakpodaroB 1 rpaHy/ioLuToB. Pabouee coBellaHvie No AvipdepeHLPOBOYHBLIM MOeKyaM KIeToK
yenoseka — HCDM (paHee VIl cemuHap no AnddepeHUMpPOBOYHbIM aHTUreHaM NeiKoLUToB
yenoseka — HLDA), maii 2006 r., KBebek, KaHagaa; kog WS M241

15.2 CNoco6HOCTL 06HapyXKeHnsa

BbinosiHsnack oLeHKa 415 npejena XxonocToi npobel (LoB), npegena o6HapyxeHus (LoD) n npeaena
KonMYecTBeHHoOro onpegeneHns (LoQ) cornacHo cneunéeukaLmsam, ykasaHHbIM B pykoBoacTee CLSI
EP17-A2.

LoB: <50% o1 LoD

LoD: <20 CD4-kneTok/MKn

LoQ: <40 CD4-kneTok/mkn

15.3 BocnponssoanMocTb

BapuabensHocTb B Npejenax 0AHOro 1 HECKOIbKUX aHaNN30B:

3HaueHus KoapduumeHTa Baprauum (CV) coctaBnstoT meHee 10% Ansa konmnyectBa CD4-kneTok,
paBHoro nau npesbiwatoiero 200 CD4-T-kneTok Ha 1 MKkA.

3HaueHuns KoadpduumeHTa Baprauum (CV) coctaBnsoT MeHee 15% Ans abCcontoTHOro KoanyecTsa
CD4-kneTok Huxe 200 CD4-T-kneTok Ha 1 MK/,

15.4 JINHENHOCTb

[AnanasoH n3mepeHnit aHann3a v IMHeHOCTb aHann3a BaAuHbl B Npejenax cnejytoLlero
Avana3soHa: abcontoTHoe konuyectso CD4-kneTtok: 40-2500 CD4-T-kneTok Ha 1 Mkn;

15.5 MpaBunbHOCTL

O6pasubl LenbHoi kposwu ¢ 3/ITA okpalumBanu ¢ noMoLLbto Habopa CD4 easy count kit u
aHanusmposanu Ha umtomeTpe CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). AbcontoTHoe konmyectso CD4-
KNeToK CpaBHMBANM C pe3ynbTaTaMu aHanmsa Ha uutometpe BD FACSCalibur c ncnone3sosaHnem
peareHToB BD Tritest CD3/CD4/CD45 1 npo6upok BD Trucount. CucTemMaTyeckoe pacxoxeHune
MeXZy MeToAamu coctaBuio -22,56%.

16 OrpaHnyeHus

BHUMAHWE A Ha6ops! Sysmex Partec CD4 easy count (05-8401) He 6biau 8auduposaHs! 015
UCN0/1b308GHUSA Y hayueHMoe 0emcko20 U N0OPOCMKO8020 803PACMA.

BHUMAHWE A Vi3meperus CD4 u CD4%, npogedéHHble npu noMowju aHaau3oe Sysmex Partec, He

00/HCHbI UCNO0/L308AMbLCA BMECME C U3MEePeHUSMU, NOAyYeHHbIMU U3 Memooos Opyaux
npousgodumeneli onpedeneHuss CD4 u CD4%. Micnone3ylime aHAAU3bI MOALKO C
uHcmMpyMeHmamu Sysmex Partec. 3Ha4eHus, nosy4eHHele C UCN0ab308aHUEM O0py2020
060py00BAHUS UNU AHANU308, He ABAAIOMCSA 83AUMO3AMEHAEMbIMU.

PasnnyHble 3HAOreHHbIe 1 3K30reHHbIe BellecTBa 6biv NPOBepPeHbl B COOTBETCTBUN C PYKOBOACTBOM
CLSI EP07-A2 Ha BO3MOXHOCTb 1CKaXeHWs pe3ynbTaToB aHain3a obpasLia KpoBu.

B > 18 % cnyyaes remosin3a (BbI3BaHHOro0 NpYMeHeHeM NpoToKoa, pekoMeHgoBaHHoro B CLSI
EP07-A2, npunoxeHue G, G1: MeTo/ 0CMOTNYECKOTO LLIOKa) HabntoAanoch NCKaXeHve pesynbTaTos.
[0 3TOI NpUYKNHe He CnejyeT UCNo/b30BaTb reMoN3npoBaHHbIe 06pasubl. ns onpeaeneHns CD4 B
o6pasuax LenbHoli KpoBy € NomoLLblo aHann3os CyFlow® Counter HVKaKoro aHTVKoarynsHTa, kpome
S/ATA, He cnejyeT UCMoNb30BaTh.

MpY HaAMYUN JOMONHUTENbHBIX BOMPOCOB O XapakTepuCT1Kax NpojykTa obpaTnTecs kK MecTHOMY
npeACTaBUTENIO0 KOMMaHUW Sysmex.
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Identification of the IVD reagent
Product name:

CD4% easy count kit 05-8405

Content:

Vial containing CD4 mAb PE 05-8405-01

Vial containing CD45 mAb PE-Cy5 05-8405-02

Bottle containing Buffer 1 [REF] 05-8405-03

Bottle containing Buffer 2 [REF] 05-8405-04

1 Specification

Specificity Human CD4 Human CD45
Isotype 1gG1 1gG1
Content 100 tests 100 tests
Fluorochrome PE PE-Cy5
A excitation (nm) 532 /488 532/488
Emission maximum (nm) 578 670

2 Intended Use

For In Vitro Diagnostic Use.

The CD4% easy count kit is a manual, four-component, quantitative IVD test for labelling of leukocytes
and a subpopulation of lymphocytes in adult venous EDTA whole blood, which can then be enumerated
with the Sysmex Partec CyFlow® Counter IVD flow cytometer. The CD4 T cell concentration and CD4%
of lymphocytes in blood samples are useful indicators for the initiation or follow-up of treatment for
HIV positive patients in conjunction with other laboratory and clinical findings.

The test is intended to be performed by trained healthcare professionals.

3 Principle of the examination method

An aliquot of an EDTA whole-blood sample is mixed with two antibodies (CD4 and CD45), each conju-

gated to a different fluorochrome for labelling dedicated cell populations. After a fixed incubation time,
the two buffer solutions are added and the sample is ready for analysis on the CyFlow® Counter flow
cytometer. The light source excites the fluorescent dye linked with the stained cell and the emitted light
is detected while a precise volume of blood sample is running through the instrument. The concentra-
tion of the dedicated cell populations is calculated by the integrated software.

For further information, please refer to the IFU of CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Storage and shelf life after first opening

1. Storage:

Store the antibody and buffer reagents at 2 - 8°C in the dark. Do not freeze or expose the reagents to
elevated temperatures and keep them away from direct sunlight.

2. Shelf life after first opening:

Always close the bottle after use and use new pipette tips each time the reagent is sampled to avoid
contamination.

Under these storage conditions, the CD4% easy count kit will be stable until the expiration date prin-
ted on the kit label.

5 Components
CD4 mAb PE and CD45 mAb PE-Cy5 are murine monoclonal antibodies supplied in PBS buffer with 0.2%

BSA and 0.09% sodium azide. Buffer 1 and Buffer 2 are PBS-based solutions containing 0.09% sodium
azide.

6 Evidence of deterioration

The antibody and buffer solutions are clear liquids. Do not use the reagents if there is the appearance
of any kind of turbidity or contamination.

For questions regarding the performance or quality of the product, please contact your local Sysmex
representative.

7 Precaution and warnings

Reagents contain 14 mM sodium azide as a preservative. The low concentration of sodium azide does
not require hazard labelling, but the normal safety precautions for the handling of chemicals must be
observed. Refer to the Safety Data Sheet (SDS) for a complete list of warnings and precautions.

8 Additional required equipment

Instrument requirement: CyFlow® Counter (REF No.: CY-S5-3022)

Sample Tubes 3.5 ml (REF No.: 04-2000)

A verified pipette 10 pl and pipette tips

A verified pipette 20 pl and pipette tips

A verified pipette 100 - 1000 pl and pipette tips

Venous blood collection system with EDTA as anticoagulant
Stop watch

Required apparatus:

9 Reagent preparation

CD4 mAb PE (REF No.: 05-8405-01), the antibody reagent is ready to use.
CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), the antibody reagent is ready to use.
Buffer 1 (REF No.: 05-8405-03), the buffer solution is ready to use.

Buffer 2 (REF No.: 05-8405-04), the buffer solution is ready to use.

10 Primary sample collection, handling and storage

warninG /AN All biological specimens and material are considered as biohazards and should be
handled as if capable of transmitting infection. Appropriate safety precautions and
handling procedures must be applied in accordance with applicable laws and regu-

lations.

+ The blood sample must be a venous, whole-blood sample, collected with a blood collection system
which contains EDTA as anticoagulant.

+ The blood sample must be transported in a dark container, protected from light and not exposed to
elevated temperatures. A suitable transport container is, for example, a Styrofoam box with cooling
material. Best transport conditions would be below 25 °Ciif transport will not take more than 6 hours
after donation.

+ For transport and storage time more than 6 hours, blood must be keptat 2 - 8 °C.

+ Do not freeze and thaw the blood sample.

+ For best conditions, the blood sample should be fresh, i.e. not more than six hours should have elap-
sed between sample collection and analysis.

+ Blood samples can be used up to 24 hours after drawing if they are stored in the fridge at 2 - 8 °C.

+ Before use, the sample tubes containing the blood must be inverted gently 8 to 10 times.

+ Do not use clotted blood samples.

11 Examination procedure

11.1 Staining

+ Invert the blood sample in the EDTA blood collection tube gently 8 to 10 times.

+ Pipette 20 pl EDTA whole blood sample to the bottom of a sample tube, avoid leaving a trail of blood
on the inner tube wall from pipette tip. Discard the pipette tip.

+ Add 10 pl CD4 mAb PE directly into the blood sample and mix it gently, avoid leaving a trail of blood
on the inner tube wall from pipette tip. Discard the pipette tip.

+ Add 10 pl CD45 mAb PE-Cy5 directly into the blood sample and mix it gently, avoid leaving a trail of
blood on the inner tube wall from pipette tip. Discard the pipette tip.

+ Incubate the mixture for 15 minutes at 15 - 30 °C in the dark.

+ Add 400 pl Buffer 1 and vortex briefly, or tap tube gently in order to mix the sample. Discard the
pipette tip.

+ Add 400 pl Buffer 2 and vortex briefly, or tap tube gently in order to mix the sample. Discard the
pipette tip.

+ Vortex briefly, or tab tube gently before analysing with the CyFlow® Counter.

NorTICcE After addition of Buffer 1, samples can be stored for up to 2 hours at 2 - 8 °C in the
dark. Do not use the sample later than that or if not prepared accordingly.

After addition of Buffer 2, samples must be analysed within 10 minutes.

11.2 Sample analysis

Please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) for how to operate the instrument
before analysing the sample. The start-up procedures and the internal quality control procedure must
be successfully completed before sample analysis.

+ Choose and load the configuration for CD4% measurement from the menu bar of CyFlow® Counter.
+ Insert the sample tube with the prepared blood sample into the sample port.

+ Start measurement.

+ After sample run, the instrument stops and cleans automatically.

+ Remove and dispose of blood sample in accordance with local laboratory biohazard safety procedures.
Do not start a second measurement with the same sample tube. If a duplicate or repeat measurement
is required, a second sample tube has to be prepared as per 11.1.

11.3 Data acquisition and analysis

Data analysis with the CyFlow® Counter is only possible if the internal quality control of the instru-
ment was successful.

Please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) for start-up procedure and main-
tenance of the device, if necessary.

The CD4 T-cell counting result, CD4 percentage and total count of lymphocytes will be displayed on the
screen.

For results to be reliable there must be good separation of cell clusters as shown in Figure 1. If the clu-
sters of stained cells towards the debris signals in the CD45 - SSC dot plot are not clearly separable (see
Figure 2), or the clusters of CD4 positive cells, CD4 negative cells and monocytes in the CD4 - SSC dot
plot are not clearly separable, the sample preparation and measurement must be repeated.

CD45-S5C

Granulocytes

7R3 =cluster of
positive stained
CD45 cells

Debris

Figure 1: Example of well separated clusters of gra-  Figure 2: Example of bad separation between debris
nulocytes, other CD45 positive stained leucocytes  and CD45 positive stained leucocytes. This sample is
and debris signals. not analysable.

Results will be incorrect if gate positioning of CD45 positive stained cells (R3) is not done precisely.
12 Calculation of examination results
Calculation of the cell concentration is part of the software-based data analysis, which provides the re-

sult in CD4%, and CD4+ cells per pl blood sample after each measurement. For further information,
please refer to the IFU of the CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 Interpretation of results
Human Immunodeficiency Virus (HIV) is one of the main reasons for CD4 cell depletion, which debilates

the immune system. Results should be interpreted by physicians, in conjunction with locally applicable
HIV treatment guidelines.

14 Control procedure

Appropriate quality control should be performed according to local and national regulations. A variety
of stabilized blood samples are available on the market, only a few are suitable when using certain flow
cytometers. If the acceptance criterion of the individual control material is not met, do not proceed with
patient specimen testing and contact your local Sysmex representative. For further information about
the use of adequate control material, please contact your local Sysmex representative.

