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ROMANA

UTILIZARE

BUHLMANN Quantum Blue® fCAL extended este un test de
diagnosticare in vitro pentru determinarea cantitativa a
calprotectinei in probele din fecale umane destinat ca ajutor
in evaluarea inflamatiei mucoasei intestinale. Rezultatele
testului pot fi folosite ca ajutor pentru diagnosticare in
diferentierea bolii organice,inflamatorii, a tractului gastro-
intestinal (boala inflamatorie intestinala, IBD, in special
boala Crohn sau colita ulcerativa, UC) de boala functionala
(sindromul de colon iritabil, IBS) (ref. 1-7), la pacientii cu
dureri abdominale cronice si ca ajutor pentru monitorizarea
bolii IBD (ref. 7-18).

Doar pentru utilizare in laborator. Neautomatizat.

acestuia. Cu toate acestea, va sfatuim sa verificati kitul de
testare pentru starea casetei de testare si a husei sale pe
baza urmatoarelor criterii:

e Data expirarii

e Starea fara-defectiuni a husei (de exemplu, absenta
oricarei perforatii care ar putea fi cauzata de
manipularea necorespunzatoare).

e Starea fara-defectiuni a casetei de testare (de exemplu,
absenta zgarieturilor pe membrana analitica).

In cazul in care una dintre casetele de testare nu
indeplineste criteriile mentionate mai sus, va rugam sa
utilizati o alta caseta de testare.

PRINCIPIUL TESTULUI

Testul este proiectat pentru masurarea selectiva a
antigenului de calprotectina prin imunotestare sandwich. Un
anticorp de captura monoclonal (mAb) foarte specific pentru
calprotectina este captusit pe membrana de testare. Un al
doilea anticorp de detectie monoclonal conjugat la coloizii
din aur este depus pe pad-ul de eliberare a conjugatului si
eliberat in sistemul de reactie dupad adaugarea probei din
fecale extrasa si diluatd. Conjugatul calprotectind / anti-
calprotectina cu aur se leaga de anticorpul anti-calprotectina
captusit pe membrana de testare (linia testului), iar
conjugatul de aur anti-calprotectina liber ramas se leaga de
anticorpul anti-soarece de capra captusit pe membrana
testului (linia controlului). Intensitatile semnalului la nivelul
liniei testului (T) si liniei controlului (C) sunt masurate
cantitativ printr-o procedura de testare neautomatizata cu
Quantum Blue® Reader.

Quantum Blue® fCAL extended trebuie utilizat in laborator si
nu este destinat utilizarii in auto-testare sau la testarea din
apropierea pacientului.

STOCAREA $I TERMENUL DE VALABILITATE AL
REACTIVILOR

Reactivi nedeschisi

Stocare la 2-8 °C. Nu utilizati reactivii dupa data de expirare tiparita pe
etichete.

Reactivi deschisi

Casetele de testare scoase din husa de folie

Caseta de Testare trebuie utilizate in decurs de 4 ore.

Tampoh de Stocare pana la 6 luni la 2-8 °C dupa deschidere.
Extractie

Controale an3 i ° 3 i
Low / High Stocare pana la 6 luni la 2-8 °C dupa deschidere.

Tabelul 2

REACTIVI FURNIZATI S| PREPARAREA

Reactivi Cantitate |Cod Comentarii
Sigilata-in vid
Caseta de Testare 25 buc. B-LFCALUS-TC |intr-o husa
din folie
i 1 flacon Gata de
Tampon de Extractie 125 mL B-CAL-EX utilizare
Controale Low* / 2 flacoane | B-CALE- Gata de
High* 0,5 mL CONSET utilizare
Cardcu ChipRFID  |1buc.  |B-CALE-Rcc | Cc@rdalbdin
plastic
Cardcu ChipRFID  |1buc.  |B-CALE-RCC720 | S@d verde
din plastic
Card din
Card cu Cod de bare |1 buc. B-CALE-BCC plastic 2D cu
cod de bare
Tabelul 1

* Controalele contin cantitati specifice lotului de calprotectind umana nativa.
Consultati fisa tehnicd QC suplimentard pentru concentratiile reale.

MATERIALE NECESARE DAR NEFURNIZATE

e Dispozitivele descrise mai jos nu sunt furnizate impreuna
cu kit-ul, acestea trebuie comandate separat:

Dispozitive Cantitate Cod

Ambalaje de 50, 200 sau

500 tuburi disponibile, B-CALEX-C50
CALEX®Cap umplute cu 5 mL tampon B-CALEX-C200

de extractie B-CALEX-C500

Gata de utilizare
BUHLMANN 50 tuburi ce constau din 5 B-CAL-RD
Smart-Prep spatule si capace de baza

®
Quantum Blue™ | e BI-POCTR-ABS
Reader
Tabelul 3

e Vortex pentru extractia probei din fecale

e Pipete de precizie cu varfuri de unica folosinta:
10-100 pL, 100-1000 pL si 250-2500 pL

e Centrifuga

e 5 mL tuburi de polipropilena sau polistiren pentru dilutia
extractelor

e Cronometru (optional)
e Servetele moi sau hartie blotting

PRECAUTII

Precautii de siquranta

VERIFICATI-VA KITUL DE TESTARE

Produsele BUHLMANN au fost fabricate cu cea mai mare
grija si s-au depus toate eforturile posibile pentru a asigura
caracterul complet al acestui kit de testare si performanta
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e Controalele acestui test contin componente de origine
umand. Desi au fost testati si depistati negativi pentru
antigenul de suprafata al HVB, HVC si pentru anticorpii
HIV1/2, reactivii trebuie manipulati ca si cum ar fi capabili
sa transmita infectii si ar trebui manipulati in conformitate
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cu Practicile Bune de laborator (PBL), utilizadnd precautii
adecvate.

e Tamponul de extractie si controalele acestui kit contin
componente clasificate in conformitate cu regulamentul
(EC) Nr. 1272/2008: hidroclorura de 2-metil-4-izotiazolin-
3-ona (conc. =2 0,0015 %), de aceea reactivii pot cauza
reactii alergice ale pielii (H317).

e Probele de la pacienti trebuie tratate ca si cum ar fi
capabile sa transmita infectii si trebuie manipulate in
conformitate cu practicile bune de laborator (BPL),
utilizand precautii adecvate.

o Reactivii: Evitati contactul reactivilor cu pielea, ochii sau
membranele mucoase. Dacéa are loc contactul, spalati
imediat cu cantitati generoase de apa; in caz contrar, pot
aparea iritatii.

