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1. Uéel pouziti

Pro in-vitro diagnostiku. Test RIDASCREEN® Calprotectin je enzymova
imunoanalyza urCena ke kvantitativni detekci lidského calprotectinu ve vzorcich
stolice.

2. Souhrn a vysvétleni testu

Calprotectin je protein, ktery vaze kalcium. Tvofi se v burikach, jako jsou neutrofily,
a uvolfiuje se béhem zanétu.

Fekalni calprotectin slouzi jako biomarker gastrointestinalniho zanétu a neoplazii

v gastrointestinalnim traktu.

Calprotectin (také znamy jako MRP-8/14, calgranulin A/B a S100A8/A9) je protein,
ktery vaze kalcium a zinek, ze skupiny proteint S100.

Calprotectin za fyziologickych podminek vaze kalcium, coz jej €ini stabilnim
proteinem, ktery je vysoce rezistentni vici teploté a proteolyze.

Calprotectin je tvofen jak neutrofily (neutrofilnimi granulocyty), tak monocyty.
Koncentrace calprotectinu v neutrofilech se nachazi v rozmezi od 5 do 15 mg/l,
coz je pfiblizné 60 % rozpustné frakce proteinl cytosolu a 5 % celkové proteinové
frakce téchto bunék.

Biologicka funkce calprotectinu neni zcela znama. Predpoklada se, Ze calprotectin
slouzi jako biologicka ochrana bunék pfed leukocytarnimi a bakterialnimi proteazami.
Calprotectin ma také dle pfedpokladu antibakterialni viastnosti, diky své schopnosti
vazby zinku. Navic calprotectin vykazuje intra- i extracelularni regula¢ni funkce

v zanétlivych procesech.

Granulocyty pfi zanétlivych stfevnich onemocnénich migruji do lumen stieva

a uvolnuji calprotectin, ktery je vyluCovan ve stolici. Koncentrace calprotectinu ve
stolici koreluje s po¢tem neutrofilnich granulocytu, které migruji do lumen stfeva

a uvolnuji calprotectin. Souc¢asné muze byt koncentrace calprotectinu ve stolici
pouzita k méfeni poCtu granulocytl ve stfevnim lumen a jako indikator zavaznosti
stfevniho zanétu.

Méreni calprotectinu ve stolici ma zvlastni klinicky vyznam, jelikoZz umoZznuje
spolehlivou diagnostiku zanétl intestinalniho traktu. V mnoha pfipadech vznikaji

u chronickych zanétlivych onemocnéni stfev (CIBD) pfiznaky, které Ize velmi tézko
rozlisit od téch u syndromu drazdivého tra¢niku (IBS). Méreni calprotectinu ve stolici
poskytuje spolehlivou informaci o pfitomnosti zanétu ve stfevech. S pouzitim tohoto
biomarkeru muze byt mnoho pacientl se syndromem drazdivého tracniku usetfeno
kolonoskopie, ktera neni nutna.

V mnoha publikacich se uvadi, Ze koncentrace fekalniho calprotectinu silné koreluje
s histologickymi a endoskopickymi parametry aktivity onemocnéni u pacientt s CIBD.
Proto poskytuje méfeni calprotectinu prostfedek objektivnhiho hodnoceni odpovédi na
lé€bu chronickych zanétlivych onemocnéni stfev a monitorovani téchto pacientl
béhem klinické remise, ¢imz umoznuje v€asnou detekci a 1éCbu relapsu.
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Fekalni calprotectin je méfen:

- ke spolehlivému odliSeni chronického zanétlivého onemocnéni stfev a syndromu
drazdivého tra¢niku,

- k brzkému zjisténi vzplanuti zanétlivych onemocnéni strev,

- k objektivni dokumentaci zavaznosti zanétu pfi sledovani odpovédi béhem
léCebného procesu,

- k poskytnuti markeru akutniho stfevniho zanétu.

3. Princip testu

Test RIDASCREEN® Calprotectin vyuziva specifickych protilatek v sendvicové
metodé. Povrch mikrotitracni desticky s jamkami je potazen monoklonalnimi
protilatkami proti lidskému calprotectinu. Suspenze testovaného vzorku stolice je
pipetovana do jamek mikrotitraéni desti¢ky a inkubovana. Poté nasleduje krok
promyti a druha inkubace spolec¢né s monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi
s kfenovou peroxidazou. Imobilizované protilatky, calprotectin a konjugované
protilatky vytvari v pfitomnosti calprotectinu sendvicovy komplex. Nenavazané
enzymem oznacené protilatky jsou odstranény béhem navazujiciho kroku promyti.
U pozitivnich vzorkd zméni navazany enzym po pfidani substratu bezbarvy roztok
v jamkach mikrotitracni destiCky na modry. Pfidani stop €inidla zméni barvu z modré
na zZlutou. Naméfena absorbance je umérna koncentraci calprotectinu ve vzorku.
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4. Dodavana cinidla

Cinidla v kitu vysta&i na 96 stanoveni.

