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PORTUGUES

USO PRETENDIDO

O BUHLMANN Quantum Blue® fCAL extended é um teste
de diagndstico in vitro para determinagdo quantitativa de
calprotectina em amostras fecais humanas, para uso como
auxiliar na avaliagdo da inflamagdo da mucosa intestinal.
Os resultados do teste podem ser usados como um auxiliar
de diagnéstico, ajudando a fazer a distingao entre doengas
inflamatérias organicas do trato gastrointestinal (doencgas
intestinais inflamatérias, DII; mais especificamente doenca
de Crohn ou colite ulcerativa, CU) e doengas funcionais
(sindrome do intestino irritavel, Sll) (ref. 1-7) em pacientes
com dor abdominal crénica e também como auxiliar no
monitoramento das DI (ref. 7-18).

Somente para uso laboratorial. Nao automatico.

VERIFICAR O KIT DE TESTE

Os produtos BUHLMANN foram fabricados com o maximo
cuidado e foram envidados todos os esforcos para
assegurar a integralidade deste kit de teste e o seu
desempenho. Nao obstante, aconselhamos a verificar as
condigbes do cassete de teste e da sua respectiva
embalagem no kit com base nos seguintes critérios:

e Data de validade

e Auséncia de danos na embalagem (p. ex., inexisténcia
de perfuragbes que possam ser causadas por
manipulagao improprio).

e Auséncia de danos no cassete de teste (p. ex.,
auséncia de riscos na membrana analitica).

Caso alguma dos cassetes de teste ndo cumpra os
critérios acima indicados, substitua-o por outro.

PRINCIPIO DO TESTE

Este teste permite a determinacéo quantitativa do antigéno
da calprotectina mediante um imunoensaio tipo sanduiche.
A membrana do teste € revestida com um anticorpo de
captura monoclonal (mAB) altamente especifico para a
calprotectina. Um segundo anticorpo de deteccao
monoclonal conjugado com ouro coloidal encontra-se na
zona de dispensacédo e liberta-se aquando da adigdo do
extrato diluido da amostra de fezes. O complexo
calprotectina/anti-calprotectina  conjugado com  ouro
coloidal liga-se ao anticorpo monoclonal anti- calprotetctina
que reveste a membrana do teste (linha do teste) e o
conjugado anti-calprotectina com ouro coloidal livre liga-se
ao anticorpo de cabra que reveste a membrana (linha de
controle). As intensidades dos sinais da linha de teste (T) e
da linha de controle (C) sdo medidas quantitativamente em
um procedimento de teste ndo automatico pelo Quantum
Blue® Reader.

O Quantum Blue ® fCAL extended deve ser realizado em
ambiente laboratorial e ndo se destina a autoteste ou teste
préoximo ao paciente.

ARMAZENAMENTO E VALIDADE DOS REAGENTES

Reagentes nao abertos

Guarde a uma temperatura na faixa de 2-8 °C. N&do use os reagentes
depois da data de validade impressa nas etiquetas.

Reagentes abertos

Os cassetes de teste removidos da embalagem

Cassete de teste aluminizada devem ser usados dentro de 4 horas.

Depois de abrir, guarde por até 6 meses a uma

Tampao de diluigao temperatura na faixa de 2-8 °C.

Controles Baixo / Depois de abrir, guarde por até 6 meses a uma
Alto temperatura na faixa de 2-8 °C.

Tabela 2

REAGENTES FORNECIDOS E PREPARAGAO

Reagentes Quantidade |Cadigo Observagoes
Cassete do teste | 25 unidades | o.-F CALUS- | Embalagem
TC selada a vacuo
Tampao de 1 frasco
extragdo 125 mL B-CAL-EX Pronto para uso
Controles 2 frascos B-CALE- Pronto para Uso
baixo* / alto* 0.5mL CONSET P
Cartio chip RFID |1 pedaco B-CALE-RCC | Cardode
plastico branco
= . B-CALE- Cartéo de
Cartao chip RFID |1 pedaco RCC720 plastico verde
= - Cartéo de
Cartdo de cédigo | 1.0o  |B-CALE-BCC | cédigo de barras
de barras o
de plastico 2D

Tabela 1

* Os controles contém quantidades especificas de calprotectina humana

no lote. Veja a folha de dados adicional QC para as concentragbes
reais.
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MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

e Os dispositivos descritos abaixo nado sido fornecidos
com o kit e devem ser encomendados separadamente:

Dispositivos Quantidade Cadigo
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 extragao. B-CALEX-C500
Pronto para utilizagao
BUHLMANN 50 tgbos, consistindo de B-CAL-RD
Smart-Prep espatulas e tampas
Quantum 1 unidade BI-POCTR-ABS
Blue® Reader
Tabela 3
e Vortex para extragédo das fezes
e Pipetas com pontas descartaveis: 10-100 pL,

100-1000 uL e 250-2500 uL
e Centrifuga

e Tubos de propileno ou poliestereno 5 mL para diluicao
do extrato

¢ Reldgio/cronédmetro (opcinal)
e Toalhetes ou papel absorvente

PRECAUCOES

Precaucodes de seguranca

e Os controles deste teste contém componentes de
origem humana. Apesar de testados e apresentarem
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resultado negativo para antigeno de superficie HBV e
anticorpos HCV e HIV1/2, os reagentes devem ser
manipulados como se fossem capazes de transmitir
infecgcbes e devem ser manipulados de acordo com as
Boas Praticas do Laboratério (BPL), usando as
precaucgdes apropriadas.

e Os tampdes ions de extragdo e os controles_deste kit
contétm um ou mais componentes classificados de
acordo com a Regulamentagdo (CE) n.c 1272/2008:
cloridrato de  2-metil-4-isotioazolin-3-ona  (conc.
> 0,0015 %). Portanto, os reagentes podem provocar
reagdes alérgicas na pele (H317).

e Amostras dos pacientes devem ser manuseadas como
transmissoras de doengas infecciosas e de acordo com
as Boas Praticas Laboratoriais (BPL).

e Reagentes: Evite o contato dos reagentes com a pele,
os olhos ou as membranas mucosas. Em caso de
contato, lave imediatamente com agua em abundancia,
caso contrario, podera ocorrer irritagao.

