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ANVANDNINGSOMRADE

The BUHLMANN fCAL® turbo &r ett in vitro diagnostiskt test for kvantitativ
bestamning av kalprotektin i humana avféringsprover avsett som en hjalp att
beddma inflammation i tarmslemhinnan (ref. 1-3). Provsvaret kan anvandas
som ett diagnostiskt hjalpmedel for att sarskilja organisk, inflammatorisk
sjukdom i mag — tarmsystemet (inflammatorisk tarmsjukdom, IBD, specifikt
Crohns sjukdom (CD) eller Ulceros kolit (UC)) fran funktionell sjukdom
(irritable bowel syndrome, IBS) (ref. 4-10), hos patienter med kroniska
magsmartor, och som en hjalp att monitorera IBD sjukdomen (ref. 10-22).
BUHLMANN fCAL® turboanalys ar avsedd att kbéras pa analysatorer for
Klinisk kemi. Endast avsett for laboratory.
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ANALYSPRINCIPER

BUHLMANN fCAL® turbo test &r en partikelforstarkt turbidimetrisk
analysmetod (particle enhanced turbidimetric immunoassay, PETIA) och
medger kvantifiering av kalprotektin i fekalextrakt pa kliniska
kemianalysatorer. Fekalieprover extraheras med extraktionsbuffert med hjalp
av CALEX® Cap-extraktion eller manuell extraktion och analyseras vid en
slutlig utspadning pa 1:500. Extrakten inkuberas med reaktionsbuffert och
blandas med polystyren-nanopartiklar belagda med kalprotektinspecifika
antikroppar (immunpartiklar). Kalprotektin som ar tillgangligt i provet framjar
agglutination av immunpartiklar. Provets turbiditet, uppmatt genom
ljusabsorbans, Okar  genom komplexbildning av kalprotektin-
immunpartiklarna och ar proportionell mot kalprotektinkoncentrationen. Den
uppmatta ljusabsorbansen medger kvantifiering av
kalprotektinkoncentrationen  via interpolation fran en  faststalld
kalibreringskurva.

REAGENSER SOM TILLHANDAHALLS

Reagenser Kvantitet Kod Forberedelse

Reaktionsbuffert (R1) 1 vial

MOPS buffrad B-KCAL-R1 Klar att anvanda

. 35 mL

saltlosning

Immunpartiklar (R2)

polystyrenkulor belagda 1 vial

med fagelantikroppar B-KCAL-R2 Klar att anvanda
. : 7 mL

mot manskligt

kalprotektin

Tabell 1: Reagens som tillhandahalls

LAGRING AV OCH STABILITET HOS REAGENS

Ooppnade reagens

Forvaras i 2-8 °C. Anvand inte kitreagenser efter passerat utgangsdatum
angivet pa etiketten.

Ombord-stabilitet

Forvara i upp till 90 dagar vid 2-15 °C.

Tabell 2: Forvaring av och stabilitet hos reagens

Lat inte reagenser frysal!
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MATERIAL SOM KRAVS MEN SOM INTE TILLHANDAHALLS

e De reagenser som beskrivs nedan ingar inte i satsen utan maste
bestallas separat:

Reagenser Kvantitet Kod
BUHLMANN fCAL® turbo

Kalibratorset 1 x 6 vialer B-KCAL-
Kalibratorer 1-6 for att etablera en | 1 mL/vial CASET

6-punkts kalibreringskurva

BUHLMANN fCAL® turbo

Kontrollset 3 x 2 vialer B-KCAL-

. . 1 mL/vial CONSET
Kontroller lag och hog
CALEX® Cap 50 ror B-CALEX-C50
Extraktionsanordning fylld med 200 ror B-CALEX-C200
extraktionsbuffert 500 ror B-CALEX-C500
Extraktionsset ?Zﬂ?::lgicr)r B-CAL-EX3
Extraktionsbuffert B-CAL-EX12

125 mL/flasko

Tabell 3: Material som kravs men som inte tillhandahalls med satsen

e Allman laboratorieutrustning
e Analysator for klinisk kemi
e Centrifug

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

e Detta test ar endast for in vitro diagnostiskt bruk.

