Calprotectine SVAF

Pour analyseurs cobas ¢ CALPRO

Références de commande

CALPROGOLD,

CONT
CACOL-BOO/COB | Kit dédié Cobas® 1x13.8MLRL+1x6.4 mLR2 101
CACOL-HO0/COB | Kit dédié Cobas® 3x13.8mLRL+3x6.4 mLR2 303

Autres produits nécessaires

CAREK-000 Trousse de Calibrants Calprotectine (6 niveaux) 6 x1mL
CACOS-002 Controle bas Calprotectine 1x2mL
CACON-002 Controle Calprotectine 1x2mL
CACOX-002 Controle haut Calprotectine 1x2mL
SDBUF-B00 Tampon de dilution échantillon 2x70mL
SDBUF-HOO Tampon de dilution échantillon 8 x 70 mL
SDBUF-L00 Tampon de dilution échantillon 16 x 70 mL
CALO0510 Calpro EasyExtract ™ 50 dispositifs

Domaine d’utilisation — Destination

Le réactif de diagnostic in vitro CALPROGOLD est utilisé pour mesurer dans les selles humaines, la concentration de calprotectine
fécale, une protéine neutrophile, marqueur de l'inflammation de la muqueuse instestinale. CALPROGOLD peut étre utilisé comme
aide au diagnostic in vitro de la maladie inflammatoire de l'intestin (Mll): maladie de Crohn et colite ulcéreuse, pour différencier
les MII du syndrome du célon irritable, pour déterminer l'activité de la maladie et surveiller la réponse au traitement chez les
patients atteints de MII .

Intérét médical — Validité scientifique

Différents types de maladies organiques du tractus gastro-intestinal peuvent endommager la muqueuse épithéliale intestinale
(couche muqueuse). Ces dommages peuvent varier d'une perméabilité accrue de la muqueuse a une inflammation et des
ulcérations. Le contenu intestinal est riche en bactéries et autres micro-organismes libérant des substances qui peuvent étre
toxiques ou chimiotactiques, c'est-a-dire qu'ils stimulent les leucocytes, en particulier les granulocytes neutrophiles
polymorphonucléaires (PMN), a migrer dans la lumiéere intestinale ou ils liberent leur contenu, y compris des substances
antimicrobiennes comme la calprotectine. Cette protéine constitue environ 60% des protéines totales dans le cytoplasme des
PMN 2 et peut étre estimée de maniére fiable dans des échantillons fécaux stockés jusqu'a sept jours a température ambiante 3.
La calprotectine est une protéine liant le calcium et le zinc de 36 kDa*, produite par les PMN, les monocytes et les cellules
épithéliales squameuses (sauf celles de la peau normale ). Apres fixation du calcium, elle peut résister a la dégradation par les
enzymes leucocytaires et microbiennes 37. En rivalisant avec différentes enzymes pour des quantités limitées et locales de zinc,
la calprotectine peut inhiber de nombreuses enzymes dépendantes du zinc 8 et ainsi tuer des micro-organismes ou des cellules
animales et humaines en culture %1°, Différents types de maladies, par exemple les infections bactériennes, la polyarthrite
rhumatoide et le cancer, conduisent a I'activation des PMN et a une augmentation des taux de calprotectine dans le plasma, le
liguide céphalo-rachidien, le liquide synovial, I'urine ou d'autres matiéres humaines .

Il est particulierement important que la concentration de calprotectine dans les selles soit corrélée au nombre de PMN migrant
dans la lumiére intestinale 1%, et qu'elle puisse étre détectée de maniére fiable méme dans de petits échantillons de selles
aléatoires (moins d'un gramme 32, En outre, les maladies organiques de l'intestin donnent une forte augmentation de la
concentration en calprotectine, régulierement cing a plusieurs milliers de fois supérieure a la concentration chez les individus en
bonne santé 2 13 1415 indiquant une inflammation intestinale.

