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NAMENA

BUHLMANN fCAL® turbo je in vitro dijagnosticki test za kvantitativho
odredivanje kalprotektina u humanim uzorcima fecesa na KliniCkim
biohemijskim analizatorima i namenjen je kao pomo¢ u proceni inflamacije
intestinalne sluzokoze (lit. 1-3). Rezultati testa mogu se koristiti kao pomo¢ u
dijagnostiCkoj diferencijaciji razli€itih organskih inflamatornin bolesti
gastrointestinalnog trakta (inflamatorne intestinalne bolesti, IBD, narocito
Kronova bolest (CD) ili ulcerozni kolitis (UC)) od funkcionalnih bolesti
(sindrom iritabilnog kolona, IBS) (lit. 4-10), kod pacijenata sa hroni¢nim
bolovima u stomaku i kao pomoc¢no sredstvo za pracenje IBD (lit. 10-22).

Samo za laboratorijsku upotrebu.
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PRINCIP TESTA

BUHLMANN fCAL® turbo test je ‘"particle enhanced turbidimetric
immunoassay" (PETIA) koji omogucava kvantifikaciju kalprotektina u
ekstraktu fecesa, na kliniCkim biohemijskim analizatorima. Uzorci fecesa se
ekstrahuju ekstrakcionim puferom upotrebom CALEX® Cap sistema za
ekstrakciju ili manuelnom ekstrakcijom i koriste se u finalnom razblazenju
1:500. Ekstrakti se inkubiraju sa reakcionim puferom i meSaju sa
polistirenskim nanoCesticama koje su obloZzene kalprotektin-specificnim
antitelima (imunopartikule). Kalprotektin u uzorcima posreduje u aglutinaciji
imunopartikula. Turbiditet uzorka, izmeren putem apsorbance svetlosti, raste
sa formiranjem kompleksa kalprotektin-imunopartikule i proporcionalan je
koncentraciji kalprotektina. Detektovana apsorbanca svetlosti omogucava
kavntifikaciju koncentracije kalprotektina interpolacijom sa kalibracione krive.

OBEZBEDENI REAGENSI

Reagensi Koli¢ina Kod Priprema
Reaction Buffer (R1) 1 bodica Spreman za
MOPS puferovan fizioloSki B-KCAL-R1 P

35 mL upotrebu
rastvor
Imunopartikule (R2)
Pollsvtlrenskgv_l_(_ugllce_ | 1 boCica B-KCAL-R? Spreman za
oblozene ptiCijim antitelima |7 mL upotrebu
na humani kalprotektin

Tabela 1: Obezbedeni reagensi

CUVANJE | STABILNOST REAGENASA

Neotvoreni reagensi

Cuvati na 2-8 °C. Ne koristiti nakon isteka roka upotrebe koji je od$tampan
na nalepnicama.

On-board stabilnost

Cuvati do 3 meseca na 5-12 °C.

Tabela 2: Cuvanije i stabilnost reagenasa

Ne zamrzavati reagense!
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MATERIJAL KOJI JE POTREBAN | NIJE OBEZBEDEN

Kalibratori 1-6 za konstruisanje 1 mL/boCici
kalibracione krive u Sest tacaka

Reagensi Koli¢ina Kod
BUHLMANN fCAL® turbo
Calibrator Kit 1 x 6 boCica

B-KCAL-CASET

BUHLMANN fCAL® turbo

Extraction Kit
Pufer za ekstrakciju

Control Kit 3 x 2 bodice
Kontrole sa niskim i visokim 1 mL/bogici B-KCAL-CONSET
vrednostima
CALEX® Cap 50 tuba B-CALEX-C50
Sistem za ekstrakciju sa 200 tuba B-CALEX-C200
ekstakcionim puferom 500 tuba B-CALEX-C500

3 bodice B-CAL-EX3

12 boCice B-CAL-EX12
125 mL/bocici

Tabela 3: Materijal koji je potreban i nije obezbeden

UPOZORENJA | PREDOSTROZNOSTI

Ovaj test je namenijen iskljuCivo za in vitro dijagnosticku upotrebu.

Imunopartikule sadrze potencijalno infektivne supstance animalnog
porekla i njima treba rukovati u skladu sa smernicama Dobre
laboratorijske prakse (GLP) uz odgovaraju¢e mere predostroznosti.

R2 sadrzi nanocCestice polistirena.

