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ESPANOL
USO PREVISTO

CerTest Calprotectin+Lactoferrin combo card test es una prueba inmunocromatogréafica de un solo paso para la deteccién semi-cuantitativa
simultanea de calprotectina humana (hCp) y lactoferrina humana (hLf) en muestras de heces como indicativo de inflamacion gastrointestinal
presente en diversas patologias (enfermedad inflamatoria intestinal, cAncer colorrectal y algunas enteropatias).

CerTest Calprotectin+Lactoferrin combo card test ofrece un ensayo de cribado sencillo, de alta sensibilidad y no invasivo para determinar

actividad inflamatoria intestinal, para el seguimiento de un tratamiento y para predecir el riesgo de recaidas.
INTRODUCCION

La calprotectina es una proteina del citosol de los neutréfilos con propiedades antimicrobianas, que se encuentra presente en las heces en una
concentracién muy elevada durante la inflamacion intestinal. La proteina una vez liberada hasta su degradacion se mantiene estable a
temperatura ambiente durante 7 dias en las heces, siendo por ello el analito ideal. La calprotectina se libera por activacién de los leucocitos, lo
que conlleva un aumento de su nivel en plasma, en liquido cerebro espinal, en liquido sinovial, en orina y heces como consecuencia de una
enfermedad asociada al 6rgano u érganos correspondientes. Esta proteina inhibe el sistema enziméatico dependiente del zinc, ocasionando con
ello la muerte de ciertos microbios e induciendo la apoptosis de células sanas y cancerigenas. La calprotectina en presencia de calcio es
extremadamente resistente a la degradacion proteolitica (protedlisis) y por ello es tan estable en las heces almacenadas a temperatura
ambiente durante 7 dias.

La lactoferrina es un componente glicoproteico de los granulos neutrofilicos secundarios, componente primario de la respuesta aguda
inflamatoria y es liberada a partir de los leucocitos fecales. Esta proteina es resistente a la proteolisis en las heces y puede servir como
marcador de inflamacién en el intestino. La causa mas frecuente de la presencia de neutréfilos en heces en pacientes con diarrea crénica es la
enfermedad cronica inflamatoria intestinal localizada en el colon (como la Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa).

Se ha estudiado la lactoferrina como marcador de infeccién por enteropatdégenos invasivos en nifios con diarrea. La diarrea inflamatoria
bacteriana puede ser causada por Shigella, Salmonella, Campylobacter y Clostridium difficile.

hCp y hLf son marcadores no invasivos que indican inflamacion intestinal (por ejemplo en Colitis Ulcerosa (UC) y en la Enfermedad de Crohn
(CD)).

Pacientes con dolor abdominal y diarrea persistente (=4 semanas) o recurrente (= 2 episodios en 6 meses) son sospechosos de padecer estas
enfermedades. Ademas de estos sintomas, el sangrado rectal, la pérdida de peso o la aparicion de anemia aumentan la probabilidad de la
presencia de estas enfermedades. En este caso, es indispensable una evaluacion endoscépica tomando una muestra histopatolégica para

poder diagnosticar estos pacientes sospechosos.
FUNDAMENTO DEL TEST

CerTest Calprotectin+Lactoferrin es una prueba semi-cuantitativa inmunocromatografica para la determinaciéon de calprotectina humana y
lactoferrina humana en muestras de heces.

Tira A consiste en una membrana de nitrocelulosa fijada previamente con anticuerpos monoclonales de ratdn frente a calprotectina humana en
la linea de test (T), en la ventana de resultados, y en la linea de control (C), con anticuerpos policlonales de conejo frente a una proteina
especifica. En el material absorbente para la muestra se ha dispensado una preparacion de reactivos para la linea de test (anticuerpos
monoclonales de ratén frente a calprotectina humana) conjugada con latex de poliestireno rojo y otra preparaciéon para la linea de control
(proteina especifica de union) conjugada con latex de poliestireno verde, formando dos complejos coloreados conjugados.