Plate 96 testu

2x
100 mi
100 ml

|Wash buffer| 100 ml

Calibrator 1ml

Standard1|{a 1ml

Z | Standard 5

Control | + 1ml

| Low control | 4 1 ml

Conjugate 12 ml

SeroSC 12 ml

Stop 12 ml

Mikrotitracni desti¢ka; 12 mikrotitracnich strip(
(odlomitelnych) v drzaku strip(i; potazeno
monoklonalnimi protilatkami proti lidskému
calprotectinu

Extrakéni roztok (3% konc.); roztok Tris; obsahuje
0,05 % NaNs

Zfedény roztok vzorku 3 (ke kone¢nému fedéni),
roztok NaCl pufrovany proteiny; obsahuje 0,1 %
NaNs; pfipraveno k pouziti, obarveno Cervené

Promyvaci roztok 10x (10x koncentrovany); roztok
NaCl pufrovany fosfatem; obsahuje 0,1 %
thimerosalu

Kalibrator (postup 1bodové kalibrace); obsahuje
0,1 % ml NaNs; pfipraveno k pouziti

5 standardu (postup standardni kfivky); koncentrace
calprotectinu pro standardy 1 az 5: 19,5/56 /95 /
275/ 800 mg/kg; obsahuje 0,1 % NaNs; pfipraveno
k pouziti

Pozitivni kontrola; obsahuje 0,1 % NaNs; pfipraveno
k pouZiti

Slabé pozitivni kontrola; obsahuje 0,1 % NaNs;
pfipraveno k pouziti

Monoklonalni protilatky (mySi) konjugované
peroxidazou ve stabilizovaném proteinovém roztoku;
pfipraveno k pouziti

Substrat; peroxid vodiku / TMB; pfipraveno k pouziti

Stop €inidlo; 1 N kyselina sirova; pfipraveno k pouziti

Nebezpecné latky jsou oznaCeny v souladu s pfedpisy pro znaceni.
Podrobnosti uvadi bezpecnostni listy (SDS), které jsou k dispozici na strankach

www.r-biopharm.com.
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5. Pokyny k uskladnéni

VSechna Cinidla skladujte pfi teploté 2—8 °C a pouzivejte do data pouzitelnosti
vyti§téného na pfislusném Stitku. Dodavany nafedény promyvaci roztok skladujte pfi
teploté 2—8 °C a pouzivejte maximalné 4 tydny. Nafedény extrakéni roztok mizete
pouzivat 6 mésicu, pokud jej skladujete pfi teploté 2—8 °C, maximalné vSak do data
pouzitelnosti koncentratu. Je nutné, abyste zabranili mikrobialni kontaminaci. Po datu
pouzitelnosti jiz neni platna zaruka kvality. Otevrete hlinikovy obal s mikrotitracnimi
stripy pomoci nlizek, ale dejte u toho pozor, abyste neroztrhli t&€snici sponu. Veskeré
nepotfebné mikrotitracni stripy neprodlené vratte do hlinikového obalu a skladujte pfi
teploté 2—8 °C. Bezbarvy substrat chrarite také pfed pfimym svétlem, aby se
nerozlozil nebo nezmodral vlivem autooxidace. Jakmile substrat zmodra, nelze jej
pouZzivat.

6. Potiebna Cinidla, ktera nejsou souc¢asti dodavky

6.1. Cinidla
— Destilovana nebo deionizované voda

6.2. Vybaveni

— Mikrovaha nebo RIDA®TUBE Calprotectin (polozka ¢. GZ3016)

— Vortex mixer (volitelny, viz 9.4.)

— Mikropipeta na objemy 20—100 pl a 1 ml

— Odmérny valec (1 000 ml)

— Stopky

— Promyvacka mikrodestiCek nebo multikanalova pipeta (300 pl)

— Fotometr na mikrotitracni destiCky (450 nm; referenéni filtr 620 nm)
— Filtra¢ni papir (laboratorni ubrousek)

— Nédoba na odpad obsahujici 0,5% roztok chlornanu
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7. Varovani a bezpe¢nostni opatreni pro uzivatele

Pouze pro in-vitro diagnostiku.

