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1. Uso previsto

Para el uso diagnadstico in vitro. La prueba RIDA®QUICK Calprotectin es una prueba
manual inmunocromatografica de flujo lateral para la deteccion cuantitativa de
calprotectina en muestras de heces humanas.

La prueba RIDA®QUICK Calprotectin ayuda en el diagndstico de pacientes con
sospecha de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), en particular, la enfermedad de
Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), y junto con otros biomarcadores clinicos, a
diferenciar entre la Ell y el sindrome del intestino irritable. Los resultados del ensayo
no deben utilizarse como unica base para el diagndstico.

El producto esta destinado a un uso profesional.

2. Resumen y descripcion del ensayo

La calprotectina, también conocida como MRP8/14 o S100A8/A9, es una proteina
fijadora de calcio y zinc que pertenece a la familia de proteinas S100 ©). Forma un
heterocomplejo con una masa molecular de 36 kDA a partir de dos cadenas pesadas
(L1H) y una cadena ligera (L1L). La calprotectina representa el 60 % de los
granulocitos neutrofilos, pero también se encuentra en menor concentracion en los
monocitos y macréfagos. Por lo tanto, interviene en muchos procesos fisioldgicos,
como la diferenciacién celular, la regulacion inmunitaria, la carcinogénesis, la
apoptosis y la inflamacion.

La calprotectina desempena un papel importante durante la inflamacion. Induce la
expresion de receptores celulares implicados en la migracion, adhesién y fagocitosis
de los neutrofilos. También promueve la quimiotaxis y, como proteina de patron
molecular asociada a dafios (DAMP), esta implicada en la respuesta inmunitaria
congénita. La calprotectina es extremadamente estable, tanto in vivo como in vitro,
frente a la descomposicion por las secreciones pancreaticas, las proteasas y las
bacterias ),

El dolor abdominal recurrente, la diarrea o el estrefimiento pueden ser sintomas de
diferentes enfermedades, como la enfermedad inflamatoria intestinal crénica,
especialmente la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), y el sindrome
del intestino irritable (7).

Dado que los sintomas del sindrome del intestino irritable son muy similares a los de
la Ell, la colonoscopia es, en la mayoria de los casos, la unica forma de obtener un
diagnostico ),

Debido a la distribucion homogénea y a la estabilidad de la calprotectina en una
muestra de heces, esta es adecuada como parametro de laboratorio especifico para
detectar la inflamacion intestinal ). Muchos estudios han demostrado que la proteina
esta bien correlacionada con la inflamacion intestinal % 10.2) Se ha demostrado que
la concentracion de calprotectina en las heces esta directamente relacionada con el
grado de inflamacion de la mucosa intestinal y que el seguimiento de la
concentracion en la EC y la CU puede ayudar a diferenciar entre las fases de
enfermedad activa y latente ©®).
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Por lo tanto, la medicién de la calprotectina fecal puede utilizarse como ayuda para
el seguimiento de los pacientes con Ell, asi como para identificar una recaida (- 104),
Ademas, el valor de la calprotectina fecal permite diferenciar diagnésticamente a los
pacientes con sindrome del intestino irritable de los que padecen Ell (3. 1.4),

Dado que la determinacion de la calprotectina fecal es facil y no invasiva, puede
utilizarse como una ayuda importante para identificar a los pacientes con Ell (). La
concentracion de calprotectina fecal es una medida de la actividad inflamatoria en la
mucosa intestinal y, por tanto, puede ayudar en el seguimiento y el prondstico de
una recaida en los pacientes con Ell.

Los resultados del ensayo no deben utilizarse como unica base para el diagnéstico.
La calprotectina no puede localizar especificamente la inflamacion ni diferenciar
entre inflamacion y canceres (1-9),

3. Principio del ensayo

La prueba RIDA®QUICK Calprotectin es una prueba inmunocromatografica. Los
anticuerpos monoclonales y policlonales contra la calprotectina forman complejos
anticuerpo-antigeno. Se utilizan particulas de oro coloidal marcadas para hacerlo
visible. La sefial de medicion asi generada se mide con el RIDA®QUICK SCAN II
(ZRQS2-KD) y se convierte en una concentracion de muestra de ADM basada en un
método almacenado en el dispositivo y una curva estandar que puede leerse en el
cbdigo de barras.
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4. Reactivos suministrados

Los reactivos del kit son suficientes para 20 determinaciones.

