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POLSKI

PRZEZNACZENIE

Zestaw BUHLMANN fCAL® ELISA jest testem
diagnostycznym in vitro przeznaczonym do ilosciowego
oznaczania ludzkiej kalprotektyny w probkach katu, co
pozwala na pomoc w ocenie zapalenia btony Sluzowej
jelit. Wyniki testu mogg by¢é pomocne w diagnostyce w
odréznieniu organicznej, zapalnej choroby przewodu
pokarmowego (Nieswoistego Zapalenia Jelit, IBD, w
szczegoblnosci choroby Les$niowskiego-Crohna lub
Wrzodziejagcego Zapalenia Jelita Grubego, UC) od
choroby czynnosciowej (Zespot Jelita Drazliwego, IBS)
(ref. 1-7), u pacjentdw z przewlektym bdélem brzucha
oraz jako pomoc w monitorowaniu choréb IBD (ref. 7-
18).

Tylko do uzytku laboratoryjnego.

ZASADA DZIALANIA TESTU

Niniejszy zestaw BUHLMANN fCAL® ELISA umozliwia
selektywny pomiar stezenia kalprotektyny w prébkach
katu za pomoca testu ,sandwich” ELISA — podwdéjnego
wigzania. Plytka mikrotitracyjna BUHLMANN fCAL®
ELISA jest pokryta monoklonalnym przeciwciatem
wychwytujgcym (mAb), wysoce specyficznym dla
heterodimerycznych i polimerycznych komplekséw
kalprotektyny. Ekstrakty probek katu pacjenta, kontrole
okreslajgce akceptowalnosé testu ELISA oraz kalibratory
nanosi sie do odpowiednich studzienek na ptytce
mikrotitracyjnej. Po 30 min. inkubacji w temperaturze
pokojowej i etapach przemywania, przeciwciato
wykrywajgce (Ab) skoniugowane z peroksydazg
chrzanowg (HRP) wykrywa czasteczki kalprotektyny
zwigzane z przeciwciatem wychwytujgcym na piytce. Po
inkubacji i kolejnych przemywaniach dodaje sie
chromogenny substrat HRP, tetrametylobenzydyne
(TMB) (z utworzeniem niebieskiego koloru), po czym
nastepuje zatrzymanie reakcji (zmiana koloru na zotty).
Absorpcje mierzy sie przy 450 nm. Ostateczne stezenie
kalprotektyny w ug/g katu w probkach pacjentéw okresla
sie przy  wykorzystaniu krzywej kalibracyjnej
wygenerowanej na podstawie zmierzonych wartosci
kalibratoréw.

DOSTARCZANIE | PRZYGOTOWYWANIE
ODCZYNNIKOW

. llos¢ Sposéb
Odczynniki EK-CAL EK-CAL2 Kod przygotowania
Bufor . .

. . 2 butelki 3 butelki Gotowy do
inkubacyjny x125mL | x 125 mL B-CAL-IB uzycia

z konserwantami

Kalibratory od
AdoE"?

Kalprotektyna 5 fiolek 5 fiolek B-CAL- Gotowe do

pochodzacaz |, 4 |xqimL |CASET |uzycia
surowicy w

matrycy buforu z
konserwantami

Kontrola niska /
wysoka®

Kalprotektyna | 5 fiqi 2fioki  |B-CAL- | Gotowe do

ggfgxi?v‘iaz x1mL  |x1mL |CONSET |uzycia

matrycy buforu z
konserwantami

Oznakowany
enzym
Przeciwciato 1 fiolka 2 fiolki Gotowy do
anty- x12mL  |x12mL |BCALEL uzycia
kalprotektyny
sprzezone z HRP

Substrat TMB 1 fiolka 2 fiolki

Gotowy do
TMB wbuforze |, 45 b Ix12mL | BTMB12 | ycia
cytrynianowym

Roztwoér
f:;fé:‘“"“cy tfoka |2fioki | cre Szc’;gl‘gy do

0.25 M kwas x12mb - (x12mL Srodek zracy
siarkowy

Tabela 1

" Rzeczywiste stezenie kalprotektyny dla kalibratoréw od A do E wynosi
odpowiednio 4, 12, 40, 120 i 240 ng/mL. Dla niskiego zakresu testu
ELISA powinny by¢ stosowane nastepujgce wartosci kalibratora:_10, 30
100, 300 i 600 pg/g kalprotektyny. To przypisanie odpowiada korncowemu
rozcienczeniu probki 1:2500 w procedurze ELISA niskiego zakresu

2) Dla rozszerzonego testu ELISA nalezy stosowaé kalibratory o stezeniu
zgodnym z protokotem ELISA:_30, 90, 300, 900 i 1800 pg/g kalprotektyny.
To przypisanie odpowiada koncowemu rozcienczeniu prébki 1:7500 w
procedurze ELISA rozszerzonego zakresu.

% Kontrole z odpowiednim numerem partii zawierajg okreslong ilo$¢é ludzkiej
kalprotektyny. Rzeczywiste stezenia umieszczone sg w dodatkowym
arkuszu danych QC.

PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC
ODCZYNNIKOW | ROZTWOROW ROBOCZYCH

Fabrycznie zamknigte odczynniki

Przechowywa¢ w 2-8 °C. Nie uzywaé odczynnikéw po uptynieciu daty
waznosci umieszczonej na opakowaniu.

Otwarte/Rozpuszczone odczynniki

Przechowywac¢ do 6 miesiecy w temperaturze

Bufor ekstrakcyjny 2.8 °C

Niewykorzystane stripy mozliwie jak najszybciej
umiesci¢ ponownie w foliowej torebce ze

Ptytka $rodkiem suszgcym. Opakowanie nalezy
mikrotitracyjna szczelnie zamkngg.

Przechowywac¢ do 6 miesiecy w temperaturze
2-8°C

Rozciehczony Bufor
ptuczacy

Bufor inkubacyjny

Kalibratory

Kontrole Przechowywaé do 6 miesiecy w temperaturze

. llos¢ Sposé6b
Odczynniki EK-CAL EK-CAL2 Kod pizygotowania
Bufor 3 butelki 6 butelek Gotowy do
ekstrakcyjny x125mL |x125mL |BCALEX uzycia
Plytka 2%
mikrotitracyjna |12 x 8- 12x8
wstepnie pokryte do’fkqwe dotkowe | B-CAL-MP G_otoyva do
anty- paski z aski 2 uzycia
kalprotektyng ramka Eamk
mAb 3
Foliado plytki |3 sztuki |6 sztuk . |Gotowado

uzycia
Eofr::ientrat Kazdy
;juczuce o 1butelka |2 butelki |B-CAL- |rozcienczy¢ z
:)10x)2 9 x100mL |x100mL |[WB 900 mL wody
k . dejonizowanej
onserwantami

Oznakowany enzym 28°C.

Substrat TMB
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Roztwor
zatrzymujgcy
reakcje

Tabela 2
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ODCZYNNIKI | MATERIALY DODATKOWO
DOSTARCZANE

Urzadzenia do ekstrakcji katu

Urzadzenia do ekstrakcji katu, opisane w tabeli 3, nie sg
dostarczane z zestawem. Wybrane urzadzenia do
ekstrakcji nalezy zamawiaé osobno.

Urzadzenia do

ekstrakc;ji katu leee e

Opakowania po 50, 200 i

500 probowek, kazda B-CALEX-C50

CALEX®Cap wypetniona 5 mL buforu B-CALEX-C200
ekstrakcyjnego B-CALEX-C500
Gotowe do uzycia
50 probowek, szpatuiki i
Smart-Prep nakretki na probowki B-CAL-RD
Tabela 3

NIEZBEDNE MATERIALY, KTORE NIE ZOSTALY
DOSTARCZONE
Procedura ekstrakcji

e Precyzyjne pipety o objetosciach 100 pyL i 1000 pL z
jednorazowymi koncéwkami

e Jednorazowe polistyrenowe Ilub polipropylenowe
probowki do przenoszenia ekstraktéw (opcjonalnie)

e Stanowisko pracy z przeptywem laminarnym

e Wytrzgsarka typu Vortex na wiele probek / zwykia
wytrzgsarka typu Vortex

e Mikrowiréwka (=3000 x g)
o Wirdéwka (=500 x g)

e Urzadzenia do ekstrakcji (patrz tabela 3 powyzej) lub
do ekstrakcji recznej:

— jednorazowe ezy inokulacyjne o objetosci 10 pL

— probowki polipropylenowe z zakretkami o
objetosci 15 mL

— Waga precyzyjna (10-200 mg)
Procedura testu ELISA

e Precyzyjne pipety z jednorazowymi kohcoéwkami o
objetosci 10 yL, 100 pL i 1000 pL

e Jednorazowe polistyrenowe lub polipropylenowe
probowki do przygotowania rozcienczonych prébek

e Cylinder o objetosci 1000 pL do rozcienczania buforu
ptuczgcego

e Pluczka do ptytek mikrotitracyjnych (patrz techniczne
srodki ostroznosci) lub wyciskana butelka na bufor do
ptukania

o Whytrzgsarka do plytek mikrotitracyjnych (patrz
techniczne $rodki ostroznosci)

e Bibutka matujgca

e Czytnik ptytek mikrotitracyjnych z mozliwosciag
pomiaru absorbanc;ji przy 450 nm

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki ostroznosci

e Kalibratory i kontrole w swoim skfadzie zawierajg
sktadniki pochodzenia ludzkiego. Przeprowadzono
odpowiednie testy dajgce negatywny wynik na
obecno$¢ antygenu powierzchniowego wirusa HBV
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oraz przeciwciat HCV i HIV %2 i pomimo to odczynniki
powinny byC¢ traktowane jako potencjalne Zzrodto
zakazenia, stosujgc przy tym odpowiednie S$rodki
ostroznoédci zgodne z zasadami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej (GLP).

o Zestaw zawiera skiadniki sklasyfikowane zgodnie z
Rozporzgdzeniem (WE) Nr 1272/2008:

Chlorowodorek 2-metylo-4-izotiazolin-3-onu (stezenie
>0,0015%), dlatego tez odczynniki mogg wywotywac
reakcje alergiczne skoéry (H317).

