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ANA PROFILE 25 Ag DOT for BDI

Bestelcode: AD ANA25DBD
BlueDiver Protocol: 02

BEOOGD GEBRUIK

ANA PROFILE 25 Ag DOT for BDI is een immunodot-kit voor de detectie van IgG-auto-antilichamen in humaan serum tegen
de volgende antigenen: nucleosomen, dsDNA, histonen, Sm, RNP 68kD/A/C, Sm/RNP, SSA/Ro 60kD, SSA/Ro 52kD, SSB, Scl-70,
Ku, PM-Scl 100, Mi-2, Jo-1, PL-7, PL-12, SRP-54, ribosoom PO, CENP-A/B, PCNA, sp100, gp210, M2 recombinant, M2/nPDC
en F-actine.

Deze kit is bedoeld om de resultaten van patronen verkregen door immunofluorescentie, de screening- en referentiemethode
in auto-immuniteit, te bevestigen; de kit is bedoeld als hulpmiddel bij de diagnose van de volgende auto-immuunziekten
(zie Diagnostische waarden van auto-antilichamen voor meer informatie).

De test is bedoeld voor een grote, routinematige populatie. Deze kit is strikt voorbehouden voor professioneel gebruik in klinische
analyselaboratoria. Deze kit is strikt bedoeld als geautomatiseerde test en kan alleen worden gebruikt in een BlueDiver-instrument,
model I of II (hierna respectievelijk BDI I of BDI II genoemd).

Voor een semi-kwantificering van de testresultaten is het noodzakelijk het BlueDiver Scanner-scansysteem/Dr Dot-software te
gebruiken. Dit systeem is niet inbegrepen in het BDI I, maar wel in het BDI II (zie punt 4).

PRINCIPE VAN DE TEST

Deze kit en alle onderdelen ervan zijn uitsluitend bedoeld voor uitvoering op het BDI I of II.

De test is gebaseerd op het principe van een enzymimmunoassay (EIA). De teststrip bestaat uit een membraan op een specifieke
kunststof onderlaag. Tijdens de geautomatiseerde testprocedure incubeert het BDI de teststrips achtereenvolgens in de verschillende
welletjes van de gebruiksklare reagentiapatronen. Samengevat: in de eerste stap worden de strips met patiéntserum geincubeerd.
Humane antilichamen, indien aanwezig, binden aan de overeenkomstige specifieke antigenen op het membraan. Overtollige
of ongebonden antilichamen worden tijdens de wasfase verwijderd. Vervolgens worden de strips geincubeerd in met alkalische
fosfatase (AP) geconjugeerde geit-antilichamen tegen humaan IgG. Dit enzymconjugaat bindt het antigeen-antilichaam-complex.
Tijdens de tweede wasstap wordt het overtollige conjugaat verwijderd, waarna de strips tot slot in een substraatoplossing worden
geincubeerd. Als er sprake is van enzymactiviteit zijn er paarse spots op het membraan te zien. De intensiteit van de kleuring
is recht evenredig met het aantal antilichamen in het monster. Alle gemeten resultaten zijn semi-kwantitatief dankzij een
ingebouwde 6-punts kalibratiecurve, inclusief blanco controle. Er zijn ook verschillende controles (monster, conjugaat en substraat)
gecoat op de strips. Hierdoor zijn alle stappen van het testproces (van het laden van de monsters tot de kinetiek van het substraat,
en de specificiteit/reactiviteit van het conjugaat) gevalideerd. Voor een optimale precisie zijn alle spots in een drievoud (triplet)
microdotformaat op de membraan gecoat, waardoor voor elke parameter (antigenen, kalibratiecurve en controles) een gemiddelde
waarde en betrouwbaarheidsinterval kan worden berekend. De kit bestaat uit 24 tests voor eenmalig gebruik.

INHOUD VAN DE KIT

Controleer voor het gebruik van de kit dat alle genoemde artikelen aanwezig zijn. Controleer ook

of de eigenschappen van het product overeenkomen met de hieronder beschreven eigenschappen..

Als een van de artikelen ontbreekt, beschadigd of niet conform is, mag de kit niet worden gebruikt. Neem contact
op met de distributeur.

BESTANDDELEN

a) Striphouder met microdotstrips b) Patroon (24 stuks met 7 welletjes per stuk; verzegeld)

\ (3 x 8 strips met kunststof onderlaag, individueel —_z_ s _ - s 7 7

\ afbreekbaar); verzegeld in aluminium verpakking === =

Elke strip is voor eenmalig gebruik. n —E'
al=2]= —
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EA || ——————————— Bestelcode q; b =) b :—~
1 Strip nummer — a oy
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Monster controle

- — E =2|> S > 1/
Verdunnings- Ist¢ position, 1 x 1,4 ml (geel)

Antigenen buffer bevat: H20 « TBS « BSA « NaCl - Tween -
conserveermiddelen « kleurstof «
antischuimemulsie

Wasbuffer I1¢, III¢, IV® en VI® positie, 4 x 1,4 ml (kleurloos)
bevat: H:0 + TBS « NaCl - Tween -
conserveringsmiddelen - antischuimemulsie
saefl —— Blanco Controle Conjugaat Ve positie, 1 x 1,4 ml (rood)
b bevat: H20 « TBS + NaCl « KCI « MgCL; « AP-
o Kalibratiecurve geconjugeerde geit-antilichamen tegen
sasff — Conjugaat controles humaan IgG - conserveringsmiddelen «
‘ Substraat Controles kleurstof « antischuimemulsie
Monster controle Substraat VII® positie, 1 x 1,4 ml (lichtgele oplossing)
bevat: H:0 « conserveringsmiddelen « MgCL- « TBS
« NBT-stabilisator « NBT « BCIP

O/
c) Documenten: Gebruiksaanwijzing (IFU), certificaat van analyse
(CoA)

Afkortingen in alfabetische volgorde:
AP = Alkalische fosfatase; BCIP = Broom-chloor-indolyl-fosfaat; BSA = Runderserumalbumine; KClI = Kaliumchloride; MgCl. = Magnesiumchloride;
NaCl = Natriumchloride; NBT = Nitroblauwtetrazolium; TBS = Tris-gebufferde zoutoplossing
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Voor meer informatie over de samenstelling en de concentratie van de gebruikte werkzame stoffen verwijzen wij naar het MSDS dat op aanvraag
beschikbaar is of naar www.alphadia.be.

Gebruikte symbolen op kitetiketten

Attention : consult instructions for use
Attenzione : consulti le istruzioni per uso

Coated strip
Strips rivestita

Dispositivo medico diagnostico in vitro

Zur medizinischen diagnostischen Anwendung in vitro

Dispositif médical de diagnostic in vitro
Dispositivo médico para uso diagnostico in vitra
Dispositivo médico para uso diagnostico in vitro
latpikd uhikd yua duayvwon In Vitra

q

Achtung :Gebrauchsanwendung beachten Streifen

EIE Attention : consulter le mode d'emploi Bandelette
Atentién : consultar las instrucciones Tira
Atencdo : consultar instrugdes para uso Tira
MNpogoyr : ZupPBouleutelte ng obnhieg yprong ITypdtwy
In vitro diagnostic medical device CE Mark

Marcatura CE
CE-Kennzeichnung
Marquage CE
Marca CE
Marcagdo CE
povoypdadpnaon CE

To be stored from 2°C to 8°C
Conservazione da 2 — 8°C
bei 2°C bis 8°C lagern

A conserver de 2°C a 8°C

For ... uses

Per .. dosaggi

Fur ... Anwendungen
Pour ... utilisations

Almacenara 2 - 8°C Para ... usos

Armazenar a 2 —82C Para ... utilizagdo

AnoBnkedote otoug 2 fwg 8°C VLI ... XPNOELS

Batch Number Code

Lotto numero Codice

Chargennummer Artikelnummer
LOT Désignation du lot Référence

Denominacion de lote Cadigo

Numéra do lote Codigo

Kwdixoe Kuwdikocg

-

Use by (last day of the month)

Utilizzare prima del (ultimo giorno del mese)
Verwendbar bis (letzter Tag des Monats)
Utiliser avant (dernier jour du mois indiqué)
Estable hasta [usar antes de ultimo dia del mes)
Data limite para utiliza¢do (ultimo dia do més)
Xprion £wcg (teAeutala nuépa Tou piva)

Y.

