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SVENSKA

AVSEDD ANVANDNING

BUHLMANN fCAL® ELISA &r ett in vitro-diagnostiskt test
for kvantitativ bestdmning av kalprotektin i humana
avforingsprover avsett som ett hjalpmedel vid utredning
av inflammation i tarmslemhinnan. Resultaten kan
anvandas som ett diagnostiskt hjalpmedel fér att sarskilja
organisk, inflammatorisk sjukdom i mag—tarmkanalen
(inflammatorisk tarmsjukdom, IBD, i synnerhet Crohns
sjukdom eller ulcerds kolit, UC) fran funktionell sjukdom
(irritabel tarm, IBS) (ref. 1-7), hos patienter med kronisk
buksmarta och som ett hjalpmedel for att Gvervaka
inflammatorisk tarmsjukdom (ref. 7-18).

Endast fér anvandning pa laboratorium.

ANALYSPRINCIP

BUHLMANN fCAL® ELISA gor det méjligt att selektivt
mata kalprotektin i avféringsextrakt med sandwich-
ELISA. Mikrotiterplattan till BUHLMANN fCAL® ELISA &r
coatad med en monoklonal fangande antikropp (mAb)
med hog specificitet for kalprotektins heterodimeriska
och polymeriska komplex. Extrakt ur patientens
avforingprov, kontroller fér bestamning av ELISA-
kérningens godtagbarhet och kalibratorer laddas i
brunnarna pa mikrotiterplattan. Efter 30 minuters
inkubation i rumstemperatur och genomgangna
tvattningssteg pavisas kalprotektinmolekyler bundna till
fangande antikroppar pa plattan med hjalp av en
detekterande  antikropp  (Ab)  konjugerad  med
pepparrotsperoxidas (HRP). Efter inkubation och
ytterligare tvattningssteg tillsatts det kromogena HRP-
substratet tetrametylbenzidin (TMB) (ger en bla farg) foljt
av en stoppreaktion (fargen andras till gult). Absorption
uppmats vid 450 nm. Den slutliga
kalprotektinkoncentrationen i Mg/g avforing i
patientproverna bestdms med hjalp av kalibreringskurvan
genererad fran de uppmatta kalibratorvardena.

Reagenser Mangd Kod Rekonstituering
Kontroll lag /

hog?

Serumframstallt 2 flaskor B-CAL-

Bruksféardi
kalprotektin i en x 1 mL CONSET rukstardig
buffertmatris med

konserveringsmedel

Enzymmaérkning 2 flaskor
Anti-kalprotektin-Ab | 15 1 B-CAL-EL | Bruksfardig
konjugerat till HRP
TMB-substrat 2 flaskor
TMB i citratbuffert x 12 mL

Stoppldsning 2 flaskor
0,25 M svavelsyra x 12 mL

B-TMB12 Bruksféardig

Bruksfardig
Fratande damne

Tabell 1

B-STS12

" Den faktiska kalprotektinkoncentrationen for kalibrator A till E &r 4, 12,
40, 120 respektive 240 ng/mL. For ELISA-procedur for det lagre
matomradet maste kalibratorvardena stéllas in pa: 10, 30, 100, 300 och
600 pg/g kalprotektin. Detta motsvarar den slutliga provspadningen pa
1:2500 for ELISA-proceduren med ett lagre matomrade.

2 Om du véljer det utékade matomradet fér ELISA-proceduren maste de
nominella kalibratorvardena stéllas in som: 30, 90, 300, 900 och
1800 pg/g kalprotektin. Detta motsvarar den slutliga provspadningen
pa 1:7500 for ELISA proceduren med uttkat matomrade.

3 Kontrollerna innehaller lot-specifika méngder rent humant kalprotektin.
Las det separata databladet om kvalitetskontroll (QC) for faktiska
koncentrationer.

FORVARING AV OCH STABILITET FOR
REAGENSER OCH ARBETSLOSNINGAR

Forslutna / o6ppnade reagenser

Forvara vid 2-8 °C. Anvand inte reagenser efter utgangsdatumet som
anges pa etiketten.

Oppnade / rekonstituerade reagenser

Lagg tillbaka oanvanda strips omedelbart i
foliepasen med torkmedel och foérsegla pa
nytt 1angs hela zipférslutningen.

Forvara i upp till 6 manader vid 2-8 °C.

Mikrotiterplatta

Utspadd tvattbuffert

Inkubationsbuffert

Kalibratorer

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH

Kontroller Férvara i upp till 6 manader vid 2-8 °C.

Enzymmarkning

TMB-substrat

Stopplésning

Tabell 2

FORBEREDELSE
Reagenser Mangd Kod Rekonstituering
. . 2x
Mioteptsr2xo
med med anti- brunnar i B-CAL-MP BrukaardIg
kalprotektin-mAb strip med
ram
Plattforseglare 6 delar - Bruksfardig
Tvattbuffert- =
Spad vardera med
koncentrat (1Qx) 2 flaskor B-CAL-WB | 900 mL avjoniserat
med konserverings- | x 100 mL H.0
medel 2
Inkubationsbuffert
med konserverings- |2 12SKO" | B.CAL-IB | Bruksférdig
medel x 125 mL
Kalibratorer A
tillEN?2
Kalprotektin fran 5 flaskor B-CAL- -
serum i en N CASET Bruksfardig
buffertmatris med
konserveringsmedel
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REAGENSER OCH MEDFOLJANDE
TILLAGGSMATERIAL

Utrustning for extraktion ur avféringsprover
Utrustning for extraktion ur avféringsprover som
redovisas i tabell 3 medféljer inte kitet utan méaste
bestallas separat.

Extraktions-

utrustning Kaged Red
Forpackningar med 50, 200 B-CALEX-C50
CALEX® Cap eller 500 ror, fyllda med 5 mL B-CALEX-C200

extraktionsbuffert vardera,

finns tillgéngliga. B-CALEX-C500

Tabell 3

BUHLMANN fCAL® ELISA



ERFORDERLIGT MATERIAL SOM INTE
MEDFOLJER

Extraktionsprocedur

e 100 pL- och 1000 uL-precisionspipetter med
engangsspetsar

e Polystyren- eller polypropenrér for engangsbruk for
Overforing av extrakt (tillval)

e Laminarflédesbank

e Vortexblandare for flera rér / vortexblandare

¢ Mikrocentrifug (23000 % g)

e Centrifug (=500 x g)

ELISA-procedur
e 10 pL-, 100 pL- och 1000 uL-precisionspipetter med
engangsspetsar

e Polystyren- eller polypropenroér for engangsbruk for
beredning av utspadda prover

e 1000 mL-cylinder for spadning av tvattbufferten

e Platt-tvatt for mikrotiterplatta (se tekniska
forsiktighetsatgarder) eller klamflaska for tvattbuffert

o Skak for mikrotiterplatta (se tekniska
forsiktighetsatgarder)

e Laskpapper

e Avlasare for mikrotiterplatta fér matning av absorbans

vid 450 nm

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Varningar och forsiktighetsatgarder
o Kitets kalibratorer  och kontroller

forsiktighetsatgarder.

e Detta kit innehaller komponenter klassificerade enligt

radets férordning (EG) nr 1272/2008:

2-metyl-4-isotiazolin-3-on,  hydroklorid  (konc.

