Calprotectin
-Turbidimetric Assay-

Test rapido de deteccién cuantitativa de calprotectina
humana en muestras de heces humanas.
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Unicamente para uso profesional de diagndstico in vitro,
personal entrenado en técnicas turbidimetricas.

USO PREVISTO

Vitassay Calprotectin -Turbidimetric Assay- es una prueba
rapida turbidimétrica para la deteccion cuantitativa de calprotectina
humana en muestras de heces humanas.

Ensayo sencillo, no invasivo y de alta sensibilidad para la deteccién
de calprotectina humana en heces que sirve de ayuda en la
blsqueda de problemas inflamatorios gastrointestinales. Este
producto ha sido optimizado para utilizar con cualquier auto
analizador. Los resultados deben utilizarse para diferenciar entre
pacientes con IBD que presentan inflamacion de los que no
presentan inflamacién y de los que tengan sindrome de intestino
irritable.

INTRODUCCION

Calprotectina es una proteina presente en los neutréfilos de 36 KDa
con propiedades antimicrobianas. Un aumento de la concentracion
de esta proteina en muestras de heces esta asociado a inflamacion
intestinal. Esta proteina permanece estable en heces durante 7 dias
a temperatura ambiente, convirtiéndose en un marcador ideal de la
enfermedad.

La liberacion de calprotectina estd asociada a la activacién de los
neutroéfilos, dando mayores niveles en plasma, orina o0 muestras de
heces como consecuencia de la enfermedad en los organo(s)
pertinentes.

El mecanismo de accidén de calprotectina estd relacionado con la
inhibicion de encimas dependientes de zinc, matando microbios e
induciendo la apoptosis en células sanas y cancerigenas. En
presencia de calcio, la calprotectina es muy resistente a la
degradacion proteolitica.

PRINCIPIO

Vitassay Calprotectin -Turbidimetric Assay- es una prueba
turbidimetrica, cuantitativa para la deteccién de calprotectina
humana en muestras de heces solidas humanas.

Calprotectin Turbidimetric Assay, se basa en las reacciones de
aglutinacién antigeno-anticuerpo fijados a las particulas de latex de
poliestireno. El aumento de la absorbancia (proporcional a la
aglutinacién producida) esta relacionado con la cantidad de antigeno
contenida en la muestra.

La utilizacién de dos controles externos Control 1 y Control 2, sirve
para verificar el correcto funcionamiento de la prueba.

PRECAUCIONES

e Solo para uso profesional in vitro.

e Es necesario que el usuario esté entrenado en técnicas
turbidimétricas y en el uso de autoanalizadores.
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o No utilizar después de la fecha de caducidad.

e No utilizar la prueba si los envases primarios se encuentran
dafiados.

e Las muestras deben considerarse potencialmente peligrosas y
deben ser manipuladas de la misma forma que a un agente
infeccioso. Evitar errores de contaminacidén, seguir el
procedimiento adecuado de trabajo.

e Los reactivos tras su utilizacion deben ser gestionados como
residuos sanitarios (contenedor de residuos sanitarios).

Los reactivos contienen conservantes. Debe evitarse cualquier
contacto con la piel o las mucosas. Consultar fichas de seguridad,
disponibles bajo peticion.

e Los componentes proporcionados con el kit son aprobados para su
uso con Vitassay Calprotectin-Turbidimetric Assay-. No se
deben usar con componentes de otros kits comercializados.

e Seguir las Buenas Practicas de Laboratorio, llevar ropa de
proteccion adecuada, usar guantes desechables, gafas de
proteccion y mascarilla. No comer, ni beber o fumar en la zona de
trabajo.

