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ISTRUZIONI PER L'USO

CHORUS
Cenp-B

Per la determinazione semiquantitativa degli
anticorpi anti-Cenp-B

Solo per uso diagnostico in vitro

1. UTILIZZAZIONE

Metodo immunoenzimatico per la determinazione
semiquantitativa degli anticorpi anti-Cenp-B nel siero
umano con dispositivo monouso applicato agli strumenti
Chorus e Chorus TRIO.

2. INTRODUZIONE

Il centromero € il principale sito di unione dei cromosomi
eucariotici, dove i cromatidi fratelli sono strettamente accoppiati
fra loro. Il centromero riveste un ruolo fondamentale nella
segregazione dei cromosomi durante la divisione mitotica e
meiotica. Il centromero € un complesso costituito da sequenze
nucleotidiche e da diverse proteine. Le tre principali proteine
centromeriche sono Cenp-A (17 kDa), Cenp-B (80 kDa) e
Cenp-C (140 kDa).

La sclerosi sistemica & una malattia autoimmune caratterizzata
da fibrosi del tessuto connettivo e dalla presenza caratteristica
di autoanticorpi diretti contro le proteine centromeriche e la
DNA-topoisomerasi | (Scl-70). Gli anticorpi anti-Cenp-B sono
caratteristici della Sindrome di CREST, una forma lentamente
progressiva della sclerosi sistemica. Nella Sindrome di CREST
vengono riscontrati i seguenti sintomi: calcinosi cutanea,
Sindrome di Raynaud, alterazioni della motilita esofagea,
sclerodattilia e teleangiectasia.

Quasi il 70-80% dei pazienti affetti da Sindrome di CREST e il
25% dei pazienti affetti da Sindrome di Raynaud presenta
anticorpi contro le proteine centromeriche.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il dispositivo Cenp-B € pronto all'uso per la determinazione
degli anticorpi anti-Cenp-B negli strumenti CHORUS. Il test si
basa sul principio ELISA. L'antigene, altamente purificato, viene
legato alla fase solida. Le immunoglobuline specifiche si legano
all'antigene in seguito ad incubazione con siero umano diluito.
Dopo lavaggi per eliminare le proteine che non hanno reagito,
si effettua l'incubazione con il coniugato costituito da anticorpi
monoclonali, altamente specifici per le anti-immunoglobuline
umane coniugate con perossidasi di rafano. Si elimina il
coniugato che non si € legato e si aggiunge il substrato per la
perossidasi. Il colore blu che si sviluppa & proporzionale alla
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concentrazione degli anticorpi specifici presenti nel siero in
esame.

| dispositivi monouso contengono tutti i reagenti per eseguire il
test quando applicati agli strumenti Chorus.

Il kit Chorus Cenp-B viene calibrato in riferimento a sieri forniti
dal CDC Atlanta. | risultati sono espressi in Unita Arbitrarie
(AU/ml).

4. PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e trovati negativi con test approvati dall’FDA
sia per la ricerca di HBsAg che per quella degli anticorpi
anti-HIV-1, anti-HIV-2 ed anti-HCV. Poiché nessun test
diagnostico puo offrire una completa garanzia sull'assenza
di agenti infettivi, qualunque materiale di origine umana
deve essere considerato potenzialmente infetto. Tutti i
reagenti e i campioni devono essere maneggiati secondo
le norme di sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

Smaltimento dei residui: i campioni di siero, i calibratori e
le strip usate devono essere trattati come residui infetti,
quindi smaltiti in accordo alle disposizioni di leggi vigenti.

Avvertenze per la sicurezza personale

1. Non pipettare con la bocca.

2. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel
maneggiare i campioni.

3. Lavare accuratamente le mani una volta inseriti i
dispositivi nello strumento Chorus.

4. | seguenti reagenti contengono concentrazioni basse di
sostanze dannose o irritanti:

a) Il coniugato contiene fenolo

b) Il substrato € acido

Se un reagente viene a contatto con la pelle o con gli
occhi, lavare abbondantemente con acqua.

5. Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere
disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno
dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una
disinfezione efficace.

6. Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti
devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere
decontaminato, per esempio con sodio ipoclorito all'1%,
prima di proseguire il lavoro. Se & presente un acido, il
sodio ipoclorito non deve essere usato prima che la zona
sia stata asciugata. Tutti i materiali utilizzati per
decontaminare eventuali versamenti accidentali, compresi
guanti, devono essere scartati come rifiuti potenzialmente
infetti. Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.

Avvertenze analitiche
Prima dell'uso, portare i dispositivi da utilizzare a temperatura
ambiente (18-30°C) ed impiegare entro 60 minuti.
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1. Scartare i device con substrato (pozzetto 4 ) colorato
di blu.

2. Nellaggiungere il campione al pozzetto verificare che sia
perfettamente distribuito sul fondo.

3. Controllare I'effettiva presenza dei reagenti nel dispositivo
e la integrita del dispositivo stesso, non utilizzare
dispositivi che al controllo visivo presentano mancanza di
qualche reagente.

4. | dispositivi devono essere utilizzati insieme allo strumento
Chorus, seguendo rigorosamente le Istruzioni per 'Uso e il
Manuale Utente dello strumento.

5. Controllare che lo strumento Chorus sia impostato
correttamente (vedi Manuale Utente).

6. Non alterare il codice a barre posto sulla impugnatura del
device al fine di permetterne la corretta lettura da
parte dello strumento.