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

Precaucoes técnicas

Componentes do kit

e O teste deve ser realizado a temperatura ambiente
(18-28 °C).
e Todos o0s reagentes e amostras devem estar a

temperatura ambiente (18-28 °C) antes do inicio do
ensaio.

e Uma vez equilibrado a temperatura ambiente, retire o
cassete de teste da bolsa de papel aluminio. Deixe o
cassete de teste se equilibrar no ambiente de
laboratorio por pelo menos 2 minutos antes de iniciar o
ensaio.

e Misture bem (vortex) os reagentes antes de usar.

e Componentes ndo podem ser utilizados apds data de
expiragcao impressa nos rotulos.

¢ Na&o misture reagentes de lotes diferentes.

e O ensaio foi desenvolvido para extratos fecais
preparados usando o tampao de extragao fornecido no
kit ou com o CALEX® Cap. O uso de outros tampdes de
extragao pode levar a resultados incorretos.

¢ Nao desmontar os cassetes de teste.

e Manuseie os cassetes de teste com cuidado. N&o
contaminar a porta de carregamento de amostras ou a
janela de leitura via contato com a pele, outros liquidos,
etc. (figura 1D).

e Assegurar uma posi¢cao plana e horizontal do cassete
de teste durante a realizag&o do ensaio.

e Os cassetes dos testes nao podem ser re-utilizados.

Procedimento do teste

e Ler cuidadosamente as instrugdes antes de executar o
teste. A diluigdo incorreta dos reagentes, condigdes de
manuseamento e armazenamento diferentes das
indicadas na bula afetam negativamente o desempenho
do teste.
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e Note que ha duas geracdes de leitores: O Quantum
Blue® Reader de 22 geragdo com numeros de série
entre 1000 e 3000 (QB2) e o Quantum Blue® Reader de
32 geragdo com numeros de série acima de 3000
(QB3G).

e O leitor QB2 deve ser ligado e programado para o teste
Quantum Blue® fCAL extended. Antes de iniciar o
ensaio, carregue o método do ensaio usando o cartéo
com chip RFID (B-CALE-RCC o B-CALE-RCC720) (ver
manual do Quantum Blue® Reader).

e O leitor QB3G deve ser ligado e programado para o
teste Quantum Blue® fCAL extended usando-se o
cartdo de coédigo de barras (B-CALE-BCC) ou
selecionando-se no menu do teste (somente para o
Fast Track Mode). Para mais informagdes, consulte o
manual do Quantum Blue® Reader.

e Ultilize o cartdo RFID (QB2) / cartdo de cédigo de barras
(QB3G) para modificar para os parametros especificos
do lote do teste.

e Amostras de pacientes manuseadas incorretamente
podem conduzir a resultados erréoneos.

e Para obter resultados quantitativos e confiaveis, é
importante homogeneizar completamente a amostra
fecal no tampéo de extragédo dentro do dispositivo.

e Ao usar extratos fecais obtidos pelo método de
pesagem manual (BUHLMANN Smart-Prep), &
importante  centrifugar os extratos antes do
armazenamento. Centrifugar os tubos por 5 minutos a
3000 x g. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante deve
ser transferido para um tubo de armazenamento fresco.

COLETA, ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS,
ESTABILIDADE

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

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

Transporte das amostras

As amostras de fezes devem ser recebidas pelo laboratério
para processamento até 3 dias depois da coleta. Elas
devem ser transportadas a temperatura ambiente ou
refrigeradas.

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. Ndo guarde as
amostras a temperaturas elevadas.

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 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 armazenados e
congelados diretamente dentro do CALEX® Cap. Os
extratos podem ser submetidos a até quatro ciclos de

Quantum Blue® fCAL extended



congelamento-descongelamento. Antes da medigéo, deixe
os extratos congelados atingirem o equilibrio a temperatura
ambiente. Para reutilizagdo / re-medigcdo dos extratos
consulte o passo 2 no capitulo procedimento de ensaio.

Os extratos de calprotectina fecal obtidos pelo método de
pesagem manual (por exemplo, BUHLMANN Smart-Prep)
permanecem estaveis na faixa de temperatura de 2-8 °C
em um prazo de até 7 dias, ou a -20 °C por 36 meses.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO
O procedimento do ensaio consiste em 3 passos:

1. Extracdo das amostras de fezes

A extragdo esta descrita nas instrugbes de uso
fornecidas com os dispositivos correspondentes.

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

2. Processamento de amostras

e Método de pesagem manual (BUHLMANN Smart-Prep):
Depois da extragcdo, deixar descansar o extrato da
amostra de fezes durante 10 minutos. Diluir o
sobrenadante antes do teste: 1:10 com tampao de
extracdo (por exemplo: 50 uL do extrato e 450 pL de
tampao de extracdo) e misture bem. Deixe os extratos
diluidos estabilizarem durante pelo menos 5 minutos a
18-28 °C antes de continuar com o procedimento do
teste (passo no. 3.).

e CALEX® Cap: Depois da extracdo, deixar descansar o
extrato da amostra de fezes durante 10 minutos com a
tampa branca do dispositivo virada para baixo. Abrir a
tampa azul. O sobrenadante pode ser utilizado sem
qualquer diluicdo adicional com o ensaio de
escoamento lateral.

