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APLICACAO

O teste ZENIT RA Centromere B é um teste imunolégico quimioluminescente (CLIA) para a determinagéo
quantitativa, com instrumentacao dedicada, Analisador ZENIT RA, dos anticorpos especificos de classe IgG
dirigidos contra o Centromero B em amostras de soro ou de plasma humano (EDTA).

Este ensaio é utilizado como técnica de diagndstico suplementar na avaliacdo das doengas auto-imunes
sistémicas reumaticas.

ATENCAO: Qualquer decisdo médica ndo podera basear-se unicamente no resultado deste teste, mas
devera incluir o conjunto de todos os dados clinicos e laboratoriais disponiveis.

SIGNIFICADO CLINICO

Os auto-anticorpos anti-antigénios nucleares extraiveis (ENA) representam uma grande familia de auto-
anticorpos nao-6rgéos e nao-espécies-especificos cuja detecgdo € de grande importancia no diagnostico
laboratorial das doencas auto-imunes sistémicas reumaticas 23

As doencas auto-imunes sistémicas caracterizam-se, do ponto de vista laboratorial, pela presencga de auto-
anticorpos anti-nucleo (ANA). Os ANA sdo o primeiro teste auto-anticorpos a pedir para o doente com
suspeita de patologia auto-imune sistémica. Em geral, a pesquisa dos ANA executa-se com o método de
imunofluorescéncia indirecta (IFI) numa camada Unica de células HEp-2; a positividade por ANA em IFI
indica a presenga de auto-anticorpos dirigidos contra diferentes antigénios nucleares (DNA, histonas,
proteinas ndo histdnicas, antigénios nucleolares, etc.) ou citoplasméticos(s’a). A positividade dos ANA, a
titulo significativo, deve ser aprofundada com a pesquisa dos auto-anticorpos anti-ENA e anti-dsDNA. A
verificacdo de positividade dos ANA e de uma ou mais especificidades para anti-ENA e/ou para anti-dsDNA
€ extremamente sugestiva de patologias auto-imunes sistémicas: lUupus eritematoso sistémico (LES),
sindroma de Sjogren (SS), esclerose sistémica progressiva (SSp), dermatomiosite-polimiosite (DM/PM) e
doenga mista do tecido conectivo (MCTD).

O centrémero inclui uma estrutura cromatinica diferenciada constituida por DNA e por compostos proteicos,
montados no cinetocore, no qual se ligam os microtubulos para um correcto movimento dos cromossomas
nas fases de mitose. O DNA centromérico é associado a proteinas especificas constitutivas (CENP-A,
CENP-B, CENP-C, CENP-D, CENP-G, CENP-H) e a proteinas facultativas.

A reactividade contra CENP-B, de acordo com dados recentes, devera ser também o alvo principal da

resposta auto-anticorpos contra as células endoteliais em doentes com SSc limitada ou CREST(”; essa
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patologia € a manifestagao clinica mais frequente nos individuos com anticorpos anti-centrémero (ACA) com
percentagens de positividade de 49 a 96%®. O subset clinico CREST ¢ caracterizado por um decurso
clinico mais favoravel e uma sobrevivéncia melhor, com uma média de 93% apds 10 anos, em relagéo a
variante difundida, onde os ACA s&o observados em percentagens reduzidas. Os ACA estéo tipicamente
associados ao fendmeno de Raynaud, teleangectasia, necrose isquémica dos dedos. Diversos estudos
revelaram como 25% dos doentes com o fendmeno de Raynaud possa apresentar os ACA como
manifestagdo prodrémica e isolada de esclerose sistémica legitimando a hipétese do seu papel na previsdo

8,9,10

de doenga( ). Os ACA também podem ser evidenciados noutras patologias, tais como a cirrose biliar

primitiva (em 16% dos casos) em associagdo com os antimitocondrios M2, e noutras patologias auto-imunes

sistémicas, como na LES, SS, UCTD e AR (com percentagens de positividade inferiores a 10%)"""2.