Kwas siarkowy (stezenie 22,5 - <5%), zatem
odczynniki mogg powodowaé podraznienie skory
(H315) i powazne podraznienia oczu (H319).

e Nalezy unikaé bezposredniego kontaktu odczynnikow
z oczami, skorg i blonami sluzowymi. Jesli dojdzie do
kontaktu, natychmiast przemy¢ duzg iloscig wody; w
przeciwnym razie moze wystgpi¢ podraznienie.

e Odczynniki i srodki chemiczne nalezy traktowac jako
odpady niebezpieczne zgodnie z  krajowymi
wytycznymi lub przepisami dotyczgcymi
bezpieczenstwa biologicznego.

Techniczne srodki ostroznosci
Elementy zestawu

e Pozostatosci w studzienkach ptytki mikrotitracyjnej
powstajg w wyniku procesu produkcji. Sg one
usuwane na etapie przemywania (punkt 3 Procedura
wykonania testu) i nie wptywajg na wyniki.

¢ Nie nalezy stosowac odczynnikow po uptywie terminu
waznosci, ktéry umieszczony jest na opakowaniu.

e Nie miesza¢ ze sobg i nie uzywaé¢ odczynnikow z
zestawoOw o roznym numerze partii.

¢ Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby nie dopusci¢ do
zanieczyszczenia miedzy odczynnikami, probkami
oraz pomiedzy studzienkami.

e Przed rozpoczeciem testu nalezy doprowadzié¢
odczynniki do temperatury pokojowej. Przed uzyciem
wymieszac odczynniki za pomoca vortexu.

e Mikrostudzienek nie mozna uzywac ponownie.

Procedura ekstrakcji recznej

e Aby uzyska¢ wyniki ilosciowe, wazne jest, aby
catkowicie zhomogenizowa¢ dodang prébke katu w
buforze ekstrakcyjnym. Nalezy unikaé powstawania
zanieczyszczen W  gornej czesci  probdowki
ekstrakcyjnej. Po wymieszaniu moze pozostaé
niewielka ilos¢ nierozpuszczalnych czgstek.

Procedura testu ELISA

o W tesScie ELISA etapy przemywania sg konieczne dla
zapewnienia  powtarzalnosci  wynikéw. Nalezy
zapewni¢ minimum 20 sekundowg inkubacje dla
buforu ptuczgcego wprowadzanego do studzienek,
przed jego usunieciem.

e Przy Kkorzystaniu z automatycznej ptuczki,
zastosowanie ,trybu ptytka®’, co oznacza, ze kazdy
etap (napetniania/oprézniania) prowadzony jest na
wszystkich stripach, sekwencyjnie, zanim urzgdzenie
przejdzie do kolejnego cyklu mycia. W ten sposdb
zagwarantowany jest minimalny czas inkubaciji.

BUHLMANN fCAL® ELISA



e Nalezy zapewni¢ wyznaczong ilos¢ cykli na
przemywanie dla zapewnienia powtarzalnosci
wynikow.

e Wytrzgsarka_do ptytek powinna osiggng¢ szybkosc
450 rpm (7,5 Hz). Wyzsza czestotliwosé obrotow
moze spowodowaé stabg liniowos¢ dla
rozcienczonych warto$ci pomiedzy 300/900 a
600/1800 ug/g. Zamiast ruchu poziomego nalezy
zastosowac ruch obrotowy.

e Aby zapewnic¢ catkowitg reakcje
antygen/przeciwciato, czas inkubacji w punkcie 5
musi wynosi¢ minimum 30 minut. Umiarkowanie
dtuzszy czas inkubaciji (do 5 minut) nie ma wptywu na
wynik koncowy.

e Oznakowany enzym jest inaktywowany przez tlen i
jest wysoce czuty na obecnos¢ azydku sodu,
tiomersalu, kwasu podchlorawego i aromatycznych
chloroweglowodoréw czesto wystepujgcych w wodzie
laboratoryjnej. W zwigzku z tym nalezy uzywac tylko
wysokiej jakosci wody dejonizowane;.

e Za kazdym razem, gdy przeprowadzany jest test
nalezy wygenerowa¢ nowg krzywg kalibracyjng (dla
kazdej ptytki lub ptytki cze$ciowej)

e Jesli poczatkowe stezenie nieznanej probki jest
wyzsze niz stezenie najwyzszego kalibratora,
kalibratora E, prébke mozna dalej rozcienczy¢
buforem inkubacyjnym, po czym ponownie wykonac
oznaczenie zgodnie z procedurg testu. Do obliczenia
koncowego wyniku nalezy uwzgledni¢ catkowity
wspotczynnik rozcienczenia.

POBIERANIE PROBEK | ICH PRZECHOWYWANIE

Do procesu ekstrakcji wymagane jest mniej niz 1g
probki katu. Probki katu nalezy zbiera¢ do zwyktych
pojemnikéw.

Wazne: Pobieranie probki powinno odbywaé sie bez
zadnych dodatkéw chemicznych lub biologicznych.

Transport prébek

Prébki katu powinny by¢ przekazane do zbadania w
laboratorium w ciggu trzech dni od daty ich pobrania.
Prébki mogg by¢ transportowane w temperaturze
pokojowej bgdz w lodéwce.

Przechowywanie préobek

Otrzymane prébki katu nalezy przechowywaé w
temperaturze 2-8 °C i wyekstrahowa¢ w ciggu trzech dni
od daty otrzymania ich w laboratorium. Nie
przechowywac probek w podwyzszonych
temperaturach.

EKSTRAKCJA PROBEK KALU | STABILNOSC
EKSTRAKCJI

1. CALEX® Cap

1.1 Procedura ekstrakcji

Postepuj zgodnie z instrukcjg dostarczong z
urzadzeniem CALEX® Cap (kod: B-CALEX-C50 / B-
CALEX-C200 / B-CALEX-C500).

Urzadzenie CALEX® Cap: Ptynne préobki katu mogg by¢
pipetowane bezposrednio do urzgdzenia CALEX® Cap.
Odkreci¢ niebieskg nakretke i doda¢ 10 pL prébki katu
do urzadzenia. Zamkng¢ nasadke urzgdzenia CALEX®
Cap i przejs¢ do etapu worteksowania zgodnie z
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procedurg ekstrakcji opisang i zilustrowang w instrukcji
uzytkowania dostarczonej razem z urzgadzeniem
CALEX® Cap.

Wazne: Po ekstrakcji nalezy wirowa¢ urzadzenie
CALEX® Cap przez 5 minut przy 500-3000xg i
kontynuowaé procedure testu.

1.2 Przechowywanie ekstraktu

Ekstrakty kalprotektyny w kale uzyskane przy pomocy
urzadzenia CALEX® Cap sg stabilne w temperaturze
pokojowej (23 °C) przez 7 dni i w temperaturze 2-8 °C
do 15 dni. W celu diuzszego przechowywania, ekstrakty
nalezy zamrozi¢ w temperaturze -20 °C. Zamrozone
ekstrakty sg stabilne przez okres do 23 miesiecy.
Ekstrakty CALEX® Cap mogg by¢ zamrozone i
przechowywane wewnatrz urzadzenia CALEX® Cap.
Ekstrakty mogg by¢ poddane czterem cyklom
zamrazania-rozmrazania. Przed pomiarem zamrozone
ekstrakty nalezy zréwnowazy¢ do temperatury
pokojowej, doktadnie worteksowa¢ przez 10 sekund i
wirowac¢ przez 5 minut (500-3000 x g).

2. Inne urzadzenia ekstrakcyjne

2.1 Procedury ekstrakcji

Postepuj zgodnie z instrukcja dostarczong z
odpowiednim urzgdzeniem ekstrakcyjnym:

e Urzadzenie do ekstrakcji kalu Roche (Kod
10745804322) lub BUHLMANN Smart-Prep (Kod: B-
CAL-RD).

Wazne: Po ekstrakcji przy uzyciu urzadzenia
BUHLMANN Smart-Prep nalezy zwirowaé probki przez 5
minut przy 3000xg. Mozna réwniez przeniesé
homogenat do probowki Eppendorf o objetosci 2 mL i
wirowaé¢ w mikrowirowce przez 5 min. przy 3000 x g.
Zla¢ supernatant do Swiezej, oznakowanej probdéwki i
kontynuowac procedure oznaczania.

2.2 Przechowywanie ekstraktu

Ekstrakty kalprotektyny z katu uzyskane przy uzyciu
Smart-Prep sg stabilne w 2-8 °C przez <7 dni lub -20 °C
przez 36 miesiecy.

