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1. INTENDED USE

BIOHIT Calprotectin test is a quantitative in vitro enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) aiding in diagnosis of organic disease of the small
or large intestine or the stomach such as inflammatory bowel disease,
ulcerative colitis or Crohn’s disease by detecting calprotectin in stool
samples. In addition, the test is used to monitor the disease activity and
the response to treatment in patients with ulcerative colitis or Crohn’s
disease. The test can be conducted either manually or automatically and
is intended to be used by healthcare professionals only.

2. BACKGROUND

Calprotectin is a 36 kilodalton calcium and zinc-binding protein” released
specially from leukocytes, in particular polymorphonuclear neutrophilic
granulocytes (PMN), to the gut lumen during intestinal mucosal inflam-
mation. Micro-organisms of the bowel stimulate leukocytes to migrate into
the gut lumen where they release their contents including antimicrobial
substances like Calprotectin. This protein constitutes about 60% of total
proteins in the cytoplasm of PMNs 2) and can be reliably estimated in fe-
cal samples stored for up to seven days at ambient temperature 3),
Different types of disease, for instance bacterial infections, rheumatoid
arthritis and cancer, lead to activation of PMNs and increased levels of
Calprotectin in plasma, cerebrospinal fluid, synovial fluid, crevicular fluid,
urine or other human materials ).

The concentration of Calprotectin in feces is correlated with the number
of PMNs migrating into the gut lumen 5, and can be detected reliably
even in small (less than one gram) random stool samples 3.6). Organic
diseases of the bowel give a strong Calprotectin signal, i.e. elevations are
regularly five to several thousand times the upper reference in healthy
individuals 37-9), indicating intestinal inflammation. Inflammatory bowel
diseases (IBD), i.e. ulcerative colitis and Crohn’s disease, may appear
from early childhood to late adulthood and the diagnosis is often delayed
due to vague symptoms or reluctance to perform endoscopy and biopsy.

Functional disorders like irritable bowel syndrome (IBS) do not cause
increased fecal Calprotectin concentrations, but organic abdominal dis-
orders like IBD do. Patients with organic and functional abdominal dis-
orders may have similar symptoms, and clinical examination alone may
not be sufficient to give a specific diagnosis. A test for fecal Calprotectin
is a simple, non-invasive, inexpensive and objective method that can help
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selecting patients for additional examination like endoscopy. Abdominal
symptoms are very common both in children and adults and a negative
result as measured by BIOHIT Cangrotectin can with high probability rule
out inflammatory bowel disorders 7).

Mucosal healing is the optimal goal for IBD treatment, and a test for fecal
Calprotectin shows when this has been achieved. Many IBD patients in
clinical remission with normal C-reactive protein (CRP) levels still have
on-going inflammation '9), reflected by increased fecal Calprotectin. Such
patients have increased risk of relapse within a few months ). If mucosal
healing can be achieved, the risk of relapse and need for major abdomi-
nal surgery will be reduced 12.13) Normalisation of Calprotectin levels
means that mucosal healing has been achieved 14),

3. PRINCIPLE OF THE TEST

BIOHIT Calprotectin is based upon preparation of an extract of feces
using Fecal Extraction Buffer. The level of Calprotectin is determined by
testing the extract in an enzyme-linked immunoassay (ELISA) specific for
Calprotectin.

In the ELISA, samples and calibrators are incubated in separate microti-
ter wells coated with monoclonal antibodies which bind the Calprotectin.
After incubation and washing of the wells, bound Calprotectin is allowed
to react with enzyme-labelled, immunoaffinity-purified Calprotectin-spe-
cific antibodies. After this reaction, the amount of enzyme bound in the
microtiter wells is proportional to the amount of Calprotectin in the sam-
ple or calibrator, which is determined by incubation with a substrate for
the enzyme giving a colored product. The color intensity is determined
by absorbance using an ELISA plate reader and is proportional with the
concentration of Calprotectin in the calibrators and samples. The assay is
calibrated using Calprotectin purified from leukocyte extract.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied with the kit

Coated Microtiterplate: 12 strips, 8 wells per strip, coated with affinity-
purified monoclonal mouse antibodies specific for Calprotectin. The plate
is stored in a sealed bag with desiccant. Do not combine strips/wells from
different microplates, even if they would have the same lot number.



[ DILBUF [5x] Sample Dilution Buffer (5x conc.) ***: 1 x 20 mL, 5x con-
centrate, to be diluted with distilled/deionised water; pH 8.0 + 0.2, yellow
colored solution, bottle with blue cap.

Washing Buffer (20x conc.) *: 1 x 50 mL, 20x concentrate, to
be diluted with distilled/deionised water, for washing the microtiter wells;
pH 7,8 + 0.2, clear solution, bottle with white cap.

[FEC|EXTRBUF |25%| Fecal Extraction Buffer (2.5x conc.) **: 2 x 90 mL, 2.5x
concentrate, to be diluted with distilled/deionised water; pH 8.0 £ 0.2,
clear solution, bottles with white caps.

[CAL| 1-5 |calprotectin Calibrators and [BLANK| ***: 6 vials with 1.0 mL,

ready to use; yellow colored solution, vials with different colored caps:

Blank: Blue cap 0 ng/mL
Calibrator 1: Green cap 7.8 ng/mL
Calibrator 2: Yellow cap 313 ng/mL
Calibrator 3: Red cap 62.5 ng/mL
Calibrator 4: White cap 125 ng/mL
Calibrator 5: Black cap 500 ng/mL

[CONTROL |LOW| [CONTROL[HIGH Controls “Low” and “High” ***: 2 vials one
tube each with 1.0 mL, ready to use, yellow colored solution; Ctr Low: vial
with brown cap;.Ctr High: vial with purple cap.

Conjugate Solution ****: 13 mL alkaline phosphatase-labelled,
immunoaffinity-purified polyclonal rabbit antibodies against Calprotectin,
ready to use; red colored solution, 25 mL Dynex reagent tube with white
cap.

Substrate Solution (pNPP): 13 mL, ready to use; clear to faint
yellow solution, opaque bottle with yellow cap.

Note: If using a Dynex instrument, the substrate has to be transferred
into a 25 mL Dynex reagent tube before running the test.

* Contains 0.1 % Kathon
* Contains <0.1% sodium azide
i Contains 0.1 % Kathon and <0.1% sodium azide

Contains 0.02% methylisothiazolone and 0.02% bromonitrodioxane



4.2. Materials supplied with the kit
* 2 Incubation covers

1 Instructions for use

* 1 Plate layout

4.3. Materials required but not supplied

Distilled/deionised water

Extraction devices (see section 7.1.1 and 7.1.2)

Disposable, breakable inoculation loops (if using weighing method
in section 7.1.2)

Sensitive digital scale (40 — 150 mg) (if using weighing method in
section 7.1.2)

Disposable polystyrene screw cap tubes, 5 mL (if using weighing
method in section 7.1.2)

Vortex mixer (with a tube adapter) or shaker up to1000 rpm when
used to extract a stool sample in section 7.1.2

Disposable tubes for dilution of samples: Eppendorf tubes or simi-
lar (if assay is performed manually)

Pipettes to deliver volumes 10 — 1000 pL (if assay is performed
manually)

Repetitive pipette or multi-channel pipette, 100 uL (if assay is per-
formed manually)

Microplate well washer or multi-channel pipette, 300 pL (if assay is
performed manually)

Plate shaker (500 — 700 rpm) (if assay is performed manually)
Timer (if assay is performed manually)

Microplate reader, filter 405 nm (if assay is performed manually)
1M NaOH (stop solution; optional)

5. STABILITY AND STORAGE
When stored unopened at 2 — 8°C, kit reagents are stable up to the expiry
date stated on the label.

Opened plates, reagents and concentrated buffers are stable for up to
three months when stored at 2 — 8°C.

When prepared in clean vessels, working solutions (1x) of Washing Buff-
er, Sample Dilution Buffer and Fecal Extraction Buffer can be stored at
2 — 8°C for up to one month.

Avoid exposure to high temperature and direct sunlight.



6. REAGENT PREPARATION
All reagents, samples and controls should be brought to room tempera-
ture (18 — 25°C) before starting the test run.

6.1. Coated microtiter plate strips

The ready-to-use plate strips are coated with affinity-purified monoclo-
nal mouse antibodies specific for Calprotectin. Unused strips should be
removed from the frame and immediately re-sealed in the aluminium foil
pouch along with the desiccant supplied. Store at 2 — 8°C.

6.2. Sample Dilution Buffer

Dilute the 5x concentrated Sample Dilution Buffer by adding 1 part (20
mL) to 4 parts (80 mL) distilled/deionised water in a clean vessel to a
final volume of 100 mL. Mix well. Store diluted Sample Dilution Buffer in
a closed vessel at 2 — 8°C.

Note: If using a Dynex DS2 or DSX ELISA automat, Sample Dilution
Buffer must be transferred to a 25 mL Dynex reagent tube before running
the test.

6.3. Washing Buffer

Dilute 20x concentrated Washing Buffer by adding 1 part (50 mL) to 19
parts (950 mL) distilled/deionised water in a clean vessel to a final volume
of 1000 mL. Mix well. Store diluted Washing Buffer in a closed vessel at
2-8°C.

6.4. Fecal Extraction Buffer

Dilute 2.5x concentrated Fecal Extraction Buffer by adding 1 part (90 mL)
to 1.5 parts (135 mL) distilled/deionised water in a clean vessel to a final
volume of 225 mL. Mix well. Store diluted buffer in a closed vessel at
2-8°C.

6.5. Calibrators, blank and controls

The vials labelled with blank, calibrator, as well as the controls, contain
1.0 mL each of a ready-to-use solution. The concentration of Calprotectin
is printed on the label of each vial. The vials fit directly into Dynex DS2
and DSX ELISA automates.

6.6. Conjugate Solution
The tube contains 13 mL of alkaline phosphatase (AP)-labelled, immu-
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noaffinity-purified rabbit antibodies against Calprotectin in a buffer with
stabilisers, preservatives and an inert red dye. The solution is ready to
use. The tube fits directly into Dynex DS2 and DSX ELISA automates.

6.7. Substrate Solution

The bottle contains 13 mL of p-nitrophenylphosphate (pNPP) solution.
The solution is ready to use and must be stored in its original, opaque
bottle.

Note: If using a Dynex DS2 or DSX ELISA automat, Enzyme Substrate
Solution must be transferred to a 25 mL Dynex reagent tube before run-
ning the test.

7. SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION
BIOHIT Calprotectin has been developed and validated for fecal samples.

7.1. Fecal samples

Since Calprotectin is very stable in stools, patients can collect small fecal
samples at home. Collect 1 — 5 g (approximately one teaspoonful), place
it in a suitable clean container and deliver it to the laboratory as soon
as possible but within four days. When put in a container approved for
transport, it can be sent by ordinary mail, i.e., no refrigeration is needed.
Exposure to temperatures above 30°C should be avoided.

Samples can also be stored frozen, at -20°C or lower for up to 1,5 years,
until delivery or mailing. Frozen samples must be thawed and equilibrated
to room temperature before extraction and testing. Note that freezing fe-
cal samples can in some cases result in increased Calprotectin levels,
most likely due to release from granulocytes.

Note: Before commencing extraction, the stool sample should be homog-
enized well using for example a spatula before the small amount for ex-
traction is taken out.

For extraction, we recommend the use of BIOHIT Extraction tubes, or the
other method described below (chapter 7.1.1 and 7.1.2). Perform extrac-
tion according to package insert for the chosen extraction device/method.
Other methods and devices, validated by the customer, can be used.
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7.1.1. Extraction using the BIOHIT Extraction tubes

Instructions for use: please read package insert for product Ref. 602270.

7.1.2. Extraction using the weighing method (without extraction
device)

1.
2.

w

9.

Weigh (tare) an empty screw cap tube with an inoculation loop.

Take out approx. 100 mg (between 40 and 120 mg) feces by means
of the inoculation loop and place it into the screw cap tube. Avoid tak-
ing out solid, undigested material like fibres and seeds.

Weigh tube and loop with feces which will give the net feces weight.
Break or cut off the top half of the loop handle and leave the bottom
part inside the tube.

Add extraction buffer to a weight: volume ratio 1:50, for instance 4.9
mL buffer to 100 mg feces. Close the tube.

Mix vigorously for 30 seconds by means of a vortex mixer.

Continue the mixing on a shaker (at approx. 1000 rpm) for 30+5 min-
utes with the loop inside the tube as an agitator.

Allow a couple of minutes on the bench for particles to settle and
pipette carefully from the top of the tube. No centrifugation is neces-
sary, but a short centrifugation can be performed if a particle-free
solution is required.

The extract, which represents a 1:50 dilution (weight:volume) of the
stool sample, is now ready for dilution and testing.

10.For storage, transfer about 0.5 mL to a new tube. Extracts can be

12
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8. SUGGESTED PLATE LAYOUT

1 2 3 4 etc.

A | Calibrator 5 Calibrator 5 | Sample 1 | Sample 1
500 ng/mL 500 ng/mL

B | Calibrator 4 Calibrator 4 | Sample 2 | Sample 2
125 ng/mL 125 ng/mL

C | Calibrator 3 Calibrator 3 | Sample 3 | Sample 3
62.5 ng/mL 62.5 ng/mL

D | Calibrator 2 Calibrator 2 | Sample 4 | Sample 4
31.3 ng/mL 31.3 ng/mL

E Callbrator 1 Callbrator 1 | Sample 5 | Sample 5
7.8 ng/mL 7.8 ng/mL

F | Blank 0 ng/ Blank 0 ng/ | Sample 6 | Sample 6
mL mL

G | Control “Low” | Control Sample 7 | Sample 7
Tow”

H | Control “High” SI:-(iJ'nH‘PI Sample 8 | Sample 8
19

Suggested ELISA plate layout for calibrators, controls and samples using
manual procedure. Duplicate wells are recommended for increased reli-
ability of results. A full plate takes 40 samples.

9. TEST PROCEDURE

The following procedure is for manual testing. Validated protocols for
Dynex DS2 and DSX ELISA automates are available upon request.
Please note that the calibrator, blank and positive control vials, as well
as the conjugate tube, fit directly into the DS2 or DSX ELISA automates.
Other automated ELISA instruments can also be used, but have to be
validated by the customer.

9.1 Procedural Notes

« Preparation: Please read the Instructions for use carefully before per-
forming the assay. Result reliability depends on strict adherence to the
test protocol as described. Prior to commencing the assay, a plate lay-
out for all blanks, calibrators, controls and samples should be carefully
established, using, for example, the sheet supplied in the kit. Select the
required number of microtiter strips. Unused strips should be re-sealed
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in the aluminium pouch and stored as described in Section 6.1.

A 1:100 dilution of fecal extracts is recommended. This dilution will give
sample results between 25 mg/kg (LoQ) and 2500 mg/kg in fecal. Ex-
tracts with higher Calprotectin values can be diluted more (> 1:100)
and re-tested if a value is required. Extracts with low Calprotectin val-
ues can be diluted less (1:50). The adjusted dilution factor must be
taken into account when converting from ng/mL to mg/kg (see section
11 below).

Perform all assay steps in the order given and without any appreciable
delays between the steps.

A clean, disposable pipette tip must be used for dispensing each cali-
brator, control and sample.

To achieve the most reliable results, blanks, calibrators, controls and
patient samples should always be run in duplicate.

All samples and kit reagents should be equilibrated to room tempera-
ture (18 — 25°C) before testing is begun.

9.2 ELISA Procedure

14

. Dilute fecal extract samples 1:100 (e.g. 10 pL sample + 990 yL Sam-

ple Dilution Buffer) and mix well by vortexing.

Add 100 pL of each blank, calibrator, control and diluted sample in
duplicate wells; see recommended plate layout in Section 8.

Cover the plate with a incubate cover and incubate at room tempera-
ture for 405 min) on a horizontal plate shaker (approximately 500
— 700 rpm).

At the end of the incubation time, remove the liquid and wash the
wells by adding 300 pL Washing Buffer to each well. Remove as much
liquid as possible and repeat until a total of three washings have been
performed. If a plate washer is used, check that all aspirating and fill-
ing probes are unblocked to ensure efficient washing of all wells. After
the final wash, invert the plate and tap the well openings thoroughly on
absorbent tissue to remove any remaining Washing Buffer.

Mix the content of Conjugate vial gently prior to use (do not shake).
Add 100 pL of conjugate to each well, preferably using a repetitive or
multichannel pipette.

Cover the plate with incubate cover and incubate at room temperature
for 40+5 min) on a horizontal plate shaker (approximately 500 — 700
rpm).

Repeat the washing steps as described above, three times with 300
WL Washing Solution per well.



8. Add 100 pL Substrate Solution to each well, preferably using a repeti-
tive or multichannel pipette.

9. Incubate the plate at room temperature (without shaking) for 20 — 30
minutes, protected from light.

10.Optional: Add 100 uL 1M NaOH stop solution to each well if a fixed
incubation period is required.

11.Read the optical density (OD) values at 405 nm using an ELISA
reader. If the plate reader has this option, shake the plate briefly (2-3
seconds) before reading.

10. RESULTS

10.1 Quality Control Values

* Anew standard curve must be included in each run.

» The positive controls should be included in each run. The value of the
controls should be within the limits printed on the vial labels.

» As a guide, the OD value of Calibrator 5 (500 ng/mL) should be = 1.6
and the OD value of Blank (0 ng/mL) should be < 0.25. Arepresentative
calibration curve is shown in figure 1.

10.2 Calculation of the results
Calculation of Calprotectin concentration in patient fecal samples:

1. Calculate the mean OD values of all duplicate wells (blank, calibra-
tors, and samples).

2. Plot the value of blank and each calibrator concentration (ng/mL) on
the x axis against its mean OD value on the y axis to obtain a calibra-
tion curve. A 4-parameter curve fit function is recommended (see
figure 1 below). If a logarithmic x axis is required, a value of 0.001 ng/
mL must be used for standard A (0 ng/mL).

3. Use the calibration curve to determine the Calprotectin concentration
in the diluted samples (ng/mL) based on their OD values.

4. Multiply the Calprotectin concentration (ng/mL) in the diluted fe-
cal extracts by 5 in order to convert to mg/kg Calprotectin in the
original stool sample.

This factor corrects for the total dilution of 1:5000 (1:50 during the ex-

traction procedure and the following 1:100 dilution of the extracts) and
converts the value from ng/mL to mg/kg.
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Example: if a diluted extract sample has a value of 100 ng/mL the concen-
tration in the original stool specimen was 100 x 5 = 500 mg/kg.

Note: If extracts have been diluted more (or less) than the recommended
1:100, the additional dilution factor must be entered into the calculation.

Figure 1: A representative calibration curve using 4-parameter curve fit.
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10.3 Interpretation of the results
The following Calprotectin values in stool samples have been reported in
the published literature 3 25):

cancers

Normal value 5 - 50 mg/kg
Positive value > 50 mg/kg
Median value in patients with symptomatic colorectal 350 mg/kg

Active, symptomatic inflammatory bowel
disease

200 — 40 000 mg/kg

Note that a diagnosis should not be established based on a single test
result. Diagnosis should take into consideration clinical history and symp-

toms.
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11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
Diagnosis should not be established based on a single test result.

12. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Note: All design verification studies were performed by manual testing
on fecal extract samples (diluted 1:100), using the ELISA procedure de-
scribed in Section 9.

Inter-assay and intra-assay precision from fecal extracts.

Inter-assay precision, fecal extracts* Intra-assay precision, fecal extracts**
Concentration in feces % CV Concentration in feces % CV
(mg/kg) (mg/kg)

321 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 4.2
1977 7.9 1966 5.0

*Mean results from three different laboratories, each testing two different
kit lots: six samples were tested a total of 10 times over five days

** Mean results from three different laboratories, each testing two kit lots:
six samples were tested with 10 replicates in one run

Recovery:
Feces: 85 — 105%; tested with fecal extract spiked with purified Calpro-
tectin at five different levels.

Limit of Quantification:

5 ng/mL; tested with feces extract and purified Calprotectin. Samples
were analysed five times over five days. The mean CV for the different
samples and determinations at this level was 12%.

Limit of Detection:

< 5 ng/mL; calculated as mean (Sample Dilution Buffer; n= 32) + 5x SD.
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Interference
No observed interference on the ELISA from commonly used pharmaceu-
ticals: Prednisolon, Imurel, Salazopyrin and Ciprofloxacin.

Extraction precision

Two fecal samples were extracted 10 times each, using the procedure
described in section 7.1.2, and the extracts analysed in the ELISA. Mean
results from three different laboratories and one kit lot:

Sample Concentration (mg/kg) % CV
Low 130 8.7
High 1357 8.8

Linearity, fecal extracts
Fecal extracts (n=10) were diluted 1:100 — 1:1000 and analysed in the
ELISA. Mean results:

Dilution % of 1:100 dilution
1:100 100
1:400 103
1:700 105
1:1000 107

ote that sample variation in linearity has been observed.

13. WARNINGS AND PRECAUTIONS

* In compliance with article 1 paragraph 2b European directive 98/79/
EC, the use of the in vitro diagnostic medical devices is intended by
the manufacturer to secure suitability, performance and safety of the
product. Therefore the test procedure, the information, the precautions
and the warnings in the instructions for use have to be strictly followed.
The use of the test kits with analysers and similar equipment has to be
validated. Any change in design, composition and test procedure as
well as for any use in combination with other products not approved by
the manufacturer is not authorized; the user himself is responsible for
such changes. The manufacturer is not liable for false results and inci-
dents for these reasons. The manufacturer is not liable for any results
by visual analysis of the patient samples.

 Only for in vitro diagnostic use.

« All components of human origin used for the production of these rea-
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gents have been tested for anti-HIV antibodies, anti-HCV antibodies
and hepatitis B antigen (Bag) and have been found to be non-reactive.
Nevertheless, all materials should be regarded and handled as poten-
tially infectious.

« Do not interchange reagents or strips of different production lots.

* Do not use reagents from other manufacturers with reagents of this
test kit.

« Do not use reagents after expiry date stated on the label or after 1
month of preparation of concentrated reagents to working solutions.

« Use only clean pipette tips, dispensers and lab ware.

< To prevent cross-contamination, do not interchange screw caps of rea-
gent vials.

« Close reagent vials tightly immediately after use to avoid evaporation
and microbial contamination.

< After first opening and subsequent storage, check conjugate, calibra-
tors and control vials for microbial contamination prior to further use.

« To avoid cross-contamination and falsely elevated results, pipette cali-
brators, control and fecal extract samples, and dispense conjugate and
substrate, accurately to the bottom of microplate wells, without splash-
ing.

« Some reagents contain sodium azide at less than 0.1% (w/v) and/or
0.1% Kathon.

- Store the substrate solution in the original, opaque bottle; the solution
should be clear to pale yellow. Mix gently before use.

< BIOHIT Calprotectin is designed for use by qualified personnel who are
trained in good laboratory practice.

13.1 Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are generally considered as haz-
ardous waste. The disposal of this kind of waste is regulated through na-
tional and regional laws and regulations. Contact your local authorities or
waste management companies which will give advice on how to dispose
of hazardous waste.
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14. WARRANTY

Biohit shall remedy all defects discovered in any Product (the “Defec-
tive Product”) that result from unsuitable materials or negligent workman-
ship and which prevent the mechanical functioning or intended use of the
Products including, but not limited to, the functions specified in Biohit's
specifications for the Products. ANY WARRANTLY WILL, HOWEVER,
BE DEEMED AS VOID IF FAULT IS FOUND TO HAVE BEEN CAUSED
BY MALTREATMENT, MISUSE, ACCIDENTAL DAMAGE, INCORRECT
STORAGE OR USE OF THE PRODUCTS FOR OPERATIONS OUT-
SIDE THEIR SPECIFIED LIMITATIONS OR OUTSIDE THEIR SPECI-
FICATIONS, CONTRARY TO THE INSTRUCITONS GIVEN IN THE IN-
STRUCTION MANUAL.

The period of this warranty is defined in the instruction manual of the Prod-
ucts and will commence form the date the relevant Product is shipped by
Biohit. This Biohit Diagnostic kit has been manufactured according to ISO
9001 / ISO 13485 quality management

protocols.

In case of interpretation disputes the English text applies.

In case of any serious incident in relation to the product, contact the
manufacturer.
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15. SHORT OUTLINE OF THE PROCEDURE

BIOHIT Calprotectin kit for analysis of Calprotectin in feces.

Please refer to sections 7 — 9 in the package insert for a full description
of the practical steps.