Les maladies inflammatoires de l'intestin (Mll), c'est-a-dire la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn, peuvent apparaitre de la
petite enfance a la fin de I'age adulte et le diagnostic est souvent retardé en raison de symptdmes vagues ou d'une réticence a
effectuer une endoscopie et une biopsie. La mesure de la calprotectine CALPROGOLD peut contribuer a un diagnostic plus
précoce de la Ml puisque le test est généralement positif dans la Ml active.
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Les troubles fonctionnels comme le syndrome du célon irritable (SCI) n'augmentent pas les concentrations de calprotectine fécale,
contrairement aux troubles abdominaux organiques comme les MIl. Les patients présentant des troubles abdominaux organiques
et fonctionnels peuvent présenter des symptdmes similaires et I'examen clinique seul peut ne pas étre suffisant pour poser un
diagnostic spécifique. D'autres procédures de diagnostic sont complexes, colteuses et peuvent exposer le patient a la douleur et
a d'autres risques. Un test pour la calprotectine fécale est une méthode simple, non invasive, peu colteuse et objective qui peut
aider a sélectionner les patients pour un examen supplémentaire comme I'endoscopie. Les symptdmes abdominaux sont tres
fréquents chez les enfants et les adultes et un résultat négatif mesuré par le kit de calprotectine CALPROGOLD peut avec une
forte probabilité exclure des troubles inflammatoires de l'intestin 13,

La guérison des muqueuses est I'objectif optimal pour le traitement des MII, et un test de calprotectine fécale peut dire quand
cela a été atteint. De nombreux patients atteints de MIl en rémission clinique avec des taux normaux de protéine C-réactive (CRP)
ont encore une inflammation continue 6 reflétée par une augmentation de la calprotectine fécale. Ces patients ont un risque
accru de rechute en quelques mois 7. Si la guérison des muqueuses peut étre obtenue, le risque de rechute et la nécessité d'une
chirurgie abdominale majeure seront réduits 8%, La normalisation des niveaux de calprotectine signifie que la guérison des
muqueuses a été obtenue . Le risque et la gravité des effets secondaires du traitement doivent étre mis en balance avec le
risque d'inflammation continue, de rechute clinique sévére et de complications.

L'importance de la guérison des mugueuses a été au centre de nombreuses revues scientifiques 21-2° et des articles 303,

Principe de la méthode

Le dosage de la calprotectine est réalisé en utilisant le kit de réactifs CALPROGOLD Calprotectine et le kit de calibrateurs
CALPROGOLD Calprotectine sur des analyseurs de biochimie automatiques. Le principe de ce test immunoturbidimétrique inclus
2 étapes réactionnelles : incubation avec un tampon R1 puis incubation avec la sonde aux nanoparticules d’or. Celle-ci se lie
spécifiguement aux anticorps contre la calprotectine induisant une agglutination spécifique de la sonde or. Cette agglutination
peut étre surveillée a 600 nm sur des analyseurs de biochimie ou des photometres en utilisant un protocole de point final.

Tvpe de Dilution de Volume Volume Temos Volume | Lecture DO 1 Temps Lecture DO 2
yteast I'échantillon d’échantillon | tampon incubaFt)ion tampon (primaire / incubaFt)ion (primaire /
dilué R1 or R2 secondaire) secondaire)
. 600 nm / . 600 nm /
ENDPOINT 10x 10 pl 90 ul 5 minutes 374l 546 nm 5 minutes 546 nm

Mise en garde et précautions d’emploi

- Pour usage diagnostic in vitro uniquement.

- Doit étre manipulé par du personnel habilité sous la responsabilité d'un biologiste.

- Les produits d’origine humaine ont subi un dépistage négatif concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, les anticorps anti-VHC
et I'Ag HBs mais doivent cependant étre manipulés comme des produits potentiellement infectieux.

- Ces produits contiennent de I'azide de sodium. Les produits contenant de I'azide de sodium doivent étre manipulés avec
précaution: éviter I'ingestion et le contact avec la peau ou les muqueuses.

- L’azide de sodium devient explosif au contact de métaux lourds comme le cuivre ou le plomb.

Echantillons

Conditions de collecte

Prélever les échantillons selon les techniques de laboratoires classiques et, a cette fin, utiliser uniguement des procédures, des
tubes ou récipients de recueil appropriés.

La calprotectine étant trés stable dans les selles, les patients peuvent prélever de petits échantillons fécaux a domicile.
Recueillir 1 a 5 g (environ une cuillerée a thé), le placer dans un récipient propre approprié et le livrer au laboratoire des que
possible mais dans les quatre jours. Lorsqu'il est placé dans un conteneur approuvé pour le transport, il peut étre envoyé par
courrier ordinaire, c'est-a-dire qu'aucune réfrigération n'est nécessaire. L'exposition a des températures supérieures a 25°C doit
étre évitée.

