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ESPANOL

USO PREVISTO

El ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA es un ensayo
diagndstico in vitro automatizado para la determinacion
cuantitativa de calprotectina en muestras de heces
humanas al efecto de facilitar la valoracion de la
inflamacion de la mucosa intestinal. Los resultados del
ensayo pueden utilizarse en el diagnéstico para distinguir
entre las enfermedades inflamatorias organicas del
tracto gastrointestinal (enfermedad inflamatoria intestinal,
Ell, en particular la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa (CU)) y las enfermedades funcionales
(sindrome del intestino irritable, Sll) (ref. 1-7) en los
pacientes con dolor abdominal crénico y para facilitar el
control de la Ell (ref. 7-18).

Solo para uso en laboratorio.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA permite la medicion
selectiva de la calprotectina en extractos fecales
mediante ELISA de tipo sandwich. La placa de
microtitulacion de BUHLMANN fCAL® ELISA esta
recubierta con un anticuerpo de captura monoclonal
(mAb) altamente especifico para los complejos
poliméricos y heterodiméricos de la calprotectina. Los
extractos de las muestras fecales del paciente, los
controles para la determinacién de la aceptabilidad de la
prueba ELISA y los calibradores se cargan en los
pocillos de la placa de microtitulacion. Después de una
incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente vy
unos pasos de lavado, un anticuerpo (Ab) de deteccion
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
detecta las moléculas de calprotectina unidas al
anticuerpo de captura en la placa. Después de la
incubacion y pasos de lavado adicionales, se afiade el
sustrato cromogénico de HRP, tetrametilbenzidina (TMB)
(formacién de color azul), seguido de una solucién de
parada (cambio a color amarillo). La absorcion se mide a
450 nm. La concentracion final de calprotectina en ug/g
de heces de la muestra del paciente se determina
mediante la curva de calibraciéon generada a partir de los
valores medidos en el calibrador.

REACTIVOS SUMINISTRADOS Y PREPARACION

Reactivos Cantidad |Cédigo Reconstitucion
Placa de 2%
microtitulacién 12 x 81
con revestimiento uras B-CAL-MP Listo para usar
] de pocillos
previo de mAb
anticalprotectina con marco
Alfombrilla de 6 unidades - Listo para usar
sellado
Concentrado de Diluir cada uno
5 2 frascos
::(';;F)";g:e lavado < (oo [B-CALWB | con 900 mi de H;0
m desionizada
conservantes
Tampén de 2 frascos
incubacion B-CAL-IB Listo para usar
x 125 mL
con conservantes
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Reactivos Cantidad | Cédigo Reconstitucion
Calibradores
deAaE"?
Calprotectina sérica | > VI&'SS | g 5| .CASET | Listo para usar
en una matriz x 1 mL
tampén con
conservantes
Controles bajo /
alto®
Calprotectina sérica |2 Viales B-CAL- Li
isto para usar
en una matriz x 1 mL CONSET P
tampén con
conservantes
Marcador
imati 2 vial

enZ|m.a feo ) viates B-CAL-EL Listo para usar
Ab anticalprotectina | x 12 mL
conjugado con HRP
Sustrato de TMB .

2 viales )
TMB en tampon de B-TMB12 Listo para usar

. x 12 mL
citrato
Solucién de .
parada 2 viales Listo para usar
B-STS12

4cido sulfarico x 12 mL ﬁgﬁgt:ivo
0,25 M

Tabla 1

" La concentracién real de calprotectina de los calibradores A a E es
de 4, 12, 40, 120 y 240 ng/ml, respectivamente. Para el
procedimiento ELISA de intervalo inferior, los valores del calibrador
deben fijarse como sigue: 10, 30, 100, 300 y 600 ug/g de
calprotectina. Esta asignacion corresponde a la dilucién final de la
muestra 1:2500 en el procedimiento ELISA de intervalo inferior.

2 Si se selecciona el procedimiento ELISA de intervalo extendido, los
valores nominales del calibrador deben fijarse como sigue: 30, 90
300, 900 y 1800 pg/g de calprotectina. Esta asignacion corresponde
a la dilucion final de la muestra 1:7500 en el procedimiento ELISA de
intervalo extendido.

% Los controles contienen cantidades especificas de calprotectina
humana natural. Consultar la ficha de datos de control de calidad
para conocer los valores reales de concentracion

CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS
REACTIVOS Y SOLUCIONES DE TRABAJO

Reactivos sellados / sin abrir

Conservar a 2-8 °C. No utilizar los reactivos después de la fecha de
caducidad impresa en las etiquetas.

Reactivos abiertos / reconstituidos

Volver a colocar inmediatamente las tiras no
utilizadas en la bolsa de aluminio que
contiene los paquetes de secante y sellar
completamente.

Consérvese hasta un maximo de 6 meses a
2-8 °C.

Placa de
microtitulacion

Tampon de lavado
diluido

Tampon de incubacion

Calibradores i .
Consérvese hasta un maximo de 6 meses a

Controles 2-8 °C.

Marcador enzimatico

Sustrato de TMB

Solucién de parada

Tabla 2
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REACTIVOS Y MATERIALES INCLUIDOS
COMPLEMENTARIOS

Dispositivo de extraccion de heces
Los dispositivos de extraccion fecal que se describen a
continuaciéon no se incluyen en el kit y el que se elija

debe ser pedido por separado.

Kit de
dispositivos de Cantidad Codigo
extraccion
Paquetes de 50, 200 o 500
tubos disponibles, cada uno | B-CALEX-C50
CALEX® Cap de los cuales contiene 5 mL | B-CALEX-C200
de tampodn de extraccion. B-CALEX-C500
Listo para usar

Tabla 3

MATERIALES NECESARIOS NO INCLUIDOS

Procedimiento de extraccion

Pipetas de precisién de 100 pyl y 1000 pl con puntas
desechables

Tubos desechables de poliestireno o polipropileno
para transferir los extractos (opcional)

Cémara de flujo laminar

Agitador vértex multitubo/agitador vortex
Micro centrifuga (23000 g)

Centrifuga (=500 g)

Procedimiento ELISA

Pipetas de precision de 10 L, 100 yL y 1000 uL con
puntas desechables

Tubos desechables de poliestireno o polipropileno
para la preparacion de las diluciones de las muestras.

Probeta de 1000 mL para la dilucién del tampon de
lavado

Lavador de placas de microtitulacion (véanse las
precauciones técnicas) o frasco comprimible para el
tampon de lavado

Agitador de placas de microtitulacién (véanse las
precauciones técnicas)

Papel secante

Lector de microplacas para la medicion de la

absorbancia a 450 nm

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Precauciones de seguridad

Los calibradores y controles de este ensayo
contienen componentes de origen humano. Aunque
los ensayos de deteccién del antigeno de superficie
del VHB y de los anticuerpos del VHC y VIH1/2 hayan
dado resultado negativo, los reactivos deben
manipularse como si pudiesen transmitir infecciones y

de acuerdo con las Préacticas Correctas de
Laboratorio (PCL), adoptando las precauciones
oportunas.

Este kit contiene componentes clasificados de

conformidad con el Reglamento (CE) n.° 1272/2008:
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clorhidrato de 2-metil-4-isotiazolin-3-ona  (conc.
2 0,0015%), por lo que los reactivos pueden provocar
reacciones cutaneas alérgicas (H317);

acido sulfarico (conc. = 2,5 - <5%), por lo que los
reactivos pueden causar irritacion cutanea (H315) e
irritacién ocular grave (H319.).

Evitar el contacto de los reactivos con la piel, los ojos
o las membranas mucosas. En caso de contacto,
enjuagar inmediatamente con abundante agua; de lo
contrario, pueden  producirse irritaciones /
quemaduras.

