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PORTUGUES

USO PRETENDIDO

O BUHLMANN fCAL®ELISA ¢ um teste de diagnéstico in
vitro para determinagédo quantitativa de calprotectina em
amostras fecais humanas, para uso como auxiliar na
avaliagdo da inflamacdo da mucosa intestinal. Os
resultados do teste podem ser usados como um auxiliar
de diagndstico, ajudando a fazer a distingdo entre
doencas inflamatérias organicas do trato gastrointestinal
(doencas intestinais  inflamatérias, Dlls;  mais
especificamente doengca de Crohn ou colite ulcerativa,
CU) e doengas funcionais (sindrome do intestino irritavel,
SlI) (ref. 1-7) em pacientes com dor abdominal crénica e
também como auxiliar no monitoramento das Dlls
(ref. 7-18).

Somente para uso laboratorial.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O BUHLMANN fCAL® ELISA permite a medigédo seletiva
da calprotectina em extratos fecais através do método
ELISA Sandwich. A placa de microtitulagdo do
BUHLMANN fCAL® ELISA é revestida com um anticorpo
monoclonal de captura (mAb) altamente especifico para
os complexos heterodiméricos e poliméricos da
calprotectina. Os extratos das amostras fecais dos
pacientes, os controles para determinagcdo da
aceitabilidade da corrida do ELISA e os calibradores sao
carregados nos pogos da placa de microtitulagdo. Depois
de uma incubagdo por 30 minutos a temperatura
ambiente e de etapas de lavagem, um anticorpo de
deteccéo (Ab) conjugado a uma peroxidase de raiz forte
(HRP) detecta as moléculas de calprotectina ligadas ao
anticorpo de captura na placa. Depois da incubagao e de
etapas adicionais de lavagem, o substrato cromogénico
de HRP tetrametilbenzidina (TMB) ¢ adicionada
(formacdo da cor azul), seguida de uma solugdo de
interrupcédo (mudanga para a cor amarela). A absorgéo é
medida a 450 nm. A concentracgao final da calprotectina
(Mg/g) nas amostras fecais dos pacientes é determinada
usando-se a curva de calibragdo gerada a partir dos
valores medidos dos calibradores.

REAGENTES FORNECIDOS E PREPARAGAO

Reagentes Quantidade | Codigo Reconstituigao
Placa de 2x
microtitulacao 12 tiras x 8 B-CAL-MP Pronto para
pré-revestida com pogos utilizagéo
mADb anticalprotectina | com suporte
Selador da placa 6 unidades - Etl}ﬁ;;(;;sra
Conc~entrado do Diluir cada um com
tampao de lavagem | 2rascos | 5 0 \vg | 900 mL de agua
(10x) com x 100 mL deionizada 9
conservantes '
Tampao de
incubagao 2 frascos B-CAL-IB Pr_o_nto para

X 125 mL utilizagéo
com conservantes
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Reagentes Quantidade |Codigo Reconstituicao

Calibradores

AaE"2

Calprotectina 5 frascos B-CAL- Pronto para

derivada de soro x1mL CASET utilizagdo

em matriz-tampéao

com conservantes

Controle alto /

baixo®

Calprotectina 2 frascos B-CAL- Pronto para

derivada de soro x1mL CONSET utilizagcdo

em matriz-tampéao

com conservantes

Marcador

enZ|m.at|co . 2 frascos B-CAL-EL Pr.qnto para

Ab anticalprotectina | x 12 mL utilizagéo

conjugado a HRP

Substrato de TMB 2 frascos Pronto para

TMB em tampdo de |, 45 B-TMB12 | utilizagao

citrato

Solugéao de parada Pronto para

Acido sulfurico 2 frascos B-STS12 utilizagéao

0,25 M x12mL Agente
corrosivo

Tabela 1

" A concentragéo real de calprotectina nos calibradores A a E ¢é de 4,
12, 40, 120 e 240 ng/mL, respectivamente. Para o procedimento
ELISA de faixa mais baixa, os valores dos calibradores devem ser
ajustados como se segue: 10, 30, 100, 300 e 600 pug/g de
calprotectina. Esta atribuicdo corresponde a dilui¢cdo final da amostra
de 1:2500 no procedimento ELISA de faixa mais baixa.

2 Para o procedimento ELISA de faixa estendida, os valores nominais
dos calibradores devem ser ajustados como se segue: 30, 90, 300
900 e 1800 pg/g de calprotectina. Esta atribuicdo corresponde a
diluicao final da amostra de 1:7500 no procedimento ELISA de faixa
estendida.

30s controles contém quantidades de calprotectina humana nativa
especificas a cada lote. Consulte a folha de dados de CQ adicional
para obter as concentragdes reais.

ARMAZENAMENTO PRAZO DE VALIDADE DOS
REAGENTES

Reagentes selados / ndo abertos

Guarde a uma temperatura na faixa de 2—-8 °C. Nao use os reagentes
depois da data de validade impressa nos rotulos.

Reagentes abertos / reconstituidos

Retorne imediatamente as tiras ndo usadas
para a embalagem aluminizada contendo os
sachés de dessecante e torne a selar ao longo
de toda a borda do fecho tipo zip.

Guarde por até 6 meses a uma temperatura na
faixa de 2-8 °C.

Placa de
microtitulacao

Tampao de
lavagem diluido

Tampao de
incubagao

Calibradores .
Guarde por até 6 meses a uma temperatura na

faixa de 2-8 °C.

Controles

Marcador
enzimatico

Substrato de TMB

Solugao de parada

Tabela 2
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REAGENTES E MATERIAL FORNECIDO
ADICIONALMENTE

Dispositivos de extragao fecal

Os tubos de extracao de fezes descritos abaixo ndo sao
incluidos no kit, e devem ser encomendados
separadamente.

Kit de
dispositivos de | Quantidade Codigo
extragao
Pacotes de 50, 200 ou 500
tubos disponiveis, cada um B-CALEX-C50
CALEX® Cap preenchido com 5 mL de B-CALEX-C200
tampéo de extragéo. B-CALEX-C500
Pronto para utilizagdo

Tabela 3

MATERIAIS NECESSARIOS, POREM NAO
FORNECIDOS
Procedimento de extragao

e Pipetas de precisao de 100 yL e 1000 yL com
ponteiras descartaveis.

e Tubos descartaveis de poliestireno ou polipropileno
para a transferéncia de extratos (opcional).

e Estagdo de trabalho de fluxo laminar.

e Misturador tipo vértex multitubo / misturador tipo
vortex

e Microcentrifuga (23000 g)
e Centrifuga (2500 g)
Procedimento ELISA

e Pipetas de precisdo de 10 uL, 100 pL e 1000 yL com
ponteiras descartaveis.

o Tubos descartaveis de poliestireno ou polipropileno
para a preparagao de diluigdes de amostras.

e Cilindro de 1000 mL para a diluigdo do tampéao de
lavagem.

e Lavador automatico para a placa de microtitulagdo
(verifique as precaucgdes técnicas) ou pisseta para o
tampao de lavagem.

e Agitador para a placa de microtitulagéo (verifique as
precaugdes técnicas)

e Papel mata-borréo

e Leitor de placa de microtitulagao para medigéo da
absorbancia a 450 nm.

ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Precaucodes de seguranca

e Os calibradores e controles deste teste contém
componentes de origem humana. Embora testados
negativos para o antigeno de superficie do HBYV,
anticorpos HCV e HIV1/2, os reagentes devem ser
manuseados como se fossem capazes de transmitir
infecgbes, sempre de acordo com Boas Praticas
Laboratoriais (BPL) e usando-se as precaugoes
apropriadas.

e Este kit contém componentes classificados de acordo
com a Regulamentagéo (CE) n.o 1272/2008:

Data de langamento: 2022-11-16 3/16

cloridrato de 2-metil-4-isotioazolin-3-ona (= 0,0015%);
portanto, o0s reagentes podem provocar reagdes
alérgicas na pele (H317).

Acido sulfarico (conc. = 2,5 - < 5%); portanto, os
reagentes podem provocar irritagao da pele (H315) e
irritagéo ocular grave (H319.)

o Evite o contato dos reagentes com a pele, os olhos
ou as membranas mucosas. Em caso de contato,
lave imediatamente com quantidades abundantes de
agua; caso contrario podera ocorrer
irritacdo/queimaduras.

e Os reagentes e compostos quimicos devem ser
tratados como residuos perigosos, em conformidade
com as diretrizes ou regulamentagbes nacionais de
segurancga de riscos bioldgicos.

Precaucées técnicas

Componentes do kit

e Os residuos nos pogos da placa de microtitulacdo
resultam do processo de produgdo. Eles sao
removidos na etapa de lavagem (etapa 3 do
procedimento do ensaio) e ndo afetam os resultados.

e Os componentes ndo devem ser usados depois da
data de validade impressa nos roétulos.

o N&o misture ou utilize componentes de kits com
diferentes numeros de lotes.

e Todas as providéncias devem ser tomadas para
assegurar que nao ocorra contaminagcdo cruzada
entre os reagentes, amostras ou entre pogos.

o Deixe os reagentes atingirem equilibrio a temperatura
ambiente. Misture bem os reagentes (vortex) antes de
usar.

¢ Os micropogos nao podem ser reutilizados.

Extragao

e De forma a obter resultados quantitativos viaveis é
importante homogeneizar toda a amostra no tubo de
extragdo. Componentes insolluveis (n&do digeridos)
podem estar ainda no tubo depois da extragao.

Procedimento ELISA

e No procedimento do ELISA, as etapas de lavagem
sdo essenciais para garantir resultados reproduziveis.
Deixe o tamp&o de lavagem incubar nos pogos por
pelo menos 20 segundos antes de retirar.

e Se um lavador automatico estiver sendo usado,
recomenda-se enfaticamente empregar o “modo de
placa”, i.e., cada etapa do processo (distribuigcdo /
aspiracdo) ¢é executada em todas as tiras
sequencialmente, antes que o instrumento passe
para o préximo ciclo de lavagem. Dessa forma, o
tempo minimo de incubacéo é garantido.

¢ O numero indicado de ciclos de lavagem €& essencial
para assegurar a obtencdo de resultados
reproduziveis.

e O agitador da placa deve ser ajustado para
aproximadamente 450 rpm (7,5 Hz). Uma frequéncia
de rotagdo mais elevada pode levar a uma
linearidade de diluicdo deficiente a valores entre
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300/900 e 600/1800 pg/g. Deve-se wusar um
movimento rotacional em vez de horizontal.

e Para assegurar que a reagao antigeno/anticorpo seja
completa, o tempo de incubacéo na etapa 5 deve ser
de pelo menos 30 minutos. Periodos de incubagéao
moderadamente mais longos (até 5 minutos a mais)
néo influenciam o resultado final.

e O marcador enzimatico é desativado por oxigénio e é
altamente sensivel a azida de sédio, timerosal, acido
hipocloroso e hidrocarbonetos clorados aromaticos
normalmente encontrados no suprimentos de agua de
laboratorio. Assim, utilize somente agua deionizada
de alta qualidade.

e Uma nova curva padrdo devera ser gerada sempre
que um novo teste for realizado (para cada placa ou
placa parcial).

e Se a concentracdo inicial de uma amostra
desconhecida indicar uma leitura acima da
concentracdo do maior calibrador (E), a amostra
devera ser adicionalmente diluida com o tampao de
incubagdo e testada novamente de acordo com o
procedimento de teste. O fator de diluicdo total
resultante devera ser levado em conta no calculo dos
resultados.

mais longos, congele os extratos a -20 °C. Os extratos
congelados se mantém estaveis por um periodo de até
23 meses.

Os extratos do CALEX® Cap podem ser congelados
diretamente e armazenados dentro do dispositivo
CALEX® Cap. Os extratos podem ser submetidos a até
quatro ciclos de congelamento-descongelamento. Antes
da medigao, deixe os extratos congelados atingirem o
equilibrio a temperatura ambiente, misture bem por
agitagéo vortex por 10 segundos e entdo centrifugue por
5 minutos a 500-3000 g.

COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Para o procedimento de extracdo, menos de 1g da
amostra nativa de fezes serd necessario. Colete as
amostras de fezes em tubos comuns.

Importante: A amostra deve ser coletada sem nenhum
aditivo quimico ou biolégico.

Transporte das amostras

Stool specimens should be received for processing by
the laboratory within 3 days of collection. The specimens
may be transported at room temperature or refrigerated.

Armazenamento das amostras

As amostras de fezes devem ser armazenadas a uma
temperatura na faixa de 2-8 °C e extraidas até 3 dias
depois de recebidas no laboratério. Nao guarde as
amostras a temperaturas elevadas.

FAIXA DE TRABALHO

Este ensaio pode ser realizado de acordo com os
procedimentos a seguir: procedimento ELISA de faixa
mais baixa ou estendida. O procedimento apropriado
deve ser selecionado de acordo com a concentragao de
calprotectina esperada:

e Para amostras até 600 ug/g de calprotectina,
selecione o procedimento de faixa mais baixa (faixa
de trabalho de 10-600 pg/g).

e Se as amostras tenderem a ultrapassar 600 ug/g,
selecione o procedimento de faixa estendida (faixa de
trabalho de 30-1800 pg/g)

EXTRAGAO DAS AMOSTRAS DE FEZES E
ESTABILIDADE DOS EXTRATOS

1.1 Procedimento de extragao

Siga as instrugdes de uso fornecidas com o dispositivo
CALEX® Cap (Codigo B-CALEX-C50 / B-CALEX-C200 /
B-CALEX-C500).

As amostras liquidas de fezes podem ser pipetadas
diretamente no dispositivo CALEX® Cap. Desenrosque a
tampa azul e pipete 10 yL da amostra de fezes no
dispositivo. Recoloque a tampa no dispositivo CALEX®
Cap e proceda com a etapa de mistura por vortex de
acordo com o procedimento de extracdo descrito e
ilustrado nas instrucbes de uso fornecidas com o
dispositivo CALEX® Cap.