7. Evitare l'uso di congelatori auto sbrinanti per Ila
conservazione dei campioni.

8. Codici a barre difettosi possono essere inseriti
manualmente nello strumento.

9. Non esporre i dispositivi a forte illuminazione né a vapori
di ipoclorito durante la conservazione e I'uso.

10. Puo essere fonte di errori 'uso di campioni fortemente
emolizzati, o campioni che presentano inquinamento
microbico.

11. Prima di inserire il dispositivo sullo strumento Chorus
accertarsi che il pozzetto di reazione non contenga corpi
estranei .

12. Pipettare il siero in esame (50 pl) nel pozzetto 1 del
dispositivo (vedi figura).

13. Non utilizzare il dispositivo dopo la data di scadenza

14. Controllare che lo strumento abbia la connessione
con la Washing Buffer Autoimmunity (Ref. 86004)

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI

Il kit & sufficiente per 36 determinazioni ( 86028).

II kit & sufficiente per 12 determinazioni (REF| 86028/12).

DISPOSITIVI

6 confezioni da 6 dispositivi ciascuna (REF| 86028).

2 confezioni da 6 dispositivi ciascuna (REF| 86028/12).
Descrizione:

1OOOMEEY| ¢

Posizione 8: Spazio disponibile per etichetta con codice a
barre

Posizione 7: Vuota

Posizione 6: POZZETTO DI MICROPIASTRA

Sensibilizzato con Cenp-B altamente purificato.

Posizione 5: POZZETTO DI MICROPIASTRA

Non sensibilizzato.

Posizione 4: SUBSTRATO TMB 0.35 ml.
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Contenuto: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL ed H202 0.01%
stabilizzati in tampone citrato 0.05 mol/L (pH 3.8)

Posizione 3: DILUENTE PER | CAMPIONI 0.35 ml

Contenuto: Soluzione proteica, contenente Tween-20 0.2% e
Proclin 0.1%.

Posizione 2;: CONIUGATO 0.35 ml

Contenuto: anticorpi monoclonali anti-lgG umane marcati con
perossidasi, in soluzione tampone fosfato contenente fenolo
0.05% e Bronidox 0.02%.

Posizione 1: POZZETTO VUOTO

Dove l'utilizzatore deve dispensare il siero non diluito.

Uso: equilibrare una busta a temperatura ambiente, aprire
la busta, prelevare i dispositivi occorrenti; riporre gli altri nella
busta contenente il gel di silice, far uscire l'aria e sigillare
premendo sulla chiusura. Conservare a 2/8°C.

CALIBRATOR | CALIBRATORE ~ 1x0.175 ml

Contenuto: Siero umano diluito contenente anticorpi 19G anti-
Cenp-B e conservante. Liquido, pronto all'uso.

CONTROL +| CONTROLLO POSITIVO 1 x 0.425 ml

Contenuto: Siero umano diluito contenente anticorpi IgG anti-
Cenp-B e conservante. Liquido, pronto all'uso.

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO

o  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 - 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

e Acqua distillata o deionizzata

o Normale vetreria di laboratorio: cilindri, provette, ecc.

e  Micropipette capaci di prelevare accuratamente volumi di
50-200 pl.

e  Guanti monouso

Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente

infetti

6. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’ DEI
REAGENTI

| reagenti devono essere conservati a 2/8°C. Nel caso di
una errata temperatura di conservazione deve essere
ripetuta la calibrazione e controllata la correttezza del
risultato tramite il siero di controllo (vedi capitolo 9:
Validazione del test).

La data di scadenza é stampata su ogni componente e
sull’etichetta esterna della confezione.

| reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura elo
preparazione:

DISPOSITIVI 8 settimane a 2/8°C

CALIBRATORE 8 settimane a 2/8°C
CONTROLLO POSITIVO 8 settimane a 2/8°C
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7. TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE

Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per normale venipuntura e maneggiato come
richiesto nelle procedure standard di laboratorio. Il siero fresco
puo essere mantenuto per 4 giorni a 2/8°C; per periodi di
conservazione maggiori, congelare a —20°C. Il campione puo
subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti. Evitare I'uso di
congelatori auto sbrinanti per la conservazione dei campioni. |
Dopo scongelamento agitare con cura il campione prima del
dosaggio. L'inattivazione al calore pud fornire risultati erronei.
La qualita del campione pud essere seriamente influenzata
dalla contaminazione microbica che pud portare a risultati
erronei.

Campioni fortemente lipemici, itterici o inquinati non possono
essere utilizzati.

Il test non & applicabile a plasma umano

8. PROCEDIMENTO

1. Aprire la busta (lato contenente la chiusura a pressione),
prelevare il numero di dispositivi necessario per eseguire
gli esami e conservare gli altri richiudendo la busta dopo
aver fatto uscire I'aria.

2. Controllare visivamente lo stato del dispositivo secondo le
indicazioni riportate nel capitolo 4 Avvertenze Analitiche.

3. Dispensare nel pozzetto n°1 di ciascun dispositivo 50 ul di
siero non diluito da analizzare, ad ogni cambio di lotto
utilizzare un dispositivo per il calibratore.

4. Introdurre i dispositivi sullo strumento Chorus. Eseguire la
calibrazione (se richiesto) ed il test come riportato nel
Manuale Utente dello strumento.