e Immunpartiklarna innehaller potentiellt harmfulla substanser av
animaliskt  ursprung och bor hanteras med tillampliga
sakerhetsatgarder, i enlighet med god laboratoriepraktik (GLP)

e R2 innehaller polystyren-nanopartiklar.

e Detta kit innehaller komponenter som ar klassificerade enligt foreskrift
(EC) No. 1272/2008: 2-methyl-4-isothiazolin-3-one hydrochloride
(conc. = 0,0015%), vilket betyder att reagensen kan orsaka allergisk
hudreaktion (H317).

e Undvik kontakt av reagenser med hud, ogon eller slemhinnor.
Vid kontakt: Tvatta genast med mycket vatten, annars kan irritation
uppsta.
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Tekniska sakerhetsatgarder

e Vanligen adaptera reagens, controller, kalibratorer och prover sa som
beskrivs i applikationsprotokollet.

e Avdunstning av kalibratorer och kontroller i analysatorn kan leda till
felaktiga resultat. Starta korningen omedelbart efter att dessa placerats
ombord pa instrumentet.

e Blanda inte R1 och R2 av olika loter och byt inte lock mellan
reagensflaskorna.

e Reagens R2 maste kasseras om den varit fryst.

e Testmetoden ar avsedd for fekala extrakt fran extraktion med
BUHLMANN extraction buffer.

e Sakerstall att proverna inte har bubblor fore start av analys.

e Overforing mellan prover (“carry over”) &r instrumentberoende. For mer
information se applikationsprotokoll for instrumentet.

PROVTAGNING, HANTERING OCH FORVARING AV PROV

For extraktionsproceduren kravs mindre an 1 g avforingsprov. Samla provet |
vanligt ror utan tillsatser.
Viktigt: provet maste samlas i ror utan kemiska eller biologiska tillsatser.

Transport av prov

Avforingsprov bor anlanda till laboratoriet inom 3 dagar efter uppsamlingen.
Proven far transporteras i rumstemperatur eller i kylskapstemperatur.

Forvaring av prov

Mottagna avforingsprov ska forvaras vid 2-8 °C och extraheras inom 3
dagar. Forvara inte prov vid hogre temperatur.

EXTRAKTION AV AVFORINGSPROV OCH EXTRAKT-STABILITET

CALEX® Cap

Folj instruktionen for CALEX® Cap kit. Avforingsprover extraherade med
CALEX® Cap kommer ha en slutlig spadning pa 1:500 och ar klara att
anvandas.

Flytande avforingsprov kan pipetteras direkt ned i CALEX® Cap. Skruva av
den bld korken och pipettera 10 yL avforing ner i réret. Aterforslut
CALEX® Cap och fortsatt med vortexing enligt extraktionsproceduren som
beskrivs och illustreras i manualen for CALEX® Cap.
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Viktigt: Centrifugera CALEX® Cap i 10 minuter vid 1000 — 3000 x g fore start
av kérning med BUHLMANN fCAL® turbo proceduren.

Fekalt kalprotektin i extrakt framtagna med CALEX® Cap ar stabila i
rumstemperatur (23 °C) i 7 dagar, vid 2-8 °C i 15 dagar och vid -20 °C i upp
till 23 manader.

CALEX® Cap extrakt kan frysas direkt och forvaras i CALEX® Cap. Extrakten
kan frys-tinas fyra ganger. Fore analys, lat de frysta extrakten anta
rumstemperatur, vortexa noggrant i 10 sekunder och centrifugera enligt
manualen for metoden.

Extraktionsset

FOr manuell extraktion, folj instruktionerna for anvandning som foljer med
extraktionsset. Fekala provextrakt framstallda med extraktionsset har en
slutlig spadning av 1:50. Spad ut avforingsekstrakten 1:10 i BUHLMANN-
extraktionsbuffert, tillhandahallen i extraktionsset, (t.ex 50 yL extrakt och
450 uL extraktions buffert) fore start av. = BUHLMANN fCAL® turbo
proceduren.

Fekalt kalprotektin i extrakt (1:50) erhallet genom manuell extraktion ar
stabilt vid 2-8 °C i 7 dagar eller vid -20 °C i upp till 36 manader.

