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1. Kullanim amaci

In vitro tani amagcli kullanim icindir. RIDASCREEN® Calprotectin, gaita 6rneklerinde
insan calprotectin'in kantitatif olarak tespiti i¢in kullanilan bir enzim immunolojik
testidir.

2. Testin 6zeti ve agiklamasi

Notrofiller gibi hiicrelerde Uretilen kalsiyumu baglayan bir protein olan Calprotectin,
enflamasyon sirasinda salinir.

Fekal calprotectin, sindirim sisteminde enflamasyon ve neoplazinin bir biyolojik
isaretgisi gorevi gorur.

Calprotectin (MRP-8/14, calgranulin A/B ve S100A8/A9 olarak da bilinir),

S100 protein ailesinin bir kalsiyum ve ginko baglayici proteinidir.

Calprotectin, kalsiyumu fizyolojik kosullar altinda baglayarak isiya ve proteolize
yuksek derecede direngli bir stabil protein haline getirir.

Calprotectin hem notrofiller (nétrofil granulositler) ve monositler tarafindan Gretilir.
Notrofillerde, sitosoldeki calprotectin konsantrasyonu 5 ila 15 mg/l arasinda degisir ve
bu da, ¢c6zUnUr sistolik protein fraksiyonunun % 60'in1 ve bu hicrelerin toplam protein
fraksiyonunun % 5'ini olusturur.

Calprotectin'in biyolojik fonksiyonu tamamen anlasiimamistir. Calprotectin'in hiicreleri
I6kositik ve bakteriyel proteazlara karsi korumada bir biyolojik fonksiyon
gerceklestirildigi varsayilmaktadir. Calprotectin'in ayrica ginko baglama kapasitesi
nedeniyle antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu da varsayllmaktadir. Bunlara ek
olarak Calprotectin, enflamatuar sureglerde hem hucre i¢i ve hem de hicre digi
dizenleyici fonksiyonlar sergilemektedir.

Bir enflamatuar bagirsak hastaliginin varliginda, grantlositler bagirsaklarin Ilimenine
hareket eder ve fegesle atilan calprotectin salar. Fecesteki calprotectin
konsantrasyonu, bagirsaklarin [imenine hareket eden ve calprotectin salan nétrofilik
granulositlerin sayisiyla korelasyon halindedir. Bunun sonucunda, fekal calprotectin
konsantrasyonu, bagirsak lumenindeki granulositlerin sayisinin bir dlgusu ve
bagirsaklarda enflamasyonun siddetinin bir gostergesi olarak kullanilabilir.

Fekal calprotectin'in dlgulmesinin 6zel bir klinik degeri vardir, ciinkd bagirsak
yollardaki enflamasyonun guvenli tanilanmasini sadlar. Birgok vakada, kronik
enflamatuar bagirsak hastaligi (CIBD), iritabl bagirsak sendromundan (IBS) ayirt
edilmesi ¢ok zor olan semptomlar Uretir. Fekal calprotectin 6lgumu, bagirsakta
enflamasyonun varliginin guvenilir bir gdstergesidir. Bu biyolojik isaretci kullanilarak,
iritabl bagirsak sendromu olan pek ¢ok hasta, gereksiz bir kolonoskopi yaptirmaktan
kurtulabilir.

Birkag yayinda, fekal calprotectin konsantrasyonlarinin CIBD hastalarinda hastaligin
histolojik ve endoskopik parametreleriyle gu¢li korelasyon halinde oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, fekal calprotectin'in dl¢timesi, kronik enflamatuar bagirsak
hastaliginin tedavisine yaniti objektif olarak degerlendirmenin ve nukslerin erken
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tespiti ve tedavisini saglamak igin klinik remisyon sirasinda bu hastalari izlemenin bir

aracini saglamaktadir.

Fekal calprotectin'in dlgulme nedenleri:

- Kronik enflamatuar bagirsak hastaligi ve iritabl badirsak sendromu arasinda
guvenilir bir ayrim yapmak

- Enflamatuar bagirsak hastaliginin alevienmelerini erkenden tespit etmek

- Tedavinin seyri sirasinda yaniti izlemek i¢in enflamasyonun siddetini objektif olarak
dokimante etmek

