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ISTRUZIONI PER L'USO

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

Solo per uso diagnostico in vitro

1. UTILIZZAZIONE
CHORUS Promonitor ETANERCEPT & wun kit di
immunodosaggio per la determinazione quantitativa
automatizzata di Etanercept nel siero umano con
dispositivo monouso applicato allo strumento CHORUS
TRIO.
Il prodotto, utilizzato in combinazione con altri risultati
clinici e di laboratorio, & utile come ausilio nella gestione dei
pazienti trattati con Etanercept (ETN), come i pazienti con
malattie reumatiche.
Deve essere utilizzato esclusivamente da tecnici di
laboratorio professionisti.

2. INTRODUZIONE

Etanercept (ETN) & una proteina di fusione dimerica
geneticamente modificata formata dal dominio di legame del
ligando extracellulare di TNFR2 (recettore del fattore di necrosi
tumorale di tipo 1I) al dominio Fc delle IgG1 umane. ETN lega le
citochine proinfiammatorie trimeriche TNFa (fattore di necrosi
tumorale alfa) e LTa (linfotossina alfa), prevenendo il legame con
i loro recettori e di conseguenza la cascata infiammatoria. Il
farmaco & utilizzato per il trattamento di diverse malattie
infiammatorie come ['artrite reumatoide (RA), I'artrite idiopatica
giovanile poliarticolare (AIG), l'artrite psoriasica (PA), la
spondilite anchilosante (AS) e la psoriasi a placche (PSO).
Etanercept € il meno immunogenico dei farmaci anti-TNFa. Nel
caso di altri trattamenti anti-TNF come infliximab (IFX) e
adalimumab (ADL), & stato ampiamente dimostrato che bassi
livelli di farmaco e formazione di anticorpi anti-farmaco (ADA)
sono fortemente correlati a una perdita della risposta clinica in
diverse patologie. E stato dimostrato che tutti gli anticorpi anti-
etanercept rilevati non sono neutralizzanti. Si ritiene che gli
anticorpi anti-etanercept siano diretti alla regione cerniera della
molecola, quindi non abbiano un impatto sull'attivita di legame
del TNFa e sull'efficacia clinica. A parte altri aspetti correlati alla
malattia, i livelli di etanercept in circolazione sembrano svolgere
un ruolo rilevante nella risposta clinica.

3. PRINCIPIO DEL METODO
Il dispositvo CHORUS Promonitor ETANERCEPT ¢ pronto
all'uso per la determinazione di Etanercept nel siero umano,
nello strumento CHORUS TRIO.
Il test si basa su un metodo ELISA a sandwich.
| pozzetti delle micropiastre sono pre-rivestiti con un anticorpo
monoclonale anti-ETN. Calibratore, controllo positivo e campioni
vengono aggiunti a un dispositivo separato.
L’ETN ¢ in grado di legarsi all'anti-ETN pre-immobilizzato in
seguito a incubazione con il campione. Dopo il lavaggio per
eliminare il campione non legato, si aggiunge un anticorpo anti-
ETN marcato con HRP (coniugato). Una seconda fase di
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incubazione consente al coniugato di legarsi al’lETN 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 ETN 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, calcolati in riferimento al “WHO
1st International Standard for TNF receptor Il Fc fusion protein
(Etanercept, Human rDNA derived), (codice NIBSC: 13/204)".

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 puo 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 Schede di Sicurezza
(disponibile sul sito DIESSE: www.diesse.it).

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

Prima dell'uso, portare le buste contenenti i dispositivi da
utilizzare a temperatura ambiente (18-30°C) per almeno 30
minuti.

Usare il dispositivo entro 60 minuti.
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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 l'uso di congelatori auto-sbrinanti per la
conservazione dei campioni.

8. Eventuali codici a barre difettosi possono essere inserii
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 l'uso.

11.  Non utilizzare campioni emolizzati, lipemici, itterici con una
concentrazione di interferenti superiore a quella testata
(secondo le indicazioni riportate nel capitolo "Specificita
analitica").

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 12 determinazioni.

DD _|DISPOSITIVI 2 confezioni da 6 dispositivi ciascuna

Descrizione:

|OOO L 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

Sensibilizzato con anticorpo monoclonale umano anti-ETN
(concentrazione 0.5 pg/mL)

Posizione 6;: POZZETTO DI MICROPIASTRA

Sensibilizzato con anticorpo monoclonale umano anti-ETN
(concentrazione 0.5 ug/mL)

Posizione 5: SOLUZIONE DI ARRESTO

Contenuto: soluzione di acido solforico 0.3 M
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Posizione 4: CONIUGATO

Contenuto: Anticorpo anti-ETN marcato con HRP in tampone
contenente conservante (concentrazione 0.04 pg/mL)
Posizione 3: TAMPONE DI DILUIZIONE

Contenuto: soluzione tampone contenente conservante
Posizione 2: SUBSTRATO TMB

Contenuto: Tetrametilbenzidina in tampone citrato

Posizione 1: POZZETTO VUOTO in cui deve essere aggiunto il
campione del paziente.

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 1x 0.650 ml
Contenuto: Siero umano contenente ETN (concentrazione 70
ng/mL) e conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquido, pronto all'uso.

[CONTROL + [CONTROLLO POSITIVO 1x1.100 ml
Contenuto: Siero umano contenente ETN (concentrazione 70
ng/mL) e conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquido, pronto all'uso.

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO

e  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
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7. RACCOLTA E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI
Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per venipuntura e maneggiato in accordo a procedure
standard di laboratorio.
Secondo la linea guida NCCLS CLSI H18-A3 i campioni di siero
da analizzare devono essere coagulati prima della
centrifugazione; la coagulazione spontanea e completa avviene
normalmente entro 30-60 minuti a 22°C-25°C. Si raccomanda di
separare fisicamente il siero, mediante centrifugazione, dal
contatto con le cellule il pil presto possibile con un limite di
tempo massimo di 2 ore dal momento della raccolta.
Il siero fresco pud essere mantenuto per 5 giorni a 2/8°C-
Il campione pu subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti.
Evitare l'uso di congelatori auto-sbrinanti per la conservazione
dei campioni. Dopo lo scongelamento agitare con cura il
campione prima del dosaggio.
Non sono conosciute le conseguenze dell'utilizzo di altri liquidi
biologici.
Si raccomanda vivamente di evitare qualsiasi trattamento
intenso dei campioni.
La qualita del campione pud essere seriamente influenzata dalla
contaminazione microbica che puo portare a risultati erronei.

8. PROCEDIMENTO
Il test CHORUS Promonitor ETANERCEPT (REF. 86706) 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 l'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
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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 puo essere interpretato come segue:

POSITIVO: quando il risultato & =0.14 pg/ml
NEGATIVO: quando il risultato &€ < 0.14 ug/ml

11. LIMITAZIONI
Questo dosaggio misura ETN libero. Non misura gli
immunocomplessi formati tra ETN e gli anticorpi anti-ETN.
Tutti i valori ottenuti richiedono un’attenta interpretazione che
deve considerare altri indicatori relativi al paziente.
Il medico deve interpretare i risultati nel contesto di altre variabili
come finestra di campionamento, metodologia, livelli di ETN e
altri riscontri clinici come I'attivita della malattia.
Le caratteristiche prestazionali del dosaggio non sono state
determinate per matrici diverse dal siero.
Questo prodotto deve essere utilizzato esclusivamente da
personale di laboratorio professionale che abbia ricevuto una
formazione adeguata.

12. RANGE DI CALIBRAZIONE
Range di calibrazione: 0.14-13.0 pg/ml
Per campioni > 13.0 pg/ml, 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
<0.14 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 - 45 mg/dl)
Trigliceridi (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Emoglobina (2.5 mg/ml — 10 mg/ml)

La presenza nel siero in esame di sostanze interferenti sopra
riportate (con I'eccezione di Trigliceridi >750 mg/dl) non altera il
risultato del test.

3 campioni Fattore Reumatoide (RF) positivi 92.6 Ul/ml (1) e 100
IU/ml (2)) sono stati addizionati con Etanercept.

Livello alto — 9.0 ug /ml
Livello basso — 0.50 pg/ml
Negativo - < 0.14 ug/ml

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

15. REAZIONI CROCIATE
Sono stati testati 12 campioni, non contenenti Etanercept ma
contenenti varie concentrazioni di IFX (5.3-24.2 pg/ml) — 7
campioni € ADL (1.4-29.2 jg/ml) — 5 campioni.
Non sono state rilevate reazioni crociate.
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16. STUDI DI COMPARAZIONE
In una sperimentazione sono stati analizzati 171 campioni con il
kit Diesse ed il kit Promonitor ETN ELISA.
| dati sono riassunti nella seguente tabella.

Riferimento
+ - Totale
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Totale 42 129 171

Percentuale di concordanza positiva (~ sensibilita diagnostica):
100.0% ICgs5%: 91.6-99.9

Percentuale di concordanza negativa: (~ specificita diagnostica):
100.0% ICgs5%: 97.1-100.0

Valore predittivo positivo (PPV): 100.0% ICos%: 100.0-100.0
Valore predittivo negativo (NPV): 100.0% ICgs%: 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 171 campioni, su 42 campioni positivi & stata testata la
correlazione tra il kit Diesse ed il kit Promonitor ETN ELISA.

| dati sono riassunti nella seguente tabella:

Correlazione r IC 95%
Pearson 0.97 0.95-0.99
Spearman 0.98 0.95-0.99

La correlazione tra i due metodi & molto elevata.

17. PRECISIONE E RIPETIBILITA

All'interno della seduta Tra sedute
Campione Media o Media 0
(ug/mi) v (ug/mi) v
1 11.7 9.1 9.2 4.3
2 5.8 3.6 4.8 10.8
3 1.0 6.0 1.0 94
4 0.56 3.6 0.53 3.8
5 <0.14 - <0.14 -
6 <0.14 - <0.14
Campione _ Tra lotti '!'ra strumenti
Media CV% Media CV%
(pg/ml) (pg/ml)
1 9.9 9.9 8.6 9.2
2 4.7 1.7 4.6 8.5
3 0.91 12.1 0.89 11.2
4 0.71 12.7 0.49 8.2
5 <0.14 - <0.14 -
6 <0.14 - <0.14
18. LINEARITA

La linearita del test & stata valutata utilizzando 4 campioni con
concentrazioni note di Etanercept. Sono state effettuate diluizioni
seriali per ciascun campione, che hanno dimostrato la linearita
del metodo da 0.20 a 13.0 pg/ml.

19. BIOSIMILARI
Uno studio di valutazione del bias & stato effettuato per testare
la capacita del dispositivo CHORUS Promonitor ETANERCEPT
di quantificare alcuni farmaci biosimilari disponibili in commercio,
rispetto al farmaco di riferimento (Etanercept Enbrel).
| dati ottenuti sono riassunti nella seguente tabella.
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CHORUS Promonitor
ETANERCEPT

Level 1 Level 2 Level 3

Concentrazione

Etanercept Enbrel (ug/mL) 104 44 059
Bias Etanercept Erelzi 2.1 1.1 0.2
Bias Etanercept Benepali -0.1 0.1 0.0
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21. SEGNALAZIONE DI INCIDENTE
Se si & verificato un incidente grave in relazione a questo
dispositivo nel territorio di mercato dell'Unione Europea, si prega
di segnalarlo senza indugio al produtiore e all'autorita
competente del proprio Stato membro.
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INSTRUCTIONS FOR USE

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

For the quantitative detection of Etanercept in
human serum

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED PURPOSE
CHORUS Promonitor ETANERCEPT is an immunoassay kit
for automated quantitative detection of Etanercept (ETN) in
human serum using a disposable device applied on the
CHORUS TRIO instrument.
The product, used in conjunction with other clinical and
laboratory results, is useful as an aid in the management of
patients treated with Etanercept (ETN), such as patients with
rheumatic diseases.
It must be used by professional laboratory users only.

2. INTRODUCTION

Etanercept (ETN) is a genetically engineered dimeric fusion
protein formed by the extracellular ligand binding domain of
TNFR2 (type Il Tumor Necrosis Factor-a Receptor) to the Fc
domain of human IgG1. It binds trimeric TNFa (Tumor Necrosis
factor alpha) and LTa (lymphotoxin alpha) proinflammatory
cytokines, preventing binding with their receptors and
consequently the inflammatory cascade. The drug is used for the
treatment of several inflammatory diseases like rheumatoid
arthritis (RA), poliarticular juvenile idiopathic arthritis (JIA),
psoriatic arthritis (PA), ankylosing spondylitis (AS), and plaque
psoriasis (PSO). Etanercept is the least immunogenic of anti-
TNFa drugs. In the case of other anti-TNF treatments like
infliximab (IFX) and adalimumab (ADL), it has been extensively
demonstrated that low drug levels and anti-drug antibodies
(ADA) formation strongly correlate with a loss of clinical response
in several pathologies. All detected anti -etanercept antibodies
have been shown to be non-neutralizing. Anti-etanercept
antibodies are thought to be directed to the hinge region of the
molecule , therefore not having an impact on TNFa binding
activity and clinical efficacy. Apart from other disease-related
aspects etanercept levels in circulation seem to play a relevant
role in the clinical response.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD
The CHORUS Promonitor ETANERCEPT device is ready to use
for the detection of Etanercept (ETN) 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-ETN monoclonal
antibody. Calibrator, positive control and samples are added to
separate device.
ETN is able to bind to preimmobilized anti-ETN antibodies
following incubation with the sample. After washing to remove
the unbound sample, an HRP-labelled anti-ETN antibody
(conjugate) is added. A second incubation step allows the
conjugate to bind to the ETN that has become attached to the
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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 ETN 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, calculated in reference to
“WHO f1st International Standard for TNF receptor Il Fc fusion
protein (Etanercept, Human rDNA derived), (NIBSC code:
13/204)".