AN

To be protected from direct sunlight

Proteggere dalla luce
Vor Licht schitzen
Protéger de la lumigre
Proteja de la luz

Proteger da exposicdo a luz
Mpootatevete Tov avibpaotrpuo

Cartridge Manufactured by
Cartuccia Fabbricado da

Patrone Hergestellt von
Cartouche Fabriqué par

cartucho Fabricado por

cartucho Fabricado por

KOOoETa Kataokevalstal and tnv

3.2 Gebruikte antigenen

Nucleosomen

dsDNA
Histonen
Sm

RNP 68kD/A/C
Sm/RNP

SSA/Ro 60kD
SSA/Ro 52kD

SSB
Scl-70
Ku

PM-Scl 100

Mi-2

PL-12
SRP-54

Ribosoom PO

dsDNA gewikkeld rond een kern van histon-octameren. Heterogeen mengsel van pure natieve poly-
nucleosomen, samengesteld uit ongeveer 7 tot 28 mononucleosomen. Bevat de histonen H2a, H2b, H3-H4
en sporen van H1 (gezuiverd uit chromatine van runderthymus).

Dubbelstrengs DNA (gezuiverd uit runderthymus)
Mengsel van H1, H2a, H2b, H3-H4 (gezuiverd uit runderthymus)

Kernproteinen van snRNP-deeltjes; bevat voornamelijk D-eiwit; E, F, G-subeenheden zijn detecteerbaar;
BB'-eiwitten zijn niet detecteerbaar (gezuiverd van runderthymus)

Mengsel van 68 kD, A- en C-eiwitten uit snRNP-deeltjes (recombinant, humaan, tot expressie gebracht
in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

snRNP-deeltjes; bevat hoofdzakelijk 68kD-, A-, BB'-, C- en D-eiwitten; een significante hoeveelheid snRNA
is detecteerbaar (gezuiverd van runderthymus)

Ro60kD-eiwit (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

E3-ubiquitine ligase (tripartite motif protein 21, TRIM21) (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in
Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

La50kD-eiwit (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)
DNA-topoisomerase I (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

Regulerende subeenheid van DNA-afhankelijke eiwitkinase (70/80 kD heterodimer (recombinant, humaan,
tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

Polymyositis/scleroderma-antigeen (100 kD-subeenheid) (recombinant, humaan, tot expressie gebracht
in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

CHD4-eiwit (chromodomain helicase DNA-bindend eiwit), subeenheid Mi-2 béta (recombinant, humaan,
tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

Histidyl-tRNA I-synthetase (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde
Sf9-cellen)

Threonyl-tRNA I-synthetase (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde
Sf9-cellen)

Alanyl-tRNA I-synthetase (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde
Sf9-cellen)

54 kD-subeenheid van het signaalherkenningsdeeltje (SRP) (recombinant, humaan, tot expressie gebracht
in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

Ribosomaal PO-eiwit (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)
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CENP-A/B Centromeer-eiwitten A en B (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde
Sf9-cellen)

PCNA Proliferating cell nuclear antigen (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-geinfecteerde
Sf9 cellen)

spl100 100 kD-subeenheid van het kernlichaam (recombinant, humaan, tot expressie gebracht in Baculovirus-
geinfecteerde
Sf9-cellen)

gp210 Glycoproteine van het nucleaire poriéncomplex (36-aminozuursequentie overeenkomend met de C-

terminale cytoplasmatische staart van gp210, humaan, recombinant, tot expressie gebracht in E. coli)

M2 recombinant E2-subeenheden van: Branched-Chain OxoAcid Dehydrogenase Complex, van OxoGlutarate Dehydrogenase

Complex en van Pyruvate Dehydrogenase Complex (recombinant, humaan, tot expressie gebracht
in Baculovirus-geinfecteerde Sf9-cellen)

M2/nPDC El-, E2-, E3-subeenheden van Pyruvate Dehydrogenase Complex (gezuiverd uit runderhart)
F-actine In-vitro gepolymeriseerde actinefilamenten (bereid uit gezuiverd G-actine (skeletspier van konijn))
4. VEREIST, MAAR NIET VOORZIEN MATERIAAL
BDI I:
Het BDI I is een instrument dat de verschillende incubatie- en wasstappen van de microarray-strips
van Alphadia uitvoert, vanaf de afgifte van het monster tot de uiteindelijke kleurontwikkeling. De
maximale capaciteit bedraagt 24 strips die gelijktijdig geincubeerd worden. Elke strip is verbonden
met een patroon die de verschillende reagentia voor de test bevat. Het BDI I beschikt over een
barcodelezer die controleert of een strip correct met de bijbehorende patroon is verbonden.
Voorafgaande opleiding wordt sterk aanbevolen (raadpleeg uw verdeler).
Raadpleeg de gebruikershandleiding alvorens het BDI I te gebruiken.
BlueDiver Scanner en De BlueDiver Scanner en Dr Dot software zijn bedoeld voor het uitlezen van testresultaten van
Dr Dot software: microarray strips. De Dr Dot software en de BlueDiver Scanner moeten in combinatie met elkaar

BDI II:

gebruikt worden.

De scanner is speciaal ontwikkeld voor het lezen van de strips met "BlueDiver" design. Op basis van
het beeld van de gescande strips zet de Dr Dot software de intensiteit van elke dot/lijn in een
numerieke waarde om (de numerieke schaal is gebaseerd op een grijsschaal). De resultaten worden
uitgedrukt in willekeurige eenheden (van 0-100). 1-24 strips kunnen worden afgelezen.
Voorafgaande opleiding wordt sterk aanbevolen (raadpleeg uw verdeler).

Neem contact op met uw verdeler om de laatste versie van de Dr Dot software te verkrijgen.
Gelieve de gebruikershandleiding te raadplegen alvorens de BlueDiver Scanner en Dr Dot software
te gebruiken.

Het BDI II is een instrument dat de verschillende stappen (zoals het pipetteren van monsters,
incubatie, wassen, drogen en aflezen) van de microarray-strips van Alphadia uitvoert, vanaf het
storten van het monsterbuisje tot de uiteindelijke aflezing van de strips.

De maximale capaciteit van het BDI II is van 24 strips die gelijktijdig geincubeerd worden. Elke strip
is verbonden met een patroon die de verschillende reagentia voor de test bevat. Het BDI II beschikt
over een barcodelezer die controleert of een strip correct met de bijbehorende patroon is verbonden.
Het systeem omvat het BlueDiver Scanner en Dr Dot leessysteem.

Een voorafgaande opleiding is verplicht (raadpleeg uw verdeler).

Raadpleeg de gebruikershandleiding alvorens de BDI II te gebruiken.

Ander materiaal: Micropipetten, absorberend papier, beschermingsmiddelen (zie punt 6).

OPSLAG

De kit moet gedurende de gehele geldigheidsperiode worden bewaard bij een temperatuur tussen +2 °C tot +8 °C (zie vervaldatum
op de kit). Niet in de vriezer bewaren.

Na de eerste opening van de kit moeten ongebruikte reagentia-patronen bij 2 - 8 °C worden bewaard, bij voorkeur in de originele
verpakking van de kit, beschermd tegen (zon)licht.

Ongebruikte strips moeten weer in de bijgeleverde zakjes worden geplaatst, verzegeld en bij voorkeur in de originele verpakking bij
2 tot 8 °C worden bewaard. Bij correcte opslag zijn alle onderdelen van de kit stabiel tot de aangegeven vervaldatum.

VOORZORGSMAATREGELEN

1.

2.

Alle reagentia zijn uitsluitend bestemd voor in-vitrodiagnostiek en professioneel gebruik. De kit mag alleen door opgeleid
technisch personeel worden verwerkt.

De reagentia in de kit worden als niet gevaarlijk beschouwd, aangezien de concentraties van potentieel gevaarlijke chemische
stoffen onder de door de Europese regelgeving voorgeschreven drempelwaarden liggen. Meer informatie is beschikbaar op het
MSDS van de kit (beschikbaar op aanvraag of op de website: www.alphadia.be).

Desondanks bevat het product conserveringsmiddelen die (in hun gegeven concentratie) licht vervuilende eigenschappen
kunnen hebben of overgevoeligheidsreacties van de huid kunnen veroorzaken. Daarom moet contact met de huid, ogen
of slijmvliezen worden vermeden. Zoals bij elke chemische stof die specifieke gevaren bevat, mag het product/de componenten
van het product alleen door gekwalificeerd personeel en met de nodige voorzorgsmaatregelen worden gehanteerd.

De monsters van patiénten moeten worden behandeld alsof ze besmettelijke ziekten kunnen overdragen; ze vereisen dus een
geschikte bescherming (handschoenen, laboratoriumjas, veiligheidsbril). In ieder geval moeten de GLP-regels worden toegepast
met alle geldende algemene of individuele veiligheidsregels.

