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MAGYAR

JAVASOLT ALKALMAZAS

A BUHLMANN fCAL® ELISA egy in vitro diagnosztikai
teszt a székletmintakban 1évé Calprotectin kvalitativ
meghatarozasara a bélnyalkahartya gyulladas
megitélését segitve. A teszteredmények felhasznalhaték
a gyomor-bél traktus szervi gyulladasos betegségeinek
(gyulladasos bélbetegség, IBD, kilénésen Crohn
betegség vagy ulcerativ kolitisz, UC) elkilonitésére a
funkcionalis betegségek csoportjatol (irritalis
bélszindréma, IBS) (Id. 1-7), kronikus hasi fajdalmaktol
szenvedd betegekben az IBD betegség monitorozasara
(Id. 7-18).

Kizarélag laboratériumi felhasznalasra.

A TESZT ELVE

A BUHLMANN fCAL® ELISA lehetévé teszi a
székletkivonatokban |évé Calprotectin szelektiv mérését
szendvics Elisa modszerrel. A BUHLMANN fCAL® ELISA
mikrotiterlemezét monoklonalis befogd antitesttel (mAb)
vontak be, amely nagyon specifikus a Calprotectin

heterodimer és polimer komplexeire. A paciens
székletminta kivonatait, az ELISA folyamat
elfogadhatosaganak meghatarozasara szolgélo

kontrollokat, és a kalibratorokat a mikrotiter lemez
mélyedéseibe mérik be. 30 perces szobah&mérsékleten
torténé inkubalas és mosasi lépések utan a
tormaperoxidazhoz konjugalt detektalé antitestek (Ab)
érzékelik a lemezen |évé befogd antitesthez kotott
Calprotectin molekulakat. Inkubalas és tovabbi mosasi
Iépések utdn kromogén HRP szubsztratot, tetrametil-
benzidint (TMB) adnak hozza (kék szin keletkezik), majd
a reakcio ledllitasa kovetkezik (sarga szinre valt). Az
abszorbciét 450 nm-en mérik. A beteg székletmintédkban a
végsd Calprotectin koncentraciét ug/g-ban olvassak le a
kalibracios gorbérdl, amit a kalibratorértékek alapjan
vesznek fel.

A REAGENSEK ES ELOKESZITESUK

Mennyiség ) ) o
Reagens Kodszam | El6készités
EK-CAL EK-CAL2
Extrakciés 3 palack 6 palack Hasznalatra
B-CAL-EX |, |,
puffer x125mL  |x125mL keész
12x8 2 X
Mikrotiterlemez |mélyedés- |12x 8 .

. Hasznalatra
anti-Calprotectin C?'k, mélyedés- | B-CAL-MP készz
mAb-val fedve ramaban csik

ramaban

Lemezzaro folia | 3 darab 6 darab . |Haszndlatra

kész
Mosépuffer E'q'i?ﬁia iket
koncentratum |1 palack 2 palack |B-CAL- 900 miy
(10x), x100mL  |x100mL |WB onmentes
tartositoval .

vizzel
Inkubalé puffer |2 palack 3 palack B-CAL.IB |Hasznélatra
tartositoval x125mL  |x125mL kesz
Kalibratorok
A-E"2
Szérumeredeti | 5 fiola 5 fiola B-CAL- | Hasznalatra
Calprotectin x1mL x1mL CASET  |kész
puffer-
matrixban,
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Mennyiség
Reagens Kédszam | El6készités
EK-CAL EK-CAL2
tartésitoszerrel
Alacsony/
Magas® Kontroll
Szérumeredetii | 2 fiola 2 fiola B-CAL- Hasznalatra
Calprotectin x 1 mL x 1 mL CONSET | kész
puffermatrixban,
tartésitoszerrel
HRP-hez
konjugalt Enzim | , ¢\ 2 fiola Haszndlatra
jelolé 12 mL 12 mL B-CAL-EL kész
Anti-Calprotectin xdem xdem
antitest
TMB Szubsztrat | 1 fiola 2 fiola Hasznalatra
citrat pufferben  |x 12 mL x 12 mL B-TMB12 |} o7
Stop oldat 1 fiola 2 fiola B.STS12 ';::zzna'atra
0.25 M kénsav  [x 12mL x 12 mL ,
Maré anyag
1. tablazat

" A kalibratorok jelenlegi Calprotectin koncentracioja A-E a kévetkezok:
4, 12, 40, 120 és 240 ng/mL Az alsé tartomanyban hasznalt ELISA
maodszernél a kdvetkezd kalibrator értékeket kell beéllitani: 10, 30, 100
300 és 600 ug/g Calprotectin. Ez a hozzarendelés az alsod
tartomanyban hasznalt ELISA moddszernél a végsé 1:2500
mintahigitasnak felel meg.

2 Ha a kiterjesztett tartomanyi ELISA modszert alkalmazna, akkor a
névleges kalibrator értékeket a kovetkezdkre kell beallitani: 30, 90,
300, 900 és 1800 pg/g Calprotectin. Ez a hozzarendelés a kiterjesztett
tartomanyu Elisa mddszernél a végsé 1:7500 mintahigitasnak felel
meg.

3 A kontrollok lot specifikus mennyiségli human szérum Calprotectint
tartalmaznak Az aktudlis koncentraciokat a mellékelt QC lapon talalja.

A REAGENSEK TAROLASA ES
ELTARTHATOSAGA, MUNKAOLDATOK

Lezart / felbontatlan reagensek

Tarolja 2-8 °C-on. A cimkén szerepl6 lejarati idén tul ne hasznalja a
reagenseket.

Felnyitott / el6készitett reagensek

Extrakciés puffer 6 honapig hasznalhat6 2-8 °C-on tarolva.

A nem felhasznalt csikokat azonnal tegye
vissza a szaritéparnakat tartalmazoé
féliatasakba, és zarja le a cipzar teljes
hosszaban.

Tarolja legfeljebb 6 hénapig 2-8 °C-on.

Mikrotiterlemez

Higitott mosopuffer

Inkubalo puffer

Kalibratorok

Kontrollok Tarolja legfeljebb 6 hénapig 2-8 °C-on

Enzim jel6l6
TMB szubsztrat
Stop oldat

2. tablazat

KIEGESZITO REAGENSEK ES ANYAGOK

Széklet extrakcios eszk6zok

A 3. tablazatban leirt széklet extrakcidés eszkozoket a kit
nem tartalmazza. A Kkivalasztott extrakcios eszkozoket
kulén kell megrendelni.

BUHLMANN fCAL® ELISA



Extrq_k clos Kiszerelés Kodszam
eszkozkészlet

Csomagonként 50, 200 vagy

500 cséves kiszerelésben, B-CALEX-C50

CALEX®Cap mindegyik 5 mL extrakciés B-CALEX-C200
pufferrel téltve B-CALEX-C500
Hasznalatra kész
Smart-Prep 50 csé, spatulak, és B-CAL-RD
alapkupakok
3. téblazat

NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK

Extrakcids eljaras

100 pL és 1000 L precizids pipetta eldobhaté heggyel

Eldobhaté polisztirén vagy polipropilén c¢s6 az
extraktumok atviteléhez (opcionalis)

Laminaris filke

Tobbcsoves vortex keverd / Vortex keverd
Mikrocentrifuga (=3000 x g)

Centrifuga (=500 x g)

Extrakciés eszkdzok (Id. 3. tablazat feljebb) vagy a
manudlis extrakcios eljarashoz:

— 10 pL eldobhaté oltdkacs
— 15 mL-es polipropilén csdvek csavaros kupakkal
— Preciziés mérleg (10-200 mg)

ELISA eljaras

10 pL, 100 pL és 1000 uL precizids pipetta eldobhaté
heggyel

Eldobhaté polisztirén vagy polipropilén csdvek a
mintahigitdsok elkészitéséhez.

1000 mL-es méré6henger a mosdpuffer higitdsahoz

Mikrotiterlemez moso6 (Id. technikai ovintézkedések)
vagy dugattyus palack a mosashoz

Mikrotiterlemez razé (Id. technikai évintézkedések)
Szirépapir

nm abszorbancia

Mikrotiterlemez leolvasé 450

méréshez

FIGYELMEZTETES ES ELOVIGYAZATOSSAG

Biztonsagi eldirasok

Ennek a tesztnek a kalibratorai és kontrolljai human
eredeti komponenseket  tartalmaznak. Noha
vizsgaltak, és negativnak talaltak HBV fellleti
antigénre, HCV-re és HIV1/2 antitestekre, a
reagenseket ugy kell kezelni, mintha képesek
lennének fertézéseket tovabbitani, azokkal a Helyes
Laboratériumi Gyakorlat (GLP) szabalyai szerint kell
eljarni, megfeleld évintézkedések mellett.