3. Procedimento de imunocromatografia e leitura

QB2

Dois métodos alternativos podem ser carregados a partir
do respectivo cartdo chip: B-CALE-RCC720 (com
cronémetro interno) ou B-CALE-RCC (sem crondmetro
interno). Selecione um dos cartdes com chip RFID antes
de iniciar os experimentos. Carregue o método de teste do
cartédo com chip RFID no Quantum Blue® Reader.
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QB3G

Dois modos de operagao diferentes sao disponibilizados
pela BUHLMANN para a medigdo de amostras com o
QB3G: Fast Track Mode e Fail Safe Mode. Antes do inicio
do teste, informe-se para identificar o modo de operagao
do seu leitor.

O método de teste pode ser carregado a partir do cartdo
de cédigo de barras (Fast Track Mode e Fail Safe Mode)
ou selecionado no menu do teste, se ja houver sido usado
anteriormente (somente para o Fast Track Mode). As
medi¢cdes podem ser realizadas com ou sem um
crondmetro interno no Fast Track Mode. No Fail Safe
Mode, as medicbes somente podem ser feitas com um
cronémetro interno.

Siga as instrugdes fornecidas na tela do QB3G. Também é
possivel consultar os Guias Rapidos do QB3G para o Fast
Track Mode e o Fail Safe Mode.

3.1. Método com crondémetro interno
QB2: use o cartao chip RFID verde B-CALE-RCC720

QB3G (Fast Track Mode): quando o QB3G perguntar se
vocé deseja ignorar o tempo de incubagdo, selecione
“NAO” (No)

QB3G (Fail Safe Mode): configuragédo padréao

e Tirar o cassete de teste da embalagem e equilibra-lo
por pelo menos 2 minutos no ambiente de laboratério.

¢ Adicione 60 pL do extrato das fezes no orificio de carga
da amostra de cassete do teste.

e Coloque o cassete do teste no suporte de cassete do
Quantum Blue® Reader.

e Feche o porta-cassete e inicie a medigdo pressionando
o bot&o de iniciar no QB2, ou a opgao "Iniciar medigdo"
(Start Measurement) no QB3G.

e A leitura do cassete inicia automaticamente apods
12 minutos (720 segundos).

e Para controles baixo / alto: Repita a etapa 3.1 usando
60 uL do controle em vez do extrato das fezes diluido.
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Iniciar

i 60 puL do extrato das fezes / @
— cuntroles . — — )

o (" Iniciar medicdo ] inicia autornat_lcameme

- apés 12 minutos

3.2. Método sem cronémetro interno
QB2: use o cartao chip RFID branco B-CALE-RCC

QB3G (Fast Track Mode): quando o QB3G perguntar se
vocé deseja ignorar o tempo de incubagdo, selecione
“SIM” (Yes)

QB3G (Fail Safe Mode): opgéo nao disponivel

e Tirar o cassete de teste da embalagem e equilibra-lo
por pelo menos 2 minutos no ambiente de laboratério.

¢ Adicione 60 pL do extrato das fezes no orificio de carga
da amostra de cassete do teste.

e Incube durante 12 minutos +/- 1 minuto (usando um
crondmetro).

e Coloque o cassete do teste no suporte de cassete do
Quantum Blue® Reader.

e Faca a leitura do cassete do teste com o Quantum
Blue® Reader imediatamente pressionando o botdo de
iniciar no QB2, ou a opg¢do "Iniciar medigcao" (Start
Measurement) no QB3G.

e Para controles baixo / alto: Repita a etapa 3.2 usando
60 pL do controle em vez do extrato das fezes diluido.

Iniciar

At
‘-" 4 60 HL do extrato das fezes / @

controles - —
-

; | Iniciar medigéo
Incube durante 12 min. -

Nota: Consulte o manual do Quantum Blue® Reader para
conhecer as fungbes basicas e saber como inicializar e
operar os Quantum Blue® Readers, especialmente como
selecionar métodos de teste e como carregar parametros
especificos a cada lote a partir do cartdo RFID com chip
(QB2) / cartdo de codigo de barras (QB3G) no Quantum
Blue® Reader. Certifique-se de inserir o cassete do teste
corretamente no Quantum Blue® Reader, comegando pela
janela de leitura (Figura 1D).

VALIDAGAO DOS RESULTADOS

¢ Num resultado vélido, a linha de controlo (C) tem que
ser sempre visivel (ver figuras 1A e 1B). E um teste de
controle/validagdo que ndo pode ser usado para
interpretar a linha de teste (T). Se a linha de teste (T)
nao for detectavel apés os 12 min de incubagéao (figura
1A), a concentragcdo de calprotectina presente na
amostra ¢é inferior ao limite de deteccéo. Se a linha de
teste (T) for detectavel apos os 12 min de incubagao
(figura 1B), a concentragdo da calprotectina presente é
calculada pelo Quantum Blue® Reader.

e Se apenas a linha de teste (T) for detectavel apds os
12 min de incubacgao (figura 1C), o resultado do teste é
invalido e o teste de Quantum Blue® fCAL extended tem
que ser repetido com outro cassete.

e Se nem a linha de controle (C) nem a linha de teste (T)
forem detectaveis apdés 12 min de incubacao
(figura 1D), o resultado do teste é invalido e o teste de
Quantum Blue® fCAL extended tem que ser repetido
com outro cassete.

e Como o Quantum Blue® Reader permite a avaliagio
quantitativa das linhas de teste (T) e de controlo (C), ha
uma validagao adicional da linha de controle (C). Se a
intensidade do sinal da linha de controle (C) for inferior
a determinada para esse lote apés os 12 min de
incubacéao, o resultado do teste é invalido e o teste de
Quantum Blue® fCAL extended tem que ser repetido
com outro cassete.