Tento test smi provadét vyhradné vyskoleny laboratorni personal. Dodrzujte pokyny
pro praci ve zdravotnickych laboratofich. Vzdy striktiné dodrzujte uzivatelské pokyny
pro provadéni testu.

Se vzorky stolice zachazejte jako s potencialné infek&nimi v souladu s narodnimi
bezpecCnostnimi pozadavky.

Vzorky ani €inidla nepipetujte usty a zabrarite jejich kontaktu s poranénou kuzi nebo
sliznicemi. PFi praci se vzorky méjte nasazené rukavice a po dokonceni testu si
umyjte ruce. Nekufte, nejezte ani nepijte v oblastech, kde se zpracovavaji vzorky
nebo testova Cinidla.

Podrobnosti viz bezpecnostni listy (SDS), které jsou k dispozici na strankach
www.r-biopharm.com.

Promyvaci roztok obsahuje 0,1 % thimerosalu jako konzervaéni pfipravek. Tato latka
nesmi pfijit do kontaktu s kuzi ani sliznicemi.

Kalibrator, standardy, pozitivni kontrola, slabé pozitivni kontrola, extrakéni roztok

a ziedény roztok vzorku obsahuji 0,0 % nebo 0,1 % NaNs jako konzervacéni
pripravek. Extrakéni roztok obsahuje také chlorid guanidinia jako renaturacni

a denaturacni pfipravek. Tato latka nesmi pfijit do kontaktu s kuzi ani sliznicemi.
Peroxid vodiku (substrat) muze zpUsobit chemické popaleniny. Zachazejte s nim
opatrné.

Stop Cinidlo obsahuje 1 N kyselinu sirovou. Zabrante kontaktu s kiizi a odévem.
Pokud pfijde Cinidlo do styku s vasi kazi, oplachnéte ji vodou.

VSechna cCinidla a materialy, které pfijdou do kontaktu s potencialné infekénimi
vzorky, je nutné oSetfit vhodnymi dezinfek&nimi pfipravky nebo sterilizovat

v autoklavu pfi teploté 121 °C alespon jednu hodinu. POZOR: Abyste zabranili tvorbé
jedovatych plynd, neutralizujte pfed pfidanim do roztoku chlornanu vSechen tekuty
odpad, ktery obsahuje stop Cinidlo.

8. Odbér a uskladnéni vzorku

Vzorky stolice musi byt pfepravovany pokud mozno v chladu a pfed testovanim
skladovany pfi teploté 2—8 °C. Pokud nejsou vzorky pouzity ihned po pfijeti (do 3
dnu), doporuc€ujeme je skladovat pfi teploté -20 °C a méné. Kdyz jsou vzorky stolice
zmrazené, mohou neutrofilni granulocyty prasknout a uvolnit calprotectin. To muze
lehce zvysit koncentraci calprotectinu v mrazenych vzorcich ve srovnani s ¢erstvymi.
Vyhnéte se opétovnému mrazeni a rozmrazovani vzorkd. Vzorky stolice by nemély
byt odebirany do transportnich naddob s obsahem transportniho meédia

s konzervacnimi pfipravky, zvifeciho séra, kovovych iontu, oxida¢niho ¢inidla nebo
detergentq, jelikoz by mohlo dojit k interferenci s testem RIDASCREEN®
Calprotectin.
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9. Prubéh testu

9.1. Obecné informace

VSechna €inidla a mikrotitracni desti¢ka musi pfed pouzitim dosahnout
pokojové teploty (20—25 °C). Poté, co dosahne pokojové teploty, vyndejte

z hlinikového obalu mikrotitraéni stripy. Cinidla pfed pouzitim dobfe promicheijte. Po
pouziti skladujte mikrotitracni stripy (v utésnéném obalu) a Cinidla opét pfi teploté 2—
8 °C. Pouzité mikrotitraéni stripy nelze znovu pouzit. Nepouzivejte Cinidla ani
mikrotitracni stripy, pokud je baleni poSkozené nebo nejsou kontejnery pevné
uzaviené. Zabrarite pfimému kontaktu vzorku se slozkami kitu, abyste predesli
zkfizené kontaminaci. Nesmite provadét test na pfimém slune¢nim svétle.
Doporu€ujeme, abyste mikrotitracni destiCku pfikryli nebo utésnili pfilnavou félii

a zabranili ztratam odpafovanim.

