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USO PREVISTO

El ensayo BUHLMANN fCAL® turbo es un ensayo diagnostico in vitro
automatizado para la determinacion cuantitativa de la calprotectina en
muestras de heces humanas con el objetivo de facilitar la valoracion de la
inflamacion de la mucosa intestinal (ref. 1-3). Los resultados del ensayo
pueden utilizarse en el diagnostico para distinguir entre las enfermedades
inflamatorias organicas del tubo gastrointestinal (enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), en particular la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis
ulcerosa (CU)) y las enfermedades funcionales (sindrome del colon irritable,
Sll) (ref. 4-10) en los pacientes con dolor abdominal cronico y para facilitar
el control de la Ell (ref. 10-22). El ensayo BUHLMANN fCAL® turbo esta
destinado a ser ejecutado en analizadores de quimica clinica.

Solo para uso en laboratorio.
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PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo BUHLMANN fCAL® turbo es un inmunoensayo turbidimétrico
potenciado con particulas (PETIA) que permite la cuantificacion
automatizada de la calprotectina en extractos fecales en analizadores de
quimica clinica. Las muestras fecales se extraen con un tampon de
extraccion utilizando CALEX® Cap o por extraccion manual, y se aplican con
una dilucion final de 1:500. Los extractos se incuban con tampén de
reaccion y se mezclan con nanoparticulas de poliestireno recubiertas de
anticuerpos anticalprotectina (inmunoparticulas). La calprotectina presente
en la muestra provoca la aglutinacion de las inmunoparticulas. La turbidez
de la muestra, medida por la absorbancia de la luz aumenta con la
formacion de los complejos calprotectina-inmunoparticula y es proporcional
a la concentracion de calprotectina. La absorbancia de la luz observada
permite cuantificar la concentracién de calprotectina mediante interpolacién
en una curva de calibracion establecida.

REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Cantidad Cadigo Preparacion
Tampén de reaccién (R1) 1 vial :

Solucién salina MOPS 35 mL B-KCAL-R1 Listo para usar
Inmunoparticulas (R2)

Particulas de poliestireno 1 vial

recubiertas de anticuerpos 7 mL B-KCAL-R2 Listo para usar
aviares anti calprotectina

humana

Tabla 1: Reactivos suministrados

CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

Reactivos sin abrir

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

Estabilidad a bordo

Conservar hasta un maximo de 90 dias a 2-15 °C.

Tabla 2: Conservacion y estabilidad de los reactivos

iNo congelar los reactivos!
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MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

Los reactivos descritos a continuacion no se suministran con el kit y
deben adquirirse por separado:

Reactivos Cantidad Cadigo
BUHLMANN fCAL® turbo

Kit de calibradores 1 x 6 viales B-KCAL-
Calibradores 1-6 para determinar una 1 mL/vial CASET

curva de calibracion de seis puntos

BUHLMANN fCAL® turbo

Kit de control 3 x 2 viales B-KCAL-

) 1 mL/vial CONSET
Controles bajo y alto
CALEX® Cap 50 tubos B-CALEX-C50
Dispositivo de extraccion con tampon de | 200 tubos B-CALEX-C200
extraccion incluido 500 tubos B-CALEX-C500

. L 3 botellas B-CAL-EX3

Kit de extraccion 12 botellas B-CAL-EX12

Tampon de extraccion 125 mL/frasco

Tabla 3: Materiales necesarios pero no suministrados con el kit

Equipamiento general de laboratorio
Analizador de quimica clinica
Centrifuga

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este ensayo es solo para uso diagndstico in vitro.

Las inmunoparticulas contienen sustancias potencialmente infecciosas
de origen animal y deben manipularse de acuerdo con las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL) con las precauciones adecuadas.

R2 contiene nanoparticulas de poliestireno.

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

Evite 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.
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Precauciones técnicas

e Equilibrar los reactivos, controles, calibradores y muestras como se
describe en la nota de aplicacion.

e La evaporacion de los calibradores y los controles del analizador puede
llevar a resultados incorrectos. Ejecutar el ensayo inmediatamente
después de cargar el analizador.

e No mezclar los reactivos R1 y R2 de diferentes lotes de reactivos ni
intercambiar el tapon de los reactivos.

e Si se congela el reactivo R2 no se puede utilizar mas.

e El ensayo esta disefiado para muestras de extracto fecal preparadas
utilizando el tampon de extraccion especifico de BUHLMANN.

e Asegurarse de que las muestras no tengan burbujas antes de realizar
el ensayo.

e El arrastre de las muestras depende del analizador de quimica clinica.
Para mas informacion, consultar la nota de aplicacion especifica del
analizador.

OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Para el procedimiento de extraccion, se requiere menos de 1 g de muestra
de heces naturales. Recoger la muestra de heces en tubos simples.
Importante: La muestra debe recogerse sin ningun aditivo quimico o
biologico.

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

CALEX® Cap

Seguir las instrucciones de uso proporcionadas con el kit CALEX® Cap. Los
extractos de muestras fecales preparados utilizando CALEX® Cap tienen
una dilucion final de 1:500 y estan listos para su uso.
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Las muestras de heces liquidas se pueden pipetear directamente en
CALEX® Cap. Desenroscar la tapa azul y pipetear 10 yL de muestra de
materia fecal en el dispositivo. Volver a tapar CALEX® Cap y proceder con el
paso de mezclado en vortex de acuerdo con el procedimiento de extraccion
descrito e ilustrado en las instrucciones de uso suministradas con CALEX®
Cap.

Importante:  Centrifugar CALEX® Cap durante 10 minutos a
1000 — 3000 x g antes de aplicar el procedimiento de BUHLMANN fCAL®
turbo.

La calprotectina fecal en los extractos obtenidos por CALEX® Cap es
estable a temperatura ambiente (23 °C) durante 7 dias, a 2-8 °C durante 15
dias y a —20 °C hasta 23 meses.

Los extractos de Calex® Cap pueden ser congelados directamente y
conservados en CALEX® Cap. Los extractos pueden someterse a cuatro
ciclos de congelacion y descongelacion. Antes de la medicion, equilibrar los
extractos congelados a temperatura ambiente, mezclar en vortex
completamente durante 10 segundos y centrifugar de acuerdo con las
instrucciones de uso del ensayo.

Kit de extraccion

Para la extraccion manual, siga las instrucciones de uso proporcionadas con
el kit de extraccion. Los extractos de muestras fecales preparados con el kit
de extraccidn tendran una dilucion final de 1:50. Diluir los extractos de
heces 1:10 en el tampoén de extraccion de BUHLMANN que se incluye en el
kit de extraccion (p. €j., 50 uL de extracto y 450 pyL de tampon de extraccion)
antes de realizar el procedimiento de BUHLMANN fCAL® turbo.

La calprotectina fecal en extractos (1:50) obtenidos por extraccion manual
es estable a 2-8 °C durante 7 dias 0 a =20 °C hasta 36 meses.

PROCEDIMIENTO

Notas de aplicacion / Instalaciéon del ensayo

Los procedimientos de ensayo para BUHLMANN fCAL® turbo se han
establecido en varios analizadores de quimica clinica. A peticion del
usuario, BUHLMANN proporciona notas de aplicacion validadas que
describen la instalacién y el analisis en instrumentos especificos. Para la
configuraciéon, mantenimiento y funcionamiento del instrumento y las
precauciones a tomar, se debe tener en cuenta lo indicado en los manuales
del instrumento correspondiente.
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Preparacion de los reactivos

Los reactivos suministrados estan listos para su uso. Mezclar suavemente
antes de cargarlos en el instrumento. Los frascos de reactivos se pueden
colocar directamente en el instrumento, a menos que se indique lo contrario
en la nota de aplicacion.

Determinacién de la curva de calibracion

El kit de calibradores BUHLMANN fCAL® turbo se utiliza para determinar
una curva de calibracion de seis puntos de acuerdo con el manual del
instrumento. Los valores de los calibradores son especificos de cada lote.
Cada lote de calibradores y reactivos requiere una nueva calibracion. De lo
contrario, la calibracion debe realizarse cada uno o dos meses de acuerdo
con las notas de aplicacién especificas del instrumento. Consultar la ficha
de datos de control de calidad suministrada con el kit de calibradores
BUHLMANN fCAL® turbo para conocer los valores asignados a los
calibradores. Contactar con el servicio técnico de BUHLMANN si la
calibracion no puede realizarse sin errores.