¢ Reactivii si substantele chimice trebuie tratate ca deseuri
periculoase in conformitate cu ghidurile sau
reglementarile nationale privind siguranta pericolului
biologic.

Precautii tehnice

Componentele kitului
e Testul trebuie efectuat Ila
(18-28 °C).

e Toti reactivii si probele de testare trebuie sa fie echilibrate
la temperatura camerei (18-28 °C) Tnainte de inceperea
testului.

temperatura camerei

e Odata echilibrata la temperatura camerei, scoateti caseta
de testare din husa de folie. Se lasa caseta de testare sa
se echilibreze Tn mediul de laborator timp de cel putin
2 minute Tnainte de inceperea testului.

e Se amesteca bine (vortex) reactivii inainte de utilizare.

e Componentele kitului nu trebuie utilizate dupa data
expirarii tiparita pe eticheta.

¢ Nu amestecati loturi diferite de reactivi.

e Testul este conceput pentru extracte din materii fecale
preparate cu ajutorul tamponului de extractie furnizat in

kit sau cu CALEX® Cap. Utilizarea altor tampoane de
extractie ar putea duce la rezultate incorecte.

e Nu dezasamblati casetele de testare.

e Manipulati cu grija casetele de testare. Nu contaminati
portul de incarcare a probei sau fereastra de citire prin
contactul cu pielea, alte lichide etc. (figura 1D).

e Asigurati o pozitie plana, orizontald a casetei de testare
in timp ce efectuati testul.

e Casetele de testare nu pot fi reutilizate.

Procedura de testare

e Cititi instructiunile cu atentie Tnainte de efectuarea
testului. Rezultatul testului va fi afectat in mod negativ,
daca reactivii sunt incorect diluati, manipulati sau
depozitati in alte conditii decat cele detaliate in prezenta
instructiune de utilizare.

e Varugam sa retineti ca exista doua generatii de cititoare:
Cititorul Quantum Blue® Reader de generatia a 2-a cu
numere de serie intre 1000 si 3000 (QB2) si Cititorul
Quantum Blue® Reader de generatia a 3-a cu numere de
serie de peste 3000 (QB3G).
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e QB2 trebuie sa fie pornit si programat pentru testul
Quantum Blue® fCAL extended. Incarcati metoda de
testare utilizand cardul cu cip RFID (B-CALE-RCC sau
B-CALE-RCC720) Tnainte de inceperea testului (vezi
manualul Quantum Blue® Reader).

e QB3G trebuie sa fie pornit si programat pentru testul
Quantum Blue® fCAL extended, fie prin utilizarea cardului
cu cod de bare (B-CALE-BCC) fie prin selectarea din
meniul de testare (doar Modul Fast Track). Pentru mai
multe informatii, va rugdm s& consultati manualul
Quantum Blue® Reader.

o Utilizati cardul cu cip RFID (QB2) / cardul cu cod de bare
(QB3G) pentru a modifica parametrii de testare
specifici-lotului.

e Probele de la pacient care nu sunt manipulate in mod
corespunzator pot determina rezultate inexacte.

e Pentru a obtine rezultate fiabile si cantitative este
important sa se omogenizeze complet proba de scaun in
tamponul de extractie din dispozitiv.

e Atunci cand se utilizeaza extracte din materii fecale
obtinute prin metoda manuala de cantarire (BUHLMANN
Smart-Prep), este important sa se realizeze
centrifugarea extractelor finainte de stocare. Se
centrifugheaza tuburile timp de 5 minute la 3000 x g.
Dupa centrifugare, supernatantul trebuie transferat
intr-un tub proaspat de depozitare.

RECOLTAREA,
PROBEI

Pentru procedura de extractie, este necesar mai putin de
1 g de proba din scaun nativ. Colectati proba din scaun in
tuburi simple.

Important: Proba trebuie colectata fara aditivi chimici sau
biologici.

STOCAREA Sl STABILITATEA

Transportul probei

Probele din fecale trebuie primite pentru prelucrare de catre
laborator in termen de 3 zile de la recoltare. Probele pot fi
transportate la temperatura camerei sau la frigider.

Stocarea probei

Probele din scaun trebuie tinute la frigider la 2-8 °C si
extrase in termen de 3 zile de la primirea la laborator. Nu
depozitati probele la temperaturi ridicate.

Stabilitea extractului

Extractele de calprotectina din materiile fecale obtinute cu
CALEX® Cap sunt stabile la temperatura camerei (23 °C)
timp de 7 zile si la 2-8 °C péana la 15 zile. Pentru o stocare
mai Tndelungatd, se congeleazd extractele la -20 °C.
Extractele congelate sunt stabile pentru o perioada de pana
la 23 de luni.

Extractele CALEX® Cap pot fi stocate si congelate direct in
CALEX® Cap. Extractele pot fi supuse la patru cicluri de
inghet-dezghet. Tnainte de mé&surare, se lasd extractele
congelate sa se echilibreze la temperatura camerei. Pentru
reutilizarea / remasurarea extractelor, a se vedea etapa
2 din cadrul procedurii de testare de la capitolul respectiv.
Extractele de calprotectina din materiile fecale obtinute prin
metoda manuala de cantarire (de ex., BUHLMANN Smart-
Prep) sunt stabile la 2-8 °C timp de < 7 zile sau la -20 °C timp
de 36 de luni.
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PROCEDURA DE TESTARE
Procedura de testare consta in trei etape:

1. Extractia probelor din fecale

Extractia este descrisd Tn instructiunile de utilizare
furnizate Tmpreuna cu dispozitivele respective.

CALEX® Cap: Probele lichide de scaun pot fi pipetate
direct in CALEX® Cap. Desurubati capacul albastru si
pipetati in dispozitiv 10 pL de proba din fecale. Puneti la
loc capacul de la CALEX® Cap si continuati cu etapa de
amestecare cu ajutorul agitatorului vortex conform

procedurii de extractie descrise si ilustrate in
instructiunile de utilizare furnizate Tmpreuna cu
CALEX® Cap.