9.2. Priprava promyvaciho roztoku

Smichejte 1 dil koncentratu promyvaciho roztoku s 9 dily destilované vody
(1:10 AM). V tomto kroku pfidejte 100 ml koncentratu do 1 000ml odmérného valce
a dopliite ho destilovanou vodou do 1 000 ml. Pfedtim by mély byt zahfivanim (vodni
lazen o teploté 37 °C) rozpustény vSechny krystaly pfitomné v koncentratu.

9.3. Priprava extrakéniho roztoku

Smichejte 1 dil extrakéniho roztoku (100 ml) s 2 dily destilované vody
(200 ml) (1 : 3).

9.4. Priprava vzorku

Vzorky stolice pred pouzitim skladujte pokud mozno nepretrzité pfi teploté 2—8 °C.
Pfi delSim skladovani (> 3 dny) je udrzujte pfi teploté -20 °C a méné. Mrazené vzorky
nechte, aby se pomalu pfizpUsobily pokojové teploté.

9.4.1 Priprava vzorku a suspenze vazenim

Navazte 100 mg vzorku stolice do oznacené testovaci zkumavky a poté pipetou
pfidejte 5 ml nafedéného extrakéniho roztoku (fedéni 1 : 50).

Také Ize do testovaci zkumavky umistit mezi 80 a 130 mg stolice a vytvofit z ni
suspenzi s pfiméfené vétSim nebo mensim objemem nafedéného extrakéniho
roztoku (viz Tabulka 1) tak, abyste udrzeli konstantni pomér fedéni (1 : 50).
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Tabulka 1: Udaje o pozadovanych mnoZstvich nafedéného extrakéniho roztoku
v zavislosti na odvazeném mnozstvi stolice

Hmotnost vzorku [mg] Objem [ml]

80 4,00
85 4,25
90 4,50
95 4,75
100 5,00
105 5,25
110 5,50
115 5,75
120 6,00
125 6,25
130 6,50

PFi opétovném vytvareni suspenze v konstantnim objemu 5 ml extrakéniho roztoku
musite pfi vypoctu brat v uvahu proménlivy faktor Fedéni (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Udaje o faktoru fedéni s konstantnim pfidavkem nafedéného
extrakéniho roztoku (5 ml) v zavislosti na odvazeném mnozstvi stolice

Hmotnost vzorku [mg] Objem [ml]

80 62,50
85 58,82
90 55,55
95 52,63
100 50,00
105 47,62
110 45,45
115 43,45
120 41,66
125 40,05
130 38,46

Bez ohledu na metodu pouzitou pro odvazeni vzorku stolice vytvorte dikladnym
michanim ve vortexu homogenni suspenzi. Pokud je stolice tekutd, pouzijte pipetu,
naberte pfesné 100 ul a v pfesné 5 ml nafedéného extrakéniho roztoku vytvorte
suspenzi.

Po pfidani extrakéniho roztoku a opétovném dikladném vortexovani byste méli
vzorky 5 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Poté musite homogenni suspenzi
10 minut centrifugovat na alespor 3 000 xg, aby se usadily hrubé €astice stolice.
DoporucCujeme, abyste k pouZiti v testu supernatant z extraktu ihned dale fedili.
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a. Manualni redéni vzorku

Dale narfedte 20 pl procisténého supernatantu v 980 ul roztoku k Fedéni vzorku
RIDASCREEN® (1: 50). V testu poté pouZijete 100 ul koneéného
nafedéného vzorku stolice.

Také Ize vzorky pfipravit a homogenizovat pomoci zkumavky RIDASCREEN®TUBE
Calprotectin (polozka €. GZ3016, viz 9.4.2.).

b. Redéni vzorku v automatizovaném systému

Pokud ma test béZet v automatizovaném DSX systému ELISA (Dynex Technologies,
Inc.), méli byste k tomu pozadat o specificky protokol testu od spole¢nosti R-
Biopharm AG a v systému ho pouzit. Vzorek je poté automaticky nafedén dle popisu
nize.

20 pl procisténého supernatantu je pipetovano automatickym systémem ELISA do
desticky s hlubokymi jamkami a nafedéno s 980 pl nafedéného roztoku
(1 : 50). Nasleduji dva michaci cykly.