Afvalverwijdering: Patiéntmonsters, geincubeerde teststrips en patronen moeten als besmettelijk afval worden behandeld.
De dozen hoeven niet afzonderlijk te worden ingezameld, tenzij anders vermeld in de officiéle voorschriften.
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AANBEVELINGEN

1. Alphadia en zijn erkende distributeurs kunnen niet aansprakelijk worden gesteld voor schade die indirect of als gevolg van een
verandering of wijziging in de aangegeven procedure, een oneigenlijk gebruik van de kit en/of het gebruik van een onvolledige
of beschadigde kit ontstaat. Het gebruik van deze kit is voorbehouden aan gekwalificeerd technisch personeel.

De aansprakelijkheid van Alphadia blijft in alle gevallen beperkt tot het vervangen van de kit.

In het geval van een ernstig incident (letsel, verslechtering van de gezondheid of overlijden) met deze IVD-kit, dient
u dit onmiddellijk te melden aan de fabrikant (zie adres hieronder) en aan de bevoegde instantie in uw land.

AFNAME, HANTERING EN OPSLAG VAN MONSTERS

De test mag alleen worden gebruikt op recent verzamelde serummonsters! Onzuivere sera moeten op lage snelheid worden
gecentrifugeerd. Bloedmonsters worden verzameld in droge buizen. Vermijd het gebruik van een pool met verschillende sera,
aangezien dit tot inconsistente resultaten kan leiden (zie punt 10.4). Na centrifugatie moeten de serummonsters direct worden
gebruikt, of in kleinere hoeveelheden worden verdeeld worden en bij 2 - 8 °C bewaard (voor opslag van een paar dagen). Voor
langere perioden moeten ze worden ingevroren bij minstens -20 °C. Vermijd het herhaaldelijk invriezen en ontdooien van
de monsters.

TESTPROCEDURE

BASISINFORMATIE, HANTERING EN TIPS:

Principe van het TESTPROCES:

Na handmatig laden van de strips en reagentia-patronen worden de incubatie- en wasstappen van de procedure automatisch door
het BDI verwerkt; dit zorgt voor de efficiénte circulatie van de buffers over de oppervlakte van de strips dankzij een constante
op en neer gaande beweging van de strips in de welletjes van de reagentiapatronen. De gehele testprocedure wordt uitgevoerd
bij kamertemperatuur.

Beschrijving van de STRIPS:

wN

De reactieve zijde van de strips (voorkant) is voorzien van Op de niet-reactieve zijde (achterkant) van
antigeenspots, te zien als lichtblauwe spots. De kleuring van de strips staat alfanumerieke en barcode-informatie
de antigeenspots toont aan dat alle antigenen correct op het membraan waarmee het BDI het striptype, het lothnummer
zijn aangebracht. De kleur verdwijnt tijdens de procedure. en het incubatieprotocol kan identificeren.

Op de voorkant van elke strip staat een stripnummer en 2D-barcode
waarmee de strips nadat deze aan het einde van de test uit het BDI zijn
verwijderd kunnen worden getraceerd. C |

(== 5

Voordat het geautomatiseerde proces kan starten, moeten de strips handmatig in de daarvoor bestemde klem worden geplaatst
(zie 9.1 en 9.2 Testvoorbereiding hierna). Raak tijdens deze handeling nooit de membraanzone van de strips met de vingers aan.
Draag altijd laboratoriumhandschoenen dragen en pak alleen de kunststof delen (de onderlaag van de strip) vast voor hantering
of bewerking van de strips.

Beschrijving van de PATRONEN: (Zie afbeelding op pagina 1)

De reagentiapatronen bevatten 7 verschillende welletjes die gevuld zijn met gebruiksklare reagentia. De patroon is verzegeld
en de reagentiawelletjes zijn hermetisch van elkaar gescheiden. De verzegeling moet voor gebruik verwijderd worden. Na het
openen van de patroon deze voorzichtig manipuleren om morsen en besmetting tussen de welletjes te voorkomen.

De achterkant van de patroon is gelabeld met alfanumerieke en barcode-informatie waarmee het BDI het patroontype en lotnummer
kan identificeren.

De patronen moeten handmatig in de patroonhouder worden geplaatst voordat het geautomatiseerde proces kan starten
(zie 9.1 en 9.2 Testvoorbereiding hierna). Voor een optimale positie en oriéntatie in de houder heeft de voorkant van de patronen
een driehoekig gedeelte onderin, en twee vierkante delen aan de achterkant, boven en onder.

Beschrijving van de CONTROLES:
De monstercontrole of RC (reactiecontrole) bestaat uit een eiwit dat alle immunoglobulinen in het monster fixeert. Als de test

correct is uitgevoerd, zal deze controle aan het einde van de test een kleuring vertonen (met een intensiteit die afhankelijk is van
de effectieve concentratie van de immunoglobulinen in het monster).

Het ontbreken van een kleuring van deze spot aan het einde van de test kan erop wijzen dat het monster niet op de strip
is gepipetteerd (zie 10.4 Problemen oplossen). De Dr Dot-software geeft aan of de RC laag (45%<RC<55%) of afwezig
(45% of minder) is.

De blanco controle is een maat voor de algemene achtergrond van de test en is het startpunt (0 E/ml) van de kalibratiecurve van
de test.

De kalibratiecurve bestaat uit 6 punten die overeenkomen met een seriéle verdunning van een eiwit dat reageert met het
enzymsubstraat en met bepaalde bestanddelen van de geteste monsters (0 E/ml, 6 E/ml, 12 E/ml, 25 e¢/ml, 50 E/ml en 100 E/ml).
Als de test correct is uitgevoerd, vertoont de kalibratie aan het einde van de test een kleuring, met een signaal dat afhankelijk
is van de kinetiek van het substraat en de kenmerken van het monster. De logaritmische regressie die wordt verkregen door het
meten van de 6 curvepunten simuleert de bindingskinetiek van een auto-antilichaam op zijn specifieke antigeen. De semi-
gekwantificeerde resultaten die worden verkregen met deze kit zijn dan veel beter gecorreleerd met de concentratie auto-antilichaam
die aanwezig is in het monster.

Het 6 E/ml-curvepunt komt overeen met de drempelwaarde (CO = afkapwaarde) voor de uiteindelijke interpretatie van de resultaten
(zie punt 10).

De Dr Dot-software geeft een foutmelding als de voorwaarde 0 E/ml < 6 E/ml < 12 E/ml < 25 E/ml < 50 E/ml < 100 E/ml niet
wordt geverifieerd.

De conjugaatcontroles (IgG, IgM en IgA) bestaan uit geimmobiliseerde immunoglobulinen van verschillende subtypes
(G, M en A). Als de test correct is uitgevoerd, reageert alleen de IgG-spot. De Dr Dot-software geeft een foutmelding als de 1gG-
controlewaarde te laag is (<15 AU) en/of als de IgM- en IgA-controles te hoog zijn (>15 AU) (AU = absolute eenheden).

AR ]

De substraatcontroles (3 tripletten) bestaan uit geimmobiliseerd enzym dat reageert met het enzymatische substraat. Als
de test correct is uitgevoerd, vertonen deze controles aan het einde van de test een kleuring. De Dr Dot-software geeft een
foutmelding als de helling berekend op de lineaire regressie van de 3 tripletten niet binnen de specificatie valt (0,1<helling<3,0).
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STRIP/PATROON-combinatie

De strips en patronen van eenzelfde testkit hebben hetzelfde lotnummer en het is de bedoeling dat ze in lot-specifieke paren worden
gebruikt. Als een strip wordt geplaatst in een patroon met een ander lothummer wordt dit door het BDI gedetecteerd als een
ongeldige instelling en stopt het proces automatisch.

Zolang alle paren lot-specifiek en dus geldig zijn, kunnen in eenzelfde run paren uit verschillende kits door het BDI verwerkt worden.
Er kunnen echter alleen kits met hetzelfde protocolnummer (d.w.z. dezelfde incubatietijd en volgorde) in eenzelfde run worden
verwerkt. Het protocolnummer is onder de kitreferentie bovenaan de eerste pagina gegeven.

9.1 Testvoorbereiding op het BDI 1
Raadpleeg voor elk gebruik van het BDI I de gebruiksaanwijzing die bij het instrument is geleverd.

Vo6oér gebruik alle componenten op kamertemperatuur laten komen (+18 °C tot +25 °C).

Er moet altijd een werklijst (door de Dr Dot-software of extern) worden opgesteld. Dit dient als ondersteuning voor het laden
en voor de juiste combinatie van strips, patronen en patiéntmonsters.

Zorg ervoor dat de patroonhouder correct in het BDI I is geplaatst.