2. Procesarea probei

e Metoda manuala de cantérire (BUHLMANN Smart-Prep):
Se lasa extractul din fecale sa se aseze timp de
10 minute dupa extractie. Se dilueaza supernatantul 1:10
cu tampon de extractie (de exemplu, extract din fecale de
50 pL si tampon de extractie de 450 pL) si se amesteca
bine. Se lasa probele sa se echilibreze timp de cel putin
5 minute la 18-28 °C finainte de a trece la etapa
urmatoare (etapa nr. 3).

o CALEX® Cap: Dupa extractie, lasati extractul din fecale
sa se aseze timp de 10 minute cu varful alb al
dispozitivului in jos. Desurubati capacul albastru.
Supernatantul poate fi utilizat fara diluare suplimentara in
testul fluxului lateral.

3. Procedura de testare de tip flux lateral si citirea

QB2

Doua metode alternative pot fi incarcate de pe cardul cu cip
RFID respectiv.: B-CALE-RCC720 (cu cronometru intern)
sau B-CALE-RCC (fara cronometru intern). Selectati unul
dintre cardurile cu cip RFID finainte de a Tincepe

experimentele. Tncércat,i metoda de testare de pe cardul cu
cip RFID de pe Quantum Blue® Reader.

QB3G

Sunt disponibile doua moduri diferite de operare de la
BUHLMANN pentru a masura probele cu QB3G: Modul Fast
Track sau Modul Fail Safe. Inainte de a incepe testul, va
rugam sa va informati in ce mod de operare functioneaza
cititorul dvs.

Metoda de testare poate fi incarcata de pe cardul cu cod de
bare (Modul Fast Track si Fail Safe) sau, daca s-a utilizat
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anterior, selectata din meniul de testare (doar Modul Fast
Track). Masuratorile pot fi efectuate cu sau fara un
cronometru intern in Modul Fast Track. Masuratorile in
Modul Safe Fail pot fi efectuate doar cu cronometru intern.
Urmati instructiunile furnizate pe ecranul QB3G. De
asemenea, puteti consulta la Ghidurile Rapide ale QB3G
pentru Modul Fast Track si Fail Safe.

Quantum Bjyee®

3.1. Metoda cu cronometru intern

QB2: utilizati cardul verde cu cip RFID B-CALE-RCC720

QB3G (Modul Fast Track): cand i se solicita de catre QB3G
sa sara peste timpul de incubare, selectati “NU” (No)

QB3G (Modul Fail Safe): setare implicita

o Desfaceti caseta de testare si echilibrati-o timp de cel
putin 2 minute in mediul de laborator.

e Adaugati 60 pL extract din fecale pe portul casetei de
testare de incarcare a probei.

. Tncércati caseta de testare pe suportul casetei de testare
al cititorului.

o Inchideti suportul casetei de testare si Tncepeti
masurarea apasand butonul de pornire de pe QB2 sau
optiunea "Incepe masuratoarea" (Start Measurement) de
pe QB3G.

Scanarea incepe
(720 secunde).

Pentru controale low / high: Repetati etapa 3.1 cu
controale de 60 pL in loc de extract din fecale.

¢

10 min.

automat minute

dupsd 12

Start

60 pL Extract fecale / control @
— N
automata

dupa 12 min.

3.2. Metoda fara cronometru intern
QB2: Utilizati cardul alb cu cip RFID B-CALE-RCC

QB3G (Modul Fast Track): cand i se solicita de catre QB3G
sa sara peste timpul de incubare, selectati “DA” (Yes)

QB3G (Modul Fail Safe): optiunea nu este disponibila

e Desfaceti caseta de testare si echilibrati-o timp de cel
putin 2 minute in mediul de laborator.

Quantum Blue® fCAL extended




e Adaugati 60 pL extract din fecale pe portul casetei de
testare de incarcare a probei.

¢ Incubati timp de 12 minute +/- 1 minut (setati manual un
cronometru).

o Tncércati caseta de testare pe suportul casetei de testare
al cititorului.

e Scanati caseta de testare cu Quantum Blue® Reader
apasand imediat butonul de pornire de pe QB2 sau
optiunea "Incepe masuratoarea" (Start Measurement) de
pe QB3G.

e Pentru controale low / high: Repetati etapa 3.2 cu 60 pL
controale in loc de extract din fecale.

S @

10 min.

Start

60 pL Extract fecale / control @

— —

Incepe masuratoarea

Incubare 12 min.

Observatie: Va rugam sa consultati manualul Quantum
Blue® Reader pentru a invata despre functiile de baza si cum
sa porniti si sa operati Quantum Blue® Readers, in special
cum sa selectati metodele de testare si cum sa incarcati
parametrii specifici lotului de pe cardul cu cip RFID (QB2) /
cardul cu cod de bare (QB3G) de pe Quantum Blue®
Reader. Asigurati introducerea corecta a casetei de testare
in Quantum Blue® Reader, cu fereastra de citire mai intai
(figura 1D).

testul trebuie repetat cu ajutorul unei alte casete de
testare.

e Deoarece Quantum Blue® Reader permite o evaluare
cantitativa a liniilor pentru test (T) si pentru control (C), se
efectueaza o verificare suplimentara a valabilitatii liniei
pentru control (C). Tn cazul in care intensitatea
semnalului liniei de control (C) este sub un prag dupa un
timp de incubare de 12 minute, rezultatul testului este, de
asemenea, invalid, iar testul trebuie repetat cu ajutorul
unei alte casete de testare.

CONTROLUL CALITATII

e in cazul in care rezultatul testului nu se coreleaza cu
limitele stabilite si repetitia exclude erori in tehnica,
verificati urmatoarele aspecte: i) pipetarea, controlul
temperaturii si cronometrarea ii) datele de expirare ale
reactivilor si iii) conditiile de stocare si de incubare.

e Rezultatul self-testului de la Quantum Blue® Reader
efectuat la pornire trebuie sa fie valid.