Les échantillons peuvent également étre conservés congelés, a -20°C ou moins, jusqu'a la livraison ou a I'envoi. Les échantillons
congelés doivent étre décongelés et équilibrés a température ambiante avant I'extraction et les tests. Notez que la congélation
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d'échantillons fécaux peut dans certains cas entrainer une augmentation des niveaux de calprotectine, probablement en raison
de la libération des granulocytes.

Remarque: avant de commencer I'extraction, I'échantillon de selles doit étre bien homogénéisé a l'aide, par exemple, d'une
spatule, avant de prélever la petite quantité pour I'extraction.

Pour I'extraction, nous recommandons |I'utilisation de Calpro EasyExtract ™ conformément & la notice d'utilisation. D'autres
méthodes et dispositifs, validés par le client, peuvent étre utilisés.

- Extraction a l'aide du Calpro EasyExtract ™

Mode d'emploi: veuillez lire la notice du produit n ©° CAL0510

(Calpro AS, Product No. CAL0510)

Type d’échantillon

Matiéres fécales

Conservation et stabilité des échantillons

- Avant extraction :

Température | Stabilité
2-25°C 5 jours
-20°C 2 ans

Ces informations proviennent de données internes.

- Aprés extraction avec Calpro EasyExtract™ :

Température | Stabilité
2-8°C 7 jours
8 —25°C 5 jours

Ces informations proviennent de données reprises dans la fiche technique des Calpro EasyExtract™.

Réactifs
Composition et concentrations / Conservation

Composants actifs :
Réactif R1 : aucun.
Réactif R2 : Suspension de particules d’or recouvertes d’anticorps monoclonaux dirigés contre la calprotectine humaine

(souris).
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Autres composants :
Réactif R1 : tampon, polymere, sel inorganique et conservateur.
Réactif R2 : tampon, sel inorganique et conservateur.

Température de conservation :
Réactif R1: 2 - 8 °C.
Réactif R2 : 2 - 8 °C.

Préparation
Préts a I'emploi.

Conservation et stabilité

Les réactifs sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur 'emballage (mois révolu), dans les conditions de conservation
et de manipulation recommandées suivantes :

- Flacon non ouvert conservé a la température indiquée sur 'emballage.

- Flacon ouvert : refermé aprés usage ou positionné sur analyseur fermé prévu a cet effet, non contaminé par la manipulation et
conservé a la température indiquée sur I'emballage.

Les réactifs sont transportés a 2-8°C.

Note :

- Ne pas congeler les réactifs.

- Les réactifs a base de nanoparticules peuvent sédimenter au cours du temps. Il peut étre nécessaire de les homogénéiser
délicatement par retournement successifs.

Autres matériels nécessaires
Equipement habituel de laboratoire dont un systéeme analytique équipé d’un détecteur photométrique.

Calibration

Etalonnage
La courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant le kit d'étalonnage indiqué dans la section « Références de commande ».

Tracabilité
La méthode a été normalisée en utilisant comme méthode de référence le CALPROLAB ™ Calprotectin ELISA (ALP) comme
décrit dans la fiche technique des calibrateurs associée (voir la section « Références de commande »).
Calibrez la méthode lorsque le numéro de lot de réactif change ou en cas de changement de performance (contactez le fabricant
si les changements persistent) ou si le contrdle qualité I'exige.

Quality control

La fréquence des contrdles et les limites de confiance doivent étre adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent
se situer dans les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les résultats se situent
en dehors des limites définies. Se conformer a la Iégislation dans le pays et aux directives locales en vigueur relatives au contrdle
de qualité.

La courbe de calibration et sa stabilité doivent étre validées en utilisant les matériaux de contrdles indiqués dans la section
références de commande.
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Valeurs de référence

Valeurs de référence

Valeurs normales 5 - 50 mg/kg
Valeurs positives > 50 mg/kg
Valeur médiane chez les patients atteints de cancers 350 mg/kg
colorectaux symptomatiques
Maladie inflammatoire intestinale active et symptomatique 200 — 40.000 mg/kg

Unités internationales : mg/kg
Unités conventionnelles : pg/g

Ces informations proviennent des données de «“Raseth AG et al.: Assessment of the neutrophil dominating protein calprotectin
in faeces. Scand J Gastroenterol 1992; 27: 793-798.” et “Johne B et al.: A new fecal calprotectin test for colorectal neoplasia,
Scand J Gastroenterol 2001; 36: 291-296“».