Extraction
Perform extraction according to one of the methods described in section
7141-71.2

ELISA (manual procedure)

« Dilute fecal extracts 1:100 in Sample Dilution Buffer

* Add 100 pL calibrators, controls, blank and samples to the ELISA plate
« Incubate on a plate shaker at room temperature for 40+5 min)
* Wash the wells three times with 300 uL Washing Buffer

« Add 100 pL of Conjugate solution to each well

* Incubate on a plate shaker at room temperature for 40+5 min)
* Wash the wells three times with 300 pyL Washing Buffer

* Add 100 pL Substrate Solution to each well

« Incubate under cover for 20 — 30 min

* Optional: add 100 pyL 1M NaOH to each well

* Read the OD values at 405 nm using an ELISA reader

« Using a 4-parameter curve fit, calculate the results (ng/mL)

* mg/kg in feces = ng/mL x 5

For questions, please contact: info@biohit.fi
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1.KAYTTOTARKOITUS

BIOHIT Calprotectin on kvantitatiivinen in vitro entsyymi-immunomaari-
tys, joka auttaa diagnosoimaan ohutsuolen tai mahalaukun orgaanisia
sairauksia, kuten tulehduksellista suolistosairautta, haavaista paksusuo-
litulehdusta tai Crohnin tautia, havaitsemalla kalprotektiinia ulostenayt-
teista. Lisaksi testillda seurataan sairauden aktiivisuutta ja hoitovastetta
potilailla, joilla on haavainen paksusuolitulehdus tai Crohnin tauti. Testi
voidaan suorittaa joko manuaalisesti tai automaatilla ja se on tarkoitettu
vain terveydenhuollon ammattilaisten kayttoon.

2. TAUSTA

Kalprotektiini on 36 kilodaltonin kokoinen kalsiumia ja sinkkia sitovaa
proteiini” jota vapautuu erityisesti leukosyyteista, tarkemmin polymor-
fonukleaarisista neutrofiilisistd granulosyyteista (PMN) suolen luumeniin
suoliston limakalvon tulehduksen aikana. Suolen mikro-organismit stimu-
loivat leukosyytteja siitymaan suolen luumeniin, missd ne vapauttavat
sisalténsa, johon kuuluu mikrobeja tappavia aineita, kuten kalprotektiinia.
Tama proteiini muodostaa noin 60 % kaikista PMN:n soluliman proteii-
neista 2)ja sen maara voidaan luotettavasti arvioida ulostenaytteista, joita
on sailytetty korkeintaan seitseman paivaa huoneenlammossa 3),
Erityyppiset sairaudet, esimerkiksi bakteeri-infektiot, nivelreuma ja syopa,
johtavat PMN:n aktivoitumiseen ja lisdavat kalprotektiinin maaraa soluli-
massa, selkaydinnesteessa, nivelnesteessa, ientaskunesteessa, virtsas-
sa tai muissa kehon nesteissa 4.

Ulosteen kalprotektiinipitoisuus korreloi suolen luumeniin siirtyneiden
PMN:en lukumaaran kanssa 5)ja pitoisuus voidaan maarittaa luotettavas-
ti myds pienista (alle gramman painoisista) satunnaisista ulostenaytteis-
ta 30). Suoliston elimelliset taudit jattavat selkean suolistotulehduksesta
kertovan kalprotektiinijaljen; tyypillisesti kalprotektiinin arvot nousevat vii-
si- tai monituhatkertaisiksi siita, mita terveiden henkildiden arvot enimmil-
laan ovat®79). Tulehdukselliset suolistosairaudet (IBD), kuten haavainen
paksusuolitulehdus ja Crohnin tauti, voivat esiintyd varhaislapsuudesta
myo6haiseen aikuisikaan asti ja diagnoosia viivastyttavat usein vaikeasel-
koiset oireet tai vastahakoisuus endoskopian ja biopsian suorittamiseen.

Toiminnalliset hairiét, kuten artyvan suolen oireyhtyma (IBS), eivéat ai-
heuta lisdantynytta kalprotektiinin pitoisuutta ulosteessa, toisin kuin 1BD.
Potilailla, joilla on elimellinen tai toiminnallinen vatsavaiva, voi olla sa-
mankaltaisia oireita, ja pelkka kliininen tutkimus ei valttamatta riité oikean
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diagnoosin varmistamiseen. Kalprotektiinin testaaminen ulosteesta on
yksinkertainen, ei-invasiivinen, edullinen ja objektiivinen tapa valikoida
potilaita lisatutkimuksiin, kuten endoskopiaan. Vatsan oireilu on hyvin ta-
vallista seka lapsilla etta aikuisilla ja BIOHIT Calprotectin ELISA-testilla
mitatut negatiiviset tulokset voivat suurella todennakéisyydellda auttaa
poissulkemaan tulehdukselliset suolistosairaudet 7,

Limakalvon parantuminen on onnistuneen IBD:n hoidon tavoite ja kal-
protektiinin testaus ulosteesta kertoo, milloin tdma tavoite on saavutettu.
Monilla IBD-potilailla on kliinisen toipumisjakson aikana normaalit C-
reaktiivisen proteiinin (CPR) tasot, mutta heilla on silti jatkuva tulehdus,
10), joka nakyy kalprotektiinin maaran kasvuna ulosteessa. Nailla potilailla
IBD:n uusiutumisriski seuraavien kuukausien aikana on korkea '). Jos
limakalvo paranee, uusiutumisriski ja merkittavan suolistoleikkauksen tar-
ve pienenevat 12,13), Kalprotektiinin tason normalisoituminen merkitsee
sitd, etta limakalvon paraneminen on alkanut 14),

3. TESTIN PERIAATE

BIOHIT Calprotectin-testi perustuu ulostenaytteen kasittelyyn eristyspus-
kurin (Fecal Extraction Buffer) avulla. Kalprotektiinipitoisuus maaritetdan
entsyymi-immunologisella menetelmalla (ELISA), joka on kalprotektiinille
spesifinen.

ELISA-testissa naytteet ja kalibraattorit inkuboidaan erillisilla kuoppa-
levyilla, jotka on pé&allystetty kalprotektiinia sitovilla monoklonaalisilla
vasta-aineilla. Inkuboinnin ja kuoppalevyjen pesun jalkeen sitoutuneen
kalprotektiinin annetaan reagoida entsyymilla leimatun, affiniteetti-puh-
distetun kalprotektiinispesifisen vasta-aineen kanssa. Taman reaktion
jalkeen kuoppalevyyn sitoutuneen entsyymin maara on verrannollinen
kalprotektiinin maaraan naytteessa tai kalibraattorissa, mikd maaritetaan
lisddmalla kuoppiin substraattia joka reagoi entsyymin kanssa muodos-
taen varireaktion. Varin intensiivisyys maaritetdan mittaamalla kuoppien
absorbanssi kayttden ELISA-lukijalaitetta. Intensiteetti on suoraan ver-
rannollinen kalibraattorien ja naytteen kalprotektiinipitoisuuden kanssa.
Analyysi kalibroidaan kayttamalla leukosyyttiuutteesta puhdistettua kal-
protektiinia.
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4. MATERIAALIT

4.1. Pakkaukseen sisdltyvit reagenssit

Paallystetty kuoppalevy: 12 liuskaa, 8 kuoppaa liuskassa, paallystetty
affiniteetti-puhdistetulla, monoklaanisella, kalprotektiinispesifisella hiiren
vasta-aineella. Levy on pakattu umpiopakattuun pussiin yhdessa kui-
vausaineen kanssa. Al yhdista eri kittilaatikoiden kuoppalevyja/liuskoja,
vaikka niilla olisi sama erdnumero.

laimennuspuskurikonsentraatti (5x konsentraatti) ***:

1 x20 ml, 5x konsentraatti, laimennetaan tislatulla/deionisoidulla vedella,
pH 8,0 + 0,2, keltainen liuos, pullossa sininen korkki.

pesupuskurikonsentraatti (20x konsentraatti) *:
1 x50 ml, 20x konsentraatti, laimennetaan tislatulla/deionisoidulla vedella,
kuoppalevyn pesuun, pH 7,8 + 0,2, kirkas liuos, pullossa valkoinen korkki.

Eﬂm ulostendytepuskurikonsentraatti (2,5x konsentraat-
ti) **: 2 x 90 ml, 2,5x konsentraatti, laimennetaan tislatulla/deionisoidulla
vedella, pH 8,0 £ 0,2, kirkas liuos, pulloissa valkoiset korkit.

kalprotektiinin kalibraattorit ja 0-néyteliuos**:

6 kpl 1,0 ml:n pulloja, kayttdvalmis, keltainen liuos, ampulleissa erivariset
korkit:

Blank: Sininen korkki 0 ng/ml
Kalibraattori 1: Vihrea korkki 7.8 ng/ml
Kalibraattori 2: Keltainen korkki 31.3 ng/ml
Kalibraattori 3: Punainen korkki 62.5 ng/ml
Kalibraattori 4: Valkoinen korkki 125 ng/ml
Kalibraattori 5: Musta korkki 500 ng/ml

[CONTROL|LOW|CONTROL|HIGH] Matala ja korkea kontrolli ***: 2 kpl 1,0
ml:n ampullia, kayttévalmiita, keltainen liuos, matala kontrolli: ampulli,
jossa ruskea korkki, korkea kontrolli: ampulli, jossa violetti korkki.

Konjugaattiliuvos****: 13 ml emaksista fosfataasi-leimattua, af-
finiteetti- puhdistettua polyklonaalista kanin kalprotektiini vasta-ainetta,
kayttévalmis, punainen liuos, 25 ml:n Dynex-reagenssiputki, jossa
valkoinen korkki.

Substraattiliuos (pNPP): 13 ml, kéyttévalmis, kirkas tai vaalean-

keltainen liuos, lapindkymaton pullo, jossa keltainen korkki. o5



Huomautus: Jos kaytat Dynex-automaattia, substraattiliuos tulee siirtaa
25 ml:n Dynex-reagenssiputkeen ennen testin suorittamista.

*

ok

ok

Hkkk

Siséltaa 0,1 % Kathonia

Siséltaa <0,1 % natriumatsidia

Sisaltaa 0,1 % Kathonia ja <0,1 % natriumatsidia

Sisaltaa 0,02 % metyyli-isotiatsolonia ja 0,02 % bromonitrodioksaania

4.2. Pakkaukseen sisdltyvat materiaalit

2 inkubaatiokalvoa
1 testin kayttdohje
1 levyn malli

4.3. Tarvittavat materiaalit, jotka eivat sisally toimitukseen
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Tislattu/deionisoitu vesi

Uuttamisvalineet (katso kohta 7.1.1 ja 7.1.2)

Kertakayttdiset, murrettavat inokulaatiosilmukat (jos kaytetaan koh-
dassa 7.1.2 mainittua punnitusmenetelmaa)

Herkka digitaalivaaka (40-150 mg) (jos kaytetaan kohdassa 7.1.2
mainittua punnitusmenetelmaa)

Kertakayttoiset, kierrekorkilla varustetut polystyreeniset nayteput-
ket, 5 ml (jos kdytetddn kohdassa 7.1.2 mainittua punnitusmene-
telmaa)

Vortex-sekoitin (putkisovittimen kanssa) tai ravistelija1000 rpm:n
nopeudella, kaytettdessa ulostenaytteen uuttamiseen kohdassa
7.1.2

Kertakayttoiset putket naytteiden laimentamiseen: Eppendorf-put-
ket tai samankaltaiset (jos analyysi tehdaan manuaalisesti)
Pipetteja, joiden tilavuus on 10—-1000 pl (jos analyysi tehdaan ma-
nuaalisesti)

Pipetti tai monikanavainen pipetti 1000 pl (jos analyysi tehdaan ma-
nuaalisesti)

Mikrotiitterilevyjen pesuri tai monikanavainen pipetti 300 pl (jos
analyysi tehdadn manuaalisesti)

Levyn ravistelija (500-700 r/min) (jos analyysi tehdaan manuaa-
lisesti)

Ajastin (jos analyysi tehdaan manuaalisesti)

Kuoppalevyn lukija, suodatin 405 nm (jos analyysi tehdd&n manu-
aalisesti)

1 M NaOH (pysaytysliuos, valinnainen)



5. SAILYVYYS JA SAILYTYS

Sailytettdessa avaamattomina 2—8 °C:ssa pakkauksen reagenssit pysy-
vat stabiileina etikettiin merkittyyn vimeiseen kayttopaivaan asti.

Levyt, reagenssit ja konsentroidut puskuriliuokset sailyvéat avattuina kol-
me kuukautta sailytettyna 2—-8 °C:ssa.

Pesupuskuriliuoskonsentraatin, laimennuspuskurikonsentraatin ja ulos-
tendytepuskurikonsentraatin tydliuokset (1x) sailyvat kuukauden ajan sai-
lytettyna 2—8 °C:ssa, kun ne valmistetaan puhtaisiin astioihin.

Valta altistamista korkeille [ampétiloille ja suoralle auringonvalolle.

6. REAGENSSIEN VALMISTAMINEN
Kaikki reagenssit, naytteet ja kontrollit tulee tasapainottaa huoneenlam-
pdon (18-25 °C) ennen testin aloittamista.

6.1. Paallystetyn kuoppalevyn liuskat

Kayttovalmiit liuskat on paallystetty affiniteetti-puhdistetulla, monoklaani-
sella hiiren kalprotektiinivasta-aineella. Kayttamattomat liuskat tulee pois-
taa kehyksesta ja sulkea heti alumiinifoliopussiin kuivausaineen kanssa.
Sailytys 2—8 °C:n lampétilassa.

6.2. Naytteen laimennuspuskuri

Laimenna 5x naytteen laimennuspuskurikonsentraatti lisdamalla yksi osa
(20 ml) neljaan osaan (80 ml) tislattua/deionisoitua vettd puhtaaseen asti-
aan, jolloin liuosta on 100 ml. Sekoita hyvin. Sailyta laimennettu naytteen
laimennuspuskurikonsentraatti suljetussa astiassa 2—8 °C:n lampdtilas-
sa.

Huomautus: Jos kaytat Dynex DS2- tai DSX ELISA -automaattia, laimen-
nuspuskurikonsentraatti tulee siirtdd 25 ml:n Dynex-reagenssiputkeen
ennen testin suorittamista.

6.3. Pesupuskuri

Laimenna 20x pesupuskurikonsentraatti lisdamalla yksi osa (50 ml) 19
osaan (950 ml) tislattua/deionisoitua vettd puhtaaseen astiaan, jolloin liu-
osta on 1000 ml. Sekoita hyvin. Sailyta laimennettu pesupuskuri suljetus-
sa astiassa 2-8 °C:n lampétilassa.

6.4. Ulostenaytepuskuri
Laimenna 2,5x ulostendytepuskurikonsentraatti lisddmalla yksi osa (90
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ml) 1,5 osaan (135 ml) tislattua/deionisoitua vettd puhtaaseen astiaan,
jolloin liuosta on yhteensa 225 ml. Sekoita hyvin. Sailyta laimennettu pus-
kurikonsentraatti suljetussa astiassa 2—-8 °C:n lampétilassa.

6.5. Kalibraattorit, 0-nayteliuos ja kontrollit

0-nayteliuos, kalibraattorit ja kontrollit sisaltavat jokainen 1,0 ml kaytto-
valmista liuosta. Kalprotektiinipitoisuus on merkitty jokaisen pullon etiket-
tiin. Pullot ovat yhteensopivia Dynex DS2- ja DSX ELISA -automaattien
kanssa.

6.6. Konjugaattiliuos

Putki sisaltaa 13 ml emaksista fosfataasi-leimattua (ALP), affiniteetti-puh-
distettua kanin kalprotektiinivasta-ainetta puskurissa, jossa on stabilisaat-
toria, saildntaaineita ja inaktiivista (inerttid) punaista variainetta. Liuos on
kayttévalmista. Putki on yhteensopiva Dynex DS2- ja DSX ELISA -auto-
maattien kanssa.

6.7. Substraattiliuos

Pullo sisaltéa 13 ml p-nitrofenyylifosfaattiliuosta (pNPP). Liuos on kayt-
tovalmista ja se tulee sailyttaa alkuperaisessa, lapinakymattdmassa pul-
lossaan.

Huomautus: Jos kaytat Dynex DS2- tai DSX ELISA -automaattia, entsyy-
misubstraattiliuosta tulee siirtda 25 ml:n Dynex-reagenssiputkeen ennen
testin suorittamista.

7. NAYTTEEN OTTAMINEN JA VALMISTELEMINEN
BIOHIT Calprotectin on kehitetty ja hyvaksytty ulostenaytteiden tutkimi-
seen.

7.1. Ulostenaytteet

Koska kalprotektiini sailyy hyvin ulosteessa, potilaat voivat ottaa pienen
naytteen kotioloissa. Ota 1-5 gramman (noin yksi teelusikallinen) nayte,
laita se sopivaan puhtaaseen astiaan ja toimita se mahdollisimman pian,
viimeistdan seuraavan neljan paivan aikana, laboratorioon. Jos nayte
laitetaan hyvaksyttyyn kuljetuspakkaukseen, ndyte voidaan léhettaa ta-
vallisena postina, kylmakuljetusta ei tarvita. Altistamista yli 30 °C:n lam-
pétiloille tulee valttaa.

Naytteet voidaan sailyttdd myos pakastettuina, —20 °C:ssa tai alhaisem-
massa lampdétilassa korkeintaan 1,5 vuoden ajan, kunnes ne toimitetaan
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tai postitetaan. Pakastetut naytteet tulee sulattaa ja tasapainottaa huo-
neenlampdon ennen uuttamista ja testausta. Valta naytteen uudelleen-
pakastusta ja -sulatusta. Huomioi, etta ulostenaytteen jaadyttdminen voi
joissain tapauksissa johtaa kohonneisiin kalprotektiinipitoisuuksiin, to-
dennakoisimmin granulosyyteista vapautumisen seurauksena.

Huomautus: Ennen uuttamisen aloittamista uloste tulee homogenisoida
hyvin esimerkiksi lastalla, ennen kuin pieni osa erotetaan uuttamista var-
ten.

Suosittelemme BIOHIT-uuttamisputkien tai jonkin alla kuvatun menetel-
man (kohdat 7.1.1 ja 7.1.2) kayttéad uuttamiseen. Tee uuttaminen pak-
kausselosteen ohjeen mukaisesti, sen mukaan mika uuttamisvaline tai
—menetelma on valittu. Myés muita asiakkaan validoimia menetelmia tai
laitteita voi kayttaa.

7.1.1. Uuttaminen BIOHIT-uuttamisputkien avulla
Kayttoohjeet: Lue tuotteen Ref. 602270 pakkausseloste.

7.1.2. Uuttaminen punnitusmenetelmalla (ilman uuttamislaitetta)

1. Punnitse tyhja nayteputki (tyhjapaino) yhdessa inokulaatiosiimukan
kanssa.

2. Ota silmukan avulla noin 100 mg (40-120 mg) ulostetta ja aseta se
kierrekorkilliseen nayteputkeen. Valta kiinteiden, sulamatta jaanei-
den materiaalien, kuten kuitujen ja siemenien ottamista.

3. Punnitse nayteputki ja silmukka yhdessa ulosteen kanssa, jolloin
saat laskettua ulosteen nettopainon.

4. Murra tai leikkaa silmukan kadensijan ylaosa irti ja jata alaosa put-
keen.

5. Lisaa ulostenaytepuskuri painoon: maaran suhde 1:50, esimerkiksi
4.9 ml puskuria 100 mg:a ulostetta kohti. Sulje putki.

6. Sekoita voimakkaasti 30 sekunnin ajan vortex-sekoittimessa.

7. Jatka sekoitusta ravistimessa (noin nopeudella 1000 r/min) noin 30
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+ 5 minuutin ajan. Silmukan tulee olla putken sisélla sekoituksen
ajan.

8. Anna uutteen asettua muutaman minuutin ajan ja ota naytetta va-
rovasti pipetilla nayteputken yldosasta. Sentrifugin kayttd ei ole
tarpeellista, mutta lyhyt kéasittely voidaan suorittaa, jos tarvitaan
partikkelivapaa liuos.

9. Uute, joka edustaa ulostendytteen laimennusta 1:50 (paino:maara),
on nyt valmis laimennusta ja testausta varten.

10. Siirrd noin 0.5 ml uutetta uuteen putkeen sailytysta varten. Uutteita
voidaan sailyttda 2—8 °C:n lampdtilassa ainakin viiden paivan ajan
tai jaadytettyna alle —20 °C:een 12 kuukauden ajan.

8. SUOSITELTU LEVYN PIPETOINTIKAAVIO
1 2 3 4 etc.

A | Kalibraattori 5 | Kalibraattori5 | Nayte 1 | Nayte 1
500 ng/ml 500 ng/ml

B | Kalibraattori 4 | Kalibraattori4 | Nayte 2 | Nayte 2

125 ng/ml 125 ng/ml

C | Kalibraattori 3 | Kalibraattori 3 | Nayte 3 | Nayte 3
62,5 ng/ml 62,5 ng/ml

D | Kalibraattori 2 | Kalibraattori2 | Nayte 4 | Nayte 4
31,3 ng/ml 31,3 ng/ml

E | Kalibraattori 1 | Kalibraattori 1 | Nayte 5 | Nayte 5
7,8 ng/ml 7,8 ng/ml

F | 0-nayteliuos 0-nayteliuos Nayte 6 | Nayte 6
0 ng/mli 0 ng/ml

G | Matala kon- Matala kon- Nayte 7 | Nayte 7
trolli trolli

H | Korkea Korkea Nayte 8 | Nayte 8
kontrolli kontrolli

Suositeltava ELISA-levyn pipetointimalli kalibraattoreille, kontrolleille ja
naytteille manuaalisessa testivaihtoehdossa. Kahden rinnakkaisen kuo-
pan kayttéa yhdelle naytteelle suositellaan tuloksien luotettavuuden pa-
rantamiseksi. Tayteen levyyn mahtuu 40 naytetta.

9. TESTIMENETELMA
Seuraavat toimenpiteet koskevat manuaalista testausta. Hyvaksytyt
toimenpiteet Dynex DS2- ja DSX ELISA-automaattien kayttéon ovat
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saatavilla pyynnosta. Huomioi, etta kalibraattorin, 0-nayteliuoksen ja po-
sitiivisen kontrollin seka konjugaatin putki sopivat DS2- ja DSX ELISA-

a

utomaatteihin. Muitakin automaattisia ELISA-vélineitd voidaan my0s

kayttaa, mutta asiakkaan tulee validoida ne.

9

-

.1 Menetelmia koskevia huomioita
Valmistelu: Lue kayttéohje huolellisesti ennen maarityksen tekemista.
Tulosten luotettavuus on riippuvainen kuvatun kayttdohjeen huolelli-
sesta noudattamisesta. Ennen testauksen aloittamista, pipetointimalli
0-nayteliuoksineen, kalibraattoreineen, kontrolleineen ja naytteineen
tulee varmistaa huolellisesti, kayttden esimerkiksi pakkauksessa ole-
vaa pohjaa apuna. Valitse tarvittava maara kuoppalevyn liuskoja. Kayt-
tamattomat liuskat tulee sulkea alumiinipussiin ja sailyttdd kohdassa
6.1. kuvatulla tavalla.
Suositeltava laimennos ulostenaytteesta on 1:100. Talla laimennoksel-
la naytteen tulos on valilld 25 mg/kg (LoQ) — 2500 mg/kg ulosteesta.
Naytteitd, joiden kalprotektiiniarvot ovat korkeat, voidaan laimentaa
enemman (> 1:100) ja testata uudelleen, jos tarkka arvo tarvitaan.
Naytteitd, joiden kalprotektiiniarvot ovat alhaiset, voidaan laimentaa
vahemman (1:50). Kéaytetty laimennuskerroin tulee huomioida kon-
vertoitaessa maaria yksikosta ng/ml yksikk66n mg/kg (katso kohta 10
jaliempana).
Tee kaikki testin vaiheet annetussa jarjestyksessa ilman huomattavia
viivastyksia vaiheiden valilla.
Jokainen kalibraattori, kontrolli ja nayte tulee annostella puhtaalla, ker-
takayttoisella pipettikarjella.
Jotta tulokset olisivat luotettavia, 0-nayteliuoksista, kalibraattoreista,
kontrolleista ja potilasnaytteista tulee aina testata myds kaksoiskap-
paleet.
Kaikki naytteet ja pakkauksen reagenssit tulee saattaa huoneenlam-
pdon (18-25 °C) ennen testin aloittamista.

.2 ELISA-menetelma

. Laimenna ulosteuutenaytteet suhteeseen 1:100 (esim. 10 pL naytetta
+ 990 pL naytteen laimennuspuskuria) ja sekoita hyvin Vortex-sekoit-
timessa.

Lisda 100 pL kutakin 0-nayteliuosta, kalibraattoria, kontrollia ja lai-
mennettua naytettd kuoppalevyn kaksoiskappaleeseen. Katso suosi-
teltu levyn jarjestys kohdasta 8.

Peita levy inkubaatiokalvolla ja inkuboi huoneenlammdssa 40 + 5 min)
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vaakatasoisessa levyn ravistimessa (nopeudella noin 500-700 r/min).

