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CESKY

POUZITIi TESTU

Test BUHLMANN fCAL®ELISA je in vitro diagnosticky test
pro kvantitativni stanoveni kalprotektinu ve vzorcich lidské
stolice pfi hodnoceni zanétu stfevni sliznice.

Stanoveni slouzi jako pomucka pfi diagnostice k rozliseni
organickych zanétlivych onemocnéni gastrointestinalniho
traktu (zanétlivého onemocnéni stfev (IBD), Crohnovy
choroby (CD) nebo ulcerdzni kolitidy (UC)) od funkénich
onemocnéni (syndrom drazdivého traéniku (IBS)) (1-7) u
pacientll s chronickou bolesti bficha a také pro podporou
pfi monitoringu zacileného na IBD onemocnéni (7-18).

Pouze pro laboratorni pouziti.

PRINCIP TESTU

BUHLMANN fCAL® ELISA umozfiuje selektivni méfeni
kalprotektinu ve fekalnich extraktech sendviCovym testem
ELISA. Mikrotitraéni desticka BUHLMANN fCAL® ELISA je
potazena monoklonalni protilatkou (mAb) vysoce
specifickou pro heterodimerni a polymerni komplexy
kalprotektinu. Vzorky pacientskych extraktd, kontroly pro
stanoveni pfijatelnosti testu ELISA a kalibratory jsou
naneseny do jamek mikrotitraéni desti¢ky. Po 30minutové
inkubaci pfi pokojové teploté a promyvacich krocich je
detekéni protilatka (Ab) konjugovana s kfenovou
peroxidazou (HRP) a detekuji se molekuly kalprotektinu
vazané na protilatce na desti¢ce. Po inkubaci a dalSich
promyvacich krocich se pfida chromogenicky HRP
substrat, tetramethylbenzidin (TMB) (tvorba modré barvy),
po které nasleduje zastaveni reakce (zména na Zlutou
barvu). Absorpce se méfi pfi 450 nm. Konec¢na
koncentrace kalprotektinu v ug / g stolice ve vzorcich
pacienta se stanovi pomoci kalibraéni kfivky ziskané z
naméfenych hodnot kalibratord.

Reagencie Mnozstvi Kat. €. Priprava
konzervacnimi
latkami
Enzymovy
marker
2 lahvick
Anti-kalprotektin | 1a2 m‘;_ Y |B-CAL-EL |Pfipraven k pousiti
Ab konjugovany k
HRP
TMB Substrat 2 lahvick
TMB v citratovém y B-TMB12 Pfipraven k pouziti
x 12 mL
pufru
Zastavovaci
roztok 2 lahvicky Pfipraven k pouziti
0,25 M kyseliny  [x 12mL B-STS12 | korozivni slozka
sirové

Tabulka 1

" Soucasné koncentrace kalprotektinu standardd A az E jsou 4, 12, 40,
120 and 240 ng/mL. Pro postup ELISA s niz§im rozsahem musi byt
hodnoty kalibratoru nastaveny takto: 10, 30, 100, 300 and 600 pg/g
kalprotektinu. Toto pfifazeni odpovida koneénému fedéni vzorku v
poméru 1:2500 u postupu ELISA niz§iho rozsahu.

2 Pokud si vyberete rozsifeny ELISA postup, musi byt pouzity
nasledujici koncentrace kalibrator( v pfislusném protokolu: 30, 90
300, 900 a 1800 pg/g kalprotektinu. Toto pfifazeni odpovida
kone€nému fedéni vzorku 1:7500 u postupu ELISA s rozSifenym
rozsahem.

3 Kontroly obsahuji $arZové specifickd mnozstvi nativniho lidského
kalprotektinu. Aktualni koncentrace naleznete v pfiloze kontroly
kvality.

DODAVANE REAGENCIE A PRIPRAVA

Reagencie Mnozstvi Kat. €. Priprava
Mikrotitracni

deska 9%

Potazena anti- 12 x 8 jamek B-CAL-MP | Pripraven k pouziti

kalprotektinem
mAb

Kryci félie na

SKLADOVANI A STABILITA REAGENCII

Uzaviené / Neoteviené reagencie

Skladujte pfi 2—8 °C. Nepouzivejte po vyprSeni doby expirace uvedené
na Stitcich.

Oteviené / nafredéné reagencie

Extrakéni pufr Skladuijte pfi 2-8 °C az 6 mésicu.

MikrotitraCni Nepouzité stripy ihned vratte do félie obsahujici
desticka vysouSeci bali¢ky a uzavrete podél celé hrany
zipu. Skladujte az 6 mésicu pfi 2-8 °C.

Redény promyvaci
pufr

Inkubaéni pufr

Kalibrato
i Skladujte az 6 mésicu pfi 2-8 °C.

Kontroly

Enzymovy marker
TMB-substrat

Zastavovaci roztok

Tabulka 2

desticku 6 kusU - Pfipraven k pouziti
Koncentrat

promyvaciho 2 lahve x Kazdou z nich
pufru (10x) s 100 mL B-CAL-WB | zfedte 900 mL
konzervacnimi deionizované H,O
latkami

Inkubacni pufr .

2 lah

s konzervaénimi anve B-CAL-IB Pfipraven k pouziti

. ) x 125 mL

latkami

Kalibratory
AazE"2

Kalprotektin 5 lahvigek B-CAL-

ziskany ze.s.éra x 1 mL CASET Pfipraven k pouziti
v pufr matrici

s konzervaénimi

REAGENCIE DODAVANE NA VYZADANI

Zarizeni pro fekalni extrakci
Zafizeni na odbér stolice popsané v tabulce 3 nejsou
dodavany spolu se soupravou. Vybrana extrakéni zafizeni
je tfeba objednat samostatné.

Extrakéni zafizeni | Mnozstvi .
Kat.cislo

Baleni 50, 200, 500 ks

latkami
Kontrola
P £3)
mzkalvys?ka 2 lahviky B-CAL- . »
Kalprotektin x 1 mL CONSET Pfipraven k pouziti

ziskany ze séra v
pufr matrici s

Datum vydéni: 2022-11-16

CALEX®Cap

zkumavek, kazda
naplnéna 5mL
extrakénim pufrem,

pfipraveno k pouziti.

B-CALEX-C50
B-CALEX-C200
B-CALEX-C500

Tabulka 3

BUHLMANN fCAL® ELISA



POZADOVANE MATERIALY NEDODAVANE SE
SOUPRAVOU

Postup extrakce

100 yL a 1000 yL pfesnych pipet s jednorazovymi
Spickami

Jednorazové polystyrenové nebo polypropylenové
zkumavky pro pfenos extraktd (nepovinné

Laminarni box

Vortex mixér pro vice zkumavek / Vortex mixer
Mikrocentrifuga (=3000 x g)

Centrifuga (=500 x g)

ELISA prostup

10 uL, 100uL  a
s jednorazovymi Spi¢kami

1000 yL  presné

pipety

Jednorazové polystyrenové nebo polypropylenové
zkumavky pro pfipravu roztok( vzorku.

1000 mL odmérny valec k fedéni promyvaciho pufru.

Promyvacka mikrotitracnich desti¢ek (viz Poznamky k
postupu) nebo mackaci lahve na promyvaci pufr.

Rotator mikrotitracni

postupu)

desticky (viz Poznamky k

Savy papir

Ctecka mikrotitradnich desti¢ek pro méfeni a absorpci
pfi 450 nm

VAROVANI A OPATRENI

Bezpecnostni opatieni

Kalibratory a kontroly této soupravy obsahuji latky
lidského plvodu. Ikdyz byly testovany s negativnim
vysledkem na povrchovy antigen HBV, stejné tak
protilatky HCV a HIV1/2, mélo by se s témito latkami
zachazet, jako s potencialné infekénimi a mélo by se s
nimi zachazet v souladu se Spravnou laboratorni praxi
(GLP) za pouziti pFislusnych opatfeni.