Ovaj kit sadrzi komponente klasifikovane u skladu sa Uredbom (EC) br.
1272/2008: 2-metil-4-izotiazolin-3-on hidrohlorid (konc. = 0,0015%), stoga
reagensi mogu izazvati alergijske reakcije na kozi (H317).

|Izbegavati kontakt reagensa sa kozom, oCima ili sluzokozom. Ako dode
do kontakta, odmah isprati velikom koliCinom vode; u suprothom moze
dodi do iritacije/opekotina.

Tehnicke predostroznosti

Neophodno je uravnoteziti reagense, kontrole, kalibratore i uzorke kako je
opisano u aplikacionoj napomeni.

Isparavanje kalibratora i kontrola na analizatoru moze dovesti do netac¢nih
rezultata. Pokrenuti test odmah nakon postavljanja u analizator.
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e Ne kombinovati reagense R1 i R2 razliCitih lotova reagensa ili ne
kombinovati Cepove izmedu reagensa.

e Jednom zamrznut Reagens R2 viSe se ne moze koristiti.

e Test je dizajniran za uzorke ekstrahovanog fecesa pripremljenih
kori¢enjem specificnog BUHLMANN pufera za ekstrakciju.

e Proveriti da uzorci nemaju mehuri€e pre pokretanja testa.

e PrenoSenje uzorka zavisi od analizatora. Za viSe informacija pogledati
napomenu o specificnoj primeni za analizator.

SAKUPLJANJE | CUVANJE UZORAKA

Za proceduru ekstrakcije potrebno je manje od 1 g nativhog uzorka fecesa
Sakupiti uzorak fecesa u obi¢ne epruvete.
Vazno: Uzorak se mora uzeti bez ikakvih hemijskih ili bioloskih aditiva.

Transport uzoraka

Uzorke fecesa za obradu treba primiti u laboratoriju u roku od 3 dana od
uzorkovanja. Uzorci fecesa se mogu transportovati na sobnoj temperaturi ili
na temperaturi frizidera.

Skladistenje uzoraka

Uzorke fecesa treba cGuvati u frizideru na 2-8 °C i ekstrahovati u roku od 3
dana od prijema u laboratoriju. Ne Cuvati uzorke na viSim temperaturama.

EKSTRAKCIJA UZORAKA FECESA | STABILNOST EKSTRAKTA

CALEX® Cap

Pratiti uputstva za upotrebu koja su obezbedena uz CALEX® Cap. Ekstrakti
uzoraka fecesa pripremljeni koriS¢enjem CALEX® Cap ¢e imati konacno
razblazenje od 1:500 i spremni su za upotrebu.

Uzorci teénog fecesa mogu se pipetirati direktno u CALEX® Cap. Odvrnuti
plavi Cep i pipetirati 10 yL uzorka fecesa direktno u sistem. Ponovo zatvoriti
CALEX® Cap i nastaviti sa korakom vorteksiranja u skladu sa procedurom
ekstrakcije koja je opisana i ilustrovana u uputstvu za upotrebu isporuCenom
sa CALEX® Cap.

Vazno: Centrifugirati carexe cap 10 minuta na 1000 — 3000 x g pre pokretanja
BUHLMANN fCAL® turbo procedure.

Fekalni kalprotektin u ekstraktima dobijenim sa CALEX® Cap je stabilan na
sobnoj temperaturi (23 °C) 7 dana, na 2-8 °C 15 dana i na -20 °C do 23
meseca.
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CALEX® Cap ekstrakti se mogu direktno zamrznuti i ¢uvati u CALEX® Cap.
Ekstrakti mogu biti podvrgnuti Cetiri ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja. Pre
merenja, ostaviti zamrznuti ekstrakte da se wuravnoteze na sobnoj
temperaturi, temeljno mesati na vorteksu 10 sekundi i centrifugirati u skladu
sa uputstvima za upotrebu testa.

Komplet za ekstrakciju

Za manuelnu ekstrakciju slediti uputstvo za upotrebu koje je obezbedeno u
okviru kompleta za ekstrakciju. Ekstrakti uzoraka fecesa pripremijeni
koriS¢enjem kita za ekstrakciju imace konaCno razblazenje od 1:50.
RazblaZiti ekstrakte fecesa 1:10 u BUHLMANN puferu za ekstrakciju, koji se
nalazi u kitu za ekstrakciju, (npr. 50 yL ekstrakta i 450 yL pufera za
ekstrakciju) pre pokretanja BUHLMANN fCAL® turbo procedure.

Fekalni kalprotektin u ekstraktima (1:50) dobijen manuelnom ekstrakcijom je
stabilan na 2-8 °C tokom 7 danaili na -20 °C do 36 meseci.

