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CALPRO _Calprotectin ELISA (ALP) C€

1 POUZITIE

CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) je kvantitativna metéoda na stanovenie
kalprotektinu vo vzorkach stolice a méze byt vyuzita ako pomoc pri identifikacii organickych
ochoreni tenkého Creva, hrubého Creva alebo zaludka, pri zisteni aktivity ochorenia a pri
sledovani odpovede na lieCbu u pacientov s ulcerdéznou kolitidou alebo Crohnovou chorobou.

CALPROLAB® Calprotectin ELISA Test (ALP) je validovany pre vzorky stolice.

Test je ureny pre in vitro pouzitie. .

2 ZHRNUTIE

Rézne typy organickych ochoreni gastrointestinalneho traktu spésobuju posSkodenie vrstiev
¢revného epitelu (vrstva sliznice). Takéto posSkodenie modze byt vrozsahu zvySenia
permeability sliznic az po zapal a tvorbu vredov. Obsah Criev je bohaty na baktérie a iné
mikroorganizmy, produkujuce latky toxického alebo chemotaktického charakteru, ktoré, ako
priklad, stimuluju leukocyty, obzvlast polymorfonuklearne neutrofilné granulocyty (PMN), ktoré
migruju do Criev kde uvolfuju svoj obsah spolu s antimikrobialnymi latkami ako je kalprotektin.
Tento protein tvori priblizne 60% zo v8etkych proteinov v cytoplazme PMNs? ada sa
spolahlivo stanovit’ vo vzorkach stolice, ktoré boli uskladnené pocas siedmych dni pri teplote
prostredia 3.

Kalprotektin je 36 kilodaltonovy protein viazuci vapnik a zinok®, ktory produkuju
polymorfonuklearne neutrofily (PMN), monocyty a Supinaté epitelialne bunky, odliSné od
normalnych koznych%®. Po naviazani vapnika pomaha odolavat degradacii spésobene;
leukocytickymi a mikrobialnymi enzymami®”). Stperenim s réznymi enzymami obmedzujdcimi
lokalne mnoZstva zinku, kalprotektin méze inhibovat mnoZstvo od zinku zavislych enzymov®
a tym ni¢i mikroorganizmy alebo Zivoci$ne a fudské bunky v kulture®'?. Rézne typy ochoreni,
ako napriklad bakterialne infekcie, reumaticka artritida alebo rakovina vedu k aktivacii PMN
a zvySeniu hladiny klaprotektinu v plazme, v cerebrospinalnej tekutine, v synovialnej tekutine,
v §trbinovej (crevicular) tekutine, v moci a ostatnych ludskych vzorkach?.

Délezity je fakt, Ze koncentracia kalprotektinu v stolici koreluje s mnozstvom PMN migrujucich
do ¢riev'" a tak moZe byt spolahlivo stanovena aj pri malych (menej ako gram) nahodnych
vzorkach stolice*'?. Okrem toho organické ochorenia ¢riev vykazuju silne kalprotektinovy
signal, rozdiel je pravidelne pat az niekolko tisic nasobne vy3Si v porovnani so zdravymi
jedincami®131419 ¢o je indikator intestinalneho zapalu.

Zapalové ochorenia Criev (IBD), ako napr. ulcer6zna kolitida a Crohnova choroba sa mézu
vyskytovat v rannom detstve aZ po pokrocily vek a vzhfadom na nejasné symptomy alebo
odpor k uskutoCneniu endoskopie ¢&i biopsie sa stanovenie diagnézy predizuje.
CALPROLAB™Calprotectin ELISA (ALP) moZe prispiet k skorSiemu diagnostikovaniu
zapalového ochorenia Criev, pretoze je zvyCajne pozitivny v aktivhom IBD.

Funk&né poruchy ako syndrém drazdivého <&reva nezvySuju fekalnu koncentraciu
kalprotektinu, ale organické brusné poruchy ako IBD ano. Pacienti s organickymi a funk&nymi
bruSnymi poruchami mézu mat podobné symptomy a klinické vySetrenie nemusi byt
dostatoéné na stanovenie $pecifickej diagnozy. DalSie diagnostické procedury sui komplexné,
drahé a mézu byt pre pacienta bolestivé ariskantné. Test fekalneho kalprotektinu je
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jednoducha, neinvazivna, lacna a objektivna metdéda, ktora mdze pomébct s vyberom
pacientov na dalSie vySetrenie, ako napriklad endoskopia. Brusné priznaky su velmi bezné
ako udeti tak aj udospelych anegativny vysledok zisteny pomocou
CALPROLAB™Calprotectin ELISA (ALP) méZe s vysokou pravdepodobnostou vylugit
IBD™).