PRINCIiPIO DO METODO

O kit ZENIT RA Centromere B para a determinagdo quantitativa das IgG especificas anti-Centromero B
utiliza um método imunoldgico indirecto em dois passos, baseado no principio da quimioluminescéncia.

O antigénio especifico é utilizado para revestir as particulas magnéticas (fase sélida) e um anticorpo anti-
IgG humano este é marcado com um derivado do éster de acridina (conjugado).

Durante a primeira incubagao, os anticorpos especificos presentes na amostra, nos calibradores ou nos
controlos, ligam-se a fase sélida.

Durante a segunda incubag¢do, o conjugado reage com os anticorpos anti-Centrémero B IgG capturados
pela fase sélida.

Depois de cada incubagdo, o material ndo aderido a fase sdlida é removido por aspiragdo e subsequente
lavagem.

A quantidade de conjugado marcado que ficou aderido a fase solida é avaliada através da reacgéo de
quimioluminescéncia e da medigado do sinal luminoso. O sinal gerado, expresso em unidades relativas de
luz (RLU, Relative Light Unit), é indicativo da concentragdo de anticorpos especificos presentes na amostra,

nos calibradores e nos controlos.

AUTOMATIZAGCAO

O Analisador ZENIT RA executa automaticamente todas as operagdes previstas pelo protocolo do ensaio:
adicdo na cuvete de reaccdo, as amostras, calibradores, controlos, particulas magnéticas, conjugado e
solugdes de activacédo de quimioluminescéncia; separacdo magnética e lavagem das particulas; medigdo da
luz emitida.

O sistema calcula os resultados do ensaio para as amostras e para os controlos através da curva de
calibragdo memorizada e imprime um relatério que inclui todas as informagdes relativas ao ensaio e ao

doente.
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MATERIAIS E REAGENTES

Materiais e reagentes fornecidos

REAG 1 MP 2,5mL

Particulas magnéticas revestidas com antigénio Centromero B em tampdo fosfato com proteinas

estabilizantes, tensioactivo, Pro-Clin 300 e azida de sodio (< 0,1%) como conservantes.

REAG 2 | CONJ 15 mL

Anticorpo monoclonal de rato anti-lgG humana, marcado com um derivado do éster de acridina (conjugado),

em tampao fosfato com proteinas estabilizantes e azida de sodio (< 0,1%) como conservante.

REAG 3 | DIL 25 mL

Solucdo Diluente de Amostra: tampéao fosfato com seroalbumina bovina, tensioactivo, corante azul inerte,

Pro-Clin 300 e Gentamicina SO, como conservantes.

REAG 4 | CALA 1,6 mL

Soro humano com baixa concentragdo de anticorpos anti-Centrémero B IgG in tamp&o fosfato com

seroalbumina bovina, tensioactivo, corante azul inerte, Pro-Clin 300 e Gentamicina SO, como conservantes.

REAG 5 | CALB 1,6 mL

Soro humano com elevada concentragdo de anticorpos anti-Centrémero B IgG em tampé&o fosfato com

seroalbumina bovina, tensioactivo, corante azul inerte, Pro-Clin 300 e Gentamicina SO, como conservantes.

Todos os reagentes estao prontos a usar.

Os reagentes 1, 2 e 3 sdo embalados em conjunto constituindo um cartucho de reagentes.

As concentragdes dos calibradores séo indicadas em UA/mL (Unidades Arbitrarias) e calibradas em relagéo
a um padrao de referéncia interno. Os valores das concentracdes sio especificos para cada lote de produto

e estdo registados no DATA DISK incluido no kit.
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DATA DISK

Mini-DVD que contém as informagdes relativas a todos os produtos da Linha ZENIT RA (Reagentes,
Calibradores, Soros de controlo) actualizados até ao ultimo lote de produgdo a excepgdo dos produtos
expirados na data de realizagao de cada DATA DISK novo.