0,0015%). Reagenserna kan darmed orsaka allergisk

hudreaktion (H317).

Svavelsyra (konc. = 2,5 - < 5%). Reagenserna kan
darmed irritera huden (H315) och orsaka allvarlig

dgonirritation (H319).

e Undvik att reagenser kommer i kontakt med hud,
o6gon och slemhinnor. Vid kontakt, tvatta omedelbart
med rikliga mangder vatten for att undvika irritation /

brannskador.

¢ Reagenser och kemikalier maste hanteras som farligt
avfall i enlighet med nationella riktlinjer eller

bestammelser om smittforande avfall.

Tekniska forsiktighetsatgarder

Kittets komponenter

e Restmangder i mikrotiterplattan uppstar till folid av
produktionsprocessen. De avlagsnas i tvattsteget
(steg 3 i analysproceduren) och paverkar inte

resultaten.
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innehaller
komponenter av humant ursprung. Aven om
reagenserna har testats och befunnits negativa for
antikroppar mot HBV-ytantigen, HCV och HIV1/2, ska
de hanteras som potentiellt smittforande i enlighet
med god laboratoriesed (GLP) och gallande

Komponenter far inte anvandas efter det
utgangsdatum som anges pa etiketterna.

Blanda inte komponenter fran kit med olika lot-
nummer.

Alla anstrangningar ska goéras for att sakerstalla att
ingen  korskontaminering  forekommer  mellan
reagenser, prover eller mellan brunnar.

Lat reagenserna uppna rumstemperatur. Blanda (med
vortex) reagenserna val fére anvandning.
Mikrobrunnar far ej ateranvandas.

Extraktion

For att fa tillforlitiga och kvantitativa resultat ar det
viktigt att avfoéringsprovet homogeniseras helt i
extraktionsanordningen. Olésliga (osmalta)
komponenter kan fortfarande finnas kvar efter
extraktion.

ELISA-procedur

Under ELISA-proceduren ar tvattstegen avgdrande
for att garantera reproducerbara resultat. Lat
tvattbufferten inkubera i brunnarna i minst 20
sekunder innan den tas bort.

Vid anvandning av en automatisk platt-tvatt
rekommenderas “plattlage” starkt, dvs. att varje steg i
processen (dispensering/aspiration) utfors pa alla
stripsen i ordningsfoljd innan instrumentet fortsatter
till nasta tvattcykel. Pa sa satt garanteras minsta
mdjliga inkubationstid.

De angivna antalet tvattcykler &r obligatoriskt for att
sakerstalla reproducerbara resultat.

Skakplattan maste justeras till cirka 450 rpm (7,5
Hz). Hogre rotationsfrekvens kan orsaka undermalig
linjar utspadning vid varden mellan 300/900 and
600/1800 ug/g. En roterande rorelse ska anvandas
sharare an en horisontell rérelse.

For att sakerstalla att antigen/antikroppsreaktionen ar
fullbordad maste inkubationstiden i steg 5 vara minst
30 minuter. N&got langre inkubationstider (upp till
5 minuter) har ingen paverkan pa det slutliga
resultatet.

Enzymmarkningen inaktiveras av syre och ar mycket
kanslig for natriumazid, tiomersal, hypoklorsyra och
aromatiska klorerade kolvaten, vilka ofta finns i
vattenforsérjningen i ett laboratorium. Endast
avjoniserat vatten av hog kvalitet far darfor
anvandas.

En ny standardkurva maste skapas varje gang
analysen genomfors (pa varje platta eller partiell
platta).

Om den initiala koncentrationen av ett okant prov ar
hégre an koncentrationen for den hégsta kalibratorn,
kalibrator E, kan provet spadas ytterligare med
inkubationsbufftert och analyseras pa nytt enligt
analysproceduren. Den resulterande totala
spadningsfaktorn maste tas med vid beradkning av
resultaten.

BUHLMANN fCAL® ELISA



INSAMLING OCH FORVARING AV PROVER

For extraktionsprocessen kravs mindre an 1 g
ursprungligt avfoéringsprov. Avféringsprov samlas in i
vanliga ror.

Viktigt: Provet maste samlas in utan nagra kemiska eller
biologiska tillsatser.

Transport av prover

Avfoéringsprover ska tas emot for bearbetning pa
laboratoriet inom 3 dagar efter provtagning. Proverna kan
transporteras vid rumstemperatur eller kylda.

Forvaring av prover

Avforingsprover ska forvaras i kylskap vid 2-8 °C och
extraheras inom 3 dagar efter att de tagits emot av
laboratoriet. Forvara inte prover vid hdga temperaturer.

EXTRAKTION AV AVFORINGSPROV OCH
EXTRAKTETS STABILITET

1.1 Extraktionsprocedur

Folj brukanvisningen som medféljer CALEX® Cap-roret
(kod B-CALEX-C50 / B-CALEX-C200 / B-CALEX-C500).

Flytande avforingsprover kan pipetteras direkt till
CALEX® Cap-roret. Skruva av det bla locket och
pipettera 10 pL avféringsprov till roret. Satt tillbaka
CALEX® Cap-roret och ga vidare till vortexsteget enligt
extraktionsproceduren som beskrivs och illustreras i
bruksanvisningen som medféljer CALEX® Cap-roret.

Viktigt: Efter extraktion, centrifugera CALEX® Cap-roret i
5 minuter vid 500-3000 xg och fortsatt med
analysproceduren.

1.2 Extraktets stabilitet

F-kalprotektinextrakt erhallna med utrustningen CALEX®
Cap ar stabila vid rumstemperatur (23 °C) i 7 dagar och
vid 2-8 °C i upp till 15 dagar. For langre forvaring, frys
extrakt vid -20 °C. Frysta extrakt ar stabila i upp till
23 manader.

CALEX® Cap-extrakt kan frysas direkt och forvaras i
CALEX® Cap-roret. Extrakt kan utsattas for fyra
nedfrysnign-upptiningscykler. Fbére matning, lat frysta

extakt uppna rumstemperatur, vortexblanda noga i
10 sekunder och centrifugera i 5 minuter vid
500-3000 x g.
MATOMRADE

Analysen kan utféras enligt féljande procedurer: ELISA-
procedur for lagre eller utdkat matomrade. Lamplig

procedur  valjs utefter  forvantad kalprotektin
koncentration:
e For prover upp till 600 pg/g kalprotektin, valj

proceduren for det lagre matomradet (matomrade
10-600 ug/qg).

e Om proverna tenderar att dverstiga 600 ug/g valj det
utdkade matomradet (matomrade 30-1800 ug/g).

ANALYSPROCEDUR

Viktigt: Lat alla reagenser sta i minst 30 minuter for att
uppna en temperatur pa 18-28 °C fére anvandning. Spad
endast ut avféringsextrakt. Kalibratorer och kontroller ar
klara att anvandas.

