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CALPROL AB. calprotectin ELISA (ALP) C€

1 UCEL POUZITI
CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) je kvantitativni metoda na stanoveni kalprotektinu ve
vzorcich stolice, a tudiz ho Ize pouzit u pacientd jako pomucku pfi identifikaci organového onemocnéni

tenkého stfeva, tlustého stfeva nebo Zaludku, pro stanoveni aktivity onemocnéni a monitorovani reakce
na lé¢bu u pacientl sulcerativni kolitidou nebo Crohnovou chorobou.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) byl validovan na vzorky stolice.
Tento test je uréen pro in vitro diagnostické pouziti.

2 PODSTATA

RUzné typy organovych onemocnéni v gastrointestinalnim traktu mohou zpusobit poskozeni linii
stfevniho epitelu (slizniéni vrstvy). Takové poskozeni muze mit rozsah od zvy$ené permeability sliznice
az k zanétim a ulceracim. Obsah stfeva je bohaty na baktérie a dalSi mikroorganizmy vylu¢ované
substance, které mohou byt toxické nebo chemotaktické, tj. stimulujici leukocyty, zejména
polymorfonuklearni neutrofilni granulocyty (PMN), k migraci do prusvitu stfeva, kde uvolfuji svij obsah,
v€etné antimikrobialnich substanci jako je kalprotektin. Tento protein tvofi az 60% z celkovych protein(
v cytoplazmé PMN2 a muze byt spolehlivé zjiStovan ve vzorcich stolice skladované az sedm dni pfi
pokojové teploté 3).

Kalprotektin je 36 kilodaltonovy protein vazajici zinek a vapnik. 4, produkovany PMN, monocyty a
dlazdicovymi epitelialnimi burikami (kromé téch v normalni pokoZzce) 9. Po navazani vapniku muize
odolat degradaci leukocytickymi a mikrobialnimi enzymy 37). Soutézenim s rliznymi enzymy o omezené
lokalni mnozstvi zinku, muze kalprotektin inhibovat mnoho enzyma zavislych na zinku 8 a tudiz zabijet
mikroorganizmy nebo zvifeci a lidské buriky v kulture %19). RGzné typy onemocnéni, naptiklad bakterialni
infekce, revmatoidni artritida a karcinom, vedou k aktivaci PMN a zvySenym hladinam kalprotektinu v
plazmé&, cerebrospinalni tekuting, synovidlni tekuting, cervikularni tekutiné, moci nebo jinych lidskych
vzorcich .

Zvlastni vyznam ma to, Ze koncentrace kalprotektinu ve stolici odpovida mnozstvi PMN, migrujicich do
prisvitu stfeva '), a ze mlze byt spolehlivé detekovan také v malém (men$im nez jeden gram)
randomizovaném vzorku stolice 3'2). Navic organové onemocnéni stfeva dava silny signal kalprotektinu,
tj. zvySeni je pravidelné pét az nékolik tisickrat vy$si nez horni reference u zdravych jedinc(i 313.14.15),
coz indikuje intestinalni zanét.

Zanétlivé onemocnéni stfev (IBD), tj. ulcerativni kolitida a Crohnova choroba, se miize objevit od
ranného détstvi do pozdni dospélosti a diagnéza se €asto opozdi z divodu vagnich symptomud nebo
neochoty provést endoskopii a biopsii. CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) mize pfispét ke
v€asné diagndze IBD vzhledem k tomu, Ze test je pfi aktivnim IBD obvykle pozitivni.

Funké&ni poruchy, jako syndrom drazdivého stfeva (IBS), nezvysuji koncentraci fekalniho kalprotektinu,
avSak organické abdominalni poruchy, jako IBD, je zvySuji. Pacienti s organickymi a funkénimi
abdominalnimi poruchami mohou mit podobné symptomy a samotné klinické vySetfeni nemusi byt
dostatec¢né pro zjisténi specifické diagndzy. Dalsi diagnostické postupy jsou komplexni, drahé a mohou
vystavit pacienta bolesti a dalSim rizikdm. Test stolice na kalprotektin je jednoduchou, neinvazivni,
levnou a objektivni metodou, ktera miaze pomoci s vybérem pacienti-ra k dal§imu vySetfeni, jako je
endoskopie. Abdominalni symptomy jsou velmi bézné, jak u déti, tak u dospélych, a negativni vysledek
testovanim s CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) mGze s vysokou pravdépodobnosti vylougit
zanétliva strevni onemocnéni 3.