Ez a készlet az (EC) No. 1272/2008: szamu
rendeletben szabalyozott dsszetevdket tartalmazza.

2-methyl-4-isothiazolin-3-one hydrochlorid (konc. 2=
0,0015%), igy a reagensek allergias bd&rreakciokat
okozhatnak (H317).

Kénsav (konc. 22,5 - <5%), ezek a reagensek
bérirritaciot (H315) és sulyos szemkarosodast
okozhatnak (H319.)
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Kertlni kell a bér, szem vagy a nyalkahartya
érintkezését a reagensekkel. Ha ez mégis megtorténik,
azonnal nagymennyiségl vizzel le kell mosni,
kdlénben irritacié fordulhat el.

A reagenseket és vegyszereket veszélyes anyagként
kell kezelni, a nemzeti biologiai veszélyekkel
kapcsolatos javaslatok vagy rendelkezések szerint.

Gyakorlati 6vérendszabalyok

A kit 0sszetevoi

A maradékok a mikrotiter lemez mélyedéseiben a
gyartasbol maradtak vissza. Ezek a mosasi 1épések
soran (a teszt folyamataban a 3. Iépés) eltavolitasra
keriilnek, és nem befolyasoljak az eredményt.

Az Osszetevbk nem hasznalhatok a cimkéken
feltlintetett id6n tal.

Ne keverje a kulénb6zé gyartasi szamu kitek
osszetevoit.

Mindent el kell kévetni annak érdekében, hogy
keresztszennyezddés ne torténhessen a reagensek,
mintak, ill. a mélyedések kdzott.

Engedje a reagenseket  szobah&mérsékletre
felmelegedni. Keverje (vortexelje) 6ssze a reagenseket
alaposan a hasznalat elétt.

A mikrotiter mélyedések csak egyszer hasznalhaték.

Manualis extrakcios eljaras

A kvantitativ eredmények eléréséhez fontos, hogy a
hozzaadott széklet az extrakcidés pufferrel teljesen
homogén elegyet képezzen. Az extrakciés csé
tetejénél a kontaminaciot kerilni kell. Kismennyiségi
oldatlan részecskék visszamaradasa a keverés utan
eléfordulhat.

ELISA modszer

Az ELISA moédszernél a mosasi |épések
kivitelezésének alapvetd szerepe van a reprodukalhato
eredmények elérésében. Hagyja a mosopuffert

inkubalédni a  mélyedésekben legalabb 20
masodpercig, miel6tt eltavolitana.
Amennyiben automata mos6t hasznal, akkor a

.emezmod” valasztasa erésen javasolt, azaz minden
eljarasi lépést (adagolas/leszivas) minden csikon el
kell végezni egymasutan, mielétt a miszer tovabb
lépne a kovetkez6 mosasi ciklusra. igy a minimalis
inkubacios id6 biztositva van.

A megjeldlt szamu mosasi ciklust kételezd betartani az
eredmények reprodukdlhatésaganak biztositasahoz.

A lemezrazoét kb. 450 rpm (7.5 Hz) teljesitményre kell
beallitani. A magasabb keverési frekvencia alacsony
higitasi  linearitdshoz ~ vezethet  300/900 és
600/1800 pg/g kozott. Vizszintes mozgas helyett forgd
mozgast kell alkalmazni.

Az antigén/ellenanyag reakcié megfeleld biztositasa
érdekében az 5. pontban leirt inkubacids idének
legaldbb 30 percig kell tartania. A kicsivel hosszabb
(legfeljebb 5 perc) inkubacios idé a végsé eredményt
nem befolyasolja.

Az enzimjeldl6t az oxigén inaktivalja, nagyon érzékeny
a Na-azidra, a timerozalra, a hipoklorsavra és a
laboratériumi vizkészletben gyakran eléfordulé aromas

BUHLMANN fCAL® ELISA



klérozott szénhidrogénekre. Ezért csak jomin8ségi
ionmentes viz hasznalhaté az eljarashoz.

e Minden alkalommal Uj standard gorbe felvétele
szlkséges, amikor vizsgalatot végez (minden teljes,
vagy részleges lemez esetén).

e Ha egy ismeretlen minta kezdeti koncentracioja
meghaladja a legmagasabb kalibrator, ezesetben a
kalibrator E értékét, a mintat tovabb lehet higitani
inkubacios pufferrel, és Ujra meg kell mérni a
tesztleirasban leirtak szerint. A kapott Osszhigitasi
faktort figyelembe kell venni az eredmények
szamitasakor.

MINTAGYUJTES ES TAROLAS

Az extrakcios eljarashoz kevesebb, mint 1 g nativ széklet
szlkséges. Gyljtse 6ssze a székletet sima csdvekbe.

Fontos: A begy(jtétt minta semmilyen kémiai vagy
bioldgiai hozzaadott anyagot nem tartalmazhat.

A mintak szallitasa

A székletmintaknak a begyjtéstdl szamitott 3 napon belll
be kell érkezni a laboratériumba, elemzésre. A mintak
szallithatok szobahémérsékleten, vagy hitve.

A mintak tarolasa

A székletmintakat tarolja 2-8 °C-on hlt&szekrényben, és
extrahdlja a beérkezéstdl szamitott 3 napon belll. Ne
tarolja a mintakat magas hémérsékleten.

A SZEKLETMINTA EXTRAKCIOJA ES A KIVONAT
ELTARTHATOSAGA

1. CALEX® Cap
1.1 Extrakcios eljaras

Kovesse CALEX® Cap eszkozzel szallitott hasznalati
utasitasaban leirtakat (Kédszam: B-CALEX-C50 / B-
CALEX-C200 / B-CALEX-C500).

CALEX® Cap eszkodz: A folyds székletmintak bemérheték
kozvetlenil a CALEX® Cap eszkozbe. Csavarja le a
kékszinl kupakot, és pipettazzon 10 pL székletmintat az
eszkdzbe. Zarja le a CALEX® Cap eszkdzt, és hajtsa
végre a vortexeld lépést az extrakciés mddszerben leirt és
abrazolt eljarasnak megfeleléen, amit a CALEX® Cap
eszkdzzel széllitott hasznalati utasitasban talal.

Fontos: Az extrakciét kovetéen centrifugalia a CALEX®
Cap eszkdzt 5 percig 500-3000 x g-n és folytassa a teszt
kivitelezését.

1.2 Az extraktumok tarolasa

A CALEX® Cap eszkozzel eléallitott kivonatok eltarthatok
szobahémérsékleten (23 °C) tarolva 7 napig, 2-8 °C —on
tarolva 15 napig. Hosszabb idejl tarolashoz fagyassza le
a kivonatokat -20°C-on. A lefagyasztott kivonatok 23
hoénapig tarolhatok.

A CALEX® Cap extraktumok kozvetlenil lefagyaszthatok
és tarolhatok a CALEX® Cap eszkdzben. A kivonatokat 4
fagyasztasi-olvasztasi ciklusnak vetheti ala. A vizsgalat
elétt hagyja a kivonatokat szobahé&fokra melegedni,
vortexelje alaposan 10 mp-ig, majd centrifugalja 5 percig
500-3000 x g-n.

Kiadasi datum: 2022-11-16
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2. Eqyéb extrakcios eszkozok

2.1 Extrakcios eljarasok

Kovesse az adott extrakcios eszkdzzel szallitott hasznalati
utasitasban leirtakat:

eszkdz Roche
BUHLMANN

e Széklet extrakcios
10745804322) vagy
(Kédszam: B-CAL-RD).

Fontos: BUHLMANN Smart Prep hasznalata utan
centrifugalja a csOveket 5 percig 3000 x g-vel. Alternativ
megoldasként vigye at az elegyet egy 2 mL-es Eppendorf
cs6be, majd centrifugalja mikrocentrifugaban 5 percig
3000 x g-vel. Ontse le a fellluszot egy Uj, felcimkézett
csBbe, és folytassa az eljarast.

(Kédszam
Smart-Prep

2.2 Az extraktumok tarolasa

A Smart-Prep eszkdzzel kinyert extraktumok eltarthatok 2-
8 °C -on <7 napig, vagy -20 °C-on tarolva 36 hénapig.

3. Manualis extrakci6

3.1 Extrakcids eljaras

1. Cimkézzen fel, és mérjen meg egy ures polipropilén
csdvet oltokaccsal egyiitt. irja fel a mért salyt (tara).

2. Vegyen ki 50-100 mg székletmintat az oltokaccsal és
tegye bele az elébb lemért cs6be, majd mérje le megint
(6sszsuly). Kertlje el a mintabevitelnél a mintaban 1évé
élelmi rostokat.