15 Performance characteristics

15.1 Specificity

The antibody MEM-241 recognizes CD4 antigen, a 55 kDa transmembrane glycoprotein expressed on
a subset of T lymphocytes ("helper" T-cells) and on monocytes, tissue macrophages and granulocytes.
HCDM (former HLDA VIII) Meeting, May 2006, Québec, Canada; WS Code M241

The antibody MEM-28 reacts with all alternative forms of human CD45 antigen (Leukocyte Common An-
tigen), a 180-220 kDa single chain type | transmembrane protein expressed at high level on all cells of
hematopoietic origin, except erythrocytes and platelets. HLDA Iil; WS Code NL 833a

15.2 Detection ability

The evaluation for Limit of Blank (LoB), Limit of Detection (LoD) and Limit of Quantitation (LoQ) was car-
ried out according to the specifications in the guideline CLSI EP17-A2.

LoB: <50% of LoD
LoD: <20 CDA4 cells/pl
LoQ: <40 CD4 cells/pl

15.3 Repeatability

Intra- and inter-assay variation:

CV values are less than 10% for CD4 values of 200 CD4 T-cells/pl or above.

CV values are less than 10% for CD4% values for 25% or above.

CV values are less than 15% for CD4 absolute values below 200 CD4 T-cells/pl.

SD values are less or equal to 2.5% for CD4% values below 25%.

15.4 Linearity

The measuring range of the assay and linearity of the measurement are valid over the range:

CD4 absolute: 40-2500 CD4 T-cells/pl

CD4%: 4 -60%

15.5 Trueness

EDTA whole blood specimen were stained with CD4% easy count kit and analysed on the CyFlow®
Counter (CyView™ 2.11). CD4 absolute and CD4% values were compared with results from a BD
FACSCalibur using BD Tritest CD3/CD4/CD45 and BD Trucount tubes and showed a bias of -22.56%
(CD4 absolute) and +2.1% (CD4%) between both methods.

16 Limitations

caution A\ Sysmex Partec CD4% easy count kits (05-8405) have not been validated for use with
pediatric and adolescent patients.
caution /AN Patient measurements of CD4 and CD4% made using Sysmex Partec assays should

not be used alongside measurements obtained from other manufacturer’s methods
of determining CD4 and CD4%. Use the assays only with Sysmex Partec instruments.
Values obtained using other equipment or assays are not interchangeable.

Different endogenous and exogenous substances were tested regarding the CLSI EP07-A2 guideline for
possible interfering effects which could have an influence to the blood sample analysis.

Finally, = 18% haemolysis (induced by using the protocol recommended in the CLSI EP07-A2, Appendix
G, G1 - Osmotic Shock Procedure) was observed to show an interfering effect. For that reason, haemoly-
zed samples should be rejected. For CD4 and CD4% determination in whole blood samples with Cy-
Flow® Counter assays, no other anticoagulant than EDTA should be used.

For further questions regarding the performance of the product, please contact your local Sysmex re-
presentative.
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Identifikation des IVD-Reagens

Produktname:

CD4% easy count kit 05-8405
Inhalt:

Ampulle mit CD4 mAb PE 05-8405-01
Ampulle mit CD45 mAb PE-Cy5 [REF] 05-8405-02
Flasche mit Puffer 1 [REF] 05-8405-03
Flasche mit Puffer 2 [REF| 05-8405-04

1 Specification

Spezifitat Humanes CD4 Humanes CD45
Isotyp 1gG1 1gG1
Inhalt 100 Tests 100 Tests
Fluorochrom PE PE-Cy5
A Anregung (nm) 532/488 532/488
Emissionsmaximum (nm) 578 670

2 Zweckbestimmung

In-vitro-Diagnostikum.

Das CD4% easy count kit ist ein manueller, quantitativer 4-Komponenten-In-vitro-Test fiir die Markie-
rung von Leukozyten und einer Lymphozyten-Untergruppe in EDTA-Vollblutproben von Erwachsenen,
die anschlieBend mit dem Sysmex Partec IVD-Flowzytometer CyFlow® Counter ausgezahlt werden
konnen. Die Konzentration der CD4-positiven T-Helferzellen sowie der Anteil der CD4-Helferzellen an
den Lymphozyten (CD4%) in Blutproben sind in Verbindung mit anderen Laborwerten und klinischen
Befunden nutzliche Indikatoren flr die Einleitung der Behandlung HIV-positiver Patienten und die
Nachsorge.

Der Test ist nur von geschulten medizinischen Fachkréften durchzufthren.

3 Prinzip des Untersuchungsverfahrens

Ein Aliquot einer EDTA-Vollblutprobe wird mit zwei Antikdrpern gemischt (CD4 und CD45), wobei jeder
mit einem anderen Fluorochrom zur Markierung von spezifischen Zellpopulationen konjugiert ist. Nach
einer bestimmten Inkubationszeit werden die beiden Pufferlésungen hinzugegeben; nun kann die Ana-
lyse der Probe im CyFlow® Counter-Flowzytometer erfolgen. Die Lichtquelle regt den Fluoreszenz-
farbstoff an, der mit der gefarbten Zelle verbunden ist, und das emittierte Licht wird detektiert,
wahrend ein genaues Volumen der Blutprobe durch das Instrument lauft. Die Konzentration der spe-
zifischen Zellpopulationen wird von der integrierten Software berechnet.

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-
3022IFUEN).

4 Lagerung und Haltbarkeitsdauer nach dem ersten Offnen

1. Lagerung:

Das Antikérper- und Pufferreagens bei 2 - 8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder erhoh-
ten Temperaturen aussetzen. Vor direkter Sonneneinstrahlung schiitzen

2. Haltbarkeitsdauer nach dem ersten Offnen:

Die Flasche nach jedem Gebrauch wieder verschlieBen und fir jede weitere Entnahme des Reagens
neue Pipettenspitzen verwenden, um eine Verunreinigung zu vermeiden.

Unter Einhaltung der oben genannten Lagerbedingungen ist das CD4% easy count kit bis zum Ver-
fallsdatum auf dem Etikett des Kits stabil.

5 Bestandteile

CD4 mAb PE und CD45 mAb PE-Cy5 sind murine monoklonale Antikérper in PBS-Puffer mit 0,2 % BSA
und 0,09 % Natriumazid. Puffer 1 und Puffer 2 sind Losungen auf PBS-Basis, die 0,09 % Natriumazid
enthalten.

6 Anzeichen von Verderb
Die Antikérper- und Pufferlésungen sind klare Flissigkeiten. Die Reagenzien nicht verwenden, falls

Triibungen oder Verunreinigungen auftreten. Bei Fragen zur Leistung oder Qualitat des Produkts wen-
den Sie sich bitte an Ihre nachstgelegene Sysmex Vertretung.

7 VorsichtsmaBnahmen und Warnhinweise

Die Reagenzien enthalten 14 mM Natriumazid als Konservierungsstoff. Aufgrund der niedrigen Natriu-
mazid Konzentration ist eine Gefahrstoffkennzeichnung nicht erforderlich, jedoch sind die beim Um-
gang mit Chemikalien Gblichen VorsichtsmaRregeln zu beachten. Beachten Sie das
Sicherheitsdatenblatt (SDB) fur eine vollstandige Liste von Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen.

8 Zusatzlich erforderliche Ausriistung

Erforderliche Instrumente: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Bendtigte Ausristung: Probenréhrchen 3.5 ml (Code No.: 04-2000)

Eine verifizierte 10-pl-Pipette und Pipettenspitzen

Eine verifizierte 20-pl-Pipette und Pipettenspitzen

Eine verifizierte 100- bis 1000-pl-Pipette und Pipettenspitzen
System zur vendsen Blutentnahme mit EDTA als Antikoagulans
Stoppuhr

9 Reagent preparation

CD4 mAb PE (REF No.: 05-8405-01), das Antikdrperreagens ist gebrauchsfertig.
CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), das Antikérperreagens ist gebrauchsfertig.
Puffer 1 (REF No.: 05-8405-03), die Pufferldsung ist gebrauchsfertig.

Puffer 2 (REF No.: 05-8405-04), die Pufferldsung ist gebrauchsfertig.

10 Entnahme, Handhabung und Lagerung der Priméarprobe

warnunG /N Alle biologischen Proben und Materialien sind als gefahrliches biologisches Material
und als potenziell infektiés zu behandeln. Es sind angemessene Sicherheitsvorkeh-
rungen und Verfahren zur Handhabung gemdf den geltenden Gesetzen und Vor-

schriften anzuwenden.

+ Beider Blutprobe muss es sich um eine venése Vollblut-Probe handeln, die mithilfe eines Blutent-
nahmesystems entnommen wurde, das EDTA als Antikoagulans verwendet.

+ Die Blutprobe ist in einem dunklen, vor Licht geschiitzten Behalter zu transportieren und darf nicht
erhéhten Temperaturen ausgesetzt werden. Ein geeigneter Transportbehalter ist z. B. eine Styro-
porbox mit Kithlung. Die besten Transportbedingungen wirden unter 25 °C liegen, wenn der Trans-
port nicht langer als 6 Stunden nach der Spende dauert.

+ Fureine Transport- und Lagerzeit von mehr als 6 Stunden muss das Blut bei 2 - 8 °C aufbewahrt wer-
den

+ Die Blutprobe nicht einfrieren und wieder auftauen.

+ Optimale Bedingungen sind bei Verwendung einer frischen Blutprobe gegeben, d. h. es sollten nicht
mehr als sechs Stunden zwischen der Blutentnahme und der Analyse liegen.

+ BeiLagerungim Kuhlschrank bei 2 - 8 °C kénnen Blutproben bis zu 24 Stunden nach der Entnahme
verwendet werden.

+ Vor der Anwendung die Probenréhrchen 8 - 10 mal vorsichtig umdrehen.

+ Keine geronnenen Blutproben verwenden.

11 Untersuchungsverfahren

11.1 Markierung

+ Die Blutprobe im EDTA-Blutentnahmeréhrchen 8 - 10 mal vorsichtig umdrehen.

+ 20 pl EDTA-Vollblutprobe auf den Boden eines Probenréhrchens pipettieren. Dabei keine Blutspu-
ren von der Pipettenspitze auf der Rohrcheninnenwand hinterlassen. Pipettenspitze entsorgen.

+ 10 pl CD4 mAb PE direkt in die Blutprobe geben und vorsichtig mischen. Dabei keine Blutspuren von
der Pipettenspitze auf der R6hrcheninnenwand hinterlassen. Pipettenspitze entsorgen.

+ 10 pl CD45 mAb PE-Cy5 direkt in die Blutprobe geben und vorsichtig mischen. Dabei keine Blutspu-
ren von der Pipettenspitze auf der R6hrcheninnenwand hinterlassen. Pipettenspitze entsorgen.

+ Inkubieren Sie die Mischung 15 Minuten bei 15 - 30 °C im Dunkeln.

+ 400 pl Puffer 1 hinzugeben und kurz vortexen oder das Réhrchen sanft aufklopfen, um die Probe zu
mischen. Pipettenspitze entsorgen.

+ 400 pl Puffer 2 hinzugeben und kurz vortexen oder das Rohrchen sanft aufklopfen, um die Probe zu
mischen. Pipettenspitze entsorgen.

+ Vor der Analyse mit dem CyFlow® Counter kurz vortexen oder das Rohrchen sanft aufklopfen.

HINWEIS Nach der Zugabe von Puffer 1 kdnnen die Proben bis zu 2 Stunden bei 2 - 8 °Cim Dun-
keln aufbewahrt werden. Die Probe danach nicht mehr verwenden und auch dann
nicht, wenn sie nicht wie angegeben vorbereitet wurde.

Nach der Zugabe von Puffer 2 miissen die Proben innerhalb von 10 Minuten analy-
siert werden.

11.2 Probenanalyse

Bitte vor der Probenanalyse das Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) fir die

Verwendung des Gerats beachten. Vor der Probenanalyse mussen die Verfahren zur Inbetriebnahme

und internen Qualitatskontrolle erfolgreich abgeschlossen worden sein.

+  Wahlen und laden Sie die Konfiguration fiir die CD4% Messung aus der Meniileiste des CyFlow® Counter.

+ Das Probenrdhrchen mit dem aufbereiteten Blut in den Probenport setzen.

+ Die Messung starten.

+ Nach dem Probendurchlauf stoppt das Instrument und wird automatisch gereinigt.

+  Die Blutprobe entnehmen und gemaR den értlichen Sicherheitsvorschriften in Bezug auf biogefahrliche Mate-
rialien in Labors entsorgen.

Keine erneute Messung mit demselben Probenréhrchen durchfiihren. Wenn eine Zweifachmessung

oder eine Wiederholung der Messung erforderlich ist, muss ein zweites Probenréhrchen wie unter 11.1

beschrieben vorbereitet werden.