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 DIESSE website: www.diesse.it) 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

Before use, bring the envelopes containing the devices to be
used to room temperature (18-30°C) for at least 30 minutes.
Use the device within 60 minutes.

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.

10-09/456-C IFU 86706 — Ed. 22.12.2023



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 notalter 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. Do not use hemolyzed, lipemic, jaundiced samples with a
higher concentration of interferents than tested (according
to the guidance in the "Analytical Specificity" chapter).

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 12 tests.

REAGENT

DEVICES 2 packages each containing 6 devices

Description:

|OOOLI IO -

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-ETN monoclonal antibody (concentration 0.5
pg/mL)

Position 6: MICROPLATE WELL

Coated with anti-ETN monoclonal antibody (concentration 0.5
Hg/mL)

Position 5: STOP SOLUTION

Contents: 0.3 M sulfuric acid solution

Position 4: CONJUGATE

HRP-labelled anti-ETN antibody and buffer containing
preservative (concentration 0.04 ug/mL).

Position 3: DILUTION BUFFER

Contents: Buffer solution containing preservative.

Position 2: TMB SUBSTRATE

Contents: Tetramethylbenzidine in citrate buffer.

Position 1: EMPTY WELL in which the sample is transferred.
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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 ETN (concentration 70
ng/mL) and preservative BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquid, ready for use.

CONTROL + |POSITIVE CONTROL 1x1.100 ml

Contents: Human serum containing ETN (concentration 70
ng/mL) and preservative BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquid, ready for use.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

¢  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY 86004
CLEANING SOLUTION 2 83609

SANITIZING SOLUTION 83604

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 pl

solution

Disposable gloves

Sodium Hypochlorite solution (5%)

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 obtained from blood drawn
by venipuncture and handled according to standard laboratory
procedures.

According to NCCLS CLSI guideline H18-A3, serum samples for
analysis should be coagulated before centrifugation;
spontaneous and complete coagulation normally occurs within
30-60 minutes at 22°C-25°C. It is recommended that serum be
physically separated by centrifugation from cell contact as soon
as possible with a maximum time limit of 2 hours from the time
of collection.

The fresh serum may be stored for 5 days at 2/8°C and can be
thawed a maximum of 3 times.

10-09/456-C IFU 86706 — Ed. 22.12.2023


https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:39/
https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:39/

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 Etanercept (REF 86706) 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 plidevice
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/mi,
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 result is = 0.14 pg/ml
NEGATIVE: when the result is < 0.14 pg/ml

11. LIMITATIONS
The test measures free ETN. It does not measure ETN bound to
anti-ETN antibodies (immunocomplexes).
All the values obtained require a careful interpretation that must
consider other indicators relative to the patient.
The clinician should evaluate the results together with other
clinical diagnostic evaluation such as sampling window,
methodology, ETN levels and disease activity.
The characteristics of the assay have not been determined for
sample matrix other than serum.
This product should only be used by appropriately trained
laboratory professional personnel.
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12. CALIBRATION RANGE
Calibration range: 0.14-13.0 pg/ml
For samples > 13.0 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 <0.14 pg/ml.

14. ANALYTICAL SPECIFICITY
3 samples were tested (1 Negative, 1 Low Positive and 1 High
Positive) to which the following interfering agents were added:

Bilirubin (4.5 mg/dI - 45 mg/dl)
Triglycerides (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobin (2.5 mg/ml - 10 mg/ml)

The presence of the above interfering substances (with the
exception of triglycerides >750 mg/dl) in the test serum does not
alter the test result.

3 Rheumatoid Factor (RF) positive samples 92.6 IU/ml (1) and
100 IU/mL (2) were spiked with Etanercept:

High level - 9.0 pg/ml
Low level — 0.50 pg/ml
Negative — <0.14 pg/ml

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

15. CROSS-REACTIONS
12 samples, not containing Etanercept, but containing various
concentrations, of IFX (5.3-24.2 pg/ml) - 7 samples, ADL (1.4-
29.2 pg/ml) - 5 samples, were tested.
No cross-reactions were found.

16. METHOD COMPARISON
In an experimentation 171 samples have been tested with
Diesse kit and with Promonitor ETN ELISA kit.
Data are summarized in the following table:

Reference
+ - Tot.
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Tot. 42 129 171

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
100.0% ICos%: 91.6-99.9

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

Positive Predictive Value (PPV): 100.0% Clos%: 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 1.0.

Out of 171, for 42 positive samples the correlation between
Diesse kit and Promonitor ETN ELISA kit was tested.
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Data are summarized in the following table:

Correlation r 95%Cl
Pearson 0.97 0.95-0.99
Spearman 0.98 0.95-0.99

The correlation between the two methods is very high.

17. PRECISION AND REPEATIBILITY
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4. de Vries, M. et al. “Immunogenicity does not influence

treatment with etanercept in patients with ankylosing
spondylitis”. Ann.Rheum.Dis. 2009; 68:531-535.

5. Dore, R. K., et.al “The immunogenicity, safety, and efficacy

of etanercept liquid administered once weekly in patients
with rheumatoid arthritis”. Clin.Exp.Rheumatol. 2007,
25:40-46.

6. CLSIH18-A3 Procedures for the Handling and Processing

of Blood Specimens; Approved Guideline — Third Edition.
Vol. 24 No. 38.

21.  If a serious accident has occurred in connection with
this device in the market territory of the European Union,
please report it without delay to the manufacturer and the
competent authority of your member state.

Within run Between run
Sample Mean CV% Mean cV%
(Hg/ml) (ng/ml)
1 11.7 9.1 9.2 4.3
2 5.8 3.6 4.8 10.8
3 1.0 6.0 1.0 9.4
4 0.56 3.6 0.53 38
5 <0.14 - <0.14 -
6 <0.14 - <0.14
Between lots Between instruments
Sample Mean CV% Mean CV%
(pg/ml) (pg/ml)
1 9.9 9.9 8,6 9.2
2 4.7 117 46 8.5
3 0.91 121 0,89 11.2
4 0.71 12.7 0,49 8.2
5 <0.14 - <0,14 -
6 <0.14 - <0,14
18. LINEARITY

The linearity of the test was evaluated with 4 samples with known
concentration of Etanercept. For each sample serial dilutions
were done; the linearity was demonstrated in the range 0.20-13.0

pg/ml.

19. BIOSIMILARS
A bias evaluation study was performed to test the ability of the
CHORUS Promonitor ETANERCEPT device to quantify some
commercially available biosimilar drugs, compared to the
reference drug (Etanercept Enbrel).
The data obtained are summarized in the following table:

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT

Level 1 Level 2 Level 3

Concentration Etanercept

Enbrel (ug/mL) 104 44 059
Bias Etanercept Erelzi 2.1 1.1 0.2
Bias Etanercept Benepali -0.1 0.1 0.0
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NAVOD K POUZITi

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

Uréeno pouze k diagnostice in vitro

1. POUZITI
CHORUS Promonitor ETANERCEPT je imunoanalyticka
souprava pro automatizované kvantitativni stanoveni
etanerceptu v lidském séru pomoci jednorazového nastroje
aplikovaného na zafizeni CHORUS TRIO.
Produkt pouzity v kombinaci s dalSimi klinickymi a
laboratornimi vysledky slouzi jako pomiicka pfi léché
pacient(i lécenych etanerceptem (ETN), jako jsou pacienti s
revmatickym onemocnénim.
Musi byt pouzivan vyhradné odbornymi laboratornimi
techniky.

2. UvoD

Etanercept (ETN) je geneticky modifikovany dimerni fazni
protein vytvofeny z extracelularni domény vazajici ligand TNFR2
(receptor pro tumor nekrotizujici faktor typu Il) na Fc doménu
lidského IgG1. ETN vaze trimerni prozanétlivé cytokiny TNFa
(tumor nekrotizujici faktor alfa) a LTa (lymfotoxin alfa), ¢imz
brani vazbé na jejich receptory a nasledné zanétlivé kaskadé.
Lék se pouziva k [écbé riiznych zanétlivych onemocnéni, jako je
revmatoidni artritida (RA), polyartikulami juvenilni idiopaticka
artritida (AIG), psoriaticka artritida (PA), ankylozujici spondylitida
(AS) a plakova psoriaza (PSO). Etanercept je nejméné
imunogenni z anti-TNFa 1€kd. V pfipadé jinych anti-TNF 1éCeb,
jako je infliximab (IFX) a adalimumab (ADL), bylo Siroce
prokazano, ze nizké hladiny léku a tvorba protilatek proti Iéku
(ADA) silné koreluji se ztratou klinické odpovédi u rliznych
onemocnéni. Bylo prokdzéno, Ze z&dna ze viech zjisténych
protilatek proti etanerceptu neni neutralizujici. Pfedpoklada se,
Ze protilatky proti etanerceptu cili na pantovou oblast molekuly,
takze neovliviiuji vazebnou aktivitu TNFa a klinickou Uc¢innost.
Kromé jinych aspektd souvisejicich s onemocnénim se zda, ze
cirkulujici hladiny etanerceptu hraji vyznamnou roli v klinické
odpovédi.

3. PRINCIP METODY
Nastroj CHORUS Promonitor ETANERCEPT je pfipraven k
pouziti pro stanoveni etanerceptu v lidském séru v zafizeni
CHORUS TRIO.
Test je zalozen na sendviové metodé ELISA.
Mikrotitrani jamky jsou pfedem potaZzeny monoklonélni anti-
ETN protilatkou. Kalibrétor, pozitivni kontrola a vzorky se
pfidavaji do samostatného nastroje.
ETN se po inkubaci se vzorkem mize vazat na pfedem
imobilizovanou anti-ETN. Po promyti, aby se odstranil
nenavazany vzorek, se pfida anti-ETN protilatka znacend HRP
(konjugat). Druha inkubaéni faze umoziuje konjugatu se vazat
na ETN, ktery ulpél na mikrotitraCnich jamkéach.
Po promyti, aby se odstranil nenavazany konjugét, se pfida
substrat pro peroxidazu. Enzymaticka reakce se zastavi
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pfidanim zastavovaciho roztoku, ktery roztok zbarvi do Zluta.
Barva, ktera se vytvofi, je Umérna mnozstvi ETN pfitomnému ve
vzorku pacienta.

Jednorazové nastroje obsahuji vSechny reagencie potfebné k
provedeni testu pfi pouZziti zafizeni CHORUS TRIO.

Viysledky jsou vyjadfeny v pg/ml, vypocitané s odkazem na
,WHO 1st International Standard for TNF receptor Il Fc fusion
protein (Etanercept, Human rDNA derived), (k6d NIBSC:
13/204)".

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

Tato souprava obsahuje materialy lidského plvodu, 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 nemuize poskytnout uplnou zaruku,
Ze nejsou pritomna infekéni €inidla, je treba s veskerym
materidlem lidského plvodu zachazet tak, jako by byl
potencialné infekEni. Pfi manipulaci s materidlem lidského
pivodu dodrzujte veSkera preventivni opatieni, 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. P¥i zachazeni se vzorky méjte nasazeny jednorazové
rukavice a chrarite si o€i.

3. PovloZeni nastrojl do zafizeni CHORUS TRIO si dlikladné
umyjte ruce.

4. VeSkeré informace tykajici se bezpeénosti reagencii
obsazenych v soupravé naleznete v pfisludnych
bezpeénostnich listech (k dispozici na webu DIESSE:
www.diesse.it).

5. Neutralizované kyseliny ajiny tekuty odpad je tfeba
dekontaminovat  pfidanim  dostate¢ného  mnoZstvi
chlornanu sodného tak, aby kone¢na koncentrace
dosahovala alespor 1 %. Pro zajisténi G¢inné dezinfekce
mUze byt vyzadovano 30minutové vystaveni 1% chlornanu
sodnému.

6. Pripadny rozlity potencidlné infekéni material je tfeba
okamZité odstranit pomoci absorp¢niho papirového ru¢niku
a kontaminovanou oblast umyt, napfiklad 1% chlornanem
sodnym, a to pfedtim, neZ budete v préci pokragovat. Pokud
je v rozlité latce kyselina, kontaminovanou oblast pfed
pouzitim chlornanu sodného osuste. VSechny materialy
pouzité k Cisténi pfipadnych potfisnénych povrchl, véetné
rukavic, se musi likvidovat jako potencialné infekéni odpad.
Material obsahujici chlornan sodny nevkladejte do
autoklavu.

Opatieni pro spravné provedeni testu

Pfed pouZzitim nechte vytemperovat sacky obsahujici nastroje na
pokojovou teplotu (18-30°C) alespori po dobu 30 minut.
Nastroj pouZzijte do 60 minut.