Vyhojeni sliznice je optimalnim vysledkem Ié¢by IBD a test kalprotektinu ve stolici muze prokazat, zda
toho bylo dosazeno. Mnoho pacientt s IBD v klinické remisi s normalni hladinou C-reaktivniho proteinu
(CRP) ma stale pokracujici zanét '6), odrazejici zvySeny kalprotektin ve stolici. Tito pacienti maji zvysené
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riziko relapsu béhem nékolika mésict 7). Pokud se dosahne vyhojeni sliznice, bude se riziko relapsu a
potieba operace bficha redukovat '819). Normalizace hladiny kalprotektinu znamena, Ze bylo dosazeno
vyhojeni sliznice 29). Riziko a zavaznost vedlejSich efekta lécby by mélo byt zvazeno proti riziku
pokracujiciho zanétu, vazného klinického relapsu a komplikaci.

Vyznam dosazeni vyhojeni sliznice je predmétem mnoha védeckych praci 2'-29 a ¢lankd 30-35),

3 PRINCIP TESTU

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) je zaloZzen na pfipravé extraktu stolice s pouzitim naseho
patentovaného extrakéniho pufru na stolici (Faecal Extraction Buffer). Hladina kalprotektinu se urci
testovanim extraktu ELISA testem (enzyme-linked immunoassay) specifickém pro kalprotektin.

Pfi ELISA testu se vzorky a standardy inkubuji v oddélenych mikrotitracnich jamkach, potazenych
monoklonalnimi protilatkami, které vazou kalprotektin. Po inkubaci a promyti jamek se necha navazany
kalprotektin reagovat s enzymem znacenymi, imunoafinitné purifikovanymi, pro kalprotektin specifickymi
protilatkami. Po této reakci je enzymaticky vdzané mnozstvi v mikrotitraénich jamkach pfimo umérné
mnozstvi kalprotektinu ve vzorku nebo standardu, coz se stanovi po inkubaci se substratem za vzniku
barevného produktu. Intenzita barvy je stanovena absorbanci s pouzitim ELISA destickového readeru
a je umeérna koncentraci kalprotektinu ve standardech a vzorcich. Toto stanoveni je kalibrovano pomoci
kalprotektinu purifikovaného z extraktu leukocytu.

4 MATERIALY

4.1 Reagencie a komponenty dodané v kitu

. Koutovana Mikrotitracni desticka: 12 stripl, 8 jamek na stripu, potazena afinitné
purifikovanymi monoklonalnimi mysimi protilatkami, specifickymi pro kalprotektin. Desticka se
skladuje v uzavieném sacku s vysousedlem.

. DIL[5x | Redici pufr na vzorek (5x konc.) ***: 1 x 20 ml, 5x koncentrovany, k nafedéni
destilovanou/deionizovanou vodou; pH 8.0 + 0.2, Zluté zbarveny roztok, lahvicka s modrym vickem.

Promyvaci roztok (20x konc.) *: 1 x 50 ml, 20x koncentrovany, k nafedéni
destilovanou/deionizovanou vodou, pro promyti mikrotitracnich jamek; pH 7.8 £ 0.2, Ciry roztok,
lahvicka s bilym vickem.

[FEC|EXTR] BUF] 2,5%| Extrakéni pufr na stolici (2.5x konc.) **: 2 x 90 ml, 2.5x koncentrovany,
k nafedéni destilovanou/deionizovanou vodou; pH 8.0 + 0.2, &iry roztok, lahvi¢ky s bilym vickem.

Standardy kalprotektinu ***: 6 ampulek s 1.0 ml, k pfimému pouziti; zluté zbarvené
roztoky, s riznobarevnymi vicky:

Standard A: modré vicko 0 ng/ml
Standard B: zelené vi¢ko 7.8 ng/ml
Standard C: Zluté vi¢ko 31.3 ng/ml
Standard D: éervené vicko 62.5 ng/ml
Standard E: bilé vicko 125 ng/ml
Standard F: ¢erné vicko 500 ng/ml

[CTR[LOW] [CTR[HIGH| Kontroly kalprotektinu “Low - nizka” a “High- vysoka” ***: 2
ampuleampule s 1.0 ml, k pfimému pouziti; Zluté zbarveny roztok; Ctr Low: ampule s hnédym
vickem;.Ctr High: ampule s fialovym vickem.
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Enzymovy konjugat ****: 13 ml, alkalickou fosfatazou znacené, imunoafinitné purifikované
polyklonalni krali€i protilatky proti kalprotektinu, k pfimému pouZziti; Cervené zbarveny roztok, 25
ml reagencni zkumavka Dynex s bilym vickem.

Roztok enzymového substratu (pNPP): 13 ml, k pfimému pouZiti; iry az naZloutly
roztok, neprahledna lahvi¢ka se Zlutym vickem.

Pozn.: Pokud pouzijete pFistroj Dynex, musi se substrat pfenést do 25ml reagenéni zkumavky
Dynex pfed provedenim testu.