Tabla 1: Reactivos suministrados

Cantidad

Componentes del kit

Cassette

n
Q
3
=2
)
o
c
o
=)
~—

Tapa amatrilla

Tube
Tapa blanca

Control | +

Tapa roja

Tapa transparente

Caps
Tapa blanca

20 unidades
50 mL

2 x 10 piezas.

250 uL

250 L

20 unidad

5. Instrucciones de almacenamiento

20 casetes de ensayo

Tampodn de dilucion de muestras,
listo para su uso

Tubo de extraccion de heces con
solucidn de extraccion lista para usar

Control positivo, listo para usar;
concentracion 480 - 1680 mg/kg

Control negativo, listo para usar;
concentracion < 70 mg/kg

Tapones para tubos de extraccion de
heces

Siga las directrices de manipulacion indicadas en la tabla 2 y guarde el kit
inmediatamente después de utilizarlo, de acuerdo con la informacion especificada.
Una vez pasada la fecha de caducidad o el periodo de almacenamiento
recomendado de los reactivos abiertos, la garantia de calidad deja de ser valida. La
contaminacion microbiana de los reactivos o la mezcla de los reactivos entre si
puede hacer que los reactivos sean inutilizables. Si el envase exterior esta dafado,
no se puede garantizar la validez del casete de ensayo.
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Tabla 2: Condiciones de almacenamiento e informacion

Notas adicionales

Temperatura de | Tiempo maximo de

.. . sobre el
conservacion almacenamiento

almacenamiento
Puede utilizarse
Sin abrir 2-8°C hasta la fecha de -
caducidad indicada.

No deje los reactivos
a temperatura
ambiente durante
ningun periodo de
Abierto 2-8°C 2 meses tiempo. Después de
Su uso, guardelos lo
antes posible a una
temperatura de
2-8°C.

6. Reactivos necesarios no suministrados

6.1 Reactivos

Los controles para la prueba RIDA®QUICK Calprotectin estan contenidos en el kit;
no se requieren otros reactivos.

6.2 Equipo de laboratorio

El siguiente equipo es necesario para realizar la prueba RIDA®QUICK Calprotectin:

Tubo de ensayo con dilucion de extractos de heces

Mezclador vortex

Agitador de rodillos

Micropipetas para volumenes de 5- 200 uLy 1 mL

Centrifuga para los recipientes de microrreaccion

Cronémetro

RIDA®QUICK SCAN I (disponible en R-Biopharm AG, ref. ZRQS2-KD)
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7. Advertencias y precauciones para los usuarios

Este ensayo debe llevarlo a cabo unicamente personal de laboratorio cualificado.
Deben respetarse las directrices para el trabajo en laboratorios médicos (buenas
practicas de laboratorio). Siga siempre estrictamente el manual de instrucciones al
realizar este ensayo. No intercambie ni mezcle los componentes de un lote del kit
con los componentes de otro lote. No pipetee muestras ni reactivos con la boca.
Evite el contacto con heridas de la piel y membranas mucosas. Lleve equipo de
proteccion personal (guantes apropiados, bata de laboratorio, gafas de proteccion) al
manipular los reactivos y las muestras y lavese las manos después de finalizar el
ensayo. Las muestras de los pacientes deben tratarse como potencialmente
infecciosas. No fume, ni coma ni beba en las zonas en que se manipulen las
muestras.

El tubo de extraccidon de heces, los controles y los tampones de dilucién de las
muestras contienen una mezcla de 5-cloro-2-metil-2H-isotiazol-3-ona y
2-metil-2H-isotiazolin-3-ona, que pueden provocar reacciones alérgicas. Evite el
contacto con la piel o las membranas mucosas.