PROCEDUR

Tillampningsanvisningar / analysinstallation

Analysforfaranden for BUHLMANN fCAL® turbo &r faststéllda for flera
kliniska kemiinstrument. Validerade applikationsprotokoll som beskriver
installation och analys pa specifika instrument kan bestallas fran
BUHLMANN. Motsvarande instrumentmanualer maste foljas vid installation
av instrument, samt for underhall, drift och forsiktighetsatgarder.

Reagensberedning

Reagenserna som tillhandahalls ar klara att anvanda. Blanda forsiktigt innan
de fylls pa i instrumentet. Reagensflaskorna passar ev. direkt i instrumentet,
om inte annat anges i metodbeskrivningen.
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Att faststalla kalibreringskurvan

BUHLMANN fCAL® turbokalibratorset anvands for att faststélla en sexpunkts
kalibreringskurva  enligt instrumentmanualen.  Kalibratorvardena ar
lotspecifika. En ny kalibrering maste genomféras for varje ny kalibrator och
reagenssats lot. Annars ska kalibrering genomfdras varje till varannan
manad enligt de instrumentspecifika applikationsprotokollen. Se
bipacksedeln som medféljer BUHLMANN fCAL® turbokalibrator fér asatta
kalibratorvarden. Kontakta BUHLMANNSs support om det inte gar att
genomfora en felfri kalibrering.

Kvalitetskontroller

BUHLMANN fCAL® turbokontroller, maste analyseras varje dag fére analys
av fekalprovsextrakten for att validera kalibreringskurvan. Kontrollerna har
tilldelade asatta varden som anges pa kvalitetscertifikatet som medfdljer
varje sats av BUHLMANN fCAL® turbo kontrollset. Kontrollmétningarna
maste ligga inom angivna kontrollintervall for att fa giltiga resultat for
patienters fekalprovsextrakt.

Om kontrollvardena inte ar godkanda, upprepa analysen med farska
kontroller. Om kontrollvardena anyo ar underkanda, rekalibrera metoden.
Om godkanda kontrollvarden inte kan erhallas efter stegen beskrivna ovan,
kontakta BUHLMANN support.

Matning av patienters fekalprovsextrakt

Nar kalibreringskurvan faststallts och validerats genom kvalitetskontrollerna,
kan patienternas fekalextrakt matas. Gor matningen pa patienternas
fekalextrakt enligt metodbeskrivningen och instrumentmanualen.

Resultat

Resultaten beraknas automatiskt pa den kliniska kemianalysatorn och
presenteras i ug/g om annat inte angetts i applikationsprotokollet for den
kliniska kemianalysatorn i fraga.

STANDARDISERING OCH METROLOGISK SPARBARHET

Det finns inga internationellt eller nationellt erkanda referensmaterial eller
referensmetoder for analyten kalprotektin i avféringsprov. BUHLMANN
fCAL® turbo &r standardiserad mot ett internt etablerat referensmaterial och
varden pa kontroller  och kalibratorer  tilldelas  enligt ett
vardeoverforingsprotokoll (ref. 23, 24) for att garantera metrologisk
sparbarhet. 95% konfidensintervall for den kombinerade osakerheten for
produktkalibratorer bestamdes till lagre an 3,7%, den kombinerade
osakerheten for kontrollerna ar lagre an 6,9%.
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BEGRANSNINGAR

e Testresultaten ska tolkas i samband med information tillganglig fran
klinisk bedomning av patienten och andra diagnostiska procedurer.

e FOr  Overvakning av IBD-sjukdomar har  flera fekala
kalprotektinmatningar som utforts med upp till fyra veckors intervall
foreslagits ha den basta diagnostiska noggrannheten for att forutsaga
kliniskt aterfall hos patienter (ref. 25-26).

¢ Intag av icke-steroida antiinflammatoriska lakemedel (NSAID) kan leda
till forhojda fekala kalprotektinnivaer.

e Resultaten kanske inte ar kliniskt tillampliga pa barn under 4 ar som har
nagot 6kad fekal kalprotektinniva (ref. 27-30).