9. VALIDAZIONE DEL TEST

Utilizzare il siero di controllo positivo per verificare la
correttezza del risultato ottenuto, processandolo come indicato
nel manuale d'uso dello strumento. Se lo strumento segnala
che il siero di controllo ha un valore fuori dal limite di
accettabilita occorre effettuare nuovamente la calibrazione. |
risultati precedenti verranno corretti automaticamente.

Se il risultato del siero di controllo continua ad essere fuori
dallintervallo di accettabilita, contattare il Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETAZIONE DEL TEST

Lo strumento Chorus fornisce un risultato in unita arbitrarie
(AU/ml) calcolate in base ad un grafico lotto-dipendente
memorizzato nello strumento.

Il test sul siero in esame pud essere interpretato come segue:

POSITIVO quando il risultato & > 18.0 AU/mI

NEGATIVO quando il risultato & < 12.0 AU/ml
DUBBIO/EQUIVOCO quando il risultato & compreso fra 12.0 e
18.0 AU/ml
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In caso di risultato dubbio ripetere il test. Se il risultato rimane
dubbio, ripetere il prelievo.

11. LIMITAZIONI DEL TEST

Tutti i risultati positivi necessitano di una attenta
interpretazione.

Il test non pud essere utilizzato da solo per una diagnosi clinica.
Un risultato negativo non preclude la eventualita di malattia.

Il risultato del test deve essere valutato insieme a dati
provenienti dallanamnesi del paziente e/o da altre indagini
diagnostiche.

12. RANGE DI CALIBRAZIONE

Range di calibrazione 3.0-100.0 AU/ml.

Per campioni >100.0 AU/mI ripetere il test prediluendo il
campione Negative Control/Sample Diluent (PF83607- non
fornito con il kit).

13. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

| valori attesi nella popolazione normale, determinati
esaminando 120 sieri di donatori sani, erano compresi fra 3.0 e
10.6 AU/ml.

14. SPECIFICITA’ ANALITICA
Sono stati testati 5 campioni (1 Negativo, 1 a Cut-Off e 3
Positivi) ai quali sono stati aggiunti i seguenti interferenti:

Fattore Reumatoide (44 — 220 Ul/ml)
Bilirubina (4.5 mg/dl — 45 mg/dI)
Trigliceridi (10 mg/dl — 250 mg/dl)
Emoglobina (5 mg/ml — 30 mg/ml)

La presenza nel siero in esame di sostanze interferenti sopra
riportate non altera il risultato del test.

15. CROSS-REATTIVI

Campioni, positivi a PR-3, MPO, Cardiolipin, Gliadin, AMA-M2,
Transglutaminase, SS-A, SS-B, Scl-70, Sm, Jo-1, U1-70,
snRNP, dsDNA lgG e ASCA sono stati testati.

Non sono state rilevate reazioni crociate significative.

16. SENSIBILITA' E SPECIFICITA' DIAGNOSTICA

In una sperimentazione sono stati analizzati 79 campioni con kit
Diesse e con altro kit del commercio.

Di seguito sono schematizzati i dati della sperimentazione:

Riferimento
+ - Totale
+ 19 0 19
Diesse - 0 60 60
Totale 19 60 79

Percent Positive Agreement (~Sensibilita Diagnostica):
100.0% Clgss: 83.2-99.8

Percent Negative Agreement: (~Specificita Diagnostica):
100.0% Close: 94.0-99.9
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17. PRECISIONE

All’interno della

Camoi seduta Tra sedute
amplone ™ Media Media

@Aum | V% | aumy | GV
1 6.2 8.2 6.5 6.2
2 9.4 3.5 8.6 9.4
3 11.3 4.7 11.0 9.4
4 14.0 6.2 14.0 10.0
5 21.4 54 19.6 9.2
6 32.8 7.7 28.0 9.3
7 38.8 3.2 36.0 9.5
8 60.5 4.2 55.3 9.7

Tra lotti Tra strumenti
Campione | Media Media

@umy | V% | aumy | V%
1 7.6 4.1 7.6 -
2 10.4 1.6 10.4 2.5
3 11.4 3.5 11.4 2.2
4 15.1 2.9 15.1 2.3
5 20.2 4.2 20.2 3.4
6 28.7 0.9 28.7 1.7
7 35.7 8.7 35.7 2.8
8 55.5 3.4 55.5 6.7
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INSTRUCTIONS FOR USE

CHORUS
Cenp-B

For the semiquantitative determination of anti-
Cenp-B antibodies

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED USE

Immunoenzymatic method for the semiquantitative
determination of anti-Cenp-B antibodies in human serum,
using a disposable device applied on the Chorus and
Chorus TRIO instruments.

2. INTRODUCTION

The centeromere is the primary constriction site of eukaryotic
chromosomes where sister chromatids appear most tightly
paired. It is responsible for the coordinated segregation of
chromosomes in mitosis and meiosis. The centromere is a
complex area composed of particular nucleotide sequences
and various proteins. The three main centromere proteins are
Cenp-A (17 kDa), Cenp-B (80 kDa) and Cenp-C (140 kDa).
Systemic sclerosis is a multisystemic autoimmune disease with
systemic fibrosis of the connective tissue and typical
occurrence of autoantibodies against centromere proteins as
well as DNA topoisomerase 1 (Scl-70). Antibodies against
centromere protein B are characteristic for the CREST
syndrome, a slower progressing variant of systemic sclerosis.
The CREST syndrome exhibits symptoms of Calcinosis cutis,
Raynaud's syndrome, Esophageal motility disturbances,
Sclerodactyly and Telangiectasis. Up to 70-80% of CREST
syndrome patients and 25% of patients with Raynaud’s
syndrome exhibit centromere antibodies.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD

The Cenp-B devices are ready to use for the assay of
antibodies against Cenp-B in the CHORUS instruments. The
test is based on the ELISA principle (Enzyme linked
Immunosorbent Assay).

