QUANTA Flash” R052 701263
Reagentes

Para Utilizagdo em Diagndstico In Vitro
APENAS PARA EXPORTACAO. NAO SE DESTINA A VENDA NOS
ESTADOS UNIDOS.

Utilizacao prevista

O QUANTA Flash Ro52 é um imunoensaio quimioluminescente para a determinacao
semiquantitativa de anticorpos anti-Ro52 (SS-A 52) em soro humano. A presenca de anticorpos
anti-Ro52, em conjunto com descobertas laboratoriais e clinicas, pode ajudar no diagndéstico de
lUpus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, esclerose sistémica, polimiosite e
dermatomiosite.

Resumo e explicacéo do teste

Os anticorpos anti-Ro (SS-A), que foram descritos pela primeira vez em lUpus eritematoso sistémico
(LES) e sindroma de Sjogren (SS), sao a especificidade de antigénios nucleares extraiveis (ENA)
mais prevalecente identificada em laboratérios.” Foram descritos dois tipos de anticorpos anti-Ro:
anti-Ro 52 kDa (SS-A 52) e anti-Ro 60 kDa (SS-A 60), cada um especifico de um antigénio
diferente. Historicamente, estes autoanticorpos eram considerados um sistema autoanticorpo
uniforme. No entanto, estudos recentes apresentaram conclusfes de que o Ro60 e o Ro52 nao
fazem parte de um complexo macromolecular estavel e que os anticorpos Ro52 e Ro60 tém
associagg)es clinicas diferentes.? O antigénio Ro52 foi identificado recentemente como proteina
TRIM21.

Os autoanticorpos Ro52 estdo presentes frequentemente no soro de doentes com SS (40-70 %) ou
LES (20-40 %). Além disso, os anticorpos Ro tém uma importancia especial no diagnostico do
bloqueio cardiaco congénito. O bloqueio atrioventricular congénito completo e isolado (BACCI)
mostra uma estreita ligacdo com o0s anticorpos maternais anti-Ro e anti-SS-B (La); 0s riscos
relativos mais elevados de BACCI verificam-se nos bebés de maes com anticorpos contra as
proteinas 52-kDa Ro e 48-kDa SS-B.*

Os anticorpos contra Ro52 podem passar despercebidos em ensaios soroldgicos Ro usados
normalmente. De salientar que a reatividade Unica ao Ro52 ou Ro60 pode ser perdida quando
medida com um Ro ELISA classico baseado numa mistura dos dois antigénios. Aproximadamente
20 % das amostras positivas de Ro52 ou Ro60 podem ndo ser detetadas utilizando uma mistura
dos dois antigénios.>®> Portanto, é importante testar as especificidades em separado dos dois
anticorpos.

Apesar de o0 anti-R052 estar mais presente juntamente com o anti-Ro60 em doentes com LES e SS,
uma frequéncia elevada de anti-Ro52 isolado foi descrita em doentes com esclerose sistémica (ES),
polimiosite (PM) e dermatomiosite (DM).>’ A prevaléncia de anti-Ro52 em ES e miosite é
significativamente mais elevada do que de anti-Ro60. Descobriu-se num estudo que incluia 1010
doentes com ES que a prevaléncia de anti-Ro52 era de 15-38 %.°> Nos subgrupos definidos pela
sintetase de anti-Ro60 e anti-aminoacil-tRNA, o anti-Ro52 estava presente em 92 % e 100 %,
respetivamente. Pode encontrar-se anti-Ro52 (sem anti-Ro60) isolado em até 20-37 % de doentes
com miosite. No entanto, em soros de miosite positivos a anti-Jo-1, a frequéncia dos anticorpos anti-
Ro52 foi muito superior (58 %). Além disso, a coexisténcia de anticorpos anti-Ro52 e anti-Jo-1
parece ser um indicador de doenca pulmonar intersticial relativamente grave em doentes com
miopatia inflamatéria.®®



Principios do procedimento

O antigénio Ro52 recombinado purificado esta revestido por esferas paramagnéticas, que estédo
guardadas no cartucho de reagente em condicdes que conservam o0 antigénio no seu estado
reativo. Quando o cartucho do ensaio estiver pronto a ser utilizado pela primeira vez, adiciona-se
uma solucdo tampao ao tubo que contém as esferas conservadas e as esferas sdo misturadas com
o tampdo. O cartucho de reagente é entédo carregado no instrumento BIO-FLASH®.

No instrumento dilui-se uma amostra do doente numa tina plastica descartavel. Pequenas
guantidades de soro diluido do doente, as esferas de Ro52 e o tampao de ensaio sédo todos
combinados numa segunda tina e misturados. Incuba-se esta tina a 37 °C. As esferas sao entdo
magnetizadas e lavadas varias vezes. Adiciona-se entdo a tina o anticorpo IgG anti-humano
conjugado de isoluminol e incuba-se a 37 °C. Mais uma vez, as esferas sdo magnetizadas e
lavadas repetidamente. O conjugado de isoluminol produz uma reacdo luminescente quando se
adicionam os reagentes “Ativadores” a tina. A luz produzida a partir desta reacdo é medida como
Unidades Relativas de Luz (URL) pelo sistema 6tico BIO-FLASH. As URL sdo proporcionais a
guantidade de conjugado de isoluminol ligado que, por sua vez, é proporcional a quantidade de
anticorpos anti-Ro52 ligados ao Ro52 nas esferas.

