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DEUTSCH

VERWENDUNGSZWECK

Der BUHLMANN fCAL® ELISA st ein in-vitro-
Diagnosetest fur die quantitative Bestimmung von
Calprotectin in humanen Stuhlproben, der als Hilfsmittel
bei der Beurteilung von Darmschleimhautentziindungen
dient. Die Testergebnisse dienen bei der Diagnose als
Hilfsmittel zur Unterscheidung zwischen organischen,
entzindlichen Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes
(entzindliche Darmerkrankungen (CED), speziell Morbus
Crohn oder Colitis ulcerosa (UC)) und funktionellen
Erkrankungen (Reizdarmsyndrom (RDS)) (Ref. 1-7) bei
Patienten mit chronischen Bauchschmerzen und als
Hilfsmittel bei der Uberwachung der CED (Ref. 7-18).

Nur fiir den Laborgebrauch.

TESTPRINZIP

Der BUHLMANN fCAL® ELISA ermdglicht die selektive
Messung von Calprotectin in Stuhlprobenextrakten mit
dem Sandwich-ELISA. Die Mikrotiterplatte des
BUHLMANN fCAL® ELISA ist mit einem monoklonalen
Fangerantikdrper (mAb) beschichtet, der hochspezifisch
fir heterodimeren und polymeren Calprotectinkomplexe
ist. Stuhlprobenextrakte von Patienten, Kontrollen zur
Bestimmung der ELISA Messakzeptanz und Kalibratoren
werden in die Wells der Mikrotiterplatte gegeben. Nach
einer 30-mindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
und nach  den Waschschritten bindet ein
Detektionsantikdrper (Ak), der an Meerrettichperoxidase
(HRP) konjugiert ist, an die Caplprotectinmolekiile, die
wiederum an die Fangerantikérper auf der Platte
gebunden sind. Nach der Inkubation und weiteren
Waschschritten wird das chromogene HRP-Substrat
Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugefiigt (Bildung einer
blauen Farbe); danach wird die Reaktion gestoppt
(Farbumschlag nach gelb). Die Absorption wird bei 450
nm gemessen. Die endglltige Calprotectinkonzentration
in pg/g Stuhl in den Patientenproben wird mithilfe der
Kalibrierkurve ermittelt, die anhand der gemessenen
Kalibratorwerte erstellt worden ist.

. Rekonsti-
Reagenzien Menge Code tution
Kalibratoren
A-EV?

Aus Serum .

gewonnenes 5 Flaschchen B.CAL.CASET| Gebrauchs-

Calprotectin in einer |[x 1 mL fertig

Puffermatrix

mit Konservierungs-

mittel

Kontrolle tief /

hoch?

Aus Serum 2 Flaschchen | B-CAL- Gebrauchs-

gewonnenes x 1 mL CONSET fertig

Calprotectin in einer

Puffermatrix mit

Konservierungs-mittel

Enzymmarker 2 Flschchen Gebrauchs-

anti-Calprotectin Ak «12 ml B-CAL-EL fertig

konjugiert mit HRP

TMB-Substrat 2 Flaschchen Gebrauchs-
B-TMB12 -

TMB in Citratpuffer | x 12 mL fertig

. Gebrauchs-

Stopp-Losung )
3 fert
0,25 M 2 oonehen pstst2 (19
Schwefelsaure orrosives
Agens
Tabelle 1

" Die tatséchliche Konzentrationen der Kalibratoren A-E betragen 4,
12, 40, 120 und 240 ng/mL Calprotectin. Fir die ,Lower Range®
ELISA Variante muissen die Kalibratorwerte wie folgt eingestellt
werden: 10, 30, 100, 300 und 600 ug/g Calprotectin. Diese
Verwendung entspricht einer Probenendverdinnung von 1:2500 in
der ,Lower Range” ELISA Variante.

2 Wenn Sie die ,Extended Range“ ELISA Variante verwenden, miissen
die nominalen Kalibratorwerte wie folgt eingestellt werden: 30, 90
300, 900 und 1800 pg/g Calprotectin. Diese Verwendung entspricht
einer Probenendverdinnung von 1:7500 in der ,Extended Range*
ELISA Variante.

% Die Kontrollen enthalten chargenspezifische Mengen von nativem,
humanem Calprotectin. Die tatsdchlichen Konzentrationen werden
auf dem zuséatzlichen QC Datenblatt angegeben

LAGERUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN
UND ARBEITSLOSUNGEN

Verschlossene / ungeéffnete Reagenzien

Bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien nicht Gber das Verfallsdatum
hinaus verwenden, das auf den Etiketten aufgedruckt ist.

GELIEFERTE REAGENZIEN UND VORBEREITUNG

i Rekonsti-
Reagenzien Menge Code tution
Mikrotiterplatte 2x
mit anti-Calprotectin 1Sf x_fB-WeII B-CAL-MP ]‘Gftl')raUChs-
mAK vorbeschichtet refren ertig

mit Halter

Abdeckfolie 6 Stiick . Gebrauchs-
fertig

Waschpuffer- ;gge mit

konzentrat (10x) 2 Flaschen 0mL

mit Konservierungs- | x 100 mL B-CAL-WB deionisiertem

i H,O

mittel i
verdiinnen

Inllt(t|1<bat|ons.puffer 2 Flaschen AL Gebrauche.

::ttelonserwerungs- X 125 mL fortig
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Geoffnete / rekonstituierte Reagenzien

Ungebrauchte Streifen sofort in den Folienbeutel
mit den Trockenmittelpackungen zurticklegen und
den Druckleistenverschluss entlang der ganzen
Leiste wieder verschliessen.

Bei 2-8 °C bis zu 6 Monate lagern.

Mikrotiterplatte

Verdlinnter
Waschpuffer

Inkubationspuffer

Kalibratoren

Kontrollen Bei 2-8 °C bis zu 6 Monate lagern.

Enzymmarker

TMB-Substrat

Stopp-Ldsung

Tabelle 2

BUHLMANN fCAL® ELISA




ZUSATZLICH ERHALTLICHE REAGENZIEN UND
MATERIALIEN

Extraktionsprodukt fiir Stuhlproben

Das Extraktionsprodukt zur Stuhlextraktion in Tabelle 3
wird nicht mit dem Kit mitgeliefert und muss zusatzlich
zum Kit bestellt werden.

Extraktions-
produkt Kit Menge B
Packungen zu 50, 200 oder
500 Réhrchen, jedes mit B-CALEX-C50
CALEX® Cap 5 mL Extraktionspuffer B-CALEX-C200
gefullt B-CALEX-C500
Gebrauchsfertig
Tabelle 3

ERFORDERLICHE NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTENE MATERIALIEN
Extraktion

e 100puL und 1000 puL Prazisionspipetten  mit
Einwegspitzen

e Polystyrol- oder Polypropyleneinwegrohrchen zum
Uberflihren der Extrakte (bei Bedarf)

e Laminar Flow Arbeitsplatz

e Multirbhrchen-Vortexmischer / Vortexmischer
e Mikrozentrifuge (23000 x g)

e Zentrifuge (=500 x g)

ELISA

e 10puL, 100 uyL und 1000 uL Prazisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen

e Polystyrol- oder Polypropyleneinwegréhrchen zur
Durchfliihrung der Probenverdiinnungen

e 1000 mL Messzylinder zur Verdinnung des Wasch-
puffers

e Mikrotiterplattenwaschautomat (siehe technische
Vorsichtsmassnahmen) oder Spritzflasche fir Wasch-
puffer

e Mikrotiterplattenschuttler (siehe technische Vorsichts-
massnahmen)

¢ Fliesspapier

¢ Mikrotiterplattenphotometer zur Messung der
Absorption bei 450 nm

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Sicherheitsmassnahmen

e Die Kalibratoren und Kontrollen dieses Tests
enthalten Bestandteile humanen Ursprungs. Obwohl
sie negativ in Tests fur HBV Oberflachenantigen, HCV
und HIV1/2 Antikérper waren, sollten sie gemass
guter Laborpraxis (GLP) als potentiell infektios
behandelt werden und die entsprechenden
Sicherheits-vorkehrungen getroffen werden.

e Der Extraktionspuffer enthdlt Komponenten, die
gemass Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 klassifiziert
sind:
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on-hydrochlorid (Konz.
> 0,0015%), folglich kénnte der Extraktionspuffer
allergische Hautreaktionen verursachen (H317).
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Schwefelsdure (Konz. 22,5 - <5%), die Reagenzien
kénnen Hautreizungen (H315) und schwere
Augenreizungen (H319) verursachen.

