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POUZITi TESTU

Biihimann fCAL®Turbo je automatizovany in vitro diagnosticky test, ktery je uréen pro kvantitativni
stanoveni kalprotektinu ve vzorcich extraktl z lidské stolice slouzici jako pomoc pfi posouzeni
stfevniho zanétu [1-3]. Stanoveni slouzi jako pomcka pfi diagnostice k rozlieni organickych
zanétlivych onemocnéni gastrointestinalniho traktu (zanétlivého onemocnéni stfev (IBD), Crohnovy
choroby (CD) nebo ulcerdzni kolitidy (UC)) od funk&nich onemocnéni (syndrom drazdivého tracniku
(IBS)) [4-10] u pacientl s chronickou bolesti bficha. Test je také podporou pfi monitoringu u
zanétlivych onemocnéni a pribéhu jejich Iécby [10-22].

Pouze pro laboratorni pouZiti

PRINCIP ANALYZY

Biihimann fCAL®Turbo je imunoturbidimentricka metoda (PETIA), kterd umoziiuje ziskat kvantitativni
hodnoty kalprotektinu ve vzorcich stolice na biochemickych analyzatorech. Vzorky stolice se extrahuji
pomoci extrak&niho pufru (B-CAL-EX) s pouzitim extrakénich zkumavek CALEX Cap nebo manualné
metodou vazeni do celkového nafedéni v poméru 1:500. Extrakty se inkubuji s extrakénim pufrem a
michaji s polystyrenovymi nanocasticemi pokrytymi kalprotektin specifickymi protildtkami
(imunocasticemi). Kalprotektin dostupny po aglutinaci, turbidita vzorku, méfena svételnou absorbanci,
se zvySuje s formaci komplexu kalprotektin-imunocastice a pomérové odpovida koncentraci
kalprotektinu. Ziskana absorbance umoznuje kvantifikovat koncentraci kalprotektinu diky interpolaci
na stanovené kalibracni kfivce.

DODAVANE REAGENCIE A PRIPRAVA

Reagencie Mnoistvi Kat.c. Komentare
Reakéni pufr (R1) 1 lahvicka B-KCAL-R1 Pripraveno k pouZiti
MOPS pufr 35 ml

Imunocastice (R2) 1 lahvicka B-KCAL-R2 Pripraveno k pouZiti
Polystyrénové castice pokryté 7 ml

ptacimi protilatkami proti

lidskému kalprotektinu

UCHOVAVANI A SKLADOVATELNOST REAGENCIi

Reagencie nezmrazovat! VSechny soucasti soupravy jsou stabilni pfi 2-8 °C do data exspirace
vyti§téného na Stitcich.

Na Stitku je vytisSténa doba pouzitelnosti reagencii po otevieni pfi 2-8°C.

Stabilita po otevieni (on-board stabilita): nejméné 3 mésice pfi teploté do 5az 12 °C.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi OPATRENI TYKAJiCi SE REAGENCIi

- Imunocastice obsahuji potencialné infekéni latky zivociSného plvodu a je tfeba s nimi
zachazet s nalezitou opatrnosti. Likvidace vyfazeného materialu by méla probihat v souladu s
mistnimi pozadavky a pravidly spravné laboratorni praxe-

- R1 obsahuje MOPS (kyselina 3- (N-morfolino) propansulfonova) (<1 %), ktera maze drazdit
ocCi a klizi. Zachazejte s nim opatrné.

- R2 obsahuje polystyrénové nanocastice.

Pouze pro diagnostiku in-vitro.