O ensaio QUANTA Flash Ro52 utiliza uma Curva Modelo especifica do lote predefinida que é
carregada no instrumento através do codigo de barras do cartucho de reagente. Baseando-se no
resultado da execucdo de dois calibradores, cria-se uma Curva de Trabalho especifica do
instrumento, que o software utiliza para calcular unidades quimioluminescentes (UQ) a partir do
valor da URL obtido para cada amostra.

Reagentes
1. O cartucho de reagente QUANTA Flash Ro52 contém os reagentes seguintes para 50
determinagoes:
a. Esferas paramagnéticas revestidas de Ro052, conservadas antes da primeira
utilizacéo.
b. Tampdo de ensaio — cor-de-rosa, contendo tampao salino Tris, Tween 20,

estabilizadores proteicos e conservantes.

C. Marcador IgG — anticorpo IgG anti-humano marcado a isoluminol, contendo tampao,
estabilizadores proteicos e conservante.

2. Tampdo de ressuspensdo, 1 frasco — cor-de-rosa, contendo tampédo, estabilizadores
proteicos e conservantes.

Adverténcias

1. O tampéo de ensaio contém um quimico (0,02 % cloranfenicol) conhecido no Estado da
Califérnia por causar cancro.

2. A azida de sodio é utilizada como conservante. A azida de sddio é venenosa e pode ser
toxica se for ingerida ou absorvida pela pele ou pelos olhos. A azida de sédio pode reagir
com componentes de canalizacdes de chumbo ou cobre formando azidas metdlicas
explosivas. Por esta razdo, ao deitar fora os restos de reagentes é necessario deixar correr
agua em quantidade abundante para evitar a acumulacao de azida.

3. Usar equipamento de protecdo individual apropriado para trabalhar com os reagentes
fornecidos.
4, Os salpicos de reagentes devem ser limpos imediatamente. Respeitar todas as

regulamentagBes ambientais, nacionais e locais relativas a eliminacdo de residuos.



Precaucoes

PoDdE

Este produto destina-se a utilizagdo para diagnéstico In Vitro .

Este ensaio destina-se apenas a utilizacdo com o instrumento BIO-FLASH.

O protocolo para a ressuspensao deve ser criteriosamente respeitado.

Uma vez aberto, este cartucho de reagente deve guardar-se no carrossel do reagente do
instrumento. Deve ter-se cuidado para evitar entornar os reagentes quando se coloca pela
primeira vez o cartucho de reagente no instrumento.

A contaminacdo quimica dos reagentes pode surgir devido a limpeza ou lavagem
inadequada do instrumento. Os residuos de quimicos laboratoriais comuns, como formalina,
lixivia, etanol ou detergente, podem causar interferéncia no ensaio. Certifique-se de que
segue o procedimento de limpeza recomendado do instrumento, conforme definido no
manual do operador do BIO-FLASH.

Condicdes de conservacgao

1.

Conserve os cartuchos de reagente e o tampado de ressuspensédo por abrir a 2-8 °C. Nao

congele. Os reagentes permanecem estaveis até a data de validade indicada, quando
armazenados e manipulados conforme descrito no protocolo.

Os cartuchos de reagente abertos devem guardar-se no instrumento e permanecem
estaveis durante um total de 24 dias, periodo apds o qual devem ser eliminados. O software
BIO-FLASH monitoriza as datas de validade dos cartuchos colocados, bem como dos lotes
do cartucho de reagente.

Colheita, preparacado e manuseamento de amostras

Este procedimento deve ser efetuado numa amostra de soro. As amostras de soro com
contaminacao bacteriana, que sofreram tratamento térmico ou contendo particulas visiveis néo
devem ser utilizadas.

Apoés a colheita, o soro deve ser separado do coagulo. O documento H18-A4 da CLSI recomenda
as seguintes condi¢cdes de conservacgdo para as amostras.

1.
2.
3.

N&o conservar as amostras a temperatura ambiente durante mais de 8 horas.
Se o teste ndo for concluido num prazo de 8 horas, guardar a amostra a 2-8 °C.

Se o teste ndo for concluido num prazo de 48 horas ou para transporte da amostra, congelar
a -20°C ou temperatura inferior. As amostras congeladas devem ser bem agitadas depois
de descongelarem e antes de serem testadas.

Procedimento

Materiais Fornecidos

1
1
1

Cartucho de Reagente QUANTA Flash Ro52
Tampao de ressuspensao
Pipeta de transferéncia



Material adicional necessario mas nao fornecido

Instrumento BIO-FLASH com computador

Lavagem do Sistema BIO-FLASH (Numero de Peca: 3000-8205)
Ativadores BIO-FLASH (Numero de Peca: 3000-8204)

Tinas BIO-FLASH (Numero de Peca: 3000-8206)

Calibradores QUANTA Flash Ro52 (Numero de Peca: 701261)
Controlos QUANTA Flash Ro52 (NUumero de Peca: 701262)

Utilizar o Analisador Quimioluminescente BIO-FLASH

1.

Consulte o manual do operador fornecido com o sistema BIO-FLASH relativamente a
instrucbes de funcionamento pormenorizadas do analisador quimioluminescente BIO-
FLASH e do software BIO-FLASH. Para informagfes adicionais e resolugdo de problemas
com este ensaio, contacte a assisténcia técnica da INOVA Diagnostics, Inc. no endere¢o ou
através do numero de telefone indicados no final deste Folheto de Instrucdes.

Para esvaziar o recipiente de residuos sdlidos, abra a gaveta dos residuos. Remova o
recipiente de residuos solidos e elimine adequadamente as tinas usadas. Substitua o
recipiente de residuos sélidos, feche a gaveta dos residuos e cliqgue em Yes na janela
Empty Waste Drawer.