Do drzaku na prouzky je umisténo pozadované mnozstvi mikrotitracnich stript pro
mikrotitracni desticku RIDASCREEN® Calprotectin . Z desti¢ky s hlubokymi
jamkami je pfeneseno 100 ul zfedéného roztoku vzorku do mikrotitracni destiCky
RIDASCREEN® Calprotectin (kone&né Fedéni 1 : 2 500).

Chcete-li ziskat pokyny k provedeni testu s jinymi automatickymi pipetovacimi
systémy ELISA, kontaktujte spolec¢nost R-Biopharm AG.

9.4.2 Priprava vzorku a suspenze pomoci zkumavky RIDA®TUBE Calprotectin
(polozka €. GZ3016)

Zkumavka RIDA®TUBE Calprotectin (polozka ¢. GZ3016) je rychla a Gista alternativa
vazeni vzorku stolice pfi jejich pfipravé a tvorbé suspenze, jak je popsano v ¢asti
9.4.1. Je nabizena jako dopInék k testu RIDASCREEN® Calprotectin a vyznamné
usnadriuje pfipravu vzorku.

Do zkumavky RIDA®TUBE Calprotectin pfedem napInéné 2,5 ml extrakéniho roztoku
pFipraveného k pouziti pfidejte 10 mg vzorku stolice. Pokud je vzorek stolice tekuty,
naberte 10 pl vzorku stolice pipetou a pipetujte ho pfimo do extrakéniho roztoku.
Sbér vzorku a proces extrakce je podrobné popsan v ndvodu dodavaném se
zkumavkou RIDA®TUBE Calprotectin, ktery Ize také stahnout ze stranek
www.r-biopharm.com.

DoporucCujeme pouzit extrakt stolice v testu ihned po jeho nafedéni.

a. Manualni redéni vzorku

Jak je popsano pod polozkou 8 v navodu k pouziti k GZ3016, 100 ul suspenze
stolice, ziskané pomoci zkumavky RIDA®TUBE Calprotectin (polozka ¢. GZ3016), je
dale fedéno v 900 pl roztoku k fedéni vzorku RIDASCREEN® [Diluent | 3]. V testu
ihned pouzijete 100 pl kone€ného nafedéného vzorku stolice.
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b. Redéni vzorku v automatizovaném systému

Pokud ma test bézet v automatizovaném DSX systému ELISA (Dynex Technologies,
Inc.), méli byste k tomu pozadat o specificky protokol testu od spole¢nosti R-
Biopharm AG a v systému ho pouzit.

Do drzaku na stripy je umisténo poZzadované mnozstvi mikrotitranich stript pro
mikrotitradni desti¢ku RIDASCREEN® Calprotectin |Plate|. Suspenze stolice,
extrahovana pomoci zkumavky na stolici, je v systému ELISA automaticky nafedéna
1 : 10 na mikrotitraéni destiéce (kone&né Fedéni 1 : 2 500). Pfimo do
mikrotitraéni destiCky calprotectinu je pipetovano 10 pl suspenze stolice ze zkumavky
RIDA®TUBE Calprotectin (polozka ¢. GZ3016) a dale fedéno s 90 pl

roztoku |Diluent | 3].

Chcete-li ziskat pokyny k provedeni testu s jinymi automatickymi pipetovacimi
systémy ELISA, kontaktujte spole€nost R-Biopharm AG.

9.5. Prvni inkubace
Po umisténi dostate€ného pocCtu jamek do drzaku pridejte do prislusnych jamek
100 pl kalibratoru (1bodova kalibrace, doporugena duplicitn&) nebo

100 pl standardu 1 aZ standardu 5 |Standard 1| — |Standard 5] (standardni kfivka,
doporucena duplicitné) a 100 pl roztoku k fedéni vzorku

RIDASCREEN® | Diluent | 3| (=negativni kontrola), pozitivni

kontrolu a koneé&ny zfedény vzorek stolice. Pokud pouzivate slabé
pozitivni kontrolu [Low control | +], pfidejte do testu také 100 pl. Nasledné& desku
inkubujte jednu hodinu pfi pokojové teploté (20—25 °C).

9.6. Prvni promyti

Aby bylo dosazeno spravného vyhodnoceni, je dulezité opatrné promyti, a mélo by
tedy byt provedeno stripktné polde pokynu. Inkubovana substance v jamkach musi
byt vyprazdnéna do odpadni nadoby obsahujici roztok chlornanu k dezinfekci. Poté
vyklepejte destiCku nad savym papirem, abyste odstranili zbylou vihkost. Potom 5x
promyjte destiCku, pokazdé pomoci 300 ul nafedéného promyvaciho roztoku (viz
9.2.). Ujistéte se, ze jsou jamky zcela vyprazdnéné tak, ze je po kazdém promyti
vyklepete na nepouzitou suchou ¢ast savého papiru.