POTREBNY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

Reagencie Mnoistvi Kat.c.
BUHLMANN fCAL ° turbo 1x 6 lahvicek B-KCAL-CASET
Kalibra¢ni souprava 1 ml/lahvicka

Kalibratory pro 1-6 kalibraci

BUHLMANN fCAL ° turbo 3 x 2 lahvicky B-KCAL-CONSET
Kontrolni souprava 1 ml/lahvicka
Kontroly nizké a vysoké hladiny

CALEX Cap Device 50 zkumavek B-CALEX-C50

Extrakéni zafizeni plnéné 200 zkumavek B-CALEX-C200

extrakénim pufrem 500 zkumavek B-CALEX-C500

Extrakcni souprava 3 lahvi B-CAL-EX3

Extrakéni pufr 12 lahvi B-CAL-EX12
125 ml/ldhev

Technicka opatreni

+ PouzZivejte reagencie, kontroly, kalibratory a vzorky v pfislusnych pomérech podle navodu.

» Odparovani kalibratort a kontrol na analyzatoru mize vést k nespravnym vysledkdm.
Provedte test ihned po naplnéni analyzatoru.

* Nemichejte reagencie R1 a R2 rlznych Sarzi ani nevyménujte vicka mezi reagenciemi.

+ Jakmile je inidlo R2 zmrazené, jiz je nelze pouZit.

» Test je uren pro vzorky fekalniho extraktu pfipravené pomoci specifického extrakéniho pufru
BUHLMANN.

+ Prfed provedenim testu se ujistéte, Ze vzorky neobsahuji bubliny.

ODBER A UCHOVAVANIi VZORKU

Pro proces extrakce je potfeba méné nez 1 g nativni stolice. Odeberte vzorky do prazdnych
zkumavek.

Dulezité: vzorky musi byt odebrany bez pouziti chemickych nebo biologickych aditiv

Transport vzorku
Vzorky stolice musi byt dorueny k laboratornimu zpracovani do 3 dnu od jejich odbéru. Vzorky stolice
Ize odesilat pfi pokojové teploté nebo chlazené (2-8 °C)

Skladovani vzorku

Vzorky stolice musi byt uchovavany v 2-8 °C a extrahovany do 3 dnli od pfijeti do laboratore.
Neskladujte vzorky pfi vy$8i teploté.

EXTRAKCE VZORKU STOLICE A UCHOVAVANI EXTRAKTU

CALEX® CAP

Postupujte podle navodu ke kitu CALEX Cap. Extrakty pfipravené v CALEX Cap maiji finalni fedéni
1:500 a jsou pfipraveny k pouziti.

Vzorky tekuté stolice mohou byt napipatovany pfimo do zkumavky CALEX Cap. OdSroubujte modry

uzaver a napipetujte 10 yl vzorku stolice pfimo do zkumavky. Opét zaSroubujte a pokraujte krokem
vortexovani popsaném v navodu ke zkumavce CALEX.

Dulezité: pred zahajeni analyzy fCAL turbo zcentrifugujte zkumavky CALEX 10 min pfi 1000 — 3000 g

Extrakty vzorku stolice ziskané pomoci CALEX Cap jsou stabilni pfi pokojové teploté po dobu 3 dnu,
pfi 2 — 8°C po 6 dnu a pfi — 20 °C po dobu alespor 23 mésicu.
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Extrakt v CALEX Cap muze byt pfimo zamrazen. Extrakty mohou podstoupit 4 cykly zamrazeni —
rozmrazeni. Pfed méfenim je nutné vSechny zmrazené extrakty vytemperovat na pokojovou teplotu,
vortexovat po dobu 10 sekund a nasledné centrifugovat dle navodu

Extrakéni souprava

Pro manualni extrakci postupujte podle navodu k extrakéni soupravé. Extrakty pfipravené extrakéni
soupravou budou mit konec¢né fedéni 1:50. Nafedte extrakty stolice 1:10 extrakénim pufrem
z extrakéni soupravy (napf. 50 pl extraktu a 450 pl extrakéniho pufru) pfed zahajenim analyzy fCAL
Turbo.

Fekalni kalprotektin v extraktech (1:50) ziskany manualni extrakci je stailni po dobu 7 dnt pfi 2 — 8 °C
po dobu 36 mésicu pfi-20 °C

POSTUP ANALYZY
APLIKACNi POZNAMKY / INSTALACE

Testovaci postupy pro Bihlmann fCAL®Turbo jsou uréeny pro rtzné biochemické analyzatory.
Ovérené aplikacni manualy popisujici instalaci a analyzu na konkrétnich pfistrojich jsou na vyzadani
k dispozici u firmy BioVendor. Podle odpovidajiciho manualu k pfistroji se postupuje pfi nastavovani,
udrzbé, provozu a bezpecnostnich opatfenich.