Los reactivos y productos quimicos deben tratarse
como residuos peligrosos conforme a las normas
nacionales de seguridad sobre riesgos biolégicos.

Precauciones técnicas

Componentes del kit

En el proceso de produccion se acumulan residuos
en los pocillos de la placa de microtitulacion. Estos se
eliminan en el paso de lavado (paso 3 del
procedimiento de ensayo) y no afectan a los
resultados.

Los componentes no deben utilizarse después de la
fecha de caducidad impresa en las etiquetas.

No mezclar ni utilizar componentes de kits con
numeros de lote diferentes.

Se deben realizar los maximos esfuerzos para
asegurar que no se produzca contaminacion cruzada
entre reactivos y muestras o entre pocillos.

Dejar que los reactivos se equilibren a temperatura
ambiente. Mezclar bien (en vortex) los reactivos antes
de su uso.

Los micropocillos no pueden ser reutilizados.

Extraccion
A fin de obtener unos resultados fiables y
cuantitativos, es importante homogenizar

completamente la muestra de heces en el dispositivo
de extraccion. Tras la extraccion puede haber todavia
en el tubo componentes insolubles (no solubilizados).

Procedimiento ELISA

En el procedimiento ELISA, los pasos de lavado son
esenciales para garantizar la reproducibilidad de los
resultados. Dejar incubar el tampon de lavado en los
pocillos durante un minimo de 20 segundos antes de
retirarlo.

Si se utiliza un lavador automatizado, se debera elegir
el «modo placa», en el que cada paso del proceso
(dispensado/aspiracién) se realiza de manera
secuencial en todas las tiras antes de proceder al
ciclo de lavado siguiente. De este modo, se garantiza
el tiempo minimo de incubacion.

Es obligatorio realizar el numero de ciclos de lavado
indicado para obtener resultados reproducibles.

El agitador de placas debe ajustarse a
aproximadamente 450 rpm (7,5Hz). Unas
frecuencias de rotaciéon mas altas pueden causar una
baja linealidad de dilucién en valores entre 300/900 y
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600/1800 pg/g. El movimiento debe ser rotatorio y no
horizontal.

e Para asegurar que la reaccion antigeno/anticuerpo es
completa, el tiempo de incubacién del paso 5 debe
ser de al menos 30 minutos. Un tiempo de incubacion
moderadamente mas largo (de hasta 5 minutos) no
influye en el resultado final.

e El marcador enzimatico es inactivado por el oxigeno y
es altamente sensible a la azida de sodio, el
timerosal, el acido hipocloroso y los
clorohidrocarburos aromaticos que se encuentran a
menudo en los suministros de agua de laboratorio.
Por lo tanto, solo se debe utilizar agua desionizada de
alta calidad.

e Cada vez que se realiza el ensayo (por cada placa o
placa parcial) se debe generar una nueva curva de
calibracion.

e Si la concentracion inicial de una muestra
desconocida devuelve una lectura superior a la del
calibrador mas alto, el calibrador E, la muestra podra
diluirse con tampdn de incubacion y analizarse de
nuevo segun el procedimiento de ensayo. El factor de
dilucién total resultante debe tenerse en cuenta en el
célculo de los resultados.

OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

Para el procedimiento de extraccion, se requiere menos
de 1g de muestra de heces naturales. Recoger la
muestra de heces en tubos simples.

Importante: La muestra debe recogerse sin ningun
aditivo quimico o biolégico.

Transporte de las muestras

El laboratorio debera recibir las muestras de heces para
su procesamiento en un plazo de 3 dias desde su
recoleccion. Las muestras de heces pueden enviarse a
temperatura ambiente o refrigeradas.

Conservacion de las muestras

Las muestras de heces deben refrigerarse a 2-8 °C y
extraerse en un plazo de 3 dias a partir de su recepcion
en el laboratorio. No conservar las muestras a
temperaturas elevadas.

EXTRACCION DE LAS MUESTRAS DE HECES Y
ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS

1.1 Procedimiento de extraccion

Seguir las instrucciones de uso proporcionadas con el
dispositivo CALEX® Cap (cdédigo B-CALEX-C50 / B-
CALEX-C200 / B-CALEX-C500).

Las muestras de heces liquidas se pueden pipetear
directamente en el dispositvo CALEX® Cap.
Desenroscar la tapa azul y pipetear 10 pl de muestra de
materia fecal en el dispositivo. Volver a tapar el
dispositivo CALEX® Cap y proceder con el paso de
mezclado en voértex de acuerdo con el procedimiento de
extraccion descrito e ilustrado en las instrucciones de
uso suministradas con el dispositivo CALEX® Cap

Importante: Después de la extraccion, centrifugar el
dispositivo CALEX® Cap durante 5 minutos a 500-3000 g
y continuar con el procedimiento del ensayo.
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1.2 Estabilidad de los extractos

Los extractos de calprotectina fecal en los extractos
obtenidos con CALEX® Cap son estables a temperatura
ambiente (23 °C) durante 7 dias y a 2-8 °C hasta
15dias. Para una conservacion mas prolongada,
congelar los extractos a —-20°C. Los extractos
congelados son estables durante un periodo de hasta 23
meses.

Los extractos de Calex® Cap pueden ser congelados
directamente y conservados en el dispositivo CALEX®
Cap. Los extractos pueden someterse a cuatro ciclos de
congelacion y descongelacion. Antes de la medicién,
equilibrar los extractos congelados a temperatura
ambiente, mezclar en vortex completamente durante 10
segundos y centrifugar durante 5 minutos a 500-3000 g.

INTERVALO DE TRABAJO

El ensayo puede realizarse como procedimiento ELISA
de intervalo inferior o extendido. Se debe seleccionar el
procedimiento apropiado en funcién de la concentracién
esperada de calprotectina:

e Para muestras con hasta 600 pg/g de calprotectina,
seleccionar el procedimiento de intervalo inferior
(intervalo de trabajo 10-600 ug/g).

e Si las muestras tienden a superar los 600 pg/g,
seleccionar el procedimiento de intervalo extendido
(intervalo de trabajo 30-1800 ug/qg).

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Importante: Equilibrar los reactivos a 18-28 °C durante al
menos 30 minutos antes de usarlos.  Diluir
exclusivamente los extractos fecales. Los calibradores y
controles estan listos para usar.

1. Opcién 1 de dilucién de muestras:
Intervalo de trabajo 10-600 ug/g

Despues del'extraccion utilizando el dispositivo
CALEX® Cap, diluir los extractos de heces 1:5 con

1.1.

el tampdn de incubacién (por ejemplo, 100 yL de
extracto y 400 yL de tampén de incubacién) y
mezclar bien. Equilibrar las muestras a 18-28 °C
durante al menos 5 minutos antes de pasar al paso
4c.
@

5 min.

U

e,g. 100 plL de sobrenadantes
y 400 plL de tampdn de incubacidén

@
min 5 min.
- “@n - ?

1:5 dilucién Mezclar 18-28 °C

Centrifugacion

1.” Opcién 2 de dilucién de muestras:
Intervalo de trabajo 30-1800 ug/g

El intervalo de trabajo se puede ampliar en un factor 3
diluyendo las muestras 1:7500 en lugar de 1:2500. Se
recomienda este procedimiento si se esperan altas
concentraciones de calprotectina.

1.1° Despues del’extraccion utilizando el dispositivo
CALEX® Cap, diluir los extractos de heces 1:15 con
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el tampén de incubacion (por ejemplo, 50 yL de
extracto y 700 yL de tampoén de incubacién) y
mezclar bien. Equilibrar las muestras a 18-28 °C
durante al menos 5 minutos antes de pasar al paso
4c.

e.g. 50 pL de sobrenadantes
y 700 plL de tampdn de incubacion

&

min 5 min.
— —

Mezclar 18-28 °C

1:15 dilucién

Centrifugacién

2. Preparar un marco de placa con suficientes tiras para
probar el numero requerido de calibradores, controles
y muestras diluidas. Retirar las tiras sobrantes del
marco y volver a sellarlas en la bolsa de aluminio
junto con los paquetes de secante sin demora.
Conservar refrigeradas.