The antigen, highly purified, is bound to the solid phase. The
specific immunoglobulins are bound to the antigen through
incubation with diluted human serum.

After washings to eliminate the proteins which have not
reacted, incubation is performed with the conjugate, composed
of monoclonal antibodies, highly specifc for anti-human
immunoglobulins conjugated to horse radish peroxidase.

The unbound conjugate is eliminated, and the peroxidase
substrate added.
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The blue colour which develops is proportional to the
concentration of specific antibodies present in the serum
sample.

The disposable devices contain all the reagents to perform the
test when applied on the Chorus instruments.

The Chorus Cenp-B is calibrated against reference sera from
the CDC (Atlanta). The results are expressed in AU/ml.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

This kit contains materials of human origin which have
been tested and gave a negative response by FDA-
approved methods for the presence of HBsAg and for anti-
HIV-1, anti-HIV-2 and anti-HCV antibodies. As no diagnostic
test can offer a complete guarantee regarding the absence
of infective agents, all material of human origin must be
handled as potentially infectious. All precautions normally
adopted in laboratory practice should be followed when
handling material of human origin.

Waste disposal: serum samples, calibrators and strips
once used must be treated as infectious residuals and
eliminated according to law.

Health and Safety Information

1. Do not pipette by mouth.

2. Wear disposable gloves and eye protection while handling
specimens.

3. Wash hands thoroughly after placing the devices in the
CHORUS instrument.

4. The following reagents contain low concentrations of
harmful or irritant substances:

a) The conjugate contains phenol

b) The substrate is acid
If any of the reagents come into contact with the skin or
eyes, wash the area extensively with water.

5. Neutralized acids and other liquid waste should be
decontaminated by adding a sufficient volume of sodium
hypochlorite to obtain a final concentration of at least 1%.
A 30 minute exposure to 1% sodium hypochlorite may be
necessary to ensure effective decontamination.

6. Spillage of potentially infectious materials should be
removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1.0%
sodium hypochlorite before work is continued. Sodium
hypochlorite should not be used on acid-containing spills
unless the spill area is first wiped dry. Materials used to
clean spills, including gloves, should be disposed of as
potentially biohazardous waste. Do not autoclave
materials containing sodium hypochlorite.

Analytical Precautions
Bring the devices to room temperature (18-30°C) before use;

use within 60 min.

1. Discard devices which show the substrate (well 4)
blue colored.

10-09/328-C  IFU 86028 — 86028/12 — Ed. 02.09.2015



2. Adding the sample into the well verify that it is perfectly
distributed on the bottom.

3. Check for the presence of the reagents in the device and
that the device is not damaged; do not use devices which
are lacking a reagent.

4. The devices are for use with the Chorus instrument; the
instructions for use must be carefully followed and the
instrument operating manual must be consulted.

5. Check that the Chorus instrument is set up correctly (see
Chorus Operating Manual).

6. Do not alter the bar code placed on the handle of the
device in order to allow correct reading by the instrument.

7. Avoid using self-defrosting freezers for the storage of the
samples.

8. Defective barcodes can be inserted manually in the
instrument.

9. Do not expose the devices to strong light or to hypochlorite
vapors during storage and use.

10. The use of strongly hemolyzed samples or samples
presenting microbial contamination may all constitute
sources of error.

11. Before inserting the devices in the instrument, check that
the reaction well does not contain foreign bodies.

12. Pipette the test serum (50 pl) in well 1 of the device (see
figure).

13. Do not use the device after the expiry date.

14. Make sure that the instrument is connected to the
Washing Buffer Autoimmunity REF 86004.

5. KIT COMPOSITION AND REAGENT PREPARATION

The kit is sufficient for 36 tests (REF] 86028).
(REF

The kit is sufficient for 12 tests. (REF| 86028/12).

DEVICES

6 packages each containing 6 devices (REF| 86028).
2 packages each containing 6 devices (REF| 86028/12).

Description:

1O

Position 8: Space for application of bar code label

Position 7: Empty

Position 6: MICROPLATE WELL

Coated with highly purified Cenp-B

Position 5: Uncoated MICROPLATE WELL

Position 4; TMB SUBSTRATE 0.35 ml.

Contents: Tetramethylbenzidine 0.26 mg/mL and H202 0.01%
stabilized in 0.05 mol/L citrate buffer (pH 3.8)

Position 3: SAMPLE DILUENT 0.35 ml

Contents: Proteic solution containing Tween-20 0.2% and
Proclin 0.1%.

Positon 2: CONJUGATE 0.35 m|

Contents; anti-human IgG monoclonal antibodies labeled with
horse radish peroxidise, in phosphate buffer containing phenol
0.05% and Bronidox 0.02%.

Position 1: EMPTY WELL

EN 7/34
In which the operator must place the undiluted serum

Use: equilibrate a package at room temperature, open the
package and remove the required devices; replace the others in
the bag with the silica gel, expel the air and seal by pressing
the closure. Store at 2-8°C.

