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ISTRUZIONI PER L'USO

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Per la determinazione quantitativa di
Vedolizumab nel siero umano

Solo per uso diagnostico in vitro

1. UTILIZZAZIONE
CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB é un kit di
immunodosaggio per la determinazione quantitativa
automatizzata di Vedolizumab nel siero umano con
dispositivo monouso applicato allo strumento CHORUS
TRIO.
Il prodotto, utilizzato in combinazione con altri risultati
clinici e di laboratorio, é utile come ausilio nella gestione
dei pazienti trattati con Vedolizumab (VDZ), come i pazienti
con malattia infiammatoria intestinale (IBD) e malattie
reumatiche.
Deve essere utilizzato esclusivamente da tecnici di
laboratorio professionisti.

2. INTRODUZIONE

Vedolizumab (VDZ) €& un anticorpo monoclonale 19G1
umanizzato espresso nelle cellule dell'ovaio di criceto cinese
(CHO) che lega specificamente l'integrina a437 che & espressa
su un sottoinsieme discreto di linfociti T helper della memoria,
che preferibilmente migrano nel tratto gastrointestinale (Gl),
causando infiammazione caratteristica della colite ulcerosa e
del morbo di Crohn. VDZ riduce l'infiammazione migliorando i
sintomi, caratterizzati da fasi pill acute seguite da remissione
clinica, accompagnate da dolore addominale, diarrea e
sanguinamento che limitano le attivitd sociali e lavorative dei
pazienti che ne sono affetti. VDZ & un immunosoppressore
biologico ad alta selettivita per il tratto intestinale ed & indicato
per il trattamento di pazienti adulti con colite ulcerosa attiva da
moderata a grave o morbo di Crohn che hanno avuto una
risposta inadeguata o sono stati intolleranti alla terapia
convenzionale, 0 ad un fattore di necrosi tumorale alfa (TNFa)
antagonista. VDZ pud essere potenzialmente immunogenico e
indurre la formazione di anticorpi anti-farmaco (ADA),
fiducendo cosi potenzialmente l'efficacia del trattamento. E
comune una graduale diminuzione dell'efficacia nel tempo a
seguito di una risposta iniziale ai farmaci.

3. PRINCIPIO DEL METODO
Il dispositivo CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB & pronto
all'uso per la determinazione di Vedolizumab nel siero umano,
nello strumento CHORUS TRIO.
II test si basa su un metodo ELISA a sandwich.
| pozzetti delle micropiastre sono pre-rivestiti con un anticorpo
monoclonale anti-VDZ. Calibratore, controllo positivo e
campioni vengono aggiunti a un dispositivo separato.
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VDZ & in grado di legarsi all'anti-VDZ pre-immobilizzato in
seguito a incubazione con il campione. Dopo il lavaggio per
eliminare il campione non legato, si aggiunge un anticorpo anti-
VDZ marcato con HRP (coniugato). Una seconda fase di
incubazione consente al coniugato di legarsi al VDZ che ha
aderito ai pozzetti della micropiastra.

Dopo il lavaggio per eliminare il coniugato non legato, si
aggiunge il substrato per la perossidasi. La reazione enzimatica
viene interrotta aggiungendo la soluzione di arresto, che fa
virare la soluzione al giallo. Il colore che si sviluppa &
proporzionale alla quantita di VDZ presente nel campione del
paziente.

| dispositivi monouso contengono tutti i reagenti per eseguire il
test quando applicati allo strumento CHORUS TRIO.

| risultati sono espressi in ug/ml.

4. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e hanno dato una risposta negativa per la
presenza di HbsAg e per gli anticorpi anti-HIV-1, anti-HIV-2
e anti-HCV. Poiché nessun test diagnostico pu6 offrire una
completa garanzia sull'assenza di agenti infettivi,
qualunque materiale di origine umana deve essere
considerato potenzialmente infetto. Seguire tutte le
precauzioni normalmente adottate nella pratica di
laboratorio quando si maneggia materiale di origine
umana.

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

Informazioni su salute e sicurezza

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 TRIO.

4. In merito alle caratteristiche di sicurezza dei reagenti
contenuti nel kit consultare la Scheda di Sicurezza
(disponibile su richiesta).

5. Acidi neutralizzati e altri rifiuti liquidi devono essere
disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno
dell1%. Per garantire una disinfezione efficace potrebbe
essere necessaria un'esposizione di 30 minuti al sodio
ipoclorito all'1%.

6. Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti
devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere
decontaminata, per esempio con sodio ipoclorito all'1%,
prima di proseguire il lavoro. Se nel versamento &
presente un acido, asciugare la zona inquinata prima di
usare il sodio ipoclorito. Tutti i materiali utilizzati per
decontaminare eventuali versamenti, compresi i guanti,
devono essere smaltiti come rifiuti potenzialmente infetti.
Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.

Avvertenze analitiche
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Prima dell'uso, portare i dispositivi da utilizzare a temperatura
ambiente (18-30°C) per almeno 30 minuti e impiegare entro 60
minuti.

1. Scartare i dispositivi con substrato (pozzetto 2)
colorato di blu.

2. Se il campione & aggiunto al pozzetto manualmente
verificare che sia perfettamente distribuito.

3. Controllare I'effettiva presenza dei reagenti nel dispositivo
e l'integrita del dispositivo stesso; non utilizzare dispositivi
che al controllo visivo presentano mancanza di qualche
reagente e/o corpi estranei nel pozzetto di reazione.

4. | dispositivi devono essere utilizzati insieme allo strumento
CHORUS TRIO, seguendo rigorosamente le Istruzioni per
l'uso e il Manuale utente dello strumento.

L'utilizzo del kit & possibile solo con CHORUS TRIO
con una versione aggiornata del software. Assicurarsi
che il software installato sullo strumento sia una
versione (Rel.) corrispondente o successiva a quella
riportata nella tabella pubblicata sul sito Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Controllare che lo strumento CHORUS TRIO sia impostato
correttamente (vedi il relativo Manuale utente).

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

7. Evitare luso di congelatori auto-sbrinanti per la
conservazione dei campioni.

8. Eventuali codici a barre difettosi possono essere inseriti
manualmente nello strumento (vedi Manuale utente del
CHORUS TRIO).

9. In caso di utilizzo dello strumento CHORUS Autosampler
(REF 81210), riferirsi al relativo Manuale utente.

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

11. L'utilizzo di campioni fortemente emolizzati, lipemici,
itterici, di siero non completamente coagulato o di
campioni che presentano contaminazione microbica puo
costituire fonte di errore.

12. Non utilizzare il dispositivo dopo la data di scadenza.

13. Controllare che lo strumento sia collegato al Washing
Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI
Il kit & sufficiente per 36 determinazioni.

DD |DISPOSITIVI 6 confezioni da 6 dispositivi ciascuna

Descrizione:

QOO O] -

Posizione 9: Spazio disponibile per etichetta con codice a
barre

Posizione 8: TAMPONE DI DILUIZIONE

Contenuto: soluzione tampone contenente conservante
Posizione 7: POZZETTO DI MICROPIASTRA

Rivestito con anticorpo monoclonale umano anti-VDZ
Posizione 6;: POZZETTO DI MICROPIASTRA
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Rivestito con anticorpo monoclonale umano anti-VDZ
Posizione 5: SOLUZIONE DI ARRESTO

Contenuto: soluzione di acido solforico 0.3 M

Posizione 4;: CONIUGATO

Contenuto: Anticorpo anti-VDZ marcato con HRP in tampone
contenente conservante

Posizione 3: TAMPONE DI DILUIZIONE

Contenuto: soluzione tampone contenente conservante
Posizione 2; SUBSTRATO TMB

Contenuto: Tetrametilbenzidina stabilizzata in tampone citrato
Posizione 1: POZZETTO VUOTO

in cui trasferire il campione.

Uso: equilibrare una busta a temperatura ambiente, aprire
la busta e 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 1x0.650 ml

Contenuto: Siero umano contenente VDZ e conservante.
Liquido, pronto all'uso.

CONTROL + |CONTROLLO POSITIVO 1x1.100 ml

Contenuto: Siero umano contenente VDZ 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

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

Strumento CHORUS TRIO

Acqua distillata o deionizzata

Normale vetreria di laboratorio: cilindri, provette, ecc.

Micropipette capaci di prelevare accuratamente volumi di

50-200 pl

Guanti monouso

e Soluzione di sodio ipoclorito (5%)

o 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
un’errata temperatura di conservazione & necessario
ripetere la calibrazione e controllare 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 del kit.

| reagenti hanno una stabilita limitata dopo I'apertura:

DISPOSITIVI 8 settimane a 2/8 °C
CALIBRATORE 8 settimane a 2/8 °C
CONTROLLO POSITIVO 8 settimane a 2/8 °C

7. RACCOLTA E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI
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Il campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per normale venipuntura e maneggiato con le
precauzioni richieste nelle procedure standard di laboratorio.
Non sono conosciute le conseguenze dell'utilizzo di altri liquidi
biologici.

Il siero fresco pud essere mantenuto per 5 giorni a 2/8 °C; per
periodi di conservazione maggiori, congelare a -20 °C.

Il campione pud subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti.
Evitare I'uso di congelatori auto-sbrinanti per la conservazione
dei campioni. Dopo lo scongelamento agitare con cura il
campione prima del dosaggio.

Si raccomanda vivamente di evitare qualsiasi trattamento
intenso dei campioni.

La qualita del campione pud essere seriamente influenzata
dalla contaminazione microbica che pu6 portare a risultati
erronei.

8. PROCEDIMENTO
Il test CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB (REF. 86710)
puo essere eseguito contemporaneamente SOLO agli altri
test CHORUS Promonitor.

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:

CAMPIONE 130 pl/dispositivo
CALIBRATORE 130 pl/dispositivo
CONTROLLO POSITIVO 130 pl/dispositivo

Ad ogni cambio di lotto utilizzare un dispositivo per il
calibratore.

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

9. VALIDAZIONE DEL TEST

Utilizzare il controllo positivo per verificare la correttezza dei
risultati ottenuti, processandolo come indicato nel Manuale
utente dello strumento. Se lo strumento segnala che il controllo
positivo ha un valore fuori dal limite di accettabilita occorre
effettuare nuovamente la calibrazione. | risultati precedenti
verranno corretti automaticamente.

Se il risultato del controllo positivo continua a essere fuori
dall'intervallo di accettabilita, contattare il Scientific Support.

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

10. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Lo strumento CHORUS TRIO fornisce il risultato in pg/ml,
calcolati in base a un grafico lotto-dipendente memorizzato
nello strumento.

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

POSITIVO: quando il risultato &€ = 1.5 pg/ml
NEGATIVO: quando il risultato € £ 1.1 pg/ml
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EQUIVOCO: quando il risultato & tra 1.2 e 1.4 pg/ml

Risultati equivoci sono ottenuti in caso di valori che si trovano
nel range tra il limite di detezione (<1.1 pg/ml) e il limite basso
di quantizzazione (1.5 pg/ml).

11. LIMITAZIONI
Questo dosaggio misura il VDZ libero. Non misura gli
immunocomplessi formati tra VDZ e gli anticorpi anti-VDZ.
Tutti i valori ottenuti richiedono un'attenta interpretazione che
deve considerare altri indicatori relativi al paziente.
Il test, infatti, non pud essere utilizzato da solo per le decisioni
sulla gestione del paziente e il risultato del test deve essere
valutato insieme all'anamnesi del paziente, ad altre valutazioni
diagnostiche cliniche e ai risultati di laboratorio.
Questo prodotto deve essere utilizzato solo da personale
professionale di laboratorio adeguatamente formato.

12. RANGE DI CALIBRAZIONE
Range di calibrazione: 1.1-60.0 pg/ml
Per campioni > 60.0 ug/mi, ripetere il test diluendo il campione
con Negative Control/Sample Diluent (REF 83607 - non fornito
con il kit).

13. RANGE DI RIFERIMENTO
Nella popolazione normale i valori attesi, determinati
esaminando 120 sieri di donatori sani, sono negativi, con valori
<1.1 pg/ml.

14. SPECIFICITA ANALITICA
Sono stati testati 3 campioni (1 Negativo, 1 Debolmente
Positivo e 1 Altamente Positivo) ai quali sono stati aggiunti i
seguenti interferenti:

Bilirubina (4.5 mg/dl — 40 mg/dI)
Trigliceridi (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Emoglobina (2.5 mg/ml — 10 mg/ml)

La presenza nel campione di siero delle sostanze interferenti
sopra elencate non altera il risultato del test.

2 campione Fattore Reumatoide (RF) positivi (200 1U/ml) sono
stati addizionati con Vedolizumab.

Livello alto — 32.4 g /ml
Livello basso — 7.2 pg/ml
Negativo - < 1.1 ug/ml

La presenza di RF nel siero in esame non altera il risultato del
test.

15. REAZIONI CROCIATE
Sono stati testati 10 campioni, non contenenti Vedolizumab ma
contenenti IFX (10.8 pg/ml) — 5 campioni e ADL (27.0 pg/ml) —
5 campioni.

Non sono state rilevate reazioni crociate.
16. STUDI DI COMPARAZIONE
In una sperimentazione sono stati analizzati 170 campioni con il

kit Diesse e con il kit Promonitor VDZ ELISA.
| dati sono riassunti nella seguente tabella:
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Riferimento
+ - Totale
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Totale 41 129 170

Percentuale di concordanza positiva (~ sensibilita diagnostica):
100.0% Clgss: 91.4-99.9

Percentuale di concordanza negativa; (~ specificita
diagnostica):

100.0% Close: 97.1-100.0

Valore predittivo positivo (PPV): 100.0% ICes%: 100.0-100.0
Valore predittivo negativo (NPV): 100.0% Cles%: 100.0-100.0

Il grado di concordanza tra i due metodi & ottimo con un valore
di K (coefficiente di Cohen) di 1.0.

Dei 170 campioni, su 41 campioni positivi & stata testata la
correlazione tra il kit Diesse e un altro kit in commercio.

| dati sono riassunti nella seguente tabella:

Correlazione r IC 95%
Pearson 0.95 0.91-0.97
Spearman 0.97 0.94-0.98

La correlazione tra i due metodi & molto alta.

17. PRECISIONE E RIPETIBILITA

All'interno della seduta Tra sedute
Campione Media 0 Media o
(ug/mi) cv (ugimi) CVe
1 271 7.2 24.3 9.1
2 10.7 144 9.7 10.4
3 6.9 10.1 7.2 10.1
4 15 9.3 1.9 12.1
5 <1.1 - <1.1 -
6 <11 - <141
Tra lotti Tra strumenti
Campione Media 0 Media o
(ugimi) cvh (ugimi) cvh
1 345 9.2 25.6 14.3
2 13.6 10.6 9.4 10.9
3 8.3 125 6.8 15.0
4 2.0 10.5 1.9 14.7
5 <1.1 - <1.1 -
6 <11 - <141
18. LINEARITA

La linearita del test & stata valutata utilizzando 3 campioni con
concentrazioni note di Vedolizumab. Sono state effettuate 8
diluizioni seriali per ciascun campione, che hanno dimostrato la
linearita del metodo da 1.6 a 59.3 ug/ml.
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INSTRUCTIONS FOR USE

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

For the quantitative detection of Vedolizumab in
human serum

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED USE
CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB is an immunoassay
kit for automated quantitative detection of Vedolizumab
(VDZ) in human serum using a disposable device applied
on the CHORUS TRIO instrument.
The product, used in conjunction with other clinical and
laboratory findings, is useful as an aid in the management
of patients treated with Vedolizumab (VDZ), like patients
with inflammatory bowel disease (IBD) and rheumatic
diseases.
It must be used by professional laboratory users only.