Basta conservar o DATA DISK com o numero de lote mais elevado para manter actualizadas as

informagdes necessarias para o funcionamento correcto do sistema.

Materiais e reagentes necessarios mas ndo fornecidos no kit

- ZENIT RA Analyzer Cdéd. n° 41400

- ZENIT RA Cuvette Cube * Cad. n° 41402

Embalagem de 960 cuvetes.

- ZENIT RA System Liquid * Cad. n° 41409

1 garrafa de 0,5 litros de solugéo 10x.

- ZENIT RA Wash Solution * Cad. n° 41407

1 garrafa de 0,5 litros de solugéo 20x.

- ZENIT RA Trigger Set * Cdéd. n° 41403
1 frasco de 250 mL de Trigger A (solugdo de pré-activacédo)

1 frasco de 250 mL de Trigger B (solugéo de pré-activagédo)

- ZENIT RA D-SORB Solution Cdd. n° 41436

Embalagem de 2 garrafas de 1 litro de solugao pronta a usar.

- ZENIT RA Cartridge Checking System * Cdéd. n° 41401

- ZENIT RA Top Cap Set Cdbd. n° 41566

300 tampas externas para tapar os tubos dos calibradores apds a primeira utilizagao.
(*) O analisador ZENIT RA e os acessorios identificados pelo asterisco sdo fabricados por
Immunodiagnostic Systems S.A., Rue E. Solvay, 101, B-4000 Liege, Bélgica e distribuidos por A. Menarini

Diagnostics Srl.

Outros Reagentes Aconselhados

ZENIT RA ANA CONTROL SET Cod. n° 41448
3 tubos de 1,5 mL de soro humano negativo e 3 tubos de 1,5 mL de soro humano positivo para anticorpos
anti-Centromero B.
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ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Os reagentes fornecidos no kit ZENIT RA Centromere B sao exclusivamente para uso em diagnéstico in
vitro e ndo para uso in vivo em pessoas ou animais.
Este produto deve ser usado por utilizadores profissionais respeitando rigorosamente as instru¢des deste

documento.

A Menarini ndo pode ser considerada responsavel por perdas ou danos provocados por uma utilizacao
diferente da indicada nas instrugdes fornecidas.

Precaucbes de seguranca

Este produto contém material de origem animal e, portanto, deve ser manuseado como potenciais agentes
infecciosos.

Este produto contém componentes de origem humana. Todas as unidades de soro, ou plasma, utilizadas
para o fabrico dos componentes deste Kit, foram analisadas com métodos aprovados pela FDA e resultaram
ndo reactivas para HBsAg, anti-HCV, anti-HIV1 e anti-HIV2.

Todavia, como nenhum método de analise € capaz de garantir a auséncia de agentes patogénicos, todo o
material de origem humana deve ser considerado potencialmente infeccioso e manuseado como tal.

Se a embalagem estiver estragada, com derramamento dos reagentes, descontaminar a area afectada com
uma solugéo diluida de Hipoclorito de Sédio utilizando dispositivos de protecgdo individual adequados (bata,
luvas, 6culos).

Eliminar o material utilizado e os residuos da embalagem afectada pelo derramamento, de acordo com as
normas nacionais para a eliminagao de lixos potencialmente infecciosos.

Alguns reagentes contém azida de sédio como conservante. Como a azida de sédio pode reagir com o
chumbo, cobre e latdo revestido de chumbo, formando azidas explosivas nos canos, aconselha-se a nao
deitar reagentes ou residuos no esgoto mas respeitar as normas nacionais em matéria de eliminagcéo de

lixos potencialmente perigosos.

Precaucgdes de utilizagao

Para assegurar a obtencao de resultados validos devem ser rigorosamente respeitadas estas instrugdes de
utilizagao e as indicagdes do manual de operagao do instrumento.