TOLKNING AV RESULTAT

I. Att urskilja organisk sjukdom fran funktionell sjukdom i
matsmaltningsorganen

Bestamning av kalprotektinnivaer kan anvandas som ett palitligt och enkelt
medel for att skilla mellan organiska och funktionella sjukdomar i
matsmaltningsorganen (ref. 4-10). BUHLMANN rekommenderar att samma
cut-off-varden tillampas som fér BUHLMANN fCAL® ELISA:

Kliniska troskelvarden
Kalprotektin

koncentration Tolkning Uppf6ljning

80 — 160 pg/g Grazon/Gransfall Folj upp inom 4 — 6
veckor

> 160 ug/g Forhojt Upprepa efter behov

Tabell 4: BUHLMANN fCAL® turbo diagnostiska intervall.

Resultatkategorierna ar baserade pa data fran kliniska studier utférda av
BUHLMANN och &r BUHLMANNs rekommendationer. Alla testresultat ska
tolkas i samband med information tillganglig fran patientens kliniska symtom,
sjukdomshistoria och andra kliniska resultat och laboratoriefynd:

Kalprotektinvarden under 80 ug/g

Fekala kalprotektinvarden < 80 ug/g ar inte indikation pa inflammation i mag-
tarmkanalen. Patienter med laga kalprotektinnivaer kommer troligen inte att
behodva invasiva procedurer for att bestamma inflammationsorsaken (ref. 4).
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Kalprotektinvarden mellan och lika med 80 till 160 pg/g

Mattliga fekala kalprotektinnivaer mellan och lika med 80 och 160 pg/g, aven
kallat grazonnivaer, ar inte direkt indikation pa en aktiv inflammation som
kraver omedelbar uppfoljning med invasivt test. Forekomsten av
inflammation kan emellertid inte wuteslutas. Ny analys av fekala
kalprotektinnivaer rekommenderas efter 4 till 6 veckor for att bestamma
inflammatorisk status.

Kalprotektinvarden hogre an 160 ug/g

Fekala kalprotektinvarden > 160 ug/g indikerar neutrofilinfiltrat i mag-
tarmkanalen; darfor kan detta signalera narvaron av aktiv inflammatorisk
sjukdom. Lampliga ytterligare undersokningsforfaranden av specialister
foreslas for att uppna en dvergripande klinisk diagnos.

Klinisk utvardering

Formagan att skilia mellan patienter med IBD och andra icke-
inflammatoriska Gl-st6érningar, inklusive IBS, med BUHLMANN fCAL® turbo,
utvarderades med anvandning av kliniska prover som samlats in fran 295
patienter och extraherades med CALEX® Cap. Hundratjugosju (127)
patienter hade en slutlig diagnos av IBD (Crohns sjukdom, ulcerds kolit eller
obestamd kolit), 103 patienter led av IBS och 65 patienter med buksmarta
och / eller diarré eller annat Gl-relaterat, icke- inflammatoriskt tillstand. Den
slutliga diagnosen stdddes av saval endoskopiska som andra kliniska fynd.

Den optimala cut-off kombinationen for dessa patientpooler kunde definieras
genom ROC-analys vid 80 ug/g och 160 pg/g kalprotektin (tabell 6 och 8),
vilket ar nagot striktare an en kombination av en mer kanslig lagre cut-off vid
50 pg/g med lagre prestanda i specificitet, och en ovre cut-off vid 200 ug/g
med nagot lagre kanslighet (tabell 7 och 9).

Fordelning av patientresultat i antal (procent) inom
Slutlig diagnos |BUHLMANN fCAL® turbo diagnostiskt intervall.

< 80 ug/g 80 -160 ug/g |> 160 pg/g Total
IBD 11 (8,7%) 8 (6,3%) 108 (85,0%) 127 (100%)
IBS 75 (72,8%) 11 (10,7%) 17 (16,5%) 103 (100%)
Annan Gl 42 (64,6%) 8 (12,3%) 15 (23,1%) 65 (100%)

Tabell 5: Férdelning av patientresultat i antal (procent) inom BUHLMANN fCAL® turbo diagnostiskt
interval
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IBD vs. icke-IBD

Klinisk beslutspunkt

80 pg/g

160 pg/g

Sensitivitet (95% Cl)

91,3% (85,0%; 95,6%)

85,0% (77,6%; 90,7%)

Specificitet (95% Cl)

69,6% (62,1%; 76,5%)

81,0% (74,2%; 86,6%)

PPV (95% Cl)