Para substituir os ativadores, cliqgue no botdo Bulks Inventory F9 (superior direito).

a. No ecrd Inventory — Bulks , cligue no botdo Triggers a esquerda. Aparecera uma
janela nova intitulada Add Triggers — Remove old bottles.

b. Abra e retire a gaveta dos residuos do instrumento BIO-FLASH. Elimine quaisquer tinas
da gaveta de residuos secos. Clique em Yes na janela Empty Waste Drawer. Retire as
garrafas ativadoras dos respetivos suportes e cligue no botdo Next. Desaperte as
tampas das garrafas antigas de ativadores e substitua por ativadores novos. Certifique-
se de que as coloca uma de cada vez, com as tampas com o codigo de cores
correspondente (branca com branca e vermelha com vermelha).

c. Siga as instrugbes na janela nova Add Triggers — Add Trigger 2 bottle. Quando o
codigo de barras tiver sido aceite, coloque o Ativador 2 no suporte com o cddigo de
cores branco. Clique em Next.

d. Siga as instru¢fes da janela Add Triggers — Add Trigger 1 bottle. Quando o cédigo de
barras tiver sido aceite, coloque o Ativador 1 no suporte com o cédigo de cores
vermelho. Clique em Finish. Volte a colocar a gaveta dos residuos e feche-a.

Para substituir o recipiente da Lavagem do Sistema, clique no botdo Bulks Inventory F9
(canto superior direito). No ecrd Inventory — Bulks, clique no botdo Sys. Rinse. Na nova
janela Add System Rinse — Remove bottles, cligue em Next. Siga as instrucdes na janela
nova Add System Rinse — Add bottle. Quando o cddigo de barras tiver sido aceite, se
necessario, clique em Finish.

Para esvaziar o recipiente de residuos de fluido, a partir do ecra Inventory — Bulks , clique
no botdo Fluid Waste . Retire e elimine os residuos de fluido. Clique em Next. Quando tiver
substituido a garrafa vazia, clique em Finish.



Método

Preparacédo do cartucho de reagente

Da primeira vez que utilizar o cartucho de reagente, tem de seguir os passos seguintes para instalar
corretamente o cartucho no instrumento BIO-FLASH. Nota: ndo utilize o cartucho de reagente se
observar quaisquer sinais de danos.

1.

Coloque o cartucho de reagente numa
superficie soélida. Com uma mao, segure 0
cartucho de reagente no lugar. Com a outra
mao, segure firmemente a patilha vermelha na
parte de tras do cartucho de reagente e puxe-a
totalmente para fora.

Pressione as duas patilhas nos lados da tampa
perfurada (parte cinzenta) e exergca pressao na
parte superior do cartucho de reagente até
encaixar numa posicdo bloqueada. As patilhas
deverdo deixar de estar visiveis. NAO VIRE O
CARTUCHO ABERTO.

Ressuspender as microparticulas de Ro52:

a. Destape o frasco do tampdo de
ressuspensdo e recolha fluido para a
pipeta de transferéncia fornecida. Sera
utilizado todo o contetdo do frasco.

b. Faca deslizar a porta na tampa do
cartucho de reagente para a posicao de
aberta, pressionando suavemente o
lado estreito do cartucho de reagente e
mantenha-a nesta posi¢do. Transfira
analitcamente todo o conteddo do
frasco para o tubo do reagente de
microparticulas, através de um Unico
orificio na parte superior do cartucho de
reagente.

C. Misture os conteddos do tubo do
reagente de microparticulas aspirando e
doseando o liquido, pelo menos 30
vezes. Se estiverem visiveis pedacos
de esferas, continue a misturar a
solugdo mais 30 vezes. Se as
microparticulas nao ficarem em
ressuspensdo, NAO UTILIZE O
CARTUCHO.

d. Certifique-se de que pipeta todo o
liquido antes de retirar a pipeta do tubo
e elimina-la.

| | l \ }QH! J-.\

Retire 0 autocolante da parte superior do cartucho de reagente para por a vista 0s outros

trés orificios.

Coloque o cartucho de reagente em qualquer ranhura aberta no carrossel do reagente do

instrumento BIO-FLASH.



Calibracado do ensaio

1. Cada lote novo de cartucho de reagente tem de ser calibrado antes da primeira utilizagéo. O
software ndo permitird utilizar um lote novo até que seja calibrado.

2. Consulte a seccao intitulada QUANTA Flash® Ro52 Calibradores 701261 deste Folheto de
Instrucdes relativamente a instrugdes pormenorizadas sobre como calibrar o cartucho de
reagente.

3. Quando a calibracéo tiver sido validada, o lote do cartucho de reagente onde se realizou a

calibragdo esta pronto a ser utilizado.
Programacao e realizacéo de testes

1. Pressione o botdo Worklist na parte superior do ecrad e selecione o separador Racks no
fundo.
2. Selecione o rack da amostra a utilizar realgando o rack no ecra ou digitalizando o cédigo de

barras com o leitor de cédigo de barras portétil. Digitalize ou escreva o0 nome da amostra,
selecione o tipo de amostra, o tipo de recipiente (tubo/taca) e selecione Ro52 a partir do
painel do ensaio. Repita estes passos para todas as amostras.

3. Carregue as amostras nas posicdes selecionadas no rack de amostras e carregue o rack no
carrossel de amostras do instrumento.