Tira B consiste en una membrana de nitrocelulosa fijada previamente con anticuerpos monoclonales de raton frente a lactoferrina humana en
la linea de test (T), de la ventana de resultados, y en la linea de control (C), con anticuerpos policlonales de conejo frente a una proteina
especifica. En el material absorbente para la muestra se ha dispensado una preparacion de reactivos para la linea de test (anticuerpos
monoclonales de raton frente a lactoferrina humana) conjugada con latex de poliestireno rojo y otra preparaciéon para la linea de control
(proteina especifica de union) conjugada con latex de poliestireno verde, formando dos complejos coloreados conjugados.

Si la muestra es calprotectina humana positiva, los antigenos de la muestra diluida reaccionan con el complejo conjugado coloreado rojo
(anticuerpos monoclonales anti-calprotectina humana-microesferas rojas de latex) en la tira A, y si la muestra es lactoferrina humana positiva,
los antigenos de la muestra diluida reaccionan con el complejo conjugado coloreado rojo (anticuerpos monoclonales anti-lactoferrina-humana
microesferas rojas de latex) en la tira B, los cuales fueron secados previamente en el material absorbente. Esta mezcla avanza por capilaridad
a través de la membrana. Conforme la muestra va migrando también lo hacen los complejos conjugados. Los anticuerpos anti-calprotectina
humana presentes en la membrana de la tira A (linea de test) y los anticuerpos anti-lactoferrina humana presentes en la membrana de la tira B
(linea de test) capturaran el complejo coloreado del test y la linea roja aparecera en ambas tiras. Estas lineas se usaran para interpretacion del

resultado.
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Si la muestra es negativa, no hay presencia de calprotectina y lactoferrina humanas o los antigenos estan presentes en una concentracion
inferior al valor de cut-off y no se produce reaccién con ningin complejo coloreado rojo. Los anticuerpos anti-calprotectina humana y anti-
lactoferrina humana presentes en las membranas (lineas de test) no capturaran el antigeno-complejo coloreado rojo (no formado) y no
apareceran las lineas rojas.

Independientemente de que la muestra sea positiva 0 no, en ambas tiras, la mezcla continuard moviéndose a través de las membranas hacia
los anticuerpos inmovilizados frente a la proteina especifica localizados en las lineas de control. Estos anticuerpos anti-proteina especifica
presentes en ambas membranas capturaran el complejo conjugado de control y las lineas de control verdes siempre apareceran. La aparicion
de estas lineas se utiliza: 1) para verificar que se ha afadido el volumen de muestra suficiente, 2) que el flujo ha sido apropiado y 3) como
control interno de los reactivos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El producto debe ser almacenado entre 2 y 30° C en su envase original sellado, para conseguir un éptimo funcionamiento hasta la fecha de

caducidad impresa en el envase. No debe abrirse hasta el momento de su uso. No congelar.
PRECAUCIONES

- Solo para uso profesional in vitro.

- No utilizar después de la fecha de caducidad.

- Las muestras se deben considerar potencialmente peligrosas y deben ser manipuladas de la misma forma que a un agente infeccioso. Un
nuevo test debera utilizarse para cada muestra para evitar errores de contaminacion.

- Los tests usados 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.

- Los componentes proporcionados con el kit son aprobados para su uso con CerTest Calprotectin+Lactoferrin test. No se deben usar con
componentes de otros kits comercializados.

- Seguir las Buenas Practicas de Laboratorio, llevar ropa de proteccion adecuada, usar guantes desechables, gafas de proteccién y mascarilla.

No comer, ni beber o fumar en la zona de trabajo.
RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

Las muestras deben ser recogidas en un recipiente limpio. Las muestras se deben conservar en frio (2-8° C), maximo durante 7 dias, hasta el
momento de utilizarlas. Para conservar las muestras durante un tiempo prolongado, como maximo 6 meses, deben mantenerse congeladas a
-20° C. En este caso, la muestra debe descongelarse totalmente y alcanzar la temperatura ambiente para poder utilizarla en la prueba.