Tato souprava obsahuje komponenty klasifikované v
souladu s nafizenim (ES) €. 1272/2008:

2-methyl-4-isothiazolin-3-one hydrochlorid (konc. 2=
0,0015%), proto mohou ¢inidla vyvolat alergické kozni
reakce (H317).

Kyselinu sirovou (konc. 22,5 - <5 %), proto mohou
¢inidla zpusobit podrazdéni kaze (H315) a vazné
podrazdéni oci (H319).

Vyhnéte se kontaktu reagencii s kuzi, ofima a
sliznicemi. Po kontaktu s o¢ima nebo kuzi, oplachnéte
velkym mnozstvim vody, miiZe se objevit podrazdéni a
popaleni.

S reagenciemi a chemikaliemi se musi zachazet jako s

nebezpecnym odpadem podle vnitrostatnich pokyn(
nebo nafizeni o biologicky nebezpeném odpadu.

TECHNICKA OPATRENI

Soucasti soupravy

Zbytky  vijamkach mikrotitracni  desticky jsou
vysledkem vyrobniho procesu. Odstrani se
v promyvacim kroku (postup testu krok 3) a neovlivni
vysledky.

Datum vydéni: 2022-11-16

Soudasti soupravy nesmi byt pouZity po datu expirace
vyzna¢eném na Stitku.

Nemichejte rizné Sarze reagencii.

Veskeré usili by mélo vést k zajisténi toho, aby mezi
reagenciemi, vzorky nebo jamkami nenastala zkfizena
kontaminace.

Nechte reagencie ustalit na pokojovou teplotu. Dobfe
promichejte (vortex) reagencie pfed pouzitim.

Mikro jamky nesmi byt pouZity vickrat.

Extrakce

K ziskani kvantitativnich vysledkul je dulezité
homogenizovat cely vazeny vzorek stolice v
extrakénim pufru. Vyhnéte se kontaminaci na vrchni
¢asti zkumavky. Po extrakci mize zUstat malé
mnoZstvi nerozpustnych (nestravenych) ¢asti ve
zkumavce.

ELISA postup

V postupu ELISA jsou promyvaci kroky stézejni pro
garanci reprodukovatelnosti vysledkd. Nechejte
promyvaci pufr inkubovat v jamkach_alespori 20 vtefin
pred odstranénim.

Pfi pouziti automatické promyvacky se dlrazné
doporucuje pouzit ,plate mode*, tj. kazdy krok postupu
(Fedéni/aspirace) je proveden na vSech stripech, nez
pfistroj pokraCuje dalSim mycim cyklem. Tim je
zaru¢en minimalni inkubacéni ¢as.

Uvedeny pocet promyvacich cykld je povinny pro
zajisténi reprodukovatelnosti vysledka.

Rotator desticky (shaker) musi mit 450 rpm (7.5 Hz).
Vys§Si rotacni frekvence miize zpUsobit slabou fedici
linearitu pfi hodnotach mezi 300/900 a 600/1800 ug/g.
Misto horizontalniho pohybu by mél byt pouzit pohyb
rotacni.

Aby byla zajisténa uplna interakce antigen / protilatka,
inkubaéni doba v kroku 5 musi byt nejméné 30 minut.
Mirné delSi doba inkubace (az 0 5 minut) nema vliv na
konecny vysledek.

Oznaceny enzym je inaktivovano kyslikem a je vysoce
citlivy na azid sodny, thimerosal, kyselinu chlornou a
aromatické chlorovodiky, které se €asto nachazeji v
laboratofich ve vodé. Proto pouZivejte pouze
deionizovanou vysoce jakostni vodu.

Pokazdé, kdyZ je proveden test, musi byt vzdy
vygenerovana nova standardni kfivka (kazda
destiCka, nebo CasteCné).

Pokud je pocate¢ni koncentrace neznamého vzorku
vy88i nez koncentrace nejvy$Siho kalibratoru
(Kalibrator E), vzorek mulze byt dale nafedén
inkuba¢nim pufrem a testovan dal podle postupu
testu. Vysledny fedici faktor musi byt zohlednén pfi
kalkulaci vysledku.

ODBER A SKLADOVANI VZORKU

PFi pouziti extrakéniho zafizeni je pro extrakci zapotfebi
méné neZ 1 g vzorku nativni stolice. Vzorky stolice by mély
byt shromazdovany do obyc€ejnych tub.

Dulezité: Vzorek musi byt odebran bez chemickych nebo
biologickych pfimési.

BUHLMANN fCAL® ELISA



Preprava vzorkl

Vzorky stolice by mély byt dopraveny do laboratoife 3 dny
od odbéru. Vzorky mohou byt pfepravovany pfi pokojové
teploté nebo zmrazené.

Skladovani vzorku

Ziskané vzorky stolice by mély byt uchovavany v
chladnicce pfi 2-8 ° C a extrahovany do 3 dnl od pfijeti v
laboratofi. Vzorky neskladujte pfi zvySenych teplotach.

EXTRAKCE VZORKU STOLICE A STABILITA
EXTRAKTU

1.1 Postup extrakce

Postupujte podle navodu k pouziti u CALEX® Cap (ozn B-
CALEX-C50 / B-CALEX-C200 / B-CALEX-C500).

Zarizeni CALEX® Cap: Tekuté vzorky stolice Ize pipetovat
pfimo do zafizeni CALEX® Cap. OdSroubujte modry
uzavér a napipetujte 10 yL vzorku stolice do zafizeni.
CALEX® Cap znovu zaviete a pokraCujte krokem
vortexovani podle postupu extrakce popsaného a
znazornéneho v navodu k pouziti dodaném se zafizenim
CALEX® Cap.

Dulezité: Po extrakci odstredte zatizeni CALEX® Cap po
dobu 5 minut pfi 500-3000 x g a pokraCujte v postupu
stanoveni.

1.2 Stabilita extraktu

Kalprotektin v extraktech ziskanych pomoci CALEX® Cap
je stabilni pfi pokojoveé teploté (23 ° C) po dobu 7 dnq, pfi
teploté 2-8 ° C az po dobu 15 dn(. Pro dels$i uskladnéni
zmrazte vzorky na -20 °C. Zmrazené vzorky jsou stabilni
po dobu az 23 mésicu.

CALEX® Cap extrakty mohou byt mrazeny pfimo a
skladovany v CALEX® Cap zaftizeni. Extrakty mohou byt
podrobeny Ctyfem cyklim zmrazovani a rozmrazovani.
Pfed méfenim nechte zmrazené extrakty vyrovnat na
pokojovou teplotu, ddkladné je 10 sekund vortexujte a
odstfedujte 5 minut pfi 500-3000 x g.

PRACOVNi ROZSAH

Test mlze byt proveden podle nasledujicich postup(; pro
niz8i nebo rozsifeny rozsah ELISA. Postup, ktery ma byt
zvolen, zavisi na oCekavané koncentraci kalprotektinu ve
vzorcich:

e U vzorkd do 600 ug/g zvolte postup niz§iho rozsahu
(pracovni rozsah 10-600 ug/g).

e Pokud vzorky maji tendenci pfesahovat 600 ug/g,
zvolte postup rozSifeného rozsahu (pracovni rozsah
30-1800 ug/g).

POSTUP STANOVENI

Dulezite: Pred pouzitim nechte reagencie vytemperovat
na 18-28 ° C. Redte pouze extrakty stolice. Kalibratory a
kontroly jsou pfipraveny k pouZiti.