3. Szamitsa ki a minta nettd6 mennyiségét az 6sszsulybdl
levont tarasuly muvelettel, térje le az oltdkacs tetejét,
és hagyja az also részét a csében.

4. Mérjen ra extrakcids puffert az alabbi formula szerint:
x mg széklet x 49 =y pL extrakcios puffer (pl.50 mg
széklet+ 2450 uL puffer) és zarja le a csovet.

5. Extrahalja a mintakat

o Erbteljesen vortexelje a puffert és a székletmintat
tartalmazo extrakcios csbvet egy (tObbcsdves)
razon a legmagasabb fokozaton, 30 mp-ig.

o Ezt kdvetben inkubalja az extrakcids csovet 25 +/-
5 percig egy lemezrazon kb. 400 rpm-mel. Az
oltékacs belll a keverést teszi hatékonyabba.

e Ujra, erételjesen vortexelje az extrakciés csévet 30
mp-ig.

6. Vigyen at 1,5mL elegyet egy 2 mL-es Eppendorf
cs6be, és centrifugalja mikrocentrifugaban 5 percig
3000 x g-vel.

7. Ontse le a felliluszot egy uj, felcimkézett csébe, és
folytassa a tesztet, vagy tarolja a kivonatokat (Id.
extraktumok tarolasa).

3.2 Extraktumok tarolasa

A manualis extrakciéval kinyert Calprotectin kivonatok 2-
8 °C-on <7 napig vagy -20 °C-on 36 honapig tarolhatok.

MERESI TARTOMANY

A teszt kivitelezhetd az alabbi eljarasok szerint: alacsony,
vagy Kkiterjesztett tartomanyd ELISA moddszerrel. A
megfelel6 modszert a varhaté Calprotectin koncentraciotol
figgben kell kivalasztani.

e 600 pg/g Calprotectin értékig vart mintaknal valassza
az alacsony modszert (meghatarozasi tartomany: 10-
600 pg/g).

BUHLMANN fCAL® ELISA



e Ha a minta értéke varhatéan meghaladja a 600 ug/g-
ot, valassza a kiterjesztett médszert (meghatarozasi
tartomany: 30-1800 pg/g).

A MUNKA MENETE

Fontos: Hagyjon hasznalat elétt legaldbb 30 perccel
minden reagenst 18-28 °C-ra felmelegedni. Csak a
szeékletkivonatokat higitsa. A kalibratorok és a kontrollok
hasznalatra készek.

1. Mitahigitas 1:

Meghatarozasi tartomany 10-600 pg/g

CALEX® Cap eszkoz: Higitsa a székletkivonatokat
1:5 aranyban inkubaciés pufferrel (pl: 100 pL
extraktum és 400 uL inkubacios puffer), majd jol
keverje el. Mielétt folytatna a 4c Iépéssel, hagyja a
mintakat 5 percig 18-28 °C —on &llni.

-
5g;cig ~

1.1.

pl. 100 pL feliiluszo
és 400 plL inkubacioés puffer

Iegalabb
5 perc
f
centrifugalas keverjiik 18-28 °C

hlgltas Ossze

1.2. Manualis extrakcié vagy Smart-Prep: Higitsa meg a
mintakat 1:50 aranyban inkubaciés pufferrel (pl.
20 uL kivonat és 2980 pL inkubaciés puffer) és jol
keverje el. Miel6tt folytatna a 4c Iépést, hagyja a
mintakat 5 percig 18-28 °C —on alini.

1.” Mintahigitas 2:

Meghatarozasi tartomany 30-1800 ug/g
A méréstartomany haromszorosra ndvelhetd, ha a

mintédkat 1:7500 aranyban higitja az 1:2500 helyett. Ez a
modszer javasolt, ha magas Calprotectin értékeket var.

1.1° CALEX® Cap eszkdz: Higitsa a székletextraktumokat
1:15 aranyban inkubaciés pufferrel (pl. 50 pL
extraktum és 700 pL inkubaciés puffer) és jol keverje
el. Mielétt folytatna a 4c 1épéssel, hagyja a mintakat
5 percig 18-28 °C-on alini.

@

5 perCIg

e
! U :

pl. 50 plL feliiluszo
és 700 plL inkubaciés puffer

Iegalabb
? @ 5 perc
centrifugalas 1:15 keverjiik 18-28 °C
higitas Ossze

1.2° Manualis extrakcid vagy Smart-Prep: Higitsa a
székletkivonatot 1:150 aranyban inkubacios pufferrel
(pl. 20 pL extraktum és 980 uL inkubaciés puffer),
majd jél keverje el. Miel6tt folytatna a 4c |épéssel,
hagyja a mintakat 5 percig 18-28 °C-on &lini.
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2. Készitse el6 a lemezkeretet a szikséges szamu
lemezcsikkal a teszthez, a kivant szamu kalibratorhoz,
kontrollhoz és a higitott mintakhoz. A maradék
lemezcsikot tavolitsa el a keretbdl, és a
szaritotasakokkal egyutt zarja vissza haladék nélkul a
féliatasakba. Hltében tarolja.

3. Mossa a megkotott mélyedéseket kétszer legalabb
300 yL mosopufferrel mélyedésenként. Uritse ki a
valyukat, és Utdégesse a keretet Ovatosan egy
sz(répapirhoz.

Fontos: Hagyja a mosopuffert a valyukban legalabb 20

mp-ig minden mosasi lIépésnél.

@
20 mp-ig
300 pL mosépuffer

et \
T \ — kiiiritjiik és lecsapoljuk
BE555525

2 x mosasi

4a. Pipettazon 100 uL inkubacids puffert (Vak) és
Pipettazzon 100 uL A-E kalibratort a megfelel6
mélyedésbe.

4b. Pipettdzzon 100 yL alacsony, ill.
megfelel6 mélyedésbe.

4c. Pipettazzon 100 pL-t minden higitott mintabdl a
tovabbi mélyedésekbe.

5. Fedje le a lemezt fedéfoliaval, és inkubalja 30+max. 5
percig ~450 rpm-re beallitott lemezrazén 18-28 °C —on
(Id. gyakorlati el6irasok— ELISA modszer).

6. Tavolitsa, és dobja el a fedéféliat. Uritse ki a
mélyedéseket, és mossa ki 3-szor legalabb 300 pL
mosopufferrel valyuanként (Id gyakorlati eléirasok —
ELISA modszer). Uritse ki a mélyedéseket, és
Ovatosan Utdgesse a keretet egy sz(ir6papirhoz.

100 plL vak /
100 pl kalibratorok / a0

magas kontrollt a

100 plL kontrollok /
100 pL minta

oo oo o)

< \
SESE | —

\\

Eooooooy

7. Pipettazzon 100 pL enzimjeldl6t minden mélyedésbe.

8. Fedje le a lemezt fed&fdlidval, és inkubalja 30+max. 5
percig ~450 rpm-re beallitott lemezrazén 18-28 °C —
on.

9. Tavolitsa, és dobja el a fedéféliat. Uritse ki a
mélyedéseket, és mossa ki 5x legalabb 300 uL
mosopufferrel  mélyedésenként.  Uritse ki a
mélyedéseket, és oOvatosan Utdgesse a keretet egy
sz(répapirhoz.

W pL enzim jel6lo /
(=== ‘ _

&* J//,

30 perces
7.

3 x mosasi
1 x kitiritjiik és lecsapoljuk

Z

forgatas

&

30 perces

5 x mosas
1 x kiiiritjiik és lecsapoljuk
(EESESSSE)

\
forgatas
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Fontos: Hagyja a TMB szubsztrat oldatot 18-28 °C-ra

felmelegedni.

10. Pipettazzon
mélyedésbe.

11. Fedje le a lemezt fedéfoliaval, direkt fénytdl védve
inkubalja 15 +2 percig 18-28 °C.-on ~450 rpm-re
bedllitott lemezrazon.

100 yL  TMB szubsztratot minden

W x~ @
100 pL TMB Szubsztrat 7 15 percig
R (/P :ﬁ
| .
e e ﬂ

forgatas g

12. Pipettazzon 100 uL stopoldatot minden mélyedésbe.
Tavolitsa el a légbuborékokat egy pipettaheggyel.
Végezze el a 13. |épést 30 percen belll.

13. Olvassa le az abszorbanciat lemezleolvasén, 450 nm

—en.
WIOO pL stop oldat o
30 percen beliil
—_
\SSSiSSss S \ —

0Iva§sﬁbszorbancia’t
450 nm -en

MINOSEGELLENORZES (QC)

A termék sikeres hasznalatahoz a hasznalati utmutatd
telies megértése szilkséges. Megbizhaté eredményeket
kizarélag pontos laboratériumi munkaval, és a hasznalati
utasitas szigoru betartasaval lehet elérni.