Homogenizar la muestra vigorosamente antes de su preparacion.

Preparacion de la muestra (ver dibujo):

1. Abrir el tubo para dilucion de muestra y con ayuda del palito tomar suficiente cantidad de muestra de las heces recogidas. Para ello se
introducira el palito una sola vez en 4 zonas distintas de la muestra (1), tomando una cantidad de heces y posteriormente se introducira la
muestra en el tubo para dilucién de muestra. Para muestras liquidas, afiada aprox. 15uL en el tubo para diluciéon de muestra utilizando una
micropipeta.

2. Cerrar el tubo que contiene la muestra y el diluyente. Agitarlo para facilitar la dispersion de la muestra (2). Este tubo que contiene la

muestra diluida puede conservarse en frio (2-8°C) durante 7 dias antes de realizar la prueba.

Muestra heces
=l

Tubo para dilucién
de muestra (€] 2
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MATERIALES
MATERIALES SUMINISTRADOS MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
- CerTest Calprotectin+Lactoferrin combo card tests - Recipiente para recogida de muestras
- Instrucciones de uso - Guantes desechables
- Tubos para dilucién de muestra con diluyente - Cronémetro

PROCEDIMIENTO

Previamente los tests, las muestras de heces y los controles se deben acondicionar a la temperatura ambiente (15-30° C). No abrir los

envases hasta el momento de la prueba.
1. Agitar el tubo para diluciéon de muestra para asegurar una buena dispersion.

Sacar el test CerTest Calprotectin+Lactoferrin de su envase antes de utilizarlo.
Tomar el tubo de diluciéon de muestra, cortar la punta del tapén (3) y afiadir 4 gotas del liquido en la ventana circular marcada con la letra A
(4), y afiadir 4 gotas, con el mismo tubo, en la ventana circular marcada con la letra B (5), evitando afiadir particulas sélidas con el liquido.
4. Leer el resultado alos 10 minutos. No leer el resultado superados los 10 minutos.
Si se da el caso de que el test no funciona debido a la presencia de particulas sélidas, agitar con el palito la muestra en la ventana (S). Si no

funciona, afiadir una gota de diluyente hasta que se vea avanzar el liquido por la zona de resultados.

CALPRO | LACTO

Ventanas de Resultados (A/B)
¢ Linea de Control (C)
-«——Linea de Test (T)

4

Ventanas (S)

’ .« Circulares para la
L= muestra (A/B)

|:
Calprotectina Lactoferrina

Procedimiento para latira A de Calprotectina Procedimiento paralatira B de Lactoferrina

& Afadir 4 gotas en la ventana circular (A) Afadir 4 gotas en la ventana circular (B)

o [ 2
8 =
2 3
5 O b=
e g e em
3 3
(©)] 4) (5)

INTERPRETACION DE RESULTADOS (por favor, fijese en el siguiente dibujo)

1. 2. 3. 4.
A: Verde->Negativo hCp A: Verde/Rojo>Positivo hCp A: Verde/Rojo->Positivo hCp A: Verde-> Negativo hCp
B: Verde->Negativo hLf B: Verde/Rojo>Positivo hLf B: Verde >Negativo hLf B: Verde/Rojo->Positivo hLf
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RESULTADOS INVALIDOS

5. S — —
T T T T T T
A B | A B| | A B| | A B| A B, | A B
T T T T T T
A B| | A B| A B, A B, A B | A B

(Calprotectina (hCp))

A

B
(Lactoferrina (hLf))