ESTANDARDIZAGAO

e Ndo ha materiais de referéncia reconhecidos
internacionalmente ou nacionalmente ou procedimentos
de medicdo de referéncia para o analito de calproteina
em amostras de fezes. O Quantum Blue® fCAL
extended esta calibrado/ estandardizacdo com o
BUHLMANN fCAL® ELISA (referéncia: EK-CAL), que é
padronizado usando material de referéncia interno.

e O BUHLMANN Quantum Blue® Reader utiliza uma
curva padrao especifica do lote para calcular a
concentracao de calprotectina. O intervalo de confianca
de 95 % da incerteza combinada do calibrador do
produto é inferior a 20,0 %, a incerteza combinada dos
controles & inferior a 30,0 %.

e A gama de calibragdo varia de 30 a 1000 ug/g.

e Para receber resultados quantitativos para a
concentracdo de calprotectina entre 850-1800 ug/g, as
amostras elevadas acima de 850 ug/g podem ser
testadas novamente com o teste Quantum Blue® high
range (codigo de ordem: LF-CHR25).

CONTROLE DE QUALIDADE

e Se o desempenho do teste ndo se correlacionar com os
limites estabelecidos e as repeticbes excluirem erros
técnicos, verifique o seguinte: i) pipetagem, temperatura
e tempos dos diferentes passos, ii) data validade dos
reagentes e iii) condigbes armazenamento e incubacgao.

e A autocalibragdo do Quantum Blue® Reader (calibration
check) quando ¢ iniciado tem que ser valida.
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LIMITAGOES

e Os reagentes fornecidos com o kit Quantum Blue® fCAL
extended destinam-se somente a determinagao de
niveis de calprotectina em amostras fecais humanas.

e Os valores da calprotectina fecal servem para auxiliar
no diagndstico e facilitar a distingdo entre doengas
organicas e doengas funcionais, e para auxiliar no
monitoramento de DIl (doengas inflamatdrias
intestinais). Os resultados devem sempre ser
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interpretados em combinagdo a outros resultados

clinicos e laboratoriais.

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

e Em casos raros, quando os niveis de calprotectina séao
extremamente altos (acima de 5000 pg/g, i.e., em colite
ulcerativa aguda), o sistema de teste pode tender a
apresentar um efeito gancho com dose elevada, o que
pode resultar em valores abaixo do limite superior de
1000 pg/g esperado para a faixa linear. Aconselha-se a
prestar particular atengdo a resultados acima de
300 yg/g quando acompanhados de sintomas
marcantes.

e Pacientes que estiverem tomando anti-inflamatérios
nao esteroides (AINEs) regularmente podem apresentar
niveis elevados de calprotectina fecal.

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

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

I. Como distinguir doengas organicas de doengas
gastrointestinais funcionais

A determinacao dos niveis de calprotectina fecal pode ser
usada como um método auxiliar confiavel e simples para
distinguir as doencgas gastrointestinais organicas das
funcionais (ref. 1-7).

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

Os dados a seguir foram determinados com o BUHLMANN
fCAL® ELISA (codigo de pedido: EK-CAL).

Os resultados de 58 amostras clinicas de pacientes
diagnosticados com Sll 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.

Concentra_gao e Interpretagao Acompanhamento
calprotectina
< 80 pg/g Normal Nenhum
. o Retorno dentro de
80 - 160 pg/g Zona cinzenta/limitrofe 4-6 semanas
> 160 pglg Elevada Repetlr’c.onforme
necessario

Tabela 4

Valores de calprotectina abaixo de 80 ug/g

Valores de calprotectina fecal abaixo de 80 ug/g nédo sao
indicativos de inflamagdo do trato gastrointestinal. Os
pacientes com baixos niveis de calprotectina fecal
provavelmente nao requerem procedimentos invasivos
para determinagao da causa da inflamacgéo.
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Valores de calprotectina entre 80 e 160 ug/g

Os niveis intermediarios de calprotectina (entre 80 e
160 ug/g, inclusive), também conhecidos como niveis da
zona cinzenta, nao sao diretamente indicativos de
inflamagdo ativa que necessite de acompanhamento
imediato com testes invasivos. Todavia, a presenga de
inflamacao nao pode ser descartada. A reavaliagao 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 sao indicativos
de infiltrado de neutréfilos no trato gastrointestinal e,
portanto, podem significar a presenca de doenca
inflamatéria ativa. Sugere-se a execugao de procedimentos
de investigagcdo adicionais apropriados, conduzidos por
especialistas, para se obter um diagnéstico clinico
completo.

Avaliacao clinica

A capacidade do teste Quantum Blue® fCAL extended de
fazer a distingdo entre pacientes com DIl e outros
disturbios n&o inflamatérios gastrointestinais, incluindo SlI,
foi avaliada através de amostras clinicas coletadas de
278 pacientes e extraidas através do CALEX® Cap. Cento
e vinte e quatro (124) pacientes apresentaram um
diagnéstico final de DIl (doenga de Crohn, colite ulcerativa
ou colite indeterminada), 92 pacientes sofriam de Sl e
62 apresentavam dor abdominal, diarreia ou outras
condicdes nao inflamatérias associadas ao ftrato
gastrointestinal (Gl) (Tabelas 5). O diagnéstico final foi
corroborado por resultados endoscépicos e outros
resultados clinicos.