1. Moznost zredéni vzorku 1:
Pracovni rozsah 10-600 ug/g

Po extrakci pomoci CALEX® Cap: Extrakt stolice zfedte
1:5 inkuba¢nim pufrem (napf. 100 yL extrakiu a
400 yL inkubaéniho pufru) a dobfe promichejte.
Nechte vzorky ustélit po dobu nejméné 5 minut pfi
teploté 18-28 °C nez prejdete ke kroku 4c.

1.1.

Datum vydéni: 2022-11-16

4/16

Napf. 100 pL supernatantu
a 400 plL inkubaéniho pufru

@
&@ Min 5 min.
- ? - ?
[ »

Redéni  smichat 18-28 °C
1:15

(W

Centrifugace

1." Moznost ziedéni vzorku 2:

Pracovni rozsah 30-1800 ug/g
Pracovni rozsah mlze byt prodlouzen 3krat, pokud zfedite
vzorky 1: 7500 misto 1: 2500. Tento postup se
doporucuje, pokud Ize ocCekavat vysokou koncentraci
kalprotektinu.

1.1°"Po_extrakci pomoci CALEX® Cap: Extrakty stolice
zfedte inkubaénim pufrem 1:15 (napf. 50 pyL extraktu a
700 pL inkubaéniho pufru) a dobfe promichejte. Pfedtim,
nez prejdete ke kroku 4c, nechte vzorky ustalit po dobu
nejméné 5 minut pfi teploté 18-28 °C.

Napf. 50 plL supernatantu
@ 700 pL inkubaéniho pufru

@
Min 5 min.

—_
« ]

Redéni smichat 18-28 °C

1:15

Centrifugace

2. Pripravte desku s dostate¢nym mnozstvim prouzk( pro
otestovani pozadovaného poctu kalibrator(l, kontrol a
zfedénych vzork(l. Odstrarnite prebytec¢né prouzky z
drzaku a neprodlené je utésnéte do foliového sacku
spole¢né s vysouseci. Uchovavejte v chladu.

3. Dvakrat potazené jamky promyjte nejméné 300 uL
promyvaciho pufru na jamku. Vyprazdnéte jamky
pevnym poklepem na blotovaci papir.

Dulezité: Pro kazdy ze tfi promyvacich krok(i musi byt

zajisténa minimalni doba inkubace 20 sekund s

promyvacim pufrem v jamkach.

&
minst 20 sekunder

300 pL promyvaciho pufru

— \Vyprazdnit a klepnout

2 x promyti

4a.Pipetujte 100 yL inkuba&niho pufru (blank) a do
prislusnych jamek pipetujte 100 uL kalibratoru A-E.

4b.Pipetujte 100 yL nizké a vysoké kontroly do
pfislusnych jamek.

BUHLMANN fCAL® ELISA



4c.Pipetujte 100 pL kazdého zfedéného vzorku do
nasledujicich jamek.

5. Desku zakryjte folii a inkubujte 30 + max. 5 minut na
rotatoru nastaveném na 450 otacek za minutu pfi 18-
28 °C (viz Technicka opatfeni - postup ELISA).

6. Odstrarite a zlikvidujte té€snici folii. Vyprazdnéte jamky
a promyjte tfikrat nejméné 300 uL promyvaciho pufru
na jamku (viz Technicka opatfeni - postup ELISA).
Vyprazdnéte jamky pevnym poklepem na blotovaci
papir.

100 plL kalibratory / 1

100 pL Slepy vzorek /
100 plL kontroly /

100 pL minta

7
s =N ,
s82223) S5=528) 3xprom'yt1 )

\ 1 x vyprazdnit a klepnout

(SSSSES.SS k::ﬁ ),

rotace

7. Do kazdé jamky pipetujte 100 pyL znageného enzymu.

8. Desku zakryjte félii a inkubujte 30 £ 5 min na rotatoru
nastaveném na 450 ot / min pfi 18-28 °C.

9. Odstrarite té&snici folii. Desticky vyprazdnéte a pétkrat
promyjte nejméné 300 uL promyvaciho pufru na jamku.
Vyprazdnéte jamky pevnym poklepem na blotovaci
papir.

UIOO pL enzymaticky

znaéeného p 30 min.
Ty
\\ ( ‘\\ 5 x prom’yti .
\ t u\ 1 x vyprazdnit a klepnout
SSSSESES BEEEEE2)
- 2

rotace

Dulezité: Roztok substratu TMB nechte temperovat na 18-

28 °C.

10.Do v8ech jamek pipetujte 100 yL roztoku substratu
TMB.

11.P¥ikryjte desku tésnici folii, chrante desku pred pfimym
svétlem a inkubujte po dobu 15 +2 min na rotatoru
nastaveném na 450 ot / min pfi 18 az 28 °C.

P

-e- (";
100 pL TMB subrétu ) 7 15 min.
S (N
\‘I N ‘.‘
\S J S )
=R

rotace

12.Do vSech jamek pipetujte 100 uL zastavovaciho
roztoku. Odstrante vzduchové bubliny Spi¢kou pipety.
Za 30 minut pokracujte krokem 13.

13.0dectéte absorbanci  pfi
mikrotitraénich destiek.

450 nm na Cteéece

Datum vydéni: 2022-11-16 5/16

WIOO plL zastavovaciho
roztoku o)

Béhem 30 min.
—_

: 22)
S88S \

\

\

JSIst=t \
=¥ ’ \
2252 \

. =30
==83)

Odegist absorbanci pfi 450 nm

KONTROLA KVALITY

Dikladné pochopeni tohoto navodu je nezbytné pro
uspésné pouziti soupravy. Spolehlivé vysledky budou
ziskany pouze pfesnymi laboratornimi technikami
(platnymi pokyny GLP) a pfesné podle tohoto navodu pro
pouziti.

BUHLMANN fCAL® ELISA se dodava se dvéma
kontrolami: nizkou a vysokou. Odpovidajici referenéni
hodnoty kontrol jsou uvedeny v listu s udaji o kontrole
kvality dodavaném s kazdou soupravou. Hodnoty a
rozsahy uvedené v QC listu s udaji o kontrole kvality se
vzdy vztahuji k aktualni Sarzi soupravy a mély by byt
pouzity pro pfimé porovnani vysledkl. Pokud jsou
vysledky nizkych a/nebo vysokych hodnot kontrol mimo
rozsah uvedeny v listu s udaji o kontrole kvality,
doporucuje se povazovat celou sérii za neplatnou.

Kromé kontrolnich vzork(l soupravy se doporucuje
pouzivat také interni kontrolni vzorky v souladu s mistnimi
a vnitrostatnimi predpisy. Pouziti internich kontrolnich
vzorklli se doporucuje k zajisténi kazdodenni platnosti
vysledkl. Vzhledem k tomu, Zze neni komeréné dostupna
zadna kontrola fekalniho kalprotektinu, doporucujeme pro
interni kontrolu kvality pouzit soubor extraktt stolice s
normalnimi a patologickymi hladinami.
Reprodukovatelnost standardnich parametrd kfivky a
kontrolnich hodnot by méla byt v ramci stanovenych limitd
laboratorni pfijatelnosti. Pokud test nesplfiuje stanovené
limity a opakovani vyloucilo chyby v technice, zkontrolujte
nasledujici: i) pipetovani, Fizeni teploty a Casovani ii)
nastaveni ¢teCky ELISA iii) data expiraci reagencii iv)
podminky skladovani a inkubace v) roztok substratu TMB
musi byt bezbarvy vi) Cistotu vody, vii) aspiraéni a
promyvaci postupy.