Chaque laboratoire doit vérifier la validité de ses valeurs et si nécessaire établir ses propres valeurs de référence, en fonction de
la population examinée.

Performances analytiques

Les données de performances analytiques ci-dessous sont données a titre indicatif. Les résultats obtenus en laboratoire peuvent
différer de ceux-ci.

Linéarité
La linéarité basse a été évaluée selon le protocole EP06-A du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), avec dilution

d'un extrait fécal élevé dans un tampon de dilution d'échantillon. Il a été démontré que la méthode était linéaire a partir de 32,4
mg / kg, avec un critére d'acceptation de 20% de non-linéarité admissible.

La linéarité haute a été évaluée selon le protocole EP06-A du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), avec dilution
d'un extrait fécal élevé dans un tampon de dilution d'échantillon. 1l a été démontré que la méthode était linéaire jusqu'a 802,0 mg
/ kg, avec un critére d'acceptation de 20% de non-linéarité admissible.

Les linéarités ont également été évaluées avec une dilution d'un extrait fécal élevé dans un extrait fécal faiblement concentré.
Dans ce cas, la méthode a été déterminée comme étant linéaire de 31,4 mg / kg a 712,1 mg / kg, avec un critere d'acceptation
de 20% de non-linéarité admissible.

Plage de mesure

32.4 mg/kg — 802.0 mg/kg.
La plage de mesure est limitée par les limites de linéarité basse et haute. Les échantillons ayant une concentration supérieure a
la limite supérieure doivent étre dilués.

Limites inférieures de mesure

Limite de Blanc = 9.7 mg/kg

Limite de Détection = 16.9 mg/kg

Limite de Quantification = 21.4 mg/kg

La limite de blanc a été déterminée conformément aux exigences du CLSI EP17-A2, sur la base de 60 déterminations
d'échantillons de blanc. La limite du blanc est le 95 percentile de la distribution standard normale des mesures des échantillons
de blanc.

La limite de détection a été déterminée conformément aux exigences du CLSI EP17-A2 et avec une proportion de faux positifs
(a) inférieure & 5% et de faux négatifs (B) inférieure & 5%, sur la base de 120 déterminations avec 60 blancs et 60 réplicas de
niveau bas.

La limite de quantification a été déterminée conformément aux exigences du CLSI EP17-A2 pour la détermination de la sensibilité
fonctionnelle, sur la base de 80 déterminations de 7 niveaux bas pendant 20 jours et avec un objectif de% CV de 20%.
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Interférences (Spécificité analytique)
Pas d’interférence pour :
- Prednisolon (0.05 mg/100mg)
- Imurel (0.25mg/100mg)
- Salazopyrin (1.95mg/100mg)
- Trimetoprim (0.3mg/100mg)
- Ciprofloxacin (1.17mg/100mg)
- Pentasa (3.1mg/100mg)
- Asacol (1.8mg/100mg)
- Ibux (2.5mg/100mg)
- Multivitamine (0.5mg/100mg)
- Hémoglobine sanguine humaine (3mg/100mg)

- Cultures de bactéries a la concentration de 108100mg (Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Salmonella enterica, Yeirsina enterolitica)

Toutes les études d'interférence ont été effectuées sur 4 niveaux de calprotectine (~50mg/kg; ~90mg/kg; ~275mg/kg;
~1100mg/kQ).

Précision
La précision a été évaluée avec 3 contrbles de qualité et 4 échantillons d'extraits fécaux selon le protocole CLSI EP05-A3. La
précision intra-série a été déterminée en utilisant 2 analyses par jour avec 2 répétitions par série. La précision intra-laboratoire a
été déterminée en utilisant un seul lot de réactif et au moins 4 étalonnages. Ces résultats sont des guidelines. Des variables (par
exemple, la maintenance de l'instrument, I'environnement, la manipulation des échantillons) peuvent affecter la reproductibilité
des résultats des tests.