Si el rango de medicion excede, utilizar el diluyente de muestra
para diluir la muestra y repetir el ensayo de nuevo.

e Leer y seguir las instruciones de uso proporcionadas en el kit.
e Preparar y ajustar el analizador antes de empezar las medidas.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

El producto debe ser almacenado en el rango de temperatura
comprendido entre 2 y 89C (35.6-46.49F) para los reactivos vy el
diluyente de muestra puede conservarse refrigerado o a
temperatura ambiente (2-30°C/35.6-86°F) en su envase original.
El producto es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la
etiqueta siempre que se hayan conservado en las condiciones
recomendadas.

No congelar y mantener alejado de la luz solar.

MATERIALES

MATERIAL NECESARIO PERO NO

MATERIAL SUMINISTRADO

SUMINISTRADO
» Reactivo R1 (Tampén = Recipiente  para recogida de
potenciador) muestras.
» Reactivo R2 (Particulas de latex) | = Guantes desechables y
= Calibrador 0 equipamiento de laboratorio.
= Calibrador 1 = Vortex.
« Calibrador 2 = Analizador automatico.
« Calibrador 3 = Microcentrifuga (10000g).
= Calibrador 4
= Calibrador 5
= Control 1
= Control 2
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= Viales universales con diluyente
para diluciéon de muestra.

= Instrucciones de uso.

= Tapones adicionales.

RECOGIDA DE MUESTRAS

La cantidad de heces tomada debe ser suficiente:1-2g o mL si la
muestra es liquida. Las muestras deben ser almacenadas en un
envase limpio y seco.

Las muestras pueden conservarse refrigeradas (2-8°C / 35.6-
46.4°F) como maximo 7 dias antes de su uso. Si queremos
conservar la muestra por un periodo prolongado, maximo 6 meses,
debe congelarse a -20°C (-49F). En este caso, la muestra debe ser
totalmente descongelada alcanzando la temperatura ambiente (15-
30°C/59-86°F) antes de usarse. Homogeneizar 'a muestra lo
maximo posible antes de su dilucién en el vial.

PREPARACION DE LA MUESTRA

1.Etiquetar el vial con la identificaci¢n del paciente.

2.Abrir el tapdn del vial de toma de muestra (en sentido anti horario)
sin retirar el separador azul y usar el palito de toma de muestra
para recoger la cantidad suficente (figura 1).

3.Tomar la cantidad de muestra necesaria para la realizaciéon del
test a partir de las heces recogidas. Para ello, introducir el palo de
toma de muestra una sola vez en 4 zonas distintas de la muestra
y girar repetidamente para que la muestra sea homogénea y
asegurandose de que todas las ranuras estan llenas de muestra
(figura 2).

4.Eliminar el exceso de heces girando la varilla en la pared interna
del recipiente.

5.Insertar el palito con la muestra en el vial a través del separador
azul. Mientras cierra el tapon en sentido horario, mantenga sujeto
el separador azul para evitar que se abra.

6.Agitar cada dispositivo (30-60 segundos), en un vortex para
asegurar una buena dispersién del contenido (figura 3). Proceda
al paso 7 si las ranuras no contienen muestra, de lo contrario
repetir la agitacion hasta un maximo de 120 segundos y proceder
al paso 7 sin importar si hay alguna muestra residual en las
ranuras. La muestra diluida en el vial puede ser almacenada en el
frigorifico (2-8°C) hasta 7 dias antes de realizar el ensayo y debe
de llevarse a temperatura ambiente antes de ser analizada.

7.Centrifugar el vial durante 10 minutos a 1000-3000 x g con el fin
de eliminar los posibles residuos de muestra. Alternativamente,
puede dejar reposar el vial en posicion vertical durante un minimo
de 15 minutos.

8.Coger el vial con la muestra diluida, quitar el tapén blanco y el
separador azul (en sentido horario). La muestra fecal esta lista

para ser analizada. Insertar el dispositivo abierto directamente en
el analizador o transferir el sobrenadante a un dispositivo
adaptado (no suministrado) (figura 4).

9.Cerrar el vial mediante el tapon de rosca adicionalmente
suministrado (figura 4).