STANDARDIZACE A METROLOGICKA
NAVAZNOST

Pro analyt kalprotektinu ve vzorku stolice neexistuji Zadné
mezinarodné nebo narodné uznavané referencni
materialy nebo referenéni postupy méfeni. Hodnoty
kalibratoru BUHLMANN fCAL® ELISA jsou pfifazeny v
nékolika méfenich s pouzitim interniho referenéniho
materialu na bazi lidského séra a postupu méfeni
BUHLMANN fCAL® ELISA. Koncentrace kalprotektinu v
internim referenénim materialu byla stanovena pomoci
purifikovaného MRP8/14 z lidskych granulocytl jako
primarniho referenéniho materialu.

Byl stanoven 95% interval spolehlivosti kombinované
nejistoty kalibratordl  produktu nizSi nez 13,3%,
kombinovana nejistota kontrol produktu nizsi nez 16,4%.

BUHLMANN fCAL® ELISA



VYSLEDKY A VYPOCET

Standardni krivka

Doporuéuje se pouzit softwarovy program, ktery je
schopen provést nasledujici vypocty; pro vypocet hodnoty
kalibratoru odectéte hodnotu OD slepé jamky od kazdé
jamky kalibratoru. Sestavte standardni kfivku pomoci
StyFparametrové logistické (4 PL) kfivky.

Kontroly a vzorky

Doporu€uje se pouzit softwarovy program, ktery je
schopen provést nasledujici vypocty; odectéte hodnotu
OD slepého vzorku od kazdé kontrolni jamky/jamky se
vzorkem. Vypocitejte koncentraci kalprotektinu v kazdé
jamce kontroly/vzorku v ug/g pomoci stanovené
standardni kfivky.

Pracovni rozsah 10-600 ug/g

Pokud zvolite postup ELISA s niz§im rozsahem, musi byt
koncentrace kalibratoru nastaveny jako: 10, 30, 100, 300
a 600 pg/g kalprotektinu. Dodateéné Fedici faktory (pfi
pouziti jiného kone€ného fedéni nez 1: 2500) musi byt
vynasobeny s vysledky, aby se ziskaly kone€né vysledky.
Viz tabulka 12 a obrazek 1 pro typicka data (vysledky a
standardni kfivka). Tyto vysledky a standardni kfivka jsou
poskytovany pouze pro demonstracni ucely. Pro testovani
kazdé sady vzork(l musi byt stanovena standardni kfivka.

Pracovni rozsah 30-1800 ug/g

Pokud zvolite postup rozsifeného rozsahu ELISA, je tfeba
nastavit nasledujici jmenovité hodnoty kalibratoru: 30, 90,
300, 900 a 1800 pga/g kalprotektinu. Dodateéné Fedici
faktory (pfi pouziti jiného kone¢ného fedéni nez 1: 7500)
musi byt vynasobeny s vysledky, aby se ziskaly kone¢né
vysledky.

Typické udaje (vysledky a standardni kfivka) jsou uvedeny
v tabulce 15 a na obrazku 3. Tyto vysledky a standardni
kfivka jsou uvedeny pouze pro demonstraéni ucely.
Standardni kfivka musi byt vytvofena pro kaZdou sadu
vzorkd, které maji byt testovany.

OMEZENI

e Reagencie dodavané s kitem BUHLMANN fCAL®
ELISA jsou uréeny pouze pro stanoveni hladin
kalprotektinu v lidskych vzorcich stolice.

o Vysledky testl by mély byt interpretovany ve spojeni s
informacemi dostupnymi z klinického hodnoceni
pacienta a dalSich diagnostickych postup(.

e Pro sledovani onemocnéni IBD bylo navrZzeno nékolik

meéfeni fekalnich  kalprotektind  provadénych v
intervalech az 4 tydna, které maji nejlepsi
diagnostickou pFfesnost pfi prfedpovédi klinického

relapsu u pacientd (viz 19-20).

o Vysledky nelze klinicky pouzit u déti mladSich 4let,
které maji mirn& zvySenou hladinu kalprotektinu ve
stolicii (viz 21-24).

o N&ktefi pacienti, ktefi uzivaji nesteroidni protizanétlivé
(NSAID) léky pravideln&, mohou mit zvySenou hladinu
kalprotektinu ve stolici.

INTERPRETACE VYSLEDKU

I. OdliSeni organického onemocnéni od funkéniho
gastrointestinalniho onemocnéni

Datum vydéni: 2022-11-16
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Kategorie vysledk( vychazeji z udaju klinickych studii
provedenych  spoleénosti BUHLMANN a jsou
doporu&enim spoleénosti BUHLMANN. V3echny vysledky
testl by mély byt interpretovany ve spojeni s informacemi
dostupnymi z klinickych pfiznakd pacienta, anamnézy a
dalSich klinickych a laboratornich nalezu.

Klinické prahové hodnoty

Pro ziskani hodnot popsanych v tabulce 4 byly
analyzovany vysledky 58 klinickych vzork( od pacientd s
diagn6zou IBS a 131 klinickych vzorkd od pacientd s
diagnézou IBD z mezinarodni klinické studie.

GO Interpretace DalSi postu

kalprotektinu P P P

< 80 ug/g Normalni Zadny

80 — 160 pglg Seda zénaHranigni | OPakovani béhem 4 — 6
tydnu

> 160 pg/g Zvysena Opakovani dle potfeby

Table 4

Hodnoty kalprotektinu nizsi nez 80 ug/g

Hodnoty fekélniho kalprotektinu <80 pg/g nesvédéi o
zanétu v gastrointestinalnim traktu. U pacientd s nizkymi
hodnotami kalprotektinu neni pravdépodobné, Ze by
potfebovali invazivni zakroky ke zjisténi pficiny zanétu.
Hodnoty kalprotektinu v rozmezi 80 az 160 pg/g

Stfedni hodnoty kalprotektinu ve stolici mezi 80 a
160 pg/g, nazyvané také hodnoty v Sedé zb6né, pfimo
neindikuji aktivni zanét, ktery by vyZadoval okamzité
sledovani pomoci invazivniho vySetieni. PFitomnost
zanétu v8ak nelze vylougit. Ke stanoveni zanétlivého
stavu se doporuCuje opétovné vyhodnoceni hladin
fekalniho kalprotektinu po 4 az 6 tydnech.

Hodnoty kalprotektinu nad 160 ug/g

Hodnoty fekalniho kalprotektinu >160 ug/g svédéi o
infiltraci neutrofilG v gastrointestinalnim traktu; mohou tedy
signalizovat pfitomnost aktivniho zanétlivého
onemocnéni. K dosazeni celkové klinické diagnézy se
navrhuji dal$i vhodné vySetfovaci postupy u specialist.

Klinické hodnoceni

Schopnost testu BUHLMANN fCAL® ELISA rozliSovat
mezi pacienty s IBD a jinymi nezanétlivymi poruchami
traviciho traktu, véetné IBS, byla testovana v klinické studii
s celkem 337 dospélymi a détskymi pacienty. Sto tficet pét
(135) pacientd mélo kone¢nou diagn6zu IBD (Crohnova
choroba, ulcerézni kolitida nebo neurcita kolitida), 130
pacientll trpélo IBS a 72 pacientd mélo bolesti bficha
a/nebo prdjem nebo jiné nezanétlivé stavy souvisejici s
travicim traktem (viz tabulka 5). Kone¢na diagnéza byla
podpoifena endoskopickymi a dalSimi klinickymi nalezy.
Pfi rozliSeni mezi IBD a nezanétlivymi stavy souvisejicimi
s travicim traktem, vCetné IBS, lze dosahnout klinické
senzitivity 93,3% pfi 80 ug/g a klinické specificity 83,7%
pfi 160 pg/g. Vysledkem analyzy kfivky ROC je AUC 0,923
(viz tabulka 6).