A BUHLMANN fCAL® ELISA kitet két kontrollal: alacsony
ill. magas kontrollal szallitiak. A vonatkozd referencia
értékek a kittel szallitott QC adatlapon talalhatok. A QC
adatlapon szerepl6é értékek és tartomanyok mindig az
adott kitre vonatkoznak, az eredmények direkt
Osszehasonlitasara szolgalnak. Ha az alacsony és/vagy
magas kontrollértékek kivil esnek a QC adatlapon
feltlintetetten, javasolt az egész futtatast érvénytelennek
tekinteni.

Javasolt belsé kontrollok hasznalatat is beiktatni, a helyi
és nemzeti szabalyozasnak megfeleléen. A belsd
kontrollok segitik az eredmények naprél napra torténé

érvényességének megitélését. Mivel a  széklet
Calprotectinre nincs kereskedelmi forgalomban
beszerezheté kontroll, érdemes normal és koéros

székletminta kivonatokat gyUjteni belsé kontrollok céljara.

A standardgoérbe paramétereinek és a kontrollértékeknek
a laboratériumi elfogadhatésag hatarain belil kell lennie.
Ha a teszt teljesitménye nem éri el a megadott hatarokat,
és az ismétlés kizarta a technikai hibak lehetdségét,
vizsgalja meg a kovetkezd tényezdket: i) pipettazas,
hémérséklet-, és idbellenbrzés eszkdzei; ii) ELISA
leolvasd beadllitasai; iii) a reagensek lejarati ideje; iv)
tarolasi és inkubacios feltételek; v) a TMB szubsztrat oldat
szintelen-e; vi) a hasznalt viz tisztasaga; vii) leszivasi és
mosasi médszerek.

Kiadasi datum: 2022-11-16
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STANDARDIZACIO ES METROLOGIAI
NYOMONKOVETHETOSEG

Nincsenek nemzetkdzi vagy nemzeti szinten elismert
referenciaanyagok vagy referenciaeljarasok a széklet

Calprotectin analitra. A BUHLMANN fCAL® ELISA
kalibrator értékeket human szérumeredetlii belsé
kontrollok tébbszdri bemérésével allapitottak meg
BUHLMANN fCAL® ELISA mérési modszerrel. A belsé

referencia anyag értékének megallapitasahoz human
granulocytakbél szarmazé MRP8/14-et hasznéltak
elsédleges referenciaanyagként.

A termék kalibratorainak kombinalt bizonytalansagi 95%-
os elfogadhatésagi tartomanyat 13,3 % alatti, mig a
kontrollok egyittes bizonytalansagi értékét 16,4% alatti
értékben hataroztak meg.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Standard gorbe

Javasolt olyan szoftver hasznalata, amely képes az alabbi
szamitasok elvégzésére: vonja le a Vak OD eértékét
minden kalibratormélyedés esetében a kalibrator
értékének kiszamitasahoz. Tudjon kalibraciés gorbét
felvenni 4 paraméteres (4 PL) illesztéssel.

Kontrollok és mintak

Javasolt olyan szoftver hasznalata, amely képes az alabbi
szamitasok elvégzésére: vonja le a Vak OD eértékét
minden kontroll/minta mélyedésnél. A kontroll

/minta Calprotectin értékeit az adott gorbérél ug/g-ban
olvassalle.

Méréstartomany 10-600 ug/g

Ha az als6 tartomanyban t6rténé ELISA eljarast valasztja,
a kalibrator koncentraciokat a kovetkez6 értékekre kell
beallitani: 10, 30, 100, 300 és 600 ug/g Calprotectin. A
tovabbi higitasi faktorokat (ha 1:2500-t6l eltéré higitast
alkalmaz) meg kell szorozni az eredményekkel a végsd
értékek eléréséhez.

Ld. 12. tablazat és 1. abra a jellemzd adatokeért
(eredmények és standard gorbe). Ezek az eredmények,
és a standard gorbe csak szemléltetési célokat szolgal.
Standardgorbét kell felvenni minden mintakészlet
meghatarozasahoz.

Méréstartomany 30-1800 ug/g

Ha a Kkiterjesztett ELISA modszert alkalmazza, a
kovetkezd névleges kalibrator értékeket kell alkalmazni:
30, 90, 300, 900 és 1800 ug/g Calprotectin. A tovabbi
higitasi faktorokat (ha 1:7500-t6| eltérd higitast alkalmaz)
meg kell szorozni az eredményekkel, hogy megkapja a
veégsd értékeket.

Ld. 15. téblazat és 3. &bra a jellemz6 adatokért
(eredmények és standard gorbe). Ezek az eredmények,
és a standard gorbe csak szemléltetési célokat szolgal.

Standardgorbét kell felvenni minden mintakészlet
meghatarozasahoz.
A MODSZER KORLATAI

e BUHLMANN fCAL® ELISA kitben szallitott reagensek
csak a human székletben 1évé Calprotectin értékek
meghatarozasara hasznalhatok.

BUHLMANN fCAL® ELISA



klinikai
eljarasok

A vizsgalati eredményeket a beteg
értékelésével és egyéb diagnosztikai
eredményeivel egyutt kell értelmezni.

e Az IBD betegség kovetésére legfeljebb 4 hetenként
elvégzett tdbbszo6ri Calprotectin szint mérés javasolt a
beteg klinikai relapszusanak legpontosabb
el6jelzésére (Id. 19-20).

e Az eredmények nem értékelheték 4 év alatti

gyermekek esetében, ha enyhén emelkedett

Calprotectin értéket mutatnak. (Id. 21-24).

e Nemszteroid gyulladasgatlot (NSAID) kapo betegek
némelyike emelkedett széklet Calprotectin értéket
mutat.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

I. A szervi és a funkcionalis emésztoszervi
betegségek elkiilonitése

Az besorolasok a BUHLMANN esettanulmanyok adataira,
és a BUHLMANN ajanlasokra tamaszkodnak. Minden
teszteredményt a beteg rendelkezésre &llé klinikai
tinetével, kortérténetével, egyéb klinikai és laboratoriumi
modszerek eredményeivel egytt kell értékelni.

Klinikai kiiszobértékek
Egy nemzetk6zi tanulmanybdl szarmazo, 58 IBS-sel, és
131 IBD-vel diagnosztizalt beteg klinikai mintajanak

eredményeit rendszerezték és irtdk le az adatokat a 4.
tablazatban foglaltak szerint.

Ez:&r;:fg;?é Ertelmezés Kévetés

< 80 ug/g Normal Nem

80 — 160 pg/g | Szirkezona/Hatarérték | Kovetés 4-6 héten belll

> 160 pg/g Emelkedett Szlkség szerint ismétlendd

Tablazat 4

Calprotectin értékek 80 pg/g alatt

A <80 ug/g Calprotectin értékii minta nem utal az
emésztérendszer gyulladasos megbetegedésére.
Alacsony Calprotectin értékeket mutaté betegek esetében
valészinlileg nem szikséges invaziv vizsgalatok
elvégzése a gyulladasos okok feltarasara.

80 és 160 pg/g kdzé esd, vagy azzal megegyezd
Calprotectin értékek

A 80 és 160 ug/g kdzé esb, vagy azzal megegyez6, un.
szlrke zénaba sorolhaté Calprotectin értékek nem utalnak
aktiv gyulladasra, nem kivannak azonnali kdvetést invaziv
vizsgalattal. Ezzel egyltt a gyulladas lehetésége nem
zarhatd ki. A széklet Calprotectin értékének ujbdli
vizsgalata 4-6 hét mulva ajanlott, a gyulladas allapotanak
elbiralasara.

Calprotectin értékek 160 pg/g felett

A 160 ug/g feletti széklet Calprotectin értékek neutrofil
infiltratumra engednek kovetkeztetni a gyomor-bél
traktusban. Ez aktiv gyulladasos megbetegedés jele lehet.
Az atfogo klinikai diagnozis érdekében tovabbi szakértéi
eljarasok bevonasa szikséges.