Hojenie sliznice je optimalny ciel pre lie¢bu IBD a test kalprotektinu v stolici dokaze povedat,
kedy je ciel dosiahnuty. Mnoho IBD pacientov v klinickej remisii s normalnou hladinou C-
reaktivneho proteinu (CRP) maju neustale prebiehajici zapal'®, ktory sa prejavuje zvy$enim
fekalneho kalprotektinu. Takyto pacienti maju zvySené riziko recidivy poas niekolkych
mesiacov'”. Ak sa dosiahne hojenie sliznice, riziko recidivy a potreba velkej brusnej chirurgie
sa znizi'®'9, Normalizacia Urovne kalprotektinu znamend, Ze hojenie sliznice bolo
dosiahnuté?®). Riziko a zavaznost neziaducich ucinkov lieGby by mala byt v rovnovahe
s rizikom dalSieho zapalu, tazkej klinickej recidivy a komplikacii.

Na vyznam dosiahnutia hojenia sliznice je zameranych niekolko posudkov?'-?® a ¢lankov30-39).

3 PRINCIP TESTU

Test CALPROLAB™Calprotectin ELISA (ALP) je zaloZeny na priprave extraktu zo stolice
pouzitim patentovaného fekalneho extrakéného pufra. Hodnota kalprotektinu je stanovena na
zaklade testovania extraktu enzymatickym imunologickym testom (ELISA), ktory je Specificky
pre kalprotektin.

V teste ELISA sa vzorky a Standardy inkubuju na mikrotitracnej platniCke, potiahnutej
monoklonalnymi protilatkami proti kalprotektinu. Po inkubacii a premyti platni¢ky, naviazany
kalprotektin reaguje s enzymom-znacenymi, imunoafinitne Cistenymi kalprotektin Specifickymi
protilatkami. Po tejto reakcii, mnozstvo naviazaného enzymu na mikrotitraénej platnicke je
proporcionalne k mnozstvu kalprotektinu vo vzorke alebo Standarde, ktoré je urCené
inkubé&ciou so substratom pre dany enzym davajuc farebné zafarbenie.

Intenzita zafarbenia je uréena absorbanciou s pouzitim ELISA platni¢kového readeru a je
umerna koncentracii kalprotektinu vo vzorkach alebo v Standardoch. Test je kalibrovany
pouzitim Cisteného kalprotektinu z leukocytového extraktu.

4 MATERIALY

4.1. Reagenty a komponenty dodané v kite

° Mikrotitraéné platnicka (Coated microplate): 12 stripov, 8 jamiek na stripe,
potiahnuté s afinitne  purifikovanymi  monoklonalnymi  mySacimi  protilatkami
Specifickymi pre kalprotektin. Platnic¢ka je skladovana vo vzduchotesnom obale spolu
s vysusacim prostriedkom.

. Roztok na riedenie vzoriek™ (SampleDilution buffer 5x konc.)***: 1x 20 ml 5
x koncentrovany, nutnost riedit' s destilovanou/deionizovanou vodou, pH 8,0 +/- 0,2,

Zlto sfarbeny roztok, flasticka s modrym vrchnakom.

. Premyvaci roztok’ (Washing solution 20x konc.)*: 1 x 50 ml, 20 x
koncetrovany, nutné riedit destilovanou/deionizovanou vodou, na premyvanie
mikrotitradnych jamiek; pH 7,8 +/- 0,2, &iry roztok, flastitka s vrchnakom.

. Extrakény roztok™ (Fecal Extraction Buffer 2,5x konc.)”, 2x90 ml,
2.5 x koncentrovany, nutnost riedit destilovanou/deionizovanou vodou, pH 8,0 +/- 0,2,

Ciry roztok, flastiCka s vrchnékom.
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Calprotectin $tandardy™(Calprotectin Standards), 6 ffasticiek po 1,0 ml
roztoku, pripraveného k pouzitiu, zlto sfarbeny roztok, ffasticky s réznymi uzavermi:

Standard A: modry vrchnak 0 ng/ml
Standard B: zeleny vrchnak 7,8 ng/ml
Standard C: zlty vrchnak 31,3 ng/ml
Standard D: ¢erveny vrchnak 62,5 ng/ml
Standard E: biely vrchnak 125 ng/ml
Standard F: Cierny vrchnak 500 ng/ml

CTRLILOWCTRLHIGH Calprotectin kontroly ,,nizka“ a ,,vysoka“ (Calprotectin Controls
“Low” and “High”)***: 2 ffastiCky po 1,0 ml, pripravené k pouzitiu, Zlto sfarbeny roztok,
CTR Low :flasticka s hnedym uzaverom; CTR High: flasti¢ka s purpurovym uzaverom.
Enzymovy konjugat™ (Enzyme Conjugate), 13 ml alkalickou fosfatazou
znacenych, imunoafinitne Cistenych polyklonalnych krali¢ich protilatok proti
kalprotektinu, pripraveny na pouzitie; erveny roztok, 25 ml Dynex reakéna skumavka

s uzaverom.
UB/PNPPl Enzymovy substratovy roztok (pNPP), 13 ml, pripraveny k pouzitiu, Ciry az
slabo Zlty roztok, matna flasti¢ka so zltym uzaverom.