2. INTRODUCTION

Vedolizumab (VDZ) is a humanized IgG1 monoclonal antibody
expressed in Chinese hamster ovary (CHO) cells that
specifically binds the a4B7 integrin which is expressed on a
discrete subset of memory T helper lymphocytes, which
preferably migrate to the gastrointestinal (GI) tract, causing
inflammation characteristic of ulcerative colitis and Crohn's
disease. VDZ reduces inflammation by improving symptoms,
characterized by more acute phases followed by clinical
remission, accompanied by abdominal pain, diarrhea and
bleeding that limit the social and work activities of the patients
who are affected. VDZ is a biological immunosuppressant with
high selectivity for intestinal tract and is indicated for the
treatment of adult patients with moderate to severe active
ulcerative colitis or Crohn's disease who have had an
inadequate response or been intolerant to conventional
therapy, or to a tumor necrosis factor alpha (TNFa) antagonist.
VDZ can potentially be immunogenic and induce the formation
of anti-drug antibodies (ADA), thereby potentially reducing
treatment efficacy. A gradual decrease in efficacy over time
following an initial response to biologics is common.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD
The CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB device is ready to
use for the detection of Vedolizumab (VDZ) in human serum, in
the CHORUS TRIO instrument.
The assay is based on a sandwich ELISA method.
The microwell strips are pre-coated with an anti-VDZ
monoclonal antibody. Calibrator, positive control and samples
are added to separate device.
VDZ is able to bind to preimmobilized anti-VDZ antibodies
following incubation with the sample. After washing to remove
the unbound sample, HRP-labelled anti-VDZ antibody
(conjugate) is added. A second incubation step allows the
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conjugate to bind to the VDZ that has become attached to the
microwells. After washing to remove the excess of unbound
conjugate, the peroxidase substrate is added. The enzymatic
reaction is stopped by adding stop solution, which makes the
solution turn to yellow. The color which develops is proportional
to the amount of VDZ in the patient sample.

The disposable devices contain all the reagents to perform the
test when applied on the CHORUS TRIO instrument.

The results are expressed in pg/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 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 TRIO instrument.

4. Consult the relative Material Safety Data Sheet (available
on request) for all the information on safety concerning the
reagents contained in the kit.

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% 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 bags with the devices to room temperature (18-30°C)
for at least 30 minutes before use.

Use the devices within 60 min.

1. Discard devices which show the substrate (well 2)
blue colored.

2. Adding the sample into the well verify that it is perfectly
distributed on the bottom.
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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 and/or present foreign bodies in the
reaction well when visually inspected.

4. The devices are for use with the CHORUS TRIO
instrument; the Instructions for Use must be carefully
followed and the Instrument Operating Manual must be
consulted.

The use of the kit is only possible with CHORUS TRIO
with an updated version of software. Make sure that
the software installed in the instrument corresponds
or has a Release (Rel.) subsequent to the one reported
in the table published on Diesse website
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

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

9.  When CHORUS Autosampler (REF 81210) is used, refer
to the related Operating Manual

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

11. The use of strongly hemolyzed, lipemic, icteric samples, of
serum not completely coagulated or of samples presenting
microbial contamination may all constitute sources of
error.

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

13. Make sure that the instrument is connected to the
Washing Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. KIT COMPOSITION AND
PREPARATION
The kit is sufficient for 36 tests.

REAGENT

DD _|DEVICES 6 packages each containing 6 devices

Description:

OOO O]

Position 9: Space for application of bar code label
Position 8: DILUTION BUFFER

Contents: Buffer solution containing preservative
Position 7. MICROPLATE WELL

Coated with anti-VDZ monoclonal antibody

Position 6: MICROPLATE WELL

Coated with anti-VDZ monoclonal antibody

Position 5: STOP SOLUTION

Contents: 0.3 M sulfuric acid solution

Position 4: CONJUGATE

HRP-labelled anti-VDZ antibody and buffer containing
preservative

Position 3: DILUTION BUFFER

Contents: Buffer solution containing preservative
Position 2: TMB SUBSTRATE

Contents: Tetramethylbenzidine stabilized in citrate buffer
Position 1: EMPTY WELL
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in which the sample is transferred.

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 1x0.650 ml

Contents: Human serum containing VDZ, and preservative.
Liquid, ready for use.

CONTROL + |POSITIVE CONTROL 1x1.100 ml

Contents: Human serum containing VDZ, and preservative.
Liquid, ready for use.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

e  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

CHORUS TRIO instrument

Distilled or deionised water

Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes etc.
Micropipettes for the accurate collection of 50-200 i
solution

Disposable gloves

e Sodium Hypochlorite solution (5%)

e  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.
Possible consequences, in case of use of other biological
liquids, are not known.
The fresh serum may be stored for 5 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 mixed carefully before use.
It is strongly recommended to avoid any harsh treatment of the
samples.
The quality of the sample can be seriously affected by microbial
contamination which leads to erroneous results.

8. ASSAY PROCEDURE
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The test CHORUS Promonitor Vedolizumab (REF. 86710)
can be performed simultaneously ONLY with the other
CHORUS Promonitor tests.

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 device according to the indications reported in
chapter 4, Analytical Precautions.

3. Dispense the following volumes in well no. 1 of each

device:
SAMPLE 130 plidevice
CALIBRATOR 130 pl/device

POSITIVE CONTROL 130 pl/device

At each change of batch, use a device for the calibrator.

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

9. TEST VALIDATION

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

If the result of the positive control 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 TRIO instrument expresses the result in pg/ml,
calculated on the basis of a batch-dependent curve stored in
the instrument.

The test on the examined serum can be interpreted as follows:

POSITIVE: when the resultis = 1.5 pg/ml
NEGATIVE: when the resultis < 1.1 pg/ml
EQUIVOCAL: when the result is between 1.2 and 1.4 pg/ml

Equivocal results are obtained in case of values which ranges
between Limit of detection (< 1.1 pg/ml) and Low Limit of
Quantitation (1.5 pg/ml).

11. LIMITATIONS
The test measures free VDZ. It does not measure VDZ bound
to anti-VDZ antibodies (immunocomplexes).
All the values obtained require a careful interpretation that must
consider other indicators relative to the patient.
The test, indeed, cannot be used alone for patient management
decisions and the test result should be evaluated together with
the patient history, other clinical diagnostic evaluation and
laboratory findings.
This product should only be used by appropriately trained
laboratory professional personnel.

12. CALIBRATION RANGE
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Calibration range: 1.1-60.0 pg/ml

For samples > 60.0 pg/ml retest the diluted sample in the
Negative Control/Sample Diluent (REF 83607 - not supplied
with the kit).

13. REFERENCE RANGE
Among the normal population the expected values, which have
been determined by examining 120 sera from healthy donors,
are negative, with values < 1.1 pg/ml.

14. ANALYTICAL SPECIFICITY
3 samples (1 Negative, 1 Low Positive and 1 High Positive)
were spiked with the following potentially interfering factors and
then tested:

Bilirubin (4.5 mg/dl = 40 mg/dl)
Triglycerides (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobin (2.5 mg/ml = 10 mg/ml)

The presence of the above interfering substances in the test
serum does not alter the test result.

2 Rheumatoid Factor (RF) positive samples (200 IU/mL) were
spiked with Vedolizumab:

High level - 32.4 pg /ml
Medium level - 7.2 pg/ml
Low level - < 1.1 pg/ml

The presence of RF in the test serum does not alter the test
result.

15. CROSS-REACTIONS
10 samples, not containing Vedolizumab, but containing IFX
(10.8 ug/ml) - 5 samples and ADL (27.0 pg/ml) - 5 samples
were tested.

No cross-reactions were found.

16. METHOD COMPARISON
In an experimentation 170 samples have been tested with
Diesse kit and with a competitor kit (Promonitor VDZ ELISA kit).
Data are summarized in the following table:

Reference
+ - Tot.
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Tot. 41 129 170

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
100.0% Clgse: 91.4-99.9

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity):
100.0% Clgss: 97.1-100.0

Positive Predictive Value (PPV): 100.0% Closs: 100.0-100.0
Negative Predictive Value (NPV): 100.0% Close: 100.0-100.0

The agreement between the two methods is excellent with a
Cohen’s Kappa of 1.

Out of 170, for 41 positive samples the correlation between
Diesse kit and a competitor kit was tested.
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Data are summarized in the following table:

Correlation r 95%Cl
Pearson 0.95 0.91-0.97
Spearman 0.97 0.94-0.98

The correlation between the two methods is very high.

17. PRECISION AND REPEATIBILITY

Within run Between run
Sample Mean 0 Mean o
(pg/ml) V% (ng/ml) V%
1 271 7.2 243 9.1
2 10.7 144 9.7 104
3 6.9 101 7.2 10.1
4 15 9.3 1.9 12.1
5 <11 - <1.1 -
6 <11 <11
Between lots Between instruments
Sample Mean 0 Mean 0
(ugimi) v (ugimi) cvh
1 345 9.2 256 14.3
2 13.6 10.6 94 10.9
3 8.3 125 6.8 15.0
4 2.0 10.5 1.9 14.7
5 <11 - <1.1 -
6 <11 <1.1
18. LINEARITY

The linearity of the test was evaluated with 3 samples with
known concentration of Vedolizumab. For each sample 8 serial
dilutions were done; the linearity was demonstrated in the

range 1.6 - 59.3 pg/ml.
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NAVOD K POUZITi

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Pro kvantitativni stanoveni vedolizumabu v
lidském séru

Uréeno pouze k diagnostice in vitro

1. POUZITI
CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB je imunoanalyticka
souprava pro automatizované kvantitativni stanoveni
vedolizumabu v lidském séru pomoci jednorazového
nastroje aplikovaného na zafizeni CHORUS TRIO.
Tento produkt pouzity v kombinaci s dalSimi klinickymi a
laboratornimi vysledky slouzi jako pomicka pfi lécbé
pacienti 1éenych vedolizumabem (VDZ), jako jsou
pacienti se zanétlivym stfevnim onemocnénim (IBD) a
revmatickymi chorobami.
Musi byt pouzivan vyhradné odbornymi laboratornimi
techniky.

2. Uvop

Vedolizumab (VDZ) je humanizovana monoklonaini 1gG1
(CHO), ktera specificky vaze integrin 0437, ktery je exprimovan
na ur¢ité podmnoZing pamétovych pomocnych T lymfocytd,
které pfednostné migruji do gastrointestinalniho (Gl) traktu, coz
zplsobuje zanét charakteristicky pro ulcerézni kolitidu a
Crohnovu chorobu. VDZ zmirfiuje z&nét tim, Ze sniZuje
pfiznaky, které se vyznaCuji akutn&jSimi fazemi, po nichz
nasleduje klinicka remise, doprovazena bolestmi bficha, prijmy
a krvacenim, které omezuji spoleCenské a pracovni aktivity
postizenych pacientl. VDZ je biologické imunosupresivum s
vysokou selektivitou pro stievni trakt a je indikovana k léché
dospélych pacientd se stfedné tézkou az tézkou aktivni
ulcerozni  kolitidou nebo Crohnovou chorobou, ktefi méli
nedostateCnou odpovéd nebo netolerovali konvencni 1é¢bu
nebo antagonisticky faktor nadorové nekrdzy alfa (TNFa). VDZ
mUze byt potencialné imunogenni a indukovat tvorbu protilatek
proti 1ékim (ADA), ¢imZ potencidlné snizuje UGcinnost lécby.
Postupné snizovani ucinnosti v priibéhu ¢asu po pocatecni
odpovédi na 1é¢bu je bézné.

3. PRINCIP METODY
Néastroj CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB je pfipraven k
pouziti pro stanoveni vedolizumabu v lidském séru, v zafizeni
CHORUS TRIO.
Test je zalozen na sendviCové metodé ELISA.
Mikrotitraéni jamky jsou pfedem potaZeny lidskou monoklonalni
anti-VDZ protilatkou. Kalibrator, pozitivni kontrola a vzorky se
pfidavaji do samostatného nastroje.
VDZ je schopna se po inkubaci se vzorkem vézat na pfedem
imobilizovanou anti-VDZ. Po promyti, aby se odstranil
nenavazany vzorek, se pfida anti-VDZ protilatka znatend HRP
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(konjugat). Druha inkubaéni faze umozfuje konjugatu se vazat
na VDZ, ktera ulpéla na mikrotitracnich jamkach.

Po promyti, aby se odstranil nenavazany konjugat, se pfida
substrat pro peroxidazu. Enzymaticka reakce se zastavi
pfidanim zastavovaciho roztoku, ktery roztok zbarvi do Zluta.
Barva, ktera se vytvofi, je Umérna mnozstvi VDZ pfitomnému
ve vzorku pacienta.

Jednorazové néstroje obsahuji vSechny reagencie potfebné k
provedeni testu pfi pouZiti zafizeni CHORUS TRIO.

Vysledky jsou vyjadfeny v pg/ml.

4. VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
URCENO POUZE K DIAGNOSTICE IN VITRO

Tato souprava obsahuje materialy lidského puvodu, které
byly testovany a shledany negativnimi na pfitomnost
HbsAg a anti-HIV-1, anti-HIV-2 a anti-HCV protilatek.
Protoze vSak zadny diagnosticky test nemize poskytnout
Uplnou zaruku, ze nejsou pritomna infekéni Cinidla, je treba
s veSkerym materialem lidského puvodu zachazet tak, jako
by byl potencialné infekéni. Pfi manipulaci s materialem
lidského puvodu dodrzujte veskera preventivni opatfeni,
ktera jsou bézné pfijata v laboratorni praxi.

Likvidace odpadu: s pouzitymi vzorky séra, kalibratory a
stripy je tfeba zachazet jako s infekénim materidlem a
likvidovat je v souladu s platnymi zakony.

Informace o zdravi a bezpeé€nosti

1. Nepipetujte Usty.

2. PFi zachazeni se vzorky méjte nasazeny jednorazové
rukavice a chrarite si o€i.

3. Po vloZeni nastroji do zafizeni CHORUS TRIO si
ddkladné umyjte ruce.

4. VeSkeré informace tykajici se bezpeCnosti reagencii
obsaZenych v soupravé naleznete v pfisluném
bezpeénostnim listu (k dispozici na poZadani).

5. Neutralizované kyseliny ajiny tekuty odpad je treba
dekontaminovat  pfidanim  dostateéného  mnozstvi
chlornanu sodného tak, aby konetna koncentrace
dosahovala alespoil 1%. Pro zajidténi u€inné dezinfekce
mize byt vyzadovano 30minutové vystaveni 1% chlornanu
sodnému.

6. Pripadny rozlity potencidlné infekéni material je tfeba
okamzité odstranit pomoci absorpéniho papirového
runiku a kontaminovanou oblast umyt, napfiklad 1%
chlornanem sodnym, a to pfedtim, neZ budete v préci
pokradovat. Pokud je v rozlité latce kyselina,
kontaminovanou oblast pfed pouzitim chlornanu sodného
osuste. VSechny materidly pouzité k Cisténi pfipadnych
potfisnénych povrch(i, véetné rukavic, se musi likvidovat
jako potencialné infekéni odpad. Materidl obsahuijici
chlornan sodny nevkladejte do autoklavu.

Opatieni pro spravné provedeni testu

NeZ néstroje pouZijete, nechejte je vytemperovat na pokojovou
teplotu (18-30°C) alespofl po dobu 30 minut a pouZijte je do 60
minut.

1. Nastroje vykazujici modré zabarveni substratu (jamka
2) zlikviduijte.
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2. Pokud je vzorek pfidan do jamky manualné&, zkontrolujte,
zda je dokonale rozlozen.

3. Zkontrolujte skute¢nou pfitomnost reagencii v nastroji a
neporudenost samotného nastroje; nepouzivejte nastroje,
v nichZ pfi vizualni kontrole chybi néjaké reagencie a/nebo
vykazuiji cizi télesa v reakéni jamce.

4. Nastroje slouzi k pouZiti v kombinaci se zafizenim
CHORUS TRIO; je tfeba pozorné dodrzovat néavod k
pouziti a uZivatelskou pfirucku zafizeni.

Pouziti soupravy je mozné pouze s CHORUS TRIO s
aktualizovanou verzi softwaru. Ujistéte se, ze software
nainstalovany na zafizeni ma verzi (Rel.) odpovidajici
nebo novéjSi nez tu, kterd je uvedena v tabulce
zvefejnéné na webovych strankach Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Zkontrolujte, zda je zafizeni CHORUS TRIO sprévné
nastaveno (viz pfisludna uZivatelska pfirucka).