* Obsahuje <0.1 % Kathon
> Obsahuje <0.1% azid sodny
i Obsahuje <0.1 % Kathon a <0.1% azid sodny

Fkkk

Obsahuje 0.02% metylizothiazolon a 0.02% bromonitrodioxan

2 kryci félie
1 pfibalova informace (Instrukce na pouziti se mize stahnout z www.calpro.no)

1 plan desticky

4.2 Materialy a vybaveni nutné ale nedodané.

Destilovanéa/deionizovana voda

Extrakéni pomucky (viz sekce 7.1.1 a 7.1.2)

Jednorazové, odlomitelné inokulacni klicky (pfi pouziti odvazovaci metody v sekci 7.1.3)

Citliva digitalni vaha (40 — 150 mg) (pfi pouziti odvazovaci metody v sekci 7.1.3)

Jednorazové polystyrénové Sroubovaci zkumavky, 5 ml (pfi pouziti odvazovaci metody v sekci 7.1.3)
Vortex mixer

Jednorazové zkumavky na fedéni vzorkd: Eppendorf zkumavky nebo podobné (pokud se provadi ruéni stanoveni)
Pipety na objemy 10 — 1000 pl (pokud se stanoveni provadi ruéné)

Opakovaci pipety nebo multikanalova pipeta, 100 ul (pokud se stanoveni provadi ru¢né)
Mikrodestickova promyvacka nebo multikanalova pipeta, 300 pl (pokud se stanoveni provadi ru¢né)
Trepacka desti¢ek (500 — 700 rpm) (pokud se stanoveni provadi ruéné)

Minutka (pokud se stanoveni provadi ruéné)

Mikrodestickovy reader, filtr 405 nm (pokud se stanoveni provadi ru¢né)

1M NaOH (stop roztok; pfipadné)

5 STABILITA A SKLADOVANI

Neoteviené reagencie jsou pfi skladovani pfi teploté 2 — 8°C, stabilni az do data expirace uvedeného
na Stitku.

Oteviené desticky, reagencie a koncentrované pufry jsou stabilni az tfi mésice, pfi skladovani pfi teploté
2-8°C.

Pokud se pfipravi do Cistych nadob, mohou byt pracovni roztoky (1x) promyvaciho roztoku, pufru na
fedéni vzorku a pufru na extrakci stolice skladovani pfi teploté 2 - 8°C az jeden mésic.

Nevystavujte vysoké teploté.
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6 PRIPRAVA

V8echny reagencie, vzorky a kontroly je tfeba pfed zapocCetim testu vytemperovat na pokojovou
teplotu (18 - 25°C).

6.1. Koutované mikrotitracni desti¢kové stripy

Destickové stripy k pfimému pouziti jsou potazené afinitné purifikovanymi monoklonalnimi mysimi
protilatkami, specifickymi pro kalprotektin. Nepouzité stripy je tfeba vyjmout z ramecku a ihned znovu
uzavfit do aluminiové félie s vysousedlem. Skladujte pfi teploté 2 - 8°C

6.2. Pufr na redéni vzorku

Naredte 5x koncentrovany pufr na fedéni vzorku pfidanim 1 ¢asti (20 ml) ke 4 ¢astem (80 ml)
destilované/deionizované vody do &isté nadobky na finalni objem 100 ml. Dobfe promicheijte.
Nafedény pufr na fedéni vzorku skladujte v uzaviené nadobce pfi teploté 2 - 8°C.

Pozn.: Pokud pouzijete automat Dynex DS2 ELISA, musi se pufr na fedéni vzorku pfenést do 25 mi
reagencni zkumavky Dynex pfed zapoc&etim testu.
6.3. Promyvaci roztok

Naredte 20x koncentrovany promyvaci roztok pfidanim 1 &asti (50 ml) k 19 ¢astem (950 ml)
destilované/deionizované vody do Cisté nadobky na finalni objem 1000 ml. Dobfe promichejte.
Skladujte uzavkeny naredény promyvaci roztok v uzaviené nadobce pfi teploté 2 - 8°C.

6.4. Pufr na extrakci stolice

Naredte 2.5x koncentrovany pufr na fedéni stolice pfidanim 1 &asti (90 ml) k 1.5 ¢asti (135 ml)
destilované/deionizované vody do Cisté nadobky na kone¢ny objem 225 ml. Dobfe promicheijte.
Skladujte nafedény pufr v uzaviené nadobce pfi teploté 2 - 8°C.

6.5. Standardy a kontroly

AmpuleAmpule, oznacené jako Standard A - F, a také kontroly, kazda o obsahu 1.0 ml, jsou k
pfimému pouziti . Koncentrace kalprotektinu je uvedena na Stitku kazdé ampule ampule. VloZte je
pfimo do automatt Dynex DS2 a DSX ELISA.

6.6. Enzymovy konjugat
Zkumavka obsahuje 13 ml alkalickou fosfatazou (ALP) znacené, imunoafinitné purifikované kralici

protilatky proti kalprotektinu, v pufru se stabilizatory, konzervacnimi latkami a inertnim ¢ervenym
barvivem. Roztok je k pfimému pouziti. Zkumavky se pfimo vlozi do automatu Dynex DS2 ELISA.