PROCEDURA

Napomene o aplikaciji / postavljanju testa

Procedure ispitivanja za BUHLMANN fCAL® turbo su uspostavljene na
nekoliko biohemijskih analizatora. Validirane aplikacije koje opisuju
postavljanje i analizu na odredenim instrumentima mogu se dobiti od
BUHLMANN-a na zahtev. Za pode$avanje, odrzavanje, rad i mere
predostroznosti moraju se uzeti u obzir odgovarajuc¢a uputstva za upotrebu
instrumenta.

Priprema reagensa

IsporucCeni reagensi su spremni za upotrebu. Nezno promesSati pre nego §to
se stave u instrument. Boce reagensa mogu direktno da se postave u
instrument, osim ako nije drugacije nhavedeno u napomeni o primeni.

Uspostavljanje kalibracione krive

BUHLMANN fCAL® turbo Calibrator Kit se Kkoristi za uspostavljanje
kalibracione krive u Sest taCaka prema priruCniku za instrument. Vrednosti
kalibratora su specificne za lot. Nova kalibracija se mora izvrsiti za svaki novi
lot kalibratora i reagensa. U suprotnom, kalibraciju treba vrsiti svkog meseca
ili jednom u dva meseca, u skladu sa aplikacionim napomenama za
instrument. Za dodeljene vrednosti kalibratora pogledati QC dokument koji
se isporuduje uz BUHLMANN fCAL® turbo Calibrator kit. Kontaktirati
BUHLMANN podrsku ako se kalibracija ne moze izvrsiti bez greske.
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QC kontrole

BUHLMANN fCAL® turbo Control Kit mora se testirati svaki dan pre nego $to
se ispitaju ekstrahovani uzorci fecesa pacijenta da bi se potvrdila kalibracija.
Kontrole imaju dodeljene opsege vrednosti naznaCene na QC dokumentu
koji se isporuéuje sa svakom setom BUHLMANN fCAL® turbo Control Kit-
om. Kontrolna merenja moraju biti unutar naznacCenih opsega vrednosti da bi
se dobili validni rezultati za ekstrahovane uzorke fecesa pacijenata.

Ako vrednosti kontrola nisu vazece, ponoviti merenje sa novim kontrolama.
Ako vrednosti kontrola ostanu nevazecCe, ponovo kalibrisati test. Ako se
vazeCe vrednosti kontrola ne mogu reprodukovati, nakon izvodenja gore
opisanih koraka, kontaktirati BUHLMANN podrsku.

Merenje ekstrahovanog uzorka fecesa pacijenta

Kada se kalibraciona kriva ustanovi i validira sa kontrolama, moze se
pristupiti merenju ekstrakta fecesa pacijenata. IzvrsSiti merenje ekstrahovanih
uzoraka fecesa u skladu sa aplikacionim napomenama i uputstvom za
upotrebu instrumenta.

Rezultati

Rezultati se automatski izraCunavaju putem softvera biohemijskog
analizatora i predstavljaju u ug/g, osim ako nije drugacije navedeno u
odgovaraju¢im napomenama o primeni za specificni kliniCki biohemijski
analizator.

STANDARDIZACIJA | METROLOSKA SLEDLJIVOST

Ne postoje medunarodno ili nacionalno priznati referentni materijali ili
referentni postupci merenja za kalprotektin u uzorku fecesa. BUHLMANN
fCAL® turbo je standardizovan u odnosu na interno uspostavljen referentni
materijal, a vrednosti kontrola i kalibratora su dodeljene u skladu sa
protokolom za prenos vrednosti (lit. 23, 24) kako bi se garantovala
metroloSka sledljivost. Interval pouzdanosti od 95% kombinovane
nepozdanosti kalibratora proizvoda utvrden je kao nizi od 3,7%,
kombinovana nepozdanost kontrola niza od 6,9%.

OGRANICENJA

e Rezultate testa treba tumaciti zajedno sa informacijama dostupnim na
osnovu kliniCke procene pacijenta i drugih dijagnostickih procedura.

e Sugerisano je da za pracenje IBD-a viSestruka merenja fekalnog
kalprotektina obavljena u intervalima do 4 nedelje imaju najbolju
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dijagnostiCku tacnost u predvidanju klinickog relapsa pacijenata (lit. 25-
206).

e Unos nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAID) moze dovesti do
poviSenog nivoa fekalnog kalprotektina.

e Rezultati mozda nece biti kliniCki primenljivi za decu mladu od 4 godine
koja imaju blago povecan nivo fekalnog kalprotektina (lit. 27-30).

