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Uso Previsto

El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones) de un solo paso, es un inmunoanalisis
cromatografico, que sirve para la deteccion cualitativa del
Calprotectina en muestras de deposicion humana que puede ser Util
para el diagnéstico de enfermedades gastrointestinales
inflamatorias (Ej.: colitis ulcerosa, Enfermedad de Crohn)

Resumen

La Calprotectina, dimero de 24 kDa, es una proteina del grupo
S100 (S100A8 y S100A9) que enlaza al Calcio. ElI complejo
representa sobre el 60% del contenido de proteina soluble del
citosol de los Neutrdfilos (leucocitos polimorfonucleares neutréfilos).
La Calprotectina queda libre en el lumen intestinal via eliminacion
de leucocitos, secrecion activa, alteraciones celulares y muerte
celular. Esto produce niveles elevados de Calprotectina fecal, lo
que puede ser detectado en las deposiciones. Por lo tanto, niveles
elevados de Calprotectina fecal indican migracién de Neutréfilos
dentro de la mucosa intestinal, lo cual ocurre durante la inflamacion
intestinal. La Calprotectina fecal ha sido utilizada para detectar
inflamacion intestinal y puede servir como un marcador de
enfermedades intestinales inflamatorias. Calprotectina es atil como
un marcados, ya que es resistente a la degradacion enzimatica y
puede ser medida facilmente en deposiciones.

Principio

El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones), es un inmunoandlisis de flujo lateral cualitativo para
la deteccién de Calprotectina en muestras de deposicion humana.
La membrana esta recubierta con anticuerpos anti-Calprotectina en
la region de la linea de test. Durante el analisis, la muestra
reacciona con las particulas recubiertas con un anticuerpo
Calprotectina. La mezcla se mueve hacia arriba
cromatograficamente sobre la membrana por capilaridad para
reaccionar con el anticuerpo anti-Calprotectina y genera una linea
coloreada. La presencia de esta linea coloreada (rosada) en la
regién de la linea de test, indica un resultado Positivo, mientras que
su ausencia, indica un resultado negativo. Una linea coloreada
(Rosada) siempre debe verse en la zona de linea de Control (C), ya
que sirve como verificacién de que el volumen de muestra afadido
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es suficiente, que el flujo ha sido el adecuado y también como
control interno de los reactivos.

Composicion del reactivo

25 bolsas metalizadas selladas.

Cada bolsa contiene un cassette (que lleva una membrana
impregnada con particulas de anticuerpo anti-Calprotectina y
anticuerpo anti-Calprotectina en la region test).

Estabilidad del reactivo

El test es estable hasta la fecha de expiracion, a temperaturas entre
2 - 30 °C dentro de su estuche sellado. jj NO CONGELAR!!, No
usar mas alla de la fecha de expiracion

Muestras

Deposicion: recolectada en un envase limpio, seco, a prueba de
agua, que no contenga detergente, preservantes o medio de
transporte.

Recolectar suficiente cantidad de deposicion (1-2 ml o 1-2 g)
Estabilidad: Se obtienen mejores resultados si el andlisis se
realiza dentro de las 6 hrs. después de la recoleccion.
Alternativamente, las muestras se pueden almacenar por 3 dias a
2-8 2C o para periodos mas largos, las muestras se pueden
mantener a -20 2C

Procedimiento

Llevar las muestras, cassettes y soluciones tampon a
temperatura ambiente.

1.- A- Muestra soélida: sacar una porcién representativa con el
aplicador que viene en el interior de los tubos de recoleccién. Para
ello, destornillar y sacar la tapa del tubo de recoleccién junto con el
aplicador, evitando salpicar la solucién tampoén. Insertar el aplicador
en distintos sitios de la muestra (por lo menos 3), hasta que sean
50 mg aproximadamente.

B- Muestra liquida: aspirar la muestra fecal, con el gotario
colocado verticalmente, aproximadamente 2 gotas, las que se
transfieren al tubo de recoleccion que contiene el buffer.

2.- Reinsertar la tapa/aplicador en el tubo, apretando muy bien y
evitando romper el extremo de la tapa. Agitar vigorosamente para
mezclar buffer y muestra. Dejar reposar 2 min.

3.- Sacar el *sistema test* de su envoltorio metalizado y colocarlo
sobre una superficie plana. Utilizarlo dentro de 1 hora. Mejores
resultados se obtienen si el test se realiza inmediatamente después
de abrir la bolsa metalizada.
4.- Desatornillar la tapita superior del tubo con la muestra, invertirlo
y colocar 2 gotas llenas de muestra extraida y homogénea, en la
celda de muestra (S) del cassette

Esperar hasta 5 minutos e interpretar los resultados. No
interpretar los resultados mas alla de 10 minutos.
NOTA: Si la muestra no migra (por presencia de particulas)
centrifugar la muestra extraida contenida en el vial del buffer de
extraccion. Recolectar 80 pl del sobrenadante y dispensarlo en la
celda de muestra (S) en un cassette nuevo y comenzar a medir el
tiempo.
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Interpretacion de Resultados

Positivo: se observa una banda de color Rosado en la region C y
otra en laregion T.

NOTA: La intensidad de color de la linea en la region de la prueba
(T) puede variar, dependiendo de la concentracion de Rotavirus
presente en la muestra. Por lo tanto, cualquier coloracion, por muy
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débil que sea esta, de la linea en la region de la prueba (T), debera
considerarse positiva.
Negativo: aparece una sola banda de color Rosado en la regién C.
Ademas, esto significa una correcta ejecucion de la técnica.
No Valido: Si no aparece ninguna banda de color en la regién (C),
aun cuando aparezcan o no en la region (T) el test debe METODO OTRO TEST RESULT.
considerarse nulo; ya sea por error o por deterioro del mismo. En RAPIDO TOTAL
este caso el ensayo debe repetirse.
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2. El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones) solo indica la presencia de Calprotectina; el detalle
de la concentracién de Calprotectina no fue confirmada con el test
rapido.

3. Como cualquier método de diagnodstico, todos los resultados
deben ser interpretados junto a otra informacién clinica disponible
para el médico.

4. Si se obtuvieran resultados dudosos, se requeriran otros

tests disponibles clinicamente.

Valores esperados

El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones) ha sido comparado con otros tests rapidos lideres en
el comercio. La correlacién entre los dos sistemas es 98,5%.

Caracteristicas de la realizacion

Exactitud

El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones) ha sido comparado con otro test rapido lider en el
comercio, usando muestras clinicas
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Sensibilidad Relativa: 97.8% (95%CI:*93.7%-99.5%)
Especificidad Relativa: 99.0% (95%CI:*96.4%-99.9%)
Exactitud: 98.5% (95%CI:96.6%-99.5%)

*Intervalo de confianza

Sensibilidad

El test rapido en cassette CALPROTECTINA (CP) (en
deposiciones) puede detectar niveles de Calprotectina tan bajos
como 50 ng/g o 140 ng/ml de deposicién

Precision
Intra-ensayos
La precision intra-ensayos fue determinada usando 15 replicados
de 3 muestras positivas: 140 ng/ml, 500 ng/ml y 10 pg/ml. Las
muestras fueron correctamente identificadas >99% de las veces.

Precision
Inter-ensayos
La precision entre ensayos fue determinada por 15 andlisis
independientes sobre las mismas 3 muestras anteriores. Se
analizaron 3 lotes distintos de cassettes de CALPROTECTINA
(CP) (en deposiciones). Las muestras fueron correctamente
identificadas >99% de las veces.
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