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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1. Alternativ 1 for provspadning:
Arbetsomrade 10-600 ug/g

. Efter _extraktion med CALEX® Cap-réret spader du
avforingsextrakten 1:5 med inkubationsbuffert (t.ex.
100 pL extrakt och 400 pL inkubationsbuffert) och
blanda val. Lat proverna sta for att anta en
temperatur pa 18-28 °C i minst 5 minuter innan du
gar vidare till steg 4c.

5 min.

t.ex. 100 pl supernatant
och 400 pl inkubationsbuffer

min
N ? —_ ? 5 min.
« »
centrifugering 1:5 blanda 18-28 °C
spadning

1.” Alternativ 2 for provspadning:
Arbetsintervall 30-1800 ug/g

Arbetsintervallet kan utdékas med en faktor pa 3 om du
spader proverna i forhallandet 1:7500 istallet for 1:2500.
Denna procedur rekommenderas om héga
kalprotektinkoncentrationer férvantas.

1.1° Efter extraktion med CALEX® Cap-roret spader du
avforingsextrakten 1:15 med inkubationsbuffert (t.ex.
50 pL extrakt och 700 pL inkubationsbuffert) och
blanda val. Lat proverna std for att anta en

temperatur pa 18- 28 °C i minst 5 minuter innan du
gar vidare till steg4c.

t.ex. 50 pL supernatant
och 700 pL inkubationsbuffer

&
min
5 min.

1:15
Utspddning

blanda 18-28°C

centrifugering

2. Bered en plattram med tillrackligt med strips for att
testa det erforderliga antalet kalibratorer, kontroller
och utspadda prover. Avlagsna 6verblivna strips fran
ramen och forsegla dem pa nytt i foliepasen
tillsammans med torkmedelsférpackningarna utan
dréjsmal. Forvaras i kylskap.

3. Tvatta de belagda brunnarna tva ganger med minst
300 uL tvattbuffert per brunn. Tém brunnarna och
knacka latt pa plattan pa laskpapper.

Viktigt: Lat tvattbufferten forbli i brunnarna
sekunder under varje tvattsteg.

i minst 20

BUHLMANN fCAL® ELISA



@
min. 20 sek
300 pL tvattbuffert

— Tom och tryck

2 x tvatt

4a.Pipettera 100 pL inkubationsbuffert (blank) och
pipettera 100 yL kalibrator A-E till respektive brunnar.

4b.Pipettera 100 L av kontrollerna lag och hog till
respektive brunnar.

4c.Pipettera 100 pL av varje utspatt prov till efterféljande
brunnar.

5. Tack plattan med en plattférslutare, och inkubera i
30 + max. 5 min pa en skakplatta installd pa ~450 rpm
vid 18-28 °C (se tekniska forsiktighetsatgarder —
ELISA-procedur).

6. Ta av och kasta plattférslutare. Tém brunnarna och
tvatta tre ganger med minst 300 pL tvattbuffert per
brunn (se tekniska forsiktighetsatgarder — ELISA-
procedur). Tém brunnarna och knacka latt pa plattan
pa laskpapper.

100 pL blank /
100 plL kalibratorer / @
30 min.

)

100 pL kontroller /
100 plL prover

i

Pipettera 100 uL enzymmarkning till alla brunnar.

Tack plattan med en plattférslutare, och inkubera i 30
+5 min pa en skakplatta installd till installd pa ~450
rpm vid 18-28 °C.

9. Ta av och kasta plattférslutare. Tém brunnarna och
tvatta fem ganger med minst 300 uL tvattbuffert per

3 x tvidtt
1 x tom och tryck

—_—

&

Rotation

© N

brunn. Tém brunnarna och knacka latt pa plattan pa
ett laskpapper.

&

30 min.

5 x tvatt
1 x tom och tryck

/
Rotation 7

Viktigt: Lat TMB-substratlésningen anta 18-28 °C.
10.Pipettera 100 uL TMB-sugstratldsning till alla brunnar.

11.Tack plattan med en plattférslutare, skydda plattan
fran direkt ljus och inkubera i 15 +2 min pa en

skakplatta installd till instdlld pa ~450 rpm vid
18-28 °C.
Utgivningsdatum: 2022-11-16 5/16

W 100 pL TMB Substrate L

\ —
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7)

(T

To=o) =
Rotation

12.Pipettera 100 pL stoppldsning till alla brunnar.
Avlagsna luftbubblor med en pipettspets. Ga vidare till
steg 13 inom 30 minuter.

13.Lads av absorbansen vid
mikrotiterplattlasare.

450 nm i en

100 pL Stoppldsning @
= Sososan)

inom 30 min. SSE2225)
—_— 2ESS2S22)

Avlds absorbansen vid 450 nm

KVALITETSKONTROLL

Grundlig forstaelse av bruksanvisningen ar nédvandigt
for lyckad anvandning av produkten. Tillforlitliga resultat
erhalls endast med hjalp av exakta laboratoriemetoder
och genom att félja bruksanvisningen noga.

BUHLMANN fCAL® ELISA-kit levereras med tva
kontroller: kontroll lag och kontroll hég. Motsvarande
referensvarden  for  kontrollerna anges i QC
(kvalitetskontroll)-databladet som medféljer varje Kkit.
Vardena och intervallerna som anges i databladet avser
alltid den aktuella kit-loten och ska anvandas for direkt
jamforelse av resultaten. Om resultaten for kontrollerna
lag och/eller hog ligger utanfor matomradet som anges i
QC-databladet rekommenderas att anse hela koérningen
som ogiltig.

Det rekommenderas att anvanda interna kontrollprover
utéver kit-kontroller, i enlighet med lokala och nationella
bestammelser. Anvandning av interna Kkontrollprover
tillrads for att sakerstalla att resultatens giltighet fran dag
till dag. Eftersom det inte finns nagon kommersiellt
tillganglig kontroll fér F-kalprotektin rekommenderar vi att
anvanda poolade avforingsprover med normala och
patologiska nivaer for intern kvalitetskontroll.

Reproducerbarheten for standardkurvparametrar och
kontrollvarden ska ligga inom faststallda granser for
acceptabilitet. Om analysens prestanda inte uppfyller
etablerade granser och upprepning har uteslutit tekniskt
fel, kontrollera féljande: i) enheter for pipettering, kontroll

av temperatur samt tidtagning; ii) ELISA-l&sarens
installningar; iii) reagensernas utgangsdatum; iv)
forvarings- och inkuberingsforhallanden; v) TMB-
substratlésningen ska vara farglés; vi) vattnets

renhetsgrad; vii) aspirations- och tvattmetoder.

BUHLMANN fCAL® ELISA



STANDARDISERING OCH METEROLOGISK
SPARBARHET

Det finns inga internationellt eller nationellt erkanda
referensmaterial eller referensmatningsprocedurer for
kalprotektinanalytet i avféringsprov. Kalibratorvardena for
BUHLMANN  fCAL® ELISA tilldelas i flera
matningskorningar med hjalp av internt referensmaterial
baserat p4 humant serum och BUHLMANN fCAL®
ELISA-méatningsprocedur.  Kalprotektinkoncentrationen
for det interna referensmaterialet faststalldes med hjalp
av renat MRP8/14 fran humana granulocyter som primart
referensmaterial.