6. Carovy kod na rukojeti nastroje nikdy neméite, aby jej
zafizeni spravné piecetlo.

7. Vyvaruite se skladovani vzorkl v mrazécich s
automatickym odmrazovanim.

8. Pripadné defekini Carové kody lze vlozit do zafizeni
manualné (viz uzivatelska prirucka CHORUS TRIO).

9. Pokud pouzivate zafizeni CHORUS Autosampler (REF
81210), fidte se pfisluSnou uzivatelskou pfiruckou.

10. Béhem skladovani a pouzivani nevystavujte nastroje
silnému svétlu ¢i chlornanovym vypardm.

11. Pouziti siln& hemolyzovanych, lipemickych, ikterickych
vzorkl séra, které neni plné koagulovano, nebo vzork{
vykazujicich mikrobialni kontaminaci mlze byt zdrojem
chyb.

12. Nepouzivejte nastroj po uplynuti data spotfeby.

13. Zkontrolujte, zda je zafizeni pfipojeno k Washing
Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. OBSAH SOUPRAVY A PRIPRAVA REAGENCIi
Souprava vystaci na 36 stanoveni.

DD INASTROJE 6 baleni po 6 nastrojich

Popis:

OOO O]

Pozice 9: Prostor pro aplikaci Stitku s Earovym kodem
Pozice 8: REDICi PUFR

Obsah: pufrovaci roztok obsahuijici konzervaéni latku
Pozice 7: MIKROTITRACNI JAMKA

Potazena lidskou monoklonlni anti-VDZ protilatkou

Pozice 6: MIKROTITRACNI JAMKA

PotaZena lidskou monoklonalni anti-VDZ protilatkou

Pozice 5: ZASTAVOVACI ROZTOK

Obsah: roztok kyseliny sirové 0,3 M

Pozice 4: KONJUGAT

Obsah: Anti-VDZ protilatka znatena HRP v pufru obsahujicim
konzervacni latku

Pozice 3: REDICi PUFR

Obsah: pufrovaci roztok obsahuijici konzervaéni latku
Pozice 2: TMB SUBSTRAT

Obsah: Tetramethylbenzidin stabilizovany v citratovém pufru
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Pozice 1: PRAZDNA JAMKA
kamz se pfenasi vzorek.

Pouziti: nechte stabilizovat jedno baleni pfi pokojové
teploté, poté jej oteviete a vyjméte potfebné nastroje; ostatni
vratte do baleni se siliciovym gelem, vypustte vzduch a baleni
znovu neprody$né uzaviete stisknutim uzavéru. Skladujte pfi
teploté 2-8 C.

CALIBRATOR |KALIBRATOR 1x 0,650 ml

Obsah: Lidské sérum obsahujici VDZ a konzervacni latku.
Tekutina pfipravena k pouZiti.

CONTROL + |POZITIVNi KONTROLA 1x1,100 ml

Obsah: Lidské sérum obsahujici VDZ a konzervacni latku.
Tekutina pfipravena k pouZiti.

DALSi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI
BALENI

e WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

Zafizeni CHORUS TRIO

Destilovana nebo deionizované voda

Bézné laboratorni sklo: odmérné valce, zkumavky atd.
Mikropipety pro pfesny odbér objemd 50-200
Jednorézové rukavice

Roztok chlornanu sodného (5%)

Nadoby na sbér potencialné infekéniho materialu

6. ZPUSOB SKLADOVANI A STABILITA REAGENCII
Reagencie je nutné skladovat pii teploté 2/8°C. Pri
nespravné teploté skladovani je nutné opétovné provést
kalibraci a test validovat pomoci kontrolniho séra (viz
kapitola 9: Validace testu).

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

Reagencie maji po otevieni omezenou stabilitu:
NASTROJE

KALIBRATOR
POZITIVNI KONTROLA

8 tydn( pfi teploté 2/8°C
8 tydn( pfi teploté 2/8°C
8 tydn( pfi teploté 2/8°C

7. ODBER A SKLADOVANi VZORKU
Vzorek je sérum ziskané z krve odebrané béznou venepunkci,
s nimZ je nakladano za dodrzeni bezpecénostnich opatfeni
vyZadovanych standardnimi laboratornimi postupy.
MozZné nésledky v pfipadé pouZiti jinych biologickych tekutin
nejsou znamy.
Cerstvé sérum Ize uchovavat po dobu 5 dnii pfi teploté 2/8°C:
pfi delSim skladovani je tfeba vzorek zmrazit na teplotu -20°C.
Vzorek je moZné rozmrazit maximélné ffikrat. Vyvarujte se
skladovani vzorkd v mrazécich s automatickym odmrazovanim.
Rozmrazeny vzorek je nutné pfed pouZitim peclivé protiepat.
Darazné se doporuCuje vyhnout se jakémukoli intenzivnimu
zpracovani vzorku.
Kvalita vzorku miOze byt siné naruSena mikrobialni
kontaminaci, ktera m0ze vést k chybnym vysledkdm.
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8. POSTUP
Test CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB (REF. 86710) Ize
provadét soucasné POUZE s ostatnimi testy CHORUS
Promonitor.

1. Oteviete baleni (na strané s tlakovym uzavérem), vyjméte
mnozstvi nastroji pozadované pro testy a poté, co z
baleni vytlaCite vzduch, je opét uzavfete.

2. Vizualné zkontrolujte stav nastroje podle pokynd
uvedenych v kapitole 4, Opatfeni pro spravné provedeni
testu.

3. Do jamky &. 1 kaZdého nastroje dejte:

VZOREK 130 pl/nastroj
KALIBRATOR 130 pl/nastroj
POZITIVNI KONTROLA 130 pl/nastroj

Pfi kazdé zméné Sarze pouzijte nastroj pro kalibrator.

4. Umistéte nastroje do zafizeni CHORUS TRIO. Provedte
kalibraci (je-li tfeba) a test podle uZivatelské pfirucky
zafizeni.

9. VALIDACE TESTU

Pomoci pozitivni kontroly ovéfte spravnost ziskanych vysledku.
Pouzijte je v souladu s instrukcemi uvedenymi v uzivatelské
pfiruCce zafizeni. Pokud zafizeni hlasi, Ze pozitivni kontrola
vykazuje hodnotu mimo pfijatelné rozmezi, je zapotiebi znovu
provést kalibraci. Pfedchozi vysledky budou automaticky
opraveny.

Pokud je vysledek pozitivni kontroly i nadale mimo pfijatelné
rozmezi, kontaktujte prosim oddéleni védecké podpory.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
e-mail: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETACE VYSLEDKU
Zafizeni CHORUS TRIO vyjadfuje vysledky v pg/ml,
vypocitané na zakladé grafu podle 3arzi, ktery je ulozen v
paméti zafizeni.

Test na zkoumaném séru Ize interpretovat takto:

POZITIVNI’:'je-Ii vysledek = 1,5ug/ml
NEGATIVNI: je-li vysledek < 1,1 pg/ml
NEJEDNOZNACNY: je-li vysledek mezi 1,2 a 1,4 pg/ml

Nejednoznacné vysledky se ziskaji v pfipadé hodnot, které se
nachazeji v rozmezi mezi mezi detekce (<1,1 pg/ml) a nizkou
mezi stanovitelnosti (1,5 pg/ml).

11. OMEZENI
Tento test méfi volnou VDZ. Nemé&fi imunokomplexy vytvorené
mezi VDZ a anti-VDZ protilatkami.
VSechny ziskané hodnoty vyzaduji peélivou interpretaci, ktera
musi zohlednit dal3i ukazatele souvisejici s pacientem.
Test nelze pouzit samostatné pro rozhodovani o 1é¢bé pacienta
a vysledek testu by mél byt hodnocen spoleéné s anamnézou
pacienta, dalSimi klinickymi diagnostickymi vySetfenimi a
laboratornimi vysledky.
Tento produkt musi byt pouZivdn vyhradné odbornym a
pfislusné vySkolenym laboratornim personélem.
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12. KALIBRACNi ROZSAH
Kalibraéni rozsah: 1,1-60,0 pg/ml
U vzorkd > 60,0 pg/ml zopakujte test rozfedénim vzorku v
negativni kontrole/fedidle vzorku (REF 83607 - neni soucasti
soupravy).

13. REFERENCNi ROZSAH
Odekavané hodnoty v normalni populaci stanovené vySetfenim
120 sér od zdravych darcli jsou negativni s hodnotami <1,1

pg/ml.

14. ANALYTICKA SPECIFITA
Byly testovany 3 vzorky (1 negativni, 1 nizce pozitivni a 1
vysoce pozitivni), k nimz byly pfidany nasledujici interferenéni
latky:

Bilirubin (4,5 mg/dl — 40 mg/dI)
Triglyceridy (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobin (2,5 mg/ml = 10 mg/ml)

Pritomnost vySe uvedenych interferenénich latek ve vzorku
séra neméni vysledek testu.

2 pozitivni vzorky revmatoidniho faktoru (RF) (200 1U/ml) byly
dopInény vedolizumabem.

Vysoka hladina - 32,4 pg/ml
Nizka hladina - 7,2 ug/m|
Negativni — < 1,1 pg/ml

Pfitomnost RF v testovaném séru neovliviiuje vysledek testu.

15. KRIZOVE REAKCE
Bylo testovano 10 vzorku, které neobsahovaly vedolizumab, ale
obsahovaly IFX (10,8 AU/ml) - 5 vzork(i a ADL (27,0 ug/ml) - 5
vzorkd.

Nebyly hlaSeny Zadné kfizové reakce.

16. SROVNANi METOD
V experimentalni studii bylo analyzovano 170 vzorkdi pomoci
soupravy Diesse a pomoci soupravy Promonitor VDZ ELISA.
Data jsou shrnuta v nasledujici tabulce:

Reference
+ - Celkem
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Celkem 41 129 170

Procento pozitivni konkordance (~ diagnosticka citlivost):
100,0% Clgse: 91,4-99,9

Procento negativni konkordance (~ diagnosticka specifiénost):
100,0% Clss: 97,1-100,0

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV): 100,0% Close: 100,0-100,0
Negativni prediktivni hodnota (NPV): 100,0% Cles%: 100,0-
100,0

Stupefl konkordance mezi obéma metodami je velmi dobry s
hodnotou K (Cohen(v koeficient) rovnou 1,0.

10-09/456-C IFU 86710 — Ed.12.12.2022



mailto:scientificsupport@diesse.it

Ze 170 vzork bylo 41 pozitivnich vzork( testovano na korelaci
mezi soupravou Diesse a jinou komeréné dostupnou
soupravou.

Data jsou shrnuta v nasleduijici tabulce:

Korelace r IC 95%
Pearson 0,95 0,91-0,97
Spearman 0,97 0,94-0,98

Korelace mezi témito dvéma metodami je velmi vysoka.

17. PRESNOST A OPAKOVATELNOST

Presnost v ramci méreni Mezi mérenimi
A Variaéni A Variaéni
Vzorek Prulmelr koeficient Pru;nelr koeficient
(Pg m ) (CV) % (llg m ) (CV) %
1 271 72 243 91
2 10,7 144 9,7 104
3 6,9 10,1 72 10,1
4 15 9,3 19 12,1
5 <11 - <11 B
6 <11 - <11
Mezi Sarzemi Mezi zafizenimi
—_— Variacni A Variacni
Vzorek Pru;nelr koeficient Pru;neir koeficient
(“g m ) (cv) % (Ilg m ) (cv) %
1 345 9,2 25,6 14,3
2 13,6 10,6 94 10,9
3 8,3 125 6,8 15,0
4 2,0 10,5 19 14,7
5 <11 - <11 -
6 <1,1 - <11
18. LINEARITA

Linearita testu byla hodnocena pomoci 3 vzorkli se znamymi
koncentracemi  vedolizumabu. Pro kazdy vzorek bylo
provedeno 8 sériovych fedéni, ktera prokazala linearitu metody
od 1,6 do 59,3 pg/ml.
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GEBRAUCHSANLEITUNG

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Fur die quantitative Bestimmung von
Vedolizumab in Humanserum

AusschlieBlich fiir die In-vitro-Diagnostik
bestimmt

1. ZWECKBESTIMMUNG
CHORUS Promonitor ANTI-VEDOLIZUMAB ist ein
Immunoassay-Testsatz fiir die automatisierte quantitative
Bestimmung von Anti-Vedolizumab in Humanserum mit
einem Einweg-Testmodul, das in Kombination mit dem
CHORUS TRIO Laboranalysator verwendet wird.
Das Produkt ist in Verbindung mit anderen klinischen und
Laborbefunden hilfreich bei der Behandlung von Patienten,
denen Vedolizumab (VDZ) verabreicht wird, wie Patienten
mit  entziindlichen Darmerkrankungen (IBD)  und
rheumatischen Erkrankungen.
Es darf nur von professionellen Labortechnikern
verwendet werden.

2. EINLEITUNG

Vedolizumab (VDZ) ist ein humanisierter monoklonaler IgG1-
Antikérper, der in Ovarienzellen des chinesischen Hamsters
(CHO) exprimiert wird. Er bindet spezifisch das a4f37-Integrin,
das auf einer bestimmten Untergruppe von T-Helfer-
Lymphozyten mit Gedachtnisfunktion exprimiert wird, die
bevorzugt in den Magen-Darm-Trakt einwandern und dort die
fur Colitis ulcerosa und Morbus Crohn charakteristische
Entzlindung verursachen. VDZ reduziert die Entzindung durch
eine Verbesserung der Symptome, die durch akute Phasen
gefolgt von einer klinischen Remission gekennzeichnet sind,
begleitet von Bauchschmerzen, Durchfall und Blutungen, die
die sozialen und beruflichen Aktivititen der betroffenen
Patienten  einschranken. VDZ ist ein biologisches
Immunsuppressivum mit hoher Selektivitat flir den Darmtrakt
und fir die Behandlung erwachsener Patienten mit
mittelschwerer bis schwerer aktiver Colitis ulcerosa oder
Morbus Crohn indiziert, die auf eine konventionelle Therapie
oder einen Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa)-Antagonisten nur
unzureichend angesprochen haben oder diese nicht vertragen.
VDZ kann potenziell immunogen sein und die Bildung von Anti-
Drug-Antikdrpern (ADA) induzieren, wodurch die Wirksamkeit
der Behandlung maglicherweise verringert wird. Eine
allméhliche Abnahme der Wirksamkeit im Laufe der Zeit nach
einem anfanglichen Ansprechen auf Arzneimittel ist tblich.

3. TESTPRINZIP
Das Testmodul CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB ist
gebrauchsfertig fir die Bestimmung von Vedolizumab in
Humanserum im Laboranalysator CHORUS TRIO.
Der Test basiert auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA-
Verfahrens.
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Die Vertiefungen der Mikroplatten sind mit einem monoklonalen
Anti-VDZ-Antikérper vorbeschichtet. Kalibrator, Positivkontrolle
und Proben kommen in ein separates Modul.

VDZ ist in der Lage, sich nach der Inkubation mit der Probe an
das vorimmobilisierte Anti-VDZ zu binden. Nach dem Waschen
zur Entfernung der ungebundenen Probe wird ein HRP-
markierter Anti-VDZ-Antikdrper (Konjugat) zugegeben. Im
zweiten Inkubationsschritt kann sich das Konjugat an das VDZ
binden, das an den Vertiefungen der Mikroplatte haftet.

Nach dem Spillen zur Entfernung des nicht gebundenen
Konjugats wird Substrat fiir die Peroxidase zugegeben. Die
enzymatische Reaktion wird durch Zugabe der Stopplésung,
wodurch die Lésung gelb wird, gestoppt. Die sich entwickelnde
Farbe ist proportional zur Menge des in der Patientenprobe
vorhandenen VDZ.

Die Einweg-Testmodule enthalten alle erforderlichen
Reagenzien, um den Test nach Einlegen in den
CHORUS TRIO Laboranalysator durchfiihren zu konnen.

Die Ergebnisse sind in ug/ml ausgedriickt.

4. WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN

AUSSCHLIESSLICH FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSTIK
BESTIMMT

Dieser Testsatz enthélt Materialien menschlichen
Ursprungs, die auf das Vorhandensein von HbsAg und
Antikorpern gegen HIV-1, HIV-2 und HCV getestet wurden
und eine negative Reaktion zeigten. Da kein diagnostischer
Test die Prasenz infektioser Stoffe vollstandig
ausschlieBen kann, muss jedes Material humanen
Ursprungs als potentiell infektios betrachtet werden.
Befolgen Sie alle VorsichtsmaRnahmen, die normalerweise
in der Laborpraxis beim Umgang mit Materialien
menschlichen Ursprungs getroffen werden.

