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1 AVSEDD ANVANDNING

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) ar en kvantitativ metod fér bestamning av kalprotektin i
avforingsprover och kan darmed anvandas som ett stdd vid identifiering av organisk sjukdom i tunntarm,
tjocktarm och magack hos patienter, bestamma sjukdomsaktiviteten och dvervaka behandlingssvaret
hos patienter med ulcerds kolit eller Crohn’s sjukdom. CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) har
validerats fér avféringsprover.

Testet ar avsett for in vitro-diagnostik.

2 BAKGRUND

Olika typer av organiska sjukdomar i magtarmkanalen kan skada tarmepitelet (slemhinnan). Sadana
skador kan variera fran Okad permeabilitet hos slemhinnan till inflammation och sarbildning.
Tarminnehallet ar rikt pa bakterier och mikroorganismer som frisatter amnen som kan vara toxiska eller
kemotaktiska, dvs. som stimulerar leukocyter, sarskilt polymorfonukledra neutrofila granulocyter (PMN),
att migrera in i tarmlumen dar de frisatter sitt innehall, bland annat antimikrobiella @mnen som
kalprotektin. Kalprotektin utgor ca 60 % av det totala proteininnehallet i PMN-cellernas cytoplasma? och
kan bestdammas med hog tillforlitlighet i avféringsprover som lagras i upp till sju dagar i rumstemperatur3.

Kalprotektin ar ett kalcium- och zinkbindande protein pa 36 kilodalton*) som produceras av PMN-celler,
monocyter och skivepitelceller (forutom av dem som finns i normal hud) %6). Nar kalprotektin har bundit
kalcium kan det std emot nedbrytning som katalyseras av leukocytenzymer och mikrobiella enzymer37).
Genom att konkurrera med olika enzymer om en begransad lokal tillgang till zink kan kalprotektin
hdmma manga zinkberoende enzymer®) och darmed doéda mikroorganismer och humana celler i
kultur®19). Olika typer av sjukdomar, till exempel bakterieinfektioner, reumatoid artrit och cancer, leder
till aktivering av PMN-celler och férhéjda halter av kalprotektin i plasma, cerebrospinalvatska,
synovialvatska, gingivalvatska, urin och andra material i kroppen™.

En viktig egenskap hos kalprotektin ar att koncentrationen i avféring ar korrelerad till antalet PMN-celler
som migrerar till tarmlumen'") och att kalprotektin &r latt att detektera &ven i sma mangder (mindre an
ett gram) slumpmassiga avforingsprover3'2), Dessutom ger organiska magtarmsjukdomar en stark
okning av kalprotektin. Mangden av kalprotektin ar ofta, fem till flera tusen ganger den Ovre
referensgransen hos friska personer313.14.15) vilket indikerar en inflammation i tarmen.

Inflammatorisk tarmsjukdom (IBD), dvs. ulcerés kolit och Crohn’s sjukdom, kan debutera fran tidig
barndom till sen vuxenalder, och det tar ofta lang tid innan diagnosen stélls pa grund av vaga symtom
eller tveksamhet att lata géra endoskopi och biopsi. CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) kan
bidra till en tidigare IBD diagnos eftersom testet normalt ar positivt vid aktiv IBD.

Funktionella sjukdomar som irritabel tarm (IBS) leder inte till en férhojning av kalprotektin i tarmen
medan organiska magtarmsjukdomar som IBD gor det. Patienter med organiska och funktionella
magtarmsjukdomar kan ha likartade symtom, och klinisk undersékning enbart kanske inte racker for en
exakt diagnos. Dessutom ar diagnosprocedurerna komplexa, dyra och kan utsatta patienten fér smarta
och andra risker. Ett test for att méata fekalt kalprotektin &r en enkel, icke-invasiv, billig och objektiv metod
som kan gora det lattare att selektera patienter for ytterligare undersokningar, till exempel endoskopi.
Buksymtom ar mycket vanliga bade hos vuxna och barn, och ett negativt resultat enligt CALPROLAB®
Calprotectin ELISA (ALP) kan med hdg sannolikhet utesluta inflammatoriska tarmsjukdomar*3).