4. Poista neste inkubointiajan lopussa ja pese kuoppalevyn kuopat li-
saamalla 300 uL pesupuskuria jokaiseen kuoppaan. Poista mahdolli-
simman suuri osa nesteesta ja toista pesu viela kaksi kertaa. Jos kay-
tdssa on levynpesin, tarkista etta kaikki imu- ja tayttdanturit ovat auki,
jotta kuopat puhdistuvat kunnolla. K&anna viimeisen pesun jalkeen
levy nurin ja taputtele kuoppia huolellisesti imukykyisella pyyhkeella
poistaaksesi pesupuskurin jaamat.

5. Sekoita konjugaattipullon sisaltdé hellavaraisesti ennen kayttéa (ala
ravista). Lisad 100 pL konjugaattiliuosta jokaiseen kuoppaan kaytta-
malla mielellaan toistopipettia tai monikanavaista pipettia.

6. Peita levy inkubaatiokalvolla ja inkuboi huoneenlammdssa 40 + 5 min)
vaakatasoisessa levyn ravistimessa (noin nopeudella 500700 r/min).

7. Toista ylldkuvatut pesuvaiheet jokaiselle kuopalle kolme kertaa 300
uL:lla pesuainetta.

8. Lisaa 100 pL substraattiliuosta jokaiseen kuoppaan, kayta mielellaan
toistopipettia tai monikanavaista pipettia.

9. Inkuboi huoneenlammdssa (ala ravista) valolta suojattuna 20-30 mi-
nuutin ajan.

10. Vaihtoehtoinen: Lisaa 100 pL 1 M NaOH -pysaytysliuosta jokaiseen
kuoppaan, jos ennalta maaritetty inkubaatioaika on tarpeen.

11. Lue optisen tiheyden (OD) arvot 405 nm:n kohdalla ELISA-lukijan
avulla. Jos levyn lukijassa on ravistelutoiminto, ravistele levya hetken
(2-3 sekuntia) ennen lukemista.

10. TULOKSET

10.1 Kalibroidut kontrollien raja-arvot

« Uusi standardikayra pitaa sisallyttaa jokaiseen kayttokertaan.

- Positiiviset kontrollit pitéa sisallyttaa jokaiseen kayttdkertaan. Kontrolli-
en arvojen tulee olla 1aakepullojen etiketteihin merkittyjen raja-arvojen
mukaiset.

« Ohjeena on, etta kalibraattori 5:n (500 ng/ml) OD-arvon tulee olla 21.6
ja 0-nayteliuoksen (0 ng/ml) OD-arvon tulee olla £0.25. Kuva 1 esittaa
edustavan kalibraattorikayran.

10.2 Tulosten laskenta

Kalprotektiinipitoisuuden laskeminen potilaan ulostenaytteesta:

1. Laske kaikkien kaksoismaaritysten (0-nayteliuos, kalibraattorit ja nayt-

teet) keskimaaraiset OD-arvot.
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2. Merkitse 0-nayteliuoksen ja jokaisen kalibraattorin ja pitoisuuden (ng/
ml) arvo X-akselille vastaamaan sen Y-akselilla olevaa OD-keskiar-
voa piirtddksesi standardikayran. Neliparametristd sovituskayraa
(curve fit function) suositellaan kaytettavaksi (katso kuva 1 alla).
Jos logaritminen x-akseli on tarpeen, arvoa 0,001 ng/ml tulee kayttaa
0-néayteliuokselle (0 ng/ml).

3. Maarita kalprotektiinipitoisuus laimennetuissa naytteissa (ng/ml) OD-
arvojen perusteella kayttamalla kalibrointikayraa.

4. Kerro kalprotektiinipitoisuus (ng/ml) laimennetuissa ulostenayt-
teissa viidelld, jotta voit muuntaa ne yksikk66n mg/kg kalprotek-
tiinia alkuperdisessa ulostendytteessa.

Tama korjaa laimennoksen suhteessa 1:5000 (1:50 uuttamisvaiheessa ja
sitd seuraava uutteen laimennus 1:100) ja muuttaa arvon yksikdistéd ng/
ml yksikk66n mg/kg.

Esimerkki: jos laimennetun uutetun néytteen arvo on 100 ng/ml, alkupe-
réisen ulostendytteen pitoisuus on 100 x 5 = 500 mg/kg.

Huomautus: Jos uutteita on laimennettu suositeltua suhdetta 1:100 enem-
man (tai vdhemman), lisdlaimennuskerroin tulee huomioida laskelmissa.

Kuva 1: Tyypillinen kalibraatiokdyra, kaytdssa 4P kayran sovitus.
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10.3 Tulosten tulkinta
Kirjallisuudessa on raportoitu seuraavat kalprotektiinin arvot ulostenayt-
teissa® 2

Normaali arvo 5 — 50 mg/kg
Positiivinen arvo > 50 mg/kg
Mediaaniarvo symptomaattista kolorektaalisyopaa sai- 350 mg/kg

rastavilla potilailla

Aktiivinen, oireinen tulehduksellinen suolistosairaus 200 — 40 000 mg/kg

Huomaa, etta diagnoosia ei tule tehda yksittaisen testituloksen perusteel-
la. Diagnoosissa tulee ottaa huomioon potilaan kliininen taudinkuva ja
oireet.

11. TOIMENPITEEN RAJOITUKSET

Naytteen toistuva pakastaminen ja sulattaminen saattaa vaikuttaa testi-
tulosten tarkkuuteen.

Lopullista diagnoosia ei tule tehda yksittaisen testituloksen perusteella.

12. TESTIN SUORITUSARVOT

Huomautus. Kaikki testin varmennustutkimukset suoritettiin uloste-uute-
naytteiden (laimennus 1:100) manuaalisella testauksella kohdassa 9 ku-
vatun ELISA-menetelman mukaisesti.

Testien vélinen ja testien sisdinen toistettavuus ulostenaytteista:

Testien vilinen toistettavuus, Testien sisdinen toistettavuus,
ulostendytteet* ulostenadytteet**
Pitoisuus % CV Pitoisuus % CV
ulosteessa (mg/kg) ulosteessa (mg/kg)
321 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 4.2
1977 7.9 1966 5.0
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* Keskimaaraiset tulokset kolmesta eri laboratoriosta, jokainen testasi
kitin kaksi valmistuseraa: kuusi naytetta testattiin yhteensa kymmenen
kertaa viiden paivan aikana

** Keskimaaraiset tulokset kolmesta eri laboratoriosta, jokainen testasi
kaksi valmistuseraa: kuusi naytetta ja kymmenen toistoa yhdella kerralla

Saanto (recovery)
Uloste: 85-105 %,; testattu ulostenaytteelld, johon lisatty puhdistettua kal-
protektiinia viidella eri pitoisuudella.

Kvantifiointiraja (limit of quantification):

5 ng/ml; testattu ulostenaytteella ja puhdistetulla kalprotektiinilla. Naytteet
analysoitiin viisi kertaa viiden paivan aikana. Eri naytteiden ja maaritysten
CV:n keskiarvo télla tasolla oli 12 %.

Maaritysraja (limit of detection):
<5 ng/ml; laskettu keskiarvona (laimennuspuskuri; n= 32) + 5x SD.

Hairitsevat tekijat
Yeisesti kaytettyjen ladkkeiden: prednisoloni, Imurel, salatsopyriini ja sip-
rofloksasiini ei todettu vaikuttavan ELISA-testin tuloksiin.

Uuttamisen toistettavuus (precision)

Kaksi ulostendytettd uutettin molemmat kymmenen kertaa kohdassa
7.1.2 kuvailtujen toimenpiteiden mukaisesti ja uutteet analysoitiin ELISA-
menetelmalla. Keskimaaraiset tulokset kolmesta eri laboratoriosta ja yh-
desta kitin valmistuseréasta:

Nayte Pitoisuus (mg/kg) % CV
Low 130 8.7
High 1357 8.8
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Lineaarisuus, ulostendyteuutteet
Ulostenadyteuutteet (n = 10) laimennettiin suhteessa 1:100—1:1000 ja ana-
lysoitiin ELISA-menetelmalla. Keskimaaraiset tulokset:

Laimennus % laimennussuhteen 1:100 tuloksesta
1:100 100
1:400 103
1:700 105
1:1000 107

Naytteiden vaihtelu on huomioitu lineaarisuudessa.

13. VAROITUKSET JA VAROTOIMENPITEET

EU-direktiivin 98/79/EY 1. artiklan kohdan 2b mukaisesti, tdma in vitro
-diagnostiikkaan tarkoitettu 1d&kinnallinen laite on valmistajan toimesta
varmistettu kayttéon soveltuvaksi, toimivaksi ja turvalliseksi.

Sen vuoksi kayttdohjeessa esitettyja kayttoohjeita, tietoja, varatoimia
ja varoituksia on seurattava tarkasti. Testikitin soveltuvuus kaytettavak-
si analysaattoreiden tai vastaavien laitteiden kanssa tulee validoida.
Kaikki muutokset koskien muotoilua, kokopanoa ja testin suoritusoh-
jetta sekai kaikki yhteiskaytté muiden sellaisten tuotteiden kanssa, joita
valmistaja ei ole hyvaksynyt, ovat kiellettyja ja kayttaja on itse vastuus-
sa muutoksista. Valmistaja ei ole vastuussa edelld mainituista syys-
ta johtuvista virheellisista tuloksista tai tapaturmista. Valmistaja ei ole
vastuussa potilasnaytteiden visuaalisesta analysoinnista.

Ainoastaan in vitro -diagnostiseen kayttoon

Kaikki ndiden reagenssien valmistuksessa kaytetyt ihmisperéiset ai-
neet on testattu HIV-vasta-aineiden, HCV-vasta-aineiden ja hepatiitti-
B-antigeenien (Bag) suhteen ja ne on todettu negatiivisiksi. . Kuitenkin
kaikkia materiaaleja on kasiteltava potentiaalisesti tartuntavaarallisina.
Al vaihda reagensseja tai liuskoja tuote-erien valilla.

Ala kayta taman testin reagensseja yhdessé toisten valmistajien rea-
genssien kanssa.

Ala kayta reagensseja niiden etikettiin merkityn viimeisen kéyttopaivan
jalkeen tai yhden kuukauden jalkeen siitd, kun konsentraateista on
valmistettu kayttoliuos.

Kayta vain puhtaita pipettikarkia, annostelijoita ja laboratoriotarvikkeita.
Esta ristikontaminaatio, dlaka vaihda reagenssipullojen korkkeja kes-
kenaan.
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Sulje reagenssien pullot tiukasti heti kdyton jalkeen valttéaksesi haihtu-
mista ja mikrobikontaminaatiota.

Tarkista ensimmaisen kayton ja sitd seuraavan sailytyksen jalkeen
konjugaatin, kalibraattorien ja kontrollien pullot mikrobikontaminaation
varalta ennen uudelleenkaytt6a.

Valtadksesi ristikontaminaatio ja virheellisen korkeat testitulokset, pipe-
toi kalibraattorit, kontrollit ja ulosteuutendytteet ja annostele konjugaatti
ja substraatti tarkasti ja laikyttamatta kuoppalevyn kuopan pohjalle.
Jotkin reagenssit sisaltavat natriumatsidia alle 0,1 % (w/v) ja/tai 0,1 %
Kathonia.

Sailyta substraattiliuos alkuperaisessa, lapinakymattdomassa pullossa,
liuoksen tulee olla kirkasta tai vaaleankeltaista. Sekoita varovasti en-
nen kayttoa.

BIOHIT Calprotectin on tarkoitettu sellaisten patevien ammattilaisten
kayttoon, jotka tuntevat hyvat laboratoriokaytannét.

13.1 Huomioitava havitettaessa

Kemikaalien ja liuosten jaamia tulee yleisesti kasitella ongelmajatteena.
Tamankaltaisen jatteen havittamisesta on saadetty kansallisissa ja alu-
eellisissa laeissa ja saadoksissad. Ota yhteytté paikallisiin viranomaisiin
ja jatteenkasittely-yhtidihin, jotka neuvovat vaarallisen jatteen havittami-
sessa.
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14. TAKUU

Valmistaja lupaa korvata kaikki sen tuotteissa |6ydetyt viat (“Viallinen
tuote”) jotka johtuvat epasopivista materiaaleista tai huolimattomasta val-
mistustydsta, mika estaa tuotteen mekaanisen toiminnan tai tarkoitetun
kaytdn mukaanlukien, muttei rajoitettuna vain, toiminnat jotka on luetel-
tu valmistajan antamassa tuoteselostuksessa. TAKUU TULLAAN SILTI
PITAMAAN MITATOITYNA JOS VIAN HUOMATAAN AIHEUTUNEEN
TUOTTEEN VAHINGOITTAMISESTA, VAARINKAYTOSTA, VAARAS-
TA SAILYTYKSESTA, TAI KAYTOSTA ANNETTUJEN SPE-SIFIKAA-
TIOIDEN TAI RAJOITUSTEN ULKOPUOLELLA. TAI KAYTTOOHJEEN
VASTAISESTI.

Takuun voimassaoloaika vastaa tuotteen sailyvyysaikaa. Tama Biohitin
diagnostinen kitti on valmistettu ISO 9001- / ISO 13485 -laaduntarkkai-
lukaytannon mukaisesti. Sailyvyysaika on esitetty pakkausmerkinndissa.
Tulkinnasta johtuvien epaselvyyksien kyseenollessa englanninkielinen
versio on voimassa.

Jos tuotteeseen liittyy vakavia tapahtumia, tulee siitd ottaa yhteytta
valmistajaan
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15. TESTIN LYHYT KUVAUS
BIOHIT Calprotectin -testi kalprotektiinin analysoimiseen ulosteesta. Kat-
so tuoteselosteen kohdista 7-9 yksityiskohtaiset testin kdyttéohjeet

Naytteen uuttaminen

Tee uuttaminen kayttden yhta kohdassa 7.1.1-7.1.2. kuvattua menetel-
maa

ELISA (manuaalinen menetelma)

Laimenna ulosteuutetta suhteessa 1:100 laimennuspuskuriin
Lisda 100 pL kalibraatoreita, kontrollinayteita, 0-ndyteliuosta ja nayt-
teitd ELISA-levyylle

Inkuboi levynravistimessa huoneenldmmdssé 40 + 5 minuutin ajan
Pese kuopat kolme kertaa 300 pl:lla pesupuskuria

Lisda 100 pL konjugaattiliuosta jokaiseen kuoppaan

Inkuboi levynravistimessa huoneenlammaossa 40 + 5 minuutin ajan
Pese kuopat kolme kertaa 300 pL:lla pesupuskuria

Lisda 100 uL substraattiliuosta jokaiseen kuoppaan

Inkuboi peitettynd 20—-30 minuutin ajan

Vaihtoehtoinen: lisda 100 uL 1 M NaOH:a jokaiseen kuoppaan
Lue OD-arvot 405 nm:n kohdalla ELISA-lukijan avulla

Laske tulokset (ng/ml) kdyttden neliparametrista sovituskayraa
mg/kg ulosteessa = ng/ml x 5

Jos sinulla on kysymyksia, ota yhteyttd sahkdpostiosoitteeseen:
info@biohit.fi
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1. AVSEDD ANVANDNING

BIOHIT Calprotectin &r en kvantitativ enzymkopplad in vitro-immunanalys
avsedd som stdd for diagnos av organiska sjukdomar i tunn- eller tjock-
tarm eller magsack, till exempel inflammatorisk tarmsjukdom, ulcerds kolit
eller Crohns sjukdom genom detektion av kalprotektin i avféringsprover.
Dessutom anvands testet for att monitorera sjukdomsaktiviteten och be-
handlingssvaret hos patienter med ulcerés kolit och Crohns sjukdom. tes-
tet kan utféras antingen manuellt eller automatiskt och &r endast avsett
att anvandas av sjukvardspersonal.

2. BAKGRUND

Kalprotektin ar ett kalcium- och zinkbindande protein med en molekylar-
vikt pa 36 kDa') som frisatts speciellt fran leukocyter i sérskilda polym-
orfonukleéra neutrofila granulocyter (PMN) till tarmlumen vid tunntarms-
inflammation. Tarmens mikroorganismer stimulerar leukocyter till att
migrera till tarmlumen dar de frisatter sitt innehall, inklusive antimikrobiel-
la @mnen som kalprotektin. Detta protein utgor cirka 60 % av det totala
proteinet i PMN:ernas cytoplasma 2) och kan métas tillforlitligt i fecespro-
ver som har férvarats i upp till sju dagar i rumstemperatur 3).

Olika sjukdomar, t.ex. bakteriella infektioner, reumatoid artrit och cancer,
medfér aktivering av PMN:er och forhéjda kalprotektinvarden i plasma,
ryggrrl?rgsvétska, ledvatska, tandkéttsvatska, urin eller andra humanma-
terial */.

Kalprotektinkoncentrationen i feces korrelerar med antalet PMN:er som
migrerar till tarmlumen 5, och kan pavisas tillforlitligt aven i sma (min-
dre an ett gram) slumpvisa avforingsprover 36), Organiska sjukdomar i
tarmen ger en stark kalprotektinsignal, d.v.s. férhdjningen ar ofta fem till
flera tusen ganger hégre an den ovre referensnivan bland friska individer
3'7‘9), vilket indikerar tunntarmsinflammation. Inflammatoriska tarmsjuk-
domar (IBD), t.ex. ulcerds kolit och Crohns sjukdom, kan uppsta fran tidig
barndom till h6g vuxen alder och diagnosen fordréjs ofta av vaga symtom
eller ovilja att utféra endoskopi och biopsi.

Funktionsstérningar som colon irritabile (IBS) orsakar inte férhojda kal-
protektinkoncentrationer, men det gor organiska akommor i buken, som
IBD. Patienter med organiska och funktionsstorningar i buken kan ha
liknande symtom, och enbart klinisk undersékning kan darfér vara otill-
racklig for att ge en specifik diagnos. Ett test for fekalt kalprotektin ar en
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enkel, icke-invasiv, billig och objektiv metod som kan vara till hjalp med att
selektera patienter for vidare undersékning, t.ex. endoskopi. Buksymtom
ar mycket vanliga bland bade barn och vuxna, och ett negativt resultat
som uppmétts med BIOHIT Calprotectin kan med stor sannolikhet uteslu-
ta inflammatoriska tarmstérningar ),

Lakning av slemhinnan ar det optimala malet fér IBD-behandling, och ett
test for fekalt kalprotektin visar nar detta har uppnatts. Manga IBD-patien-
ter i klinisk remission med normala varden fér C-reaktivt protein (CRP)
har fortfarande en pagaende inflammation '9), som pavisas av férhdjt fe-
kalt kalprotektin. Sadana patienter |6per 6kad risk for aterfall inom nagra
manader '), Om lakning av slemhinnan kan uppnas, minskar risken for
aterfall och behovet av omfattande bukkirurgi 12.13) En normalisering av
kalprotektinvardet innebar att Iakning av slemhinnan har uppnatts 14),

3. TESTETS PRINCIP

BIOHIT Calprotectin bygger pa beredning av ett fecesextrakt med feka-
lextraktionsbuffert. Kalprotektinvardet bestams genom att testa extraktet
i en enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) som ar specifik
for kalprotektin.

| ELISA-analysen inkuberas prover och standarder i separata mikroti-
terbrunnar som ar bestrukna med monoklonala antikroppar som binder
kalprotektin. Efter inkubering och tvattning av brunnarna kan bundet kal-
protektin reagera med enzymmarkta, immunoaffinitetsrenade kalprotekt-
inspecifika antikroppar. Efter denna reaktion & mangden bundet enzym
i mikrotiterbrunnarna proportionell mot mangden kalprotektin i provet
ellerkalibratoren, vilket bestdms genom inkubering med ett substrat for
enzymet som ger en fargad produkt. Fargens intensitet bestams genom
absorbans med hjélp av en ELISA-plattldsare och ar proportionell mot
kalprotektinkoncentrationen i kalibratorerna och proverna. Analysen kali-
breras med kalprotektin som renats fran leukocytextrakt.

4. MATERIAL

4.1. Reagenser som ingar i kitet

Bestruken mikrotiterplatta: 12 remsor, 8 brunnar per remsa, bestrukna
med affinitetsrenade monoklonala musantikroppar som ar specifika for
kalprotektin. Plattan foérvaras i en forsluten pase med torkmedel. Kom-
binera inte remsor/brunnar fran olika mikroplattor, &ven om de skulle ha
samma partinummer.
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DILBUF|5x| Provspadningsbuffert (5x konc.) ***: 1 x 20 ml, 5x koncen-
trat, for spadning med destillerat/avjoniserat vatten, pH 8 + 0,2, gulfargad
I6sning, flaska med blatt lock.

Tvattbuffert (20x konc.) *: 1 x 50 ml, 20x koncentrat, for

spadning med destillerat/avjoniserat vatten, for tvattning av mikrotiterb-
runnarna, pH 7,8 + 0,2, ofargad l6sning, flaska med vitt lock.

Eﬂm 25X Fekalextraktionsbuffert (2,5x konc.) **: 2 x 90 ml, 2,5x
koncentrat, for spadning med destillerat/avjoniserat vatten, pH 8 + 0,2,
oférgad 16sning, flaskor med vita lock.

Kalprotektinkalibratorer och ***: 6 flaskor med

1 ml gulfargad I6sning som ar fardig att anvanda, flaskor med lock i olika
farger:

Blank: Blatt lock 0 ng/ml
Kalibrator 1: Gront lock 7,8 ng/ml
Kalibrator 2: Gult lock 31,3 ng/ml
Kalibrator 3: Rott lock 62,5 ng/ml
Kalibrator 4: Vitt lock 125 ng/mil
Kalibrator 5: Svart lock 500 ng/ml

|C°NTROLI LOW| |CONTR0L|H|GH| Kontroller ”Lag” och "Hog” ***:

2 flaskor med 1 ml gulfargad l6sning som ar fardig att anvanda, Ktr Lag:
flaska med brunt lock. Ktr Hog: flaska med lila lock.

Konjugatlosning ****: 113 ml alkaliska fosfatasmarkta, immunoaf-
finitetsrenade polyklonala kaninantikroppar mot kalprotektin, rodfargad
I6sning som ar fardig att anvénda, 25 ml Dynex-reagensrér med vitt lock.

Substratlésning (pNPP): 13 ml oférgad till svagt gulfargad I6sn-
ing som ar fardig att anvanda, ogenomskinlig flaska med gult lock.

Obs! Om ett Dynex-instrument anvands maste substratet dverforas till ett
25 ml Dynex-reagensror innan testet kors.

* Innehaller 0,1 % kathon

Innehaller <0,1 % natriumazid

Innehaller 0,1 % kathon och <0,1 % natriumazid

Innehaller 0,02 % metylisotiazolon och 0,02 % bromnitrodioxan

43



4.2. Material som ingar i kitet

2 inkubationstakningar
1 testprotokoll
1 plattlayout

4.3. Material som kréavs men ej medfoljer

Destillerat/avjoniserat vatten

Extraktionsinstrument (se avsnitt 7.1.1 och 7.1.2)

Brytbara ympoglor fér engangsbruk (om vagningsmetoden i avsnitt
7.1.2 anvands)

Kanslig digitalvag (40 — 150 mg) (om vagningsmetoden i avsnitt
7.1.2 anvands)

Polystyrenrér med skruvlock fér engangsbruk, 5 ml (om vagnings-
metoden i avsnitt 7.1.2 anvands)

Vortexmixer (med en réradapter) eller shaker upp till 1000 rpm nar
den anvéands for att extrahera ett avféringsprov i avsnitt 7.1.2
Engangsror for spadning av prover: Eppendorf-rér eller liknande
(om analysen utférs manuellt)

Pipetter for 6verféring av volymer mellan 10 — 1 000 pl (om analy-
sen utférs manuellt)

Repeterpipett eller flerkanalspipett, 100 pl (om analysen utférs ma-
nuellt)

Tvattinstrument for mikroplattans brunnar eller flerkanalspipett, 300
pl (om analysen utférs manuellt)

Plattskak (500 — 700 r/min) (om analysen utférs manuellt)

Timer (om analysen utférs manuellt)

Mikroplattlasare, filter 405 nm (om analysen utférs manuellt)

1M NaOH (stoppldsning; valfritt)

5. STABILITET OCH FORVARING

Vid férvaring i odppnat skick vid 2 — 8 °C ar kitets reagenser stabila fram
till det utgangsdatum som anges pa etiketten.

Oppnade plattor, reagenser och koncentrerade buffertar &r stabila i upp
till tre manader vid forvaring vid 2 — 8 °C.

Arbetsldsningar (1x) med tvattbuffert, provspadningsbuffert och fekalex-
traktionsbuffert som bereds i rena kérl kan férvaras i upp till en manad
vid2-8°C.

Undvik exponering fér hog temperatur och direkt solljus.
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6. REAGENSBEREDNING
Lat alla reagenser, prover och kontroller anta rumstemperatur (18 — 25
°C) innan testet kors.