Poznamka: Ak pouzivate Dynex reader/analyzator, substrat musi byt premiestneny do 25 ml
Dynex reakénej skumavky pred vykonanim testu.

*

%%

*kk

*kkk

Obsahuje 0,1 % Kathonu

Obsahuje <0,1 % Azidu sodného

Obsahuje 0,1 % Kathonu a <0,1 % Azidu sodného

Obsahuje 0,02 % methylisothiazolonu a 0,02 % bromonitrodioxanu

2 tesniace folie

1 pribalovy letak (navod na pouzitie najdete a stiahnete na stranke www.calpro.no)

1 pracovny list

4.2 Dalsi pozadovany, ale nedodany material
e Destilovana/ deionizovana voda
e Extrakéné skumavky (pozrite kapitolu 7.1.1 a 7.1.2)
e Jednorazové, lamatelné inokulaéné sluc¢ky (ak pouzivate metddy vazenia v kapitole
7.1.3)
¢ Citliva digitalna vaha (40 — 150 mg) (ak pouzivate metddy vazenia v kapitole 7.1.3)
e Jednorazové polystyrénové skimavky so skrutkovacim uzaverom, 5 ml (ak pouzivate
metody vazenia v kapitole 7.1.3)
o Vortex
e Jednorazové skumavky na riedenie vzorky: Ependorfky alebo podobné (ak sa test
vykonava manualne)
e Pipety na davkovanie objemov od 10 do 1000 pl (ak sa test vykonava manualne)
e Davkovac alebo multi-kanalova pipeta, 100 ul (ak sa test vykonava manualne)
e Premyvacka platniCiek alebo multikanalova pipeta, 300ul. (ak sa test vykonava
manualne)
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e Trepacka (500-700 rpm) (ak sa test vykonava manualne)

e Stopky (ak sa test vykonava manualne)

e Mikroplatnickovy reader na odcitanie platniciek, filter 405 nm (ak sa test vykonava
manualne)

e 1M NaOH (roztok na zastavenie reakcie STOP SOLUTION , volitelné)

5 STABILITA A USKLADNENIE

Neotvorené kity skladované pri teplote 2 — 8 °C su stabilné az do doby exspiracie uvedenej na
obale. Otvorené platni¢ky, €inidla a koncentrované pufre su stabilné po dobu 3 mesiacov pri
skladovani pri teplote 2 — 8 °C.

Pracovné roztoky ako premyvaci roztok(1x), riediaci pufor na vzorky a extrakény pufor
pripravené v Cistych nadobach mézu byt skladované pri teplote 2 — 8 °C po dobu jedného
mesiaca.

Vyhnite sa vystaveniu reagentov vysokym teplotam.

6 PRIPRAVA REAGENCII

Pred zacatim testu je velmi délezité priviest vSetky reagencie, vzorky a kontroly na izbovu
teplotu (18-25°C).

6.1. Potiahnuté mikrotitracné stripy (Coated Microtiter Plate Strips)

Stripy pripravené na pouzitie su potiahnuté afinitne-purifikovanymi monokanalnymi mysacimi
protilatkami Specifickymi pre kalprotektin. Nepouzité stripy by mali byt opatovne uzavreté do
hlinikového obalu s vysuSovacim prostriedkom. Uskladnujte pri 2 - 8°C.

6.2. Roztok na riedenie vzoriek (Sample Dilution Buffer)

Rozriedte 5x koncentrovany roztok na riedenie vzoriek pridanim 1 dielu (20 ml) k 4 dielom (80
ml) destilovanej/deionizovanej vody na koneCny objem 100 ml v Cistej nadobke. Dobre
premie&ajte. Zriedeny roztok na riedenie vzoriek skladujte v uzavretej nadobke pri 2 — 8°C.

Poznamka: Ak pouzivate Dynex DS2 alebo DSX ELISA automat, roztok na riedenie vzoriek
musi byt preliaty do 25ml Dynex reakénej skimavky pred vykonanim testu.

6.3. Premyvaci roztok (Washing Solution)

Rozriedte 20x koncentrovany premyvaci roztok pridanim 1 dielu (50 ml) k 19 dielom (950 ml)
destilovanej/deionizovanej vody v Cistej nadobke na koneCny objem 1000 ml. Dobre
premiedajte. Zriedeny premyvaci roztok skladujte v uzavretej nadobke pri 2 — 8°C.

6.4. Extrakény pufor na stolicu (Faecal Extraction Buffer)

Rozriedte 2,5x koncentrovany Extrakény pufor na stolicu (Faecal extraction buffer) pridanim 1
dielu (90ml) k 1,5 dielu (135ml) destilovanej/deionizovanej vody v Cistej nadobke, aby ste
dosiahli 225 ml pracovného roztoku. Dobre premieSajte. Zriedeny pufor skladujte v uzavretej
nadobke pri 2 —8°C.