Kontakt der Reagenzien mit der Haut, den Augen
oder den Schleimhauten vermeiden. Im Falle eines
Kontaktes sofort mit reichlich Wasser spllen,
ansonsten kann eine Reizung / Veratzungen
auftreten.

Die Reagenzien und Chemikalien missen als
gefahrlicher  Abfall gemass den nationalen
Sicherheitsrichtlinie oder -vorschriften far
Biogefahrdung behandelt werden.

Technische Vorsichtsmassnahmen

Kit-Komponenten

Auf Grund des Produktionsprozesses kann es
Ruckstande in den Wells der Mikrotiterplatten geben.
Sie werden im Waschschritt (Testdurchfliihrung Schritt
3) entfernt und haben keinen Einfluss auf die
Ergebnisse.

Die Komponenten dirfen nach Ablauf des auf den
Etiketten aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr
verwendet werden.

Komponenten von Kits mit verschiedenen
Chargennummern nicht mischen oder verwenden.

Vermeiden Sie unter allen Umstanden, dass es zu
Kontaminationen zwischen verschiedenen
Reagenzien, Proben und zwischen den Wells kommt.

Die Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur
aquilibrieren lassen. Die Reagenzien vor dem
Gebrauch gut mischen (vortexen).

Mikrotiterstreifen  dirfen  nicht wiederverwendet
werden.

Extraktion

Um verlassliche, quantitative Resultate zu erhalten, ist
es wichtig, dass die im Extraktionsréhrchen
enthaltene Stuhlprobe vollstandig homogenisiert wird.
Unlésliche (unverdaute) Bestandteile kdnnen auch
nach der Extraktion vorhanden sein.

ELISA

Bei der Durchfihrung des ELISA sind die
Waschschritte  essentiell, um  reproduzierbare
Resultate zZu garantieren. Eine minimale
Inkubationszeit des Waschpuffers im Well von
mindestens 20 Sekunden muss vor dem Entfernen
eingehalten werden.

Wird ein Waschautomat eingesetzt, wird dringend
angeraten den ,Platten- Modus® auszuwahlen. Das
heisst, dass jeder Schritt (Einflllen / Absaugen) erst
Uber die gesamte Platte ausgefiihrt wird, bevor mit
dem nachsten Waschschritt fortgefahren wird. Somit
kann die minimale Inkubationszeit gewahrleistet
werden.

Die angegebene Anzahl von Waschschritten muss
dringend eingehalten werden, um reproduzierbare
Resultate zu gewahrleisten.

Der Plattenschiittler muss auf ca. 450 U/min (7,5 Hz)
eingestellt sein. Eine héhere Rotations-
geschwindigkeit kann zu einer schlechteren
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Verdunnungslinearitat bei Werten zwischen 300/900
und 600/1800 pg/g fuhren. Eine Rotationsbewegung
sollte einer Horizontalbewegung vorgezogen werden.

e Damit die Antigen-Antikérper-Reaktion vollstandig
ablaufen kann, muss die Inkubationszeit in Schritt 5
mindestens 30 Minuten betragen. Leicht langere
Inkubationszeiten (bis zu 5 Minuten) zeigen keinen
Einfluss auf das Endresultat.

e Der Enzymmarker wird durch Sauerstoff inaktiviert
und ist sehr empfindlich gegen Natriumazid,
Thimerosal, Hypochlorsdure und aromatische
chlorierte Kohlenwasserstoffe, die oft in der Wasser-
versorgung des Labors vorkommen. Daher sollte nur
deionisiertes von hoher Qualitat verwendet werden.

e Die Standardkurve muss bei jedem Test (jeder
Mikrotiterplatte oder partiellen Mikrotiterplatte) neu
erstellt werden.

e Falls die Anfangskonzentration einer unbekannten
Probe grésser als diejenige des hdchsten Kalibrators
(E) ist, kann diese Probe mit Inkubationspuffer weiter
verdinnt und erneut gemass der Testdurchfiihrung
gemessen werden. Der resultierende Gesamt-
verdinnungsfaktor muss bei der Berechnung der
Ergebnisse bericksichtigt werden.

PROBENENTNAHME UND LAGERUNG

Fir das Extraktionsverfahren werden weniger als 1g
native Stuhlprobe bendtigt. Die Stuhlproben in Réhrchen
ohne Zusatzstoffe fiillen.

Wichtiger Hinweis: Den Proben dirfen keine chemische
oder biologische Zusatzstoffe beigefiugt werden.

Transport der Proben

Die Stuhlproben sollten innerhalb von 3 Tagen nach der
Gewinnung zur Bearbeitung im Labor eingehen. Die
Stuhlproben kénnen bei Raumtemperatur oder gekihlt
versendet werden.

Lagerung der Proben

Die Stuhlproben sollten im Kuhilschrank bei 2-8 °C
aufbewahrt und innerhalb von 3 Tagen nach Eingang im
Labor extrahiert werden. Die Proben nicht bei erhéhten
Temperaturen lagern.

EXTRAKTION DER STUHLPROBEN UND
STABILITAT DER EXTRAKTE

1.1 Extraktion

Die Gebrauchsanweisung beachten, die dem CALEX®
Cap (Code B-CALEX-C50 / B-CALEX-C200 / B-CALEX-
C500) beigelegt ist.

Flissige Stuhlproben kénnen direkt in das CALEX® Cap
pipettiert werden. Die blaue Kappe abschrauben und
10 yL der Stuhlprobe in das Réhrchen pipettieren. Die
Kappe des CALEX® Cap wieder aufschrauben und mit
dem Vortex-Schritt gemass dem Extraktionsverfahren,
das in der mit dem CALEX® Cap mitgelieferten
Gebrauchsanweisung beschrieben und abgebildet ist,
fortfahren.

Wichtiger Hinweis: Nach der Extraktion wird das CALEX®
Cap 5 Minuten bei 500-3000 x g zentrifugiert. Danach mit
der Testdurchfiihrung fortfahren.
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1.2 Stabilitat der Extrakte

Fakales Calprotectin in Extrakten, die mit dem CALEX®
Cap gewonnen wurden, ist bei Raumtemperatur (23 °C)
7 Tage und bei 2-8 °C bis zu 15 Tage stabil. Bei langerer
Lagerung, die Extrakte bei -20 °C einfrieren. Gefrorene
Extrakte sind flr einen Zeitraum von bis zu 23 Monaten
stabil.

CALEX® Cap Extrakte konnen direkt gefroren und im
CALEX® Cap gelagert werden. Die Extrakte kdnnen vier
Einfrier/Auftau-Zyklen ausgesetzt werden. Vor der
Messung die gefrorenen Extrakte auf Raumtemperatur
aquilibrieren lassen, 10 Sekunden grundlich vortexen
und 5 Minuten bei 500 - 3000 x g zentrifugieren.

MESSBEREICH

Der Test kann gemass der ,Lower Range“ oder der
,=Extended Range* ELISA Variante durchgefihrt werden.
Die geeignete Variante sollte je nach der erwarteten
Calprotectinkonzentration ausgewahlt werden:

e Bei Proben bis zu 600 ug/g Calprotectin sollte die
.Lower Range“ Variante (Messbereich 10-600 ug/g)
ausgewahlt werden.

o Falls die Proben 600 pg/g haufig Uberschreiten, sollte
die ,Extended Range“ Variante (Messbereich 30-
1800 ug/g) ausgewahlt werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Wichtiger Hinweis: Die Reagenzien vor dem Gebrauch
mindestens 30 Minuten auf 18-28 °C aquilibrieren lassen.
Nur die Stuhlextrakte verdinnen. Kalibratoren und
Kontrollen sind gebrauchsfertig.