3. Lavar los pocillos recubiertos dos veces utilizando al
menos 300 uL de tampodn de lavado por cada pocillo.
Vaciar los pocillos y golpear la placa con firmeza
sobre papel secante.

Importante: El tampdn de lavado debe permanecer en
los pocillos durante un minimo de 20 segundos durante
cada paso de lavado.

Y,

min, 20 seg.

300 pylL de tampon
de lavado

—— Vaciar y sacudir

1

Lave 2 x

4a.Pipetear 100 pL de tampdn de incubacion (blanco) y

Pipetear 100 yL de los calibradores A-E en los
pocillos respectivos.

4b.Pipetear 100 yL de los controles bajo y alto en los
pocillos respectivos.

4c.Pipetear 100 yL de cada muestra diluida en los
pocillos siguientes.

5. Cubrir la placa con una alfombrilla de sellado e
incubar durante 30 + max. 5 minutos en un agitador
de placas a ~450 rpm a 18-28 °C (véanse las
Precauciones técnicas - Procedimiento ELISA).

6. Retirar y desechar la alfombrilla de sellado. Vaciar los
pocillos y lavar tres veces utilizando al menos 300 pL
de tampoén de lavado por cada pocillo (véanse las
Precauciones técnicas - Procedimiento ELISA).
Vaciar los pocillos y golpear la placa con firmeza
sobre papel secante.
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100 plL de tampén de incubacién /

&

30 min.

100 plL de calibradores /
100 pL de controles /
100 pL de muestras

Lave 3 x
Vaciar y sacudir 1 x

—_

=P
4
Rotacidén 7

7. Pipetear 100 pL del marcador enzimatico en todos los
pocillos.

8. Cubrir la placa con una alfombrilla de sellado e
incubar durante 30 +5 minutos en un agitador de
placas ajustado a ~450 rpm a 18-28 °C.

9. Retirar y desechar la alfombrilla de sellado. Vaciar los
pocillos y lavarlos cinco veces utilizando al menos
300 yL de tampdn de lavado por cada pocillo. Vaciar
los pocillos y golpear la placa con firmeza sobre papel
secante.

<

30 min.

100 plL de marcador
enzimatico

/,//

Lave 5 x
Vaciar y sacudir 1 x

TM:BCE ///

Importante: Equilibrar la solucion sustrato de TMB a 18-

28 °C.

10.Pipetear 100 uyL de la solucién sustrato de TMB a
cada pocillo.

11.Cubrir la placa con una alfombrilla de sellado,
proteger la placa de la luz directa e incubar durante

15 +2 minutos en un agitador de placas ajustado a
~450 rpm a 18-28 °C.

&

15 min,

2

N

100 pl de solucién
substrato de TMB

Rotacié €

12.Pipetear 100 yL de solucién de parada en todos los
pocillos. Eliminar las burbujas de aire con la punta de
una pipeta. Realizar el paso 13 en un plazo de 30
minutos.

13.Leer la absorbancia a 450 nm en un lector de placas
de microtitulacion.

100 pL de solucidn
de interrupcion 1

Dentro 30 min.

l

Lea la absorbancia a 450 nm
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CONTROL DE CALIDAD

Para usar correctamente el producto, es necesario
entender a fondo estas instrucciones de uso. Solo se
obtendran resultados fiables aplicando técnicas precisas
de laboratorio y siguiendo con precision estas
instrucciones de uso.

El kit BUHLMANN fCAL® ELISA se suministra con dos
controles: el control bajo y el control alto. Los valores de
referencia de los controles se indican en la hoja de datos
de control de calidad incluida en cada kit. Los valores e
intervalos indicados en la hoja de datos de control de
calidad siempre se refieren al lote en cuestién y deben
utilizarse para la comparacion directa de los resultados.
En caso de que los resultados de los controles bajo y/o
alto estuvieran fuera del intervalo indicado en la hoja de
datos de control de calidad, se recomienda considerar
invalida la serie completa.

Se recomienda el uso de controles internos, ademas de
los controles del kit, de acuerdo con la normativa local y
nacional. El uso de controles internos se recomienda
para asegurar la validez continuada de los resultados.
Dado que no existe ningun control para la calprotectina
fecal disponible comercialmente, para el control de
calidad interno se recomienda el uso de un grupo de
extractos fecales con niveles normales y alterados.

La reproducibilidad de los parametros de la curva
estandar y de los valores de control debe estar dentro de
los limites de aceptabilidad establecidos del laboratorio.
Si la eficacia diagnéstica del ensayo no cumple los
limites establecidos y se han excluido errores en la
técnica mediante la repeticion, comprobar los siguientes
aspectos: i) dispositivos de pipeteado, control de
temperatura y temporizacion; ii) ajustes del lector ELISA,;
iii) fechas de caducidad de los reactivos; iv) condiciones
de conservacién e incubacion; v) color de la solucion
sustrato de TMB (debe ser incolora); vi) pureza del agua;
vii) métodos de aspiracion y lavado.

ESTANDARIZACION Y TRAZABILIDAD
METROLOGICA

No existen materiales de referencia ni procedimientos de
medicién de referencia que sean reconocidos a nivel
internacional o nacional para el analito calprotectina en
muestras fecales. Los valores de los calibradores de
BUHLMANN fCAL® ELISA se determinan en varias
series de mediciones utilizando material de referencia
interno procedente de suero humano y el procedimiento
de medicion de BUHLMANN fCAL® ELISA. La
concentracion de calprotectina del material de referencia
interno se establecié utilizando MRP8/14 purificado de
granulocitos humanos como material de referencia
principal.

Se determind que los intervalos de confianza del 95% de
la incertidumbre combinada de los calibradores del
producto y de la incertidumbre combinada de los
controles del producto son inferiores al 13,3% y al
16,4%, respectivamente.

CALCULO DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO

Curva estandar

Se recomienda utilizar un programa informatico capaz de
realizar los siguientes calculos: restar el valor de DO del
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blanco de cada pocillo del calibrador para calcular el
valor del calibrador. Determinar una curva estandar
usando un ajuste logistico de 4 parametros.

Controles y muestras

Se recomienda utilizar un programa informatico capaz de
realizar los siguientes calculos: restar el valor de DO del
blanco de cada pocillo de control o muestra. Calcular la
concentracion de calprotectina del control o muestra en
cada pocillo, en pg/g, utilizando la curva estandar
establecida.

Intervalo de trabajo 10-600 ug/g

Si se selecciona el procedimiento ELISA de intervalo
inferior, las concentraciones del calibrador deben fijarse
como sigue: 10, 30, 100, 300 y 600ug/g de
calprotectina. Los resultados deben multiplicarse por los
factores de dilucién adicionales (si se utiliza una dilucion
final diferente a 1:2500) para obtener los resultados
finales.

Consultar la tabla 12 y la figura 1 para datos
representativos (resultados y curva estandar). Estos
resultados y la curva estandar se muestran solo a efecto
de ejemplificacion. Se debe generar una curva estandar
para cada conjunto de muestras a analizar.

Intervalo de trabajo 30-1800 ug/g

Si se elige el procedimiento ELISA de intervalo
extendido, los valores nominales del calibrador deben
fijarse como sigue: 30, 90, 300, 900 y 1800 ug/g de
calprotectina. Los resultados deben multiplicarse por los
factores de dilucién adicionales (si se utiliza una dilucién
final diferente a 1:7500) para obtener los resultados
finales.