Entsorgung der Abfélle: Die Serumproben, Kalibratoren
und gebrauchten Streifen miissen als infektioser Abfall
behandelt und unter Einhaltung der geltenden gesetzlichen
Bestimmungen entsorgt werden.

Gesundheits- und Sicherheitsinformationen

1. Nicht mit dem Mund pipettieren.

2. Beim Handhaben der Proben Einweghandschuhe und
einen Augenschutz tragen.

3. Nach dem Einsetzen der Testmodule in den
CHORUS TRIO Laboranalysator sorgfaltig die Hande
waschen.

4. Beziiglich der Sicherheitseigenschaften der Reagenzien
des  Testsatzes  beachten  Sie  bitte  das
Sicherheitsdatenblatt (auf Anfrage erhaltlich).

5. Neutralisierende S&uren und andere flissige Abfalle
missen durch Zugabe von Natriumhypochlorit desinfiziert
werden. Das zugegebene Volumen muss eine
Endkonzentration von mindestens 1% ergeben. Zur
Gewahrleistung einer wirksamen Desinfektion kann eine
30-minitige Exposition gegentiber 1 % Natriumhypochlorit
erforderlich sein.

6. Wird potentiell infektidses Material versehentlich
verschiittet, muss es umgehend mit Saugpapier entfernt
werden. Die beschmutzte Flache muss vor dem
Fortsetzen der Arbeit zum Beispiel mit 1 %igem
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Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Wenn Saure in
der verschtteten Flissigkeit enthalten ist, wischen Sie
den  verschmutzten  Bereich ab, bevor Sie
Natriumhypochlorit ~ verwenden.  Alle  fir  die
Dekontamination von verschittetem Material verwendeten
Hilfsmittel miissen einschlieflich der Handschuhe als
potentiell infektidser Abfall entsorgt werden. Materialien,
die Natriumhypochlorit enthalten, dirfen nicht autoklaviert
werden.

Warnhinweise zur Analyse

Bringen Sie die zu verwendenden Testmodule vor Gebrauch
mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur (18-30°C)
und verwenden Sie sie innerhalb von 60 Minuten.

1. Die Testmodule mit blau gefarbtem Substrat
(Vertiefung 2) aussortieren.

2. Bei manuellem Einfiillen der Probe in die Vertiefung auf
die perfekte Verteilung achten.

3. Kontrollieren Sie, ob die Reagenzien im Testmodul
enthalten sind und ob letzteres unversehrt ist. Keine
Testmodule verwenden, bei denen im Zuge der
Sichtkontrolle festgestellt wird, dass Reagenzien fehlen
oder bei denen sich Fremdkérper in  der
Reaktionsvertiefung befinden.

4. Die Testmodule missen zusammen mit dem
CHORUS TRIO Laboranalysator verwendet werden. Dabei
sind diese Gebrauchsanleitung und die Anweisungen in
der Gebrauchsanleitung des Analysators strikt zu
befolgen.

Die Nutzung des Testsatzes ist nur mit CHORUS TRIO
und einer aktualisierten Softwareversion maglich.
Stellen Sie sicher, dass es sich bei der auf dem
Laboranalysator installierten Software um die in der
Tabelle auf der Diesse-Website veréffentlichte oder
eine hohere Version (Rel.) handelt
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Kontrollieren, ob der CHORUS TRIO Laboranalysator
korrekt eingestellt ist (siehe betreffende
Gebrauchsanleitung).

6. Den Strichcode auf dem Griff des Testmoduls nicht
beschédigen, damit er vom Laboranalysator korrekt
gelesen werden kann.

7. Fir die Aufbewahrung der Proben keine selbstabtauenden
Tiefkhlgerate verwenden.

8. Eventuelle unlesbare Strichcodes kénnen manuell in den
Analysator eingegeben werden (siehe Gebrauchsanleitung
des CHORUS TRIO).

9. Wenn das Gerat CHORUS Autosampler (REF. 81210)
verwendet wird, ist dessen eigene Gebrauchsanleitung zu
befolgen.

10. Die Testmodule wahrend der Aufbewahrung und des
Gebrauchs keiner starken Beleuchtung und keinen
Natriumhypochlorit-Dampfen aussetzen.

11. Die Verwendung von stark hamolysierten, lipamischen,
ikterischen Proben, von unvollstdndig koaguliertem Serum
oder Proben mit mikrobieller Kontamination kann eine
Fehlerquelle darstellen.

12. Das Testmodul nach dem Verfalldatum nicht mehr
verwenden.
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13. Prifen Sie, ob der Laboranalysator an den
Waschpuffer Autoimmunity (Ref. 86004)
angeschlossen ist.

5. BESTANDTEILE DES TESTSATZES UND
VORBEREITUNG DER REAGENZIEN
Das Testkit reicht fiir 36 Bestimmungen.

TESTMODULE 6 Packungen mit je 6 Testmodulen

Beschreibung:

OO [ ]O|

Position 9: Platz fiir Strichcode-Etikett

Position 8: VERDUNNUNGSPUFFER

Inhalt: Pufferldsung mit Konservierungsmittel

Position 7: MIKROPLATTENVERTIEFUNG

Mit humanem monoklonalem Anti-VDZ-Antik6rper beschichtet
Position 6: MIKROPLATTENVERTIEFUNG

Mit humanem monoklonalem Anti-VDZ-Antikorper beschichtet
Position 5: STOPPLOSUNG

Inhalt: Schwefelsaureldsung 0,3 M

Position 4: KONJUGAT

Inhalt: HRP-markierter Anti-VDZ-Antikérper und Puffer mit
Konservierungsmittel

Position 3: VERDUNNUNGSPUFFER

Inhalt: Pufferldsung mit Konservierungsmittel

Position 2: TMB SUBSTRAT

Inhalt: Tetramethylbenzidin in Citratpuffer stabilisiert

Position 1: LEERE VERTIEFUNG

fir die Probe.

Gebrauch: Einen Beutel auf Raumtemperatur bringen, den
Beutel 6ffnen und die bendtigten Testmodule herausnehmen;
die nicht bendtigten in den Beutel mit Kieselgel zurlcklegen,
die Luft entweichen lassen und den Beutel durch Driicken auf
den Verschluss versiegeln. Bei 2-8 °C aufbewahren.

CALIBRATOR [KALIBRATOR 1x0.650 ml

Inhalt: Humanserum mit VDZ und Konservierungsmittel.
Flussig, gebrauchsfertig.

CONTROL + POSITIVE KONTROLLE 1x1.100 ml

Inhalt: Humanserum mit VDZ und Konservierungsmittel.
Flussig, gebrauchsfertig.

WEITERES ERFORDERLICHES, ABER NICHT
MITGELIEFERTES MATERIAL

o  WASCHPUFFER AUTOIMMUNITY 86004

o REINIGUNGSLOSUNG 200 83609

o  DESINFEKTIONSLOSUNG 83604

e CHORUS
NEGATIVKONTROLLE/RROBENVERDUNNUNGSMITTE
L |REF] 83607

CHORUS TRIO Laboranalysator

Destilliertes oder deionisiertes Wasser

Ubliches Laborglas: Zylinder, Reagenzglaser, usw.
Mikropipetten zur genauen Entnahme von Volumina
zwischen 50 und 200 pl
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e  Einweghandschuhe
o Natriumhypochlorit-Ldsung (5 %)
e  Behalter zum Sammeln potentiell infektioser Materialien

6. AUFBEWAHRUNG UND STABILITAT DER
REAGENZIEN
Die Reagenzien miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Im
Fall einer falschen Aufbewahrungstemperatur muss die
Kalibrierung wiederholt und die Richtigkeit des
Ergebnisses mit Hilfe des Kontrollserums iiberpriift
werden (siehe Kapitel 9: Testvaliditat).

Das Verfalldatum steht auf jeder Komponente und auf dem
Etikett des Testsatzes.

Die Reagenzien besitzen nach dem Offnen eine begrenzte
Stabilitét:

TESTMODULE 8 Wochen bei 2-8 °C
KALIBRATOR 8 Wochen bei 2-8 °C
POSITIVE KONTROLLE 8 Wochen bei 2-8 °C

7. SAMMLUNG UND LAGERUNG VON PROBEN
Die Probe besteht aus Serum, das aus Blut gewonnen wird,
das durch eine normale Punktion von Venen entnommen wurde
und mit den fiir Standardlaborverfahren vorgeschriebenen
Vorsichtsmalnahmen behandelt wird.
Die Folgen bei Verwendung anderer biologischer Fllssigkeiten
sind nicht bekannt.
Das frische Serum kann bei 2-8 °C fiinf Tage lang aufbewahrt
werden; fir eine langere Aufbewahrung wird es bei -20 °C
eingefroren.
Die Probe darf maximal dreimal aufgetaut werden. Fir die
Aufbewahrung  der  Proben  keine  selbstabtauenden
Tiefkihlgerate verwenden. Die Probe nach dem Auftauen und
vor dem Assay sorgfaltig durchmischen.
Es wird dringend empfohlen, eine intensive Bearbeitung der
Proben zu vermeiden.
Eine Mikrobenkontamination kann die Qualitat der Probe
ernsthaft beeintrachtigen und zu falschen Ergebnissen fiihren.

8. VORGEHENSWEISE
Der CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB-Test (REF. 86710)
kann gleichzeitiy NUR mit den anderen CHORUS
Promonitor-Tests durchgefiihrt werden.

1. Den Beutel &ffnen (Seite mit Druckverschluss), die fur die
Durchflinrung der Tests erforderliche Anzahl von
Testmodulen entnehmen und den Beutel mit den
restlichen Testmodulen nach dem Entfernen der Luft
wieder verschliefien.

2. Das Testmodul gemaR den Anweisungen in Kapitel 4
Warnhinweise zur Analyse, einer Sichtkontrolle
unterziehen.

3. Indie Vertiefung 1 jedes Testmoduls geben:

PROBE 130 pl/Testmodul
KALIBRATOR 130 pl/Testmodul
POSITIVE KONTROLLE 130 pliTestmodul

Bei jedem Chargenwechsel ein Testmodul fiir den
Kalibrator verwenden.
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4. Die Testmodule in den CHORUS TRIO Laboranalysator
einsetzen. Die Kalibrierung (sofern erforderlich) und den
Test gemall den Anweisungen der Gebrauchsanleitung
des Analysators durchfiihren.

9. TESTVALIDIERUNG

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der Testergebnisse die positive
Kontrolle verwenden. Sie wird gemaR den Anweisungen der
Gebrauchsanleitung des Analysators eingesetzt. Wenn der
Analysator fiir die positive Kontrolle einen Wert auRerhalb des
akzeptablen Bereichs anzeigt, muss die Kalibrierung wiederholt
werden. Die vorhergehenden Ergebnisse werden dann
automatisch korrigiert.

Wenn das Ergebnis der positiven Kontrolle weiterhin aulerhalb
des akzeptablen Bereichs liegt, kontaktieren Sie bitte den
Scientific Support.

Tel.: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
E-Mail:  scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETATION DER ERGEBNISSE
Der CHORUS TRIO Laboranalysator liefert das Ergebnis in
pg/ml, die aufgrund einer vom Analysator gespeicherten
chargenabhéangigen Grafik berechnet werden.

Der Test des untersuchten Serums kann wie folgt ausgelegt
werden:

POSITIV: bei Ergebnis 21,5 pg/ml
NEGATIV: bei Ergebnis <1,1 ug/ml
MEHRDEUTIG: bei Ergebnis zwischen 1,2 und 1,4 pg/ml

Mehrdeutige Ergebnisse werden erzielt, wenn die Werte im
Bereich zwischen der Nachweisgrenze (<1,1 pug/ml) und der
unteren Quantifizierungsgrenze (1,5 pug/ml) liegen.

11. GRENZEN DES VERFAHRENS
Mit diesem Assay wird der freie VDZ gemessen. Nicht
gemessen werden die Immunkomplexe, die aus VDZ und den
Anti-VDZ-Antikérpern gebildet werden.
Alle erhaltenen Werte erfordern eine sorgfaltige Auslegung, bei
der andere Indikatoren mit Bezug auf den einzelnen Patienten
beriicksichtigt werden mussen.
Der Test darf nicht allein fir Entscheidungen im
Patientenmanagement ~ verwendet werden und das
Testergebnis muss in Verbindung mit der Krankengeschichte
des Patienten, anderen klinisch-diagnostischen Bewertungen
und Laborergebnissen ausgewertet werden.
Dieses Produkt darf nur von ausreichend geschultem,
professionellem Laborpersonal verwendet werden.

12. KALIBRIERBEREICH
Kalibrierbereich: 1,1-60,0 pg/ml
Bei Proben >60,0 ug/ml den Test wiederholen und die Probe
zuvor mit Negativer Kontrolle/Probenverdiinnungsmedium
(REF. 83607 - nicht im Testsatz enthalten) verdlinnen.

13. REFERENZBEREICH
In der Normalbevélkerung sind die Erwartungswerte, ermittelt
durch die Untersuchung von 120 Seren gesunder Spender, mit
Werten <1,1 pg/ml negativ.

10-09/456-C IFU 86710 — Ed.12.12.2022


mailto:scientificsupport@diesse.it

14, ANALYTISCHE SPEZIFITAT
Es wurden 3 Proben (1 negative, 1 schwach positive und 1
stark positive) getestet, denen folgende Storstoffe beigemischt
wurden:

Bilirubin (4,5 mg/di-40 mg/dl)
Triglyceride (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hamoglobin (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)

Die Prasenz der oben aufgeflihrten Stdrsubstanzen in der
Serumprobe verandert das Testergebnis nicht.

Zu 2 positiven (RF) Rheumafaktor-Proben (200 IE/ml) wurde
Vedolizumab hinzugefiigt.

Hoher Spiegel — 32,4 ug/mi
Niedriger Spiegel - 7,2 pg/ml
Negativ — <1,1 pg/ml

Das Vorhandensein von RF im Testserum hat keinen Einfluss
auf das Testergebnis.

15. KREUZREAKTIONEN
Es wurden 10 Proben getestet, die kein Vedolizumab
enthielten, dafir aber IFX (10,8 yg/ml) - 5 Proben und ADL
(27,0 ug/ml) - 5 Proben.

Es wurden keine Kreuzreaktionen festgestellt.

16. VERGLEICHSSTUDIEN
In einem Versuch wurden 170 Proben mit dem Diesse-Testsatz
und dem Promonitor VDZ ELISA-Testsatz getestet.
Die Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Referenz
+ - Insgesamt
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Insgesamt 4 129 170

Positive Ubereinstimmungsrate (~diagnostische Sensitivitét):
100,0 % Clos %: 91,4-99,9

Negative Ubereinstimmungsrate: (~diagnostische Spezifitat):
100,0 % Clos %: 97,1-100,0

Positiver Vorhersagewert (PPV): 100,0 % Klgs %: 100,0-100,0
Negativer Vorhersagewert (NPV): 100,0 % Clgs %: 100,0-100,0

Der Ubereinstimmungsgrad zwischen den beiden Methoden ist
mit einem K-Wert (Cohen-Koeffizient) von 1,0 optimal.

Von den 170 Proben wurde die Korrelation zwischen dem
Diesse-Testsatz und einem anderen auf dem Markt erhaltlichen
Testsatz an 41 positiven Proben getestet.

Die Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Korrelation r 95 % K
Pearson 0,95 0,91-0,97
Spearman 0,97 0,94-0,98

Die Korrelation zwischen den beiden Methoden ist sehr hoch.