1.2 Estabilidade dos extratos

Os extratos de calprotectina fecal obtidos com o CALEX®
Cap permanecem estaveis a temperatura ambiente
(23 °C) por 7 dias e, na faixa de temperatura de 2-8 °C,
por até 15 dias. Para armazenar por periodos de tempo
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PROCEDIMENTO

Importante: Deixe todos os reagentes atingirem o
equilibrio a 18-28 °C por pelo menos 30 minutos antes
de wusar. Somente dilua os extratos fecais. Os
calibradores e controles estao prontos para utilizagao.

1. Opcao de diluicio de amostra 1:
Faixa de trabalho de 10-600 ug/g

1.1. Depois da extracdo com dispositivo CALEX® Cap,
diluir os extratos fecais a 1:5 usando o tampao de
incubagéo (p. ex., 100 yL de extrato e 400 pL de
tampao de incubacdo) e misture bem. Deixe as
amostras atingirem o equilibrio a 18-28 °C por
pelo menos 5 minutos antes de passar para a
etapa 4c

@

5 min,

Por exemplo 100 pL sobrenadante
e 400 plL de tampao de incubacgao

&

men. 5 min.
—_ —_
W Il);

Centrifugacao 1:5 diluicdo Misture 18-28°C

1.” Opcao de diluigdo de amostra 2:

Faixa de trabalho de 30-1800 ug/g
A faixa de trabalho pode ser estendida em um fator de 3
se as amostras forem diluidas a 1:7500 em vez de
1:2500. Este procedimento é recomendado se forem
esperadas concentracdes elevadas de calprotectina.

1.1" Depois da extracdo com dispositivo CALEX® Cap,
diluir os extratos fecais a 1:15 usando o tampao de
incubagédo (p. ex., 50 yL de extrato e 700 uyL de
tampao de incubagédo) e misture bem. Deixe as

BUHLMANN fCAL® ELISA



amostras atingirem o equilibrio a 18—28 °C por pelo
menos 5 minutos antes de passar para a etapa 4c.

Por exemplo 50 plL sobrenadante
e 700 pL de tampao de incubagdo

-

men, 5 min,
— —
l(L] ]J» ]

1:15 diluigao Misture 18-28 °C

Centrifugacao

2. Prepare um suporte de placa com tiras suficientes
para testar a quantidade requerida de calibradores,
controles e amostras diluidas. Remova o excesso de
tiras do suporte e torne a sela-las sem demora na
embalagem aluminizada, juntamente com os sachés
de dessecante. Mantenha sob refrigeracgao.

3. Lave os pogos revestidos duas vezes, usando pelo
menos 300 pL de tampdo de lavagem por pogo.
Esvazie os pocgos e bata a placa com firmeza sobre
papel mata-borrao.

Importante: Deixe o tampao de lavagem nos pogos por
pelo menos 20 segundos durante cada etapa de
lavagem.

&

men. 20 seg.

300 pL de tampao
de lavagem

N Lave 2 x
Eszaziar e bater 1 x

L

Lave 2 x

4a.Pipete 100 uL do tampao de incubagao (branco), e

Pipete 100 pL dos calibradores A — E nos respectivos
pOGos.

4b.Pipete 100 yL dos controles baixo e alto nos
respectivos pogos.

4c.Pipete 100 yL de cada amostra diluida nos pogos
subsequentes.

5. Cubra a placa com um selador e incube por
30 + 5 min (max.) em um agitador de placas ajustado
para ~ 450 rpm a 18-28 °C (consulte as Precaugdes
técnicas — Procedimento ELISA).

6. Remova e descarte o selador da placa. Esvazie os
pogos e lave trés vezes usando pelo menos 300 pL
de tampdo de lavagem por pogo (consulte as
Precaucdes técnicas — Procedimento ELISA). Esvazie
0s pogos e bata a placa com firmeza sobre papel
mata-borrao.
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100 plL de tampaéo de incubacédo /
100 pl de calibradores |

100 plL de controles | @

1 L .
00 plL de amostras 30 Tin.

4

R Lave 3 x
Eszaziar e bater 1 x

EoErEEy =

Rotacao

.
¢

7. Adicione 100 pyL do marcador enzimatico em todos os
pogos.

8. Cubra a placa com um selador e incube por
30 +5 min em um agitador de placas ajustado para ~
450 rpm a 18-28 °C.

9. Remova e descarte o selador da placa. Esvazie os
pocos e lave cinco vezes usando pelo menos 300 pL
de tampéo de lavagem por pogo. Esvazie os pogos e
bata a placa com firmeza sobre papel mata-borrao.

i
100 plL de marcador o
enzimatico

30 min.

Lave 5 x
Eszaziar e bater 1 x

Importante: Deixe a solugdo do substrato de TMB atingir
o equilibrio a 18-28 °C.

10.Pipete 100 pL da solugdo do substrato de TMB em
todos os pogos.

11.Cubra a placa com um selador, proteja a placa contra
luz direta e incube por 15 +2 min em um agitador de
placas ajustado para ~ 450 rpm a 18-28 °C.

100 pL da solugio ;/@\{

de substrato TMB 1 15 min.

Rotagao

12.Pipete 100 yL da solugdo de parada em todos os
pocos. Remova bolhas de ar com a ponta de uma
pipeta. Execute a etapa 13 dentro de até 30 minutos.

13.Leia a absorbancia a 450 nm em um leitor de placa
de microtitulacéo.

100 plL de solugao stop ]

Dentro de 30 min.
e

Leia a absorvéncia a 450 nm

BUHLMANN fCAL® ELISA



CONTROLE DE QUALIDADE

Para que se possa utilizar o produto com sucesso, €&
necessario compreender bem estas instru¢ées de uso.
Somente serdo obtidos resultados confiaveis se técnicas
laboratoriais precisas forem empregadas, seguindo-se
estas instrugcdes de uso a risca.

O kit BUHLMANN fCAL® ELISA é fornecido com dois
controles: alto e baixo. Os valores de referéncia
correspondentes dos controles estao indicados na folha
de dados de CQ fornecida com cada kit. Os valores e
faixas indicados na folha de dados de CQ sempre se
referem ao lote do kit em questao e devem ser usados
para comparacao direta dos resultados. Se os resultados
dos controles baixo e/ou alto ficarem fora da faixa
indicada na folha de dados de CQ, recomenda-se
considerar toda a corrida como invalida.

Recomenda-se também usar as amostras de controle
em adicdo aos controles do kit, de acordo com as
regulamentacdes locais e nacionais. O uso de amostras
de controle interno é recomendado para assegurar a
validag&o diaria dos resultados. Uma vez que nao existe
controle comercialmente disponivel para calprotectina
fecal, sugerimos utilizar um pool de extratos fecais com
niveis normais e patolégicos como controle de qualidade
interno.

A reprodutibilidade de parametros da curva padrao e dos
valores de controle deve se manter dentro dos limites
estabelecidos da aceitabilidade do laboratério. Se o
desempenho do ensaio ndo atender aos limites
estabelecidos e a repeticdo excluir erros de técnica,
verifique os seguintes pontos: i) pipetagem, controle de
temperatura e dispositivos de cronometragem; ii) os
ajustes do leitor ELISA; iii) as datas de validade dos
reagentes; iv) as condicbes de armazenamento e
incubagédo; v) a solugao do substrato de TMB (que deve
ser incolor); vi) a pureza da agua; e, vii) os métodos de
aspiragao e lavagem.