Consultar la tabla 15 y la figura 3 para datos
representativos (resultados y curva estandar). Estos
resultados y la curva estandar se muestran solo a efecto
de ejemplificacion. Se debe generar una curva estandar
para cada conjunto de muestras a analizar.

LIMITACIONES

e Los reactivos suministrados con el kit BUHLMANN
fCAL® ELISA estan destinados exclusivamente a la
determinacion de la concentracion de calprotectina en
muestras de heces humanas.

e Los resultados del ensayo deben ser interpretados en
combinacion con la informacion derivada de la
evaluacion clinica del paciente y los otros
procedimientos diagndsticos.

e En el control de la Ell, se ha sugerido que las
mediciones multiples de calprotectina fecal realizadas
a intervalos de hasta 4 semanas maximizan la
precision diagnostica en el prondstico las recaidas
clinicas de los enfermos (v. ref. 19-20).

e lLos pacientes que toman antinflamatorios no
esteroideos (AINE) pueden presentar
concentraciones elevadas de calprotectina fecal.

¢ Los resultados pueden no ser clinicamente aplicables
a nifios menores de 4 anos de edad con ligeros
aumentos de la concentraciéon de calprotectina fecal
(ref. 21-24).
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

|. Diferenciar entre las enfermedades gastro-
intestinales organicas de las funcionales

Las categorias de resultados se basan en datos de
estudios clinicos realizados por BUHLMANN y son
recomendaciones de BUHLMANN. Todos los resultados
del ensayo deben ser interpretados en combinaciéon con
la informacién derivada de las manifestaciones clinicas
del paciente, sus antecedentes médicos y otros datos
clinicos y de laboratorio:

Umbrales clinicos

Se analizaron los resultados de 58 muestras clinicas de
pacientes diagnosticados con Sll y 131 muestras clinicas
de pacientes diagnosticados con EIll, de un estudio
clinico internacional, para obtener los valores mostrados
en la tabla 4.

Concentracion

de calprotectina [t

Seguimiento

< 80 pg/g Normal Ninguno

) P Seguimiento en un plazo
80 — 160 ug/g Zona gris/valor limite de 4 a 6 semanas
> 160 pglg Elevado Repetir segun sea

necesario

Tabla 4

Valores de calprotectina por debajo de 80 ug/g

Unos valores de calprotectina fecal <80 ug/g no son
indicativos de inflamacion gastrointestinal. Los pacientes
con bajas concentraciones de calprotectina
probablemente no necesiten procedimientos invasivos
para determinar la causa de la inflamacion.

Valores de calprotectina entre o igual a 80 y 160 ug/g

Unos valores intermedios de calprotectina fecal de entre
oigual a 80 y 160 ug/g, también denominados valores de
la zona gris, no son una indicacion directa de inflamacién
activa que requiera un seguimiento inmediato con
pruebas invasivas. Sin embargo, no se puede excluir la
presencia de inflamacion. Se recomienda la reevaluacion
de los valores de calprotectina fecal después de entre 4
y 6 semanas para determinar el estado inflamatorio.

Valores de calprotectina superiores a 160 pg/g

Los valores de calprotectina fecal >160 ug/g son
indicativos de infiltrado neutrofilico en el tubo
gastrointestinal y pueden indicar la presencia de una
enfermedad inflamatoria activa. Se recomienda llevar a
cabo los procedimientos de investigacién especializados
oportunos para alcanzar un diagndstico clinico global.

Evaluacién clinica

La capacidad de BUHLMANN fCAL® ELISA para
diferenciar la EIl de los ofros trastornos
gastrointestinales no inflamatorios, incluido el Sll, se
evalué en un estudio clinico en el que participaron 337
pacientes adultos y nifios. Ciento treinta y cinco (135)
pacientes tenian un diagnéstico final de Ell (enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa o colitis intermedia), 130
pacientes presentaban Sll y 72 pacientes presentaban
dolor abdominal y/o diarrea u otras afecciones
gastronitestinales no inflamatorias (véase la tabla 5). El
diagndstico final se apoy6 en datos endoscopicos y otros
datos clinicos.
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Se puede alcanzar una sensibilidad clinica del 93,3% a
80 pg/g y una especificidad clinica del 83,7% a 160 ug/g
en la diferenciacion entre la EIll y otras afecciones
gastrointestinales no inflamatorias, incluido el Sll. El
analisis de la curva de eficacia diagnostica dio como
resultado un AUC de 0,923 (véase la tabla 6).

Se puede alcanzar una sensibilidad clinica del 93,3% a
80 pg/g y una especificidad clinica del 85,4% a 160 pg/g
en la diferenciacién entre la Ell y el SlI. El andlisis de la
curva de eficacia diagnéstica dio como resultado un AUC
de 0,933 (véase la tabla 8).

La combinacién 6ptima de cortes para estos grupos de
pacientes se estableci6 en 80 ug/g y 160 ug/g de
calprotectina mediante el andlisis de las curvas de
rendimiento diagnéstico (ROC). Esta combinaciéon es
ligeramente mas restrictiva que la combinaciéon de un
corte inferior mas sensible de 50 pg/g, con una
especificidad ligeramente inferior, y un corte superior
de 200 ug/g, con una sensibilidad ligeramente inferior
(tablas 7 y 9).

Il. Monitorizacién de Ell

Umbrales clinicos y evaluacién

La determinacion de la calprotectina fecal es un método
fiable y sencillo para facilitar el control de los pacientes
con Ell (ref. 7-18).

Utilizando los ensayos de calprotectina de BUHLMANN,
tres estudios independientes determinaron la correlacion
entre los valores de calprotectina y el estado inflamatorio
de la mucosa intestinal del paciente basado en las
evaluaciones endoscopicas (tabla 10). Utilizando los
ensayos de calprotectina de BUHLMANN, tres estudios
determinaron el valor diagndstico de la calprotectina para
pronosticar la remision y las recaidas clinicas, sobre la
base de los sintomas, los indices de actividad clinica, la
necesidad no programada de aumento del tratamiento, la
hospitalizacion y las urgencias (tabla 11).

Las categorias de resultados mostradas son
recomendaciones y su determinacion se basa en el
conocimiento condensado de los valores de corte y los
estudios de eficacia diagndstica publicados. Se
recomienda la determinacion de los umbrales
individuales de cada paciente por el médico sobre la
base del valor de referencia de calprotectina del paciente
durante la remision de la enfermedad:

Valores de calprotectina por debajo de 100 ug/g

Unos valores de calprotectina fecal por debajo de
100 ug/g pueden indicar de forma fiable que el paciente
presenta bajo riesgo de recaida clinica y se encuentra en
remision endoscopica, por lo que pueden evitarse los
procedimientos endoscopicos invasivos (ref. 7-18).

Valores de calprotectina entre 100 y 300 ug/g

Valores de calprotectina fecal entre 100-300 ug/g pueden
indicar la necesidad de un control mas extricto para evaluar
las tendencias de desarrollo de la enfermedad.

Valores de calprotectina superiores a 300 pg/g

Si se obtienen valores de calprotectina fecal superiores a
300 pg/g, se debe repetir el ensayo y, en caso de
confirmarse el resultado, realizar mas pruebas de forma
prioritaria (ref. 7-18).
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CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

La eficacia diagnostica de BUHLMANN fCAL® ELISA se
establecié utilizando el método de extraccion manual, a
menos que se indique lo contrario.

Intervalo de trabajo: 10-600 ug/q

Repetibilidad (precisién intraensayo): 1,9-8,0% CV
Precision dentro de un mismo laboratorio:

5,5-14,0% CV

La repetibilidad y la precision dentro del laboratorio se
determinaron de acuerdo con la norma EPO05-A2 del
CLSI utilizando un disefo de estudio de 22 dias x 2
repeticiones. Se analizaron diez muestras de heces
extraidas con concentraciones de calprotectina que
oscilaban entre 13,2 y 501,4 ug/g (Tabla 13).