Det optimala malet med IBD-behandling ar att slemhinnan laker, och ett test for att mata fekalt
kalprotektin kan visa om detta har uppnatts. Manga IBD-patienter i klinisk remission med normala halter
av C-reaktivt protein (CRP) har fortfarande en pagaende inflammation'® som aterspeglas i forhojda
halter av fekalt kalprotektin. Dessa patienter I0per okad risk for aterfall inom nagra manader'). Om
lakning av slemhinnan kan uppnas minskar risken for aterfall, liksom behovet av stérre bukkirurgi'®9),
En normalisering av kalprotektin-nivaerna innebar att slemhinnan har 1kt29). Risken for biverkningar och
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dess svarighetsgrad bor vagas mot riskerna for fortsatt inflammation, svart kliniskt aterfall och
komplikationer.

Vikten att uppna slemhinnelakning har varit foremal for manga vetenskapliga litteraturéversikter2'-29 och
artiklars0-35),

3. PRINCIPEN FOR TESTET

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) bygger pa beredning av ett extrakt av fekalier
genomanvandning av var patentskyddade extraktionsbuffert for fekalier. Halten av Kalprotektin bestams
genom att extraktet testas med en enzymkopplad immunanalys (ELISA) specifik for kalprotektin.

Vid ELISA-analysen inkuberas prover och standarder i separata mikrotiterplattor vars brunnar ar
belagda med monoklonala antikroppar som binder till kalprotektin. Efter inkubering och tvattning av
brunnarna far bundet kalprotektin reagera med enzymmarkta immunaffinitetsrenade antikroppar
specifika for kalprotektin. Efter denna reaktion ar mangden bundet enzym i mikrotiterbrunnarna
proportionell mot mangden kalprotektin i provet eller standarden. Mangden bestdms genom inkubation
med ett substrat for enzymet som ger en fargad reaktionsprodukt. Fargintensiteten bestdms genom
absorbans-matning med anvandning av en ELISA-plattlasare och ar proportionell mot koncentrationen
av kalprotektin i standarder och prover. Analysen kalibreras med kalprotektin som renats fram fran
leukocytextrakt.

4. MATERIAL
4.1. Reagens som medfoljer satsen

o Belagd mikrotiterplatta: 12 remsor, 8 brunnar per remsa, belagda med affinitetsrenade
monoklonala musantikroppar specifika for kalprotektin. Plattan férvaras i en férseglad pase med
torkmedel.

o Provspadningsbuffert (5x konc.) ***: 1 x 20 ml, 5x koncentrat som ska spadas med
destillerat/avjonat vatten, pH 8,0 £ 0,2, gulfargad vatska, flaska med bla kork.

o |WASH[BUA 204 Ty¢t.16sning (20x konc.) *: 1 x 50 ml, 20x koncentrat som spads med
destillerat/avjonat vatten for tvatt av mikrotiterbrunnarna. pH 7.8 + 0,2, klar 16sning, flaska med vit
kork.

o [FEC[EXTR[ BUF[2,5x| Extraktionsbuffert for fekalier (2,5x konc.) **: 2 x 90 ml, 2,5x koncentrat
som ska spadas med destillerat/avjonat vatten, pH 8,0 + 0,2, klar I16sning, flaskor med vita korkar.

. Kalprotektin-standarder***: 6 flaskor med 1,0 ml, fardig att anvandas, gulfargad
I6sning, flaskor med korkar med olika farger:

Standard A: BIla kork 0 ng/ml
Standard B: Gron kork 7,8 ng/ml
Standard C: Gul kork 31,3  ng/ml
Standard D: Réd kork 62,5 ng/ml
Standard E: Vit kork 125 ng/mi

Standard F: Svart kork 500 ng/mi

o [CTR[LOW][CTR]HIGH] Kalprotektin-kontroller ”Lag” och "Hog”***: 2 flaskor med 1,0 ml, fardig
att anvandas, gulfargad 16sning, Ctr Low, flaska med brun kork, Ctr High, flaska med lila kork.

. Enzymkonjugat****: 13 ml alkaliskt fosfatasmarkt, immunaffinitetsrenade polyklonala
kaninantikroppar mot kalprotektin, fardig att anvandas, rédfargad 16sning, 25 ml Dynex reagensror
med vit kork.

o Enzymsubstratlosning (pNPP): 13 ml, fardig att anvandas, klar till svagt gul I6sning,
ogenomskinlig flaska med gul kork.
Obs: Om ett Dynex-instrument anvands maste substratet dverforas till ett 25 ml Dynex reagensror
innan testet kors.