4, Se todos os materiais necessarios estiverem colocados no instrumento, o icone “iniciar”
estara disponivel, a verde, na parte superior do ecra. Pressione o icone Start F4 para iniciar
0 ensaio.

Controlo de qualidade

Os Controlos QUANTA Flash Ro52 (vendidos em separado - INOVA Numero de Item 701262)
contém os Controlos Ro52 Positivos e Negativos. Consulte a seccao intitulada QUANTA Flash®
Ro052 Controlos 701262 do Folheto de Instrucdes relativamente a instrucbes pormenorizadas sobre
como introduzir todas as informacdes necessarias de cada controlo no software, bem como sobre o
funcionamento dos controlos. Recomenda-se que se testem os controlos pelo menos uma vez nos
dias em que se utiliza o ensaio; no entanto, os utilizadores também deverado considerar o0s requisitos
regulamentares locais/nacionais.

Calculo dos resultados

Para cada lote novo de QUANTA Flash Ro52 cria-se na INOVA uma Curva Modelo de cinco pontos.
Esta curva logistica de quatro parametros esta codificada no codigo de barras de cada cartucho de
reagente. Quando um cartucho de reagente tiver sido calibrado, a curva de trabalho especifica do
instrumento serd utilizada para converter as ULR em UQ. Pode entéo classificar-se a reatividade do
anticorpo ao Ro52 de acordo com a tabela abaixo.

Reatividade uo
Negativa <20
Positiva =220

A reatividade em UQ esta diretamente relacionada com o titulo do autoanticorpo na amostra do
doente. Os aumentos e as diminuicbes nas concentracdes do autoanticorpo no doente refletir-se-ao
numa subida ou descida correspondente em UQ, proporcionalmente a quantidade de anticorpo.

O intervalo de medicao analitica (IMA) do ensaio situa-se entre 2,3 UQ e 1685,3 UQ. Se o resultado
de um doente for inferior a 2,3 UQ, entdo o sistema BIO-FLASH indica-lo-4 como “<2,3 UQ". Visto
ser inferior a 20 UQ, considera-se um resultado negativo. Se o resultado de um doente for superior
a 1685,3 UQ, entdo o sistema BIO-FLASH indica-lo-4 como “>1685,3 UQ". Este é considerado um
resultado positivo. O software BIO-FLASH disponibiliza uma opcao de Novo teste automatico. Se
esta opcdao for selecionada, o instrumento voltard a testar automaticamente qualquer amostra que
tenha um resultado >1685,3 UQ, diluindo-a ainda mais por um fator de 35 e calculard a UQ real
utilizando este fator de diluicdo adicional.
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Interpretacéo dos resultados

O Ensaio QUANTA Flash tem capacidade para detetar pequenas diferengcas em populagbes de
doentes. Cada laboratério é aconselhado a verificar o intervalo de referéncia fornecido pelo
fabricante e pode estabelecer o seu proprio intervalo normal baseando-se nos seus proprios
controlos e na populacao de doentes, de acordo com os procedimentos estabelecidos pelo mesmo.

Sugere-se que os resultados apresentados pelo laboratério incluam a declaragéo: “Obtiveram-se os
seguintes resultados com o imunoensaio quimioluminescente INOVA QUANTA Flash Ro52. Os
valores obtidos com métodos de ensaio de diferentes fabricantes ndo podem ser comparados. A
magnitude dos niveis de autoanticorpos descritos ndo pode ser sempre correlacionada com um
titulo final”.

Limitacdes do procedimento

1. Nem todos os doentes com LES, ES e MAI sdo positivos para anticorpos Ro52.

2. Os resultados deste ensaio devem ser utilizados em conjunto com as conclus@es clinicas e
outros testes seroldgicos.

3. A ressuspensdo inadequada das esferas revestidas Ro52 pode apresentar valores inferiores
aos de uma ressuspensao correta.

4, As caracteristicas de desempenho deste ensaio ndo foram determinadas para outras
matrizes além do soro.

Intervalo de referéncia

Determinou-se o corte do ensaio usando 155 amostras de individuos de referéncia com 115
dadores de sangue aparentemente saudaveis (15 homens/100 mulheres entre os 19 e 69 anos de
idade), 8 amostras de hepatite viral positiva (6 homens/2 mulheres entre os 19 e 54 anos de idade),
5 amostras de sifilis positiva (1 homem/4 mulheres entre os 27 e 57 anos de idade), 5 amostras de
VIH positivo (4 homens/1 mulher entre os 28 e 51 anos de idade) e 22 amostras de AR (sem dados
disponiveis de sexo e idade). Estabeleceu-se o corte ao percentil >98" dos resultados obtidos nos
individuos referéncia e foi atribuido um valor de 20 UQ.

Valores esperados

O valor esperado na populacdo normal é “negativo”. Analisaram-se niveis de autoanticorpo anti-
Ro52 numa coorte de 111 dadores de sangue aparentemente saudaveis (21 homens e 90
mulheres, entre os 17 e 60 anos de idade) utilizando o QUANTA Flash Ro52. Com um corte de 20
UQ, nenhuma das amostras foi positiva no QUANTA Flash Ro52. A concentragdo média foi 8,3 UQ
e os valores variaram entre <2,3 e 19,3 UQ.



Sensibilidade e especificidade clinicas

Utilizou-se um total de 289 amostras no estudo de validacao clinica, incluindo 81 de doentes com
LES, 24 de doentes com sindroma de Sjogren, 48 de doentes com ES e 40 de doentes com miosite
autoimune (MAI). Como controlos, incluimos 50 doentes com artrite reumatoide, 20 doentes com
doenca autoimune da tiroide, 11 doentes com doencga celiaca e 15 doentes com varias doencas
infecciosas.