INTERPRETACIJA REZULTATA

I. Razlikovanje organskih od funkcionalnih gastrointestinalnih
oboljenja

Odredivanje nivoa fekalnog kalprotektina moze se koristiti kao pouzdana i

jednostavha pomoC za diferencijaciju organskih i fukcionalnih

gastrointestinalnih oboljenja (lit. 4-10). BUHLMANN preporuduje upotrebu

iste cut-off vrednosti kao za BUHLMANN fCAL® ELISA:

Klini¢ki praqg
Koncentracija -
kalprotektina Interpretacija Follow-up
< 80 ug/g Normalno Nema
. L Follow-up nakon 4 — 6
80 — 160 ug/g Siva zona/grani¢no nedelja
> 160 ug/g Poviseno Ponoviti po potrebi

Table 4: BUHLMANN fCAL® turbo dijagnosticki opsezi

Kategorije rezultata su zasnovane na podacima kliniCkih studija koje je
sproveo  BUHLMANN i predstavljagju BUHLMANN-ove preporuke. Sve
rezultate testova treba tumaciti zajedno sa informacijama dostupnim na
osnovu KkliniCkih simptoma pacijenta, istorije bolesti i drugih Klinickih i
laboratorijskih nalaza:

Vrednosti kalprotektina ispod 80 mg/g

Vrednosti fekalnog kalprotektina <80 ug/g ne ukazuju na inflamaciju u
gastrointestinalnom traktu. Pacijentima sa niskim nivoom kalprotektina
verovatno nece biti potrebne invazivhe procedure za utvrdivanje uzroka
inflamacije (lit. 4).

Vrednosti kalprotektina izmedu i jednake 80 i 160 mg/g

Srednji nivoi fekalnog kalprotektina izmedu i jednaki 80 i 160 ug/g, koji se
takode nazivaju nivoima sive zone, ne ukazuju direktno na aktivnu
inflamaciju koja zahteva hitno pracenje invazivnim testiranjem. Medutim ne
moze se iskljuciti prisustvo inflamacije. PreporuCuje se ponovna procena
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nivoa fekalnog kalprotektina nakon 4 do 6 nedelja da bi se utvrdio
inflamatorni status.

Vrednosti kalprotektina veé¢e od 160 mg/g

Vrednosti fekalnog kalprotektina >160 ug/g ukazuju na infiltrat neutrofila u
gastrointestinalnom traktu; stoga to moze signalizirati prisustvo aktivne
inflamatorne bolesti. Predlazu se odgovarajuce dalje procedure ispitivanja
od strane specijalista da bi se dobila ukupna kliniCka dijagnoza.

Klinicka evaluacija

Moguénost da se sa BUHLMANN fCAL® turbo razlikuju pacijenti sa IBD i
drugim neinflamatornim Gl poremecajima, ukljuujuci IBS, procenjena je
koriS¢enjem KliniCkih uzoraka prikupljenin od 295 pacijenata ekstrahovanih
pomo¢u CALEX® Cap. Sto dvadeset sedam (127) pacijenata je imalo
konaCnu dijagnozu IBD (Kronova bolest, ulcerozni kolitis ili neodredeni
kolitis), 103 pacijenta je patilo od IBS i 65 pacijenata bilo je sa bolovima u
stomaku i/ili dijarejom, ili drugim Gl nepovezanim inflamatornim stanjima.
KonaCna dijagnoza je potkrepljena endoskopskim i drugim kliniCkim
nalazima.

Optimalna granicna kombinacija za ove grupe pacijenata mogla bi se
definisati ROC analizom na 80 ug/g i 160 ug/g kalprotektina (tabele 6 i 8),
Sto je nesto stroZije od kombinacije senzitivnijeg donjeg cut-off-a od 50 ug/g
sa nizim performansama u specifi¢nosti, i gornjim cut-off-om od 200 ug/g sa
nesto nizom senzitivnosS¢u (tabele 7 i 9).

Konaéna Di__stribucija rezultgta pacije"nata u t_n:oj_evima (procenat) unutar
- BUHLMANN fCAL® turbo dijagnosti¢kih opsega.

