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CALPROL AB. calprotectin ELISA (ALP) C€

1 BRUKSOMRADE

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) er en kvantitativ metode for bestemmelse av
Kalprotektin i avfaringsprever og kan dermed brukes som et hjelpemiddel til identifisering, av
pasienter med organisk sykdom i mage-tarmsystemet, falge sykdomsaktivitet og til monitorering
av behandling hos relevante pasienter, szerlig med de kroniske tarmsykdommene Crohn’s
sykdom og ulcergs Kolitt.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) er validert for avfgringspraver
Testen er kun ment a brukes til in vitro diagnostikk.

2 BAKGRUNN

Ulike typer organiske sykdommer i gastrointestinalkanalen kan forarsake skade pa
tarmslimhinnen. Slik skade kan variere fra gkt permeabilitet i slimhinnen til betennelse og
sardannelse. Tarmen inneholder rikelige mengder bakterier og mikroorganismer som frigjar
substanser som kan veere toksiske eller kiemotaktiske, dvs. at de stimulerer leukocytter, seerlig
neytrofile granulocytter (PMN-celler), til & migrere inn i tarmlumen hvor de frigjer sitt innhold,
inkludert antimikrobielle substanser som Kalprotektin. Dette proteinet utgjer omtrent 60% av total-
protein i granulocyttenes cytoplasma 2, og det er sa stabilt at det kan males i avfaringsprever
lagret opptil syv dager ved romtemperatur 3.

Kalprotektin er et 36 kilodalton stort kalsium- og sink-bindende protein 4, produsert av PMN-celler,
monocytter og plateepitelceller utenom de i normal hud 59). Etter binding til kalsium blir
Kalprotektin resistent mot nedbryting av proteaser fra leukocytter og mikrober 37). Ved a
konkurrere med ulike enzymer om begrensede mengder sink, hemmer Kalprotektin mange sink-
avhengige enzymer 8 og dreper dermed mikroorganismer 19, Ulike typer sykdommer, f.eks.
bakterieinfeksjoner, revmatoid artritt eller kreft, forer til aktivering av PMN-celler og gkte nivaer
av Kalprotektin i plasma, spinalvaeske, leddvaeske, urin og andre kroppsvaesker.?.

Det er av spesiell betydning at Kalprotektin-konsentrasjonen i avfgring korrelerer med antall PMN-
celler som migrerer til tarmhulen ") og at proteinet kan detekteres palitelig selv i sma mengder
avfgringspreve (< 1 g)3'2. Organiske sykdommer i tarmen gir en sterk Kalprotektin-nivaet.
@kningen er ofte mellom fem og flere tusen ganger hayere enn gvre referansegrense hos friske
individer 3.13.14.15)_

Inflammatorisk tarmsykdom (IBD), dvs. Ulcergs Colitt og Crohn’s sykdom, kan oppsta fra tidlig
barndom til sen voksen alder og diagnosen er ofte forsinket grunnet vage symptomer eller
motstand mot & gjennomga endoskopi og biopsi. CALPROLA® Calprotectin ELISA (ALP) kan
bidra til en tidligere diagnose av IBD, da testen med stor sannsynlighet vil vaere positiv ved aktiv
IBD.

Funksjonelle lidelser som irritabelt tarm-syndrom (IBS) gir ikke gkt konsentrasjon av Kalprotektin
i avfgring i motsetning til organisk sykdom. Pasienter med organiske og funksjonelle lidelser kan
ha lignende symptomer, og klinisk undersgkelse alene er ofte ikke tilstrekkelig for & kunne gi en
spesifikk diagnose. Videre diagnostiske prosedyrer er kompliserte, dyre og kan utsette pasienten
for smerte og andre risikoer. En maling av Kalprotektin i avfering er en enkel, ikke-invasiv, rimelig
og objektiv metode som kan bidra til & velge ut pasienter for videre undersgkelser som endoskopi.
Magesymptomer er veldig vanlig i bade barn og voksne og et negativt resultat malt med
CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) kan med hay sannsynlighet utelukke inflammatoriske
tarmsykdommer 13,