Los materiales peligrosos se indican segun las obligaciones de etiquetado.
Encontrara mas detalles sobre la hoja de datos de seguridad (Safety Data Sheet,
SDS) bajo el numero de articulo en https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Los usuarios son responsables de desechar de manera correcta todos los reactivos
y materiales una vez utilizados. Respete la normativa nacional en materia de
eliminacién de residuos.

Para los usuarios de la Unién Europea: notificar todos los efectos adversos graves
asociados al producto a R-Biopharm AG y a las autoridades nacionales
competentes.

8. Obtencion y almacenamiento de muestras

Recolecte las muestras de heces en recipientes estandar limpios. No recolecte las
muestras de heces en recipientes de transporte que contengan materiales con
conservadores o fijadores, sueros animales, iones metalicos, agentes oxidantes o
detergentes porque pueden interferir con la prueba RIDA®QUICK Calprotectin.

Siga las instrucciones de almacenamiento de muestras de la tabla 3. Las muestras
de heces deben entregarse al laboratorio y extraerse 3 dias después de su
recoleccion. La temperatura durante el transporte no debe superar los 30 °C; se
recomienda el transporte refrigerado.
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Tabla 3: Almacenamiento de las muestras

2-8°C 2 dias -

-20 °C 1 afo Maximo de 3 ciclos de congelacion y
descongelacion

20-25°C 3 dias -
(temperatura

ambiente)

2-8°C 14 dias -

-20 °C 90 dias Maximo de 4 ciclos de congelacion y

descongelacion

9. Ejecucion de la prueba

9.1. Informacién general

Todos los reactivos, los tubos de extraccion de heces y los casetes de
prueba deben alcanzar la temperatura ambiente (20 - 25 °C) antes de
usarlos. No vuelva a usar los casetes de ensayo una vez utilizados. No ejecute la
prueba con luz solar directa. No devuelva el reactivo sobrante a los viales, ya que se
pueden contaminar. El RIDA®QUICK SCAN Il debe encenderse antes de comenzar
la prueba. En el primer uso del lote del kit, el codigo de barras que contiene el
meétodo de prueba y el parametro especifico del lote debe escanearse con un lector
de codigo de barras y luego almacenarse en el RIDA®QUICK SCAN Il para las
mediciones posteriores (consulte también el manual del RIDA®QUICK SCAN II).

El cédigo QR se encuentra en el certificado de analisis (Certificate of Analysis, CoA)
que acompanfa al Kkit.

9.2. Extraccion de muestras de heces

A. Procedimiento estandar para la extraccion de heces de consistencia normal

Recolecte la muestra de heces en recipientes estandar limpios. Retire la varilla del
tubo de extraccion de heces girando el tapon de rosca en sentido contrario a las
agujas del reloj. A continuacion, sumerja la varilla en la muestra de heces y girela
varias veces hasta que todas las ranuras estén llenas de muestra de heces. Antes
de volver a colocar la varilla en el tubo de extraccidn de heces, retire el exceso de
heces girando la varilla en la pared interior del recipiente estandar. A continuacion,
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introduzca completamente la varilla a través del embudo (azul) en el tubo con el
liquido de extraccion y gire el tapdn en el sentido de las agujas del reloj hasta que
quede bien cerrado.

B. Método de extraccidn de heces sueltas

Este procedimiento requiere una micropipeta para extraer una muestra de 56 pL de
heces sueltas. Retire la varilla del tubo de extraccion de heces girando el tapon de
rosca en sentido contrario a las agujas del reloj. A continuacién, pipetee las heces
sueltas directamente en el tubo de heces con la solucién de extraccion.
Posteriormente, introduzca completamente la varilla a través del embudo (azul) en el
tubo con el liquido de extraccidn y gire el tapon en el sentido de las agujas del reloj
hasta que quede bien cerrado.