Limite de deteccién (LoD): 4,2 ug/g

El LoD se determin6é de acuerdo con la norma EP17-A
del CLSI y con proporciones de falsos positivos (a)
inferiores al 5% y de falsos negativos (B) inferiores al 5%
sobre la base de 240 determinaciones, con 80 muestras
de blanco (tampdn de extraccion) y 160 repeticiones de
valores bajos; y un LoB de 0,29 ug/g.

Limite de cuantificacion (LoQ): 9,8 ug/g

El LoQ se determiné utilizando los datos obtenidos en el
estudio de precision dentro del laboratorio, incluyendo
una muestra fecal adicional con una concentracién de
7,4 pg/g. El LoQ se determiné como la concentracién de
calprotectina en la que el ajuste no lineal de los datos de
precision total intersecta el valor deseado de precisiéon
del 20% CV.

Linealidad: 10-600 ug/g

El intervalo de linealidad de BUHLMANN fCAL® ELISA
se ha determinado conforme a la norma EP06-A del
CLSI. Se permiti6 una desviacion maxima de la
linealidad de +20%. Para valores inferiores a 75 ug/g se
permitié una diferencia absoluta inferior a £15 pg/g (tabla
14).

Exactitud/Recuperacion

Sesgo total: —1,1%;

Limite inferior de concordancia: -17,5%,

Limite superior de concordancia: 15,4%

Cuatro muestras fecales extraidas negativas se
enriquecieron con cantidades crecientes de calprotectina
de muestras de suero. Los resultados se presentan en la
figura 2.

Efecto gancho a dosis altas

Se pueden medir muestras con concentraciones tedricas
de hasta 60’000 pg/g sin limitar el intervalo de medicion
del ensayo.

Intervalo de trabajo: 30-1800 pg/q

Repetibilidad (precisién intraensayo): 1,7-5,8% CV
Precision dentro de un mismo laboratorio:
3,1-9,4% CV

La repetibilidad y la precision dentro del laboratorio se
determinaron de acuerdo con la norma EPO05-A3 del
CLSI utilizando un disefio de estudio de 10 dias x 2
series x 4 repeticiones. Se analizaron siete extractos de
muestras de heces combinadas con concentraciones de

Fecha de liberacién: 2022-11-16
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calprotectina que oscilaban entre 38,5 y 918,0 ug/g
(Tabla 16).

Precision entre lotes: 4,2-9,7% CV

La reproducibilidad entre lotes se determind de acuerdo
con la norma EP05-A3 del CLSI utilizando un disefio de
estudio de 3 lotes x 5 dias x 5 repeticiones y un modelo
de componentes de varianza de efectos aleatorios. Se
analizaron  seis extractos de muestras con
concentraciones de calprotectina que oscilaban entre
46,4y 1476,1 ug/g (Tabla 17).

Reproducibilidad (estudio multicéntrico de
evaluacién de la precision): 6,4-19,0% CV

La reproducibilidad se determiné de acuerdo con la
norma EPO05-A3 del CLSI con un disefio de 3
laboratorios x 2 operadores x 5 dias x 2 series x 4
repeticiones. En el estudio se usaron tres lotes de
reactivos. Se analizaron cinco extractos de muestras de
heces combinadas con concentraciones de calprotectina
que oscilaban entre 42,1 y 1053,3 ug/g (Tablas 18).

Limite de deteccién (LoD): 12,6 ug/g

El LoD se determin6é de acuerdo con la norma EP17-A2
del CLSI y con proporciones de falsos positivos (a)
inferiores al 5% y de falsos negativos (B) inferiores al 5%
sobre la base de 120 determinaciones, con 60 muestras
de blanco (tampdén de extraccion) y 60 repeticiones de
valores bajos; y un LoB de 8,3 pg/g.

Limite de cuantificacion (LoQ): 21,3 pg/g

El LoQ se determiné conforme a la norma EP17-A2 del
CLSI sobre la base de 60 determinaciones y un objetivo
de precision del 20% CV.

Linealidad: 30-1800 ug/g

El intervalo de linealidad de BUHLMANN fCAL® ELISA
se ha determinado conforme a la norma EP06-A del
CLSI. Se permiti6 una desviacibn maxima de la
linealidad de +20%. Para valores inferiores a 75 ug/g se
permiti6 una diferencia absoluta inferior a +15 ug/g
(tabla 19).

Exactitud/recuperacion: 96,4-102,2%

Siete extractos de muestras de heces con valores de
calprotectina que oscilaban entre 46,5-990,2 ug/g se
enriquecieron con 180 ug/g de calprotectina del material
de calibracion. El enriquecimiento se realizé al 10% del
volumen del extracto de la muestra. Las «muestras de
referencia» se enriquecieron con el volumen
correspondiente de tampdn de incubacion. Las muestras
de referencia y las muestras enriquecidas se analizaron
por triplicado (Tabla 20).

Procedimientos preanaliticos

La eficacia diagnostica de BUHLMANN fCAL® ELISA en
lo relativo a los procedimientos preanaliticos se
establecid en el intervalo de trabajo 30-1800 ug/g.

Reproducibilidad de la extraccion: CALEX® Cap:
7,9-16,9%

La reproducibilidad de la extraccion se determind de
acuerdo con la norma EP05-A3 del CLSI utilizando un
disefio de estudio de 3 lotes de CALEX® Cap x 4
extracciones x 4 réplicas. Se analizaron cinco muestras
clinicas de heces, que comprendian muestras con
consistencia soélida, semisdlida y liquida, con valores de
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concentracion de calprotectina de entre 425 vy
2949,9 ug/g (Tabla 21).

Comparacion de métodos: CALEX® Cap frente a
extracciéon manual

Sesgo en 80 ug/g: 5,9% (IC del 95%:1,4-12,2%)

Sesgo en 160 pg/g: 12,0% (IC del 95%: 7,8-17,0%)
Sesgo medio: 10,1% (IC del 95%: 5,7-14,5%)

El estudio del método de comparacién se realizd
conforme a la norma EP09-A3 del CLSI. Se extrajeron
doscientas cuarenta y una (241) muestras clinicas con
un lote del dispositivo CALEX® Cap. Se establecieron
valores de referencia,con un intervalo de concentracion
final de calprotectina de 30,5-1496,6 pg/g, con el método
de extraccion manual. Se realizaron valoraciones uUnicas
para ambos métodos. El sesgo se determiné mediante
regresion lineal de Passing-Bablok y el método de Bland-
Altman (tablas 22 y 23).

SUSTANCIAS QUE INTERFIEREN

La sensibilidad del ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA a
los productos farmacéuticos orales, suplementos
nutricionales, hemoglobina y microbios enteropatégenos
se evalu6 de acuerdo con la norma EP07-A2 del CLSI.
Sesgos superiores al 10% en los resultados se
consideraron interferencia. No se detectaron
interferencias con las sustancias que se muestran en la
tabla 24, hasta las concentraciones indicadas. No se
detecto interferencia con los microbios enteropatégenos
que se muestran en la tabla 25 hasta las
concentraciones indicadas de unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL de extracto fecal.
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TABLAS Y FIGURAS

Estudios clinicos

Estudios clinicos - Diferenciar entre las enfermedades
gastrointestinales organicas de las funcionales

Estudio clinico — Control de la Ell

Diagnéstico final

Distribucion de los resultados de los pacientes en
numero (porcentaje) en los intervalos diagnésticos

del ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA.