e 2 forseglingsfilmer

CALPO0170 2
CALPRO ér ett registrerat varumarke som tillhér CALPRO AS, Lysaker, Norge Version 04 (07.06.2023)



e 1 testprotokoll (Bruksanvisning kan hittas och laddas ner pa www.calpro.no)

e 1 plattlayout

* Innehaller 0,1 % Kathon

Innehaller < 0,1 % natriumazid

*** Innehaller 0,1 % Kathon och < 0,1 % natriumazid

**** Innehaller 0,02 % metylisotiazolon och 0,02 % bromnitrodioxan

4.2. Material som behovs men inte medfoljer

. Destillerat/avjonat vatten

e  Extraktionsror (se avsnitt 7.1.1 och 7.1.2)

e  Brytbara inokuleringsoglor fér engangsbruk (vid anvandning av vagning-metoden i avsnitt 7.1.3)
e  Kanslig digital vag (40-150 mg) (vid anvandning av viktningsmetoden i avsnitt 7.1.3)

e Polystyrenror for engangsbruk med skruvlock, 5 ml (vid anvandning av vagningsmetoden i avsnitt 7.1.3)
e  Vortex-blandare

e  Engangsror for spadning av prover: Eppendorfror eller motsvarande (om analysen gors manuellt)
e  Pipetter for volymer pa 10—-1000 pl (om analysen gors manuellt)

. Repetitiv pipett eller multikanal-pipett, 100 yl (om analysen gérs manuellt)

e  Tvatt for mikrotiterplattor eller multikanal-pipett, 300 pl (om analysen gérs manuellt)

. Plattskak (500—-700 rpm) (om analysen gérs manuellt)

e  Timer (om analysen gors manuellt)

. Plattlasare for mikrotiterplattor med 405 nm filter (om analysen gérs manuellt)

. 1M NaOH (stoppl6sning, valfritt)

5. STABILITET OCH FORVARING
Vid férvaring i odppnade flaskor vid 2—-8 °C ar reagensen stabila fram till det utgangsdatum som anges
pa etiketten.

Oppnade plattor, reagens och koncentrerade buffertar &r stabila i upp till tre manader vid férvaring vid
2-8 °C.

Vid beredning i rena karl kan arbetslésningar (1x) av tvatt-ldsning, provspadningsbuffert och
extraktionsbuffert for fekalier forvaras vid 2-8 °C i upp till en manad.

Undvik att utsatta produkterna fér hdga temperaturer och direkt solljus.

6. FORBEREDELSE

Alla reagens, prover och kontroller maste anta rumstemperatur (18-25 °C) innan testet kors.

6.1. Belagda mikrotiterplatt-remsor

Remsorna ar fardiga att anvanda och ar belagda med affinitetsrenade monoklonala musantikroppar
specifika for kalprotektin. Oanvanda remsor ska tas bort fran ramen och omedelbart ater forseglas i
aluminiumpasen tillsammans med medfdljande torkmedel. Férvaras vid 2-8 °C.

6.2. Provspadningsbuffert

Spad den 5x koncentrerade provspadningsbufferten genom att tillsatta 1 del (20 ml) till 4 delar
(80 ml) destillerat/avjonat vatten till slutvolymen 100 ml. Blanda val. Férvara den utspadda
provspadningsbufferten i ett slutet karl vid 2-8 °C.

Obs: Om ett Dynex DS2- ELISA-instrument anvands maste provspadningsbufferten dverforas till ett
25 ml Dynex-reagensror innan testet kors.
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6.3. Tvatt-losning

Spad den 20x koncentrerade tvatt-ldsningen genom att tillsatta 1 del (50 ml) till 19 delar (950 ml)
destillerat/avjonat vatten i ett rent karl till slutvolymen 1000 ml. Blanda val. Férvara den utspadda
I6sningen i ett slutet karl vid 2-8 °C.

6.4. Extraktionsbuffert for fekalier

Spad den 2,5x koncentrerade extraktionsbufferten for fekalier genom att tillsatta 1 del (90 ml) till 1,5
delar (135 ml) destillerat/avjonat vatten i ett rent kérl till slutvolymen 225 ml. Blanda val. Forvara den
utspadda bufferten i ett slutet karl vid 2-8 °C.

6.5. Standarder och kontroller

Bade flaskorna markta med Standard A-F och kontrollerna innehaller 1,0 ml vardera av Idsningar
som ar fardiga att anvanda. Koncentrationen av Kalprotektin ar tryckt pa varje flaskas etikett.
Flaskorna passar direkt in i Dynex DS2 ELISA-instrument

6.6. Enzymkonjugat

Roéret innehdller 13 ml alkaliskt fosfatas-markta (ALP-markt), immunaffinitetsrenade
kaninantikroppar  specifika for  kalprotektin.  Bufferten innehaller stabiliseringsmedel,
konserveringsmedel och ett inert rott fargamne. Losningen ar fardig att anvanda. Roren passar direkt
in i Dynex DS2 ELISA-instrument.