9.3.Proceso de extraccion

Agite en un mezclador vortex el tubo de extraccion de heces lleno de la
muestra durante 30 - 60 segundos para homogeneizar bien la suspension. Las
hendiduras de la varilla deben estar visiblemente libres de residuos de heces, de lo
contrario, agite en mezclador vortex durante otros 30 - 60 segundos (un maximo de
120 segundos, independientemente de si los residuos de heces son visibles o no en
las hendiduras). Como alternativa, tras la agitacion inicial en mezclador vértex, los
tubos de heces pueden colocarse en un agitador de rodillos durante 20 minutos.
Primero retire la varilla con el tapdn (blanco) junto con el embudo (azul) girandolo en
el sentido de las agujas del reloj y luego selle el tubo de extraccién de heces con uno
de los suministrados. A continuacion, centrifugue la muestra de heces
durante 10 minutos a 1000 - 3000 x g para eliminar todas las particulas de heces
restantes del sobrenadante. La muestra de heces clarificada puede entonces
analizarse.

9.4.Ejecucion de la prueba

El RIDA®QUICK Calprotectin tiene un rango de medicion de 50 - 2100 mg/kg. Diluya
la muestra 1:300 anadiendo 5 uL de extracto de muestra + 1495 yL de tampdn de
dilucién de muestra | Sample diluent]. Mezcle el pocillo de reaccién. Coloque el
casete de prueba del envase y coléquelo sobre una superficie plana. A
continuacion, utilice la pipeta para anadir 100 uL de la muestra de heces

diluida/100 pL del control positivo o negativo al campo de aplicacion de la tira
reactiva. Lea los resultados de la prueba del RIDA®QUICK SCAN Il después de

20 minutos. El tiempo debe mantenerse con precision. Las mediciones realizadas
antes o después de 20 minutos pueden producir un resultado incorrecto.
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10. Control de calidad: indicacion de inestabilidad o caducidad de los
reactivos

La prueba solo debe evaluarse si el casete de ensayo y la membrana no presentan
dafios antes de pipetear la suspension de la muestra y si no se observan cambios de
color ni bandas. La banda de control (marcada con una C en el casete de ensayo)
debe aparecer cada vez que se ejecute la prueba.

Si la banda no aparece, compruebe lo siguiente antes de repetir la prueba:

* Fecha de caducidad de los reactivos utilizados

» Funcionamiento de las micropipetas utilizadas (p. €j., calibracion)

» Ejecucién de la prueba correcta

» Comprobacion visual de contaminacioén o pérdidas en los componentes del kit.

Si las condiciones tampoco se cumplen después de repetir el ensayo, consulte al
fabricante o al distribuidor local de R-Biopharm.

11. Evaluacion e interpretacion

El andlisis se lleva a cabo en el RIDA®QUICK SCAN Il (consulte también el manual
de RIDA®QUICK SCAN II).

La banda de control (marcada con una C en el casete de ensayo) debe aparecer
cada vez que se ejecute la prueba. Si falta esta banda, siga las instrucciones
correspondientes en la seccion 10.

Dependiendo de la concentracion de calprotectina en la muestra, la banda de sefal
(marcada con una T en el casete de ensayo) puede aparecer después de diferentes
tiempos y con diferente intensidad. Espere un tiempo de ejecucién total de

20 minutos. A continuacion, puede realizar una cuantificacion final de los resultados
del ensayo utilizando el lector RIDA®°QUICK SCAN IL.

Respete siempre con precision los tiempos de incubacion especificados de

20 minutos.

Los valores y variaciones especificados se pueden encontrar en el certificado de
analisis (Certificate of Analysis, CoA).

11.1. Resultados del ensayo

Se realizé un estudio interno para determinar el valor de corte de la prueba
RIDA®PQUICK Calprotectin. A partir de un valor de corte > 140 mg/kg de calprotectina
humana en las heces, el resultado se debe considerar positivo. Si el resultado esta
entre 70 - 140 mg/kg, se recomienda repetir la extraccion de la muestra y la
evaluacion después de 4 a 6 semanas. Las muestras < 70mg/kg pueden evaluarse
como negativas.