- Akut bagirsak enflamasyonun bir isaretgisini saglamak

3. Test prensibi

RIDASCREEN® Calprotectin, spesifik antikorlari sandvig tipi bir ydntemde kullanr.
Mikro-titrasyon plakasinin kuyucuk ylzeyi, insan calprotectin'ine karsi monoklonal
antikorlarla kaplidir. Test edilecek gaita 6érneginin bir sispansiyonu, mikro-titrasyon
plakasinin kuyucugunun igerisine pipetlenir ve inkube edilir. Bunun ardindan bir
yikama adimi ve horseradish peroksidazla konjuge edilmis bir monoklonal antikorla
birlikte ikinci bir inkiibasyon gelir. Calprotectin varsa, immobilize antikor, calprotectin
ve konjuge antikor bir sandvi¢ kompleksi olusturur. Baglanmamis enzim isaretli
antikorlar, sonraki bir yikama adiminda uzaklastirilir. Pozitif 6rneklerde, bir substrat
eklendikten sonra, baglanmig enzim mikro-titrasyon plakasinin kuyucuklarindaki
renksiz ¢ozeltiyi bir mavi bir ¢dzeltiye degistirir. Bir durdurma ¢ozeltisinin eklenmesi,
rengi maviden sariya degistirir. Olciilen absorbans, 6rnekte bulunan calprotectin
konsantrasyonuyla orantilidir.
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4. Saglanan reaktifler

Kitte saglanan reaktifler 96 belirleme igin yeterlidir.

Plate 96 tahlil

Extract 2x 100 ml

Diluent | 3 100 ml

|Wash buffer| 100 ml

Calibrator 1ml

Standard 1| ila 1 ml

Standard 5

Control | + 1ml

| Low control | +| 1 ml

Conjugat 12 ml

SeroSC 12 ml

Stop 12 mi

Mikro-titrasyon plakasi; bir strip tutucuda 12 mikro-
titrasyon stripi (bollnebilir); insan calprotectin'ine karsi
monoklonal antikorlar (fare) kaph

Ektraksiyon tamponu (3x kons.); Tris tampon; % 0,05
NaNgsicerir

Ornek seyreltme tamponu 3 (nihai seyreltme igin),
protein tamponlu NaCl ¢ozeltisi; % 0,1 NaNgs icerir;
kullanima hazir, kirmiziya boyali

Yikama tamponu 10x (10 kat konsantre); fosfat
tamponlu NaCl ¢ozeltisi; % 0,1 timerosal icerir

Kalibrator (1 noktali kalibrasyon proseduri); % 0,1 ml
NaNs icerir; kullanima hazir

5 standart (standart edri proseduri); standart 1 ila 5
calprotectin konsantrasyonlari: 19,5/56/95/ 275/
800 mg/kg; % 0,1 NaNgs igerir; kullanima hazir

Pozitif kontrol; % 0,1 NaNgj icerir; kullanima hazir

Dusuk pozitif kontrol; % 0,1 NaNgs igerir; kullanima
hazir

Stabilize protein ¢ozeltisinde, peroksidaz konjuge,
monoklonal antikor (fare); kullanima hazir

Substrat; hidrojen peroksit/TMB; kullanima hazir

Durdurma ¢ozeltisi; 1 N sulfurik asit; kullanima hazir

Tehlikeli maddeler, etiketleme yukumlalUklerine gore belirtiimistir. Daha fazla ayrinti
icin, www.r-biopharm.com adresindeki Guvenlik Veri Formlarina (SDS) basvurun.
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5. Saklama talimatlarn

Tum reaktifler 2 - 8 °C'de saklanmalidir ve kendi etiketlerinde basili son kullanma
tarihine kadar kullanilabilirler. Seyreltiimis yikama tamponu, 2 - 8 °C'de saklanmig
olmasi sartiyla, maksimum 4 hafta boyunca kullanilabilir. Seyreltilmis ekstraksiyon
tamponu, konsantrasyonun son kullanma tarihine kadar maksimum 6 boyunca

2 - 8 °C'de saklanabilir. Mikrobiyal kontaminasyon 6nlenmelidir. Son kullanma
tarihinden sonra, kalite garantisi artik gecerli degildir. Mikro-titrasyon striplerini iceren
aluminyum torbayi agmak igin makas kullanin, ancak klip muhrint kesmemeye
dikkat edin. Gerekli olmayan mikro-titrasyon stripleri hemen aliminyum torbaya geri
konulmali ve 2 - 8 °C'de saklanmalidir. Renksiz substrat, ayrismasini veya oto-
oksidasyon nedeniyle maviye donmesini 6nlemek i¢in dogrudan i1giktan korunmalidir.
Substrat maviye dondukten sonra kullaniimamalhdir.

6. Gerekli olan ama saglanmayan reaktifler

6.1. Reaktifler
- Distile veya deiyonize su

6.2. Ekipman

- Mikro-terazi veya RIDA®TUBE Calprotectin (6ge no. GZ3016)

- Vorteks karigtirici (opsiyonel, bkz. 9.4.)

- 20 - 100 pl ve 1 ml hacimler igin mikro-pipet

- Dereceli silindir (1000 ml)

- Kronometre

- Mikro-titrasyon plakalari i¢in yilkama cihazi veya ¢ok kanall pipet (300 ul).
- Mikro-titrasyon plakasi igin fotometre (450 nm, referans filtresi 620 nm)

- Filtre kagidi (lab bezleri)

- % 0,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iceren atik kabi
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7. Kullanicilar igin uyarilar

Yalnizca in vitro tani amagli kullanim igindir.