Nota: los viales de muestra no se deben usar directamente
en el analizador.
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Retirar el tapén blanco y IntrodL_|cir los viales en
el separador azul, el angllzador. Después
girando en sentido del analisis, cerrar el vial
horario. con el tapén adicional.
PROCEDIMIENTO

Reactivo R1 y Reactivo R2 estan listos para usar.

Curva de calibracién

Para la calibracidn utilizar unicamente Calprotectin Calibrator: CalO,
Call, Cal2, Cal3, Cal4 y Cal5. Contienen calprotectina humana a
distintas concentraciones indicada en la etiqueta de cada uno de los
viales.

- Referencia Calibrador | Calibrador calibrador Calibrador Calibrador

1 2 3 4 5
0 50 100 250 750 1500
Conc.
Ha/g ua/g Ha/g Ha/g Ha/g Ha/g
Vol. 1000 pL 1000 pL 1000 L 1000 L 1000 L 1000 L

Estos reactivos estan listos para usar. La frecuencia en la realizacion
de la recta de calibracidon la debe establecer el usuario final en
funcién de los criterios establecidos por el laboratorio clinico.

Nota: ver apartado control de calidad.

Procedimiento analitico
Rango de medida: 20 - 8000 pg hCp/g.

Procedimiento Pasos
Adicion R1 250 L 0s
Adicién Muestra 5L 10s
Adicién R2 30 pL 300 s
Medida de blanco 450 nm - 800 nm 310s
Medida principal 450 nm - 800 nm 610 s

*Datos obtenidos mediante el analizador Biolis 24i (Tokio Boeki)
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Resultados positivos: Superior o igual al valor de corte o cut-off
fijado por el laboratorio clinico.

Valores de cut-off recomendados: 50 pg de hCp/g de heces para
procedimientos de diagndstico y 200 pug de hCp/g de heces para
procedimientos de cribado/deteccién.

Resultados positivos determinan la presencia anormal de
Calprotectina humana (hCp) en muestras de heces.

Valor de Cut-off Vitassay Calprotectin-Turbidimetric Assay-:

Valores de concentracion de calprotectina menores a 50 ug de hCp/g
de heces son considerados normales y no son indicativos de una
inflamacién de tracto gastrointestinal.

Valores de concentracién de calprotectina entre 50 y 200 pg de
hCp/g de heces no son consideradas como normales siendo
indicativo de una leve inflamacion del tracto gastrointestinal, por
ello se recomiendo la monitorizacidn y el seguimiento del paciente.

Los valores superiores de calprotectina superiores a 200 pg de
hCp/g de heces son considerados indicativos de una severa
inflamacidn del tracto gastrointestinal.

CONTROL DE CALIDAD

Calprotectin C1 & C2 Controls estan listos para usar.

Calprotectin Control 1: es un control liquido a una determinada
concentracion de calprotectina humana recombinante (menor que
Control 2). Dicha concentracion es indicada en la etiqueta del
reactivo.

Calprotectin Control 2: es un control liquido a una determinada
concentracion de calprotectina humana recombinante (mayor que
Control 1). Dicha concentracién es indicada en la etiqueta del
reactivo.

El uso de controles a dos concentraciones distintas se recomienda
para verificar la precision del test.

Si los resultados obtenidos estan fuera del rango de tolerancia, se
debe revisar el procedimiento, equipo, los reactivos y/o repetir la
prueba. Si el problema persiste, dejar de utilizar los reactivos y
contactar con su distribuidor.

NOTA: El rango de valores de los controles del kit se encuentra
indicado en las etiquetas de los tubos correspondientes, tanto para
el Control 1 como para el Control 2. Para mas informacion, solicite
y consulte el certificado de analisis (no incluido).

LIMITACIONES

« Vitassay Calprotectin -Turbidimetric Assay- deberia usarse
Unicamente para la deteccién de calprotectina humana en
muestras de heces humanas.