Interpretacion de los resultados

- - No existe presencia de calprotectina humana y/o lactoferrina humana en la
muestra puede significar que no hay inflamacién gastrointestinal activa, ni
VERDE VERDE riesgo de recidiva (de Cd o UC).
+ + Existe presencia de calprotectina humana y lactoferrina humana, lo que
podria significar que hay una inflamacién gastrointestinal activa (causada
por colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn’s o algun tipo de carcinoma o
VERDE-ROJO VERDE-ROJO ent_er_opaﬂa cgusada por S.h.lgella, Salmonella, _Qampylobacter o Clostridium
difficile) o un riesgo de recidiva en la recuperacion.
+ - Existe presencia de calprotectina humana, lo que podria significar que hay
una inflamacién gastrointestinal activa o un riesgo de recidiva en la
VERDE-ROJO VERDE recuperacion.
- + Existe presencia de lactoferrina humana, lo que puede indicar la presencia
VERDE VERDE-ROJO de una enfermedad inflamatoria intestinal.
Cualquier otro Cualquier otro Cualquier resultado invélido, en A o en B, se recomienda repetir la prueba
resultado resultado con la misma muestra y otro test.

INVALIDO: Cuando alguna linea de control (VERDE) no aparece, independientemente de que aparezcan o no las lineas de test (ROJA). Las
causas mas comunes por las que puede aparecer un resultado invalido son: un volumen insuficiente de muestra, una forma de proceder
incorrecta o un deterioro de los reactivos. Si ocurriera esto, debe revisar el procedimiento y repetir la prueba con un nuevo test. Si los sintomas

0 situacion persisten, debe dejar de utilizar la prueba y contactar con su distribuidor.
OBSERVACIONES

La intensidad de las lineas de color rojo en las lineas de test (T) en las ventanas de resultados variara dependiendo de la concentracion de

calprotectina y lactoferrina humanas presentes en la muestra.
CONTROL DE CALIDAD

Los controles internos de funcionamiento vienen incluidos en la prueba. Las lineas verdes que aparecen en las lineas de control (C) en las
ventanas de resultados son los controles internos del proceso, comprobando que el volumen de muestra es suficiente y que el procedimiento

seguido ha sido el adecuado.

LIMITACIONES

Una vez abierto el envase, el test no debe usarse después de 2 horas.

2. Un exceso de muestra de heces puede dar resultados erréneos, dando lineas no muy definidas de color pardo, que no tienen ningun valor
diagnéstico. Diluir la muestra con el diluyente y repetir el test.

3. Laintensidad de la linea de test puede variar desde muy fuerte a alta concentracién de calprotectin/lactoferrina humana a débil cuando la
concentracién de calprotectina/lactoferrina humana esté cerca del valor de cut-off del test.

4. CerTest Calprotectin+Lactoferrin deberia utilizarse sélo con muestras de heces humanas. El uso de otras muestras no ha sido
determinado. La calidad del test depende de la calidad de la muestra; por lo que se debe realizar una adecuada toma de muestras fecales.

5. Los resultados positivos determinan la presencia de calprotectina y/o lactoferrina humanas en muestras de heces; sin embargo, ésta puede

ser debida a varias causas (enfermedad inflamatoria intestinal, cancer colorrectal y algunas enteropatias). Un resultado positivo deberia ser
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contrastado con otras técnicas invasivas diagnésticas: la endoscopia y la biopsia son los métodos mas adecuados para detectar y
confirmar una inflamacion en el intestino.

6. Un resultado negativo no se debe considerar como concluyente, puede darse que la concentracién de calprotectina y/o lactoferrina
humanas en la muestra de heces sea inferior a los valores de cut-off. Si los sintomas o la situacion persisten, para la determinacion de
calprotectina y lactoferrina humanas, se deberia repetir la prueba con técnicas invasivas. Los resultados negativos no excluyen la
presencia de inflamacion, algunas enfermedades como la enfermedad celiaca y los pélipos microscopicos de colitis pueden presentar
principalmente una inflamacién mononuclear.