PRIPRAVA REAGENCII

Dodané reagencie jsou pfipraveny ihned k pouziti. Pfed vloZenim do pfistroje jemné promichejte.
Reagencni lahve se mohou zasunout pfimo do pfistroje, pokud neni v navodu uvedeno jinak.

STANOVENIi KALIBRACNI KRIVKY

K sestrojeni standardni kfivky se Sesti body se pouziva Kalibrator Biihimann fCAL®Turbo (kdd: B-
KCAL-CASET), postupujeme dle manualu. Kalibratory jsou Sarzované. Pro kazdou novou Sarzi
kalibratoru musi byt provedena nova kalibrace. V opacném pfipadé by kalibrace méla byt provadéna
kazdych 4 az 8 tydnu dle pfistrojového manualu. Ke kalibratordm jsou pfifazeny hodnoty, které
naleznete v QC-listu dodavaném pro Bihlmann fCAL®Turbo. Pokud nelze pfistroj spravné
nakalibrovat, kontaktujte technickou podporu.

KONTROLA KVALITY

Kit BUHLMANN fCAL® turbo Control Kit musi byt testovan kaZzdy den pred spusténim extraktd vzork(
stolice pacienta, aby byla validovana kalibracni kfivka. Kontroly maji pfifazeny rozsahy hodnot
uvedené v datovém listu QC dodavaném s kazdou $arzi sady BUHLMANN fCAL® turbo Control Kit.
Kontrolni méfeni musi byt v rozmezi uvedenych hodnot, aby se ziskaly platné vysledky pro extrakty
vzorkU stolice pacienta.

Pokud kontrolni hodnoty nejsou platné, opakujte méfeni s Cerstvymi kontrolami. Pokud kontrolni
hodnoty zlstanou neplatné, provedte rekalibraci testu. Pokud platné kontrolni hodnoty nelze
reprodukovat, po provedeni vySe popsanych krokd kontaktujte podporu BUHLMANN.

Méreni extraktu vzorku stolice pacienta
Jakmile je kalibragni kfivka stanovena a validovana pomoci kontrol, mohou byt méfeny extrakty stolice
pacienta. Provedte méfeni fekalniho extraktu pacienta podle aplikacni poznamky a pfirucky k pFistroji.

VYSLEDKY

Vysledky jsou automaticky pFepocitany na analyzatoru a prezentovany v pug/g, pokud neni
v aplikaénim protokolu ke stroji uvedeno jinak.



OMEZENI

* Interperetace vysledk( by méla probihat v souladu s dal$imi dostupnymi informacemi a
posouzenim stavu pacienta dalSimi diagnostickymi procesy

e Pro monitoring IBD je nutné provadét vicenasobna méfeni provadéna nejlépe v intervalu 4
tydnu, ktery byl uréen jako nejpfesnéjsi pro predikci klinického relapsu pacienta (ref. 23 — 24)

e P¥ijem nesteroidnich antiflogistik (NSDAI) mlze vést ke zvySenym hodnotam kalprotektinu
e Hodnoceni vysledkd dle doporuéeni v navodu neni relevantni pro déti mladsi 4 let, které maji
hodnoty kalprotektinu fyziologicky zvySené (ref. 25 — 28)
INTERPRETACE VYSLEDKU
I. ROZLISENi ORGANICKE A FUNKCNi NEMOCI GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU
Stanoveni hodnot fekalniho kalprotektinu je mozné pouzit jako spolehlivy a jednoduchy prostfedek

rozlieni organické a funkéni choroby stfev (ref. 4 — 10). BUHLMANN doporuéuje aplikovat stejné cut-
off hodnoty jako u metody fCAL® ELISA:

