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Opinnaytetyossa vertailtiin kolmea ulosteen kalprotektiinia osoittavaa vieritestia: Buhl-
mann Quantum Blue-, Orion Certest- seka PreventlD CalDetect- vieritestejd Helsingin
ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratorion (HUSLAB) polyklonaaliseen ELISA-
referenssimenetelmaan. Tutkimuksessa analysoitiin 35 ulostendytettd. Ennen varsinaista
kaytannontyon aloitusta vertailtiin Buhlmann Quantum Blue-testin kahta suspensioput-
kea, niiden kaytettavyytta ja analyyttista laatua. Tutkimuksessa vertailtiin eri vierites-
teilld saatujen tulosten lisdksi testien kayttdominaisuuksia, tulosten tulkintaa ja lapi-
menoaikaa.

Ulosteen kalprotektiinia kaytetddn merkkiaineena tulehduksellisten suolistosairauksien
aktiivisuuden osoitukseen ja sitd voidaan kayttad myos apuna IBD:n ja artyneen suolen
oireyhtyman erotusdiagnostiikassa. Kalprotektiinin osoittamiseen tarvitaan nopea ja
luotettava vieritesti.

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa tietoa, jonka perusteella tullaan ottamaan Keski-
Suomen keskussairaalan kayttoon ulosteen kalprotektiinia osoittava vieritesti. Toimek-
sianto opinnaytetydlle tuli Keski-Suomen sairaanhoitopiirin laboratorioliikelaitos KES-
LABIlta. Kayttoon valittu vieritesti tullaan tekem&&n joko laboratorio-olosuhteissa tai
polikliinisesti hoitoyksikossa.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, ettd kaikki vieritestit ovat mahdollisia ottaa
Keski-Suomen sairaanhoitopiirin kayttoon. Buhlmann Quantum Blue- testi soveltuu
tehtdvaksi laboratorio—olosuhteissa sen monivaiheisuuden ja tarkkojen pipetointimadri-
en vuoksi. Orionin Certest ja PreventlD CalDetect soveltuvat tehtavaksi hoitoyksikon
toimesta, niiden nopeuden ja helppokayttdisyyden vuoksi.

Asiasanat: kalprotektiini, uloste, tulehdukselliset suolistosairaudet, IBD, Vieritesti
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The purpose of this Bachelor’s thesis was to compare point-of-care-tests which indicate
calprotectin in human faeces. There were three tests for the determination of faecal cal-
protectin: the Biihlmann Quantum Blue, Orion Certest and PreventlD CalDetect. The
results were compared to a reference method which was the polyclonal ELISA-method
and made in the laboratory of Helsinki University Central Hospital (HUSLAB). The
testing was made with 35 patient samples.

Before starting the actual study we compared two suspension pipes of the BihImann
Quantum Blue-test, their usability and analytical quality. The actual research task was to
compare different kinds of point-of-care tests to detect calprotectin in faeces, the results,
their usability and lead time.

Calprotectin is a faecal marker of inflammatory bowel diseases (IBD) and it is ideal for
monitoring disease activity. Moreover, it can be used in the differentiation between or-
ganic intestinal diseases and functional diseases (IBS). A point-of-care test for the de-
termination of faecal calprotectin has to be quick and reliable.

The aim of the thesis was to produce information that can be used in the selection of a
test for the determination of faecal calprotectin in The Central Finland Central Hospital
in Jyvaskyla. This thesis was assigned by Central Finland Health Care laboratory
KESLAB. The chosen point-of-care test will be used in the laboratory or in the health
care district.

Based on the finding of the thesis it can be stated that all the tests are possible to use in
The Central Finland Central Hospital in Jyvéaskyla. The Bihlmann Quantum Blue- test
is best suited for laboratory conditions because of its multiple phases and accurate pi-
pette quantities. The Orion Certest and PreventlD Caldetect can be done in the health
care district because they are quick and simple to perform.