Controles de CC

Para validar la curva de calibracion, el kit de controles BUHLMANN fCAL®
turbo debe analizarse todos los dias antes de realizar extracciones de
muestras de heces del paciente. Los controles tienen intervalos de valores
asignados, que se indican en la ficha de datos de control de calidad que se
proporciona con cada lote del kit de controles BUHLMANN fCAL® turbo. Las
mediciones de los controles deben estar dentro de los intervalos de valor
indicados para que los resultados de las muestras fecales extraidas del
paciente sean validos. Si los valores de los controles no son validos, repetir
la medicion con nuevos controles. Si los valores de los controles
permanecen invalidos, recalibrar el ensayo. Si no se pueden reproducir
valores validos de los controles después de realizar los pasos descritos
anteriormente, contactar con el servicio de asistencia de BUHLMANN.

Medicion de los extractos de muestras fecales del paciente

Una vez establecida una curva de calibracion y validada con los controles,
se pueden medir los extractos fecales del paciente. Realizar la medicion de
los extractos fecales del paciente de acuerdo con la nota de aplicacion y el
manual del instrumento.

Resultados

Los resultados se calculan automaticamente en el analizador de quimica
clinica y se presentan en ug/g a menos que se indique lo contrario en las
correspondientes notas de aplicacion especificas del analizador de quimica
clinica.
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ESTANDARIZACION Y TRAZABILIDAD METROLOGICA

No existen materiales de referencia ni procedimientos de medida de
referencia que sean reconocidos a escala internacional o nacional para el
analito calprotectina en muestras fecales. El ensayo BUHLMANN fCAL®
turbo se estandariza con respecto a un material de referencia interno y los
valores de los controles y los calibradores se asignan siguiendo un
protocolo de transferencia de valores (ref. 23, 24) para garantizar la
trazabilidad metrolégica. El intervalo de confianza al 95% de Ia
incertidumbre combinada de los calibradores del producto se determind
como inferior al 3,7% y el de la incertidumbre combinada de los controles
como inferior al 6,9%.

LIMITACIONES

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 pronodstico las recaidas
clinicas de los enfermos (ref. 25-26).

e La ingesta de antinflamatorios no esteroideos (AINE) puede llevar a
concentraciones elevadas de calprotectina fecal.

e Los resultados pueden no ser clinicamente aplicables a ninos menores
de 4 anos de edad con ligeros aumentos de la concentracion de
calprotectina fecal (ref. 27-30).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

I. Diferenciar entre las enfermedades gastrointestinales organicas de
las funcionales

La determinacion de la concentracion de calprotectina fecal puede ayudar
de forma fiable y sencilla a diferenciar las enfermedades gastrointestinales
organicas de las funcionales (ref. 4-10). BUHLMANN recomienda aplicar los
mismos valores de corte que los del ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA:

Umbrales clinicos

Concentracién de . .
. Interpretacion Seguimiento
calprotectina
< 80 ug/g Normal Ninguno
80 — 160 pg/g Zona gris/valor limite Seguimiento en un plazo de 4 a 6
semanas
> 160 ug/g Elevado Repetir segun sea necesario

Tabla 4: Intervalos diagnésticos de BUHLMANN fCAL® turbo.
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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 combinacion con la
informacion derivada de las manifestaciones clinicas del paciente, sus
antecedentes meédicos y otros datos clinicos y de laboratorio:

Valores de calprotectina por debajo de 80 pg/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 inflamacién (ref. 4).

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

Unos valores intermedios de calprotectina fecal de entre o igual a 80 y
160 pg/g, también denominados valores de la zona gris, no son una
indicacion directa de inflamacion 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 ug/g

Los valores de calprotectina fecal >160 pg/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 investigacion especializados oportunos para alcanzar un
diagnostico clinico global.

Evaluacion clinica

La capacidad de BUHLMANN fCAL® turbo para diferenciar la Ell de los otros
trastornos gastrointestinales no inflamatorios, incluido el Sll, se evalu6 a
partir de muestras clinicas recogidas de 295 pacientes y extraidas utilizando
CALEX® Cap. Ciento veintisiete (127) pacientes tenian un diagnodstico final
de EIll (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o colitis indeterminada), 103
pacientes presentaban Sll y 65 pacientes presentaban dolor abdominal y/o
diarrea u otras afecciones gastronitestinales no inflamatorias. El diagndstico
final se apoyaba en datos endoscopicos y otros datos clinicos.