Nas quatro tabelas abaixo calculam-se a sensibilidade clinica e a especificidade para a SS (n=24),
LES (n=81), ES (n=48) e MAI (n=40) utilizando a popula¢éo de controlo (n=96) :

Sensibilidade clinica e especificidade do QUANTA Flash Ro52 na SS:

Andlise Clinica Diagnostico Andlise
n=120 SS | Nado SS | Total (Intervalo de seguranga de 95 %)
Positivo 14 3 17 | Sensibilidade = 58,3% (36,6-77,9%)
QUANTA Flash® Ro52 | Negativo | 10 93 103 | Especificidade = 96,9% (91,1-99,4%)
Total 24 96 120

Sensibilidade clinica e especificidade do QUANTA Flash Ro52 na LES:

Andlise Clinica Diagndstico Andlise
n=177 LES | Nao LES | Total (Intervalo de seguranca de 95 %)
Positivo 36 3 39 | Sensibilidade = 44,4 % (33,4-55,9 %)
QUANTA Flash® Ro52 | Negativo | 45 93 138 | Especificidade = 96,9% (91,1-99,4%)
Total 81 96 177

Sensibilidade clinica e especificidade do QUANTA Flash Ro52 na ES:

Anadlise Clinica Diagnostico Andlise
n=144 ES | NAGo ES | Total (Intervalo de seguranga de 95 %)
Positivo 6 3 9 Sensibilidade = 12,5 % (4,7-25,2 %)
QUANTA Flash® Ro52 | Negativo | 42 93 135 | Especificidade = 96,9% (91,1-99,4%)
Total 48 96 144

Sensibilidade clinica e especificidade do QUANTA Flash Ro52 na MAI:

Anadlise Clinica Diagnostico Andlise
n=136 MAI | Nao MAI | Total (Intervalo de seguranca de 95 %)
Positivo 14 3 17 | Sensibilidade = 35,0 % (20,6-51,7 %)
QUANTA Flash® Ro52 | Negativo | 26 93 119 | Especificidade = 96,9% (91,1-99,4%)
Total 40 96 136




Comparacao do método com dispositivo implicado

As amostras para comparacdo de métodos incluiram as amostras dos estudos de validacdo clinica
(doentes com SS, LES, ES e MAI; outros controlos de doenca e dadores de sangue aparentemente
saudaveis) que estavam dentro do intervalo passivel de relatério do ensaio. Testaram-se sessenta e
duas destas amostras no QUANTA Flash Ro52 e no dispositivo implicado ELISA. Os dados séo
apresentados na tabela seguinte.

Comparacgéo do Método Ro52 ELISA Concordancia de Percentagem
(N=62) Negativo | Positivo | Total (Intervalo de seguranca de 95 %)
. Concordancia Pos. = 90,0 % (68,3 -
20 QUANTA Negativo 40 2 42 98,8 %)
. Concordancia Neg. = 95,2 % (83,8 —
Flash® Positivo 2 18 20 99,4 %)
Ros2 C’ dancia Total = 93,5 % (84,3
oncordancia Total = 93,5 % (84,3 —
Total 42 20 62 98.2 %)

Precisao e reprodutibilidade

Avaliou-se a precisédo do ensaio do QUANTA Flash Ro52 testando 6 amostras de soro de acordo
com o CLSI EP5-A2 e, abaixo, encontram-se os dados resumidos:

Durante os Testes | Entre Testes Entre Dias Total
Amostra | N | Média (UQ) DP % CV DP | %CV | DP |%CV | DP |%CV
1 84 13,43 0,56 4,1 0,29 2,2 1,55 11,6 1,68 12,5
2 84 21,36 0,90 4,2 0,42 2,0 2,26 10,6 2,47 11,5
3 84 61,56 2,86 4,6 1,39 2,3 5,12 8,3 6,03 9,8
4 84 144,15 9,49 6,6 0,00 0,0 | 14,16 9,8 | 17,04 11,8
5 88 275,83 16,62 6,0 | 0.00 0,0 | 25,67 9,3 | 30,58 11,1
6 80 820,46 56,42 6,9 | 33,78 4,1 | 51,26 6,2 | 83,37 10,2

Intervalo de medicao analitica: limites e linearidade

O intervalo de medig&o analitica (IMA) do ensaio situa-se entre 2,3 UQ e 1685,3 UQ.

O limite de detecdo deste ensaio € 668,9 URL, que esta abaixo do IMA do ensaio (2,3 UQ).
Determinou-se ser consistente com a diretriz CLSI EP17-A com proporgfes de falsos positivos (o)
inferiores a 5 % e falsos negativos () inferiores a 5 %.

Todo o IMA, desde 2,3 UQ até 1685,3 UQ, é linear. Realizou-se um estudo de linearidade de
acordo com a CLSI EP6-A utilizando 6 amostras de soro com varias concentracfes de anti-Ro52.
Todas as 6 amostras mostraram linearidade de diluicdo individualmente e os dados combinados
apresentaram os resultados seguintes:

Amostra Intervalo do Teste (UQ) | Inclinacédo (95 % IS) | Intercegcdo Y (95 % IS) | R2
Todas as 0,6 a 1758,6 1,03 (1,02 a 1,04) 3,61 (-0,86 2 8,08) | 1,00
Amostras




Interferéncia, reatividade cruzada

Ndo se detetou nenhuma interferéncia com até 200 mg/dL de hemoglobina, 1000 mg/dL de
triglicéridos, 224,3 mg/dL de colesterol, 10 mg/dL de bilirrubina e 500 Ul/mL de FR IgM.