Tilheling av tarmslimhinnen er det optimale méalet ved behandling av IBD, og fekalt Kalprotektin
kan fortelle nar dette er oppnadd. Mange IBD-pasienter i klinisk remisjon, med normale nivaer av
C-reactive protein (CRP) har fortsatt pagaende betennelse 9, reflektert ved gkt fekalt
Kalprotektin. Slike pasienter har gkt sjanse for tilbakefall innen fa maneder 7). Hvis man kan
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oppna tilheling av slimhinnene, reduseres risikoen for tilbakefall og behov for kirurgiske inngrep
18.19) Normalisering av Kalprotektin-nivaet betyr at tilheling av slimhinnene er oppnadd 29. | noen
tilfeller er det vanskelig & oppna full remisjon, og da ma bivirkninger og ubehag ved behandling
balanseres mot risikoen ved fortsatt betennelse, alvorlig kliniske tilbakefall og komplikasjoner.

Viktigheten av & oppna slimhinnenetilheling er dokumentert i mange vitenskapelige
oversiktsartikler 2-2% og artikler 30-3%),

3 TESTPRINSIPP

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) er basert pa tillaging av et fekal-ekstrakt laget ved
hjelp av var patenterte ekstraksjonsbuffer. Kalprotektin-nivaet i ekstraktet bestemmes i et enzym-
linket immunassay (ELISA) spesifikt for Kalprotektin.

| ELISA-testen inkuberes praver og standarder i separate microtiter-brgnner som er coatet med
monoklonale antistoffer som binder til Kalprotektin. Etter inkubering og vasking av brgnnene lar
man bundet Kalprotektin reagere med enzym-merkede, affinitetsrensede og Kalprotektin-
spesifikke antistoffer. Etter denne reaksjonen er mengden enzym bundet til microtiter-brgnnen
proporsjonal med mengden Kalprotektin i praver og standarder, og bestemmes ved & inkubere
med et substrat for enzymet som gir et farget produkt. Fargeintensiteten bestemmes ved & male
absorbansen ved hjelp av en ELISA-plateleser og er proporsjonal med konsentrasjonen av
Kalprotektin i prgver og standarder. Testen kalibreres ved hjelp av Kalprotektin renset fra
leukocytt-ekstrakt.

4 MATERIALER

4.1. Reagenser i kitet

Coatet microtiterplate: 12 striper, 8 branner per stripe, coatet med affinitetsrenset,
monoklonalt muse-antistoff spesifikt for Kalprotektin. Platen lagres i en forseglet pose med et
terkemiddel.

DIL [5x | Prgvefortynningsbuffer (5x kons.) ***: 1 x 20 mL, 5x konsentrert, fortynnes med
destillert/deionisert vann; pH 8.0 + 0.2, gulfarget Igsning, flaske med bla kork.

Vaskelgsning (20x kons.) *: 1 x 50 mL, 20x konsentrert, fortynnes med
destillert/deionisert vann, til vasking av mikrotiter-brgnner; pH 7.8 £ 0.2, blank lgsning, flaske med
hvit kork.

[FEC[EXTR] BUF| 2,5x| Egkgj Ekstraksjonsbuffer (2.5x kons.) **: 2 x 90 mL, 2.5x konsentrert,
fortynnes med destillert/deionisert vann; pH 8.0 + 0.2, blank Igsning, flasker med hvite korker.

Kalprotektin-standarder ***: 6 rgr & 1.0 mL, klar til bruk; gulfarget lgsning, rer med
forskjellige farger pa korkene:

Standard A: Bla kork 0 ng/mL
Standard B: Grgnn kork 7.8 ng/mL
Standard C: Gul kork  31.3 ng/mL
Standard D: Red kork  62.5 ng/mL
Standard E: Hvit kork 125 ng/mL
Standard F: Sort kork 500 ng/mL

[CTR|LOW| [CTR] HIGH] Kalprotektin-kontroller “Low” og “High” ***: 2 rgr & 1.0 mL, klar til bruk;
gulfarget lgsning,” Low” rar med brun kork, “High” — rgr med lilla kork.
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. Enzym-konjugat ****: 13 mL alkaline phosphatase-merket, immunaffinitets-rensede
polyklonale kaninantistoffer mot Kalprotektin, klar til bruk; r@dfarget Igsning, 25 mL Dynex rgr med
hvit kork.