Pfi rozliSeni IBD a IBS Ize dosahnout klinické senzitivity
93,3% pfi 80 pg/g a klinické specificity 85,4% pfi 160 pg/g.
Vysledkem analyzy kfivky ROC je AUC 0,933 (viz tabulka
8).

Optimalni kombinaci hodnot pro tyto skupiny pacientl Ize
definovat pomoci analyzy ROC pfi kalprotektinu 80 ug/g a

BUHLMANN fCAL® ELISA



160 ug/g, ktera je o né&co pfisngjSi nez kombinace
citlivéjSi dolni hranice 50 pg/g s nizSi vykonnosti ve
specificitt a horni hranice 200 pg/g s o néco nizsi
citlivosti (tabulka 7 a 9).

Il. IBD monitoring

Klinické prahové hodnoty a hodnoceni

Stanoveni fekélniho kalprotektinu je také spolehlivym a
jednoduchym zplsobem, jak napomoci monitorovani
pacient( s IBD (viz 7-18).

Korelace hladin kalprotektinu a zanétlivého stavu stfevni
sliznice pacienta podle endoskopickych hodnoceni byla
stanovena ve ftfech nezavislych studiich s pouzitim
kalprotektinovych testt BUHLMANN (tabulka 10).
Diagnosticka hodnota kalprotektinu pfi pfedpovédi klinické
remise a relapsu podle symptomu pacienta, klinickych
ukazatelu aktivity, neplanované potfeby eskalace terapie,
hospitalizace nebo nouzové situace byla stanovena ve
trech studiich s pouzitim kalprotektinovych testl
BUHLMANN (tabulka 11).

Uvedené kategorie vysledkl jsou doporuéenim a jejich
stanoveni vychazi ze zkracenych znalosti publikovanych
hrani¢nich hodnot a studii klinické vykonnosti. Doporucuje
se, aby zdravotnici stanovili individuélni hrani¢ni hodnoty
pro jednotlivé pacienty stanovenim vychozi hladiny
kalprotektinu u pacienta v dobé remise onemocnéni.

Hodnoty kalprotektinu pod 100 pg/g

Fekalni hladiny kalprotektinu pod 100 ug / g mohou
spolehlivé indikovat pacienty s nizkym rizikem klinického
relapsu pfi endoskopické remisi, u které lze zabranit
invazivnim endoskopickym postuplm (viz 7-18).

Hodnoty kalprotektinu mezi 100 and 300 pg/g

Stupné kalprotektinu ve stolici mezi 100-300 ug / g mohou
naznaCovat nutnost pfisné&jdi kontroly v nasledujicim
obdobi pro posouzeni tendenci vyvoje onemocnéni.

Hodnoty kalprotektinu nad 300 pg/g

PFi zjisténi hladiny fekalniho kalprotektinu vy8Si nez
300 pg/g by se testy mély opakovat, a pokud se potvrdi
zvySené hladiny, mély by se provést dalsi vySetfovaci
postupy (ref. 7-18).

CHARAKTERISTIKY VYKONU

Vykonnostni charakteristiky testu BUHLMANN fCAL®
ELISA byly stanoveny pomoci manualni extrakéni metody,
pokud neni uvedeno jinak.

Pracovni rozsah: 10 - 600 ug/q

Opakovatelnost: 1,9 — 8,0% CV

Presnost v ramci laboratoie: 5,5 - 14,0% CV
Opakovatelnost a vnitrolaboratorni  pfesnost  byly
stanoveny na zakladé pokynu CLSI EP05-A2 s pouZzitim
studie 22 dni x 2 opakovani. Bylo testovano deset
extrahovanych  vzork(i stolice s koncentracemi
kalprotektinu v rozmezi 13,2 - 501,4 pg/g (tabulka 13).

Detekeni limi (LoD): 4,2 pgl/g

LoD byla stanovena podle pokynu CLSI EP17-A a s
podilem faleSné pozitivnich vysledkl (a) mensim nez 5%
a faleSné negativnich vysledkt () menSim nez 5% na
zdkladé 240 stanoveni s 80 slepymi pokusy (extrakéni
pufr) a 160 nizkouroviiovymi replikaty; a LoB 0,29 ug/g.

Datum vydéni: 2022-11-16
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Mez kvantifikace (LoQ): 9,8 pg/g

Limit LoQ byl stanoven na zakladé udaju ziskanych v
ramci studie presnosti v laboratofi, véetné dodatecného
vzorku stolice o koncentraci 7,4 ug/g. LoQ byla stanovena
jako koncentrace kalprotektinu, pfi niz nelinearni shoda
celkovych udajl o pfesnosti protina cil pfesnosti 20% CV.

Linearita: 10 - 600 pg/g

Linearni rozsah testu BUHLMANN fCAL® ELISA byl
stanoven podle pokynu CLSI EPO06-A. Byla povolena
maximalni odchylka od linearity +20%. Pro hodnoty nizsi
nez 75 ug/g byla povolena absolutni odchylka mensi nez
115 pg/g (tabulka 14).

Presnost/obnoveni
Celkova odchylka: -1,1%;
Dolni mez shody: -17,5%,
Horni mez shody: 15,4%

CtyFi negativni extrahované vzorky stolice byly obohaceny
o zvySujici se mnozstvi kalprotektinu ze vzork( séra.
Vysledky jsou uvedeny na obrazku 2.

Hook efekt pfi vysoké davce

Vzorky s teoretickou koncentraci az ~60'000 ug/g Ize
analyzovat bez omezeni méficiho rozsahu testu.

Pracovni rozsah: 30 - 1800 ug/g

Opakovatelnost: 1,7 — 5,8% CV

Presnost v ramci laboratore: 3,1 — 9,4% CV
Opakovatelnost a vnitrolaboratorni pfesnost byly
stanoveny podle pokynu CLSI EP05-A3 za pouZiti studie
10 dni x 2 série x 4 opakovani. Bylo testovano sedm
smeésnych extraktl vzorkU stolice s koncentracemi
kalprotektinu v rozmezi 38,5 - 918,0 ug/g (tabulka 16).

Presnost mezi jednotlivymi Sarzemi: 4,2 — 9,7% CV
Pfesnost mezi jednotlivymi SarZzemi byla stanovena podle
pokynu CLSI EP05-A3 s pouzitim studie 3 Sarze x 5 dni x
5 opakovani a modelu nahodnych efektu slozek rozptylu.
Bylo testovano Sest extraktl vzorka stolice s
koncentracemi kalprotektinu v rozmezi 46,4 - 1476,1 ug/g
(tabulka 17).

Reprodukovatelnost (studie hodnoceni presnosti na
vice mistech): 6,4 — 19,0% CV

Reprodukovatelnost byla stanovena podle pokynu CLSI
EP05-A3 s pouzitim studie 3 laboratorni pracovisté x 2
operatofi x 5 dni x 2 cykly denné x 4 replikaty. Ve studii
byly pouzity tfi SarZze reagencii. Bylo testovano pét
smésnych extraktl vzork(l stolice s koncentracemi
kalprotektinu v rozmezi 42,1 - 1053,3 ug/g (tabulka 18).

Mez detekce (LoD): 12,6 ug/g

LoD byla stanovena podle pokynu CLSI EP17-A2 a s
podilem falesné pozitivnich vysledkl (a) mensim nez 5%
a faleSné negativnich vysledkd (8) mensSim nez 5% na
z&kladé 120 stanoveni s 60 slepymi pokusy (extrakéni
pufr) a 60 nizkouroviiovymi replikaty; a LoB 8,3 ug/g.

Mez kvantifikace (LoQ): 21,3 ug/g

LoQ byla stanovena podle pokynu CLSI EP17-A2 na
zakladé 60 stanoveni a cile pfesnosti 20% CV.