<80 pug/g | 80-160 pg/g | > 160 ug/g Total
Ell 9(6,7%) |12 (8,9%) 114 (84,4%) | 135 (100%)
Sl 94 (72,3%) [ 17 (13,1%) 19 (14,6%) | 130 (100%)
Otros trastornos Gl |48 (66,7%) [ 10 (13,9%) 14 (19,4%) |72 (100%)

Calprotectina’ frente |Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3

a actividad de laEll | Espaiia Espaia Australia,
determipa_da por via (v. ref. 9) (v. ref. 10) Nueva Zelanda
endoscoépica (v. ref.11)
Namero, edad y sexo |89 (ED?) 123 (CU®) 99 (ED? after
de los pacientes resection)

Edades: 32-58
44% hombres

Edades: 18-85
66,4% hombres

Edades: 29-47
46,5% hombres

Tabae 5

Ell frente a no Ell

Punto de decisién clinica

80 pgl/g

160 ug/g

Sensibilidad (IC del 95%)

93,3% (87,7%, 96,9%

84,4% (77,2%, 90,1%

Especificidad (IC del 95%)

83,7% (77,8%, 88,5%

VPP (IC del 95%)

)
70,3% (63,5%, 76,5%)
)

VPN (IC del 95%)

(
67,7% (60,5%, 74,4%
94,0% (89,0%, 97,2%)

)
)
77,6% (69,9%, 84,0%)
88,9% (83,6%, 93,0%)

AUC ROC (IC del 95%) 0,923 (0,893, 0,953)
Tabla 6
Punto de decision clinica
Ell frente a no Ell
50 pglg 200 pg/g

Sensibilidad (IC del 95%)

96,3% (91,6%, 98,8%

80,7% (73,1%, 87,0%

Especificidad (IC del 95%)

59,9% (52,8%, 66,7%

87,1% (81,7%, 91,4%

VPP (IC del 95%)

61,6% (54,7%, 68,2%

80,7% (73,1%, 87,0%

VPN (IC del 95%)

)
)
)
)

96,0% (91,0%, 98,7%

)
)
)
)

87,1% (81,7%, 91,4%

Tabla 7

Ell frente a SlI

Punto de decision clinica

80 pg/g

160 ug/g

Sensibilidad (IC del 95%)

93,3% (87,7%, 96,9%)

84,4% (77,2%, 90,1%)

Especificidad del

95%)

(ic

72,3% (63,8%, 79,8%)

85,4% (78,1%, 91,0%)

VPP (IC del 95%)

77,8% (70,6%, 83,9%)

85,7% (78,6%, 91,2%)

VPN (IC del 95%)

91,3% (84,1%, 95,9%)

84,1% (76,7%, 89,9%)

AUC ROC (IC del 95%)

0,933 (0,902, 0,963)

Tabla 8

Ell frente a SlI

Punto de decision clinica

50 pgl/g

200 pg/g

Sensibilidad (IC del 95%)

96,3% (91.6%, 98.8%)

80,7% (73,1%, 87,0%)

Especificidad del

95%)

(Ic

59,2% (50.3% ,67.8%)

90,0% (83,5%, 94,6%)

VPP (IC del 95%)

71,0% (63.9%, 77.5%)

89,3% (82,5%, 94,2%)

VPN (IC del 95%)

93,9% (86.3%, 98.0%)

81,8% (74,5%, 87,8%)

No Ell - SllI + otros trastornos Gl

IC — intervalo de confianza

VPP — valor predictivo positivo
VPN - valor predictivo negativo
AUC ROC - area bajo la curva de caracteristicas operativas del receptor
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Tabla 9

Corte 272 pglg 280 pg/g 100 pg/g
VPN 98% 86% 91%
VPP 76% 80,3% 53%

Tabla 10

' Estudio 1 & 2 — Quantum Blue® fCAL y Quantum Blue® fCAL high range

Estudio 3 — BUHLMANN fCAL® ELISA

2 ED = Pacientes con enfermedad de Crohn
3 CU = Pacientes con colitis ulcerosa

Estudio clinico — Control de la Ell

seguimiento

Calprotectina’ Estudio 4 Estudio 5 Estudio 6

frente aremision o | REINO Espaiia Espaiia

recaida clinica en el | yNIDO (v. ref. (v. ref. 13) (v. ref. 14)

futuro 12)

Numero, edad y 92 (ED?) 30 (ED?) 33 (ED?)

sexo de los 20 (CU?) terapia

pacientes tratamiento con | con infliximab
adalimumab Edades: 18-68
Edades: 24-64 |47,2% hombres

38% hombres | 43,3% hombres
Periodo de

! Estudio 4 — BUHLMANN fCAL® ELISA

después de la 12 meses 4 meses 12 meses

medicién de

calprotectina

Pacientes en

recaldz-:1 clinica 1% 30% 239

después del

seguimiento

Corte 240 pg/g 204 uglg 160 pg/g

VPN 96,8% 100% 96,1%

VPP 27,6% 75% 68,7%
Tabla 11

Estudio 5 & 6 — Quantum Blue® fCAL y Quantum Blue® fCAL high range
2 ED = Pacientes con enfermedad de Crohn
3 CU = Pacientes con colitis ulcerosa
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TABLAS Y FIGURAS
L PROCEDIMIENTO PARA EL INTERVALO DE VALORES MAS BAJOS 10-600 ug/g

Ejemplo de resultados
Conc. Absorb. |Calc. Conc. | CV Conc
[ng/gl [OD] [bg/g] [%]
Media del 0,096
blanco
CalA 10 0,073
CalA 10 0,066
Media de Cal A 10 0,069 7,2
CalB 30 0,143
CalB 30 0,153
Media de Cal B 30 0,148 4,8
CalC 100 0,465
CalC 100 0,456
Media de Cal C 100 0,460 1,4
CalD 300 1,121
CalD 300 1,135
Media de Cal D 300 1,128 0,9
CalE 600 1,658
CalE 600 1,671
Media de Cal E 600 1,664 0,6
Ctrl Low 0,201 41
Ctrl Low 0,189 39
Media del 0,195 40 4,4
control bajo
Ctrl High 0,598 134
Ctrl High 0,583 130
Media del 0,590 132 1,8
control alto
Tabla 12
Ejemplo de curva estandar
Standard_Curve
£
g 1
Concentration (ug/g)
4-PFit:y = (A-D)/( 1+ (x/C)"B)+D: A B c D R72
© STD_CAL (Standards: Concentration vs OD) 0.0354 1.19 400 2.67 1
Curve Fit Option - Fixed Weight Value
Figura 1
Precision dentro de un mismo laboratorio
Muestr | | Media | Repetibilidad | Entre dias P":;’:z:”
o
an lalal —opTocv | sD | %cv | sD | %cv
#1957 | 44 | 132 10 | 80% | 15 [116%| 1.8 |14,0%
#1933 | 42 | 20,5 09 |42% | 16 |77% | 18 | 88%
#1934 | 44 | 19,7 12 | 60% | 16 | 84% | 20 |10,3%
#1935 | 44 | 371 12 | 32% | 21 |58% | 24 | 67%
#1936 | 44 | 354 09 [ 27% | 25 |74% | 27 | 7.8%
#1937 | 44 | 586 16 | 29% | 36 |64% | 39 | 7.0%
#1938 | 44 | 83,9 26 | 31% | 43 |52% | 50 | 6,0%
#1939 | 44 | 1414 | 26 | 19% | 71 | 52% | 75 | 55%
#1956 | 44 | 2941 | 14,0 | 48% | 18,0 | 6,2% | 22,8 | 7,8%
#1940 | 44 | 5014 | 27,7 | 57% | 20,9 | 43% | 347 | 7,1%
Tabla 13