La calidad de la prueba Vitassay Calprotectin -Turbidimetric
Assay- depende de la calidad de la muestra, por lo que se debe
realizar una adecuadad toma de muestra.

Los resultados positivos determinan la presencia de calprotectina
humana en muestras de heces; sin embargo, ésta puede ser
debida a varias causas (enfermedad inflamatoria intestinal, cdncer

colorectal y algunas eneteropatias). Un resultado positivo deberia
ser contrastado con otras técnicas invasivas, la endoscopia y la
biopsia para confirmar el diagndstico, determinar la causa exacta
y el origen de la calprotectina en heces.

Si el resultado del ensayo es negativo y los sintomas clinicos o
situaciéon contindan, se recomienda realizar otro método
deteccién. Un resultado negativo no excluye de la presencia de
inflamacion, algunas enfermedades como la enfermedad celiaca y
los pdlipos microscopicos de colitis pueden presentar una
inflamacion mononuclear.

Pacientes que sigan un tratamiento con anti-inflamatorios no
esteroides (AINES) podrian dar resultados positivos.

En neonatos se han descrito niveles mas elevados de calprotectina
fecal comparando los valores normales en nifios. Nivel medio 167
ug/g (en un rango de 22-860ug/g).

Todos los resultados deben ser interpretados junto con el resto de
informacidn clinica y otros resultados obtenidos en el laboratorio
por un médico especialista.

VALORES ESPERADOS

Los valores de calprotectina por debajo de 50 pg/g no se consideran
indicativos de inflamacion intestinal. Valores entre 50-200 ug/g
pueden ser representativos de enfermedades relacionadas con la
inflamacion intestinal. Pacientes que se encuentren en este rango
deberan ser reevaluados y pueden ser susceptibles de analisis
clinicos invasivos. Excepcidon de este rango son los nifios lactantes
cuyos valores de calprotectina son mas elevadas que en los adultos
sanos. Valores superiores a 200 pg/g son indicativos de un proceso
inflamatorio activo, estos pacientes requeriran analisis clinicos
adicionales.

CARACTERISTICAS DEL TEST

Sensibilidad analitica:
Limite de deteccién: 7 pug hCp/g.

Prozona:

Concentraciones inferiores a 25 mg de hCp/g no muestran efecto
prozona y no se observan resultados falsos negativos.

Precision intra-andlisis:

N 20 20 20
Media (ug/g) 22.1 84.3 258
DS (ng/g) 36 11.9 17.7

CV (%) 16 14 6

*Datos obtenidos mediante el analizador Biolis i24 (Tokio Boeki)

Reacciones cruzadas:

No se detectaron reacciones cruzadas con los siguientes marcadores
fecales ocasionalmente presentes en las heces:

Hemoglobina Bovina Ninguna Hemoblogina Humana Ninguna
Hemoglobina Porcina Ninguna Transferrina Humana Ninguna
Transferrina Bovina Ninguna Lactoferrina Humana Ninguna
Lactoferrina Bovina Ninguna
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SIMBOLOS PARA REACTIVOS Y PRODUCTOS PARA
DIAGNOSTICO IN VITRO
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EQUIPOS ADAPTADOS

- A15 (Biosystems)

- Advia 1800 (Siemens)

- Advia 2400(Siemens)

- Alinity (Abbot)

- Architect c1000/c4000/c8000 (Abbot)
- Atellica (Siemens)

- Au680 (Beckman Coulter)

- Biolis 24i/Biolis 50i (Tokio Boeki)
- BS200E/240 (Mindray)

- Chemwell-T (Awareness)

- Cobas c111 (Roche)

- Cobas c501 (Roche)

- Cobas c702 (Roche)

- Respons 910 (DiaSys)

- Vitros 5600 (Ortho)

- TC220 (Tecom)

- XL-180 & XL-200 (Erba)
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