6.7. Roztok enzymového substratu (pNPP)

Lahvi¢ka obsahuje 13 ml p-nitrofenylfosfatového roztoku (pNPP). Roztok je uréen k pfimému
pouziti a musi se uchovavat v originalni neprihledné lahvicce.

Pozn.: Pfi pouziti automatu Dynex DS2 ELISA se musi roztok enzymového substratu prenést do 25
ml reagencni zkumavky Dynex pfed zapocetim testu.

7 POSTUP TESTU

7.1Vzorky stolice

JelikozZ je kalprotektin ve stolici velmi stabilni, mohou si pacienti odebrat malé mnozZstvi vzorku
stolice doma. Odeberte 1 -5 g (asi jednu €ajovou IZi¢ku), dejte ji do vhodného Cistého kontejneru a
dodejte do laboratofe co nejdfive, nejpozdéji do péti dnl. Pokud jej vlozZite do kontejneru
schvaleného pro transport, mize se zasilat oby¢ejnou postou, tj. bez potfeby chlazeni. Je tfeba
zabranit vystaveni teploté nad 30°C.
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Vzorky také mohou byt zmrazeny na -20°C nebo nize, do doru¢eni nebo odeslani postou. Zmrazené
vzorky se musi rozmrazit a vytemperovat na pokojovou teplotu mistnesti pfed extrakci a testovanim.

Pozn.. Prfed zalatkem extrakce je tfeba vzorky stolice dobfe zhomogenizovat napf. pouzitim
Spachtle, pfed odebranim malého mnozstvi na extrakci.

Na extrakci je doporu€eno pouzit Calpro EasyExtract® nebo originalni odvazovaci metodu viz
kapitola 7.1.1a 7.1.2.

7.1.1 Extrakce s pouzitim Calpro EasyExtract™
Instrukce na pouziti: pfectéte si prosim pfibalovou informaci na produkt €. CAL0510/CAL0510L

(Calpro AS, produkt ¢. CAL0510)

7.1.2 Extrakce pomoci odvazovaci metody (bez extrakéni pomucky)

1. Odvazte (vytarujte) prazdnou Sroubovaci zkumavku s inokulacni klickou.

2. Nabere priblizné 100 mg (40 az 120 mg) stolice pomoci inokulac¢ni klicky a dejte ji do zkumavky
se Sroubovacim vickem. Vyvarujte se odbéru pevnych nestravenych materialu, jako jsou viakna
a semena.

3. Zvazte zkumavku s kliCkou obsahujici stolici, €imz zjistite Cistou vahu stolice.
4. Odlomte nebo odstfihnéte konec klicky a nechte ji na dné zkumavky.

5. Pfidejte extrakéni pufr na vahu: pomér objemu 1:50, napf. 4.9 ml pufru ke 100 mg stolice.
Zkumavku uzavrete.

6. Silné promichejte 30 sekund na vortexu.

7. Pokracujte v michani na tfepacce (asi 1000 rpm) po 3045 minut s klickou uvnitf zkumavky jako
michatkem.

8. Nechte par minut stat na usazeni ¢astic a opatrné pipetujte z povrchu zkumavky. Neni nezbytna
centrifugace, ale mlze se kratce zcentrifugovat, pokud je nutné zbavit roztok ¢astic.

9. Extrakt, ktery pfedstavuje fedéni 1:50 (vaha:objem) vzorku stolice, je nyni pfipraven na fedéni
a testovani.

10. Pro uchovavani pfeneste asi 0.5 ml do nové zkumavky. Extrakty Ize uchovavat pfi teploté 2 —
8°C nejméné pét dni nebo zmrazené pod -20°C az 2 roky 8.
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1 2 3 4 atd.
A gt:g/drglrd A ?;%ngg/rg IE Vzorek 1 Vzorek 5
B gt:g/drglrd A ?;%ngg/rg IE Vzorek 1 Vzorek 5
¢ ?tg ?’%%?I ° ?(t)?)n::/rﬂr Vzorek 2 Vzorek 6
P ?tg ?’%%?I ° ?(t)?)n::/rﬂr Vzorek 2 Vzorek 6
E §§a3n ?]Zr/cr’n? ET_%W,OIa Vzorek 3 Vzorek 7
F gﬁag (:%r/?n? ‘P‘T_%rw,ola Vzorek 3 Vzorek 7
G g;ag C:]Zr/?nP t(l_tﬁgtggla Vzorek 4 Vzorek 8
H g;ag C:]Zr/?nP t(l_tﬁgtggla Vzorek 4 Vzorek 8

Doporucené rozlozeni ELISA desti¢ky pro standardy, kontroly a vzorky s pouzitim manudlni
metody. Je doporuéeno duplicitni stanoveni jamek pro zvySeni spravnosti vysledku. PIna
desti¢ka pojme 40 vzork(.