6.7. Enzymsubstratléosning (pPNPP)

Flaskan innehaller 13 ml p-nitrofenylfosfatldsning (pNPP). Losningen ar fardig att anvandas och ska
férvaras i sin originalférpackning, en ogenomskinlig flaska.

Obs: Om ett Dynex DS2 ELISA instrument anvands maste enzymsubstratlésningen overforas till ett
25 ml Dynex reagensror innan testet kors.

7. TESTFORFORANDE

CALPROLAB™ Calprotectin ELISA (ALP) har utvecklats och validerats huvudsakligen for
avforingsprover men kan aven anvandas for plasma-/serumprover.

7.1. Avforingsprover

Eftersom kalprotektin ar mycket stabilt i avféring kan patienterna samla sméa avféringsprover hemma.
Samla 1-5 g (ungefar motsvarande en tesked), lagg det i Iamplig ren behallare och leverera provet
till laboratoriet s& snabbt som mdjligt men senast inom fem dagar. Om avféringsproverna laggs i
behallare som ar godkanda for transport kan de skickas med vanlig post, dvs. kylforvaring behévs
inte. Proverna bor inte utsattas for temperaturer éver 30 °C.

Proverna kan aven forvaras frysta, vid -20°C eller lagre, tills de ska levereras eller postas. Frysta
prover maste tinas och anta rumstemperatur innan de extraheras och testas.

Obs: Innan extraktionen inleds ska avféringsprovet homogeniseras val, till exempel med hjalp av en
spatel, innan den lilla mangden for extraktion tas ut.

For extraktionen rekommenderar vi Calpro Easy Extract® eller ursprungliga vagningsmetoden, se
kapitel 7.1.1 och 7.1.2.
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7.1.1. Extraktion med Calpro Easy Extract®

Bruksanvisning: Vanligen |as bipacksedeln till produktnr CAL0O510/CAL0S10L

(Calpro AS, produktnr CAL0510)

7.1.2. Extraktion med viktningsmetoden (utan extraktionsprodukt)

1. Vag (tarera) ett tomt provror med skruvkork med en inokuleringsogla.

2. Tautca 100 mg (mellan 40 och 120 mg) avféring med hjalp av inokuleringséglan och placera
provet i roret med skruvkork. Undvik att ta ut fast, osmalt material, till exempel fibrer och frén.

3. VAag ror och 6gla med avféringsprovet, vilket ger provets nettovikt.
4. Bryteller klipp av 6vre delen av 6glans handtag och lamna underdelen i roret.

5. Tillsatt extraktionsbuffert till ett vikt: volym-férhallande pa 1:50, till exempel 4,9 ml buffert till 100
mg avféringsprov. Forslut roret.

6. Blanda kraftigt i 30 sekunder med hjalp av en vortex-blandare.

7. Fortsatt att blanda pa en skakmaskin (vid ca 1000 rpm) i 305 minuter med 6glan inne i roret
som omrorare.

8. Lat std nagra minuter pa laboratorie-banken sa att partiklarna sjunker till botten och pipettera
sedan forsiktigt fran den 6vre delen av roret. Det &r inte n6dvandigt att centrifugera réret, men
en kort centrifugering kan géras om man vill ha en partikelfri I6sning.

9. Extraktet med en spadning 1:50 (vikt: volym) av avféringsprovet ar nu klart fér vidare spadning
och testning.

10. For férvaring, dverfor ca 0,5 ml till ett nytt ror. Extrakt kan forvaras vid 2—-8 °C i minst fem dagar
eller fryst under -20 °C i upp till tva ar3e).
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7.2. FORSLAG PA PLATTLAYOUT

1 2 3 4 oSV.
Standard E
A | Standard A} o8 mi | Prov 1 Prov 5
0 ng/ml
Standard A | Standard E
B | 0 ng/ml 125 ngimi | "oV Prov'5
Standard F
C Standard B 500ng/ml Prov 2 Prov 6
7.8 ng/ml
Standard F
D Standard B 500ng/ml Prov 2 Prov 6
7.8 ng/ml
Standard C
E | 31.3 ng/ml t(onnt’foll Prov 3 Prov 7
ng Lag
F: Standard C | Kontroll Prov 3 Prov 7

31.3ng/ml "Lag”

Standard D | Kontroll
G 62.5 ng/ml "Hog" Prov 4 Prov 8
Standard D | Kontroll
H 62.5 ng/ml "Hog" Prov 4 Prov 8
Foreslagen ELISA-plattlayout for standarder, kontroller och prover vid anvandning av
manuell metod. Duplikatbrunnar rekommenderas for sdkrare resultat. En full platta rymmer

40 prover.