17. PRAZISION UND WIEDERHOLBARKEIT

Probe | Innerhalb eines Durchlaufs |  Zwischen Durchliufen
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Mittelwert VK % Mittelwert VK %
(ug/mi) (ug/ml)
1 27,1 72 243 91
2 10,7 144 9,7 104
3 6,9 10,1 72 10,1
4 1,5 9,3 1,9 12,1
5 <1,1 - <11 _
6 <1,1 - <11
Zwischen Chargen Zwischen Analysatoren
Probe Mittelwert o Mittelwert 0
(ugimy | VK (ugimy | VK"
1 34,5 9,2 256 14,3
2 13,6 10,6 9,4 10,9
3 8,3 12,5 6,8 15,0
4 2,0 10,5 19 14,7
5 <11 - <11 -
6 <11 - <11

18. LINEARITAT
Die Linearitdt des Assays wurde unter Verwendung von
3 Proben mit bekannten Konzentrationen von Vedolizumab
bewertet. Fir jede Probe wurden Verdiinnungsreihen
angefertigt, mit denen die Linearitat der Methode von 1,6 bis
59,3 pg/ml nachgewiesen wurde.
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INSTRUCCIONES DE USO

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Para la determinacion cuantitativa de
Vedolizumab en suero humano

Solo para uso diagndstico in vitro

1. INDICACIONES

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB es un kit de
inmunoensayo para la determinacién semicuantitativa
automatizada de Vedolizumab en suero humano con
dispositivo desechable aplicado al equipo CHORUS TRIO.
Utilizado en combinacion con otros resultados clinicos y
de laboratorio, el producto es util como ayuda en la
gestion de los pacientes tratados con Vedolizumab (VDZ),
como los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) y enfermedades reumaticas.

Para uso exclusivo de técnicos de laboratorio
profesionales.

2. INTRODUCCION

Vedolizumab (VDZ) es un anticuerpo monoclonal 1gG1
humanizado expresado en células de ovario de hamster chino
(CHO) que se une especificamente a la integrina 0437 que se
expresa en un subconjunto discreto de células T auxiliares de
la  memoria, que preferiblemente migran al tracto
gastrointestinal (Gl), causando inflamacion caracteristica de la
colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. VDZ reduce la
inflamacion al mejorar los sintomas, caracterizados por fases
més agudas seguidas de remision clinica, acompafiadas de
dolor abdominal, diarrea y sangrado que limitan las actividades
sociales y laborales de los pacientes afectados. VDZ es un
inmunosupresor biolégico altamente selectivo para el tracto
intestinal y estd indicado para el tratamiento de pacientes
adultos con colitis ulcerosa activa de moderada a grave o
enfermedad de Crohn que han tenido una respuesta
inadecuada o han sido intolerantes a la terapia convencional, 0
a un factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) antagonista. VDZ
puede ser potencialmente inmunogénico e inducir la formacién
de anticuerpos antidrogas (ADA), lo que reduce potencialmente
la eficacia del tratamiento. Es comdn una disminucién gradual
de la eficacia con el tiempo después de una respuesta inicial a
los farmacos.

3. PRINCIPIO DEL METODO
El dispositivo CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB esta listo
para su uso para la determinacion de Vedolizumab en suero
humano, en el equipo CHORUS TRIO.
La prueba se basa en un método ELISA de tipo sandwich.
Los pocillos de las microplacas estan recubiertos previamente
con un anticuerpo monoclonal anti-VDZ. El calibrador, el
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control positivo y las muestras se afiaden a un dispositivo
separado.

El VDZ puede unirse al anti-VDZ preinmovilizado tras la
incubacién con la muestra. Tras el lavado para eliminar la
muestra no unida, se afiade un anticuerpo anti-VDZ marcado
con HRP (conjugado). Un segundo paso de incubacién permite
que el conjugado se una al VDZ que se ha adherido a los
pocillos de la microplaca.

Tras el lavado para eliminar el conjugado que no se ha unido,
se afiade el sustrato para peroxidasa. La reaccién enzimatica
se detiene afiadiendo la solucién inhibidora, que hace que la
solucién adquiera un color amarillo. EI color que aparece es
proporcional a la cantidad de VDZ presente en la muestra del
paciente.

Los productos de un solo uso contienen todos los reactivos
para realizar la prueba cuando se utilizan con el equipo
CHORUS TRIO.

Los resultados se expresan en pg/mi.

4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
SOLO PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Este kit contiene materiales de origen humano que han
sido testados y han dado una respuesta negativa a la
presencia de HbsAg y de anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2
y anti-VHC. Dado que ninguna prueba diagnéstica puede
ofrecer una garantia completa sobre la ausencia de
agentes infecciosos, cualquier material de origen humano
debe ser considerado potencialmente infeccioso. Al
manipular material de origen humano se deben seguir
todas las precauciones dictadas por las buenas practicas
de laboratorio.

Eliminacion de residuos: las muestras de suero, los
calibradores y las tiras reactivas que se han usado deben
considerarse residuos infecciosos y se deben desechar
conforme a lo establecido en la legislacion vigente.

Informacién sobre salud y sequridad

1. No utilizar la pipeta con la boca.

2. Usar guantes desechables y proteccién para los ojos para
manipular las muestras.

3. Lavarse minuciosamente las manos después de introducir
los dispositivos en el equipo CHORUS TRIO.

4. Consultar las caracteristicas de seguridad de los reactivos
del kit en la Ficha de Seguridad (disponible a solicitud).

5. Para desinfectar los acidos neutralizados y otros residuos
liquidos, afiadir una cantidad de hipoclorito de sodio
suficiente para preparar una solucién con concentracion
minima del 1 %. Para garantizar una desinfeccion eficaz
podria ser necesaria una exposicion de 30 minutos a
hipoclorito de sodio al 1%.

6. El material potencialmente contaminado que se derrame
debera eliminarse de inmediato con papel absorbente y la
zona contaminada deberd descontaminarse antes de
seguir trabajando, por ejemplo, con una solucién de
hipoclorito de sodio al 1 %. Si el material derramado
contiene un &cido, secar el area contaminada antes de
usar el hipoclorito de sodio. Todos los materiales
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empleados para descontaminar la zona en la que se
hayan producido derrames, incluidos guantes, deberan
desecharse como si fuesen residuos potencialmente
infecciosos. No utilizar el autoclave con materiales que
contengan hipoclorito de sodio.

Advertencias relacionadas con el anélisis

Antes del uso, dejar los dispositivos que se vayan a utilizar a
temperatura ambiente (18-30 °C) durante al menos 30 minutos
y utilizarlos en los 60 minutos siguientes.

1. Descartar los dispositivos con substrato (pocillo 2) de
color azul.

2. Si se afiade la muestra al pocillo manualmente,
comprobar que esté distribuida perfectamente.

3. Comprobar la presencia de los reactivos en el dispositivo
y que éste no esté dafiado. No utilizar dispositivos si se
detecta la ausencia de algun reactivo o la presencia de
cuerpos extrafios en el pocillo de reaccién cuando se
inspeccionan visualmente.

4. Los dispositivos se deben utilizar junto con el equipo
CHORUS TRIO, siguiendo  rigurosamente  las
Instrucciones de Uso y el Manual del Usuario del equipo.
El kit solo se puede utilizar con CHORUS TRIO con
una version actualizada del software. Asegurarse de
que la version (Rel.) del software instalado en el
equipo coincida o sea superior a la que se indicaen la
tabla que se puede consultar en el sitio web de Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Comprobar que el equipo CHORUS TRIO se ha
configurado de manera correcta (ver el Manual del
Usuario).

6. No alterar el cédigo de barras de la empufiadura del
producto para asegurarse de que el equipo pueda leerlo
correctamente.

7. Evitar el uso de congeladores con desescarche
automatico para conservar las muestras.

8. Los cadigos de barras defectuosos se pueden introducir
de forma manual en el equipo (ver el Manual del Usuario
del equipo CHORUS TRIO).

9. Si se utiliza el instrumento CHORUS Autosampler (REF.
81210), consultar el manual de usuario correspondiente.

10. No exponer los dispositivos a iluminacion intensa ni a
vapores de hipoclorito durante la conservacion y el uso.

11. El uso de muestras altamente hemolizadas, lipémicas,
ictéricas, de suero no coagulado completamente o de
muestras que presentan contaminacién microbiana puede
ser fuente de error.

12. No utilizar el dispositivo después de la fecha de
caducidad.

13. Comprobar que el equipo esté conectado al Washing
Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DE
LOS REACTIVOS
El contenido del kit es suficiente para realizar 36
determinaciones.

DISPOSITIVOS 6 envases de 6 unidades cada uno

Descripcion:

ES 19/34

OO O]

Posicion 9: Espacio disponible para etiqueta con cddigo de
barras

Posicion 8: TAMPON DE DILUCION

Contenido: solucion tampon que contiene conservante
Posicion 7: POCILLO DE MICROPLACA

Recubierto con anticuerpo monoclonal humano anti-VDZ
Posicién 6: POCILLO DE MICROPLACA

Recubierto con anticuerpo monoclonal humano anti-VDZ
Posicion 5: SOLUCION INHIBIDORA

Contenido: Solucion de acido sulfarico 0,3 M

Posicion 4. CONJUGADO

Contenido: Anticuerpo anti-VDZ marcado con HRP en tampoén
que contiene conservante

Posicién 3: TAMPON DE DILUCION

Contenido: solucién tampén que contiene conservante
Posicion 2: SUSTRATO TMB

Contenido: Tetrametilbencidina estabilizada en tampén citrato
Posicién 1: POCILLO VACIO

donde se debe transferir la muestra.

Uso: dejar que una bolsa alcance la temperatura ambiente,
abrir la bolsa y sacar los dispositivos correspondientes; colocar
los demas en la bolsa que contiene el gel de silice, expulsar el
aire de la bolsa y sellarla ejerciendo presion sobre el cierre.
Conservar a 2/8 °C.

CALIBRATOR |CALIBRADOR 1x 0,650 ml

Contenido: Suero humano que contiene VDZ y conservante.
Liquido, listo para su uso.

CONTROL + [CONTROL POSITIVO 1x 1,100 ml

Contenido: Suero humano que contiene VDZ y conservante.
Liquido, listo para su uso.

OTRO MATERIAL NECESARIO, PERO NO SUMINISTRADO

o  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

e Equipo CHORUS TRIO

e Agua destilada o desionizada

e Articulos de vidrio para laboratorio habituales: tubos,
probetas, etc.

e  Micropipetas que garanticen una obtencion precisa de
volumenes de 50-200 pl
Guantes desechables
Solucién de hipoclorito de sodio (5 %)

e Recipientes para la recogida de materiales potencialmente
infecciosos

6. MODO DE CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE
LOS REACTIVOS

Los reactivos deben conservarse a 2/8 °C. Si la

temperatura de conservacion es incorrecta, habra que

repetir la calibracion y verificar que el resultado es
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correcto mediante el suero de control (ver el capitulo 9:
Validacién de la prueba).

La fecha de caducidad esta impresa en cada componente y
en la etiqueta del kit.

Los reactivos tienen una estabilidad limitada una vez que
se abren:

DISPOSITIVOS 8 semanas a 2/8 °C
CALIBRADOR 8 semanas a 2/8 °C
CONTROL POSITIVO 8 semanas a 2/8 °C

7. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

La muestra consiste en suero obtenido de sangre extraida de
la vena de forma comln y debe manipularse siguiendo las
precauciones dictadas por los procedimientos estandar de
laboratorio.
No se conocen las consecuencias del uso de otros liquidos
bioldgicos.
El suero fresco se puede conservar a 2/8 °C durante 5 dias;
para conservaciones mas largas congelar a -20 °C.
La muestra puede descongelarse hasta un maximo de 3 veces.
Evitar el uso de congeladores con desescarche automatico
para conservar las muestras. Después de descongelar la
muestra, agitarla con cuidado antes de su uso.
Se  recomienda  encarecidamente  evitar  cualquier
procesamiento agresivo de las muestras.
La calidad de la muestra puede verse seriamente afectada por
la contaminacién microbiana, que conduce a resultados
erréneos.

8. PROCEDIMIENTO
La prueba CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB (REF.
86710) se puede realizar simultineamente SOLO con otras
pruebas CHORUS Promonitor.

1. Abrir la bolsa (lado con el cierre a presion), sacar los
dispositivos necesarios para realizar el anélisis y
depositar los demés en la bolsa. Expulsar el aire y cerrar
la bolsa para que se conserven.

2. Controlar visualmente el estado del dispositivo segun las
indicaciones incluidas en el capitulo 4, Advertencias
relacionadas con el anélisis.

3. Dispensar en el pocillo n.° 1 de cada dispositivo:

MUESTRA 130 pl/dispositivo
CALIBRADOR 130 pl/dispositivo
CONTROL POSITIVO 130 pl/dispositivo

Utilizar un dispositivo para el calibrador cada vez que se
cambie de lote.

4. Introducir los dispositivos en el equipo CHORUS TRIO.
Realizar la calibracién (si se requiere) y la prueba como
se indica en el Manual del Usuario del equipo

9. VALIDACION DE LA PRUEBA
Utilizar el control positivo para verificar la validez de los
resultados obtenidos, procesandolo segin las indicaciones del
Manual del Usuario del equipo. Si el equipo indica que el
control positivo tiene un valor fuera de los limites de
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aceptabilidad, es necesario repetir la calibracién. Los
resultados anteriores se corregirdn automaticamente.

Si el resultado del control positivo continta estando fuera del
rango de aceptabilidad, contactar con Scientific Support.

Tel.: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
e-mail: scientificsupport@diesse.it

10. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
El equipo CHORUS TRIO calcula el resultado en funcion de un
gréfico por lotes guardado en su memoria y proporciona el
resultado en pg/ml.

La prueba del suero puede interpretarse de la siguiente
manera:

POSITIVO: cuando el resultado es 21,5 pg/ml

NEGATIVO: cuando el resultado es 1,1 ug/ml

AMBIGUO: cuando el resultado estd comprendido entre 1,2 y
1,4 ug/mi

Se obtienen resultados ambiguos en caso de valores que se
encuentren en el rango entre el limite de deteccion (<1,1
AU/ml) y el limite bajo de cuantificacién (1,5 AU/ml).

11. LIMITACIONES
Este ensayo mide la VDZ libre. No mide los complejos inmunes
formados entre VDZ y anticuerpos anti-VDZ.
Todos los valores obtenidos requieren una interpretacion
cuidadosa que debe considerar otros indicadores relacionados
con el paciente.
Esta prueba, por si sola, no se debe utilizar para tomar
decisiones sobre la gestion del paciente, y el resultado de la
prueba debe evaluarse junto con el historial médico del
paciente, con otros examenes de diagndstico clinico y con los
resultados de laboratorio.
El producto es para uso exclusivo de personal profesional de
laboratorio adecuadamente formado.

12. RANGO DE CALIBRACION
Rango de calibracién: 1,1-60,0 pg/ml
Para las muestras >60,0 pg/ml, repetir la prueba diluyendo la
muestra previamente en Negative Control/Sample Diluent
(REF. 83607 - no incluido en el kit).

13. RANGO DE REFERENCIA
Los valores esperados en la poblacién normal, determinados
mediante el andlisis de 120 sueros de donantes sanos, son
negativos con valores <1,1 pg/ml.

14. ESPECIFICIDAD ANALITICA
Se analizaron 3 muestras (1 Negativa, 1 Positiva baja y 1
Positiva alta) a las que se afadieron los interferentes
siguientes:

Bilirrubina (4,5 mg/dl — 40 mg/dI)
Triglicéridos (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobina (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

La presencia de las sustancias mencionadas anteriormente en
la muestra de suero no altera el resultado de la prueba.
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Se afadio Vedolizumab a 2 muestras Factor Reumatodie
positivas (200 Ul/ml).

Nivel alto — 32,4 ug/ml
Nivel bajo - 7,2 pg/ml
Negativo — <1,1 pg/ml

La presencia de RF en el suero analizado no altera el resultado
de la prueba.

15. REACCIONES CRUZADAS
Se analizaron 10 muestras que no contenian Vedolizumab,
pero que contenian IFX (10,8 pg/ml) — 5 muestras y ADL (27,0
pg/ml) — 5 muestras.

No se encontraron reacciones cruzadas.