1. Option 1 fiir die Probenverdiinnung:
Messbereich 10-600 ug/g

1.1 Nach der Extraktion mit dem CALEX® Cap werden
die Stuhlextrakte 1:5 mit Inkubationspuffer verdiinnt
(z. B. 100 pyL Extrakt und 400 pL Inkubationspuffer)
und gut gemischt. Vor Gebrauch in Schritt 4c, die
Proben fir mindestens 5 Minuten bei 18-28 °C
aquilibrieren lassen.
@ Uy

5 min.

z.B. 100 plL Uberstand
und 400 pl Inkubationspuffer

&
min 5 Min.
70T

1:5 Verdiinnung mischen 18-28°C

Zentrifugation

1. Option 2 fiir die Probenverdiinnung:
Messbereich 30-1800 ug/g

Der Messbereich kann um einen Faktor von 3 erweitert

werden, wenn die Proben 1:7500 statt 1:2500 verdinnt

werden. Diese Testversion wird empfohlen, wenn hohe

Calprotectinkonzentrationen zu erwarten sind.

1.1" Nach der Extraktion mit dem CALEX® Cap werden
die Stuhlextrakte 1:15 mit Inkubationspuffer
verdinnt (z. B. 50puL Extrakt und 700 puL
Inkubationspuffer) und gut gemischt. Vor Gebrauch
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in Schritt 4c, die Proben fir mindestens 5 Minuten
bei 18-28 °C aquilibrieren lassen.

%

2,B. 50 plL Uberstand
und 700 plL Inkubationspuffer

9,
dit min 5 Min.
| - — WEp
i W n

Zentrifugation 1:15 Verdiinnung mischen 18-28°C

2. Einen Mikrotiterplattenhalter mit ausreichender Menge
an Streifen fur die Bestimmung der erforderlichen
Anzahl von Kalibratoren, Kontrollen und verdinnten
Proben vorbereiten. Ungebrauchte Streifen vom
Halter entfernen und sofort in den Folienbeutel mit
den Trockenmittelpackungen zuricklegen und den
Beutel wieder verschliessen. Gekuhlt lagern.

3. Die beschichteten Wells zweimal mit jeweils
mindestens 300 pL Waschpuffer waschen.
Waschpuffer ausschitten und Platte fest auf
Blottingpapier ausklopfen.

Wichtiger Hinweis: Eine minimale Inkubationszeit des
Waschpuffers im Well von 20 Sekunden muss bei jedem
Waschschritt eingehalten werden.

&

min, 20 Sek,

300 uL Waschpuffer

i

—— Leeren und ausklopfen

— [j 5

2 x waschen

4a.100 uL Inkubationspuffer (Leerprobe) und

Je 100 pL Kalibrator A-E in die entsprechenden Wells
pipettieren.

4b.Je 100 yL der Kontrollen tief und hoch in die
entsprechenden Wells pipettieren.

4c.Je 100 yL der verdunnten Proben in die nachsten
Wells pipettieren.

5. Mikrotiterplatte mit einer Folie abdecken und auf
einem Mikrotiterplattenschttler bei ~450 U/min
30 + max. 5 Minuten bei 18-28 °C inkubieren (siehe
technische Vorsichtsmassnahmen - ELISA).

6. Abdeckfolie entfernen und entsorgen. Die Wells
entleeren und 3 x mit jeweils mind. 300 yL
Waschpuffer waschen (siehe technische
Vorsichtsmassnahmen -  ELISA).  Waschpuffer
ausschitten und Platte fest auf Blottingpapier
ausklopfen
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100 pL Kontrollen /

100 pL Blank [

100 pl Kalibratoren / )

100 plL Proben ; 30 Min.
i @

3 X waschen
1 x leeren und ausklopfen

z‘ R L'il =

Y
Rotation &

7. 100 pL des Enzymmarkers in jedes Well pipettieren.

8. Mikrotiterplatte mit einer Folie abdecken und auf
einem Mikrotiterplattenschittler bei ~450 U/min 30 +5
Minuten bei 18-28 °C inkubieren.

9. Abdeckfolie entfernen und entsorgen. Die Wells
entleeren und 5 x mit jeweils mindestens 300 pL
Waschpuffer waschen. Waschpuffer ausschitten und
Platte fest auf Blottingpapier ausklopfen.

W ;
100 plL Enzymmarker / 30 Min.

5 x waschen
1 x leeren und ausklopfen

Rotation

Wichtiger Hinweis: TMB-Substrat vor dem Gebrauch auf

18-28 °C aquilibrieren lassen.

10.100 yL des TMB-Substrats in jedes Well pipettieren.

11.Mikrotiterplatte mit einer Folie abdecken und auf
einem Mikrotiterplattenschiittler bei ~450 U/min 15 +2

Minuten bei 18-28 °C inkubieren. Platte vor direktem
Licht schitzen.

Rotation ///

12.100 yL der Stopp-LOsung in jedes Well pipettieren.
Vorhandene Luftblaschen mit einer Pipettenspitze
entfernen. Innerhalb der nachsten 30 Minuten mit
Schritt 13 fortfahren.

13.Absorption in einem Mikrotiterplattenphotometer bei
450 nm messen.

100 pL Stopp-Ldosung o

Innerhalb 30 Min.
e

=

Absorption bei 450 nm lesen

BUHLMANN fCAL® ELISA



QUALITATSKONTROLLE

Fir den erfolgreichen Einsatz des Produktes ist eine
grundliche Kenntnis der Gebrauchsanweisung
notwendig. Zuverlassige Resultate werden nur durch die
Anwendung praziser Labormethoden und die genaue
Befolgung der Gebrauchsanweisung erreicht.

Das BUHLMANN fCAL® ELISA Kit wird mit zwei
Kontrollen geliefert: Kontrolle, tief und hoch. Die
entsprechenden Referenzwerte der Kontrollen sind im
QC-Datenblatt, das jedem Kit beiliegt, angegeben. Die
auf dem QC-Datenblatt angegebenen Werte und
Bereiche beziehen sich stets auf die aktuelle Kitcharge
und sollten fir den direkten Vergleich der Ergebnisse
verwendet werden. Sollten die Ergebnisse der Kontrollen
tief und/oder hoch ausserhalb des im QC-Datenblatt
angegebenen Bereichs liegen, wird empfohlen, den
ganzen Test als ungultig anzusehen.

Es wird empfohlen, neben den Kitkontrollen auch interne
Kontrollproben gemass ortlicher und  nationaler
Bestimmungen zu verwenden. Die Verwendung von
internen  Kontrollproben wird empfohlen, um die
Glltigkeit der Ergebnisse von Tag zu Tag zu
gewahrleisten. Da es keine kommerziell erhaltlichen
Kontrollen fiur fakales Calprotectin gibt, wird empfohlen,
einen Pool von positiven Stuhlextrakten mit normalen
und pathologischen Konzentrationen als interne
Qualitatskontrolle mitzufiihren.

Die Reproduzierbarkeit der Standardkurvenparameter
und Kontrollwerte sollte innerhalb gangiger
Laborakzeptanzgrenzwerte liegen. Falls die Ergebnisse
des Testes nicht innerhalb der erwarteten Bereiche
liegen und wiederholte Messungen einen
Durchfihrungsfehler ausschliessen, sind folgende
Punkte zu Uberprifen: i) Pipettieren, Temperaturkontrolle
und Zeitmesser, ii) Einstellungen des ELISA
Photometers, iii) Verfallsdaten der Reagenzien, iv)
Lagerung- und Inkubationsbedingungen, v) das TMB-
Substrat sollte farblos sein, vi) Wasserreinheit; vii)
Absauge- und Waschmethoden.