Bu test, sadece egitimli laboratuvar personeli tarafindan gergeklestiriimelidir.
Tibbi laboratuvarlarda galisma yonergelerine uyulmalhdir. Bu testi gergeklestirmek
icin kullanici talimatlarina her zaman kesinlikle uyun.

Gaita ornekleri, ulusal guvenlik gerekliliklerine uygun olarak potansiyel olarak
enfeksiydz madde gibi kullaniimalidir.

Numuneler veya reaktifler, agizdan pipetle alinmamalidir ve yarali cilt veya mukoz
membranlarla temas etmeleri 6nlenmelidir. Orneklerle calisirken tek kullanimlik
eldiven takin ve test bittiginde ellerinizi yikayin. Orneklerin veya test reaktiflerinin
islendigi alanlarda sigara icmeyin, bir sey yemeyin veya icmeyin.

Daha fazla ayrinti i¢in, www.r-biopharm.com adresindeki Guvenlik Veri Formlarina
(SDS) basvurun.

Yikama tamponu koruyucu olarak % 0,1 timerosal icerir. Bu maddenin, cilt veya
mukoza zarlariyla temas etmesine izin verilmemelidir.

Kalibratdr, standartlar, pozitif kontrol, dlisik pozitif kontrol, ekstraksiyon ve érnek
seyreltme tamponu koruyucu olarak % 0,05 veya % 0,1 NaNgs icerir. Ekstraksiyon
tamponu ayrica renattrasyon ve denatlrasyon ajani olarak guanidinium klorid icerir.
Bu maddenin, cilt veya mukoza zarlariyla temas etmesine izin verilmemelidir.
Hidrojen peroksit (substrat), kimyasal yaniklara neden olabilir. Dikkatle kullanin.
Durdurma ¢ozeltisi, 1 N silfurik asit icerir. Ciltle veya giysilerle temasini 6nleyin.
Reaktif cildinizle temas ederse, cildinizi suyla yikayin.

Potansiyel olarak bulasici numunelerle temas eden tim reaktifler ve malzemeler,
uygun dezenfektanlarla islemden gecirilmeli veya 121 °C'de en az bir saat boyunca
otoklavda tutulmaldir. DIKKAT: Zehirli gaz olusumunu énlemek icin, Durdurma
cOzeltisi iceren tum sivi atiklarin, hipoklorit ¢dzeltisine eklenmeden dnce ndtralize
edilmeleri gerekir.

8. Ornekleri toplama ve saklama

Gaita drnekleri, mimkunse sogutulmus olarak taginmali ve test dncesine 2 - 8 °C'de
saklanmalidir. Ornekler alindiktan sonra hemen (3 giin i¢inde) kullaniimayacaksa,
orneklerin -20 °C veya daha dusuk sicaklikta saklanmalarini éneriyoruz. Gaita
ornekleri donduruldugunda, nétrofilik grantlositler patlayabilir ve calprotectin salabilir.
Bu da, dondurulmus 6rneklerdeki calprotectin konsantrasyonunu taze érneklerdekine
kiyasla hafifge artirabilir. Ornegi tekrar tekrar dondurmaktan ve ¢ézmekten kaginin.
Gaita 6rnekleri, koruyuculu nakil ortam maddesi, hayvan serasi, metal iyonlari,
oksitleyici ajanlar veya deterjanlar iceren nakil kaplarinda toplanmamalidir, ¢inku
bunlar RIDASCREEN® Calprotectin testiyle etkilesime girebilirler.
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9. Test proseduru

9.1. Genel bilgiler

Tum reaktifler ve mikro-titrasyon plakasi kullanilmadan 6nce oda sicakhgina
(20 - 25 °C) getirilmelidir. Oda sicakligina ulastiktan sonra mikro-titrasyon striplerini
aliminyum torbadan ¢ikarin. Reaktifleri kullanmadan hemen d6nce iyice karistirin.
Kullandiktan sonra, mikro-titrasyon stripleri (maharll torbalara yerlestirilmis) ve
reaktifler yine 2 - 8 °C'de saklanmalidir. Mikro-titrasyon stripleri bir kez kullanildiktan
sonra tekrar kullaniimamalidir. Reaktifleri ve mikro-titrasyon striplerini, ambalajlari
hasarliysa veya kaplar sikica kapatilmamigsa kullaniimayin. Capraz kontaminasyonu
onlemek icin, drneklerin kit bilegenleriyle dogrudan temas etmesi onlenmelidir. Test
dogrudan gunes 1si1ginda gergeklestiriimemelidir. Buharlagsma kayiplarini dnlemek
icin mikro-titrasyon plakasini 6rtmeyi veya plastik ortuyle muhdrlemeyi Oneririz.