Fecha de liberacién: 2022-11-16

11/16

Linealidad
Valor de p
Intervalo de para el
medicién coeficiente |Intervalo de
ID analizado R? no lineal linealidad
S1 2,3-740,0 0,972 p >0,05 3,1-602,8
S2 5,1-999,5 0,988 p <0,05 5,1-654,0
S3 1,3-690,2 0,994 p <0,05 3,9-690,2
S4 9,6 — 827 0,940 p <0,05 9,6 — 658,7
Tabla 14
Recuperacién del analito
Difference Plot
_ 03
@ 025 o —— Identity
3
5 02
k2
g 0151 - i 9
I%- | . . . ° ——Bias (-1.1%)
23 oos b s e
© o %o o ° o
ool o
2 oosd T e, o, ° ° (-17.5% to 15.4%)
[} - I o ® oo " oo S °
8 01" o° °
s . o
g 0154 o
= o
02 : : :
0 200 400 600
Mean of All
Figura 2
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TABLAS Y FIGURAS

Procedimiento para el intervalo de valores amplio 30-1800 pg/g

Ejemplo de resultados

Concentracion Absorbancia
[na/g] [DO]
Calibrador A 28 ggjé
Calibrador B Zg 8123
Calibrador C zgg 812;
Calibrador D Zgg 1?3;
Calibrador E 1288 125(7)
Media del blanco 0,057
Control bajo 812;
Control alto 821:

Ejemplo de curva estandar

2.0+
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8

Absorb. (OD)

0.6
0.4
0.2+
0.04

T
100

T
1000

Conc. (ug/g)

Precision dentro de un mismo laboratorio

Tabla 15

Figura 3

Dentro de un
Repetibili- mismo
Media dad Entre series |Entre dias |laboratorio
ID ([ug/g]l |[In |SD |%CV |SD [(%CV [SD [%CV | SD |%CV
P1 385 (80|23 |58%| 1,8 |48%| 22 |56%| 3,6 |94%
P2 | 67,0 | 80 | 2,0 [3,0%| 3,5 [52%| 16 |24%| 4,3 |6,4%
P3 | 1357 | 80 | 2,3 [1,7% | 56 [41%]| 0,0 |{0,0%| 6,0 |4,4%
P4 | 207,1 | 80 | 4,1 [2,0% | 12,5 (6,0%| 0,0 |0,0% | 13,2 | 6,4%
P5 | 337,1 | 80 | 59 [1,8% | 18,3 [54%| 0,0 {0,0%| 19,3 | 5,7%
P6 | 562,6 | 80 | 11,0 {2,0% | 13,6 ({2,4% | 2,5 |0,4% | 17,7 | 3,1%
P7 | 918,0 | 80 | 18,6 | 2,0% | 62,1 {6,8% | 20,8 |2,3% | 68,1 | 7,4%
Tabla 16
Fecha de liberacion: 2022-11-16 12/16

Precision entre lotes

. o Entre Total
Media Intraserial |Entre dias lotes

ID [[mwg/g] |[n |SD |%CV |SD |(%CV (SD [%CV | SD |%CV
2 46,4 | 74 | 25 |55% | 05 [1,1%| 24 |53%| 45 |9,7%
3 1055 | 75 | 25 | 24% | 1,4 [14%| 21 |2,0%| 45 |4.2%
4 1336 | 75 | 50 [ 3,8% | 1,9 [1,4%| 42 |32%| 7.2 | 54%
5 178,5 | 75 | 6,3 | 3,5% | 0,0 |0,0%| 6,3 |3,5%| 9.2 |52%
6 4352 | 75 (12,4129% | 7,5 [1,7% | 18,1 |4,2% | 23,2 | 5,3%
7 |1476,1| 75 |48,4|3,3% | 88,6 [6,0% | 31,4 |2,1% | 110,6 | 7,5%

Tabla 17

Reproducibilidad (estudio multicéntrico de evaluacién
de la precision)

Total
Entre Entre (reproducibilid
Media operadores | laboratorios ad)

ID | [pgld] n SD | %CV | SD | %CV SD %CV
S01 42,1 236 | 0,0 | 0,0% | 44 |104%| 8,0 19,0%
S02 674 | 238 | 1,7 | 26% | 3,9 | 57% 8,6 12,7%
S03 142,3 | 238 | 24 1,7% | 40 | 28% | 16,8 | 11,8%
S04 379,8 | 240 | 0,0 | 0,0% | 13,7 | 3,6% | 24,2 6,4%
S05 | 1053,3 | 238 | 39,5 | 3,8% | 644 | 6,1% | 97,3 9,2%

Tabla 18
Linealidad
Intervalo de
medicién Valor de p para |Intervalo de
analizado el coeficiente no linealidad
ID [ng/g] R? lineal [ug/g]
FRB |[22,8-1932,0 |0,998 p < 0,05 24,6 —1932,0
FRC |[26,2-2096,2 |0,997 p < 0,05 26,2 —2096,2
Tabla 19
Exactitud / recuperaciéon
Valor Valor
esperado observado
muestra muestra Porcentaje
Valor medio inicial + inicial + de
muestra inicial | enriquecida | enriquecida recuperacion
ID | [ug/d] [na/g] [na/g] [%]
#1 | 46,5 226,5 2245 99,1%
#2 | 63,7 2437 2477 101,6%
#3 | 89,0 269,0 2749 102,2%
#4 | 11,6 291,6 292,0 100,1%
#5 | 163,5 343,5 331,1 96,4%
#6 | 304,0 484,0 475,0 98,1%
#7 | 990,2 1170,2 1166,6 99,7%
Tabla 20
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TABLAS Y FIGURAS

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO -

PROCEDIMIENTOS

SUSTANCIAS QUE INTERFIEREN

Productos farmacéuticos orales, suplementos
ibili ion- ® . . .
Reproducibilidad de la extraccion: CALEX® Cap nutricionales y hemoglobina
Dentro de Entre . Nombre Componente activo Concentracién
una misma Entre Precision -
i ) lotes comercial mg/50 mg de heces
Media | €xtraccion |extracciones total .
ID |[glgl SD |%cV | sD %CV SD | %CV | SD | %cv gyno-Tardyferon Sulfa.to de hierro(ll) N 0,11
(contiene 0,35 mg de a&cido
A | 425 16 |39% | 52 [121% | 0,0 |0,0% | 54 |12,7% folico)
B | 1265 | 3,2 [25% | 96 | 76% | 93 |7,4% | 13,8 | 10,9% Prednisone Prednisona 0,31
C|2074 | 51 |24% | 34,8 | 16,8% | 0,0 | 0,0% | 35,1 | 16,9% Imurek Azatioprina 0,19
D |5155 (139 (27% | 382 | 74% | 0,0 | 0,0% | 40,7 | 7,9% Salofalk Mesalazina; 5,21
E |2949,9| 93,0 | 3,2% | 2146 | 7,3% | 47,0 | 1,6% |238,6 | 8,1% 5-ASA
Tabla 21 Agopton Lansoprazol 0,18
Comparacion de métodos: extraccion con — CALEX® | Asacol Mesalazina; 2,50
Cap o manual 5-ASA
Analisis de Bland-Altman Vancocin Vancomicina 2,00
. - P - Sulfamethoxazole | Sulfametoxazol 1,60
Sesqo medio Limite inferior de Limite superior de - . . .
?950/) concordancia concordancia Trimethoprim Lactato de trimetoprima 0,35
0
(IC del 95%) (IC del 95%) Ciproxine Ciprofloxacino 1,25
10,1% -47,4% 67,5% I
’ ' ' Vitamin E Acetato de DL-a-tocoferol 0,30
(5,7%, 14,5%) (-54,9%, -39,8%) (60,1%, 75,1%) cetato de P-a-ocolero
Tabla 22 Bion 3 3 probidticos (107 CFU): 1,06
abla Lactobacillus gasseri PA 16/8,
i v R Bifidobacterium bifidum MF 20/5,
Analisis de regresion de Passing-Bablok Bifidobacterium longum SPOT /
Pendiente |Interseccion Sesgo en Sesgo en 3, 12 vitaminas: A (800 ug), B1
(IC del 95%) (ng/g) 80 pgl/g 160 ug/g r (1,4 mg), B2 (1,6 mg), B6 (2 mg),
(IC del 95%) | (IC del 95%) | (IC del 95%) B12 (1 ug), C (60 mg), D (5 ug),
1,120, 1,235 -16,0, -2,4 1,4%, 12,29 7,8%,16,99 ’
(1,120, 1,235) | (-16,0,-2,4) |(1,4%, 12,2%) | (7,8%,16,9%) (18 mg) y 4cido pantoténico
Tabla 23 (6 mg), y 7 minerales: yodo
(100 pg), hierro (5 mg), zinc
(5 mg), selenio (30 pg), cromo
(25 pg), manganeso (1,2 mg) y
molibdeno (25 ug).
Hemoglobin Hemoglobina 1,25
Tabla 24
Microorganismos enteropatégenos
Nombre Concentracion final
(UFC/mL de extracto de
heces)
Escherichia coli 9,5x 107
Salmonella enterica subsp. enterica 1x10°
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumonia 5,4 x 107
Citrobacter freundii 9,7 x 107
Shigella flexneri 1,5x 108
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1,6 x 108
Tabla 25
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PROTOCOLO BREVE