< 80 ug/g 80 — 160 ug/g |> 160 pg/g Ukupno
IBD 11 (8,7%) 8 (6,3%) 108 (85,0%) 127 (100%)
IBS 75 (72,8%) 11 (10,7%) 17 (16,5%) 103 (100%)
Ostalo Gl 42 (64,6%) 8 (12,3%) 15 (23,1%) 65 (100%)

Tabela 5: Distribucija rezultata pacijenata unutar BUHLMANN fCAL® turbo dijagnostickih opsega

IBD vs. ne-IBD

Tacka klinicke odluke

80 pg/g

160 ug/g

Senzitivnhost (95% CI)

91,3%(85,0%, 95,6%)

85,0% (77,6%, 90,7%)

Specificnost (95% Cl)

69,6% (62,1%, 76,5%)

81,0% (74,2%, 86,6%)

PPV (95% Cl)

69,5% (61,9%, 76,3%)

77.1% (69,3%, 83,8%)

NPV (95% ClI)

91,4% (85,1%, 95,6%)

87,7% (81,5%, 92,5%)

ROC AUC (95% ClI)

0,912 (0,878, 0,946)

Tabela 6: Karakteristike klinickih performansi BUHLMANN fCAL® turbo u razlikovanju IBD od ne-IBD —
IBS i drugih poremecaja povezanih sa Gl, na taCakama klinicke odluke na 80 ug/g i 160 ug/g
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IBD vs. ne-IBD

Tacka klinicke odluke

50 pg/g

200 ug/g

Senzitivhost (95% Cl)

94,5% (89,0%, 97,8%)

80,3% (72,3%, 86,8%

Specifiénost (95% CI)

62,5% (54,7%, 69,8%)

85,7% (79,5%, 90,6%

PPV (95% Cl)

65,6% (58,2%, 72,4%)

81,0% (73,0%, 87,4%

NPV (95% CI)

93,8% (87,5%, 97,5%)

N | S | N | N

85,2% (78,9%, 90,2%

Tabela 7: Karakteristike klinickih performansi BUHLMANN fCAL® turbo u razlikovanju IBD od ne-IBD —
IBS i drugih poremecaja povezanih sa Gl, na taCakama klinicke odluke od 50 ug/g i 200 ug/g

Tacka klinicke odluke

IBD vs. IBS 80 ug/g 160 pg/g
Senzitivhost (95% CI) | 91,3% (85,0%, 95,6%) 85,0% (77,6%, 90,7%)
Specificnost (95% CI) | 72,8% (63,2%, 81,1%) 83,5% (74,9%, 90,1%)

PPV (95% Cl)

80,6% (73,1%, 86,7%)

86,4% (79,1%, 91,9%)

NPV (95% CI)

87,2% (78,3%, 93,4%)

81,9% (73,2%, 88,7%)

ROC AUC (95% Cl) 0,925 (0,892, 0,958)

Tabela 8: Karakteristike klini¢kih performansi BUHLMANN fCAL® turbo u razlikovanju IBD-a od IBS-a
na taCakama klinicke odluke od 80 pg/g i 160 ug/g

Tacka klinicke odluke

IBD vs. IBS 50 uglg 200 pglg
Senzitivhost (95% CI) | 94,5% (89,0%, 97,8%) 80,3% (72,3%, 86,8%
Specificnost (95% CI) | 67,0% (57,0%, 75,9%) 88,3% (80,5%, 93,8%

PPV (95% CI) 77,9% (70,5%, 84,2%) 89,5% (82,3%, 94,4%
NPV (95% CI) 90,8% (81,9%, 96,2%) 78,4% (69,9%, 85,5%

Tabela 9: Karakteristike klinickih performansi BUHLMANN fCAL® turbo u razlikovanju IBD-a od IBS-a
na taCakama klinicke odluke od 50 pg/g i 200 pg/g

N | N | N | N

Cl — interval pouzdanosti

PPV — pozitivha prediktivha vrednost

NPV — negativna prediktivha vrednost

ROC AUC - polje ispod ROC (receiver operating characteristic) krive

Il. IBD monitoring
Klini¢ki praqg i evaluacija

Odredivanje fekalnog kalprotektina je pouzdan i jednostavan nacin da se
pomogne u pracenju pacijenata sa IBD (lit. 10-22).