7.3 Postup ELISA

Nasledujici postup je pro manualni zpracovani. Validované protokoly pro automat Dynex DS2 ELISA
jsou dostupné na vyzadani. Pamatujte, Ze se ampule standardd a pozitivnich kontroly, a také
zkumavka konjugatu,se vkladaji pfimo do automatu DS2 ELISA.

Proceduralni poznamky

o  Priprava: Prectéte si prosim peclivé protokol testu pfed jeho provedenim. Piesnost vysledku zavisi
na striktinim dodrzeni popsaného protokolu testu. Pfed zapoc€etim testu je tfeba si rozvrhnout
rozloZeni vSech standardu, vzorku a kontrol, napf. pomoci listu dodaného v kitu. Zvolte pozadovany
pocet mikrotitracnich stripd. Nepouzité stripy je tfeba znovu uzavfit do aluminiového obalu a ulozit
podle postupu v sekci 6.1.

e Je doporuceno fedéni extraktu stolice 1:100. Toto fedéni pfeduréuje vysledky vzorku mezi 22.2
mg/kg (LoQ) a 2500 mg/kg ve stolici. Extrakty s vySSimi hodnotami kalprotektinu mohou byt
zfedény vice (> 1:100) a testovany znovu, pokud je vyZadovana hodnota. Extrakty s niz&imi
hodnotami kalprotektinu se mohou zfedit méné (1:50). Upraveny faktor fedéni se musi vzit do
Uvahy pfi konverzi z ng/ml na mg/kg.

e Provedte vSechny kroky postupné a bez prodlevy mezi kroky.

e Pouzit Ize jen Cisté jednorazové pipetovaci SpiCky pro davkovani kazdého standardu, kontroly a
vzorku.

e K dosazeni nejlepsSich vysledkt by mély vzdy byt testovany duplikaty standard, kontrol a vzorky
pacientu.

Postup ELISA

1. Naredte extrahované vzorky stolice 1:100 (napf. 10 yl vzorku + 990 pl fediciho pufru) a dobfe
promichejte na vortexu.

2. Dejte 100 ul kazdého standardu, kontroly a nafedéného vzorku duplicitné do jamek; viz doporu¢ené
rozvrzeni destic¢ky v Sekci 8.
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Prekryjte destiCku kryci félii a inkubujte pfi pokojové teploté 40+5 min na horizontalni tfepacce
desti¢ek (asi 500 - 700 rpm).

4. Nakonciinkubacni doby odstrarite tekutinu a promyjte jamky pfidanim 300 pl promyvaciho roztoku
do kazdé jamky. Odstrarfite co nejvic tekutiny a opakujte, dokud nejsou provedena celkem ffi
promyti. Pokud se pouzijte promyvacka destiCek, ovéfte, Ze nejsou blokovany sondy pro plinéni a
odsavani, aby se zajistilo efektivni promyti vSech jamek. Po kone€ném promyti pfeklopte desti¢ku
a vyklepnéte obracené jamky na absorbCni ubrousek pro odstranéni zbyvajiciho promyvaciho
roztoku.

5. PFed pouZzitim lehce promichejte obsah enzymového konjugatu (netfepejte). Dejte 100 pl konjugatu
do kazdé jamky, preferujte pouziti opakovaci nebo multikanalové pipety.

6. Prekryjte desticku kryci folii a inkubujte pfi pokojové teploté 40+5 min na horizontalni tfepacce
desti¢ek (asi 500 - 700 rpm).

7. Opakujte promyvaci kroky podle popisu vySe, tfikrat se 300 pl promyvaciho roztoku na jamku.

8. Dejte 100 yl enzymového roztoku substratu do kazdé jamky, preferujte pouZziti opakovaci nebo
multikanalové pipety.

9. Inkubujte desti¢ku pfi pokojové teploté (bez tfepani) po dobu 20 — 30 minut, chrarite pfed svétlem.

10. Pripadné: Pridejte ejte 100 yl 1M NaOH stop roztoku do kazdé jamky, pokud je poZadovana fixni
doba inkubace.

11. Kratce desticku protfepejte (2-3 sekundy) a odecitejte optickou denzitu (OD) pfi 405 nm na
ELISA readeru.

8 KONTROLA KVALITY

o V kazdém béhu musi byt zahrnuta nova standardni kfivka.

e  Pozitivni kontroly je tfeba zahrnout do kazdého béhu. Hodnota kontrol musi leZet v rozmezi hodnot
uvedenych na Stitcich lahvicek.

e Hodnota OD u Standardu F (500 ng/ml) musi byt = 1.6 a hodnota OD u Standardu A (0 ng/ml) musi
byt < 0.25. Reprezentativni standardni kfivka je na obrazku 1.

9 HODNOCENI
Vypocet koncentrace kalprotektinu v pacientskych vzorcich stolice pacienta:

Vypoctéte primérné hodnoty OD vSech duplicitnich jamek (standard( a vzorku).