Zorg ervoor dat het BDI I is aangesloten.

De volgorde hierna geeft een overzicht van de belading en de voorbereiding van het BDI I, de teststrips, patronen en monsters van
patiénten voor het begin van de test. Voor verdere informatie of in geval van een probleem verwijzen wij u naar de handleiding van

het BDI I.

1. Schakel het BDI I in en wacht een paar seconden tot de datum en tijd op het scherm worden weergegeven.

2. Bevestig de juiste datum en tijd door op V op het scherm te drukken (raadpleeg bij een eerste gebruik of voor een reset
de handleiding van het BDI I). — "Initialize?" wordt op het scherm weergegeven.

3. Bevestig de initialisatie door op het scherm op V te drukken — de horizontale arm van het instrument komt automatisch
naar voren en stopt in een centrale (stand-by) positie — "Load strips (24)" wordt op het scherm weergegeven.

4, (Bij deze stap het aantal strips niet ingeven en niet bevestigen) Verwijder de klem van de arm door deze voorzichtig omhoog
te trekken en laad de strips die moeten worden getest: neem de klem met de genummerde zijde naar boven (open positie)
en plaats de strips, ook met de genummerde (reactieve) zijde naar boven door het bovenste plastic gedeelte (tong)
in de daarvoor bestemde openingen van de klem te schuiven. Geef een lichte druk zodat de plastic tong de onderkant van
de opening bereikt.

Opmerkingen:

Begin het plaatsen van de strips altijd in positie 1 van de klem (linkerkant). Laat geen lege ruimtes tussen de strips!
Controleer de verticale, horizontale en laterale uitlijning van de strips visueel na het plaatsen van alle strips. Duidelijke
afwijkingen moeten worden gecorrigeerd door de strip(s) van de klem te verwijderen en opnieuw te plaatsen.

Opgelet: de verwerking op het BDI en/of het lezen met de BlueDiver Scanner-scanner van de strips kunnen worden
belemmerd door de plastic stukjes die na het individueel afbreken van de striphouders overblijven; verwijder deze met een
schaar.

5. Plaats de klem terug op de arm door deze voorzichtig naar beneden te duwen.

6. Stel het aantal geplaatste strips in met behulp van pijlen omhoog en omlaag.

7. Bevestig het aantal geplaatste strips door op V op het scherm te drukken — de horizontale arm verplaatst zich automatisch
naar de uitlijningsopeningen op de patroonhouder — "Check alignment" wordt op het scherm weergegeven.

8. Controleer de juiste uitlijning van de strips met de functie "JOG": druk aanhoudend op de pijl omlaag tot de onderkant van
de strips in de uitlijningsopeningen van de patroonhouder gaat. Als de strips correct zijn uitgelijnd, raken ze de zijkanten
van de openingen niet.

NB:
Raadpleeg bij een niet correcte uitlijning (contact van de strips met de patroonhouder) de handleiding van het BDI.

9. Bevestig de correcte uitlijning van de strips door op V op het scherm te drukken — het BDI I beweegt de strips volledig
naar beneden in de uitlijningsopeningen en leest de barcodes van de strips — na het lezen van alle barcodes wordt
"Load reagent"op het scherm weergegeven.

NB:
Raadpleeg bij een storing aan een of meerdere barcodes (d.w.z. als de led op de ongelezen posities knipperen),
de handleiding van het BDI I.

10. Open de reagentia-patronen en zet deze onder de respectievelijke strips in de daarvoor bestemde plaatsen
op de patroonhouder.

11. Bevestig het volledig laden door op V op het scherm te drukken — het BDI I leest de barcodes van de patronen en controleert
de juiste combinatie met de strips — na het lezen van alle barcodes wordt het aantal strips (gevalideerde strip/patroon-
combinaties) op het scherm weergegeven.

NB:
Raadpleeg in het geval van een storing aan een of meerdere barcodes, of in het geval van een verkeerde strip/patroon-
combinatie (knipperende led op deze positie), de handleiding van het BDI I.

12. Bevestig het aantal strips door op V op het scherm te drukken — het protocolnummer dat op de barcodes is geidentificeerd
(Protocol ID xx) wordt weergegeven.

13. Bevestig het protocolnummer door op V op het scherm te drukken — "Please close cover" wordt op het scherm
weergegeven.

14. Sluit het deksel van het BDI I en bevestig het sluiten door op V op het scherm te drukken — het BDI I begint met een
eerste wasstap van de strips (voorbehandeling) door de strips in het 2e welletje van de patroon te incuberen
(voorbereidingstijd: 1 minuut) — aan het einde van deze stap wordt "Please open cover" op het scherm weergegeven.

15. Open het deksel van het BDI I en bevestig de opening door op V op het scherm te drukken — de horizontale arm beweegt
zich automatisch naar voren en plaatst de strips in een schuine positie — "Dry strips" wordt op het scherm weergegeven.

16. Droog de strips door voorzichtig te deppen met absorberend papier op de onderste kleine holte (plaats waar het monster
gepipetteerd wordt).

17. Bevestig het drogen door op V op het scherm te drukken — "Apply samples" wordt op het scherm weergegeven.

18. Pipeteer 10 pl patiéntserum in de klein holte onderaan de striphouder.
NB:
Indien gewenst kunnen de 10 pl van het serum ook direct in de verdunningsbuffer ("Well I") worden gepipetteerd. Dit kan
op ieder moment van de test na het openen van de patroon worden gedaan (zie onder punt 9.1.10).

19. Bevestig het laden van de monsters door op V op het scherm te drukken — "Please close cover" wordt op het scherm

weergegeven.
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Sluit het deksel van het BDI I en bevestig het sluiten door op V op het scherm te drukken — het BDI I begint de test
automatisch en gaat door tot alle stappen van het protocol uitgevoerd zijn (zie 9.3). Na voltooiing van het proces beweegt
de klem zich naar een centrale (stand-by) positie in het BDI I om een gemakkelijke hantering van de klem mogelijk
te maken. Het BDI piept en "Finished test" wordt op het scherm weergegeven.

Verwijder de resterende buffer uit de onderste kleine holte door voorzichtig met absorberend papier te deppen
op de onderkant van de strips. Laat de strips ongeveer 30 min drogen voor het interpreteren van de resultaten. Interpretatie
moet binnen 24 uur na het doorlopen van de test plaatsvinden. Wanneer de BlueDiver Scanner wordt gebruikt voor het
interpreteren van de resultaten moeten de strips in de klem worden gelaten.

REGISTRATIE VAN TESTGEGEVENS

Het testprotocol kan worden gedownload: druk op het symbool voor USB-stick en volg de aanwijzingen op het scherm (Insert USB
- Writing USB > Remove USB). Deze stap is niet verplicht, maar wordt ten zeerste aanbevolen ten behoeve van de traceerbaarheid
en de regelgeving.

9.2 Testvoorbereiding op het BDI II
Raadpleeg voor elk gebruik van het BDI II de gebruiksaanwijzing die bij het instrument is geleverd.

- VOor gebruik alle componenten op kamertemperatuur laten komen (+18 °C tot +25 °C).

- Alle voorbereidende stappen die een interventie van de gebruiker vereisen, worden duidelijk in de gebruikersinterface van het
BDI II aangegeven. Het is het instrument dat het aantal en het type aangeeft die moeten worden uitgevoerd volgens

de aanwijzingen die de operator in de fase van de monsteridentificatie heeft gegeven.

De operator wordt door de gebruikersinterface geleid vanaf het pipetteren van de monsters en ingeven van de kits die getest

moeten worden tot de uiteindelijke interpretatie van de resultaten.
- Opgelet: de reagentia-patronen moeten worden geopend voordat u ze in de houder plaatst.

9.3 Testprocedure (Protocol 02 voor alle Alphadia-immunodotkits op BDI I en BDI II):

Stap Beschrijving Verwerkings-
tijd
01. De strips worden in het 1%¢ welletje van de patroon (verdunningsbuffer) geincubeerd. De voorgeladen 30 min
patiéntmonsters komen door contact met de buffer en het bewegen van de strip (zie 9.1.18) uit de kleine holte
onderaan de strips vrij en worden verdund in de verdunningsbuffer.
02. De klem beweegt naar voren en de strips worden in het 29¢ welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min
03. De klem beweegt naar voren en de strips worden in het 39 welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min
04. De klem beweegt naar voren en de strips worden in het 69¢ welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min
05. De klem beweegt naar achteren en de strips worden in het 59 welletje van de patroon geincubeerd (conjugaat). 10 min
06. De klem beweegt naar achteren en de strips worden in het 49 welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min
07. De klem beweegt naar achteren en de strips worden in het 39 welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min
08. De klem beweegt naar achteren en de strips worden in het 29 welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer) 2 min
09. De klem beweegt naar voren en de strips worden in het 79¢ welletje van de patroon geincubeerd (substraat). 10 min
10. De klem beweegt naar achteren en de strips worden in het 69 welletje van de patroon geincubeerd (wasbuffer). 2 min

10. INTERPRETATIE VAN RESULTATEN

De evaluatie van de resultaten wordt uitgevoerd via de Dr Dot-software en het scansysteem (BlueDiver Scanner). Raadpleeg de

specifieke handleidingen.