7.3. TESTFORFORANDE; ELISA

Foljande metod galler for manuell testning. Validerade protokoll for Dynex DS2 ELISA-instrument kan
fas pa begaran. Observera att saval flaskorna med standard och positiv kontroll som konjugat-roret
passar direkt in i DS2- ELISA-instrument.

Metodanteckningar

=  Forberedelse: Las testprotokollet noga innan analysen genomférs. Resultatets tillforlitlighet ar
beroende av att testprotokollet sdsom det beskrivs har foljs noggrant. Innan analysen inleds ska
en plattlayout planeras noga och faststdllas for standarder, prover och kontroller. Anvand {ill
exempel det ark som medféljer analyssatsen. Valj 6nskat antal mikrotiterremsor. Oanvanda remsor
ska aterforslutas i aluminiumpasen och forvaras enligt beskrivningen i avsnitt 6.1.

» En spadning pa 1:100 av de fekala extrakten rekommenderas. Denna spadning ger provresultat
mellan 22.2 mg/kg (LoQ) och 2 500 mg/kg i avforing. Extrakt med hdgre varden av kalprotektin kan
spadas mer (> 1:100) och testas pa nytt om ett varde behdvs. Extrakt med laga varden av
kalprotektin kan spadas mindre (1:50). Hansyn maste tas till den justerade spadningsfaktorn vid
omrakning fran ng/ml till mg/kg (se avsnitt 11 nedan).

= Utfor alla analyssteg i den angivna ordningen och utan namnvarda drojsmal mellan stegen.
=  En ny ren engangspipettspets ska anvandas for att dispensera varje standard, kontroll och prov.

=  For att fa ett sa tillforlitligt resultat som majligt ska standarder, kontroller och patientprover alltid
koéras i duplikat.

ELISA-metod
1. Spad avféringsextrakten 1:100 i provspadningsbuffert (till exempel 10 pl prov + 990 pl buffert) och
blanda val med vortex-blandare.

2. Tillsatt 100 ul vardera av standard, kontroll och utspatt prov i duplikatbrunnar. Se den
rekommenderade plattlayouten i avsnitt 7.2.

3. Tack plattan med forseglingsfilm och inkubera vid rumstemperatur i 40+5 minuter*) pa en
horisontell plattskak (ca 500 — 700 rpm).
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7.
8.
9.

Vid slutet av inkubationstiden ta bort vatskan och tvatta brunnarna genom att tillsatta 300 ul tvatt-
I6sning till varje brunn. Ta bort sa mycket vatska som mdéjligt och upprepa tills sammanlagt tre
tvattar har gjorts. Om en platt-tvattare anvéands, kontrollera att inga aspirations- och
pafyliningssonder &r igensatta for att sakerstalla effektiv tvattning av alla brunnar. Vand pa plattan
efter sluttvatten och knacka ur brunnarna val pa absorberande papper sa att all tvatt-ldsning
avlagsnas.

Blanda forsiktigt innehallet i enzym-konjugatroret (skaka inte). Tillsatt 100 ul konjugat till varje
brunn, helst med en repetitiv- eller multikanalspipett.

Tack plattan med forseglingsfilm och inkubera vid rumstemperatur i 405 minuter® pa en
horisontell plattskak (ca 500-700 rpm).

Upprepa tvatt-stegen enligt beskrivningen ovan, tre ganger med 300 pl tvatt-ldsning per brunn.
Tillsatt 100 pl enzymsubstratslosning till varje brunn, helst med en repetitiv- eller multikanalspipett.
Inkubera plattan i rumstemperatur (utan skak) i 20-30 minuter, skyddad fran ljus.

10. Valfritt: Tillsatt 100 yl 1M NaOH stoppldsning till varje brunn om en exakt inkubationsperiod behodvs.

11. Skaka plattan kort (2—3 sekunder) fore avlasning och avlas OD-vardena (optisk densitet) vid

405 nm med en ELISA-lasare.

8. KVALITETSKONTROLL

En ny standardkurva maste laggas in i varje korning.
De positiva kontrollerna ska tas med i varje korning. Kontrollernas varden ska ligga inom de granser
som finns tryckta pa flaskornas etiketter.