Koncentrace kalprotektinu Interpretace vysledku Sledovani

<80 ug/g Normalni 7adné

80—-160 ug/g Sedd z6na — hraniéni vysledky Opakovat vysetreni za 4 aZ 6 tydnu
> 160 pg/g Zvysené hodnoty Opakovat dle potreby

Doporucen interpretace je dana vysledky klinickych studii provadénych firmou BUHLMANN a jsou to
doporuceni firmy BUHLMANN. VSechny vysledky testl je nutné hodnotit v souladu se stavem
pacienta, jeho anamnézou a dalSimi klinickymi a laboratornimi nalezy.

HODNOTY POD 80 pg/g

Hodnoty kalprotektinu < 80 pg/g neindikuji zanét v gastrointestinalnim traktu. Pacienti s nizkymi
hladinami kalprotektinu s nejvétSi pravdépodobnosti nepotfebuji pouziti invazivnich procedur pro
uréeni pficin zanétu (ref. 4).

HODNOTY MEZI 80 A 160 pglg

Hodnoty kalprotektinu v rozmezi 80 a 160 ug/g, tzv. Seda zéna, neindikuje pfimo aktivni zanét
vyzadujici nasledné invazivni testovani. OvSem pfitomnost zanétu nelze pfimo vyloucit. Pfi stanoveni
téchto hodnot se doporucuje opakovat méfeni za 4 — 6 tydnda.

HODNOTY NAD 160 pglg

Hodnoty kalprotektinu > 160 ug/g svédci o infiltraci neutrofild do gastrointestinalniho traktu, tudiz
signalizuje pfitomnost aktivniho zanétu. Doporucuje se dalSi vySetfeni k uréeni celkové diagnozy.

KLINICKE HODNOCENI
IBD — idiopaticke stfevni zanéty
IBS — syndrom drazdivého tracniku

Schopnost soupravy fCAL Turbo rozliSit pacienty s IBD od dalSich chorob nepodminénych zanétlivym
procesem, véetné IBS, byla zhodnocena pouzitim klinickych vzorkd 295 pacientd a jejich extrakci
pomoci CALEX® Cap. 127 pacientl mélo jako kone¢nou diagnézu IBD (Crohnovu chorobu, ulcerézni
kolitidu nebo neurcenou kolitidu). 103 pacientll mélo IBS a 65 abdominalni bolesti a/nebo pridjem nebo
dalSi nezéanétliva onemocnéni spojena s gastrointestinalnim traktem. Koneéna diagnéza byla
podpofena endoskopickym vySetifenim nebo dalSimi klinickymi nalezy.




Optimalni cut-off kombinace pro tyto skupiny pacientdl by mohla byt definovana ROC analyzou pfi 80
Mg/g a 160 ug/g kalprotektinu, coz je o néco pfisnéjSi nez kombinace citlivéjSi spodni mezni hodnoty
50 pg/g s nizsi specificitou a horni mezni hodnoty 200 pg/ s mirné nizsi senzitivitou (viz tabulky nize).

Konecna diagnoza Distribuce vysledkli pacientli v poctech (procentech) pomoci fCAL Turbo
diagnostickych rozmezi
<80 ug/g 80— 160 ug/g > 160 ug/g celkem

IBD 11 (8,7 %) 8 (6,3 %) 108 (85 %) 127 (100 %)

IBS 75 (72.8%) 11 (10.7%) 17 (16.5%) 103 (100%)

Ostatni Gl 42 (64.6%) 8 (12.3%) 15 (23.1%) 65 (100%)

Tabulka: Distribuce vysledk(i pacienttl v diagnostickych rozsazich BUHLMANN fCAL® turbo

Hodnoty pro klinické rozhodnuti
IBD vs. non-IBD

80 pg/g

160 ug/g

senzitivita (95% Cl)

91.3% (85.0%,95.6%)

85.0% (77.6%, 90.7%)

specificita (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% Cl)

91.4% (85.1%, 95.6%)

87.7% (81.5%, 92.5%)

ROC AUC (95% Cl)

0.912 (0.878, 0.946)

Tabulka: Charakteristiky klinického vykonu BUHLMANN fCAL® turbo pfi rozlisovani IBD od jinych neZ IBD - IBS a

jinych poruch souvisejicich se G, pti 80 pg / ga 160 ug / g klinickych hodnotéch.