6.1. Bestrukna remsor for mikrotiterplatta

Plattremsorna som ar fardiga att anvanda ar bestrukna med affinitets-
renade monoklonala musantikroppar som &r specifika fér kalprotektin.
Oanvéanda remsor ska tas bort fran ramen och genast aterforslutas i folie-
pasen tillsammans med det medféljande torkmedlet. Férvara vid 2 -8 °C.

6.2. Provspadningsbuffert

Spad den 5x-koncentrerade provspadningsbufferten genom att tillsatta 1
del (20 ml) till 4 delar (80 ml) destillerat/avjoniserat vatten i ett rent karl
till en slutlig volym pa 100 ml. Blanda val. Férvara den spadda provspad-
ningsbufferten i ett slutet kérl vid 2 — 8 °C.

Obs! Om Dynex DS2 eller DSX ELISA-automat anvands maste provspad-
ningsbufferten éverforas till ett 25 ml Dynex-reagensror innan testet kors.

6.3. Tvattbuffert

Spad den 20x-koncentrerade tvéattbufferten genom att tillsatta 1 del (50
ml) till 19 delar (950 ml) destillerat/avjoniserat vatten i ett rent karl till en
slutlig volym pa 1 000 ml. Blanda val. Férvara den spadda tvattbufferten
i ett slutet kérl vid 2 — 8 °C.

6.4. Fekalextraktionsbuffert

Spad den 2,5x-koncentrerade fekalextraktionsbufferten genom att tillsatta
1 del (90 ml) till 1,5 delar (135 ml) destillerat/avjoniserat vatten i ett rent
karl till en slutlig volym pa 225 ml. Blanda val. Forvara den spadda buffer-
ten i ett slutet kéarl vid 2 — 8 °C.

6.5. Kalibratorer, blank och kontroller

Flaskorna som ar markta med blank eller kalibrator samt kontrollerna
innehaller 1 ml I16sning vardera som &r fardig att anvanda. Kalprotektin-
koncentrationen ar tryckt pa etiketten pa varje flaska. Flaskorna passar
direkt i Dynex DS2 och DSX ELISA-automater.

6.6. Konjugatlésning

Réret innehaller 13 m alkaliska fosfatas-markta (ALP), immunoaffinitets-
renade polyklonala kaninantikroppar mot kalprotektin i en buffert med
stabiliserare, konserveringsmedel och ett inert rétt fargamne. Lésningen
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ar fardig att anvanda. Roret passar direkt i Dynex DS2 och DSX ELI-
SA-automater.

6.7. Substratlésning

Flaskan innehaller 13 ml p-nitrofenylfosfatlésning (pPNPP). Lésningen ar
fardig att anvanda och maste férvaras i den ogenomskinliga originalflas-
kan.

Obs! Om Dynex DS2 eller DSX ELISA-automat anvénds maste enzym-
substratldsningen 6verforas till ett 25 ml Dynex-reagensror innan testet
kors.

7. PROVTAGNING OCH BEREDNING
BIOHIT Calprotectin har utvecklats och validerats for fecesprover.

7.1. Fecesprover

Eftersom kalprotektin &r mycket stabilt i avforing kan patienten ta sma fe-
cesprover i hemmet. Ta 1 — 5 g (cirka en tesked), placera provet i en lamp-
lig, ren behallare och leverera det till laboratoriet snarast méjligt, dock
senast inom 4 dagar. Om provet laggs i en behallare som ar godkand for
transport kan det skickas med vanlig post; kylférvaring &r inte nédvandig.
Undvik exponering for temperaturer éver 30 °C.

Prover kan ocksa frysforvaras vid -20 °C eller lagre i hogst 1,5 ar tills
de levereras eller postas. Frysta prover maste tinas och ekvilibreras till
rumstemperatur innan de extraheras och testas. Observera att frysning
av fecesprover i vissa fall kan medféra forhéjda kalprotektinvarden, san-
nolikt pa grund av frisattning fran granulocyter.

Obs! Innan extraktionen pabdrjas ska avféringsprovet blandas val med
t.ex. en spatel innan en mindre mangd tas ut for extraktion.

For extraktionen rekommenderar vi BIOHIT extraktionsror eller den andra
metod som beskrivs nedan (avsnitt 7.1.1 och 7.1.2). Utfér extraktionen
enligt bipacksedeln som medféljer den valda extraktionsenheten/-meto-
den. Andra metoder och enheter som validerats av kunden kan anvandas.
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7.1.1. Extraktion med BIOHIT extraktionsror
Bruksanvisning: se bipacksedeln for produktref. 602270.

7.1.2. Extraktion med vagningsmetoden (utan extraktionsenhet)

1. V&g (tara) ett tomt skruvlocksrér med en ympégla.

2. Ta ut cirka 100 mg (mellan 40 och 120 mg) feces med ympdglan
och placera det i skruvlocksroret. Undvik att ta med fast, ospjalkat
material som fibrer och fron.

3. Vag roret och 6glan med feces for att berékna nettovikten for feces.

4. Bryt eller skar av den 6vre halvan av ympdéglans skaft och lamna
den nedre halvan inuti réret.

5. Tillsatt extraktionsbuffert till férhallandet vikt: volym 1:50, t.ex. 4,9
ml buffert till 100 mg feces. Sétt pa korken pa roret.

6. Blanda kraftigt i 30 sekunder med en vortexblandare.

7. Fortsatt att blanda pa en skak (cirka 1 000 r/min) i 30 £5 minuter
med &glan inuti réret som agitator.

8. Lat roret sta ett par minuter pa banken sa att partiklarna sjunker och
pipettera sedan forsiktigt fran rérets 6ppning. Centrifugering ar inte
nddvandig, men en kort centrifugering kan utféras om en partikelfri
16sning behoévs.

9. Extraktet, som utgdr en 1:50-spadning (vikt:volym) av avféringspro-
vet, ar nu klart fér spadning och testning.

10.0m provet ska forvaras ska cirka 0,5 ml 6verforas till ett nytt ror.
Extrakt kan férvaras vid 2 — 8 °C i minst 5 dagar eller nedfryst under
-20 °C i upp till 12 manader.
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8. FORSLAG TILL PLATTLAYOUT

1 2 3 4 etc.

A | Kalibrator 5 Kalibrator Prov 1 Prov 1
500 ng/ml 500 ng/ml

B | Kalibrator 4 Kalibrator 4 Prov 2 Prov 2
125 ng/ml 125 ng/ml

C | Kalibrator 3 Kalibrator 3 Prov 3 Prov 3
62,5 ng/ml 62,5 ng/ml

D | Kalibrator 2 Kalibrator 2 Prov 4 Prov 4
31,3 ng/ml 31,3 ng/ml

E | Kalibrator 1 Kalibrator 1 Prov 5 Prov 5
7,8 ng/ml 7,8 ng/ml

F | Blank Blank Prov 6 Prov 6
0 ng/ml 0 ng/ml

G | Kontroll Kontroll "Lag” | Prov 7 Prov 7
"Lag”

H | Kontroll Kontroll "H6g” | Prov 8 Prov 8
"Hog"

Forslag till layout for ELISA-platta med kalibratorer, kontroller och prover
fér manuellt férfarande. Duplicera brunnarna enligt rekommendationerna
for att 6ka resultatens tillforlitlighet. En full platta rymmer 40 prover.

9. TESTFORFARANDE

Féljande forfarande géller manuell testning. Validerade protokoll fér Dyn-
ex DS2 och DSX ELISA-automater ar tillgangliga pa begéran. Observera
att flaskorna med kalibrator, blank och positiv kontroll samt konjugatréret
passar direkt i DS2 eller DSX ELISA-automater. Andra automatiska ELI-
SA-instrument kan ocksa anvandas, men de maste valideras av kunden.

9.1 Forklaringar till forfarandet

« Beredning: Las bruksanvisningen noga innan analysen utférs. Resulta-
tets tillforlitlighet beror av att testprotokollet féljs exakt enligt anvisning-
arna. Innan analysen paborjas ska en plattlayout for alla blanka, kali-
bratorer, kontroller och prover faststéllas, t.ex. med det blad som ingar
i kitet. Valj nédvandigt antal mikrotiterremsor. Oanvanda remsor ska
aterforslutas i foliepasen och férvaras enligt anvisningarna i avsnitt 6.1.

« En 1:100-spadning av fecesextrakt rekommenderas. Denna spadning
ger provresultat pa mellan 25 mg/kg (LoQ) och 2 500 mg/kg i feces.

48




Extrakt med hogre kalprotektinvarde kan spadas mer (> 1:100) och
omtestas om ett varde kravs. Extrakt med laga kalprotektinvarden kan
spadas mindre (1:50). Den justerade spadningsfaktorn maste beaktas
vid omvandling fran ng/ml till mg/kg (se avsnitt 10 nedan).

< Utfor alla steg i analysen i den ordning de anges och utan vasentliga
drojsmal mellan stegen.

« Anvéand en ren pipettspets till dispensering av vardera standard, kon-
troll och prov.

« For att fa de mest tillforlitliga resultaten ska blanka, kalibratorer, kon-
troller och patientprover alltid koras i duplikat.

< Ekvilibrera alla prover och reagenser i kitet till rumstemperatur (18 — 25
°C) innan testet pabdrjas.

9.2 ELISA-forfarande

1. Spad fecesextraktprover 1:100 (t.ex. 10 pl prov + 990 pl provspad-
ningsbuffert) och vortexblanda val.

2. Tillsatt 100 pl vardera av blank, kalibrator, kontroll och spatt prov i
duplicerade brunnar; se rekommenderad plattlayout i avsnitt 8.

3. Tack plattan med inkubationstékning och inkubera i rumstemperatur i
40 5 min) pa en horisontal plattskak (cirka 500 — 700 r/min).

4. Avlagsna vatskan mot slutet av inkuberingstiden och tvatta brunnar-
na genom att tillsatta 300 pl tvattbuffert i varje brunn. Avlagsna sa
mycket vatska som majligt och upprepa tills sammanlagt tre tvattar
har utférts. Om en plattvatt anvands, kontrollera att aspirations- och
pafyliningsslangarna inte ar tilltdppta for att sékerstélla effektiv tvatt av
alla brunnar. Vand efter sista tvatten plattan upp och ned och knacka
brunnsdppningarna ordentligt mot ett absorberande papper for att av-
lagsna eventuell kvarvarande buffert.

5. Blanda varsamt innehallet i konjugatflaskan innan det anvands (skaka
inte). Tillsatt 100 pl konjugat i varje brunn, helst med en repeter- eller
flerkanalspipett.

6. Tack plattan med inkubationstékning och inkubera i rumstemperatur i
40 5 min) pa en horisontal plattskak (cirka 500 — 700 r/min).

7. Upprepa tvattstegen enligt anvisningarna ovan tre ganger med 300 pl
tvattldsning per brunn.

8. Tillsatt 100 pl substratldsning i varje brunn, helst med en repeter- eller
flerkanalspipett.

9. Inkubera plattan i rumstemperatur (utan att skaka den) i 20 — 30 minu-
ter skyddat fran solljus.

10. Valfritt: Tillsatt 100 pyl 1M NaOH stoppldsning i varje brunn om en be-

49



stdmd inkuberingstid kréavs.

11. Las av vardena for optisk densitet (OD) vid 405 nm med en ELISA-Ia-
sare. Om plattlasaren har funktionen for det, kan plattan skakas kort
(2-3 sekunder) fore avlasning.

10. RESULTAT

10.1 Kvalitetskontrollvarden

* En ny standardkurva maste inkluderas i varje kérning.

« Positiva kontroller bor inkluderas i varje korning. Kontrollernas varden
ska ligga inom de grénser som &r tryckta pa flasketiketterna.

« Som riktlinje bor OD-vardet for Kalibrator 5 (500 ng/ml) vara = 1,6 och
OD-vardet for Blank (0 ng/ml) bor vara < 0,25. En representativ kalibra-
torkurva visas nedan i bild 1.

10.2 Resultatberdkning
Berakning av kalprotektinkoncentrationen i fecesprover fran patient:

1. Berakna OD-medelvardet for alla duplikatbrunnar (blanka, kalibratorer
och prover).

2. Plotta vardet for blank och varje kalibrator och koncentration (ng/ml)
pa x-axeln mot dess OD-medelvarde pa y-axeln for att fa en standard-
kurva. En kurvanpassningsfunktion med fyra parametrar rekom-
menderas (se bild 1 nedan). Om en logaritmisk x-axel krdvs maste ett
varde pa 0,001 ng/ml anvandas for standard A (0O ng/ml).

3. Bestam med hjalp av kalibreringskurvan kalprotektinkoncentrationen i
de spadda proverna (ng/ml) baserat pa deras OD-varden.

4. Multiplicera kalprotektinkoncentrationen (ng/ml) i de spadda fe-
cesextrakten med 5 for att omvandia till mg/kg kalprotektin i det
ursprungliga avforingsprovet.

Denna faktor korrigerar for den totala spadningen pa 1:5000 (1:50 under
extraktionen och den paféljande 1:100-spadningen av extrakten) och om-
vandlar vardet fran ng/ml till mg/kg.

Exempel: Om ett spétt extraktprov har ett vérde pa 100 ng/ml var koncen-
trationen i det ursprungliga avféringsprovet 100 x 5 = 500 mg/kg.

Obs! Om extrakt har spatts mer (eller mindre) &n det rekommenderade
1:100 maste den ytterligare spadningsfaktorn tas med i berékningen.
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Bild 1: En representativ kalibratorkurva med 4-parameters kurvanpass-
ning.
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Foljande kalprotektinvarden har rapporterats i publicerad litteratur

Normalvarde 5 —50 mg/kg
Positivt varde > 50 mg/kg
Medelvarde hos patienter med symtomatiska kolorektala 350 mg/kg
cancerformer

Aktiv, symtomatisk inflammatorisk tarmsjukdom 200 — 40 000 mg/kg

Observera att diagnos inte ska stallas baserat pa ett enskilt testresultat. |
diagnosen maste aven klinisk anamnes och symtom beaktas.

11. FORFARANDETS BEGRANSNINGAR
Diagnos ska inte stéllas baserat pa ett enskilt testresultat.
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12. KLINISKA PRESTANDA

Obs! Alla utformningsverifierande studier utférdes genom manuella test
pa prover av fecesextrakt (spadda 1:100) med det ELISA-férfarande som
beskrivs i avsnitt 9.

Precision i interanalys och intraanalys fran fecesextrakt:

Interanalysprecision, fecesextrakt* Intraanalysprecision, fecesextrakt**
Koncentration i feces % CV Koncentration i feces % CV
(mgl/kg) (mg/kg)
32.1 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 4.2
1977 7.9 1966 5.0

*Medelresultat fran tre olika laboratorier som vardera testade tva olika
kitpartier: 6 prover testades sammanlagt 10 ganger under 5 dagar

** Medelresultat fran tre olika laboratorier som vardera testade tva olika
kitpartier: 6 prover testades med 10 replikat i en kérning

Pavisning:
Feces: 85— 105 %; testat med fekalextrakt spetsat med renat kalprotektin
pa fem olika nivaer.

Kvantifieringsgrans:

5 ng/ml; testad med fecesextrakt och renat kalprotektin. Proverna analy-
serades fem ganger under fem dagar. CV-medelvéardet for de olika pro-
verna och bestdmningarna pa den har nivan var 12 %.

Detektionsgrans:

< 5 ng/ml, berédknad som medelvarde (provspadningsbuffert; n= 32) +
5x SD.

Interferens

Ingen observerad interferens pa ELISA fran vanligt forekommande léke-
medel: Prednisolon, Imurel, Salazopyrin och Ciprofloxacin.

52



Extraktionsprecision:

Tva fecesprover extraherades tio ganger vardera enligt det forfarande
som beskrivs i avsnitt 7.1.2, och extrakten analyserades i ELISA. Medel-
resultat fran tre olika laboratorier och ett kitparti:

Prov Koncentration (mg/kg) % CV
Lag 130 8.7
Hog 1357 8.8

Linearitet, fekalextrakt
Fekalextrakt (n=10) spaddes 1:100 — 1:1000 och analyserades i ELISA.
Medelresultat:

Spéadning % av 1:100-spadning
1:100 100
1:400 103
1:700 105
1:1000 107

Observera att provvariationen i linearitet har beaktats.

13. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

« | enlighet med artikel 1 stycke 2b i Europaparlamentets och Radets
direktiv 98/79/EG, ar anvandningen av medicintekniska produkter for in
vitro-diagnostik av tillverkaren avsedd att sakerstalla produktens lamp-
lighet, prestanda och sakerhet. Testforfarandet, informationen samt
de varningar och forsiktighetsatgarder som anges i bruksanvisningen
maste darfor foljas noga. Anvandning av testkit med analyserare och
liknande utrustning maste valideras. Andring av utformning, samman-
sattning och testférfarande samt anvandning i kombination med andra
produkter som inte godkénts av tillverkaren tillats inte; anvandaren an-
svarar sjalv for sadana andringar. Tillverkaren ansvarar inte for falska
resultat och incidenter av denna anledning. Tillverkaren ansvarar inte
for eventuella resultat fran visuell analys av patientproverna.

« Endast for in vitro-diagnostiskt bruk.

« Alla komponenter av manskligt ursprung som anvants i tillverkningen
av dessa reagenser har testats for anti-HIV-antikroppar, anti-HCV-anti-
kroppar och hepatit B-antigen (Bag) och har visats vara icke-reaktiva.
Allt material ska dock betraktas och hanteras som potentiellt smittfo-

rande.
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Blanda inte reagenser och remsor fran olika tillverkningspartier.
Anvand inte reagenser fran andra tillverkare med reagenser i det har
testkitet.

Anvand inte reagenser efter det utgangsdatum som anges pa etiketten
eller senare an en manad efter beredning av koncentrerade reagenser
till arbetslésningar.

Anvand endast rena pipettspetsar, dispenserare och labbutrustning.
Foérebygg korskontaminering genom att inte blanda ihop skruviocken
till reagensflaskorna.

Dra at flasklocken ordentligt direkt efter anvandning for att undvika av-
dunstning och mikrobkontaminering.

Efter att ha 6ppnats och sedan forvarats ska konjugat-, kalibrator- och
kontrollflaskor kontrolleras féor mikrobkontaminering innan de anvands.
Undvik korskontaminering och falskt férhdjda resultat genom att pi-
pettera standarder, kalibratorer och fekalextraktprover och dispensera
konjugat och substrat korrekt till botten i mikroplattans brunnar utan
stank.

Vissa reagenser innehaller natriumazid med en halt under 0,1 % (v/v)
och/eller 0,1 % kathon.

Forvara substratlésningen i sin ogenomskinliga originalflaska; 16sning-
en ska vara ofargad till svagt gul. Blanda varsamt fére anvandning.
BIOHIT Calprotectin ar avsedd for anvandning av utbildad personal
med kunskaper i god laboratoriepraxis.

13.1 Kasseringshdnseenden

Rester av kemikalier och beredningar betraktas allmant som riskavfall.
Kassering av sadant avfall regleras i nationella och lokala férordningar
och bestammelser. Kontakta lokala myndigheter eller avfallshanterings-
foretag som kan ge rad om hur riskavfall ska kasseras.
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14. GARANTI

Biohit ska avhjalpa alla defekter som patraffas i nagon Produkt (den
"Defekta produkten”) som harrér franolampliga material eller férsumligt
utférande och som férhindrar Produkternas mekaniska funktion eller av-
sedda anvandning, inklusive men inte begransat till de funktioner som
anges i Biohits Produktspecifikationer. EVENTUELL GARANTI BETRAK-
TAS DOCK SOM OGILTIG OM FELET VISAR SIG HA UPPSTATT TILL
FOLJD AV FELAKTIG HANTERING ELLER ANVANDNING, SKADA TILL
FOLJD AV OLYCKSHANDELSE, FELAKTIG FORVARING ELLER AN-
VANDNING AV PRODUKTERNA FOR BRUK SOM LIGGER UTANFOR
DERAS ANGIVNA BEGRANSNINGAR ELLER SPECIFIKATIONER |
STRID MOT DE ANVISNINGAR SOM LAMNAS | INSTRUKTIONSMA-
NUALEN.

Garantiperioden framgar av Produkternas instruktionsmanual och borjar
gélla fran det datum da den relevanta Produkten skickas av Biohit. Detta
diagnostiska kit fran Biohit har tillverkats i enlighet med kvalitetslednings-
protokollen ISO 9001/ISO 13485. | fall av tolkningsdispyter &ar det den
engelska texten som galler.

Ifall nagon olycka sker med anknytning till produkten, vanligen kontakta
tillverkaren.
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15

. FORFARANDET | KORTHET

BIOHIT Calprotectin for analys av kalprotektin i feces.
Se avsnitt 7 — 9 i bipacksedeln for en fullsténdig beskrivning av de prak-
tiska stegen.

Extraktion
Utfér extraktionen enligt en av de metoder som beskrivs i avsnitt 7.1.1
-7.1.2

ELISA (manuellt forfarande)

Spéd fekalextrakt 1:100 i provspadningsbuffert

Tillsatt 100 pL kalibratorer, kontroller, blanka och prover till ELISA-plat-
tan

Inkubera pa en plattskak i rumstemperatur i 40 £5 min)

Tvatta brunnarna tre ganger med 300 pL tvattbuffert

Tillsatt 100 uL konjugatlésning till varje brunn

Inkubera pa en plattskak i rumstemperatur i 40 £5 min)

Tvatta brunnarna tre ganger med 300 pl tvattbuffert

Tillsatt 100 pL substratlésning till varje brunn

Inkubera 6vertéackt i 20 — 30 min

Valfritt: tillsatt 100 uL 1M NaOH till varje brunn

Las av OD-vardena vid 405 nm med en ELISA-l&sare

Berakna resultaten (ng/ml) med en 4-parameters kurvanpassning
mg/kg i feces = ng/ml x 5

Om du har fragor, kontakta info@biohit.fi
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1. APPLICATION

Le test de la calprotectine fécale BIOHIT est un dosage immuno-enzy-
matique quantitatif in vitro facilitant le diagnostic d’'une maladie organique
de lintestin gréle, du gros intestin ou de I'estomac, telle qu'une maladie
intestinale inflammatoire, une rectocolite hémorragique ou la maladie de
Crohn, en détectant la calprotectine dans les échantillons de selles.

Par ailleurs, le test est utilisé pour la surveillance de I'activité de la mala-
die et la réponse au traitement chez les patients souffrant d’'une rectoco-
lite hémorragique ou de la maladie de Crohn. Le test peut étre effectué
manuellement ou automatiquement et est destiné a étre utilisé unique-
ment par des professionnels de la santé.

2. ANTECEDENTS

La calprotectine est une protéine de liaison au calcium et au zinc de 36
kD") notamment libérée par les leucocytes, et tout particulierement les
granulocytes neutrophiles (PNN), dans la lumiéere du tube digestif en cas
d’inflammation de la muqueuse intestinale. Les micro-organismes de
l'intestin stimulent la migration des leucocytes dans la lumiére du tube
digestif, ou ils libérent leurs contenus, y compris des substances antimi-
crobiennes comme la calprotectine. Cette protéine constitue environ 60
% de toutes les protéines présentes dans le cytoplasme des PNN 2 etsa
quantité peut étre estimée de fagon fiable dans des échantillons de selles
stockés pendant un maximum de sept jours a température ambiante 3),
Plusieurs types de maladie, comme les infections bactériennes, I'arthrite
rhumatismale et le cancer, déclenchent I'activation des PNN et augmen-
tent les niveaux de calprotectine dans le plasma, le liquide cérébro-spi-
nal, le liquide synovial, le liquide créviculaire et I'urine, entre autres ma-
tériels humains ).

La concentration de calprotectine dans les selles est corrélée au nombre
de PNN qui migrent dans la lumiére du tube digestif 5), et peut étre détec-
tée de facon fiable, méme dans des échantillons de faibles dimensions
(moins d’'un gramme) de selles prélevés de fagon aléatoire 3.6). Les mala-
dies organiques de lintestin se traduisent par d’'importantes quantités de
calprotectine : les augmentations sont généralement de cinq a plusieurs
milliers de fois supérieures a la valeur de référence des individus sains
3.7-9), e quiindique une inflammation intestinale. Les maladies inflamma-
toires chroniques intestinales (MICI), comme la rectocolite hémorragique
et la maladie de Crohn, peuvent apparaitre dés la plus tendre enfance
jusqu’a I'age adulte le plus avancé. Leur diagnostic est souvent retardé
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en raison de symptdmes vagues ou d’une réticence a pratiquer I'endos-
copie et la biopsie.