11.3 Datenerfassung und -analyse

Die Datenanalyse kann erst erfolgen, wenn die interne Qualitatskontrolle des CyFlow® Counter er-

@

folgreich abgeschlossen wurde. Im Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) finden
Sie eine Beschreibung der Inbetriebnahme und Wartung des Gerats. Das CD4-T-Zell-Zahlresultat, der
CD4-Prozentsatz und die Gesamtzahl der Lymphozyten werden auf dem Bildschirm angezeigt. Wenn

die Haufen der markierten Zellen im CD45 SSC-Dot Plot von Rauschsignalen nicht eindeutig abgrenzbar
sind (siehe Abbildung 2) oder die Haufen CD4-positiver Zellen, CD4-negativer Zellen und Monozyten-

haufen im CD4 SSC-Dot Plot nicht eindeutig voneinander abgrenzbar sind, muss die Probenvorberei-

tung und -messung wiederholt werden.

CD45-S5C

Granulozyten

R3 = Haufen
markierter positiver
CD45 Zellen

Abbildung 1: Beispiel fiir gute Abfrenzun von Gra- Abbildung 2: Beispiel fiir eine schlechte Trennung
nulozyten-Haufen, anderen markierten CD45-posi-  zwischen Rauschen und CD45-positiv geférbten Leu-

tiven Leukozyten und Rauschsignalen. kozyten. Diese Probe ist nicht analysierbar.

Es kommt zu falschen Ergebnissen, wenn die Positionierung von CD45-positiv gefarbten Zellen (R3)
nicht genau erfolgt.

12 Berechnung der Untersuchungsergebnisse

Die Berechnung der Zellkonzentration erfolgt im Rahmen der Software-basierten Datenanalyse. Die Er-
gebnisse werden nach jeder Messung als CD4%, CD4+-Zellen pro pl Blutprobe und Lymphozyten pro
pl Blutprobe dargestellt.

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Benutzerhandbuch des CyFlow® Counter (CY-S-
3022IFUEN).

13 Interpretation der Ergebnisse

Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist einer der Hauptgrinde flr die CD4-Zelldepletion, die das
Immunsystem schwacht. Die Ergebnisse sollten von Arzten in Verbindung mit lokal anwendbaren HIV-
Behandlungsrichtlinien interpretiert werden.

14 Kontrollverfahren

Es ist eine geeignete Qualitdtskontrolle gemalk den einschlagigen lokalen und nationalen Vorschriften
durchzufiihren. Im Handel sind unterschiedliche Arten von stabilisierten Kontrollblutproben erhaltlich.
Nicht alle sind fur jedes Flowzytometer geeignet.Welches Kontrollblut Sie verwenden kénnen, erfahren
Sie bei Ihrer Sysmex-Vertretung. Sind nach der Messung einer geeigneten Kontrollblutprobe die Akzep-
tanzkriterien nicht erfillt, fahren Sie nicht fort mit der Analyse von Patientenproben.

15 Leistungsmerkmale

15.1 Spezifitat

Der MEM-241-Antikérper erkennt das CD4-Antigen, ein transmembranes Glykoprotein mit einem Mo-
lekulargewicht von 55 kDa, das auf einer Untergruppe von T-Lymphozyten (T-Helferzellen) exprimiert
wird, sowie auf Monozyten, Gewebsmakrophagen und Granulozyten. HCDM (ehemals HLDA VIIl) Mee-
ting, Mai 2006, Québec, Kanada; WS Code M241.

Der Antikérper MEM-28 reagiert mit allen Isoformen des humanen CD45-Antigens (Leukocyte Common
Antigen), ein transmembranes Typ-I-Einzelkettenprotein mit einem Molekulargewicht von 180-220
kDa, das in hohem MaRe auf allen Zellen hdmatopoetischen Ursprungs, mit Ausnahme von Erythrozy-
ten und Thrombozyten, exprimiert wird. HLDA IIl; WS Code NL 833a.

15.2 Nachweisfahigkeit

Die Leerwert-Obergrenze (Limit of Blank, LoB), die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) und die
Quantifizierungsgrenze (Limit of Quantitation, LoQ) wurden gemal} den Spezifikationen der Richtlinie
CLSI EP17-A2 ermittelt.

LoB: <50% of LoD
LoD: <20 CD4 Zellen/pl
LoQ: <40 CD4 Zellen/pl

15.3 Reproduzierbarkeit

Intra- und Inter-Assay-Varianz:

Die CV-Werte fiir CD4-Werte > 200 CD4-T-Zellen/pl liegen unter 10 %.

Die CV-Werte fir CD4%-Werte > 25% liegen unter 10 %.

Die CV-Werte fiir absolute CD4-Werte < 200 CD4-T-Zellen/pl liegen unter 15 %.

Die Werte der Standardabweichung (SD) < 2.5% fir CD4% Werte liegen unter 25%.
15.4 Linearitat

Der Messbereich des Assay und die Linearitat der Messungen gelten fiir den folgenden Bereich:
Absoluter CD4 Wert: 40-2500 CD4 T-Zellen/pl

CD4%: 4 - 60%

15.5 Richtigkeit

EDTA-Vollblutproben wurden mit dem CD4% easy count kit markiert und im CyFlow® Counter (Cy-
View™ 2.11) analysiert. Die absoluten CD4-Werte und die CD4%-Werte wurden mit Ergebnissen eines
BD FACSCalibur unter Verwendung von BD Tritest CD3/CD4/CD45 und BD Trucount-Réhrchen vergli-
chen. Es zeigte sich eine Abweichung von -22,56 % (CD4 absolut) und +2,1 % (CD4%) zwischen den Me-
thoden.

16 Grenzen des Verfahrens

AcHTunG /\ Die Sysmex Partec CD4% easy count kits (05-8405) wurden nicht fiir die Verwendung
bei Kindern und jugendlichen validiert.
AchunG /N Patientenmessungen von CD4 und CD4% mithilfe von Sysmex Partec Assays sollten

nicht zusammen mit Methoden anderer Hersteller zur Bestimmung von CD4 und
CD4% verwendet werden. Verwenden Sie die Assays nur mit Sysmex Partec Gerdten.
Werte, die mit anderen Gerdten oder Assays erhalten wurden, sind nicht austausch-
bar.

Verschiedene endogene und exogene Substanzen wurden in Ubereinstimmung mit der Richtlinie CLSI
EP07-A2 auf eine mogliche Beeintrachtigung der Blutprobenanalyse untersucht. Bei > 18 % Hamolyse
(gemaR dem in der Richtlinie CLSI EP07-A2, Anhang G empfohlenen Verfahren G1 ,0smotic Shock
Procedure” induziert) wurde eine Beeintrachtigung beobachtet. Aus diesem Grund sollten hdmolyti-
sche Proben verworfen werden. Fir die Bestimmung von CD4 und CD4% in Vollblutproben mit Cy-
Flow® Counter Assays sollte kein anderes Antikoagulans als EDTA verwendet werden. Bei weiteren
Fragen hinsichtlich des Leistung des Produkts wenden Sie sich bitte an Ihre nachstgelegene Sysmex-
Vertretung.
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Identification du réactif IVD
Nom du produit :

CD4% easy count kit 05-8405

Contenu:

Fiole de CD4 mAb PE 05-8405-01

Fiole de CD45 mAb PE-Cy5 05-8405-02

Flacon de tampon 1 [REF] 05-8405-03

Flacon de tampon 2 [REF| 05-8405-04

1 Spécification

Spécificité CD4 humain CD45 humain
Isotype 1gG1 1gG1
Contenu 100 tests 100 tests
Fluorochrome PE PE-Cy5
Excitation A (nm) 532 /488 532/488
Emission maximale(nm) 578 670

2 Usage prévu

Pour la réalisation de diagnostics in vitro.

Le CD4% easy count kit est un test IVD quantitatif manuel constitué de quatre composants et destiné
au marquage des leucocytes et d'une sous-population de lymphocytes dans le sang veineux total EDTA
chez I'adulte, pouvant ensuite étre dénombrés a l'aide du cytométre en flux IVD CyFlow® Counter de
Sysmex Partec. La concentration en cellules T CD4 et le taux CD4% de lymphocytes dans les échantil-
lons de sang sont des indicateurs utile pur I'initiation ou le suivi du traitement des porteurs du VIH, con-
jointement avec d'autres résultats cliniques et de laboratoire.

Le test doit étre effectué par des professionnels de santé formés a cet effet.

3 Principe de la méthode d’examen

Une partie aliquote d'un échantillon de sang total EDTA est mélangée a deux anticorps (CD4 et CD45),
conjugués chacun a un fluorochrome différent pour le marquage de populations cellulaires spéci-
fiques. Aprés un temps d'incubation déterminé, les deux solutions tampons sont ajoutées et I'échantil-
lon est prét pour l'analyse sur un cytométre en flux CyFlow® Counter. La source de lumiére excite le
colorant fluorescent lié a la cellule colorée et la lumiere émise est détectée alors qu'un volume précis
d'échantillon de sang traverse l'instrument. Le logiciel intégré calcule la concentration des populations
cellulaires spécifiques.

Pour de plus amples informations, se reporter au guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-S-
3022IFUEN).

4 Stockage et durée de conservation aprés la premiére ouverture

1. Stockage:

Stocker l'anticorps et les réactifs tampons a une température comprise entre 2 - 8 °C a l'abri de la lu-
miére. Ne pas congeler ni exposer les réactifs a des températures élevées et les protéger du rayonne-
ment solaire direct.

2. Durée de conservation apres la premiére ouverture:

Toujours fermer le flacon aprés usage et utiliser de nouveaux embouts de pipettes a chaque fois qu'un
échantillon de réactif est prélevé pour éviter toute contamination.

Dans ces conditions de stockage, le CD4% easy count Kit restera stable jusqu'a la date de péremption
imprimée sur I'étiquette du kit.

5 Composants

Le CD4 mAb PE et le CD45 mAb PE-Cy5 sont des anticorps monoclonaux murins fournis dans un tam-
pon PBS avec 0,2 % de BSA et 0,09 % d'azoture de sodium. Le tampon 1 et le tampon 2 sont des soluti-
ons a base de PBS contenant 0,09 % d'azoture de sodium.

6 Signes de détérioration

La solution d'anticorps et la solution tampon sont des liquides clairs. Ne pas utiliser les réactifs en cas
d'apparition d'un quelconque signe de turbidité ou de contamination. Pour toutes questions concer-
nant la performance ou la qualité du produit, veuillez contacter votre représentant Sysmex local pour
I'assistance technique.

7 Avertissements et mesures de précaution

Les réactifs contiennent de l'azoture de sodium 14 mM comme agent conservateur. La faible concen-
tration de 'azoture de sodium ne nécessite aucun marquage comme substance dangereuse, mais les
mesures de sécurité normales relatives a la manipulation des produits chimiques doivent étre obser-
vées. Se reporter a la fiche de données de sécurité pour obtenir la liste compléte des avertissements
et mesures de précaution.

8 Equipement supplémentaire requis

Instruments requis: CyFlow® Counter (REF No.: CY-S-3022)

Matériel requis: Tubes d'échantillon 3.5 ml (REF No.: 04-2000)

Une pipette 10 pl validée et embouts de pipette

Une pipette 20 pl validée et embouts de pipette

Une pipette 100 - 1000 pl validée et embouts de pipette
Systeme de prélevement de sang veineux avec EDTA
comme anticoagulant

Chronometre

9 Préparation des réactifs

CD4 mAb PE (REF No.: 05-8405-01), le réactif a base d'anticorps est prét a 'emploi.
CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), le réactif a base d'anticorps est prét a 'emploi.
Tampon 1 (REF No.: 05-8405-03), la solution tampon est préte a 'emploi.

Tampon 2 (REF No.: 05-8405-04), la solution tampon est préte a 'emploi.

10 Prélévement, manipulation et stockage de I'échantillon primaire

AVERTISSEMENT /N Tous les échantillons et matériaux biologiques sont considérés comme biologique-
ment dangereux et doivent étre manipulés comme s'ils étaient susceptibles de trans-
mettre une infection. Les mesures de sécurité et les procédures de manipulation
appropriées doivent étre appliquées conformément aux lois et aux réglementations
en vigueur.

+ L'échantillon de sang doit étre un échantillon de sang veineux total, prélevé a 'aide d'un systeme de
prélévement sanguin contenant de 'lEDTA comme anticoagulant.

+ L'échantillon de sang doit étre transporté dans un récipient sombre, hermétique a la lumiére, et ne
doit pas étre exposé a des températures élevées. Une boite en polystyréne avec un dispositif de
réfrigération, par exemple, constitue un conteneur de transport approprié. Les meilleures conditi-
ons de transport seraient en dessous de 25 °C si le transport ne prend pas plus de 6 heures aprés
le don.

+ Pour le transport et le stockage plus de 6 heures, le sang doit étre conservé entre 2 - 8 °C.

+ Ne pas congeler ni décongeler I'échantillon de sang.

+ Pour des conditions optimales, I'échantillon de sang doit étre frais, c'est-a-dire qu'il ne doit pas s'étre
écoulé plus de six heures entre le prélévement de I'échantillon et I'analyse.

+ Leséchantillons de sang peuvent étre utilisés jusqu’a 24 heures apres la prise de sang, s'ils sont con-
servés au réfrigérateur a une température comprise entre 2 - 8 °C.

+ Avant l'utilisation, les tubes d’échantillon de sang doivent étre retournés doucement 8 - 10 fois.

+ Ne pas utiliser des échantillons de sang coagulé.

11 Procédure d’examen

11.1 Marquage

+ Renverser doucement I'échantillon de sang dans le tube de prélévement de sang EDTA 8 - 10 fois.