IBD vs. non-IBD

Hodnoty pro klinické rozhodnuti

50 pg/g

200 pg/g

senzitivita (95% Cl)

94.5% (89.0%, 97.8%)

80.3% (72.3%, 86.8%)

specificita (95% Cl)

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% Cl)

93.8% (87.5%, 97.5%)

85.2% (78.9%, 90.2%)

Tabulka: Charakteristiky klinického vykonu BUHLMANN fCAL® turbo pfi rozlisovani IBD od jinych neZ IBD - IBS a

jinych poruch souvisejicich se G, pti 50 pug/g a 200 pg/g klinickych rozhodovacich hodnotach.

IBD vs. IBS

Hodnoty pro klinické rozhodnuti

80 pg/g

160 ug/g

senzitivita (95% Cl)

91.3% (85.0%,95.6%)

85.0% (77.6%, 90.7%)

specificita (95% Cl)

72,8% (63.2%, 81,1%)

83,5% (74.9%, 90,1%)

PPV (95% Cl)

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

86,4% (73,1%, 91,9%)

NPV (95% Cl)

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

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

ROC AUC (95% Cl)

0.925 (0.892, 0.958)

Tabulka: Charakteristiky klinického vykonu BUHLMANN fCAL® turbo pfi rozlidovani IBD od IBS pfi 80 ug/g a 160

ug /g klinickych rozhodovacich hodnotach.




Hodnoty pro klinické rozhodnuti
IBD vs. IBS

50 pg/g 200 pg/g

senzitivita (95% Cl) 94,5% (89%,97,8%) 80,3% (72,3%, 86,8%)

specificita (95% Cl) 67% (57%, 75,9%) 88,3% (80,5%, 93,8%)

PPV (95% ClI) 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%)

Tabulka: Charakteristiky klinického vykonu BUHLMANN fCAL® turbo pfi rozlisovani IBD od IBS pfi 50 ug/g a 200
ug/g vlastnich rozhodovacich bodech

Cl - interval spolehlivosti

PPV - pozitivni prediktivni hodnota

NPV - negativni prediktivni hodnota

ROC AUC — ROC krivka s nejvétsi plochou pod krivkou (Area Under Curve — AUC)

Il. MONITORING IBD
Klinické rozmezi prahti a hodnoceni
Stanoveni fekalniho kalprotektinu je spolehlivym a jednoduchym zplsobem, ktery napomaha
sledovani pacientd s IBD (ref. 10-22).
Korelace hladin kalprotektinu a zanétlivého stavu stfevni sliznice pacienta, podle endoskopickych
hodnoceni, byla stanovena ve tfech nezavislych studiich s pouZitim testd BUHLMANN kalprotektin
(viz tabula niZe). Diagnosticka hodnota kalprotektinu pfi predikci klinické remise a relapsu podle
symptom(l pacienta, ukazatelu klinické aktivity, neplanované potfeby eskalace terapie, hospitalizace
nebo nouzové situace byla stanovena ve tfech studiich pomoci testd BUHLMANN kalprotektin (viz
tabula nize).

Kalprotektin® Studie 1, Spanélsko, ref.12 Studie 2, Spanélsko, | Studie 3, Austrilie + NZ,
vs. IBD aktivita ref.13 ref.14
urcend
endoskopii
Podet pacientd | 89 (CD?) 123 (UC3) 99 (CD? po resekci)
a demografie 32-58 let 18-85 let 29-47 let
muzi 44 % muzi 66,4 % muzi 46,5 %
Cut-off 272 pg/g 280 pg/g 100 pg/g
NPV 98 % 86 % 91 %
PPV 76 % 80,3 % 53 %

Tabulka: Korelace hladin kalprotektinu s aktivitou IBD onemocnéni stanovenou endoskopickym vysetienim.
tyysledky studii 1 a 2 byly ziskany pomoci testd laterdlniho priitoku BUHLMANN (vysoky rozsah Quantum Blue®
fCAL a Quantum Blue® fCAL). Vysledky ve studii 3 byly ziskany pomoci BUHLMANN fCAL® ELISA).