STANDARDIZARE

e Nu exista materiale de referinta recunoscute la nivel
national sau international sau proceduri de masurare de
referintd pentru analitul calprotectina din proba de fecale.
Quantum Blue® fCAL extended este standardizat cu
BUHLMANN fCAL® ELISA (cod de comanda: EK-CAL),
care este standardizat folosind materialul de referinta
intern.

e Quantum Blue® Reader utilizeaza o curba standard
specifica-lotului pentru a calcula concentratia de
calprotectina. Intervalul de confidenta 95% al
incertitudinii combinate a calibratorului produsului este
mai mic de 20,0 %, incertitudinea combinata a
controalelor fiind mai mica de 30,0 %.

¢ Intervalul de testare este intre 30 si 1000 ug/g.

¢ Pentru a primi rezultate cantitative pentru concentratia de
calprotectina intre 850-1800 ug/g, citirea probelor
concentrate de peste 850 ug/g poate fi retestata cu testul
Quantum Blue® high range (cod de comanda:
LF-CHR25).

VALIDAREA REZULTATELOR

e Pentru un rezultat valid al testului, linia controlului (C)
trebuie sa fie vizibila in fiecare caz (vezifigurile 1A si 1B).
Se utilizeaza doar ca control functional al testului si nu
poate fi utilizat pentru interpretarea liniei testului (T).
Daca linia testului (T) nu este detectabila dupa 12 minute
timp de incubare (figura 1A), concentratia de
calprotectina prezenta in proba din fecale este sub limita
de detectie. Daca linia testului (T) este detectabila dupa
un timp de incubare de 12 minute (figura 1B),
concentratia de calprotectina prezentd in proba din
fecale se calculeaza de catre Quantum Blue® Reader.

e In cazul in care este detectabild doar linia testului (T)
dupa un timp de incubare de 12 minute (figura 1C),
rezultatul testului nu este valid si testul trebuie repetat cu
ajutorul unei alte casete de testare.

e In cazul in care nici linia controlului (C), nici linia testului
(T) nu pot fi detectate dupa un timp de incubare de
12 minute (figura 1D), rezultatul testului nu este valid, iar
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LIMITE

e Reactivii livrati cu kitul Quantum Blue® fCAL extended
sunt destinati determinarii nivelelor de calprotecting doar
in probele din fecale umane.

e Valorile calprotectinei din fecale sunt destinate ca ajutor
pentru diagnosticare in diferentierea bolii organice de
boala functionala si ca ajutor pentru monitorizarea IBD.
Rezultatele trebuie interpretate mereu in combinatie cu
alte constatari clinice si de laborator.

¢ Pentru monitorizarea bolii IBD, s-a sugerat ca mai multe
masuratori ale calprotectinei din fecale efectuate la
intervale de péna la 4 saptaméni au cea mai buna
precizie de diagnostic in prezicerea recidivei clinice la
pacienti (ref. 19-20).

e In cazuri rare, atunci cand nivelele de calprotectina sunt
extrem de ridicate (peste 5000 ug/g, de exemplu in CU
acuta), sistemul de testare poate fi predispus la un efect
hook de doza crescuta, ceea ce poate duce la valori sub
limita preconizata a intervalului de testare de 1000 ug/g.
Se recomanda sa se acorde o atentie deosebita
rezultatelor de peste 300 pg/g atunci cand sunt insotite
de simptome puternice.

e Pacientii care iau NSAID-uri in mod regulat pot avea
nivele ridicate ale calprotectinei din fecale.

e Este posibil ca rezultatele sa nu fie aplicabile clinic
copiilor cu varsta mai mica de 4 ani care au nivele usor
crescute ale calprotectinei din fecale (ref. 21-24).

Quantum Blue® fCAL extended



INTERPRETAREA REZULTATELOR

I. Diferentierea bolii organice de boala gastro-
intestinala functionala

Determinarea nivelelor de calprotectina din fecale poate fi
utilizatd ca ajutor simplu si fiabil in diferentierea bolilor
gastrointestinale organice de cele functionale (ref. 1-7).
Categoriile de rezultate se bazeaza pe datele din studiile
clinice efectuate de BUHLMANN si sunt recomandari ale
BUHLMANN. Toate rezultatele testelor trebuie interpretate
impreuna cu informatiile disponibile din simptomele clinice
ale pacientului, istoricul medical si alte constatari clinice si
de laborator.

Praguri clinice

Urmatoarele date au fost stabilite cu testul BUHLMANN
fCAL® ELISA (cod de comanda: EK-CAL).

Rezultatele de la 58 de probe clinice de la pacienti
diagnosticati cu IBS si 131 de probe clinice de la pacienti
diagnosticati cu IBD, dintr-un studiu clinic international, au
fost analizate pentru a obtine valorile descrise in tabelul 4.

Concentratia de o
o Interpretarea Monitorizare
calprotectina
< 80 pg/g Normala Nici una
. . Monitorizare in termen
80 - 160 pg/g Zona gri / Borderline de 4-6 saptamani
> 160 uglg Crescuts Se repeta dupa cum e
necesar

Tabelul 4

Valori ale calprotectinei sub 80 pg/g

Valorile ale calprotectinei din fecale <80 ug/g nu indica
inflamatia n tractul gastro-intestinal. Pacientii cu un nivel
scazut de calprotectina nu sunt susceptibili sa aiba nevoie
de proceduri invazive pentru a determina cauza inflamatiei.

Valori ale calprotectinei intre si egale cu 80 si 160 pg/g

Nivelele medii ale calprotectinei din fecale intre si egale cu
80 si 160 pg/g, numite si nivele de zona gri, nu indica in mod
direct o inflamatie activa care necesitdi o monitorizare
imediata cu testarea invaziva. Cu toate acestea, prezenta
inflamatiei nu poate fi exclusa. Se recomanda reevaluarea
nivelelor de calprotectina din fecale dupa 4 péana la
6 saptamani pentru a determina stadiul inflamatoriu.

Valori ale calprotectinei peste 160 pg/g

Valorile calprotectinei fecale > 160 pg/g sunt un indicativ al
infiliratului de neutrofile Tn tractul gastro-intestinal; prin
urmare, acest lucru poate semnala prezenta bolii inflamatorii
active. Se sugereaza de catre specialisti proceduri de
investigatie suplimentare adecvate pentru a obtine un
diagnostic clinic general.