La combinacion optima de cortes para estos grupos de pacientes se
establecio en 80 pg/g y 160 pg/g de calprotectina (tablas 6 y 8) mediante el
analisis de las curvas de rendimiento diagnostico (ROC). Esta combinacién
es ligeramente mas restrictiva que la combinacion de un corte inferior mas
sensible de 50 ug/g, con una especificidad ligeramente inferior, y un corte
superior de 200 ug/g, con una sensibilidad ligeramente inferior (tablas 7 y 9).
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Distribucion de los resultados de los pacientes en numeros
Diagnéstico final (porcentaje) en los intervalos diagnésticos de BUHLMANN
fCAL® turbo.
< 80 ug/g 80 - 160 ug/g |> 160 pg/g Total
Ell 11 (8,7%) 8 (6,3%) 108 (85,0%) 127 (100%)
Sli 75 (72,8%) 11 (10,7%) 17 (16,5%) 103 (100%)
SJ;mee dades G| |42 (64.6%) 8 (12,3%) 15(23,1%) |65 (100%)

Tabla 5: Distribucién de los resultados de los pacientes en los intervalos diagndsticos de BUHLMANN

fCAL® turbo

Ell frente a no Ell

Punto de decision clinica

80 pg/g

160 ug/g

Sensibilidad (95% IC)

91,3%(85,0%; 95,6%)

85,0% (77,6%; 90,7%)

Especificidad (95% IC)

69,6% (62,1%; 76,5%)

81,0% (74,2%; 86,6%)

VPP (95% IC)

69,5% (61,9%; 76,3%)

77.1% (69,3%: 83,8%)

VPN (95% IC)

91,4% (85,1%; 95,6%)

87,7% (81,5%; 92,5%)

AUC ROC (95% IC)

0,912 (0,878; 0,946)

Tabla 6: Datos de eficacia diagnéstica de BUHLMANN fCAL® turbo en la diferenciacion de la Ell de la
no Ell (Sll y otros trastornos gastrointestinales) en los puntos de decisién clinica de 80 pg/g y

160 pg/g

Ell frente a no Ell

Punto de decision clinica

50 pgl/g

200 ug/g

Sensibilidad (95% IC)

94,5% (89,0%; 97,8%)

80,3% (72,3%; 86,8%

Especificidad (95% IC)

62,5% (54,7%; 69,8%)

VPP (95% IC)

65,6% (58,2%; 72,4%)

)
85,7% (79,5%; 90,6%)
81,0% (73,0%; 87,4%)

VPN (95% IC)

93,8% (87,5%; 97,5%)

85,2% (78,9%; 90,2%)

Tabla 7: Datos de eficacia diagnostica de BUHLMANN fCAL® turbo en la diferenciacion de la Ell de la
no Ell (Sll y otros trastornos gastrointestinales) en los puntos de decisidn clinica de 50 pg/g vy

200 ug/g

Ell frente a Sl

Punto de decision clinica

80 pg/g

160 ug/g

Sensibilidad (95% IC)

91,3% (85,0%; 95,6%)

85,0% (77,6%; 90,7%)

Especificidad (95% IC)

72,8% (63,2%; 81,1%)

83,5% (74,9%; 90,1%)

VPP (95% IC)

80,6% (73,1%; 86,7%)

86,4% (79,1%; 91,9%)

VPN (95% IC)

87,2% (78,3%; 93,4%)

81,9% (73,2%; 88,7%)

AUC ROC (95% IC)

0,925 (0,892; 0,958)

Tabla 8: Datos de eficacia diagndstica de BUHLMANN fCAL® turbo en la diferenciacion de la Ell del
Sll en los puntos de decision clinica de 80 pg/g y 160 ug/g
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Punto de decisidn clinica
Ell frente a Sli 50 uglg 200 pglg
Sensibilidad (95% IC) | 94,5% (89,0%; 97,8%) 80,3% (72,3%; 86,8%)
Especificidad (95% IC) | 67,0% (57,0%; 75,9%) 88,3% (80,5%; 93,8%)
VPP (95% IC) 77,9% (70,5%; 84,2%) 89,5% (82,3%; 94,4%)
VPN (95% IC) 90,8% (81,9%; 96,2%) 78,4% (69,9%; 85,5%)

Tabla 9: Datos de eficacia diagndstica de BUHLMANN fCAL® turbo en la diferenciaciéon de la Ell del
Sll en los puntos de decision clinica de 50 pg/g y 200 ug/g

IC: intervalo de confianza

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo

AUC ROC: area bajo la curva de rendimiento diagndstico

Il. Control de la Ell
Umbrales clinicos y evaluacion

La determinacion de la calprotectina fecal es un método fiable y sencillo
para facilitar el control de los pacientes con Ell (ref. 10-22).