Testaram-se noventa e seis amostras de doentes com varias doencas autoimunes e infecciosas

para avaliar reatividade cruzada. Uma amostra de um doente com hepatite viral e duas amostras de
doentes com artrite reumatoide foram positivas no IEQ QUANTA Flash Ro52.
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QUANTA Flash® Ro52 701261
Calibradores

Para Utilizagdo em Diagndstico In Vitro
APENAS PARA EXPORTACAO. NAO SE DESTINA A VENDA NOS
ESTADOS UNIDOS.

Utilizacao prevista

Os Calibradores QUANTA Flash Ro52 destinam-se a utilizacdo com os Reagentes QUANTA Flash
Ro52 para a determinacdo de autoanticorpos IgG anti-Ro52 em soro humano. Cada calibrador
estabelece um ponto de referéncia para a curva de trabalho utilizada para calcular valores unitarios.

Resumo e principios do procedimento

O imunoensaio quimioluminescente (IEQ) QUANTA Flash Ro52 utiliza uma Curva Modelo
especifica do lote predefinida que estd armazenada no codigo de barras do cartucho de reagente.
Os Calibradores QUANTA Flash Ro52 estdo concebidos para produzir uma Curva de Trabalho
especifica do instrumento, a partir de pardmetros da Curva Modelo, com um ponto de decisdo
baseado nas caracteristicas de desempenho e na avaliacdo clinica do IEQ QUANTA Flash Ro52.
Antes da atribuigdo do valor, testam-se os calibradores em varios instrumentos com diversos lotes
de reagentes.

Reagentes

1. Calibrador 1 do QUANTA Flash Ro52: dois (2) tubos marcados com codigo de barras,
contendo 0,3 mL de reagente pré-diluido pronto a usar. Calibradores contendo anticorpos
humanos para Ro52 em estabilizadores e conservantes.

2. Calibrador 2 do QUANTA Flash Ro52: dois (2) tubos marcados com codigo de barras,
contendo 0,3 mL de reagente pré-diluido pronto a usar. Calibradores contendo anticorpos
humanos para Ro52 em estabilizadores e conservantes.

Adverténcias

1. Todo o material de origem humana utilizado na preparacdo dos calibradores deste produto
foi testado e deu resultados negativos com métodos aprovados pela FDA para anticorpos de
VIH, HBsAg e VHC. Contudo, nenhum teste pode garantir com certeza absoluta a auséncia
de VIH, VHB, VHC ou outros agentes infecciosos. Portanto, devem manipular-se os
Calibradores QUANTA Flash Ro52 como se fossem qualquer material potencialmente
infeccioso. ™

2. Usar equipamento de protecdo individual apropriado para trabalhar com os reagentes
fornecidos.
3. Os salpicos de reagentes devem ser limpos imediatamente. Respeitar todas as

regulamentagBes ambientais, nacionais e locais relativas a eliminacdo de residuos.
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Precaucoes

Este produto destina-se a utilizagdo para diagnéstico In Vitro .

Os calibradores QUANTA Flash Ro52 destinam-se a ser utilizados com o ensaio QUANTA
Flash Ro52.

Nao transfira os reagentes calibradores para tubos secundéarios. O instrumento utiliza os
codigos de barras nos tubos para combinar os calibradores com o tipo de ensaio adequado.

Apés aberto, um tubo calibrador mantém-se bom durante um periodo de 8 horas ou 4
calibracdes, apds o qual o reagente tem de ser eliminado.

A contaminacdo quimica dos reagentes pode surgir devido a limpeza ou lavagem
inadequada do instrumento. Os residuos de quimicos laboratoriais comuns, como formalina,
lixivia, etanol ou detergente, podem causar interferéncia no ensaio. Certifique-se de que
segue o procedimento de limpeza recomendado do instrumento, conforme definido no
manual do operador do BIO-FLASH.

Condicoes de conservacgao

1

2.

Conserve os calibradores por abrir a 2-8 °C. N&o congele. Os reagentes permanecem
estaveis até a data de validade indicada, quando armazenados e manipulados conforme
descrito no protocolo.

Devem eliminar-se os calibradores abertos apos 8 horas.

Procedimento

1.

Cada lote novo de cartucho de reagente tem de ser calibrado antes da primeira utilizagéo. O
software ndo permitird utilizar um lote novo até que seja calibrado.

Antes da utlizacdo, tem de misturar-se suavemente cada calibrador para garantir a
homogeneidade. Evite a formagdo de espuma, uma vez que as bolhas podem interferir com
a detecdo do nivel do liquido dos instrumentos. Destape cada tubo calibrador e coloque
ambos num rack de amostras, com os cédigos de barras virados para a frente através dos
espacos no rack. Coloque o rack de amostras no carrossel de amostras do instrumento BIO-
FLASH e feche a porta. O instrumento lera os cddigos de barras nos tubos calibradores e
identificard o cartucho de reagente necessario. Consulte o manual do operador fornecido
com o sistema BIO-FLASH relativamente a instru¢gbes de funcionamento pormenorizadas do
analisador quimioluminescente BIO-FLASH e do software BIO-FLASH.