OD-vardet for standard F (500 ng/ml) bor vara = 1,6 och OD-vardet for standard A (0 ng/ml) bor
vara < 0,25. En representativ standardkurva visas i figur 1.

9. UTVARDERING

Berakning av koncentrationen av kalprotektin i avféringsprover fran patienter.

1.
2.

Berdkna OD-medelvardena for alla duplikatbrunnar (standarder och prover).

Plotta koncentrationen for varje standard (ng/ml) pa x-axeln mot OD-medelvardet pa y-axeln for att
fa fram en standardkurva. En kurvanpassningsfunktion med 4 parametrar reckommenderas (se
figur 1 nedan). Om en logaritmisk x-axel kravs maste ett varde pa 0,001 ng/ml anvandas for
standard A (0 ng/ml).

Anvand kalibreringskurvan for att bestdmma koncentrationen av kalprotektin i de spadda proverna
(ng/ml) baserat pa deras OD-varden.

Multiplicera koncentrationen av kalprotektin i de spadda avféringsextrakten med 5 for att
omvandla vardena till mg/kg kalprotektin i de ursprungliga avféringsproverna.

Denna faktor korrigerar for den totala spadningen 1:5000 (1:50 under extraktionen och den féljande
spadningen 1:100 av extrakten) och konverterar vardet fran ng/ml till mg/kg.

Exempel: om ett utspétt extraktionsprov har ett viarde pa 100 ng/ml var koncentrationen i det
ursprungliga avféringsprovet 100 x 5 = 500 mg/kg.

Obs: Om extrakt har spatts mer (eller mindre) an den rekommenderade spadningen 1:100 maste
den extra spadningsfaktorn tas med i berakningen.
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OD (405 nm)

o 100 200

300

Concentration [ng/mL]

—+— Calprotectin std: A=0.086151 B=1.0008 C=146.71 D=2.9173 d =0.0048461 r =0.99598

400 500

Figur 1: En representativ standardkurva med kurvanpassning med 4 parametrar.

10. TOLKNING AV RESULTATET

Foljande kalprotektin-varden i avféringsprover for klinisk beddémning har rapporterats i publicerad

litteratur3: 37. 38);

Normalvarde

5-50 mg/kg

Positivt varde

> 50 mg/kg

Grazon*

50-100mg/kg

Aktiv, symtomatisk inflammatorisk tarmsjukdom

200—40 000 mg/kg

*) Patienter med resultat inom grazonen rekommenderas att upprepa testet for att forbattra

diagnostisk noggrannhet.

Observera att en diagnos inte bor bygga pa ett enda testresultat. Diagnosen bér aven ta hansyn till

klinisk anamnes och symtom.

Enligt vetenskaplig litteratur och publicerade kliniska studier3” 38 kan féljande klinisk prestanda for
upptackt av inflammatorisk tarmsjukdom jamfért med funktionell sjukdom forvantas:

Cut-off Sensitivitet Specificitet Positivt prediktivt Negativ prediktivt varde
(95% CI) (95 % CI) varde
50 mg/kg 0.90-0.99 0.70-0.77 0.31-0.44 0.98-1.00
100 mg/kg | 0.89-0.99 0.84-0.90 0.46-0.62 0.98-1.00
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11. SPECIFIKATIONER OCH PRESTANDA

Obs: Alla verifieringsstudier gjordes med manuell testning av avféringsextrakt (spadda 1:100).

Precision: Intra-och interprecisionsstudierna blev utférda med samma prover pa tva olika
batcher av Calprolab kit.

Intra-analys (repeterbarhet) precision, avféringsextrakt (n=20)

Koncentration i avféring (mg/kg) % CV
29.9 7.3
166.9 4.4
349.2 4.4
530.9 3.8
1033.0 7.7
1634.3 9.8

Inter-analys (total), precision, avféringsextrakt (n=80)

Koncentration i avféring (mg/kg) % CV
33.0 14.6
175.1 71
375.6 10.1
583.0 6.0
1138.5 14.0
1795.7 9.6

Overensstimmelse mellan de angivna extraktionsmetoderna: Vigningsmetod vs Easy
Extract®*

Intercept: -6.7, lutning: 1.05, R=0.97

*) Ytterligare detaljer och prestandauppgifter gallande extraktion av fekalier finns i bruksanvisningen fér Easy Extract® (art.nr
CAL0510)

Aterhadmtning

Avforing: 85 — 105% testat med avforingsextrakt spetsat med renat kalprotektin i fem olika
koncentrationer.