Os reagentes fornecidos no kit devem ser utilizados exclusivamente com o sistema ZENIT RA Analyzer.

Os componentes do cartucho de reagentes ndo podem ser retirados do cartucho e reagrupados novamente.
Nao usar o kit para além do prazo de validade.
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PREPARAGAO DOS REAGENTES

Os reagentes fornecidos no kit estdo todos prontos a usar.

CONSERVAGCAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

Conservar os reagentes fornecidos no kit entre 2 e 8°C em posigao vertical e as escuras.

Nestas condigdes, o cartucho de reagente e os calibradores que néao tiverem sido abertos estarao estaveis
até ao fim do prazo de validade.

O cartucho de reagentes, depois de aberto, podera ser utilizado por 60 dias, se conservado no frigorifico
entre 2 e 8°C ou a bordo da maquina.

Os calibradores, depois de abertos, poderao ser utilizados por 60 dias, se conservados no frigorifico entre 2
e 8°C e se a permanéncia a bordo da maquina nao ultrapassar as 6 horas por sesséo.

N&o congelar os reagentes e os calibradores.

PREPARACAO E CONSERVAGCAO DAS AMOSTRAS

O ensaio deve ser executado em amostras humanas de soro e de plasma (EDTA).

Desaconselha-se o uso de amostras lipémicas, hemolisadas e turvas.

Se o ensaio for executado mais de 8 horas depois da colheita das amostras, separar o soro do coagulo, ou
o plasma dos globulos vermelhos transferir o sobrenadante do tubo primario para um tubo secundario seco.
Antes de serem analisadas, as amostras podem ser conservadas no frigorifico entre 2 e 8°C no maximo por
7 dias.

Se a dosagem for executada mais de 7 dias depois, conservar as amostras congeladas (< - 20°C).

Evitar congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO

Para obter desempenhos analiticos validos, respeitar escrupulosamente as instrugdes do manual de

operacéao do instrumento.

Carregamento dos reagentes

Os reagentes fornecidos no kit estdo todos prontos a usar.
Antes de inserir o cartucho de reagentes no sistema, o tubo das particulas magnéticas deve ser agitado por
rotagao horizontal de modo a facilitar a suspensao das particulas. Executar a operagao evitando a formacéao

de espuma.
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Colocar o cartucho de reagentes na area dos reagentes do analisador, utilizando as indicagdes para o efeito
e deixar em agitacao durante pelo menos 30 minutos antes de usar.

A colocacdo do cartucho de reagentes determina simultaneamente a leitura do codigo de barras de
identificacdo. Se o rétulo do cartucho estiver estragado ou que a leitura falte por qualquer outro motivo, os
dados de identificagdo do cartucho de reagentes podem ser introduzidos manualmente.

O analisador mantém automaticamente as particulas magnéticas em agitagao continua.

Se o cartucho de reagentes for retirado do analisador, deve ser conservado na vertical e as escuras entre 2
e 8°C.

Carregamento dos calibradores e dos controlos

Os calibradores e os controlos ZENIT RA estdo prontos a usar. Deixar os calibradores e os controlos a
temperatura ambiente durante 10 minutos e agitar cuidadosamente, manualmente ou com um vortex,
evitando a formacao de espuma. Nao inverter o tubo e ndo retirar a tampa perfuradora (tampa amarela para
os calibradores e tampas verdes ou azuis para os controlos).

No caso em que os calibradores ou os controlos, sejam utilizados pela primeira vez, premir a tampa
perfuradora para baixo até ao fim. Deste modo, a membrana que veda o tubo sera perfurada tornando
assim possivel o acesso ao liquido contido no mesmo. Se a tampa perfuradora for utilizada correctamente,
a risca vermelha que se encontra no topo do rétulo ficara coberta (Fig. 1 — Tubo selado e Tubo perfurado).
Os calibradores e/ou os controlos, ja utilizados, deverao ser fechados com uma tampa externa branca de
modo que a risca vermelha do rétulo fique coberta.