1. Nastroje vykazujici modré zabarveni substratu (jamka
2) zlikvidujte.
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2. Pokud je vzorek pfidan do jamky manuainé, zkontrolujte,
zda je dokonale rozloZen.

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

4. Néstroje slouzi k pouZiti v kombinaci se zafizenim

CHORUS TRIO; je tfeba pozorné dodrzovat navod 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 ta, kterd je uvedena v tabulce
zvefejnéné na  webovych  strankdch  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 neméfte, aby jej
zafizeni spravné precetlo.

7. Vyvarujte se skladovani vzorki v mrazacich s
automatickym odmrazovanim.

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

9. Pokud pouzivate zafizeni CHORUS Autosampler (REF
81210), fidte se prislusnou uZivatelskou pFiru¢kou.

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

11.  Nepouzivejte hemolyzované, lipemické a ikterické vzorky s
vy88i koncentraci interferenénich latek, nez je koncentrace
testovana (podle udajd v kapitole ,Analyticka specificita“).

12. NepouZivejte nastroj po uplynuti data pouZzitelnosti.

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

5. OBSAH SOUPRAVY A PRIPRAVA REAGENCIi
Souprava vysta&i na 12 stanoveni.

DD INASTROJE 2 baleni po 6 nastrojich v kazdém baleni

Popis:

|OOO LI O] -

Pozice 9: Prostor pro aplikaci Stitku s Earovym kddem

Pozice 8: REDICI PUFR

Obsah: pufrovaci roztok obsahujici konzervaéni latku

Pozice 7: MIKROTITRACN| JAMKA

Senzitizovano lidskou monoklonalni anti-ETN protilatkou (
koncentrace 0,5 ug/ml)

Pozice 6: MIKROTITRACNI JAMKA

Senzitizovano lidskou monoklonalni anti-ETN protilatkou (
koncentrace 0,5 ug/ml)

Pozice 5: ZASTAVOVACI ROZTOK

Obsah: roztok kyseliny sirové 0,3 M

Pozice 4: KONJUGAT

Obsah: HRP-znacena anti-ETN protilatka v pufru obsahujicim
konzervacni latku (koncentrace 0,04 pg/ml)

Pozice 3: REDICI PUFR

Obsah: pufrovaci roztok obsahujici konzervacni latku

Pozice 2: TMB SUBSTRAT

Obsah: Tetramethylbenzidin v citratovém pufru
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Pozice 1: PRAZDNA JAMKA, do niz se pfida vzorek z pacienta.

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 1x0,650 ml

Obsah: Lidské sérum obsahujici ETN (koncentrace 70 ng/ml) a
konzervacni latku BND (5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan) 1000-1150

ppm.
Tekutina pfipravena k pouziti.

CONTROL + | POZITIVNi KONTROLA 1x1,100 ml

Obsah: Lidské sérum obsahujici ETN (koncentrace 70 ng/ml) a
konzervacni latku BND (5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan) 1000-1150

ppm.
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 pl
Jednorazové rukavice

Roztok chlornanu sodného (5 %)

Nadoby na potencialné infekéni material

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

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

Reagencie maiji 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
Typem vzorku je sérum ziskané z krve odebrané vpichem do
Zily, se kterym bylo nakladano v souladu se standardnimi
laboratornimi postupy.
Podle pokyn( NCCLS CLSI H18-A3 musi byt vzorky séra uréené
k analyze pfed centrifugaci koagulovany; spontanni a Uplna
koagulace obvykle prob&hne béhem 30-60 minut pfi 22°C-25°C.
Doporucuje se fyzicky oddélit sérum centrifugaci od kontaktu s
burikami co nejdfive, maximalné vSak do 2 hodin od odbéru.
Cerstvé sérum Ize uchovavat po dobu 5 dndl pfi teploté 2/8 °C-
Vzorek je mozné rozmrazit maximalné tikrat.
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Viyvarujte se skladovani vzorkd v mrazacich s automatickym
odmrazovanim. Rozmrazeny vzorek je nutné pfed pouzitim
pedlivé protiepat.

MozZné nasledky v pfipadé pouZiti jinych biologickych tekutin
nejsou znamy.

Darazné se doporuduje vyvarovat se jakéhokoli intenzivniho
zpracovani vzorku.

Kvalita vzorku mdze byt silné naru$ena mikrobialni kontaminaci,
ktera m0ze vést k chybnym vysledkim.

8. POSTUP
Test CHORUS Promonitor ETANERCEPT (REF. 86706) Ize
provadét soucasné POUZE s ostatnimi testy CHORUS
Promonitor.

1. Otevrete baleni (na strané s tlakovym uzavérem), vyjméte
mnozstvi nastroju poZadované pro testy a poté, co z baleni
vytlaCite vzduch, je opét uzavrete.

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

3. Do jamky &. 1 kazdého nastroje dejte:

VZOREK 130 pl/néstroj
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 vysledka.
PouZijte je v souladu s instrukcemi uvedenymi v uZivatelské
pfiruce zafizeni. Pokud zafizeni hlasi, ze pozitivni kontrola
vykazuje hodnotu mimo pfijatelné rozmezi, je zapotfebi 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 ug/ml, vypocitané
na z&kladé grafu podle 8arZi, ktery je uloZen v paméti zafizeni.

Test na zkoumaném séru Ize interpretovat takto:

POZITIVNi:,je-Ii vysledek = 0,14 pg/ml
NEGATIVNI: je-li vysledek <0,14 pg/ml

11. OMEZENI

Tento test méfi volny ETN. Nemé&Ffi imunokomplexy vytvorené
mezi ETN a anti-ETN protilatkami.

V8echny ziskané hodnoty vyzaduji peclivou interpretaci, ktera
musi zohlednit dal$i ukazatele souvisejici s pacientem.

Lékaf musi interpretovat vysledky v kontextu dalSich
proménnych, jako je odbérové vzorkovaci okno, metodika,
hladiny ETN a dal3i klinické vysledky, jako aktivita onemocnéni.
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Nebyly stanoveny vykonnostni charakteristiky testu na jinych
matricich nez sérum.

Tento produkt smi pouzivat pouze odborny laboratorni personal,
ktery proSel pfisluSnym Skolenim.

12. KALIBRACNi ROZSAH
Kalibraéni rozsah: 0,14-13,0 ug/ml
U vzorkd > 13,0 pg/ml zopakujte test roziedénim vzorku v
negativni kontrole/fedidle vzorku (REF 83607 - neni sou&asti
soupravy).

13. REFERENCNi ROZSAH
Ocekavané hodnoty v normalni populaci stanovené vySetfenim
120 sér od zdravych darcl jsou negativni s hodnotami <0,14
pg/ml.

14, ANALYTICKA SPECIFICITA
Byly testovany 3 vzorky (1 negativni, 1 nizce pozitivni a 1 vysoce
pozitivni), k nimz byly pfidany nasleduijici interferencni latky:

Bilirubin (4,5 mg/dl — 45 mg/dI)
Triglyceridy (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Hemoglobin (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

Pritomnost vy3e uvedenych interferencnich latek (s vyjimkou
triglyceridd >750 mg/dl) v testovaném séru neovliviiuje vysledek
testu.

3 pozitivni vzorky revmatoidniho faktoru (RF) 92,6 Ul/ml (1) a
100 1U/ml (2) byly dopInény etanerceptem.

Vysoka hladina — 9,0 pg/ml
Nizk& hladina — 0,50 pg/ml
Negativni — < 0,14 pg/ml

Pritomnost RF v testovaném séru neovliviiuje vysledek testu.

15. KRIZOVE REAKCE
Bylo testovano 12 vzorkd, které neobsahovaly etanercept, ale
obsahovaly rGzné koncentrace IFX (5,3-24,2 pg/ml) — 7 vzork
a ADL (1,4-29,2 ug/ml) — 5 vzorkd.
Nebyly hlaseny zadné kfizové reakce.

16. SROVNANi METOD
V experimentalni studii bylo analyzovano 171 vzorkd pomoci
soupravy Diesse a soupravy Promonitor ETN ELISA.
Data jsou shrnuta v nasleduijici tabulce.

Reference
+ - Celkem
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Celkem 42 129 171

Procento pozitivni konkordance (~ diagnosticka citlivost):
100,0% ICgs5%: 91,6-99,9

Procento negativni konkordance (~ diagnosticka specifi¢nost):
100,0% ICgs%: 97,1-100,0

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

Stupen konkordance mezi obéma metodami je velmi dobry s
hodnotou K (Cohenv koeficient) rovnou 1,0.
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Ze 171 vzorkl bylo 42 pozitivnich vzork( testovano na korelaci
mezi soupravou Diesse a soupravou Promonitor ETN ELISA.

Data jsou shrnuta v nasleduijici tabulce:

Korelace r IC 95%
Pearson 0,97 0,95-0,99
Spearman 0,98 0,95-0,99

Korelace mezi témito dvéma metodami je velmi vysoka.

17. PRESNOST A OPAKOVATELNOST

Presnost v ramci méreni Mezi méfenimi
Vzorek Priimér Var|_a<_:n| Primér Va”.af:m
(ug/ml) koeflc?nt (ug/ml) koeflclfnt
(CV) % (CV) %
1 11,7 91 9,2 43
2 538 3,6 4.8 10,8
3 1,0 6,0 1,0 94
4 0,56 36 0,53 38
5 <0,14 - <0,14 N
6 <0,14 - <0,14
Mezi Sarzemi Mezi zafizenimi
Vzorek Priimé Variacni A Variacni
ramér - Primér .
(ug/ml) koeficient (ug/ml) koeficient
(CV) % (CV) %
1 9,9 9,9 8,6 9,2
2 47 11,7 46 8,5
3 0,91 12,1 0,89 11,2
4 0,71 12,7 0,49 8,2
5 <0,14 - <0,14 N
6 <0,14 - <0,14
18. LINEARITA

Linearita testu byla hodnocena pomoci 4 vzorki se znamymi
koncentracemi etanerceptu. Pro kazdy vzorek byla provedena
sériova Fedéni, ktera prokézala linearitu metody od 0,20 do 13,0

pg/ml.

19. BIOSIMILARS
Byla provedena studie hodnoceni bias s cilem otestovat
schopnost néastroe  CHORUS Promonitor ETANERCEPT
kvantifikovat nékteré komeréné dostupné biosimilarni 1éky ve
srovnani s referenénim Iékem (Etanercept Enbre).
Ziskana data jsou shrnuta v nasledujici tabulce.

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT
Hladina Hladina | Hladina
1 2 3

Koncentrace etanercept 10.4 44 0.59
enbrel (ug/ml)

Bias etanercept erelzi 2,1 11 0,2
Bias etanercept benepali -0,1 0,1 0,0
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21. HLASENi NEZADOUCICH UDALOSTI
Pokud v souvislosti s timto néstrojem dojde na uzemi Evropské
unie k zavazné nehodé, neprodlené ji nahlaste vyrobci a
pfisluSnému organu vaSeho ¢lenského statu.
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GEBRAUCHSANLEITUNG

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

AusschlieBlich fiir die In-vitro-Diagnostik
bestimmt

1. ZWECKBESTIMMUNG
CHORUS Promonitor ETANERCEPT ist ein Immunoassay-
Testsatz fiir die automatisierte quantitative Bestimmung
von Etanercept 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 Etanercept (ETN) verabreicht wird, wie z. B. Patienten
mit rheumatischen Erkrankungen.
Es darf nur von Laborfachkraften verwendet werden.

2. EINLEITUNG
Etanercept (ETN) ist ein gentechnisch verandertes, dimeres
Fusionsprotein, das durch die extrazellulare

Ligandenbindungsdoméne von TNFR2 (Tumornekrosefaktor-
Rezeptor Typ II) an die Fc-Domé&ne von humanem IgG1 gebildet
wird. ETN bindet die trimeren, proinflammatorischen Zytokine
TNFa (Tumornekrosefaktor alpha) und LTa (Lymphotoxin
alpha), wodurch deren Bindung an ihre Rezeptoren und damit
die Entziindungskaskade verhindert wird. Das Arzneimittel wird
zur Behandlung verschiedener entziindlicher Erkrankungen, wie
rheumatoide Arthritis (RA), polyartikulére juvenile idiopathische
Arthritis ~ (AIG), Psoriasis-Arthritis  (PA),  ankylosierende
Spondylitis (AS) und Plaque-Psoriasis (PSO), angewendet.
Etanercept ist der am geringsten immunogene TNFa-Hemmer.
Bei anderen Anti-TNF-Therapien, wie Infliximab (IFX) und
Adalimumab (ADL) wurde umfassend nachgewiesen, dass
niedrige Wirkstoffspiegel und die Bildung von Anti-Wirkstoff-
Antikorpern (ADA) stark mit einem Verlust des klinischen
Ansprechens bei verschiedenen Erkrankungen korrelieren. Es
wurde gezeigt, dass keiner der gefundenen Anti-Etanercept-
Antikdrper neutralisierend wirkt. Es wird angenommen, dass die
Anti-Etanercept-Antikdrper auf die Reiflverschluss-Region des
Molekills zielen, sodass sie keinen Einfluss auf die
Bindungsaktivitat von TNFa und die Klinische Wirksamkeit
haben. Abgesehen von anderen krankheitsbedingten Aspekten,
scheint der Etanercept-Spiegel im Blutkreislauf eine wichtige
Rolle beim klinischen Ansprechen zu spielen.