STANDARDISIERUNG UND MESSTECHNISCHE

RUCKVERFOLGBARKEIT
Es existieren keine international oder national
anerkannten  Referenzmaterialien oder Referenz-

messverfahren flirs Calprotectin in Stuhlproben Die
BUHLMANN fCAL® ELISA Kalibratorwerte werden in
mehrfachen Messdurchgangen mithilfe von internem
Referenzmaterial berechnet, das auf Humanserum und
dem BUHLMANN fCAL® ELISA Messverfahren basiert.
Die Calprotectinkonzentration des internen Referenz-
materials wurde mithilfe von gereinigtem MRP8/14 aus
humanen Granulozyten als primares Referenzmaterial
ermittelt.

Das ermittelte 95%-Konfidenzintervall der kombinierten
Unsicherheit der Produktkalibratoren lag unter 13,3%
und die der Kontrollen unter 16,4%.

BERECHNUNG UND ERGEBNISSE

Standardkurve

Es wird ein Softwareprogramm empfohlen, das die
folgenden Berechnungen ausfiihren kann; Abzug des OD
Leerwerts von jedem Kalibrator-Well zur Berechnung des
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Kalibratorwerts und die Anpassung der Standardkurve
mithilfe einer 4 Parameter Logistik (4 PL).

Kontrollen und Proben

Es wird ein Softwareprogramm empfohlen, das die
folgenden Berechnungen ausfiihren kann; Abzug des OD
Leerwerts von jedem Kontroll- und Proben-Well und
Berechnen der  Calprotectinkonzentrationen der
Kontrollen und Proben in jedem Well mithilfe der
ermittelten Standardkurve in pug/g berechnen.

Messbereich 10-600 ug/g

Wenn die ,Lower Range“ ELISA Variante ausgewahlt
wird, missen die Kalibratorkonzentrationen wie folgt
eingestellt werden: 10, 30, 100, 300 und 600 ug/g
Calprotectin. Zuséatzliche Verdinnungsfaktoren (bei
Verwendung einer _anderen Verdinnung als 1:2500)
missen flr den Erhalt der endglltigen Ergebnisse mit
den Ergebnissen multipliziert werden.

In Tabelle 12 und Abbildung 1 sind Beispiele fir
Ergebnisse und die Standardkurve angegeben. Diese
Ergebnisse und die Standardkurve sind nur als Beispiel
gedacht. Fir jeden Probensatz, der getestet werden soll,
muss eine Standardkurve erstellt werden.

Messbereich 30-1800 ug/g

Wenn die ,Extended Range® ELISA Variante ausgewahlt
wird, mussen die nominalen Kalibratorwerte wie folgt
eingestellt werden: 30, 90, 300, 900 und 1800 yg/g
Calprotectin. Zusatzliche Verdinnungsfaktoren (bei
Verwendung einer anderen Verdiinnung als 1:7500)
mussen flir den Erhalt der endgultigen Ergebnisse mit
den Ergebnissen multipliziert werden.

In Tabelle 15 und Abbildung 4 sind Beispiele fur
Ergebnisse und die Standardkurve angegeben. Diese
Ergebnisse und die Standardkurve sind nur als Beispiel
gedacht. FUr jeden Probensatz, der getestet werden soll,
muss eine Standardkurve erstellt werden.

LEISTUNGSEINSCHRANKUNGEN

e Die mit dem BUHLMANN fCAL® ELISA Kit
bereitgestellten Reagenzien sind nur fir die
Bestimmung der Calprotectinkonzentrationen in
humanen Stuhlproben vorgesehen.

e Die Testergebnisse sollten zusammen  mit
Informationen, die aus der klinischen Beurteilung des
Patienten und anderer diagnostischer Verfahren
verflgbar sind, interpretiert werden.

e Bei der CED-Uberwachung gibt es Hinweise, dass
mehrfache Messungen von Calprotectin im Stuhl, die
in bis zu 4-wodchigen Zeitabstanden durchgefihrt
werden, die hdchste diagnostische Genauigkeit bei
der Vorhersage eines klinischen Rezidivs bei
Patienten haben (Ref. 19-20).

o Die Ergebnisse sind unter Umstanden nicht klinisch
anwendbar auf Kinder unter 4 Jahren, die leicht
erhdhte Calprotectinspiegel im Stuhl aufweisen
(Ref. 21-24).

o Patienten, die nichtsteroidale Entziindungshemmer
(NSAIDs) einnehmen, haben mdglicherweise erhdhte
Calprotectinkonzentrationen im Stuhl.

BUHLMANN fCAL® ELISA



INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

. Unterscheiden einer organischen Erkrankung
von einer funktionellen gastrointestinalen
Erkrankung

Die Ergebniskategorien basieren auf Daten aus
klinischen Studien, die von BUHLMANN durchgefiihrt
wurden, und sind Empfehlungen von BUHLMANN. Alle
Testergebnisse sollten zusammen mit Informationen, die
aus den klinischen Symptomen des Patienten, der
Anamnese, anderen klinischen Ergebnissen und
Laborbefunden verfligbar sind, interpretiert werden:

Klinische Schwellenwerte

Ergebnisse aus 58 klinischen Proben von mit RDS
diagnostizierten Patienten und aus 131 klinischen
Proben von mit CED diagnostizierten Patienten aus einer
internationalen klinischen Studie wurden herangezogen,
um die in Tabelle 4 angegebenen Werte zu erhalten.

I((:alprotectl_n- Interpretation Nachuntersuchung

onzentration

< 80 pg/g Normal Keine
Nachbeobachtung

80 — 160 ug/g Grauzone/grenzwertig innerhalb 4 — 6
Wochen

.. Nach Bedarf
> 160 ug/g Erhoht wiederholen
Tabelle 4

Calprotectinwerte unterhalb 80 ug/g

Calprotectinwerte im Stuhl <80 ug/g deuten nicht auf
eine Entzindung des gastrointestinalen Traktes hin.
Patienten mit niedrigen Calprotectinspiegeln bendtigen
vermutlich keine invasiven Untersuchungen, um die
Entzindungsursache zu bestimmen.

Calprotectinwerte zwischen oder gleich 80 und

160 ug/g

Calprotectinspiegel im Stuhl im Mittelbereich zwischen
oder gleich 80 und 160 pug/g, die auch als
Grauzonenspiegel bezeichnet werden, deuten nicht
direkt auf eine aktive Entzindung hin, die eine sofortige
Nachuntersuchung mit invasiven Tests erfordert. Das
Vorliegen einer Entzindung kann jedoch nicht
ausgeschlossen  werden. Zur Bestimmung des
Entziindungsstatus wird eine erneute Uberpriifung der
Calprotectinspiegel im Stuhl nach 4 bis 6 Wochen
empfohlen.

Calprotectinwerte oberhalb von 160 pg/g

Calprotectinwerte im Stuhl >160 pg/g deuten auf eine
neutrophile Infiltration des gastrointestinalen Traktes hin;
daher kann dies ein Zeichen dafir sein, dass eine aktive
entzindliche  Erkrankung vorliegt.  Entsprechende
weiterfihrende Untersuchungen durch Fachéarzte zur
Erhaltung einer Kklinischen Gesamtdiagnose werden
empfohlen.

Klinische Beurteilung

Die Fahigkeit des BUHLMANN fCAL® ELISA zwischen
Patienten mit CED und anderen nichtentzindlichen GI-
Erkrankungen einschliesslich RDS zu unterscheiden,
wurde in einer klinischen Studie mit insgesamt 337
erwachsenen und padiatrischen Patienten untersucht.
Einhundertfinfunddreissig (135) Patienten hatten die
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endgultige Diagnose einer CED (Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa oder unklare Colitis), 130 Patienten hatten RDS
und 72 Patienten stellten sich mit Bauchschmerzen
und/oder Durchfall bzw. anderen Gl-assoziierten
nichtentziindlichen Erkrankungen vor (siehe Tabelle 5).
Die endgultige Diagnose wurde durch Endoskopie sowie
andere klinische Befunde gestitzt.