Korelacija nivoa kalprotektina i inflamatornog statusa intestinalne sluzokoze
pacijenata, prema endoskopskim procenama, utvrdena je u tri nezavisne
studije  koris¢éenjem BUHLMANN kalprotektin testova (tabela 10).
DijagnostiCka vrednost kalprotektina u predvidanju kliniCke remisije i relapsa,
prema simtomima pacijenta, indeksi kliniCke aktivnosti, neplanirana potreba
za prosirenjem terapije, hospitalizacijom ili hitnoj pomoc¢i utvrdena je u tri
studije koriséenjem BUHLMANN kalprotektin testova (tabela 11).
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Kalprotektin® vs Studija 1 Studija 2 Studija 3
IBD aktivhost odredena Spanija Spanija Australija,
endoskopskim nalazima (lit. 12) (lit. 13) Novi Zeland
(lit. 14)
Broj pacijenata i 89 (CD?) 123 (UC?) 99 (CD? nakon
demografija resekcije)
Godine Zivota: Godine Zivota: Godine Zivota:
32-58 18-85 29-47
44% muskarci 66,4% muskarci |46,5% muskarci
Cut-off 272 uglg 280 ug/g 100 ug/g
NPV 98% 86% 91%
PPV 76% 80,3% 53%

Tabela 10: Korelacija nivoa kalprotektina sa aktivno$c¢u IBD odredene endoskopskom evaluacijom.

" Rezultati studija 1 i 2 dobijeni su sa BUHLMANN testom lateralnog protoka (Quantum Blue® fCAL i
Quantum Blue® fCAL high range). Rezultati u studiji 3 dobijeni su sa BUHLMANN fCAL® ELISA).

2 CD = pacijenti oboleli od Crohn-ove bolesti
3 UC = pacijenti oboleli od ulceroznog kolitisa

Kalprotektin ' vs Studija 4 Studija 5 Studija 6

buduca klinicka remisija ili UK épanija épanija

relaps (lit. 15) (lit. 16) (lit. 17)

Broj pacijenata i 92 (CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)

demografija terapija 20 (UC?) terapija
adalimumabom |infliximabom
Godine zZivota: Godine zZivota:
24-64 18-68

38% muskarci

43,3% muskarci

47.2% muskarci

Follow-up vreme nakon

. . 12 meseci 4 meseca 12 meseci
merenja kalprotektina
Pacijenti u klinicCkom 11% 30% 239
realpsu nakon follow-up-a
Cut-off 240 pgl/g 204 pgl/g 160 pg/g
NPV 96,8% 100% 96,1%
PPV 27,6% 75% 68,7%

Tabela 11: Odredivanje dijagnosti¢ke vrednosti kalprotektina u predvidanju kliniCke remisije i relapsa

IBD.

" Rezultati studije 4 dobijeni su sa BUHLMANN fCAL® ELISA. Rezultati studija 5 i 6 dobijeni su sa
BUHLMANN testom lateralnog protoka (Quantum Blue® fCAL i Quantum Blue® fCAL high range).

2 CD = pacijenti oboleli od Crohn-ove bolesti
3 UC = pacijenti oboleli od ulceroznog kolitisa
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Prikazane kategorije rezultata su preporuke i njihovo utvrdivanje je
zasnovano na sazetom znanju objavljenih graniCnih vrednosti i studija
klinickog uCinka. Savetuje se da zdravstveni radnici utvrde individualni prag
za pacijente odredivanjem osnovnog nivoa kalprotektina pacijenta tokom
remisije bolesti.

Vrednosti kalprotektina ispod 100 ug/g

Nivo fekalnog kalprotektina ispod 100 ug/g mozZe pouzdano da ukazZe na
pacijente sa malim rizikom od kliniCkog relapsa, u endoskopskoj remisiji kod
kojih se invazivne endoskopske procedure mogu izbedi (lit. 10-22).

Vrednosti kalprotektina izmedu 100 — 300 ug/g

Nivo fekalnog kalprotektina izmedu 100 — 300 mg/g moze da ukazuje na
neophodnost stroze kontrole u narednom periodu kako bi se procenila
tendencija razvoja bolesti.

Vrednosti kalprotektina iznad 300 ug/g

Nivo fekalnog kalprotektina iznad 300 mg/g treba ponoviti i, ako se potvrdi
povisen nivo, poduzeti dalje procedure ispitivanja (lit. 10-22).

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI

Predstavljene karakteristike perfomansi ustanovljene su na Roche cobas®
6000 c501 instrumentu. Za karakteristike performansi drugih analizatora
biohemijskih analizatora pogledati posebne napomene o aplikaciji za
analizator.

Metod poredenja — fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA CALEX® Cap

Studija poredenja metoda je sprovedena prema CLSI smernici EP09-A3. Sto
devedeset devet (199) kliniCkih uzoraka je izmereno koriS¢enjem jednog lota
BUHLMANN fCAL® turbo tokom 18 dana u jednom ciklusu kalibracije.
Referentne vrednosti, sa konacnim intervalom koncentracije kalprotektina od
30,3 — 1672,5 pg/g, utvrdene su pomocu BUHLMANN fCAL® ELISA. Uzorci
su ekstrahovani kori8¢enjem CALEX® Cap. Pojedina¢na odredivanja iz
CALEX® Cap ekstrakta su obavljena u obe metode. Bias je odreden
koris¢enjem Passing-Bablokove linearne regresije i Bland-Altman analize.