3. Ekstrakcja reczna
3.1 Procedura ekstrakcji

1. Oznaczy¢ i zwazy¢ pustg proboéwke polipropylenowg
wraz z ezg do posiewu. Zanotowac¢ wage (tara).

2. Pobra¢ od 50 do 100 mg probki katu przy pomocy
ezy i umiescic we wczesniej zwazonej probdéwce,
ponownie zwazy¢ (waga brutto). Unika¢ pobierania
btonnika pokarmowego obecnego w prébce podczas
procesu pobierania probek.

3. Obliczy¢ ilos¢ netto prébki, odejmujgc tare od masy
brutto, oderwac eze i pozostawi¢ dolng czes$¢ ezy w
probdéwce.

4. Dodac¢ bufor ekstrakcyjny zgodnie ze wzorem x mg
stolca x 49 =y uL buforu ekstrakcyjnego (np. 50 mg
stolca + 2450 yL buforu) do probéwki i zamkng¢
probowke.

5. Dokonac ekstrakcji prébek przez

e energiczne wytrzgsanie probdwki ekstrakcyjnej
zawierajgcej bufor i probke kalu na wytrzgsarce
typu Vortex (przy najwyzszej predkosci) przez 30
sekund.

BUHLMANN fCAL® ELISA



e Nastepnie, inkubowaé probowki ekstrakcyjne
przez 25 +/- 5 minut na wytrzgsarce do ptytek przy
obrotach 400 rpm. Eza znajdujgca sie wewnatrz
probowki stuzy do wzmocnienia mieszania.

e« Ponownie energicznie zworteksowa¢ probéwke
ekstrakcyjng przez 30 sekund.

6. Przenies¢ 1,5mL homogenatu do 2 mL probowki
typu eppendorf i wirowa¢ w mikrowiréwce przez 5
minut przy 3000 x g.

7. Zla¢ supernatant do swiezo oznakowanej probdéwki i
kontynuowac procedure oznaczenia lub
przechowywaé¢ ekstrakty (patrz przechowywania
ekstraktéw).

3.2 Przechowywanie ekstraktu

Ekstrakty kalprotektyny z katu uzyskane za pomoca
recznej ekstrakcji, mozna przechowywac w
temperaturze 2-8 °C przez <7 dni lub w -20 °C przez 36
miesiecy.

ZAKRES ROBOCZY

Procedure oznaczania mozna przeprowadzi¢ na dwa
sposoby: stosujgc niski lub rozszerzony zakres ELISA.
Wybor procedury zalezny jest od oczekiwanego stezenia
kalprotektyny w prébkach:

e Dla prébek do 600 ug/g kalprotektyny nalezy wybrac
procedure z niskim zakresem (zakres roboczy 10-
600 pg/g).

e Natomiast dla probek przekraczajgcych 600 ug/g
nalezy dobra¢ zakres rozszerzony (zakres roboczy
30-1800 pg/g).

PROCEDURA WYKONANIA TESTU

Wazne: Przed uzyciem przez co najmniej 30 minut
odczeka¢ na wyrdwnanie temperatury odczynnikow do
temp. 18-28 °C. Nalezy rozcienczy¢ tylko ekstrakty katu.
Kalibratory i kontrole sg gotowe do uzycia.

1. Rozcienczanie prébki, opcja 1:
Zakres roboczy 10-600 ug/g

1.1. Urzadzenie  CALEX® Cap: Ekstrakty katu
rozcienczy¢ z buforem inkubacyjnym w stosunku
1.5 (np. 100 yL ekstraktu i 400 yL buforu
inkubacyjnego) i doktadnie wymieszaé. Przed
przystagpieniem do punktu 4c rozciehczone probki
nalezy zrownowazy¢, w tym celu nalezy odstawi¢ je
na 5 minut w temperaturze 18-28 °C.

np. 100 pL supernatantu
i 400 plL inkubacyjnego

@
%@ min 5 min.
«( »
1:5

wymieszaé 18-28 °C
rozcienczenie

wirowanie

1.2 Ekstrakcja reczna lub Smart-Prep: Nalezy
rozcienczy¢ probki katu w stosunku 1:50 za pomoca
buforu inkubacyjnego (np. 20 yL ekstraktu i 980 pL
buforu inkubacyjnego) i dobrze wymieszaé. Przed
przystgpieniem do punktu 4c pozostawi¢ prébki do
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zrébwnowazenia przez 5 minut w temperaturze 18-
28° C.

1.” Rozcienczanie prébki, opcja 2:

Zakres roboczy 30-1800 pg/g
Jesli prébka zostanie rozcienczona w stosunku 1:7500
zamiast 1:2500 wowczas zakres pracy moze zostaé
rozszerzony o wspétczynnik 3. Taka procedura jest
zalecana, jesli spodziewamy sie wysokich stezen
kalprotektyny.

1.1" Urzadzenie CALEX® Cap: Po wykonaniu ekstrakgii
przy pomocy urzadzenia CALEX® Cap, ekstrakt
katu nalezy rozcienczy¢ buforem inkubacyjnym w
stosunku 1:15 (np. 50 uL ekstraktu i 700 pyL buforu
inkubacyjnego) i doktadnie wymieszaé. Przed
przystgpieniem do punktu 4c pozostawi¢ probki do
zrébwnowazenia przez 5 minut w temperaturze
18-28 °C.

np. 50 pL supernatantu
i 700 pL buforu inkubacyjnego

&

min 5 min.

wirowanie 1:15 wymieszaé  18-28 °C
rozcienczenie

1.2° Ekstrakcja reczna lub Smart-Prep: Rozciehczyé
ekstrakty katu w stosunku 1:150 buforem
inkubacyjnym (np. 20 pL ekstraktu i 2980 pL buforu
inkubacyjnego) i dobrze wymieszaé. Przed
przystgpieniem do punktu 4c pozostawi¢ probki do
zrobwnowazenia przez 5 minut w temperaturze
18-28 °C.

2. Do badania nalezy przygotowa¢ ramke ptytki z
odpowiedniag ilo$cig stripéw dla wymaganej liczby
kalibratoréw, kontroli i rozciehczonych prébek.
Niewykorzystane stripy powinny by¢ bezzwtocznie
umieszczone w foliowym woreczku z $rodkiem
osuszajgcym. Przechowywac je w lodéwce.

3. Dwukrotnie przemy¢ powleczone studzienki, za
kazdym razem stosujgc co najmniej 300 yL buforu
ptuczacego na jedng studzienke. Studzienki opréznié,
wystukujgc resztki buforu na suchy recznik
papierowy.

Wazne: Bufor ptuczgcy nalezy pozostawi¢ przez co

najmniej 20 sekund podczas kazdego etapu

przemywania.

&

min. 20 sekund

300 plL buforu ptuczacego

i

\
\ — oprozni¢ wystukujac

Liijﬂ

2 x przeptukaé

4a.Wprowadzi¢ 100 yL buforu inkubacyjnego (blank) i
100 L kalibratora A-E do odpowiednich studzienek.
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4b.Wprowadzi¢ 100 yL kontroli niskiej i wysokiej do
odpowiednich studzienek.

4c.Odmierzy¢ po 100 pL kazdej rozciehczonej probki i
wprowadzi¢ do kolejnych studzienek.

5. Plytke nalezy przykry¢ folig do piytek i inkubowaé
przez 30 £ max 5 minut na wytrzgsarce do ptytek w

temperaturze 18-28 °C  przy 450 rpm (patrz
techniczne srodki ostroznosci - Procedura testu
ELISA).

6. Nalezy zdja¢ folie z ptytki i wyrzucié. Opréznic
studzienki i przeptukac trzykrotnie, dodajgc po 300 pL
buforu ptuczacego na jedng studzienke (patrz
techniczne $rodki ostroznosci - Procedura testu
ELISA). Oproézni¢ studzienki, wystukujgc resztki
buforu na suchy recznik papierowy.

100 plL blank /
100 plL kalibratoréw / @
100 pL kontrol / .
100 pL prébek 30 min.

Lm 1SS\ ///ff ===}
SSE8 \ E235288|

3 x przeptukaé

E \ — % < : 2\ — a2 ez .
= 2SS\ 1 x opréznié wystukujac

EoSEEEE) . Boeess)
k Rotacja <

7. Odmierzy¢ 100 puL oznakowanego
wprowadzi¢ do kazdej studzienki.

8. Plytke nalezy przykry¢ folig do piytek i inkubowac
przez 30 + 5 minut na wytrzgsarce do ptytek w
temperaturze 18-28 °C przy 450 rpm.

9. Nalezy zdjg¢ folie z ptytki i wyrzucié. Opréznic
studzienki i przeptukaé pieciokrotnie, dodajgc co
najmniej 300 yL buforu ptuczacego na jedng
studzienke. Oprézni¢ studzienki, wystukujgc resztki
buforu na suchy recznik papierowy.

Wloo L oznakowanego (< :

enzymu i

enzymu 30 min.
= S5288323| &
- S| o Srpmephulat
ss=s2g2) 8 el 1 x oprézni¢ wystukujac
SS9 SIS =S|
==
2

Rotacja

Wazne: Roztwoér substratu TMB nalezy odstawié, aby

zrownowazyt sie do temperatury 18-28 °C.

10.0Odmierzy¢ 100 yL roztworu substratu TMB i
wprowadzi¢ do kazdej studzienki.