+  Pipeter 20 pl d'échantillon de sang total EDTA dans le fond d'un tube d'échantillon, en évitant de laisser un filet
de sang sur la paroi intérieure du tube avec 'embout de pipette. Jetez I'embout de la pipette.

+ Ajouter 10 pl de CD4 mAb PE directement dans I'échantillon de sang et mélanger doucement en évitant de lais-
ser un filet de sang sur la paroi intérieure du tube avec 'embout de pipette. Jetez I'embout de la pipette.

+ Ajouter 10 pl de CD45 mAb PE-Cy5 directement dans I'échantillon de sang et mélanger doucement en évitant
de laisser un filet de sang sur la paroi intérieure du tube avec 'embout de pipette. Jetez I'embout de la pipette.

+ Incuber le mélange pendant 15 minutes entre 15 - 30 °C et & |'abri de la lumiére.

+Ajouter 400 pl de tampon 1 et mélanger brievement au vortex ou tapoter doucement le tube afin de mélanger
I'échantillon. Jetez I'embout de la pipette.

+ Ajouter 400 pl de tampon 2 et mélanger briévement au vortex ou tapoter doucement le tube afin de mélanger
I'échantillon. Jetez I'embout de la pipette.

+ Mélanger briévement au vortex ou tapoter doucement le tube avant d'effectuer I'analyse a I'aide du CyFlow®
Counter.

REMARQUE Apreés 'ajout du tampon 1, il est possible de conserver les échantillons jusqu’a 2 heu-
res a une température comprise entre 2 - 8 °C a I'abri de la lumiére. Ne pas utiliser
I'échantillon aprés ce délai ou s'il n‘a pas été préparé de maniére conforme.

Les échantillons doivent étre analysés dans un délai de 10 minutes aprés l'ajout du
tampon 2.

11.2 Analyse de I'échantillon

Pour obtenir des informations sur le fonctionnement de l'instrument avant I'analyse de I'échantillon, se reporter
au guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-5-3022IFUEN). Les procédures de démarrage et la procédure de
contrdle qualité interne doivent avoir été effectuées avec succés avant I'analyse de Iéchantillon.

+  Choisissez et chargez la configuration pour la mesure CD4% dans la barre de menu de CyFlow® Counter.
Insérer le tube d'échantillon avec I'échantillon de sang préparé dans l'orifice d'échantillonnage.

Démarrer la mesure.

Apres I'analyse de I'échantillon, Iinstrument s'arréte et se nettoie automatiquement.

Retirer et éliminer I'échantillon de sang conformément aux procédures locales de sécurité en laboratoire rela-
tives aux risques biologiques.

Ne pas démarrer de seconde mesure avec le méme tube d'échantillon. S'il faut répéter ou effectuer deux fois la

mesure, préparer un second tube d'échantillon conformément au point 11.1.

11.3 Acquisition et analyse des données

L'analyse des données a l'aide du CyFlow® Counter n'est possible que si le contréle qualité interne de
l'instrument a été effectué avec succes. Consulter le guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-S-
3022IFUEN) pour effectuer une procédure de démarrage et la maintenance de l'appareil, si nécessaire.
Le résultat du comptage des cellules T CD4, le taux de pourcentage CD4 et la quantité totale de lym-
phocytes s‘affichent a I'écran. Si les amas de cellules marquées ne sont pas clairement différenciables
des signaux de bruit de fond dans le dot plot CD45 - SSC (voir Figure 2), ou si les amas de cellules po-
sitives CD4, de cellules négatives CD4 et de monocytes ne sont pas clairement différenciables dans le
dot plot CD4 - SSC, il faut recommencer la préparation et la mesure de I'échantillon.

CD45-S5C

Granulocytes

R3 = amas de
cellules marquées
positives CD45

Figure 1: Exemple de bonne différenciation des
amas de granulocytes, d'autres leucocytes mar-
qués positifs CD45 et des signaux de bruit.

Figure 2: Exemple de mauvaise séparation entre les
signaux de bruit et les leucocytes colorés CD45. Cet
échantillon n'est pas analysable.

Les résultats serontincorrects sile positionnement de la porte des cellules colorées positives CD45 (R3)
n'est pas fait avec précision.

12 Calcul des résultats d'examen

Le calcul de la concentration cellulaire fait partie intégrante de I'analyse des données par logiciel qui
fournit le résultat en CD4%, en cellules CD4+ par pl d'échantillon de sang et en lymphocytes par pl
d'échantillon de sang, aprés chaque mesure.

Pour de plus amples informations, se reporter au guide d'utilisation du CyFlow® Counter (CY-S-
3022IFUEN).

13 Interprétation des résultats

Le virus d'immunodéficience humaine (VIH) est I'une des principales raisons de la déplétion des cellules
CD4, ce qui affaiblit le systéme immunitaire. Les résultats doivent étre interprétés par les médecins, en
conjonction avec les directives de traitement du VIH applicables localement.

14 Procédure de contréle

Un contrdle qualité approprié doit étre effectué conformément aux réglementations locales et natio-
nales. Il existe différents types d'échantillons de sang de contrdle stabilisé disponibles sur le marché de
détail. Tous ne conviennent pas a chaque cytometre en flux. Vous pouvez trouver le sang de controle
que vous utilisez a votre représentant Sysmex. Si les critéres d'acceptation ne sont pas satisfaits aprés
la mesure d'un échantillon de sang de contrdle approprié, ne pas procéder a I'analyse des échantillons
de patients.

15 Caractéristiques de performance

15.1 Spécificité

L'anticorps MEM-241 reconnait I'antigéne CD4, une glycoprotéine transmembranaire 55 kDa exprimée
sur une sous-population de lymphocytes T (cellules T « auxiliaires »), ainsi que sur les monocytes, les
macrophages tissulaires et les granulocytes. HCDM (former HLDA VIIl) Meeting, mai 2006, Québec,
Canada ; WS Code M241

L'anticorps MEM-28 réagit avec toutes les formes alternatives de l'antigene CD45 humain (Leukocyte
Common Antigen), une protéine transmembranaire a chaine unique de type | 180-220 kDa exprimée
en forte densité sur toutes les cellules d'origine hématopoiétique, a I'exception des érythrocytes et des
plaquettes. HLDAIIl ; WS Code NL 833a

15.2 Capacité de détection

Les évaluations de la limite du blanc (LoB), de la limite de détection (LoD) et de la limite de quantification
(LoQ) ont été réalisées conformément aux spécifications de la directive CLSI EP17-A2.

LoB: <50 % de la LoD

LoD : < 20 cellules CD4/pl

LoQ: <40 cellules CD4/pl

15.3 Répétabilité

Variation intra- et inter-essai :

Les valeurs du coefficient de variation (CV) sont inférieures a 10 % pour des valeurs de CD4 supérieures
ou égales a 200 cellules T CD4/pl.

Les valeurs du coefficient de variation (CV) sont inférieures a 10 % pour des valeurs de CD4% supérieu-
res ou égales a 25 %.

Les valeurs du coefficient de variation (CV) sont inférieures a 15 % pour des valeurs absolues de CD4
inférieures a 200 cellules T CD4/pl.

Les valeurs de I'écart-type (SD) < 2,5% pour les valeurs CD4% sont inférieures a 25%.

15.4 Linéarité

La plage de mesure de I'essai et la linéarité de la mesure sont valides sur la plage :

taux absolu de CD4 : 40-2500 cellules T CD4/pl

CD4% : 4-60%

15.5 Justesse

Les échantillons de sang total EDTA ont été marqués avec le CD4% easy count kit et analysés sur le
CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). Les valeurs absolues de CD4 et les valeurs de CD4% ont été com-
parées aux résultats obtenus a l'aide d'un BD FACSCalibur en utilisant des réactifs BD Tritest CD3/CD4/
CD45 et des tubes BD Trucount, ce qui a révélé des écarts de -22,56 % (CD4 absolu) et +2,1 % (CD4%)
entre les deux méthodes.

16 Limites de la procédure

Prubence /N Lutilisation des kits CD4% easy count (05-8405) Sysmex Partec n‘a pas été validée
chez les patients pédiatriques et adolescents.
Prubence /N Les mesures des patients de CD4 et de CD4% effectuées a l'aide des tests Sysmex Par-

tec ne doivent pas étre utilisées avec les mesures obtenues a partir des méthodes de
détermination des CD4 et CD4% d‘autres fabricants. Utilisez les tests uniquement
avec les instruments Sysmex Partec. Les valeurs obtenues avec d‘autres équipments
ou dosages ne sont pas interchangeables.

Différentes substances endogenes et exogenes ont été testées conformément a la directive CLSI EPO7-
A2 pour vérifier les éventuelles interférences pouvant avoir une influence sur I'analyse de I'échantillon
de sang. Il a finalement été observé > 18 % d’hémolyse (engendrée par l'utilisation du protocole recom-
mandé dans la directive CLSI EP07-A2, annexe G, G1 - Procédure de choc osmotique) provoquant des
interférences. C'est pourquoi les échantillons hémolysés devrait &tre écartés. Pour la détermination
des CD4 et CD4% dans les échantillons de sang total avec des dosages CyFlow® Counter, aucun autre
anticoagulant que I'EDTA ne doit étre utilisé. Pour toutes questions supplémentaires concernant la per-
formance du produit, veuillez contacter votre représentant Sysmex local.
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Identificacion del reactivo para DIV
Nombre del producto:

Kit CD4% easy count [REF] 05-8405

Contenido::

Vial con CD4 mAb PE 05-8405-01

Vial con CD45 mAb PE-Cy5 [REF] 05-8405-02

Botella con solucién amortiguadora 1 [REF| 05-8405-03

Botella con solucién amortiguadora 2 [REF] 05-8405-04

1 Descripcién

Especificidad CD4 humano CD45 humano
Isotipo 1gG1 1gG1
Contenido 100 tests 100 tests
Fluorocromo PE PE-Cy5
A de excitacién (nm) 532/488 532 /488
Emisiéon maxima (nm) 578 670

2 Uso previsto

Para diagndstico in vitro.

El kit CD4% easy count es un test cuantitativo manual de DIV de cuatro componentes para el marcaje
de leucocitos y una subpoblacién de linfocitos en sangre entera venosa adulta con EDTA, que pueden
a continuaciéon enumerarse con el citbmetro de flujo para DIV CyFlow® Counter de Sysmex Partec. La
concentracion de linfocitos T CD4 y el CD4% de linfocitos da las muestras de sangre son indicadores
Util para iniciar o supervisar el tratamiento de personas inectadas por el VIH junto con otros hallazgos
clinicos y de laboratorio.

El test estd previsto para su uso por parte de profesionales sanitarios con la formacién correspondiente.

3 Principio del método de analisis

Se mezcla una cantidad equivalente de una muestra de sangre entera con EDTA con dos anticuerpos
(CD4 y CD45), cada uno conjugado con un fluorocromo diferente para marcar poblaciones celulares
especificas. Tras un tiempo fijo de incubacion, se afiaden las dos soluciones amortiguadoras y la mue-
stra estd lista para su anélisis en el citémetro de flujo CyFlow® Counter. La fuente de luz excita el tinte
fluorescente vinculado con la célula tefiida y la luz emitida se detecta mientras un volumen preciso de
muestra de sangre pasa por el instrumento. La concentracién de poblaciones celulares especificas se
calcula con el software integrado.

Para mas informacion, consulte las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Almacenamiento y tiempo de conservacion tras abrir por primera vez

1. Almacenamiento:

Almacene los reactivos de anticuerpos y solucién amortiguadora en un lugar oscuro a 2 - 8 °C. No con-
gele ni exponga los reactivos a temperaturas elevadas o a la luz solar directa.

2. Tiempo de conservacién tras abrir por primera vez:

Cierre siempre la botella después de su uso y utilice puntas de pipeta nuevas cada vez que tome mue-
stras del reactivo para evitar la contaminacion.

En estas condiciones de almacenamiento, el kit CD4% easy count permanecerd estable hasta la fecha
de caducidad impresa en la etiqueta del kit.

5 Componentes

mAb CD4-PE y mAb CD45-PE-Cy5 son anticuerpos monoclonales murinos suministrados en una solu-
cion amortiguadora PBS con un 0,2% de SAB y un 0,09% de azida de sodio. Las soluciones amortigu-
adoras 1y 2 son soluciones con base de PBS que contienen un 0,09% de azida de sodio.

6 Indicios de deterioro

El reactivo de anticuerposyy la solucién amortiguadora son liquidos transparentes. No utilice el reactivo
si aparece cualquier tipo de turbidez o contaminacion. Si tiene alguna pregunta con respecto al funcio-
namiento o la calidad del producto, contacte con su representante local de Sysmex y solicite asistencia
técnica.

7 Precaucion y advertencias

Los reactivos contienen 14 mM de azida de sodio como conservante. Dada su reducida concentracién
de azida de sodio, no requiere un etiquetado como producto de riesgo, pero se deben observar las
precauciones de seguridad normales para la manipulacién de sustancias quimicas. Consulte la ficha
técnica de seguridad para obtener una lista completa de advertencias y precauciones.