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
diagnostico 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).

Calprotectina® frentea |Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3
actividad de la Ell Espaiia Espaiia Polonia
determinada por via (v. ref. 12) (v. ref. 13) (ref. 14)
endoscoépica

Numero, edad y sexo de (89 (EC?) 123 (CU?) 57 (EC?)

los pacientes _
Edades: 32-58  |Edades: 18-85  |Edad media: 35,3

44% hombres 66,4% hombres |48% hombres

Corte 272 uglg 280 pg/g 238,5 ug/g
VPN 98% 86% 88%
VPP 76% 80,3% 73%

Tabla 10: Correlacion entre la concentracién de calprotectina y la actividad de la Ell determinada
mediante evaluaciones endoscopicas.

! Los resultados de los estudios 1y 2 se obtuvieron con los ensayos de flujo lateral de BUHLMANN
(Quantum Blue® fCAL y Quantum Blue® fCAL high range). Los resultados del estudio 3 se obtuvieron
con BUHLMANN fCAL® ELISA y Quantum Blue® fCAL high range).

2 EC = Pacientes con enfermedad de Crohn

3 CU = Pacientes con colitis ulcerosa
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Calprotectina® frente a |Estudio 4 Estudio 5 Estudio 6
remision o recaida REINO UNIDO |Espaiia Espafa
clinica en el futuro (v. ref. 15) (v. ref. 16) (v. ref. 17)
Numero, edad y sexo de |92 (EC?) 30 (EC?) 33 (EC?)
los pacientes 20 (CU?)
tratamiento con terapia con
adalimumab infliximab

38% hombres

Edades: 24-64
43,3% hombres

Edades: 18-68
47.2% hombres

Periodo de seguimiento

después de la medicion |12 meses 4 meses 12 meses
de calprotectina

Pacientes en recaida

clinica después del 11% 30% 23%
seguimiento

Corte 240 ugl/g 204 ugl/g 160 pg/g
VPN 96,8% 100% 96,1%
VPP 27,6% 75% 68,7%

Tabla 11: Determinacion del valor diagndéstico de la calprotectina en el prondstico de la remision y la
recaida clinicas de la enfermedad inflamatoria intestinal.

! Los resultados del estudio 4 se obtuvieron con BUHLMANN fQAL® ELISA. Los resultados de los
estudios 5 y 6 se obtuvieron con los ensayos de flujo lateral de BUHLMANN (Quantum Blue® fCAL y
Quantum Blue® fCAL high range).

2 EC = Pacientes con enfermedad de Crohn

3 CU = Pacientes con colitis ulcerosa

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 diagnostica 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. 10-22).

Valores de calprotectina de entre 100 y 300 pg/g

Los valores de calprotectina fecal entre 100 y 300 ug/g indican la necesidad
de un control mas atento en el periodo sucesivo para evaluar la evolucion
de la enfermedad.
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Valores de calprotectina superiores a 300 ug/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 pruebas
ulteriores (ref. 10-22).

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

La eficacia diagndstica presentada se ha determinado en un instrumento
Roche cobas® 6000 c501. Consultar las notas de aplicacion especificas del
analizador de quimica clinica para conocer la eficacia diagndstica en otros
analizadores de quimica clinica.

Comparacion de métodos: fCAL® turbo CALEX® Cap frente a fCAL®
ELISA CALEX® Cap

El estudio de comparaciéon del método se realizd conforme a la norma
EP09-A3 del CLSI. Se midieron ciento noventa y nueve (199) muestras
clinicas utilizando un lote de BUHLMANN fCAL® turbo durante 18 dias en un
ciclo de -calibracion. Los valores de referencia, con un intervalo de
concentracion final de calprotectina de 30,3 — 1672,5 ug/g, se determinaron
con el ensayo BUHLMANN fCAL® ELISA. Las muestras se extrajeron
utilizando CALEX® Cap. En ambos métodos, se realizaron determinaciones
individuales de los extractos de CALEX® Cap. El sesgo se determiné
mediante regresion lineal de Passing-Bablok y el método de Bland-Altman.