Klinikai vizsgalatok

A BUHLMANN fCAL® ELISA teszt azon képességét, hogy

klldnbséget tud tenni az IBD-ben és az egyéb nem
gyulladasos emésztbszervi megbetegedésben- beleértve

Kiadasi datum: 2022-11-16
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az |IBS-t is-szenvedd betegek kozott, egy klinikai
vizsgalatban nézték meg, O6sszesen 337 felnétt, és
gyermek paciensben. 135 betegnél a végsé diagnozis IBD
(Crohn betegség, ulcerativ colitis, ill. nem meghatarozott
vastagbélgyulladas) volt, 130 beteg szenvedett IBD-ben,
mig 72 betegnél jelentkezett hasi fajdalom, és/vagy
hasmenés, vagy egyéb Gl jellegli nemgyulladasos allapot
(Id. 5. tablazat). A végs6é diagndzist endoszkopos és
egyeéb klinikai leletek is alatdmasztottak

A 80pg/g tartalmd mintaknal 93,3%-os klinikai
szenzitivitdas, a 160 ug/g mintaknal 83,7% klinikai
specificitas volt elérhetd az IBD és a Gl-szeri nem-
gyulladasos (beleértve az IBS-t) koérképek kozotti
kilonbségtételben. A ROC goérbe elemzés AUC 0,923 (Id.
6. tdblazat) eredményt adott.

A 80pug/g tartalmd mintaknal 93,3%-os klinikai
szenzitivitdas, a 160 pg/g mintaknal 85,4% klinikai
specificitas volt elérhetd6 az IBD és az IBS

megkulonboztetésében. A ROC gorbe elemzés AUC
0,933 (Id. 8. tablazat) értéket adott.

Ezen betegcsoportok optimalis hatarérték kombinacioja
ROC analizissel hatarozhaté meg 80 pg/g és 160 ug/g
Calprotectin értéknél, ami valamivel szigorubb, mint az a
kombinacié, ahol az alsé cut-off 50 ug/g magas
érzékenységgel, specificitdsban kevésbé teljesit, a felsé
cut off 200 pg/g, kicsit alacsonyabb szenzitivitassal (Id. 7
és 9. tablazat).

Il. IBD monitorozas

Klinikai kiiszobértékek és értékelés

A széklet Calprotectin meghatédrozas egy nagyon
megbizhaté és egyszeri moddszer az IBD betegek
monitorozasanak szolgalataban (Id. 7-18).

A Calprotectin szintek és a betegek bélnyalkahartya
gyulladasanak 0Osszefliggését endoszképos vizsgalatok
alapjan harom fiiggetlen tanulmanyban hataroztak meg
BUHLMANN Calprotectin teszttel (10. tablazat). A
Calprotectin diagnosztikai értékét a klinikai remisszi6 és
relapszus el6jelzésében, a beteg tlnetei, klinikai aktivitas-
mutatdi, a nemtervezett klinikai eszkalacié, a koérhazi
kezelés vagy surg8sségi ellatas szikségessége alapjan
(11. tablazat).

A bemutatott eredménykategoériak ajanlasok,
megallapitasuk a kozzétett hatarértékek, és klinikai
teljesitményvizsgalatok dsszesitett ismeretén alapul.
Javasolt, hogy az egészséglgyi szakemberek
betegenként egyéni kiiszObértékeket hatdrozzanak meg a
beteg kiinduld értékének meghatarozasaval a betegség
remisszidja alatt.

Calprotectin értékek 100 pg/g alatt

A 100 pg/g alatti széklet Calprotectin szint megbizhatdéan
jelezheti a klinikai relapszus alacsony kockazatat mutato,
endoszkopos remisszéban [év6 betegeket, akiknél
elkeriilheté az invaziv endoszképos beavatkozas (Id. 7-
18).

Calprotectin értékek 100 és 300 pg/g kdzott

A széklet 100-300 pg/g kozotti Calprotectin szintje a
kdvetkez8 id6szakban a kontroll fokozott sziikségességét
jelezheti a betegség fejlédési tendenciajanak megitélése
érdekében.

BUHLMANN fCAL® ELISA



Calprotectin értékek 300 pg/g felett

300 pg/g feletti Calprotectin érték esetén a vizsgalatot
meg kell ismételni, ha az emelkedett szint beigazolddik,
azonnal tovabbi vizsgalati eljarasokat kell
kezdeményezni (Id. 7-18).

TELJESITMENYJELLEMZOK

A BUHLMANN fCAL® ELISA teljesitményjellemzéit
manudlis extrakciéval hataroztdk meg, ha ettdl eltérd
mddszer nincs jelezve.

Méréstartomany: 10 - 600 ug/g

Ismételhetdség: 1,9 — 8,0% CV

Laboratériumon beliili pontossag: 5,5 — 14,0% CV

Az ismételhet6séget és a laboratériumon bellli
pontossagot a CLSI EP05-A2 iranyelve alapjan hataroztak
meg, 22 nap x 2 ismétléses vizsgélati terv alapjan. Tiz
extrahalt székletmintat vizsgaltak az alabbi Calprotectin
értékekek koz6tt: 13,2 — 501,4 pg/g (13. tablazat).

Kimutathatésagi hatar (LoD): 4,2 pug/g

A LoD értékét a CLSI EP17-A ajanlasa szerint hataroztak
meg 240 meghatarozas alapjan, 80 vakprobaval
(extrakcids puffer), 160 alacsony tartomanyban tortént
ismétléssel, amikor a téves pozitivak aranya (a) kevesebb,
mint 5%, a téves negativok () aranya kevesebb, mint 5%,
az LoB 0,29 ug/g volt.

Mennyiségi hatar (LoQ): 9,8 pg/g

Az LoQ meghatarozdsa a laboratériumon beldli
pontossagi vizsgalat soran kapott adatok felhasznalasaval
tortént, benne egy tovabbi székletmintaval, melynek
koncentracidja 7,4 pg/g. Az LoQ-t ugy hatéroztdk meg,
mint azt a Calprotectin koncentraciot, amelynél a teljes
pontossagi adatok nemlinearis illeszkedése metszi a CV
20% pontossagi célt.

Linearitas: 10 - 600 pg/g

A BUHLMANN fCAL® ELISA linearis tartomanyat a CLSI
EPO0G-A ajanlas alapjan hataroztak meg. A linearitastol
valé megengedett legnagyobb eltérés +20% volt. 75 ug/g
alatti értékek esetén 15 pug/g-nal kisebb abszolut
kildnbség megengedett (14. tablazat).

Pontossag/Visszanyerés
Teljes torzitas: -1,1%;
Egyezés alsé hatara: -17,5%,
Egyezés fels6 hatara: 15,4%

Négy negativ székletmintat er6sitettek fel
szérummintakbol szarmazo emelked6 szintl
Calprotectinnel. Az eredményeket a 2. abran talalja.

Nagydoézisu hook effektus

Elméletben a mintak ~60'000 ug/g koncentracidig
korlatozas nélkil vizsgalhatok.

Meghatarozasi tartomany: 30 - 1800 pg/g
Ismételhetéség: 1,7 — 5,8% CV

Laboratériumon beliili pontossag: 3,1 — 9,4% CV

Az ismételhet6séget és a laboratériumon bellli

pontossagot a CLSI EP05-A3 iranyelve alapjan hataroztak
meg, 10 nap x 2 futtatas x 4 ismétléses vizsgalati terv

alapjan. Hét poolozott székletextraktumot vizsgaltak
38,56-918,0 kozotti  Calprotectin @ koncentracioval
(16.tablazat).

Kiadasi datum: 2022-11-16
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Lot-ok k6z6tti pontossag: 4,2 - 9,7% CV

A lot-ok kdz6tti pontossagot a CLSI EP05-A3 iranyelve
alapjan hatéroztak meg, 3 lot x 5 nap x 5 ismétléses
vizsgalati terv, és egy véletlen hatasok variakomponens
modell alapjan. Hat székletextraktumot vizsgaltak
46,4 — 1476,1 pg/g kozoétti Calprotectin tartalommal (17.
tablazat)

Reprodukalhatésag (Tobbhelyszinen végzett
pontossagértékelési tanulmany) 6,4 — 19,0% CV

A reprodukalhatésagot a CLSI EP05-A3 iranyelve alapjan
hataroztak meg, 3 laboratériumi helyszin x 2
kezel6személy x 5 nap x 2 futas naponta x 4 parhuzamos
vizsgalati terv alapjan. Harom reagens lot-ot hasznaltak a
tanulmanyban. 5 poolozott székletextraktumot
42,1 — 1053,3 ug/g kézotti Calprotectin koncentracioval

(18. tablazat).

Kimutathatésagi hatar (LoD): 12,6 pg/g

A LoD értékét a CLSI EP17-A2 ajanlasa szerint hataroztak
meg 120 meghatarozas alapjan, 60 vakprobaval
(extrakciés puffer), 60 alacsony tartomanyban tortént
ismétléssel, amikor a téves pozitivak aranya (a) kevesebb,
mint 5%, a téves negativok () aranya kevesebb, mint 5%,
az LoB 8,3 ug/g volt.

Mennyiségi hatar (LoQ): 21,3 ug/g

Az LoQ meghatarozasa a CLSI EP17-A2 iranyelvei
szerint, 60 meghatarozas alapjan tortént, 20% CV
pontossagi céllal.