69,5% (61,9%; 76,3%)

77,1% (69,3%; 83,8%)

NPV (95% CI)

91,4% (85,1%; 95,6%)

87,7% (81,5%; 92,5%)

ROC AUC (95% ClI)

0,912 (0,878; 0,946)

Tabell 6: Klinisk prestanda for BUHLMANN fCAL® turbo vid diskriminering av IBD fran icke-IBD - IBS

och andra Gl-relaterade storningar for kliniska beslutspunkter vid 80 ug/g och 160 pg/g

IBD vs. icke-IBD

Klinisk beslutspunkt

50 pgl/g

200 ug/g

Sensitivitet(95% CI)

94,5% (89,0%; 97,8%)

80,3% (72,3%; 86,8%

Specificitet (95% Cl)

62,5% (54,7%; 69,8%)

PPV (95% Cl)

65,6% (58.2%; 72,4%)

)
85,7% (79,5%; 90,6%)
81,0% (73,0%; 87,4%)

NPV (95% ClI)

93,8% (87,5%; 97,5%)

85,2% (78,9%; 90,2%)

Tabell 7: Klinisk prestanda for BUHLMANN fCAL® turbo vid diskriminering av IBD fran icke-IBD - IBS

och andra Gl-relaterade storningar for kliniska beslutspunkter vid 50 ug/g och 200 pg/g

Klinisk beslutspunkt

IBD vs. IBS 80 uglg 160 g/

Sensitivitet (95% CI) 91,3% (85,0%; 95,6%) 85,0% (77,6%; 90,7%)
Specificitet (95% ClI) 72,8% (63,2%; 81,1%) 83,5% (74,9%; 90,1%)
PPV (95% CI) 80,6% (73,1%; 86,7%) 86,4% (79,1%; 91,9%)
NPV (95% CI) 87,2% (78,3%; 93,4%) 81,9% (73,2%; 88,7%)

ROC AUC (95% ClI)

0,925 (0,892; 0,958)

Tabell 8: Klinisk prestanda for BUHLMANN fCAL® turbo vid diskriminering av IBD fran IBS for kliniska

beslutspunkter vid 80 ug/g och 160 ug/g

Klinisk beslutspunkt

IBD vs. IBS 50 pglg 200 pglg

Sensitivitet (95% CI) 94,5% (89,0%; 97,8%) 80,3% (72,3%; 86,8%)
Specificitet (95% CI) 67,0% (57,0%; 75,9%) 88,3% (80,5%; 93,8%)
PPV (95% CI) 77,9% (70,5%; 84,2%) 89,5% (82,3%; 94,4%)
NPV (95% ClI) 90,8% (81,9%; 96,2%) 78,4% (69,9%; 85,5%)

Tabell 9: Klinisk prestanda fér BUHLMANN fCAL® turbo vid diskriminering av IBD fran IBS for kliniska

beslutspunkter vid 50 ug/g och 200 ug/g

CI — confidence interval (=konfidensintervall)
PPV — positive predictive value (=positivt prediktivt varde)

NPV — negative predictive value (=negativt prediktivt varde)
ROC AUC - area under receiver operating characteristic curve (=ROC kurvanalys, area under kurvan)
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Il. IBD-UPPFOLJNING
Kliniska troskelvarden och utvardering

Bestamningen av fekalt kalprotektin ar ett palitligt och enkelt satt att
underlatta dvervakningen av IBD-patienter (ref. 10-22).

Korrelation av kalprotektinnivaer och den inflammatoriska statusen for
patientens tarmslemhinna, enligt endoskopiska utvarderingar, bestamdes i
tre oberoende studier med anvandning av BUHLMANN Kkalprotektintester
(tabell 10). Det diagnostiska vardet for kalprotektin for att forutsaga klinisk
remission och aterfall, enligt patientens symtom, kliniska aktivitetsindex,
oplanerat behov av eskalering av terapi, sjukhusvistelse eller akut
bestamdes i tre studier med BUHLMANN kalprotektintester (tabell 11).