16. ESTUDIOS COMPARATIVOS
En una prueba, se analizaron 170 muestras con el kit Diesse y
con un test de Promonitor VDZ ELISA.
Los datos se resumen en la siguiente tabla:
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1 34,5 9,2 25,6 14,3
2 13,6 10,6 94 10,9
3 8,3 12,56 6,8 15,0
4 2,0 10,5 1,9 14,7
5 <11 - <11 -
6 <11 - <11

Referencia
+ - Total
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Total 41 129 170

Porcentaje de concordancia positiva (~ sensibilidad
diagndstica):

100,0 % Clos %: 91,4-99,9

Porcentaje de concordancia negativa: (~ especificidad
diagndstica):

100,0 % Clgs %: 97,1-100,0

Valor predictivo positivo (VPP): 100,0 % ICes%: 100,0-100,0
Valor predictivo negativo (VPN): 100,0 % Clss %: 100,0-100,0

El grado de concordancia entre los dos métodos es excelente
con un valor K (coeficiente de Cohen) de 1,0.

De las 170 muestras, se probd en 41 muestras positivas la
correlacion entre el kit Diesse y otro kit comercial.

Los datos se resumen en la siguiente tabla:

Correlacion r IC del 95 %
Pearson 0,95 0,91-0,97
Spearman 0,97 0,94-0,98

La correlacion entre los dos métodos es muy alta.

17. PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD

Intra-ensayo Entre ensayos
Muestra Media CV% Media CV%
(ug/ml) (mg/ml)
1 271 72 243 9,1
2 10,7 144 9,7 10,4
3 6,9 10,1 72 10,1
4 1,5 9,3 1,9 12,1
5 <11 - <11 -
6 <11 - <11
Entre lotes Entre equipos
Muestra Media CV% Media CV%
(ug/ml) (mg/ml)

18. LINEALIDAD
La linealidad del ensayo se evalud utilizando 3 muestras con
concentraciones conocidas de Vedolizumab. Se realizaron 8
diluciones seriadas para cada muestra, que demostraron la
linealidad del método de 1,6 a 59,3 jug/ml.
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INSTRUCTIONS FOR USE

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

For the quantitative detection of Vedolizumab in
human serum

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED USE
CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB is an immunoassay
kit for automated quantitative detection of Vedolizumab
(VDZ) in human serum using a disposable device applied
on the CHORUS TRIO instrument.
The product, used in conjunction with other clinical and
laboratory findings, is useful as an aid in the management
of patients treated with Vedolizumab (VDZ), like patients
with inflammatory bowel disease (IBD) and rheumatic
diseases.
It must be used by professional laboratory users only.

2. INTRODUCTION

Vedolizumab (VDZ) is a humanized 1gG1 monoclonal antibody
expressed in Chinese hamster ovary (CHO) cells that
specifically binds the 0437 integrin which is expressed on a
discrete subset of memory T helper lymphocytes, which
preferably migrate to the gastrointestinal (GI) tract, causing
inflammation characteristic of ulcerative colitis and Crohn's
disease. VDZ reduces inflammation by improving symptoms,
characterized by more acute phases followed by clinical
remission, accompanied by abdominal pain, diarrhea and
bleeding that limit the social and work activities of the patients
who are affected. VDZ is a biological immunosuppressant with
high selectivity for intestinal tract and is indicated for the
treatment of adult patients with moderate to severe active
ulcerative colitis or Crohn's disease who have had an
inadequate response or been intolerant to conventional
therapy, or to a tumor necrosis factor alpha (TNFa) antagonist.
VDZ can potentially be immunogenic and induce the formation
of anti-drug antibodies (ADA), thereby potentially reducing
treatment efficacy. A gradual decrease in efficacy over time
following an initial response to biologics is common.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD
The CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB device is ready to
use for the detection of Vedolizumab (VDZ) in human serum, in
the CHORUS TRIO instrument.
The assay is based on a sandwich ELISA method.
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The microwell strips are pre-coated with an anti-VDZ
monoclonal antibody. Calibrator, positive control and samples
are added to separate device.

VDZ is able to bind to preimmobilized anti-VDZ antibodies
following incubation with the sample. After washing to remove
the unbound sample, HRP-labelled anti-VDZ antibody
(conjugate) is added. A second incubation step allows the
conjugate to bind to the VDZ that has become attached to the
microwells. After washing to remove the excess of unbound
conjugate, the peroxidase substrate is added. The enzymatic
reaction is stopped by adding stop solution, which makes the
solution turn to yellow. The color which develops is proportional
to the amount of VDZ in the patient sample.

The disposable devices contain all the reagents to perform the
test when applied on the CHORUS TRIO instrument.

The results are expressed in pg/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 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 TRIO instrument.

4. Consult the relative Material Safety Data Sheet (available
on request) for all the information on safety concerning the
reagents contained in the kit.

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% 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.
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Analytical Precautions

Bring the bags with the devices to room temperature (18-30°C)
for at least 30 minutes before use.

Use the devices within 60 min.

1. Discard devices which show the substrate (well 2)
blue colored.

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 and/or present foreign bodies in the
reaction well when visually inspected.

4. The devices are for use with the CHORUS TRIO
instrument; the Instructions for Use must be carefully
followed and the Instrument Operating Manual must be
consulted.

The use of the kit is only possible with CHORUS TRIO
with an updated version of software. Make sure that
the software installed in the instrument corresponds
or has a Release (Rel.) subsequent to the one reported
in the table published on Diesse website
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

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

9.  When CHORUS Autosampler (REF 81210) is used, refer
to the related Operating Manual

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

11. The use of strongly hemolyzed, lipemic, icteric samples, of
serum not completely coagulated or of samples presenting
microbial contamination may all constitute sources of
error.

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

13. Make sure that the instrument is connected to the
Washing Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. KIT COMPOSITION AND
PREPARATION
The kit is sufficient for 36 tests.

REAGENT

DD _|DEVICES 6 packages each containing 6 devices

Description:

|OOO L O] -

Position 9: Space for application of bar code label
Position 8: DILUTION BUFFER

Contents: Buffer solution containing preservative
Position 7: MICROPLATE WELL

Coated with anti-VDZ monoclonal antibody
Position 6: MICROPLATE WELL

Coated with anti-VDZ monoclonal antibody

FR 23/34

Position 5: STOP SOLUTION

Contents: 0.3 M sulfuric acid solution

Position 4: CONJUGATE

HRP-labelled anti-VDZ antibody and buffer containing
preservative

Position 3: DILUTION BUFFER

Contents: Buffer solution containing preservative
Position 2: TMB SUBSTRATE

Contents: Tetramethylbenzidine stabilized in citrate buffer
Position 1: EMPTY WELL

in which the sample is transferred.

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 1x0.650 ml

Contents: Human serum containing VDZ, and preservative.
Liquid, ready for use.

CONTROL + |POSITIVE CONTROL 1x1.100 ml

Contents: Human serum containing VDZ, and preservative.
Liquid, ready for use.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

e  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607

CHORUS TRIO instrument

Distilled or deionised water

Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes etc.
Micropipettes for the accurate collection of 50-200 ul
solution

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.
Possible consequences, in case of use of other biological
liquids, are not known.
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The fresh serum may be stored for 5 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 mixed carefully before use.

It is strongly recommended to avoid any harsh treatment of the
samples.

The quality of the sample can be seriously affected by microbial
contamination which leads to erroneous results.

8. ASSAY PROCEDURE
The test CHORUS Promonitor Vedolizumab (REF. 86710)
can be performed simultaneously ONLY with the other
CHORUS Promonitor tests.

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 device according to the indications reported in
chapter 4, Analytical Precautions.

3. Dispense the following volumes in well no. 1 of each

device:
SAMPLE 130 plidevice
CALIBRATOR 130 pl/device

POSITIVE CONTROL 130 pl/device

At each change of batch, use a device for the calibrator.

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

9. TEST VALIDATION

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

If the result of the positive control 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 TRIO instrument expresses the result in pg/ml,
calculated on the basis of a batch-dependent curve stored in
the instrument.

The test on the examined serum can be interpreted as follows:

POSITIVE: when the resultis = 1.5 pug/ml
NEGATIVE: when the resultis < 1.1 pg/ml
EQUIVOCAL: when the result is between 1.2 and 1.4 pg/ml

Equivocal results are obtained in case of values which ranges
between Limit of detection (< 1.1 pg/ml) and Low Limit of
Quantitation (1.5 pg/ml).

11. LIMITATIONS

FR 24/34

The test measures free VDZ. It does not measure VDZ bound
to anti-VDZ antibodies (immunocomplexes).

All the values obtained require a careful interpretation that must
consider other indicators relative to the patient.

The test, indeed, cannot be used alone for patient management
decisions and the test result should be evaluated together with
the patient history, other clinical diagnostic evaluation and
laboratory findings.

This product should only be used by appropriately trained
laboratory professional personnel.

12. CALIBRATION RANGE
Calibration range: 1.1-60.0 pg/ml
For samples > 60.0 pg/ml retest the diluted sample in the
Negative Control/Sample Diluent (REF 83607 - not supplied
with the kit).

13. REFERENCE RANGE
Among the normal population the expected values, which have
been determined by examining 120 sera from healthy donors,
are negative, with values < 1.1 pyg/ml.

14, ANALYTICAL SPECIFICITY
3 samples (1 Negative, 1 Low Positive and 1 High Positive)
were spiked with the following potentially interfering factors and
then tested:

Bilirubin (4.5 mg/dl = 40 mg/dl)
Triglycerides (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobin (2.5 mg/ml = 10 mg/ml)

The presence of the above interfering substances in the test
serum does not alter the test result.

2 Rheumatoid Factor (RF) positive samples (200 1U/mL) were
spiked with Vedolizumab:

High level - 32.4 pg /ml
Medium level - 7.2 pg/ml
Low level - < 1.1 ug/ml

The presence of RF in the test serum does not alter the test
result.

15. CROSS-REACTIONS
10 samples, not containing Vedolizumab, but containing IFX
(10.8 pg/ml) - 5 samples and ADL (27.0 pg/ml) - 5 samples
were tested.

No cross-reactions were found.

16. METHOD COMPARISON
In an experimentation 170 samples have been tested with
Diesse kit and with a competitor kit (Promonitor VDZ ELISA kit).
Data are summarized in the following table:

Reference
+ - Tot.
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Tot. 41 129 170
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Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
100.0% Clgss: 91.4-99.9

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity):
100.0% Clss: 97.1-100.0

Positive Predictive Value (PPV): 100.0% Close: 100.0-100.0
Negative Predictive Value (NPV): 100.0% Clgs%: 100.0-100.0

The agreement between the two methods is excellent with a
Cohen’s Kappa of 1.

Out of 170, for 41 positive samples the correlation between
Diesse kit and a competitor kit was tested.

Data are summarized in the following table:

Correlation r 95%Cl
Pearson 0.95 0.91-0.97
Spearman 0.97 0.94-0.98

The correlation between the two methods is very high.

17. PRECISION AND REPEATIBILITY

Within run Between run
Sample Mean 0 Mean o
(ugimi) v (ugimi) v
1 27.1 7.2 243 9.1
2 10.7 14.4 9.7 104
3 6.9 10.1 7.2 10.1
4 15 9.3 1.9 12.1
5 <11 - <1.1 -
6 <11 - <1.1
Between lots Between instruments
Sample Mean 0 Mean o
(ugimi) cvh (ugimi) oVl
1 345 9.2 256 14.3
2 13.6 10.6 94 10.9
3 8.3 125 6.8 15.0
4 2.0 10.5 1.9 14.7
5 <11 - <1.1 -
6 <11 - <1.1
19. LINEARITY

The linearity of the test was evaluated with 3 samples with
known concentration of Vedolizumab. For each sample 8 serial
dilutions were done; the linearity was demonstrated in the
range 1.6 - 59.3 pg/ml.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Para a determinagao quantitativa de
Vedolizumab em soro humano

Apenas para uso diagnéstico in vitro

1. UTILIZAGAO
CHORUS Promonitor ANTI-VEDOLIZUMAB é um kit de
imunoensaio para a determinagdo  quantitativa
automatizada do anti-Vedolizumab em soro humano com
um dispositivo de utilizagdo Unica ligado ao instrumento
CHORUS TRIO.
O produto, utilizado em combinagdo com outros
resultados clinicos e laboratoriais, é Gtil como auxiliar na
gestao de doentes tratados com Vedolizumab (VDZ), tais
como doentes com doenga inflamatodria intestinal (DII) e
doengas reumaticas.
S6 deve ser utilizado por técnicos profissionais de
laboratério.

2. INTRODUGAO

O Vedolizumab (VDZ) é um anticorpo monoclonal IgG1
humanizado expresso em células do ovario de hamster chinés
(CHO) que liga especificamente a integrina a4B7 que é
expressa num subconjunto discreto de linfécitos T auxiliares de
memoria, que migram preferencialmente para o trato
gastrointestinal (Gl), causando inflamagdo caracteristica da
colite ulcerosa e da doenga de Crohn. O VDZ reduz a
inflamag@o através da melhoria dos sintomas, caracterizados
por fases mais agudas seguidas de remissdo clinica,
acompanhadas de dor abdominal, diarreia e hemorragias que
limitam as atividades sociais e de trabalho dos doentes
afetados. O VDZ é um imunossupressor biolégico com alta
seletividade para o trato intestinal e é indicado para o
tratamento de doentes adultos com colite ulcerosa ativa de
moderada a grave ou com doenga de Crohn que tiveram uma
resposta inadequada ou foram intolerantes a terapia
convencional, ou a um fator de necrose tumoral alfa (TNFa)
antagonista. O VDZ pode ser potencialmente imunogénico e
induzir a formag&o de anticorpos antifarmaco (AAF), reduzindo
assim potencialmente a eficacia do tratamento. E comum uma
diminui¢do gradual da eficacia ao longo do tempo, apds uma
resposta inicial a medicagéo.

3. PRINCiPIO DO METODO
O dispositivo Chorus Promonitor VEDOLIZUMAB estéa pronto a
ser utilizado para a determinagdo de Vedolizumab em soro
humano, no instrumento CHORUS TRIO.
O teste é baseado num método ELISA em sanduiche.
Os pogos das microplacas sao pré-revestidos com um
anticorpo monoclonal humano anti-VDZ. Calibrador, controlo
positivo e amostras sdo adicionados a um dispositivo
separado.

PT 26/34

A VDZ é capaz de se ligar ao anti-VDZ pré-imobilizado apés a
incubagdo com a amostra. Apés a lavagem para remover a
amostra n&o ligada, é adicionado um anticorpo anti-VDZ
marcado com HRP (conjugado). Uma segunda fase de
incubagao permite que o conjugado se ligue ao VDZ que aderiu
aos pogos da microplaca.

Apbs a lavagem para remover o conjugado n&o ligado, é
adicionado substrato para a peroxidase. A reag&o enzimatica é
interrompida pela adicdo da solu¢do de paragem, que torna a
solugdo amarela. A cor que se desenvolve & proporcional a
quantidade de VDZ presente na amostra do doente.

Os dispositivos de utilizagéo Unica contém todos os reagentes
para efetuar o teste quando aplicados aos instrumentos
CHORUS TRIO.

Os resultados sdo expressos em pg/ml.

4. ADVERTENCIAS E PRECAUGOES
APENAS PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Este kit contém materiais de origem humana que foram
testados e responderam negativamente a presenca de
HbsAg e DE anticorpos contra o HIV-1, HIV-2 e HCV. Dado
que nenhum teste de diagndstico pode oferecer garantia
total de auséncia de agentes infeciosos, qualquer material
de origem humana deve ser considerado potencialmente
infetado. Seguir todas as precaugbes normalmente
adotadas na pratica laboratorial a0 manusear material de
origem humana.

Eliminagao dos residuos: amostras de soro, calibradores e
tiras devem ser tratados como residuos infetados e
eliminados de acordo com a legislagao em vigor.

Informacéo sobre satde e seguranca

1. Nao pipetar com a boca.

2. Usar luvas descartaveis e protecdo para os olhos ao
manusear as amostras.

3. Lavar muito bem as mados ap6s colocagdo dos
dispositivos no instrumento CHORUS TRIO.

4. Em relagdo as caracteristicas de seguranga dos
reagentes contidos no kit, consultar a Ficha de Seguranga
(disponivel a pedido).

5. Acidos neutralizados e outros residuos liquidos devem ser
desinfetados adicionando um volume de hipoclorito de
sodio suficiente para obter a concentragdo final de, pelo
menos, 1%. Pode ser necessaria uma exposicéo de 30
minutos a hipoclorito de sédio a 1% para garantir uma
desinfegao eficaz.