8 Equipamiento adicional necesario

Instrumental necesario: CyFlow® Counter (REF No.: CY-S5-3022)

Equipamiento requerido: Tubos de ensayo de 3.5 ml (REF No.: 04-2000)

Una pipeta verificada de 10 pl y puntas de pipeta

Una pipeta verificada de 20 ply puntas de pipeta

Una pipeta verificada de 100 - 1000 pl y puntas de pipeta
Sistema de extracciéon de sangre venosa con EDTA como
anticoagulante

Cronémetro

9 Preparacién del reactivo

CD4 mADb PE (REF No.: 05-8405-01), el reactivo de anticuerpos estd listo para su uso.

CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), el reactivo de anticuerpos esta listo para su uso.
Solucién amortiguadora 1 (REF No.: 05-8405-03), la solucién amortiguadora estd lista para su uso.
Solucién amortiguadora 2 (REF No.: 05-8405-04), la solucién amortiguadora esta lista para su uso.

10 Principios basicos de extraccién, manipulacién y almacenamiento de mue-
stras

Aovertencia AN Todas las muestras y materiales bioldgicos se consideran material de riesgo biolégico
y deberian manipularse como si fueran potencialmente infecciosos. Se deben obser-
var las precauciones de seguridad y procedimientos de manipulacién adecuados

conforme a la legislacién y normativa.

+ La muestra de sangre debe ser una muestra de sangre entera venosa, extraida con un sistema de
extraccion de sangre que contenga EDTA como anticoagulante.

» Lamuestra de sangre debe transportarse en un contenedor oscuro, protegido de la luzy no expue-
sto a temperaturas elevadas. Un contenedor de transporte adecuado es, por ejemplo, una caja de
poliestireno extruido con material refrigerante. Las mejores condiciones de transporte serian infe-
riores a 25 °C si el transporte no durara mas de 6 horas después de la donacion.

+ Paraeltransportey el tiempo de almacenamiento de mas de 6 horas, la sangre debe mantenerse a
2-8°C.

» No se puede congelar y descongelar la muestra de sangre.

+ En condiciones 6ptimas la muestra de sangre deberia ser reciente, es decir, no deberian haber pa-
sado mas de seis horas entre la extraccion y el analisis de la muestra.

+ Las muestras de sangre se pueden utilizar hasta 24 horas después de la extraccion si se almacenan
en el frigorificoa 2 -8 °C.

+ Los tubos con las muestras de sangre se deben voltear con suavidad de 8 a 10 veces antes de ser
utilizados.

+ No utilice muestras de sangre coagulada.

11 Procedimiento de anélisis

11.1 Tincién

+ Voltee con suavidad de 8 a 10 veces el tubo de extraccion de sangre con EDTA que contiene la mu-
estra de sangre.

+ Pase con la pipeta 20 pl de la muestra de sangre entera con EDTA al fondo de un tubo de muestra y evite man-
char la pared interior del tubo con la sangre de la punta de la pipeta. Deseche la punta de la pipeta.

+ Afiada 10 pl de mAb CD4-PE directamente en la muestra de sangre y mézclelo suavemente, evitando manchar
la pared interior del tubo con la sangre de la punta de la pipeta. Deseche la punta de la pipeta.

+  Afiada 10 pl de mAb CD45-PE-Cy5 directamente en la muestra de sangre y mézclelo suavemente, evitando man-
char la pared interior del tubo con la sangre de la punta de la pipeta. Deseche la punta de la pipeta.

+ Incube la mezcla durante 15 minutos a 15 - 30 °C en la oscuridad.

+ Afada 400 pl de la solucién amortiguadora 1y agite brevemente con la agitadora vorticial, o bien golpee sua-
vemente el tubo para mezclar la muestra. Deseche la punta de la pipeta.

+ Afada 400 pl de la solucién amortiguadora 2 y agite brevemente con la agitadora vorticial, o bien golpee sua-
vemente el tubo para mezclar la muestra. Deseche la punta de la pipeta.

+ Agite brevemente mediante agitadora vorticial, o bien golpee suavemente el tubo antes del andlisis con el Cy-
Flow® Counter.

NoTICE Tras afiadir la solucién amortiguadora 1, las muestras pueden almacenarse hasta 2
horas a 2 - 8 °C a oscuras. No utilice la muestra asado este periodo o si no se ha pre-
parado correctamente. Las muestras se deben analizar dentro de un periodo maxi-

mo de 10 minutos tras la adicién de la solucion amortiguadora 2.

11.2 Analisis de la muestra

En las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) puede consultar el modo del em-

pleo del equipo antes de analizar la muestra. Los procedimientos de puesta en marchay el proceso de

control de calidad interno deben completarse con éxito antes de iniciar el analisis de la muestra.

+ Elijay cargue la configuracién para la medicién de CD4% desde la barra de ment de CyFlow® Counter.

+ Inserte el tubo de muestras con la muestra de sangre preparada en el acoplamiento para muestras.

+ Inicie la medicién.

+ Tras el andlisis de la muestra, el dispositivo se detiene y se limpia automaticamente.

+ Retirey deseche la muestra de sangre conforme a los procedimientos locales de seguridad en laboratorio fren-
te a riesgos bioldgicos.

No inicie una segunda medicién con el mismo tubo de muestras. Si se requiere una repeticién de la

medicién, se debe preparar un segundo tubo de muestras conforme a 11.1.

11.3 Adquisicién y anélisis de datos

El andlisis de datos con CyFlow® Counter solo es posible si el control de calidad interno del instrumen-
to ha resultado satisfactorio. Consulte las instrucciones de uso del CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN)
para realizar, si fuera necesario, el procedimiento de inicio y mantenimiento del dispositivo. Los resul-
tados de contar el nimero de células CD4-T, el porcentaje de células CD4 y el recuento de linfocitos se
presentaran en la pantalla. Silas agrupaciones de células tefiidas no se pueden diferenciar claramente
de las sefiales de ruido de fondo en el diagrama de dispersion lateral de CD45 (véase la figura 2), o bien
no se pueden diferenciar claramente las agrupaciones de células positivas para CD4, las células nega-
tivas para CD4y los monocitos en el diagrama de dispersion lateral de CD4, entonces habra que repetir
la preparacién de la muestra y la medicion.

CD45-55C

Granulocitos

= —R3=agrupacién de
células con tincién
positiva para CD45

Figura 1: Ejemplo de agrupaciones bien diferencia-  Figura 2: Efemplo de mala separacion entre ruido de
das de granulocitos, otros leucocitos con tincion  fondo y los leucocitos tefiidos con CD45 positivo.
positiva para CD45 y sefiales de ruido. Esta muestra no es analizable.

Los resultados serdn incorrectos si el posicionamiento de la puerta de las células tefiidas con CD45 po-
sitivo (R3) no se realiza con precision.

12 Calculo de los resultados del andlisis

El calculo de la concentracién celular forma parte del andlisis de datos informatico, el cual suministra el
resultado en CD4%, células CD4+ por pl de muestra de sangre y linfocitos por pl de muestra de sangre
después de cada medicién.

Para mas informacioén, consulte las instrucciones de uso de CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 Interpretacién de los resultados

El virus de lainmunodeficiencia humana (VIH) es uno de los principales motivos del agotamiento de las
células CD4, que debilita el sistema inmunitario. Los resultados deben ser interpretados por los médi-
cos, en conjuncién con las pautas de tratamiento del VIH aplicables localmente.

14 Procedimiento de control

Se debe realizar un control de calidad apropiado conforme a las normativas locales y nacionales. Se
han comercializado diversas muestras de sangre estabilizada, pero solo unas pocas son adecuadas
cuando se utilizan determinados citémetros de flujo. Si no se cumple el criterio de aceptatiéon del ma-
terial de control especifico, no prosiga con el analisis de la muestra del paciente y péngase en contacto
con su representante local de Sysmex.

Para mas informacién sobre el uso de material de control adecuado, péngase en contacto con su re-
presentante local de Sysmex.

15 Eficacia diagnéstica

15.1 Especificidad

El anticuerpo MEM-241 reconoce el antigeno CD4, una glucoproteina transmembranaria de 55 kDa ex-
presada en un subconjunto de linfocitos T (células T cooperadoras) y también en monocitos, macréfa-
gos y granulocitos. Congreso de HCDM (anteriormente HLDA VIII), mayo de 2006, Quebec, Canada.
Codigo WS: M241.

El anticuerpo MEM-28 reacciona con todas las formas alternativas de antigeno humano CD45 (antigeno
leucocitario comun), una proteina transmembranaria de tipo | monocatenaria de 180-220 kDa con ele-
vada concentracioén en todas las células de origen hematopoyético, excepto los eritrocitos y las plaque-
tas. HLDA IIl. Cédigo WS: NL 833a.

15.2 Capacidad de deteccién

La evaluacion del limite de inclusién (LI), el limite de deteccién (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se
realizé de acuerdo con las indicaciones de la directriz CLSI EP17-A2.

LI: <50% del LD
LD: <20 células CD4/pl
LC: <40 células CD4/pl

15.3 Repetibilidad

Variacion intra e interanalitica:

Los valores de coeficiente de variacién (CV) suponen menos del 10% para valores de CD4 > 200 células
T CD4/pl.

Los valores de coeficiente de variacién (CV) suponen menos al 10% para valores de CD4% > 25%.

Los valores de coeficiente de variacién (CV) suponen menos del 15% para valores absolutos de CD4 in-
feriores a 200 células T CD4/pl.

Los valores de desviacién estandar (SD) < 2,5% para valores de CD4% inferiores al 25%.

15.4 Linealidad

El intervalo de medicién del ensayo y la linealidad de la medicién son vélidos en el intervalo:

CD4 absoluto: 40-2500 células T CD4/pl

CD4%: 4 -60%

15.5 Concordancia

Las muestras de sangre entera con EDTA se tifieron con el kit CD4% easy count y se analizaron en el
CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). Se compararon los valores de CD4 absoluto y CD4% con los resul-
tados de un BD FACSCalibur utilizando BD Tritest CD3/CD4/CD45 y tubos BD Trucounty se puso de ma-
nifiesto una divergencia del -22,56% (CD4 absoluto) y del +2,1% (CD4%) entre ambos métodos.

16 Limitaciones

cuibabo /N El uso de los kits de Sysmex Partec CD4% easy count (05-8405) no estd validado para
pacientes pedidtricos y adolescentes.
cuibapo /N Las mediciones de los pacientes de CD4y CD4% realizadas con los ensayos de Sysmex

Partec no deben utilizarse junto con las medidas obtenidas de otros métodos del fa-
bricante para determinar CD4 y CD4%. Use los ensayos solo con los instrumentos de
Sysmex Partec. Los valores obtenidos usando otros equipos o ensayos no son inter-
cambiables.

Se analizaron diferentes sustancias endégenas y exégenas conforme a la directriz CLSI EP07-A2 para
detectar posibles efectos de interferencia que pudieran influir en el andlisis de la muestra de sangre.
Finalmente, se observé un 218% de hemdlisis (provocada por el uso del protocolo recomendado en
CLSI EP07-A2, apéndice G, G1, «Procedimiento de choque osmético») como muestra de un efecto de
interferencia. Por ese motivo, se deben rechazar las muestras hemolizadas. Para la determinacién de
CD4y CD4% en muestras de sangre total con los ensayos CyFlow® Counter, no se debe utilizar ningtin
otro anticoagulante que el EDTA.

Si tiene alguna pregunta mas con respecto al funcionamiento del producto, péngase en contacto con
su representante local de Sysmex.
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Identificagdo do reagente IVD
Nome do produto:

CD4% easy count kit 05-8405

Contetdo:

Recipiente contendo CD4 mAb PE 05-8405-01

Recipiente contendo CD45 mAb PE-Cy5 [REF] 05-8405-02

Frasco contendo Tampéo 1 [REF| 05-8405-03

Frasco contendo Tampao 2 [REF| 05-8405-04

1 Especificagdo

Especificidade CD4 humano CD45 humano
Isétipo 1gG1 1gG1
Conteudo 100 testes 100 testes
Fluorocromo PE PE-Cy5
A excitagdo (nm) 532/488 532/488
Maéaximo de emissdo (nm) 578 670

2 Uso previsto

Para uso no diagnéstico in vitro.

O CD4% easy count kit é um teste IVD manual quantitativo com quatro componentes, para a mar-
cagdo de leucécitos e de uma subpopulagdo de linfécitos em sangue total EDTA venoso de adulto, que
podem ser posteriormente enumerados no citdmetro de fluxo IVD Sysmex Partec CyFlow® Counter.
A concentragdo de células CD4 T e CD4% de linfécitos em amostras de sangue sdo indicadores Util para
oiniciagdo ou 0 acompanhamento do tratamento para pacientes vom VIH positivo em conjugagdo com
outros resultados laboratoriais e clinicos.

O teste destina-se a ser realizado por profissionais de saide devidamente qualificados.

3 Principio do método de analise

Uma aliquota de uma amostra de sangue total EDTA é misturada com dois anticorpos (CD4 e CD45),
cada um deles conjugado com um fluorocromo diferente para marcar populagdes de células especifi-
cas. Apdés um tempo de incubacdo fixo, as duas solugdes tampéo séo adicionadas e a amostra fica
pronta para andlise no citémetro de fluxo CyFlow® Counter.