Kalprotektin' vs Studie 1 Studie 2 Studie 3
IBD-aktivitet bestamd Spanien Spanien Polen
med endoskopiska fynd | (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)
Patientnummer och 89 (CD?) 123 (UC?) 57 (CD?)
demografi

Aldrar: 32-58  |Aldrar; 18-85 |Genomsnittsalder: 35,3
44% manlig 66,4% manlig [48% manlig

Cut-off 272 ugl/g 280 ug/g 238,5 ug/g
NPV 98% 86% 88%
PPV 76% 80,3% 73%

Tabell 10: Korrelation av kalprotektinnivaer med IBD-sjukdomens aktivitet bestdmd genom
endoskopiska utvarderingar

1 Resultat for studier 1 och 2 erhélls med BUHLMANN-lateral flow-analyser (Quantum Blue® fCAL och
Quantum Blue® fCAL high range). Resultaten i studie 3 erhélls med BUHLMANN fCAL® ELISA och
Quantum Blue® fCAL high range).

2 CD = Patienter med Crohns sjukdom

3 UC = Patienter med ulceros kolit
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Kalprotektin' vs Studie 4 Studie 5 Studie 6

framtida klinisk remission |UK Spanien Spanien
eller aterfall (ref. 15) (ref. 16) (ref. 17)
Patientnummer och 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)
demografi adalimumab 20 (UC3)
terapi infliximab terapi
Aldrar: 24-64 Aldrar: 18-68
38% manlig 43,3% manlig 47,2% manlig

Uppfoljningstid efter

kalprotektinmétning 12 manader 4 manader 12 manader
ePfatteif:tF:e;fiall(jlri]riiri]zkt aterfall 1% 30% 239%
Cut-off 240 pgl/g 204 pgl/g 160 pg/g
NPV 96,8% 100% 96,1%

PPV 27,6% 75% 68,7%

Tabell 11: Bestamning av diagnostiskt varde for kalprotektin for att forutsaga klinisk remission och
aterfall av IBD-sjukdom

1 Resultat fér studie 4 erhdlls med BUHLMANN fCAL® ELISA. Resultat fér studier 5 & 6 erholls med
BUHLMANN-lateral-flow-analyser (Quantum Blue® fCAL och Quantum Blue® fCAL high range).

2 CD = Patienter med Crohns sjukdom

3 UC = Patienter med ulcerds kolit

De resultatkategorier som visas ar rekommendationer och deras etablering
ar baserad pa sammanfattad kunskap om publicerade cut-off varden och
studier for klinisk prestanda. Det rekommenderas att sjukvardspersonal
faststaller individuella troskelvarden for patienten genom att bestamma
patientens baslinje-kalprotektinniva under sjukdomsremission.

Kalprotektin varden under 100 ug/g

Fekala kalprotektinnivaer under 100 ug/g kan palitligt indikera patienter, med
lag risk for kliniskt aterfall, vid endoskopisk remission for vilka invasiva
endoskopiska forfaranden kan undvikas (ref. 10-22).

Kalprotektin varden mellan 100 — 300 pg/g

Fekala kalprotektinnivaer mellan 100 — 300 ug/g kan indikera behovet av
tatare kontroller under foljande period for att utvardera tendenser ill
sjukdomsutveckling.

Kalprotektinvarden over 300 ug/g

Fekala kalprotektinnivaer over 300 pg/g bor upprepas och om hojda nivaer
bekraftas, bor ytterligare undersokningsforfaranden vidtagas (ref. 10-22).
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PRESTANDAEGENSKAPER

De presenterade prestandaegenskaperna har faststallts pa ett Roche
cobas® 6000 c501 instrument. Se specifikt applikationsprotokoll for klinisk
kemianalysator for prestandaegenskaperna pa andra kliniska kemi-
analysatorer.

Metodjamforelse — fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA CALEX® Cap

Metodjamforelsestudien utfordes  enligt  CLSI-guidelin EP09-AS.
Etthundranittionio (199) kliniska prover mattes med en lot BUHLMANN
fCAL® turbo under 18 dagar i en kalibreringscykel. Referensvarden, med ett
slutligt kalprotektinkoncentrationsintervall av 30,3 — 1672,5 ug/g, uppmattes
med BUHLMANN fCAL® ELISA. Prover extraherades med CALEX® Cap.
Enkla bestamningar fran CALEX® Cap-extrakt utfordes i bada metoderna.
Bias bestamdes med av Passing-Bablok linjar regression och Bland-Altman-
analys.