S6 devem ser carregados no instrumento os tubos sem tampa externa (tampa branca) e com a risca
vermelha do rétulo coberta (Fig. 1 — Tubo perfurado).

Introduzir no analisador os calibradores ou os controlos na area das amostras, depois da leitura do codigo
de barras. Os dados do cédigo de barras também podem ser introduzidos manualmente se o rétulo estiver
estragado ou em caso de falha da leitura.

Os valores da concentragdo de anticorpos IgG anti-Centromero B presente nos calibradores, ou nos
controlos, estéo registados no DATA DISK e s&o transferidos automaticamente para o analisador. Em caso
de falha de transferéncia dos dados, é possivel introduzi-los manualmente.

No final da sessao, os recipientes dos calibradores e dos controlos devem ser fechados com as respectivas
tampas externas (tampas brancas) e conservados entre 2 e 8°C até serem novamente utilizados (Fig. 1 —
Tubo fechado).

Os calibradores s6 podem ser utilizados ao maximo quatro vezes.

IFUO21ZENIT RA-Verséo: 01 - 18 de Junho de 2010 Pagina 7 de 15



ZENIT RA Centromere B 41431

Figura 1: Desenho do tubo

Tubo selado Tubo perfurado Tubo fechado

—
17l

Carregamento das amostras

Identificar as amostras utilizando o leitor de coédigo de barras e introduzi-las no analisador, na area
respectiva. Em caso de falta do cédigo de barras na amostra ou em caso de falha de leitura, os dados de
identificacdo da amostra podem ser introduzidos manualmente.

Seleccionar os parametros requeridos para cada amostra.

Calibracéo
O Analisador ZENIT RA utiliza uma curva de calibragdo memorizada (master curve), criada pelo fabricante

para cada lote de cartuchos de reagentes.

Os parametros das “master curve”, juntamente com os valores das concentragdes dos calibradores, estdo
memorizados no DATA DISK e sao transferidos para a base de dados do analisador.

Os calibradores (A e B) sao utilizados para recalibrar a “master curve” quer em fungao do analisador
utilizado, quer dos reagentes a bordo.

Para executar a recalibragéo, analisar os dois calibradores (A e B) em ftriplicado e realizar uma réplica por
cada controlo. Os valores de concentragdo obtidos com os controlos permitem validar a nova calibragao.
Assim que a recalibragdo da “master curve” tiver sido aceite e memorizada, todas as amostras seguintes
poderdo ser analisadas sem outra calibragdo, excepto nos seguintes casos:

- quando estiver carregado a bordo do analisador um cartucho de reagentes com um lote novo;

- quando os valores dos controlos néo estiverem dentro do intervalo de aceitabilidade;

- quando for executada a operagcido de manutencdo do analisador;

- quando tiver expirado a validade da “master curve” recalibrada.

O prazo de validade da “master curve” recalibrada para o kit ZENIT RA Centromere B é de 15 dias.

A gestéo da recalibragao é accionada automaticamente pelo analisador.
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Ensaio

Premir o botao de inicio.

1. O sistema aspira 80 L de Diluente de Amostra, 40 pL de Particulas Magnéticas, 100 pL de Diluente de
Amostra e 4 pyL de amostra, ou controlo (para os calibradores, o soro positivo é fornecido pré-diluido
com o Diluente de Amostra e o volume aspirado é de 104 pL). As solugdes e a suspensdo aspiradas
sao distribuidas na cuvete de reacgao.

A cuvete de reacgdo é incubada no rotor a 37°C durante 10 minutos.

Depois desta fase de incubagéo, as particulas magnéticas sao separadas e lavadas.

Séo distribuidos 200 uL de conjugado na cuvete.

A cuvete de reacgdo é incubada no rotor a 37°C durante 10 minutos.