Afonte de luz excita o corante fluorescente ligado a célula corada e a luz emitida é detectada enquanto
um volume preciso de amostra de sangue passa pelo instrumento. A concentragdo das populagdes de
células especificas é calculada pelo software integrado.

Para mais informacdes, consulte as instrucdes de utilizagdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 Armazenamento e prazo de validade apés a primeira abertura

1. Armazenamento:

Armazene os reagentes tampd&o e de anticorpos entre 2 - 8 °C no escuro. N&o congele nem exponha os
reagentes a temperaturas elevadas e mantenha-os protegidos da luz solar direta.

2. Prazo de validade ap6s a primeira abertura:

Feche sempre o frasco ap6s a utilizagdo e utilize pontas de pipeta novas de cada vez que o reagente é
amostrado, para evitar a contaminagao.

Sob estas condi¢des de armazenamento, o CD4% easy count kit ird permanecer estavel até a data de
validade impressa no rétulo do kit.

5 Componentes

O CD4 mAb PE e 0 CD45 mAb PE-Cy5 sé&o anticorpos monoclonais murinos fornecidos em tampéao PBS
com 0,2% de BSA e 0,09% de azida de s6dio. Tampao 1 e tampéo 2 sdo solu¢des baseadas em PBS con-
tendo 0,09% de azida de sédio.

6 Indicio de deterioragao

As solugbes tampdo e de anticorpos sdo liquidos transparentes. N&o utilize os reagentes caso surja
qualquer tipo de turbidez ou contaminagao.

Para questdes relativas ao desempenho ou qualidade do produto, entre em contacto com o represen-
tante local da Sysmex para obter suporte técnico.

7 Precaugdes e adverténcias

Os reagentes contém 14 mM de azida de sédio como conservante. A baixa concentragdo de azida de
sodio ndo exige a rotulagem como substancia perigosa, mas é necessario respeitar as precaugdes de
seguranca normais relativas ao manuseamento dos produtos quimicos. Consulte a ficha de seguranca
para obter uma lista completa das adverténcias e precaugdes.

8 Additional required equipment

Instrumento necessario: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Equipamento necessario: Tubos de amostra de 3.5 ml (REF No.: 04-2000)

Uma pipeta verificada de 10 pl e pontas de pipeta

Uma pipeta verificada de 20 pl e pontas de pipeta

Uma pipeta verificada de 100 - 1000 pl e pontas de pipeta
Sistema de colheita de sangue venoso com EDTA como
anticoagulante

Cronémetro

9 Preparacgdo do reagente

CD4 mADb PE (REF No.: 05-8405-01), O reagente de anticorpos esta pronto a usar.
CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), O reagente de anticorpos esta pronto a usar.
Tampé&o 1 (REF No.: 05-8405-03), A solugdo tampé&o estd pronta a usar.

Tampdo 2 (REF No.: 05-8405-04), A solu¢do tampdo esta pronta a usar.

10 Colheita, manuseamento e armazenamento da amostra principal

Aovertencia /N Todas as amostras bioldgicas e materiais séo considerados como perigosos e devem
ser manuseados como sendo capazes de transmitir infe¢des. E necessdrio aplicar
precaucbes de seguran¢a e procedimentos de manuseamento adequados em con-

formidade com as leis e regulamentos aplicdveis.

+ Aamostra de sangue tem de ser uma amostra de sangue total venoso, recolhida com um sistema
de colheita de sangue, que contém EDTA como anticoagulante.

+ Aamostra de sangue tem de ser transportada num recipiente escuro, protegida da luz e ndo exposta a tempe-
raturas elevadas. Um recipiente de transporte adequado é, p. ex., uma caixa de espuma de poliestireno com
material de refrigeracdo. As melhores condigdes de transporte seriam inferiores a 25 °C se o transporte ndo
durar mais de 6 horas apés a doagao.

+ Paratransporte e tempo de armazenamento superior a 6 horas, o sangue deve ser mantido a 2 - 8 °C.

+ N&o congele e descongele a amostra de sangue.

+ Afim de assegurar as melhores condigdes, a amostra de sangue deve ser fresca, ou seja, o tempo
de colheita e andlise da mesma ndo pode ser superior a seis horas.

+ As amostras de sangue podem ser utilizadas até 24 horas apds a colheita, desde que tenham sido
armazenadas no frigorifico entre 2 - 8 °C.

+ Antes da utilizagdo, os tubos de amostra que contém o sangue devem ser invertidos cuidadosamen-
te 8- 10 vezes.

+ Néo utilize amostras de sangue coagulado

11 Procedimento de anélise

11.1 Coloragao

+ Inverta cuidadosamente a amostra de sangue no tubo de colheita de sangue EDTA 8 - 10 vezes.

+ Pipete 20 pl de amostra de sangue total EDTA até ao fundo de um tubo de amostra, evitando deixar
um rasto de sangue na parede interior do tubo com a ponta de pipeta. Descarte a ponta da pipeta.

+ Adicione 10 pl de CD4 mAb PE diretamente na amostra de sangue e misture cuidadosamente,
evitando deixar um rasto de sangue na parede interior do tubo com a ponta de pipeta. Descarte a
ponta da pipeta.

+ Adicione 10 pl de CD45 mAb PE-Cy5 diretamente na amostra de sangue e misture cuidadosamente,
evitando deixar um rasto de sangue na parede interior do tubo com a ponta de pipeta. Descarte a
ponta da pipeta.

+ Incube a mistura durante 15 minutos noescuro a 15 - 30 °C.

+ Adicione 400 pl de tampé&o 1 e centrifugue brevemente ou bata cuidadosamente no tubo para mi-
sturar a amostra. Descarte a ponta da pipeta.

+ Adicione 400 pl de tampéo 2 e centrifugue brevemente ou bata cuidadosamente no tubo para mi-
sturar a amostra. Descarte a ponta da pipeta.

+ Centrifugue brevemente ou bata cuidadosamente no tubo antes de efetuar a analise com o Cy-
Flow® Counter.

NotA Apds a adigdo do tampdo 1, as amostras podem ser armazenadas num ambiente es-
curo e a2 -8 °C durante um periodo maximo de 2 horas. Ndo use a amostra depois
desse periodo ou caso esta néo tenha sido devidamente preparada.

Apés a adi¢do do tampdo 2, as amostras tém de ser analisadas dentro de 10 minu-
tos.

11.2 Anélise da amostra

Consulte as instrugdes de utilizagdo do CyFlow® Counter para obter informagdes sobre como operar

o instrumento antes de analisar a amostra. Os procedimentos de arranque e o procedimento interno

de controlo da qualidade tém de ser concluidos com éxito antes da andlise da amostra.

+ Escolha e carregue a configuragdo para medicdo de CD4% na barra de menu do CyFlow® Counter.

+ Insira o tubo da amostra com a amostra de sangue preparada na porta de amostragem.

+ Inicie a medicdo.

» Apés o processamento da amostra, o instrumento para e limpa-se automaticamente.

+ Retire e elimine a amostra de sangue de acordo com os procedimentos de seguranca locais do laboratério em
termos de perigo bioldgico.

N&o inicie uma segunda medicdo com o mesmo tubo de amostra. Se for necessaria uma duplicacdo ou

repeticdo da medigdo, tera de ser preparado um segundo tubo de amostra tal como descrito em 11.1.

11.3 Aquisigdo e andlise de dados

A andlise de dados com o CyFlow® Counter sé é possivel caso o controlo de qualidade interno do in-
strumento tenha sido executado com éxito.

Consulte as instrugdes de utilizagdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN) para informagdes sobre o
procedimento de arranque e a manutencdo do dispositivo, se necessario.

Os resultados da contagem do nimero de células CD4-T, determinando a porcentagem de células CD4
e a contagem de linfécitos serdo apresentados na tela. Se os aglomerados das células coradas contra
os sinais de ruido de fundo no gréfico de pontos CD45 - SSC ndo forem claramente separaveis (ver fi-
gura 2), ou se os aglomerados de células positivas CD4, células negativas CD4 e mondcitos no grafico
de pontos CD4 - SSC ndo forem claramente separaveis, a preparagdo e medi¢do da amostra tém de ser
repetidas..

CD45-SSC

Granulécitos

R3 = aglomerado
de células CD45
coradas positivas

Figura 1: Exemplo de aglomerados de granuldcitos  Figura 2: Exemplo de md separacdo entre ruido e
bem separados, outros leucdcitos corados positi-  leucdcitos corados positivos CD45. Esta amostra ndo
vos CD45 e sinais de ruido. é analisdvel.

Os resultados serdo incorretos se o posicionamento da porta de células CD45 positivas (R3) nao for fei-
to com precisao.

12 Calculo dos resultados da analise

O célculo da concentragdo de células faz parte da andlise de dados baseada em software, que fornece
o resultado em células CD4% e CD4+ por pl de amostra de sangue e linfocitos por pl de amostra de
sangue, ap6s cada medicéo.

Para mais informagdes, consulte as instrugdes de utilizagdo do CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 Interpretacéo dos resultados

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é uma das principais razdes para a deple¢do de células CD4,
que debilita o sistema imunolégico. Os resultados devem ser interpretados pelos médicos, em conjun-
to com as diretrizes de tratamento do VIH aplicaveis localmente.

14 Procedimento de controlo

Deve ser realizado um controlo da qualidade apropriado de acordo com regulamentos locais e nacio-
nais.

Encontra-se disponivel no mercado uma variedade de amostras de sangue estabilizado, mas poucas
sdo adequadas para a utilizagdo de certos citémetros de fluxo.

Se ndo for cumprido o critério de aceitagdo do material de controlo individual, n&o avance para o teste
da amostra do paciente e entre em contacto com o seu representante local da Sysmex.

Para mais informagdes acerca do uso de material de controlo adequado, entre em contacto com o seu
representante local da Sysmex.

15 Caracteristicas de desempenho

15.1 Especificidade

O anticorpo MEM-241 reconhece o antigénio CD4, uma glicoproteina transmembrana de 55 kDa ex-
pressa num subconjunto de linfécitos T (células T ,auxiliares”) e também em monécitos, granulécitos
e macroéfagos do tecido. Conferéncia sobre HCDM (o anterior HLDA VIII), maio de 2006, Quebeque,
Canadg; cédigo WS M241

O anticorpo MEM-28 reage com todas as formas alternativas de antigénio CD45 humano (antigénio leu-
cocitdrio comum), uma proteina transmembrana tipo | de cadeia simples de 180-220 kDa, expressa a
nivel superior em todas as células de origem hematopoiética, exceto nos eritrécitos e plaquetas. HLDA
I1I; cédigo WS NL 833a

15.2 Capacidade de dete¢do

A avaliagdo para Limite de valores em branco (LoB), Limite de detec&o (LoD) e Limite de quantificagdo
(LoQ) foi realizada de acordo com as especifica¢des da diretriz CLSI EP17-A2.

LoB: <50% of LoD
LoD: <20 CD4 células/pl
LoQ: <40 CD4 células/pl

15.3 Repetibilidade

Variagdo intra e entre ensaios:

Os valores CV sdo inferiores a 10% para valores CD4 de 200 células T CD4/ul ou superiores.

Os valores CV sdo inferiores a 10% para valores CD4% de 25% ou superiores.

Os valores CV sdo inferiores a 15% para valores absolutos de CD4 inferiores a 200 células T CD4/pl.
Os valores do desvio padr&o (SD) < 2,5% para valores de CD4% séo inferiores a 25%.

15.4 Linearidade

A gama de medigédo do ensaio e linearidade da medi¢do sé&o validas ao longo da gama:

CD4 absoluto:: 40-2500 CD4 T-células/pl

CD4%: 4 - 60%

15.5 Veracidade

Uma amostra de sangue total EDTA foi corada com o CD4% easy count kit e analisada no CyFlow®
Counter (CyView™ 2.11). Os valores de CD4 absoluto e CD4% foram comparados com os resultados
de um BD FACSCalibur usando BD Tritest CD3/CD4/CD45 e tubos BD Trucount, tendo-se revelado um
desvio de -22,56% (CD4 absoluto) e +2,1% (CD4%) entre ambos os métodos.

16 Limitagdes

cuibabo /N Os kits Sysmex Partec CD4% easy count (05-8405) ndo foram validados para utili-
zagéio com pacientes pedidtricos e adolescentes.
cuibapo /AN As medicdes de paciente de CD4 e de CD4% feitas com os ensaios Sysmex Partec ndo

devem ser usadas de forma independente com outros métodos do fabricante para
determinar CD4 e CD4%.

Use os ensaios apenas com os instrumentos Sysmex Partec. Os valores obtidos usan-
do outros equipamentos ou ensaios podem ndo ser intercambidveis.

Foram testadas diversas substancias endégenas e exdgenas relativamente a diretriz CLSI EPO7-A2 para
identificar possiveis efeitos de interferéncia que possam exercer influéncia sobre a analise da amostra
de sangue.

Finalmente, observou-se = 18% de hemodlise (induzida usando o protocolo recomendado na CLSI EP07-
A2, Apéndice G, G1 - Procedimento de Choque Osmético) para demonstrar um efeito de interferéncia.
Por esse motivo, deverdo ser rejeitadas amostras hemolisadas. Para a determinagdo de CD4 e CD4%
em amostras de sangue total com ensaios CyFlow® Counter, nenhum outro anticoagulante que o
EDTA deve ser usado.