Bland-Altman analiza Passing-Bablok Regression analiza
Sred. Donji Gornji Nagib | Intercept| Bias na | Bias na r
bias LoA LoA (95% CI) | [mpg/dg] 80 ug/g | 160 pg/g
(95% CI) | (95% CI) | (95% ClI) (95% CI) | (95% CI) | (95% CI)
0,68% -46,0% 47,3% 1,139 -18,3 -9,0% 2,4% 0,982
(-2,6%, | (-51,6%, | (41,6%, (1,104, (-24,4, | (-15,1%, | (-1,2%,
4,0%) -40,3%) | 53,0%) 1,172) -13,2) -3,1%) 5,4%)
Datum izdavanja: 2023-11-10 strana 11 BUHLMANN fCAL® turbo




Metod poredenja — fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA manelna
ekstrakcija

Studija poredenja metoda je sprovedena prema CLSI smernici EP09-A3. Sto
Sezdeset osam (168) klini¢kih uzoraka je ekstrahovano koriséenjem tri serije
CALEX® Cap i mereno koriéenjem jednog lota BUHLMANN fCAL® turbo
tokom 18 dana u jednom ciklusu kalibracije. Referentne vrednosti, sa
konacnim intervalom koncentracije kalprotektina od 30,5 -1573,8 ug/g,
utvrdene su pomoc¢u BUHLMANN fCAL® ELISA. Uzorci su izmereni u
pojedinaCnim merenjima za obe metode. Bias je odreden koriS¢enjem
Passing-Bablokove linearne regresije i Bland-Altman analize.

Bland-Altman analiza Passing-Bablok Regression analiza
Sred. Donji Gornji Nagib |Intercept| Bias na | Bias na r
bias LoA LoA (95% CI) | [pg/d] 80 pg/g | 160 ug/g
(95% CI) | (95% CI) | (95% Cl) (95% CI) | (95% CI) | (95% CI)
11,1% -60,7% 82,8% 1,336 -31,7 -6,0% 13,8% | 0,955
(5,5%, | (-70,3%, | (73,3%, (1,265, (-44,1, | (-16,4%, | (8,1%,
16,6%) | -51,2%) | 92,4%) 1,429) -19,4) 7,1%) 23,2%)

Reproducibilnost (Studija procene preciznosti na viSe lokacija):
3,2-9,1% CV

Reproducibilnost je utvrdena prema CLSI smernici EP05-A3 koriS¢enjem 3
laboratorijske lokacije x 5 dana x 5 ponavljanja dizajna studije. Testirano je

osam skupljenih ekstrakata fecesa sa koncentracijama kalprotektina u
rasponu od 47,2 — 5475,6 ug/g.

Preciznost izmedu lotova: 2,4 — 8,2% CV

Preciznost izmedu lotova je utvrdena u skladu sa CLS| smernicom EP05-A3
koriS¢enjem dizajna studije 3 serije x 5 dana x 5 ponavljanja. Testirano je
osam skupljenih ekstrakata fecesa sa koncentracijama kalprotektina u
rasponu od 45,2 — 5303,1 ug/g.

Ponoviljivost: 0,7 — 8,3% CV

Preciznost unutar laboratorije: 1,4 — 9,1% CV

Ponovljivost i preciznost unutar laboratorije utvrdene su prema CLSI
smernici EP05-A3 koriS¢enjem standardizovanog dizajna studije 20 dana x 2
ciklusa x 2 ponavljanja. Testirano je osam skupljenih ekstrakata fecesa sa
koncentracijama kalprotektina u rasponu od 42,9 — 5405,6 ug/g.

Reproducibilnost ekstrakcije — CALEX® Cap: 8,1 —19,7% CV

Reproducibilnost ekstrakcije je utvrdena u skladu sa CLSI smernicom EP05-
A3 koriséenjem dizajna studije 2 dana x 2 operatera x 3 CALEX® Cap lotova
x 2 ekstrakcije x 3 ponavljanja. Testirano je dvanaest kliniCkih uzoraka
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fecesa, ukljuCujuc¢i uzorke Cvrste, poluCvrste i teCne konzistencije, sa
koncentracijama kalprotektina u opsegu od 42,7 — 3440,0 ug/g.