SIS B AN

Depois desta ultima fase de incubagéo, as particulas magnéticas sao separadas e lavadas e a cuvete é

transferida para a camara de leitura.

7. A quantidade de conjugado ligado a fase sdlida, expressa em RLU, é directamente proporcional a
concentracgao de IgG anti-Centrémero B presente na amostra.

8. Os resultados obtidos sdo interpolados na curva de calibragdo e expressos em concentragoes.

Se o valor de concentragdo de uma amostra exceder o limite superior do intervalo de medicdo a amostra

deve ser diluida e testada novamente. O novo valor obtido & multiplicado pelo factor de diluigdo utilizado
para obter o resultado final.

CONTROLO DE QUALIDADE

Para assegurar a validade do ensaio, devem ser testados soros de controlo com niveis diferentes de
concentracgao (pelo menos um soro negativo e um soro positivo) cada dia em que se executa o ensaio.

De acordo com as praticas de qualidade de cada laboratério, para a verificagdo dos resultados do ensaio,
podem ser realizados mais controlos, ou mais frequentemente. Siga os procedimentos de qualidade locais.
Se forem utilizados os soros de controlo ZENIT RA, os valores médios esperados e os limites de
aceitabilidade sao os indicados no DATA DISK, dados também presentes na embalagem dos controlos.

Se forem utilizados soros de controlo diferentes, € necessario, antes da sua utilizagéo, definir os valores
esperados com os reagentes e com o sistema ZENIT RA.

Se o valor dos controlos nao estiver dentro do intervalo de aceitabilidade especificado, os respectivos
resultados do ensaio sdo invalidos e essas amostras devem ser analisadas novamente.

Neste caso € necessario executar uma recalibragao antes da repeticdo do ensaio.

CALCULO E INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Célculo dos resultados

A concentragdo dos anticorpos IgG anti-Centrémero B presente nas amostras testadas é calculada

automaticamente pelo sistema. Os valores podem ser visualizados no ecra ou impressos.
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As concentragdes sdo expressas em UA/mL.
O calculo da concentragdo na amostra é efectuado através da leitura do resultado obtido para cada amostra
numa curva de calibragdo elaborada com um sistema de “fitting” logistico de quatro paradmetros (4PL, Y

ponderado), corrigida periodicamente em fungéo dos resultados obtidos para os calibradores.

Para mais informagdes sobre o sistema de calculo dos resultados, consultar o manual de instrugcées do

sistema.

Interpretacdo dos resultados
O intervalo de medig¢ao do ensaio ZENIT RA Centromere B é de: 0,0 a 640 UA/mL.

Os valores inferiores a 0,0 UA/mL sado valores extrapolados e podem ser indicados como “iguais a 0,0
UA/mL”.

Os valores superiores a 640 UA/mL podem ser indicados como “superiores a 640 UA/mL”, ou a amostra
deve ser testada novamente apods diluigao.

Os resultados das amostras podem ser interpretados do seguinte modo:

(UA/mL) Interpretacéo
<10 A amostra deve ser considerada Negativa pela presenga de IgG anti-Centréomero B
=210 A amostra deve ser considerada Positiva pela presencga de IgG anti-Centrémero B

Os valores acima mencionados devem ser considerados como valores indicativos. Cada laboratério deve

estabelecer os seus préprios intervalos de referéncia.

LIMITES DO ENSAIO

Para efeitos de diagnoéstico, os resultados obtidos com o kit ZENIT RA Centromere B e o sistema ZENIT RA
Analyzer devem ser utilizados em conjunto com os outros dados clinicos e de laboratério a disposi¢cao do
meédico.

A contaminagdo bacteriana das amostras e a inactivagao por calor podem influenciar o resultado do ensaio.
Os anticorpos heterdfilos presentes nas amostras de soro humano podem reagir com os reagentes a base
de imunoglobulinas, provocando interferéncias nos ensaios imunolégicos in vitro. Estas amostras podem dar

lugar a valores anormais, se analisados com o kit ZENIT RA Centromere B.