ESTANDARDIZAGAO E RASTREABILIDADE
METROLOGICA

Nao existem materiais de referéncia ou procedimentos
de medicao de referéncia reconhecidos internacional ou
nacionalmente para o analito calprotectina em amostras
de fezes. Os valores dos calibradores do BUHLMANN
fCAL® ELISA sdo determinados em corridas de
medicbes multiplas usando-se material de referéncia
interno com base em soro humano, e no procedimento
de medicdo do BUHLMANN fCAL® ELISA. A
concentracado de calprotectina do material de referéncia
interno foi determinada usando-se MRP8/14 purificado
de granulécitos humanos como material de referéncia
primario.

O intervalo de confianga de 95% da incerteza combinada
dos calibradores do produto foi determinado como
inferior a 13,3%, enquanto a incerteza combinada dos
controles do produto ficou abaixo de 16,4%.

calibrador para calcular o valor do calibrador. Gerar uma
curva padrao usando ajuste por regressao logistica de 4
parametros (4 PL).

Controles e amostras

Recomenda-se usar um programa de software capaz de
executar os seguintes calculos: subtrair o valor da
densidade optica (DO) dos brancos de cada pogo de
controle/amostra.  Calcular a concentragdo de
calprotectina do controle/amostra em cada pogo, em
pg/g, usando a curva padréo gerada.

Faixa de trabalho de 10-600 ug/g

Se o0 procedimento ELISA de faixa mais baixa for
selecionado, as concentragdes dos calibradores deverao
ser ajustadas como se segue: 10, 30, 100, 300 e
600 ug/g de calprotectina. Fatores de diluicdo adicionais
(caso se esteja usando uma diluicdo final diferente de
1:2500) devem ser multiplicados pelos resultados para
se obter os resultados finais.

Consulte a tabela 12 e a figura 1 para verificar dados
tipicos (resultados e curva padrao). Esses resultados e a
curva padrdo sdo fornecidos somente a titulo de
demonstracdo. Uma curva padrdo deve ser gerada para
cada conjunto de amostras a ser analisado.

Faixa de trabalho de 30-1800 ug/g

Se o procedimento ELISA de faixa estendida for
selecionado, os valores nominais de calibradores a
seguir devem ser ajustados como se segue: 30, 90, 300,
900 e 1800 ug/g de calprotectina. Fatores de diluicao
adicionais (caso se esteja usando uma diluicdo final
diferente _de 1:7500) devem ser multiplicados pelos
resultados para se obter os resultados finais.

Consulte a tabela 15 e a figura 3 para verificar dados
tipicos (resultados e curva padrao). Esses resultados e a
curva padrdo sdo fornecidos somente a titulo de
demonstragdo. Uma curva padrao deve ser gerada para
cada conjunto de amostras a ser analisado.

CALCULOS E RESULTADOS

Curva padrao

Recomenda-se usar um programa de software capaz de
executar os seguintes calculos: subtrair o valor da
densidade optica (DO) dos brancos de cada pogo de
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LIMITAGOES

e Os reagentes fornecidos com o kit BUHLMANN
fCAL® ELISA se destinam somente a determinacao
de niveis de calprotectina em amostras de fezes
humanas.

e Os resultados dos testes devem ser interpretados em
conjunto com as informagdes disponiveis da
avaliacdo clinica do paciente e de outros
procedimentos de diagndstico.

e Para o monitoramento de DII, sugeriu-se que diversas
medicbes da calprotectina fecal realizadas em
intervalos de até 4 semanas possibilitam melhor
precisdo de diagndstico na previsdo da recidiva
clinica em pacientes (ref. 19-20).

e Os resultados podem néo ser clinicamente aplicaveis
a criangas menores de 4 anos de idade que tenham
niveis de calprotectina fecais levemente aumentados
(ref. 21-24).

e Pacientes que estiverem tomando anti-inflamatérios
nao esteroides (AINEs) poderdo apresentar aumentos
nos niveis de calprotectina fecal.

BUHLMANN fCAL® ELISA



INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

. Como distinguir doengas gastrointestinais
organicas de funcionais

As categorias de resultados baseiam-se nos dados de
estudos clinicos realizados pela BUHLMANN e s&o
recomendagées da BUHLMANN. Todos os resultados
dos testes devem ser interpretados em conjunto com as
informagdes disponiveis dos sintomas clinicos do
paciente, seu histérico médico e outros resultados
clinicos e laboratoriais.

Os resultados de 58 amostras clinicas de pacientes
diagnosticados com Sl e de 131 amostras clinicas de
pacientes diagnosticados com Dlls (provenientes de um
estudo clinico internacional) foram analisadas para se
obter os valores descritos na tabela 4.

Concentragao

de calprotectina [t

Acompanhamento

< 80 pg/g Normal Nenhum

Retorno dentro de 4-6
semanas

80 - 160 pg/g Zona cinzenta/limitrofe

Repetir conforme

Elevada L
necessario

> 160 ug/g

Tabela 4

Valores de calprotectina abaixo de 80 pg/g

Valores de calprotectina fecal abaixo de 80 ug/g nao sao
indicativos de inflamacdo do trato gastrointestinal. Os
pacientes com baixos niveis de calprotectina fecal
provavelmente ndo requerem procedimentos invasivos
para determinacao da causa da inflamagao.

Valores de calprotectina entre 80 e 160 ug/g

Os niveis intermediarios de calprotectina (entre 80 e
160 pg/g, inclusive), também conhecidos como niveis da
zona cinzenta, ndo sao diretamente indicativos de
inflamagédo ativa que necessite de acompanhamento
imediato com testes invasivos. Todavia, a presenca de
inflamagédo ndo pode ser descartada. A reavaliagdo dos
niveis de calprotectina fecal depois de 4 a 6 semanas é
recomendada para determinagao do status inflamatério

Valores de calprotectina maiores que 160 ug/g

Valores de calprotectina acima de 160 ug/g séao
indicativos de infitrado de neutréfilos no trato
gastrointestinal e, portanto, podem significar a presenca
de doencga inflamatéria ativa. Sugere-se a execugao de
procedimentos de investigacdo adicionais apropriados,
conduzidos por especialistas, para se obter um
diagnéstico clinico completo.

Avaliacdo clinica

A capacidade do BUHLMANN fCAL® ELISA de fazer a
distingdo entre pacientes com Dlls e outros disturbios
nao inflamatérios gastrointestinais, incluindo a SllI, foi
testada em um estudo clinico com um total de 337
pacientes adultos e pediatricos. Cento e trinta e cinco
(135) pacientes apresentaram um diagndstico final de
Dlls (doenga de Crohn, colite ulcerativa ou colite
indeterminada), 130 pacientes sofriam de Sl e 72
apresentavam dor abdominal e/ou diarreia ou outras
condicdes ndo inflamatérias associadas ao ftrato
gastrointestinal (Gl) (consulte a tabela 5). O diagndstico
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final foi corroborado por resultados endoscoépicos e
outros resultados clinicos.