11.Plytke nalezy przykry¢ folig do ptytek i chroni¢ przed
bezposrednim Swiattem, nastepnie inkubowaé przez
15 + 2 minut na wytrzgsarce do piytek w
temperaturze 18-28 °C przy 450 rpm.

W 100 plL substratu TMB

15 min.
(238 == //// s 7ﬁ
Etcettoy Q—ihj///

Rotacja

12.0dmierzy¢ 100 uL roztworu zatrzymujgcego reakcje i
wprowadzi¢ do kazdej studzienki. Usungc¢ pecherzyki
powietrza przy wykorzystaniu koncéwki do pipety. W
przeciggu 30 minut przej$¢ do punktu 13.
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13.Za pomocg czytnika ptytek mikrotitracyjnych odczytaé
absorbancje przy 450 nm.

100 pl roztworu
zatrzymujacego reakcje
&
=22858239) 32328\

w przeciggu 30 minut =
—_—

SEEESSEE) —
odczyta¢ absorbancje przy 450 nm

KONTROLA JAKOSCI

Doktadne zrozumienie niniejszej instrukcji obstugi jest
niezbedne do prawidlowego wykorzystania produktu.
Wiarygodne wyniki mozna uzyskacC przy zastosowaniu
precyzyjnych technik laboratoryjnych i postepujac
wedtug opisanej instrukciji.

Zestaw BUHLMANN fCAL® ELISA zawiera dwie
kontrole: niskg i wysokg. Odpowiednie wartosci
referencyjne kontroli sg podane w arkuszu danych QC
dotgczonym w kazdym zestawie. Wartosci i zakresy
podane w arkuszu danych QC zawsze odnoszg sie do
aktualnej partii zestawu i nalezy je wykorzysta¢ do
bezposredniego poréwnania wynikéw. Jezeli wartosci
kontroli niskich i/lub wysokich sg poza podanym
zakresem w arkuszu danych QC, zaleca sie uznanie
catej serii za niewazna.

Zaleca sie stosowanie probek kontroli wewnetrznej,
oprécz kontroli zestawu, zgodnie z lokalnymi i krajowymi
przepisami. Zaleca sie stosowanie prébek kontroli
wewnetrznej, aby zapewni¢ codzienng waznosé
wynikow. Ze wzgledu na to, iz nie wystepuje komercyjnie
dostepna kontrola dla kalprotektyny z katu, do
wewnetrznej kontroli jakosci zaleca sie stosowanie
ekstraktdw z katu z normalnymi i patologicznymi
poziomami kalprotektyny.

Powtarzalnos¢ parametrow krzywej kalibracyjnej i
wartosci kontroli powinny miesci¢ sie w ustalonych
granicach  dopuszczalnosci  laboratoryjnej.  Jezeli
uzyskane wyniki nie mieszczg sie w ustalonych
granicach a powtdrzenie testu wykluczyto btedy
techniczne, nalezy sprawdzi¢ nastepujgce czynniki: i)
urzgdzenia pipetujgce, kontrolujgce temperature i
mierzgce czas; ii) ustawienia czytnika ELISA; iii) daty
waznosci odczynnikow; iv) warunki przechowywania i
inkubacji; v) roztwér substratu TMB powinien byé
bezbarwny; vi) czysto$¢ wody; vii) metody aspiracji i
ptukania.

STANDARYZACJA | IDENTYFIKOWALNOSC
METROLOGICZNA

Nie ma miedzynarodowych i krajowych materiatéw
referencyjnych ani referencyjnych procedur
pomiarowych dla analitu kalprotektyny w probce katu.
Wartoéci kalibratorow w zestawie BUHLMANN fCAL®
ELISA sg okreslone na podstawie wielokrotnych
pomiarow przy zastosowaniu wewnetrznego materiatu
referencyjnego pochodzgcego z ludzkiej surowicy i
procedury pomiaru BUHLMANN fCAL® ELISA. Stezenie
kalprotektyny w wewnetrznym materiale referencyjnym
ustanowiono przy zastosowaniu oczyszczonej MRP8/14
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pochodzgcej z ludzkich granulocytow jako gtowny
materiat referencyjny.

95% przedziat ufnosci tgcznej niepewnosci kalibratorow
produktu zostat okreslony jako nizszy niz 13,3%, taczna
niepewnos¢ kontroli produktu jest mniejsza niz 16,4%.

OBLICZANIE WYNIKOW BADAN

Krzywa kalibracyjna

Zaleca sie korzystanie z oprogramowania zdolnego do
wykonania nastepujgcych obliczen; odjecie wartosci OD
Slepej proby (blank) z kazdego dotka z kalibratorem, w
celu obliczenia wartosci kalibratora. Ustali¢ krzywg
kalibracyjng przy uzyciu 4-parametrowego dopasowania
logistycznego (4 PL).

Kontrole i prébki

Zaleca sie korzystanie z oprogramowania zdolnego do
wykonania nastepujgcych obliczen; odjecie wartosci OD
Slepej préby (blank) z kazdego dotka z kontrola/ prébka.
Oblicz stezenie kalprotektyny, w pg/g, dla kontroli/ prébki
w kazdym dotku, wykorzystujgc ustalong krzywag
kalibracyjna.

Zakres roboczy 10-600 ug/g

Jezeli wybrano procedure oznaczenia dla nizszego
zakresu ELISA, wowczas nalezy stosowac kalibratory o
stezeniach zgodnych z protokotem ELISA: 10, 30, 100
300 i 600 pg/g kalprotektyny. Aby uzyskaé ostateczny
wynik, nalezy uwzgledni¢ dodatkowe rozcienczenia
(jezeli zastosowane jest inne rozcienczenie niz 1:2500).
Przyktadowe dane umieszczono w tabela 12 i Rycina 1
(wyniki i krzywa kalibracyjna). Otrzymane wyniki i
ilustracja krzywej kalibracyjnej sg podawane tylko w
celach demonstracyjnych. Krzywa kalibracyjna musi
zosta¢ wygenerowana do kazdej analizy.

Zakres roboczy 30-1800 pg/g

Jezeli wybrano procedure oznaczenia dla rozszerzonego
zakresu ELISA, wowczas nalezy stosowac kalibratory o
stezeniach zgodnych z protokotem ELISA: 30, 90, 300
900 i 1800 pg/g kalprotektyny. Aby uzyskaé ostateczny
wynik, nalezy uwzgledni¢ dodatkowe rozcienczenia
(jezeli zastosowane jest inne rozcienczenie niz 1:7500).
Przyktadowe dane umieszczono w tabela 15 i Rycina 3
(wyniki i krzywa kalibracyjna). Otrzymane wyniki i
ilustracja krzywej kalibracyjnej sg podawane tylko w
celach demonstracyjnych. Krzywa kalibracyjna musi
zosta¢ wygenerowana do kazdej analizy.

e Wyniki moga nie mie¢ klinicznego zastosowania w
przypadku dzieci do 4 roku zycia, u ktérych poziom
kalprotektyny w kale jest nieznacznie podwyzszony
(ref. 21-24).

o U niektorych pacjentdw przyjmujgcych leki z grupy
NLPZ (NSAID) poziom kalprotektyny w kale bedzie
podwyzszony.

OGRANICZENIA

e Zestaw odczynnikéw w zestawie BUHLMANN fCAL®
ELISA jest przeznaczony tylko do oznaczania
kalprotektyny w probce katu u cztowieka.

e Wyniki badan powinny zostaé¢ interpretowane w
potgczeniu z dostepnymi informacjami o stanie
klinicznym pacjenta i innymi badaniami
diagnostycznymi.

e W celu monitorowania choroby IBD, zasugerowano,
iz wielokrotne pomiary kalprotektyny w kale,
wykonywane w odstepach do 4 tygodni, majg
najlepsza doktadnosc¢ diagnostycznag w
przewidywaniu nawrotu klinicznego u pacjentéw (ref.
19-20).
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INTERPRETACJA WYNIKOW

I. Rozréznienie choréb organicznych od
funkcjonalnych zaburzen przewodu pokarmowego

Kategorie wynikéw oparte sg na danych z badan
klinicznych przeprowadzonych przez BUHLMANN i sg
zaleceniami BUHLMANN. Wszystkie wyniki testow
nalezy interpretowa¢c w potaczeniu z dostepnymi
informacjami na temat objawdéw klinicznych pacjenta,
historii choroby oraz innych wynikéw klinicznych i
laboratoryjnych.

Progi kliniczne

Wyniki 58 prébek klinicznych od pacjentéw ze
zdiagnozowanym IBS i 131 probek klinicznych od
pacjentdw ze zdiagnozowanym IBD, pochodzacych z
miedzynarodowego badania klinicznego,
przeanalizowano w celu uzyskania wartosci opisanych w
tabeli 4.