9.2. Yikama tamponunu hazirlama

1 parga konsantre yikama tamponunu 9 parca distile suyla (1:10 AM)
karigtirin. Bu adim igin, 100 ml konsantreyi 1,000 ml'lik bir 6lciim silindirine ekleyin ve
1,000 ml'ye kadar distile suyla doldurun. Konsantrede mevcut olabilecek kristaller,
Isitarak (37 °C'de su banyosunda) 6nceden ¢6zilmelidir.

9.3. Ekstraksiyon tamponunu hazirlama

1 parca ekstraksiyon tamponunu (100 ml) 2 parca distile suyla (200 ml) (1:3)
karistirin.

9.4.0rnek hazirlama

Gaita ornekleri, kullanilmadan 6nce miumkunse strekli olarak 2 - 8 °C'de
saklanmalidir. Daha uzun sureli saklama (>3 guin) icin, érnekleri -20 °C veya daha
dusuk sicaklikta tutun. Dondurulmus ornekleri, oda sicakligina yavas yavas uyum
saglamahdir.

9.4.1 Tartarak ornek hazirlama ve siispanse etme

100 mg gaita 6rnegini etiketli bir test tipunde tartin ve ardindan bir pipet kullanarak
5 ml seyreltiimis ekstraksiyon tamponunu ekleyin (1:50 seyreltme).

Alternatif olarak, 80 ve 130 mg arasinda gaita 6rnegini test tipUne yerlestirin ve bir
sabit seyreltme oranini (1:50) korumak igin orantisal olarak daha kuiglk veya daha
buyuk bir seyreltiimis ekstraksiyon tamponu hacminde suspanse edin (bkz. Tablo 1).
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Tablo 1: Tartilan gaita miktarina bagl olarak gerekli seyreltiimis ekstraksiyon
tamponu miktarina iligkin veriler

Ornek agirhgi [mg] |Hacim [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

5 ml'lik bir sabit ekstraksiyon tamponu hacminde yeniden slspansiyon sirasinda,
degisken seyreltme faktoru, hesaplamada dikkate alinmalidir (bkz. Tablo 2).

Tablo 2: Tartilan gaita 6rneg@i miktarina bagli olarak sabit seyreltiimis ekstraksiyon
tamponu eklenmesiyle (5 ml) seyreltme faktortine iligkin veriler

Ornek agirhgi [mg]

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

Gaita suspansiyonu, gaita 6rnegi tartmak icin kullanilan yontem ne olursa olsun, bir
vorteks karistiricida iyice karigtirilarak homojenize edilir. Gaita sivi formdaysa, tam
olarak 100 ul almak igin bir pipet kullanin ve bunu tam olarak 5 ml seyreltilmis
ekstraksiyon tamponunda siispanse edin.

Ekstraksiyon tamponu eklendikten sonra érnekler oda sicakhginda 5 dakika inkiibe
edilmeli ve ardindan tekrar iyice vortekslenmelidir. Ardindan homojenize
suspansiyon, kaba gaita partikullerinin ¢okeltilerek uzaklastiriimasi igin en az 3.000xg
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kuvvetinde 10 dakika boyunca santrifijlenmelidir. Testte hemen kullanmak tzere
ekstratin Ust fazini ayrica seyreltmeyi 6neriyoruz.

a. Elle numune seyreltme

20 pl berraklastiriimis Ust faz, 980 ul RIDASCREEN® érnek seyreltme

tamponunda ek olarak seyreltilir (1:50). Ardindan nihai seyreltilmis gaita
orneginden 100 pl testte kullanilir.

Alternatif olarak, 6rnekler RIDASCREEN®TUBE Calprotectin (e no. GZ3016, bkz.
9.4.2.) kullanilarak hazirlanabilir ve homojenize edilebilir.

b. Bir otomatik sistemde numune seyreltme

Tahlil, DSX otomatik ELISA sisteminde (Dynex Technologies, Inc.) ¢alisilacaksa,
bunun icin gerekli olan spesifik tahlil protokolii R-Biopharm AG'den istenmeli ve
sisteme uygulanmalidir. Ardindan drnek asagidaki aciklandigi gibi otomatik olarak
seyreltilir.

20 pl berraklastiriimig Ust faz, otomatik ELISA sistemi tarafindan bir derin kuyucuk
plakasina pipetlenir ve 980 pl seyreltiimis ile seyreltilir (1:50). Ardindan
iki karistirma dongusu gergeklestirilir.