Des troubles fonctionnels comme le cdlon irritable ne provoquent pas
d’augmentation de la concentration de calprotectine dans les selles, mais
des troubles abdominaux organiques semblables a ceux provoqués par
les MICI. Les patients atteints de troubles abdominaux organiques et
fonctionnels peuvent montrer des symptdmes similaires, et un examen
cliniqgue peut ne pas étre suffisant, a lui seul, pour établir un diagnostic
spécifique. Le test de la calprotectine fécale est une méthode simple,
non invasive, peu colteuse et objective pouvant aider a sélectionner les
patients sur lesquels pratiquer un examen supplémentaire, comme une
endoscopie. Les symptdmes abdominaux sont trés fréquents chez les
enfants et les adultes, et un résultat négatif mesuré par le kit BIOHIT
Calprotectin permet d’écarter avec une forte probabilité le risque de
troubles intestinaux inflammatoires 7).

La cicatrisation de la muqueuse est I'objectif ultime de tout traitement
contre les MICI, et le test de la calprotectine fécale permet de savoir
quand celui-ci est atteint. Beaucoup de patients atteints de MICI en ré-
mission clinique avec des niveaux de protéine C réactive (CRP) normaux
souffrent toujours d’inflammation 10), reflétée par une augmentation de
la calprotectine fécale. Ces patients augmentent le risque de rechute au
cours des prochains mois ). Sila cicatrisation des mugueuses peut étre
atteinte, le risque de rechute et les besoins de chirurgie abdominale ma-
jeure diminueront 12.13) Une normalisation des niveaux de calprotectine
signifie que la cicatrisation des muqueuses s’est produite 14),

3. PRINCIPE DU TEST

Le kit BIOHIT Calprotectin repose sur la préparation d’un échantillon de
selles a I'aide d’'un tampon d’extraction de selles. Le niveau de calprotec-
tine est déterminé est soumettant I'échantillon a un testimmuno-enzyma-
tique (ELISA) spécifique de la calprotectine.

Dans I'ELISA, des échantillons et calibraterus sont incubés dans des
puits de plaques microtitres séparés, coatés avec des anticorps mono-
clonaux qui fixent la calprotectine. Aprés incubation et lavage des puits,
la calprotectine fixée peut réagir avec des anticorps spécifiques de la
calprotectine purifiés par immuno-affinité, marqués avec une enzyme.
Apres cette réaction, la quantité d’enzyme fixée dans les puits de la

59



plaque microtitre est proportionnelle a la quantité de calprotectine dans
I'échantillon ou I'étalon. Elle est déterminée par incubation de I'enzyme
avec un substrat pour donner un produit coloré. L'intensité de la couleur
est déterminée par absorbance a I'aide d’un lecteur de plaques ELISA et
est proportionnelle a la concentration de calprotectine dans les calibra-
teurs et échantillons. L'essai est calibré par I'utilisation de calprotectine
purifiée a partir d’'un extrait leucocytaire.

4. MATERIEL

4.1. Réactifs fournis avec le kit

Plaque microtitre coatée : 12 bandes, 8 puits par bande, coatées avec
des anticorps de souris monoclonaux purifiés par immuno-affinité, spé-
cifiques de la calprotectine. La plaque est conservée dans un sachet
étanche contenant un agent déshydratant. Ne pas combiner les bar-
rettes/puits de différentes microplaques, méme si elles auraient le méme
numéro de lot.

DILBUF m Tampon de dilution d’échantillon (5 x conc.) ***: 1 x 20 ml,
concentré 5 x, a diluer dans de I'eau distillée/désionisée ; pH 8,0 £ 0,2,
solution de couleur jaune, bouteille @ bouchon bleu.

Tampon de lavage (20 x conc.) *: 1 x 50 ml, concentré

20 x, a diluer dans de I'eau distillée/désionisée, pour laver les puits des
plaques microtitres ; pH 7,8 + 0,2, solution transparente, bouteille a bou-
chon blanc.

Eﬂm 25X Tampon d’extraction de selles (2,5 x conc.) **:
2 x 90 ml, concentré 2,5 x, a diluer dans de I'eau distillée/désionisée ; pH
8,0 £ 0,2, solution transparente, bouteilles a bouchon blanc.

Calibrateurs de calprotectine et ***. 6 flacons de

1,0 ml, préts a I'utilisation ; solution de couleur jaune, flacons avec des
bouchons de couleurs différentes :

Blank : bouchon bleu 0 ng/ml
Calibrateur 1 : bouchon vert 7.8 ng/mil
Calibrateur 2 : bouchon jaune 31.3 ng/ml
Calibrateur 3 : bouchon rouge 62.5 ng/mil
Calibrateur 4 : bouchon blanc 125 ng/ml
Calibrateur 5 : bouchon noir 500 ng/ml
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[CONTROL |LOW|CONTROLHIGH| Controles « Faible » et « Fort » ***:

2 flacons de 1,0 ml, préts a I'utilisation ; solution de couleur jaune ; Ctr.
faible : flacon avec un bouchon marron ; Ctr. fort : flacon avec un bouchon
mauve.

Solution de conjugué ****: 113 ml anticorps de lapin polyclonaux
purifiés par immuno-affinité, marqués avec une phosphatase alcaline
contre la calprotectine, préts a l'usage ; solution de couleur rouge, 25 mi
tube de réactif Dynex a bouchon blanc.

Solution substrat (pNPP): 113 ml, prét a l'usage ; solution
transparente a légérement jaune, bouteille opaque a bouchon jaune.

Remarque : siI'on utilise un instrument Dynex, le substrat doit étre trans-
féré dans un tube de réactif Dynex de 25 ml avant de réaliser le test.

* Contient 0,1 % de Kathon

** Contient < 0,1 % d’azoture de sodium

o Contient 0,1 % de Kathon et < 0,1 % d’azoture de sodium

il Contient 0,02 % de méthylisothiazolinone et 0,02 % de bromonitrodioxane

4.2. Matériel fourni avec le kit
+ 2 films d’incubation
« 1 manuel d’instructions
* 1 plan de plaque

4.3. Matériel nécessaire non fourni
Eau distillée/désionisée
+ Dispositifs d’extraction (voir points 7.1.1 et 7.1.2)
« Boucles d’inoculation jetables, cassables (si I'on utilise la méthode
de pesée du point 7.1.2)
< Balance numérique de précision (40 — 150 mg) (si I'on utilise la
méthode de pesée du point 7.1.2)
« Tubes a bouchon vissable en polystyréne jetables, 5 ml (si 'on uti-
lise la méthode de pesée du point 7.1.2)
« Mélangeur vortex (avec un adaptateur de tube) ou un agitateur
jusqu’a 1000 tr/min lorsqu’il est utilisé pour extraire un échantillon
de selles dans la section 7.1.2
* Tubes jetables pour la dilution des échantillons : tubes Eppendorf
ou similaires (si I'essai est réalisé manuellement)
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« Pipettes permettant de distribuer des volumes 10 — 1 000 pl (si
I'essai est réalisé manuellement)

« Pipette a répétition ou multi-canaux, 100 pl (si I'essai est réalisé
manuellement)

« Pipette de lavage de puits de plaque microtitre ou multi-canaux,
300 pl (si I'essai est réalisé manuellement)

= Vibreur agitateur de plaques (500 — 700 tr/min) (si I'essai est réalisé
manuellement)

« Minuterie (si I'essai est réalisé€ manuellement)

+ Lecteur de plagues microtitres, filtre 405 nm (si I'essai est réalisé
manuellement)

* 1M NaOH (solution d’arrét ; option)

5. STABILITE ET STOCKAGE
Lorsqu’ils sont non ouverts et conservés a 2 — 8 °C, les réactifs du kit sont
stables jusqu’a la date d’expiration indiquée sur I'étiquette.

Une fois ouverts, les plaques, réactifs et tampons concentrés sont stables
pendant trois mois s’ils sont conservés a 2 — 8 °C.

Si elles sont préparées dans des récipients propres, les solutions de tra-
vail (1 x) de tampon de lavage, tampon de dilution d’échantillon et tampon
d’extraction de selles peuvent étre conservées a 2 — 8°C pendant un
mois.

Eviter toute exposition aux hautes températures et & la lumiére directe
du soleil.

6. PREPARATION DES REACTIFS
Tous les réactifs, échantillons et controles doivent étre portés a tempéra-
ture ambiante (18 — 25 °C) avant de commencer la série de tests.

6.1. Bandes de plaques microtitres coatées

Les bandes de plaques prétes a I'usage sont coatées avec des anticorps
de souris monoclonaux purifiés par immuno-affinité, spécifiques de la
calprotectine. Les bandes non utilisées doivent étre retirées de la plaque
et immédiatement replacées dans le sachet étanche en papier d’alumi-
nium avec I'agent déshydratant fourni. Stocker a 2 — 8 °C.

6.2. Tampon de dilution d’échantillon
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Diluer le tampon de dilution d’échantillon concentré 5 x en ajoutant 1
partie (20 ml) a 4 parties (80 ml) d’eau distillée/désionisée dans un réci-
pient propre jusqu’a un volume final de 100 ml. Bien mélanger. Stocker le
tampon de dilution d’échantillon dilué dans un récipient fermé a 2 — 8 °C.
Remarque : si I'on utilise un systéme automatisé Dynex DS2 ou DSX; le
tampon de dilution d’échantillon doit étre transféré dans un tube de réactif
Dynex de 25 ml avant de réaliser le test.

6.3. Tampon de lavage

Diluer le tampon de lavage concentré 20 x en ajoutant 1 partie (50 ml)
a 19 parties (950 ml) d’eau distillée/désionisée dans un récipient propre
jusqu’a un volume final de 1 000 ml. Bien mélanger. Stocker le tampon de
lavage dilué dans un récipient fermé a 2 — 8 °C.

6.4. Tampon d’extraction de selles

Diluer le tampon d’extraction de selles concentré 2,5 x en ajoutant 1 par-
tie (90 ml) a 1,5 partie (135 ml) d’eau distillée/désionisée dans un réci-
pient propre jusqu’a un volume final de 225 ml. Bien mélanger. Stocker le
tampon dilué dans un récipient fermé a 2 — 8 °C.

6.5. Calibrateurs, témoins et contréles

Les flacons étiquetés comme témoins, calibrateurs et controles
contiennent chacun 1,0 ml de solution préte a 'usage. La concentration
de calprotectine est imprimée sur I'étiquette de chaque flacon. Les fla-
cons peuvent étre placés directement dans les systéemes automatisés
Dynex DS2 et DSX.

6.6. Solution de conjugué

Le tube contient 13 ml d’anticorps de lapin purifiés par immuno-affinité,
marqués avec une phosphatase alcaline (ALP) contre la calprotectine
dans un tampon avec des stabilisateurs, conservateurs et un colorant
rouge inerte. La solution est préte a 'usage. Le tube peut étre placé direc-
tement dans les systémes automatisés Dynex DS2 et DSX.

6.7. Solution substrat

La bouteille contient 13 ml de solution de p-nitrophénylphosphate (pNPP).
La solution est préte a 'usage et doit étre conservée dans sa bouteille
opaque originale.

Remarque : Sil'on utilise un automate ELISA Dynex DS2 ou DSX, la so-
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lution de substrat enzymatique doit étre transférée dans un tube de réactif
Dynex de 25 ml avant de réaliser le test.

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Le kit BIOHIT Calprotectin a été développé et validé pour des échantillons
de selles.

7.1. Echantillons de selles

Dans la mesure ou la calprotectine est trés stable dans les selles, les
patients peuvent prélever de petits échantillons de selles chez eux. Effec-
tuer un prélévement de 1 — 5 g (environ une petite cuiller), le placer dans
un récipient propre et le remettre au laboratoire le plus tét possible, dans
un délai maximum de quatre jours. S’il est placé dans un récipient adé-
quat pour son transport, il peut étre envoyé par courrier ordinaire (aucune
réfrigération n’est nécessaire). L'exposition a des températures de plus
de 30 °C doit étre évitée.

Les échantillons peuvent également étre stockés congelés a -20 °C ou
moins jusqu’a 1,5 ans, jusqu’a leur remise ou envoi. Les échantillons
congelés doivent étre décongelés et portés a température ambiante
avant 'extraction et le test. Il faut savoir que dans certains cas, les échan-
tillons de selles congelés peuvent avoir des niveaux de calprotectine su-
périeurs, probablement dus a sa libération par les granulocytes.

Remarque : Avant de commencer I'extraction, I'échantillon de selles doit
étre bien homogénéisé, en utilisant par exemple une spatule avant le
prélevement d’une faible quantité.

Pour I'extraction, nous recommandons ['utilisation de tubes d’extraction
BIOHIT ou de toute autre des méthodes décrites ci-dessous (chapitre
71.1et7.1.2).

Effectuer I'extraction conformément a la notice contenue dans I'embal-
lage pour la méthode et le dispositif d’extraction choisis. D’autres mé-
thodes et dispositifs, validés par le client, peuvent étre utilisés.

7.1.1. Extraction a 'aide de tubes BIOHIT

Mode d’emploi : veuillez lire la notice contenue de I'emballage du produit
réf. 602270.
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7.1.2. Extraction a I'aide de la méthode de pesée (sans dispositif

d’extraction)

1. Peser (tarer) un tube a bouchon vissant vide avec une boucle d'ino-
culation.

2. Prélever env. 100 mg (entre 40 et 120 mg) de selles a l'aide de la
boucle d’inoculation et l'introduire dans le tube a bouchon vissant.
Eviter de prélever des matiéres solides non digérées telles que des
fibres et des graines.

3. Peser le tube et la boucle avec les selles, pour obtenir le poids net
de selles.

4. Casser ou couper la moitié supérieure du manche de la boucle et
laisser la partie inférieure a I'intérieur du tube.

5. Ajouter le tampon d’extraction jusqu’a un rapport poids/ volume de

1/50 (par exemple, 4,9 ml de tampon pour 100 mg de selles). Fermer

le tube.

Mélanger soigneusement pendant 30 secondes a I'aide d’un vortex.

7. Continuer a mélanger avec un vibreur agitateur (a env. 1 000 tr/min)
pendant 30 + 5 minutes avec la boucle a lintérieur du tube faisant
office d'agitateur.

8. Laisser reposer pendant deux minutes sur la paillasse pour que les
particules se déposent, et pipetter soigneusement la partie supérieure
du tube. La centrifugation n’est pas nécessaire, mais elle peut étre ré-
alisée pendant un bref intervalle de temps si I'on souhaite une solution
exempte de particules.

9. Lextrait, qui représente une dilution au 1/50e (poids/volume) de
I’échantillon de selles, est désormais prét a étre dilué et testé.

10. Pour le stockage, transférer environ 0,5 ml dans un nouveau tube. Les
extraits peuvent étre stockés a 2 — 8 °C pendant au moins cinq jours
ou congelés a moins de -20 °C pendant un maximum de 12 mois.

o
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8. PLAN DE PLAQUE SUGGERE

1 2 3 4 etc.

A | Calibrateur 5 | Calibrateur 5 | Echantil- Echantil-
500 ng/ml 500 ng/ml lon 1 lon 1

B | Calibrateur 4 | Calibrateur.4 | Echantil- Echantil-
125 ng/ml 125 ng/ml lon 2 lon 2

C | Calibrateur 3 | Calibrateur 3 | Echantil- Echantil-
62,5 ng/ml 62,5 ng/ml lon 3 lon 3

D | Calibrateur 2 | Calibrateur 2 | Echantil- Echantil-
31,3 ng/ml 31,3 ng/ml lon 4 lon 4

E | Calibrateur 1 | Calibrateur 1 | Echantil- Echantil-
7,8 ng/ml 7,8 ng/ml lon 5 lon 5

F | Témoin Témoin Echantil- Echantil-
0 ng/ml 0 ng/ml lon 6 lon 6

G | Controle Controle Echantil- Echantil-
faible » faible » lon7 lon7

H | Contréle Controle Echantil- Echantil-
fort » fort » lon 8 lon 8

Plan de plaque ELISA suggéré pour les calibrateurs, controles et échan-
tillons en utilisant la procédure manuelle. Il est recommandé de dupliquer
les puits pour accroitre la fiabilité des résultats. Una plaque compléte
contient 40 échantillons.

9. PROCEDURE DE TEST

La procédure suivante correspond a un manuel d’instructions. Des proto-
coles validés pour les systemes automatisés Dynex DS2 et DSX sont dis-
ponibles sur demande. Les flacons des calibrateurs, témoins et contréles
positifs, ainsi que le tube de conjugué, peuvent étre directement placés
dans les systémes automatisés DS2 ou DSX. D’autres instruments au-
tomatisés ELISA peuvent étre utilisés, mais ils doivent étre validés par
le client.

9.1 Remarques concernant la procédure a suivre

« Préparation : Lisez attentivement le manuel d’instructions avant d’ef-
fectuer le test. La fiabilité du résultat dépend du strict respect du ma-
nuel d'instructions tel qu’il est décrit. Avant de commencer le test, un
plan de la plaque avec tous les témoins, calibrateurs, controles et
échantillons doit étre soigneusement dressé, en utilisant, par exemple,
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la feuille fournie dans le kit. Sélectionner le nombre nécessaire de
bandes de plaques microtitres. Les bandes non utilisées doivent étre
replacées dans le sachet étanche en aluminium et stockées conformé-
ment aux instructions du point 6.1.

Il est recommandé de diluer les extraits de selles au 1/100e. Cette
dilution fournira, pour les échantillons, des résultats compris entre 25
mg/kg (LoQ) et 2 500 mg/kg dans les selles. Les extraits contenant les
plus hautes valeurs de calprotectine peuvent étre dilués davantage (>
1/100e) et retestés si leur valeur I'exige. Les extraits ayant de faibles
valeurs de calprotectine peuvent étre moins dilués (1/50e). Le facteur
de dilution ajusté doit étre pris en compte lorsqu’on effectue la conver-
sion de ng/ml a mg/kg (voir point 10 ci-dessous).

Réaliser toutes les étapes du test dans 'ordre indiqué, sans délai ap-
préciable entre les étapes.

Un embout jetable propre de pipette doit étre utilisé pour chaque éta-
lon, contréle et échantillon.

Pour garantir les résultats les plus fiables, les témoins, calibrateurs,
contrdles et échantillons du patient doivent toujours étre analysés en
double.

Tous les échantillons et réactifs du kit doivent étre portés a température
ambiante (18 — 25 °C) avant de commencer le test.

.2 Procédure ELISA
. Diluer les échantillons d’extraits de selles au 1/100e (par ex. 10 pl
échantillon + 990 pl de tampon de dilution d’échantillon) et bien mé-
langer au vortex.
Ajouter 100 pl de chaque témoin, calibrateur, contréle et échantillon
dilué dans deux puits ; consulter le plan de plaque recommandé au
point 8.
Couvrir la plaque avec une film d’incubation et laisser incuber a tem-
pérature ambiante pendant 40 + 5 min) sur un vibreur agitateur hori-
zontal de plaques (environ 500 — 700 tr/min).
A la fin du temps d’incubation, retirer le liquide et laver les puits en
ajoutant 300 ul de tampon de lavage & chaque puits. Eliminer le plus
de liquide possible et répéter I'opération jusqu’a effectuer un total de
trois lavages. Si I'on utilise un laveur de plaques, vérifier que toutes
les buses d’aspiration et de remplissage sont bien débouchées afin
de garantir un lavage efficace de tous les puits. Aprés le lavage fi-
nal, retourner la plaque et tapoter énergiquement les ouvertures des
puits sur un papier absorbant pour éliminer toute trace de tampon de
lavage.
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5. Mélanger doucement le contenu du flacon de conjugué avant son uti-
lisation (ne pas agiter). Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits,
préférablement a I'aide d’une pipette a répétition ou multi-canaux.

6. Couvrir la plaque avec une film d’'incubation et laisser incuber a tem-
pérature ambiante pendant 40 + 5 min) sur un vibreur agitateur hori-
zontal de plaques (environ 500 — 700 tr/min).

7. Recommencer les étapes de lavage telles que décrites ci-dessus trois
fois avec 300 pl de solution de lavage par puits.

8. Ajouter 100 pl de solution substrat dans chaque puits, préférablement
a l'aide d’une pipette a répétition ou multi-canaux.

9. Laisser incuber la plaque a température ambiante (sans agiter) pen-
dant 20 — 30 minutes, a I'abri de la lumiére.

10.En option : Ajouter 100 pl de solution d’arrét 1M NaOH a chaque puits
si une période d’incubation fixe est requise.

11. Lire les valeurs de densité optique (D.O.) a 405 nm a l'aide d’un lec-
teur ELISA. Si le lecteur de plaques possede cette option, agiter la
plaque brievement (2-3 secondes) avant la lecture.

10. RESULTATS

10.1 Valeurs de controle de qualité

* Une nouvelle courbe étalon doit étre réalisée a chaque série de tests.

« Les contrdles positifs doivent étre inclus a chaque série de tests. La
valeur des controles doit étre comprise dans les limites imprimées sur
les étiquettes des flacons.

« A titre indicatif, la valeur de D.O. du calibrateur 5 (500 ng/ml) doit étre
= 1,6 et celle du témoin (0 ng/ml) < 0,25. Une courbe représentative de
calibrateur est montrée a la figure 1.

10.2 Calcul des résultats

Calcul de la concentration de calprotectine dans les échantillons de selles

des patients :

1. Calculer la moyenne des valeurs de D.O. de toutes les répétitions
(témoins, calibrateurs et échantillons).

2. Représenter sous forme graphique la valeur de concentration du té-
moin et de chaque calibrateur (ng/ml) sur I'axe des abscisses en fonc-
tion de la valeur moyenne de la D.O. sur celui des ordonnées pour
obtenir une courbe étalon. Une fonction d’ajustement de la courbe
a 4 parametres est recommandée (voir figure 1 ci-dessous). Si un
axe des abscisses logarithmiques est requis, une valeur de 0,001 ng/
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ml doit étre utilisée comme étalon A (0 ng/ml).

3. Utiliser la courbe d’étalonnage pour déterminer la concentration en
calprotectine dans les échantillons dilués (ng/ml) a partir de leurs va-
leurs de D.O.

4. Multiplier la concentration de calprotectine (ng/ml) dans les ex-
traits de selles dilués par 5 pour effectuer la conversion en mg/kg
de calprotectine dans I’échantillon de selles d’origine.

Ce facteur corrige la dilution totale de 1/5000e (1/50e pendant la procé-
dure d’extraction, puis la dilution au 1/100e des extraits) et convertit la
valeur de ng/ml a mg/kg.

Exemple : si un échantillon d’extrait dilué posséde une valeur de 100 ng/
ml, la concentration dans I'échantillon original de selles était de 100 x 5
=500 mg/kg.

Remarque: Si les extraits ont été dilués davantage (ou moins) que la
valeur recommandée de 1/100, le facteur de dilution supplémentaire doit
étre saisi dans le calcul.

Figure 1 : Courbe étalon représentative utilisant un ajustement de courbe a 4 paramétres.
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10.3 Interprétation des résultats
Les valeurs suivantes de calprotectine dans les échantillons de selles
sont issues de la bibliographie 3 25):

Valeur normale 5 - 50 mg/kg
Valeur positive > 50 mg/kg
Valeur moyenne chez des patients atteints de cancers 350 mg/kg

colorectaux symptomatiques

Maladie inflammatoire chronique intestinale active 200 — 40 000 mg/kg

Le diagnostic ne doit pas toutefois pas étre établi sur la seule base d’un
résultat de test. Il doit prendre en considération le dossier clinique et les
symptomes.

11. LIMITATIONS DE LA PROCEDURE
Le diagnostic ne doit pas étre établi sur la seule base d’'un résultat de test.

12. CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES

Remarque : Toutes les études de vérification de la conception ont été
réalisées moyennant test manuel sur des échantillons d’extraits de selles
(dilués au 1/100e) a 'aide de la procédure ELISA décrite au point 9.

Précision inter-essai et intra-essai sur des extraits de selles:

Précision inter-essai, extraits de Précision intra-essai, extraits de
selles* selles**
Concentration dans les % C.V. Concentration dans les % C.V.
selles (mg/kg) selles (mg/kg)

32.1 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 42
1977 7.9 1966 5.0
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*Résultats moyens de trois laboratoires différents, chacun d’eux ayant
testé deux lots de kit différents : six échantillons ont été testés 10 fois
sur cing jours

** Résultats moyens de trois laboratoires différents, chacun d’eux ayant
testé deux lots de kit : six échantillons ont été testés avec 10 répétitions
sur une méme série

Récupération:
Selles: 85 — 105 % ; testé sur des extraits de selles auxquels ont été
ajoutés cing niveaux différents de calprotectine purifiée.

Limite de quantification:

5 ng/ml; testé avec des extraits de selles et de la calprotectine purifiée.
Les échantillons ont été analysés cinq fois sur cinq jours. Le C.V. moyen
des différents échantillons et déterminations a ce niveau était de 12 %.

Limite de détection:
< 5 ng/ml ; calculé comme une moyenne (tampon de dilution d’échantillon
; n=32) + 5 x écart-type.

Interférence

Aucune interférence n’a été observée entre 'ELISA et les médicaments
habituellement utilisés : prednisolone, Imurel, salazopyrine et ciprofloxa-
cine.