Upozornéni: Pri pouziti promyvacky desticek se ujistéte, ze je pristroj spravné
nastaven dle typu pouzivané mikrotitracni desti€ky. Navic musite
pred prvnim promytim ruéné centrifugaci odstranit suspenzi
stolice, ktera neni zcela zbavena €astic, abyste se vyhnuli ucpani
promyvacich jehel.

Upozornéni: Také se ujistéte, ze je béhem kazdé faze promyti nasata vSechna
tekutina. Po poslednim promyti desti¢ku dikladné vyklepejte na

Cisty savy papir nebo laboratorni utérku, aby byla odstranéna
veskera zbyla vihkost.
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9.7. Druhéa inkubace

Do kaZdé jamky pfidejte 100 pl konjugétu | Conjugate | Nasledné destiku inkubujte
jednu hodinu pfi pokojové teploté (20—25 °C).

9.8. Druhé promyti

Po inkubacéni dobé vyprazdnéte konjugat z jamek do odpadni nddoby obsahuijici
roztok chlornanu k dezinfekci. Poté vyklepejte destiCku nad savym papirem, abyste
odstranili zbylou vihkost. Potom pétkrat promyjte destiCku, pokazdé pomoci 300 pl
nafedéného promyvaciho roztoku. Ujistéte se, Ze jsou jamky zcela vyprazdnéné tak,
Ze je po kazdém promyti vyklepete na nepouzitou suchou ¢ast saveho papiru.

9.9. Treti inkubace

Do kazdé jamky pridejte 100 pl substratu | SeroSC |. Nasledné desticku inkubujte

15 minut ve tmé pfi pokojoveé teploté (20—25 °C). Pak reakci zastavte pfidanim 50 pl
stop Cinidla do kazdé jamky.
Po opatrném michani (jemnym klepanim na okraj desti¢ky) zméfte absorbanci pfi
450 nm a pfi referen¢ni vinové délce 620 nm.
Upozornéni: Vysoce pozitivni vzorky pacientli mohou vytvofrit €erné zbarvené
srazeniny substratu. Tyto vzorky musite naredit 1 : 10 a pouzit
v testu znovu (viz 9.5.) (kone€né redéni vzorku stolice: 1 : 25 000).

10. Kontrola kvality — znamky zkazeni €inidel

Pro ucely kontroly kvality musi byt pokazdé pfi provadéni testu pouzit

kalibrator (1bodova kalibrace, doporu¢ena duplicitn€) nebo standard 1
az standard 5 | Standard 1| — |Standard 5| (standardni kfivka, doporuéeno
duplicitné) a roztok k fedéni vzorku RIDASCREEN® jako negativni
kontrola a pozitivni kontrola , aby byla zajiSténa stabilita Cinidel

a spravna funkce testu. PouZiti slabé pozitivni kontroly je volitelné.

Test byl proveden spravné, pokud je stfedni hodnota extinkce (OD) negativni
kontroly pfi 450/620 nm mensi nez 0,05 a primérna stfedni hodnota extinkce (OD)
kalibratoru (pfi pouziti 1Tbodové kalibrace) se nachazi v rozmezi uvedeném

v datovém listu, specifickém pro tuto Sarzi. Pokud se pouzije kalibrator a pét
standardu, poskytuje pozitivni kontrola informaci o validité testu. Rozsah koncentraci
se musi nachazet v rozmezi specifickém pro Sarzi, uvedeném v datovém listu.
Pokud je test RIDASCREEN® Calprotectin zpracovavan na otevieném, plné
automatizovaném systému ELISA, mlze se naméfena hodnota OD

kalibratoru (pfi pouziti 1bodové kalibrace) v zavislosti na systému liSit od
rozmezi uvedeného v certifikatu specifickém pro Sarzi. | na plné automatizovanych
systéemech ELISA je pozitivni kontrola rozhodujici pro validitu
vyhodnoceni testu a musi byt tedy vZzdy testovana. Neni naprosto nutné pouzivat
slabé& pozitivni kontrolu | Low control | +].
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Odchylka od pozadovanych hodnot, zakaleni €inidla nebo modré zbarveni

bezbarvého substratu pfed jeho pfidanim do jamek muze znamenat, Ze jsou Cinidla

prosla. Pokud nejsou dosazeny stanovené hodnoty, musi byt pfed opakovanim testu

zkontrolovany nasledujici body:

- datum pouZzitelnosti pouzitych €inidel,

- funkéni vykonnost pouzitého vybaveni (napf. kalibrace),

- spravny postup testu,

- vizualni kontrola kontaminace nebo Uniku u slozek ktiu; roztok substratu, ktery
zmodral, nesmi se pouzit.