2. Vyneste hodnotu kazdé koncentrace standardu (ng/ml) na ose x proti své hodnoté OD na
ose y, abyste ziskali standardni kfivku. Je doporu€en 4-parametrovy fit (viz obr. 1 nize).
Pokud je nutna logaritmicka osa x, musi se pouzit hodnota 0.001 ng/ml pro standard A (0
ng/ml).

3. Pouzijte kalibraCni kfivku na stanoveni koncentrace kalprotektinu v nafedénych vzorcich
(ng/ml) na zakladé jejich hodnot OD.

4, Vynasobte 5x koncentraci kalprotektinu (ng/ml) v nafedénych vzorcich stolice, abyste
je prevedli na kalprotektin v mg/kg v ptivodnim vzorku stolice.
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Tento faktor koriguje celkové zfedéni 1:5000 (1:50 béhem procesu extrakce a naslednych
1:100 pfi nafedé&ni extraktu) a pfevadi hodnotu z ng/ml na mg/kg.
Priklad: Pokud ma nafedény extrahovany vzorek hodnotu 100 ng/ml, byla koncentrace
v originélnim vzorku stolice 100 x 5 = 500 mg/kg.
Pozn.: Pokud byly extrakty nafedény vice nez je doporucenych 1:100, musi se dalSi fedici faktor viozit
do vypoctu.

OD (405 nm)

0 100 200 300 400 500
Concentration [ng/mL]

—*— Calprotectin std: A=0.086151 B=1.0908 C=146.71 D=2.9173 d =0.0048461 r=0.99998

Obr. 1: Reprezentativni standardni kfivka s pouzitim 4-parametrového fitu.
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10 INTERPRETACE VYSLEDKU

Nasledujici hodnoty kalprotektinu ve vzorcich stolice pro klinické posouzeni byly uvedeny v
publikované literature 3 36. 37

Normalni hodnota 5 - 50 mg/kg

Pozitivni hodnota > 50 mg/kg

Seda zé6na* 50-100 mg/kg
Aktivni, symptomatické zanétlivé onemocnéni stiev 200 — 40,000 mg/kg

*) pacienty s vysledky, lezicimi v Sedé zoné, je doporu€eno opakovat pro zlepSeni diagnostické presnosti
testu.

Pamatujte, Ze nemGze byt diagnéza zalozena pouze na vysledku testu. Pfi diagnéze se musi vzit do
uvahy Klinicka historie a symptomy.

Na zakladé védecké literatury a publikovanych klinickych studii®®: 37, |ze o¢ekavat nasledujici klinické
provedeni pfi detekci zanétlivého onemocnéni stfev versus poruch funkce:

Cut-off Senzitivita Specificita Pozitivni prediktivni | Negativni prediktivni
(95% CI) (95 % CI) hodnota hodnota

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

11 SPECIFIKACE A PROVEDENI

Pozn.: VSechny studie ovéfeni navrhu byly provedeny manualnim testovanim extrahovanych vzorku
stolice (fedéni 1:100).

Presnost: Studie pfesnosti uvnitf a mezi stanovenimi byla provedena tfemi laboratofemi na stejnych
vzorcich se dvéma riznymi Sarzemi kitu Calprolab.

Pfesnost uvnitf stanoveni (Intra-assay - repeatability), extrakty stolice (n=20)

Koncentrace ve stolici (mg/kg) %CV
29.9 7.3
166.9 4.4
349.2 4.4
583.0 6.0
1138.5 14.0
1795.7 9.6
CALP170 9
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Pfesnost mezi stanovenimi (Inter-assay - total), extrakty stolice (n=80)

Koncentrace ve stolici (mg/kg) %CV
335 14.6
175.1 7.1
583.0 6.0
1136.5 14.0
1795.7 9.6

Shoda mezi metodami extrakce; odvazovaci metoda versus EasyExtract® *
Zachyt: -6.7, sklon: 1.05, R=0.97

*) Dal$i detaily a data provedeni ohledné extrakce stolice viz navod na pouZiti pro EasyExtract® (prod. &. CAL0510).

Vytéznost:
Stolice: 85 — 105%; testovano s extraktem stolice s pfidavkem purifikovaného kalprotektinu v péti
raznych hladinach.
Limit kvantifikace, limit detekce a limit blanku:
- Limit blanku (LoB): 0.54 mg/kg
- Limit detekce (LoD): 4.36 mg/kg
- Limit kvantifikace (LoQ): 22.15 mg/kg

Limit kvantifikace, detekce a blanku byl proveden podle postupu CLSI EP17A-Ed2

Shoda s

a) Phical Test (Eurospital)

Phical Test versus CALP0170: Akceptovatelna korelace a shoda byla zji§téna mezi vzorky
analyzovanymi v obou stanovenich:

- Zachyt: -1.8, (95%Cl: -6,6—4.6), sklon: 0.94 (95% CI: 0.84-1.03), R = 0.92

b) Calpro Calprotectin ELISA (prod. &. CAL0100)

Calpro Calprotectin ELISA (CAL100) versus CALP0170: Akceptovatelnd korelace a shoda byla
zjisténa mezi vzorky analyzovanymi v obou stanovenich:

- Zachyt: 4.3 (95%Cl: -0.84 — 14.3), sklon: 0.89 (95% CI: 0.85-0.93), R =0.93

Interference
Nebyla pozorovana 2adna interference u ELISA s b&Zné& pouzivanymi IéCivy v seznamu nize:

Prednisolon, Imurel, Salazopyrin, Trimetoprim, Cipofloaxcin, Pentasa, Asacol, Ibux, multivitaminy
a lidsky hemoglobin

Dale byl testovan S001A12 pro moznou zkfizenou reaktivitu a nebyla reaktivita pozorovana.
CALP170 10
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Rozmezi méreni

22.2-2500 mg/kg
Linearita matrice
-Linearni rozmezi: 36 az 1755 mg/kg

Studie linearity matrice byla provedena podle CLSI postupu EP06-Ed2.

12 OMEZENi PROCEDURY

Diagnéza by neméla byt zaloZzena na vysledku jednotlivého testu. Diagn6za také musi zohlednit
klinickou historii a symptomy.

13 KONTRAINDIKACE

FaleSné negativni vysledky se mohou objevit u pacientl s granulocytopénii z divodu potlaceni
kostni dfené.

Pacienti IéCeni azathioprinem mohou také mit granulocytopénii, vedouci k faleSné negativité.
Neéktefi pacienti, ktefi berou nesteroidni protizanétlivé léky (NSAID), budou mit zvySené hodnoty
kalprotektinu ve stolici.

Vysledky nemusi byt klinicky aplikovatelné u déti pod 2 roky véku, jelikoz €asto maji zvySenou
hladinu kalprotektinu ve stolici.

Ostatni stfevni onemocnéni, véetné mnoha gastrointestinalnich infekci a kolorektalniho karcinomu,
mohou vést ke zvySenym hladinam kalprotektinu.

Kalprotektin ve stolici je nespecificky indikator zanétu ve stfevé. ZvySené hodnoty neznamenaji
nezbytné, Zze ma pacient aktivni IBD. Je tfeba vzdy hodnotit cely klinicky obraz

14 UPOZORNENI A VAROVANI

Podle Clanku 1, par. 2b Evropské direktivy 98/79/EC je in vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
vyrobcem uréen k zajiténi vhodnosti, vykonu a bezpecnosti produktu. Tudiz se musi striktné
dodrzet postup testu, informace, upozornéni a varovani v instrukci na pouziti. Pouziti testovacich
kit na analyzatoru a podobnych zafizenich musi byt validovano. Jakékoliv zmény designu slozeni
a postupu testu a také jakékoliv pouziti v kombinaci s jinymi produkty, neschvalené vyrobcem, neni
autorizovano; za takové zmény je odpovédny sam uzivatel. Vyrobce neodpovida za faleSné
vysledky a incidenty z téchto dlivodu. Vyrobce neodpovida za jakékoliv vysledky vizualni analyzy
pacientskych vzork.

Pouze pro in vitro diagnostické pouziti.

VSechny slozky lidského plivodu, pouzité na vyrobu téchto reagencii, byly testovany na protilatky
proti HIV, HCV a HBsAg, a byly shledany nereaktivni. Nicméné je tfeba vSechny materialy
povazovat za potencialné infekéni.

Nezaménujte reagencie nebo stripy riznych vyrobnich Sarzi.
Nepouzivejte reagencie jinych vyrobcl s reagenciemi z tohoto testovaciho kitu.

Nepouzivejte reagencie po datu expirace na obalu. Nepouzivejte pracovni promyvaci roztok po 1
mésici od pfipravy.
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o Pouzivejte pouze Cisté pipetovaci Spicky, davkovace a laboratorni nadobi.
o Na prevenci zkfizené kontaminace nezaméfiujte Sroubovaci vicka na vialkach reagencii.
o |hned po pouziti ampule uzaviete, abyste zabranili odpafovani a mikrobialni kontaminaci.

e Po prvnim otevfeni a nasledném uchovavani pfed dalSim pouzitim ovéfte mikrobialni kontaminaci
lahviCek s konjugatem, standardy a kontrolami.

e K zabranéni zkfizené kontaminace a faleSné zvySenych vysledkl pipetujte standardy, kontroly a
extrakty vzork(l stolice, a dispenzujte konjugat a substrat na dno jamek mikrodesticky, bez
vySplouchnuti.

e Neékteré reagencie obsahuji azid sodny, méné nez 0.1% (vah./obj.) a/nebo méné nez 0.1%
Kathonu.

e Uchovavejte roztok substratu v originalni tmavé lahvi€ce; roztok musi byt €iry az slab& nazloutly.
Pfed pouzitim lehce promichejte.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) je uréen pro pouziti kvalifikovanym personalem, ktery je
Skoleny na spravnou laboratorni praxi.