Précision de I’extraction

Deux échantillons de selles ont été extraits 10 fois chacun, en utilisant la
procédure décrite au point 7.1.2, et les extraits ont été analysés a I'ELI-
SA. Résultats moyens de trois laboratoires différents sur un lot de kit :

Echantillon Concentration (mg/kg) % C.V.
Faible 130 8.7
Fort 1357 8.8
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Linéarité, extraits de selles
Des extraits de selles (n = 10) ont été dilués au 1/100e — 1/1 000e, puis
analysés au test ELISA. Résultats moyens:

Dilution % de dilution au 1/100e
1:100 100

1:400 103

1:700 105

1:1000 107

ne variation de la linéarité des échantillons a éié observée.

13. MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

En vertu de I'article 1 paragraphe 2b de la directive européenne 98/79/
CE, I'utilisation de dispositifs médicaux de diagnostic in vitro est congue
de la part du fabricant pour garantir la convenance, performance et sé-
curité du produit. La procédure de test, I'information, les précautions et
les avertissements contenus dans le mode d’emploi doivent donc étre
strictement respectés. L'utilisation des kits de test avec des analyseurs
ou un équipement similaire doit étre validée. Toute modification de la
conception, composition et procédure de test, ainsi que toute utilisation
en association avec d’autres produits non approuvés par le fabricant
est interdite ; I'utilisateur lui-méme est responsable de telles modifica-
tions. Le fabricant n’est pas responsable des faux résultats et incidents
dus a de telles causes. Le fabricant n’est pas responsable des résul-
tats issus d’'une simple analyse visuelle des échantillons du patient.
Utilisation réservée au seul diagnostic in vitro.

Tous les composants d’origine humaine utilisés pour la production de
ces réactifs ont été testés avec des anticorps anti-VIH, des anticorps
anti-HCV et un antigéne de I'hépatite B (Bag). Les résultats obtenus
montrent qu'’ils ne sont pas réactifs. Quoi qu’il en soit, tout le matériel
doit étre considéré et manipulé comme étant potentiellement infec-
tieux.

Ne pas échanger des réactifs ou des bandes appartenant a des lots de
production différents.

Ne pas utiliser de réactifs d’autres fabricants avec des réactifs de ce
kit de test.

Ne pas utiliser les réactifs aprés la date d’expiration indiquée sur I'éti-
quette ou 1 mois apres avoir préparé les solutions de travail a partir
des réactifs concentrés.
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« Nutiliser que des embouts de pipette, distributeurs et matériel de la-
boratoire propres.

< Pour éviter toute contamination croisée, ne pas interchanger les bou-
chons vissants des flacons de réactifs.

< Bien refermer les flacons de réactifs immédiatement aprés l'usage
pour éviter toute évaporation et contamination microbienne.

« Apres l'ouverture et le stockage, vérifier 'absence de contamination
microbienne dans les flacons de conjugué, calibrateurs et controles
avant de les réutiliser.

« Pour éviter toute contamination croisée et des résultats faussement
élevés, pipetter lescalibrateurs, contrdles et échantillons d’extraits de
selles et distribuer le conjugué et substrat avec précision dans le fond
des puits des plaques microtitres, sans éclabousser.

« Certains réactifs contiennent de I'azoture de sodium a moins de 0,1 %
(p/v) et/ou 0,1 % de Kathon.

« Stocker la solution substrat dans sa bouteille opaque originale ; la so-
lution doit étre transparente ou jaune pale. Mélanger Iégérement avant
usage.

« Le kit BIOHIT Calprotectin est congu pour étre utilisé par un personnel
qualifié, formé aux bonnes pratiques de laboratoire.

13.1 Considérations relatives a I’élimination

Les déchets de produits chimiques et préparations sont généralement
considérés comme des déchets dangereux. L'élimination de ce type de
déchets est assujettie aux lois et réglementations nationales et régio-
nales. Veuillez contacter les autorités locales ou des sociétés de gestion
des déchets qui vous informeront sur la maniere d’éliminer les déchets
dangereux.
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14. GARANTIE

Biohit est tenu de remédier a tout défaut découvert dans un produit quel
qu’il soit (le « Produit défectueux ») résultant de I'emploi de composants
inappropriés ou d’'une qualité de fabrication négligente, qui empéche le
fonctionnement ou l'utilisation prévue du produit, y compris, mais pas uni-
quement, les fonctions indiquées parmi les spécificités des produits éta-
blies par Biohit. CEPENDANT, LA PRESENTE GARANTIE N'EST PAS
APPLICABLE S| LE DEFAUT A ETE CAUSE PAR UNE UTILISATION
IMPROPRE OU ABUSIVE DU PRODUIT, UN DOMMAGE ACCIDENTEL,
UNE CONSERVATION INCORRECTE OU ENCORE L'UTILISATION DU
PRODUIT POUR DES OPERATIONS HORS DES LIMITATIONS OU CA-
RACTERISTIQUES, OU CONTRAIRES AUX INSTRUCTIONS FOUR-
NIES PAR CE MODE D’EMPLOI.

La période de garantie est définie dans le mode d’emploi et prend effet a
compter de la date d’expédition du Produit par Biohit. Ce coffret de dia-
gnostic Biohit a été fabriqué conformément aux protocoles de gestion de
la qualité définis par la norme ISO 9001 / ISO 13485.

En cas de litiges, c’est la version anglaise du texte qui s’applique.

En cas d'incident grave lié au produit, contacter le fabricant.
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15. RESUME DE LA PROCEDURE A SUIVRE

Le kit BIOHIT Calprotectin pour I'analyse de calprotectine dans les selles
Se reporter aux points 7 — 9 de la notice contenue dans I'emballage pour
une description complete de la procédure.

Extraction
Effectuer I'extraction conformément a 'une des méthodes décrites aux
points 7.1.1 -7.1.2

ELISA (procédure manuelle)

Diluer des extraits de selles au 1/100e dans le tampon de dilution
d’échantillon

Ajouter 100 pL de chaque calibrateur, contréle, témoin et échantillon
sur la plaque ELISA

Laisser incuber sur un vibreur agitateur de plaques a température am-
biante pendant 40 + 5 min)

Laver les puits trois fois avec 300 pl de tampon de lavage

Ajouter 100 pL de solution de conjugué dans chaque puits

Laisser incuber sur un vibreur agitateur de plaques a température am-
biante pendant 40 + 5 min)

Laver les puits trois fois avec 300 pl de tampon de lavage

Ajouter 100 pL de solution substrat a chaque puits

Couvrir et laisser incuber pendant 20 — 30 min

En option : ajouter 100 uL de 1M NaOH a chaque puits

Lire les valeurs de D.O. a 405 nm a l'aide d'un lecteur ELISA

Calculer les résultats (ng/ml) a I'aide d’'un ajustement de courbe a 4
parameétres

mg/kg dans les selles = ng/ml x 5

Pour toute question, priére de contacter info@biohit.fi
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1. USO PREVISTO

La prueba BIOHIT Calprotectin es un ensayo cuantitativo in vitro de in-
munoadsorcién enzimatica que ayuda en el diagndstico de enfermeda-
des organicas del intestino delgado, del intestino grueso y del estémago,
como la enteropatia inflamatoria, la colitis ulcerosa o la enfermedad de
Crohn, mediante la deteccién de calprotectina en muestras de heces.
Asimismo, la prueba se utiliza para controlar la actividad de la enfer-
medad y la respuesta al tratamiento en pacientes con colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn. La prueba se puede realizar de forma manual o
automatica y esta concebida para uso exclusivo por parte de profesiona-
les sanitarios.

2. ANTECEDENTES

La calprotectina es una proteina de fijacién al calcio y zinc de 36 kilodal-
tonios' que liberan sobre todo los leucocitos, en concreto los neutréfilos
polimorfonucleares (NPM), en la luz intestinal durante la inflamacion de
la mucosa intestinal. Los microorganismos del intestino estimulan la mi-
gracion de los leucocitos a la luz intestinal, donde liberan su contenido,
que incluye sustancias antimicrobianas como la calprotectina. Esta pro-
teina constituye alrededor del 60 % del total de proteinas que hay en el
citoplasma de los NPM? y puede estimarse de manera fiable en muestras
fecales almacenadas hasta siete dias a temperatura ambienteS.

Distintos tipos de enfermedad, como las infecciones bacterianas, la ar-
tritis reumatoide y el cancer, conllevan la activacion de los NPM y el au-
mento de los niveles de calprotectina en plasma, liquido cefalorraquideo,
liquido sinovial, liquido crevicular, orina u otras sustancias del cuerpo
humano?.

Existe una relacion entre la concentracién de calprotectina en las heces
y el nimero de NPM que migran a la luz intestinal®; dicha concentracion
puede detectarse de forma fiable incluso en muestras fecales aleatorias
de pequeiio tamanio (inferiores a un gramo)3'6. Las enfermedades orga-
nicas del intestino arrojan una fuerte sefal de calprotectina; los aumen-
tos, en general, superan el nivel de referencia maximo de los individuos
sanos entre cinco y varios miles de veces*'' ™, lo que indica la existen-
cia de inflamacion intestinal. Las enteropatias inflamatorias (El), como
la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, pueden aparecer entre la
nifiez temprana y el final de la edad adulta, y el diagnéstico suele ser
tardio debido a la vaguedad de los sintomas o la renuencia a someterse
a endoscopias y biopsias.
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Los trastornos funcionales, como el sindrome del intestino irritable (SII)
no provocan un aumento de la concentracion de calprotectina fecal, a
diferencia de los trastornos abdominales organicos, como las El. Los
pacientes con trastornos abdominales organicos y funcionales pueden
tener sintomas similares y la exploracion clinica por si sola puede no ser
suficiente para obtener un diagnéstico especifico. La prueba de calpro-
tectina fecal es un método sencillo, no invasivo, econémico y objetivo
que puede ayudar a seleccionar pacientes para someterlos a explora-
ciones adicionales, como la endoscopia. Los sintomas abdominales son
muy frecuentes tanto en nifios como en adultos y un resultado negativo
medido por BIOHIT Calprotectin puede descartar, con un gran indice de
probabilidad, las enteropatias inflamatorias’.

La curacion de la mucosa es el objetivo principal del tratamiento de las
El y una prueba de calprotectina fecal demuestra si dicha curacion se
ha producido. Muchos pacientes de El en remision clinica con niveles
normales de proteina C reactiva (PCR) siguen teniendo inflamacion©,
reflejada por un aumento de la calprotectina fecal. Estos pacientes tienen
mayor riesgo de sufrir una recaida al cabo de pocos meses'!. Sise logra
la curacion de la mucosa, se reducira el riesgo de recaida y la necesidad
de cirugia abdominal may0r12*13. La normalizacién de los niveles de cal-
protectina indica que se ha logrado la curacion de la mucosa'4.

3. PRINCIPIO DE LA PRUEBA

BIOHIT Calprotectin se basa en la preparacion de un extracto de heces
mediante un amortiguador para extraccion fecal. El nivel de calprotectina
se determina analizando el extracto en un enzimoinmunoanalisis de ad-
sorcion (ELISA) especifico para la calprotectina.

En el ELISA, las muestras y calibradores se incuban en pocillos distintos
recubiertos de anticuerpos monoclonales que fijan la calprotectina. Tras
la incubacién y el lavado de los pocillos, la calprotectina fijada puede
reaccionar con anticuerpos especificos para la calprotectina, marcados
enzimaticamente y purificados mediante inmunoafinidad. Tras esta reac-
cion, la cantidad de enzima fijada en los pocillos es proporcional a la can-
tidad de calprotectina que hay en la muestra o el patrén, que viene deter-
minada por la incubacién con un sustrato para la enzima, lo que resulta
en un producto coloreado. La intensidad del color viene determinada por
la absorbencia utilizando un lector de placas ELISAy es proporcional a la
concentracion de calprotectina en los calibradores y muestras. El andlisis
se calibra mediante calprotectina purificada procedente de extracto de
leucocitos.
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4. MATERIALES

4.1. Reactivos facilitados con el kit

Placa de pocillos recubiertos: 12 tiras, 8 pocillos por tiras, recubiertas
con anticuerpos murinos monoclonales purificados mediante afinidad es-
pecificos para la calprotectina. La placa viene almacenada en una bolsa
sellada con desecante. No combine tiras/pocillos de diferentes micropla-
cas, aunque tengan el mismo nimero de lote.

DILBUF|5x] Amortiguador para dilucion de muestras (conc. 5x) ***:
1 unidad de 20 ml, en concentracion 5x, para diluir en agua destilada/
desionizada; solucién de color amarillo con pH 8,0 £ 0,2, frasco con tapén
azul.

Amortiguador para lavado (conc. 20x) *: 1 unidad de 50

ml, en concentracion 20x, para diluir en agua destilada/desionizada, para
el lavado de los pocillos; solucién transparente con pH 7,8 + 0,2, frasco
con tapén blanco.

EEE!EE Amortiguador para extraccion fecal (conc. 2,5x) **:
2 unidades de 90 ml, en concentracion 2,5x, para diluir en agua destilada/
desionizada; solucién transparente con pH 7,8 + 0,2, frascos con tapén
blanco.

Calibradores de calprotectina 1-5y ***: 6 viales de

1,0 ml, solucién de color amarillo lista para usar, viales con tapones de
distinto color:

Blanco: tapén azul 0 ng/ml
Calibrador 1: tap6n verde 7,8 ng/ml
Calibrador 2: tapén amarillo 31,3 ng/ml
Calibrador 3: tapén rojo 62,5 ng/ml
Calibrador 4: tapén blanco 125 ng/ml
Calibrador 5: tap6n negro 500 ng/ml

|c0NTROLILOW| ICOHTROLIH|GH| Controles “bajo” y “alto” ***: 2 viales de
1,0 ml, solucién de color amarillo lista para usar; control bajo: vial con
tapon marrén; control alto: vial con tapon morado.

Solucién conjugada ****: 113 ml de solucién de color rojo, lista
para usar, con anticuerpos policlonales de conejo contra la calprotectina
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marcados con fosfatasa alcalina y purificados mediante inmunoafinidad,
en un tubo de reactivo Dynex de 25 ml con tapoén blanco.

Solucién de sustrato (pNPP): 113 ml de solucién lista para usar,
de color transparente a amarillo claro, en frasco opaco con tapén ama-
rillo.

Nota: Si se usa un instrumento Dynex, el sustrato debe transferirse a un
tubo de reactivo Dynex de 25 ml antes de realizar el andlisis.

* Contiene 0,1 % de Kathon.

Contiene <0,1 % de acida de sodio

Contiene 0,1 % de Kathon y <0,1 % de acida de socio

Contiene 0,02 % de metilisotiazolona y 0,02 % de bromonitrodioxano

4.2. Materiales facilitados con el kit
« 2 cubiertas de incubacién
* 1 manual de instruccién
* 1 esquema de placa

4.3. Materiales necesarios que no se suministran

« Agua destilada/desionizada

» Aparatos de extraccion (ver secciones 7.1.1y 7.1.2)

« Asas bacterioldgicas desechables y rompibles (si se usa el método
de pesada de la seccién 7.1.2)

« Balanza digital sensible (40-150 mg) (si se usa el método de pesa-
da de la seccion 7.1.2)

« Tubos desechables con tapon de rosca de poliestireno, de 5 ml (si
se usa el método de pesada de la seccion 7.1.2)

< Agitador vortex (con un adaptador de tubo) o agitador de hasta
1000 rpm cuando se usa para extraer una muestra de heces en la
seccion 7.1.2

« Tubos desechables para la dilucion de las muestras: Tubos eppen-
dorf o similares (si el andlisis se lleva a cabo de forma manual)

« Pipetas para aplicar volimenes de 10-1000 pl (si el analisis se lleva
a cabo de forma manual)

» Pipeta repetidora o pipeta multicanal, de 100 pl (si el analisis se
lleva a cabo de forma manual)

« Limpiador de pocillos o pipeta multicanal, de 300 pl (si el analisis se
lleva a cabo de forma manual)

» Agitador de placas (500-700 rpm) (si el analisis se lleva a cabo de
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forma manual)
« Temporizador (si el andlisis se lleva a cabo de forma manual)
 Lector de placas, filtro de 405 nm (si el analisis se lleva a cabo de
forma manual)
* 1M NaOH (solucién de frenado; optativa)

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Si se almacenan sin abrir a 2-8 °C, los reactivos del kit permanecen esta-
bles hasta la fecha de caducidad que indica la etiqueta.

Las placas, reactivos y amortiguadores concentrados que se hayan
abierto permanecen estables hasta un maximo de tres meses si se al-
macenan a 2-8 °C.

Si se preparan en recipientes limpios, las soluciones de trabajo (1x) de
amortiguador para lavado, amortiguador para la dilucion de muestras y
amortiguador para la extraccion fecal pueden almacenarse a 2-8 °C du-
rante un maximo de un mes.

Evitar la exposicion a altas temperaturas y a la luz directa del sol.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Todos los reactivos, muestras y controles deben llevarse a temperatura
ambiente (18-25 °C) antes de empezar el analisis.

6.1. Tiras recubiertas de la placa de pocillos

Las tiras de la placa estan listas para usar y vienen recubiertas con anti-
cuerpos murinos monoclonales purificados mediante afinidad especificos
para la calprotectina. Las tiras que no se usen deben eliminarse de la es-
tructura y volverse a sellar inmediatamente en bolsa de papel de aluminio
junto con el desecante suministrado. Alimacenar a 2-8 °C.

6.2. Amortiguador para la dilucion de muestras

Diluir el amortiguador para diluciéon de muestras concentrado a 5x afia-
diendo 1 parte (20 ml) a 4 partes (80 ml) de agua destilada/desionizada
en un recipiente limpio para obtener un volumen final de 100 ml. Mezclar
bien. Almacenar el amortiguador para la diluciéon de muestras diluido en
un recipiente cerrado a 2-8 °C.

Nota: Si se usa un instrumento automatico Dynex DS2 o DSX ELISA, el
amortiguador para la dilucion de muestras debe transferirse a un tubo de
reactivo Dynex de 25 ml antes de realizar el analisis.
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6.3. Amortiguador para lavado

Diluir el amortiguador para lavado concentrado a 20x afiadiendo 1 parte
(50 ml) a 19 partes (950 ml) de agua destilada/desionizada en un reci-
piente limpio para obtener un volumen final de 1000 ml. Mezclar bien.
Almacenar el amortiguador para lavado diluido en un recipiente cerrado
a2-8 °C.

6.4. Amortiguador para extraccion fecal

Diluir el amortiguador para extraccion fecal concentrado a 2,5x afiadien-
do 1 parte (90 ml) a 1.5 partes (135 ml) de agua destilada/desionizada
en un recipiente limpio para obtener un volumen final de 225 ml. Mezclar
bien. Almacenar el amortiguador diluido en un recipiente cerrado a 2-8
°C.

6.5. Calibradores, blanco y controles

Los viales marcados como blanco, calibrador y controles contienen cada
uno 1,0 ml de una solucion lista para usar. La concentracion de calpro-
tectina viene impresa en la etiqueta de cada vial. Los viales encajan di-
rectamente en los instrumentos automaticos Dynex DS2 y DSX ELISA.

6.6. Solucién conjugada

El tubo contiene 13 ml anticuerpos de conejo contra la calprotectina mar-
cados con fosfatasa alcalina (FA) y purificados mediante inmunoafinidad
en un amortiguador con estabilizantes, conservantes y un tinte rojo iner-
te. La solucién viene lista para usar. El tubo encaja directamente en los
instrumentos automaticos Dynex DS2 y DSX ELISA.

6.7. Solucion de sustrato Solucion de sustrato

El frasco contiene 13 ml de solucién de p-nitrofenilfosfato (pNPP). La
solucion viene lista para usar y debe almacenarse en su frasco opaco
original.

Nota: Si se usa un instrumento automatico Dynex DS2 o DSX ELISA, la
solucion de sustrato enzimatico debe transferirse a un tubo de reactivo
Dynex de 25 ml antes de realizar el analisis.

7. OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS
BIOHIT Calprotectin se ha elaborado y validado para muestras fecales.

7.1. Muestras fecales
Dado que la calprotectina es muy estable en las heces, los pacientes
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pueden obtener pequefias muestras fecales en casa. Se debe recoger
una muestra de 1-5 g (aproximadamente, una cucharadita), introducirla
en un recipiente limpio apropiado y enviarla al laboratorio lo antes posi-
ble, en un plazo maximo de cuatro dias. Si se introduce en un recipiente
apto para el transporte, puede enviarse por correo ordinario; es decir, no
se necesita refrigeracion. Debe evitarse exponer la muestra a tempera-
turas superiores a 30 °C.

Las muestras también pueden almacenarse congeladas, a -20 °C o
menos, durante un maximo de 1,5 afios, hasta su entrega o envio. Las
muestras congeladas deben descongelarse y equilibrarse hasta la tem-
peratura ambiente antes de la extraccion y el analisis. Téngase en cuen-
ta que al congelar muestras fecales pueden aumentar en ocasiones los
niveles de calprotectina, debido, muy probablemente, a su liberacion a
partir de los granulocitos.

Nota: Antes de comenzar la extraccion, la muestra fecal debe homoge-
neizarse bien, usando, por ejemplo, una espatula, antes de retirar la pe-
quefa cantidad para la extraccion.

Para la extraccion, recomendamos usar tubos de extraccion BIOHIT o los
otros métodos que se describen a continuacién (capitulos 7.1.1y 7.1.2).
Realizar la extracciéon de acuerdo con el prospecto del envase correspon-
diente al dispositivo/método de extraccion escogido. Pueden emplearse
otros métodos y dispositivos validados por el cliente.
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7.1.1. Extracciéon mediante tubos de extraccion BIOHIT

Instrucciones de uso: leer el prospecto del envase del producto
ref. 602270.

7.1.2. Extracciéon mediante el método de pesada (sin dispositivo de

extraccion)

1. Pesar (tarar) un tubo vacio con tapén de rosca con un asa bacterio-
l6gica.

2. Tomar aproximadamente 100 mg (entre 40 y 120 mg) de heces me-
diante el asa bacteriolégica e introducirlos en el tubo con tapén de
rosca. Evitar tomar material sélido no digerido, como fibras y semillas.

3. Pesar el tuboy el asa con heces, con lo que se obtendra el peso neto
de las heces.

4. Romper o cortar la mitad superior del asa bacteriolégica y dejar la
parte inferior dentro del tubo.

5. Afadir amortiguador para extraccion en una proporcion peso: volu-
men de 1:50; por ejemplo, 4,9 ml de amortiguador a 100 mg de heces.
Cerrar el tubo.

6. Mezclar vigorosamente durante 30 segundos mediante un agitador
vortex.

7. Seguir mezclando en un agitador (a aproximadamente 1000 rpm) du-
rante 30+5 minutos con el asa dentro del tubo a modo de agitador.

8. Dejar un par de minutos sobre el mostrador para que las particulas
se asienten y pipetear con cuidado desde la parte superior del tubo.
No es necesario centrifugar, aunque se puede llevar a cabo un breve
centrifugado si se necesita una solucion sin particulas.

9. El extracto, que representa una dilucién 1:50 (peso:volumen) de la
muestra de heces, ya esta lista para la dilucion y el analisis.

10.Para el almacenamiento, transferir aproximadamente 0,5 ml a un
nuevo tubo. Los extractos pueden almacenarse a 2-8 °C durante un
maximo de cinco dias o congelarse por debajo de -20 °C durante un
maximo de 12 meses.
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8. SUGERENCIA DE ESQUEMA DE PLACA
1 2 3 4 etc.

A | Calibrador 5 | Calibrador 5 | Muestra 1 Muestra 1
500 ng/ml 500 ng/ml

B | Calibrador 4 | Calibrador 4 | Muestra 2 Muestra 2
125 ng/ml 125 ng/ml

C | Calibrador 3 | Calibrador 3 | Muestra 3 Muestra 3
62,5 ng/ml 62,5 ng/ml

D | Calibrador 2 | Calibrador 2 | Muestra 4 Muestra 4
31,3 ng/ml 31,3 ng/ml

E | Calibrador 1 | Calibrador 1 | Muestra 5 Muestra 5
7,8 ng/ml 7,8 ng/ml

F | Blanco Blanco Muestra 6 Muestra 6
0 ng/ml 0 ng/ml

G | Control Control Muestra 7 Muestra 7
“bajo” “bajo”

H | Control Control Muestra 8 Muestra 8
“alto” “alto”

Sugerencia de esquema de placa ELISA para calibradores, controles y
muestras siguiendo un procedimiento manual. Se recomienda duplicar
los pocillos para aumentar la fiabilidad de los resultados. En una placa
completa caben 40 muestras.