Analisis de Bland-Altman Analisis de regresion de Passing-Bablok
Sesgo LoA LoA Pendiente | Ordenada | Sesgo en | Sesgo en r
medio inferior superior (95% IC) enel 80 ug/g 160 pgl/g

(95% IC) (95% IC) (95% IC) origen (95% IC) (95% IC)
(ng/9)
(95% IC)
0,7% -46,0% 47,3% 1,139 -18,3 -9,0% 2,4% 0,982
(-2,6%; (-51,6%; (41,6%; (1,104, (-24.,4; (-15,1%; (-1,2%;
4,0%) -40,3%) 53,0%) 1,172) -13,2) -3,1%) 5,4%)

Comparacion entre métodos: fCAL® turbo CALEX® Cap frente a fCAL"®
ELISA con extraccion manual

El estudio de comparacion del método se realizé conforme a la norma
EP09-A3 del CLSI. Se extrajeron ciento sesenta y ocho (168) muestras
clinicas utilizando tres lotes del CALEX® Cap y se midieron utilizando un lote
de BUHLMANN fCAL® turbo durante 18 dias en un ciclo de calibracion. Se
establecieron valores de referencia para el uso del método de extraccion
manual y la medicién de extracto con BUHLMANN fCAL® ELISA, con un
intervalo de concentracion final de calprotectina de 30,5 — 1573,8 pg/g. Los
extractos se midieron en determinaciones unicas para ambos métodos. El
sesgo se determiné6 mediante regresion lineal de Passing-Bablok y el
meétodo de Bland-Altman.
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Analisis de Bland-Altman Analisis de regresion de Passing-Bablok
Sesgo LoA LoA Pendiente | Ordenada en | Sesgo en Sesgo en r
medio inferior | superior | (95% IC) el origen 80 ug/g 160 pgl/g
(95% IC) (95% IC) | (95% IC) (ng/g) (95% IC) (95% IC)
(95% IC)
11,1% -60,7% 82,8% 1,336 -31,7 -6,0% 13,8% 0,955
(5,5%; (-70,3%; (73,3%; (1,265; (-44.1; (-16,4%; (8,1%;
16,6%) -51,2%) 92,4%) 1,429) -19,4) 7,1%) 23,2%)

Reproducibilidad (estudio multicéntrico de evaluacién de la precisién):
3,2-9,1% CV

La reproducibilidad se determindé de acuerdo con la norma EP05-A3 del
CLSI con un disefo de estudio de 3 laboratorios x 5 dias x 5 repeticiones.
Se analizaron ocho extractos de muestras de heces combinadas con
concentraciones de calprotectina de entre 47,2 y 5475,6 ug/g.

Precision entre lotes: 2,4 — 8,2% CV

La reproducibilidad entre lotes se determin6 de acuerdo con la norma EP05-
A3 del CLSI utilizando un disefio de estudio de 3 lotes x 5 dias x 5
repeticiones. Se analizaron ocho extractos de muestras de heces
combinadas con concentraciones de calprotectina de entre 452 vy
5303,1 ug/g.

Repetibilidad: 0,7 — 8,3% CV

Precision dentro de un mismo laboratorio: 1,4 — 9,1% CV

La repetibilidad y la precision dentro del laboratorio se determinaron de
acuerdo con la norma EP05-A3 del CLSI utilizando un disefio de estudio
estandarizado de 20 dias x 2 series x 2 repeticiones. Se analizaron ocho
extractos de muestras de heces combinadas con concentraciones de
calprotectina de entre 42,9 y 5405,6 ug/g.

Reproducibilidad de la extraccion: CALEX® Cap: 8,1 — 19,7% CV

La reproducibilidad de la extraccion se determiné de acuerdo con la norma
EP05-A3 del CLSI utilizando un disefio de estudio de 2 dias x 2 operadores
x 3 lotes de CALEX® Cap x 2 extracciones x 3 repeticiones. Se analizaron
doce muestras clinicas de heces, que comprendian muestras con
consistencia solida, semisolida y liquida, con concentraciones de
calprotectina de entre 42,7 y 3440,0 ug/g.