Gereken sayida mikro-titrasyon stripi, RIDASCREEN® Calprotectin mikro-titrasyon
plakasi icin strip tutucuya yerlestirilir. Derin kuyucuk plakasinda, 100 pl
seyreltilmis 6rnek, RIDASCREEN® calprotectin mikro-titrasyon

plakasina aktarilir (nihai seyreltme 1:2.500).

Testin diger ELISA otomatik pipetleme sistemleriyle gergeklestiriimesine iligkin
talimatlar icin Iutfen R-Biopharm AG'yi arayin.

9.4.2 RIDA®TUBE Calprotectin (6ge no. GZ3016) ile ornek hazirlama ve
siispanse etme

RIDA®TUBE Calprotectin (6ge no. GZ3016), 9.4.1'de aciklanan hazirlama ve
suspanse etmek icin gaita érneklerini tartmanin hizl ve temiz bir alternatifidir. Bu,
RIDASCREEN® Calprotectin'in bir aksesuari olarak sunulmaktadir ve érnek
hazirlamay1 dnemli élgide basitlestirmektedir.

10 mg gaita 6rnegi, 2,5 ml kullanima hazir ekstraksiyon tamponuyla 6nceden
doldurulmus RIDA®TUBE Calprotectin'e eklenir. Gaita drnegi siviysa, 10 pl gaita
ornegi, pipet kullanilarak alinabilir ve ekstraksiyon tamponuna dogrudan
pipetlenebilir.

Ornek toplama ve ekstraksiyon prosediirii, RIDA®TUBE Calprotectin'e eklenmis
talimatlarda ayrintili olarak agiklanmaktadir ve ayrica asagidaki adresten indirilebilir:
www.r-biopharm.com.

Gaita ekstratlarini testte seyreltmeden hemen sonra kullaniimasini éneriyoruz.
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a. Elle numune seyreltme

GZ3016 kullanma talimatlarinin 8. 6gesinde agiklandigi gibi, RIDA®TUBE
Calprotectin (6ge no. GZ3016) kullanilarak elde edilmis gaita sispansiyonundan

100 pl, 900 pl RIDASCREEN® érnek seyreltme tamponu icerisinde ayrica
seyreltilir. Ardindan nihai seyreltiimis gaita 6rneginden 100 pl testte hemen kullanilir.

b. Bir otomatik sistemde numune seyreltme

Tahlil, DSX otomatik ELISA sisteminde (Dynex Technologies, Inc.) ¢caligilacaksa,
bunun icin gerekli olan spesifik tahlil protokolii R-Biopharm AG'den istenmeli ve
sisteme uygulanmalidir.

Gereken sayida mikro-titrasyon stripi, RIDASCREEN® Calprotectin mikro-titrasyon
plakasi icin strip tutucuya yerlestirilir. Gaita tiptyle ekstrakte edilen gaita
suspansiyonu, ELISA sisteminde mikro-titrasyon plakasi Uzerinde 1:10
oraninda otomatik olarak seyreltilir (nihai seyreltme 1:2.500). RIDA®TUBE
Calprotectin'den (6ge no. GZ3016) gelen gaita stispansiyonundan 10 ul, dogrudan
calprotectin mikro-titrasyon plakasina pipetlenir ve 90 pl ile ayrica
seyreltilir.

Testin diger ELISA otomatik pipetleme sistemleriyle gerceklestiriimesine iligkin
talimatlar igin lutfen R-Biopharm AG'yi arayin.

9.5. ilk inkiibasyon

Tutucuya yeterli sayida kuyucuk yerlestirdikten sonra, 100 pl

kalibratori (1-noktali kalibrasyon proseduru, cift olarak yapiimasi onerilir)
veya 100 pl Standart 1 ila Standart 5'i | Standard 1| — | Standard 5 | (standart egri
prosediiri, cift olarak yapilmasi énerilir) ve 100 ul RIDASCREEN® érnek seyreltme

tamponunu | Diluent | 3| (=negatif kontrol), pozitif kontrolii ve nihai gaita

ornek seyreltmesini ilgili kuyucuklara ekleyin. Bir dusuk pozitif
kontrol | Low control | + | kullaniliyorsa, teste ayrica 100 pl ekleyin. Sonra plakayi oda

sicakhginda (20 - 25 °C) en az bir saat boyunca inkiibe edin.
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9.6. ilk yikama

Dogru sonuglara ulasmak icin dikkatli yikama dnemlidir ve bu nedenle, talimatlara
kesin olarak uyularak gergeklestiriimelidir. Kuyucuklardaki inklibe edilmis madde,
dezenfeksiyon igin hipoklorit ¢ozeltisini iceren bir atik kabina bosaltiimalidir. Daha
sonra kalan nemi uzaklagtirmak igin plakayi emici kagidin Gzerine vurun. Ardindan
her seferinde 300 pl seyreltiimis yikama tamponu kullanarak plakayi 5 kez yikayin
(bkz. 9.2). Her yilkamadan sonra, absorban kagidin halen kuru ve kullanilmamis olan
bir bolumune vurarak kuyucuklarin tamamen bosaldiklarindan emin olun.