9. METODO ANALITICO

El siguiente procedimiento se refiere al andlisis manual. Se pueden so-
licitar protocolos validados para instrumentos automaticos Dynex DS2 y
DSX ELISA. Debe tenerse en cuenta que los viales para calibrador, blan-
co y control positivo, asi como el tubo de conjugado, encajan directamen-
te en los instrumentos automaticos DS2 o DSX ELISA. También pueden
usarse otros instrumentos automaticos para ELISA, pero el cliente debe
validarlos previamente.

9.1 Notas sobre el procedimiento

* Preparacion: Leer con atencion manual de instruccion antes de llevarlo
a cabo. La fiabilidad de los resultados depende de que se siga es-
crupulosamente el protocolo de analisis descrito. Antes de comenzar
el analisis, debe establecerse minuciosamente un esquema de placa
para todos los blancos, calibradores, controles y muestras, utilizando,
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por ejemplo, la hoja que se incluye en el kit. Seleccionar el nimero
necesario de tiras de la placa. Las tiras que no se usen deben volverse
a sellar inmediatamente en bolsa de papel de aluminio y almacenarse
segun se describe en la seccion 6.1.

Se recomienda emplear una dilucion a 1:100 de extractos de heces.
Esta dilucion arrojara unos resultados de muestra de entre 25 mg/kg
(limite de cuantificacion) y 2500 mg/kg en heces. Los extractos con
valores de calprotectina mas altos pueden diluirse mas (> 1:100) y
volverse a someter andlisis si se necesita un valor. Los extractos con
valores de calprotectina bajos pueden diluirse menos (1:50). El factor
de dilucion ajustado debe tenerse en cuenta al convertir de ng/ml a
mg/kg (véase la seccion 10, mas adelante).

Llevar a cabo todos los pasos del analisis en el orden indicado y sin
demoras apreciables entre ellos.

Debe usarse una punta de pipeta limpia y desechable para dispensar
cada patrén, control y muestra.

Para obtener unos resultados lo mas fiables posible, los blancos, cali-
bradores, controles y muestras de pacientes deben analizarse siempre
por duplicado.

Todas las muestras y reactivos del kit deben equilibrarse a temperatu-
ra ambiente (18-25 °C) antes de empezar el analisis.

.2 Procedimiento de ELISA

. Diluir las muestras de extracto de heces a 1:100 (p. ej., 10 pyl de mues-
tra + 990 pl de amortiguador para dilucién de muestras) y mezclar
bien mediante el agitador vortex.

Afadir 100 pl de cada blanco, calibrador, control y muestra diluida en
pocillos duplicados; véase el esquema de placa recomendado en la
seccion 8.

Tapar la placa con una cubierta de incubacion e incubar a temperatu-
ra ambiente durante 40+5 minutos en un agitador de placas horizontal
(aproximadamente, a 500-700 rpm).

Al final del tiempo de incubacion, retirar el liquido y lavar los poci-
llos afadiendo 300 pl de amortiguador para lavado a cada pocillo.
Retirar tanto liquido como sea posible y repetir hasta que se hayan
realizado un total de tres lavados. Si se usa un limpiador de placas,
comprobar no haya ninguna sonda de aspirado y llenado bloqueada
para garantizar el correcto lavado de todos los pocillos. Tras el lavado
final, invertir la placa y golpear con fuerza la aberturas de los pocillos
sobre papel absorbente para eliminar cualquier resto de amortiguador
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8.

9.

para lavado.

Mezclar el contenido del vial de conjugado suavemente antes de
usarlo (sin agitarlo). Aiadir 100 ul de conjugado a cada pocillo; prefe-
riblemente, con una pipeta repetidora o multicanal.

Tapar la placa con una cubierta de incubacion e incubar a temperatu-
ra ambiente durante 40+5 minutos en un agitador de placas horizontal
(aproximadamente, a 500-700 rpm).

Repetir los pasos de lavado arriba descritos, tres veces con 300 ul de
solucién de lavado por pocillo.

Afadir 100 pl de solucidn de sustrato a cada pocillo; preferiblemente,
con una pipeta repetidora o multicanal.

Incubar la placa a temperatura ambiente (sin agitar) durante 20-30
minutos, protegida de la luz.

10. Optativo: Aiadir 100 pl de solucion de frenado 1M NaOH a cada po-

cillo si se necesita un periodo de incubacion fijo.

11. Leer los valores de densidad optica (DO) a 405 nm usando un lector

de ELISA. Si el lector de placas tiene esta opcion, agitar brevemente
la placa (2-3 segundos) antes de la lectura.

10. RESULTADOS

10.1 Valores del control de calidad

Debe incluirse una nueva curva de patrén en cada tanda.

Los controles positivos deben incluirse en cada tanda. El valor de los
controles debe encontrarse dentro de los limites impresos en las eti-
quetas de los viales.

A modo de guia, el valor de DO del calibrador 5 (500 ng/ml) debe ser =
1,6, mientras que el valor de DO del blanco (0 ng/ml) debe ser < 0,25.
En la figura 1 se muestra una curva de calibrador representativa.

10.2 Calculo de los resultados
Calculo de la concentracion de calprotectina en muestras fecales de pa-
cientes:

1.

2.

Calcular los valores medios de DO de todos los pocillos duplicados
(blanco, calibradores y muestras).

Trazar el valor del blanco y de cada calibrador y la concentracion (ng/
ml) en el eje de la x frente a su valor de DO medio en el eje de la y
para obtener una curva de patron. Se recomienda una funcion de
ajuste de curvas de 4 parametros (véase la figura 1, a continua-
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cion). Si se necesita un eje de la x logaritmico, debe usarse un valor
de 0,001 ng/ml para el patrén A (0 ng/ml).

3. Usar la curva de calibracion para determinar la concentracion de cal-
protectina en las muestras diluidas (ng/ml) de acuerdo con sus valo-
res de DO.

4. Multiplicar la concentracion de calprotectina (ng/ml) en los ex-
tractos fecales diluidos por 5 para convertir a mg/kg de calpro-
tectina en la muestra de heces original.

Este factor efectia la correccion para la dilucion total de 1:5000 (1:50
durante el procedimiento de extraccion y la posterior dilucién a 1:100 de
los extractos) y convierte el valor de ng/ml a mg/kg.

Ejemplo: si una muestra de extracto diluido tiene un valor de 100 ng/ml,
la concentracion en la muestra fecal original era de 100 x 5 = 500 mg/kg.
Nota: Si los extractos se han diluido en una relacién mayor (o menor) al
1:100 recomendado, el factor de dilucion adicional debera introducirse
en el calculo.

Figura 1: Una curva de patron representativa usando un ajuste de curva de 4 parametros.
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10.3 Interpretacion de los resultados
En diversas publicaciones se han sefalado los siguientes valores de cal-
protectina en muestras fecales®25:

Valor normal 5 - 50 mg/kg
Valor positivo > 50 mg/kg
Valor mediano en pacientes con canceres colorrectales 350 mg/kg

sintomaticos

Enteropatia inflamatoria activa sintomatica 200 — 40 000 mg/kg

Téngase en cuenta que no se debe establecer un diagndstico partiendo
del resultado de un solo analisis. El diagndstico debe tomar en conside-
racion los antecedentes clinicos y los sintomas.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
No se debe establecer un diagnéstico partiendo del resultado de un solo
analisis.

12. CARACTERISTICAS DE LOS RESULTADOS

Nota: Todos los estudios de verificacion del disefio se llevaron a cabo
mediante analisis manual de muestras de extractos fecales (diluidas a
1:100) siguiendo el procedimiento de ELISA que se describe en la sec-
cién 9.

Precision entre andlisis y dentro del mismo andlisis de los extractos
fecales:

Precision entre analisis, extractos Precision dentro del mismo analisis,
fecales* extractos fecales**
Concentracion % CV Concentracion % CV
en heces (mg/kg) en heces (mg/kg)
32.1 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 4.2
1977 7.9 1966 5.0
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*Resultados medios de tres laboratorios distintos, cada uno de los cuales
analizo dos lotes de kits distintos: se analizaron seis muestras un total de
10 veces a lo largo de cinco dias

** Resultados medios de tres laboratorios distintos, cada uno de los cua-
les analiz6 dos lotes de kits distintos: se analizaron seis muestras con 10
réplicas en una tanda

Recuperacion:
Heces: 85-105 %; analizados con extracto fecal al que se afiadié calpro-
tectina purificada en cinco niveles distintos.

Limite de cuantificacion:

5 ng/ml; analizados con extracto de heces y calprotectina purificada. Las
muestras se analizaron cinco veces a lo largo de cinco dias. EI CV medio
de las distintas muestras y determinaciones en este nivel fue del 12 %.

Limite de deteccion:
< 5 ng/ml; calculado como media (amortiguador para dilucién de mues-
tras; n = 32) + 5x DE.

Interferencia
No se observo interferencia en ELISA procedente de medicamentos de
uso frecuente: prednisolona, imurel, salazopirina y ciprofloxacina.

Precision de la extraccion

Se extrajeron dos muestras de heces 10 veces cada una, siguiendo el
procedimiento que se describe en la seccion 7.1.2, y los extractos se
analizaron en ELISA. Resultados medios de tres laboratorios distintos y
un lote de Kkits:

Muestra Concentracion (mg/kg) % CV
Baja 130 8.7
Alta 1357 8.8
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Linealidad, extractos de heces
Los extractos de heces (n=10) se diluyeron a 1:100-1:1000 y se analiza-
ron en ELISA. Resultados medios:

Dilucion % de dilucién a 1:100
1:100 100
1:400 103
1:700 105
1:1000 107

éngase en cuenta que se ha observado una variacion de la muestra en
cuanto a la linealidad.

13. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

« De conformidad con el articulo 1, parrafo 2b de la Directiva europea
98/79/CE, el fabricante de los dispositivos médicos para diagndstico in
vitro persigue con su uso garantizar la idoneidad, resultados y seguri-
dad del producto. Por lo tanto, el procedimiento de analisis, la informa-
cion, las precauciones y las advertencias que figuran en las instruccio-
nes de uso deben seguirse escrupulosamente. El uso de los kits con
analizadores y aparatos similares aun debe validarse. No se autoriza
ningun cambio en el disefio, composicion y procedimiento de analisis,
como tampoco el uso en combinacién con otros productos no aproba-
dos por el fabricante; el usuario es responsable de estos cambios. El
fabricante no se hace responsable de resultados erréneos e incidentes
debidos a estos motivos. El fabricante no se hace responsable de los
resultados obtenidos por andlisis visual de las muestras de pacientes.

» Solo para uso diagndstico in vitro.

« Todos los componentes de origen humano empleados para la elabo-
racion de estos reactivos se han analizado en busca de anticuerpos
anti-VIH, anticuerpos anti-VHC y antigeno de la hepatitis B (HBsAg);
se ha determinado que no son reactivos. No obstante, todos los ma-
teriales deben considerarse potencialmente contaminados vy tratarse
como si lo fueran.

« No intercambiar reactivos o tiras de distintos lotes de produccion.

* No usar reactivos de otros fabricantes con reactivos de este kit de
analisis.

* No usar los reactivos tras la fecha de caducidad indicada en la etiqueta
o después de un mes de haber convertido reactivos concentrados en
soluciones de trabajo.
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13
Lo

Usar solo puntas de pipeta, dispensadores y material de laboratorio
limpios.

Para impedir la contaminacién cruzada, no intercambiar los tapones
de rosca de los viales de reactivos.

Cerrar los viales de reactivos con firmeza justo después de su uso,
para evitar la evaporacion y la contaminacion microbiana.

Tras haberlos abierto y almacenado, comprobar si hay contaminacién
microbiana en los viales de conjugado, calibradores y control antes de
seguir usandolos.

Para evitar la contaminacién cruzada y resultados falsamente eleva-
dos, pipetear loscalibradores, controles y muestras de extracto fecal y
dispensar el conjugado y sustrato de forma precisa en el fondo de los
pocillos, sin salpicar.

Algunos reactivos contienen menos de 0,1 % (m/v) de acida de sodio
y/o 0,1 % de Kathon.

Almacenar la solucion de sustrato en el frasco opaco original; la solu-
cion debe ser de color transparente a amarillo claro. Mezclar suave-
mente antes de usar.

BIOHIT Calprotectin esta disefiado para su uso por parte de personal
cualificado que cuente con formacién en buenas practicas de labora-
torio.

.1 Consideraciones respecto a la eliminacién
s residuos de productos quimicos y preparaciones suelen conside-

rarse peligrosos. La eliminacion de este tipo de residuos esta regulada
mediante leyes y normativas nacionales y regionales. Se recomienda

po
de

nerse en contacto con las autoridades o las empresas de tratamiento
residuos locales, que facilitaran informacion sobre como desechar los

residuos peligrosos.
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14. GARANTIA

Biohit debera solucionar todo defecto hallado en cualquier Producto (el
"Producto Defectuoso”) causado por materiales inadecuados o negligen-
cia en la manufacturacion y que eviten el funcionamiento mecanico o
el uso previsto de los Productos incluyendo, entre otros aspectos, las
funciones indicadas en las especificaciones de Biohit para los Productos.
SIN EMBARGO, EN CASO DE HALLARSE UNA FALTA CAUSADA POR
TRATO INDEBIDO, USO INDEBIDO, DANO ACCIDENTAL, CONSER-
VACION INCORRECTA O USO DE LOS PRODUCTOS PARA PROCE-
DIMIENTOS FUERA DE LAS LIMITACIONES INDICADAS O DE SUS
ESPECIFICACIONES, CONTRARIOS A LAS INSTRUCCIONES PRO-
PORCIONADAS EN EL MANUAL DE INSTRUCCIONES, CUALQUIER
GARANTIA SE CONSIDERARA NULA.

El periodo de esta garantia se indica en el manual de instrucciones de
los Productos y entrara en vigor a partir de la fecha de expedicion del
Producto en cuestién

por parte de Biohit. Este kit de Diagndstico de Biohit se ha elaborado en
conformidad con los protocolos de gestion de calidad 1ISO 9001 / ISO
13485.

En caso de conflicto con respecto a su interpretacion, se aplicara el texto
eninglés.

En caso de algun incidente grave relacionado con el producto, péngase
en contacto con el fabricante.
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. BREVE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Kit BIOHIT Calprotectin para analisis de calprotectina en heces
Consultar las secciones 7-9 del prospecto del envase para obtener una

de

scripcion completa de los pasos practicos.

Extraccion

Realizar la extraccion de acuerdo con uno de los métodos que se des-
criben en las secciones 7.1.1-7.1.2

ELISA (procedimiento manual)

Diluir los extractos fecales a 1:100 en amortiguador para dilucion de
muestras

Afadir 100 L de calibradores, controles, blanco y muestras a la placa
de ELISA

Incubar en un agitador de placas a temperatura ambiente durante
40+5 minutos

Lavar los pocillos tres veces con 300 pL de amortiguador para lavado
Afadir 100 pL de solucién de conjugado a cada pocillo

Incubar en un agitador de placas a temperatura ambiente durante
40+5 minutos

Lavar los pocillos tres veces con 300 pL de amortiguador para lavado
Afadir 100 pL de solucién de sustrato a cada pocillo

Incubar con la placa tapada durante 20-30 minutos

Optativo: afiadir 100 yL de 1M NaOH a cada pocillo

Leer los valores de DO a 405 nm usando un lector de ELISA

Usando un ajuste de curva de 4 parametros, calcular los resultados
(ng/ml)

mg/kg en heces = ng/ml x 5

Para plantear preguntas, ponerse en contacto con info@biohit.fi
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1. UTILIZAGAO PREVISTA

O teste BIOHIT Calprotectin € um imunoensaio enzimatico quantitativo
in vitro que auxilia no diagndstico de doenga orgéanica do intestino del-
gado, do intestino grosso ou do estdmago como a doencga inflamatéria
do intestino, colite ulcerosa ou doenga de Crohn através da detegdo de
calprotectina em amostras de fezes. Além disso, o teste é utilizado para
monitorizar a atividade da doenca e a resposta ao tratamento em doen-
tes com colite ulcerosa ou doenga de Crohn. O teste pode ser realizado
manualmente ou automaticamente e destina-se a ser utilizado apenas
por profissionais de saude.

2. CONTEXTO

A Calprotectina € uma proteina transportadora de calcio e zinco de 36
quilodaltons” libertada sobretudo pelos leucdcitos, em particular pelos
granulécitos neutrofilos polimorfonucleares (PMN), para o lumen intes-
tinal durante a inflamagé@o da mucosa intestinal. Os microrganismos do
intestino estimulam a migragéo dos leucécitos para o limen intestinal.
Uma vez ai, eles libertam os seus contetdos, incluindo substancias an-
timicrobianas como a Calprotectina. Esta proteina constitui cerca de 60
% das proteinas totais no citoplasma dos PMN e pode ser estimada de
forma fiavel em amostras de fezes armazenadas por um periodo maximo
de sete dias a temperatura ambiente 3),

Varios tipos de doenga, como as infecdes bacterianas, a artrite reuma-
toide e o cancro, levam a ativagdo dos PMN e ao aumento dos niveis de
Calprotectina no plasma, no liquido cefalorraquidiano, no liquido sinovial,
no liquido sulcular, na urina ou em outros materiais humanos 4.

A concentragdo de Calprotectina nas fezes esta correlacionada com o
nimero de PMN que migram para o lumen intestinal 5e pode ser dete-
tada de forma fiavel mesmo em pequenas amostras aleatérias de fezes
(com menos de uma grama) 36) As doengas organicas do intestino emi-
tem um sinal forte de Calprotectina, isto é, apresentam frequentemente
elevagdes entre cinco e varios milhares de vezes superiores ao nivel de
referéncia mais alto nos individuos saudaveis 3'7'9), o que indica uma
inflamacéo intestinal. As doengas inflamatérias do intestino (DII), como
a colite ulcerosa e a doenga de Crohn, podem surgir entre a primeira
infancia e a idade adulta tardia e o diagnéstico é muitas vezes tardio
devido a sintomas vagos ou a relutancia dos doentes em realizar uma
endoscopia e uma biopsia.
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Os disturbios funcionais, como a sindrome do intestino irritavel (Sll), ndo
provocam um aumento das concentragdes de Calprotectina fecal, ao
contrario dos disturbios abdominais organicos, como as DIl. Os doen-
tes com disturbios abdominais funcionais e organicos podem apresentar
sintomas semelhantes e um simples exame clinico pode ndo ser sufi-
ciente para encontrar um diagnostico especifico. Um teste de Calprotec-
tina fecal € um método objetivo, econédmico, ndo invasivo e simples que
pode ajudar a determinar quais os doentes que devem ser submetidos a
exames adicionais, como uma endoscopia. Os sintomas abdominais séo
muito comuns nas criangas e nos adultos e um resultado negativo obtido
pelo BIOHIT Calprotectin pode excluir doengas inflamatérias do intestino
com um elevado grau de probabilidade .

Arecuperagao da mucosa é o grande objetivo do tratamento das DIl e um
teste de Calprotectina fecal permite saber quando tal € conseguido. Mui-
tos doentes que sofrem de DIl em remissao clinica com niveis normais da
proteina C reativa (PCR) apresentam ainda uma inflamagao persistente
10) o que se reflete num aumento da Calprotectina fecal. Estes doentes
apresentam um maior risco de recaida no espaco de alguns meses m,
Se for possivel conseguir a recuperagdo da mucosa, o risco de recaida
sera reduzido, bem como a necessidade de uma grande cirurgia abdo-
minal 213). A normalizacdo dos niveis de Calprotectina significa que foi
conseguida a recuperagdo da mucosa 14),

3. PRINCIPIO DO TESTE

O teste BIOHIT Calprotectin baseia-se na preparagdo de um extrato de
fezes com o Tampao de extracdo de fezes. O nivel de Calprotectina é
determinado por meio da submissdo do extrato a um teste num ensaio
de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) especifico para a Calprotectina.
No ELISA, as amostras e as solugdes padrao sdo incubadas em pogos
de titulagédo separados revestidos com anticorpos monoclonais que ligam
a Calprotectina. Apos a incubagdo e a lavagem dos pocos, permite-se
que a Calprotectina ligada reaja com anticorpos especificos da Calpro-
tectina purificados por imunoafinidade e marcados com enzima. Apds
esta reagdo, a quantidade de enzimas ligadas aos pogos de titulacéo
é proporcional a quantidade de Calprotectina na amostra ou na solugéo
padrao, que é determinada por incubagdo com um substrato para a enzi-
ma que produz um produto colorido. A intensidade da cor & determinada
por absorvancia através da utilizagdo de um leitor de placas ELISA e é
proporcional a concentragdo de Calprotectina nas solugdes calibradores

97



nas amostras. O ensaio é calibrado utilizando Calprotectina purificada de
extrato de leucocitos.

4. MATERIAIS

4.1. Reagentes fornecidos com o kit

Placa de titulagao revestida: 12 faixas, 8 pocos por faixa, revestidas
com anticorpos monoclonais de rato purificados por afinidade e especi-
ficos para a Calprotectina. A placa esta armazenada numa embalagem
selada com dessecante. Nao combine tiras/pogos de microplacas dife-
rentes, mesmo que tenham o mesmo numero de lote.

DILBUF|5x] Tampao de diluicdo da amostra (conc. 5x) ***: 1 x 20 mL,
concentrado 5x, para ser diluido com agua destilada/desionizada; pH 8 +
0,2, solucédo amarela, frasco com tampa azul.

Tampao de lavagem (conc. 20x) *: 1 x 50 mL, concentrado
20x, para ser diluido com agua destilada/desionizada, destinado a lava-
gem dos pogos de titulagdo; pH 7,8 £ 0,2, solugéo limpida, frasco com
tampa branca.

EEE!EE 25| Tampéo de extracdo de fezes (conc. 2,5x) **:
2 x 90 mL, concentrado 2,5x, para ser diluido com agua destilada/desio-
nizada; pH 8 + 0,2, solugédo limpida, frascos com tampas brancas.

calibradores de Calprotectina e ***. 6 frascos de

1 mL, prontos a utilizar; solugdo amarela, frascos com tampas de cores
diferentes:

Solugéo em branco: tampa azul 0 ng/mL
Calibrador 1: tampa verde 7.8 ng/mL
Calibrador 2: tampa amarela 31.3 ng/mL
Calibrador 3: tampa vermelha 62.5 ng/mL
Calibrador 4: tampa branca 125 ng/mL
Calibrador 5: tampa preta 500 ng/mL

[CONTROL[LOW] | CONTROL|HIGH| Controlos “Baixo” e “Alto” ***:
2 frascos de 1 mL, prontos a utilizar; solugdo amarela; Controlo baixo:
frasco com tampa castanha; Controlo alto: frasco com tampa roxa.

Solugdo do conjugado ****: 13 mL de anticorpos policlonais de
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coelho purificados por imunoafinidade e marcados com fosfatase alcalina
contra a Calprotectina, pronto a utilizar; solugdo vermelha, tubo de rea-
gente Dynex de 25 mL com tampa branca.

Solugao do substrato (pNPP): 113 mL, pronto a utilizar; solugao
de cor limpida a ligeiramente amarela, frasco opaco com tampa amarela.

Nota: em caso de utilizagdo de um instrumento Dynex, é necessario
transferir o substrato para um tubo de reagente Dynex de 25 mL antes
de realizar o teste.

* Contém Kathon a 0,1 %
** Contém azida de sédio a <0,1 %
i Contém Kathon a 0,1 % e azida de sédio a<0,1 %

Contém metilisotiazolona a 0,02 % e bromonitrodioxano a 0,02 %

4.2. Materiais fornecidos com o kit
« 2 tampas de incubagéo
« 1 instrugcdes de uso
« 1 disposigéo da placa

4.3. Materiais necessarios mas nao fornecidos

« Agua destilada/desionizada

« Dispositivos de extragéo (consultar seccéo 7.1.1 e 7.1.2)

« Ansas de inoculagdo descartaveis e quebraveis (em caso de utili-
zacdo do método de pesagem descrito na secgdo 7.1.2)

< Balanca digital de precisao (40 — 150 mg) (em caso de utilizacdo do
método de pesagem descrito na secgdo 7.1.2)

« Tubos de poliestireno descartaveis com tampa de rosca, 5 mL
(em caso de utilizagcdo do método de pesagem descrito na secgdo
7.1.2)

« Agitador Vortex (com um adaptador de tubo) ou agitador até 1000
rpm quando usado para extrair uma amostra de fezes na secéo
7.1.2

« Tubos descartaveis para diluicdo das amostras: tubos Eppendorf
ou semelhantes (caso o ensaio seja realizado manualmente)

« Pipetas para distribuir volumes entre 10 e 1000 pL (caso o ensaio
seja realizado manualmente)

« Pipeta repetitiva ou pipeta multicanal, 100 pL (caso o ensaio seja
realizado manualmente)

« Lavador de pogos de microplacas ou pipeta multicanal, 300 pL
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(caso o ensaio seja realizado manualmente)

+ Agitador de placas (500 — 700 rpm) (caso o ensaio seja realizado
manualmente)

« Temporizador (caso o ensaio seja realizado manualmente)

« Leitor de microplacas, filtro de 405 nm (caso o ensaio seja realiza-
do manualmente)

* 1M NaOH (solugédo de paragem; opcional)

5. ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO

Se forem armazenados numa embalagem fechada a temperatura de
2—8°C, os reagentes do kit permanecem estaveis até ao prazo de vali-
dade indicado no rétulo.