Evaluare clinica

Capacitatea testului Quantum Blue® fCAL extended de a
diferentia pacientii cu boala inflamatorie intestinala (Bll) de
cei cu alte afectiuni gastrointestinale neinflamatorii, inclusiv
sindromul de intestin iritabil (Sll), a fost evaluata utilizand
probe clinice recoltate de la 278 de pacienti si extrase cu
CALEX® Cap. O suta douazeci si patru (124) de pacienti au
avut un diagnostic final de IBD (boala Crohn, colita
ulcerativd sau colitd nedeterminata), 92 de pacienti au
suferit de IBS si 62 de pacienti au prezentat dureri
abdominale si/sau diaree sau alte afectiuni non-inflamatorii
corelate cu Gl (vezi tabelul 5). Diagnosticul final a fost
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sustinut de constatari endoscopice, precum si de alte
constatari clinice.

Se poate atinge o sensibilitate clinica de 91,9 % (interval de
incredere de 95 %: 85,7-96,1 %) la 80 pg/g si o specificitate
clinica de 78,6 % (interval de incredere de 95 %:
71,2-84,8 %) la 160 pg/g in diferentierea dintre BIl si
afectiunile gastrointestinale neinflamatorii, inclusiv Sll. Din
analiza curbei ROC s-a obtinut o valoare AUC de 0,901
(consultati tabelul 6).

Se poate atinge o sensibilitate clinica de 91,9 % (interval de
incredere de 95 %: 85,7-96,1 %) la 80 pg/g si o specificitate
clinica de 80,4 % (interval de incredere de 95 %:
70,9-88,0 %) la 160 ug/g in diferentierea dintre Bll si SlI. Din
analiza curbei ROC s-a obtinut o valoare AUC de 0,913
(consultati tabelul 7).

Combinatia optima a cut-off-ului pentru aceste probe de la
pacienti ar putea fi definita prin analiza ROC la 80 pg/g si
160 pg/g calprotecting, care este putin mai stricta decét o
combinatie a unui cut-off sensibil mai scazut de 50 ug/g
cu rezultat inferior Tn specificitate si un cut-off superior de
200 pg/g cu sensibilitate usor mai scazuta (tabelele 8 si 9).

Il. Monitorizare IBD

Praguri clinice
Determinarea calprotectinei din fecale este, de asemenea,

o modalitate simpla si fiabila de a ajuta la monitorizarea
pacientilor cu IBD (ref. 7-18).

Categoriile de rezultate prezentate sunt recomandari, iar
stabilirea lor se bazeazéa pe cunostinte condensate privind
reducerile publicate si studiile privind rezultatul clinic. Se
recomanda ca practicienii din domeniul sanatatii sa
stabileasca praguri individuale ale pacientilor prin
determinarea nivelului de calprotectina de baza al
pacientului in timpul remisiei bolii.

Valori ale calprotectinei sub 100 pg/g

Nivelele de calprotectina din fecale sub 100 ug/g pot indica
in mod fiabil pacientii cu risc scazut de recidiva clinica, in
remisie endoscopica pentru care pot fi evitate procedurile
endoscopice invazive (ref. 7-18).

Valori ale calprotectinei intre 100 si 300 pg/g

Nivelele de calprotectina din fecale cuprinse intre
100-300 ug/g pot indica necesitatea unui control mai strict in
perioada urmatoare pentru a evalua tendintele de dezvoltare
a bolii.

Valori ale calprotectinei peste 300 ug/g

Nivelele de calprotectina din fecale de peste 300 pg/g ar
trebui repetate si, in cazul in care se confirma nivele ridicate,
se impun proceduri suplimentare prompte de investigare
(ref. 7-18).

Evaluare clinica

Corelarea nivelurilor de calprotectina cu starea de inflamare
a mucoasei intestinale a pacientilor, conform examinarilor
endoscopice, a fost determinatd 1in sapte studii
independente care au utilizat teste BUHLMANN de
calprotectina (consultati tabelul 10 pentru un exemplu de trei
dintre aceste studii). Pe baza meta-analizei acestor sapte
studii, valoarea obtinutd pentru zona de sub curba de
sumarizare a caracteristicilor de functionare a receptorului
(AUC-SROC) a fost de 0,890, pentru sensibilitate de 80,0 %
(interval de fincredere de 95 %: 72,5-84,9 %) si pentru

Quantum Blue® fCAL extended



specificitate de 88,4 % (interval de incredere de 95 %:
83,2-92,1 %).

Valoarea diagnostica a calprotectinei in prezicerea
remisiunii si recidivei clinice ulterioare in functie de
simptomele pacientului, indicatorii starii clinice, necesitatea
neprevazuta de intensificare a terapiei, spitalizarea sau
urgenta a fost determinata in zece studii care au utilizat teste
BUHLMANN de calprotectina (consultati tabelul 11 pentru
un exemplu de trei dintre aceste studii). Pe baza unor meta-
analize a acestor zece studii, valoarea obtinuté pentru zona
de sub curba de sumarizare a caracteristicilor de functionare
a receptorului (AUC-SROC) a fost de 0,862, pentru
sensibilitate de 80,9 % (interval de incredere de 95 %:
71,2-87,9 %) si pentru specificitate de 79,9 % (interval de
incredere de 95 %: 75,0-84,1 %).

CARACTERISTICI ALE REZULTATULUI

Caracteristicile prezentate ale rezultatului au fost stabilite pe
Quantum Blue® Reader de Generatia a 3-a, cu exceptia
liniaritatii prezentate pentru ambele generatii de cititoare.

Quantum Blue® fCAL extended a fost validat pe ambele
instrumente Quantum Blue® Reader de Generatia a 2a si a
3-a. Specificatiile indicate ale caracteristicilor rezultatului se
aplica ambelor generatii de cititor.