6.5. Standardy a kontroly (Standards and controls)

Flasticky su oznadené Standard A — F a tak ako kaZda kontrola obsahuje po 1,0 ml roztoku
pripraveného na pouzitia (Ready to use). R6zne koncentracie kalprotektinu su oznacené na
Stitku flastiCiek. FlastiCky sa zmestia priamo do Dynex DS2 a DSX ELISA automatu.
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6.6. Enzymovy konjugat (Enyzme conjugate)

Frasticka obsahuje 13 ml roztoku alkalickej fosfatazy (ALP) oznacenej imunoafinitne-
purifikovanymi krali¢imi protilatkami proti kalprotektinu v pufri so stabilizatorom, konzervantmi
a inertného Cerveného farbiva. Roztok je pripraveny k pouzitiu (Ready to use).

FrastiCka sa zmesti priamo do Dynex DS2 a DSX ELISA automatu.

6.7. Enzymovy substratovy roztok (pNPP) (Enzyme Substrate Solution)
FrastiCka obsahuje 13 ml p-nitrophenylphosphatového (pNPP) roztoku. Roztok je pripraveny
k pouzitiu, musi byt skladovany v originalnom baleni, v matnej flastiCke.

Poznamka: Ak pouzivate Dynex DS2 alebo DSX ELISA automat, enzymovy substratovy roztok
musi byt preliaty do 25 ml Dynex reakénych skumaviek pred vykonanim testu.

7 ODBER A PRIPRAVA VZORIEK

7.1. Vzorky stolice

Vzhlfadom k tomu, Ze kalprotektin je velmi stabilny v stolici, pacienti mézu vzorky stolice
zbierat doma. Zozbierajte 1 — 5 g ( priblizne 1 €ajovu lyzi¢ku), dajte do vhodnej Cistej odberovej
nadobky a doructe ¢o najskér do laboratéria alebo v priebehu 4 dni. Vo vhodnych prepravnych
nadobach méze byt doru€ena postou (nie je nutné ziadne chladenie). Malo by sa vyhnut
vystaveniu vzoriek vysokym teplotam nad 30°C.

Vzorky sa mézu skladovat zmrazené pri -20°C alebo menej az pokial' nie su doru¢ené. Pred
pripravou extraktu a testovania sa zmrazené vzorky musia rozmrazit na izbovu teplotu.

Poznamka: Predtym nez sa odoberie malé mnozstvo vzorky na extrakciu mala by byt vzorka
stolice homogenizovana napriklad pomocou Spachtlicky

Pre extrakciu sa odporuca pouzit Calpro EasyExtract™, alebo jednu z nasledovnych metod
(kapitola 7.1.1 a 7.1.2).

7.1.1. Extrakcia pomocou Calpro EasyExtract™
Navod na pouzitie: prosim precitajte si pribalovy letak pre produkt ¢. CAL0O510/CAL0510L

(Calpro AS, Product No. CAL0510)

7.1.2 Extrakcia pomocou navazovacej metody (bez extrakénej supravy)
1. Odvazte prazdnu skrutkovaciu skumavku s inokulacnou sluckou.
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2. Pomocou inokulaéného slu¢ky odoberte priblizne 100 mg (medzi 40 az 120 mg) stolice a
vlozte do uzatvaratelnej skimavky. Pri odbere sa vyhnite pevnému, nestravenému materialu
ako su vlakna a semienka.

3. Odvazte skumavku s inokulagnou slu¢kou, o vam poskytne celkovu hmotnost stolice.
4. Odlomte vrchnu manipulaénu ¢ast inokulaénej slu¢ky a spodok nechaijte v skiimavke.

5. Pridajte pripraveny extrakény roztok v pomere 1:50 w/v (vaha/objem) napriklad 4,9 ml k 100
mg stolice. Uzatvorte skimavku.

6. Dokladne premiesajte po dobu 30 s, pouzite vortex.

7. PokraCujte v mieSani na trepacke (priblizne 1000 rpm) po dobu 30 +/- 5 minut s ponechanou
inokulacnou slu¢kou ako agitatorom.

8. Nechaijte par minut pdsobit’ kvdli usadeniu Eastic a potom opatrne pipetujte z vrchnej Casti
skumavky. Centrifugacia nie je vefmi dblezita, ale kratka centrifugacia méze byt vykonana ak
sa pozaduje roztok bez usadenin.

9. Extrakt, ktory predstavuje 1:50 riedenie (vaha : objem) vzorky stolice, je teraz pripraveny na
riedenie a testovanie.

10. V pripade uskladnenia napipetujte asi 0,5 ml roztoku do novej tuby. Extrakty tak méZu byt
skladované pri teplote 2 — 8 °C po dobu 5 dni, alebo mrazené pod -20 °C po dobu az 2 rokov*®),