Exactitud / recuperacion: 93,6 — 102% CV

Siete extractos de muestras de heces de restos clinicos con valores de
calprotectina de entre 44,1 y 1076,3 pg/g se enriquecieron con 56,9 ug/g o
227,8 yg/g de calprotectina del material de los calibradores. El
enriquecimiento se realizé al 10% del volumen del extracto de la muestra.
Las muestras «de referencia» se enriquecieron con el volumen
correspondiente de muestras sin analitos. Las muestras de referencia y
enriquecida se midieron por cuadruplicado.
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Arrastre de la muestra

El arrastre de la muestra se determino de acuerdo con la norma EP10-A2
del CLSI. No se observo ningun arrastre estadisticamente significativo con
el ensayo BUHLMANN fCAL® turbo en el instrumento Roche cobas® 6000
c501.

Limite de deteccion (LoD): 23,7 ug/g

El LoD se determiné de acuerdo con la norma EP17-A2 del CLSI y con
proporciones de falsos positivos (a) inferiores al 5% y falsos negativos ()
inferiores al 5% sobre la base de 120 determinaciones, con 60 repeticiones
del blanco y 60 de valores bajos, y un LoB de 16,7 ug/g.

Limite de cuantificacion (LoQ): 23,7 ug/g

El LoQ se determin6 conforme a la norma EP17-A2 del CLSI sobre la base
de 90 determinaciones y un objetivo de precision del 20% CV. La estimacién
del LoQ se encontrd por debajo de la del LoD y por lo tanto se indica como
igual a la estimacion del LoD.

Intervalo de linealidad: 15,6 — 12216 ug/g

El intervalo de linealidad de BUHLMANN fCAL® turbo se ha determinado
conforme a la norma EP06-A del CLSI. Las muestras con una concentracion
superior a 2000 ug/g fueron diluidas automaticamente a 1:10 por el
analizador. Se permitid una desviacion maxima de la linealidad del 10%.
Para valores inferiores a 75 ug/g se permitié una diferencia absoluta inferior
a 7,5 ugl/g.

Efecto gancho a dosis altas

Las muestras con concentraciones tedricas de hasta 45715 ug/g pueden
medirse sin limitar el intervalo de medicion del ensayo.

Interferencia con otras sustancias

La sensibilidad del ensayo BUHLMANN fCAL® turbo a los productos
farmacéuticos orales, suplementos nutricionales, hemoglobina y microbios
enteropatdégenos se evaludé de acuerdo con la norma EPQ07-A2 de la CLSI.
Sesgos mayores del 10% en los resultados se consideraron interferencia.
No se detectaron interferencias con las siguientes sustancias
[Concentracion en mg/50 mg de heces]: gyno-Tardyferon (0,11), Prednisone
(0,31), Imurek (0,19); Salofalk (5,21), Asacol (2,50), Agopton (0,18),
Vancocin (2,00), sulfametoxazol (1,6), trimetoprima (0,35), Ciproxine (1,25),
Vitamina E (0,30), Bion 3 (1,06), Hemoglobina (1,25).

No se detectd interferencia con los siguientes microbios enteropatégenos
[Concentracion en unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de extracto
fecal]: Escherichia coli (3,3 x 107), Salmonella enterica subsp. Enterica (9,0
x 107), Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (5,3 x 107), Citrobacter
freundii (12,9 x 107), Shigella flexneri (5,0 x 107), Yersinia enterocolitica
subsp. Enterocolitica (9,8 x 107).
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REGISTRO DE LOS CAMBIOS

Fecha Version Cambios

Precisidon del Uso previsto mediante la adicion de la plataforma
analitica.

Revisién de los capitulos Conservacion y estabilidad de los
reactivos, Materiales necesarios pero no suministrados,
Advertencias y precauciones, Umbrales clinicos y evaluacion
(Tabla 10) y Referencias.

Actualizacion del capitulo Caracteristicas del rendimiento
(subcapitulos Comparacion de métodos e Intervalo de linealidad).

2025-09-01 A6

NOTIFICACION DE INCIDENTES EN LOS ESTADOS MIEMBROS
DE LA UE

Si se ha producido algun incidente grave en relacion 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 dafnado.

SiMBOLOS

BUHLMANN utiliza los simbolos y signos enumerados y descritos en la
norma ISO 15223-1.

Para la definicidn de los simbolos, véase el glosario de simbolos en:
www.buhimannlabs.ch/support/downloads/

Partes de los kits y procedimientos preanaliticos estan protegidos por
patentes EP2947459(B1); US10620216(B2); AU2015261919(B2);
JP6467436(B2)

C € 0123
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