Heces de pacientes que sigan un tratamiento con anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) podrian dar resultados calprotectina positivos.
La lactoferrina es un componente de la leche materna, este test dara positivo en lactantes y no deberia utilizarse para evaluar neonatos
lactantes.

9. Se han descrito niveles méas elevados de calprotectina fecal en neonatos comparado con los niveles normales en nifios. Nivel medio de
167pg/g (en un rango de 22-860ug/g).

10. Las muestras de heces de pacientes que presenten la enfermedad inflamatoria intestinal que normalmente lleva asociada una inflamacion
neutrofilica del intestino, como la enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa, deberian dar resultados positivos para calprotectina fecal (el
nivel de calprotectina en la enfermedad de Crohn es mayor que en la Colitis Ulcerosa) y deberia dar resultados positivos para lactoferrina.
CerTest Calprotectin+Lactoferrin puede ser sensible para el diagndstico en pacientes con diarrea cronica.

VALORES ESPERADOS

En varios estudios se ha determinado que el valor de cut-off de calprotectina humana sea de 50ug hCp/g en heces y de lactoferrina humana
10ug hLf/g en heces, para permitir detectar pacientes adultos con una patologia inflamatoria gastrointestinal los cuales requeriran para su

diagnéstico procedimientos adicionales invasivos.
CARACTERISTICAS DEL TEST
Sensibilidad analitica

Los valores de cut-off de CerTest Calprotectin+Lactoferrin son 500ng/mL (50ug/g heces) para calprotectina humana y 100ng/mL (10upg/g
heces) para lactoferrina humana.

Sensibilidad y especificidad clinica

Se llevé a cabo una evaluacion, con muestras de heces, comparando los resultados obtenidos por un test inmunocromatografico (CerTest

Calprotectin+Lactoferrin, CerTest) y otros inmunoensayos comercializados (Calprest®, Eurospital y IBD EZ VUE®, TechLab®). Los resultados

se muestran a continuacion:

ELISA test: Calprest®
+ - Total
IC test: CerTest
Calprotectin+Lactoferrin : 34 2 36
(Calprotectin) - 2 26 28
Total 36 28 64
Sensibilidad Especificidad VPP VPN
CerTest Calprotectin+Lactoferrin >94% 93% >94% 93%
(Calprotectin) vs Calprest®

IC test: IBD EZ VUE®
+ - Total
IC test: CerTest
Calprotectin+Lactoferrin x el g 2l
(Lactoferrin) - 0 44 44
Total 20 44 64
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Sensibilidad Especificidad VPP VPN

CerTest Calprotectin+Lactoferrin
(Lactoferrin) vs IBD EZ VUE® >99% >99% >99% >99%

Los resultados mostraron que CerTest Calprotectin+Lactoferrin presenta una alta sensibilidad y especificidad para detectar calprotectina y

lactoferrina humanas.
Reacciones cruzadas

Se realiz6é una evaluacion para determinar posibles reacciones cruzadas del test CerTest Calprotectin+Lactoferrin; no se detecté reaccion

cruzada con otros marcadores fecales ocasionalmente presentes en las heces:

Calprotectina humana (Tira B) Lactoferrina humana (Tira A)
Hemoglobina bovina y de cerdo Transferrina bovina y de cerdo
Hemoglobina humana Transferrina humana
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SYMBOLS FOR IVD COMPONENTS AND REAGENTS/
SIMBOLOS PARA REACTIVOS Y PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

In vitro diagnostic device L. Keepdry Use by Manufacturer LOT| Batch code
Producto para diagnéstico Almacenar en lugar . : "
i Fecha de caducidad Fabricante Ndmero de lote
in vitro seco
Consult instructions for use Temperature limitation Contains sufficient . Catalogue
EE] Consultar las instrucciones _/ﬂ/- Limitacion de ;;; for <n> test DIL Sample diluent nt{mber
- Diluyente de muestra Ndmero de
de uso temperatura Contiene <n> test h
referencia
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