. Enzym-substratlesning (pNPP): 13 mL, klar til bruk; blank til svakt gulfarget Igsning,
svart flaske med gul kork. NB! Ved bruk av Dynex DS2 automat, ma substratet overferes til et 25
mL Dynex-rgr for start.

e 2 plate-forseglingsfolier
e 1 pakningsvedlegg. (pakningsvedlegget kan ogsa hentes pa var hjemmeside: www.calpro.no

o 1 ark med plateoppsett

* Inneholder <0.1 % Kathon
* Inneholder <0.1% natrium azide
e Inneholder <0.1 % Kathon og <0.1% natrium azide

e Inneholder 0.02% methylisothiazolone og 0.02% bromonitrodioxane

4.2 Ngdvendige materialer som ikke er inkludert i kitet

e  Destillert vann

e  Ekstraksjonsrgr beskrevet i avsnitt 7.1.1 og 7.1.2.

e  Engangs podegse (ved bruk av veiemetoden beskrevet i avsnitt 7.1.3)

e  Sensitiv digital vekt (40 — 150 mg; ved bruk av veiemetoden beskrevet i avsnitt 7.1.3)

. Engangs polystyren-rar med skrukork, 5 mL (ved bruk av veiemetoden beskrevet i avsnitt 7.1.3)
e  Vortex mixer

. Engangsrer til fortynning av prever (Eppendorf-rgr eller lignende (hvis testen blir utfart manuelt)
. Pipetter, 10 — 1000 pL (hvis testen blir utfgrt manuelt)

. Repetitiv pipette eller multikanal-pipette, 100 uL. (hvis testen blir utfgrt manuelt)

. Mikroplate-vasker eller multikanal-pipette, 300 uL(hvis testen blir utfgrt manuelt)

e  Platerister (500 — 700 rpm). (hvis testen blir utfgrt manuelt)

e Timer (hvis testen blir utfart manuelt)

e  ELISA-leser med 405 nm filter (hvis testen blir utfart manuelt)

. 1M NaOH (stoppl@sning; valgfritt)

5 STABILITET OG LAGRING

Kit lagret ved 2-8 °C er holdbare fram til patrykt holdbarhetsdato.

Plate, reagenser og konsentrerte Igsninger er holdbar i originalemballasjen etter apning i 3 maneder
lagret ved 2-8 °C.

Brukslgsninger (1x) av Vaskel@sning, Prevefortynningsbuffer og Fekal Ekstraksjonsbuffer er holdbare i
1 maned under forutsetning av at de er tillaget i rene flasker og lagres ved 2-8 °C nar de ikke er i bruk.

Unngéa eksponering til hay temperatur.

6 TILLAGING AV REAGENSER

Alle reagenser, prgver og kontroller bar ekvilibrerers til romtemperatur (18 - 25°C) far testen starter.

6.1. Coatede mikrotiterplate-striper

Plate-stripene er klar til bruk og er coatet med affinitetsrensede, monoklonale muse-antistoffer spesifikke
for Kalprotektin. Ubrukte striper fijernes fra rammen og ber umiddelbart forsegles i aluminium-posen
sammen med tarkemiddelet. Lagres ved 2 - 8°C.
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6.2. Provefortynningsbuffer

Fortynn den 5x konsentrerte Prgvefortynningsbufferen ved & tilsette én del (20 mL) til fire deler (80 mL)
destillert/deionisert vann i en ren beholder, slik at totalt volum blir 100 mL. Bland godt. Lagre den
fortynnede bufferen i en lukket beholder ved 2 - 8°C.

NB! Ved bruk av Dynex DS2 ELISA automat, ma pragvefortynningsbufferen overfgres til et 25 mL Dynex
rer far kjgring av testen.

6.3. Vaskelgsning

Fortynn den 20x konsentrerte Vaskelgsningen ved & tilsette én del (50 mL) til 19 deler (950 mL)
destillert/deionisert vann i en ren beholder, slik at totalt volum blir 1000 mL. Bland godt. Lagre den
fortynnede Vaskelgsningen i en lukket beholder ved 2 - 8°C.