Not: Bir mikro-plaka yikayici kullaniyorsaniz, makinenin kullaniimakta olan
mikro-titrasyon plakasinin tipine gore dogru ayarlandigini kontrol edin.
Ayrica ilk yikama oncesinde partikullerden tamamen arindiriimis olmayan
bir gaita sispansiyonu, yikama ignelerinin tikanmasini onlemek igin
santrifujlenerek elle uzaklagtirnimahdir.

Not: Ayrica her yikama agsamasi sirasinda tiim sivinin aspire edildiginden emin
olun. Son kez yikadiktan sonra, kalan nemi uzaklastirmak amaciyla plakayi
temiz bir absorban kagidin veya laboratuvar havlularinin lizerine iyice
vurun.

9.7. ikinci inkiibasyon

Her bir kuyucuga 100 pl konjugat ekleyin. Sonra plakayi oda sicakli§inda
(20 - 25 °C) en az bir saat boyunca inkiibe edin.

9.8. ikinci yikama

inkiibasyon déneminin ardindan, kuyucuklardaki konjugati, dezenfeksiyon igin
hipoklorit ¢ozeltisini igeren bir atik kabina bosaltin. Daha sonra kalan nemi
uzaklastirmak icin plakay! emici kagidin tUzerine vurun. Ardindan her seferinde 300 pl
yikama tamponu kullanarak plakayi bes kez yikayin. Her ylkamadan sonra, absorban
kagidin halen kuru ve kullanilmamis olan bir bolumune vurarak kuyucuklarin
tamamen bosaldiklarindan emin olun.

9.9. Uclincli inkiibasyon

Her bir kuyucuga 100 pl substrat ekleyin. Ardindan plakayi oda
sicakliginda (20 - 25 °C), karanlikta 15 dakika boyunca inkube edin. Daha sonra, her
bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi ekleyerek reaksiyonu durdurun.

Dikkatle karistirdiktan (plakanin kenarina hafifge vurarak) sonra, absorbansi
450 nm'de ve 620 nm referans dalga boyunda 6lctn.

RIDASCREEN® Calprotectin 2019-12-01 11



Not: Yiiksek pozitiflikteki hasta ornekleri, substratin siyah renkli cokelmesine
neden olabilir. Bu 6rnekler, 1:10 oraninda seyreltilmeli ve testte tekrar
kullanilmahdir (bkz. 9.5.) (Gaita 6rneginin nihai seyreltmesi: 1:25000).

10. Kalite kontrol — Reaktif bozulmasi gostergesi

Kalite kontrol amaciyla, reaktiflerin stabilitesini ve testin dogru gergeklestiriimesini

saglamak icin kalibrator (1-noktali kalibrasyon, ¢ift olarak yapilmasi

onerilir) veya Standart 1 ila Standart 5| Standard 1| — | Standard 5 | (standart egri,

Gift olarak yapilmasi énerilir), RIDASCREEN® 6rnek seyreltme

tamponu bir negatif kontrol olarak ve pozitif kontrol testin

yapildigi her durumda kullaniimahdir. DusiUk pozitif kontrol kullanimi istege baglidir.

Negatif kontroliin 450 nm/620 nm'deki ekstinksiyon ortalamasi (OD) 0,05'ten klgukse

ve kalibratoriin (1-noktali kalibrasyon kullaniliyorsa) ortalamasi alinmis ekstinksiyon

ortalamasi (OD) partiye 6zgl veri formunda belirtilen araligin igerisindeyse, test

dogru gerceklestiriimistir. Kalibratdr ve bes standart kullaniliyorsa, pozitif kontrol,

testin gecerliligine iliskin bilgiler saglar. Konsantrasyon aralgi, veri formunda

belirtilen patiye 6zgu araligin igerisinde olmalidir.

RIDASCREEN® Calprotectin acik, tam otomatik ELISA sistemlerinde isleniyorsa,

kalibratoriin (1-noktal kalibrasyon kullaniliyorsa) OD'si, sisteme bagli

olarak partiye 6zgu sertifikada belirtilen araliktan sapabilir. Tam otomatik ELISA

sistemlerinde bile, pozitif kontrol test sonuclarinin gegerliligi igin kesin

belirleyicidir ve bu nedenle her zaman test edilmelidir. Dusuk pozitif

kontrolii | Low control | +]| kullanmak kesin olarak zorunlu degildir.