O instrumento testara entdo cada calibrador em triplicado. Apds os Calibradores terem sido
testados, o software exigira a validagdo da calibracdo. A partir do ecrd Instrument
Summary, cligue no botdo de seta Choose more options — Ctrl-M (V). Selecione
Calibration Ctrl-F3. Na janela Calibracao, realce o ensaio pretendido e clique em Details.

Na nova janela Calibration Details, selecione a calibracdo que acabou de ser executada. A
Curva Modelo aparece como uma linha tracejada, ao passo que a Curva de Trabalho
aparece como uma linha continua. Se os resultados da calibracdo forem validos, aparecera
um botdo de validacdo no canto inferior esquerdo do ecrd. Clique no botdo Validate
Calibration.

Quando a calibracéo tiver sido validada, o lote do cartucho de reagente onde se realizou a
calibracdo esta pronto a ser utilizado. Recomenda-se testar os Controlos QUANTA Flash
Ro052 (vendidos separadamente — nimero de pec¢a 701262) apos a calibracao de um lote de
cartucho de reagente.
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Rastreabilidade

Nédo estd disponivel soro de referéncia internacional para anticorpos anti-Ro52 que permita a
normalizacéo de ensaios de anticorpo anti-Ro52. Em vez deste, testou-se o soro de referéncia do
Center of Disease Control and Prevention para anticorpos anti-SS-A/Ro(1S2105 ANA #7 anti-SS-
A/Ro) e determinou-se uma concentracéo de 40,8 UQ.

LimitacOes

Estes calibradores estdo concebidos para 4 calibragbes. O tempo total em que os tubos
calibradores podem estar destapados dentro do instrumento é de 8 horas. Se se deixarem o0s
calibradores destapados, dentro do instrumento, durante mais tempo, deverdo ser eliminados.
Utilizar os mesmos tubos calibradores durante mais de 4 calibracdes e/ou mais de 8 horas pode
originar uma calibragéo incorreta do ensaio que, por sua vez, pode fornecer resultados errados.
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QUANTA Flash® Ro52 701262
Controlos

Para Utilizagdo em Diagndstico In Vitro
APENAS PARA EXPORTACAO. NAO SE DESTINA A VENDA NOS
ESTADOS UNIDOS.

Utilizacao prevista

Os controlos QUANTA Flash Ro52 destinam-se a utilizacdo com os Reagentes QUANTA Flash
Ro52 para controlo de qualidade na determinacdo de autoanticorpos IgG anti-Ro52 em soro
humano.

Resumo e principios do procedimento

Os Controlos QUANTA Flash Ro52 séo constituidos por um Controlo Negativo e um Controlo
Positivo. Cada um contém uma quantidade diferente de anticorpos anti-Ro52. O Controlo Negativo
destina-se a avaliar a precisé@o e a exatidao do ensaio com niveis de autoanticorpo muito baixos. O
Controlo Positivo destina-se a avaliar a precisdo e a exatiddo do ensaio com niveis de autoanticorpo
desde moderados a elevados.

Reagentes

1. Controlo Negativo do QUANTA Flash Ro52: dois (2) tubos marcados com cédigo de barras,
contendo 0,5 mL de reagente pronto a usar. Controlos contendo anticorpos humanos para
Ro52 em estabilizadores e conservantes.

2. Controlo Positivo do QUANTA Flash Ro52: dois (2) tubos marcados com codigo de barras,
contendo 0,5 mL de reagente pronto a usar. Controlos contendo anticorpos humanos para
Ro52 em estabilizadores e conservantes.

Adverténcias

1. Todo o material de origem humana utilizado na preparacdo dos controlos deste produto foi
testado e deu resultados negativos com métodos aprovados pela FDA para anticorpos de
VIH, HBsAg e VHC. Contudo, nenhum teste pode garantir com certeza absoluta a auséncia
de VIH, VHB, VHC ou outros agentes infecciosos. Portanto, devem manipular-se os
Controlos QUANTA Flash Ro52 como se fossem qualquer material potencialmente
infeccioso.™®

2. Usar equipamento de protecdo individual apropriado para trabalhar com os reagentes
fornecidos.
3. Os salpicos de reagentes devem ser limpos imediatamente. Respeitar todas as

regulamentacdes ambientais, nacionais e locais relativas a eliminacéo de residuos.

Precaucdes

1. Este produto destina-se a utilizagdo para diagnéstico In Vitro .

2. Os Controlos QUANTA Flash Ro52 destinam-se a ser utilizados com o0 ensaio QUANTA
Flash Ro52.

3. N&ao transfira os reagentes do controlo para tubos secundérios. O instrumento utiliza os
codigos de barras nos tubos para identificar o controlo.

4, Uma vez aberto, cada tubo de controlo esta em condi¢cdes de ser utilizado até 15 vezes,
com um tempo maximo por utilizacdo de 10 minutos inserido no instrumento.

5. A contaminagcdo quimica dos reagentes pode surgir devido a limpeza ou lavagem

inadequada do instrumento. Os residuos de quimicos laboratoriais comuns, como formalina,
lixivia, etanol ou detergente, podem causar interferéncia no ensaio. Certifigue-se de que
segue o procedimento de limpeza recomendado do instrumento, conforme definido no
manual do operador do BIO-FLASH.
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Condicoes de conservacgao

1. Conserve os controlos por abrir a 2-8 °C. N&do congele. Os reagentes permanecem estaveis
até a data de validade indicada, quando armazenados e manipulados conforme descrito no
protocolo.