6.4. Fekal Ekstraksjonsbuffer

Fortynn den 2.5x konsentrerte Ekstraksjonsbufferen ved & tilsette én del (90 mL) til 1.5 deler
(135 mL) destillert/deionisert vann i en ren beholder, slik at totalt volum blir 225 mL. Bland godt. Lagre
den fortynnede Ekstraksjonsbufferen i lukket beholder ved 2 - 8°C.

6.5. Standarder og kontroller

Rerene merket med Standard A - F, og kontrollene, inneholder 1.0 mL hver av Igsninger som er klare
til bruk. Konsentrasjonen av Kalprotektin er skrevet pa merkelappene pa hvert rgr.

Rerene passer direkte inn i Dynex DS2 ELISA automat.

6.6. Enzym-konjugat

Reret inneholder 13 mL alkaline phosphatase (ALP)-merkede, immunaffinitets-rensede kanin-
antistoffer spesifikke for Kalprotektin. Bufferen inneholder stabilserende stoffer, konserveringsmidler og
et rgdt fargestoff. Lasningen er klar til bruk. Raret passer til Dynex DS2 ELISA automater.

6.7. Enzymsubstrat-lesning (pPNPP)

Flasken inneholder 13 mL p-nitrophenylphosphate (pNPP)-lgsning, klar til bruk. Substratet ma lagres i
den originale, svarte flasken.

NB! Ved bruk av Dynex DS2 ELISA automat, ma enzymsubstrat-lasningen overfgres til et 25 mL Dynex
reagensrar fgr kjagring av testen.

7 PRG@VESAMLING OG -OPPARBEIDELSE

7.1. Avferingspraver

Siden Kalprotektin er veldig stabilt i avfaringsprever, kan pasienter selv ta prgver hjemme. Taut 1 -5
g (ca. én teskje) avfering over i en egnet, ren beholder og lever til laboratoriet sa raskt som mulig, og
innen fire dager. | en godkjent transportbeholder kan prgven sendes med vanlig post, og ingen kjgling
er ngdvendig. Pravene bar dog ikke utsettes for temperaturer over 30°C.

Prever kan ogsa lagres frosne, under -20°C, frem til den leveres eller sendes med post. Frosne praver
ma tines og ekvilibreres til romtemperatur fgr ekstraksjon og testing.

NB: Far ekstraksjon bar avfaringspraven blandes godt ved hjelp av f.eks. en spatel, fgr en liten
mengde tas ut.

Til ekstraksjon av avfgringspraver anbefaler vi Calpro Easy Extract® eller den beskrevne veiemetoden
(kap. 7.1.2). Utfgr ekstraksjonen i henhold til pakningsvedlegget for den valgte metoden.
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7.1.1. Ekstraksjon ved hjelp av Calpro Easy Extract®

Bruksanvisning: Les pakningsvedlegget for produkt nummer CAL0510/CALO0510L (Calpro AS)

Calpro AS, Product No, CAL0510

7.1.2 Ekstraksjon ved hjelp av veiemetoden (uten ekstraksjonsreor)

1. Vei (nullstill) et tomt rar med skrukork og en podegse.

2. Tautca. 100 mg (mellom 40 og 120 mg) avfering ved hjelp av podegse og legg i reret. Unnga
faste, ufordgyde partikler som fibre og fra.

3. Veirgret med kork, podegse og avfgringsprgve. Vekten vil vaere netto mengde prove.
4. Brekk eller klipp av ca. halvparten av handtaket pa podegse og la resten vaere oppi rgret.

5. Tilsett fortynnet Ekstraksjonsbuffer slik at forholdet blir 1:50 (vekt:volum), f.eks. 4.9 mL buffer til
100 mg preve. Skru pa korken.

6. Vortex rgret i 30 sekunder.

7. Fortsett ekstraksjonen pa en rister (ca. 1000 rpm) i 305 minutter. Podegsen inni rgret hjelper
til med a lase opp praven.

8. Ekstraktet, som er en er 1:50 fortynning (vekt:volum) av den opprinnelige avfagringspraven, er
na klar til fortynning og analyse.