Gerekli degerlerden sapma, reaktif bulanikhigi veya kuyucuklara doldurulmadan 6nce

renksiz olan substratin bulanik mavi renkli olmasi, reaktiflerin son kullanma

tarihlerinin gectigini gésteriyor olabilir. Gerekli degerlere ulasilamiyorsa, test

tekrarlanmadan 6nce asagidaki hususlar kontrol edilmelidir:

- Kullanilan reaktiflerin son kullanma tarihi

- Kullanilan ekipmanin fonksiyonelligi (6rn. kalibrasyon)

- Dogru test proseduru

- Kontaminasyon veya sizintilar igin kit bilesenlerinin gozle kontroll; maviye donen bir
substrat solusyonu kullaniimamalidir.

Test tekrarlandiktan sonra kosullar yine karsilanmiyorsa, litfen Ureticiye veya yerel
R-Biopharm distributorunuze basvurun.
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11. Degerlendirme ve yorumlama

Calprotectin'in mg/kg gaitadaki konsantrasyonu, RIDASCREEN® Calprotectin
ELISA'yla ya 1-noktali kalibrasyon proseduirt (bkz. 11.1.) 4 parametreli lojistik log
modeline gore (4PL) veya bir standart egri proseduru (bkz. 11.2.) kullanilarak
belirlenir.

Sonuclari hesaplamak icin RIDA®SOFT Win.NET degerlendirme yazilimi gereklidir.
RIDA®SOFT Win.NET veya giincellemeleri, R-Biopharm AG veya yerel R-Biopharm
distribUtoriniz aranarak istek Gzerine elde edilebilir.

RIDA®SOFT Win.net yerine 4 parametreli lojistik log modeli saglayan baska
degerlendirme yazilimi da kullanilabilir.

11.1. 4 parametreli lojistik log modeline gore tek noktali nicellestirme

Standart eg@rinin 4PL hesaplamasi i¢in gereken parametreler (A - D) ve kalibrator,
pozitif kontrol ve dugik pozitif kontrol i¢in hedef deger, test kitiyle birlikte gelen
partiye 6zgu veri sayfasinda bulunmaktadir ve bunlarin, élgim éncesinde
degerlendirme yazilimindaki degerlerle karsilastiriimalari gerekir.

Nihai kalite kontrolde, R-Biopharm AG, standart egriyi (A - D parametreleri dahil) her
bir kit partisi icin optimum test kosullarinda hesaplar ve ayrica kalibrator, pozitif
kontrol ve dusuk pozitif kontrol OD'si igin bir hedef degeri ve bir izin verilebilir
konsantrasyon arahdini hesaplar. Kalibrator, test dalgalanmalarini telafi etmek ve
test proseduriiniin kalitesini kontrol etmek igin de test edilir. Pozitif kontrol, testin
gecerliligine iliskin bilgiler saglar.

RIDA®SOFT Win.net, kalibratér cift analizinin ortalamasi ve bunun hedef degerinden
dizeltme faktora F'yi dahili olarak hesaplar. Bu dizeltme faktéri, daha sonra diski
ornekleri icin absorbanslarla kargilastirilir. Test sonuglari, standart egrinin sinirlari
icerisinde guvenle ve emin bir sekilde degerlendirilebilir.

11.2. Standart egri kullanarak degerlendirme

RIDASCREEN® Calprotectin, her bir calismaya eklenmesi gereken bir standart
egriyle degerlendirilir. Bir standart egri 6rnedi, birlikte verilen lota 6zgu veri
sayfasindan alinabilir.

Nihai kalite kontrolde, R-Biopharm AG, her bir kit lotu igin bir referans degeri ve
pozitif kontrol ve duslk pozitif kontrol igin izin verilen birkonsantrasyon araligini
optimum test kosullarinda belirler. Standart egriyle nicellestirme icin, pozitif kontrol,
testin gecerliligine iliskin bilgiler saglar. Pozitif kontrol, belirtilen konsantrasyon
araligina ulagmaldir.

RIDASCREEN® Calprotectin 2019-12-01 13



11.3. Test sonucu

Gaita > 50 mg/kg insan calprotectin'i seklindeki bir kesme degerinden itibaren sonug
pozitif kabul edilir. Sonuglar kesme degerinin altinda kaliyorsa, drnekler negatif kabul
edilmelidir.

Yetigkinler icin dnerilen 50 mg/kg kesme degeri, 4 - 17 yaslari arasindaki gcocuklar
icin de kullanilabilir.

Her bir laboratuvarin kendi standart deger araligini belirlemesini dneriyoruz.

Not: 1 noktali kalibrasyon veya standart egri kullanildiginda 600 mg/kg'dan
fazla calprotectin konsantrasyonlari gosteren orneklerin daha fazla
seyreltilmeleri (Diluent 3'te 1:5 oraninda) testte yeniden analiz edilmeleri
onerilir.