7.2 ODPORUCANA KONFIGURACIA PLATNICKY

1 2 3 4 atd'’.
A | Standard A Standard E Vzorka 1 | Vzorka 5
0 ng/ml 125 ng /ml
B | Standard A Standard E Vzorka 1 | Vzorka 5
0 ng /ml 125 ng /ml
C | Standard B Standard F Vzorka 2 | Vzorka 6
7,8 ng /ml 500 ng /ml
D | Standard B Standard F Vzorka 2 | Vzorka 6
7,8 ng /ml 500 ng /ml
E | Standard C Nizka kontrola Vzorka 3 | Vzorka 7
31,3 ng /ml Control ,Low"
F | Standard C Nizka kontrola Vzorka 3 | Vzorka 7
31,3 ng /ml Control ,Low"
G | Standard D Vysoka kontrola Vzorka 4 | Vzorka 8
62,5 ng/ml Control ,High*
H | Standard D Vysoka kontrola Vzorka 4 | Vzorka 8
62,5 ng/ml Control ,High*
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Odporucana konfiguracia ELISA platniCky pre Standardy, kontroly a vzorky pri manualnom
vykonani testu. Duplicitné jamky su odporucané pre zvySenie spolahlivosti vysledkov. PIna
platni¢ka predstavuje 40 vzoriek.

7.3 POSTUP STANOVENIA

Nasledovny postup je uréeny pre manualne testovanie. Validované protokoly pre DYNEX DS2
a DSX ELISA automaty su k dispozicii na poziadanie. Vezmite prosim na vedomie, zZe
Standardy a pozitivne kontroly ako aj konjugaty z kitu (ready to use) sa zmestia priamo do DS2
a DSX ELISA automatov.

Proceduralne poznamky

Predtym nez prevediete test si pozorne precitajte navod (protokol). Spolahlivost
vysledkov zavisi od presného dodrZzania tohto navodu. Pred zagatim testu by mala byt
naznacena schéma pipetovania mikrotitracnej platnicky (Plate Layout) pre vSetky
vzorky a kontroly, napriklad pomocou pracovného listu, ktory je suCastou supravy.
Vyberte pozadovany pocet mikrotitracnych stripov. Nepouzité stripy by sa mali
uskladnit’ opat’ v hlinikovom obale, vid' kapitolu 6.1.

Odporuca sa riedenie extraktov stolice 1:100. Toto riedenie stanovi vysledky vzoriek
medzi 22,2 mg/kg (LoQ) a 2500 mg/kg v stolici. Extrakty s vy$Simi hodnotami
kalprotektinu mézu byt nariedené viac ako (> 1:100) a znova testované ak sa takato
hodnota poZaduje. Extrakty s nizkymi hodnotami kalprotektinu mozno nariedit’ mene;j
(1:50). Upraveny riediaci faktor je potrebné vziat do uvahy pri prevode z ng/ml na
mg/kg.

Vykonavajte vSetky kroky v uvedenom poradi a bez zbytoCnych prestavok medzi
jednotlivymi krokmi.

Cisté, jednorazové pipetovacie $picky by mali byt pouzité pre davkovanie kazdého
Standardu, kontroly a vzoriek.

K dosiahnutiu najspofahlivejSich vysledkov, Standardy, kontroly a vzorky pacientov by
mali testova’t v duplikatoch.

ELISA pracovny postup

1.

2.

3.

6.

7.
8.

Rozriedte extrahované vzorky stolice 1:100 (10 ul vzorky + 990 pl roztok na riedenie
vzoriek Sample Dilution Buffer) ) a dobre premieSajte vortexovanim.

Pridajte 100 pl z kazdého Standardu, kontroly a rozriedenej vzorky v duplicithom
stanoveni do jamiek (vid odporuéanu platni¢kovu konfiguraciu v Casti 8).

Prikryte platni¢ku s tesniacou foliou a inkubujte na horizontalnej trepacke pri izbovej
teplote poc¢as 40 +/- 5 min.”) pri 500 — 700 rpm.

Po skon&eni inkubacie odstrarte tekutinu a premyte kazdu jamku pridanim 300 pl
premyvacieho roztoku (Washing solution). Dobre odstrarfite zbytky premyvacieho
roztoku. Premytie opakujte 3 krat. Ak je pouzivana premyvacka platniciek, skontrolujte
Ci nie je upchané nasavanie alebo plnenie platnic¢ky, v takom pripade by premyvanie
platni€ky bolo nedostacujuce. Po skonceni premyvania vyklepte opatrne platnicku na
absorp&nom papieri, dobre odstrarite zbytky premyvacieho roztoku.

Pred pouzitim jemne premieSajte ffastiCcku enzymového konjugatu (Enzyme conjugate)
(netrepte!) a pridajte do kazdej jamky 100 ul, najlepSie pouzitim davkovacej pipety
alebo multikanalovej pipety.

Prikryte platni¢ku s tesniacou féliou a inkubujte na horizontalnej trepacke pri teplote
miestnosti po¢as 40 +/- 5 min.) pri cca 500 — 700 rpm.

Premyte platni¢ku ako v kroku 5 (3x s 300 ul premyvacieho roztoku na jamku).
Pridajte do kazdej jamky 100 ul roztoku substratu (Enzyme Substrat Solution),
najlepsie pouzitim davkovacej pipety alebo multikanalovej pipety.
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Inkubuijte platniCku v tme pri izbovej teplote po dobu 20-30 min. bez trepania.