Key words: calprotectin, faecal, inflammatory bowel disease, IBD, Point of care test,
POC
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1 JOHDANTO

Tulehdukselliset suolistosairaudet (IBD, inflammatory bowel disease) ovat lisdéntyneet
merkittavasti ja potilasméaarat viisinkertaistuneet viimeisen 25 vuoden aikana. Uusia
tautidiagnooseja tehdaan yli 2000 vuodessa ja méara lisdantyy vuosittain 6-8 %. (Fark-
kild 2013.) Tulehduksellisten suolistotautien (jatkossa IBD) diagnostiikassa kaytetaan
usein kalprotektiinin maaritystd potilaan ulostendytteestd. Kalprotektiini on erityisesti
neutrofiilisten valkosolujen erittdma proteiini, jota erittyy ulosteeseen suolenlimakalvon
tulehdustiloissa erityisesti Crohnin taudissa ja ulseroivassa (haavaisessa) koliitissa.
IBD:ssé kalprotektiinipitoisuus nousee ulosteessa huomattavasti. (Sipponen & Kolho
2011, 2631.)

Ulosteen kalprotektiinia voidaan mitata nopeasti potilaan ulosteesta erilaisilla vierites-
teilld (Vestergaard, Nielsen, Dahlerup & Hornung 2008, 1). Vieritestill4 saadaan yleis-
kuva tulehduksellisten suolistosairauksien aktiivisuudesta nopeasti ja siitd on apua
IBD:n ja artyneen suolen oireyhtymén erotusdiagnostiikassa (IBS, irrital bowel disease).
Epdiltdessa IBD:tg, seulontatutkimuksella pystytddn vahentdmadn kajoavia (invasiivi-
sia) tahystystutkimuksia. Endoskooppisilla eli tahystystutkimuksilla on monia haittavai-
kutuksia ja ne eivét sovi toistuvaan seurantaan, kun taas ulosteen kalprotektiinitutkimus
on non-invasiivinen ja halpa menetelm& IBD:n ja IBS:n erotusdiagnostiikkassa. (Min-
demark 2010, 38-40). lhanteellisen vieritestin tulisi olla helposti suoritettava, toistetta-
va, kohtuuhintainen seka herkkéa ja tarkka suolistotulenduksen osoittaja (Sipponen &
Kolho 2011, 2631).

Opinnaytetyossa vertaillaan kolmea ulosteen kalprotektiinipitoisuutta osoittavaa vieri-
testia  referenssimenetelmanda  toimivaan  entsyymi-immunologiseen  ELISA-
menetelmaén, joka tehddan Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratoriossa
(HUSLAB). Vieritestit ovat Orionin Certest, PreventlD CalDetect seka Bihlmann
Quantum Blue ja naytteet ovat potilasndytteitd. Opinndytetyon tavoitteena on tuottaa
tietoa, jonka perusteella tullaan ottamaan Keski-Suomen keskussairaalan kayttoon ulos-
teen Kkalprotektiinia osoittava vieritesti. Toimeksianto opinnédytetyolle tuli Keski-

Suomen sairaanhoitopiirin laboratorioliikelaitos KESLABIlta.



2 TULEHDUKSELLISET SUOLISTOSAIRAUDET

Tulehduksellisilla suolistosairauksilla tarkoitetaan ulseroivaa eli haavaista koliittia, jota
sairastaa kaksi kolmasosaa seka Crohnin tautia, jota sairastaa yksi kolmasosaa sairastu-
neista potilaista. Naiden sairauksien syita ei tarkasti tunneta ja aiheuttajia voi olla use-
ampiakin. Onkin esitetty, ettd sairaudet liittyvat hyvéaan elintasoon ja kaupunkiasumi-
seen, eika altistavia tekijoitd sairastumiselle tiedetd (Niemel& 2007, 466-467 ). Kysees-
sd lienee kuitenkin sisdsyntyinen tulehdusreaktio suolen limakalvon rakenteissa (Pu-
hakka 2012, 217).