Kvantifieringsgrans, detektionsgréans och blankgréans
Kvantifieringsgrans (LoQ): 22.15 mg/kg

Detektionsgrans (LoD): 4.36 mg/kg

Blankgrans (LoB): 0.54 mg/kg

Gransen for kvantifiering, detektion och blank ar gjord enligt CLSI-riktlinje EP17A-Ed2.

Overensstammelse med:

a) Phical (Eurospital)
Phical test vs CALP0170: Acceptabel korrelation och dverenstammelse har hittats mellan prover
analyserade med bada metoderna:

Intercept: -1.8 (95%!: -6.6- -4.6), lutning: 0.94 (95%CI:0.84-1.03), R=0.92

b) Calpro Kalprotektin ELISA (art.nr CAL0100)
Calpro Kalprotektin ELISA (CAL0100) vs. CALP0170: Acceptabel korrelation och
Overensstdmmelse har hittats mellan prover analyserade med bada metoderna:
-Intercept: 4.3 (95%CI: -0.84-14.3), lutning: 0.89 (95%CI: 0.85 - 0.93), R=0.93
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Interferens
Ingen interferens pa ELISA fran vanligt anvanda lakemedel har observerats, se listan nedan:

prednisolon, imurel, salazopyrin, Trimetopri, ciprofloxacin, Pentasa, Asacol, ibux, Multivitamin och
humant hemoglobin.

Dessutom testades S001A12 for mojlig korsreaktion och ingen reaktivitet observerades.

Matomrade:
22.2 - 2500 mg/kg

Matrislinjaritet
-Linjartomrade:36 - 1755 mg/kg
Matrislinjaritets-studien utférdes enligt CLSI-riktlinje EP06-Ed2

12. METODENS BEGRANSNINGAR

Diagnos bor inte endast baseras utifran ett enda testresultat. Diagnosen bor ocksa ta hansyn till
bade klinisk anamnes och symtom.

13. KONTRAINDIKATIONER

Falsknegativa resultat kan uppstd hos patienter som har granulocytopeni pa grund av
benmargssuppression.

Patienter som behandlas med azatioprin kan ocksa ha granulocytopeni som kan leda till falska
negativa resultat.

Vissa patienter som tar icke-steroida anti-inflammatoriska lakemedel (NSAID) kommer ha 6kade
nivaer av fekalt kalprotektin.

Resultaten ar eventuellt inte ar kliniskt applicerbara pa barn under 2 ar, eftersom de oftast har
Okade nivaer av fekalt kalprotektin.

Andra tarmsjukdomar, inklusive manga gastrointestinala infektioner och kolorektal cancer kan
resultera i forhdjda nivaer av fekalt kalprotektin.

Fekalt kalprotektin ar en ospecifik biomarkor for inflammation i tarmen. Forhéjda nivaer betyder inte
nodvandigtvis att patienten har aktiv IBD, den fullstandiga kliniska anamnesen maste alltid
utvarderas.

14. FORSIKTIGHET OCH VARNING

Denna produkt ar utvecklad och producerad i enlighet med artikel 1 paragraf 2 b i EU-direktivet
98/79/EC for att sakerstalla produktens lamplighet, prestanda och sakerhet vid tilltdnkt bruk. Darfér
ar det viktigt att testforférandet, informationen, forsiktighetsatgarderna och varningarna i
bruksanvisningen f6ljs noggrant. Anvandningen av produkten med analysinstrument eller liknande
utrustning som inte ar beskrivet i bruksanvisningen maste valideras av anvandaren om inte annat
ar informerats av producenten. Alla andringar i design, sammansattning, testférforande eller att
anvanda produkten i kombination med andra produkter som inte har godkants av tillverkaren gors
helt och hallet pa anvéndarens eget ansvar. Tillverkaren kan inte hallas ansvarig for falska resultat
och incidenter som orsakas av sddan anvandning. Tillverkaren kan inte hallas ansvarig for resultat
som erhalls genom visuell analys av patientprover.

Produkten ar endast avsedd for in vitro-diagnostik.

Alla komponenter av humant ursprung som anvants for framstallning av dessa reagens har testats
med avseende pa anti-HIV-antikroppar, anti-HCV-antikroppar och hepatit B-antigen (Bag) och har
konstaterats vara icke-reaktiva. Trots detta ska allt material behandlas och hanteras som potentiellt
smittférande.
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Byt inte ut reagens eller remsor fran olika tillverkningspartier
Anvand inte reagens fran andra tillverkare tillsammans med reagens fran detta test-kit.