Die Differenzierung zwischen CED und Gl-assoziierten
nichtentztindlichen Erkrankungen einschliesslich RDS
wurde mit einer klinischen Empfindlichkeit von 93,3% bei
80 pg/g und einer klinischen Spezifitdt von 83,7% bei
160 pg/g erreicht. Die ROC-Kurvenanalyse ergab einen
AUC von 0,923 (siehe Tabelle 6).

Die Differenzierung zwischen CED und RDS wurde mit
einer klinischen Empfindlichkeit von 93,3% bei 80 pg/g
und einer klinischen Spezifitdt von 85,4% bei 160 ug/g
erreicht. Die ROC-Kurvenanalyse ergab einen AUC von
0,933 (siehe Tabelle 8).

Die durch ROC-Analyse definierte optimale Kombination
von Toleranzgrenzen fiir diese Patientenpopulationen
betrug 80 ug/g und 160 pg/g Calprotectin, welches etwas
stringenter ist als die Kombination einer empfindlicheren
unteren Toleranzgrenze von 50 ug/g mit geringerer
Spezifitatsleistung und einer oberen Toleranzgrenze
von 200 pg/g mit etwas geringerer Empfindlichkeit
(Tabelle 7 und 9).

ll. CED-Uberwachung

Klinische Schwellenwerte und Beurteilung

Die Bestimmung von Calprotectin im Stuhl ist eine
zuverlassige und einfache Hilfe bei der Uberwachung
von CED-Patienten (Ref. 7-18).

Die Korrelation von Calprotectin-Spiegeln und dem
EntzUndungszustand der Darmschleimhaut  von
Patienten gemass endoskopischen Untersuchungen
wurde in drei unabhangigen Studien mithilfe von
BUHLMANN Calprotectin Tests bestimmt (Tabelle 10).
Die diagnostische Aussagekraft von Calprotectin bei der
Vorhersage von klinischen Remissionen und Rezidiven
gemass Patientensymptomen, die klinischen
Aktivitatsindizes sowie der ungeplante Bedarf fir eine
Therapieeskalation, Hospitalisierung oder einen Notfall
wurde in drei Studien mithilfe von BUHLMANN
Calprotectin Tests bestimmt (Tabelle 11).

Die dargestellten Ergebniskategorien sind Empfehlungen
und ihre Erstellung basiert auf den zusammengefassten
Erkenntnissen der publizierten Toleranzgrenzen und
klinischen Leistungsstudien. Es ist angeraten, dass Arzte
individuelle Patienten-Schwellenwerte durch Bestimmung
des Calprotectin-Spiegelausgangswerts des Patienten
wahrend der Krankheitsremission festlegen:

Calprotectinwerte unterhalb 100 pg/g
Calprotectin-Spiegel im Stuhl unterhalb 100 ug/g kénnen
Patienten mit niedrigem Risiko eines klinischen Rezidivs
in endoskopischer Remission verlasslich identifizieren.
Invasive endoskopische Verfahren kdnnen bei diesen
Patienten vermieden werden (Ref. 7-18).

Calprotectinwerte zwischen 100 und 300 pg/g

Calprotectin-Spiegel im Stuhl von 100 bis 300 pg/g
kénnen auf die Notwendigkeit einer engmaschigeren
Uberwachung im folgenden Zeitraum hinweisen, um
Tendenzen der Krankheitsentwicklung zu beurteilen.

BUHLMANN fCAL® ELISA



Calprotectinwerte oberhalb 300 pg/g

Bei Calprotectinspiegeln im Stuhl von Uber 300 ug/g
sollte die Bestimmung wiederholt und bei Bestatigung
erhohter Spiegel weitere Untersuchungsverfahren
veranlasst werden (Ref. 7-18).

LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistungsmerkmale des BUHLMANN fCAL® ELISA
wurden mit der manuellen Extraktionsmethode ermittelt,
soweit nicht anders angegeben.

Messbereich: 10-600 ug/q

Wiederholbarkeit: 1,9 — 8,0% VK

Laborinterne Prazision: 5,5 — 14,0% VK

Die Wiederholbarkeit und laborinterne Prazision wurde
gemass CLSI-Richtlinie EP05-A2 mit dem Studiendesign
22 Tage x 2 Replikate ermittelt. Zehn extrahierte
Stuhlproben mit Calprotectinkonzentrationen im Bereich
von 13.2 - 501.4 pg/g wurden untersucht (Tabelle 13).

Nachweisgrenze (LoD): 4,2 ug/g

Die LoD wurde gemass CLSI-Richtlinie EP17-A ermittelt
und mit Anteilen von weniger als 5% falsch-positiven (a)
und weniger als 5% falsch-negativen (B) basierend auf
240 Bestimmungen, mit 80 Leerproben-
(Extraktionspuffer) und 160 Niedrigspiegel-Replikaten;
und einem LoB von 0,29 ug/g.

Bestimmungsgrenze (LoQ): 9,8 ug/g

Der LoQ wurde anhand der Daten aus der laborinternen
Prazisionsstudie ermittelt, einschlielich einer
zusatzlichen Stuhlprobe mit einer Konzentration von 7,4
pg/g. Der LoQ wurde als die Calprotectin-Konzentration
bestimmt, bei der das Prazisionsprofil einen VK von uber
20% Uberschreitet.

Linearitat 10 - 600 pg/g

Der Linearitatsbereich des BUHLMANN fCAL® ELISA
wurde gemass CLSI-Richtlinie EP06-A bestimmt. Eine
maximale Linearitatsabweichung von 120% war
zugelassen. Bei Werten unterhalb 75 ug/g war eine
absolute Differenz von weniger als +15 ug/g zugelassen
(Tabelle 14).

Genauigkeit / Wiederfindung
Gesamtverzerrung: -1,1%;

Untere Grenze der Ubereinstimmung: -17,5%,
Obere Grenze der Ubereinstimmung: 15,4%

Vier negative extrahierte Stuhlproben wurden mit
ansteigenden Mengen von  Calprotectin  aus
Serumproben versetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3 dargestellt.

Hochdosis Hook-Effekt

Proben mit theoretischen Konzentrationen bis zu
~60°000 ug/g konnen ohne Begrenzung des Mess-
bereichs des Tests gemessen werden.

Messbereich: 30-1800 ug/q
Wiederholbarkeit (Intra-Test-Prazision):
1,7 -5,8% VK

Laborinterne Prazision: 3,1 — 9,4% VK

Die Wiederholbarkeit und laborinterne Prazision wurde
gemass CLSI-Richtlinie EP05-A3 mit dem Studiendesign
10 Tage x 2 Laufe x 4 Replikate ermittelt. Es wurden
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sieben gepoolte Stuhlprobenextrakte mit
Calprotectinkonzentrationen im Bereich von 38,5-—
918,0 pg/g untersucht (Tabelle 16).

Prazision zwischen verschiedenen Chargen:

4,2 -9,7% VK

Die Charge zu Charge Reproduzierbarkeit wurde
gemass CLSI-Leitlinie EP05-A3 mit dem Studiendesign 3
Chargen x 5 Tage x 5 Replikate ermittelt. Fir die

Datenanalyse wurde ein Random-Effects-
Varianzkomponenten-Modell verwendet. Sechs
extrahierte  Stuhlproben  wurden analysiert  mit

Calprotectinkonzentrationen im Bereich von 46,4 —

1476,1 pg/g (Tabelle 17).

Reproduzierbarkeit (Prazisionsbeurteilungsstudie an
mehreren Standorten): 6,4 — 19,0% VK

Die Reproduzierbarkeit wurde gemass CLSI-Leitlinie
EP05-A3 mit dem Studiendesign 3 Standorte x 2
Bediener x 5 Tage x 2 Laufe x 4 Replikate ermittelt. Es
wurden insgesamt drei Reagenzchargen in den
Studienstandorten verwendet. Es wurden fiinf gepoolte
Stuhlprobenextrakte mit Calprotectinkonzentrationen im
Bereich von 42,1 — 1053,3 ug/g getestet (Tabelle 18).