Uma sensibilidade clinica de 93,3% a 80 ug/g e uma
especificidade clinica de 83,7% a 160 yg/g podem ser
atingidas na diferenciagao entre Dlls e condigdes néo
inflamatérias associadas ao trato Gl, incluindo a SlI. A
analise de ROC resultou em uma curva AUC de 0,923
(consulte a tabela 6).

Uma sensibilidade clinica de 93,3% a 80 ug/g e uma
especificidade clinica de 85,4% a 160 ug/g podem ser
atingidas na diferenciacdo entre DlIs e a SlI. A analise
de ROC resultou em uma curva AUC de 0,933 (consulte
a tabela 8).

A combinagdo o6tima de ponto de corte para esses
grupos de pacientes pdde ser definida por analise de
ROC a 80 ug/g e 160 ug/g de calprotectina, valores
ligeiramente mais restritivos que uma combinagédo de um
ponto de corte inferior mais sensivel de 50 ug/g com
um desempenho mais baixo em especificidade, e um
ponto de corte superior de 200 pg/g, com uma
sensibilidade ligeiramente mais baixa (tabelas 7 e 9).

Il. Monitoramento de DIl

Limiares e avaliacdo clinica

A determinagdo da calprotectina fecal também é uma
forma confiavel e simples de auxiliar no monitoramento
de pacientes com DlII (ref. 7-18).

A correlagao entre os niveis de calprotectina e o status
inflamatério da mucosa intestinal do paciente, de acordo
com avaliagbes endoscépicas, foi determinada em trés
estudos independentes usando testes de calprotectina
da BUHLMANN (tabela 10). Determinou-se o valor do
diagnéstico da calprotectina na predicdo da remisséo e
recidiva clinicas em trés estudos usando-se testes de
calprotectina da BUHLMANN (tabela 11), de acordo com
os sintomas dos pacientes, os indices de atividade
clinica, e a necessidade nao planejada de intensificagao
de terapia, hospitalizagdo ou emergéncia.

As categorias de resultados mostradas séo
recomendagbes e sua determinagdo se baseia no
conhecimento condensado de valores de corte e estudos
de desempenho clinico publicados. Aconselha-se que os
profissionais de saude definam limiares individuais para
cada paciente a partir da determinagédo do nivel de base
de calprotectina durante a remissao da doencga:

Valores de calprotectina abaixo de 100 pg/g:

Niveis de calprotectina fecal abaixo de 100 ug/g podem
indicar confiavelmente pacientes com baixo risco de
recidiva clinica que estdo em remissdo endoscopica e
para os quais procedimentos endoscépicos invasivos
podem ser evitados (ref. 7-18).

Valores de calprotectina entre 100 e 300 ug/g

Niveis de calprotectina fecal entre 100 e 300 pg/g podem
indicar a necessidade de um controle mais rigoroso no
periodo seguinte para avaliar as tendéncias de
desenvolvimento da doenca.

Valores de calprotectina acima de 300 ug/g

Niveis de calprotectina fecal acima de 300 ug/g
requerem a repeticdo do teste e, se confirmados os
niveis elevados, indicam a necessidade execugao de
procedimentos adicionais de investigagao (ref. 7-18).
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

As caracteristicas de desempenho do BUHLMANN
fCAL® ELISA foram estabelecidas usando-se o método
de extragdo manual, exceto se indicado de outra forma.

Faixa de trabalho: 10—-600 ug/q
Repetibilidade (precisao intraensaio):

1,9 -8,0% do CV

Precisao intralaboratorial: 5,5 - 14,0% do CV

A repetibilidade e a precisdo intralaboratorial foram
determinadas com base na diretriz EP05-A2 do CLSI,
usando-se um arranjo de estudo de 22 dias x 2
replicatas. Foram testados dez extratos de amostras
fecais com concentragdes de calprotectina na faixa de
13,2 — 501,4 ug/g (tabela 13).

Limite de deteccao (LoD): 4,2 ug/g

O LoD foi determinado de acordo com a diretriz EP17-A
do CLSI, com proporgbes de falsos positivos (a)
inferiores a 5% e de falsos negativos (B) inferiores a 5%,
com base em 240 determinagbes com 80 brancos
(tampao de extragao) e 160 replicatas de baixo nivel; e
um LoB de 0,29 pg/g. Uma fungdo paramétrica cubica
foi usada para extrapolar os valores de DO das amostras
de branco para concentragdes de calprotectina em ug/g.

Limite de quantificagao (LoQ): 9,8 ug/g

O LoQ foi estabelecido usando-se dados obtidos no
estudo de precisdo intralaboratorial, incluindo uma
amostra fecal adicional com uma concentragdo de
7,4 pug/g. O LoQ foi determinado como a concentragéo
de calprotectina na qual o ajuste nao linear dos dados de
precisao total intersecta a meta de precisdo de 20% do
Cv.

Linearidade: 10-600 ug/g

A faixa linear do BUHLMANN fCAL® ELISA foi
determinada de acordo com a diretriz EP06-A do CLSI.
Um desvio maximo de * 20% da linearidade foi
permitido. Para valores abaixo de 75 ug/g, uma diferencga
absoluta inferior a +15 ug/g foi permitida (tabela 14).

Precisao / recuperagao

Desvio total: -1,1%,

Limite Inferior de Concordancia: -17,5%,
Limite superior de concordancia: 15,4%

Quatro amostras fecais extraidas negativas foram
fortificadas com quantidades crescentes de calprotectina
provenientes de amostras de soro. Os resultados podem
ser vistos na figura 2.

Efeito gancho com dose elevada

Amostras com concentragbes tedricas de até
60’000 ug/g podem ser medidas sem limitar a faixa de
medicao do ensaio.

Faixa de trabalho: 30—1800 ug/q

Repetibilidade (precisao intraensaio):
1,7 - 5,8% do CV
Precisao intralaboratorial: 3,1 - 9,4% do CV

A repetibilidade e a precisdo intralaboratorial foram
determinadas de acordo com a diretriz EP05-A3 do
CLSI, usando-se um arranjo de estudo de 10 dias x 2
corridas x 4 replicatas. Foram testados sete extratos de
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amostras fecais agrupadas, com concentragdes de
calprotectina na faixa de 38,5 — 918,0 ug/g (tabela 16).

Precisdo entre lotes: 4,2-9,7% do CV

A precisao entre lotes foi estabelecida de acordo com a
diretriz EP05-A3 do CLSI, usando-se um arranjo de
estudo de 3 lotes x 5 dias x 5 replicatas, € um modelo de
componentes de variancia para efeitos aleatérios. Foram
testados seis extratos de amostras fecais com
concentragbes de calprotectina na faixa de 46,4 -
1.476,1 ug/g (tabela 17).

Reprodutibilidade (estudo multicéntrico de avaliagdo
da precisao): 6,4 - 19,0% do CV

A reprodutibilidade foi estabelecida de acordo com a
diretriz EP05-A3 do CLSI, usando-se um arranjo de 3
laboratérios x 2 operadores x 5 dias x 2 corridas por dia
x 4 replicatas. Trés lotes de reagentes foram usados no
estudo. Foram testados cinco extratos de amostras
fecais agrupadas, com concentragdes de calprotectina
na faixa de 42,1 — 1.053,3 pg/g (tabelas 18).