Det 95%-iga konfidensintervallet for den kombinerade
osakerheten hos produktkalibratorer faststalldes som
under 13,3% och den kombinerade osakerheten for
produktkontroller under 16,4%.

BERAKNING AV TESTRESULTAT

Standardkurva

Det rekommenderas att anvdnda en programvara som
kan utféra foljande berakningar: subtrahera det blanka
OD-vardet fran varje kalibratorbrunn for att berdkna
kalibratorkurvan. Faststéll en standardkurva med
kapacitet for logistisk analys med fyra parametrar (4 PL).

Kontroller och prover

Det rekommenderas att anvanda en programvara som
kan utfora foljande berakningar: subtrahera det blanka
OD-vardet fran varje kontroll-/provbrunn. Berdkna
kalprotektinkoncentrationen for kontrollen/provet i varje
brunn, i pg/g, med hjalp av den faststallda
standardkurvan.

Arbetsintervall 10-600 ug/g

Om du valjer ELISA-procedur for det lagre matomradet
maste kalibratorvardena stallas in som: 10, 30, 100, 300
och 600 pg/g kalprotektin. Ytterligare spadningsfaktorer
(vid anvandning av en annan slutlig spadning an 1:2500)
maste multipliceras med resultaten for att erhalla de
slutliga resultaten.

Se tabell 12 och figur 1 for typiska data (resultat- och
standardkurva). Dessa resultat- och standardkurvor
tillhandahalls endast i demonstrationssyfte. En
standardkurva maste genereras for varje uppsattning
prover som ska analyseras.

Arbetsintervall 30-1800 ug/g

Om du valjer det utokade matomradet for ELISA-
proceduren maste fdljande nominella kalibratorvarden
stédllas in som: 30, 90, 300, 900 och
1800 pa/g kalprotektin. Ytterligare spadningsfaktorer (vid
anvandning av_en annan slutlig spadning an 1:7500)
maste multipliceras med resultaten fér att erhadlla de
slutliga resultaten.

Se tabell 15 och figur 3 for typiska data (resultat- och
standardkurva). Dessa resultat- och standardkurvor
tillhandahalls endast i demonstrationssyfte. En
standardkurva maste genereras for varje uppsattning
prover som ska analyseras.

BEGRANSNINGAR

e Reagenser som levereras tillsammans med
BUHLMANN fCAL® ELISA-kittet &r endast avsedda

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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for faststallning av kalprotektinnivaer i avféringsprover
fran manniska.

o Testresultaten ska tolkas tillsammans med
information tillganglig fran klinisk beddmning av
patienten och andra diagnostiska procedurer.

e Vid Overvakning av IBD-sjukdom har multipla
matningar av F-kalprotektin med upp till 4 veckors
mellanrum foreslagits ha den basta diagnostiska
traffsakerheten att forutse kliniskt aterfall hos patienter
(ref. 19-20).

e Resultaten kan eventuellt vara icke relevanta for barn
under 4 ar med latt forhojda nivaer av F-kalprotektin
(ref. 21-24).

o Vissa patienter som
antiinflammatoriska lakemedel
forhojda nivaer av F-kalprotektin.

tar icke-steroida
(NSAID) kan ha

TOLKNING AV RESULTAT

I. Sarskiljning mellan organisk sjukdom fran
funktionell mag—-tarmsjukdom

Resultatkategorier ar baserade pa data fran kliniska
studier genomférda av  BUHLMANN och  &r
BUHLMANN:s rekommendationer. Alla testresultat ska
tolkas tillsammans med information om patientens
kliniska symtom, sjukdomshistoria och andra kliniska
fynd och laboratorieresultat.

Kliniska troskelvidrden

Resultat fran 58 kliniska prover fran patienter
diagnostiserade med IBS och 131 kliniska prover fran
patienter diagnostiserade med IBD, fran en internationell
klinisk studie, analyserades for att erhalla vardena som
redovisas i tabell 4.

Kalprotektin Tolkning Uppfdljning

koncentration

< 80 ug/g Normal Inga

80 — 160 pg/g Grazon/gransfall Uppfdljning inom 4-6
veckor

> 160 pg/g Forhojd Upprepa efter behov

Tabell 4

Kalprotektinvarden under 80 ug/g

F-kalprotektinvarden under 80 ug/g ska inte ses som
tecken pd inflammation i mag-tarmkanalen. Patienter
med laga kalprotektinnivaer kommer sannolikt inte att
behdéva invasiva procedurer for att faststalla
inflammationsorsaken.

Kalprotektinvarden mellan och lika med 80 till

160 pg/g

Mattliga fekala kalprotektinnivaer mellan och lika med 80
och 160 pg/g, aven kallat grazonnivaer, ar inte direkt
indikation pa en aktiv inflammation som kraver
omedelbar uppféljning med invasivt test. Inflammation
kan dock inte uteslutas. En ny bedébmning av F-
kalprotektinnivaer efter 4 till 6 veckor rekommenderas for
bestdmning av inflammatorisk status.

Kalprotektinvarden éver 160 ug/g

F-kalprotektinvarden over 160 pug/g tyder pa
neutrofilinfiltrat i mag-tarmkanalen, vilket kan signalera
aktiv inflammatorisk sjukdom. Lampliga ytterligare
undersokningar av specialister foreslas for att uppna en
Overgripande klinisk diagnos.

BUHLMANN fCAL® ELISA



Klinisk utvardering

Férmagan hos BUHLMANN fCAL® ELISA att skilja
mellan patienter med IBD och andra icke-inflammatoriska
Gl- stoérningar, inklusive IBS, utvarderades i en klinisk
studie med totalt 337 vuxna och pediatriska patienter.
Etthundratrettiofem (135) patienter hade en slutlig
diagnos av IBD (Crohns sjukdom, ulcerds kolit eller
obestadmd kolit), 130 patienter hade IBS och 72 patienter
hade buksmarta och/eller diarré eller annat Gl-relaterat
icke-inflammatoriskt tillstand (se tabell 5). Den slutliga
diagnosen stéddes av saval endoskopiska som andra
kliniska fynd.

Det gar att uppna en klinisk kanslighet pa 93,3% vid
80 pg/g och en klinisk specificitet pa 83,7% vid 160 ug/g
vid differentieringen mellan IBD och Gl-relaterade icke-
inflammatiska tillstdnd, daribland IBS. ROC-kurvanalys
resulterade i en AUC pa 0,923 (se tabell 6).

Det gar att uppna en klinisk kanslighet pa 93,3% vid
80 pg/g och en klinisk specificitet pa 85,4% vid 160 ug/g
vid differentieringen mellan IBD och IBS. ROC-
kurvanalys resulterade i en AUC pa 0,933 (se tabell 8).

Den optimala cut-off kombinationen foér dessa
patientpooler kunde definieras genom ROC-analys vid
80 pg/g och 160 ug/g kalprotektin, vilket ar nagot striktare
an en kombination av en kansligare, nedre cut-off vid
50 pg/g med lagre prestanda for specificitet, och en évre
cut-off vid 200 pg/g med nagot lagre kanslighet (tabell 7
och 9).