Fecha de liberacion: 2022-11-16

Ensayo ELISA de calprotectina

Placa de microtitulacion con revestimiento previo

l C lavar 2x con 2300 L de tampén de lavado

100 pL de tampdn de incubacién, calibradores, controles
o muestras diluidas

A
anadir

A
anadir

incubar 30 (+5) minutos

C a 18-28 °C en un agitador de placas a ~450 rpm
lavar 3x con 2300 uL de tampén de lavado
| S
100 pL de marcador enzimatico
C incubar 30+5 minutos
a 18-28 °C en un agitador de placas a ~450 rpom
< lavar 5x con 2300 uL de tampén de lavado

L

100 pL de solucién de sustrato de TMB

incubar 152 minutos
C a 18-28 °C en un agitador de placas a ~450 rpm

A

anadir

L

100 pL de solucién de parada

=m=p |ecer la absorbancia a 450 nm (en un maximo de 30 minutos)

TIEMP

O PARA EL RESULTADO: 75 MINUTOS
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REGISTRO DE LOS CAMBIOS

Fecha Version Cambios

Actualizacién del apartado Advertencias y precauciones

Inclusion de los valores de incertidumbre del calibrador y justificacion de Ia
normalizacion interna en el apartado Estandarizacion

Actualizacién y simplificacion de la redaccion del apartado «Eficacia diagndstica»,
2022-11-16 A3 revision del apartado Simbolos

Nueva informacioén sobre patentes

Inclusion del numero de organismo notificado en el marcado CE (procedimiento de
evaluacién de la conformidad segun el Reglamento (UE) 2017/746 sobre productos
sanitarios diagnosticos in vitro)

NOTIFICACION DE INCIDENTES EN LOS ESTADOS MIEMBROS DE LA UE

Si se ha producido algun incidente grave en relacién con este dispositivo, informe inmediatamente al fabricante y a la
autoridad competente de su Estado miembro.

DANOS DURANTE EL TRANSPORTE

Notificar al distribuidor si este producto se ha recibido dafiado.

SIMBOLOS

BUHLMANN utiliza los simbolos y signos enumerados y descritos en la norma 1SO 15223-1. Ademas, se utilizan los
siguientes simbolos y signos:

Simbolo Explicaciéon
Microplaca
BUF Tampon de extraccion
IBUF|WASH|10X Tampon de lavado concentrado (10x)
BUF|[INC Tampén de incubacion

|CA|-|A| — |CA|-|E| Calibrador A—E

[CONTROLJL| Control bajo
[CONTROL|H| Control alto
Marcador enzimatico
SUBS|TMB Substrato de TMB
[SOLN|STOP| Solucién de parada

Partes del kit estan protegidas por patentes EP2947459(B1); US100216(B2); AU2015261919(B2); JP6467436(B2).

C€ous

Fecha de liberacion: 2022-11-16 16/16 BUHLMANN fCAL® ELISA



	BÜHLMANN fCAL® ELISA
	EK-CAL2-WEX 192 tests

	ESPAÑOL
	USO PREVISTO
	PRINCIPIO DEL ENSAYO
	REACTIVOS SUMINISTRADOS Y PREPARACIÓN
	CONSERVACIÓN Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS Y SOLUCIONES DE TRABAJO
	REACTIVOS Y MATERIALES INCLUIDOS Complementarios
	MATERIALES NECESARIOS NO INCLUIDOS
	ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
	OBTENCIÓN Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS
	EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS DE HECES Y ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS
	INTERVALO DE trabajo
	Procedimiento de ensayo
	1. Opción 1 de dilución de muestras:  Intervalo de trabajo 10-600 µg/g
	CONTROL DE CALIDAD
	ESTANDARIZACIÓN Y TRAZABILIDAD METROLÓGICA
	CÁLCULO DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO
	Curva estándar
	Controles y muestras

	Intervalo de trabajo 10-600 µg/g
	Intervalo de trabajo 30-1800 µg/g
	LIMITACIONES
	INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS
	Las categorías de resultados se basan en datos de estudios clínicos realizados por BÜHLMANN y son recomendaciones de BÜHLMANN. Todos los resultados del ensayo deben ser interpretados en combinación con la información derivada de las manifestaciones cl...


	Umbrales clínicos
	Valores de calprotectina por debajo de 80 μg/g
	Valores de calprotectina entre o igual a 80 y 160 μg/g
	Valores de calprotectina superiores a 160 μg/g

	Evaluación clínica
	Umbrales clínicos y evaluación
	CARACTERÍSTICAS DEL RENDIMIENTO

	Intervalo de trabajo: 10-600 µg/g
	Límite de detección (LoD): 4,2 µg/g
	Límite de cuantificación (LoQ): 9,8 µg/g
	Linealidad: 10-600 µg/g
	Exactitud/Recuperación
	Efecto gancho a dosis altas
	Intervalo de trabajo: 30-1800 µg/g
	Precisión entre lotes: 4,2-9,7% CV
	Reproducibilidad (estudio multicéntrico de evaluación de la precisión): 6,4-19,0% CV
	Límite de detección (LoD): 12,6 µg/g
	Límite de cuantificación (LoQ): 21,3 µg/g

	El LoQ se determinó conforme a la norma EP17-A2 del CLSI sobre la base de 60 determinaciones y un objetivo de precisión del 20% CV.
	Linealidad: 30-1800 µg/g
	El intervalo de linealidad de BÜHLMANN fCAL® ELISA se ha determinado conforme a la norma EP06-A del CLSI. Se permitió una desviación máxima de la linealidad de ±20%. Para valores inferiores a 75 µg/g se permitió una diferencia absoluta inferior a ±15 ...
	Exactitud/recuperación: 96,4-102,2%
	Reproducibilidad de la extracción: CALEX® Cap:  7,9-16,9%
	Comparación de métodos: CALEX® Cap frente a extracción manual
	Sustancias que interfieren
	TABLAS y FIGURAS

	Estudios clínicos
	TABLAS y FIGURAS
	L PROCEDIMIENTO PARA EL INTERVALO DE VALORES MÁS BAJOS  10-600 µg/g
	Tablas y FIGURAS
	TABLAS Y FIGURAS
	CARACTERÍSTICAS DEL RENDIMIENTO – Procedimientos
	SUSTANCIAS QUE INTERFIEREN
	REFERENCIAS
	Protocolo breve
	REGISTRO DE LOS CAMBIOS
	Notificación de incidentes en los Estados miembros de la UE
	DAÑOS DURANTE EL TRANSPORTE
	SIMBOLOS