Linearitas: 30 - 1800 ug/g

A BUHLMANN fCAL® ELISA linearis tartomanyat a CLSI
EPO6-A ajanlas alapjan hataroztdk meg. A linearitastol
valé megengedett legnagyobb eltérés +20% volt. 75 pg/g
alatti értékek esetén +15 pug/g-nal kisebb abszolut
kilénbség megengedett (19. tablazat).

Pontossag / Visszanyerés: 96,4 — 102,2%

Hét 46,5-990,2 ug/g Calprotectinn  koncentracioju
székletkivonatot erGsitettek fel 180 ug/g Calprotectin
kalibrator anyaggal. A feler8sités a mintakivonat
mennyiségének 10%-anal tértént. Az ,alapvonal” mintakat
megegyez6 mennyiségl inkubacids pufferrel egészitették
ki. Az ,alapvonal” és ,alapvonal+ kiegészités” mintakat
harom parhuzamos méréssel hataroztak meg (20.
tablazat).

Pre-analitika

A BUHLMANN fCAL® ELISA teljesitményjellemzéit a pre-
analitikai eljarasok vonatkozasaban a 30 - 1800 pg/g
méréstartomanyban hataroztak meg.

Extrakcié reprodukalhatésaga — manualis extrakcio:
9,5 -20,5%

Az extrakcid reprodukalhatésagara a CLSI EP05-A3
iranyelvei alapjan, 10 extrakcié x 2 parhuzamos vizsgalati
modell alapjan, 9 klinikai székletmintat szilard, fél-szilard,
és folyékony halmazallapottal vizsgaltak
51,2 -1783,7 ug/g kozotti Calprotectin koncentracioval
(21. tablazat).

Extrakcié reprodukalhatésaga — CALEX® Cap:

7,9 -16,9%

Az extrakcid reprodukalhatésagat a CLSI EP05-A3
iranyelvei alapjan 3 CALEX® Cap lot x 4 extrakcié x 4
parhuzamos vizsgalati modell szerint vizsgaltak. 5 klinikai

BUHLMANN fCAL® ELISA



székletmintat  szilard, fél-szilard, és  folyékony
halmazallapottal vizsgaltak 42,5 —-2949,9 ug/g kozotti
Calprotectin koncentracidval (22. tablazat).

Modszerek 6sszehasonlitasa: CALEX® Cap vs.
manualis extrakcio

Torzitas 80 pg/g-nal: 5,9% (95% Cl: 1,4 — 12,2%)
Torzitas 160 pg/g-nal: 12,0% (95% Cl: 7,8 — 17,0%)
Torzitasi atlag: 10,1% (95% CI: 5,7 — 14,5%)

A modszerek 6sszehasonlitasa a CLSI EP09-A3 iranyelve
szerint tortént. Kétszaznegyvenegy (241) klinikai mintat
extrahaltak egy gyartasi szamiu CALEX® Cap eszkozzel.
A referencia értékeket manualis extrakciés modszerrel
30,5 — 1496,6 ug/g kdzotti végleges Calprotectin értékben
hataroztak meg. A kivonatokat mindkét moddszerrel
egyetlen vizsgalatban mérték. A torzitas kiszamitasahoz a
Passing-Bablok linearis regressziés, és a Bland-Altman
analizis modszert hasznaltak (23-24. tablazat).

INTERFERALO ANYAGOK

A BUHLMANN fCAL® ELISA teszt oralis gyégyszerekkel,
taplalékkiegészitékkel, hemoglobinnal, valamint
enteropatolégiai mikroorganizmusokkal szembeni

érzékenységét a CLSI EPO07-A2 iranyelve szerint,
kiterjesztett méréstartomany alkalmazasaval értékelték. A
10%-ot meghaladé eredmeénytorzitasokat
interferenciaként értékelték. A 25. tablazatban felsorolt
anyagokkal a feltlintetett koncentraciéig nem észleltek
interferenciat. Nem tapasztaltak interferenciat a 26.
tablazatban felsorolt enteropatologiai
mikroorganizmusokkal a székletminta kivonat ml-enkénti
koldniaképzd egységek (CFU) feltintetett mennyiségéig.

Kiadasi datum: 2022-11-16
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TABLAZATOK ES ABRAK

Klinikai vizsgalatok

Klinikai vizsgalatok — az emésztészervi organikus és

Klinikai vizsgalat— IBD monitorozas

funkcionalis megbetegedesek megku'°nb02tetese Calprotectin® vs Tanulméany 1 Tanulméany 2 Tanulméany 3
A betegeredmények megoszlasa szamokban (%) a 'BZ akt::/'ltas Spanyolorszdg | Spanyolorszag | Ausztralia,
Zaré BUHLMANN fCal® ELISA diagnosztikai besorolason orodims n‘;‘;ﬁsalapjén (id. 9) (id. 10) Uj Zéland
diagnézis beliil (1d.11)
<80 pg/g | 80 - 160 ug/g > 160 uglg Osszes Betegszflr.n.és 89 (CD?) 123 (UC?®) 99 (CD2 ]
demografiai adatok rezekcid utan)
IBD 9 (6,7%) 12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%) Kor: 32-58 Kor: 18-85 Kor: 29-47
44% férfi 66,4% férfi 46,5% férfi
IBS |94 (72,3%) |17 (13,1%) |19 (14,6%) | 130 (100%) bl et bl
" Cut-off 272 uglg 280 ug/g 100 pg/g
Egyéb Gl |48 (66,7%) |10 (13,9%) |14 (19,4%) |72 (100%)
A NPV 98% 86% 91%
5. tablazat
PPV 76% 80,3% 53%
Klinikai dontési pont A4
IBD vs. non-BD 10. téblazat

160 ug/g
84,4% (77,2%, 90,1%)
83,7% (77,8%, 88,5%)
77,6% (69,9%, 84,0%)
88,9% (83,6%, 93,0%)

80 ugl/g
93,3% (87,7%, 96,9%)
70,3% (63,5%, 76,5%)
)
)

' Tanulmany 1 & 2 — Quantum Blue® fCal és Quantum Blue® fCal high range
Tanulmany 3 — BUHLMANN fCal® ELISA

2 CD = Crohn’s betegek

3 UC = Ulcerativ kolitiszes betegek

Szenzitivitas (95% Cl)
Specificitas (95% Cl)
PPV (95% Cl)

NPV (95% CI)

67,7% (60,5%, 74,4%
94,0% (89,0%, 97,2%

Klinikai tanulmany — IBD monitorozas

ROC AUC (95% ClI) 0,923 (0,893, 0,953) Calprotectin' vs Tanulmany 4 |Tanulméany 5 | Tanulmany 6
fh1A jovébeli klinikai UK Spanyolorszag | Spanyolorsza
6. tablazat —y y g | Spany! g
remisszio vagy (Id. 12) (Id. 13) (Id. 14)
Klinikai déntési pont ERREaE
IBD vs. non-IBD Betegszém és 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)
50 po/g 200 pg/g demografiai adatok 20 (UC?)
Szenzitivités (95% CI) | 96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73,1%, 87,0%) adalimumab | infliximab
terapia terapia
Specificitas (95% Cl) 59,9% (52,8%, 66,7%) | 87,1% (81,7%, 91,4%) Kor: 24-64 Kor: 18-68
PPV (95% Cl) 61,6% (54,7%, 68,2%) | 80,7% (73,1%, 87,0%) 38% ferfi 43,3% ferfi | 47,2% férfi
o o 0 0, o 0, 0 Kovetési id6
LR Rk ) 96,0% (91,0%, 98,7%) | 87.1% (81.7%, 91.4%) Calprotectin mérés 12 honap 4 hénap 12 honap
7. tablazat utan
o . Betegek klinikai
Klinikai dont: t
IBD vs. IBS lelleoneo] S relapszusban a 1% 30% 23%
80 ug/g 160 pg/g kdvetés utan
Szenzitivitas (95% Cl) | 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%) | |Cut-off 240 pglg 204 pglg 160 uglg
Specificités (95% CI) | 72,3% (63,8%, 79,8%) | 85,4% (78,1%, 91,0%) | | NPV 96.8% 100% 96.1%
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
PPV (95% Cl) 77,8% (70,6%, 83,9%) | 85,7% (78,6%, 91,2%) PPV 27.6% 75% 68.7%
NPV (95% CI) 91,3% (84,1%, 95,9%) | 84,1% (76,7%, 89,9%) 11. tablazat

ROC AUC (95% ClI) 0,933 (0,902, 0,963)

Tanulmany 4 — BUHLMANN fCal® ELISA

Tanulmany 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL és Quantum Blue® fCAL high
range