Il. Overvakning av IBD

Kliniska troskelvirden och utvardering

Bestamningen av F-kalprotektin ar ett palitligt och enkelt
satt att underlatta overvakningen av IBD-patienter
(ref. 7-18).

Korrelation av kalprotektinnivaer och inflammatorisk
status for patientens tarmslemhinna, enligt endoskopiska
utvarderingar, bestdmdes i tre oberoende studier med
hjalp av BUHLMANN kalprotektintester (tabell 10). Det
diagnostiska vardet for kalprotektin for att forutsaga
klinisk remission och aterfall, enligt patientens symtom,
kliniska aktivitetsindex, oplanerat behov av eskalering av
behandling, sjukhusvistelse eller akuta fall bestamdes i
tre studier med hjalp av BUHLMANN kalprotektintester
(tabell 11).

De resultatkategorier som visas ar rekommendationer
och deras faststallande ar baserad pa sammanfattad
kunskap om publicerade brytpunktsvarden och studier
om Kklinisk prestanda. Det rekommenderas att
sjukvardspersonal faststaller individuella tréskelvarden
for patienten genom att bestdmma patientens baslinje-
kalprotektinniva under sjukdomsremission:

Kalprotektinvarden under 100 ug/g
F-kalprotektinnivaer under 100 ug/g kan pa ett tillforlitligt
satt pavisa endoskopisk remission hos patienter med lag
risk for kliniskt aterfall for vilka invasiva endoskopiska
férfaranden kan undvikas (ref. 7-18).

Kalprotektinvarden mellan 100 och 300 pg/g
F-kalprotektinnivaer mellan 100 och 300 pg/g kan pavisa
behovet av strangare kontroller under den nastfoljande
perioden for att utvardera tendenser till
sjukdomsutveckling.

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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Kalprotektinvarden 6ver 300 ug/g
F-kalprotektinnivaer éver 300 ug/g ska upprepas och, om

forhojda nivaer bekraftas, ska ytterligare
utredningsatgarder vidtas (ref. 7-18).
PRESTANDAEGENSKAPER

Prestandaegenskaperna fér BUHLMANN fCAL® ELISA
har faststdllts med hjdlp av den manuella
extraktionsmetoden, savida inte annat anges.
Méatomrade: 10 - 600 pg/q

Repeterbarhet: 1,9 - 8,0% CV

Precision inom laboratoriet: 5,5 - 14,0 % CV
Repeterbarhet och  precision inom laboratoriet

faststalldes enligt CLSI-riktlinjen EP05-A2 med hjalp av

en studiedesign med 22 dagar x 2 replikat. Tio
extraherade avforingsprover med kalprotektin-
koncentrationer mellan 13,2-501,4 pug/g testades
(tabell 13).

Detektionsgréans (Limit of Detection, LoD): 4,2 ug/g
LoD faststalldes faststalldes enligt CLSI-riktlinjen EP17-A
och med andelar av falskt positiva svar (a) mindre an
5% och falskt negativa svar () mindre éan 5% baserat pa
240 bestdmningar, med 80 tomma (extraktionsbuffert)
och 160 lagniva-replikat; och en LoB pa 0,29 pg/g.

Kvantifieringsgrans (Limit of Quantitation, LoQ):

9,8 ug/g

LoQ faststalldes med hjalp av data fran studien om
precision inom laboratoriet, omfattande ytterligare
avforingsprov med en koncentration pa 7,4 ug/g. LoQ
faststalldes som den kalprotektinkoncentration vid vilken
den icke-linjara anpassning av totala precisionsdata
korsar precisionsmalet pa 20% CV.

Linjaritet: 10 - 600 pg/g

Det linjara omradet fér BUHLMANN fCAL® ELISA
bestdmdes enligt CLSI-riktlinjen EP06-A. En maximal
avvikelse fran linjariteten pa +20% tillats. For varden
under 75 pg/g tillats en absolut skillnad pa mindre &n
115 pg/g (tabell 14).

Noggrannhet/aterhamtning
Total bias: -1,1%;

Nedre LoA: -17,5%,

Ovre LoA: 15,4%

Fyra negativa extraherade avforingsprover spetsades
med Okade mangder kalprotektin fran serumprover.
Resultaten redovisas i figur 2.

Hoégdos hook-effekt

Prover med teoretiska koncentrationer pa upp ill
~60000 pg/g kan analyseras utan att begransa
analysen matomrade.

Matomrade: 30 - 1800 ug/g

Repeterbarhet: 1,7 - 5,8% CV

Precision inom laboratoriet: 3,1 - 9,4% CV
Repeterbarhet och  precision inom laboratoriet

faststalldes enligt CLSI-riktlinjen EP05-A3 med hjalp av
en studiedesign med 10 dagar x 2 kdrningar x 4 replikat.

Sju poolade avféringsextrakt med kalprotektin-
koncentrationer mellan 38,5-918,0 pug/g testades
(tabell 16).
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Mellan-lot-precision: 4,2-9,7% CV

Precision mellan loter faststalldes enligt CLSI-riktlinjen
EP05-A3 med hjalp av en studiedesign med 3 loter x
5 dagar x 5 replikat och en modell med slumpmassiga
effektvariantkomponenter. Sex poolade avfoéringsextrakt
med kalprotektinkoncentrationer mellan 46,4-1476,1 ug/g
testades (tabell 17).

Reproducerbarhet (multicenterstudie fér utvardering
av precision): 6,4 - 19,0% CV

Reproducerbarhet faststélldes enligt CLSI-riktlinjen
EP05- A3 med hjalp av en studiedesign med 3
laboratorier x 2 operatérer x 5 dagar x 2 koérningar per
dag x 4 replikat. Tre reagensloter anvandes i studien.

Fem poolade avféringsextrakt med kalprotektin-
koncentrationer mellan 42,1-1053,3 ug/g testades
(tabell 18).

Detektionsgrans (Limit of Detection, LoD): 12,6 ug/g

LoD faststalldes faststilldes enligt CLSI-riktlinjen
EP17-A2 och med andelar av falskt positiva svar (a)
mindre an 5% och falskt negativa svar () mindre an 5 %
baserat pa 120 bestdmningar, med 60 tomma
(extraktionsbuffert) och 60 lagniva-replikat; och en
LoB pa 8,3 ug/g.

Kvantifieringsgrans (Limit of Quantitation, LoQ):

21,3 pg/g

LoQ faststalldes enligt CLSI-riktlinjen EP17-A2, baserat
pa 60 bestdmningar och en precisionsmal pa 20% CV.

Linjaritet: 30 - 1800 pg/g

Det linjara omradet fér BUHLMANN fCAL® ELISA
bestdmdes enligt CLSI-riktlinjen EP06-A. En maximal
avvikelse fran linjariteten pa +20% tillats. Foér varden
under 75 ug/g tillats en absolut skillnad pa mindre an £15
pg/g (tabell 19).