Linearita: 30 - 1800 pg/g

Linearni rozsah testu BUHLMANN fCAL® ELISA byl
stanoven podle pokynu CLSI EPO06-A. Byla povolena

BUHLMANN fCAL® ELISA



maximalni odchylka od linearity £20%. Pro hodnoty niz&i
nez 75 ug/g byla stanovena absolutni odchylka mensi nez
+15 pg/g (tabulka19).

Piesnost / vytéznost: 96,4 — 102,2%

Sedm extraktu vzork( stolice s hladinami kalprotektinu v
rozmezi 46,5 -990,2 uyg/g bylo obohaceno o 180 pg/g
kalprotektinu v kalibraénim materialu. Spikovani bylo
provedeno na 10% objemu extraktu vzorku. "Zakladni"
vzorky byly spikovany odpovidajicim mnozZstvim
inkubacniho pufru. Vzorky "zakladni" a "zakladni + spike"
byly méfeny ve tfech opakovanich (tabulka 20).

Preanalytika

Vykonnostni charakteristiky testu BUHLMANN fCAL®
ELISA s ohledem na preanalytické postupy byly
stanoveny s pouzitim pracovniho rozsahu 30 — 1800 ug/g.

Reprodukovatelnost extrakce — CALEX® Cap:

7,9 -16,9%

Reprodukovatelnost extrakce byla stanovena podle
pokynu CLSI EPO05-A3 s pouzitim 3 Sarzi pfipravku
CALEX® Cap x 4 extrakce x 4 opakovani. Bylo testovano
pét klinickych vzorku stolice, véetné pevnych, polotuhych
a tekutych konzistenci vzork(i, s koncentracemi
kalprotektinu v rozmezi 42,5 - 2949.9 pg/g (tabulka 21).

Srovnani metod CALEX® Cap vs. manualni extrakce
Odchylka pfi 80 pg/g: 5,9% (95% CI: 1,4 — 12,2%)
Odchylka pfi 160 pg/g: 12,0% (95% CI: 7,8 — 17,0%)
Pramérna odchylka : 10,1% (95% CI: 5,7 — 14,5%)
Metoda srovnavaci studie byla provedena podle pokynu
CLSI EPQ09-A3. Dvé sté &tyficet jedna (241) klinickych
vzorkll bylo extrahovano pomoci jedné Sarze zafizeni
CALEX® Cap. Referenéni hodnoty s kone¢nym intervalem
koncentrace  kalprotektinu 30,5 - 1496,6 ug/g  byly
stanoveny pomoci manualni extrakéni metody. U obou
metod byly extrakty méfeny v jednotlivych stanovenich.
Odchylka byla stanovena pomoci Passing-Bablokovy
linearni regrese a Bland-Altmanovy analyzy (tabulky 22 a
23).

INTERFERUJICI LATKY

Citlivost testu BUHLMANN fCAL® ELISA na peroralni
IéCiva, dopliiky stravy, hemoglobin a entero-patologické
mikroorganismy byla hodnocena podle smérnice CLSI
EPQ07-A2 s pouzitim rozSifeného pracovniho rozmezi.
Zkresleni vysledkt presahujici 10% bylo povazovano za
interferenci. U latek uvedenych v tabulce 24 nebyla
zjisténa Zadna interference az do uvedenych koncentraci.
Nebyla zjisténa zadna interference s entero-patologickymi
mikroorganismy, uvedenymi v tabulce 25, az do
uvedeného mnozstvi jednotek tvoficich kolonie (CFU) na
mL extraktu vzorku stolice.

Datum vydéni: 2022-11-16
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TABULKY A GRAFY

Klinicka studie

Klinickd studie — rozliSujici organické onemocnéni od Klinické studie — IBD monitoring

Specifiénost (95% CI)

70,3% (63,5%, 76,5%)

83,7% (77,8%, 88,5%)

PPV (95% CI)

67,7% (60,5%, 74,4%)

77,6% (69,9%, 84,0%)

NPV (95% Cl)

94,0% (89,0%, 97,2%)

88,9% (83,6%, 93,0%)

ROC AUC (95% Cl)

0,923 (0,893, 0,953)

funkéniho gastrointestinalniho onemocnéni Kalprotektin vs Studie 1 — Studie 2 — Studie 3 —
. . | Rozlozeni vysledki pacientii v poétech (procentech) v aktivita IBD stanovens | Spanélsko Spangisko Aust'rélie,
Konecne diagnostickém rozmezi BUHLMANN fCAL® ELISA endoskopicky Novy
diagnézy (ref. 9) (ref. 10) Zéland
<80 pug/g |80-160 pg/g | > 160 ug/g Celkem
IBD |9(67%) |12(8,9%) |114 (84,4%) | 135 (100%) L
b4 H ) 2 3 2
IBS |94 (72,3%) |17 (13,1%) |19 (14,6%) | 130 (100%) z:;fgﬁ:‘f’if"t” a 89 (CD7) 123 (UC) ?egséig) Po
Dal$i GI |48 (66,7%) |10 (13,9%) |14 (19,4%) |72 (100%) Vek: 32-58  |Vek: 18-85 | Vek: 29-47
44% muzi 66,4% muzi 46,5% muzi
Tabulka 5
Cut-off 272 uglg 280 ugl/g 100 pg/g
e Klinicky rozhodovaci bod NPV 98% 86% M%
80 Hglg 160 no/g PPV 76% 80,3% 53%
Senzitivita (95% Cl) 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%) Tabulka 10

! Studie 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL a Quantum Blue® fCAL high range

Studie 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA
2 CD = pacienti s Crohnovou chorobou

3 UC = pacienti s ulcerdzni kolitidou

Klinicky rozhodovaci bod
50 ug/g 200 ug/g
96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73,1%, 87,0%)
59,2% (50,3% ,67,8%) | 90,0% (83,5%, 94,6%)
71,0% (63,9%, 77,5%) | 89,3% (82,5%, 94,2%)
93,9% (86,3%, 98,0%) | 81,8% (74,5%, 87,8%)
Tabulka 9

IBD vs. IBS

Senzitivita (95% CI)
Specifiénost (95% CI)
PPV (95% Cl)

NPV (95% CI)

)
)
)
)

non-IBD — IBS + jiné Gl

ClI - interval spolehlivosti

PPV — pozitivni prediktivni hodnota

NPV — negativni prediktivni hodnota

ROC AUC - oblast pod kfivkou operaéni charakteristiky kFivky

Datum vydéni: 2022-11-16 9/16

! Stuiey 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA

Tabulka6  Klinické studie — IBD monitoring
BD BD Klinicky rozhodovaci bod Kalprotektin' vs. Studie4 - | Studie 5 - Studie 6 —
VS. nhon- = O] B x ~
50 pglg 200 pglg budf)um klinicka UK Spanélsko Spanélsko
remise nebo relaps
Senzitivita (95% Cl) 96.3% (91.6%, 98.8%) | 80.7% (73.1%, 87.0%) (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)
Specifiénost (95% CI) | 59.9% (52.8%, 66.7%) | 87.1% (81.7%, 91.4%) | | Pocet pacientu a 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)
demografie 20 (UC?)
PPV (95% Cl) 61.6% (54.7%, 68.2%) | 80.7% (73.1%, 87.0%) Lécba Lédba
NPV (95% Cl) 96.0% (91.0%, 98.7%) | 87.1% (81.7%, 91.4%) adalimumabem | infliximabem
Vék: 24-64 Vék: 18-68
Tabulka 7 38% muzi 43,3% muzi 47,2% muzi
Klinicky rozhodovaci bod =
IBD vs. IBS Doba po stanoveni
80 ug/g 160 pg/g kalprotektinu 12 mésicl 4 mésice 12 mésicl
Senzitivita (95% Cl) 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%)
— Pacienti v klinickém o o o
Specifiénost (95% CI) | 72,3% (63,8%, 79,8%) | 85,4% (78,1%, 91,0%) relapsu po follow up | 117 30% 23%
PPV (95% Cl) 77,8% (70,6%, 83,9%) | 85,7% (78,6%, 91,2%) Cut-off 240 uglg 204 uglg 160 pg/g
NPV (95% CI) 91,3% (84,1%, 95,9%) | 84,1% (76,7%, 89,9%) NPV 96.8% 100% 96.1%
3 o (] ) (]
ROC AUC (95% Cl) 0,933 (0,902, 0,963)
PPV 27,6% 75% 68,7%
Tabulka 8
Tabulka 11