Uma sensibilidade clinica de 919% (95% do IC:
85,7-96,1 %) a 80 pg/g e uma especificidade clinica de
78,6 % (95 % do IC: 71,2-84,8 %) a 160 pug/g podem ser
atingidas na diferenciagdo entre Dlls e condi¢des nao
inflamatdrias associadas ao trato Gl, incluindo a SIl. A
analise de ROC resultou em uma AUC de 0,901 (consulte
a Tabela 6).

Uma sensibilidade clinica de 91,9% (95% do IC:
85,7-96,1 %) a 80 pg/g e uma especificidade clinica de
80,4 % (95 % do IC: 70,9-88,0 %) a 160 pg/g podem ser
atingidas na diferenciagao entre Dlls e Sll. A analise de
ROC resultou em uma AUC de 0,913 (consulte a
Tabela 7).

A combinacao 6tima de ponto de corte para esses grupos
de pacientes pbéde ser definida por analise de ROC a
80 ug/g e 160 ug/g de calprotectina, valores ligeiramente
mais restritivos que uma combinagdo de um ponto de
corte inferior mais sensivel de 50 pug/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 8 e 9).

Il. Monitoramento de DIl

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

As categorias de resultados mostradas s&o
recomendagdes e sua determinagdo se baseia no
conhecimento condensado de valores de corte e estudos
de desempenho clinico publicados. Aconselha-se que os
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profissionais de saude definam limiares individuais para
cada paciente a partir da determinagao do nivel de base de
calprotectina durante a remissao da doenga.

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 remissao endoscopica e para
0s quais procedimentos endoscopicos invasivos podem ser
evitados (ref. 7-18).

Valores de calprotectina entre 100 e 300 ug/g

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

Valores de calprotectina acima de 300 pg/g

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

Avaliacao clinica

A correlagao entre os niveis de calprotectina e o status
inflamatério da mucosa intestinal do paciente, de acordo
com avaliagbes endoscopicas, foi determinada em sete
estudos independentes usando-se testes de calprotectina
da BUHLMANN (consulte a tabela 10 para verificar um
exemplo de trés desses estudos). Com base em uma
meta-analise desses sete estudos, o valor obtido para a
area sob a curva resumida caracteristica de operagao do
receptor (AUC-SROC) foi de 0,890 para uma sensibilidade
de 80,0% (95% do IC: 72,5-84,9 %) e para uma
especificidade de 88,4 % (95 % do IC: 83,2-92,1 %).

O valor do diagndstico da calprotectina na predicdo da
remissao e recidiva clinicas futuras foi determinado em dez
estudos usando-se testes de calprotectina da BUHLMANN
(consulte a tabela 11 para verificar um exemplo de trés
desses estudos), de acordo com os sintomas dos
pacientes, os indices de atividade clinica e a necessidade
nao planejada de intensificacdo de terapia, hospitalizagao
ou emergéncia. Com base em uma metanalise desses dez
estudos, o valor obtido para a area sob a curva resumida
caracteristica de operacéo do receptor (AUC-SROC) foi de
0,862 para uma sensibilidade de 80,9 % (95 % do IC:
71,2-87,9%) e para uma especificidade de 79,9 %
(95 % do IC: 75,0-84,1 %).

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

As caracteristicas de desempenho apresentadas foram
estabelecidas no Quantum Blue® Reader 3? geragdo, com
a excecao da linearidade apresentada para ambas as
geragdes de leitores.

O Quantum Blue® fCAL estendido foi validado em ambos
os instrumentos Quantum Blue® Reader 22 e 3? geragéo.
As especificagdes de caracteres de desempenho indicadas
aplicam-se a ambas as geragodes de leitores.

Comparagio de métodos
Viés nos pontos de decisao clinica e viés médio: < 15%

O estudo de comparacdao de métodos foi realizado de
acordo com a diretriz CLSI EP09-A3. 183 (cento e oitenta e
trés) amostras de fezes extraidas com o CALEX® Cap
foram medidas em 10 dias com trés lotes de reagentes do
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Quantum Blue® fCAL extended. Valores de referéncia, com
um intervalo final de concentragao de calprotectina de 30,5
a 925,8 ug/g foram estabelecidos em um estudo clinico
com o BUHMANN fCAL® ELISA usando o método de
pesagem e exitragdo manual. Os resultados estdo
resumidos nas tabelas 12 e 13.

Precisao / Recuperagao: dentro de 80-120 %

Oito amostras de extratos de fezes foram perfuradas com
60,2 pg/g e 120,4 pg/g de calprotectina em material
calibrador de extratos de fezes, a 5 % e 10 % do volume
de extrato de amostras, respectivamente. Amostras de
"inha de base" foram perfurantes com o volume
correspondente de tampao de extragdo. As amostras "linha
de base" e "linha de base + espiga" foram medidas em
13 réplicas. Os resultados estao resumidos na tabela 14.

Precisao (repetibilidade): <25 % CV
Precisao intralaboratorial: £ 25 % 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 20 dias x 2 corridas x
2 replicatas. Foram testados seis extratos de amostras
fecais agrupadas, com concentragdes de calprotectina na
faixa de 49,9-485,0 ug/g. Os resultados estdo resumidos
na tabela 15.