Tulehdukselliset suolistosairaudet yleistyvét koko ajan ja ne ovat osoittautuneet teollis-
tuneiden maiden sairauksiksi (Puhakka 2012, 217). Kansanelékelaitoksen erityiskorvat-
tavien ladketilastojen perusteella tulehduksellisten suolistosairauksien ilmaantuvuus
Suomessa on noin 200/100 000 asukasta vuodessa ja ne ovat yleistyva ilmié (Niemela
2007, 467). Professori Farkkila toteaa suolistotulehdusten olevan jo lahes kansantauti,
koska niiden esiintyvyys lisdantyy voimakkaasti, jopa 8 % vuodessa. Potilasmaarat ovat
viisinkertaistuneet viimeisen 25 vuoden aikana ja uusia tautidiagnooseja tehdaan yli

2000 vuodessa. Diagnoosin saaneita on Suomessa noin 37 000. (Farkkila 2013.)

Oireet sek& taudinkuva voivat vaihdella suuresti eri potilaiden valilla ja taudinkuvassa
voi olla myos piirteitd sekd Crohnin taudista ettd ulseroivasta koliitista. Noin 10-20
%:ssa tapauksista ei voi tehda diagnostista eroa ulseroivan koliitin ja Crohnin taudin
valilla. (Niemeld 2007, 467.) Tulehduksellinen suolistosairaus (IBD) diagnosoidaan
yleensd endoskooppisella kolonoskopiatutkimuksella ja IBD:n hoitona kaytetdan ensisi-
jaisesti ladkehoitoa, tarvittaessa myos kirurgiasta hoitoa. Seurannassa endoskooppisia
tutkimuksia tehdaan, mikali 16ydoksella katsotaan olevan merkitysta potilaan hoidon
kannalta. Kliinisen aktiivisuuden seurantaan on kaytetty hemoglobiini-, lasko- ja C-
reaktiivisen proteiinin (CRP) -méaérityksia seké& seerumin albumiinin mittausta. (Nieme-
I& 2007, 501.) Uusi markkeri IBD:n erotusdiagnostiikassa ja seurannassa on ulosteen
kalprotektiinipitoisuus, jonka on todettu olevan spesifimpi markkeri osoittamaan suolis-
totulehdusta (Manz, Burri, Rothen, Tchanguizi, Niederberger, Rossi, Beglinger & Leh-
mann 2012, 4).



2.1 Ulseroiva eli haavainen koliitti

Ulseroiva koliitti (Colitis ulcerosa) eli haavainen paksusuolen tulehdus on krooninen
suolistosairaus, joka esiintyy paksusuolen alueella. Haavaista paksusuolentulehdusta
sairastaa 4-5 henkil6a tuhannesta ja se on nuorten aikuisten sairaus, joka alkaa usein
20-35-vuotiaana. (Mustajoki 2012.) Tyypillisia oireita Colitis ulserosalle on ripuli, jo-
hon saattaa liittyd myos veriset ja limaiset ulosteet, seké ajoittain esiintyvét vatsakivut.
Tautiin voi kuulua myds muita yleisoireita kuten ruokahaluttomuutta, anemisoitumista,

yleiskunnon laskemista sekd laihtumista. (Niemeléd 2007, 469.)

Oireiden kesto, oirekuva seké vaiheet saattavat vaihdella suuresti eri potilaiden valilla.
Taudinkulkuun kuuluvat toistuvat relapsit (taudin uusiutumisvaihe), jotka voivat tulla
muutamien viikkojen, kuukausien tai jopa vuosien vélein ja ladkehoidolla saavutetut tai
spontaanit remissiot. Noin 10-20 %:lla sairaus jatkuu aktiivisena ilman selvia remissioi-

ta jopa vuosien ajan. (Niemel& 2007, 469.)

Haavainen Kkoliitti diagnosoidaan paksusuolen tahystystutkimuksella ja diagnoosi var-
mistetaan aina histologisen ndytteen mikroskooppisella tutkimuksella (Mustajoki 2012).
Anamneesi eli esitiedot ovat myos tarkeéd osa diagnoosia. Tavanomaiset laboratorioko-
keet ovat lievissd ja keskivaikeissakin tapauksissa yleensa normaaleja, mutta pitkaan
jatkunut verenvuoto voi aiheuttaa anemiaa. (Niemeld 2007, 471.) Diagnoosin jalkeen
aloitetaan mahdollinen ladkehoito uusiutumisen estdmiseen, jonka tehoa seurataan labo-

ratoriokokein ja uusintatahystyksilla (Mustajoki 2012).