Let op: Dr Dot-software is uitsluitend bedoeld als ondersteunende software voor de interpretatie van tests. De definitieve klinische

interpretatie moet altijd worden gevalideerd door een professionele technicus of arts.

BELANGRIJK: De positiviteit van alle parameters in deze kit is NIET mogelijk en in zo'n geval is de test NIET geldig.

Er moet een extra test worden uitgevoerd om de diagnose te bevestigen.

1. Neem een BlueDiver-klem uit het BDI. Laat de bewerkte strips aan de BlueDiver-klem zitten Opgelet: de strips moeten

volledig droog zijn voordat u met de scanstap begint!

2. Plaats de BlueDiver-klem, met de reactieve zijde van de strips naar beneden, in de daarvoor bestemde plaats in het deksel van

de BlueDiver Scanner-scanner.
3. Start het scannen van de strips met behulp van de Dr Dot-software.
10.1 Geldigheid controles:
Voorafgaand aan de evaluatie van de antigeenresultaten controleert de Dr Dot-software

automatisch de volgende punten voor validatie van het testproces (zie punt 9 voor de
specificatiewaarden):

aaan
aoa

- De kalibratiecurve (inclusief blanco controle): 6 tripletten, inclusief blanco controle, met S Kalibratiecurve
van boven naar beneden toenemende kleurintensiteit (de curve moet voldoen aan een vooraf E inclusive Blanco Contole
bepaalde vergelijking). . . . ¥ Eﬁ Conjugaat Controles
De monstercontroles: (2 tripletten, de eerste en de laatste rij op de strip) moeten voldoen oo IgA
aan een minimale vooraf bepaalde kleurintensiteit. 0o Substraat Controles
De conjugaatcontroles (3 tripletten, voor respectievelijk van boven naar beneden IgG, IgM 5 % Monster Controles

en IgA) moeten voldoen aan een minimale vooraf bepaalde kleurintensiteit voor het conjugaat
dat in de kit aanwezig is.

De substraatcontroles (3 tripletten met van boven naar beneden toenemende
kleurintensiteit) moeten voldoen aan een vooraf bepaalde lineaire regressie.

(dezelfde als de de eerste rij
op de strip)

ALPHADIA s.AN.V. « rue René Descartes 19 « B-7000 Mons » BELGIUM » www.alphadia.be

TEL +32 (0) 10 68 56 10 « E MAIL : contact@alphadia.be



http://www.alphadia.be/
mailto:contact@alphadia.be

CElIvD| Y/

IFU - Instructions for Use
AD ANA25DBD/p.7 of 12

ALPHADIA

DIAGNOSTIC PRODUCTS

BH

10.2 Semi-kwantificering van de resultaten:

Elke strip bevat een geintegreerde kalibratiecurve met 6 verdunningspunten met
de arbitraire waarden 0 (blanco), 6, 12, 25, 50 en 100 E/ml; de Dr Dot-software meet
de grijswaardenintensiteit van elk verdunningspunt van de curve in drievoud en berekent een
logaritmische regressie om de kalibratiecurve van de test vast te stellen:

Monster Controle

Grijswaarde van een spottriplet (AU) = m* In (a* Overeenkomstige waarde in E/ml + b)

Op basis van deze regressie wordt de grijswaarde van elke antigeenspot berekend in E/ml.

In micro-array kits bedraagt de afkapwaarde (CO) van de fabrikant 6 E/ml voor alle antigenen. Antigenen

POSITIEF RESULTAAT:
Een monster is positief voor een specifiek antilichaam als de waarde van het overeenkomende
antigeen-triplet hoger is dan de waarde van de CO.
In het resultatenblad van de Dr Dot-software is een positief resultaat gemarkeerd, en de berekende
numerieke waarde wordt tussen haakjes aangegeven.

Kalibratiecurve

NEGATIEF RESULTAAT: Blance Conlrole L
Een monster is negatief voor een specifiek antilichaam als de waarde van het overeenkomende
antigeen-triplet lager dan of even hoog is als de waarde van de CO.

Dr Dot- Interpretatie
resultaat ) . ) .
(E/ml) Voor gedeta_lll_eerde informatie over de BlueDiver Scanner-scanner en Dr Dot-software, raadpleegt
n u de handleiding van uw Dr Dot-software.
<6 negatief
6-12 zwak positief
(minder
betrouwbaar(*))
>12 positief

Voor gedetailleerde informatie over de BlueDiver Scanner-scanner en Dr Dot-software, raadpleegt u de handleiding van uw Dr Dot-software.

10.3 Belangrijke aanbevelingen voor de interpretatie van de resultaten

1.

De kits van Alphadia vormen een diagnostisch hulpmiddel. Bijgevolg kan geen enkele diagnose worden gesteld uitsluitend op basis
van deze kits. De resultaten moeten altijd worden geinterpreteerd door rekening te houden met het klinisch onderzoek,
de voorgeschiedenis van de patiént en de resultaten die met andere methoden zijn verkregen.

Geen enkele techniek kan de mogelijkheid van fout-positieve of fout-negatieve resultaten uitsluiten. Met dit in het achterhoofd moet,
voor zover mogelijk, een indirecte immunofluorescentietest worden uitgevoerd voér het gebruik van deze kit (immunofluorescentie
wordt erkend als een referentiemethode in de auto-immuniteit).

De intensiteit van een resultaat is niet noodzakelijkerwijs gerelateerd aan de mate van intensiteit van de ziekte, maar eerder aan
het niveau van de gedetecteerde antilichamen.

Lage titers van auto-antilichamen kunnen voorkomen bij gezonde patiénten. Om deze reden moeten lage positieve resultaten
(dicht bij de CO, tussen 6 en 12 E/ml), hoewel geldig, als dubbelzinnig (minder betrouwbaar) worden beschouwd. In dergelijke
gevallen wordt aanbevolen de patiént opnieuw te testen, bij voorkeur met een nieuw monster. Als het resultaat bij het tweede
testen onduidelijk blijft, moeten andere diagnostische tests en/of klinische informatie worden gebruikt om de auto-immune status
van de patiént te helpen bepalen.

Om verschillende redenen en onder bepaalde omstandigheden kan de kit een defect in de prestaties vertonen (zie 10.4 Problemen
oplossen). In dergelijke gevallen zijn de resultaten niet geldig en kunnen ze niet worden geinterpreteerd. Het wordt aanbevolen om
de test te herhalen. Als de fout blijft bestaan, neemt u contact op met uw distributeur.

De intensiteit van de resultaten kan afnemen als het apparaat aan het einde van zijn levensduur wordt gebruikt. De prestaties van
de kit worden echter niet beinvloed (detectie van positieven en negatieven) onder normale gebruiks- en opslagomstandigheden.
Opeenvolgende bemonstering (op verschillende data) van een auto-immuunpatiént kan soms leiden tot verschillende resultaten van
monster tot monster. Dit verschil kan verschillende oorzaken hebben: de behandeling van de patiént, de evolutie van de ziekte
of een seroconversie. In het specifieke geval van seroconversie kan het resultaat positief zijn voor een auto-antilichaam in een
vroege bemonstering van de patiént, en positief worden voor een ander auto-antilichaam in een latere bemonstering van dezelfde
patiént.