VALORES PREVISTOS

Foram analisadas as amostras de 100 dadores seleccionados casualmente para verificar a presenga de
anticorpos IgG anti-Centromero B.

99 amostras analisadas deram resultados negativos, com um valor médio de 2,0 UA/mL e um desvio padrédo
de 1,40 UA/mL.
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Com os resultados obtidos foi calculado o “Limit of Blank” (LoB = o valor mais elevado que podemos esperar
numa série de amostras que nao contenham o analito). O “Limit of Blank”, determinado como percentil 95

da populagao negativa, deu resultado igual a 4,8 UA/mL com o Lote de reagentes n. 1.

DESEMPENHO

Adverténcia: os dados apresentados ndo representam as especificagdes de funcionamento do kit, mas
constituem a evidéncia experimental em como o kit funciona dentro dessas especificagdes no modo previsto

pelo fabricante.

Precisédo e Reprodutibilidade

A precisdo e a reprodutibilidade do kit ZENIT RA Centromere B foram avaliadas utilizando um protocolo
baseado nas directrizes do documento EP5-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

A precisao foi calculada analisando os resultados de quatro soros com 20 repetigdes cada (um negativo e
trés positivos com diferentes concentragdes de anti-Centromero B) executados com dois lotes de reagentes
diferentes na mesma sessao experimental.

A concentragdo do soro anti-Centromero B IgG negativo (NC) deu um resultado compreendido no intervalo
de 0,0 a 0,0 UA/mL UA/mL e de 0,0 a 1,2 MPL U/mL respectivamente com o Lote de reagentes 1 e 2 2.

Na Tabela estéo indicados os resultados obtidos com os 3 soros positivos.

Reagentes Concentracido o
Amostra Lote n° média (UA/mL) SD CV %

Lp 1 35,3 0,56 1,6

2 33,5 0,56 1,7

MP 1 125,0 2,41 1,9

2 114,3 4,32 9,8

HP 1 231,0 3,92 1,7

2 212,6 3,03 1,4

A reprodutibilidade foi calculada analisando os resultados da determinagao de cinco soros (um negativo e
quatro positivos com diferentes concentra¢des de anti-Centromero B IgG) executada individualmente com

dois lotes de reagentes diferentes, em 30 sessdes diferentes.

A concentragéo do soro anti-Centrémero B IgG negativo (N1) deu um resultado compreendido no intervalo
de 0.0 a 0.0 UA/mL.

Na Tabela estéo indicados os resultados obtidos com os 4 soros positivos.
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Amostra gggicae?l}?l‘ff) SD CV %
P1 16,3 1,43 8,8
P2 56,2 3,88 6,9
P3 89,9 7,78 8,7
P4 260,1 19,22 7.4

Linearidade das Diluicbes

A precisao das diluigées do kit ZENIT RA Centromere B foi avaliada utilizando um protocolo baseado nas
directrizes do documento EP6-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Foram doseadas diluigbes seriadas de 2 soros de concentragado elevada de IgG anti-Centromero B,
executadas com o Diluente de Amostra.

Os resultados deste estudo estéo resumidos na tabela seguinte.

Factor de Concen_tragéo Concen_tragéo Recuperagio
Amostra diluigao medida prevista %
(UA/mL) (UA/mL)
1 273,1 - (100)
1 2 139,1 136,6 101,8
4 58,7 68,3 85,9
8 39,2 34,1 115,0
1 222,7 - (100)
2 2 109,0 111,4 97,8
4 54,3 55,7 97,5
8 25,6 27,8 92,1

Torna-se necessario sublinhar que nem todos os soros, quando medidos em diluigdes diferentes, podem
dar resultados lineares dentro do intervalo de medicdo dependendo o resultado ndo s6 da concentracao

mas também da afinidade dos anticorpos presentes na amostra.

Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica do kit ZENIT RA Centromere B, expressa como limite de detecgdo (Limit of
Detection — LoD: ou seja a menor quantidade de analito que o método é capaz de medir) foi determinada
utilizando um protocolo baseado nas directrizes do documento EP17-A do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e a férmula para o célculo LoD = LoB + Cg SDs (onde LoB representa o valor do
“Limit of Blank”, SDs o desvio padrdo previsto para a distribuicdo da amostra a baixa concentracdo e Cg
deriva do percentil 95 da distribuigdo padrao de Gauss).

Foram utilizadas 4 amostras de baixa concentragao de analito, determinadas uma sé vez com dois Lotes de
reagentes diferentes em 30 sessdes diferentes.

O Limite de deteccao do kit ZENIT RA Centromere B foi igual a 7,2 UA/mL.
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Os valores do limite de detecgéo, juntamente com as consideragdes de caracter clinico e com os resultados

de comparagao com métodos de referéncia, contribuiram para a definigdo do valor de cut-off.

Especificidade Analitica: Interferéncias

Um estudo baseado nas directrizes do documento EP7-A2 do CLSI demonstrou que o desempenho do
ensaio ndo é influenciado pela presenga na amostra de substancias potencialmente interferentes, indicadas

na tabela seguinte, até a concentracdo testada.

Substancias Potencialmente Concentragao maxima testada
Interferentes
Bilirrubina livre 20 mg/dL
Bilirrubina conjugada 28 mg/dL
Hemoglobina 1000 mg/dL
Acidos gordos 3000 mg/dL

Desaconselha-se o uso de amostras lipémicas, hemolisadas ou turvas.

Especificidade analitica: Reaccbes cruzadas

Para avaliar as potenciais reac¢des cruzadas do antigénio, utilizado para sensibilizar as particulas
magnéticas, foi conduzido um estudo com 10 amostras, todas com niveis altos de outros auto-
anticorpos e negativos a anti-Centromero B.

As amostras utilizadas estavam assim subdivididas: SS-A (1), Scl 70 (1), dsDNA (1), Histonas (1),
Nucleolares (1), B>-GPI/CL IgG (1) e Gliadina/t-TG (1), RF (2), MPO (1).

O estudo ndo demonstrou nenhuma reacgéo cruzada significativa do antigénio em fase sdélida com os outros

auto-anticorpos.

Efeito de saturacdo em doses elevadas

Alguns métodos imunoldgicos empregues para a determinagcdo de amostras que contém o analito em
concentragdes extremamente elevadas podem fornecer niveis aparentes de analito que estdo subestimados
em relacao ao conteudo real (Efeito hook).

O método utilizado no kit ZENIT RA Centromere B, sendo um método com duas incubagdes, ndo sofre esse
efeito.

Uma amostra com concentracdo extremamente elevada (acima do intervalo de medicdo) de IgG

anti-Centromero B confirmou a auséncia de efeito “hook™ até a concentragao de 5956 UA/mL.

Sensibilidade e Especificidade Relativas

A presencga de anticorpos anti-Centrémero B IgG foi determinada utilizando o kit ZENIT RA Centromere B €

um método ELISA disponivel no mercado em 135 amostras. 8 amostras deram origem a resultados

divergentes entre o ensaio ZENIT RA e o método ELISA disponivel no mercado.
Concordancia relativa: 98,1% (416/424).
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Sensibilidade relativa: 97,9% (47/48).
Especificidade relativa: 98,1% (369/376).

Soro de referéncia

A quantidade de anticorpos anti-Centromero B 1gG presentes na amostra “ANA HUMAN REFERENCE
SERUM # 8” (CDC, Cat. n° 1S2134, Lote. n° 84-0026) medida com o kit ZENIT RA Centromere B foi de 105
UA/mL.
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