Stezenie Interpretacja Kontynuacja
kalprotektyny P 4 !
< 80 pg/g Normalna Brak

Kontrola w ciggu 4 —

80 - 160 ug/g 6 tygodni

Strefa szara/granica

Powtérzy¢ w razie

> 160 ug potrzeby

Podwyzszona

Tabela 4
Wartosci kalprotektyny ponizej 80 ug/g
Wartos¢ kalprotektyny <80 ug/g nie wskazuje na stan
zapalny przewodu pokarmowego. Pacjenci z niskim
poziomem kalprotektyny prawdopodobnie nie bedg
potrzebowac¢ inwazyjnych zabiegéw w celu ustalenia
przyczyny zapalenia.
Wartosci kalprotektyny od 80 do 160 ug/g
Sredni poziom kalprotektyny w kale mieszczacy sie w
zakresie od 80 do 160 pg/g, zwany szarg strefa, nie
wskazuje bezposrednio na aktywny stan zapalny, ktory
wymagatby natychmiastowych badan inwazyjnych.
Jakkolwiek, obecnos$¢ stanu zapalnego, nie moze byc¢
wykluczona. Zaleca sie ponowng ocene stezenia
kalprotektyny w kale po 4-6 tygodniach w celu
okreslenia stanu zapalnego.
Wartosci kalprotektyny powyzej 160 ug/g
Stezenie kalprotektyny w kale wynoszgce >160 ug/g
wskazuje na naciek neutrofili w  przewodzie
pokarmowym, co moze sygnalizowa¢ o wystepowaniu
aktywnego stanu zapalnego. Zaleca sie
przeprowadzenie  odpowiednich, dalszych  badan
wykonanych przez specjalistow w celu postawienia
0golnej diagnozy kliniczne;.

Ocena kliniczna

Zdolnos¢ testu BUHLMANN fCAL® ELISA do

rozrozniania pacjentéw z IBD i innymi niezapalnymi

zaburzeniami przewodu pokarmowego, w tym IBS,
BUHLMANN fCAL® ELISA




zostata  przetestowana ~w  badaniu  klinicznym
obejmujgcym tacznie 337 pacjentéw, w tym dorostych i
dzieci. U 135 pacjentéow zdiagnozowano IBD (choroba
Lesniowskiego-Crohna, wrzodziejgce zapalenie jelita
grubego lub nieokreslone zapalenie jelita grubego), u
130 pacjentéw zdiagnozowano IBS, a 72 pacjentow
zgtosito sie z bdélem brzucha i/lub biegunkg lub innymi
niezapalnymi  chorobami przewodu pokarmowego
(tabela 5). Ostateczna diagnoza zostata poparta
wynikami  endoskopowymi oraz innymi wynikami
klinicznymi.

W réznicowaniu miedzy IBD a stanami niezapalnymi
zwigzanymi z przewodem pokarmowym, w tym IBS,
mozna osiggng¢ czuto$é kliniczng wynoszacg 93,3%
przy 80 ug/g i swoistos¢ kliniczng 83,7% przy 160 pg/g.
Analiza krzywej ROC data AUC 0,923 (tabela 6).

W réznicowaniu IBD i IBS mozna osiggng¢ czutosé
kliniczng wynosi 93,3% przy 80 pg/g i swoistos¢
kliniczng 85,4% przy 160 pg/g. Analiza krzywej ROC
data AUC 0,933 (tabela 8).

Optymalng kombinacje punktu odciecia (ang. cut-off) dla
tych pul pacjentdw mozna okresli¢ za pomocg analizy
krzywej ROC przy stezeniach kalprotektyny
wynoszacych 80 ug/g i 160 pg/g, kitdra jest nieco
bardziej rygorystyczna niz kombinacja bardziej czutego
dolnego odciecia wynoszacego 50 ug/g z nizszag
wydajnoscig swoistosci oraz gornej granicy 200 pg/g
przy nieco nizszej czutosci (tabela 7 i 9).

Il. Monitorowanie IBD

Progi i ocena kliniczna

Oznaczanie kalprotektyny w kale jest niezawodnym i
prostym sposobem wspomagania monitorowania
pacjentéw z zdiagnozowanym IBD (ref. 7-18).

Korelacje pomiedzy poziomem kalprotektyny a stanem
zapalnym btony Sluzowej jelit pacjentéw, weditug ocen
endoskopowych, okre$lono w trzech niezaleznych
badaniach z uzyciem testow kalprotektyny BUHLMANN
(tabela 10). Wartos¢ diagnostyczng kalprotektyny w
przewidywaniu remisji klinicznej i nawrotu choroby, w
zaleznosci od objawéw pacjenta, wskaznikow
aktywnosci klinicznej, nieplanowanej potrzeby eskalacji
terapii, hospitalizacji lub nagtego przypadku, okreslono w
trzech badaniach z wuzyciem testow kalprotektyny
BUHLMANN (tabela 11).

Przedstawione kategorie wynikow sg zaleceniami, a ich
ustalenie opiera sie na skondensowanej wiedzy o
opublikowanych wartosciach granicznych i badaniach
skutecznosci klinicznej. Zaleca sie, aby lekarze ustalili
indywidualne wartosci progowe pacjenta, okreslajgc
wyjsciowy poziom kalprotektyny w okresie remisji
choroby.

Wartosci kalprotektyny ponizej 100 pg/g

Stezenie kalprotektyny w kale ponizej 100 pg/g moze
wiarygodnie wskazywac pacjentow z niskim ryzykiem
nawrotu klinicznego, w remisji endoskopowej, u ktérych
mozna unikng¢ inwazyjnych zabiegdéw endoskopowych
(ref. 7-18).

Wartosci kalprotektyny pomiedzy 100 a 300 ug/g
Stezenie kalprotektyny w kale miedzy 100-300 ug/g
moze wskazywacé na koniecznos¢ Scislejszej kontroli w
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kolejnym okresie w celu oceny tendencji rozwoju
choroby.

Wartosci kalprotektyny powyzej 300 pug/g

Stezenie kalprotektyny w kale powyzej 300 pg/g nalezy
powtdrzy¢, a jesli zostanie potwierdzony podwyzszony
poziom, nalezy przystgpi¢c do dalszych procedur
badawczych (ref. 7-18).

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI

Charakterystyka dziatania zestawu BUHLMANN fCAL®
ELISA, o ile nie zaznaczono inaczej, zostata ustalona
przy uzyciu recznej metody ekstrakcji.

Zakres roboczy: 10 - 600 ug/q

Powtarzalnosé: 1,9 - 8,0% CV

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna: 5,5 - 14,0% CV
Powtarzalno$¢ i  precyzje  wewnatrzlaboratoryjng
okreslono zgodnie z wytycznymi EP05-A2 CLSI, przy
zastosowaniu projektu badania: 22 dni x 2 powtorzenia.
Zbadano 10 wyekstrahowanych prébek katu o
stezeniach kalprotektyny mieszczgcych sie w zakresie
13,2 - 501,4 ug/g (tabela 13).

Granica wykrywalnosci (LoD): 4,2 ug/g

Granica wykrywalnosci zostata wyznaczona zgodnie z
wytycznymi EP17-A  CLSI, z odsetkiem wynikow
fatszywie dodatnich (a) ponizej 5% i fatszywie ujemnych
(B) ponizej 5% na podstawie 240 oznaczen, z 80
powtdrzeniami proby Slepej (bufor ekstrakcyjny) i 160
powtdrzeniami niskiego poziomu; i LoB 0,29 ug/g.
Granica oznaczalnosci (LoQ): 9,8 pug/g

LoQ ustalono na podstawie danych uzyskanych w
ramach wewnatrzlaboratoryjnego badania precyzji, w
tym dodatkowej probki katu o stezeniu 7,4 ug/g. LoQ
okreslono jako stezenie kalprotektyny, przy ktdérym
nieliniowe dopasowanie danych dotyczgcych catkowitej
precyzji przecinato cel precyzji przy 20% CV.

Liniowosé: 10 - 600 ug/g

Liniowos¢é testu BUHLMANN fCAL® ELISA zostata
wyznaczona zgodnie z wytycznymi EPO06-A CLSI.
Dopuszczalne byto maksymalne odchylenie od
liniowosci +20%. Dla wartosci ponizej 75 ugl/g
dopuszczalna byta réznica bezwzgledna mniejsza niz
+15 pg/g (tabela 14).

Doktadnos$é/Odzysk

Blad catkowity: -1,1%;

Dolna granica: -17,5%,

Gorna granica: 15,4%

Do czterech negatywnych wyekstrahowanych prébek
katu dodano wzrastajgce ilosci kalprotektyny z probek
surowicy. Wyniki przedstawiono na rycinie 2.

Wysoka dawka efektu Hook’a

Prébki o teoretycznych stezeniach do ~60 000 ug/g
mozna oznaczac bez  ograniczania  zakresu
pomiarowego testu.

Zakres roboczy: 30 - 1800 ug/q

Powtarzalnosé: 1,7 — 5,8% CV

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna: 3,1 - 9,4% CV
Powtarzalnos¢ i precyzje  wewnatrzlaboratoryjng
okreslono zgodnie z wytycznymi EP05-A3 CLSI, przy
zastosowaniu projektu badania: 10 dni x 2 serie x 4
powtdrzenia. Zbadano 7 wyekstrahowanych probek katu
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o stezeniach kalprotektyny mieszczgcych sie w zakresie
38,5 -918,0 pg/g (tabela 16).

Precyzja miedzy partiami: 4,2 - 9,7% CV

Precyzja pomiedzy partiami okreslono zgodnie =z
wytycznymi EP05-A3 CLSI, przy zastosowaniu projektu
badania: 3 partie x 5 dni x 5 powtérzeh, wykorzystano
model sktadowych wariancji efektéw losowych. Zbadano
6 wyekstrahowanych probek kalu o stezeniach
kalprotektyny mieszczgcych sie w zakresie
46,4 — 1476,1 ug/g. (tabela 17).