Pokud nejsou podminky po zopakovani testu stale dosazeny, obratte se na vyrobce
nebo svého mistniho distributora R-Biopharm.

11. Hodnoceni a interpretace

Koncentrace calprotectinu v mg/kg stolice je uréena testem RIDASCREEN®
Calprotectin v systému ELISA bud pomoci 1bodové kalibrace (viz 11.1.) dle
4parametrového logistického protokolovaciho modelu (4PL), nebo pomoci standardni
kfivky (viz 11.2.).

K vypodétu vysledku je pozadovan vyhodnocovaci software RIDA®SOFT Win.NET.
Software RIDA®SOFT Win.NET nebo jeho aktualizace mUzete ziskat na vyzadani
kontaktovanim spole¢nosti R-Biopharm AG nebo svého mistniho distributora R-
Biopharm.

Namisto softwaru RIDA®SOFT Win.NET Ize pouzit také jiny vyhodnocovaci software,
ktery poskytuje 4parametrovy logisticky protokolovaci model.

11.1. Jednobodova kvantifikace dle 4parametrového logistického
protokolovaciho modelu

Parametry (A—D) pozadované pro vypocet 4PL standardni kfivky a cilové hodnoty
kalibratoru, pozitivni kontroly a slabé pozitivni kontroly naleznete v datovém listu
specifickém pro Sarzi, ktery je dodavan s kitem, a musite je pfed méfenim srovnat

s hodnotami vyhodnocovaciho softwaru.

Pfi konecné kontrole kvality vypocitava spole¢nost R-Biopharm AG pro kazdou Sarzi
kitu v idealnich podminkach testu standardni kfivku (véetné parametri A—D), stejné
jako cilovou hodnotu a pfipustné rozmezi koncentraci hodnot OD kalibréatoru,
pozitivni kontroly a slabé pozitivni kontroly. Kalibrator je testovan také proto, aby byly
kompenzovany vykyvy testu a zkontrolovana kvalita postupu testu. Pozitivni kontrola
poskytuje informaci o validité testu.

Software RIDA®SOFT Win.NET pocita korekéni faktor F interné ze stfedni hodnoty
duplikované analyzy kalibratoru a jeho poZadované hodnoty. Tento korek&ni faktor
se pak porovna s absorbanci pro vzorky stolice. Vysledky testu mohou byt s jistotou
a spolehlivé vyhodnoceny v rozmezi standardni kfivky.
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11.2. Kvantifikace s pouzitim standardni krivky

Test RIDASCREEN® Calprotectin je vyhodnocovan pomoci standardni kfivky, ktera
musi byt zahrnuta v kazdém béhu. Pfiklad standardni kfivky je uveden v datovém
listu specifickém pro Sarzi.

Pfi konecné kontrole kvality stanovuje spole¢nost R-Biopharm AG pro kazdou Sarzi
kitu v idealnich podminkach testu referenéni hodnotu a pfipustna rozmezi
koncentraci pro pozitivni kontrolu a slabé pozitivni kontrolu. Pfi kvantifikaci pomoci
standardni kfivky poskytuje pozitivni kontrola informaci o validité testu. Pozitivni
kontrola musi lezet uvniti specifického rozmezi koncentraci.

11.3. Vyhodnoceni testu

Hrani¢ni hodnota, kdy musi byt vysledky povaZovany za pozitivni, je > 50 mg/kg
lidského calprotectinu ve stolici. Pokud se vysledek nachazi pod hrani¢ni hodnotou,
musi byt vzorky povazovany za negativni.

Hrani¢ni hodnotu 50 mg/kg navrZzenou pro dospélé |ze pouzit také pro déti ve véku
4-17 let.

DoporucCujeme kazdé laboratofi, aby si stanovila vlastni rozmezi standardnich
hodnot.