Nachweisgrenze (LoD): 12,6 ug/g

Die LoD wurde gemass CLSI-Richtlinie EP17-A2 ermittelt
und mit Anteilen von weniger als 5 % falsch-positiven (a)
und weniger als 5 % falsch-negativen () basierend auf
120 Bestimmungen, mit 60 Leerproben-
(Extraktionspuffer) und 60 Niedrigspiegel-Replikaten; und
einem LoB von 8,3 ug/g.

Bestimmungsgrenze (LoQ): 21,3 ug/g

Die LoQ wurde geméass CLSI-Richtlinie EP17-A2
basierend auf 60 Bestimmungen und einem
Prazisionsziel von 20% VK ermittelt.

Linearitat 30-1800 ug/g

Der Linearitdtsbereich des BUHLMANN fCAL® ELISA
wurde gemass CLSI-Richtlinie EP06-A bestimmt. Eine
maximale Linearitdtsabweichung von +20% war
zugelassen. Bei Werten unterhalb 75 pg/g war eine
absolute Differenz von weniger als +15 ug/g zugelassen
(Tabelle 20).

Genauigkeit / Wiederfindung: 96,4 — 102,2%

Sieben Stuhlprobenextrakte mit Calprotectin-
konzentrationen zwischen 46,5 — 990,2 yg/g wurden mit
180 ug/g Calprotectin in Kalibratormaterial versetzt
(gespikt). Das Spiking wurde mit 10% des
Probenextraktvolumens durchgefihrt. Die ,Baseline®
Proben wurden mit der entsprechenden Menge von
Inkubationspuffer gespikt. Die ,Baseline” und “Baseline +
Spike” Proben wurden in drei Replikaten mit einer
Reagenzcharge gemessen (Tabelle 20) dargestellt.

Praanalytik

Die Leistungsmerkmale des BUHLMANN fCAL® ELISA
bezlglich praanalytischer Verfahren wurde mit einem
Messbereich von 30 — 1800 pg/g ermittelt.

Reproduzierbarkeit der Extraktion — CALEX® Cap:
7,9-16,9%
Die Reproduzierbarkeit der Extraktion wurde gemass

CLSI-Richtlinie EP05-A3 mit dem Studiendesign 3
CALEX® Cap Chargen x 4 Extraktionen x 4 Replikate

BUHLMANN fCAL® ELISA



ermittelt. Funf klinische Stuhlproben, einschliesslich
Proben mit fester, halbfester und fliissiger Konsistenz,
wurden mit Calprotectinkonzentrationen im Bereich von
42,5 — 2949,9 ug/g getestet (Tabelle 21).

Methodenvergleich CALEX® Cap vs. manuelle
Extraktion

Abweichung bei 80 pg/g: 5,9% (95% KI: 1,4 — 12,2%)
Abweichung bei 160 pg/g: 12,0%

(95% Ki: 7,8 — 17,0%)

Durchschnittliche Abweichung 10,1%

(95% KiI: 5,7 — 14,5%)

Die Methodenvergleichsstudie wurde gemass CLSI-
Leitlinie EP09-A3 durchgefiihrt. Zweihundert-
einundvierzig (241) klinische Proben wurden mit einer
Charge des CALEX® Cap extrahiert. Die Referenzwerte
mit einer Calprotectinkonzentration von 30,5 -
1496,6 pg/g wurden unter Verwendung der manuellen
Extraktionsmethode ermittelt Die Extrakte wurden bei
beiden Methoden in Einzelbestimmungen gemessen. Die
Abweichungen wurde mit Hilfe der linearen Regression
nach Passing-Bablok und der Bland-Altman-Analyse
bestimmt (Tabellen 22 und 23).

STORSUBSTANZEN
Die Anfalligkeit des BUHLMANN fCAL® ELISA Tests fir
oral anwendbare Pharmazeutika, Nahrungser-

ganzungsmittel, Hdmoglobin sowie enteropathologische
Mikroorganismen wurde gemass CLSI-Richtlinie EPO7-
A2 mit einem erweiterten Messbereich beurteilt. Eine
Verzerrung der Ergebnisse hdher als 10 % wurde als
Storeinfluss betrachtet. Es wurde kein Storeinfluss der in
Tabelle 24 aufgefiihrten Substanzen bis zu den
angegebenen Konzentrationen nachgewiesen. Es wurde
kein Stoéreinfluss der in Tabelle 25 aufgeflihrten
enteropathologischen Mikroorganismen bis zu den
angegebenen Mengen an koloniebildenden Einheiten
(KBE) pro mL Stuhlprobenextrakt nach-gewiesen.
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN

Klinische Studien

Klinische Studie — Unterscheidung einer organischen
Erkrankung von einer funktionellen gastro-intestinalen

Klinische Studien — CED-Uberwachung

Erk K Durch endoskopische | Studie 1 Studie 2 Studie 3
rkrankung Befunde bestimmte Spanien Spanie Australien,
Endaiiltige Zahlenmadssige Verteilung der Patientenergebnisse Calprotef:t_in'j- e (Ref. 9) (Ref. 10) Neuseeland
Diaggnosg (Prozent) innerhalb der diagnostischen Bereiche des CED-Aktivitat (Ref.11)
BUHLMANN fCAL® ELISA.
Patientenanzahl und 89 (CD?) 123 (UC?) 99 (CD? nach
<80pug/g |80-160 ug/g | > 160 pg/g Total demographische Resektion)
Informationen Alter: 32-58 Alter: 18-85 Alter: 29-47
CED |9(6,7%) 12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%) 44% mannlich | 66,4% mannlich | 46,5% mannlich
RDS 94 (72,3%) |17 (13,1%) 19 (14,6%) 130 (100%) Toleranzgrenze 272 uglg 280 pg/g 100 ug/g
Andere Gl |48 (66,7%) |10 (13,9%) 14 (19,4%) 72 (100%) NPV 98% 86% 91%
Tabelle 5 | PPV 76% 80,3% 53%
Tabelle 10

Klinischer Entscheidungspunkt

CED vs. nicht-CED

80 ug/g

160 ug/g

Empfindlichkeit
(95% Ki)

93,3% (87,7%, 96,9%)

84,4% (77,2%, 90,1%)

Spezifitit (95% Kl)

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

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

PPV (95% KiI)

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

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

NPV (95% Ki)

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

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

ROC AUC (95% Ki)

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

Tabelle 6

Klinischer Entscheidungspunkt

CED vs. nicht-CED

50 ug/g

200 pg/g

Empfindlichkeit
(95% Ki)

96,3% (91,6%, 98,8%)

80,7% (73,1%, 87,0%)

Spezifitit (95% Kl)

59,9% (52,8%, 66,7%)

87,1% (81,7%, 91,4%)

PPV (95% Ki)

61,6% (54,7%, 68,2%)

80,7% (73,1%, 87,0%)

NPV (95% Ki)

96,0% (91,0%, 98,7%)

87,1% (81,7%, 91,4%)

Tabelle 7

' Die Ergebnisse fiir Studie 1 und 2 wurden mit den BUHLMANN Lateral
Flow Assays (Quantum Blue® fCAL and Quantum Blue® fCAL high range)
erzielt. Die Ergebnisse in Studie 3 wurden mit dem BUHLMANN fCAL®

ELISA erzielt.