2CD = pacienti s Crohnovou chorobou

3UC = pacienti s ulcerdzni kolitidou

Kalprotektin® vs. | Studie 4, UK (ref. 15) Studie 5, Spanélsko | Studie 6 Spanélsko

budouci klinicka (ref. 16) (ref. 17)

remise nebo relaps

Polet pacientd a | 92(CD?) 30 (CD?) 33 (CD?)

demografie MuZi 38 % Terapie 20 (UC3)
adalimumabem Terapie infliximabem
Muzi 43,3 % Muzi 47,2 %
24-64 let 18-68 let

Doba sledovani po | 12 mésicd 4 mésice 12 mésicd

méreni kalprotektinu

Pacienti s Kklinickym | 11% 30% 23%

relapsem po

sledovani




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

NPV 96,8% 100% 96,1%

PPV 27,6% 75% 68,7%
Tabulka: Stanoveni diagnostické hodnoty kalprotektinu pti predikci klinické remise a relapsu IBD
onemocnéni.

Lvysledky studie 4 byly ziskdny pomoci testu BUHLMANN fCAL® ELISA. Vysledky studii 5 a 6 byly ziskany pomoci
test( lateralniho pritoku BUHLMANN (vysoky rozsah Quantum Blue® fCAL a Quantum Blue® fCAL).

2CD = pacienti s Crohnovou chorobou

3UC = pacienti s ulcerdzni kolitidou

Uvedené kategorie vysledkd jsou doporuceni a jejich stanoveni je zaloZzeno na znalostech
publikovanych meznich hodnot a studiich klinického vykonu. Doporuluje se, aby zdravotnici stanovili
individualni prahové hodnoty pro pacienta stanovenim zakladni hladiny kalprotektinu pacienta béhem
remise onemocnéni.

Hodnoty kalprotektinu pod 100 ug/g

Hladiny kalprotektinu v stolici pod 100 pug/g mohou spolehlivé indikovat pacienty s nizkym rizikem
klinického relapsu, u endoskopické remise, kterym se Ize vyhnout invazivnim endoskopickym
vykonim (viz 10-22).

Hodnoty kalprotektinu mezi 100-300 pg/g
Hladiny kalprotektinu v stolici mezi 100 - 300 ug/g mohou naznacovat nutnost pfFisnéjsi kontroly v
nasledujicim obdobi pro posouzeni tendenci vyvoje onemocnéni.

Hodnoty kalprotektinu nad 300 pg/g
Hladiny kalprotektinu v stolici nad 300 pg/g by se mély opakovat, a pokud jsou zvySené hladiny
potvrzeny, pouzit dal8i vySetfovaci postupy (viz 10-22).

CHARAKTERISTIKY VYKONNOSTI

Prezentované vykonnostni charakteristiky byly stanoveny na pfistroji Roche cobas® 6000 c501.
Vykonové charakteristiky ostatnich analyzatord klinické chemie najdete v manualu ke specifickym
aplikacim analyzatoru klinické chemie.

Porovnani metod - fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA CALEX® Cap

Srovnavaci studie metod byla provedena podle smérnice CLSI EP09-A3. Sto devadesat devét (199)
klinickych vzorkd bylo mé&Feno pomoci jedné $arze BUHLMANN fCAL® turbo po dobu 18 dnl v
jednom kalibragnim cyklu. Referenéni hodnoty s koneénym koncentraénim intervalem kalprotektinu
30,3 - 1672,5 ug/g byly stanoveny pomoci BUHLMANN fCAL® ELISA. Vzorky byly extrahovany
pomoci zafizeni CALEX® Cap. Jednotliva stanoveni z CALEX® Cap extraktl byla provedena obéma
metodami. Systematicka chyba byla stanovena pomoci Passing-Bablok linedrni regrese a Bland-
Altmanovy analyzy.