Upozornéni: Vzorky, vykazujici pfi pouziti 1bodové kalibrace nebo standardni
krivky koncentrace calprotectinu vétsi nez 600 mg/kg,
doporucéujeme dale naredit (1 : 5 v roztoku Diluent 3) a znovu
provést test a analyzu.

Upozornéni: Vzorky, vykazujici pfi kvantifikaci pomoci 1bodové kalibrace
hodnoty OD vyssi nez 3,0, doporucujeme dale naredit
(1 : 5vroztoku Diluent 3) a znovu provést test a analyzu.

12. Omezeni metody

Test RIDASCREEN® Calprotectin detekuje epitopy lidského calprotectinu ve vzorcich
stolice. Diagndza by neméla byt stanovena pouze na zakladé uréenych koncentraci
calprotectinu, je tfeba brat vZdy v potaz Iékafskou anamnézu pacienta.

13. Charakteristiky provedeni

13.1. Presnost

13.1.1 Vnitini presnost testu

Vnitini pfesnost testu byla testovana v jednom béhu pomoci 4 referenci, z nichz
kazda byla ve 40 replikatech. Hodnoty OD z téchto méfeni byly pouZity k uréeni
koncentraci calprotectinu pomoci kalibratoru nebo standardni kfivky, z nichz byla pro
kazdy vzorek vypocitana stfedni hodnota (MV), smérodatné odchylky (SD) a variaCni
koeficient (CV) méfeni.
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Tabulka 3: Vnitini presnost testu RIDASCREEN® Calprotectin

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%) MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)

REEIEA-W. 53,8 2,9 5,4 56,6 3,0 5,3
REIEIEAN=N 96,6 5,5 5,7 102,4 6,3 6,2
REIEIA-NOR 136,5 5,6 4,1 130,5 5,2 4,0
Reference D LNy 14,1 57 267,6 15,0 5,6

13.1.2 Vnéjsi presnost analyzy

Vv,

4 referenci a 3 techniky v riznych dnech. Hodnoty OD z téchto méfeni byly pouzity
k ur€eni koncentraci calprotectinu pomoci kalibratoru nebo standardni kfivky, z nichz
byla pro kazdy vzorek vypocitana stfedni hodnota (MV), smérodatné odchylky (SD)
a varia¢ni koeficient (CV) méreni.

Tabulka 4: Vnéjsi presnost testu RIDASCREEN® Calprotectin

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%) MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)

55,7 4,3 7,7 57,5 4,1 7,1

REHE RSN 106,5 7,2 6,8 112,8 8,3 7,3

REHEGERIENON 129,6 7.8 6,0 138,5 7.6 55

REE 0PN 260,9 28,3 10,9 284.7 22.7 8.0

13.2. Presnost extrakce

Presnost extrakce byla ur¢ena duplicitné v 10 bézich (5 dni, 2 béhy za den) a

2 techniky v rznych dnech, za pouziti 3 vzorku stolice nad hrani¢ni hodnotou.
Vzorky byly pfed kazdym béhem dle pozadavkl extrahovany a nafedény. Hodnoty
OD z téchto méreni byly pouzity k ur€eni koncentraci calprotectinu pomoci
kalibratoru nebo standardni kfivky, z nichz byla pro kazdy vzorek vypocitana stfedni
hodnota (MV), smérodatné odchylky (SD) a variaCni koeficient (CV) méfeni.
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Reference A
Reference B

Reference C

viiv s

64,0
1141

264,0

14. Historie verze

Cislo verze

Kalibrator Standardni krivka

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)

50 7,9 67,4 5,0 7,5
10,3 9,0 123,2 10,7 8,7
33,3 12,6 284.,8 22,1 7,8

Kapitola a pojmenovani

2019-07-01

RIDASCREEN® Calprotectin

Obecna revize

14. Historie verze
15. Vysvétleni symbolu
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15. Vysvétleni symbolu

VSeobecné symboly
IVD Pro in-vitro diagnostiku

Prostudujte si navod k pouziti
Cislo sarze

Pouzitelny do

Skladovaci teplota

Cislo vyrobku

Pocet testl

Datum vyroby

ERL<dE =% BF

Vyrobce

Symboly specifické pro test

Plate Mikrotitraéni desticka

Extract 10x Extrakéni a redici roztok

Diluent | 3 Roztok k fedéni vzorku

| Wash buffer | Promyvaci roztok 10x

Calibrator Kalibrator

Pozitivni kontrola

contro
Low contro Slabé pozitivni kontrola
Conjugate Konjugat

SeroSC Substrat

Stop Stop Cinidlo
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