Tauti rajoittuu paksunsuolen eri osiin ja jaetaan esiintyvyyden perusteella kolmeen tau-
timuotoon: perdsuoleen rajoittuvaan krooniseen tulendukseen (proktiitti), paksusuolen
loppupadn tauti (distaalinen koliitti), tai tulehdus voi esiintyd koko paksunsuolen alueel-
la (laaja-alainen koliitti). Tauti voidaan luokitella myds oireiden voimakkuuden perus-
teella (Puhakka 2012, 217). Taudin aaltoilevuudesta ja monimuotoisuudesta johtuen se
on vaikea luokitella, mutta k&ytdnnossa yleisoireiden ja jatkuvien vatsakipujen ilmaan-

tuminen on merkki vaikeasta koliitista (Niemeld 2007, 470).



2.2 Crohnin tauti

Crohnin tauti on krooninen tulehduksellinen suolistosairaus, joka voi aiheuttaa tuleh-
dusmuutoksia kaikkialle ruuansulatuskanavaan suusta perdaukkoon, mutta tyypillisin
paikka on ohutsuolen loppuosa. Crohnin tautiin sairastuu Suomessa vuosittain noin 400
henkilda ja noin 70 %:lla on taudissaan aaltoilua aktiivisen vaiheen ja remission vélill,
potilaat voivat olla pitkaankin oireettomia ja valilla voi olla runsaasti oireita antavia
jaksoja. (Puhakka 2012, 218-219; Jussila, Tarnanen & Vuorio, 2011.)

Crohnin taudin oireisiin kuuluvat kuume, laihtuminen, vatsakivut, veriulosteet sek&
anaalikanavan vaivat. Yleisoireista vasymys ja kuumeilu nousevat tyypillisesti esille
pitk&é&n jatkuneiden oireiden vuoksi. Vaikeassa taudissa myos fistelit eripuolilla suolta
seké suolesta ympérdoiviin elimiin ovat tyypillisid. Crohnin taudin taudinkuva on hyvin
salakavala ja vaihteleva, koska tauti voi esiintyd missé tahansa ruuansulatuskanavaa.
Crohnin tautia voidaan luokitella tautikuvanperusteella strikturoivaksi, fistuloivaksi tai
tulehdukselliseksi taudiksi. (Niemeld 2007, 487488, 490-494.)

Epadiltdessa Crohnin tautia tavallisin tutkimus on paksusuolen t&hystys, jonka yhteydes-
sé tutkitaan myds ohutsuolen loppuosa seka otetaan ndytepaloja mikroskooppista tutki-
musta varten. Ohutsuoli voidaan tutkia tietokonetomografialla, magneettikuvauksella tai
kapselikuvauksella. (Jussila ym. 2011.) Yleens& oikeaan diagnoosiin paastaan kliinisen
kuvan sek& histologisen kudosnéytteen mikroskooppitutkimuksella ja sulkemalla pois
infektion aiheuttama enterokoliitti (Niemeld 2007, 489). Taudin aktiivisessa vaiheessa
seuranta on tarpeen muutaman kuukauden valein, mutta tahystystutkimusten tarve har-
kitaan tapauskohtaisesti (Jussila ym. 2011). Tauti aiheuttaa syvén tulehduksen ja aktii-
vista tautia sairastavilla veren tulendusparametrit, kuten C-reaktiivinen proteiiini (CRP)
ja lasko usein kohoavat. Usein myds verenkuva on aneeminen, joka voi johtua raudan,

folaatin tai B,-vitamiinin puutteesta. (Niemela 2007, 489.)
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3 KALPROTEKTIINI SUOLISTOTULEHDUKSEN INDIKAATTORINA