Bland-Altman Analys Passing-Bablok Regressionsanalys
Medel Lagre Ovre Lutning | Intercept | Bias vid | Bias vid r
bias LoA LoA (95% CI) | [pg/d] 80 pg/g | 160 ug/g
(95% CI) | (95% CI) | (95% Cl) (95% CI) | (95% CI) | (95% CI)
0,7% -46,0% 47,3% 1,139 -18,3 -9,0% 2,4% 0,982
(-2,6%; | (-51,6%; | (41,6%; (1,104; (-24,4; | (-15,1%; | (-1,2%;
4,0%) -40,3%) | 53,0%) 1,172) -13,2) -3,1%) 5,4%)

Metodjamforelse — fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA manuell
extraktion

Metodjamforelsestudien  utfordes  enligt  CLSI-guideline  EP09-A3.
Hundrasextioatta (168) kliniska prover extraherades med anvandning av tre
loter av CALEX® Cap och méttes med en lot BUHLMANN fCAL® turbo under
18 dagar i en kalibreringscykel. Referensvarden, med ett slutligt
kalprotektinkoncentrationsintervall av 30,5 — 1573,8 pg/g, upprattades med
hjalp av den manuella extraktionsmetoden och extraktmatning med
BUHLMANN fCAL® ELISA. Extrakt méattes i enstaka bestamningar i bada
metoderna. Bias bestamdes med anvandning av Passing-Bablok linjar
regression och Bland-Altman-analys.
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Bland-Altman Analys Passing-Bablok Regressionsanalys
Medel Lagre Ovre Lutning | Intercept | Bias vid | Bias vid r
bias LoA LoA (95% CI) | [mpg/g] 80 ug/g | 160 pg/g
(95% CI) | (95% CI) | (95% ClI) (95% CI) | (95% CI) | (95% CI)
11,1% -60,7% 82,8% 1,336 -31,7 -6,0% 13,8% | 0,955
(5,5%; | (-70,3%; | (73,3%; (1,265; (-44,1; | (-16,4%; | (8,1%;
16,6%) | -51,2%) | 92,4%) 1,429) -19,4) 7,1%) 23,2%)

Reproducerbarhet (Multisite precisionsutvardering): 3,2 - 9,1% CV
Reproducerbarheten faststalldes enligt CLSI-guideline EP05-A3 med ett
studieuppldgg av 3 laboratorier x 5 dagar x 5 replikat. Atta extrakt av
poolade avforingsprover med kalprotektinkoncentrationer fran
47,2 — 5475,6 ug/g testades.

Mellan-lot precision: 2,4 — 8,2% CV

Mellan-lot precision faststalldes enligt CLSI-guideline EP05-A3 med ett
studieupplagg av 3 loter x 5 dagar x 5 replikat. Atta extrakt av poolade
avforingsprover med kalprotektinkoncentrationer fran 45,2 — 5303,1 ug/g
testades.

Reproducerbarhet: 0,7 — 8,3% CV

Inom-laboratorie-precision: 1,4 — 9,1% CV

Reproducerbarhet och inom-laboratorieprecision faststalldes enligt CLSI-
guideline EP05-A3 med det standardiserade studieupplagget 20 dagar x 2
kérningar x 2 replikat. Atta extrakt av poolade avforingsprover med
kalprotektinkoncentrationer fran 42,9 — 5405,6 ug/g testades.

Reproducerbarhet for extraktion — CALEX® Cap: 8,1 — 19,7% CV
Extraktions-reproducerbarheten faststalldes enligt CLSI-guideline EP05-A3
med ett studieupplagg av 2 dagar x 2 operatérer x 3 CALEX® Cap-loter x 2
extraktioner x 3 replikat. Tolv kliniska avforingsprover, inklusive prover med
fast, halvfast och flytande konsistens, med kalprotektinkoncentrationer i
omradet 42,7 — 3440,0 ug/g, testades.