Bland-Altmanova analyza Passing-Bablok linearni regrese
Primérna Dolni Horni Sklon Intercept (ug/g) | Systematicka | Systematicka r
systematickd | LoA LoA (95% Cl) | (95% Cl) chyba pfi 80 | chyba pfi 160
chyba (95% | (95% Cl) | (95% Cl) ug/g (95% Cl) | ug/g (95% Cl)
Cl)
0.68% -46.0% 47.3% 1.139 -18.3 -9.0% 2.4% 0,982
(-2.6%, 4.0%) | (-51.6%, | (41.6%, | (1.104, | (-24.4,-13.2) (-15.1%,-3.1%) | (-1.2%, 5.4%)
-40.3%) | 53.0%) | 1.172)

Porovnani metod - manualni extrakce fCAL® turbo CALEX® Cap vs fCAL® ELISA

Srovnavaci studie metod byla provedena podle smérnice CLSI EP09-A3. Sto Sedesat osm (168)
klinickych vzorkd bylo extrahovano pomoci tfi Sarzi zafizeni CALEX® Cap a méfeno pomoci jedné
Sarze BUHLMANN fCAL® turbo po dobu 18 dnli v jednom kalibraénim cyklu. Referenéni hodnoty s
kone&nym koncentra&nim intervalem kalprotektinu 30,5 - 1573,8 pg/g byly stanoveny pomoci metody
manualni extrakce a méFeni extraktu pomoci BUHLMANN fCAL® ELISA. Extrakty byly méfeny v
jediném stanoveni v obou metodach. Chybovost byla stanovena pomoci Passing-Bablok linearni
regrese a Bland-Altmanovy analyzy.




Bland-Altmanova analyza Passing-Bablok linearni regrese

Primérna Dolni Horni Sklon Intercept Systematicka Systematicka | r
systematicka | LoA LoA (95% CI) | (ng/g) (95% Cl) | chyba pfi 80 | chyba pfi 160

chyba (95% | (95% Cl) | (95% Cl) ug/g (95% Cl) ug/g (95% Cl)

a)

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,-19.4) (-16.4%, 7.1%) | (8.1%, 23.2%)

16.6%) 51.2%) | 92.4%) | 1.429)

Reproducibilita (multisite-studie pro zhodnoceni presnosti): 3,2 - 9,1% CV

Reproducibilita byla stanovena podle smérnice CLSI EP05-A3 s pouzitim designu studie 3 laboratorni
mista x 5 dnl x 5 replikatu. Bylo testovano osm extrakt(l vzorku stolice s koncentracemi kalprotektinu
v rozmezi od 47,2 do 5475,6 ug/g.

Presnost mezi Sarzemi: 2,4 - 8,2% CV

Reproducibilita byla stanovena podle smérnice CLSI EP05-A3 s pouzitim designu studie 3 Sarze x 5
dni x 5 replik. Bylo testovano osm extrakti vzork(l stolice s koncentracemi kalprotektinu v rozmezi
45,2 - 5303,1 pg/g.

Opakovatelnost: 0,7 - 8,3% CV

Pfesnost mezi laboratofemi: 1,4 - 9,1% CV

Opakovatelnost a pfesnost v ramci laboratofe byly stanoveny podle smérnice CLSI EP05-A3 pomoci
standardizovaného navrhu studie 20 dni x 2 cykly x 2 replikatd. Bylo testovano osm extraktd vzorki
stolice s koncentracemi kalprotektinu v rozmezi 42,9 - 5405,6 ug/g.

Extrakéni reprodukovatelnost - CALEX® Cap: 8,1% - 19,7% CV

Reprodukovatelnost extrakce byla stanovena podle smérnice CLSI EP05-A3 pomoci 2 dnd x 2
operatort x 3 Sarzi CALEX® Cap x 2 extrakce x 3 replikace studie studie. Bylo testovano dvanact
klinickych vzorkU stolice, v€éetné vzorkl s pevnou, polotuhou a kapalnou konzistenci, s koncentracemi
kalprotektinu v rozmezi 42,7 - 3440,0 ug/g.