Kalprotektiini on valkuaisaine, jota vapautuu ulosteeseen IBD:ssa erityisesti veren neut-
rofiilisista valkosoluista, mutta myds monosyyteista ja aktivoituneista makrofageista.
Suolen limakalvon tulehtuessa kalprotektiinia alkaa erittyd ja tdmén pitoisuus voidaan
mitata ulosteesta. Kalprotektiini on kalsiumia ja sinkkié sitova proteiinikompleksi, joka
koostuu yhdestd kevytketjusta ja kahdesta raskaspolypeptidiketjusta. (Sipponen 2009.)
Pitoisuustaso heijastaa epasuorasti suolen limakalvon tulehduksen laajuutta ja vaikeus-
astetta, mutta tulehduksen mahdollisesta aiheuttajasta se ei kerro mitddn vaan taso voi
nousta seka &killisessé suolistotulehduksessa ettd pitkdaikaisessa sairaudessa (Kolho
2012, 43).

Kalprotektiinin pitoisuuden méaritysta ulosteesta voidaan hyddyntda tulehduksellisten
suolistosairauksien diagnostiikassa, aktiivisuuden arvioinnissa, hoidon seurannassa ja
pahenemisvaiheen ennustamisessa sekd suolistotulenduksen poissulkemiseksi (kuvio 1)
(Manz ym. 2012, 2).

Ulosteen kalprotektiinimééritys on viimevuosina osottautunut erittain tarkeaksi tutki-
mukseksi vatsavaivojen syitd selviteltdessa ja erityisesti IBD:n ja IBS:n erotusdiagnos-
tilkassa. (Kolho 2012, 43.) Ei- tulehdukselliset vatsavaivat ovat hyvin yleisia ja arty-
neen suolen oireyhtymd on ndistd tavallisin. Se on toiminnallinen vatsavaiva, jolloin
mitéan fysiologista tai anatomista poikkeavuutta ei voida todeta. Arvioidaan, ettd jopa

10 % suomalaisista karsii joskus ndista oireista. (Puhakka 2012, 221.)
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KUVIO 1. Tulehduksellisen suolistosairauden tutkimusprosessi (muokattu Mindemark
2010, 38)

Kroonista tulehduksellista suolistosairautta potevat joutuvat kdymaan toistuvasti pak-
susuolen tahystyksissd suolen tulehduksen aktiivisuuden arvioimiseksi. Luotettavia
merkkiaineita tah&n tulehduksen tarkkailuun, taudin pahenemisvaiheen varhaiseen ha-
vaitsemiseen seké ladkevasteen arvioimiseen on kaivattu pitkadn. Tavalliset tulehdus-
mittarit kuten lasko ja CRP eli C-reaktiivinen proteiini korreloivat verraten huonosti
tulehdukseen suolen limakalvolla, eika niiden avulla voida ennustaa taudinkulkua riitta-
van hyvin. (Sipponen & Kolho 2011, 2631.) Tutkimuksilla on voitu osoittaa, etta ulos-
teen kalprotektiinipitoisuutta voidaan kayttaa taudinkulun seurannassa terveydenhuoltoa

kuormittavien thystystutkimusten sijasta (Farkkila 2013).
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Ihanteellisen suolistotulehduksen merkkiainetutkimuksen tulisi olla helposti suoritetta-
va, toistettava, kohtuuhintainen sekd herkké ja tarkka suolistotulehduksen osoittaja.
Kéytossd olevista laboratoriotutkimuksista ulosteesta mitattava kalprotektiini tayttaa
nama vaatimukset parhaiten. Kalprotektiinia erittyy my0ds plasmaan, nivelnesteeseen,
sylkeen, likvoriin sekd virtsaan, mutta ulosteessa sen pitoisuus on suurin. Normaalissa
tilassa ulosteen kalprotektiinipitoisuus on kuusinkertainen verrattuna plasman pitoisuu-
teen. (Sipponen & Kolho 2011, 2631.) Kalprotektiini on ulosteessa hyvin stabiili ja taso
pysyy oleellisesti muuttumattomana useiden péivien ajan, vaikka ndyte séilytettaisiin
huoneenldammaossé (Kolho 2012, 43).