Anvand inte reagens efter det utgangsdatum som anges pa etiketten. Anvand inte arbetslésningar
mer an 1 manad efter beredning.

Anvand endast rena pipettspetsar, dispensrar och laboratorieartiklar.
For att undvika korskontaminering, byt inte skruvlock mellan reagensflaskorna.

Stang reagensflaskorna ordentligt omedelbart efter anvandning for att undvika avdunstning och
mikrobiell kontaminering.

Efter 6ppning av kit och efterféljande férvaring kontrollera alltid konjugat-, standard- och kontroller
med avseende pa mikrobiell kontaminering innan ytterligare anvandning.

For att undvika korskontaminering och falskt férhéjda resultat, pipettera standarder, kontroller och
avforingsextrakt och dispensera konjugat och substrat noga mot botten av mikrotiterplattans
brunnar, utan att stanka.

Vissa reagens innehaller natriumazid i mindre @n 0.1% (vikt/volym) och/eller mindre an 0.1%
Kathon

Forvara substratldsningen i den ursprungliga ogenomskinliga flaskan; I6sningen ska vara klar till
svagt gul. Blandaférsiktigt fére anvandning.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) ar designad for att anvandas av kvalificerad
laboratoriepersonal.

Avfallshantering

Rester av kemikalier och beredningar betraktas i allménhet som farligt avfall Hanteringen av denna typ
av avfall regleras genom nationella och regionala lagar och férordningar. Kontakta lokala myndigheter
eller avfallshanteringsforetag for rad om hantering av farligt avfall.
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17. BESTALLNINGSINFORMATION

Produktkod: CALP0170

CALPROLAB™ Calprotectin ELISA (ALP) (96 bestdmningar)

Symbolférklaring/Symbols Key

M Tilverkad av/ Manufactured by
Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik/ In Vitro Diagnostic Medical Device
Lot-nummer/ Lot Number/
g Utgangsdatum/ Expiration Date
/ﬂ/ Forvaringstemperatur/ Storage Temperature
C€ CE-mérkning/ CE Mark
Katalognummer/ Catalogue Number
DE:' Katalognummer/ Catalogue Number
MTP|

Mikrotiterplatta/ Microplate

Konjugat/ Conjugate

=]

Kalibrator A-F/ Calibrator A-F

Lag kontroll/ Control Low

EIgE

1 E g
ol| IEl| |&
=

HAg kontroll/ Control High

=)
r

Provspadningsbuffert/ Sample diluent buffer 5x concentrated

pNPP Substratlésning/ pNPP Substrate solution

Fekal Extraktionsbuffert/ Faecal Extraction Buffer 2,5x

-
m
Kl
= E
>
=
=

- E

non “

Innehallet racker till "n” tester/ Contains sufficient for “n” tests

Tillverkas av:

Calpro AS

Arnstein Arnebergs vei 30
N-1366 Lysaker, Norway
Tel: +47 67 43 01 34
mail@calpro.no
www.calpro.no

CALPO170

Version 04 (07.06.2023)

Tillverkas i EU for

Vid fragor: Kontakta mail@calpro.no
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CALPROLAB,

SNABBGUIDE

CalproLab™ ELISA (ALP) for analys av kalprotektin i fekalier

Se avsnitten 7-9 i bipacksedeln for en fullstdndig beskrivning av de praktiska stegen

Extraktion

L Gor extraktionen enligt nagon av de metoder som beskrivs i avsnitt 7.1.1-3

ELISA (manuell metod)

Spad extrakten fran avféringsproverna 1:100 i provspadningsbuffert
Tillsatt 100 ul standarder, kontroller och prover till ELISA-plattan
Inkubera pa en plattskak i rumstemperatur i 405 min

Tvatta brunnarna tre ganger med 300 pl tvattiésning

Tillsatt 100 ul ALP-enzymkonjugat till varje brunn

Inkubera pa en plattskak i rumstemperatur i 405 min

Tvatta brunnarna tre ganger med 300 pl tvattiésning

Tillsatt 100 ul pNPP-enzymsubstratldsning till varje brunn
Inkubera tackt i 20-30 min

Valfritt: tillsatt 100 pl 1M NaOH till varje brunn

pcooooo0do0opO00o

Skaka platten i 2-3 sekund och avlas OD-vardena vid 405 nm med en ELISA-

lasare

U

Berakna resultaten (ng/ml) med anvandning av en kurvanpassning med 4

parametrar

O mg/kg i fekalier = ng/ml x 5

Om du har fragor, kontakta mail@calpro.no
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