Noggrannhet/aterhamtning: 96,4 - 102,2%

Sju avforingsextrakt med kalprotektinnivaer mellan 46,5
och 990,2 ug/g spetsades med 180 pg/g kalprotektin i
kalibratormaterial. Spetsning genomférdes med 10 % av
provextraktvolymen. “Baseline”-prover spetsades med
motsvarande mangd inkubationsbuffert.  Proverna
"Baseline” och "Baseline + spike (spetsning)” mattes i tre
replikat (tabell 20).

Preanalys

Prestandaegenskaper for BUHLMANN fCAL® ELISA vad
galler preanalytiska procedurer faststalldes med hjalp av
matomradet 30 — 1800 pg/g.

Extraktionsreproducerbarhet — CALEX® Cap:

7,9 -16,9%

Extraktionsreproducerbarhet faststalldes enligt CLSI-
riktlinjen EP05-A3 med hjalp av en studiedesign med
3 CALEX® Cap-loter extraktioner x 4 extraktioner x
4 replikat. Fem kliniska avforingsprover, inklusive prover
med solid, semi-solid och flytande konsistens, med
kalprotektinkoncentrationer mellan 42,5-2949,9 ug/g,
testades (tabell 21).

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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Metodjamforelse, CALEX® Cap vs. manuell extraktion
Bias vid 80 pg/g: 5,9% (95% Kil: 1,4 - 12,2%)

Bias vid 160 pg/g: 12,0% (95% Ki: 7,8 - 17,0%)
Genomsnittlig bias: 10,1% (95% KI: 5,7 - 14,5%)
Metodjamforelsestudien genomférdes enligt CLSI-
riktinjen EP09-A3. Tvahundra fyrtioen (241) Kkliniska
prover extraherades med en lot CALEX® Cap-enhet.
Referensvarden, med en slutlig kalprotektinkoncentration
pa 30,5-1496,6 pg/g faststdlldes med den manuella
extraktionsmetoden.  Extrakt mattes som enkla
bestdmningar foér bada metoderna. Bias bestdmdes med
Passing-Bablok linjar regression och Bland-Altman-
analys (tabell 22 och 23).

INTERFERERANDE SUBSTANSER

Kéansligheten for BUHLMANN fCAL® ELISA-analys for
orala lakemedel, kosttillskott, hemoglobin samt
enteropatologiska mikroorganismer beddmdes enligt
CLSiI-riktlinje EP07-A2 med det utékade matomradet.
Bias i resultat som O&versteg 10% ansadgs som
interferens.  Ingen interferens  detekterades med
substanser listade i tabell 24, upp till de angivna
koncentrationerna. Ingen interferens detekterades med
enterohepatiska mikroorganismer listade i tabell 25, upp
till de angivha mangderna kolonibildande enheter (CFU)
per mL avforingsextrakt.

BUHLMANN fCAL® ELISA



TABELLER OCH FIGURER

Kliniska studier

Klinisk studie - hur man sarskiljer organisk sjukdom Kiliniska studier — 6vervakning av IBD
fran funktionell mag-tarmsjukdom
Ka|protektin1 VS Studie 1 Studie 2 Studie 3
Férdelning av patientresultat i antal (procent) inom IBD-aktivitet bestimd | SPanien Spanien Australien,
Slutlig diagnos BUHLMANN fCAL® ELISAs diagnostiska intervall. med endoskopiska (ref. 9) (ref. 10) Nya Zeeland
<80 pg/g | 80-160 ug/g | > 160 ug/g Totalt fynd (ref. 11)
IBD 9(6,7%) |12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%) | |Antal patienter och 89 (CD?) 123 (UC?) 99 (CD? efter
. 5 o S demografi resektion)
IBS 94 (72,3%) | 17 (13,1%) 19 (14,6%) | 130 (100%) Alder: 3258 Alder: 18-85 Alder: 29-47
Annan Gl 48 (66,7%) | 10 (13,9%) 14 (19,4%) |72 (100%) 44% man 66,4% man 46,5% man
Tabell 5 | Brytpunkt 272 uglg 280 uglg 100 ug/g
5D ve. cke BD Klinisk beslutspunkt NPV 98% 86% 91%
vs. icke-|
80 uglg 160 pglg PPV 76% 80,3% 53%
Sensitivtet (95% KI) 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1% Tabell 10

Specificitet (95% Kil)

PPV (95% K

)
70,3% (63,5%, 76,5%) | 83,7% (77,8%, 88,5%
)

NPV (95% KI)

)

( )
67,7% (60,5%, 74,4%) | 77,6% (69,9%, 84,0%)
94,0% (89,0%, 97,2%) | 88,9% (83,6%, 93,0%)

ROC AUC (95% KI)

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

Tabell 6

Klinisk beslutspunkt

' Studie 1 och 2 — Quantum Blue® fCAL och Quantum Blue® fCAL high

range

Studie 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA

2 CD = patienter med Crohns sjukdom
3 UC = patienter med ulcerds kolit

Kliniska studier — 6vervakning av IBD

Specificitet (95% Kil)

59,2% (50.3% ,67.8%

PPV (95% K)

)
90,0% (83,5%, 94,6%)
89,3% (82,5%, 94,2%)

NPV (95% KI)

93,9% (86.3%, 98.0%

)

( )

71,0% (63.9%, 77.5%)
( ) | 81,8% (74,5%, 87,8%)

Tabell 9

icke-IBD — IBS + annan Gl

Cl - confidence interval (konfidensintervall)

PPV — positive predictive value (positivt prediktivt varde)
NPV — negative predictive value (negativt prediktivt varde)

ROC AUC - area under receiver operating characteristic curve (ROC-
kurvanalus, area under kurvan)

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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range

2 CD = patienter med Crohns sjukdom
3 UC = patienter med ulcerés kolit

IBD vs. icke-IBD Kalprotektin vs Studie 4 Studie 5 Studie 6
50 pgl/g 200 pg/g vidare klinisk Storbritannien | Spanien Spanien
Sensitivtet (95% KI) 96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73,1%, 87,0%) ;‘t’;“r'f:ﬁm“ eller (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)
ifici 0, 0, ) 0, 0, 0, 0,
Specificitet (95% KI) 59,9% (52,8%. 66,7%) | 87.1% (81,7%. 91.4%) | [antal patienter och | 02 (CD?) 30 CD?) 33 (CD?)
PPV (95% KI) 61,6% (54,7%, 68,2%) | 80,7% (73,1%, 87,0%) | |demografi 20 (UC?)
NPV (95% KI) 96,0% (91,0%, 98,7%) | 87,1% (81,7%, 91,4%) Adalimumab- | infliximab-
behandling behandling
Tabell 7 Alder: 24-64 Alder: 18-68
— 38% man 43,3% man 47,2% man
T Klinisk beslutspunkt Uppfoljningstid efter
80 pa/g 160 pg/g métning av kalpro- 12 manader 4 manader 12 manader
Sensitivitet (95% KI) 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%) [
. . . . . . . S Patienter med
SpeCIfICItet (95 % Kl) 72,3 % (63,8 /0, 79,8 /o) 85,4 % (78,1 /0, 91 ,O /0) kliniskt aterfall efter 11% 30% 239%,
PPV (95% Kl) 77,8% (70,6%, 83,9%) | 85,7% (78,6%, 91,2%) uppféljning
NPV (95% Ki) 91,3% (84,1%, 95,9%) | 84,1% (76,7%, 89,9%) Brytpunkt 240 pg/g 204 pg/g 160 pg/g
ROC AUC (95% Ki) 0,933 (0,902, 0,963) NPV 96,8% 100% 96,1%
Tabell 8 | ppy 27,6% 75% 68,7%
Klinisk beslutspunkt Tabell 11
IBD vs. IBS )
50 palg 200 palg ' Studie 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA
Sensitivtet (950/0 K|) 96,3% (91.60/0, 098.8% 80,7% (73,1%, 87,0% Studie 5 och 6 — Quantum Blue® fCAL och Quantum Blue® fCAL hlgh