Presnost/vytéznost: 93,6 - 102% CV

Sedm extraktt vzorkl stolice z klinickych vzorkd s hladinami kalprotektinu v rozmezi mezi 44,1 -
1076,3 ug/g bylo spikovano 56,9 ug/g nebo 227,8 pg/g kalprotektinu v materialu kalibratoru. Spikovani
bylo provadéno pii 10 % extrakéniho objemu vzorku. Zakladni vzorky byly spikovany odpovidajicicm
objemem vzorku bez analytu. Zakladni vzorky a vzorky se spike byly mé&feny ve Ctyfech replikatech.

Pienos vzorku
Pfenos vzorku byl stanoven podle smérnice CLSI EP10-A2. Nebyl zjistén statisticky vyznamny prenos
vzorku pomoci turbo testu BUHLMANN fCAL® na pfistroji Roche cobas® 6000 c501.

Mez detekce (LoD): 23,7 ug/g

LoD byl stanoven podle smérnice CLSI EP17-A2 a s pomeéry faleSné pozitivnich zachytl (a) pod 5% a
faleSné negativnich zachytd (B) pod 5% na zakladé 120 stanoveni, s 60 slepymi replikaty a 60
replikaty s nizkou hladinou; a LoB 16,7 pg/g.

Mez kvantifikace (LoQ): 23,7 pg/g
LoQ byl stanoven podle smérnice CLSI EP17-A2 na z&kladé 90 stanoven. Odhad LoQ byl nalezen
pod odhadem LoD, a proto se uvadi, ze se rovna odhadovanému LoD.

Rozsah linearity: 9,13 - 13'339 ug/g

Linearni rozsah turbo BUHLMANN fCAL® byl stanoven podle smérnice CLSI EP06-A. Vzorky s
koncentraci nad 2000 ug/g byly analyzatorem automaticky zfedény 1:10. Byla povolena maximalni
odchylka od linearity 10%. Pro hodnoty pod 75 pg/g byl povolen absolutni rozdil mensi nez 7,5ug /g.

Hook efekt
Vzorky s teoretickymi koncentracemi az do 45°715 ug/g Ize méfit bez omezeni méficiho rozsahu testu.




Interferujici latky

Citlivost testu BUHLMANN fCAL® turbo na perordlni légiva, vyZivové dopliiky, hemoglobin a
enteropatologické mikroorganismy byla hodnocena podle smérnice CLSI EP07-A2. Systémové chyba
ve vysledcich pfesahujicich 10 % byla povazovana za interferenci.

Nebyla zjisténa Zzadna interference s nasledujicimi latkami [koncentrace v mg/50 mg stolice]; gyno-
Tardyferon (0,11), Prednison (0,31), Imurek (0,19); Salofalk (5,21), Asacol (2,50), Agopton (0,18),
Vancocin (2,00), Sulfamethoxazol (1,6), Trimethoprim (0,35), Ciproxin (1,25), Vitamin E (0,30), Bion 3
(1,06), Hemoglobin (1,25)).

Nebyla detekovana zadna interference s nasledujicimi enteropatologickymi mikroorganismy
[Koncentrace v CFU/ ml extraktu stolice]; 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).

Hlaseni incidentt
Pokud v souvislosti s timto zafizenim doSlo k néjaké zavazné udalosti, neprodlené to oznamte vyrobci
a prisludnému organu vaseho ¢lenského statu.
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POSKOZENi BEHEM PREPRAVY
V pfipadé poskozeni zasilky, prosim upozornéte distributora.
REACH

Zadny z materialtl a ¢inidel v kitu nevyZaduje bezpeénostni list (BL) podle nafizeni CLP (ES)
1272/2008 a smérnice ES 1907/2006 (REACH).
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