Compararea metodei
Bias la punctele de decizie clinica si bias mediu: <15 %

Studiul de comparare a metodei a fost efectuat in
conformitate cu ghidul EP09-A3 al CLSI. O suta optzeci si
trei (183) de probe de scaun extrase cu CALEX® Cap au fost
masurate timp de 10 zile cu trei loturi de reactivi Quantum
Blue® fCAL extended. Valorile de referintd, cu un interval
final de concentratie a calprotectinei de 30,5 pana la
925,8 ug/g, au fost stabilite intr-un studiu clinic cu testul
BUHMANN fCAL® ELISA utilizand metoda manualad de
cantarire si de extractie. Rezultatele sunt prezentate in
tabelele 12 si 13.

Precizie / Recuperare: in intervalul 80-120 %

Opt extracte de probe din fecale au fost marcate cu
60,2 ug/g si 120,4 pg/g calprotectina in materialul pentru
calibrator al extractelor din fecale, la 5 % si, respectiv, 10 %
din volumul extractului din proba. Probele "de referintd" au
fost marcate cu volumul corespunzator de tampon de
extractie. Probele "Baseline" si "Baseline + Spike" au fost
masurate in 13 replici. Rezultatele sunt prezentate in
tabelul 14.

Repetabilitate: <25 % CV

Precizie in interiorul-laboratorului: <25 % CV
Repetabilitatea si precizia in interiorul-laboratorului au fost
stabilite in conformitate cu ghidul EP05-A3 al CLSI folosind
proiectul de studiu standardizat de 20 de zile x 2 run-uri x
2 replici. Au fost testate sase extracte de proba din fecale cu
concentratii ale calprotectinei cuprinse intre
49,9-485,0 ug/g. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 15.

Precizia intre-loturi: <25 % CV

Precizia intre loturi a fost stabilita in conformitate cu ghidul
EP05-A3 al CLSI folosind un proiect de studiu de 3 loturi x
5 zile x 5 replici. Au fost testate sase extracte de proba de
scaun in comun cu concentratii de calprotectind cuprinse
intre 55,3 si 552,5 pg/g. Rezultatele sunt prezentate in
tabelul 16.
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Reproductibilitate intre-instrumente: < 25 % CV

Precizia intre-instrumente a fost stabilitd in conformitate cu
ghidul EP05-A3 al CLSI folosind un proiect de studiu de
3 instrumente x 5 zile x 5 replici. Au fost testate sase extracte
de proba din fecale cu concentratii ale calprotectinei
cuprinse fintre 48,5 si 502,8 ug/g. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 17.

Limita de Detectie (LoD): < 30 pg/g

LoD a fost stabilita in conformitate cu ghidul EP17-A2 al
CLSI utilizdnd abordarea clasica, analiza parametrica si un
LoB < 20 ug/g, determinata printr-o analiza
non-parametrica.

Limita de Cuantificare (LoQ): < 30 pg/g
LoQ a fost stabilitd in conformitate cu ghidul EP17-A2 al

CLSI, pe baza a 90 de determinari si a unei tinte de precizie
de 25 % CV.

Linearitate: de la 25,2 pana la 908,9 ug/g

Intervalul liniar al Quantum Blue® fCAL extended a fost
determinat in conformitate cu ghidul de indrumare EP06-A
al CLSI. Masuratorile au fost efectuate in 10 replici pe un
total de patru loturi de reactivi. A fost permisa o abatere
maxima de la liniaritate de 20 % sau 15 ug/g, pentru probe
sub 75 ug/g. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 18.

Efectul hook de doza crescuta

Testarea efectului hook de doza crescuta a fost efectuat pe
doua loturi de reactivi. Probele cu concentratii de
calprotectina de pana la 5000 ug/g au fost indicate corect ca
find mai mari de 1000 pg/g pentru toate replicile. Pentru
probele cu valori mai mari ale concentratiilor de calprotectina
(6308,2-11214,4 ug/g) au fost observate replici cu valori mai
mici de 1000 ug/g (643,4 ug/g cel mai mic).

ETAPA PREANALITICA

Reproducibilitatea de extractie a CALEX® Cap < 30 % CV

Reproductibilitatea extractiei a fost stabilitd in conformitate
cu ghidul EP05-A3 al CLSI folosind un proiect de studiu de
2 zile x 2 operatori x 3 loturi CALEX® Cap x 2 extractii x
3 replici. Au fost analizate opt probe clinice din fecale cu
concentratii ale calprotectinei cuprinse intre 51,2 si
615,3 pg/g. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 19.

SUBSTANTE DE INTERFERENTA

Susceptibilitatea testului Quantum Blue® fCAL extended la
produse farmaceutice orale, suplimente nutritive,
hemoglobina, precum Si la microorganisme
enteropatologice a fost evaluatd in conformitate cu ghidul
EP07-A2 al CLSI. Biasul in rezultate care depaseste 20 % a
fost considerat interferenta.

Nu a fost detectatd nicio interferentd cu substantele
enumerate, in tabelul 20, pana la concentratiile indicate.

Nu a fost detectata nici o interferentd cu microorganismele
enteropatologice, enumerate in tabelul 21, pana la cantitatile
indicate de unitati de formare a coloniilor (UFC) pe mL de
extract din proba de fecale.
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TABELE SI FIGURI

Rezultatele Testului
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Figura 1D
Figura 1

Studiu Clinic — diferentierea bolilor organice de boala
gastro-intestinala functionala