Precisdo entre lotes: £ 25% 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, e um modelo de
componentes de variancia para efeitos aleatérios. Foram
testados seis extratos de amostras fecais com
concentracdes de calprotectina na faixa de
55,3-552,5 ug/g. Os resultados estdo resumidos na
tabela 16.

Reprodutibilidade entre instrumentos
instrument reproducibility): < 25 % CV

A precisdo entre instrumentos foi estabelecida de acordo
com a diretriz CLSI EP05-A3 usando um projeto de estudo
com 3 instrumentos x 5 dias x 5 réplicas. Seis amostras de
extratos de fezes combinadas com concentragdes de
calprotectina variando de 48,5-502,8 ug/g foram testadas.
Os resultados estao resumidos na tabela 17.

(Between-

Limite de deteccgao Limit of Detection (LoD): < 30 ug/g

O LoD foi estabelecido de acordo com a diretriz CLSI
EP17-A2 usando a abordagem classica, analise
paramétrica e um LoB < 20 ug/g, determinado usando uma
analise nao paramétrica.

Limite de quantificagao (LoQ): < 30 ug/g

O LoQ foi estabelecido de acordo com a diretriz EP17-A2
do CLSI, com base em 90 determinagbes e uma meta de
precisédo de 25 % do CV.

Linearidade: 25,2 to 908,9 ug/g

A faixa linear do Quantum Blue® fCAL extended foi
determinada de acordo com a diretriz EP06-A do CLSI. As
medi¢bes foram realizadas em 10 réplicas em um total de
quatro lotes de reagentes. Um desvio maximo da
linearidade de 20 % ou 15 pg/g, para amostras abaixo de
75 ug/g, foi permitido. Os resultados estdo resumidos na
tabela 18.
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Efeito gancho com dose elevada

Foram realizados testes de efeito de gancho de alta dose
em dois lotes de reagentes. As amostras com
concentragbes de calprotectina de até 5000 ug/g foram
corretamente indicadas como acima de 1000 ug/g para
todas as réplicas. Para amostras com concentragcdes
maiores de calprotectina (6308,2-11214,4 ug/g) foram
observadas réplicas com valores abaixo de 1000 ug/g
(643,4 ug/g mais baixo).

PRE-ANALITICA

Reprodutibilidade da extragio - CALEX® Cap:
<30 % CV

A reprodutibilidade da extragao foi estabelecida de acordo
com a diretriz EP05-A3 do CLSI, usando-se um arranjo de
2 dias x 2 operadores x 3 lotes de CALEX® Cap x
2 extragdes x 3 replicatas. Foram testadas oito amostras
fecais clinicas com concentragdes de calprotectina de
51,2-615,3 yg/g. Os resultados estdo resumidos na
tabela 19.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

A suscetibilidade do Quantum Blue® fCAL extended assay
a produtos farmacéuticos orais, suplementos nutricionais,
hemoglobina e micro-organismos enteropatolégicos, foi
avaliada de acordo com a diretriz EP07-A2 do CLSI.
Desvios superiores a 20% nos resultados foram
considerados como interferéncias.

Nenhuma interferéncia foi detectada com as substancias
listadas na tabela 20 até as concentragdes indicadas.
Nenhuma interferéncia foi detectada com os micro-
organismos enteropatolégicos listados na tabela 21 até os
valores listados de unidades formadoras de colbénias (UFC)
por mL de extrato fecal.
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TABELAS E FIGURAS

Resultados dos testes
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Figura 1
Estudo clinico - Como distinguir doencgas

gastrointestinais organicas de funcionais

Ponto de decisao clinica
DIl vs. SlI
50 uglg 200 ug/g
Sensibilidade 96,0 % (90,8 %; 98,7 %) | 79,0 % (70,8 %; 85,8 %)
(95 % IC)
Especificidade 52,2 % (41,5 %; 62,7 %) | 83,7 % (74,5 %; 90,6 %)
(95 % IC)
VPP 73,0 % (65,5 %; 79,7 %) | 86,7 % (79,1 %; 92,4 %)
(95 % IC)
VPN 90,6 % (79,3 %; 96,9 %) | 74,8 % (65,2 %; 82,8 %)
(95 % IC)

Nao DIl - Sll + outras
IC — intervalo de conf
VPP — valor preditivo
VPN - valor preditivo

Gl
ianca
positivo
negativo

Tabela 9

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

receptor

Estudo clinico — Monitoramento de DIl

Distribuicdo dos resultados dos pacientes em numeros
Diagnéstico (percentuais) nas faixas de diagnostico do Quantum
final Blue® fCAL extended
<80 ug/g |80-160 ug/g | > 160 pg/g Total
DIl 10 (8,1 %) |12(9,7 %) 102 (82,3 %) 124
Sl 62 (67,4 %) |12 (13,0 %) 18 (19,6 %) 92
Outras Gl |38 (61,3 %) |9 (14,5 %) 15 (24,2 %) 62
Tabela 5
Ponto de decisao clinica
DIl vs. nao DIl
80 pg/g 160 pg/g
Sensibilidade 91,9 % (85,7 %; 96,1 %)| 82,3 % (74,4 %; 88,5 %)
(95 % IC)
Especificidade 64,9 % (56,8 %; 72,4 %)| 78,6 % (71,2 %; 84,8 %)
(95 % IC)
VPP 67,9 % (60,2 %; 74,8 %)| 75,6 % (67,4 %; 82,5 %)
(95 % IC)
VPN 90,9 % (83,9 %; 95,6 %)| 84,6 % (77,6 %; 90,1 %)
(95 % IC)