CALIBRATOR| CALIBRATOR  1x0.175ml

Contents: Diluted human serum containing 1gG antibodies anti-
Cenp-B and preservative. Liquid, ready for use.

CONTROL +| POSITIVE CONTROL 1 x 0.425 ml

Contents: Diluted human serum containing IgG antibodies anti-
Cenp-B and preservative. Liquid, ready for use.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
o WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY [REF] 86004

e CLEANING SOLUTION 2000 |REF| 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604 - 83608

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

o Distilled or deionised water

o Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes etc.

e Micropipettes for the accurate collection of 50-200 pl
solution

e Disposable gloves

e Sodium Hypochlorite solution (5%)

o  Containers for collection of potentially infectious materials

6. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS

Reagents must be stored at 2/8°C. In the case of storage
at an incorrect temperature the calibration must be
repeated and the run validated using the control serum
(see section 9, Test validation).

The expiry date is printed on each component and on the
kit label.

Reagents have a limited stability after opening:

DEVICES 8 weeks at 2/8°C
CALIBRATOR 8 weeks at 2/8°C
POSITIVE CONTROL 8 weeks at 2/8°C

7. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

The sample is composed of serum collected in the normal
manner from the vein and handled with all precautions dictated
by good laboratory practice. The fresh serum may be stored for
4 days at 2/8°C, or frozen for longer periods at —20°C, and can
be thawed a maximum of 3 times. Do not keep the samples in
auto-defrosting freezers. Defrosted samples must be shaken
carefully before use. Heat-inactivation can rise to erroneous
results. The quality of the sample can be seriously affected by
microbial contamination which leads to erroneous results.
Strongly lipemic, icteric, hemolyzed or contaminated samples
cannot be used.

The test cannot be applied to plasma.
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8. ASSAY PROCEDURE

1. Open the package (on the side containing the pressure-
closure), remove the number of devices required and seal
the rest in the bag after expelling the air.

2. Check the state of the device according to the indications
reported in chapter 4, Analytical Precautions.

3. Dispense 50 pl of undiluted test serum in well no. 1 of
each device; at each change of batch, use a device for the
calibrator.

4. Place the devices in the Chorus instrument. Perform the
calibration (if necessary) and the test as reported in the
Chorus Operating Manual.

9. TEST VALIDATION

Use the control serum to check the validity of the results
obtained. It should be used as reported in the operating
manual. If the instrument signals that the control serum has a
value outside the acceptable range, the calibration must be
repeated. The previous results will be automatically corrected.

If the result of the control serum continues to be outside the
acceptable range, contact the Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETATION OF THE RESULTS

The Chorus instrument expresses the result in AU/ml calculated
on the basis of a batch-dependent curve stored in the
instrument.

The test serum can be interpreted as follows:

POSITIVE: when the result is > 18.0 AU/ml

NEGATIVE: when the resultis < 12.0 AU/ml
DOUBTFUL/EQUIVOCAL: for all values between 12.0 and
18.0 AU/ml

In the case of a doubtful result, repeat the test. If the test
remains doubtful, collect a new sample.

11. LIMITATIONS

All the positive results require a careful interpretation.

The test cannot be used as only method for a clinical diagnosis.
Negative results may not exclude an eventual infection.

The test results should be interpreted in conjunction with
information available from the clinical evaluation and other
diagnostic procedures.

12. CALIBRATION RANGE

Calibration range 3.0-100.0 AU/ml.

For samples > 100.0 AU/ml repeat the test pre-diluting the
sample with Negative Control/Sample Diluent (PF83607 — not
supplied with the kit).

13. REFERENCE RANGE

EN 8/34

Among the normal population the expected values, which have
been determined by examining 120 sera from healthy donors,
were between 3.0 and 11.1 AU/ml.

14. ANALYTICAL SPECIFICITY
5 samples (1 negative, 1 Cut-Off and 3 Positive) containing the
following interfering substances were tested:

Rheumatoid Factor (44 — 220 Ul/ml)
Bilirubin (4.5 mg/d| — 45 mg/dl)
Triglycerides (10 mg/dl — 250 mg/dl)
Hemoglobin (5 mg/ml — 30 mg/ml)

The presence in the tested serum of the interfering substances
listed above did not alter the results of the test.

15. CROSS-REACTIONS

Samples positive to PR-3, MPO, Cardiolipin, Gliadin, AMA-M2,
Transglutaminase, SS-A, SS-B, Scl-70, Sm, Jo-1, U1-70,
snRNP, dsDNA IgG and ASCA were tested.

No significant cross-reactions were found.

16. DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY

In an experimentation 79 samples were tested with the Diesse
kit and with another commercial kit.

The results are summarized in the following table:

Reference
+ - Total
+ 19 0 19
Diesse - 0 60 60
Total 19 60 79

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
100.0% Clgss: 83.2-99.8

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity):
100.0% Clgss: 94.0-99.9

17. PRECISION
Within-run Precision Betweaen-run
Sample o - r|:rec|5|on

@aum) | V% | aumy | V%
1 6.2 8.2 6.5 6.2
2 94 35 8.6 94
3 11.3 4.7 11.0 94
4 14.0 6.2 14.0 10.0
5 214 54 19.6 9.2
6 32.8 7.7 28.0 9.3
7 38.8 3.2 36.0 9.5
8 60.5 4.2 55.3 9.7