9. For lagring, overfar ca. 0.5 mL til et nytt, rent rer. Ekstrakter kan lagres ved
2 — 8°C i minst fem dager eller fryses under -20°C i opptil to ar 48).
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1 2 etc.
Standard A | Standard E
Prove 1 Pragve 5
0 ng/mL 125 ng/mL
Standard A | Standard E
Prove 1 Pragve 5
0 ng/mL 125 ng/mL
Standard B | Standard F
Prove 2 Prave 6
7.8 ng/mL 500 ng/mL
Standard B | Standard F
Prove 2 Prave 6
7.8 ng/mL 500 ng/mL
Standard C
t< qntr?II Prave 3 Prove 7
31.3 ng/mL | "High
Standard C
t< qntr?II Prove 4 Prove 7
31.3 ng/mL | "High
Standard D
t< ontzoll Prave 4 Prove 8
62.5 ng/mL | Low
Standard D
t< qntr?II Prove 4 Prove 8
62.5 ng/mL | "High

Forslag til ELISA plateoversikt for standarder, kontroller og prgver ved bruk av manuell
prosedyre. Duplikate brenner anbefales for gkt palitelighet av resultatene. En full plate tar
da 40 praver.

7.3 ELISA-Prosedyre

Den fglgende prosedyren er for manuell testing. Validerte protokoller for Dynex DS2 ELISA automater
er tilgjengelige ved foresparsel. NB! Alle rgrene til standarder, positive kontroller og konjugatet passer
direkte inn i DS2 ELISA-automater.

Notater til prosedyren

Forberedelser: Les hele testprosedyren ngye far testen utfares. Paliteligheten til resultatene er avhengig
av at testen utfgres som beskrevet. For man starter testen bgr en plateoversikt med posisjonene til
standarder, kontroller og pragver lages, f.eks. ved hjelp av skjemaet som er vedlagt i kitet. Velg antall
platestriper. Ubrukte platestriper bar forsegles i aluminiumsposen som beskrevet i kapittel 6.1.

En 1:100-fortynning av faeces-ekstrakter anbefales. Denne fortynningen vil gi preveverdier mellom 25
mg/kg (LoQ) og 2500 mg/kg i avferingsprgvene. Ekstrakter med hgyere verdier kan fortynnes mer (>
1:100) og testes pa ny dersom en verdi er gnsket. Ekstrakter med lave verdier kan fortynnes mindre
(1:50) og testes pa ny dersom en verdi er gnsket. En endring i fortynningsfaktor ma tas med i
beregningen nar man konverterer mellom ng/mL og mg/kg (se kapittel 11 under).

e  Utfer all trinnene i prosedyren i den rekkefglgen som er angitt, uten ungdige pauser mellom
trinnene.

. En ren, engangs pipettespiss ma brukes for dispensering av hver standard, kontroll og preve.
e  For a oppna mest palitelige resultater bgr standarder, kontroller og prgver analyseres i duplikat.

6
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Alle praver og kit-reagenser bar ekvilibreres til romtemperatur (18 — 25°C) fgr bruk.

ELISA-prosedyre
Fortynn fekal-ekstraktene 1:100 i Prgvefortynningsbuffer (f.eks. 10 yL ekstrakt + 990 yL buffer) og
bland godt ved hjelp av vortexing.

Tilsett 100 puL av hver standard, kontroll og fortynnet prgve til duplikate brenner; se anbefalt
plateoversikt i Kapittel 8.

Dekk platen med forseglingsfolie og inkuber ved romtemperatur i 40+5 min. pa en horisontal
platerister (ca. 500 — 700 rpm).

Etter endt inkubasjon, fjern vaesken i brgnnene og vask brgnnene ved a tilsette 300 pL
Vaskelgsning til hver brgnn. Fjern sd mye vaeske som mulig og gjenta til brannene er vasket totalt
tre ganger. Dersom en platevasker brukes, ma det sjekkes at ingen av aspirerings- eller
dispenseringsprobene er tette. Etter den siste vasken snus platen og bankes tgrr mot
absorberende papir.

Vend Enzym-konjugatflasken et par ganger for bruk (ikke rist). Tilsett 100 yL konjugat til hver brgnn.
Det anbefales & bruke en stepper- eller multikanal-pipette.

Dekk platen med forseglingsfolie og inkuber ved romtemperatur i 40+5 min. pa en horisontal
platerister (ca. 500 — 700 rpm).

Gjenta vasketrinnene som beskrevet over, tre ganger med 300 pL Vaskelgsning per brgnn.