Nombre de jours Nombre de Concentration Répétabilité % CV Reproductibilité %
mesures moyenne CcVv
Controle 1 22 88 95.8 mg/kg 4.8 % 8.2%
Contrdle 2 22 88 475.8 mg/kg 35% 7.3%
Contréle 3 22 88 1320.3 mg/kg 6.4 % 7.3%
Echantillon 1 22 88 66.9 mg/kg 3.1% 11.5%
Echantillon 2 22 88 221.4 mg/kg 24 % 9.9%
Echantillon 3 22 88 553.6 mg/kg 3.0% 6.5 %
Echantillon 4 22 88 1003.5 mg/kg 25% 4.1 %

Limites de la méthode

Les résultats de ce test doivent toujours étre interprétés en rapport avec les antécédents médicaux du patient, les signes cliniques
et autres constatations.

Prozone

En limitant la linéarité a la valeur de la limite haute de la plage de mesure, aucun effet d’excés d’antigéne n’a été observé pour
des échantillons avec une concentration allant jusqu’a 10.000 mg/kg.

Effet de matrice

Les résultats n'ont montré aucun effet de matrice. Les échantillons de contréles interlaboratoires et de contrbles peuvent donner
des résultats différents de ceux obtenus avec d’autres méthodes de dosage car il 'y a pas de méthode internationale
standardisée. Chaque fabricant utilisera une méthode interne pour l'attribution des calibrateurs. Dans ce cas de figure, une
analyse des résultats en fonction des valeurs cibles spécifiques de la méthode employée pourrait étre nécessaire. En cas de
doute, contacter le fabriquant.
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Procédure d’utilisation

Si l'application correspondant aux code-barres n'est pas installée sur votre analyseur, veuillez contacter Calpro AS. En effet, les
applications validées CE sont disponibles auprés de Calpro AS.
Pour une description détaillée de la maniére de réaliser un test, veuillez-vous reporter au mode d'emploi de votre systéme.

Procédure de remplissage des cassettes cobas ¢ pack :

Réactifs préts a I'emploi

1. Présentez la cassette cobas c pack vers vous comme indiqué ci-dessus.

2. La position A de la cassette cobas c pack est maintenant au centre, la position B sur le c6té gauche et la position C sur le coté
droit.

3. Dévissez le bouchon a vis du flacon en position A au centre du cobas c pack a l'aide de I'outil « Ouvrir / Fermer ».

4. Versez tout le contenu du flacon R1 dans le flacon ouvert du cobas ¢ pack (position A).

5. Fermez bien le flacon a l'aide de I'outil « Ouvrir / Fermer »

6. Dévissez le bouchon a vis du flacon en position C sur le c6té droit de la cassette cobas c pack a I'aide de I'outil « Ouvrir /
Fermer ».

7. Versez tout le contenu du flacon R2 dans le flacon ouvert du cobas ¢ pack (position C).

8. Fermez bien le flacon a I'aide de I'outil Ouvrir / Fermer.

9. Laissez la position B vide.

La cassette cobas ¢ pack pour le dosage de la calprotectine est maintenant préte a I'emploi.

Manipulation du diluant

Prét a I'emploi
Remplissage du pack cobas c :

1. Tournez le cobas ¢ pack vers vous comme indiqué ci-dessus.
2. La position A du cobas c pack est maintenant au centre, la position B sur le c6té gauche, la position C sur le c6té droit du cobas
¢ pack.
3. Programmez le diluant dans le logiciel cobas selon les instructions du manuel d'utilisation.
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4. Remplissez la cassette avec le tampon de dilution de I'échantillon selon les volumes et positions définis au point 3.
5. Fermez hermétiguement le flacon a I'aide de I'outil Open/Close.

Le pack de diluant cobas c est maintenant prét a étre utilisé.

NOTE : Les solutions doivent étre a la température de stockage du compartiment de réactifs de I'analyseur avant d'effectuer les
dosages.

NOTE : Ne réutilisez jamais des accessoires congus pour un usage unigue, car cela pourrait entrainer une contamination des
réactifs et affecter les résultats des tests. Si les flacons cobas ¢ pack ne sont pas remplis correctement, cela peut entrainer un
pipetage incorrect du réactif et des résultats erronés.
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(1] , , I 5LE .
Consulter les instructions d'utilisation 5 niveaux
Réactif 6 niveaux
X
Trousse Contrdle
Cont Ce produit répond aux exigences de la
ontenu c € Directive Européenne 98/79 CE concernant
les dispositifs médicaux de diagnostic in
vitro
A Anticorps ou Antisérum
| Suivi des modifications des versions
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