10-09/328-C  IFU 86028 — 86028/12 — Ed. 02.09.2015




Precision between Precision between
batches instruments
Sample Mean cVY Mean cVY
(AU/ml) ’ (AU/ml) °
1 7.6 4.1 7.6 -
2 10.4 1.6 10.4 2.5
3 11.4 35 11.4 2.2
4 15.1 2.9 15.1 2.3
5 20.2 4.2 20.2 34
6 28.7 0.9 28.7 1.7
7 35.7 8.7 35.7 2.8
8 55.5 3.4 55.5 6.7
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NAVOD NA POUZITI

CHORUS
Cenp-B

Pro semikvantitativni stanoveni anti-Cenp-B
protilatek

Uréeno pouze k diagnostice in vitro

1. UCEL POUZITI

Imunoenzymatickh metoda k  semikvantitativnimu
stanoveni anti- Cenp-B protilatek v lidském séru za pouziti
jednorazového zarizeni aplikovaného do zafizeni Chorus
nebo Chorus TRIO.

2.0voD

Centromera je primarni oblasti konstrikce eukaryotickych
chromozomd, kde jsou obé sesterské chromatidy k sobé
nejpevnéji vazény. Centromera zodpovida za koordinovanou
segregaci chromozom0 pfi mitéze a mei6ze. Je to sloZita oblast
slozena z konkrétnich nukleotidovych sekvenci a rdznych
protein. Tfi hlavni centromerové proteiny jsou Cenp-A (17
kDa), Cenp-B (80 kDa) a Cenp-C (140 kDa).

Systémova  skleroza je  multisystémové  autoimunitni
onemocnéni se systémovou fibrézou konektivni tkané, pro
kterou je typicky vyskyt autoprotildtek proti centromerovym
proteindm a DNA topoizomeraze 1 (Scl-70). Protilatky proti
centromerovému proteinu B jsou typické pro CREST syndrom,
pomaleji progradujici variantu systémové sklerézy. CREST
syndrom vykazuje symptomy podkozni kalcifikace, Raynaudova
syndromu, narudeni ezofageélni pohyblivosti, sklerodaktylie a
telangiektazy. Az 70-80 % pacientd s CREST syndromem a 25
% pacientl s Raynaudovym syndromem vykazuji protilatky
proti centromeram.

3. PRINCIP METODY

Cenp-B nastroje jsou pfipraveny k pouziti pfi rozboru protilatek
proti Cenp-B v zafizeni CHORUS. Test je zaloZen na principu
ELISA (Enzymaticky vazana imunosorbentni zkouska).

Vlysoce purifikovany antigen je vazan na pevnou fazi.
Specifické imunoglobuliny jsou vazany na antigen inkubaci s
nafedénym lidskym sérem.

Po promyti slouzicimu k odstranéni nezreagovanych proteind
nasleduje inkubace s konjugatem, slozenym z monoklonalnich
protilatek, vysoce specifickych vaéi lidskym imunoglobulinim a
konjugovanych s kfenovou peroxidazou.

Navazany konjugat je eliminovan a pfidd se peroxidazovy
substrat.

Modré zabarveni, které vznikne, je pfimo Umérné koncentraci
specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku séra.

CZ 10/34

Jednorazové nastroje obsahuji veSkeré reagencie potfebné k
provedeni testu pfi pouZiti zafizeni Chorus.

Chorus Cenp-B je kalibrovan za pouZziti referenCnich sér od
CDC (Atlanta). Vysledky jsou vyjadieny v AU/ml.

4. VYSTRAHY A BEZPECNOSTNi UPOZORNENI
URCENO POUZE K DIAGNOSTICE IN VITRO

Tato souprava obsahuje materialy lidského puvodu, které
byly testovany a vykazaly negativni vysledky pfi pouziti
metod schvalenych FDA pro stanoveni pfitomnosti HbsAg
a anti-HIV-1, anti-HIV-2 a anti-HCV protilatek. Protoze vSak
zadny diagnosticky test nemize poskytnout upinou
zaruku, ze infekéni agens nejsou pfitomna, je tieba s
veSkerym materialem lidského plvodu zachazet tak, jako
by byl potencialné infekéni. Pfi zachazeni s materialem
lidského plvodu je nutné dodrzovat vSechna relevantni
opatreni pouzivana v laboratorni praxi.

Likvidace odpadu: S pouzitymi vzorky sér, kalibratory a
stripy je tfeba zachazet jako s infekénimi rezidui a
likvidovat je v souladu s legislativou.

Informace tykajici se zdravi a bezpeénosti

7. Nepipetujte usty.

8. Pii zachazeni se vzorky méjte nasazeny jednorazové
rukavice a chrarite si o€i.

9. Po vloZeni nastrojli do zafizeni CHORUS si dukladné
umyjte ruce.

10. Nasledujici reagencie obsahuji nizké koncentrace
Skodlivych nebo drézdivych latek:

c) Konjugéat a kontroly obsahuji fenol.

d) Substrat obsahuje kyselinu.
Prijde-li jakakoliv reagencie do kontaktu s kizi nebo
oCima, omyjte danou oblast vydatné vodou.

11. Neutralizované kyseliny i jiny tekuty odpad je tfeba
dekontaminovat  pfidanim  dostatetného  mnoZstvi
chlornanu sodného tak, aby koneéna koncentrace
dosahovala alespoit 1 %. Pro G¢innou dekontaminaci je
nutné nechat pGsobit 1% chlornan sodny po dobu 30
minut.