2 CD = Morbus-Crohn-Patienten
3 UC = Colitis-ulcerosa-Patienten

Klinische Studien — CED-Uberwachung

CED vs. RDS

Klinischer Entscheidungspunkt

80 ug/g

160 pg/g

Empfindlichkeit
(95% Ki)

93,3% (87,7%, 96,9%)

84,4% (77,2%, 90.1%)

Spezifitit (95% Kl)

72,3% (63,8%, 79,8%)

85,4% (78,1%, 91,0%)

PPV (95% KiI)

77,8% (70,6%, 83,9%)

85,7% (78,6%, 91,2%)

NPV (95% Ki)

91,3% (84,1%, 95,9%)

84,1% (76,7%, 89,9%)

ROC AUC (95% Ki)

0,933 (0,902, 0,963)

Tabelle 8

CED vs. RDS

Klinischer Entscheidungspunkt

50 pg/g

200 ug/g

Empfindlichkeit
(95% Ki)

96,3% (91,6%, 98,8%)

80,7% (73,1%, 87,0%)

Spezifitit (95% Kl)

59,2% (50,3% ,67,8%)

90,0% (83,5%, 94,6%)

PPV (95% Ki)

71,0% (63,9%, 77,5%)

89,3% (82,5%, 94,2%)

NPV (95% Ki)

93,9% (86,3%, 98,0%)

81,8% (74,5%, 87,8%)

nicht-IBD — IBS + andere
Kl — Konfidenzintervall

Gl

PPV — positiver Vorhersagewert
NPV — negativer Vorhersagewert
ROC AUC - Flache unter der Kurve der Operationscharakteristik eines

Beobachters
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Calprotectin' vs Studie 4 Studie 5 Studie 6

zukiinftige klinische Vereinigtes Spanien Spanien

Remissionen oder Konigreich (ref. 13) (ref. 14)

Rezidive (ref. 12)

Patientenanzahl und 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)

demographische 20 (UC?)

ofcpnaticney Adalimumab- Infliximab-
Therapie Therapie

38% mannlich Alter: 24-64 Alter: 18-68
43,3% mannlich |47,2%
mannlich

Nachbeobachtungszeit

nach Calprotectin- 12 Monate 4 Monate 12 Monate

[ Y] Jng

Patienten mit

klinischem Rezidiv 1% 30% 239%

nach

Nachbeobachtung

Toleranzgrenze 240 pglg 204 uglg 160 pg/g

NPV 96,8% 100% 96,1%

PPV 27,6% 75% 68,7%

Tabelle 11

" Die Ergebnisse der Studie 4 wurden mit dem BUHLMANN fCAL® ELISA
erzielt. Die Ergebnisse fur Studie 5 und 6 wurden mit den BUHLMANN
Lateral Flow Assays (Quantum Blue® fCAL and Quantum Blue® fCAL high

range) erzielt.

2 CD = Morbus-Crohn-Patienten
3 UC = Colitis-ulcerosa-Patienten

BUHLMANN fCAL® ELISA




TABELLEN UND ABBILDUNGEN

TESTDURCHFUHRUNG MIT ,,LOWER RANGE*“ VARIANTE, 10-600 pg

Exemplarische Ergebnisse

Exemplarische Standardkurve

Standard_Curve

Konz. Extinktion | Berechnete | VK Konz.
[ng/g] [OD] Konz. [%]
[ng/g]
Leerwert-
Durchschnitt 0,096
Kal. A 10 0,073
Kal. A 10 0,066
Durchschnitt 10 0,069 7,2
Kal. A
Kal. B 30 0,143
Kal. B 30 0,153
Durchschnitt 30 0,148 4,8
Kal. B
Kal. C 100 0,465
Kal. C 100 0,456
Durchschnitt 100 0,460 1,4
Kal. C
Kal. D 300 1,121
Kal. D 300 1,135
Durchschnitt 300 1,128 0,9
Kal. D
Kal. E 600 1,658
Kal. E 600 1,671
Durchschnitt 600 1,664 0,6
Kal. E
Kontrolle tief 0,201 41
Kontrolle tief 0,189 39
Durchschnitt 0,195 40 4.4
Kontrolle tief
Kontrolle hoch 0,598 134
Kontrolle hoch 0,583 130
Durchschnitt 0,590 132 1,8
Kontrolle hoch
Tabelle 12

0.5

© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD)

T
100

Concentration (1g/g)

4-PFit:y =(A-D)(1+(x/CYB)+D A

0.0354

B

c
119 400

1000

Curve Fit Option - Fixed Weight Value

Abbildung 1
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Laborinterne Préazision

. . Zwischen -
Proben M'm:tl' w;f;i:;f L verschiedene Gesasl;z’tr;:ram-
Nr. n wel n Tagen
[ug/el —SnTo% vk | SD | %Cv | SD | %cv
#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% 1,6 8,4% 2,0 [10,3%
#1935 | 44 37,1 1,2 3,2% 2,1 5,8% 2,4 6,7%
#1936 | 44 354 0,9 2,7% 2,5 7,4% 2,7 7.8%
#1937 | 44 58,6 1,6 2,9% 3,6 6,4% 3,9 7,0%
#1938 | 44 83,9 2,6 3,1% 4,3 5,2% 5,0 6,0%
#1939 | 44 | 1414 2,6 1,9% 7.1 5,2% 7,5 5,5%
#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%
Tabelle 13
Linearitat
p-Wert  fiir
nicht-
linearen
Getesteter Koeffiziente
ID Messbereich R? n Linearer Bereich
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
Tabelle 14
Wiederfindung bei Spiking
Difference Plot
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Abbildung 2
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN
TESTDURCHFUHRUNG MIT ,,EXTENDED RANGE“-VARIANTE, 30-1800 pg/g

Exemplarische Ergebnisse

Prazision zwischen verschiedenen Chargen

Konzentration Extinktion Zwischen | Zwischen
I oD ie- ie-
[ng/d] [OD] verschie- | verschie errer
Kalibrator A 30 0,047 Mitte- Intra-Test #enen c(:uenen
alipbrator 30 0,046 wert ntra-l1es agen argen
% 0138 ID |[ug/g] |n |SD [%VK |[SD PoVK |SD PoVK|SD [% VK
Kalibrator B 90 0.140 2 | 464 | 74|25|55%| 05 [1,1%| 2,4 |53%| 45 |9,7%
o 300 0,464 3 1055|7525 |24%| 1,4 [1,4%| 21 [2,0%| 45 | 42%
alibrator 300 0,452 4 [ 1336|7550 38%| 1.9 [1.4%| 42 [32%| 7.2 | 54%
_ 900 1,207 5 | 1785|7563 |35%| 0,0 |0,0%| 63 [35%| 92 |52%
Kalibrator D
900 1,192 6 | 4352 |75 |124|29% | 7,5 |1,7%| 18,1 |42%| 23,2 | 5,3%
Kalibrator E 1800 1,627 7 |1476,1| 75 | 48,4 | 3,3% | 88,6 |6,0% | 31,4 |2,1% | 110,6 | 7,5%
1800 1,630 Tabelle 17
Leerwert-Durchschnitt 0,057 Reproduzierbarkeit — Prazisionsbeurteilungsstudie an
mehreren Standorten
. 0,147 Zwischen Zwischen
Kontrolle tief 0,162 verschiede- | verschiede- Gesamt
Mittel- nen nen (Reproduzier-
Kontrolle hoch 821: wert Bedienern Standorten barkeit)
’ D |[uglg]l | n | SD |%VK| SD |%VK| SD | %VK
Tabelle 15 S01 | 421 | 236 | 00 | 00% | 44 |104%| 80 | 19,0%
Exemplarische Standardkurve S02 | 674 | 238 | 1,7 | 26% | 39 |57% | 86 | 127%
S03 | 1423 | 238 | 24 | 1,7% | 40 | 2.8% | 16,8 | 11,8%
201 S04 | 379,8 | 240 | 0,0 | 00% | 13,7 | 3,6% | 24,2 | 6,4%
JZ S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 3,8% | 644 | 6,1% | 97,3 | 9,2%
1'4_- Tabelle 18
1'2 1 Linearitat
o ]
Q 1.0 p-Wert  fiir
£ 08 nicht-
§ 0,6—- Getesteter linearen . .
ool Messbereich Koeffiziente |Linearer Bereich
o] ID [ng/g] R? n [ng/g]
ool FRB  [22,8-1932,0 0,998 |p=<0,05 24,6 — 1932,0
by o A FRC  |26,2-2096,2 0,997 |p<0,05 26,2 — 2096,2
Conc. (ug/g) Tabelle 19
Genauigkeit / Wiederfindung
Laborint Prizisi Abbildung 3 Mittlere Erwartete Gemessene Wiederfin-
anorinterne Frazision Basislinie Basislinie + | Basislinie + | dungsrate
Zwischen Zwischen ID [ng/g] Spike [ug/g] Spike [pg/g] [%]
Mittel- Wiederhol- verschie- verschiede- o
mlleft barkeit denen Tests | nen Tagen | Laborintern # 465 226,5 2245 99,1%
ID |fug/g] |n |SD PeVvK [SD PeVK [SD PeVvK |sD Pevk | | 72 | 637 243,7 2417 101,6%
P1 | 385 | 80 | 23 |58%| 1,8 |48%| 2.2 |56%| 36 |94% | |#3 |80 269,0 2749 102,2%
P2 | 67,0 | 80 | 2.0 |3.0%| 35 |52%| 1.6 |2.4%| 43 |64% | |#4 |111.6 2916 292,0 100,1%
P3 | 1357 | 80 | 23 |1,7% | 56 |41%| 0,0 |0,0%| 6,0 |44% | |70 | 1635 3435 3311 96,4%
P4 | 2071 | 80 | 41 |2,0% | 12,5 |6,0% | 0,0 |0,0%| 132 | 6,4% | |76 | 304.0 484,0 475,0 98,1%
P5 | 3371 | 80 | 59 | 1,8% | 183 |54%| 0,0 |0,0%| 19,3 | 5,7% | [ #7 | 990.2 1170,2 1166.6 99.7%
P6 | 562,6 | 80 | 11,0 | 2.0% | 13.6 | 2.4% | 2,5 |0,4% | 17,7 | 31% Tabelle 20
P7 | 918,0 | 80 | 18,6 |2,0% | 62,1 |6,8% | 20,8 [2,3% | 68,1 | 7,4%
Tabelle 16
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN

LEISTUNGSMERKMALE - PRAANALYTIK STORSUBSTANZEN
Reproduzierbarkeit der Extraktion —- CALEX® Cap Orale Pharmazeutika, Nahrungserganzungsmittel und
- - Hamoglobin
Zwischen Zwischen
verschie- verschie- Markenname Wirkstoff Konzentration
Mittel- Intra- denen denen Gesamt- mg/50 mg Stuhl
wert | Extraktion |Extraktionen | Chargen prazision gyno-Tardyferon | Eisen(ll)-sulfat 0.11
ID |[ug/g] | SD % VK | SD |%VK | SD | SD |% VK| SD (enthalt 0,35 mg Fols3ure)
Al 425 | 16 [39% | 52 [121% | 0,0 | 0,0% | 54 |12,7% Prednison Prednison 0,31
B |1265 | 32 [25% | 96 | 76% | 93 |7,4% | 13,8 | 10,9% Imurek Azathioprin 0,19
C | 2074 | 51 |24% | 348 | 16,8% | 0,0 | 0,0% | 35,1 | 16,9% Salofalk Mesalamin; 5,21
D | 5155 | 139 |27% | 382 | 74% | 0,0 | 0,0% | 40,7 | 7,9% 5-ASA
E [2949,9| 93,0 | 3,2% | 2146 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6 | 8,1% Agopton Lansoprazol 0,18
Tabelle 21 Asacol Mesalamin; 2,50
. ® . 5-ASA
Method comparison — CALEX® Cap extraction and _ _
manual extraction Vancocin Vancomycin 2,00
Sulfamethoxazol | Sulfamethoxazol 1,60
Bland-Altman-Analyse
— Trimethoprim Trimethoprimlactat 0,35
Durchschnittliche U LoA Ob LoA
Abweichung ntere Lo G o) Ciproxin Ciprofloxacin 1,25
95 9 (95 % Ki) (95 % Ki) —
( o) Vitamin E DL-a-Tocopherolacetat 0,30
10.1% ATA% 67.5% Bion 3 3 Probiotika (107 KBE): 1,06
(5,7%, 14.5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) Lactobacillus gasseri PA16/8,
Tabelle 22 Bifidobacterium bifidum MF 20/5,
Bifidobacterium longum SP07/3,
Passing-Bablok Regression Analysis 12 Vitamine: A (800 pg), B1
Steigung Schnittpunkt |Abweichung |Abweichung (1,4 mg), B2 (1,6 mg), BE (2 mg),
0 ; ; B12 (1 pg), C (60 mg), D (5 ug), E
(95 % KIl) (ng/g) bei 80 pg/g | bei 160 pg/g R I N
(95 % KI) (95 % KI) (95 % KI) (10 mg), Biotin (150 pg), Folsaure
(200 pg), Niacin (18 mg),
1,181 9,7 5,9% 12,0% 0,948 Pantothens&ure (6 mg) und
(1,120, 1,235) | (-16,0, -2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%) 7 Mineralstoffe: lod (100 ug),
Eisen (5 mg), Zink (5 mg), Selen
Tabelle 23
(30 pg), Chrom (25 pg), Mangan
(1,2 mg), Molybdan (25 pg)
Hamoglobin Hamoglobin 1,25
Tabelle 24
Enteropathologische Mikroorganismen
Name Endkonzentration
(KBE/ml Stuhlextrakt)
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 1,5 x 108
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1,6 x 108
Tabelle 25
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KURZPROTOKOLL

CALPROTECTIN-ELISA

Beschichtete Mikrotiterplatte
l C 2x mit = 300 ul Waschpuffer waschen

100 pl Inkubationspuffer, Kalibratoren, Kontrollen
oder verdiinnte Proben

30 (+ 5) Minuten

C bei 18-28 °C auf einem Plattenschilittler
bei ~450 U/min inkubieren
C 3x mit = 300 ul Waschpuffer waschen

100 pl Enzymmarker zugeben

30 +/- 5 Minuten

C bei 18-28 °C auf einem Plattenschidittler
bei ~450 U/min inkubieren
v < 5x mit = 300 ul Waschpuffer waschen

100 pl TMB-Substratlésung zugeben

15 +/- 2 Minuten
bei 18-28 °C auf einem Plattenschdittler

| bei ~450 U/min inkubieren

100 pl Stopp-Lésung zugeben
== Extinktion bei 450 nm lesen (innerhalb von 30 Minuten)

ZEIT BIS ZUM ERGEBNIS: 75 MINUTEN
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ANDERUNGSLOG

Datum Version Anderung

Aktualisierung des Kapitels Warnhinweise und Vorsichtsmassnahmen

Aufnahme der Kalibratorquantifizierung und Begriindung der internen
Standardisierung im Kapitel Standardisierung und messtechnische Rlickverfolgbarkeit
Aktualisierung und Vereinfachung des Wortlauts im Kapitel Leistungsmerkmale
Uberarbeitung des Kapitels Symbole

Einflgen der Patentangaben

Aufnahme der Nummer der benannten Stelle zur CE-Kennzeichnung —
Konformitatsbewertungsverfahren gemass IVDR 2017/746

2022-11-16 A3

MELDUNG VON ZWISCHENFALLEN IN EU-MITGLIEDSSTAATEN

Falls sich ein ernsthafter Zwischenfall in Zusammenhang mit diesem Produkt ereignet hat, bitte melden Sie dies umgehend
dem Hersteller und der zustandigen Behdrde |hres Mitgliedsstaates.

SCHADEN BEIM VERSAND

Bitte informieren Sie Ihren Vertriebspartner, falls dieses Produkt beim Empfang beschadigt war.

SYMBOL

BUHLMANN verwendet Symbole und Zeichen, die in 1ISO 15223-1 aufgefiihrt und beschrieben sind. Dariiber hinaus
werden die folgenden Symbole und Zeichen verwendet:

Symbol Erklarung
Mikrotiterplatte
BUF Extraktionspuffer
IBUF|WASH]|10X] Waschpuffer-Konzentrat (10x)
BUF Inkubationspuffer

|CA|-|A| — |CA|-|E| Kalibrator A -E

[CONTROLIJL | Kontrolle tief
[CONTROL|H| Kontrolle hoch
Enzymmarker
SUBS|TMB TMB Substrat
[SOLN|STOP| Stoplésung

Teile des Testkits sind patentrechtlich geschiitzt durch: EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2);
JP6467436(B2).

C€orzs
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