10. Volitelné: Do kazdej jamky pridajte 100 ul stop roztoku 1M NaOH ak je dodrzanie

inkubaéného €asu pozadované.

11. Pomocou ELISA readra zmerajte hodnoty optickej denzity (OD) pri vinovej dizke 405

nm. Ak ma reader tu moznost, kratko (2-3 sekundy) pretrepte platni¢ku pred odcitanim
vysledkov.

8 KONTROLA KVALITY

S kazdym stanovenim musi byt stanovovana aj nova Standardna krivka.

S kazdym stanovenim by mali byt stanovené pozitivne kontroly. Hodnoty kontroly by
mali byt v medziach vytlaenych na Stitkoch.

Hodnota OD Standardu F (500 ng/ml) by mala byt 21.6 a hodnota OD Standardu A (0
ng/ml) by mala byt < 0.25. Reprezentativna Standardna krivka je znazornena na
obrazku 1.

9 VYHODNOTENIE

VypocCet koncentracie kalprotektinu vo vzorkach stolice pacientov:

1.

Vypoditajte priemernu hodnotu OD v duplikovanom stanoveni (Standardy a vzorky)

2. Vyneste hodnotu kazdej koncentracie Standardu (ng/ml) na osi x vocCi jeho strednej

hodnote OD na osi y pre ziskanie Standardnej krivky. Odporuca sa 4-parametrova
funkcia krivky (vid obrazok 1). Ak je pozadovana logaritmicka os x, pre Standard A (0
ng/ml) musi byt pouzita hodnota 0,001 ng/ml.

Na stanovenie koncentracie kalprotektinu zriedenych vzoriek (ng/ml) na zaklade ich
OD hodnét pouzite kalibraénu krivku.

Vynasobte koncentraciu kalprotektinu (ng/ml) v zriedenych extraktoch stolice
faktorom 5, aby bolo mozné previest' vysledok na mg/kg kalprotektinu
v povodnej vzorke stolice.

Tento faktor koreluje celkovému riedeniu 1:5000 (1:50 v priebehu extrakcie
a nasledujuce 1:100 riedenie extraktov) a prevadza hodnotu z ng/ml na mg/kg.
Priklad: ak zriedeny extrakt vzorky ma hodnotu 100 ng/ml, koncentracie v pévodnej
vzorke stolice je 100 x 5 = 500 mg/kg.

Poznamka: Ak extrakty boli viac (menej) koncentrované, nez je odporué¢ana 1:100,
musi byt dalSi faktor zriedenia zohladneny vo vypocte.
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Obrazok 1: Reprezentativna Standardna krivka pouzitim 4 parametrovej krivky

10 INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Nasledovné hodnoty kalprotektinu vo vzorke stolice namerané supravou su uvedené
v publikovanej literature 33¢37:

Normalna hodnota 5 - 50 mg/kg
Pozitivha hodnota >50 mg/ kg
Seda zéna* 50-100 mg/kg

Aktivhe, symptomatické zapalové ochorenie | 200 — 40 000 mg/kg
Creva

*) pacientom s vysledkami v Sedej zoéne sa odporuca test zopakovat, aby sa zvysila
diagnosticka presnost.

VsSimnite si, ze diagndza nemdze byt stanovena na zaklade jedného testu. Pre stanovenie
diagnézy by sa mala vziat do uvahy klinickd anamnéza pacienta a tiez priznaky.

V sulade s vedeckou literatirou a publikovanymi klinickymi $tadiami®®*” mozno oéakavat
nasledujucu klinicka vykonnost pri detekcii zapalového ochorenia Criev v porovnani s
funk&nym ochorenim:

Cut-off Citlivost’ Specifita Pozitivna Negativna
o o prediktivna hodnota prediktivna
(95% CI) (95% CI) 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
CALP170 9
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11 SPECIFIKACIA

Poznamka: VSetky Studie a ich overenia boli vykonané manualne na vzorkach extraktu stolice
(riedenie 1:100).

Presnost’: Studie presnosti v ramci a medzi laboratériami sa vykonali v troch laboratériach,
ktoré testovali rovnaké vzorky na dvoch réznych Sarziach supravy Calprolab.

Presnost v ramci testu (opakovatelnost), extrakty stolice (n=20).

Koncentracia v 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

Presnost’ (celkova) medzi testami, vzorky stolice (n=80)

Koncentracia v stolici (mg/kg) % CV
33,5 14,6
1751 7.1
583,0 6,0
1136,5 14,0
1795,7 9,6

Zhoda medzi extrakénymi metédami; metéda vazenia v porovnani s metédou
EasyExtract*
Intercept: -6,7, sklon: 1.05, R= 0.97

*) Dalsie podrobnosti a udaje o vykone tykajlice sa extrakcie stolice moZno najst v pribalovom letaku pre
EasyExtract (prod. ¢. CAL0510).