Studie 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL a Quantum Blue® fCAL high range

2 CD = pacienti s Crohnovou chorobou
3 UC = pacienti s ulcerdzni kolitidou

BUHLMANN fCAL® ELISA



TABULKY A GRAFY
POSTUP S NIZSiM ROZSAHEM 10-600 ug/g
Priklad vysledku

Konc. Absorb. Vypocet | CV konc.
[ng/al [OD] konc. [%]
[ug/g]
Blank primér 0,096
Kalibrator A 10 0,073
Kalibrator A 10 0,066
Kalibrator A 10 0,069 7,2
primér
Kalibrator B 30 0,143
Kalibrator B 30 0,153
Kalibrator B 30 0,148 4,8
primér
Kalibrator C 100 0,465
Kalibrator C 100 0,456
Kalibrator C 100 0,460 1,4
primér.
Kalibrator D 300 1,121
Kalibrator D 300 1,135
Kalibrator D 300 1,128 0,9
pramér
Kalibrator E 600 1,658
Kalibrator E 600 1,671
Kalibrator E 600 1,664 0,6
primér
Kontrola nizka 0,201 41
Kontrola nizka 0,189 39
Kontrola nizka 0,195 40 4.4
pramér
Kontrola vysokab 0,598 134
Kontrola vysokab 0,583 130
Kontrola 0,590 132 1,8
vysokab pramér
Tabulka 12
Priklad standardni kiivky
, Standard_Curve
£
M
* Concen\:z(:z)n (Hg/g) e
4-PFity =(A-D)/(1+(X/C)B)+D A B c ] R72
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 267 1
mpmm - Fixed Weight Value
Obr 1
Datum vydani: 2022-11-16
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Mezilaboratorni presnost

. . Celkova
Vz?rek n Prﬁrlnér Opakovatelnost Mezidenni pl':s:(‘::t
C.
lolal —sp T%cv | sb | %cv | sD | %ev
#1957 | 44 13,2 1,0 | 8,0% 1,5 [116%| 1,8 [14,0%
#1933 | 42 20,5 0,9 | 42% 1,6 7,7% 1,8 | 8,8%
#1934 | 44 19,7 1,2 6,0% 16 | 8,4% 2,0 [10,3%
#1935 | 44 37,1 1,2 3,2% 2,1 5,8% 24 | 6,7%
#1936 | 44 354 09 | 2,7% 2,5 7,4% 2,7 7,8%
#1937 | 44 58,6 16 | 2,9% 36 | 6,4% 3,9 7,0%
#1938 | 44 83,9 26 | 31% | 4,3 5,2% 50 | 6,0%
#1939 | 44 | 1414 2,6 1,9% 7.1 5,2% 75 | 55%
#1956 | 44 | 2941 14,0 | 48% | 18,0 | 6,2% | 22,8 | 7,8%
#1940 | 44 | 5014 | 27,7 | 57% | 20,9 | 4,3% | 34,7 | 7,1%
Tabulka 13
Linearita
p-hodnota
pro
Testovany rozsah nelinearni
ID méreni R? koeficient Linearni rozsah
S1 2,3-740,0 0,972 p >0,05 3,1-602,8
S2 5,1-999,5 0,988 p <0,05 5,1-654,0
S3 1,3-690,2 0,994 p <0,05 3,9-690,2
S4 9,6 — 827 0,940 p <0,05 9,6 — 658,7
Tabulka 14
Spiking obnovitelnost
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TABULKY A GRAFY

Postup s rozsirenym rozsahem 30-1800 ug/g

Prikald vysledk Presnost mezi Sarzemi
Koncentrace Absorbce V ramci Mezi Celk
[ug/g] [OD] Pram. cyklu Mezi dny | Sarzemi efkem
Kalibrator A 30 0,047 ID |[uglg] |n |SD |%CV [SD |[%CV |SD [%CV | SD |%CV
30 0,046 2 | 464 | 74|25 |55%]| 05 [1,1%]| 24 |53%| 4,5 |9,7%
Kalibrator B 90 0,138 3 | 1055 | 75|25 |24% | 1,4 [1,4%| 21 |20%| 45 |42%
90 0,140
4 | 1336 (75|50 (38%| 1,9 |1,4%]| 42 [32%| 7,2 |54%
Kalibrator C 300 0,464 5 | 1785 | 75| 6,3 |35%| 0,0 [0,0%| 63 [35%| 9,2 |5.2%
' 300 0,452 ’ : 5% | 0,0 [0,0%| 6, 5% | 9, 2%
900 1207 6 | 4352 |75 [124(29% | 7,5 |1,7%| 18,1 |4,2%| 23,2 | 5,3%
Kalibrator D ' 7 |1476,1| 75 |48,4|3,3% | 88,6 |6,0%| 31,4 |2,1% | 110,6 | 7,5%
900 1,192
Kalibrator E 1800 1.627 Tebulka 17
1800 1,630 Reprodukovatelnost — studie hodnoceni pfesnosti na
Blank priimér 0,057 vice mistech
Mezi Mezi Celk. (Repro-
0.147 Prim. operatory pracovisti | dukovatelnost)
Kontrola nizka ’
0,162 ID |[ug/g] | n | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV
. 0,618 S01 | 421 | 236 | 00 | 0,0% | 44 |104%| 80 | 19,0%
Kontrola vysokab
0,618 S02 | 674 | 238 | 17 | 26% | 39 |57% | 86 | 12,7%
Tabulka 15 S03 | 1423 | 238 | 24 | 1,7% | 40 | 2,8% | 16,8 | 11,8%
Pfiklad standardni kfivky S04 | 3798 | 240 | 0,0 | 0,0% | 13,7 | 36% | 24,2 | 6,4%
S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 3,8% | 64,4 | 6,1% | 97,3 | 9,2%
2.0+ Tabulka 18
184 Linearita
1.6 p-hodnota
1.4 pro ) ) )
5 21 Rozsah méreni nelinearni Linearni rozsah
Q 104 ID [nglg] R? koeficient [ug/g]
£ o8 FRB 22,8 -1932,0 0,998 |p<0,05 24,6 - 1932,0
Q
< 067 FRC |26,2-2096,2 0,997 |p<0,05 26,2 — 2096,2
0.4
0] Tabulka 19
0.0 Accuracy / Recovery Presnost / Vytéznost
10 10 Cone. (ugla) 1000 Primérna Ocekavana Pozorovana
e zakladni zakladni zakladni o
hodnota hodnota + hodnota + Vytéznost
Mezilaboratorni of ¢ Obr3 ID | [nglg] spike [ug/g] | narust [pglg] | [%]
ezilaboratorni pfesnos w1 | 465 2265 2245 99.1%
Opakovatel- V ramei # | 637 2437 2477 101,69
Pram. nost Mezi béhy | Mezi dny | laboratore . . . 6%
#3 | 89,0 269,0 274,9 102,29
ID |[uglg]l [n |SD |%CV [SD [%CV |SD [%CV | SD [%CV ’ ’ ’ 2%
# | 1116 291,6 292,0 100,19
P1 | 385 | 80|23 [58%| 1,8 [4,8%| 2,2 |56%]| 36 |94% ’ ’ ’ A%
#5 | 163,5 343,5 331,1 96,49
P2 | 67,0 | 80 | 2,0 [3,0%| 3,5 [52%| 1,6 |24%| 43 |64% ’ ’ ’ A%
#6 | 304,0 4840 475,0 98,19
P3 | 1357 | 80 | 23 [1,7%| 56 [4,1%| 0,0 |0,0%| 6,0 |4,4% ’ ’ ’ A%
#7 | 990,2 1170,2 1166,6 99,79
P4 | 2071 | 80 | 4,1 |2,0% | 12,5 [6,0% | 0,0 |0,0% | 13,2 | 6,4% ’ ’ ’ 7%
Tabulka 20
P5 | 3371 | 80 | 59 | 1,8% | 18,3 [54%| 0,0 |0,0%| 19,3 | 5,7% abulka
P6 | 562,6 | 80 | 11,0 | 2,0% | 13,6 [2,4% | 2,5 |0,4% | 17,7 | 3,1%
P7 | 9180 | 80 | 18,6 | 2,0% | 62,1 [6,8% | 20,8 |2,3% | 68,1 | 7,4%