Epailtdaessa tulehduksellista suolistosairautta voidaan potilaan ulosteesta seulomalla
kalprotektiinipitoisuutta véhentad invasiivisia tahystystutkimuksi, jolla saadaan aikaan
merkittdvid kustannussaast6ja verrattuna suoraan kolonoskopiatutkimukseen (pak-
susuolentéhystys) (Mindemark 2010, 40). Myds potilaat ovat ottaneet maarityksen posi-
tiivisesti vastaan ja nuoretkin potilaat ovat usein motivoituneita antamaan néytteen tut-
kittavaksi (Kolho 2012, 43). Maéritys voidaan tehd& kertandytteesté ulostetta, eika ulos-
teen koostumus vaikuta merkittavasti tulokseen. Tutkittavan ei tarvitse noudattaa eri-
tyista ruokavaliota, mutta tulenduskipulédékkeiden kayttoa tulisi valttaa 1-2 viikkoa en-
nen ndytteenantoa. (Sipponen & Kolho 2011, 2632.)

Suurentuneen ulosteen kalprotektiinipitoisuuden perusteella potilaat voidaan ohjata pe-
rusterveydenhuollosta jatkotutkimuksiin, jossa tulehduksellinen suolistosairaus voidaan
diagnosoida kolonoskopian avulla. Infektion mahdollisuus tulee sulkea pois ennen ta-
hystystoimenpidetta. (Farkkild 2013.)

Ulosteen kalprotektiinitaso kuvastaa hyvin paksusuolen limakalvon tulehdusta, mutta
peréasuolen tilaa silla ei voida selvitella. Mikali tulehduksellisen suolistosairauden epéily
on vahva, potilas tarvitsee jatkoselvittelyna tahystystutkimuksen, eiké& kalprotektiinitut-
kimukselle ole nain ollen aihetta. Jos kalprotektiinitaso on jatkuvasti koholla, mutta
paksusuolen tahystyksessé ei tavata mitdaan epdnormaalia, on jatkoselvittelyt ohutsuolen
osalta tarpeen. (Kolho 2012, 43.)
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Kalprotektiinimaaritysté voidaan kayttdd myos hoitovasteen seurannassa. Jos kalprotek-
tiinipitoisuus pysyy muuttumattomana korkealla tasolla tai nousee, ei hoito toimi odote-
tusti. Olemassa ei kuitenkaan ole tutkimuksellista nayttéa siitd, mika olisi hoitovasteen
arvioinnissa se kalprotektiinitaso, joka on ns. riittdvan hoitovasteen mittari tai toisaalta
tasoa, jonka perusteella harkittaisiin hoidon tehostamista. Jos ulosteen kalprotektiinipi-
toisuus on toistuvasti hyvin korkealla tasolla vaikka potilaan vointi on hyvé, on kalpro-

tektiiniloydos aihe tarkemmalle endoskooppiselle selvittelylle. (Manz ym. 2012, 3-4, 6.)

Normaalin ulosteen kalprotektiinipitoisuuden on ehdotettu olevan alle 50 pg/g, mutta
IBD:n erotusdiagnostiikassa ja seurannassa on normaalin pitoisuuden raja-arvoksi va-
kiintunut 100 pg/g. (Sipponen & Kolho 2011, 2632.) Lapsipotilailla timan on arvioitu
olevan sopiva raja kohonneille arvoille nykyisilla menetelmilla, mutta aikuispotilaiden
kohdalla on mietitty tulisiko viitearvon olla korkeampi, jopa 200 pg/g. (Kolho 2012,
43.) Suoliston tulehduksellisessa tilassa kalprotektiinipitoisuus voi olla jopa kymmenia
tuhansia (Sipponen 2009, 34). Aivan pienilla lapsilla taso on viitearvoja korkeampi ja
alle 1,5- vuotiailla mééritysta tulee k&yttaa vain tarkoin harkiten. Kalprotektiinipitoisuus
ulosteessa voi kohota myos esimerkiksi tulehduskipulédékkeiden aiheuttamassa suolivau-
riossa, nuoruusajan suoliston polyyppien ilmaantumisessa tai aikuispotilailla karsi-
noomaan liittyen, eikda néin ollen numeerisen arvon perusteella voi tehda paatelmia

mahdollisesta taustasyysta. (Kolho 2012.)
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4 VERTAILTAVAT TESTIMENETELMAT