3. TESTPRINZIP
Das Testmodul CHORUS Promonitor ETANERCEPT ist
gebrauchsfertig fiir die Bestimmung von Etanercept in
Humanserum mithilfe des Laboranalysators 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-ETN-Antikdrper vorbeschichtet. Kalibrator, Positivkontrolle
und Proben kommen in ein separates Modul.

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

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

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

Die Ergebnisse werden in ug/ml angegeben und wurden auf
Grundlage des ,WHO 1st International Standard for TNF
receptor Il Fc fusion protein (Etanercept, Human rDNA derived),
(NIBSC-Code: 13/204)" berechnet.

4. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

AUSSCHLIESSLICH FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSTIK
BESTIMMT

Dieses Kit 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 vollstdndig 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 Abfille: Die Serumproben, Kalibratoren und
gebrauchten Streifen miissen als infektiéser 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 Hénde
waschen.

4. Beziglich der Sicherheitseigenschaften der im Testkit
enthaltenen  Reagenzien das  Sicherheitsdatenblatt
beachten (auf der Website von DIESSE -einsehbar:
www.diesse.it).

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

6. Wird potentiell infektioses Material versehentlich
verschittet, muss es umgehend mit Saugpapier entfernt
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werden. Die beschmutzte Flache muss vor dem Fortsetzen
der Arbeit zum Beispiel mit 1%igem Natriumhypochlorit
dekontaminiert werden. Wenn Saure in der verschitteten
Flussigkeit enthalten ist, wischen Sie den verschmutzten
Bereich ab, bevor Sie Natriumhypochlorit verwenden. Alle
fir die Dekontamination von verschiittetem Material
verwendeten Hilfsmittel miissen einschlieBlich  der
Handschuhe als potentiell infektidser Abfall entsorgt
werden. Materialien, die Natriumhypochlorit enthalten,
diirfen nicht autoklaviert werden.

Warnhinweise zur Analyse

Vor dem Gebrauch die Beutel mit den Testmodulen mindestens
30 Minuten  lang  bei  Raumtemperatur  (18-30°C)
akklimatisieren.

Das Testmodul innerhalb von 60 Minuten verwenden.

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

2. Bei manuellem Einflillen 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 Kits ist nur mit CHORUS TRIO und
einer aktualisierten Softwareversion mdglich. Stellen
Sie sicher, dass es sich bei der auf dem
Laboranalysator installierten Software um die in der
Tabelle auf der Diesse-Website veroffentlichte oder

eine hohere Version (Rel.) handelt
(https://lwww.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
beschadigen, damit er vom Laboranalysator korrekt
gelesen werden kann.

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

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

9. Wenn das Gerdt 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. Es dirfen keine hamolytischen, lipamischen oder
ikterischen Proben mit einer héheren Konzentration an
Stérsubstanzen als der getesteten verwendet werden
(gemaR den Angaben im Kapitel ,Analytische Spezifitat").

12. Das Medizinprodukt nach dem Verfalldatum nicht mehr
verwenden.
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13. Priifen Sie, ob der Laboranalysator an den Washing
Buffer Autoimmunity (Ref. 86004) angeschlossen ist.

5. BESTANDTEILE DES KITS UND VORBEREITUNG
DER REAGENZIEN
Das Kit reicht flir 12 Bestimmungen.

DD _[TESTMODULE 2 Packungen mit je 6 Testmodulen

Beschreibung:

|OOO LI O]

Position 9: Platz fiir Strichcode-Etikett

Position 8;: VERDUNNUNGSPUFFER

Inhalt: Pufferldsung mit Konservierungsmittel

Position 7: MIKROPLATTENVERTIEFUNG

Sensibilisiert mit humanem, monoklonalem Anti-ETN-Antikérper
(Konzentration 0,5 pg/ml)

Position 6: MIKROPLATTENVERTIEFUNG

Sensibilisiert mit humanem, monoklonalem Anti-ETN-Antikérper
(Konzentration 0,5 pg/ml)

Position 5: STOPPLOSUNG

Inhalt: Schwefelsaureldsung 0,3 M

Position 4;: KONJUGAT

Inhalt: Anti-ETN-Antikrper, markiert mit HRP in Puffer mit
Konservierungsmittel (Konzentration 0,04 pg/ml)

Position 3: VERDUNNUNGSPUFFER

Inhalt: Pufferldsung mit Konservierungsmittel

Position 2: TMB SUBSTRAT

Inhalt: Tetramethylbenzidin in Citratpuffer

Position1: LEERE VERTIEFUNG, in welche die
Patientenprobe gegeben wird.

Gebrauch: Einen Beutel auf Raumtemperatur bringen, den
Beutel 6ffnen und die bendtigten Testmodule herausnehmen; die
nicht bendtigten in den Beutel mit Kieselgel zuriicklegen, 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 ETN (Konzentration 70 ng/ml) und
Konservierungsmittel BND (5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan) 1000-
1150 ppm.

Flussig, gebrauchsfertig.

CONTROL + |POSITIVE KONTROLLE 1x1.100 ml

Inhalt; Humanserum mit ETN (Konzentration 70 ng/ml) und
Konservierungsmittel BND (5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan) 1000-
1150 ppm.

Flussig, gebrauchsfertig.

WEITERES  ERFORDERLICHES, = ABER  NICHT
MITGELIEFERTES MATERIAL

e WASCHPUFFER AUTOIMMUNITY [REF | 86004

o REINIGUNGSLOSUNG 200 83609

o  DESINFEKTIONSLOSUNG 83604

[ )

CHORUS )
NEGATIVKONTROLLE/RROBENVERDUNNUNGSMITTE

L 83607

e CHORUS TRIO Laboranalysator
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o  Destilliertes oder deionisiertes Wasser

o Ubliches Laborglas: Zylinder, Reagenzglaser, usw.

o  Mikropipetten zur genauen Entnahme von Volumina
zwischen 50 und 200 pl

e  Einweghandschuhe

o Natriumhypochlorit-Ldsung (5 %)

e  Behalter zum Sammeln potentiell infektidser 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: Testvalidierung).

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

Die Reagenzien besitzen nach dem Offnen eine begrenzte
Stabilitat:

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 Venenpunktion entnommen wurde und das
entsprechend den fir Labors geltenden Standardverfahren
gehandhabt wird.
Gemaf NCCLS CLSI Dokument H18-A3 miissen Serumproben
fur die Analyse vor der Zentrifugation koaguliert werden; die
spontane und vollstdndige Koagulation erfolgt normalerweise
innerhalb von 30-60 Minuten bei 22-25°C. Es wird empfohlen,
das Serum durch Zentrifugation so schnell wie méglich von den
Zellen zu trennen, mit einer maximalen Zeitspanne von 2
Stunden ab dem Zeitpunkt der Entnahme.
Das frische Serum kann bei 2-8 °C fiinf Tage lang aufbewahrt
werden-
Die Probe kann maximal dreimal aufgetaut werden.
Fur die Aufoewahrung der Proben keine selbstabtauenden
Tiefkihlgerate verwenden. Die Probe nach dem Auftauen und
vor der Dosierung sorgfaltig durchmischen.
Die Folgen bei Verwendung anderer biologischer Flissigkeiten
sind nicht bekannt.
Es wird dringend empfohlen, eine intensive Bearbeitung der
Proben zu vermeiden.
Eine Mikrobenkontamination kann die Qualitat der Probe
ernsthaft beeintrachtigen und zu falschen Ergebnissen fihren.

8. VORGEHENSWEISE
Der CHORUS Promonitor ETANERCEPT-Test (REF. 86706)
darf AUSSCHLIESSLICH mit den anderen CHORUS
Promonitor-Tests gleichzeitig durchgefiihrt werden.

1. Den Beutel 6ffnen (Seite mit Druckverschluss), die fir die
Durchflihrung der Tests erforderliche Anzahl von
Testmodulen entnehmen und den Beutel mit den
restlichen Testmodulen nach dem Entfernen der Luft
wieder verschlie3en.
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2. Das Testmodul gemaR den Anweisungen in Kapitel 4
Warnhinweise ~ zur  Analyse, einer  Sichtkontrolle
unterziehen.

3. Indie Vertiefung Nr. 1 jedes Testmoduls geben:

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

Bei jedem Chargenwechsel ein Testmodul fir den
Kalibrator verwenden.

4. Die Testmodule in den CHORUS TRIO Laboranalysator
einsetzen. Die Kalibrierung (sofern erforderlich) und den
Test gemalt den Anweisungen der Gebrauchsanleitung
des Analysators durchfiihren.

9. TESTVALIDIERUNG

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

Wenn das Ergebnis der positiven Kontrolle weiterhin auerhalb
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
chargenabhéngigen Grafik berechnet werden.

Der Test des untersuchten Serums kann wie folgt ausgelegt
werden:

POSITIV: bei Ergebnis 20,14 pg/ml
NEGATIV: bei Ergebnis <0,14 jg/ml

11. GRENZEN DES VERFAHRENS
Mit diesem Assay wird freies ETN gemessen. Nicht gemessen
werden die Immunkomplexe, die aus ETN und Anti-ETN-
Antikdrpern gebildet werden.
Alle erhaltenen Werte erfordern eine sorgféltige Interpretation,
die auch andere, auf den Patienten bezogene Indikatoren
berticksichtigen muss.
Der Arzt muss die Ergebnisse unter Beriicksichtigung anderer
Variablen, wie  Probenahmefenster, Methodik, ETN-
Konzentration und andere klinische Befunde, wie z.B. die
Krankheitsaktivitat, interpretieren.
Die Leistungsmerkmale des Assays wurden fir keine anderen
Matrizes auRer Serum bestimmt.
Dieses Produkt darf nur von Laborfachkraften verwendet
werden, das angemessenen geschult wurde.

12. KALIBRIERBEREICH
Kalibrierbereich: 0,14-13,0 pg/ml
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Bei Proben mit >13,0 pg/ml den Test wiederholen und die Probe
zuvor mit Negativer Kontrolle/Probenverdiinnungsmedium
(REF. 83607 - nicht im Testsatz enthalten) verdiinnen.

13. REFERENZBEREICH
In der Normalbevdlkerung sind die Erwartungswerte, die durch
die Untersuchung von 120 Seren gesunder Spender ermittelt
wurden, negativ mit Werten <0,14 pg/ml.

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

Bilirubin (4,5 mg/di-45 mg/dI)
Triglyceride (250 mg/dl - 1500 mg/dl)
Hamoglobin (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)

Die Prasenz der oben genannten Interferenten im untersuchten
Serum hat (mit Ausnahme von Triglyceriden >750 mg/dl) keinen
Einfluss auf das Testergebnis.

Zu 3 Rheumafaktor-positiven (RF) Proben (92,6 [E/ml (1) und
100 IE/ml (2)) wurde Etanercept hinzugefiigt.

Hoher Spiegel - 9,0 pg/ml
Niedriger Spiegel — 0,50 pg/ml
Negativ — <0,14 pg/ml

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

15. KREUZREAKTIONEN
Es wurden 12 Proben getestet, die kein Etanercept enthielten,
sondern in 7 davon verschiedene IFX-Konzentrationen (5,3-24,2
pg/ml) und in 5 davon ADL (1,4-29,2 pg/ml) enthielten.
Es wurden keine Kreuzreaktionen festgestellt.

16. VERGLEICHSSTUDIEN
In einem Versuch wurden 171 Proben mit dem Diesse-Testsatz
und dem Promonitor ETN ELISA-Testsatz getestet.
Die Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Referenz
+ - Insgesamt
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Insgesamt 42 129 171

Positive Ubereinstimmungsrate (~diagnostische Sensitivitét):
100,0 % Klose: 91,6-99,9

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

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

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

Von den 171 Proben wurde die Korrelation zwischen dem
Diesse-Testsatz und dem Promonitor ETN-ELISA-Testsatz an
42 positiven Proben getestet.

Die Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:
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Korrelation r 95 % Kl
Pearson 0,97 0,95-0,99
Spearman 0,98 0,95-0,99

Die Korrelation zwischen den beiden Methoden ist sehr hoch.

17. PRAZISION UND WIEDERHOLBARKEIT

Inr;JerhaIb eines Zwischen Durchldufen
Probe _ urchlaufs _
Mittelwert VK% Mittelwert VK%
(1g/ml) (ug/ml)
1 11,7 9,1 9,2 43
2 58 36 48 10,8
3 1,0 6,0 1,0 9,4
4 0,56 3,6 0,53 38
5 <0,14 - <0,14 -
6 <0,14 - <0,14
Probe Zwischen Chargen Zwischen Analysatoren
Mittelwert VK% Mittelwert VK%
(1g/ml) (ug/ml)
1 9,9 9,9 8,6 9,2
2 4,7 11,7 4,6 8,5
3 0,91 12,1 0,89 11,2
4 0,71 12,7 0,49 8,2
5 <0,14 - <0,14 _
6 <0,14 - <0,14

18. LINEARITAT
Die Linearitdt des Assays wurde unter Verwendung von
4 Proben mit bekannten Konzentrationen von Etanercept
bewertet. Fir jede Probe wurden Verdinnungsreihen
angefertigt, mit denen die Linearitat der Methode von 0,20 bis
13,0 pg/ml nachgewiesen wurde.