Tabulka 16
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TABULKY A GRAFY

VYKONNOSTNi PARAMETRY PRED ANALYZOU
Reprodukovatelnost extrakce — CALEX® Cap

INTERFERUJICI LATKY

Peroralni lé¢iva, dopliiky stravy a hemoglobin

Vtrér:ci tM?i . rllezi Sarzemi Cvelkovét Nazev Aktivni slozka Koncentrace
Pram. | €x raD ce extra coeml : presm:s mg/50 mg stolice
ID |luglgl | SD |%CV | SD e =i || e ] Sl e gyno-Tardyferon | Iron (II) sulfate 0,11
A | 425 16 [39% | 52 [(121% | 0,0 |0,0% | 54 |(12,7% (contains 0.35 mg folic acid)
B|1265| 32 [25% | 96 | 76% | 93 |7,4% | 13,8 | 10,9% Prednisone Prednisone 0,31
C|2074 | 51 |24% | 34,8 |16,8% | 0,0 |0,0% | 35,1 | 16,9% Imurek Azathioprine 019
D | 5155 | 139 |2,7% | 382 | 74% | 0,0 | 0,0% | 40,7 | 7,9% Salofalk Mesalamine: 5,21
E [2949,9| 93,0 | 3,2% | 214,6 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6| 8,1% 5-ASA
Tabulka 21 Agopton Lansoprazole 0,18
Metoda srovnani — CALEX® Cap extrakce a manualni Asacol Mesalamine; 2,50
extrakce 5-ASA
Bland-Altman Analyza Vancocin Vancomycin 2,00
Pram.odchylka Niz&i LoA Vy3si LoA Sulfamethoxazole | Sulfamethoxazole 1,60
(95%) (95% Cl) (95% CI) Trimethoprim Trimethoprim lactate 0,35
10,1% -47,4% 67,5% Ciproxine Ciprofloxacin 1,25
(5.7%, 14.5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) Vitamin E DL-a-Tocopherol Acetate 0,30
Tabulka 22 Bion 3 3 probioticka (107 CFU): 1,06
P - 5 lactobacillus gasseri PA16 / 8
R | P -Bablok ’
egrasni analyza Fassing-=ablo bifidobacterium bifidum MF
Smeérnice Posunuti Zkresleni pri |Zkresleni pri 20/5, bifidobacterium longum
(95% CI) (na/g) 80 ugl/g 160 pg/g r SP07 / 3, 12 vitamins: A (800
(95% CI) (95% Cl) (95% ClI) ug), B1 (1,4 mg), B2 (1,6 mg),
1,181 -9,7 5,9% 12,0% 0,948 B6 (2 mg), B12 (1 ug), C (60
(1,120, 1,235) | (-16,0, -2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%) mg), D (5 ug), E (10 mg),
Biotin (150 pg), folic acid (200
Tabulka 23 ug), niacin (18 mg),
pantothenic acid (6 mg) and 7
minerals: iodine (100 ug), iron
(5 mg), zinc (5 mg), selenium
(30 pg), chromium (25 pg),
manganese (1,2 mg),
molybdenum (25 pg)
Hemoglobin Hemoglobin 1,25

Datum vydéni: 2022-11-16
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Enteropathologicaké mikroorganismy

Tabulka 24

Nazev Koneéna koncentrace
(CFU/mL extract stolice)

Escherichia coli 9,5x 107

Salmonella enterica subsp. enterica 1x10°

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia 5,4 x 107

Citrobacter freundii 9,7 x 107

Shigella flexneri 1,5x 108

Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1,6 x 108

Tabulka 25
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KRATKY POSTUP

CALPROTECTIN ELISA

Potazena mikrotitracni desticka

l < promyjte 2x 2300 uL mycim pufrem
100 pL inkubaéni pufr, kalibratory, kontroly
nebo fedéné vzorky

inkubujte 30 (+ 5) minut
S pii 18-28 °C na rotatoru desticky ~450 rpm

< promyjte 3x 2300 uL. mycim pufrem
pridat 100 yL enzymového markru

C inkubujte 30 +/-5 minut
pfi 18-28 °C na rotatoru desticky ~450 rpm

L C promyjte 5x 2300 uL mycim pufrem
A
pridat 100 yL TMB substratu

inkubujte 15 +/-2 minut
C pfi 18-28 °C na rotatoru desti¢ky ~450 rpm

v

pridat 100 yL zastavovaciho roztoku
m=p Ctéte absorbci pfi 450 nm (béhem 30 minut)

CAS DO VYSLEDKU 75 minut

Datum vydéni: 2022-11-16 14/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



SEZNAM ZMEN

Datum Verze Zména
Aktualizace kapitoly upozornéni a bezpecnostni opatfeni
Uvedeni nepresnosti kalibratoru a zdtvodnéni interni standardizace v kapitole
Standardizace

2022-11-16 A3 Aktualizace znéni a zjednodus$eni kapitoly Vykonné charakteristiky

Revize kapitoly Symboly

Nové patentové informace

Zahrnuti Cisla oznameni do oznaceni CE- postup posuzovani shody podle nafizeni
IVDR 2017/746

HLASENI POTIZi vV CLENSKYCH ZEMIiCH EU

IPokud se vyskytnou zavazné problémy s timto zafizenim, bez odkladu prosim vSe ohlaste vyrobci a pfislusnému organu

ve vasi zemi.

POSKOZENI PRI PREPRAVE

Informujte prosim svého distributora, pokud byl produkt dodan poskozeny.

Datum vydéni: 2022-11-16
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SYMBOLY

Spole¢nost BUHLMANN pouZiva symboly a znacky uvedené a popsané v normé I1SO 15223-1. Kromé toho se pouZivaji

nasledujici symboly a znacky:

Symboly Vysvétleni
Mikrotitraéni desticka
BUF Extrakéni pufr
IBUF|[WASH|10X] Koncentrat promyvaciho pufru (10x)
BUF|INC Inkubaéni pufr
ICALIA| -[CALIE| | Kalibrator A -E
[CONTROLIL| Nizka kontrola
[CONTROL|H| Vysoka kontrola
Enzymovy marker
SUBS|TMB TMB substrat
[SOLN|STOP| Zastavovaci roztok

Soudasti soupravy jsou patentové chranény u EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2).

Datum vydéni: 2022-11-16
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