BUHLMANN fCAL® ELISA




TABELLER OCH FIGURER
LAGRE MATOMRADE-PROCEDUR 10-600 ug/g

Exempel pa resultat

Konc. Absorb. | Kalk. konc. | CV konc
[ng/g] [OD] [ng/g] [%]
Blank medelv 0,096
Kal A 10 0,073
Kal A 10 0,066
Kal A medelv 10 0,069 7,2
Kal B 30 0,143
Kal B 30 0,153
Kal B medelv 30 0,148 4,8
Kal C 100 0,465
Kal C 100 0,456
Kal C medelv 100 0,460 1,4
Kal D 300 1,121
Kal D 300 1,135
Kal D medelv 300 1,128 0,9
Kal E 600 1,658
Kal E 600 1,671
Kal E medelv 600 1,664 0,6
Ktrl. Lag 0,201 41
Ktrl. Lag 0,189 39
Ktrl. Lag medelv 0,195 40 4,4
Ktrl. Hog 0,598 134
Ktrl. Hog 0,583 130
Ktrl. Hog medelv 0,590 132 1,8
Tabell 12
Exempel pa en standardkurva
Standard_Curve
E
g 1
Concentration (Hg/g)
4-PFity =(A-D)(1+(x/CYB)+D A B c D R2
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 2.67 1
Curve Fit Option - Fixed Weight Value
Figur 1

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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Precision inom laboratoriet

Genom- ezt Mellan-dag Uil
Provnr | n snitt barhet precision
[ng/g] SD | %CV | SD %CV | SD %CV
#1957 | 44 13,2 1,0 | 8,0% 1,5 [11,6%| 1,8 |14,0%
#1933 | 42 20,5 0,9 | 4,2% 1,6 7,7% 1,8 8,8%
#1934 | 44 19,7 1,2 | 6,0% 1,6 8,4% 2,0 |110,3%
#1935 | 44 371 1,2 | 3,2% 21 5,8% 2,4 6,7%
#1936 | 44 354 09 | 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 26 | 3,1% 4,3 5,2% 5,0 6,0%
#1939 | 44 141,4 26 | 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 | 7,11%
Tabell 13
Linjaritet
p-vérde for
Testat icke-linjar
ID matomrade R? koefficient Linjart omrade
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
Tabell 14
Spiking recovery
Difference Plot
_ 034
% 0.5 o —— Identity
] o
- 0.2 1
2
8 0151 : i 9
l%- . . ] . ° Bias (-1.1%)
52 0.1 4 5 o 2 R
23 oos b I
T3 o © o ° 95% Limits of
g - 0 2 85— agreenlg:lf ‘
ﬁ co o e ° (-17.5% to 15.4%)
s -0.05 1 IR . o
8 01 {°° o°
] ° o o
g o154 o
(= o
0.2 . . .
0 200 400 600
Mean of All
Figur 2
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TABELLER OCH FIGURER
PROCEDUR FOR UTOKAT MATOMRADE 30-1800 pg/g

Exempel pa resultat

Koncentration Absorbtion
[ug/g] [OD]
30 0,047
Kalibrator A ’
alibrator 30 0,046
90 0,138
Kalibrator B ’
90 0,140
300 0,464
Kalibrator C
atrator 300 0,452
900 1,207
Kalibrator D ’
atbrator 900 1,192
1800 1,627
Kalibrator E
' 1800 1,630
Blank medelv 0,057
0,147
Kontroll L& ’
ontroll Lag 0.162
0,618
Kontroll HO ’
ontroll Hog 0.618
Tabell 15
Exempel pa en standardkurva
2.0+
1.8+
1.6
1.4+
~ 1.24
[a]
Q 104
g
S 0.8
< 064
0.4
0.2
0.0
10 T I1I[I)O ' ”1IOIOO
Conc. (ug/9)
Figur 3
Precision inom laboratoriet
Precision
Genom Repeter- Mellan- inom
- snitt barhet korning Mellan-dag |laboratoriet
ID | [ng/g] n (SD |%CV (SD [%CV [SD |%CV |SD |%CV
P1 385 (80|23 |58% | 18 |48% |22 |56% | 36 |94%
P2 67,0 (80| 2,0 |3,0% | 35 |52% |16 | 24% | 43 | 6,4%
P3 1357 (80| 23 | 1,7% | 56 | 41% | 0,0 | 0,0% | 6,0 | 4,4%
P4 207,1 |80| 4,1 | 2,0% | 12,5| 6,0% | 0,0 | 0,0% | 13,2 | 6,4%
P5 337,1 |80 59 | 1,8% | 18,3 | 54% | 0,0 | 0,0% | 19,3 | 57%
P6 562,6 |80|11,0| 2,0% | 13,6 | 24% | 2,5 | 0,4% | 17,7 | 3,1%
P7 918,0 |80|18,6 | 2,0% |62,1| 6,8% |20,8| 2,3% | 68,1 | 7,4%
Tabell 16
Utgivningsdatum: 2022-11-16 11/16

Mellan-lot-precision

Genom- Ipom- Mellan- Mellan- Totalt
snitt korning dag lot
ID | [ugl/g] N |sSpD [%CV |SD [%CV |SD |%CV | SD |%CV
2 46,4 741 25| 55% | 05 |11%| 24 |53%| 45 | 97%
3 105,5 751 25| 24% | 1,4 |14% | 21 |20%| 45 | 42%
4 133,6 75| 50| 38% | 1,9 |14% | 42 |32%| 72 | 54%
5 178,5 75|63 | 3,5% | 0,0 |0,0%| 63 |35%| 92 | 52%
6 435,2 751124 29% | 7,5 | 1,7% | 18,1 | 4,2% | 23,2 | 5,3%
7 1476,1 75|48,4| 3,3% | 88,6 |6,0% | 31,4 | 2,1% | 110,6 | 7,5%
Tabell 17
Reproducerbarhet - Multicenterstudie fér utvardering
av precision
Total
Genom- Mellan- Mellan- (reproducer-
snitt operator klinik barhet)

D | [mg/el | M TopTocv| sp | wev | sD | %cv
S01 42,1 236 | 0,0 | 0,0% 4.4 10,4% 8,0 19,0%
S02 67,4 238 | 1,7 | 2,6% 3,9 5,7% 8,6 12,7%
S03 142,3 238 | 24 | 1,7% 4,0 2,8% 16,8 11,8%
S04 379,8 240 | 0,0 | 0,0% 13,7 3,6% 24,2 6,4%
S05 1053,3 238 | 39,5 | 3,8% 64,4 6,1% 97,3 9,2%