10.4 Problemen oplossen

Probleem

Mogelijke oorzaken + actie

Verschil in resultaten ten opzichte
van een referentiemethode

-Gebruik - verkeerd pipetteren van serum
- verkeerd uitgegeven volume
- gebruik van twee verschillende monsters van dezelfde
patiént (zie punt 10.3.6) of verkeerde behandeling/opslag
van monsters tussen tests
- foutieve Dr Dot-lezing
- de test herhalen
-Materiaal - Storende stof in het monster
- Monster is een pool van verschillende menselijke sera
- de test herhalen en het resultaat door andere methoden
bevestigen
-Methode - intrinsieke prestaties van de kit (zie 11.2: Analytische
sensitiviteit en specificiteit)
- vervallen kit
- stabiliteitsprobleem
Neem contact op met uw distributeur voor verdere technische
ondersteuning

Verschillende resultaten in dezelfde batch
of tussen meerdere batches

- Gebruik - verkeerd pipetteren van serum
- verkeerd uitgegeven volume
- foutief lezen door Dr Dot-software
- de test herhalen
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- Methode - intrinsieke prestaties van de kit (zie 11.1: Herhaalbaarheid
en reproduceerbaarheid)
Vervuiling tussen aangrenzende strips - Gebruik - verkeerd pipetteren van serum

- de test herhalen
- onjuiste verticaliteit van de strips in het BDI
- de verticaliteit corrigeren
Neem contact op met uw distributeur voor verdere technische
ondersteuning

Monstercontrole (RC) afwezig of zwak

- Gebruik - Serum helemaal niet gepipetteerd
- de test herhalen
- Patiént met immunoglobulinetekort
- de test herhalen om de status van de patiént te bevestigen
- Beschadigde reagentia
- de integriteit van de reagentia controleren
- neem contact op met uw distributeur als u een probleem
vermoedt
- Spot niet op de strip
- het aantal spots op de strip tellen; indien dit niet correct
is, neem contact op met uw distributeur.

Kalibratiecurve / IgG-controle /
Substraatcontroles afwezig of laag

- beschadigde reagentia

- de integriteit van de reagentia controleren; neem contact op met uw distributeur als
u een probleem vermoedt

- Spot niet op de strip

- het aantal spots op de strip tellen; indien dit niet correct is, neem contact op met uw
distributeur.

- Patiént met immunoglobulinetekort

- de test herhalen om de status van de patiént te bevestigen

Specificatie curvepunten 0 E/ml < 6 E/ml
<12 E/ml <25 E/ml < 50 E/ml < 100
E/ml is niet geverifieerd.

- foutieve Dr Dot-lezing
- controleer de afleespositie

IgA- en/of IgM-controles te hoog

- storende stof in het monster / hoge achtergrond
- niet in staat de IgA/IgM-controles af te lezen

Niet-specifieke bindingen / hoge
achtergrond / hoge CO-waarde

Vermoedelijke aanwezigheid van een verontreiniging of een storende stof in het
patiéntmonster

- de test herhalen en met een andere methode bevestigen

Neem contact op met uw distributeur voor verdere technische
ondersteuning

Barcode van de strips en/of patronen kan
niet worden gelezen

Productieprobleem, neem contact op met uw distributeur

Verkeerde inhoud van de kit

Productieprobleem, neem contact op met uw distributeur

Een positief resultaat voor ieder
biomarker in de kit

- Probleem met reagentia, neem contact op met uw distributeur
- IgG-deficiéntie (lage kalibatiecurve)

De belangrijkste restrisico's van de kit, zoals vermeld in de risicoanalyse van de kit aan het einde van het ontwerp

(na mitigatie), zijn de volgende:

1) Risico op valse resultaten als gevolg van een pipetfout (slecht serum)
2) Risico op valse resultaten als gevolg van een storende stof in het monster

11. EIGENSCHAPPEN VAN DE TEST

11.1 Herhaalbaarheid en reproduceerbaarheid
Voor elk antilichaam werden referentiemonsters in opeenvolgende statistische representatieve reeksen getest, zowel in dezelfde
tests als in verschillende tests en tussen verschillende lothummers, om respectievelijk de intra-assay, inter-assay en inter-lot

variaties te berekenen.

In alle gevallen lagen de variaties in kleurintensiteit, na semi-kwantificering met de Dr Dot-software, binnen de volgende verwachte

grenzen:
CV < 10% voor intra-assayreeksen
CV < 15% voor inter-assayreeksen
CV < 20% voor inter-lotreeksen

11.2 Analytische gevoeligheid

Meetbereik (semi-kwantitatieve resultaten): Van 0 E/ml (negatief) tot 100 E/ml (zeer positief).
Aantoonbaarheidsgrens: de laagst gemeten positieve waarde van de test is 6 E/ml (beschouwd als ‘zwak positief’ volgens het

interpretatiealgoritme, zie punt 10.2).

Aangezien er geen internationale norm beschikbaar is voor de auto-antilichamen, zijn juistheid van meting en lineariteit niet van

toepassing op dit product.
11.3 Analytische specificiteit

1. De belangrijkste bekende storende stoffen werden getest op elke biomarker van deze kit.
Voor elke geteste concentratie van de storende stof bedroeg het verschil tussen het resultaat van het monster zonder
de storende stof en het resultaat verkregen in de aanwezigheid van de storende stof niet meer dan 15%.

Storende stof Maximale Tussentijdse Minimale Verschil <15%
concentratie concentratie concentratie

Bilirubine 100 mg/dL 50 mg/dL 25 mg/dL Ja

Hemoglobine 200 mg/dL 100 mg/dL 50 mg/dL Ja

Cholesterol 224,3 mg/dL 112 mg/dL 56 mg/dL Ja

Reumatoide factor IgM ~500 IE/ml ~300 IE/ml ~100 IE/ml Ja
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NB: Het is onmogelijk om alle mogelijke storende stoffen die in de literatuur worden beschreven, te testen. Andere interferenties, onder
andere door geneesmiddel veroorzaakte interferenties, zijn mogelijk.

2. De hoge analytische specificiteit van de test wordt gegarandeerd door de kwaliteit van het gebruikte antigeen. Met deze kit
worden IgG-antilichamen gedetecteerd tegen nucleosomen, dsDNA, histonen, Sm, RNP 68kD/A/C, Sm/RNP, SSA/Ro 60kD,
SSA/Ro 52kD, SSB, Scl-70, Ku, PM-Scl 100, Mi-2, Jo-1, PL-7, PL-12, SRP-54, Ribosoom PO, CENP-A/B, PCNA, sp100, gp210,
M2 recombinant, M2/nPDC en F-actine. Er zijn geen kruisreacties met andere auto-antilichamen gevonden.

11.4 Klinische sensitiviteit en specificiteit

Gekarakteriseerde monsters (door referentielaboratoria en/of -methodologieén als bevestigd positieve of bevestigd negatieve
monsters voor specifieke antilichamen) werden getest volgens de testinstructies. De sensitiviteit en specificiteit werden berekend
op basis van de resultaten van externe prestatiebeoordelingen en externe kwaliteitsborgingsprogramma's (EQAS). Een gedetailleerd
klinisch rapport is op aanvraag beschikbaar.

11

SENSITIVITEIT: SPECIFICITEIT:
Het percentage wordt als volgt berekend: Het percentage wordt als volgt berekend:
Sensitiviteit Specificiteit
Echt — positief resultaat echt — negatief resultaat
" Echt — positieve resultaten + fout — negatieve resultaten " Echt — negatieve resultaten + fout — positieve resultaten

Antigeen Echt- Fout- Sensitiviteit Antigeen Echt- Fout- Specificiteit

positief negatief (%) negatief positief (%)

resultaat resultaat resultaat resultaat
Nucleosomen 22 0 >99 Nucleosomen 84 0 >99
dsDNA 39 4 91 dsDNA 216 1 99
Histonen 6 0 >99 Histonen 77 0 >99
Sm 17 0 >99 Sm 157 0 >99
RNP 68kD/A/C 32 2 94 RNP 68kD/A/C 262 3 99
Sm/RNP 18 0 >99 Sm/RNP 116 0 >99
SSA/Ro 60kD 152 2 99 SSA/Ro 60kD 225 2 99
SSA/Ro 52kD 68 0 >99 SSA/Ro 52kD 124 0 >99
SSB 81 1 99 SSB 296 3 99
Scl-70 28 0 >99 Scl-70 371 0 >99
Ku 3 0 >99 Ku 109 0 >99
PM-Scl 100 11 0 >99 PM-Scl 100 211 0 >99
Mi-2 3 0 >99 Mi-2 126 0 >99
Jo-1 30 0 >99 Jo-1 404 1 99
PL-7 1 0 >99 PL-7 135 0 >99
PL-12 3 0 >99 PL-12 133 0 >99
SRP-54 3 0 >99 SRP-54 133 0 >99
Ribosoom PO 4 0 >99 Ribosoom PO 170 0 >99
CENP-A/B 32 0 >99 CENP-A/B 350 2 99
PCNA 3 0 >99 PCNA 133 0 >99
sp100 4 0 >99 sp100 121 0 >99
gp210 2 0 >99 gp210 33 0 >99
M2 recombinant 47 0 >99 M2 recombinant 222 1 99
M2/nPDC 47 0 >99 M2/nPDC 222 1 99
F-actine 4 1 80 F-actine 99 0 >99

NB: Sensitiviteits- en specificiteitswaarden van 100% zijn strikt gerelateerd aan monstercohorten die in klinische evaluaties worden gebruikt. In
theorie zou een diagnostische kit nooit als 100% sensitief of specifiek mogen worden beschouwd (minstens >99%).