19. BIOSIMILARS

Es wurde eine Studie zur Bewertung der Verzerrung (Bias)
durchgeflihrt, um die Fahigkeit des CHORUS Promonitor
ETANERCEPT-Testmoduls zur Quantifizierung einiger im
Handel erhéltlicher Biosimilar-Medikamente im Vergleich zum
Referenzmedikament (Etanercept Enbrel) zu testen.

Die erhaltenen Daten sind in der folgenden Tabelle
zusammengefasst.

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT

Level 1 Level 2 Level 3

Konzentration Etanercept

Enbrel (ug/ml) 104 44 059
Bias Etanercept Erelzi 2,1 1.1 0,2
Bias Etanercept Benepali -0,1 0.1 0,0
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21. MELDUNG VON VORKOMMNISSEN
Wenn ein schwerwiegendes Vorkommnis im Zusammenhang
mit diesem Medizinprodukt auf dem Gebiet der Europdischen
Union aufgetreten ist, informieren Sie bitte unverzlglich den
Hersteller und die zustdndige Behdrde des betroffenen
Mitgliedstaats.
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mircocr

INSTRUCCIONES DE USO

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

Solo para uso diagndstico in vitro

1. INDICACIONES
CHORUS Promonitor ETANERCEPT es un kit de
inmunoensayo para la determinacion cuantitativa
automatizada de Etanercept en suero humano con
dispositivo desechable aplicado al equipo CHORUS TRIO.
Utilizado en combinacién con otros resultados clinicos y de
laboratorio, el producto es util como ayuda en la gestién de
los pacientes tratados con Etanercept (ETN), como los
pacientes con enfermedades reumaticas.
Para uso exclusivo de técnicos de laboratorio
profesionales.

2. INTRODUCCION

Etanercept (ETN) es una proteina de fusién dimérica modificada
genéticamente y formada a partir del dominio de unién del
ligando extracelular de TNFR2 (receptor del factor de necrosis
tumoral de tipo Il) al dominio Fc de la IgG1 humana. ETN se une
a las citocinas proinflamatorias triméricas TNFa (factor de
necrosis tumoral alfa) y LTa (linfotoxina alfa), impidiendo la
unién a sus receptores y, en consecuencia, la cascada
inflamatoria. EI medicamento se usa para tratar varias
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide (AR), la
artritis idiopatica juvenil poliarticular (AlJ), la artritis psoriasica
(AP), la espondilitis anquilosante (EA) y la psoriasis en placas
(PsO). Etanercept es el menos inmunogénico de los farmacos
anti-TNFa. En el caso de otros tratamientos anti-TNF, como
infliximab (IFX) y adalimumab (ADL), se ha demostrado
ampliamente que los niveles bajos del farmaco y la formacion de
anticuerpos  antifarmaco ~ (ADA)  estan  fuertemente
correlacionados con una pérdida de respuesta clinica en
distintas patologias. Se ha demostrado que todos los
anticuerpos antietanercept detectados no son neutralizantes. Se
cree que los anticuerpos antietanercept se dirigen a la regién
bisagra de la molécula, por lo que no afectan a la actividad de
union del TNFa ni la eficacia clinica. Aparte de otros aspectos
relacionados con la enfermedad, los niveles circulantes de
etanercept parecen desempefiar un papel relevante en la
respuesta clinica.

3. PRINCIPIO DEL METODO
El dispositivo CHORUS Promonitor ETANERCEPT esta listo
para su uso para la determinacion de Etanercept 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-ETN. El calibrador, el control
positivo y las muestras se afiaden a un dispositivo separado.
El ETN puede unirse al anti-ETN preinmovilizado tras la
incubacién con la muestra. Tras el lavado para eliminar la
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muestra no unida, se afiade un anticuerpo anti-ETN marcado
con HRP (conjugado). Un segundo paso de incubacion permite
que el conjugado se una al ETN 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 reaccion enzimatica se
detiene afiadiendo la solucion inhibidora, que hace que la
solucién adquiera un color amarillo. El color que aparece es
proporcional a la cantidad de ETN 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 ug/ml, calculados en referencia
al «WHO 1st International Standard for TNF receptor Il Fc fusion
protein (Etanercept, Human rDNA derived), (cddigo NIBSC:
13/204)».

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 proteccion 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 en el sitio web
de DIESSE: www.diesse.it).

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 desinfeccién 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 debera 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 empleados
para descontaminar la zona en la que se hayan producido
derrames, incluidos guantes, deberan desecharse como
residuos potencialmente infecciosos. No utilizar el
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autoclave con materiales que contengan hipoclorito de
sodio.

Advertencias relacionadas con el analisis

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

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

2. Sise 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 reaccion 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 indica en 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 cddigo 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 cddigos 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.  No utilizar muestras hemolizadas, lipémicas ni ictéricas
con una concentracién de interferentes superior a la
probada (ver las indicaciones que figuran en el capitulo
«Especificidad analitica).

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 12
determinaciones.

DD _|DISPOSITIVOS 2 envases de 6 unidades cada uno

Descripcion:

OOO O]
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Posicion 9: Espacio disponible para etiqueta con codigo de
barras

Posicién 8: TAMPON DE DILUCION

Contenido: solucién tampén que contiene conservante
Posicion 7: POCILLO DE MICROPLACA

Sensibilizado con anticuerpo monoclonal humano anti-ETN
(concentracion de 0,5 ug/ml)

Posicion 6: POCILLO DE MICROPLACA

Sensibilizado con anticuerpo monoclonal humano anti-ETN
(concentracion de 0,5 ug/ml)

Posicién 5: SOLUCION INHIBIDORA

Contenido: Solucion de acido sulfurico 0,3 M.

Posicion 4: CONJUGADO

Contenido: Anticuerpo anti-ETN marcado con HRP en tampén
que contiene conservante (concentracion de 0,04 ug/ml)
Posicién 3: TAMPON DE DILUCION

Contenido: solucion tampon que contiene conservante
Posicion 2: SUSTRATO TMB

Contenido: Tetrametilbencidina en tamp6n citrato.

Posicién 1: POCILLO VACIO donde se debe afiadir la muestra
del paciente.

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 1x0,650 ml

Contenido: Suero humano que contiene ETN (concentracion 70
ng/ml) y conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano) 1000-
1150 ppm.

Liquido, listo para el uso.

CONTROL + |CONTROL POSITIVO 1x1,100 ml

Contenido: Suero humano que contiene ETN (concentracion 70
ng/ml) y conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano) 1000-
1150 ppm.

Liquido, listo para el uso.

OTRO MATERIAL NECESARIO, PERO NO SUMINISTRADO

¢  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY86004

e  CLEANING SOLUTION 2 83609

e SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607
Equipo CHORUS TRIO
Agua destilada o desionizada

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

e Micropipetas que garanticen una obtencion precisa de
volimenes de 50-200 ul

e  Guantes desechables

e 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. Silatemperatura

de conservacion es incorrecta, habra que repetir la

calibracion y verificar que el resultado sea correcto
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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

El tipo de muestra consiste en suero obtenido de sangre extraida
por puncién venosa y debe manipularse de acuerdo con los
procedimientos estandar de laboratorio.
De acuerdo con la directriz NCCLS CLSI H18-A3, las muestras
de suero que se van a analizar deben coagularse antes de la
centrifugacién; la coagulacién espontanea y completa
normalmente se produce en 30-60 minutos a 22-25 °C. Se
recomienda separar fisicamente el suero, por centrifugacion, del
contacto con las células lo antes posible con un limite de tiempo
maximo de 2 horas desde el momento de la recogida.
El suero fresco se puede conservar a 2/8 °C durante 5 dias:
La muestra puede descongelarse hasta un méximo 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.
No se conocen las consecuencias del uso de otros liquidos
bioldgicos.
Se recomienda encarecidamente evitar cualquier procesamiento
agresivo de las muestras.
La calidad de la muestra puede verse seriamente afectada por
la contaminacion microbiana, que puede conducir a resultados
erréneos.

8. PROCEDIMIENTO
La prueba CHORUS Promonitor ETANERCEPT (REF. 86706)
se puede realizar simultineamente SOLO con otras pruebas
CHORUS Promonitor.

1. Abrirlabolsa (por el lado con el cierre a presion), sacar los
dispositivos necesarios para realizar el analisis y depositar
los demas en la bolsa. Expulsar el aire y cerrar la bolsa
para que Sse conserven.

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

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 calibracion (si se requiere) y la prueba como se
indica en el Manual del Usuario del equipo
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9. VALIDACION DE LA PRUEBA

Utilizar el control positivo para verificar la validez de los
resultados obtenidos, procesandolo segun las indicaciones del
Manual del usuario del equipo. Si el equipo indica que el control
positivo tiene un valor fuera de los limites de aceptabilidad, es
necesario repetir la calibracién. Los resultados anteriores se
corregiran automaticamente.

Si el resultado del control positivo contintia 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 20,14 pg/ml
NEGATIVO: cuando el resultado es <0,14 ug/ml

11. LIMITACIONES
Este ensayo mide ETN libre. No mide los complejos inmunes
formados entre ETN y anticuerpos anti-ETN.
Todos los valores obtenidos requieren una interpretacion
cuidadosa que debe considerar otros indicadores relacionados
con el paciente.
El médico debe interpretar los resultados teniendo en cuenta
otras variables como la ventana de muestreo, la metodologia,
los niveles de ETN y otros resultados clinicos como la actividad
de la enfermedad.
Las caracteristicas de rendimiento del ensayo no se han
establecido para matrices distintas del suero.
Este producto debe ser utilizado exclusivamente por personal de
laboratorio profesional que haya recibido una formacién
adecuada.

12. RANGO DE CALIBRACION
Rango de calibracién: 0,14-13,0 ug/ml
Para las muestras >13,0 ug/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 analisis de 120 sueros de donantes sanos, son
negativos con valores <0,14 ug/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 — 45 mg/dI)
Triglicéridos (250 mg/dl — 1500 mg/dI)
Hemoglobina (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

La presencia de las mencionadas sustancias interferentes en el

suero no altera el resultado de la prueba, a excepcion de los
triglicéridos >750 mg/dl.
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Se afiadié Etanercept a 3 muestras Factor Reumatoide (FR)
positivas (92,6 Ul/ml [1]y 100 Ul/ml [2]).

Nivel alto — 9,0 pg/mi
Nivel bajo - 0,50 pg/ml
Negativo — <0,14 pg/ml

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

15. REACCIONES CRUZADAS
Se analizaron 12 muestras que no contenian Etanercept pero
que contenian distintas concentraciones de IFX (5,3-24,2 pg/ml)
— 7 muestras y ADL (1,4-29,2 ug/ml) — 5 muestras.
No se encontraron reacciones cruzadas.

16. ESTUDIOS COMPARATIVOS
En una prueba, se analizaron 171 muestras con el kit Diesse y
con el kit Promonitor ETN ELISA.
Los datos se resumen en la siguiente tabla.

Referencia
+ - Total
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Total 42 129 171

Porcentaje de concordancia positiva (~ sensibilidad
diagndstica):

100,0 % ICos%: 91,6-99,9

Porcentaje de concordancia negativa: (~ especificidad
diagnostica):

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

Valor predictivo positivo (VPP): 100,0 % |Cos%: 100,0-100,0
Valor predictivo negativo (VPN): 100,0 % |Cgs%: 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 171 muestras, se probdé en 42 muestras positivas la
correlacion entre el kit Diesse y el kit Promonitor ETN ELISA.

Los datos se resumen en la siguiente tabla:

Correlacion r IC del 95 %
Pearson 0,97 0,95-0,99
Spearman 0,98 0,95-0,99

La correlacidn entre los dos métodos es muy alta.

17. PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD

Intraensayo Interensayo
Muestra Media 0 Media o
wam) | V* | pgmy | V%

1 117 9,1 9,2 43

2 58 36 48 10,8

3 1,0 6,0 1,0 94

4 0,56 36 0,53 38

5 <0,14 - <0,14 _

6 <0,14 - <0,14

ES 22/31

Muestra Entre lotes Entre equipos

Media cV% Media cV %
(Hg/ml) (pg/ml)

1 9,9 9,9 86 9.2

2 47 "7 46 85

3 0,91 12,1 0,89 11,2

4 0,71 12,7 0,49 8,2

5 <0,14 - <0,14 ;

6 <0,14 - <0,14

18. LINEALIDAD
La linealidad del ensayo se evalud utilizando 4 muestras con
concentraciones conocidas de Etanercept. Se realizaron
diluciones seriadas para cada muestra, que demostraron la
linealidad del método de 0,20 a 13,0 pg/ml.

19. BIOSIMILARES
Se realizé un estudio de evaluacion del sesgo para probar la
capacidad del dispositivo CHORUS Promonitor ETANERCEPT
para cuantificar algunos medicamentos biosimilares disponibles
en el comercio, en comparacion con el medicamento de
referencia (Etanercept Enbrel).
Los datos obtenidos se resumen en la siguiente tabla.