Limite de detecgao (LoD): 12,6 pug/g

O LoD foi determinado de acordo com a diretriz EP17-A2
do CLSI, com proporgdes de falsos positivos (a)
inferiores a 5% e de falsos negativos (B) inferiores a 5%,
com base em 120 determinagcbes com 60 brancos
(tampado de extragido) e 60 replicatas de baixo nivel; e
um LoB de 8,3 pg/g.

Limite de quantificagao (LoQ): 21,3 pg/g

O LoQ foi estabelecido de acordo com a diretriz EP17-
A2 do CLSI, com base em 60 determinacbes e uma
meta de precisao de 20% do CV.

Linearidade: 30-1800 ug/g

A faixa linear do BUHLMANN fCAL® ELISA foi
determinada de acordo com a diretriz EP06-A do CLSI.
Um desvio maximo de * 20% da linearidade foi
permitido. Para valores abaixo de 75 ug/g, uma diferenga
absoluta inferior a +15 ug/g foi permitida (tabela 19).

Precisao / recuperagao: 96,4-102,2%

Sete extratos de amostras fecais com niveis de
calprotectina variando entre 46,5 pg/g e 990,2 pg/g
foram fortificados com 180 pg/g de calprotectina em
material de calibrador. A fortificagao foi realizada a 10%
do volume do extrato da amostra. As amostras de "base"
foram fortificadas com a quantidade correspondente de
tampédo de incubagdo. As amostras de "base" e as de
"base + spike" foram medidas em trés replicatas
(tabela 20).

Fase pré-analitica

As caracteristicas de desempenho do BUHLMANN
fCAL® ELISA em termos de procedimentos pré-analiticos
foram estabelecidas usando-se a faixa de trabalho de
30-1800 ug/g.

Reprodutibilidade da extragao — CALEX® Cap:
7,9-16,9%

A reprodutibilidade da extragao foi estabelecida de
acordo com a diretriz EP05-A3 do CLSI, usando-se um
arranjo de estudo com 3 lotes de CALEX® Cap x 4
extracdes x 4 replicatas. Foram testadas cinco amostras
fecais clinicas, incluindo amostras com consisténcia
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solida, semissolida e liquida, com concentragdes de
calprotectina na faixa de 42,5 — 2.949,9 ug/g (tabela 21).

Comparagio de métodos CALEX® Cap vs. extragédo
manual

Desvio a 80 pg/mL: 5,9% (intervalo de confianga de
95%: 1,4-12,2%)

Desvio a 160 pg/g: 12,0% (intervalo de confianga de
95%: 7,8-17,0%)

Desvio médio: 10,1% (intervalo de confianga de 95%:
5,7-14,5%)

O estudo de comparagcdo de métodos foi realizado de
acordo com a diretriz EP09-A3 do CLSI. Duzentas e
quarenta e uma (241) amostras clinicas foram extraidas
com o auxilio de um unico lote do dispositivo CALEX®
Cap. Valores de referéncia com um intervalo final de
concentracdo de calprotectina de 30,5 - 1.496,6 ug/g
foram estabelecidos usando-se o método manual de
extragcdo. Os extratos foram medidos em determinagdes
individuais em ambos os métodos. O desvio foi
determinando usando-se analise de regresséo linear de
Passing-Bablok e analise de Bland-Altman (tabelas 22 e
23).

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

A suscetibilidade do BUHLMANN fCAL® ELISA a
produtos farmacéuticos orais, suplementos nutricionais,
hemoglobina e micro-organismos enteropatoldgicos, foi
avaliada de acordo com a diretriz EP07-A2 do CLSI,
usando-se a faixa de trabalho estendida. Desvios
superiores a 10% nos resultados foram considerados
como interferéncias. Nenhuma interferéncia foi detectada
com as substancias listadas na tabela 24 até as
concentragbes indicadas. Nenhuma interferéncia foi
detectada com os micro-organismos enteropatolégicos
listados na tabela 25 até os valores listados de unidades
formadoras de colbnias (UFC) por mL de extrato fecal.
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TABELAS E FIGURAS

Estudos clinicos

Estudos

clinicos

— Como

distinguir

gastrointestinais orgénicas de funcionais

doencgas

Estudos clinicos — Monitoramento de DII

Distribuicao dos resultados dos pacientes em numeros
Diagnéstic (percentuais) nas faixas de diagnéstico do BUHLMANN
o final fCAL® ELISA.
<80pug/g |80-160 ug/g | > 160 pg/g Total
DIl 9 (6,7%) 12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%)
Sl 94 (72,3%) |17 (13,1%) 19 (14,6%) 130 (100%)
Outras Gl |48 (66,7%) |10 (13,9%) 14 (19,4%) 72 (100%)
Tabela 5

DIl vs. nao DIl

Ponto de decisao clinica

80 ug/g

160 pg/g

Sensibilidade (95%
IC)

do

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

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

Especificidade (95% do
IC)

70,3% (63,5%, 76,5%)

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

VPP (95% do IC)

67,7% (60,5%, 74,4%)

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

VPN (95% do IC)

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

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

AUC da curva ROC (95%
do IC)

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

Atividade da Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
calprotfectina1 vs DIl |Espanha Espanha Australia,
geter""l':aga pormeio | of g (ref. 10) Nova
ed’eS“ ados Zelandia
endoscopicos (ref.11)
Quantidade e dados 89 (DC?) 123 (CU?) 99 (DC? apds
demograficos dos ressecgao)
pacientes Faixa etaria: Faixa etaria: Faixa etaria:
32-58 18-85 29-47
44% homens | 66,4% 46,5%
homens homens
Valor de corte 272 pg/g 280 ug/g 100 ug/g
VPN 98% 86% 91%
VPP 76% 80,3% 53%
Table 10

" Estudo 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL e Quantum Blue® fCAL high range

Estudo 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA
2 DC = pacientes com doenga de Crohn
3 CU = pacientes com colite ulcerativa

Estudos clinicos — Monitoramento de DIl

do IC)

0,933 (0,902, 0,963)

Tabela 8

Ponto de decisao clinica

Dll vs. Sl

50 ug/g

200 pg/g

Sensibilidade (95% do
IC)

96,3% (91,6%, 98,8%)

80,7% (73,1%

, 87,0%)

Especificidade
do IC)

(95%

59,2% (50,3% ,67,8%)

90,0% (83,5%

, 94,6%)

VPP (95% do IC)

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

89,3% (82,5%

, 94,2%)

VPN (95% do IC)

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

81,8% (74.5%

, 87,8%)

Nao DIl - SlI + outras Gl

IC — intervalo de confianca
VPP — valor preditivo positivo
VPN — valor preditivo negativo

Tabela 9

AUC da curva ROC - area sob a curva caracteristica de operagdo do

receptor
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' Estudo 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA

Estudo 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL e Quantum Blue® fCAL high range
2 DC = pacientes com doenca de Crohn
3 CU = pacientes com colite ulcerativa