.5 Diagnostische waarden van auto-antilichamen

Anti-Nucleosomen

Diagnostische marker voor systemische lupus erythematodes (SLE).

Sensitiviteit van 56-90%.

Kan in een vroeger stadium van de ziekte worden aangetoond.

Kan worden aangetoond bij patiénten met door geneesmiddelen veroorzaakte lupus.

Anti-dsDNA

Diagnostische marker (ACR- en SLICC-criterium) voor systemische lupus erythematodes (SLE).

Vaak gedetecteerd (>95%) bij SLE met nierbetrokkenheid, gedetecteerd in >50-70% bij actieve SLE zonder
nierbetrokkenheid en in <40% bij inactieve SLE.

Wordt geassocieerd met de ernst van SLE.

Kan worden aangetoond bij 1-12% van patiénten met reumatoide artritis, juveniele idiopathische artritis, syndroom
van Sjégren, myastenia gravis, auto-immuun hepatitis, uveitis en door medicijnen veroorzaakte lupusachtige
syndromen of verschillende infectieziekten.

Anti-histonen

Kunnen worden aangetoond bij een aantal auto-immuunziekten, vooral reumatische aandoeningen:
systemische lupus erythematosus (SLE) (50 - 80%)

door medicijnen veroorzaakte lupus (DIL) (92 - 95%)

reumatoide artritis (RA) (tot 11%)

syndroom van Felty (tot 79%)

juveniele idiopathische artritis (JIA) (tot 51%)

systemische sclerose (SSc) (tot 30%)

positieve ANA ongedifferentieerde bindweefselziekten (tot 90%)

primaire biliaire cirrose (PBC) (tot 55%)

auto-immuun hepatitis (tot 35%)

De detectie van hoge AHA-titers in afwezigheid van SLE-markerantilichamen is kenmerkend voor medicijn-
geinduceerde lupus (DIL).

Anti-Sm

Diagnostische marker (ACR- en SLICC-criterium) voor systemische lupus erythematodes (SLE).
Diagnostische specificiteit van 99% voor systemische lupus erythematodes (SLE).
Diagnostische sensitiviteit van 5-40% voor systemische lupus erythematodes (SLE).

Anti-RNP 68kD/A/C

Diagnostisch criterium van gemengde bindweefselziekte (mixed connective-tissue disease, MCTD). Zeer specifiek
en uiterst sensitief (100%) bij afwezigheid van Sm- en dsDNA-antilichamen.

Gevonden bij 13 - 32% van de patiénten met systemische lupus erythematodes (SLE).

Gevonden bij 10% van de patiénten met systemische sclerose (SSc).
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Anti-Sm/RNP

Sm:

Diagnostische marker (ACR- en SLICC-criterium) voor systemische lupus erythematodes (SLE).

Diagnostische specificiteit van 99% voor systemische lupus erythematodes (SLE).

Diagnostische sensitiviteit van 5 - 40% voor systemische lupus erythematodes (SLE).

RNP 68kD/A/C:

Diagnostisch criterium van gemengde bindweefselziekte (mixed connective-tissue disease, MCTD). Zeer specifiek
en uiterst sensitief (100%) bij afwezigheid van Sm- en dsDNA-antilichamen.

Gevonden bij 13 - 32% van de patiénten met systemische lupus erythematodes (SLE).

Gevonden bij 10% van de patiénten met systemische sclerose (SSc).

Anti-SSA/Ro 60kD

Diagnostische marker en classificatiecriterium voor syndroom van Sjoégren (SjS).

Door EIA:

Gevonden bij 96% van de patiénten met primaire SjS.

Gevonden bij 80% van de patiénten met secundaire SjS.

Gevonden bij 25 - 60% van de patiénten met systemische lupus erythematodes (SLE).
Gevonden bij 90 - 100% van de patiénten met subacute cutane lupus erythematodes (SCLE).
Gevonden bij 90% van de patiénten met neonatale cutane lupus erythematodes (NLE).
Minder vaak gevonden (5 - 15%) bij patiénten met reumatoide artritis (RA).

Gevonden bij 9% van de patiénten met systemische sclerose (SSc).

Anti-SSA/Ro 52kD

Gevonden bij verschillende auto-immuunziekten zoals systemische lupus erythematosus (SLE) (23%), syndroom van
Sjogren (SjS) (17-63%), systemische sclerose (SSc) (20%), reumatoide artritis (RA) (8%), primaire galcirrose (PBC)
(28%), auto-immuunhepatitis (17%).

Vaak aantoonbaar bij myositis-patiénten met aminoacyl-tRNA-synthetase, SRP-antilichamen, PM/Scl-antilichamen
en Jo-1-antilichamen.

Kan aantoonbaar zijn bij patiénten met systemische sclerose, naast Scl-70, CENP-B, CENP-A, RNA PIII en PM/Scl.
Urgentiemarker van patiénten met het antisynthetasesyndroom en van patiénten met risico op longcomplicaties bij
systemische auto-immuunreumatische ziekten (SARD).

Anti-SSB Diagnostische marker voor syndroom van Sjégren (SjS).

Door EIA:

Gevonden bij 70% van de patiénten met primaire SjS.

Gevonden bij 50% van de patiénten met secundaire SjS.

Gevonden bij 25% van de patiénten met systemische lupus erythematodes (SLE).

Gevonden bij 80% van de patiénten met subacute cutane lupus erythematodes (SCLE).

Gevonden bij 70% van de patiénten met neonatale cutane lupus erythematodes (NLE).
Anti-Scl-70 Diagnostische marker voor systemische sclerose (SSc).

Diagnostische specificiteit van 99%, sensibiliteit van 10% voor gelimiteerde SSc en tot 65% voor diffuse SSc.
Anti-Ku Gevonden bij 23% van de patiénten met ‘primaire’ pulmonale hypertensie.

Gevonden bij 1,8 - 23% van de patiénten met systemische lupus erythematodes (SLE).
Gevonden bij 1,2 - 14% van de patiénten met systemische sclerose (SSc).
Gevonden bij 2 - 33% van de patiénten met een overlappingssyndroom met myositis.

Anti- PM-Scl 100

Diagnostische marker voor bindweefselziekten met myositis en symptomen van systemische sclerose.

Diagnostische specificiteit van 50 - 70% voor polymyositis/scleroderma overlappingssyndroom, van 20% voor
idiopathische myositis en van 10% voor systemische sclerose (SSc).

Diagnostische sensitiviteit van 24 - 55% voor polymyositis/scleroderma overlappingssyndroom, van 8 - 12% voor
idiopathische myositis en van 1 - 16% voor systemische sclerose (SSc).

Anti-Mi-2 Diagnostische marker voor idiopathische myositis, met een diagnostische sensitiviteit van 4 - 18%.
Detecteerbaar in 15 - 31% van patiénten met dermatomyositis bij volwassenen, en in 10 - 15% van patiénten met
juveniele dermatomyositis (JDM).
Prognostische marker voor een relatief mild klinisch verloop, maar geassocieerd met een verhoogd risico op kanker.
Detecteerbaar in de vroege stadia van de ontwikkeling van myositis.
Anti-Jo-1 Diagnostische marker voor idiopathische (auto-immuun) myositis.
Diagnostische specificiteit van 100%, diagnostische sensitiviteit van 24-30% voor auto-immuun idiopathische
myositis.
Anti-PL-7 Diagnostische marker voor idiopathische myositis, sensitiviteit van 2 - 3%.
Sterk geassocieerd met de aanwezigheid of ontwikkeling van interstitiéle longziekten (Interstitial Lung Disease, ILD).
Anti-PL-12 Diagnostische marker voor idiopathische myositis, sensitiviteit van 2 - 3%.
Sterk geassocieerd met de aanwezigheid of ontwikkeling van interstitiéle longziekten (Interstitial Lung Disease, ILD).
Anti-SRP-54 Diagnostische marker voor polymyositis, specificiteit van 100%, sensitiviteit van 4-6%.

Differentiaal diagnostische en prognostische marker van snel progressieve proximale spierzwakte.

Anti-Ribosoom PO

Diagnostische marker voor systemische lupus erythematodes (SLE) (>99%), gevonden bij 10 - 35% van de SLE-
patiénten.

Geassocieerd met ziekteactiviteit (prognostische marker).