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT

Level 1 Level 2 Level 3

Concentracion de

Etanercept Enbrel (pg/ml) 104 44 059
Bias Etanercept Erelzi 2,1 11 0,2
Bias Etanercept Benepali -0,1 0,1 0,0
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21. NOTIFICACION DE INCIDENTES
Si se ha producido un incidente grave en relacion con este
dispositivo en el territorio de la Unién Europea, rogamos lo
comunique sin demora al fabricante y a la autoridad competente
de su Estado miembro.
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MODE D’EMPLOI

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

Uniquement pour diagnostic in vitro

1. UTILISATION
CHORUS Promonitor ETANERCEPT est un kit de dosage
immunologique pour la détermination quantitative
automatisée d’ETANERCEPT dans le sérum humain avec un
dispositif jetable appliqué a I'instrument CHORUS TRIO.
Le produit, utilisé conjointement a d'autres résultats
cliniques et de laboratoire, est utile pour faciliter la prise en
charge des patients traités par Etanercept (ETN), tels que
les patients souffrant de pathologies rhumatismales.
Il doit étre utilisé exclusivement par des techniciens de
laboratoire professionnels.

2. INTRODUCTION

Etanercept est un dimére d’'une protéine chimére génétiquement
modifiée qui a été obtenue en fusionnant le domaine de liaison
extracellulaire du récepteur 2 humain au facteur nécrosant des
tumeurs (TNFR2/p75) et le domaine Fc de I'lgG1 humaine.
L'ETN se lie aux cytokines pro-inflammatoires triméres TNFa
(facteur de nécrose tumorale alpha) et LTa (lymphotoxine
alpha), empéchant ainsi la liaison a leurs récepteurs et par
conséquent la cascade inflammatoire. Le médicament est utilisé
pour traiter plusieurs maladies inflammatoires telles que la
polyarthrite rhumatoide (PR), l'arthrite juvénile idiopathique
polyarticulaire (AJl), I'arthrite psoriasique (AP), la spondylarthrite
ankylosante (SA) et le psoriasis en plaques (PSO). Etanercept
est le moins immunogéne des médicaments anti-TNFa. Dans le
cas d'autres traitements anti-TNF tels que linfliximab (IFX) et
I'adalimumab (ADL), il a été largement démontré que de faibles
taux de médicament et la formation d'anticorps anti-médicament
(ADA) sont fortement corrélés a une perte de réponse clinique
dans différentes pathologies. Tous les anticorps anti-Etanercept
détectés se sont révélés non neutralisants. On pense que les
anticorps anti-Etanercept ciblent la région charniére de la
molécule, n’affectant ainsi pas I'activité de liaison du TNFa ni
l'efficacité clinique. Outre d'autres aspects liés a la maladie, le
taux d'Etanercept circulant semble jouer un réle important dans
la réponse clinique.

3. PRINCIPE DE LA METHODE

Le dispositif CHORUS Promonitor ETANERCEPT est prét a
I'emploi pour la détermination de a présence dETANERCEPT
dans le sérum humain, en utilisant linstrument CHORUS TRIO.
Le test est basé sur une méthode ELISA de type sandwich.

Les puits des microplaques sont pré-revétus d'un anticorps
monoclonal anti-ETN. Le calibreur, le controle positif et les
échantillons sont ajoutés a un dispositif séparé.

L’ETN est en mesure de se lier a I'anti-ETN pré-immobilisé aprés
incubation avec I'échantillon. Apres lavage pour éliminer
I'échantillon non lié, un anticorps anti-ETN marqué avec HRP
(conjugué) est ajouté. Une deuxiéme phase d'incubation permet

FR 23/31

au conjugué de se lier a 'ETN qui a adhéré aux puits de la
microplaque.

Aprés lavage pour éliminer le conjugué non lié, le substrat pour
la peroxydase est ajouté. La réaction enzymatique est stoppée
par l'ajout de la solution d'arrét, ce qui fait virer la solution au
jaune. La couleur qui se développe est proportionnelle a la
quantité d'ETN présente dans I'échantillon du patient.

Les dispositifs jetables contiennent tous les réactifs nécessaires
pour effectuer le test lorsqu'ils sont appliqués au dispositif
CHORUS TRIO.

Les résultats sont exprimés en pg/ml, calculés en référence au
« WHO 1st International Standard for TNF receptor Il Fc fusion
protein (Etanercept, dérivé de rDNA humain), (code NIBSC:
13/204) ».

4. MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS
UNIQUEMENT POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO

Ce kit contient des matiéres d’origine humaine qui ont été
testées et ont fourni une réponse négative quant a la
présence de HBsAg et d'anticorps anti-VIH-1, anti-VIH-2 et
anti-VHC. Etant donné qu’aucun test diagnostique ne peut
offrir une garantie absolue quant & I'absence d’agents
infectieux, toute matiére d’origine humaine doit étre
considérée comme potentiellement infectée. Suivre toutes
les précautions normalement adoptées dans les pratiques
de laboratoire lors de la manipulation de matiére d’origine
humaine.

Elimination des résidus : les échantillons de sérum, les
calibreurs et les bains utilisés doivent étre traités comme
des déchets infectieux et doivent étre éliminés
conformément aux dispositions légales en vigueur.

Informations sur la santé et la sécurité

1. Ne pas pipeter avec la bouche.

2. Utiliser des gants jetables et des lunettes de protection lors
de la manipulation des échantillons.

3. Se laver soigneusement les mains une fois les dispositifs
introduits dans I'appareil CHORUS TRIO.

4. Consulter la Fiche de Sécurité (disponible sur le site
DIESSE:  www.diesse.ity pour  connaitre  les
caractéristiques de sécurité des réactifs contenus dans le
kit.

5. Les acides neutralisés et autres déchets liquides doivent
étre désinfectés en ajoutant un volume suffisant
d’hypochlorite de sodium pour atteindre une concentration
finale d’au moins 1 %. Une exposition de 30 minutes a
I'hypochlorite de sodium a 1 % peut étre nécessaire pour
assurer une désinfection efficace.

6. En cas de déversement accidentel de matiéres
potentiellement infectées, essuyer immédiatement avec du
papier absorbant; la zone contaminée devra étre
décontaminée avec, par exemple, de I'hypochlorite de
sodium a 1 %, avant de continuer le travail. Si de I'acide est
présent dans le déversement, essuyer la zone souillée
avant d'utiliser de I'hypochlorite de sodium. Tout matériel (y
compris les gants), utilisé pour décontaminer les zones
souillées par d'éventuels déversements, doit étre éliminé
comme un déchet potentiellement infecté. Ne pas mettre en
autoclave du matériel contenant de I'hypochlorite de
sodium.
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Précautions analytiques

Avant utilisation, amener les sachets contenant les dispositifs a
utiliser a température ambiante (18-30 °C) pendant au moins
30 minutes.

Utiliser le dispositif dans les 60 minutes.

1. Eliminer les dispositifs avec le substrat (puits 2) coloré
en bleu.

2. Si l'échantillon est ajouté manuellement dans le puits,
veérifier qu'il est parfaitement réparti.

3. Controler la présence effective des réactifs dans le
dispositif et lintégrité du dispositif ; ne pas utiliser les
dispositifs dans lesquels, aprés contrdle visuel, un
quelconque réactif serait manquant et/ou dans lesquels des
corps étrangers seraient présents dans le puits de réaction.

4. Les dispositifs doivent étre utilisés avec l'analyseur
CHORUS TRIO, en suivant strictement les instructions
d'utilisation et le manuel d'utilisation de I'analyseur.
L'utilisation du kit n’est possible qu’avec
CHORUS TRIO ayant une version mise a jour du
logiciel. S'assurer que le logiciel installé sur I'analyseur
est une version (Rel.) identique ou ultérieure a celle
indiquée dans le tableau publié sur le site Diesse
(https://www.diesse.it/en/downloads/downloads/strumento:
39))

5. S'assurer que I'analyseur CHORUS TRIO est correctement
réglé (voir le Manuel d'utilisation correspondant).

6. Ne pas modifier le code a barres situé sur la poignée du
dispositif afin que I'analyseur puisse le lire correctement.

7. Ne pas utiliser de congélateurs a dégivrage automatique
pour la conservation des échantillons.

8. Tout code a barres défectueux peut étre saisi
manuellement dans I'analyseur (voir le manuel d'utilisation
du CHORUS TRIO).

9. En cas d'utilisation de I'analyseur CHORUS Autosampler
(REF 81210), se reporter au manuel d'utilisation
correspondant.

10. Ne pas exposer les dispositifs a un éclairage violent ni aux
vapeurs d’hypochlorite pendant la conservation et
lutilisation.

11. Ne pas utiliser d'échantillons hémolysés, lipémiques,
ictériques avec une concentration en interférents
supérieure a celle testée (selon les indications données
dans le chapitre « Spécificité analytique »).

12. Ne pas utiliser le dispositif aprés la date de péremption.

13. S'assurer que l'analyseur est connecté au Washing
Buffer Autoimmunity (Réf. 86004).

5. COMPOSITION DU KIT ET PREPARATION DES
REACTIFS
Le kit permet de réaliser 12 déterminations.

DISPOSITIFS 2 boites contenant 6 dispositifs chacune

Description :

|OOOLI IO -

Position 9 : Emplacement disponible pour I'étiquette avec code-
barres
Position 8 : TAMPON DE DILUTION
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Contenu : solution tampon contenant un conservateur

Position 7 : PUITS DE MICROPLAQUE

Sensibilisé avec un anticorps monoclonal humain anti-ETN (
concentration de 0,5 pg/mL)

Position 6 : PUITS DE MICROPLAQUE

Sensibilisé avec un anticorps monoclonal humain anti-ETN (
concentration de 0,5 pug/mL)

Position 5 : SOLUTION D'ARRET

Contenu : solution d’acide sulfurique 0,3 M

Position 4 : CONJUGUE

Contenu : Anticorps anti-ETN marqué a la HRP dans un tampon
contenant un conservateur (concentration de 0,04 ug/mL)
Position 3 : TAMPON DE DILUTION

Contenu : solution tampon contenant un conservateur

Position 2 : SUBSTRAT TMB

Contenu : Tétraméthylbenzidine dans un tampon citrate
Position 1: PUITS VIDE dans lequel ajouter I'échantillon du
patient.

Utilisation : porter un sachet a température ambiante, ouvrir
le sachet, sortir les dispositifs nécessaires et replacer ceux qui
ne sont pas utilisés dans le sachet contenant le gel de silice ;
chasser l'air et fermer hermétiqguement le sachet par pression
sur la fermeture. Conserver entre 2 et 8 °C.

CALIBRATOR |CALIBREUR 1x0,650 ml

Contenu : Sérum humain contenant de I'ETN (concentration 70
ng/mL) et du conservateur BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquide, prét a 'emploi.

CONTROL + [CONTROLE POSITIF 1x1,100 ml

Contenu : Sérum humain contenant de I'ETN (concentration 70
ng/mL) et du conservateur BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane)
1000-1150 ppm.

Liquide, prét a 'emploi.

AUTRE MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

¢  WASHING BUFFER AUTOIMMUNITY86004

e  CLEANING SOLUTION 283609

e SANITIZING SOLUTION 83604

e CHORUS NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT
83607
Analyseur CHORUS TRIO
Eau distillée ou déionisée

o Instruments de laboratoire en verre standard : cylindres,
éprouvettes, efc.

e  Micropipettes en mesure de prélever de fagon précise des
volumes de 50-200 pl

e  Gants jetables

e Solution d’hypochlorite de sodium (5 %)

e Récipients pour la collecte de matiéres potentiellement
infectées

6. MODE DE CONSERVATION ET STABILITE DES
REACTIFS
Conserver les réactifs entre 2 et 8° C. En cas de température
de conservation incorrecte, il est nécessaire de répéter le
calibrage et de contréler la fiabilité du résultat a I'aide de
sérum de contrdle (voir chapitre 9 : Validation du test).
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La date de péremption est imprimée sur chaque composant
et sur I'étiquette du kit.

Les réactifs présentent une stabilité limitée aprés
ouverture :

DISPOSITIFS 8 semaines a 2/8 °C
CALIBRI;UR 8 semaines a 2/8 °C
CONTROLE POSITIF 8 semaines a 2/8 °C

7. COLLECTE ET
ECHANTILLONS

Le type d'échantillon est représenté par du sérum préparé a
partir de prélévements sanguins obtenus par ponction veineuse
et manipulés selon les procédures standard de laboratoire.
Selon la directive NCCLS CLSI H18-A3, les échantillons de
sérum a analyser doivent étre coagulés avant la centrifugation ;
la coagulation spontanée et compléte se produit normalement
dans les 30 a 60 minutes a 22-25 °C. Il est recommandé de
séparer physiquement le sérum, par centrifugation, du contact
avec les cellules dés que possible et dans un temps maximum
de 2 heures a compter du prélevement.
Le sérum frais peut étre conservé pendant 5jours & une
température comprise entre 2 et 8 °C-
L'échantillon peut étre décongelé jusqu'a un maximum de 3 fois.
Ne pas utiliser de congélateurs a dégivrage automatique pour la
conservation des échantillons. Aprés décongélation, agiter
soigneusement I'échantillon avant le dosage.
Les conséquences de ['utilisation d’autres liquides biologiques
ne sont pas connues.
Il est vivement recommandé d’éviter tout traitement intensif des
échantillons.
La qualité de I'échantillon peut étre fortement compromise par la
présence d'une contamination microbienne susceptible de
fausser les résultats.