Distributia rezultatelor pacientilor in numere (procent) in
Diagnostic cadrul intervalelor de diagnosticare ale testului Quantum
final Blue® fCAL extended
< 80 ug/g 80 -160 ug/g | > 160 pg/g Total
IBD 10 (8,1 %) 12 (9,7 %) 102 (82,3 %) | 124
IBS 62 (67,4 %) 12(13,0%) |18(19,6 %) |92
Alte GI |38 (61,3 %) 9 (14,5 %) 15 (24,2 %) |62
Tabelul 5
IBD vs. non- Punct de decizie clinica
IBD 80 uglg 160 pglg
Sensibilitate 91,9 % (85,7 %; 96,1 %) 82,3 % (74,4 %; 88,5 %)
(95% ClI)
Specificitate 64,9 % (56,8 %; 72,4 %) 78,6 % (71,2 %; 84,8 %)
(95% ClI)
PPV 67,9 % (60,2 %; 74,8 %) 75,6 % (67,4 %; 82,5 %)
(95% ClI)
NPV 90,9 % (83,9 %; 95,6 %) 84,6 % (77,6 %; 90,1 %)
(95% ClI)
ROC AUC .
(95% CI) 0,901 (0,865; 0,938)
Tabelul 6
Punct de decizie clinica
IBD vs. IBS
80 pg/g 160 pg/g
Sensibilitate 91,9 % (85,7 %; 96,1 %) 82,3 % (74,4 %; 88,5 %)
(95% ClI)
Specificitate 67,4 % (56,8 %; 76,8 %) 80,4 % (70,9 %; 88,0 %)
(95% ClI)
PPV 79,2 % (71,6 %; 85,5 %) 85,0 % (77,3 %; 90,9 %)
(95% ClI)
NPV 86,1 % (75,9 %; 93,1 %) 77,1 % (67,4 %; 85,0 %)
(95% ClI)
ROC AUC .
(95% CI) 0,913 (0,876; 0,950)
Tabelul 7
IBD vs. non- Punct de decizie clinica
IBD 50 uglg 200 pgl/g
Sensibilitate 96,0 % (90,8 %; 98,7 %) 79,0 % (70,8 %; 85,8 %)
(95% ClI)
Specificitate 50,6 % (42,5 %; 58,8 %) 83,8 % (77,0 %; 89,2 %)
(95% ClI)
PPV 61,0 % (53,8 %; 67,9 %) 79,7 % (71,5 %; 86,4 %)
(95% ClI)
NPV 94,0 % (86,5 %; 98,0 %) 83,2 % (76,4 %; 88,7 %)
(95% ClI)

Data eliberarii: 2025-12-04
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Punct de decizie clinica
IBD vs. IBS
50 ug/g 200 ug/g
Sensibilitate 96,0 % (90,8 %; 98,7 %) 79,0 % (70,8 %; 85,8 %)
(95% ClI)
Specificitate 52,2 % (41,5 %; 62,7 %) | 83,7 % (74,5 %; 90,6 %)
(95% ClI)
PPV 73,0 % (65,5 %; 79,7 %) | 86,7 % (79,1 %; 92,4 %)
(95% ClI)
NPV 90,6 % (79,3 %; 96,9 %) 74,8 % (65,2 %; 82,8 %)
(95% ClI)
Tabelul 9
non-IBD - IBS + alte Gl
Cl — interval de confidenta
PPV — valoare predictiva pozitiva
NPV — valoare predictiva negativa
ROC AUC - zona de sub curba caracteristica de functionare a
receptorului
Studii Clinice — monitorizare IBD
Calprotectina’ vs | Studiul 1 Studiul 2 Studiul 3
activitatea IBD | spania Spania Polonia
determinatd prin | ot g) (ref. 10) (ref. 11)
cercetari
endoscopice
Numarul de 89 (CD?) 123 (UC?) 57 (CD?)

pacienti si datele
demografice

Varste: 32-58
44 % barbati

Varste: 18-85

66,4 % barbati

Varsta medie: 35,3
48 % barbati

Cut-off 272 uglg 280 uglg 238,5 ug/g
NPV 98 % 86 % 88 %
PPV 76 % 80,3 % 73 %
Tabelul 10

' Studiul 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL si Quantum Blue® fCAL high range
Studiul 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA si Quantum Blue® fCAL high range

2 CD = Pacienti cu boala lui Crohn

3 UC = Pacienti cu Colita Ulcerativa

Studii Clinice — monitorizare IBD

! Studiul 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA
Studiul 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL si Quantum Blue® fCAL high range

2 CD = Pacienti cu boala lui Crohn

3 UC = Pacienti cu Colita Ulcerativa

Calprotectina’ vs Studiul 4 Studiul 5 Studiul 6

re_m_isive el recidiva Marea Britanie| Spania Spania

Ll i (ref. 12) (ref. 13) (ref. 14)

Numar de pacienti si |92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)

date demografice 20 (UC?®)
Terapie cu Terapie cu
adalimumab infliximab
Varste: 24-64 | Varste: 18-68

38 % barbati 43,3 % barbati |47,2 % barbati

Timp de monitorizare

dupa masurarea 12 luni 4 luni 12 luni

calprotectinei

Pacienti in recidiva

clinica dupa 11 % 30 % 23 %

monitorizare

Cut-off 240 ug/g 204 ug/g 160 pg/g

NPV 96,8 % 100 % 96,1 %

PPV 27,6 % 75 % 68,7 %

Tabelul 11
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TABELE SI FIGURI

Compararea Metodei

Analiza Regresiei Passing-Bablok
Inclinare | Intercept | Biasla | Biasla | Biasla | Biasla r
(95 % Cl)| [ug/g] | 80 pg/g | 100 ug/g | 160 pg/g | 300 ug/g
(95 % Cl) | (95 % Cl) | (95 % CI) | (95 % Cl) | (95 % CI)
1,123 -2,7 8,9 % 9,6 % 106% | 11,4% | 0,900
(1,045; (-11,3; 42%; | (46%; | (43%; | (3,8 %;
1,221) 3,6) 15,3 %) | 16,8 %) | 19,2%) | 21,1 %)
Tabelul 12
Analiza Bland-Altman
Bias mediu LoA inferior LoA
(95 % ClI) (95 % ClI) (95 % Cl)
9,7 % -54,6 % 74,0 %
(4,9 %; 14,5 %) (-62,8 %; -46,4 %) (65,8 %; 82,2 %)
Tabelul 13
Recuperarea
Baseline Baseline
Valoare | Baseline | estimata + | observata Viteza de
spike medie spike + spike Recuperare
ID [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g] [%]
#1 60,2 52 112 110 99
#2 60,2 63 123 127 103
#3 60,2 63 123 131 107
#4 60,2 78 138 137 99
#5 60,2 115 175 179 102
#6 120,4 149 270 272 101
#7 120,4 221 341 341 100
#8 120,4 469 589 559 95
Tabelul 14
Precizia in cadrul-laboratorului
ID | Media | n %CV %CV %CV %CV
[ng/g]l In cadrul-run Intre- Intre- Precizia
(Repetabilitate) run-uri zile totala
S1| 49,9 | 80 18,2 0,0 5,3 18,9
S2| 87,1 | 80 17,0 0,0 2,9 17,2
S3 | 135,7 | 80 1,7 8,9 0,0 14,7
S4 | 213,2 | 80 14,5 6,5 1,8 16,0
S5 | 337,4 | 80 14,8 3,2 5,0 15,9
S6 | 485,0 | 80 21,4 0,0 0,0 21,4
Tabelul 15
Precizia intre-Loturi
ID | Media | n %CV %CV %CV %CV
[ng/g]l In cadrul-run Intre- Intre- Precizia
(Repetabilitate) zile loturi totala
S1| 553 |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 | 361,56 | 75 16,9 2,5 4,8 17,7
S6 | 552,5 | 75 17,3 6,8 4,6 19,1
Tabelul 16
Data eliberarii: 2025-12-04 10/16