Odtwarzalnos¢ (badanie oceny precyzji w wielu
miejscach): 6,4 — 19,0% CV

Odtwarzalnos$¢ okreslono zgodnie z wytycznymi EP05-
A3 CLSI, przy zastosowaniu projektu badania: 3 miejsca
X 2 operatorow x 5 dni x 2 serie na dzien x 4
powtdrzenia. W badaniu zastosowano trzy rézne partie
odczynnikéw. Przetestowano pie¢  potgczonych
ekstraktéw z prébek katu o stezeniach kalprotektyny w
zakresie od 42,1 ug/g do 1053,3 ug/g (tabela 18).
Granica wykrywalnosci (LoD): 12,6 pg/g

Granica wykrywalnosci zostata wyznaczona zgodnie z
wytycznymi  EP17-A2 CLSI, z odsetkiem wynikow
fatszywie dodatnich (a) ponizej 5% i fatszywie ujemnych
(B) ponizej 5% na podstawie 120 oznaczen, z 60
powtdrzeniami proby Slepej (bufor ekstrakcyjny) i 60
powtdrzeniami niskiego poziomu; i LoB 8,3 ug/g.
Granica oznaczalnosci (LoQ): 21,3 ug/g

LoQ ustalono zgodnie z wytycznymi CLSI EP17-A2 na
podstawie 60 oznaczen i celu precyzji 20% CV.
Liniowosé: 30 - 1800 pg/g

Liniowos¢ testu BUHLMANN fCAL® ELISA zostata
wyznaczona zgodnie z wytycznymi EPO06-A CLSI.
Dopuszczalne byto maksymalne odchylenie od
liniowosci +20%. Dla wartosci ponizej 75 ug/g
dopuszczalna byta réznica bezwzgledna mniejsza niz
15 pg/g (tabela 19).

Doktadnosé / Odzysk: 96,4 — 102,2%

Do siedmiu ekstraktéw z probek katu o poziomach
kalprotektyny obejmujgcych zakres pomiarowy
46,5-990,2 pg/g dodano 180 pg/g kalprotektyny w
materiale kalibracyjnym. Spajkowanie przeprowadzono
przy 10% objetosci ekstraktu prébki. Do probek
.podstawowych” dodano odpowiednig ilos¢ buforu
inkubacyjnego. Prébki ,podstawowe” i ,podstawowe +
spajkowanie” mierzono w trzech powtoérzeniach (tabela
20).

Analiza wstepna

Charakterystyke wydajnosci testu BUHLMANN fCAL®
ELISA w odniesieniu do procedur przedanalitycznych
ustalono w zakresie roboczym 30 — 1800 pg/g.

Odtwarzalnosé ekstrakcji — ekstrakcja reczna:
9,5-20,5%

Odtwarzalnos¢ ekstrakcji zostata wyznaczona zgodnie z
wytycznymi  EP05-A3, przy zastosowaniu projektu
badania: 10 ekstrakcji x 2 powtérzenia. Zbadano 9
klinicznych prébek katu, wliczajgc w to probki o
konsystencji: statej, poistatej i ptynnej, o stezeniach
kalprotektyny mieszczgcych sie w zakresie
51,2 - 1783,7 pg/g (tabela 21).

Data wydania: 2022-11-16 9/16

Odtwarzalno$é ekstrakcji — CALEX® Cap: 7,9 — 16,9%

Odtwarzalnos¢ ekstrakcji zostata wyznaczona zgodnie z
wytycznymi  EP05-A3, przy zastosowaniu projektu
badania: 3 partie zestawu CALEX® Cap x 4 ekstrakcje x
4 powtérzenia. Zbadano 5 Klinicznych probek katu,
wliczajgc w to probki o konsystencji: statej, potstatej i
ptynnej, o stezeniach kalprotektyny mieszczacych sie w
zakresie 42,5 — 2949,9 ug/g (tabela 22).

Poréwnanie metod CALEX® Cap vs. ekstrakcja
reczna

Odchylenie przy 80 ug/g: 5,9% (95% Cl: 1,4 — 12,2%)
Odchylenie przy 160 pg/g: 12,0% (95% CI: 7,8-17,0%)
Srednie odchylenie: 10,1% (95% CI: 5,7 — 14,5%)
Poréwnanie metod okreslono zgodnie z wytycznymi
EP09-A3. Wyekstrahowano 241 prébek klinicznych przy
wykorzystaniu jednej partii urzgdzenia CALEX® Cap.
Wartosci referencyjne, z koncowym przedziatem
stezenia kalprotektyny wynoszgcym 30,5 — 1496,6 ug/g,
ustalono wzgledem ekstraktéw otrzymanych za pomocg
metody  recznej ekstrakcji. Dla obu  metod
przeprowadzono pojedyncze ekstrakcje i oznaczenia
testowe. Odchylenie okresSlono za pomocg regresji
liniowej Passinga-Babloka i analizy Blanda-Altmana
(tabela 23 i 24).

SUBSTANCJE INTERFERUJACE

Wrazliwos$¢ testu BUHLMANN fCAL® ELISA na doustne
srodki farmaceutyczne, suplementy diety, hemoglobine
oraz mikroorganizmy enteropatologiczne okreslono
zgodnie z wytycznymi CLSI EP07-A2 przy uzyciu
rozszerzonego zakresu roboczego. Odchylenie w
wynikach przekraczajgce 10% uznano za zaktécenie.
Nie wykryto zakiécen w przypadku substancji podanych
w tabeli 25, do wskazanych stezeh. Nie wykryto
zakiécen w przypadku mikroorganizmow
enteropatologicznych wymienionych w tabeli 26 do
wskazanych ilosci jednostek tworzgcych kolonie (CFU)
na mL ekstraktu probki katu.

BUHLMANN fCAL® ELISA



TABELE | RYCINY

Badania kliniczne

Badanie kliniczne - odréznienie choroby organicznej
od choroby czynnosciowej przewodu pokarmowego

Badania kliniczne — monitorowanie IBD

Rozktad wynikéw pacjentéw w liczbach (w procentach)
Ostateczna w zakresach diagnostycznych BUHLMANN fCAL®
diagnoza ELISA
<80 ug/g | 80-160 ug/g | > 160 pg/g Suma
IBD 9(6,7%) 12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%)
IBS 94 (72,3%) (17 (13,1%) 19 (14,6%) 130 (100%)
Inne GI |48 (66,7%) |10 (13,9%) 14 (19,4%) 72 (100%)
Tabela 5
B, i ) Kliniczny punkt decyzyjny

80 ug/g

160 pg/g

Czutosé (95% Cl)

93,3% (87,7%, 96,9%

84,4% (77,2%, 90,1%

Specyficznosé (95% CI)

83,7% (77,8%, 88,5%

PPV (95% ClI)

)
70,3% (63,5%, 76,5%)
67,7% (60,5%, 74,4%)

77,6% (69,9%, 84,0%

NPV (95% CI)

94,0% (89,0%, 97,2%)

)
)
)
)

88,9% (83,6%, 93,0%

ROC AUC (95% CI)

0,923 (0,893, 0,953)

Tabela 6

Kliniczny punkt decyzyjny

Aktywnos¢ Badanie 1 Badanie 2 Badanie 3
kalprotelgtyny‘ vs Hiszpania Hiszpania Australia,
byl Ll (ref. 9) (ref. 10) Nowa
okreslona na q
A s Zelandia
podstawie wynikow
badan endoskopowych (ref.11)
Liczba pacjentow i 89 (CD?) 123 (UC?) 99 (CD? after
dane demograficzne resection)
Wiek: 32-58 | Wiek: 18-85 | Wiek: 29-47
44% 66,4% 46,5%
mezczyzn mezczyzn mezczyzn
Cut-off 272 uglg 280 ug/g 100 pg/g
NPV 98% 86% 91%
PPV 76% 80,3% 53%
Tabela 10

' Badanie 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL i Quantum Blue® fCAL high range

Badanie 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA

2 CD = pacjenci z chorobg Crohn'a
3 UC = pacjenci z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego

PPV (95% ClI)

71,0% (63,9%, 77,5%

89,3% (82,5%, 94,2%

NPV (95% CI)

)
)
)
)

93,9% (86,3%, 98,0%

)
)
)
)