CONSERVATION DES

8. PROCEDURE
Le test CHORUS Promonitor ETANERCEPT (REF. 86706)
peut UNIQUEMENT étre exécuté simultanément a d'autres
tests CHORUS Promonitor.

1. Ouvrir le sachet (du coté contenant la fermeture a
pression), prélever le nombre de dispositifs nécessaires
aux examens et conserver les autres dans le sachet aprés
en avoir chassé 'air.

2. Controler visuellement I'état du dispositif selon les
indications  reportées au chapitre 4 « Précautions
analytiques ».

3. Distribuer dans le puits n°1 de chaque appareil :

ECHANTILLON 130 pl/dispositif
CALIBREUR 130 pl/dispositif
CONTROLE POSITIF 130 pl/dispositif

Utiliser un dispositif pour le calibreur a chaque
changement de lot.

4. Introduire les dispositifs dans I'analyseur CHORUS TRIO.
Effectuer le calibrage (si requis) et le test comme indiqué
dans le manuel d'utilisation de I'analyseur

9. VALIDATION DU TEST
Utiliser le contréle positif pour vérifier 'exactitude des résultats
obtenus, en le traitant comme indiqué dans le Manuel
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d'utilisation de linstrument. Si linstrument indique que le
contréle positif présente une valeur dépassant la limite
d’'acceptabilité, répéter le calibrage. Les résultats précédents
seront automatiquement corrigés.

Si le résultat du contréle positif dépasse encore les limites
d'acceptabilité, contacter I'Assistance scientifique.

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

10. INTERPRETATION DES RESULTATS
L’analyseur CHORUS TRIO fournit le résultat en pg/ml calculés
sur la base d'un graphique en fonction du lot mémorisé dans
linstrument.

Le test sur le sérum analysé peut étre interprété comme suit :

POSITIF : lorsque le résultat est 2 0,14 ug/ml
NEGATIF : lorsque le résultat est < 0,14 pg/ml

11. LIMITES
Ce dosage mesure I'ETN libre. Il ne mesure pas les
immunocomplexes formés entre ETN et les anticorps anti-ETN.
Toutes les valeurs obtenues nécessitent une interprétation
prudente qui doit tenir compte d'autres indicateurs relatifs au
patient.
Le médecin doit interpréter les résultats dans le contexte d'autres
variables telles que la fenétre d'échantillonnage, la
méthodologie, les niveaux d’ETN et d'autres résultats cliniques
tels que l'activité de la maladie.
Les caractéristiques de performance du test n'ont pas été
déterminées pour des matrices autres que le sérum.
Ce produit doit étre utilisé exclusivement par un personnel de
laboratoire professionnel ayant regu une formation adéquate.

12. PLAGE DE CALIBRAGE
Plage de calibrage : 0,14-13,0 pg/ml
Pour les échantillons >13,0 pg/ml, répéter le test en diluant
l'échantillon dans un diluant de contréle négatif/échantillon (REF.
83607- non fourni avec le kit).

13. PLAGE DE REFERENCE
Dans la population normale, les valeurs attendues, déterminées
en examinant 120 sérums de donneurs sains, sont négatives,
avec des valeurs < 0,14 pg/ml.

14. SPECIFICITE ANALYTIQUE
3 échantillons ont été dosés (1 négatif, 1 faiblement positif et
1 hautement positif) auxquels ont été ajoutés les substances
interférentes suivantes :

Bilirubine (4,5 mg/d - 45 mg/dI)
Triglycérides (250 mg/dl - 1500 mg/dl)
Hémoglobine (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)

La présence dans le sérum examiné de substances interférentes
indiquées ci-dessus (a I'exception de triglycérides > 750 mg/dI)
n‘altére pas le résultat du test.

Etanercept a été ajouté dans 3 échantillons facteur rhumatoide
(FR) positifs (92.6 Ul/ml [1] et 100 Ul/ml [2]).
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Niveau élevé - 9,0 pg/ml
Niveau bas - 0,50 yg/ml
Négatif - < 0,14 pg/ml

La présence de RF dans le sérum examiné ne modifie pas le
résultat du test.

15. REACTIONS CROISEES
12 échantillons ne contenant pas d'Etanercept mais contenant
différentes concentrations d'IFX (5,3-24,2 ug/ml) - 7 échantillons
et d'ADL (1,4-29,2 ug/ml) — 5 échantillons, ont été testés.
Aucune réaction croisée n'a été observée.

16. ETUDES COMPARATIVES
Lors d'un essai, 171 échantillons ont été analysés avec le kit
Diesse et avec le kit Promonitor ETN ELISA.
Les données sont résumées dans le tableau suivant.

Référence
+ - Total
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Total 42 129 171

Taux de concordance positive (~ sensibilité diagnostique) :
100,0% ICo5%: 91.6-99.9

Taux de concordance négative : (~ spécificité diagnostique) :
100,0% ICo5% : 97,1-100,0

Valeur prédictive positive (PPV) : 100,0% |Cs5%: 100,0 & 100,0
Valeur prédictive négative (NPV) : 100,0% ICes<: 100,0 & 100,0

Le degré de concordance entre les deux méthodes est optimal
avec un coefficient K (coefficient de Cohen) de 1,0.

Surles 171 échantillons, la corrélation entre le kit Diesse et le kit
Promonitor ELISA a été testée sur 42 échantillons positifs.

Les données figurent dans le tableau suivant :

Corrélation r IC 95 %
Pearson 0,97 0,95-0,99
Spearman 0,98 0,95-0,99

La corrélation entre les deux méthodes est tres élevée.

17. PRECISION ET REPRODUCTIBILITE

. Lors de la séance Entre les séances
Echantillon | Moyenne CV% Moyenne cV%
(ng/ml) (Hg/ml)
1 117 91 9,2 43
2 58 3,6 4.8 10,8
3 1,0 6,0 1,0 94
4 0,56 3,6 0,53 338
5 <0,14 - <0,14 -
6 <0,14 - <0,14
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- . Entre les lots Entre les instruments
Echantillon Moyenne CVY% Moyenne CVY%
(pg/ml) i (Hg/ml) i

1 9,9 9,9 8,6 9,2

2 47 117 46 8,5

3 0,91 12,1 0,89 11,2

4 0,71 12,7 0,49 8,2

5 <0,14 - <0,14 R

6 <0,14 - <0,14

18. LINEARITE

La linéarité du test a été évaluée en utilisant 4 échantillons avec
des concentrations connues d'Etanercept. Des dilutions en série
ont été réalisées pour chaque échantillon, ce qui a démontré la
linéarité de la méthode de 0,20 a 13,0 ug/ml.

19. BIOSIMILAIRES
Une étude d'évaluation du biais a été réalisée pour tester la
capacité du dispositif CHORUS Promonitor ETANERCEPT a
quantifier certains médicaments biosimilaires disponibles dans
le commerce, par rapport au médicament de référence
(Etanercept Enbrel).
Les données obtenues figurent dans le tableau suivant.

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT
Niveau1 | Niveau 2 vagau

Concentration

d’Etanercept Enbrel 10,4 44 0,59
(wg/mL)

Biais Etanercept Erelzi 2,1 11 0,2
Biais Etanercept Benepali -0,1 0,1 0,0
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21. RAPPORT D’INCIDENT
En cas de survenue d'un incident grave en relation avec ce
dispositif sur le territoire du marché de I'Union Européenne, le
signaler sans délai au fabricant et & I'autorité compétente de son
propre Etat membre.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

CHORUS Promonitor ETANERCEPT

Apenas para uso diagnostico in vitro

1. UTILIZAGAO
CHORUS Promonitor ETANERCEPT é um kit de
imunoensaio para a determinagdo  quantitativa
automatizada de Etanercept em soro humano com um
dispositivo de utilizagdo unica ligado ao instrumento
CHORUS TRIO.
0 produto, utilizado em combinagao com outros resultados
clinicos e laboratoriais, é util como auxiliar na gestao de
doentes tratados com Etanercept (ETN), tais como doentes
com patologias reumaticas e gastrointestinais.
S6 deve ser utilizado por técnicos profissionais de
laboratério.

2. INTRODUGAO

O etanercept (ETN) é uma proteina de fusdo dimérica
geneticamente modificada formada a partir do dominio de
ligacdo do ligando extracelular do TNFR2 (recetor do fator de
necrose tumoral tipo 2) ao dominio Fc da IgG1 humana. A ETN
liga as citocinas pro-inflamatérias triméricas TNFa (fator de
necrose tumoral alfa) e as LTa (linfotoxina alfa), impedindo a
ligagdo aos seus recetores e, consequentemente, a cascata
inflamatéria. O medicamento é utilizado no tratamento de varias
doencas inflamatérias, como a artrite reumatoide (AR), a artrite
idiopatica juvenil (AlJ) poliarticular, a artrite psoriatica (AP), a
espondilite anquilosante (EA) e a psoriase (PSO) em placas. O
etanercept € 0 menos imunogénico dos farmacos anti-TNFa. No
caso de outros tratamentos anti-TNF, como o infliximab (IFX) e
o adalimumab (ADL), foi amplamente demonstrado que os
niveis baixos do medicamento e a formag&o de anticorpos anti-
farmaco (ADA) estédo fortemente correlacionados com a perda
de resposta clinica em varias doengas. Foi demonstrado que
todos os anticorpos anti-etanercept detetados ndo s&o
neutralizantes. Pensa-se que os anticorpos anti-etanercept séo
dirigidos a regido de charneira da molécula, ndo tendo assim
impacto na atividade de ligacdo do TNFa e na eficdcia clinica.
Além de outros aspetos relacionados com a doenga, 0s niveis
circulantes de etanercept parecem desempenhar um papel
relevante na resposta clinica.

3. PRINCIPIO DO METODO

O dispositivo CHORUS Promonitor ETANERCEPT esta pronto
a ser utilizado para a determinagdo de Etanercept em soro
humano, no instrumento CHORUS TRIO.

O teste é baseado num método ELISA em sanduiche.

Os pogos das microplacas s&o pré-revestidos com um anticorpo
monoclonal humano anti-ETN. Calibrador, controlo positivo e
amostras sao adicionados a um dispositivo separado.

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

Apds a lavagem para remover o conjugado néo ligado, é
adicionado substrato para a peroxidase. A reag&o enzimatica é
interrompida pela adicdo da solu¢&o de paragem, que torna a
solugdo amarela. A cor que se desenvolve & proporcional a
quantidade de ETN 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, calculados com
referéncia a "WHO 1st International Standard for TNF recetor Il
Fc fusion protein (Etanercept, Human rDNA derived), (cédigo
NIBSC: 13/204)".

4. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES
APENAS PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Este kit contém materiais de origem humana que foram
testados e responderam negativamente a presenga 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 precaugdes 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 legislagdo em vigor.

Informacéo sobre salde 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 méaos apds colocagéo dos dispositivos
no instrumento CHORUS TRIO.

4. Emrelagdo as caracteristicas de seguranga dos reagentes
contidos no kit, consultar a ficha de seguranga (disponivel
no site DIESSE: www.diesse.it).

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

6. Eventuais derramamentos de material potencialmente
infetado tém de ser imediatamente removidos com papel
absorvente, sendo também necessario 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 sodio. Todos os materiais utilizados para
descontaminar eventuais derramamentos, incluindo luvas,
devem ser eliminados como residuos potencialmente
infetados. Ndo meter na autoclave material que contenha
hipoclorito de sodio.
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Adverténcias analiticas

Antes da utilizag&o, levar os invélucros com os dispositivos a
utilizar até & temperatura ambiente (18-30 °C) durante pelo
menos 30 minutos.

Utilizar o dispositivo 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
aintegridade do proprio dispositivo; nao utilizar dispositivos
que, apos verificagdo visual, revelem auséncia de algum
reagente e/ou presenga de objetos estranhos no pogo de
reagao.

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

O kit sé pode ser utilizado com CHORUS TRIO com uma
versdo 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://lwww.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. Nao alterar o cédigo de barras aplicado na pega do
dispositivo, para que o instrumento o possa ler
corretamente.

7. Evitar 0 uso de congeladores no frost para a conservagéo
das amostras.

8. Codigos de barras defeituosos poderao 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. Na&o expor os dispositivos a iluminagéo forte nem a vapores
de hipoclorito durante a conservagao e o uso.

11. Né&o utilizar amostras hemolisadas, lipémicas, ictéricas
com maior concentragdo de interferentes do que as
testadas (de acordo com as indicagbes do capitulo
“Especificidade analitica”).