Para outras questdes relativas ao desempenho do produto, entre em contacto com o seu representan-
te local da Sysmex.
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NaeHTudMKaLmMs peareHTa 419 ANarHoCTUKK in vitro (IVD)
HanmeHoBaHue npoaykTra:

CD4% easy count kit 05-8405
Coaepxxumoe:

Amnyna, cogepxalias CD4 mAb PE 05-8405-01
Amnyna, cogepxatias CD45 mAb PE-Cy5 [REF] 05-8405-02
®nakoH, cogepxaluuii 6ydep 1 [REF| 05-8405-03
®nakoH, cogepxaluunii bydpep 2 [REF] 05-8405-04

1 Cneuundukauusa

CneundunyHocTb CD4 yenoseka CD45 yenoseka
M3otun 1gG1 1gG1
Copepxumoe 100 TecToB 100 TecToB
®iyopoxpom PE PE-Cy5
A BO36Y>X/AeHMe (HM) 532 /488 532 /488
MakcumanbHas smMuccuns (Hm) 578 670

2 I'Ipep,nonaraemoe ncnoJjib3oBaHumne

D| Ins NCMONb30BaHMA B AMArHOCTUKE in vitro.

Habop CD4% easy count kit — 3T0 YeTbIpeXKOMNOHEHTHbIM HAabop, NPeAHa3HaUYeHHbIN 415 PyUHOrO
KONMYECTBEHHOIO aHanm3a in VitI’O, VICI'IOanyEMI:Iﬁ ANA MevyeHns ]1€I7IKOLI,VITOB n Cy6|‘IOI'IyI'IRLI,VII7I }'IVIMlbOLLVITOB B
LielbHOV BeHO3HO KpoBY ¢ /TA B3poC/ibIX NaLMEHTOB 1 UX MOCEAYIOLLEro MOACUEeTa C MOMOLLbIO MPOTOUYHOTO
LMTOMETpa ANS AnarHocTuky in vitro CyFlow® Counter komnaHuu Sysmex Partec.

KoHueHTpauws CD4 T-knetok 1 CD4% nvmdoLmToB B 0bpasLiax KpOBY ABASIOTCA NONE3HBIMY NOKa3aTensaMu Ans
Hayana vam NoceAyroLLero eyeHns nauneHTos ¢ BUY-uHekLmeit B coueTaHum ¢ ApyriMu 1abopaTopHbIMi 1
KNMHNYECKMMW AaHHbBIMA,

AHanu3 AO0KEH NPOBOANTLCA O6yH€HHbIMVI cneunanncTaMmn 34paBooxpaHeHna.

3 MpwuHumn metoaa noacyeTa

ANvKBOTY 06pasLia LienbHoli kposw ¢ 3ATA cMelLMBatoT ¢ AByMs Tunamu aHTuten (CD4 n CD45),
KOHBIOrIPOBaHHBIX C Pa3HbIMU GpyOPOXPOMaMM ANS MeUeHs KNeTOK OnpeaeneHHbIX nonynsuwii. Mocne
MHKYBMPOBaHUSA B TeYeHVe GUKCMPOBAHHOTO BPeMeHN [06aBnstoT ABa bypepHbIX pacTBOpa, Noc/e Yero
obpaseL, roToB 4151 aHaNM3a Ha NpoTouHom LmtomeTpe CyFlow® Counter.

McToUHMK cBeTa BO3bYXAaeT GayopecLieHTHbI KpacuTeb, CBA3aHHbI C OKpaLLeHHO KNeTKOW, 1 n3ny4Yaembilii
CBeT 06HapyX1BaeTCs, KOr4a TOUHbI 06bem 06pasLia KPOBY MPOXOANT Yepes UHCTPYMEHT.

KOHLleHTpaLlVIR KNeTok onpejeneHHbIX I'IOI'IynﬂLlVIﬁ paccynTbIBaETCA C MOMOLLBH NHTETPUPOBaHHOIoO
npOrpaMmMHOro obecneyeHns.

[Ans nonyyeHns 4ONONHUTeNbHOR HdopMaLmm cm. M3 umutomeTpa CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

4 XpaHeHVIe " CPOK roAHOCTW nocJsie nepBoro BCKpbITUA

1. XpaHeHvie:

AHTUTENa 1 6ydepHble peareHTbl CeAyeT XpaHUTL Npu TemnepaTtype 2 - 8 °C B TEeMHOM MeCTe. PeareHTsl He/b3s
3aMOopaxwBaTh, NoABepraTb BO3ANCTBIIO BbICOKUX TeMMNepaTyp W MPSIMbIX CONHEYHbIX TyYeli.

2. CpOK rOAHOCTM Mocne NepBoro BCKPbITAA:

Cne,qyeT BCerja 3akpbiBatb ¢ﬂaKOH nocne Ncnoaib3oBaHNA n Ka)KAbII7I pa3 npw B3ATUN peareHTa no/ib30BaTbCsa
HOBbIM HaKOHEYHUKOM A1t INMETKY C LeNblo NPejoTBPaLLEHNS KOHTaMUHALWN.

Mpw Taknx ycnoBusix xpaHeHWs peareHTsl Ha6opa CD4% easy count Kit 6yyT cTabubHbI 40 OKOHYaHWS CPOKa
FOAHOCTU, YKa3aHHOTO Ha ero 3TUKETKe.

5 KomMnoHeHTbl

CD4 mAb PE 1 CD45 mAb PE-Cy5 npeacTaBnsitoT 060 MOHOKNOHaNbHbIE MbILUUHbIE aHTUTEeNa B docdaTHO-
coneBoM bydepe (PBS), copepxaliem 0,2 % BCA 11 0,09 % a3uaa HaTpwisi. Bydep 1 1 6ydep 2 npescTaBnsitoT coboit
pacTBopbl Ha ocHoBe PBS, cogepxatuue 0,09 % a3nga HaTpus.

6 MpusHaku yxyalLueHUs KayecTBa

AHTUTENa 1 BydepHble PacTBOPbI MPEACTaBASIOT CO60I MPO3paUHyH XMAKOCTb. He cnefyeT Ncnonb3oBaTb
peareHTbI NPy NOSBNEHUM Nt060T0 POAA MOMYTHEHVIS UV MPU3HAKOB KOHTaMUHALMN.

Mpy HaAM4MK BOMPOCOB O XapakTepMCTUKaX AW KayecTBe NpogdykTa obpallaiiTecs B Cyx6y TexHuYeckoi
NOAAEPKKM MECTHOTO NPeACTaBUTENLCTBA KOMMAHNN Sysmex.

7 npe,q,ynpe)K,quMﬂ n Mepbl NPeaoCTOPOXKHOCTU

PeareHTbl cogepxat 14 MM a3nja HaTpyis B KauecTBe KOHCepBaHTa. Hn3kas KOHLEeHTpaLms a3ng HaTpus He
Tpe6ye1 MapK1pPOBKW OMAacHOCTK, OAHAKO NPU UX NCNONb30BaHUK ChedyeT CO6}1K),D,aTb CTaHAAPTHblE Mepbl
NPeAOCTOPOXHOCTY MO 6€30MacHOMyY 06paLLEHUIO C XMMUYECKMU BeLLecTBaMu. MoHbIA nepeyeHb
npesynpexaeHuii u mep NpeaoCcTopOXHOCTU NpUBEAEH B nacrnopTe 6esonacHocTu (MB) npoaykTa.

8 JononHuTtenbHoe Tpe6yemoe o6opyaoBaHue

Tpebyembiit nprnbop: CyFlow® Counter (REF No.: CY-5-3022)

Tpebyemoe o6opysoBaHue: npo6upkn o6vemom 3,5 mn (REF No.: 04-2000)
rnoBepeHHaa nmneTka 065eMOM 10 MK U HAKOHEYHWKN
ANA NNNeTKn

nosepeHHas nuneTka 06beMom 20 MK 1 HAKOHEUYHWKN
AN NNeTKN

nosepeHHas nunetka o6vemom 100 - 1000 Mkn 1
HaKOHeYHWUKM ANsi NNeTKN

cncTema Ansa cbopa BeHO3HoI kpoBu ¢ 3/ITA B kavecTse
aHTUKoarynsHTa

cekyHAOMep

9 T[puroTtoBneHUe peareHTa

CD4 mADb PE (REF No.: 05-8405-01), PeareHT C aHTUTENAMM FOTOB K UCMO/Ib30BAHWIO.
CD45 mAb PE-Cy5 (REF No.: 05-8405-02), PeareHT C aHTUTeNaMU rOTOB K 1CNONb30BaHWI0.
6ydep 1 (REF No.: 05-8405-03), BydepHblit pacTBOp roTOB K UCMONb30BaHMIO.

6ydep 2 (REF No.: 05-8405-04), BydepHbiii pacTBOp roToB K UCNONL30BaHNIO.

10 B3ATWe OCHOBHOro o6pasLia, o6paLleHme C HUM N ero XxpaHeHue

NPEAYNPEXAEHUE A Bce buonozuyeckue 06pasys! U Mamepuansl CHUMAOMCs 6U0A02U4eCKU ONACHbIMU,
C HUMU C/1e0yem 06pawambCs Kak C NOMeHYUAAbHbIM UCMOYHUKOM UH@ekyuu. lpu
obpaujeHuu ¢ HuMu credyem cobaAams Hadexauue Mepsl NPedoCMOPOXHOCMU
U mpe6oeaHus 6e30NacHOCMU 8 CO0MB8eMCMeUU C NPUMEHUMbIMU 3GKOHAMU U
HopMamueamu

+  06pa3sLioM JOMKEH CNYXUTb 0bpaseL) LieNbHO BEHO3HOM KPOBW, B3ATbIN C MOMOLLbHO CUCTeMbI ANs coopa
KpoBU, cogepxaliieit O/ITA B kauecTBe aHTVKOArynsHTa.

+ O6paseL| KPOBM CNleyeT TPaHCMOPTUPOBATL B HEMPO3pPayYHOM KOHTeliHepe, 3alUMLLaTh OT BO3Ae/CTBIS CBETa
nHe nojasepratb BOBAGVICTBMPO BbICOKMX TEMMepaTyp. nOAXOAHLLlVIM TPaHCNOPTHbLIM KOHTeVIHepOM ABNAETCA,
Harpumep, NeHonAacToBbli (Styrofoam) KoHTelHep C OXNaXAAOLLMM MaTepyanoMm. Jlyyllie TpaHCropTHbIe
ycnosus 6yayT Hixe 25 °C, ecnv TpaHCMOPT He 3aliMeT 6onibLUe 6 HacoB NOC/E NOXEPTBOBaHNS.

+ [Inf TPaHCNOPTUPOBKM 1 XpaHeHs 6onee 6 4acoB KPOBb 0/KHa XPaHWUTLCS Npu Temnepatype 2 - 8 °C.

+ Henb3s 3amMopaxuBaTh 1 pa3MopaxvBaTb 06paseL| KpoBu.

+ [Ins nonyyeHns HaunyyLIMX pesynbTaToB 0bpaseL, KPOBU AOMKEH BbITb CBEXVM, T. €. MeXZY ero B3fTveM 1
aHan13oM JONXXHO NPOVATK He 6o/ee LeCTU Yacos.

. O6pa3ubl KPOBW MOXHO MCMONb30BaThb B Te4YeHne 24 yacoB nocne B34TWA, €CNN OHW XPaHATCA B
xonoaunbHUKe Npu Temnepartype 2 - 8 °C.

+ Tepes Ha4anom aHanmsa Npo6uMpKy ¢ 06pa3LIOM KPOBU CiieflyeT akkypaTHO NepeBepHYTb T 8 - 10 pas.

+ Vcnonb3oBaHue TPOMGOB 3anpeLLeHo.

11 Mpoueaypa aHanmsa

11.1 Staining

+  MepesepHuTe Npobupky ¢ 3ATA 1 06pa3LOM KpoBM NprMepHo 8 - 10 pas.

+ Bo3bmuTe nuneTkoii 20 Mkn obpasua LienbHoii kposu ¢ I/TA o AHa NPOBUPKY, He OCTaBNAS HaKOHEUYHKOM
n1NeTKV NOTekoB KPOBY Ha CTeHKe Npobupku. OT6poCkTe HaKOHEUHNK NUMNETKM.

+ [lobasbTe 10 MKn pacTBopa aHTVTena CD4 mAb PE HenocpeAcTBeHHO B 06pa3eL, KpoBM 11 akkypaTHO

nepemeLLaiite, u3beras 06pa3oBaHVIsi NOTEKOB KPOBY Ha CTeHKe NPobypku. OTEPOCbTe HaKOHEUHK MNETKM.

+ [JlobasbTe 10 MKn pacTBOpa aHTTena CD45 mAb PE-Cy5 HenocpeacTBeHHO B 06paseL, KpoBY 1 akkypaTHO

nepemeLLaiiTe, n3beras 06pa3oBaHIs NOTEKOB KPOBY Ha CTeHKe NPo6upku. OT6POCkTE HaKOHEUHVIK MNETKN.

+ VHKybupyiite cMeck B TeyeHme 15 MUHYT npu Temnepatype oT 15 - 30 °C B TemHoTe.