2 CD = Crohn’s betegek

3 UC = Ulcerativ kolitiszes betegek

8. tablazat

Klinikai dontési pont
50 ug/g 200 ug/g
96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73,1%, 87,0%)
59,2% (50,3% ,67,8%) | 90,0% (83,5%, 94,6%)
71,0% (63,9%, 77,5%) | 89,3% (82,5%, 94,2%)
93,9% (86,3%, 98,0%) | 81,8% (74,5%, 87,8%)
9. tablazat

IBD vs. IBS

Szenzitivitas (95% Cl)

Specificitas (95% Cl)
PPV (95% Cl)
NPV (95% Cl)

nem-IBD — IBS + egyéb Gl

Cl — megbizhatésagi tartomany

PPV — pozitiv prediktiv értek

NPV — negativ prediktiv érték

ROC AUC - a vételi miikodeési jelleggorbe alatti terulet

Kiadasi datum: 2022-11-16 10/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



TABLAZATOK ES ABRAK
ALSO MERESTARTOMANY 10-600 pg/g

Eredménypéldak

Laboratériumon beliili pontossag

Konc. Absorb. | Kalk. Konc. | CV Konc . . . . P Pontossag
[ng/al [OD] [nglal [%] . x.s,;t:m n [/:tgll;;;;] Ismételhetéség | Napok kozott S —
Vak atlagérték 0,096 SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV
KALA 10 0073 #1957 |44| 132 | 10 |80% | 1,5 |11,6%| 18 [14,0%
KAL A 10 0,066 #1933 |42 20,5 0,9 4,2% 1,6 7,7% 1,8 8,8%
KAL A atlag 10 0,069 7.2 #1934 44| 197 | 12 |60% | 1.6 | 84% | 20 |103%
KAL B 30 0,143 5 . .
KAL B 30 0.153 #1935 |44 371 1,2 3,2% 2,1 5,8% 2,4 6,7%
KAL B atlag 30 0,148 4,8 #1936 | 44 35,4 0,9 2,7% 2,5 7,4% 2,7 7,8%
KAL C 100 0,465 #1937 |44 58,6 1,6 2,9% 3,6 6,4% 3,9 7,0%
KAL C 100 0,456
’ #1938 | 44 83,9 2,6 3,1% 4,3 5,2% 5,0 6,0%
KAL C atlag 100 0,460 1,4 > i i
KAL D 300 1121 #1939 |44 | 1414 2,6 1,9% 71 5,2% 7,5 5,5%
KAL D 300 1,135 #1956 |44 | 2941 14,0 | 48% | 18,0 | 6,2% | 22,8 | 7,8%
KAL D atlag 300 1,128 0.9 #1940 |44 5014 | 27,7 | 57% | 20,9 | 4,3% | 347 | 7.1%
KAL E 600 1,658 13. tablazat
KAL E 600 1,671 Linearitas '
KAL E atlag 600 1,664 0,6
Ktrl alacsony 0,201 Y| o p-érték a nem-
Vizsgalt linearis
ﬁtrllallacsony 3’139 ii a4 Azonosité | tartomany R2 egyiitthatéhoz | Linearis tartomany
trl alacson ,195 X
atlag v S1 2,3-740,0 0,972 p >0,05 3,1-602,8
Ktrl magas 0,598 134 S2 5,1-999,5 0,988 p <0,05 5,1-654,0
Ktrl magas 0,583 130 S3 1,3 - 690,2 0,994 |p<0,05 3,9 - 690,2
Ktrl magas 0,590 132 1,8
atlag S4 9,6 — 827 0,940 p <0,05 9,6 — 658,7
12. tablazat 14. talazat
Standardgorbe példa Felerésités visszanyerése
2 Standard_Curve Difference Plot
_ 03
R g 025 o —— Identity
] o
2 0.2 4
£ k7] o
g 1 g 0154 5 Bias (-1.1%)
8 w ° °
= 0.1 o °
o oo ° ’
05 22 005+, ¢ o o o
oy o o 95% Limits of
g = (U e o — agreenlwrglr: ¢
| a 005 KA oL, © ° (-17.5% to 15.4%)
10 100 o ’ ® °o o °o 0 ° N °
Concentration (ug/g) E o1 o 3o o S
4-PFit:y =(A-D)/(1+(x/C)B)+D A B c D § ° o o
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 267 g 015 ° o
Curve Fit Option - Fixed Weight Value [=] °
02 . . .
1. dbra 0 200 400 600
Mean of All
2. dbra
Kiadasi datum: 2022-11-16 11/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



TABLAZATOK ES ABRAK
Kiterjesztett méréstartomany 30-1800 pg/g

Mintapéldak Lot-ok k6z6tti pontossag
Koncentracio Abszorbcié Futasok 5
[ug/g] [OD] Atlag kézott  Napok kézott [ot-ok kézdtt | ~oooooon
30 0.047 ID [ug/g]l |[n SD |%CV | SD |[%CV |SD |%CV | SD %CV
Kalibrator A '
30 0,046 2 46,4 | 74 | 25 |55% | 05 |1,1%| 2,4 |53%| 4,5 |9,7%
. 90 0,138 3 1055 | 75 | 25 [ 24% | 1.4 [14%| 2,1 |2,0%| 45 |4,2%
Kalibrator B
90 0,140 4 | 1336|7550 38%| 1,9 [14%| 42 |32%| 7.2 |54%
Kalibrator C 300 0,464 5 |1785 | 75|63 |35%| 00 [00%| 63 |35%| 92 |52%
300 0,452 6 | 4352 |75 (124(29% | 7,5 |1,7%| 18,1 |4,2%| 23,2 | 5,3%
Kalibrator D 900 1,207 7 |1476,1| 75 |48,4|3,3% | 88,6 |6,0% | 31,4 [2,1% | 110,6 | 7,5%
900 1,192
17. tablazat
Kalibrator E 1800 1.627
1800 1,630 Reprodukalhatésag — tobbhelyszines
Vak atlagérték 0,057 pontossagértékelési tanulmany
Operatorok Helyszinek Ossz (Repro-
A kozt kozott dukalhatésag)
0,147 Atlag
Alacsony kontroll 0162 ID [nglg] n SD %CV SD %CV SD %CV
0’618 S01 42,1 236 | 0,0 0,0% 44 110,4%| 8,0 19,0%
Magas kontroll 0.618 S02 | 674 | 238 | 17 | 26% | 39 | 57% | 86 | 127%
15. tablazat S03 | 1423 | 238 | 24 | 17% | 40 |28% | 168 | 11,8%
e . S04 379,8 | 240 | 0,0 0,0% 13,7 | 3,6% 24,2 6,4%
Standardgorbe minta > i i
S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 3,8% | 64,4 | 6,1% | 97,3 9,2%
vo 18. tablazat
1'8_ Linearitas
1.6 p-érték a
14] Vizsgalt nemlinearis Linearis
) méréstartomany egytthaté tartomany
3 2] ID [ng/g] R? hoz [ng/g]
= FRB 22,8 -1932,0 0,998 |p<0,05 24,6 — 1932,0
S 0.8
g 05.] FRC 26,2 — 2096,2 0,997 |p<0,05 26,2 — 2096,2
04 19. tablazat
02+ Pontossag/Visszanyerés
0.0+ Elvart Kapott
10 100 1000 Alapvonal alapvonal alapvonal  +
Conc. (ug/g) atlagérték felerdsités felerdsités Visszanyerés
' ID | [uglg] [ug/al [ug/al mérteke [%]
3 4bra #1 | 46,5 226,5 2245 99,1%
Laboratériumon beliili pontossag #2 | 63,7 243,7 247,7 101,6%
Ismételhet6- | Futtatason Laboratoriu- #3 89,0 269,0 274,9 102,2%
Atlag ség belil Napon belil mon belil #4 1116 2016 2020 100.1%
D |[Mg/gl | & |SD [%CV |[SD |%CV |SD |%CV | SD |%CV #5 | 1635 3435 3311 96.4%
0, 0, 0, 0,
P1| 385 |80 |23 (58%| 1,8 [48%| 22 |56%| 3,6 |94% #6 | 304.0 484.0 475.0 98.1%
0, 0, 0, 0,
P2 | 67,0 |80 | 20 [3,0%]| 3,5 [52%| 1,6 (2,4%| 43 |6,4% #7 | 990.2 1170.2 1166.6 99.7%
P3| 1357 | 80 | 2,3 [1,7% | 56 [4,1%| 0,0 |0,0%| 6,0 |4,4% "
20. tablazat
P4 | 207,11 | 80 | 4,1 [2,0% | 12,5 [6,0%| 0,0 |0,0%| 13,2 | 6,4%
P5 | 337,1 | 80 | 59 [1,8% | 18,3 |54%| 0,0 |0,0%| 19,3 | 57%
P6 | 562,6 | 80 | 11,0 (2,0% | 13,6 [2,4% | 2,5 |0,4% | 17,7 | 3,1%
P7 | 918,0 | 80 | 18,6 | 2,0% | 62,1 |6,8% | 20,8 {2,3% | 68,1 | 7,4%
16. tablazat
Kiadasi datum: 2022-11-16 12/16 BUHLMANN fCAL® ELISA