2. Podem utilizar-se os controlos abertos até 15 vezes, com um tempo maximo por utilizacao

de 10 minutos inseridos no instrumento. O tempo total em que os tubos de controlo podem
estar abertos colocados no instrumento € de 2 horas e meia, ou 10 minutos por utilizacéo.
Se se deixarem os controlos abertos, colocados no instrumento, por um periodo total
superior a 2 horas e meia, deverdo ser eliminados. Utilizar os mesmos tubos de controlo
durante mais de 15 utilizacdes e/ou mais de um total de 2 horas e meia, pode originar
resultados errados.

3. Para a estabilidade ideal, retire os controlos do sistema imediatamente apds a amostragem
e guarde-os a 2-8 °C tapados no frasco original.

Procedimento

Para criar novos materiais de CQ para o Ensaio Ro52:

1. Antes de utilizar Controlos QUANTA Flash Ro52 pela primeira vez no instrumento, tem de
introduzir no software o nome, o lote, a data de validade, o valor (ou dose) e as informacgdes
de DP alvo.

2. A partir do ecra Instrument Summary, cligue no botdo de seta Choose more options —
Ctrl-M (). Selecione QC Ctrl-F2. Clique no botdo New QC Material .

3. Com cada conjunto de Controlos esta incluida uma ficha de dados especifica do lote.

Introduza primeiro 0 nome, o nimero do lote e a data de validade desta folha de dados no
software. Em seguida, clique no botdo Add Assay. Na nova janela, certifique-se de que a
caixa Show All Assays estd marcada. Selecione o ensaio Ro52 da lista e clique em Add.
Por fim, introduza a dose alvo e o DP alvo. Clique em Save. Execute este processo para
ambos os controlos.

Para criar um novo lote para materiais de CQ existentes:

1. Antes de utilizar um nove lote de Controlos QUANTA Flash Ro52 pela primeira vez, tem de
introduzir no software o lote, a data de validade, o valor (ou dose) e as informagfes de DP
alvo.

2. A partir do ecrad Instrument Summary, cligue no botdo de seta Choose more options —

Ctrl-M (). Selecione QC Ctrl-F2. Realce o ensaio Ro52 na coluna do lado esquerdo. Em
seguida, realce o material do controlo apropriado do lado direito (“Ro52N” para Controlo
Negativo ou “Ro52P” para Controlo Positivo). Clique no botdo New QC Lot.

3. Com cada conjunto de Controlos estd incluida uma ficha de dados especifica do lote.
Introduza as informacdes desta ficha de dados no software. Estas deverao incluir o nimero
do lote, a data de validade, a dose alvo e o DP alvo. Se necessario, clique no botdo Add
Assay. Na nova janela, certifique-se de que a caixa Show All Assays estd marcada.
Selecione o0 ensaio Ro52 da lista e clique em Add. Cligue em Save. Execute este processo
para ambos os controlos.

Recomenda-se que os Controlos QUANTA Flash Ro52 sejam utilizados uma vez cada dia que se
utilize o ensaio.

Antes da utilizacdo, tem de misturar-se suavemente cada controlo para garantir a homogeneidade.
Evite a formacao de espuma, uma vez que as bolhas podem interferir com a dete¢éo do nivel do
liguido dos instrumentos. Destape cada tubo de controlo e coloque ambos num rack de amostras,
com os cbdigos de barras virados para a frente através dos espacos no rack. Coloque o rack de
amostras no carrossel de amostras do instrumento BIO-FLASH e feche a porta. O instrumento lera
0s codigos de barras nos tubos de controlo e identificard o cartucho de reagente necessario.
Consulte o manual do operador fornecido com o sistema BIO-FLASH relativamente a instrucfes de
funcionamento pormenorizadas do analisador quimioluminescente BIO-FLASH e do software BIO-
FLASH.
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Rastreabilidade

Nédo estd disponivel soro de referéncia internacional para anticorpos anti-Ro52 que permita a
normalizacéo de ensaios de anticorpo anti-Ro52. Em vez deste, testou-se o soro de referéncia do
Center of Disease Control and Prevention para anticorpos anti-SS-A/Ro(1S2105 ANA #7 anti-SS-
A/Ro) e determinou-se uma concentracéo de 40,8 UQ.

Limitacdes

Estes controlos estdo concebidos para 15 utilizacdes. A etiqueta de cada tubo de controlo tem uma
fila de 15 caixas que podem marcar-se para verificar o nimero de utilizacdes. O tempo total em que
0s tubos de controlo podem estar abertos colocados no instrumento é de 2 horas e meia, ou 10
minutos por utilizacdo. Se se deixarem os controlos abertos, colocados no instrumento, durante
mais tempo, deverdo ser eliminados. Utilizar os mesmos tubos de controlo durante mais de 15
utilizagbes e/ou mais de um total de 2 horas e meia pode originar resultados errados.
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Dispositivo médico para diagndéstico In Vitro
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18



QUANTA Flash é uma marca comercial da INOVA Diagnostics Inc. BIO-FLASH é uma marca

comercial registada da Biokit S.A. © 2012

Fabricado por:

INOVA Diagnostics, Inc.

9900 Old Grove Road

San Diego, CA 92131

Estados Unidos da América

Assisténcia Técnica (apenas EUA e Canadd): 877-829-4745
Assisténcia Técnica (Fora dos EUA): 1 858-805-7950
support@inovadx.com

Representante Autorizado na UE:

Medical Technology Promedt Consulting GmbH
Altenhofstrasse 80

D-66386 St. Ingbert, Alemanha

Tel.: +49-6894-581020

Fax.: +49-6894-581021

Www.mt-procons.com

621260PRT Novembro de 2012
Revisdo 0

19