Tilsett 100 pL Enzymsubstrat-lgsning til hver brgnn. Det anbefales & bruke en stepper- eller
multikanal-pipette.

Inkuber platen ved romtemperatur (uten risting) i 20 — 30 minutter, beskyttet mot lys.

Valgfritt: Tilsett 100 yL 1M NaOH stopplasning til hver brann dersom en bestemt inkubasjonstid er
gnsket.

Rist platen i 2-3 sekunder og les av absorbansen (OD) ved 405 nm ved hjelp av en ELISA-leser.

KVALITETSKONTROLL

En ny standardkurve ma inkluderes i hver kjgring.
De positive kontrollene bgr veere med i hver kjgring. Avlest verdi skal veere innenfor
akseptansegrenser oppgitt pa etiketten pasatt hver flaske.

OD-verdi for Standard F (500 ng/mL) bgr veere= 1.6 og OD-verdi for standard A (0 ng/mL) < 0.25.
En representativ standardkurve er vist i figur 1.

EVALUERING

Beregning av Kalprotektin- konsentrasjon i avfgringsprgver fra pasienter:

Beregn gjennomsnittlig OD-verdi basert pa duplikatmalingene av hver standard, posititiv kontroll
og prove.

Plott Kalprotektin-konsentrasjonen for hver standard (ng/mL) pa x-aksen mot gjennomsnittlig OD
pa y-aksen for & lage en standardkurve. En 4-parameter-kurvetilpasningsfunksjon anbefales a
bruke (se figur 1). Hvis en logaritmisk x-akse er gnskelig, kan verdien for standard A settes til 0.01
ng/mL istedenfor 0 ng/mL.

Bruk standardkurven for & bestemme Kalprotektin-konsentrasjonen i hver enkelt prgve og posititiv
kontrolll basert pa gjennomsnittlig OD-verdi for hver av dem.

Multipliser beregnet Kalprotektin-konsentrasjon (ng/mL) med 5 for a konvertere resultatene
til mg/kg i opprinnelige avferingsprover.

En konverteringsfaktor pa 5 fra ng/ml til mg/kg relateres til 1:50 fortynning av avfgringspreve ved
ekstraksjon og etterfglgende 1:100 fortynning av ekstrakt.

Eksempel: Hvis et 1:100 fortynnet ekstrakt gir 100 ng/mL, er konsentrasjonen i den opprinnelige
avfaringsproven 100 x 5 = 500 mg/kg.
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Obs: Hvis ekstraktet ble fortynnet mer eller mindre enn den anbefalte 1:100-fortynningen ma
dette korrigeres for ved omregning fra ng/ml til mg/kg.
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Figure 1: En representativ standard kurve med 4-parameter kurvetilpasning.

10 TOLKNING AV RESULTATER

Falgende kalprotektinverdier i avfaringspraver for klinisk vurdering er rapportert i publisert litteratur 3, 36.

37

Normalverdier

5 - 50 mg/kg

Positive verdi

> 50 mg/kg

grasone*

50-100 mg/kg

Aktiv, symptomatisk inflammatorisk tarmsykdom

200 — 40,000 mg/kg

*) Pasienter med resultater innenfor grasonen anbefales & gjenta testen for & bedre diagnostisk

ngyaktighet.

Merk at en diagnose ikke bgr etableres basert pa et enkelt testresultat. Diagnosen bgr ta hensyn til

klinisk historie og symptomer.

| samsvar med vitenskapelig litteratur og publiserte kliniske studier?®- 37 kan fglgende kliniske ytelse for
pavisning av inflammatorisk tarmsykdom versus funksjonell sykdom forventes:

Cut-off Sensitivitet Spesifisitet Positiv prediktiv Negative prediktiv verdi
(95% CI) (95 % CI) verdi

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 SPESIFIKASJONER OG YTELSE

Merk: Alle verifikasjonsstudier ble utfgrt ved manuell testing pa avferingsekstraktpraver (fortynnet
1:100)

Presisjon: Intra- og interpresisjonsstudiene ble ufgrt med samme prevene pa to forskjellige Calprolab
kit lot-er.