+ [Jlo6asbTe 400 Mkn Bydepa 1 1 BCTPsIXHUTE 06pa3seL, UiV akkypaTHO NepemeLLaiiTe BUXPEeBbIMA ABVXXEHNSMA.
OT6pOChTe HAaKOHEUHK NUMNETKM.

+ [JlobasbTe 400 MKN bydepa 2 1 BCTPAXHUTe 0bpaseL, nam akkypaTHO nepemeLLaliTe BUXPEBbIMU ABVKEHVSAMU.
OT6pOCbTE HaKOHEeYHUK NUNeTKn.

+ Henocpe/cTBeHHO Nepes aHann3oM ¢ nomolbio LtomeTpa CyFlow® Counter obpasel, cneayet
BCTPAXHYTb 1AM akKypaTHO NepemelaTb BUXPEBbIMU ABUXEHAMN.

NPUMEYAHUE ocne dobaeneHus Gydepa 1 06pasyel MOXHO XPaHUMb He 6osee 2 Yacos npu
memnepamype 2 - 8 °C 8 meMHOM mecme. He ucnonb3ylime 06pasybl, XpaHuwuecs
6os1ee 0nUMeNbHOE BpEMS UL HENPABU/LHO NPU20MOB/AEHHbIE.

Mocne dobasneHus bygpepa 2 06pasysl A0MiHbI GbiMb NPOAHANUIUPOBAHL! 8

meyeHue 10 MuHym.

11.2 AHanus o6pasua

Moxanyiicra, obpatutecs k IFU CyFlow® Counter o Tom, kak paboTaTb ¢ npubopom Nepes aHan1som

06pa3LioB. MpoLieaypbl 3anycka U BHYTPEHHSS NpoLiefypa KOHTPOS Ka4YecTBa A0MKHbI 6biTh YCreLHo

3aBepLLUeHo nepes aHaAM3oM obpasLia.

+  BbibepuTe 1 3arpy3uTe koHdMrypaLuio ans nsmepeHus CD4% B ctpoke MeHio CyFlow® Counter.

+ BcraBbTe NpobMpKy C NPUroTOBAEHHBIM 06pa3LiOM KPOBY B COOTBETCTBYHOLNIA AepXaTenb.

+  HauHuTe aHanms.

+ Tocne aHanv3a o6pastia Npueop NpekpaLlaeT paboTy 1 OUMLLAETCS aBTOMATYeCKM.

+  Vi3Bnekute 1 yTMAM3MpYiiTe 06paseL, KpOBM B COOTBETCTBUM C MECTHBLIMW NPaBMaaMu No 61uonornyeckomn
6e30MacHOCTN Npy paboTe B 1abopaTopusix.

He npoBoauMTe NOBTOPHBI aHanAU3 ¢ MCNo/b30BaHMeM TOM Xe caMoll NPobypkM ¢ 06pa3sLioM. Ecau HyxHO
BbINONHNTL Ay6}1|ﬂpyPOLLl,€e VNN NOBTOPHOE N3MepeHne, BTOPYH I'IpOﬁVIpKyAﬂﬂ aHanmsa noAroToBbTe COrnacHo n
1.0,

11.3 C60p 1 aHaNM3 AAHHBIX

AHanus AAHHBIX C MOMOLLBIO UTOMETpa CyF|0W® Counter BO3MOXeH TOMbKO npwv ycnewHoM BbIMOHEHNN
npoLe/ypbl BHYTPEHHEro KOHTPONS KauecTsa npuéopa.

ViHdopmaLys, HeobxoavMas AN 3arycka v TEXHNYECKOro 06CnyX1BaHNs Npu6opa, cogepxuTcs B VI3 uuTomeTpa
CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

Ha skpaHe nosiB1Tca pesynbTaT nogcyeta CD4 T-kneTtok, npoLieHT CD4 1 obLLiee KOAUYECTBO MMMPOLIUTOB. .

CD45-S5C

FpaHynouwnTbl

R3 — knactep
NonoXNUTENbHO
OKpalleHHbIX
CD45-kneTok

- o
myjnos

CrHanbl

PucyHok 1: lpumep xopowezo omoeneHus
K1GCMePO8 2paHyA0YUMO8 U Opy2uX NOAOKUMENbHO
OKpaweHHbix CD45-nelikoyumoe om wymossix
CU2HA08.

PucyHok 2: lIpumep naoxo20 pasdeneHus mycopa u
NOA0XUMEbHbIX OKpaLeHHbIX elikoyumos CD45.
Imom obpasey He GHANU3UPYEMbIX.

PesynbTaThl 6yAyT HeBEPHbLIMY, €CIW NMO3ULIMOHVPOBaHNE BOPOT NONOXWUTENbHbBIX OKpaLleHHbIX kneTok CD45 (R3)
BbINONAHACTCSA TOUHO.

12 Pacuet pe3ynbTaToB aHa/nAn3a

PacyeT KOHLIEHTPaLMM KNeTOK BbINONHAETCA B pamkax aHaNn3a AaHHbIX NPOrpaMMHLIM obecrneyeHnem, YTo AaeT
pe3ynbTat onpegeneHns nokasatens CD4% v konuyectsa knetok CD4+ Ha 1 Mkn o6pasLa KpoBY, a Takxe
KonnyecTsa MMMAOLMTOB Ha 1 MKN 06pa3Lia KpoBYW NoC/e Kax/Aoro aHannsa.

[ns nonyyeHus JononHUTenbHo MHpopmauuu cm. M3 uutometpa CyFlow® Counter (CY-S-3022IFUEN).

13 WHTepnpeTaumns pesynbTaToB

Bunpyc nmmyHogedunLmTa Yenoseka (BIY) aBnsieTcs 04HOM M3 OCHOBHLIX MPUUWH UCTOLLEeHUS kneTok CD4,
KOTOpas 0CNabnaeT MMYHHYIO cucTemy. PesynbTaTbl JOMKHLI MHTEPNPETMPOBaTLCA BpayaMu B COYeTaHUM C
MeCTHbIMU pekoMeHAaLMaMmM No neyeHuno BUY.

14 KoHTponbHas npoueaypa

CnepyeT NPoBOAUTL HaANeXaLLUI KOHTPONL KayecTBa COrNacHO MeCTHLIM W HaLMOHaNbHLIM HOPMAaTUBHbIM
TpeboBaH1AM.

CyLLLeCTBYIOT Pa3/InyHbIe TUMbI CTabUAM3MPOBAHHOMO KOHTPOAS KPOBU 06pasLibl A0CTYMHbI Ha PO3HUYHOM PbIHKE.
He Bce NOAX0AAT ANS KaxA0ro NoToka LutomeTpe. Bbl MOXeTe y3HaTk, Kakol KOHTPO/Ib KPOBM Bbl UCMOAb3yeTe
Ha Balliem Sysmex npezacTasuTtens. Ecv kputepuy npremkm He BeINONHEHbI MOCe U3MepeHNs NoAXOAs Ll
KOHTPONBLHOW NPO6bI KPOBW, He NPUCTYNaTh K aHann3y 0bpasLios nauueHTa.

15 Pa6oume xapaKTepuCcTUKMN

15.1 CneynPnYHOCTL

AHTUTENno MEM-241 pacnosHaet CD4-aHTureH, TpaHCMeM6paHHBI FIVKONPOTEWH Maccoit 55 k/a,
sKcnpeccupyemblii NoArpynnov T-MMGoLnTOB (T-KNETKM «Xenmnepbl»), a Take MOHOLMTaMU, TKaHeBbIMW
Makpodaramu v rpaHynouuTamu. Pabodee coselljaHue No AnGdepeHLMpOBOYHLIM MOIEKYaM KNeTOoK Yenoseka
— HCDM (paHee VI cemuHap no anddepeHLMpoBOYHbLIM aHTUreHaM nelikoLuTos YenoBeka — HLDA), maii 2006
r., KBebek, KaHaaa; kog WS M241

AHTUTENno MEM-28 B3aMOAEeACTBYET CO BCeMY anbTepPHATVBHBIMU GOPMaMi YenoBeyeckoro aHTureHa CD45
(06LLMIA NeKOLMTapHbIA aHTUTeH) — OAHOLIeNOYeYHOro TpaHcMeMbpaHHoro 6eska Tna | maccoi 180-220 k/a
C BbICOKVM YPOBHEM 3KCMPECCui Ha MOBEPXHOCTY BCeX KNETOK reMOono3TMYeCKOro MPOUCXOXAGHNS, 3a
VCKAKOYEHVEM 3pUTPOLTOB 1 TpomboLmToB. Il cemmnHap HLDA; kog WS NL 833a.

15.2 CNoco6HOCTL 06Hapy>KeHUa

BbInonHsnack oueHka Ans Npeena XonocToii npo6el (LoB), npeaena o6Hapyxerws (LoD) v npeaena
KONMYecTBeHHOro onpegenerus (LoQ) cornacHo cneyydrkaLysam, ykasaHHbIM B pykosoacTse CLSI EP17-A2.
LoB: <50% of LoD

LoD: <20 CD4 kneToK/MKN

LoQ: <40 CD4 kneToK/MKN

15.3 BocnponssoanumMocTb

BapunabenbHOCTb B Npefenax 04HOM0 1 HEeCKObKIX aHaNU30B:

3HaueHus KoapduLmeHTa BapuaLym (CV) coctapnsioT Meree 10 % Ans konnyectsa CD4-kneTok, PaBHOrO 1am
npesbiwatoiiero 200 CD4-T-knetok Ha 1 MK

3HaueHVs KoapdunLmeHTa Bapuamm (CV) Ans 3HaueHunin CD4% > 25% Hixe 10%.

3HaueHus koadpduumeHTa Bapuaumn (CV) coctaBastoT MeHee 15 % Ans abcontoTHoro konmyectsa CD4-

Knetok Huxe 200 CD4-T-kneTok Ha 1 M.

3Hau4eHs CTaHAApPTHOro OTKNOHeHWs (SD) < 2,5% ans 3HaueHuit CD4% Huxe 25%.

15.4 NInHeiAHOCTL

[nanasoH n3mepeHuin aHann3a U IVHENHOCTL aHanW3a BaNWAHLI B Npejenax CeAytoLlero AnanasoHa:
abcontoTHoe konuyectBo CD4-kneTok:40-2500 CD4-T-kneTok Ha 1 MKA

CD4%: 4-60%

15.5 MpaBunbHOCTL

06pasLibl LenbHoi kposu ¢ /TA okpalumBanu ¢ nomoLlsto Habopa CD4% easy count kit 1 aHanusmposanm
Ha uutomeTpe CyFlow® Counter (CyView™ 2.11). AGCONtOTHOE KONNYECTBO U NPOLIEHTHOE copepxaHue CD4-
KJIETOK CPaBHUBAM C pe3y/ibTaTaMy aHanm3a Ha utomeTpe BD FACSCalibur ¢ ncnonb3oBaHvem pearentos BD
Tritest CD3/CD4/CD45 v npobupok BD Trucount. CucTemaTyeckoe pacxoxaeHne Mexay MeToZamu cocTaBuio
-22,56 % (abcontotHoe konmuectBo CD4-knetok) 1 +2,1 % (CD4%).

16 OrpaHunueHus

BHUMAHME A\ Ha6ope! Sysmex Partec CD4% easy count (05-8405) He 6binu 8aaUAUPOBAHLI 0/
UCNo/b30BAHUS y NaYUEHMO8 demcK020 U N0APOCMKO8020 803pACMA.

BHUMAHME A\ W3meperus CD4 u CD4%, cOenaHHsle C UCN0Nb308AHUEM Sysmex napmek ucnsimaHull, He
Q0/MKCHBI UCNOML308aMbCA HaPAAY € Memodamu obHapyxceHus CD4 u CD4% om Opyaux
npou3seodumeneli. Mcnosb3yiime mecmes mossko ¢ Sysmex [apmek ycmpolicmeamu.
3HGYeHUS, NO/y4eHHble C NOMOUbI0 Opy2UX UHCMPYMEHMOB UAU GHAAU308, He
830UMO3aMeHSEMbI.

Pa3nnyHble 3HAOreHHbIe 1 3K30reHHbIe BeLLecTBa Obliv NpoBepeHbl B COOTBETCTBUN C pykoBogcTBoM CLSI EPO7-
A2 Ha BO3MOXHOCTb UCKXEHWS pe3ynbTaToB aHanu3a obpastia kposu. B > 18 % cnyyaes remonnsa (Bbi3BaHHOro
npUMeHeHnem NpoToKoNa, pekomeHaosaHHoro B CLSI EP07-A2, npunoxeHue G, G1: MeTOA 0CMOTVYECKOrO LLIOKa)
HabntoAanock UckaxeHue pesynbTaTos. M0 370l NpUYMHE He CneayeT 1CMob30BaTb reMONN3MPOBaHHbIE
o6pasubl. ns onpeaenenus CD4 1 CD4 B Lenom o6pasLbl kposy ¢ CyFlow® Counter aHanv3bl, H 0AVH
APYroi aHTuKoarynsHT, yem SATA J0NXHa 6bITb NCNONb30BaHa. [Py HaAYMK AONONHNTENLHBIX BOMPOCOB O
XapaKTepuCcTiKax Npo/ykTa 06paTuTech K MeCTHOMY NPeACTaBUTENID KOMMaHNK Sysmex.
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