Precizia intre-Instrumente

ID | Media | n %CV %CV %CV %CV
[ug/g] in cadrul-run intre- intre- Precizia
(Repetabilitate) zile instrumente | totala
L1 485 | 75 16,9 2,4 4,3 17,6
L2 | 86,9 | 75 12,4 5,6 0,0 13,6
L3 | 1516 | 75 19,4 3,2 0,0 19,7
L4 | 224,11 | 75 17,5 4,2 3,5 18,3
L5 | 355,0 | 75 17,0 4,9 0,0 17,7
L6 | 502,8 | 75 19,8 7,3 4,5 21,6
Tabelul 17
Liniaritate
Serii de L oaZ G b pentra | Interval
S Lot Masurare R2 P per liniar
dilutie luglal coeficientul /
Ha’g neliniar [ng/g]
1 M0527 15,5 -939,1 0,911 < 0,0001* 155 -
’ ’ ! ’ 939,1
2 M2128 16,1 -908,9 | 0,927 < 0,0001* 252-
’ ’ ! ’ 908,9
3 M3048 | 11,7-972,9 | 0,856 | 0,018* 1.7~
’ ’ ’ ’ 972,9
4 M4851 | 24310042 | 0,030 | <o,0001* | 243~
’ ’ ’ ’ 1004,2

Tabelul 18: *semnificativ

Reproductibilitatea extractiei inainte de analiza

in intre-
cadrul-

Media run extractii | zile | loturi |operatori| Total

ID |[ng/g]| n | %CV %CV %CV | %CV | %CV %CV
S1| 512 |72 11,7 6,1 10,2 | 0,0 0,0 16,7
S2| 635 | 72| 19,0 9,9 4,3 0,0 0,0 21,9
S3| 874 | 72| 13,2 12,4 1,8 4,6 1,2 18,8
S4 1595 |72 | 16,6 0,0 5,0 0,0 2,1 17,5
S5 (1814 72| 11,6 11,0 0,0 3,5 11,0 19,7
S6 (2705 |72 | 151 12,5 6,6 9,6 6,4 23,7
S7|570,8 | 72| 16,9 8,1 57 2,0 0,0 19,6
S8 (6153 | 72| 17,0 8,9 9,3 0,0 0,0 21,3
Tabelul 19
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Substante de interferenta

Data eliberarii: 2025-12-04

11/16

Denumire Componenta Activa Concentratia Nume Concentratia Finala
comerciala mg/50 mg fecale (CFU/mL)
Duofer Fol Sulfat de fier (Il) 0,11 Escherichia coli 2,9x 108

(contine 0.4 mg acid folic) Salmonella enterica subsp. enterica 8,2 x 108
Prednisone Prednison 0,31 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia 4,5x10°
Imurek Azatioprina 0,19 Citrobacter freundii 5,5 x 10°
Salofalk Mezalaming; 5,21 Shigella flexneri 5,0 x 106

5-ASA Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 5,3 x 108
Agopton Lansoprazol 0,18 Tabelul 21
Asacol Mesalaming; 2,50

5-ASA
Vancocin Vancomicina 2,00
Bactrim Sulfametoxazol + Trimetoprim 1,7+ 0,35
Ciproxine Ciprofloxacina 1,25
Vitamina E DL-a-Tocoferol Acetat 0,30
Berocca B1 (1.4mg), B2 (1.6 mg), B6|1,06

(2 mg), B12 (1 ug), C (60 mg), acid

folic (200 mg), nicotinamid (18

mg), acid pantotenic (6 mg),

biotind (0.15 mg), calcium (120

mg), magnesium (120 mg), zinc

(9.5 mg)
Hemoglobina Hemoglobina 1,25

Tabelul 20
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MODIFICARI

Data

Versiune

Modificare

2025-12-04

A5

Precizare in capitolul Utilizare prin adaugarea de informatii referitoare la
automatizarea testului.

Actualizarea capitolului Principiul testului

Eliminarea capitolului Reactivi & materiale furnizate suplimentar si extinderea
capitolului Materiale necesare dar nefurnizate

Actualizarea capitolelor Precautii; Recoltarea, stocarea si stabilitatea probei si
Procedura de testare

Revizuirea capitolelor Interpretarea rezultatelor, Tabele si figuri, Bibliografie si
Simboluri

Data eliberarii: 2025-12-04
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RAPORTAREA INCIDENTELOR IN STATELE MEMBRE UE

In cazul in care a avut loc un incident grav in legatura cu acest dispozitiv, va rugadm sa raportati fara intarziere producatorului
si autoritatii competente din Statul Membru al dvs.

DAUNE iN TIMPUL TRANSPORTULUI

Va rugam sa anuntati distribuitorul dvs., daca acest produs a fost primit deteriorat.
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OBSERVATII
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SIMBOLURI

BUHLMANN utilizeaza simboluri si semne enumerate si descrise in 1ISO 15223-1.
Pentru definirea simbolurilor consultati glosarul cu simboluri la:

www.buhlmannlabs.ch/support/downloads/

in plus, se utilizeaza urmatoarele simboluri si semne:

Simbol Explicatie
Caseta de testare
BUF|EX Tampon de extractie
[CONTROL|L| |control Low
[CONTROLIH| |cControl High
Card cu Chip RFID
Card cu cod de bare

Parti ale kit-ului sunt protejate prin brevet de EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2)

Data eliberarii: 2025-12-04
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