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango de valores estandar.
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12. Limitaciones del método

No se puede derivar de aqui una relacién entre la concentracion de calprotectina
detectada y la aparicion de la gravedad de los sintomas clinicos. Los resultados

obtenidos deben interpretarse siempre en combinacion con los sintomas clinicos
completos.

13. Caracteristicas de rendimiento

13.1 Caracteristicas de rendimiento clinico

El rendimiento clinico de la prueba RIDA®PQUICK Calprotectin se evalué en un
estudio con un total de 81 muestras de pacientes. A cuarenta y dos pacientes se les
diagnosticé enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o colitis microscopica. El resultado
positivo se diagnosticd con base en los hallazgos clinicos o se confirmé mediante
colonoscopia. Las 39 muestras negativas procedian de pacientes con sindrome de
intestino irritable, dolor de estdmago recurrente y otras enfermedades.

Tabla 4: Rendimiento clinico de la prueba RIDA®QUICK Calprotectin.

Evaluacion de las muestras en el limite de deteccion como
positivas

RIDA®QUICK Calprotectin
(Valor de corte = 70 mg/kg)

Ell 42 0 42
Diagnostico | ng es una Ell 12 27 39
clinico
Total 54 27 81
Sensibilidad 100 % 95 % IC (91,6 % - 100,0 %)
Especificidad 69,2 % 95 % IC (53,6 % - 81,4 %)
VPP** 76.5 % 95 % IC (67,0 % - 83,9 %)
95 % IC*
*% 0,
WP 100 % (100,0 % - 100,0 %)
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Evaluacion de las muestras en el limite de deteccion como
negativas
RIDA®PQUICK Calprotectin

(Valor de corte = 140 mg/kg)

Ell 40 2 42
Diagnéstico No es una Ell 4 35 39
clinico
Total 44 37 81
Sensibilidad 95,2 % 95 % IC (84,2 % - 98,7 %)
Especificidad 89.7 % 95 % IC (76,4 % - 95,9 %)
VPP** 90,9 % 95 % IC (79,8 % - 96,2 %)
VPN** 94.6 % 95 % IC (81,8 % - 98,5 %)

*IC = intervalo de confianza (Mercaldo-Wald)

**VPP = valor predictivo positivo
***\VPN = valor predicho negativo

13.2 Caracteristicas de rendimiento analiticas
13.2.1 Sensibilidad analitica (LoB, LoD y LoQ)

La sensibilidad analitica de la prueba RIDA®QUICK Calprotectin se determiné al
hallar el limite del blanco (LoB), el limite de deteccion (LoD) y el limite de
cuantificacion (LoQ).

Tabla 5: Resultados de la sensibilidad analitica de la prueba RIDA®QUICK
Calprotectin

mg/kg

LoB 17,7
LoD 29,4
LoQ | 35,0
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13.2.2 Especificidad analitica

Sustancias interferentes

Para comprobar los efectos de interferencia, se anadi6 la sustancia respectiva a las
muestras distribuidas en todo el intervalo de medicion y se comparé cada una de
ellas con las muestras de control "no contaminadas". Las sustancias potencialmente
interferentes que se probaron se enumeran en la Tabla 6.

Tabla 6: Sustancias potencialmente interferentes

Sustancia interferente Cantidad analizada /
50 mg de heces

Hemoglobina
Vancomicina
Ciprofloxacino
Prevacid

Azatioprina
Prednisona

Acido 5-aminosalicilico
Vitamina A

Vitamina D

Vitamina C

Vitamina E

Sulfato de bario
Loperamida HCI
Subsalicilato de bismuto
Metronidazol

Mucina

12

5,83 mg
0,67 mg
0,50 mg
0,02 mg
0,07 mg
0,01 mg
1,33 mg
81U
1,11U
0,05 mg
0,10 mg
0,25 mg
0,34 ug
0,04 mg
0,63 mg