Vyt'aznost’

Stolica: Testovanie: 85 - 115 %; testované s extraktom stolice s primesou purifikovaného
kalprotektinu v piatich réznych hladinach.

Limit kvantifikacie, limit detekcie a limit Blank:

- Limit Blank (LoB): 0,54 mg/kg

- Limit detekcie (LoD): 4,36 mg/kg

- Limit kvantifikacie (LoQ): 22,15 mg/kg

CALP170 10
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Limit kvantifikacie, detekcie a Blank boli vykonané podla usmernenia CLSI EP17A-Ed2.

Zhoda s

a) testom Phical (Eurospital)

Phical Test oproti CALP0170: Medzi vzorkami analyzovanymi v oboch testoch sa zistila
prijatelna korelacia a zhoda: - Intercept: -1,8, (95 %CI: -6,6-4,6), sklon: -1,8, (95 %CI: -6,6-
4,6): 0,94 (95% CI: 0,84-1,03), R = 0,92

b) Calpro Calprotectin ELISA (kat. ¢. CAL0100)

Calpro Calprotectin ELISA (CAL100) oproti CALP0170: Medzi vzorkami analyzovanymi v
oboch testoch sa zistila prijatelna korelacia a zhoda: - Intercept: 4,3 (95 %CI: -0,84 - 14,3),
sklon: 4,3 (95 %CI: -0,84 - 14,3): 0,89 (95% CI: 0,85-0,93), R = 0,93

Interferencia

Neboli pozorované Ziadne interferencie s beZzne pouzivanymi farmaceutickymi pripravkami,
pozri zoznam nizsie:

Prednizolén, Imurel, Salazopyrin, Trimetoprim, Cipofloaxcin, Pentasa, Asacol, Ibux,
Multivitamin a fudsky hemoglobin

Okrem toho bol S001A12 testovany na moznu skrizenu reaktivitu a nebola pozorovana ziadna
reaktivita.

Rozsah merania

22,2 - 2500 mg/kg

Matricna liearita

- Linearny rozsah: 36 az 1755 mg/kg

Studia linearity matrice bola vykonana podfa pokynov CLSI EP06-Ed2

12 LIMITOVANIE V PREVEDENI

e Diagnoza by nemala byt stanovena len na zaklade jedného vysledku testu. Diagnéza
by mala brat’ do uvahy klinick anamnézu pacienta a symptémov.

13 KONTRAINDIKACIE

o Falosne negativne vysledky by sa mohli vyskytnut u pacientov, ktori maju
granulocytopéniu v désledku supresie kostnej drene.

e Pacienti lieCeni azatioprinom m6zu mat tiez granulocytopéniu, o méze viest k faloSne
negativnhym vysledkom.

o Niektori pacienti uzivajuci nesteroidné protizapalové lieky (NSAID) budu mat’ zvysené
hladiny fekalneho kalprotektinu.

e Vysledky nemusia byt klinicky pouzitelné u deti mladSich ako 2 roky, pretoze maju
Casto zvySené hladiny fekalneho kalprotektinu.

e Iné Crevné ochorenia vratane mnohych gastrointestinalnych infekcii a kolorektalneho
karcindbmu mdézu viest' k zvySenym hladinam kalprotektinu.

CALP170 11
CALPROLAB je registrovana ochranna znamka spolo¢nosti CALPRO AS, Lysaker, Nérsko verzia 01, 04.12.2024



SUAY

CALPRO

o Fekalny kalprotektin je neSpecificky ukazovatel zapalu v Creve. ZvySené hladiny
nemusia nevyhnutne znamenat, Ze pacient ma aktivne IBD. Vzdy je potrebné zhodnotit
cely Kklinicky obraz.

14 BEZPECNOSTNE OPATRENIA A UPOZORNENIA

e Suprava bola vyrobena a uvedena na trh v sulade s ¢lankom 1 paragrafu 2b Eurdpske;
legislativy IVD 98/79/EC pre in vitro pouzitie pre medicinsku diagnostiku, ur€ena podla
vyrobcu pre zabezpecenie vhodnosti, funkénosti a bezpecnosti produktu. Preto postup
testu ako aj informacie o teste , upozornenia a varovania v navode na pouzitie musia
byt striktne dodrziavané. PouZitie testovacej supravy s analyzatorom alebo podobnym
zariadenim musi byt overené. Akékolvek zmeny v dizajne, zloZeni a postupu pouzitia
v kombinacii s inymi produktmi neschvalenymi vyrobcom nie su opravnené. Sam
uzivatel je zodpovedny za takéto zmeny. Vyrobca z tychto dévodov nezodpoveda za
faloSné vysledky a suvisiace incidenty. Vyrobca nezodpoveda za zZiadne vysledky
vizualnej analyzy vzoriek pacientov.

e Ur€ené len pre diagnostiku in vitro.

o VSetky zloZky supravy pouZité pri vyrobe, ktoré maju humanny pdvod boli testované
na anti-HIV protilatky, anti-HCV protilatky a antigén hepatitidy B (Bag) a boli
preukéazané ako nereaktivne. Aj naprieck tomu je nutné stymito reagenciami
zaobchadzat’ ako s potencialne infekénym materialom.