12. Rozlity potencialné infekéni materiadl je tfeba okamZité
odstranit pomoci absorpéniho papirového ruéniku a
kontaminovanou oblast umyt, napfiklad 1,0% chlornanem
sodnym, a to pfedtim, nez budete v praci pokraCovat.
Chlornan sodny nepouzivejte na rozlité tekutiny s
obsahem kyseliny, ty musite nejprve otfenim vysusit.
Materialy pouzité k CiSténi potfisnénych povrchd, véetné
rukavic, se musi likvidovat jako potencialné Zivotu
nebezpeCny odpad. Material obsahujici chlornan sodny
nevkladejte do autoklavu.

Opatieni pro spravné provedeni testu
NeZ néstroje pouzijete, nechejte je vytemperovat na pokojovou
teplotu (18-30 °C) a pouZijte je do 60 min.

15. Nastroje, které vykazuji modrou barvu substratu
(jamka 4), zlikvidujte.
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16. Pfi aplikaci vzorku do jamky si ovéfte, Ze je po dné
dokonale rozprostfen.

17. Zkontrolujte, Ze v nastroji jsou pfitomny v8echny reagencie
a ze nastroj neni poSkozen; nastroje, ve kterych chybi
reagencie, nepouzivejte.

18. Nastroje jsou uréeny pro pouZiti se zafizenim Chorus; je
tfeba peclivé dodrzovat ndvod na pouziti a fidit se
pfiru¢kou k obsluze nastroje.

19. Zkontrolujte, Ze je zafizeni Chorus spravné nastaveno (viz
Navod k obsluze zafizeni Chorus).

20. Carovy kod na rukojeti nastroje nikdy neméfite, aby jej
zafizeni spravné precetlo.

21. Ke skladovani vzork( nepouZivejte samorozmrazovaci
mrazaky.

22. Defektni ¢arové kody Ize vlozit do zafizeni manuainé..

23. Béhem skladovani a pouZivani nevystavujte nastroje
silnému svétlu &i chlornanovym vypartm.

24. Pouziti siné hemolyzovanych vzorkl nebo vzorkd
predstavuijicich mikrobialni kontaminaci muze byt zdrojem
chyb.

25. Nez do zafizeni vloZite nastroje, ujistéte se, ze reakéni
jamka neobsahuije cizi télesa.

26. Testované sérum (50 pl) pipetujte do jamky 1 nastroje (viz
obrazek).

27. Nastroj nepouzivejte po datu spotieby.

28. Zkontrolujte, ze je nastroj pfipojen k promyvacimu
pufru Washing Buffer Autoimmunity REF 86004.

5. OBSAH SOUPRAVY A PRIPRAVA REAGENCIi

Souprava vystaci na 36 stanoveni (REF| 86028).
Souprava vystai na 12 stanoveni (REF| 86028/12).

NASTROJE
6 baleni po 6 nastrojich (REF| 86028).

2 baleni po 6 nastrojich (REF| 86028/12).

Popis nastroje:

1O

Pozice 8: Misto k upevnéni $titku s ¢arovym kodem.

Pozice 7: Prazdna.

Pozice 6: MIKROTITRACNI JAMKA.

Potazena vysoce purfikovanym Cenp-B.

Pozice 5: Nepotazena MIKROTITRACNI JAMKA.

Pozice 4: TMB SUBSTRAT 0.35 m.

Obsah: tetrametylbenzidin  0.26 mg/ml a H202 0.01%
stabilizovany v 0.05 mol/l citrdtovém pufru (pH 3.8).

Pozice 3: REDIDLO VZORKU 0.35 ml.

Obsah: bilkovinny roztok obsahujici 0.2% Tween-20 a 0.1%
Proclin

Pozice 2: KONJUGAT 0.35 ml

Obsah: monoklondlni anti-lidské protildtky 1gG  znalené
kifenovou peroxidazou, ve fosfatovem pufru obsahujicim 0.05%
fenol a 0.02% Bronidox.

CZ 11/34

Pozice 1: PRAZDNA JAMKA

do niZ obsluha umisti nefedéné sérum.

Pouziti: privedte baleni na pokojovou teplotu, oteviete
baleni a vyjméte poZadované néstroje; ostatni vlozte do s&&ku
se silikagelem, vytlate vzduch a uzaviete stisknutim.
Skladuite pfi teploté 2-8 °C.

CALIBRATOR KALIBRATOR 1x0.175ml

Obsahuje: Nafedéné lidské sérum obsahujici protilatky 19G
proti Cenp-B a konzervacni prostfedek. Tekutina pfipravena k
pouziti.

CONTROL + POZITIVNi KONTROLA 1 x 0.425 ml

Obsahuje: Nafedéné lidské sérum obsahujici protilatky 1gG
proti Cenp-B a konzervaéni prostfedek. Tekutina pfipravena k
pouziti.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi BALENI
o  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004.
e CLEANING SOLUTION 2 83600.
e  SANITIZING SOLUTION 83604 - 83608.
e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607.
e  Destilovana nebo deionizovana voda.
B&Zné laboratorni sklo: odmérné valce, zkumavky
atd.
Mikropipety pro pfesny shér 50-200 pl roztoku.
Jednorazové rukavice.
Roztok chlornanu sodného (5%).
Kontejnery pro sbér potenciainé nebezpeéného
materialu.

6. SKLADOVANI A STABILITA REAGENCIi

Reagencie je nutné skladovat pfi teploté 2-8 °C.
Skladujete-li reagencie pfi nespravné teploté, je nutné
zopakovat kalibraci a test validovat pomoci kontrolniho
séra (viz bod 9, Validace testu).