AUC da curva ROC
(95 % IC)

0,901 (0,865; 0,938)

Tabela 6
Ponto de decisao clinica
DIl vs. Sli
80 ugl/g 160 pg/g
Sensibilidade 91,9 % (85,7 %; 96,1 %) | 82,3 % (74,4 %; 88,5 %)
(95 % IC)
Especificidade 67,4 % (56,8 %; 76,8 %) | 80,4 % (70,9 %; 88,0 %)
(95 % IC)
VPP 79,2 % (71,6 %; 85,5 %) | 85,0 % (77,3 %; 90,9 %)
(95 % IC)
VPN 86,1 % (75,9 %; 93,1 %) | 77,1 % (67,4 %; 85,0 %)
(95 % IC)

AUC da curva ROC
(95 % IC)

0,913 (0,876; 0,950)

Tabela 7

Ponto de decisao clinica

DIl vs. nao DIl

50 pg/g

200 pg/g

Sensibilidade
(95 % IC)

96,0 % (90,8 %; 98,7 %)

79,0 % (70,8 %; 85,8 %

Especificidade
(95 % IC)

50,6 % (42,5 %; 58,8 %)

83,8 % (77,0 %; 89,2 %

VPP
(95 % IC)

61,0 % (53,8 %; 67,9 %)

79,7 % (71,5 %; 86,4 %

VPN
(95 % IC)

94,0 % (86,5 %; 98,0 %)

83,2 % (76,4 %; 88,7 %

Data de langamento: 2025-12-04
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Atividade da Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
ZaLPTOt?Ctha1 vs DIl | Espanha Espanha Polénia
eterminada por
meio de resultados (ref. 9) (ref. 10) (ref. 11)
endoscopicos
Quantidade e 89 (DC?) 123 (CU?) 57 (DC?)
dados
demograficos dos | Faixa etaria: | Faixa etéria: Faixa etaria
pacientes 32-58 18-85 média: 35,3
44 % homens | 66,4 % homens |48 % homens
Valor de corte 272 uglg 280 ug/g 238,5 uglg
VP 98 % 86 % 88 %
VPP 76 % 80,3 % 73 %
Tabela 10

" Estudo 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL e Quantum Blue® fCAL high range
Estudo 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA e Quantum Blue® fCAL high

range

2 DC = pacientes com doenga de Crohn

3 CU = pacientes com colite ulcerativa

Estudo clinico — Monitoramento de DIl

38 % homens

43,3 % homens

Calprotectina’ vs Estudo 4 Estudo 5 Estudo 6
ren](ijs_séo I?”_ Reino Unido |Espanha Espanha
recidiva clinicas
futuras (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)
Quantidade e 92 (DC?) 30 (DC?) 33 (DC?)
dados 20 (CU?)
demograficos dos terapia com terapia com
pacientes adalimumabe infliximabe
Faixa etaria: Faixa etaria:
24-64 18-68

47,2 % homens

Data de retorno

' Study 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA
Study 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL e Quantum Blue® fCAL high range

2 DC = pacientes com doenga de Crohn
3 CU = pacientes com colite ulcerativa

depois da medigdao |12 meses 4 meses 12 meses

da calprotectina

Pacientes com

recidiva clinica 11 % 30 % 23 %

depois do retorno

Valor de corte 240 pg/g 204 pg/g 160 pg/g

VPN 96,8 % 100 % 96,1 %

VPP 27,6 % 75 % 68,7 %
Tabela 11
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TABELAS E FIGURAS