Intra-assay (repeterbarhet) presisjon, fekale ekstrakter (n=20)

Konsentrasjon i feces (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

nter-assay (total) presisjon, fekale ekstrakter (n=80)

Konsentrasjon i feces (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

Samsvar mellom de angitte ekstraksjonsmetodene; veiemetode versus EasyExtract*
Intercept: -6.7, slope: 1.05, R=0.97

*) Ytterligere detaljer og ytelsesdata vedrarende fekalekstraksjon finnes i pakningsvedlegget for EasyExtract (prod. nr.
CAL0510).

Recovery:
Feces: 85 — 105%; testet med fekalekstrakter tilsatt renset Kalprotektin pa fem forskjellige nivaer.

Kvantifiserings-, deteksjons- og bakgrunnsgrense:
- Bakgrunnsgrense (LoB): 0.54 mg/kg

- Detekjsonsgrense (LoD): 4.36 mg/kg

- Kvantifiseringsgrense (LoQ): 22.15 mg/kg

Grensen for kvantifisering, deteksjon og blank/bakgrunn ble utfgrt i henhold til CLSI-retningslinjen
EP17A-Ed2
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Samsvar mellom:

a) Phical Test (Eurospital)

Phical Test versus CALP0170: Det ble funnet akseptabel korrelasjon og samsvar mellom prgvene
analysert i begge analysene:

- Intercept: -1.8, (95%CI: -6,6—4.6), slope: 0.94 (95% CI: 0.84-1.03), R = 0.92

b) Calpro Calprotectin ELISA (prod. no. CAL0100)

Calpro Calprotectin ELISA (CAL100) versus CALP0170: Det ble funnet akseptabel korrelasjon og
samsvar mellom prgvene analysert i begge analysene:

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

Interference
Ingen observert interferens pa ELISA ble observert fra vanlig brukte legemidler, se listen nedenfor:

Prednisolone, Imurel, Salazopyrin, Trimetoprim, Cipofloaxcin, Pentasa, Asacol, Ibux, Multivitamin og
human Hemoglobin

| tillegg ble S100A12 testet for mulig kryssreaktivitet og ingen reaktivitet ble observert.

Maleomrade: 22.2-2500 mg/kg Matrix Linearitet: Lineaert omrade: 36 to 1755 mg/kg.

Matrix linearitetsstudien ble utfart i henhold til CLSI retningslinjer EP06-Ed2.
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BEGRENSNINGER

En diagnose bagr ikke stilles bare pa grunnlag av en enkel analyse, men ta i betraktning bade klinisk
historie og symptomer.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Dette produktet er utviklet og produsert i samsvar med artikkel 1 paragraf 2b Europeiske direktiv
98/79/EC for & sikre egnethet, ytelse og sikkerhet ved tiltenkt bruk. Det er derfor viktig at
testprosedyre, begrensninger, advarsler og forholdsregler gitt av produsenten leses og felges
ngye. Bruk av produktet med analyseinstrumenter som ikke er beskrevet i pakningsvedlegget ma
valideres av bruker om ikke annet er oppgitt eller informert av produsent. Alle endringer i design,
sammensetning, testprosedyre eller bruk i kombinasjon med andre produkter ikke godkjent eller
anbefalt av produsenten gjgres helt og holdent pa brukers eget ansvar. Produsenten kan ikke
holdes ansvarlig for uriktige resultater eller fglger av disse ved slik bruk. Produsenten er ikke
ansvarlig for resultater framkommet ved visuell analyse av testrespons.

Skal kun brukes til in vitro-diagnostikk..

Alle komponenter av human opprinnelse benyttet i produksjon av dette produktet er testet og funnet
negativ for anti-HIV antistoffer, anti-HVC antistoffer og Hepatitt B antigen. Alle reagenser i produktet
bar likevel behandles med forsiktighet og som potensielt smittefarlige.

Reagenser eller platestriper fra ulike kit-loter skal ikke blandes.
Reagenser fra andre produsenter eller produkter skal ikke benyttes i produktet.

Bruk ikke reagenser etter utlgpsdato. Brukslagsninger laget fra de konsentrerte Igsningene skal ikke
brukes mer en én maned etter tillaging.

Bruk bare rene pipettespisser, dispensere og labutstyr.
10



SVAY

CALPRO

For & unnga krysskontaminering ma ikke skrukorker fra de ulike kitflaskene og r@grene byttes om.