12. Na&o utilizar o dispositivo apés o prazo de validade.

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

5. COMPOSICAO DO KIT E PREPARAGAO DOS
REAGENTES
O kit & suficiente para 12 determinagdes.

[DD_DISPOSITIVOS 2 embalagens com 6 dispositivos cada
uma

Descrigdo:

OO [O|

Posicao 9: Espaco disponivel para rétulo com codigo de barras
Posigédo 8: TAMPAO DE DILUICAO

Conteldo: solugéo tamp&o que contém conservante

Posicao 7: POCO DE MICROPLACA
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Sensibilizado com anticorpo monoclonal humano anti-ETN
(concentragdo 0,5 pg/mL)

Posicao 6: POCO DE MICROPLACA

Sensibilizado com anticorpo monoclonal humano anti-ETN
(concentragdo 0,5 pg/mL)

Posigdo 5: SOLUGAO DE PARAGEM

Conteldo: solug&o de &cido sulfdrico a 0,3 M

Posigdo 4: CONJUGADO

Conteldo: Anticorpo anti-ETN marcado com HRP em tampao
com conservante (concentragdo 0,04 pg/mL)

Posigdo 3: TAMPAO DE DILUICAO

Conteldo: solug&o tamp&o que contém conservante

Posicao 2: SUBSTRATO TMB

Conteldo: Tetrametilbenzidina em tampéo citrato

Posigédo 1: POCO VAZIO onde adicionar a amostra do doente.

Uso: equilibrar um invélucro a temperatura ambiente, abrir o
involucro 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 1x0.650 ml

Conteudo: Soro humano que contém ETN (concentragéo 70
ng/mL) e conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano)
1000-1150 ppm.

Liquido, pronto a usar.

CONTROL + |CONTROLO POSITIVO 1x1.100 ml

Conteudo: Soro humano que contém ETN (concentragéo 70
ng/mL) e conservante BND (5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano)
1000-1150 ppm.

Liquido, pronto a usar.

OUTROS MATERIAIS NECESSARIOS, MAS QUE NAO
FORAM FORNECIDOS

o  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

Solugao de hipoclorito de sédio (5%)

Recipientes para recolher materiais potencialmente
infetados

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

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

Apds abertura os reagentes tém estabilidade limitada:
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DISPOSITIVOS 8 semanas a 2/8 °C
CALIBRADOR 8 semanas a 2/8 °C
CONTROLO POSITIVO 8 semanas a 2/8 °C

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 o0s
procedimentos laboratoriais normalizados.
De acordo com as linhas de orientagdo NCCLS CLSI H18-A3,
as amostras de soro para analise devem ser coaguladas antes
da centrifugagdo; a coagula¢do espontanea e completa ocorre
normalmente dentro de 30-60 minutos a 22 °C-25 °C.
Recomenda-se separar fisicamente o soro, por centrifugagéo,
do contacto com as células o mais cedo possivel, com um limite
maximo de 2 horas a partir do momento da colheita.
O soro fresco pode ser conservado durante 5 dias entre 2 e 8
oCT
A amostra pode ser descongelada até um méaximo de 3 vezes.
Evitar o uso de congeladores no frost para a conservagédo das
amostras. Apos a descongelagao, agitar a amostra com cuidado
antes da dosagem.
N&o sdo conhecidas as consequéncias provocadas pelo uso de
outros liquidos biol6gicos.
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 ETANERCEPT (REF. 86706)
pode ser realizado simultaneamente SOMENTE com os
outros testes CHORUS Promonitor.

1. Abrir o involucro (do lado que tem o fecho de press&o),
retirar 0 numero 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 necessario) e realizar o teste
conforme indicado no Manual do Utilizador do instrumento

9. VALIDAGAO DO TESTE

Utilizar o controlo positivo, para verificar a exatiddo 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 seréo
corrigidos automaticamente.

Se o resultado do controlo positivo continuar a estar fora do
intervalo de aceitabilidade, contactar a Assisténcia Cientifica.
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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
Mg/ml calculado com base num gréfico dependente do lote
memorizado no instrumento.

O teste no soro em andlise pode ser interpretado da seguinte
forma:

POSITIVO: quando o resultado for = 0,14 pg/ml
NEGATIVO: quando o resultado for < 0,14 pg/ml

11. LIMITAGOES
Este ensaio mede ETN livre. Ndo mede os complexos
imunitarios formados entre ETN e os anticorpos anti-ETN.
Todos os valores obtidos requerem uma interpretagéo
cuidadosa que deve ter em conta outros indicadores referentes
ao doente.
O médico deve interpretar os resultados do teste no contexto de
outras variaveis tais como janela de amostragem, metodologia,
niveis de ETN e outros resultados clinicos tais como a atividade
da doenga.
As caracteristicas de desempenho do ensaio ndo foram
determinadas para outras matrizes para além do soro.
Este produto s6 deve ser utilizado por profissionais de
laboratério que tenham recebido formagao adequada.

12. INTERVALO DE CALIBRAGAO
Intervalo de calibragao: 0.14-13.0 pg/ml
Para amostras > 13,0 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 <0,14 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 - 45 mg/dl)
Triglicéridos (250 mg/dl — 1500 mg/dI)
Hemoglobina (2,5 mg/ml — 10 mg/ml)

A presenca das substancias interferentes acima referidas no
soro examinado (com a excegdo de Triglicéridos >750 mg/dI)
néo altera o resultado do teste.

As 3 amostras positivas de Fator Reumataide (RF) (92.6 [U/ml
(1) e 100 IU/ml (2)) foi adicionado Etanercept.

Nivel elevado - 9,0 ug /ml

Nivel Baixo - 0,50 pg/ml
Negativo - < 0.14 ug/ml
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A presenca de RF no soro examinado néo altera o resultado do
teste.

15. REAGOES CRUZADAS
Foram testadas 12 amostras que néo continham Etanercept mas
varias concentragdes de IFX (5,3-24,2 pg/ml) - 7 amostras e
ADL (1,4-29,2 pg/ml) - 5 amostras.
Nao foram detetadas reacgbes cruzadas significativas.

16. ESTUDOS DE COMPARAGAO
Numa experimentagdo foram analisadas 171 amostras com o kit
Diesse e com o kit Promonitor ETN ELISA.
Os dados estéo resumidos na tabela seguinte.

Referéncia
+ - Total
+ 42 0 42
Diesse - 0 129 129
Total 42 129 171

Percentagem de concordancia positiva (~ sensibilidade
diagndstica):

100.0% ICos%: 91,6-99,9

Percentagem de concordéncia negativa: (~ especificidade
diagnostica):

100.0% ICgs5%: 97,1-100,0

Valor Preditivo Positivo (VPP): 100.0% ICgs%: 100,0-100,0
Valor Preditivo Negativo (VPN): 100.0% ICes%: 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 171 amostras, em 42 amostras positivas foi testada a
correlagdo entre o kit Diesse e o kit Promonitor ETN ELISA.

Os dados estédo resumidos na tabela seguinte:

Correlagéo r IC 95%
Pearson 0,97 0,95-0,99
Spearman 0,98 0,95-0,99

A correlagdo entre os dois métodos & muito elevada.

17. PRECISAO E REPETIBILIDADE

Dentro da ao Entre sessoes
Amostra Média o Média 0
(ugimi) v (ug/mi) v
1 11,7 9,1 9,2 43
2 58 36 438 10,8
3 1,0 6,0 1,0 94
4 0,56 36 0,53 38
5 <0,14 - <0,14 _
6 <0,14 - <0,14
Amostra i _Entre lotes E'nt_re instrumentos
Média CV% Média CV%
(ug/ml) (pg/ml)
1 9,9 9,9 8,6 9,2
2 47 117 46 8,5
3 0,91 12,1 0,89 112
4 0,71 12,7 0,49 8,2
5 <0,14 - <0,14 _
6 <0,14 - <0,14
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18. LINEARIDADE
A linearidade do teste foi avaliada usando 4 amostras com
concentragdes conhecidas de Etanercept. Foram realizadas
diluicbes em série para cada amostra, 0 que demonstrou a
linearidade do método de 0,20 a 13,0 AU/ml.

19. BIOSIMILARES
Foi realizado um estudo de avaliagdo de enviesamento para
testar a capacidade do disposivo CHORUS Promonitor
ETANERCEPT para quantificar alguns medicamentos
biosimilares disponiveis comercialmente em comparagdo com o
medicamento de referéncia (Etanercept Enbrel).
Os dados obtidos estao resumidos na tabela a seguir.

CHORUS Promonitor
ETANERCEPT
Level 1 Level 2 Level 3
Concentragédo Etanercept
Enbrel (ugimL) 104 44 059
Envw:samento Etanercept 21 11 02
Erelzi
Enwesar.nento Etanercept 01 0.1 00
Benepali
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21. COMUNICAGAO DE INCIDENTES
Se tiver ocorrido um acidente grave relacionado com este
dispositivo no territorio de mercado da Unido Europeia,
agradecemos que seja comunicado sem demora ao fabricante e
a autoridade competente do Estado Membro.
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EN | Date of manufacture FR | Date de fabrication
IT Data di fabbricazione EL Huepounvia Mapaywyng
ﬁl DE | Herstellungsdatum PT Data de fabrico
ES | Fecha de fabricacion PL | Data produkcji
CS | Datum vyroby RO | Data fabricatiei
EN | UseBy FR | Utiliser jusque
IT Utilizzare entro EL Huepounvia A\éng
g DE | Verwendbar bis PT Prazo de validade
ES | Fecha de caducidad PL | Zuzy¢ dodnia
CS | Pouzijte do RO | Asefolosi pana la
EN Do not reuse FR Ne pas réutiliser
IT Non riutilizzare EL Mnv KGveTe eTAVOANTITIKA XPAON
® DE | Nicht wieder verwenden PT N&o reutilizar
ES | No reutilizar PL Nie uzywa¢ ponownie
CS | Nepouzivejte znovu RO | Anu se refolosi
EN | Caution,consult accompanying documents FR | Attention voir notice d'instructions
IT Attenzione, vedere le istruzioni per I'uso EL Mpogidotroinan, cuuPBouAeUTEiTE TO GUVOdA évTuTia
A DE | Achtung, die Gebrauchsanleitung lesen PT | Atencéo, consulte a documentag&o incluida
ES | Atencion,ver instrucciones de uso PL Uwaga, patrz instrukcja obstugi
CS | Pozor, fidte se ndvodem k pouZiti RO | Atentie, consultati documentele insotitoare
EN | Manufacturer FR | Fabricant
IT Fabbricante EL KaraokeuaoTig
u DE | Hersteller PT | Fabricante
ES | Fabricante PL Producent
CS | Vyrobce RO | Productator
EN | Contains sufficient for <n> tests FR | Contenu suffisant pour "n"tests
IT Contenuto sufficiente per "n" saggi EL MepiexOUEVO ETTAPKEG YIa «V» EEETATEIG
W DE | Inhalt reicht fir ,n" Tests PT | Conteldo suficiente para “n” ensaios
ES | Contenido suficiente para <n> ensayos PL | Wystarczajaca ilo5¢ materiatu do ,(liczby)” badan
CS | Dostate¢ny obsah pro ,n" testu RO | Continunt sufficient pt <n> teste
EN | Temperature limitation FR Limites de température
IT Limiti di temperatura EL Mepiopiapoi Beppokpaaiag
_/ﬂ/_ DE | Temperaturgrenzwerte PT Limites de temperatura
ES | Limite de temperatur PL Granice temperatury
CS | Limity teploty RO | Limita da temperatura
EN | Consult Instructions for Use FR | Consulter les instructions d'utilisation
IT Consultare le istruzioni per I'uso EL ZupBouAeuteite TIG 0dnyieg xpnong
Em DE | Die Gebrauchsanleitung lesen PT | Consulte as instrugdes de utilizagao
ES | Consulte las instrucciones de uso PL Nalezy zapoznac sig z instrukcja obstugi
CS | Ridte se navodem k pouiti RO | Pentru utilizzare consultati instructiunile
EN | Catalogue number FR | Référence du catalogue
IT Numero di catalogo EL | ApiBuog katahéyou
DE | Katalognummer PT | Referéncia de catalogo
ES | NUmero de catalogo PL Numer katalogowy
¢S | Cislo katalogu RO | Numar de catalog
EN | In Vitro Diagnostic Medical Device FR | Dispositif médical de diagnostic in vitro
IT Dispositivo medico-diagnostico in vitro EL In Vitro AlayvwaTikd latpotexvohoyiko Tpoiov
IVD DE | Medizinisches In-vitro-Diagnostikum PT Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
ES | Producto sanitario para diagnéstico in vitro PL | Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
CS | Zdravotnicky nastroj k diagnostice in vitro RO | Dizpositiv medical pentru diagnosicare in vitro
EN | Batch code FR | Code du lot
IT Codice del lotto EL | ApiBuog Mapridag
LOT DE | Chargennummer PT | Cddigo do lote
ES | Codigo de lote PL | Kod partii
CS | Kod Sarze RO | Lot
EN CE marking of conformity FR Marquage de conformité CE
c € IT | Marcatura CE di conformita EL | Znuavon ouppoppwono CE
DE | CE-Konformitat Skenneichnung PT | Marcagéo CE de conformidade
0123 ES | Marcado CE de conformidad pL | Oznakowanie zgodnosci CE
cs Oznadeni shody CE RO Marcajul de conformitate CE
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