6. Eventuais derramamentos de material potencialmente
infetado tém de ser imediatamente removidos com papel
absorvente, sendo também necessério descontaminar a
area poluida com hipoclorito de sédio a 1%, por exemplo,
antes de prosseguir o trabalho. Se estiver presente acido
no derramamento, secar a area afetada antes de usar
hipoclorito de sédio. Todos os materiais utilizados para
descontaminar eventuais derramamentos, incluindo luvas,
devem ser eliminados como residuos potencialmente
infetados. N&o meter na autoclave material que contenha
hipoclorito de sodio.

Adverténcias analiticas
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Antes da utilizagdo, levar os dispositivos a utilizar até a
temperatura ambiente (18-30 °C) durante pelo menos 30
minutos e utiliz&-los dentro de 60 minutos.

1. Eliminar os dispositivos com substrato (pogo 2) azul.
Se a amostra for adicionada ao pogo manualmente,
verificar que esteja perfeitamente distribuida.

3. Verificar a presenca efetiva dos reagentes no dispositivo e
a integridade do préprio dispositivo; nao utilizar
dispositivos que, apo6s verificagdo visual, revelem
auséncia de algum reagente e/ou presenca de objetos
estranhos no pogo de reagéo.

4. Os dispositivos devem ser utilizados juntamente com o
instrumento CHORUS TRIO, seguindo escrupulosamente
as Instrucbes de Utilizagdo e o Manual do Utilizador do
instrumento.

O kit s6 pode ser utilizado com CHORUS TRIO com
uma versao atualizada do software. Assegurar que o
software instalado no instrumento é uma versao (Rel.)
correspondente ou posterior a apresentada na tabela
publicada no website da Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Certificar-se de que o instrumento CHORUS TRIO esta
bem configurado (ver respetivo Manual do Utilizador).

6. Néo alterar o cédigo de barras aplicado na pega do
dispositivo, para que o instrumento o possa ler
corretamente.

7. Evitar o uso de congeladores no frost para a conservagéo
das amostras.

8. Coadigos de barras defeituosos poderdo ser introduzidos
no instrumento manualmente (ver Manual do Utilizador do
CHORUS TRIO).

9. Ao utilizar o instrumento CHORUS Autosampler (REF
81210), consultar o respetivo Manual do Utilizador.

10. Nao expor os dispositivos a iluminagdo forte nem a
vapores de hipoclorito durante a conservagao e o0 uso.

11. A tiizagdo de amostras altamente hemolisadas,
lipémicas, ictéricas, de soros coagulados de forma
incompleta ou amostras com contaminagdo microbiana
podem gerar resultados errados.

12. Nao utilizar o dispositivo ap6s o prazo de validade.

13. Verificar se o instrumento estd ligado ao Washing
Buffer Autoimmunity (Ref. 86004).

5. COMPOSICAO DO KIT E PREPARAGAO DOS
REAGENTES
O kit é suficiente para 36 determinagdes.

DD _|DISPOSITIVOS 6 embalagens de 6 dispositivos cada

Descricao:

|OOO L O] -

Posigdo 9: Espaco disponivel para rétulo com cédigo de
barras

Posigdo 8: TAMPAO DE DILUICAO

Conteldo: solugdo tamp&o que contém conservante

Posicao 7: POCO DE MICROPLACA

Revestido com anticorpo monoclonal humano anti-VDZ
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Posigao 6: POCO DE MICROPLACA

Revestido com anticorpo monoclonal humano anti-VDZ
Posigio 5: SOLUCAO DE PARAGEM

Conteldo: solugao de &cido sulfdricoa 0,3 M

Posigdo 4. CONJUGADO

Conteldo: Anticorpo Anti-VDZ com HRP em tamp&o que
contém conservante

Posigao 3: TAMPAO DE DILUICAO

Conteldo: solugao tamp&o que contém conservante

Posigao 2: SUBSTRATO TMB

Conteldo: Tetrametilbenzidina estabilizada em tampao citrato
Posigédo 1: POCO VAZIO

onde transferir a amostra.

Uso: equilibrar um invdlucro a temperatura ambiente, abrir
0 invélucro e retirar os dispositivos necessarios. Repor 0s
restantes dentro do invélucro que contém gel de silica, deixar
sair o ar e selar exercendo press&o sobre o fecho. Conservar a
2/8 °C.

CALIBRATOR |CALIBRADOR 1x 0,650 ml

Conteldo: Soro humano que contém VDZ e conservante.
Liquido, pronto a usar.

CONTROL + |CONTROLO POSITIVO 1x1,100 ml

Contetdo: Soro humano que contém VDZ e conservante.
Liquido, pronto a usar.

OUTROS MATERIAIS NECESSARIOS, MAS QUE NAO

FORAM FORNECIDOS

e  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

Instrumento CHORUS TRIO

Agua destilada ou desionizada

Vidro normal de laboratério: provetas, tubos, efc..

Micropipetas que permitam recolher rigorosamente

volumes de 50-200 pl

Luvas descartaveis

e  Solugdo de hipoclorito de sédio (5%)

e Recipientes para recolher materiais potencialmente
infetados

6. MODO DE CONSERVAGAO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES
Os reagentes devem ser conservados entre 2 e 8 °C. Em
caso de temperatura de conservagdo incorreta, é
necessario repetir a calibragéo e verificar a exatiddo do
resultado através do soro de controlo (ver capitulo 9:
Validagao do teste).

O prazo de validade esta impresso em cada componente e
no rétulo do kit.

Apés abertura os reagentes tém estabilidade limitada:

DISPOSITIVOS 8 semanas a 2/8 °C
CALIBRADOR 8 semanas a 2/8 °C
CONTROLO POSITIVO 8 semanas a 2/8 °C
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7. RECOLHA E CONSERVAGAO DE AMOSTRAS
O tipo de amostra é representado por soro, obtido de sangue
colhido por venipuntura e manuseado de acordo com as
precaugbes constantes dos procedimentos laboratoriais
normalizados.
N&o s&do conhecidas as consequéncias provocadas pelo uso de
outros liquidos bioldgicos.
O soro fresco pode ser conservado durante 5 dias entre 2 e 8
°C; para periodos de conservagdo mais prolongados, congelar
a-20 °C.
A amostra pode ser descongelada até um maximo de 3 vezes.
Evitar o uso de congeladores no frost para a conservagéo das
amostras. Apds a descongelagdo, agitar a amostra com
cuidado antes da dosagem.
E fortemente recomendado evitar qualquer tratamento
intensivo de amostras.
A qualidade das amostras pode ser gravemente influenciada
pela contaminagdo microbiana, que pode gerar resultados
errados.

8. PROCEDIMENTO
O teste CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB (REF. 86710)
pode ser realizado simultaneamente SOMENTE com os
outros testes CHORUS Promonitor.

1. Abrir o invélucro (do lado que tem o fecho de presséo),
retirar o nimero de dispositivos necessarios para 0s
exames e guardar os restantes, fechando novamente o
invélucro apds expulsao do ar.

2. Verificar visualmente o estado do dispositivo segundo as
indicagbes dadas no capitulo 4 Adverténcias Analiticas.
3. Deitar no pogo n.° 1 de cada dispositivo:

AMOSTRA 130 pl/dispositivo
CALIBRADOR 130 pl/dispositivo
CONTROLO POSITIVO 130 pl/dispositivo

A cada mudanga de lote, utilizar um dispositivo para o
calibrador.

4. Introduzir os dispositivos no instrumento CHORUS TRIO.
Proceder a calibragdo (se necessério) e realizar o teste
conforme indicado no Manual do Utilizador do
instrumento

9. VALIDAGAO DO TESTE

Utilizar o controlo positivo, para verificar a exatiddao dos
resultados obtidos, processando-o como indicado no Manual
do Utilizador do instrumento. Se o instrumento indicar que o
controlo positivo tem um valor fora do limite de aceitabilidade, é
necessario repetir a calibragdo. Os resultados anteriores serdo
corrigidos automaticamente.

Se o resultado do controlo positivo continuar a estar fora do
intervalo de aceitabilidade, contactar a Assisténcia Cientifica.

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

10. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
O instrumento CHORUS TRIO fornece o resultado expresso
em pg/ml calculado com base num gréfico dependente do lote
memorizado no instrumento.
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O teste no soro em analise pode ser interpretado da seguinte
forma:

POSITIVO: quando o resultado for = 1,5 pg/ml
NEGATIVO: quando o resultado for = 1,1 pg/ml
DUVIDOSO: quando o resultado esta entre 1,2 e 1,4 ug/ml

Séo obtidos resultados duvidosos quando os valores estdo na
faixa entre o limite de detecdo (<1,1 pg/ml) e o limite de
quantificagao baixo (1,5 pg/ml).

11. LIMITAGOES
Esta dosagem mede o VDZ livre. Ndo mede os complexos
imunitérios formados entre VDZ e os anticorpos anti-VDZ.
Todos os valores obtidos requerem uma interpretagéo
cuidadosa que deve ter em conta outros indicadores referentes
ao doente.
O teste néo pode ser utilizado sozinho para decisdes relativas
a gestdo do doente e o resultado do teste deve ser avaliado em
conjunto com a histéria do doente, outras avaliagdes de
diagnéstico clinico e resultados laboratoriais.
O presente produto s6 deve ser utilizado por pessoal
profissional devidamente formado.

12. INTERVALO DE CALIBRAGAO
Intervalo de calibragao: 1,1-60,0 ug/ml
Para amostras > 60,0 ug/ml repetir o teste diluindo a amostra
com Negative Control/Sample Diluent (REF 83607 - n&o
fornecido com o kit).

13. INTERVALO DE REFERENCIA
Os valores esperados na populagdo normal, determinados pelo
exame de 120 soros de doadores saudaveis sdo negativos,
com valores <1,1 AU/ml.

14. ESPECIFICIDADE ANALITICA
Foram testadas 3 amostras (1 Negativa, 1 Pouco Positiva e 1
Altamente Positiva) as quais foram adicionados os seguintes
interferentes:

Bilirrubina (4,5 mg/dl - 40 mg/dl)
Triglicéridos (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobina (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

A presenga na amostra de soro das substancias interferentes
acima enumeradas nao afeta o resultado do teste.

A 2 amostras Fator Reumatoide (FR) positivas (200 Ul/ml) foi
adicionado Anti-Vedolizumab.

Nivel elevado - 32,4 pg /ml
Nivel Baixo — 7,2 pg/ml
Negativo - <1,1 pg/ml

A presenca de RF no soro examinado n&o altera o resultado do
teste.

15. REAGOES CRUZADAS
Foram testadas 10 amostras, que néo continham Vedolizumab
mas que continham IFX (10,8 pg/ml) - 5 amostras, ADL (27,0
Mg/ml) - 5 amostras.

Né&o foram detetadas reacgdes cruzadas significativas.
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16. ESTUDOS DE COMPARAGAO
Numa experimentagéo foram analisadas 170 amostras com o
kit Diesse e com o kit Promonitor VDZ ELISA.
Os dados estédo resumidos na tabela seguinte:

Referéncia
+ - Total
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Total 41 129 170

Percentagem de concordancia positiva (~ sensibilidade
diagnostica):

100,0% Closs: 91,4-99,9

Percentagem de concordéncia negativa: (~ especificidade
diagndstica):

100,0% Close: 97,1-100,0

Valor Preditivo Positivo (VPP): 100.0% ICes%: 100,0-100,0
Valor Preditivo Negativo (VPN): 100,0% Cles%: 100,0-100,0

O grau de concordancia entre os dois métodos € 6timo com
valor de K (Coeficiente de Cohen) igual a 1.0.

Das 170 amostras, em 41 amostras positivas foi testada a
correlagdo entre o kit Diesse e outro kit disponivel no mercado.

Os dados estdo resumidos na tabela seguinte:

Correlago r IC 95%
Pearson 0,95 0,91-0,97
Spearman 0,97 0,94-0,98

A correlag@o entre os dois métodos é muito elevada.

17. PRECISAO E REPETIBILIDADE

Dentro da sessdo Entre sessdes
Amostra Média 0 Média o
(ug/mi) CVe (ug/mi) CVe
1 271 72 243 9.1
2 10,7 144 9,7 104
3 6,9 10,1 72 10,1
4 15 9,3 19 12.1
5 <1,1 - <11 B
6 <11 - <11
Entre lotes Entre instrumentos
Amostra Média 0 Média o
(ug/mi) CVe (ug/mi) CVe
1 345 9,2 256 14,3
2 13,6 10,6 94 10,9
3 8,3 125 6,8 15,0
4 2.0 10,5 19 14,7
5 <11 - <11 -
6 <11 - <11

18. LINEARIDADE
A linearidade do teste foi avaliada usando 3 amostras com
concentragdes conhecidas de Vedolizumab. Foram realizadas
diluicbes em série para cada amostra, 0 que demonstrou a
linearidade do método de 1,6 a 59,3 pg/ml.

19. BIBLIOGRAFIA
1. Gisbert JP, Chaparro M. Predictors of Primary Response to
Biologic Treatment [Anti-TNF, Vedolizumab, and Ustekinumab]
in Patients With Inflammatory Bowel Disease: From Basic

PT 29/34

Science to Clinical Practice. J Crohns Colitis. 2020 Jun
19;14(5):694-709.

2. Restellini S, Khanna R, Afif W. “Therapeutic Drug Monitoring
With Ustekinumab and Vedolizumab in Inflammatory Bowel
Disease.” Inflamm Bowel Dis. 2018 Sep 15;24(10):2165-2172.
3. Sandborn WJ, Feagan BG, Rutgeerts P, Hanauer S,
Colombel JF, Sands BE, Lukas M, Fedorak RN, Lee S,
Bressler B, Fox I, Rosario M, Sankoh S, Xu J, Stephens K,
Milch C, Parikh A; GEMINI 2 Study Group. Vedolizumab as
induction and maintenance therapy for Crohn's disease. N Engl
J Med. 2013 Aug 22;369(8):711-21.

4. Rosario M, Dirks NL, Milch C, Parikh A, Bargfrede M, Wyant
T, Fedyk E, Fox I. A Review of the Clinical Pharmacokinetics,
Pharmacodynamics, and Immunogenicity of Vedolizumab. Clin
Pharmacokinet. 2017 Nov;56(11):1287-1301.

10-09/456-C IFU 86710 — Ed.12.12.2022



MNirFccr

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB

Pentru determinarea cantitativa a Vedolizumab in
serul uman

Numai pentru diagnosticare in vitro

1. UTILIZARE
CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB este un kit de
imunodozare pentru determinarea cantitativa automatizata
a Vedolizumab in serul uman cu un dispozitiv de unica
folosinta aplicat la instrumentul CHORUS TRIO.
Produsul, utilizat impreuna cu alte rezultate clinice si de
laborator, este util ca ajutor in gestionarea pacientilor
tratati cu Vedolizumab (VDZ), cum ar fi pacientii suferinzi
de boala inflamatorie a intestinului (IBD) si de afectiuni
reumatice.
Acesta trebuie utilizat numai de catre tehnicienii
profesionisti de laborator.

2. INTRODUCERE

Vedolizumab (VDZ) este un anticorp monoclonal umanizat
IgG1 exprimat in celulele ovarelor de hamster chinezesc (CHO)
care leaga in mod specific integrina a4f7 care este exprimata
pe un subset discret de limfocite T helper de memorie, care
migreaza de preferintd n tractul gastrointestinal (Gl),
provocand inflamatie caracteristicd colitei ulcerative si bolii
Crohn. VDZ reduce inflamatia ameliordnd simptomele,
caracterizate prin faze mai acute urmate de remisiune clinica,
insotite de dureri abdominale, diaree si séngerare care
limiteazd activitatile sociale si profesionale ale pacientilor
afectati. VDZ este un imunosupresor biologic foarte selectiv
pentru tractul intestinal si este indicat pentru tratamentul
pacientilor adulti cu colitd ulcerativd activd moderata pana la
severa sau cu boala Crohn, care au avut un raspuns inadecvat
sau au fost intoleranti la terapia conventionald sau la un factor
de necroza tumorald alfa (TNFa) antagonist. VDZ poate fi
potential imunogen si poate induce formarea de anticorpi anti-
medicament (ADA), reducand astfel potential eficacitatea
tratamentului. Se produce frecvent o scadere treptata a
eficacitatii in timp, ca urmare a unui raspuns initial la
medicamente.