As placas, reagentes e tampdes concentrados abertos permanecem es-
taveis por um maximo de trés meses quando armazenados a tempera-
tura de 2—8 °C.

Se forem preparadas em recipientes limpos, as solugdes de trabalho (1x)
do Tampao de lavagem, do Tampéao de diluigdo da amostra e do Tampé&o
de extracdo de fezes podem ser armazenadas a temperatura de 2—8 °C
pelo periodo méaximo de um més.

Evitar a exposigé@o a temperaturas elevadas e a luz solar direta.

6. PREPARAGAO DOS REAGENTES
Todos os reagentes, amostras e controlos devem estar a temperatura
ambiente (18—25 °C) antes da realizacado do teste.

6.1. Faixas da placa de titulagao revestidas

As faixas da placa prontas a utilizar estdo revestidas com anticorpos
monoclonais de rato purificados por afinidade e especificos para a Cal-
protectina. As faixas nao utilizadas devem ser removidas da estrutura e
fechadas imediatamente na bolsa de aluminio, juntamente com o desse-
cante fornecido. Armazenar a 2—8 °C.

6.2. Tampao de diluicdo da amostra

Diluir o Tampao de diluicdo da amostra concentrado 5x através da adigéo
de 1 parte (20 mL) a 4 partes (80 mL) de agua destilada/desionizada
num recipiente limpo até atingir um volume final de 100 mL. Misturar
bem. Armazenar o Tampao de diluigdo da amostra diluido num recipiente
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fechado a 2—8 °C.

Nota: em caso de utilizagdo de um sistema automatico de ELISA Dynex
DS2 ou DSX, é necessario transferir o Tampéao de diluigdo da amostra
para um tubo de reagente Dynex de 25 mL antes de realizar o teste.

6.3. Tampao de lavagem

Diluir o Tampao de lavagem concentrado 20x através da adi¢cdo de 1
parte (50 mL) a 19 partes (950 mL) de agua destilada/desionizada num
recipiente limpo até atingir um volume final de 1000 mL. Misturar bem.
Armazenar o Tampao de lavagem diluido num recipiente fechado a 2—8
°C.

6.4. Tampao de extragao de fezes

Diluir o Tampao de extragdo de fezes concentrado 2,5x através da adigdo
de 1 parte (90 mL) a 1,5 partes (135 mL) de agua destilada/desionizada
num recipiente limpo até atingir um volume final de 225 mL. Misturar
bem. Armazenar o tampao diluido num recipiente fechado a 2—8 °C.

6.5. Calibradores, solugao em branco e controlos

Os frascos rotulados com solugdo em branco, calibrador e controlos con-
tém 1 mL cada de uma solug&o pronta a utilizar. A concentragao de Cal-
protectina esta impressa no roétulo de cada frasco. Os frascos encaixam
diretamente nos sistemas automaticos de ELISA Dynex DS2 e DSX.

6.6. Solugao do conjugado

O tubo contém 13 mL de anticorpos de coelho purificados por imunoafi-
nidade e marcados com fosfatase alcalina (ALP) contra a Calprotectina
num tamp&o com estabilizadores, conservantes e um corante vermelho
inerte. A solucdo esté pronta a utilizar. O tubo encaixa diretamente nos
sistemas automaticos de ELISA Dynex DS2 e DSX.

6.7. Solugao do substrato
O frasco contém 13 mL de solugdo de p-nitrofenilfosfato (pPNPP). A solu-
¢ao esta pronta a utilizar e deve ser armazenada no frasco opaco original.

Nota: em caso de utilizacdo de um sistema automatico de ELISA Dynex

DS2 ou DSX, é necessario transferir a Solugao do substrato enzimatico
para um tubo de reagente Dynex de 25 mL antes de realizar o teste.
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7. RECOLHA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS
O teste BIOHIT Calprotectin foi concebido e validado principalmente para
amostras de fezes.

7.1. Amostras de fezes

Uma vez que a Calprotectina € muito estavel em fezes, os doentes po-
dem recolher pequenas amostras de fezes em casa. Recolher 1—5 g
(aproximadamente uma colher de cha), colocar num recipiente limpo
adequado e entregar no laboratério o mais rapidamente possivel, no pra-
zo maximo de quatro dias. Quando colocada num recipiente aprovado
para transporte, a amostra pode ser enviada por correio normal, sem ser
necessaria refrigeragcdo. Deve ser evitada a exposicdo a temperaturas
superiores a 30 °C.

As amostras também podem ser armazenadas congeladas, a uma tem-
peratura igual ou inferior a -20 °C por até 1,5 ano, até serem entregues
ou enviadas por correio. As amostras congeladas devem ser desconge-
ladas e estabilizadas a temperatura ambiente antes da extracdo e do
teste. Tenha em atencdo que a congelacdo de amostras de fezes pode
provocar em alguns casos um aumento dos niveis de Calprotectina, mui-
to provavelmente devido a libertagcdo dos granuldcitos.

Nota: antes da extracdo da pequena quantidade necessaria, a amostra
de fezes deve ser bem homogeneizada com uma espatula, por exemplo.

Para a extragdo, recomendamos a utilizacdo dos tubos de extragdo
BIOHIT ou do outro método descrito abaixo (capitulo 7.1.1 e 7.1.2). Reali-
zar a extragdo de acordo com o folheto informativo do dispositivo/método
de extragéo escolhido. Podem ser utilizados outros métodos e dispositi-
vos validados pelo cliente.
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7.1.1. Extragdo com os tubos de extragao BIOHIT

Instrugbes de utilizacao: leia o folheto informativo do produto com a Ref.
602270.

7.1.2. Extragao através do método de pesagem (sem disposi
(tivo de extragao)

1.

2.

9.

Pesar (avaliar a tara de) um tubo com tampa de rosca vazio com uma
ansa de inoculagéo.

Retirar aproximadamente 100 mg (entre 40 e 120 mg) de fezes com a
ansa de inoculagado e coloca-las no tubo com tampa de rosca. Evitar
a extragdo de material sélido e ndo digerido, como fibras e sementes.
Pesar o tubo e a ansa com as fezes para obter o peso liquido das
fezes.

Quebrar ou cortar a metade superior da haste da ansa e deixar a
metade inferior no interior do tubo.

Adicionar o tampao de extragédo até obter uma relagdo peso/ volume
de 1:50, por exemplo, 4,9 mL de tampé&o para 100 mg de fezes. Fe-
char o tubo.

Misturar energicamente durante 30 segundos num agitador vortex.
Continuar a mistura num agitador (a aprox. 1000 rpm) durante 305
minutos, com a ansa no interior do tubo a servir de agitador.

Deixar repousar alguns minutos na bancada para que as particulas
assentem e pipetar cuidadosamente a partir da parte superior do
tubo. Nao é necessaria centrifugagdo. No entanto, se for necessaria
uma solugao sem particulas, pode ser realizado um pequeno ciclo de
centrifugagao.

O extrato, que representa uma diluicdo de 1:50 (peso/volume) da
amostra de fezes, esta pronto para a diluicdo e o teste.

10.Para armazenar, transferir cerca de 0,5 mL para um novo tubo. Os ex-

tratos podem ser armazenados a 2—8 °C durante, pelo menos, cinco
dias ou congelados a menos de -20 °C por até 12 meses.
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8. DISPOSICAO SUGERIDA DA PLACA

1 2 3 4 etc.

A | Calibra- Calibrador 5 | Amostra1 | Amostra 1

or 00 ng/mL

500 ng/mL

B | Calibra- Calibrador4 | Amostra2 | Amostra 2
dor 4 125 ng/mL
125 ng/mL

C | Calibra- Calibrador 3 | Amostra3 | Amostra 3
dor 3 62,5 ng/mL
62,5 ng/mL

D | Calibra- Calibrador 2 | Amostra4 | Amostra 4
dor 2 31,3 ng/mL
31,3 ng/mL

E | Calibra- Calibrador 1 Amostra5 | Amostra 5
dor 1 7,8 ng/mL
7,8 ng/mL

F | Solugcdo em | Solugdo em Amostra 6 | Amostra 6
branco branco
0 ng/mL 0 ng/mL

G | Controlo Controlo Amostra7 | Sample 7
“Baixo” “Baixo”

H | Controlo Controlo Amostra 8 | Amostra 8
“Alto” “Alto”

Disposigao sugerida da placa ELISA para calibradores, controlos e amos-
tras com procedimento manual. Recomenda-se a utilizagéo de pogos du-
plicados para maior fiabilidade dos resultados. Uma placa completa tem
capacidade para 40 amostras.

9. PROCEDIMENTO DE TESTE

O seguinte procedimento destina-se aos testes manuais. Os protocolos
validados para os sistemas automaticos de ELISA Dynex DS2 e DSX
estdo disponiveis mediante pedido. Tenha em atengdo que os frascos
dos calibradores, da solugéo em branco e do controlo positivo, bem como
do tubo do conjugado, encaixam diretamente nos sistemas automaticos
de ELISA DS2 ou DSX. Podem ser utilizados outros instrumentos ELISA
automaticos, mas estes terdo de ser validados pelo cliente.
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-

.1 Notas do procedimento
Preparagao: Leia cuidadosamente o instrugdes de uso antes de reali-
zar o ensaio. A fiabilidade do resultado depende da observancia rigo-
rosa do protocolo de teste descrito. Antes de comecar o ensaio, deve
ser cuidadosamente estabelecida uma disposigéo da placa para todas
as solugdes em branco, calibradores, controlos e amostras, utilizando,
por exemplo, a folha fornecida no kit. Selecione o nimero necessario
de faixas de titulagdo. As faixas néo utilizadas devem ser fechadas
novamente na bolsa de aluminio e armazenadas segundo o procedi-
mento descrito na Secgdo 6.1.
Recomenda-se uma diluigdo de 1:100 dos extratos de fezes. Esta
diluicdo proporcionara resultados da amostra entre 25 mg/kg (LoQ)
e 2500 mg/kg nas fezes. Os extratos com valores mais elevados de
Calprotectina podem ser mais diluidos (>1:100) e testados novamente,
caso seja necessario um valor. Os extratos com valores baixos de Cal-
protectina podem ser menos diluidos (1:50). O fator de diluicdo ajusta-
do deve ser tido em conta ao fazer a conversao entre ng/mL e mg/kg
(consultar a seccéo 10 abaixo).
Execute todos os passos do ensaio segundo a ordem indicada e sem
qualquer atraso consideravel entre eles.
Deve ser utilizada uma ponta de pipeta descartavel e limpa na distri-
buicédo de cada solugdo padréo, controlo e amostra.
Para obter os resultados mais fiaveis, as solu¢gdes em branco, os con-
trolos e as amostras do doente devem ser sempre processados em
duplicado.
Todas as amostras e reagentes do kit devem ser estabilizados a tem-
peratura ambiente (18—25 °C) antes do inicio do teste.

.2 Procedimento ELISA

. Diluir as amostras dos extratos de fezes numa proporgdo de 1:100
(por exemplo, 10 pyL de amostra + 990 pL do Tampéao de diluigéo da
amostra) e misturar bem por vortex.

Adicionar 100 pL de cada solugdo em branco, calibrador, controlo e
amostra diluida a pogos duplicados; consultar a disposi¢cdo recomen-
dada da placa na Secgéo 8.

Cobrir a placa com tampas de incubagéo e incubar a temperatura
ambiente durante 40+5 minutos) num agitador de placas horizontal
(aproximadamente 500—700 rpm).

Ap6s o periodo de incubacéo, remover o liquido e lavar os pogos
através da adigao de 300 uL de Tampéo de lavagem a cada pogo. Re-
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mover o maximo de liquido possivel e repetir até alcancar um total de
trés lavagens. Em caso de utilizagdo de um lavador de placas, verifi-
car se todas as sondas de aspiragao e enchimento estdo desobstru-
idas para garantir a lavagem eficaz de todos os pogos. Apos a Ultima
lavagem, inverter a placa e passar papel absorvente pelas aberturas
dos pogos para remover quaisquer vestigios de Tampao de lavagem.

5. Misturar cuidadosamente o conteudo do frasco do Conjugado an-
tes da utilizagao (ndo agitar). Adicionar 100 pL de conjugado a cada
pogo, de preferéncia com uma pipeta repetitiva ou multicanal.

6. Cobrir a placa com tampas de incubagdo e incubar a temperatura
ambiente durante 40+5 minutos) num agitador de placas horizontal
(aproximadamente 500—700 rpm).

7. Repetir trés vezes os passos de lavagem descritos acima com 300 pL
de Solucéo de lavagem por pogo.

8. Adicionar 100 pL de Solugao do substrato a cada poco, de preferén-
cia com uma pipeta repetitiva ou multicanal.

9. Incubar a placa a temperatura ambiente (sem agitar) durante 20—30
minutos, protegido da luz.

10. Opcional: adicionar 100 pL de solugdo de paragem 1M NaOH a cada
pogo, caso seja necessario um periodo de incubagao fixo.

11. Ler os valores da densidade ¢tica (DO) a 405 nm com um leitor ELI-
SA. Agitar brevemente a placa (2—3 segundos) antes da leitura, caso
o leitor de placas tenha esta opgéo.

10. RESULTADOS

10.1 Valores de controlo de qualidade

« Deve ser incluida uma nova curva padrao em cada execugao.

» Os controlos positivos devem ser incluidos em cada execugéo. O valor
dos controlos deve estar dentro dos limites impressos nos rétulos dos
frascos.

« Como ponto de referéncia, o valor de DO do Calibrador 5 (500 ng/
mL) deve ser = 1,6 e o valor de DO da Solugéo em branco (0 ng/mL)
deve ser < 0,25. Na figura 1, é apresentada uma curva representativa
do Calibrador.

10.2 Calculo dos resultados

Calculo da concentragcdo de Calprotectina em amostras de fezes dos
doentes:

1. Calcular os valores médios de DO de todos os pogos duplicados (so-
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lugcdo em branco, calibradores e amostras).

2. Representar graficamente o valor da solugdo em branco e de cada
calibrador e concentracéo (ng/mL) no eixo x contra o seu valor médio
de DO no eixo y para obter uma curva padrdao. Recomenda-se a
utilizagdo de uma funcéo de ajuste da curva de 4 parametros (ver
figura 1 abaixo). Se for necessario um eixo x logaritmico, deve ser
usado um valor de 0,001 ng/mL para a solugdo padrédo A (0 ng/mL).

3. Utilizar a curva de calibragédo para determinar a concentragéo de Cal-
protectina nas amostras diluidas (ng/mL) com base nos seus valores
de DO.

4. Multiplicar a concentragéo de Calprotectina (ng/mL) nos extratos
de fezes diluidos por 5 para fazer a conversao em mg/kg de Cal-
protectina na amostra de fezes original.

Este fator corrige a diluigéo total de 1:5000 (1:50 durante o procedimento
de extragdo e a diluicdo seguinte de 1:100 dos extratos) e converte o
valor de ng/mL em mg/kg.

Exemplo: se uma amostra de extrato diluida apresentar um valor de 100
ng/mL, a concentracdo na amostra de fezes original era de 100 x 5 =
500 mg/kg.

Nota: se os extratos tiverem sido diluidos numa proporg&o superior (ou

inferior) a proporgéo de 1:100, o fator de diluicdo adicional deve ser tido
em consideragao no calculo.
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Figura 1: Uma curva padrdo representativa com um ajuste de curva de 4 parametros.
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10.3 Interpretacédo dos resultados
A literatura publicada expds os seguintes valores de Calprotectina em

amostras de fezes 3 25):
Valor normal 5 - 50 mg/kg
Positive value > 50 mg/kg
Valor médio em doentes com cancros colorretais sin- 350 mg/kg
tomaticos
Doenga inflamatéria do intestino sintomatica ativa 200 — 40 000 mg/kg

Tenha em atengéo que um diagndstico ndo deve ser baseado apenas no
resultado de um Unico teste. O diagnodstico deve ter em consideragéo o
historial clinico e os sintomas.

11. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O diagnéstico ndo deve ser baseado apenas no resultado de um Unico
teste.
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12. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Nota: Todos os estudos de verificagdo do projeto foram realizados por
meio de testes manuais em amostras de extratos de fezes (diluidas a
1:100) utilizando o procedimento ELISA descrito na Seccéo 9.

Precisdo interensaio e intraensaio dos extratos de fezes:

Precisao interensaio, extratos de Precisao intraensaio, extratos de
fezes* fezes**
Concentracao % CV Concentragao % CV
nas fezes (mg/kg) nas fezes (mg/kg)
321 13 28.7 6.7
171 6.0 173 3.6
368 4.8 385 4.1
583 6.1 592 4.0
1215 6.8 1210 4.2
1977 7.9 1966 5.0

*Resultados médios de trés laboratérios distintos, com cada um a testar
dois lotes de kit diferentes: foram testadas seis amostras num total de 10
vezes durante cinco dias

** Resultados médios de trés laboratérios distintos, com cada um a testar
dois lotes de kit diferentes: foram testadas seis amostras com 10 réplicas
numa execugao

Recuperagao:
Fezes: 85—105 %); testadas com extrato de fezes fortificado com Calpro-
tectina purificada em cinco niveis diferentes.

Limite de quantificagao:

5 ng/mL; testado com extrato de fezes e Calprotectina purificada. As
amostras foram analisadas cinco vezes durante cinco dias. Neste nivel,
o CV médio das diferentes amostras e determinacdes era de 12 %.

Limite de detecao:
< 5 ng/mL; calculado como média (Tamp&o de diluigdo da amostra; n=
32) + 5x DP.
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Interferéncia

Nao foi observada qualquer interferéncia sobre o ELISA por parte de me-
dicamentos utilizados vulgarmente. Prednisolona, Imurel, Salazopirina e
Ciprofloxacina.

Precisao de extragao

Foram extraidas duas amostras de fezes 10 vezes cada, segundo o pro-
cedimento descrito na sec¢édo 7.1.2, e os extratos foram analisados no
ELISA. Resultados médios de trés laboratérios distintos e um lote de kit:

Amostra Concentragao (mg/kg) % CV
Low 130 8.7
High 1357 8.8

Linearidade, extratos de fezes
Os extratos de fezes (n=10) foram diluidos a 1:100 e 1:1000 e analisados
no ELISA. Resultados médios:

Diluigdo % da diluigao de 1:100
1:100 100
1:400 103
1:700 105
1:1000 107

Tenha em atengado que foi observada uma variagdo amostral na lineari-
dade.
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13. AVISOS E PRECAUGOES

Em conformidade com o paragrafo 2b do artigo 1.° da diretiva europeia
98/79/CE, a utilizagdo dos dispositivos médicos para diagnéstico in
vitro é prevista pelo fabricante para assegurar a adequacéo, o desem-
penho e a segurancga do produto. Por conseguinte, o procedimento
de teste, as informagdes, as precaugdes e 0s avisos presentes nas
instrugdes de utilizagdo devem ser rigorosamente seguidos. A utiliza-
cao de kits de teste com analisadores e equipamento semelhante néo
foi validada. Nao é permitida qualquer alteracéo a nivel de concegéo,
composigao e procedimento de teste, nem a utilizagdo em combina-
¢do com outros produtos ndo aprovados pelo fabricante. O utilizador
& responsavel por tais alteragbes. O fabricante n&o é responsavel por
resultados falsos e incidentes decorrentes dessas alteragdes. O fabri-
cante nao é responsavel por quaisquer resultados obtidos por meio da
andlise visual das amostras do doente.

Apenas para utilizagao no diagnéstico in vitro.

Todos os componentes de origem humana utilizados na produgéo
destes reagentes foram submetidos a um teste para detecdo de anti-
corpos anti-VIH, anticorpos anti-VHC e antigénio da hepatite B (Bag)
e revelaram-se nédo reativos. Ndo obstante, todos os materiais devem
ser considerados e manuseados como potencialmente infeciosos.
Nao utilizar reagentes ou faixas de lotes de produgéo diferentes.

Nao utilizar reagentes de outros fabricantes com reagentes deste kit
de teste.

Nao utilizar os reagentes depois do prazo de validade indicado no ré-
tulo ou 1 més depois da preparacdo de reagentes concentrados em
solugdes de trabalho.

Utilizar apenas pontas de pipeta, distribuidores e acessoérios de labo-
ratorio limpos.

N&o trocar as tampas de rosca dos frascos de reagentes para evitar a
contaminagao cruzada.

Fechar bem os frascos de reagentes imediatamente apds a utilizagéo
para evitar a evaporagdo e a contaminagdo microbiana.

Apods a primeira abertura e o armazenamento posterior, verificar os
frascos dos conjugados, das solugdes calibradores e dos controlos
quanto a existéncia de uma possivel contaminagéo microbiana antes
da reutilizagdo.

Para evitar a contaminagéo cruzada e resultados falsamente eleva-
dos, pipetar as solucdes calibradores, os controlos e as amostras dos
extratos de fezes e dispensar o conjugado e o substrato com preciséo
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no fundo dos pogos de microplacas sem salpicos.

« Alguns reagentes contém azida de sédio numa concentragéo inferior a
0,1 % (p/v) elou Kathon a 0,1 %.

« Armazenar a solugéo do substrato no frasco opaco original; a solugéo
deve apresentar uma cor limpida a ligeiramente amarela. Misturar cui-
dadosamente antes da utilizag&o.

* O BIOHIT Calprotectin foi concebido para ser utilizado por pessoal
qualificado com formag&o em boas praticas de laboratorio.

13.1 Consideracdes relativas a eliminacao

Os residuos de produtos quimicos e preparagdes sdo geralmente con-
siderados residuos perigosos. A eliminagao deste género de residuos é
regulamentada por leis e regulamentos nacionais e regionais. Contactar
as autoridades ou empresas de gestdo de residuos locais para obter
orientagdes em matéria de eliminagao de residuos perigosos.

14. GARANTIA

O Biohit deve solucionar todos os defeitos detectados em qualquer Pro-
duto (o “Produto com defeito”) que resultarem de materiais inadequados
ou de fabricagao negligente e que impegam o funcionamento mecanico
ou a utilizagado prevista dos Produtos, incluindo, sem limitagdo, as fun-
¢Oes descritas nas especificagdes Biohit para os Produtos. NO ENTAN-
TO, QUALQUER GARANTIA SERA CONSIDERADA NULA SE A FALHA
FOR CAUSADA POR TRATAMENTO INADEQUADO, UTILIZACAO
INADEQUADA, DANOS ACIDENTAIS, ARMAZENAMENTO INCORRE-
TO OU USO DOS PRODUTOS PARA OPERAGOES FORA DE SUAS
LIMITACOES ESPECIFICADAS OU FORA SUAS ESPECIFICACOES,
CONTRARIAS AS INSTRUCOES DETERMINADAS NO MANUAL DE
INSTRUGOES.

O periodo dessa garantia € definido no manual de instrugées dos Produ-
tos e comegara a partir da data em que o Produto relevante for enviado
pela Biohit. Esse kit de diagnéstico Biohit foi fabricado de acordo com os
protocolos de gestédo de qualidade 1ISO 9001/ISO 13485.

Em caso de litigio de interpretacdoo texto em Inglés aplica.

Em caso de qualquer incidente grave em relagdo ao produto, entre em
contato com o fabricante.
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15. RESUMO BREVE DO PROCEDIMENTO

Kit BIOHIT Calprotectin para andlise de Calprotectina nas fezes
Consultar as secgdes 7—9 no folheto informativo para obter uma descri-
cdo completa dos passos praticos.

Extracao

Realizar a extragao de acordo com um dos métodos descritos na sec-
cdo7.1.1-71.2

ELISA (procedimento manual)

Diluir os extratos de fezes na proporcdo de 1:100 no Tampé&o de dilui-
¢do da amostra

Adicionar 100 pL de calibradores, controlos, solugdes em branco e
amostras a placa ELISA

Incubar num agitador de placas a temperatura ambiente durante 40+5
minutos)

Lavar os pogos trés vezes com 300 pL de Tampao de lavagem
Adicionar 100 pL de solugdo de Conjugado a cada pogo

Incubar num agitador de placas a temperatura ambiente durante 40+5
minutos)

Lavar os pogos trés vezes com 300 pL de Tampao de lavagem
Adicionar 100 pL de Solugéo de substrato a cada pogo

Incubar com uma cobertura durante 20—30 minutos

Opcional: adicionar 100 pL de 1M NaOH a cada pogo

Ler os valores de DO a 405 nm com um leitor ELISA

Calcular os resultados por meio da utilizagdo de um ajuste de curva de
4 parametros (ng/mL)

mg/kg nas fezes = ng/mL x 5

Para qualquer pergunta, contactar info@biohit.fi
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