Tacnost/recovery: 93,6 — 102% CV

Sedam ekstrakata uzoraka fecesa iz kliniCkih uzoraka sa nivoima
kalprotektina u rasponu od 44,1 — 1076,3 ug/g dodato je 56,9 ug/g ili
227,8 ug/g kalprotektina u materijalu za kalibraciju. Spajkovanje je izvrSeno
na 10% zapremine ekstrakta fecesa. ,Osnovni® uzorci su dodati u
odgovarajucu zapreminu uzorka bez analita. Uzorci ,Baseline” i and
“baseline + spike” izmereni su u Cetiri ponavljanja.

Carry-over uzorka

Carry-over uzorka je utvrden u skladu sa CLSI smernicama EP10-A2. Nije
bilo statisticki znadajnog carry-over efekta sa BUHLMANN fCAL® turbo
testom na Roche cobas®6000 c¢501 instrumentu.

Limit detekcije (LoD): 23,7 pgl/g

LoD je utvrden u skladu sa CLSI| smernicama EP17-A2 i sa proporcijom
lazno pozitivnih (a) manjim od 5% i lazno negativnih () manjim od 5% na
osnovu 120 odredivanja, sa 60 slepih proba i 60 ponovljanja u niskom nivou;
i LoB od 16,7 ug/g.

Limit kvantifikacije (LoQ): 23,7 ug/g

LoQ je utvrden u skladu sa CLSI smernicama EP17-A2, na osnovu 90
odredivanja i ciljnoj preciznosti od 20% CV. Utvrdeno je da je procenjen LoQ
bio nizi od LoD i stoga je naznaCen kao jednak procenjenom LoD.

Opseg linearnosti: 9,13 — 13’339 ug/g

Opseg linearnosti BUHLMANN fCAL® turbo je odreden u skladu sa CLSI
smernicama EPO06-A. Uzorci sa koncentracijama iznad 2000 ug/g analizator
je automatski razblazio u odnosu 1:10. Dozvoljena je maksimalna devijacija
linearnosti iznosila je 10%. Za vrednosti ispod 75 ug/g dozvoljena je
apsolutna razlika manja od 7,5 pg/g.

Visokodozni Hook efekat

Uzorci sa teorijskim koncentracijama do 45715 pg/g mogu se izmeriti bez
limitiraju¢eg mernog opsega testa.

Interferiraju¢e supstance

Osetljivost BUHLMANN fCAL® turbo testa na oralne lekove, dodatke ishrani,
hemoglobin i enteropatogene mikroorganizme procenjena je prema CLSI
smernici EPO7-A2. Bias rezultata koji je ve¢i od 10% smatrao se
interferencijom.
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Nije detektovana interferenca sa sledec¢im supstancama [Koncentracija u
mg/50 mg fecesal; gyno-Tardyferon (0,11), Prednisone (0,31), Imurek (0,19);
Salofalk (5,21), Asacol (2,50), Agopton (0,18), Vancocin (2,00),
Sulfamethoxazole (1,6), Trimethoprim (0,35), Ciproxine (1,25), Vitamin E
(0,30), Bion 3 (1,06), Hemoglobin (1,25).

Nije detektovana interferenca sa sledeCim enteropatogenim
mikroorganizmima [Koncentracija u colony forming units (CFU)/mL ekstrakta
fecesa]; Escherichia coli (3,3 x 107), Salmonella enterica subsp. Enterica
(9,0 x 107), Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (5,3 x 107),
Citrobacter freundii (12,9 x 107), Shigella flexneri (5,0 x 107), Yersinia
enterocolitica subsp. Enterocolitica (9,8 x 107).
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Uklju€ivanje informacija o patentu
2023-11-10 | As Revizija odelika Simboli

INCIDENTI KOJI SE PRIJAVLJUJU U DRZAVAMA CLANICAMA EU

Ako se desio bilo kakav ozbiljan incident u vezi sa ovim medicinskim
sredstvom, molimo da to bez odlaganja prijavite proizvodacu i nadleznom
organu vase drzave Clanice.

OSTECENJE TOKOM TRANSPORTA

Ako ste primili oSteCen proizvod molimo da o tome obavestite svog
distributera.

SIMBOLI

BUHLMANN koristi simbole i znakove navedene i opisane u ISO 15223-1.
Za definiciju simbola pogledajte recnik simbola na:
www.buhlmannlabs.ch/support/downloads/

Delovi kompleta i pre-analiticke procedure su patenti zasticeni
EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2)

c € 0123
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