Kan detecteerbaar zijn védér de manifestatie van SLE (voorspellende marker).

Anti-CENP-A/B

Diagnostische marker voor systemische sclerose (SSc).

Sensitiviteit van 57 - 82% voor patiénten met CREST-syndroom (of andere beperkte cutane vormen van SSc)
enin 3 - 12% van patiénten met diffuse cutane vormen van SSc.

Detecteerbaar bij 10 - 30% van de patiénten met primaire biliaire cirrose (Primary biliary cirrhosis, PBC).

Anti-PCNA

Zeer specifiek voor systemische lupus erythematosus (SLE), maar wordt zelden gevonden (3 - 7%).

Anti-sp100

Anti-sp100-antilichamen zijn specifiek (97%) voor primaire biliaire cholangitis (PBC) met een diagnostische
sensitiviteit van 20 - 40%. Deze auto-antilichamen worden relatief vaak gevonden (48%) in de groep AMA-negatieve
patiénten met een klinisch en histologisch bewezen PBC.

Anti-sp100-antilichamen lijken te worden geassocieerd met urineweginfecties. 74% van de PBC-patiénten met
urineweginfecties is positief voor anti-sp100 antilichamen (Bogdanos et al., 2003).

Anti-sp100-antilichamen zijn in lage frequenties gevonden bij reumatoide aandoeningen (3% bij reumatoide artritis,
tot 10% bij systemische lupus erythematosus, in ~5% bij systemische sclerose, in 2% bij het syndroom van Sjogren).
Anti-sp100-antilichamen blijven bestaan na levertransplantatie en zijn daarom een ongeschikte marker voor mogelijk
terugkeer van de ziekte.

Anti-gp210

Anti-gp210-antilichamen zijn zeer specifiek voor primaire biliaire cholangitis (PBC) en zijn detecteerbaar met een
enzym-immunoassay in 10 - 45% van de PBC-patiénten met een specificiteit van 99,5%.

Ze worden zelden of zeer zelden gevonden bij auto-immuunhepatitis, chronische hepatitis B (12,6%), reumatoide
artritis, polymyositis of het syndroom van Sjégren. De mogelijke voorspellende waarde ervan is momenteel onbekend.
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De titer van anti-gp210-antilichamen wordt geassocieerd met ziekteactiviteit of stadiumprogressie.
Anti-gp210-antilichamen worden geassocieerd met extrahepatische manifestaties, zoals artritis. Ze worden ook
beschouwd als prognostische markers van een slechte uitkomst en zijn gecorreleerd met een hoger risico op leverfalen.
Anti-gp210-antilichamen blijven bestaan na levertransplantatie en zijn daarom een ongeschikte marker voor mogelijk
terugkeer van de ziekte.

Anti-M2 recombinant | AMA-M2 recombinant zijn gericht tegen eiwitten van de E2-componenten van de 2-oxozuurdehydrogenase-familie van
enzymcomplexen (2-OACD). De centrale doelwit-antigenen van deze complexen zijn:
. Pyruvaat Dehydrogenase Complex (PDC-E2, PDH-E2)
. Branched-Chain 2-OxoAcid Dehydrogenase Complex (BCOADC-E2), ook wel Branched Chain Keto Acid
Dehydrogenase (BCKD) genoemd
. 2-Oxoglutarate Dehydrogenase Complex (OGDC-E2, OADC-E2), ook wel a-Ketoglutarate Dehydrogenase
(KGD) genoemd
. Dihydrolipoamide Dehydrogenase (E3)-bindend eiwit (E3BP) Ela-subeenheid van Pyruvaat Dehydrogenase
Complex (PDC-E1la)
Elk van deze antigenen is samengesteld uit drie subeenheden (E1, E2, E3), waarbij het immunodominante epitoop
van elk E2 is. Zie Anti-M2/nPDC voor diagnostische waarden.

Anti-M2/nPDC Anti-M2/nPDC zijn marker-antilichamen van primaire biliaire cholangitis (PBC) en zijn aantoonbaar in bijna 95% van
de gevallen. Ze tellen mee voor de drie diagnostische criteria voor PBC.

Hoewel ze zeer specifiek zijn voor PBC, kan Anti-M2/nPDC ook worden aangetoond bij patiénten met chronische
reumatische ontstekingsaandoeningen. Aangenomen wordt dat deze patiénten naast de onderliggende ziekte een
verhoogd risico lopen op het ontwikkelen van PBC. Vooral bij de anti-M2/nPDC-positieve CREST-variant van
systemische sclerose is er een verhoogd risico op het ontwikkelen van PBC (Fregeau et al., 1988; Zurgil et al., 1992).
Bij patiénten met SLE is de aanwezigheid van anti-M2/nPDC significant geassocieerd met een verhoogd
aminotransferase (Li et al., 2 006).

Anti-M2/nPDC is aantoonbaar bij 3 - 6% van de auto-immuunhepatitis (AIH) type 1-patiénten. Dit zijn meestal gevallen
van een AIH/PBC-overlappingssyndroom. Overlap met AIH/PBC moet worden overwogen wanneer de ALP-tot-
aminotransferaseratio kleiner is dan 1,5, IgG is verhoogd en de SMA aanwezig zijn met een titer groter dan 1:80
(Bowlus & Gershwin, 2014).

Anti-M2/nPDC kan voorspellend zijn. Ze kunnen jaren voor de manifestatie van PBC verschijnen. Personen met
aanhoudend hoge anti-M2/nPDC-antilichaamspiegels hebben een hoger risico op het ontwikkelen van PBC.
Prospectieve onderzoeken hebben aangetoond dat 76% van de asymptomatische anti-M2/nPDC-positieve patiénten
over een observatieperiode van 11 - 24 jaar de diagnose PBC krijgt (Metcalf e.a., 1996). De prevalentie van anti-
M2/nPDC in eerstegraads familieleden van PBC-patiénten is hoog (13,1%) (Nakamura et al., 2014).

Anti-M2/nPDC titers veranderen niet in de loop van de tijd en worden niet geassocieerd met de ernst of progressie
van de ziekte (Benson et al., 2004). Aan de andere kant hebben sommige groepen aangetoond dat de anti-M2/nPDC-
titer afneemt bij behandeling met UDCA (Nakamura et al., 2014).

Anti-M2/nPDC blijven bestaan na levertransplantatie.

Anti-F-actine Hoge titers anti-F-actine zijn marker-antilichamen en vormen dienovereenkomstig diagnostische criteria van
de International Autoimmune Hepatitis Group (drie punten in het scoringssysteem voor een titer >1: 80, twee punten
voor 1:80 en één punt voor 1:40) voor autoimmuun hepatitis (AIH) type 1. Ze maken ook deel uit van
de vereenvoudigde AlIH-criteria. Ze worden heel vaak geassocieerd met antinucleaire antilichamen (ANA), maar
ze kunnen geisoleerd positief zijn bij ~35% van de AIH type 1-patiénten. De diagnostische sensitiviteit en specificiteit
voor AIH type 1 zijn respectievelijk ~80% en 96%. Daarom kan met een negatieve anti-F-actine-uitslag AIH niet
volledig worden uitgesloten. De titer heeft een beperkte correlatie met ziekteactiviteit. Alleen hoge titers >1:80 worden
geassocieerd met ziekteactiviteit. Noch de antilichaamtiter bij diagnose, noch het antilichaamgedrag in de loop van
de ziekte zijn prognostische markers. NB: Bij kinderen kan een titer van 1:20 diagnostisch relevant zijn.

De meeste lage titers anti-F-actine komen voor bij virale infecties, zoals infectieuze mononucleose en chronische
hepatitis C (8-10%), maar ook bij reumatische aandoeningen, primaire biliaire cholangitis (PBC) (22%), patiénten
met een alcoholische leverziekte (3-16%) en neoplastische aandoeningen. De prevalentie bij gezonde mensen is ~5%.
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Opmerking: de referenties 12 en 26 zijn dezelfde.

12. TESTBEPERKINGEN
1. De met deze bevestigingstest verkregen resultaten zijn afhankelijk van de intrinsieke prestaties van de kit en moeten worden
beschouwd als een hulpmiddel bij de uiteindelijke diagnose, waarbij rekening wordt gehouden met de resultaten van een
referentietechniek en de klinische gegevens van de patiént.
2. In het geval van hyperlipemische monsters wordt aanbevolen om het monster te centrifugeren voordat de 10 pl van het monster
in de bovenstaande vloeistof wordt gepipetteerd.
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	9.3 Testprocedure (Protocol 02 voor alle Alphadia-immunodotkits op BDI I en BDI II):