Tabell 18
Linjaritet
Testat
Testat matomrade p-varde for icke- | Linjart omrade
ID [ug/g] R2 linjar koefficient | [ug/g]
FRB |22,8-1932,0 0,998 [p<0,05 24,6 —1932,0
FRC |26,2-2096,2 0,997 |p<0,05 26,2 — 2096,2
Tabell 19

Noggrannhet / aterhamtning

Genomsnitt Foérvantad Observerad

baseline baseline + baseline + Aterhimtnings-
ID | [mg/d] “spike” [ug/g] | “spike” [ug/g] | frekvens [%)]
#1 | 46,5 226,5 224,5 99,1%
#2 | 63,7 243,7 2477 101,6%
#3 | 89,0 269,0 274,9 102,2%
#4 | 1116 291,6 292,0 100,1%
#5 | 163,5 343,5 331,1 96,4%
#6 | 304,0 484,0 475,0 98,1%
#7 | 990,2 1170,2 1166,6 99,7%

Tabell 20

BUHLMANN fCAL® ELISA




TABELLER OCH FIGURER

PRESTANDAEGENSKAPER - PREANALYS
Extraktionsreproducerbarhet — CALEX® Cap

Genom Inom- Mellan- Mellan- Total
-snitt | extraktion extraktion lot precision
ID|[ugla] | SD [%CV | SD [%CV | SD | %CV | SD | %CV
A 42,5 1,6 | 3,9% 52 [(12,1%| 0,0 0,0% | 54 | 12,7%
B 126,5 32 | 2,5% 9,6 7,6% 9,3 74% | 13,8 | 10,9%
C| 2074 51 (24% | 348 |16,8%| 0,0 0,0% | 35,1 | 16,9%
D| 5155 | 139 |2,7% | 38,2 | 7,4% 0,0 0,0% | 40,7 | 7,9%
E | 29499 | 93,0 |3,2% | 2146 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6 | 8,1%
Tabell 21
Metodjdmforelse, CALEX® Cap-extraktion och manuell
extraktion
Bland-Altman-analys
Medelhég bias Nedre LoA Ovre LoA
(95%) (95% KI) (95% Ki)
10,1% -47,4% 67,5%
(5,7%, 14,5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%)
Tabell 22
Passing-Bablok-regressionsanalys
Lutning Skarning Bias vid Bias vid
(95% KI) (na/g) 80 pg/g 160 pg/g r
(95% Ki) (95% KI) (95% KI)
1,181 -9,7 5,9% 12,0% 0,948
(1,120, 1,235) | (-16,0, -2,4) | (1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%)
Tabell 23
Utgivningsdatum: 2022-11-16 12/16

INTERFERERANDE SUBSTANSER

Orala lakemedel, kosttillskott och hemoglobin

Handelsnamn

Aktiv komponent

Koncentration
mg/50 mg avforing

gyno-Tardyferon

Jarn(lll)sulfat

(innehaller 0,35 mg folsyra)

0,11

Prednison Prednison 0,31
Imurek Azatioprin 0,19
Salofalk Mesalamin, 5-ASA 5,21
Agopton Lansoprazol 0,18
Asacol Mesalamin, 5-ASA 2,50
Vancocin Vancomycin 2,00
Sulfametoxazol Sulfametoxazol 1,60
Trimetoprim Trimetoprimlaktat 0,35
Ciproxin Ciprofloxacin 1,25
E-vitamin DL-a-Tocoferolacetat 0,30
Bion 3 3 probiotika (107 CFU): 1,06

lactobacillus gasseri PA16/8,

bifidobacterium bifidum MF 20/5,

bifidobacterium longum SPQ7/3,

12 vitaminer: A (800 ug), B1 (1,4

mg), B2 (1,6 mg), B6 (2 mg), B12

(1 1g), C (60 mg), D (5 pg), E (10

mg), biotin (150 pg), folsyra (200

ug), niacin (18 mg), pantotensyra

(6 mg) och 7 mineraler: jod (100

ug), jarn (5 mg), zinc (5 mg),

selen (30 pg), krom (25 pg),

mangan (1,2 mg), molybden (25

Hg)
Hemoglobin Hemoglobin 1,25

Enterohepatiska mikroorganismer

Tabell 24

Namn

Slutlig koncentration
(CFU/mL avforingsextrakt)

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 1,6 x 108

Tabell 25
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PROTOKOLL | KORTFORM

KALPROTEKTIN ELISA

| férvag coatad mikrotiterplatta

l C tvétta 2 ggr med = 300 pL tvéttbuffert

100 pL inkubationsbuffert, kalibratorer, kontroller
eller spad ut prover

inkubera 30 (+ 5) minuter
S vid 18-28 °C pé en skakplatta ~450 rpm

C tvatta 3 ggr med = 300 ul tvéttbuffert
tillsatt 100 pL enzymmaérkning

C inkubera 30 +/-5 minuter
vid 18-28 °C pa en skakplatta ~450 rom

L < Lvétta 5 ggr med = 300 pL tvéttbuffert
A
tillsatt 100 yL TMB-substratlésning

inkubera 15 +/-2 minuter
vid 18-28 °C pé en skakplatta ~450 rom

'

tillsatt 100 pL stopplosning
==p |is av absorbans vid 450 nm (inom 30 minuter)

TID TILL RESULTAT: 75 minuter

Utgivningsdatum: 2022-11-16 14/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



ANDRINGSLOGG

Datum Version Andring
Uppdatering i kapitlet Varningar och férsiktighetsatgarder
Inkludering av kalibratorsdkerhetsvarden och motivering till intern standardisering i
kapitlet Standardisering

2022-11-16 A3 Uppdatering av ordalydelse och férenkling i kapitlet Prestandaegenskaper

Revidering av kapitlet Symboler

Ny patentinformation

Inkludering av det anmalda organets nummer i CE-marke - bedémning av
Overensstdmmelse enligt IVDR 2017/746

HANDELSERAPPORTERING | EU:S MEDLEMSSTATER

Vid allvarlig handelse i samband med denna produkt, rapportera till tillverkaren och behérig myndighet i din medlemsstat

utan drojsmal.

LEVERANSSKADA

Meddela aterforsaljaren om denna produkt mottogs i skadat skick.

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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SYMBOLRER

BUHLMANN anvander de symboler och tecken som anges och beskrivs i ISO 15223-1. Dessutom anvénds féljande

symboler och tecken:

Symbol

Forklaring

Mikrotiterplatta

BUF[EX

Extraktionsbuffert

IBUFIWASH]|10X]

Tvattbuffertkoncentrat (10x)

BUF|INC

Inkubationsbuffert

([CAL|A| __ [CALIE]

Kalibrator A -E

[CONTROL|L| Kontroll Lag
[CONTROL[H| Kontroll Hog
Enzymmarkning
SUBS|TMB TMB-substrat
[SOLN|STOP| Stopplésning

Delar av satsen &r patentskyddade av EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2).

Utgivningsdatum: 2022-11-16
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