3. PRINCIPIUL METODEI
Dispozitivul CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB este gata de
utilizare pentru determinarea Vedolizumab in serul uman, in
instrumentul CHORUS TRIO.
Testul se bazeaza pe metoda ELISA sandwich.
Godeurile microplacilor sunt pre-acoperite cu un anticorp
monoclonal anti-VDZ. Calibratorul, controlul pozitiv si probele
sunt adaugate la un dispozitiv separat.
VDZ este capabil sa se lege de anti-VDZ pre-imobilizat dupa
incubarea cu proba. Dupa spalare pentru a indeparta proba
nelegata, se adaugd un anticorp anti-VDZ marcat cu HRP
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(conjugat). O a doua etapa de incubare permite conjugatului s&
se lege de VDZ care a aderat la godeurile microplacii.

Dupa spélarea pentru eliminarea conjugatul nelegat, se adauga
substratul de peroxidazd. Reactia enzimatica este intrerupta
prin adaugarea solutiei de stopare, care ingélbeneste solutia.
Culoarea care se dezvolta este proportionala cu cantitatea de
VDZ prezenta in proba pacientului.

Dispozitivele de unica folosinta contin toti reactivii pentru
efectuarea testului atunci cand sunt aplicate pe instrumentul
CHORUS TRIO.

Rezultatele sunt exprimate in ug/ml.

4. AVERTISMENTE $I PRECAUTII
NUMAI PENTRU DIAGNOSTICARE IN VITRO

Acest kit contine materiale de origine umana care au fost
testate si au generat un raspuns negativ pentru prezenta
HbsAg si pentru anticorpii impotriva HIV-1, HIV-2 si HCV.
Deoarece niciun test de diagnostic nu poate oferi o
asigurare completa privind lipsa agentilor infectiosi, orice
material de origine umana ar trebui considerat ca fiind
potential infectat. Respectati toate masurile de precautie
adoptate in mod normal in practica de laborator atunci
cand manipulati material de origine umana.

Eliminarea reziduurilor: probele de ser, calibratoarele si
benzile folosite trebuie tratate ca reziduuri contaminate si
trebuie eliminate in conformitate cu prevederile legilor in
vigoare.

Informatii privind sanatatea si siguranta

1. Nu pipetati cu gura.

2. Folositi manusi de unica folosintd si protectie pentru ochi
atunci cand manipulati probele.

3. Spélati-va bine méinile dupd introducerea dispozitivelor in
instrumentul CHORUS TRIO.

4. Tn ceea ce priveste caracteristicle de sigurantd ale
reactivilor continuti in kit, consultati Fisa cu date de
securitate (disponibila la cerere).

5. Acizii neutralizati si alte deseuri lichide trebuie dezinfectate
prin adaugarea de hipoclorit de sodiu in volum suficient
pentru a obtine o concentratie finald de cel putin 1%.
Pentru a asigura o dezinfectare eficienta, ar putea fi
necesara o expunere de 30 de minute la hipoclorit de
sodiu 1%.

6. Orice scurgeri de materiale potential infectat trebuie
indepartate imediat cu hértie absorbanta, iar zona afectata
trebuie decontaminata, de exemplu cu hipoclorit de sodiu
1%, inainte de a continua lucrul. Daca scurgerea contine
un acid, uscati zona contaminatd inainte de a utiliza
hipocloritul de sodiu. Toate materialele utilizate pentru
decontaminarea eventualelor scurgeri, inclusiv ménusile,
trebuie eliminate ca deseuri potential infectioase. Nu
introduceti in autoclava materiale care contin hipoclorit de
sodiu.

Avertismente analitice

inainte de utilizare, aduceti dispozitivele care urmeaza sa fie
utilizate la temperatura camerei (18-30°C) timp de cel putin 30
de minute si utilizati-le in interval de 60 de minute.
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1. Aruncati dispozitivele cu substrat (godeul 2) colorat in
albastru.

2. Dacé proba este adaugatd manual in godeu, verificati sa
fie distribuita perfect.

3. Verificati prezenta reald a reactivilor in dispozitiv si
integritatea dispozitivului in cauza; nu utilizati dispozitive in
cazul carora, la inspectia vizuala, rezulta lipsa unor reactivi
si/sau corpuri straine in godeul de reactie.

4. Dispozitivele trebuie utilizate Tmpreuna cu instrumentul
CHORUS TRIO, respectand cu strictete Instructiunile de
utilizare si Manualul de utilizare al instrumentului.
Utilizarea kitului este posibilda numai cu CHORUS TRIO
cu o versiune actualizatd a software-ului. Asigurati-va
ca software-ul instalat pe instrument este o versiune
(Ver.) corespunzatoare sau ulterioara celei prezentate
in tabelul publicat pe site-ul Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. Verificati daca instrumentul CHORUS TRIO este setat
corect (consultati Manualul de utilizare aferent).

6. Nu modificati codul de bare situat pe manerul dispozitivului
pentru a permite citirea corecta a acestuia de catre
instrument.

7. Evitati utilizarea congelatoarelor cu autodecongelare
pentru depozitarea probelor.

8. Eventualele coduri de bare defecte pot fi introduse manual
in instrument (vezi Manualul de utilizare al CHORUS
TRIO).

9. In cazul utilizarii instrumentului CHORUS Autosampler
(REF  81210), consultati Manualul de utilizare
corespunzator.

10. Nu expuneti dispozitivele la lumina puternica sau la vapori
de hipoclorit in timpul depozitarii si utilizarii.

11. Utilizarea de probe puternic hemolizate, lipemice, icterice,
de ser incomplet coagulat sau de probe cu contaminare
microbiana poate constitui o sursa de eroare.

12. Nu utilizati dispozitivul dupé data de expirare.

13. Verificati daca instrumentul este conectat la tamponul
de spalare de autoimunitate (Ref. 86004).

5. COMPOZITIA KITULUI $I  PREPARAREA
REACTIVILOR
Kitul este suficient pentru 36 de determinari.

DD _|DISPOZITIVE 6 pachete a céte 6 dispozitive fiecare

Descriere:

|OOO L O] -

Pozitia 9: Spatiu disponibil pentru eticheta codului de bare
Pozitia 8: TAMPON DE DILUARE

Continut: solutie tampon care contine conservant

Pozitia 7: GODEU DE MICROPLACA

Acoperit cu anticorp monoclonal uman anti-VDZ

Pozitia 6: GODEU DE MICROPLACA

Acoperit cu anticorp monoclonal uman anti-VDZ

Pozitia 5: SOLUTIE DE STOPARE

Continut: solutie de acid sulfuric 0,3 M

Pozitia 4: CONJUGAT
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Continut: Anticorp anti-VDZ marcat cu HRP in tampon care
contine conservant

Pozitia 3: TAMPON DE DILUARE

Continut: solutie tampon care contine conservant

Pozitia 2: SUBSTRAT TMB

Continut: Tetrametilbenzidina stabilizata in tampon citrat
Pozitia 1: GODEU GOL

in care trebuie transferata proba.

Utilizare: echilibrati o pungd la temperatura camerei,
deschideti punga si scoateti dispozitivele necesare; introduceti-
le pe celelalte la loc in punga care contine silicagel, lasati aerul
s& iasa i sigilati apasand pe inchidere. A se pastra la 2-8°C.

CALIBRATOR [CALIBRATOR 1x 0,650 ml

Continut: Ser uman care contine VDZ si conservant.
Lichid, gata de utilizare.

CONTROL + |CONTROL POZITIV 1x1,100 ml

Continut: Ser uman care contine VDZ si conservant.
Lichid, gata de utilizare.

ALTE MATERIALE NECESARE DAR NEFURNIZATE

e  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004

e CLEANING SOLUTION 2 83609

e  SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

83607

Instrumentul CHORUS TRIO

Apa distilata sau deionizata

Sticla normala de laborator: cilindri, eprubete etc.

Micropipete capabile sa extraga cu precizie volume de 50-

200 pl

Manusi de unica folosinta

o Solutie de hipoclorit de sodiu (5%)

e Recipiente pentru colectarea materialelor potential
infectate

6. MODALITATEA DE PASTRARE $| STABILITATEA
REACTIVILOR
Reactivii trebuie pastrati la 2/8°C. in cazul unei temperaturi
incorecte de depozitare, este necesar sa repetati calibrarea
si sa verificati corectitudinea rezultatului folosind serul de
control (vezi capitolul 9: Validarea testului).

Data de expirare este tiparitd pe fiecare componenta si pe
eticheta kitului.

Reactivii au o stabilitate limitata dupa deschidere:

DISPOZITIVE 8 saptamanila 2/8 °C
CALIBRATOR 8 saptamanila 2/8 °C
CONTROL POZITIV 8 saptamanila 2/8 °C

7. COLECTAREA S| DEPOZITAREA PROBELOR
Proba consté in serul obtinut din séngele recoltat prin punctie
venoasa normala si manipulat adoptand mésurile de precautie
cerute in procedurile standard de laborator.

Consecintele utilizarii altor fluide biologice nu sunt cunoscute.
Serul proaspat se poate pastra timp de 5 zile la 2/8°C; pentru
perioade mai lungi de depozitare, congelati- la -20°C.
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Proba poate fi supusa unui numar maxim de 3 decongelari.
Evitati utilizarea congelatoarelor cu autodecongelare pentru
depozitarea probelor. Dupd@ decongelare, agitati cu atentie
proba inainte de dozare.

Se recomanda insistent sa se evite orice tratament intensiv al
probelor.

Calitatea probei poate fi grav afectatd de contaminarea
microbiana care poate conduce la rezultate eronate.

8. PROCEDURA
Testul CHORUS Promonitor VEDOLIZUMAB (REF. 86710)
poate fi efectuat simultan NUMAI cu celelalte teste
CHORUS Promonitor.

1. Deschideti punga (partea care contine sigiliul de
presiune), scoateti numarul de dispozitive necesare
efectudrii testelor si pastrati-le pe celelalte inchizand
punga la loc dupa eliberarea aerului.

2. Verificati vizual starea dispozitivului conform indicatiilor
din capitolul 4 Avertismente analitice.

3. Distribuiti in godeul nr. 1 al fiecarui dispozitiv:

PROBA 130 plidispozitiv
CALIBRATOR 130 pl/dispozitiv
CONTROL POZITIV 130 pl/dispozitiv

La fiecare schimbare de lot, utilizati un dispozitiv pentru
calibrator.

4. Introduceti dispozitivele pe instrumentul CHORUS TRIO.
Efectuati calibrarea (daca este necesar) si testarea dupa
cum este indicat in Manualul de utilizare al instrumentului

9. VALIDAREA TESTULUI

Utilizati controlul pozitiv pentru a verifica corectitudinea
rezultatelor obtinute, proceséndu-l dupd cum este indicat in
Manualul de utilizare al instrumentului. Dacd instrumentul
semnaleaza ca controlul pozitiv are o valoare in afara limitei
acceptabile, este necesar sa se efectueze din nou calibrarea.
Rezultatele anterioare vor fi corectate automat.

Daca rezultatul controlului pozitiv continud sa se incadreze in
afara intervalului acceptabil, contactati Serviciul de asistenta
stiintifica.

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

10. INTERPRETAREA REZULTATELOR
Instrumentul CHORUS TRIO ofera rezultatul in ug/ml, calculat
pe baza unui grafic dependent de lot stocat in instrument.

Testul pe serul examinat poate fi interpretat astfel:

POZITIV: cand rezultatul este = 1,5 pg/ml
NEGATIV: cand rezultatul este < 1,1 ug/ml
ECHIVOC: céand rezultatul este cuprins intre 1,2 si 1,4 pg/ml

Se obtin rezultate echivoce in cazul valorilor care se
incadreaza in intervalul cuprins intre limita de detectie (<1,1
pg/ml) si limita inferioara de cuantificare (1,5 pg/ml).

11. LIMITARI
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Acest test masoara VDZ liber. Nu masoara complexele imune
formate intre VDZ si anticorpii anti-VDZ.

Toate valorile obtinute necesita o interpretare atenta care
trebuie s tina cont de alti indicatori referitori la pacient.

Testul nu poate fi utilizat singur pentru deciziile de management
al pacientului, iar rezultatul testului trebuie evaluat impreuna cu
anamneza pacientului, cu alte evaluari clinice de diagnostic i
cu rezultatele de laborator.

Acest produs trebuie utilizat numai de catre personal
profesionist de laborator instruit in mod corespunzator.

12. INTERVALUL DE CALIBRARE
Interval de calibrare: 1,1-60,0 ug/ml
Pentru probe > 60,0 pg/ml, repetati testul diluand proba cu
Negative Control/Sample Diluent (REF 83607 - nu este furnizat
impreuna cu kitul).

13. INTERVAL DE REFERINTA
La populatia normald, valorile asteptate, determinate prin
examinarea a 120 de seruri de la donatori sanatosi, sunt
negative, cu valori <1,1 pg/ml.

14. SPECIFICITATE ANALITICA
Au fost testate 3 probe (1 Negativa, 1 Slab pozitiva si 1
Puternic pozitiva) la care s-au addugat urmatorii interferenti:

Bilirubina (4,5 mg/dl — 40 mg/dl)
Trigliceride (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobina (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

Prezenta substantelor interferente de mai sus in proba de ser
nu modifica rezultatul testului.

2 probe pozitive cu factor reumatoid (RF) (200 Ul/ml) au fost
imbogétite cu Vedolizumab.

Nivel ridicat — 32,4 ug/ml
Nivel scazut — 7,2 pg/ml
Negativ — < 1,1 pg/ml

Prezenta RF n serul testat nu modifica rezultatul testului.

15. REACTII INCRUCISATE
Au fost testate 10 probe, care nu contin Vedolizumab, dar care
contin IFX (10,8 pg/ml) — 5 probe si ADL (27,0 pg/ml) — 5
probe.

Nu au fost detectate reactii incrucisate.

16. STUDII COMPARATIVE
In cadrul unui experiment au fost analizate 170 de probe cu
kitul Diesse si cu un kit Promonitor VDZ ELISA.
Datele sunt prezentate pe scurt in tabelul de mai jos:

Referinta
+ - Total
+ 41 0 41
Diesse - 0 129 129
Total 41 129 170

Procent de concordanta pozitiva (~ sensibilitate de diagnostic):
100,0% Close: 91,4-99,9

Procent de concordantd negativa: (~ specificitate de
diagnostic):
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100,0% Close: 97,1-100,0
Valoare predictiva pozitiva (PPV): 100,0% Clos%: 100,0-100,0
Valoarea predictiva negativa (NPV): 100,0% Clgse: 100,0-100,0

Gradul de concordanta intre cele doua metode este optim cu o
valoare a K (coeficientul lui Cohen) de 1.0.

Din cele 170 de probe, la 41 de probe pozitive a fost testata
corelatia dintre kitul Diesse si un alt kit disponibil in comert.

Datele sunt prezentate pe scurt in tabelul de mai jos:

Corelare r IC 95%
Pearson 0,95 0,91-0,97
Spearman 0,97 0,94-0,98

Corelatia dintre cele dou& metode este foarte mare.

17. PRECIZIE S| REPETABILITATE
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8,3 12,5 6,8 15,0

2,0 10,5 1.9 14,7

<A1 <1,1

oo h~|w

<11 - <11

in timpul sedintei intre sedinte
Proba Medie 0 Medie o
(ngimi) cvh (ugimi) cvh
1 27,1 7.2 243 9,1
2 10,7 144 9,7 104
3 6,9 10,1 7.2 10,1
4 15 93 19 12,1
5 <1,1 - <11 -
6 <11 - <11
Intre loturi Intre instrumente
Proba Medie 0 Medie o
(ugimi) cvh (ugimi) cvh
1 34,5 9,2 25,6 14,3
2 13,6 10,6 94 10,9

18. LINEARITATE
Linearitatea testului a fost evaluatd folosind 3 probe cu
concentratii cunoscute de Vedolizumab. Au fost efectuate 8
dilutii in serie pentru fiecare probd, care au demonstrat
linearitatea metodei de la 1,6 la 59,3 pg/ml.
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Fabricant
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Productator
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