TABLAZATOK ES ABRAK

TELJESITMENYJELLEMZOK/PREANALITIKA

Extrakcié reprodukalhatésaga- manualis sulyméréses

extrakcioval

INTERFERALO ANYAGOK

Szajon at szedett gyogyszerek, taplalékkiegészitok, és

a hemoglobin

K6z6pérték Extrakcién beliil Extrakciok kozott |Ossz-pontossag
ID [ng/g] n SD %CV SD %CV SD %CV Kereskedelmi Aktiv komponens Koncentracio
SOt | 512 |[20| 45 |89% | 78 |152% | 90 |176% | |™V mg/50 mg széklet
S03 88,3 20 6,6 775% 13,3 15,0% 14,8 16,8% gyno-Tardyferon Iron (||) sulfate 0,11
S05 | 668 |20 | 106 [158% | 37 | 55% | 11,2 |16,7% (contains 0.35 mg folic acid)
S06 | 1793 | 20 | 168 | 94% | 328 | 18.3% | 36,8 |205% | | rednisone Prednisone 0,31
SO7 | 3661 | 20 | 224 | 6.1% | 323 | 88% | 39,3 |107% | | murek Azathioprine 0.19
S08 | 3274 | 20 | 154 | 47% | 269 | 8.2% | 31,0 | 95% | |Saoflk g;ssagam'”e; 5.21
S09 1783,7 | 20 | 198,3 | 11,1% | 262,0 | 14,7% | 328,6 | 18,4%
Agopton Lansoprazole 0,18
21. téblazat A I Mosalam 250
.z . . saco esalamine; ,
Extrakcio6 reprodukalhatésaga — CALEX® Cap 5.ASA
L Extrakciok . .
(oz:lf ert n Extrakcion belil kozott Pssz-pontossag Vancocin Vancomycin 2,00
D |yl sb | sp %CV sD sD |%cv| sp sD Sulfamethoxazole | Sulfamethoxazole 1,60
A | 425 16 1 39% | 52 1121%| 00 [0.0%| 54 |127% Trimethoprim Trimethoprim lactate 0,35
B|1265 | 32 | 25% | 96 | 7.6% | 93 |7.4%]| 13,8 | 10,0% | |CiProxine Ciprofloxacin 1,25
cl2074| 51 | 24% | 348 |168% | 0.0 10.0%| 351 | 16 9% Vitamin E DL-a-Tocopherol Acetate 0,30
D | 5155|139 | 27% | 382 | 7.4% | 0,0 [0,0%| 40,7 | 7,9% Bion 3 3 probiotics (107 CFUY: 1,06
lactobacillus gasseri PA16 / 8,
E [2949,9| 93,0 | 3,2% |214,6 | 7,3% | 47,0 |1,6% | 238,6 | 8,1% bifidobacterium bifidum MF 20/5,
22 tablazat bifidobacterium longum SP07 / 3,
12 vitamins: A (800 ug), B1
Moédszerdsszehasonlitas — CALEX® Cap és manualis (1,4 mg), B2 (1,6 mg), B6 (2 mg),
extrakcio B12 (1 ug), C (60 mg), D (5 ug), E
(10 mg), Biotin (150 pg), folic acid
Bland-Altman Analizis (200 pg), niacin (18 mg),
Torzitasi atlag Als6 LoA Felsé LoA pantothenic acid (6 mg) and 7
(95%) (95% Cl) (95% Cl) minerals: iodine (100 pg), iron (5
mg), zinc (5 mg), selenium
10,1% -47,4% 67,5% (30 pg), chromium (25 ug),
(5,7%, 14,5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) manganese (1,2 mg),
23. tablazat molybdenum (25 pg)
Hemoglobin Hemoglobin 1,25
Passing-Bablok Regressziés Analizis —
25. tablazat
Meredekség |Metszéspont Torzitas Torzitas o
(95% ClI) (ng/g) 80 pg/g-nal | 160 pg/g-nal r Enteropatolégias microorganizmusok
(95% CI) (95% CI) (95% CI) - o s
Megnevezés Végso6 koncentracio
1,181 -9,7 5,9% 12,0% 0,948 (CFUImL
(1,120, 1,235) | (-16,0, -2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%) székletextraktum)
24. tablazat Escherichia coli 9,5x 107
Salmonella enterica subsp. enterica 1x10°
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia 5,4 x 107
Citrobacter freundii 9,7 x 107
Shigella flexneri 1,5x 108
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1,6 x 108
26. tablazat
Kiadasi datum: 2022-11-16 13/16 BUHLMANN fCAL® ELISA
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ROVID LEIRAS

CALPROTECTIN EXTRAKCIO

Manualis extrakcios eljaras

L

Ures cs6 +oltdkacs Mérjen ki 50-100 mg Adjon hozz& 49 Zarja le a csovet
elémérése szekletet egysegnyi Vortexelje 30 mp-ig
B-CAL-EX Inkubalja 2515 percig
= extrakcios puffert 400 rpm-re beallitott
T razon
—> U —> U Vortexelje 30 sec-ig
Vigyen at ~1,5 mL-t Centrifugalja 5 Ontse le a felliliszot egy Uj cs6be, és
egy Uj csébe percig folytassa a munkat az ELISA
3000 x g-vel modszerrel.
ROVID TESZTLEIRAS

CALPROTECTIN ELISA

El6re bevont microtiter lemez

C mossa 2x 2300 uL. mosopufferrel

100 pL inkubaciés puffer, kalibrator, kontroll, vagy higitott minta

inkubalja 30 (+ 5) percig
< 18-28 °C-on ~450 rpm-ra beéllitott lemezrazén

C mossa 3x 2300 uL mosépufferrel r
adjon hozza 100 pL enzimjel616t

C inkubalja 30 +/-5 percig
18-28 °C-on ~450 rpm-ra beallitott lemezrazoén

C mossa 5x 2300 ul. mosépufferrel
v
adjon hozza 100 pL TMB szubsztrat oldatot

inkubalja 15 +/-2 percig
C 18-28 °C-on ~450 rpm-ra beallitott lemezrazén

A 4

adjon hozza 100 pL stop oldatot
== Olvassa le az abszorbanciat 450 nm-en (30 percen beliil)

VIZSGALATI IDO: 75 PERC

Kiadasi datum: 2022-11-16 15/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



VALTOZAS NAPLOZASA

Datum Verzibszam Valtozas
Frissités a Figyelmeztetések és ovintézkedések
bekezdésben: a kalibrator bizonytalansagi értékeinek beillesztése a belsd
szabvanyositas indoklasa a Standardizacié bekezdésben

2022-11-16 A3 A megfogalmazas frissitése a Mikédési jellemzbk bekezdésben

Szimbdélumok fejezet atdolgozasa

Uj betegtajékotzato

A bejelentett szervezet szamanak beillesztése a CE jeloléshez-
megfelel6ségértékelési eljaras az IVDR 2017/746 szerint.

ESEMENYJELENTES EU ORSZAGOKBAN

Amennyiben barmilyen komoly in inci

dens mertil fel ezzel az eszkdzzel szemben, késedelem nélkiil jelentse a gyartonak

és az On tagorszagaban illetékes kompetens hatésagnak.

SZALLITASI KAR

Kérjuk,hogy jelezze beszallitdjanak, ha a termék sértlten érkezett.

SZIMBOLUMOK

A BUHLMANN az ISO 15223-1 szabvanyban felsorolt és leirt szimbélumokat és jeleket hasznalja. Ezenkiviil a kévetkezd

szimbdlumok és jelek hasznalatosak:

Szimbélum Jelentése
Microtiter lemez
BUF Extrakcids puffer
IBUF|WASH|10X Mosépuffer koncentratum (10x)
BUF|INC Inkubécios puffer
ICALIA| -[CALIE|  |Kalibrator A -E
[CONTROL|L| Magas kontroll
[CONTROL/|H| Enzimjelslé
TMB szubsztrat
SUBS|TMB Stop oldat
[SOLN|STOP| Magas kontroll

A kit bizonyos részei szabadalommal

Kiadasi datum: 2022-11-16

védettek EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2).
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