81,8% (74,5%, 87,8%

nie-IBD — IBS + inne Gl

ClI (ang. confidence interval) — przedziat ufnosci
PPV (ang. positive predictive value ) - dodatnia warto$¢ predykcyjna
NPV (ang. negative predictive value) - ujemna warto$¢ predykcyjna
ROC AUC (ang. area under receiver operating characteristic curve) —

obszar pod krzywa charakterystyki pracy odbiornika

Data wydania: 2022-11-16

Tabela 9

10/16

' Badanie 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA

IBD vs. non-IBD Badania kliniczne — monitorowanie IBD
50 pg/g 200 pg/g
; . . .
Czutosé (95% Cl) 96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73.1%, 87,0%) | | Kalprotektyna’vs et ibes EEREIDY R RGO
- = remisja |“b nawrotw | wielka Hiszpania Hiszpania
Specyficznosé (95% Cl) | 59,9% (52,8%, 66,7%) | 87,1% (81,7%, 91,4%) przysztosci Brytania (ref. 13) (ref. 14)
PPV (95% CI) 61,6% (54,7%, 68,2%) | 80,7% (73,1%, 87,0%) (ref. 12)
NPV (95% Cl) 96,0% (91,0%, 98,7%) | 87,1% (81,7%, 91,4%) | |Liczba pacjentéw i 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)
Tabela 7 dane demograficzne 20 (UC?)
terapia terapia
Kliniczny punkt decyzyin adalimuma- infliximabem
IBD vs. IBS ye y2yIny bem
80 pg/g 160 pg/g 38% Wiek: 24-64 Wiek: 18-68
Czutosé (95% CI) 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%) mezczyzn 43,3% 47,2%
mezczyzn mezczyzn
Specyficznosé (95% Cl) | 72,3% (63,8%, 79,8%) | 85,4% (78,1%, 91,0%) —
Czas obserwacji po
PPV (95% CI) 77,8% (70,6%, 83,9%) | 85,7% (78,6%, 91.2%) | | pomiarze 12 miesiecy | 4 miesiecy 12 miesiecy
NPV (95% Cl) 91,3% (84,1%, 95,9%) | 84,1% (76,7%, 89,9%) | |kalprotektyny
ROC AUC (95% Cl) 0,933 (0,902, 0,963) Pacjenci z nawrotem
klinicznym po 11% 30% 23%
Tabela 8 obserwacji
IBD ve. IBS Kliniczny punkt decyzyjny Cut-off 240 pg/g 204 pg/g 160 ug/g
VS.
50 uglg 200 pg/g NPV 96,8% 100% 96,1%
Czutosé (95% Cl) 96,3% (91,6%, 98,8%) | 80,7% (73,1%, 87,0% PPV 27.6% 75% 68.7%
Specyficznosé (95% Cl) | 59,2% (50,3% ,67,8%) | 90,0% (83,5%, 94,6% Tabela 11

Badanie 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL and Quantum Blue® fCAL high

range

2 CD =pacjenci z chorobg Crohn'a
3 UC = pacjenci z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego

BUHLMANN fCAL® ELISA
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Procedura zakresu niskiego 10-600 pg/g

Przyktadowe wyniki

Stezenie Absorb. Obliczone CV
[ng/g] [OD] stezenie | stezenie
[ng/g] [%]
Blank srednia 0,096
Kalibrator A 10 0,073
Kalibrator A 10 0,066
Srednia 10 0,069 7,2
Kalibrator B 30 0,143
Kalibrator B 30 0,153
Srednia 30 0,148 48
Kalibrator C 100 0,465
Kalibrator C 100 0,456
Srednia 100 0,460 1,4
Kalibrator D 300 1,121
Kalibrator D 300 1,135
Srednia 300 1,128 0,9
Kalibrator E 600 1,658
Kalibrator E 600 1,671
Srednia 600 1,664 0,6
Kontrola niska 0,201 41
Kontrola niska 0,189 39
Srednia 0,195 40 4.4
Kontrola 0,598 134
wysoka 0,583 130
Kontrola 0,590 132 1,8
wysoka
Srednia
Tabela 12
Przyktadowa krzywa kalibracyjna
Standard_Curve
Concentration (ug/g)
4-PFity =(A-D)(1+(X/CYB)+D A B c R72
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 267 1
Curve Fit Option - Fixed Weight Value
Rycina 1
Data wydania: 2022-11-16 11/16

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Precyzja .
Nr Stezene | Powtarzalnos¢ miedzy C;)a:_l‘:(:;:;;a
prébki | " | [nalg] dniami
SD %CV SD %CV | SD %CV
#1957 | 44 13,2 1,0 8,0% 1,5 [11,6% | 1,8 |[14,0%
#1933 | 42 20,5 0,9 4,2% 1,6 7.7% 1,8 8,8%
#1934 | 44 19,7 1,2 6,0% 1,6 8,4% 2,0 [10,3%
#1935 | 44 37,1 1,2 3.2% 21 5,8% 2,4 6,7%
#1936 | 44 35,4 0,9 2,7% 2,5 7,4% 2,7 7,8%
#1937 | 44 58,6 1,6 2,9% 3,6 6,4% 3,9 7,0%
#1938 | 44 83,9 2,6 3,1% 4,3 5,2% 5,0 6,0%
#1939 | 44 | 1414 2,6 1,9% 7.1 5,2% 7.5 5,5%
#1956 | 44 | 2941 14,0 | 48% | 18,0 | 6,2% | 22,8 | 7,8%
#1940 | 44 | 5014 | 27,7 | 57% | 20,9 | 4,3% | 34,7 | 7.1%
Tabela 13
Liniowos¢é
Wartos¢ p
dla
wspotczynni
Zakres ka
ID pomiarowy testu | R? nieliniowego | Zakres liniowy
S1 2,3-740,0 0,972 p >0,05 3,1-602,8
S2 5,1-999,5 0,988 p <0,05 5,1-654,0
S3 1,3-690,2 0,994 p <0,05 3,9-690,2
S4 9,6 — 827 0,940 p <0,05 9,6 — 658,7
Tabela 14
Odzysk
Difference Plot
_ 034
\’-3‘ 025 o —— Identity
2 o
s 02
2
E’. 015 4 : Bias (-1.1%)
r= 0.1 o °
B oo ° °
2% 005 ¢ s
53 o ° 95% Limits of
g = 0 s L7 agreerlnrglr: °
g oos | 7 e o ° (-17.5% to 15.4%)
[©) e ° ® oo ’ ) S ° °
8 .014°° o® °
5 . .
g 0154 o
E ©
0.2 . : .
0 200 400 600
Mean of All

B

Rycina 2
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TABELE | RYCINY
ZAKRES ROZSZERZONY 30-1800 pg/g

Przyktadowe wyniki Precyzja pomiedzy partiami

Stezenie Absorpcja Precyzjaw | Precyzja | Precyzja | . . ..
[ng/g] [OD] przebiegu | miedzy miedzy recvzia
30 0.047 Srednia ljednej serii | dniami partiami precyzl
Kalibrator A 30 0,046 ID |[ug/g] [n |SD |%CV |SD |[%CV |SD [%cv | sD [%cv
. 90 0,138 2 464 |74 | 25 |55% | 0,5 |1,1%| 2,4 [53%| 45 |97%
Kalibrator B
90 0,140 3 1055 | 75 | 25 | 24% | 1,4 [1,4%]| 21 |2,0%| 45 |4,2%
Kalibrator C ggg gig; 4 1336 | 75 | 50 | 3,8% | 1,9 [1,4%| 42 |32%| 7,2 |5,4%
’ 5 1785 | 75 16,3 | 3,5% | 0,0 |0,0%| 6,3 |3,5%| 9,2 |52%
Kalibrator D Zgg 1?3; 6 | 4352 |75 [12,4]29% | 7,5 [1,7%] 18,1 |4,2% | 23,2 | 5,3%
' 7 1476,1 | 75 |48,4| 3,3% | 88,6 |6,0% | 31,4 |2,1% | 110,6 | 7,5%
Kalibrator E 1800 1627 Tabela 17
1800 1,630 abela
Blank $rednia 0,057 Odtwarzalnos¢ — badanie oceny precyzji w wielu
lokalizacjach
) 0,147 Precyzja Precyzja Catkowita
Kontrola niska 0.162 miedzy miedzy precyzja
’ Srednia operatorami | miejscami | (Odtwarzalnosc)
Kontrola wysoka 821: ID [ng/g] n SD | %CV | SD | %CV SD %CV
: S01 421 236 0,0 0,0% 4,4 |10,4% 8,0 19,0%
Tabela 15
S02 67,4 238 1,7 2,6% 3,9 57% 8,6 12,7%
Przyktadowa krzywa kalibracyjna S03 | 1423 | 238 | 24 | 17% | 40 | 28% | 168 | 11,8%
S04 379,8 | 240 0,0 0,0% | 13,7 | 3,6% 24,2 6,4%
?':_ S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 3,8% | 64,4 | 6,1% 97,3 9,2%
16 Tabela 18
1] Liniowos¢
5 1?7 Wartosé¢ p
Q 104 dla
£ 05 wspoétczynni o
2 6] Testowy zakres ka Zakres liniowy
< 0‘4 ID pomiarowy [ug/g] | R? nieliniowego | [ug/g]
02 FRB 22,8 -1932,0 0,998 p <0,05 24,6 — 1932,0
0.0 FRC 26,2 — 2096,2 0,997 p <0,05 26,2 — 2096,2
10 1(‘)0 10‘00 Tabela 19
Conc. (ug/g) L.,
Doktadnosé / Odzysk
. . Rycina 3 Obserwowan
Precyzja wewnatrzlaboratoryjna Srednia linia | Oczekiwana | alinia
Precyzja Precyzja Precyzja bazowa linia bazowa bazowa + Wskaznik
0,
Sred- Powtarzal- | miedzy pomiedzy Newnatrzlabo ID_| [nglal * skok [uglg] | skok [kg/g] devekulle]
nia nos¢ seriami dniami ratoryjna #1 | 46,5 226,5 224,5 99,1%
ID |[pg/g] |n SD |%CV [SD [%CV |SD [%CV | SD |%CV #2 | 63,7 2437 2477 101,6%
P1 385 | 80| 23 [58%| 1,8 [48%| 2,2 |56%| 3,6 |94% #3 | 89,0 269,0 274,9 102,2%
P2 67,0 | 80| 2,0 [3,0%| 3,5 [52%| 1,6 |24%| 43 |6,4% #4 | 1116 291,6 292,0 100,1%
P3 | 135,7 | 80 | 23 (1,7% | 56 [4,1%| 0,0 [0,0%| 6,0 |4,4% #5 | 163,5 343,5 3311 96,4%
P4 | 207,1 | 80 | 4,1 |2,0% | 12,5 {6,0% | 0,0 [0,0% | 13,2 | 6,4% #6 | 304,0 484,0 475,0 98,1%
P5 | 337,14 | 80 | 59 [1,8% | 18,3 [54% | 0,0 [0,0% | 19,3 | 5,7% #7 | 990,2 1170,2 1166,6 99,7%
P6 | 562,6 | 80 | 11,0 |2,0% | 13,6 {2,4% | 2,5 [0,4% | 17,7 | 3,1% Tabela 20
P7 | 918,0 | 80 | 18,6 | 2,0% | 62,1 {6,8% | 20,8 |2,3% | 68,1 | 7,4%
Tabela 16
Data wydania: 2022-11-16 12/16 BUHLMANN fCAL® ELISA