Comparagao de métodos

Reprodutibilidade entre instrumentos

Anélise de regresséo de Passing-Bablok ID | Média | n | Intracorrida |Interdias Entre Total
Incli- | Inter- | Viéesa | Viésa | Viésa | Viesa | r [holal (Repeatability) | %CV mstr:lmentos G
nagio cepto 80 pg/g | 100 ug/g | 160 pg/g |300 pglg %CV %CV %CV
(95 % IC)| [mglal | (95%IC) | (95 % IC) | (95 % IC) (95 % IC) L1 | 485 | 75 16,9 2,4 43 17,6
)
S ol L2 86,9 | 75 12,4 5,6 0,0 13,6
_ o, o, [ o,
1,123 2,7 8,9 % 9,6 % 10,6 % 11,4 % | 0,900 3| 1516 | 75 19.4 3.2 0.0 197
(1,045; | (-11,3; | @2%; | (4.6%; | (43%; | (3.8%;
1,221) 3,6) 15,3%) | 16,8%) | 19,2%) |21,1%) L4 | 2241 | 75 17,5 4,2 35 18,3
Tabela 12 L5 | 3550 | 75 17,0 49 0,0 17,7
L6 | 502,8 | 75 19,8 7,3 4,5 21,6
Analise de Bland-Altman ’ ! ! ’ ’
Tabela 17
Viés médio LoA inferior LoA superior abela
(95 % IC) (95 % IC) (95 % IC) Linearidade
97 % -54,6 % 74,0 % Faixa de _
(4.9 %; 14,5 %) (62,8 %; -46,4 %) (65,8 %; 82,2 %) Série de medigao valor p para | Faixa
Diluicio Lot testada R2 coeficiente | linear
Tabela 13 [ nao linear [Hg/g]
. a = [na/g]
Precisao / Recuperagéao 155
Média Base + Base + 1 M0527 | 15,5-939,1 | 0,911 < 0,0001* 93‘971
Valor da spike, spike, 259
do pico base esperada | observada | Recuperacao 2 M2128 | 16,1 -908,9 | 0,927 < 0,0001* 90‘8 9
ID ug/g] [ng/g] [ug/g] [ug/g] [%] py 7’
#1 60,2 52 112 110 99 3 M3048 | 11,7 -972,9 | 0,856 0,018* 97’2 9_
#2 | 602 63 123 127 103 243
4 M4851 | 24,3 —1004,2 | 0,939 <0,0001* ’
#3 60,2 63 123 131 107 1004,2
#4 60,2 78 138 137 99 Tabela 18: * significativo
#5 | 60,2 115 175 179 102 Pré-analitica Reprodutibilidade da extragao
#6 120,4 149 270 272 101 I
nter
#7 | 1204 221 341 341 100 ) Intra-
Média corrida| extragoes | dia | lotes | operadores |Total
#8 | 1204 469 589 559 95 ID |[uglgl| n | %CV | %CV | %CV | %CV | %cv  |%cv
Tabela14 gy T 512 [72] 11,7 6,1 102 | 00 0,0 16,7
Precisao intralaboratorial S2| 63,5 | 72| 19,0 9,9 43 | 0,0 0,0 21,9
ID | Média | n | Intracorrida |Intercorridas| Interdias Total S3| 874 | 72| 13,2 12,4 1,8 4,6 1,2 18,8
[hg/al (Repeatability)|  oxcv %CV. | precisdo | g Tso5 (72| 166 | 00 50 | 00 2,1 17,5
%CV %CV ’ ’ ' ’ ’ ’ ’
S5(|1814 (72| 11,6 11,0 0,0 3,5 11,0 19,7
S1| 49,9 | 80 18,2 0,0 5,3 18,9
S6 | 2705 (72| 151 12,5 6,6 9,6 6,4 23,7
S2| 87,1 | 80 17,0 0,0 2,9 17,2
S7|570,8 (72| 16,9 8,1 57 2,0 0,0 19,6
S3 | 135,7 | 80 11,7 8,9 0,0 14,7
S8 (6153 (72| 17,0 8,9 9,3 0,0 0,0 21,3
S4 | 213,2 | 80 14,5 6,5 1,8 16,0
Tabela 19
S5 | 337,4 | 80 14,8 3,2 5,0 15,9
S6 | 485,0 | 80 21,4 0,0 0,0 21,4
Tabela 15
Preciséo entre lotes
ID | Média | n | Intracorrida |Intercorridas| Entre Total
[ug/gl (Repeatability) %CV lotes precisao
%CV %CV %CV
S1 55,3 | 75 16,6 10,0 0,0 19,4
S2| 944 |75 16,4 8,7 0,0 18,5
S3 | 1552 | 75 20,1 2,6 2,1 20,4
S4 | 2270 | 75 17,3 2,8 0,0 17,5
S5 | 361,5 | 75 16,9 2,5 4.8 17,7
S6 | 552,5 | 75 17,3 6,8 4,6 19,1
Tabela 16
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TABELAS E FIGURAS

Substancias interferentes

Nome comercial

Componente ativo

Concentragao
mg/50 mg de fezes

Nome Concentragao final
(UFC/mL)
Escherichia coli 2,9 x 108
Salmonella enterica subsp. enterica 8,2 x 10°
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia 4,5x 10°
Citrobacter freundii 5,5 x 10°
Shigella flexneri 5,0 x 10°
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 5,3 x 10°

Duofer Fol Sulfato de ferro (Il) 0,11
(contém 0,4 mg de acido folico)
Prednisone Prednisona 0,31
Imurek Azatioprina 0,19
Salofalk Mesalazina; 5,21
5-ASA
Agopton Lansoprazol 0,18
Asacol Mesalazina; 2,50
5-ASA
Vancocin Vancomicina 2,00
Bactrim Sulfametoxazol + Trimetoprima | 1,7 + 0,35
Ciproxine Ciproflaxacina 1,25
Vitamina E Acetato de DL-a-tocoferol 0,30
Berocca B1 (1.4mg), B2 (1.6 mg), B6|1,06
(2mg), B12 (1ug), C (60 mg),
acido félico (200 mg),
nicotinamid (18 mg), &cido
pantoténico (6 mg), biotina
(0.15mg), calcium (120 mg),
magnesium (120 mg), zinco (9.5
mg)
Hemoglobina Hemoglobina 1,25
Tabela 20
Data de langamento: 2025-12-04 12/16
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HISTORICO DE ALTERAGOES

Data

Versao

Alteracéo

2025-12-04

A5

Precisao no capitulo Uso pretendido com a adigao de informagdes a respeito da
automacao do teste.

Atualizado o capitulo Principio do teste.

Remocéo do capitulo Reagentes & Material fornecido adicionalmente e extensao do
capitulo Materiais necessarios mas nao fornecidos.

Atualizagéo do capitulo Precaugées; Coleta, armazenamento de amostras,
estabilidade e Procedimento do ensaio

Revisdo dos capitulos Interpretacdo dos resultados, Tabelas e figuras, Referéncias, e
Simbolos

Data de langamento: 2025-12-04
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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.
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SiMBOLOS

BUHLMANN utiliza simbolos e sinais listados e descritos na 1ISO 15223-1.
Para verificar a definicao dos simbolos, consulte o glossario de simbolos em:
www.buhlmannlabs.ch/support/downloads/

Além disso, sao utilizados os seguintes simbolos e letreiros:

Simbolo Explicagao
Cassete de teste
BUF|EX Tampao de extragdo

[CONTROL L | |Controle baixo

[CONTROL H| |Controle alto

RFDI tartio Chip

Cartao de codigo de barras

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

C €0123
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