Tabela 6 Calprotectina’ vs Estudo 4 Estudo 5 Estudo 6
r?miSS§(; ourecidiva | Reino Unido |Espanha Espanha
ST o &
v e Ponto de decisao clinica clinicas futuras (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)
S0 Hg/g 200 uglg Quantidade e dados | 92 (DC?) 30 (DC?) 33 (DC?)
Sensibilidade (95% do | 96,3% (91,6%, 98,8%) 80,7% (73,1%, 87,0%) demograficos dos 20 (CU3)
IC) pacientes terapia com terapia com
Especificidade  (95% | 59,9% (52,8%, 66,7%) 87,1% (81,7%, 91,4%) adalimumabe | infliximabe
do IC) Faixa etéria: Faixa etaria:
38% homens | 24-64 18-68
VPP (95% do IC 61,6% (54,7%, 68,2% 80,7% (73,1%, 87,0%
{8528 dolg) ¢ ) { ) 43,3% 47.2%
VPN (95% do IC) 96,0% (91,0%, 98,7%) 87,1% (81,7%, 91,4%) homens homens
Tabela 7 Data de retorno
Sorto g deceao e depois da medi¢do da | 12 meses 4 meses 12 meses
onto de decisio clinica ;
DIl vs. SII calprotectina
80 uglg 160 pg/g Pacientes com
Sensibilidade (95% do | 93,3% (87,7%, 96,9%) | 84,4% (77,2%, 90,1%) recidiva clinica depois | 11% 30% 23%
IC) do retorno
Especificidade (95% do | 72,3% (63,8%, 79,8%) | 85,4% (78,1%, 91,0%) Valor de corte 240 uglg 204 uglg 160 ug/g
Ic)
VPN o, o, o
VPP (95% do IC) 77,8% (70,6%, 83,9%) 85,7% (78,6%, 91,2%) 96.8% 100% 96.1%
VPN (95% do IC) 91,3% (84,1%, 95,9%) | 84,1% (76,7%, 89,9%) VPP 27,6% 75% 68,7%
AUC da curva ROC (95% Tabela 11
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TABELAS E FIGURAS
PROCEDIMENTO DE FAIXA MAIS BAIXA 10-600 ug/g

Exemplo de resultados
Conc. Absorb. | Conc. calc. | Conc. CV
[ng/g] [DO] [ng/g] [%]
Méd. branco 0,096
Cal A 10 0,073
Cal A 10 0,066
Méd. Cal A 10 0,069 7,2
CalB 30 0,143
CalB 30 0,153
Méd. Cal B 30 0,148 4,8
CalC 100 0,465
CalC 100 0,456
Méd. Cal C 100 0,460 1,4
CalD 300 1,121
CalD 300 1,135
Méd. Cal D 300 1,128 0,9
CalE 600 1,658
CalE 600 1,671
Méd. Cal E 600 1,664 0,6
Controle baixo 0,201 41
Controle baixo 0,189 39
Méd. controle 0,195 40 4,4
baixo
Controle alto 0,598 134
Controle alto 0,583 130
Méd. controle 0,590 132 1,8
alto
Tabela 12
Exemplo de curva padrao
Standard_Curve
E
g 1
Concentration (ug/g)
4-PFity =(A-D)(1+(x/CYB)+D A B c D R72
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 2.67 1
Curve Fit Option - Fixed Weight Value
Figura 1
Precisao intralaboratorial
Nam. Repetibilidad . .
da . Média e Interdias Precisao total
amostr
. alal | op | ocv | sp | wev | sp | wcv
#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% 2,1 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 31% | 4,3 5,2% 5,0 6,0%
#1939 | 44 | 1414 2,6 1,9% 71 5,2% 7,5 5,5%
#1956 | 44 | 2941 14,0 | 48% | 18,0 | 6,2% | 22,8 | 7,8%
Data de langamento: 2022-11-16 11/16

Linearidade
valor p para
Faixa de medicao coeficiente
ID testada R? nao linear Faixa linear
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
Recuperagéao de tragador (spike):
Difference Plot
_ 03
% 0.5 o —— Identity
] o
- 0.2 1
g
g 0154 : i 9
l%- . . . ° Bias (-1.1%)
= 014 °
B oo °
22 00 1. SR
T3 o © o ° 95% Limits of
g = 0 2 L om— agreenl1n:r: °
§ oosd e, o ° (-17.5% to 15.4%)
o 7] ST T, s . e
8 01 {°° o° °
] ° o o
g o154 o
(= o
02 . . .
) 200 400 600
Mean of All
Figura 2
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TABELAS E FIGURAS
PROCEDIMENTO DE FAIXA ESTENDIDA, 30-1800 pg/g

Exemplo de resultados

Precisao entre lotes

Concentragao Absorbancia
[na/g] [DO]
. 30 0,047
Calibrador A 30 0,046
90 0,138
Calibrador B ’
alibrador 9 0,140
) 300 0,464
Calibrador C 300 0,452
) 900 1,207
Calibrador D 900 1192
) 1800 1,627
Calibrador E 1800 1630
Méd. branco 0,057
. 0,147
Controle baixo 0.162
0,618
Controle alto 0.618
Tabela 15
Exemplo de curva padrao
2.0
1.8
1.6+
1.4+
~ 1.24
a
Q 1.0
g
S 0.8
< 064
0.4
0.2
0.0
10 1(‘)0 10‘00
Conc. (ug/g)
Figure 3
Precisao intralaboratorial
Repetibili- Inter- Intralabora-
Média dade corridas | Interdias torial
ID |[[pg/g] |n SD |%CV |SD |(%CV |SD [%CV | SD |%CV
P1 385 (80|23 |58%| 18 [48%| 2,2 [56%| 3,6 |94%
P2 67,0 |80 | 2,0 [3,0%| 3,5 [52%| 16 (24%| 4,3 |6,4%
P3 | 1357 | 80 | 23 (1,7% | 56 [4,1%| 0,0 {0,0%| 6,0 |4,4%
P4 | 207,1 | 80 | 41 [2,0% | 12,5 [6,0%| 0,0 {0,0% | 13,2 | 6,4%
P5 | 3371 | 80 | 59 (1,8% | 18,3 [54%| 0,0 {0,0%| 19,3 | 5,7%
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%
Tabela 16
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. . i Total
Mean ntracorrida | Interdias lotes
ID |[wg/g] |n |SD (%CV [SD (%CV |SD [%CV | SD |%CV
2 46,4 | 74 |1 25 |55% | 05 |1,1%| 2,4 |53%| 45 |97%
3 1055 | 75 | 2,5 | 2,4% | 1,4 [1,4%| 2,1 [2,0%| 45 |4.2%
4 1336 | 75| 50 | 38% | 1,9 [14%| 42 [32%| 7,2 |54%
5 1785 | 75| 6,3 | 3,5% | 0,0 [0,0%| 6,3 [35%| 9,2 |52%
6 4352 | 75 |12,4|129% | 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%
Tabela 17
Reprodutibilidade - estudo multicéntrico de avaliagao
da precisao
Total
Interopera- (reprodutibili-
Média dores Intercentros dade)

ID [wa/gl | n SD | %CV | SD | %CV | SD %CV
S01 42,1 236 | 0,0 | 0,0% | 44 [10,4%| 8,0 19,0%
S02 674 | 238 | 1,7 | 26% | 39 | 57% 8,6 12,7%
S03 | 1423 | 238 | 24 | 1,7% | 40 | 2,8% | 16,8 | 11,8%
S04 | 379,8 | 240 | 0,0 | 0,0% | 13,7 | 3,6% | 24,2 | 6,4%
S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 38% | 644 | 6,1% | 97,3 | 9,2%