¢ Nezamienajte reagencie alebo stripy so supravy s réznymi vyrobnymi Sarzami.

¢ NepouZivajte reagencie od inych vyrobcov su€asne s reagenciami tohto kitu.

e NepouZivajte reagencie po uplynuti doby exspiracie vyznacenej na obale, alebo dlhsie
ako jeden mesiac po priprave pracovnych roztokov.

e Pouzivate len Cisté pipety, zasobniky a dalSie laboratérne zariadenia.

e Aby ste sa vyhli skrizenej kontaminacii, nezamienajte skrutkovacie vieCka medzi
réznymi flastiCkami reagencii.

o Aby ste sa vyhli vyparovaniu a mikrobialnej kontaminacii reagencii, ihned po pouziti
ich dobre uzatvorte.

e Pre dalSie pouzitie sa uistite, €i konjugaty, Standardy a kontroly nie su mikrobiologicky
kontaminované po prvom otvoreni a naslednom skladovani.

e Aby ste sa vyhli skrizenej kontaminacii a ziskaniu faloSne pozitivnych vysledkov
pipetujte Standardy, kontroly a extrahované vzorky stolice, konjugaty and substraty
tesne na spodok mikrotitracnych jamiek bez offkania stien.

e Niektoré reagencie v suprave obsahuju azid sodny< 0,1% (w/v) a/alebo 0,1= Kathon

o Roztok substratu skladujte v originalom baleni, v nepriehladnych ffasti¢kach, ktorych
roztok musi byt Ciry aZ svetlo Zlty. Pred pouzitim jemne premie3ajte.

e CALPROLab®Calprotectin ELISA Test (ALP) je urleny pre kvalifikovanych
pracovnikov, ktori su vySkoleni a maju dobru laboratérnu prax.

15 UVAHY O LIKVIDACII

Zvysky chemikalii a preparatov su vSeobecne povazované za nebezpeény odpad. Ich
likvidacia je regulovana narodnymi a miestnymi predpismi a zakonmi. Je potrebné sa obratit
na miestne Urady zaoberajuce sa odpadmi, ktoré Vam poradia ako nakladat s nebezpenym
odpadom.
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17 INFORMACIA K OBJEDNAVKE
Kat. ¢islo: CALP0170, CALPROLAB® Calprotectin ELISA (ALP) (96 stanoveni)

Klac¢ové symboly

Vyrobca

Diagnosticka zdravotnicka pomocka in vitro

Cislo sarze

Exspiracia

Teplota skladovania

Oznacenie CE

Katalogové Cislo

EE’“\\I}G 5 EE

Vid navod na pouzitie

MTP Mikrotitracna platnicka

[CONJ| Konjugat

CAL Standardy A-F

CTR[LOW| Nizka kontrola

CTR|HIGH| Vysoka kontrola

M&l 5x koncentrovany pufor na riedenie vzorky

SUB| pNPP pNPP substratovy roztok

[FEC|EXTR[ BUF] 2,5] 2,5x koncentrovany pufor na extrakciu stolice

2
verzia 01, 04.12.2024

Vyrobené: Vyrobené v EU pre spoloénost CALPRO AS
CALPRO AS

Arnstein Arnebergs vei 30
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18 RYCHLY SPRIEVODCA

Test CalproLab®ELISA (ALP) na analyzu kalprotektinu v stolici
Piny opis testovacich krokov najdete v Castiach 7 - 9 v pribalovom letaku.

Extrakcia

O Extrakciu vykonajte podla jednej z metdd opisanych v Casti 7.1.1 a 7.1.2.

ELISA (manualny postup)

Zriedte extrakty stolice v pomere 1:100 v pufri na riedenie vzoriek
Pridajte 100 pl Standardov, kontrol a vzoriek na ELISA platnicku.
Inkubujte na trepacke pri izbovej teplote 40 £ 5 min.

Jamky trikrat premyte 300 ul premyvacieho roztoku

Do kazdej jamky pridajte 100 ml enzymového konjugatu ALP
Inkubujte na trepacke pri izbovej teplote 40+5 min.

Jamky trikrat premyte 300 ul premyvacieho roztoku

Do kazdej jamky pridajte 100 ml roztoku enzymového substratu pNPP.
Inkubujte pod krytom 20 - 30 min.

Volitelne: do kazdej jamky pridajte 100 pl 1M NaOH

(I Iy Ny I Iy Ny Iy I NNy Iy

Platnic¢ku pretrepte 2 - 3 sekundy a pomocou readra ELISA odcitajte hodnoty OD
pri 405 nm.

U

Pomocou 4-parametrovej krivky vypocitajte vysledky (ng/ml)

U

mg/kg v stolici = ng/ml x 5

V pripade otazok kontaktujte mail@calpro.no

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

www.calpro.no
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