0,17 mg
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H.idrsﬁx.ido de aluminig + 0,21 mg
hidroxido de magnesio

Acido palmitico 0,07 mg
Acido estearico 0,13 mg
Polietilenglicol 3350 3,95 mg
Omeprazol 0,03 mg
Proteina S100A12 1,05 ug
Simeticona 0,03 mg
Cimetidina 0,03 mg
Carbonato de calcio 0,03 mg

Todas las sustancias analizadas se consideran no criticas, ya que no tienen un
efecto significativo en los resultados de las pruebas si estan presentes en las
muestras de heces en las concentraciones especificadas.
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13.2.3 Exactitud

Precision

Los datos de precision se obtuvieron con 6 muestras de control (4 muestras
positivas, 1 muestra en el rango limite y 1 muestra negativa). Cada muestra se
analizé por triplicado en dos corridas diarias durante 20 dias. Para las pruebas
interlote, se extrajeron 6 muestras de heces diferentes (4 muestras positivas,

1 muestra en el rango limite y 1 muestra negativa) y se analizaron en una
determinacion de 5 veces por corrida/dia durante 5 dias con 3 lotes diferentes. Los

valores de CV % determinados deben ser iguales o inferiores al 20 %. Los
resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla7: Resultados de precision de la prueba RIDA®QUICK Calprotectin

Dentro de una

\ﬂzlrsi corrida Entre corridas Entre dias
(mglkg)

1 120 56,0 6,9 |124%| 31 55 % 29 51 % 7,6 13,6 %
2 1120 75,9 10,5 |13.8% | 2,9 3,8 % 3,0 39% | 10,8 14,3 %
3 | 120 | 238,0 295 [(124%| 7,2 3,0 % 9,4 40% | 304 12,8 %
4 | 120 | 446.,6 589 1132% | 128 | 29% 19,3 |4,3% | 60,4 13,5 %
5 | 120 | 783,5 878 |11,2%| 148 | 19% | 204 |26% | 89,2 11,4 %
6 | 120 | 1559,2 | 300,0 |192%| 0,0 00% | 289 |1,9%| 290,9 18,7 %

Tabla 8: Resultados de precision de la prueba RIDAPQUICK Calprotectin

Valores Repetibilidad Dentro de un lote Entre lotes

medios

(mg/kg)
1 75 54,4 6,2 11,4%| 71 13,1 % 5,9 10,9 % 9,2 17,0 %
2 75 66,4 8,3 126 % | 9,0 13,6 % 7,6 11,4% | 11,7 17,7 %
3 75 277,6 343 |124% | 39,0 141 % 0,0 0,0 % 39,0 14,1 %
4 75 409,8 448 1109% | 52,4 |112,8% | 16,1 3,9 % 54,8 13,4 %

5 | 75 764,7 | 109,6 |14,3% | 127,5 | 16,7 % | 0,0 0,0% | 127,5 16,7 %

6 | 75 | 1326,3 | 182,6 | 13,8 % | 184,7 |139% | 41,1 | 3,1 % | 189,2 14,3 %
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13.2.4 Linealidad

Las pruebas del estudio de linealidad arrojaron resultados aceptables para la
linealidad asi como la precision de la prueba RIDA®QUICK Calprotectin para
concentraciones de calprotectina en el rango de 40 mg/kg - 2100 mg/kg.

14. Historial de versiones

Numero de version Seccion y designacion

2022-04-25 Version inicial

15. Explicacion de los simbolos

Simbolos generales

Para el uso diagnéstico in vitro
Siga las instrucciones de uso
Numero de lote

Fecha de caducidad
Temperatura de conservaciéon
Numero de articulo

Numero de ensayos
Fabricante

No reutilizar

PL<f~®E5H
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Simbolos especificos del ensayo

Cassette

| Sample Diluent |

Tube

Caps

Control | +

Control | -

16

Casete de ensayo

Tampon de dilucion de muestras

Tubo de retirada y extraccion de heces
Tapas

Control positivo

Control negativo
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