TABELE | RYCINY
OGOLNA CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI -

ANALIZA WSTEPNA SUBSTANCJE INTERFERUJACE
i hemoglobina
Wewnatrz
jednej Miedzy Catkowita Nazwa handlowa | Aktywny skfadnik Stezenie
Srednia ekstrakcji ekstrakcjami precyzja mg/50 mg katu
ID |[ug/lgl] |n | SD |%CV | SD |%CV | SD |%CV gyno-Tardyferon | Siarczan zelaza (I1) 0,11
S01 51,2 20 4,5 8,9% 7,8 15,2% | 9,0 17,6% (zawiera 0,35 mg kwasu
S03 | 883 |20| 66 | 7.5% | 133 |150% | 148 |16,8% foliowego)
S05 | 668 | 20 | 106 |158% | 3.7 | 55% | 11,2 |16,7% | |Frednisone Prednizon 0,31
S06 | 1793 | 20 | 16,8 | 9.4% | 328 |183% | 368 |205% | | Murek Azatiopryna 0.19
S07 | 3661 | 20 | 224 | 61% | 323 | 88% | 393 |10,7% | |Sacfak ?:Ssa;\am'”a; 521
S08 327,4 20 154 | 47% | 26,9 | 82% | 31,0 | 9,5%
Agopton Lansoprazolum 0,18
S09 1783,7 | 20 | 198,3 | 11,1% | 262,0 | 14,7% | 328,6 | 18,4% -
Asacol Mesalamina; 2,50
Tabela 21 5.ASA
<z o ®
Powtarzalnos$¢ ekstrakcji — CALEX® Cap Vancocin Wankomycyna 2,00
Wewnatrz ) Miedzy ) Sulfamethoxazole | Sulfam etoksazol 1,60
jednej Miedzy Partiami Catkowita - - - -
Srednia | ekstrakcji |ekstrakcjami precyzja Trimethoprim Mleczan trimetoprimu 0,35
ID |[ug/g] | SD |%CV | SD [%CV | SD |%CV | SD | %CV Ciproxine Cyprofloksacyna 1,25
A | 425 16 | 39% | 52 [12,1%]| 0,0 |0,0% | 54 |12,7% Vitamin E DL-a-Octan tokoferolu 0,30
B|1265| 3,2 | 25% | 96 |76% | 93 [74% | 13,8 | 10,9% Bion 3 3 probiotyki (107 CFU): 1,06
lactobacillus gasseri PA16 / 8,
C| 2074 | 51 |24% | 34,8 |16,8%| 0,0 |0,0% | 351 | 16,9% bifidobacterium bifidum MF 20/5,
D | 5155|139 | 2,7% | 38,2 | 74% | 0,0 |0,0% | 40,7 | 7,9% bifidobacterium longum SPQ7 / 3,
12 witamin: A (800 pg), B1 (1,4
E [2949,9| 93,0 | 3,2% |214,6 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6| 8,1% mg), B2 (1,6 mg), B6 (2 mg), B12
Tabela 22 (1 pg), C (60 mg), D (5 ug), E (10
; . . ® . . mg), Biotyna (150 pg), kwas
Poréwnanie metod — ekstrakcji CALEX® Cap i recznej foliowy(200 pg), niacyna (18 mg),
ekstrakcji kwas pantotenowy (6 mg) i 7
. mineratéw: jodyna(100 ug),
Analiza Bland-Altman zelazo (5 mg), cynk (5 mg), selen
Srednie odchylenie Nizsze LoA Wyzsze LoA (30 pg), chrom (25 pg), mangan
(95%) (95% CI) (95% Cl) (1,2 mg), molibden (25 ug)
10,1% -47.4% 67,5% Hemoglobin Hemoglobina 1,25
(5,7%, 14,5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) Tabela 25
Tabela 23

Analiza regresji Passing-Bablok

Enteropatologiczne mikroorganizmy

Nachylenie Odciecie Odchylenie
(95% Cl) (ng/9) przy 160 ugl/g r
(95% Cl) 80 pg/g (95% Cl)
(95% ClI)
1,181 -9,7 5,9% 12,0% 0,948
(1,120, 1,235) | (-16,0, -2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%)
Tabela 24
Data wydania: 2022-11-16 13/16

Nazwa Stezenie koncowe
(CFU/mL ekstraktu katu)

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 1,5 x 108

Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1,6 x 108

Tabela 26

BUHLMANN fCAL® ELISA
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KROTKI PROTOKOL

EKSTRAKCJA KALPROTEKTYNY

Procedura recznej ekstrakcji

-1 ¢-

Wstepnie zwazyc pusta Odwazyé od 50 do Dodac¢ 49 mL objetosci B- Zamknaé probowke
probowke z eza w srodku 100 mg katu CAL-EX bufor ekstrakcyjny Worteksowac¢ 30
sekund Inkubowaé

255 min na
wytrzgsarce przy 400
) /\A rom
Worteksowa ¢ 30
\ U sekund

Przenie$é ~1,5 mL Wirowa¢ przez 5 Zlaé supernatant do $wiezej probowki
roztworu do $wiezej min przy i dalej postepowac zgodnie z
probdwki 3000x g procedurg ELISA
KROTKI PROTOKOL
KALPROTEKTYNA ELISA

Wstepnie powlekana ptytka mikrotitracyjna

C Przemywanie 2x buforem ptuczgcym 2300 uL
po 100 pL buforu inkubacyjnego, kalibratoréw, kontroli
lub rozcienczonych prébek

Inkubowac 30 (+ 5) minut
C w temp. 18-28 °C na wytrzgsarce do plytek ~450 rom

C Przemywac 3x buforem ptuczgcym 2300 uL
dodaé 100 uL oznakowanego enzymu

< Inkubowac 30 +/-5 minut
w 18-28 °C na wytrzgsarce do ptytek ~450 rpm

< Przemywac 5x buforem ptuczgcym =300 uL

4
Dodaé¢ 100 pL roztworu substratuTMB

Inkubowac przez 15 +/-2 minut
w 18-28 °C na wytrzgsarce do ptytek ~450 rpm

A 4

doda¢ 100 pL roztworu stop solution
==p Odczytaé¢ absorbancje przy 450 nm (w ciagu 30 minut)

CZAS OTRZYMANIA WYNIKU: 75 MINUT
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LISTA ZMIAN

Data Wersja Zmiana
Aktualizacja rozdziatu Ostrzezenia i $rodki ostroznosci
Uwzglednienie warto$ci niepewnosci kalibratora oraz uzasadnienie wewnetrznej
standaryzacji w rozdziale Standaryzacja

2022-11-16 A3 Aktualizacja rozdziatu Symbole

Nowe informacje patentowe

Aktualizacja sformutowan i uproszczenie rozdziatu Charakterystyka Wydajnosci
Wigczenie numeru jednostki notyfikowanej — procedura oceny zgodnosci wg IVDR
2017/746

RAPORTOWANIE WYPADKOW W PANSTWACH CZEONKOWSKICH UE

W przypadku wystgpienia jakiegokolwiek powaznego wypadku z udziatem tego urzadzenia, nalezy bezzwtocznie zgtosi¢ to

producentowi | wtasciwemu organowi panstwa cztownkowskiego.

USZKODZENIE PRZESYLKI

Jezeli produkt zostat uszkodzony nalezy poinformowac o tym dystrybutora.

SYMBOLE

Firma BUHLMANN stosuje symbole i oznaczenia wymienione i opisane w normie ISO 15223-1. Dodatkowo stosowane sg

nastepujgce symbole i oznaczenia:

Symbol

Wyjasnienie

Plytka mikrotitracyjna

BUF|EX|

Bufor ekstrakcyjny

IBUF|WASH]|10XI

Koncentrat buforu ptuczgcego Wash buffer (10x)

BUF Bufor inkubacyjny
([CAL|A| -|CALE] Kalibrator A - E
[CONTROLJL| Kontrola niska
[CONTROL/|H| Kontrola wysoka
Oznakowany enzym
SUBS|TMB Substrat TMB
SOLN|STOP Roztwor Zatrzymujgcy reakcje

Czesci zestawu sg chronione patentem EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2);

JP6467436(B2).

Data wydania: 2022-11-16
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