Tabela 18
Linearidade
valor p para
Faixa de medicao coeficiente | Faixa linear
ID testada [ug/g] R? nao linear [mg/g]l
FRB 22,8 -1932,0 0,998 |[p<0,05 24,6 — 1932,0
FRC 26,2 — 2096,2 0,997 |[p<0,05 26,2 — 2096,2
Tabela 19
Precisédo / recuperacéao
Base + spike, | Base + spike,
Média da | esperada observada Recuperagao
ID | base [pg/g] [nglg] [ng/g] [%]
#1 | 46,5 226,5 2245 99,1%
#2 | 63,7 2437 2477 101,6%
#3 | 89,0 269,0 274,9 102,2%
#4 | 111,6 291,6 292,0 100,1%
#5 | 163,5 343,5 331,1 96,4%
#6 | 304,0 484,0 475,0 98,1%
#7 | 990,2 1170,2 1166,6 99,7%
Tabela 20
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TABELAS E FIGURAS

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO — FASE PRE-

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

ANALITICA )
Produtos farmacéuticos orais, suplementos
ibili 5 ® e . .
Reprodutibilidade da extragdo — CALEX® Cap nutricionais e hemoglobina
Intra- Inter- Interlotes Total Nome comercial | Componente ativo Concentrag
Média | extracéo extragGes preciséo 40  mg/50
ID |[ng/g] | SD [%cv | sb |[%cv | sD |%cv | sp | %cv mg fecal
A | 425 16 [39%| 52 [121% | 00 |00% | 54 |12,7% gyno-Tardyferon | Sulfato de ferro (ll) 0,11
(contém 0,35 mg de acido fdlico)
B |1265 | 32 [25% | 96 | 76% | 93 |7,4% | 13,8 | 10,9%
Prednisona Prednisona 0,31
C | 2074 | 51 |24% | 34,8 | 16,8% | 0,0 | 0,0% | 35,1 | 16,9%
Imurek Azatioprina 0,19
D | 5155|139 (2,7% | 382 | 74% | 0,0 |0,0% | 40,7 | 7,9%
Salofalk Mesalamina; 5,21
E [2949,9| 93,0 | 3,2% | 2146 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6 | 8,1% 5.ASA
Tabela 22 Agopton Lansoprazol 0,18
Comparacio de métodos — Extragido com CALEX® Cap Asacol Mesalamina; 2,50
vs. extragcao manual 5-ASA
Analise de Bland-Altman Vancocina Vancomicina 2,00
Desvio médio LoA inferior LoA superior Sulfametoxazol Sulfametoxazol 1,60
0, 0, 0,
(95%) (95% do IC) (95% do IC) Trimetoprima Lactato de trimetoprima 0,35
10,1% -47,4% 67,5% : - - .
(5.7%, 14.5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) Ciproxina Ciproflaxacina 1,25
Vitamina E DL-aacetato de tocoferol 0,30
Tabela 23
Bion 3 3 probidticos (107 UFC): lactobacillus | 1,06
Analise de regressao de Passing-Bablok gasseri PA16 / 8, bifidobacterium
Inclinagio Intercepto Desvio a Desvio a bifidum MF 20/5 e blﬁolloba‘cterl.um
(95% do |C) (I-lg/g) 80 llg/g 160 llg/g r longum SP0O7 / 3, 12 vitaminas: A
(95% do IC) | (95% do IC) | (95% do IC) (800 ug), B1 (1,4 mg), B2 (1,6 mg),
B6 (2 mg), B12 (1 pg), C (60 mg), D
1,181 -9,7 5,9% 12,0% 0,948 (5 ug), E (10 mg), biotina (150 pg),
(1,120, 1,235) | (-16,0,-2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%) acido félico (200 pg), niacina (18 mg),
Tabela 24 4cido pantoténico (6 mg), e 7
minerais: iodo (100 pg), ferro (5 mg),
zinco (5 mg), selénio (30 pg), cromo
(25 pg), manganés (1,2 mg) e
molibdénio (25 pg)
Hemoglobina Hemoglobina 1,25
Tabela 25
Micro-organismos enteropatolégicos
Nome Concentragao final
(UFC/ml, extrato fecal)
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
Data de langamento: 2022-11-16 13/16 BUHLMANN fCAL® ELISA
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Protocolo curto

Data de langamento: 2022-11-16

CALPROTECTINA ELISA

Placa de microtitulagdo pré-revestida

l <

lave 2 x com 300 uL ou mais de tampéao de lavagem

100 pL de tampao de incubagéao, calibradores, controles

ou amostras diluidas

S
S

incube por 30 (+ 5) minutos
a 18-28 °C em um agitador de placas a ~ 450 rpm
lave 3 x com 300 uL ou mais de tampéao de lavagem

v
adicione 100 pL do marcador enzimatico

S
S

v

incube por 30 +/-5 minutos
a 18-28 °C em um agitador de placas a ~ 450 rpm
lave 5 x com 300 uL ou mais de tamp&o de lavagem

adicione 100 pL da solugao de substrato de TMB

S

A 4

incube por 15 +/-2 minutos
a 18-28 °C em um agitador de placas a ~ 450 rpm

adicione 100 pL da solugao de parada
=) | eia a absorbancia a 450 nm (dentro de 30 minutos)

TEMPO ATE OBTER OS RESULTADOS: 75 MINUTOS
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HISTORICO DE ALTERAGOES

Data Versao Alteracéo
Atualizagao do capitulo Adverténcias e precaugbes
Inclusdo dos valores de incerteza dos calibradores e justificativa da padronizagao
interna no capitulo Padronizagéo.

2022-11-16 A3 Atualizagéo e simplificagdo da redagao do capitulo Caracteristicas de desempenho,

revisao do capitulo Simbolos.
Inclusdo do numero do 6rgdo notificado na marcagdo CE - procedimento de
avaliagado de conformidade, de acordo com a regulamentagao IVDR 2017/746

NOTIFICAGAO DE INCIDENTES EM ESTADOS-MEMBROS DA UE

Se algum incidente sério ocorrer associado a este dispositivo, notifique sem demora o fato ao fabricante e a autoridade
competente de seu Estado-Membro.

DANOS DE TRANSPORTE

Informe seu distribuidor caso o produto seja recebido danificado.

SIMBOLOS

BUHLMANN utiliza simbolos e sinais listados e descritos na 1ISO 15223-1. Além disso, sdo utilizados os seguintes

simbolos e letreiros:

Simbolo Explicagao
Placa de microtitulagao
BUF Tampao de extragdo
IBUF|[WASH[10X] Tampao de lavagem concentrado (10x)
BUF]|INC Tampé&o de incubagéo

ICAL[A - [CALIE|

Calibrador A—E

[CONTROL|L| Controle Baixo
I[CONTROL [H Controle Alto
Marcador enzimatico
SUBS|TMB Substrato de TMB
[SOLN|STOP| Solugéo de parada

Partes do kit s&0 protegidas por patente EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2).

Data de langamento: 2022-11-16
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