Datum spotfeby je vytiSténo na kazdém komponentu a na
Stitku soupravy.

Reagencie maiji po otevieni omezenou stabilitu:
NASTROJE

KALIBRATOR
POZ. KONTROLA

8 tydn( pfi teploté 2-8 °C
8 tydnd pi teploté 2-8 °C
8 tydnd pfi teploté 2-8 °C

7. SBER A SKLADOVANi VZORKU

Vzorek je sérum sebrané béznym zplsobem ze zily, se kterym
bylo nakladéno za dodrZeni opatfeni pfedepsanych dobrou
laboratorni praxi. Cerstvé sérum Ize skladovat 4 dny pfi teploté
2-8 °C, nebo zmrazit na del$i dobu pfi teploté -20 °C.
Romrazovat se smi maximalné 3krat. Neskladujte vzorky
v mrazacich s automatickym odmrazenim. Rozmrazené vzorky
je nutné pfed pouzitim peélivé protfepat. Inaktivace teplem
mUze vést k chybnym vysledkim. Kvalita vzorku mize byt silné
narudena mikrobiélni kontaminaci, coz by vedlo k chybnym
vysledkim.
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Silné lipemické, ikterické, hemolyzované ¢i kontaminované

vzorky nelze pouZit.

Test nelze aplikovat na plazmu.

8. POSTUP

1. Otevrete baleni (na strané s tlakovym uzavérem), vyjméte
pozadované mnozstvi nastroji a poté, co jste z baleni
vytladili vzduch, je opét uzaviete.

2. Zkontrolute stav zafizeni podle Udaju uvedenych
v kapitole 4, Opatfeni pro spravné provedeni testu.

3. VloZte 50 pl nefedéného testovaného séra do jamky €. 1
kazdého nastroje; pfi kazdé zméné Sarze pouZijte nastroj
na kalibraci.

4. Nastroje umistéte do zafizeni Chorus a provedte kalibraci
(je-li tfeba) a test podle Navodu k obsluze zafizeni
Chorus.

9. OVERENI TESTU

Pomoci kontrolniho séra ovéfte spravnost ziskanych vysledkd.
Pouzijte je v souladu s instrukcemi uvedenymi v navodu na
obsluhu. Pokud zafizeni ukaze, ze se hodnota kontrolniho séra
pohybuje mimo pfijateiné rozmezi, kalibraci je tfeba opakovat.
Pfedchozi vysledky budou automaticky opraveny.

Pokud je vysledek kontrolniho séra i nadale mimo pfijatelné
rozmezi, zatelefonujte prosim do oddéleni védecké podpory.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETACE VYSLEDKU
Chorus nastroj vyjadfuje vysledky v AU/ml vypoctenych na
zakladé kfivky pro danou Sarzi, ktera je soucasti nastroje.

Testované sérum Ize interpretovat takto:

POZITIVNI pfi poméru > 18.0 AU/,

NEGATIVNI pfi poméru < 12.0 AU/ml,

SPORNE/NEJASNE pro vSechny hodnoty mezi 12.0 a 18.0
AU/ml.

V' pfipadé sporného vysledku test zopakujte. Z{stava-li test
sporny, seberte novy vzorek.

11. OMEZENi

Vechny pozitivni vysledky vyZaduji peélivou interpretaci.

Test nelze pouzit pouze jako jedinou metodu pro stanoveni
klinické diagndzy.

Negativni vysledky nemusi vyluovat eventualni infekci.
Vysledky testu je tfeba interpretovat v kombinaci s informacemi
ziskanymi z klinického vyhodnoceni a na zakladé ostatnich
diagnostickych procedur.

12. KALIBRACNi ROZMEZi

Kalibraéni rozmezi 3.0-100.0 AU/ml.

Pro vzorky > 100.0 AU/ml test zopakujte s pfedfedénim vzorku
pomoci Fediciho roztoku pro negativni kontrolu/vzorek
(PF83607 — neni soucasti soupravy).

13. REFERENCNi ROZMEZi

CZ 12134

V normélni populaci se oCekavané hodnoty, stanovené na
zakladé méfeni 120 sér od zdravych darcl, pohybovaly mezi
3.0 a10.6 AU/ml.

14.  ANALYTICKA SPECIFICNOST

Bylo testovano 5 vzork(l (1 negativni, 1 Cut-Off a 3 pozitivni)
obsahujicich nasledujici rusivé substance.

Revmatoidni faktor (44—-220 Ul/ml).
Bilirubin (4.5 mg/dl-45 mg/dl).
Triglyceridy (10 mg/dl-250 mg/dl).
Hemoglobin (5 mg/ml-30 mg/ml).

Pritomnost vySe uvedenych rudivych latek v testovaném vzorku
neméla vliv na vysledky testu.

15. ZKRIZENE REAKCE

Byly testovany vzorky pozitivni na PR-3, MPO, kardiolipin,
gliadin, AMA-M2, transglutaminazu, SS-A, SS-B, Scl-70, Sm,
Jo-1, U1-70, snRNP, dsDNA IgG e ASCA.

Nebyly zjistény Zadné vyznamné zkfizené reakce.

16. DIAGNOSTICKA CITLIVOST A SPECIFICNOST

V experimentu bylo testovano 79 vzorkii pomoci soupravy
Diesse a jiné komer¢ni soupravy.