Skru korken pa flasker og r@r godt igjen etter bruk for a forhindre fordampning og mikrobiell
kontaminasjon.

Etter apning av kit og etterfglgende lagring, sjekk konjugat, standarder og positive kontroller for
mulig mikrobiell kontaminasjon fgr videre bruk.

For & unnga krysskontaminasjon og falskt forhngyede resultater, pipetter standarder, kontroller,
prever, konjugat og substrat ngyaktig til bunnen av de enkelte platebrennene. Unnga spruting.

Enkelte reagenser inneholder Natrium Azide (< 0.1 %) og Kathon (< 0.1 %).

Substrat skal lagres i sin originale, lystette flaske. L@sningen skal veere klar, fargelgs eller svakt
gul. Bland forsiktig far bruk.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) skal bare benyttes av kvalifisert laboratoriepersonell

14 HANDTERING AV AVFALL

Rester av reagenser og prever er generelt & betrakte som potensielt farlig og smittefarlig avfall og méa
behandles etter nasjonale retningslinjer for slikt avfall.
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16 BESTILLINGSINFORMASJON

Produktnummer: CALP0170

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) (96 brgnner)

Symbolforklaring/ Symbols Key / Symbolschliissel / Tabela de simbolos

Ansvarlig produsent/ Manufactured by

In Vitro Diagnostisk Medisinks Utstyr/ In Vitro Diagnostic Medical Device

Lot nummer/ Lot Number

Utlgpsdato/ Expiration Date

Oppbevaringstemeratur/ Storage Temperature

~= 1] [§ BlE

CE merke/ CE Mark

REF Katalognummer/ Catalogue Number

U:ﬂ pakningsvedlegg/ Instruction for use

M Mikrotiterplate/ Microplate

|[CONJ| Konjugat/ Conjugate

CAL Kalibrator A-F/ Calibrator A-F / Kalibrator A-F / Calibrador A-F
CTR[LOW| Lav kontroll/ Control Low

CTR[HIGH]| Hay kontroll/ Control High

MSLI Progvefortynninslgsning/ Sample diluent buffer 5x concentrated
[SUB| pNPP| pNNP substratigsning/ pNPP Substrate solution

FEC EXTRl BUF| 2,5x

Fekal ekstraksjonsbuffer/ Faecal Extraction Buffer 2,5x concentrated

¥

wan wan

Inneholder nok til “n” tester/ Contains sufficient for “n” tests

Ansvarlig produsent:
CALPRO AS

CALPRO AS

Arnstein Arnebergs vei 30

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

www.calpro.no

Versjon 05, 16.05.2023

Produsert innen EU for

Ved spgrsmal, kontakt mail@calpro.no
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HURTIGVEILEDNING

CalproLab™ ELISA (ALP) for analyse av Kalprotektin i avfgringspraver

Ekstraksjon Utfgr ekstraksjonen i henhold til en av metodene beskrevet i
seksjon 7.1.1-2

[y

(I Iy I Ry Wy W

OO

ELISA (manuell prosedyre)
Fortynn ekstraktet 1:100 i Pravefortynningsbuffer

Tilsett 100 pL standarder, kontroller og praver til ELISA-platen. Dekk platen til
med vedlagt forseglingsfolie

Inkuber pa en platerister ved romtemperatur i 40+5 min (ca. 500 — 700 rpm).
Vask brgnnene tre ganger med 300 pL Vaskelgsning

Tilsett 100 uL ALP enzyme-konjugat til hver brgnn. Dekk platen til med vedlagt

forseglingsfolie.

Inkuber pa en platerister ved romtemperatur i 40+5 min (ca. 500 — 700 rpm).
Vask brgnnene tre ganger med 300 pL Vaskelgsning

Tilsett 100 uL pNPP Enzymsubstratlgsningtil hver brgnn

Inkuber beskyttet mot lys i 20 — 30 min

Valgfritt: tilsett 100 yL 1M NaOH til hver brgnn

Rist platen i 2-3 sekunder og les av OD-verdiene ved 405 nm ved hjelp av en
ELISA-leser

Bruk en 4-parameters kurvetilpasning og kalkuler resultatene (ng/mL)

mg/kg i avfgringspraven = ng/mL x 5
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