Riktighet / Recovery: 93,6 — 102% CV

Sju extrakt fran avféringsprov fran kliniska prover med kalprotektinnivaer
mellan 44,1 -1076,3 ug/g spetsades med 56,9 uyg/g eller 227,8 ug/g
kalprotektin fran kalibratormaterial. Spetsning utférdes vid 10% av
provextraktvolymen. "Baseline" -prover spetsades med motsvarande volym
analytfritt prov. "Baseline" och "baseline + spetsade" -prover mattes i fyra
replikat.
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Provoverforing

Provoverforing (sample carry-over) faststalldes enligt CLSI-guideline EP10-
A2. Ingen statistiskt signifikant provoverforing med BUHLMANN fCAL®
turbotest pa Roche cobas® 6000 ¢501 instrument pavisades.

Detektionsgrans (Limit of Detection) / (LoD): 23,7 pg/g

LoD faststalldes enligt CLSI-guideline EP17-A2 och med andelar av falskt
positiva (a) mindre an 5% och falskt negativa (3) mindre an 5% baserat pa
120 bestamningar, med 60 tomma och 60 lagniva-replikat; och en LoB vid
16,7 pgl/g.

Kvantifieringsgrans (Limit of Quantitation) / (LoQ): 23,7 pg/g

LoQ faststalldes enligt CLSI-guideline EP17-A2, baserat pa 90 bestamningar
och ett precisionsmal pa 20% CV. LoQ-uppskattningen befanns vara under
LoD och anges darfor som lika med den uppskattade LoD.

Linjart omfang: 15,6 — 12216 pg/g

Det linjara omradet for BUHLMANN fCAL® turbo bestamdes enligt CLSI-
guideline EP06-A. Prover med en koncentration dver 2000 pg/g spaddes
automatiskt 1:10 av analysatorn. En maximal avvikelse fran linjariteten pa
10% tillats. For varden under 75 pg/g tillats en absolut skillnad pa mindre an

7,5 ug/g.

Hogdos hook effekt
Prover med teoretisk koncentration upp till 45715 pg/g kan matas utan att
begransa matomradet for metoden.

Interfererande substanser

Kansligheten hos BUHLMANN fCAL® turboanalys for orala lakemedel,
kosttillskott, hemoglobin samt enteropatologiska mikroorganismer bedomdes
enligt CLSI-guideline EPO7-A2. Systematiskt fel i resultat som oversteg 10%
ansags som interferens.

Ingen interferens detekterades med fbljande amnen [Koncentration i
mg /50 mg avforing]; gyno-Tardyferon (0,11), Prednisone (0,31),
Imurek (0,19); Salofalk  (5,21), Asacol (2,50), Agopton (0,18),
Vancocin (2,00), Sulfametoxazol (1,6), Trimetoprim (0,35), Ciproxine (1,25),
Vitamin E (0,30), Bion 3 (1,06), Hemoglobin (1,25).

Ingen interferens  detekterades med foljande  enteropatologiska
mikroorganismer [Koncentration i kolonibildande enheter (CFU)/mL
avforingsekstrakt]; Escherichia coli (3,3 x 107), Salmonella enterica subsp.
Enterica (9,0 x 107), Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (5,3 x 107),
Citrobacter freundii (12,9 x 107), Shigella flexneri (5,0 x 107), Yersinia
enterocolitica subsp. Enterocolitica (9,8 x 107).
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ANDRINGSLOG

Datum Version | Andring

Precisering av Anvédndningsomrade genom tillagg av testplattformen.
Revidering av kapitlen Lagring av och stabilitet hos reagens, Material
som krédvs men som inte tillhandahalls, Varningar och

2025-09-01 A6 foérsiktighetsatgérder, Kliniska tréskelvdrden och utvérdering

(tabell 10) samt Referenser.

Uppdatering av kapitlet Prestandaegenskaper (avsnitt
Metodjamférelse och Linjért omfang).

INCIDENTRAPPORTERING | EU’'S MEDLEMSSTATER

Om nagon allvarlig incident relaterad till denna produkt intraffat, vanligen
rapportera detta utan drojsmal till tillverkaren och behorig myndighet i din
medlemsstat.

LEVERANSSKADA
Meddela aterférsaljaren om denna produkt mottogs i skadat skick.

SYMBOLER

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

For definition av symboler, se symbolordlistan pa:
www.buhimannlabs.ch/support/downloads/

Delar av kit och preanalytiska forfaranden ar patentskyddade av
EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2)

c € 0123
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