Not: 1 noktali kalibrasyonla nicellestirildiklerinde 3,0'dan yuksek OD degerleri
gosteren orneklerin daha fazla seyreltilmeleri (Diluent 3'te 1:5 oraninda)
testte yeniden analiz edilmeleri 6nerilir.

12. Yontemin sinirlamalari

RIDASCREEN® Calprotectin, gaita érneklerinde insan calprotectin epitoplarini tespit
eder. Bir tani, yalnizca belirlenen calprotectin konsantrasyonlarina dayandiriimamali,
fakat hastanin tibbi 6yktslU de her zaman dikkate alinmalidir.

13. Performans ozellikleri

13.1. Kesinlik

13.1.1 Tahlil ici kesinlik

Tahliller ici kesinlik, her biri 40 replikat halinde 4 referans kullanilarak tek bir
calismada test edilmigstir. Bu dlgumlerden elde edilen OD degerleri, kalibrator veya
standart egri yoluyla, calprotectin konsantrasyonlarini belirlemekte kullaniimistir,
bunlardan da her bir 6rnek igin ortalama degder (MV), standart sapmalar (SD'ler) ve
Olcimlerin varyasyon katsayilari (CV'ler) hesaplanmistir.
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Tablo 3: RIDASCREEN® Calprotectin'in tahliller ici kesinligi

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%) MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)
Referans A [XRs 2,9 5,4 56,6 3,0 5,3
Referans B EIKY) 55 5,7 102,4 6,3 6,2
REHEIEURNONN 136,5 5,6 4,1 130,5 52 4,0
Referans D p&ing 14,1 57 267,6 15,0 5,6

13.1.2 Tahliller arasi kesinlik

Tahliller arasi kesinlik, farkli gunlerde 4 referans kullanilarak 3 teknisyen tarafindan
cift halinde yapilan 20 ¢alismada (gunde 2 ¢alisma) belirlenmistir. Bu dlgimlerden
elde edilen OD degerleri, kalibrator veya standart egri yoluyla, calprotectin
konsantrasyonlarini belirlemekte kullaniimistir, bunlardan da her bir 6rnek icin
ortalama deger (MV), standart sapmalar (SD'ler) ve dlgimlerin varyasyon katsayilari
(CV'ler) hesaplanmistir.

Tablo 4: RIDASCREEN® Calprotectin'in tahliller arasi kesinligi

MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%) MV (mg/kg) SD (mg/kg) CV (%)
Referans A BN 4,3 7,7 57,5 4,1 7,1
REIHCIEURNEAN 106,5 7,2 6,8 112,8 8,3 7,3
Referans C [iild 7,8 6,0 138,5 7,6 55
Referans D  [pAs{oRe] 28,3 10,9 284,7 22,7 8,0

13,2. Ekstraksiyon kesinligi

Ekstraksiyon kesinligi, farkh glinlerde kesme degerinin Gzerindeki 3 gaita drnegi
kullanilarak 2 teknisyen tarafindan cift halinde yapilan 10 ¢alismada (5 gln, glinde 2
calisma) belirlenmistir. Ornekler her calisma 6ncesinde gerektigi gibi ekstrakte
edilmis ve seyreltilmistir. Bu dlgimlerden elde edilen OD degerleri, kalibrator veya
standart egri yoluyla, calprotectin konsantrasyonlarini belirlemekte kullanilmistir,
bunlardan da her bir 6rnek igin ortalama deger (MV), standart sapmalar (SD'ler) ve
Olcimlerin varyasyon katsayilari (CV'ler) hesaplanmistir.
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Tablo 5: Tahliller arasi ekstraksiyon kesinligi

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

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

EEENEYAS 64,0 50 7,9 67,4 50 7,5
PEEERENEEN 114,1 10,3 9,0 123,2 10,7 8,7
FEEENENOMN 264,0 33,3 12,6 284.8 22.1 7.8

14. Siiriim ge¢misi

Siriim numarasi

Bolim ve adlandirma

2019-07-01 Genel revizyon
14. SUrim gegmisi
15. Simgelerin acgiklamalari
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15. Simgelerin agiklamalari

Genel simgeler
in vitro tani amach kullanim icin

=8

Kullanma talimatlarina bakin
Lot numarasi

Son kullanma tarihi
Saklama kosulu

Artikel numarasi

Test sayisi

Uretim tarihi

ELdf ~%E

Uretici firma

Mikro-titrasyon plakasi

Extract 10x Ekstraksiyon ve seyreltme tamponu

o
3 3
o:
N
@
0,
3
Q
[}
D)
-

Diluent | 3 Ornek seyreltme tamponu

| Wash buffer | Yikama tamponu 10x

Kalibrator Kalibrator

control Pozitif kontrol

Low control Dusuk pozitif kontrol
Conjugat Conjugat

SeroSC Substrat

Stop Durdurma ¢ozeltisi
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