15 POKYNY K LIKVIDACI

Rezidua chemikalii a pfipravku jsou obecné povazovana za nebezpecny odpad. Likvidace tohoto druhu
odpadu je regulovdna narodnimi zdkony a nafizenimi. Kontaktujte vaSe mistni autority ohledné
spole¢nosti nakladajicich s odpadem, které vam daji pokyny, jak s nebezpe&nym odpadem nakladat.
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17 INFORMACE K OBJEDNAVANI
Produkt ¢: CALP0170, CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) (96 stanoveni)

Tabulka symbolt

M Vyrobce
In vitro diagnosticky prostfedek
LOT Cislo sarze

Datum expirace

<~ ]

Teplota skladovanii

C€ CE znagka
Katalogové Cislo
[:E Viz pfibalova informace
Mikrodesticka
Konjugat
Kalibrator A-F
CTR|LOW Nizka kontrola
Vysoka kontrola
DIL m Pufr na fedéni vzorku 5x koncentrovany
M pNPP roztok substratu
FEC|EXTR] BUF]2,5x|

Extrakéni pufr na stolici (2,5x koncentrovany)

@ Obsahuje dostatek pro “n” testl
n
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18 ZKRACENY POSTUP

CalproLab®ELISA (ALP) pro analyzu kalprotektinu ve stolici

Viz sekce 7 — 9 v pfibalové informaci s plnym popisem praktickych krokd.

Extrakce

1 Provedte extrakci podle jedné z metod popsanych v sekci 7.1.1a 7.1.2

ELISA (manualni postup)

Naredte extrakty stolice 1:100 v pufru na fedéni vzorku.

Dejte 100 pl standardd, kontrol a vzorkdl na ELISA desti¢ku.
Inkubujte na tfepacce desticek pfi pokojové teploté po dobu 40+5 min.
Promyijte jamKky tfikrat s 300 ul promyvaciho roztoku.

Pridejte 100 pl ALP enzymového konjugatu do kazdé jamky.

DoOoO0D0DO0C0

Inkubujte na tfepacce desticek pfi pokojove teploté za teploty mistnosti po dobu
4045 min.

Promyijte jamKky tfikrat s 300 ul promyvaciho roztoku.

Dejte 100 pl pNPP roztoku enzymového substratu do kazdé jamky.
Inkubujte zakryté po dobu 20 — 30 min.

Pripadné: dejte 100 ul 1M NaOH do kazdé jamky.

D000 C0

Desticku tfepejte 2-3 sekundy a odecitejte hodnoty OD pfi 405 nm

pomoci ELISA readeru.

U

S pouzitim kfivky 4-parametrového fitu vypoctéte vysledky (ng/ml)

U

mg/kg ve stolici = ng/ml x 5

Pro dotazy prosim kontaktujte mail@calpro.no
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Vyrobce: Produkce v EU pro CALPRO AS

CALPRO AS

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

www.calpro.no

CALP170 16
CALPROLAB je registrovana obchodni znacka CALPRO AS, Lysaker, Norway verze 01, 04.12.2024


http://www.calpro.no/

	1 ÚČEL POUŽITÍ
	2 PODSTATA
	3 PRINCIP TESTU
	4 MATERIÁLY
	4.1 Reagencie a komponenty dodané v kitu
	4.2  Materiály a vybavení nutné ale nedodané.

	5 STABILITA A  Skladování
	6 PŘÍPRAVA
	6.1. Koutované mikrotitrační destičkové stripy
	6.2. Pufr na ředění vzorku
	6.3. Promývací roztok
	6.4. Pufr na extrakci stolice
	6.5. Standardy a kontroly
	6.6. Enzymový konjugát
	6.7. Roztok enzymového substrátu (pNPP)

	7 POSTUP TESTU
	7.1 Vzorky stolice
	7.1.1 Extrakce s použitím Calpro EasyExtract™
	7.1.2 Extrakce pomocí odvažovací metody (bez extrakční pomůcky)

	7.2 Doporučené rozložení destičky
	7.3  Postup ELISA

	8 KONTROLA KVALITY
	9 HODNOCENÍ
	10  INTERPRETACE VÝSLEDKŮ
	11 SPECIFIKACE a proVEDENÍ
	12  OMEZENÍ PROCEDURY
	13  KONTRAINDIKACE
	14 UPOZORNĚNÍ A VAROVÁNÍ
	15  POKYNY K LIKVIDACI
	16 REFERENCE
	17 17 INFORMACE K OBJEDNÁVÁNÍ
	18 ZKRÁCENÝ POSTUP