Opinnaytetyossa vertaillaan kolmea ulosteen kalprotektiinia mittaavaa vieritestia:
Buhlmannin Quantum Blue:a, Orionin Certest:d sekd PreventID CalDetect:& referens-
sindmenetelmana toimivaan Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin eli HUSLAB:n
laborotorio polyklonaaliseen ELISA-menetelméén. Vieritestit perustuvat immunokro-
matografiseen menetelmé&én. Ennen varsinaista opinnédytetyon aloittamista tehtiin
Buhlmannin Quantum Blue-testille kahden suspensioputken vélinen kaytettavyysvertai-

lu.

4.1 Vieritestaus

Arkikielen termid pikatesti voidaan pitaa vaistyvéana vieritestitermin synonyymina. Laa-
dunvalvontapalveluja tuottavan Labquality Oy:n asiantuntijasuosituksen mukaan (2009)
vieritutkimuksella tarkoitetaan yleensa sellaisia tutkimuksia, jotka suoritetaan padasias-
sa tavanomaisen laboratorioympariston ulkopuolella potilaan vieressa, lahell& tai odot-
taessa, hoitoyksikon toimesta ja vastuulla. Vieritesteissa tulee soveltaa samoja laatuvaa-
timuksia kuin perinteisissa laboratoriotutkimuksissa, kuten ndytteenotossa, naytteenké-
sittelyssd, mittauslaitteen huollossa ja kalibroinnissa seké tulosten sisdisessé ja ulkoises-
sa laadunarvioinnissa. Myo6s postanalyyttiset tekijat tulee huomioida. (Ulkoiset laa-
dunarviointi palvelut pika- ja vieritesteille, 2009.) Opinnéytetydssa kéaytetyissa vierites-
teissé laadunvarmistus toteutuu vieritestien siséiselld kontrollilla. Laadunvarmistus voi-
daan tehda myos laitevalmistajan ulkoisella omalla positiivisella kontrollilla. Orionin
Certest:11& sek& Buhlmannin Quantum Blue- vieritestilla oli omat laitevalmistajan posi-
tiiviset kontrolliliuokset, jotka testattiin kayttdohjeiden mukaisesti omilla testikaseteil-

laan.
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4.2 Entsyymi-immunomenetelma

Entsyymi-immunomenetelmissa (kuvio 2) (EIA, enzyme immunoassay) vasta-aineeseen
tai antigeeniin on liitetty entsyymileima. Kun vasta-aineen ja antigeenin tasapaino on
syntynyt ja ylimaardinen entsyymi poistettu reaktioseoksesta, lisdtdén siihen substraatti-
liuosta, jonka entsyymi hajottaa fotometrisesti mitattavaksi yhdisteeksi. Detektointireak-
tiota katalysoiva entsyymi voi olla sidottu vasta-aineeseen, jolloin puhutaan ELISA-
tekniikasta (entzyme-linked immunosorbent assay). (Niemeld & Pulkki 2010, 84.) ELI-
SA- menetelmd on heterogeeninen EIA-menetelmd, joka perustuu kaksoisvasta-aine
tekniikkaan (Halonen 2004, 94).

_ >ﬁ
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s_\mlmln.;’f—< kiintediZin faasiin sidottu vasta-aine, ® = miiritettiivii yhdiste (antigeeni),
entsyymi-leimattu kaksoisvasta-ainc, £ = substraatti, -4 = reaktiotuote

KUVIO 2. Kaksoisvasta-aineeseen perustuvan ELISA-menetelmén periaate (Muokattu
Halonen 2004, 95.)

HUSLAB kayttdd ELISA-menetelméssdén polyklonaalisia immunoglobuliineja, jotka
kykenevét sitomaan erilaisia luonnossa esiintyvia ja synteettisid yhdisteitd. Polyklonaa-
linen immunoglobuliini saadaan, kun vasta-aineita tuottava eldin immunisoidaan maari-
tettdvalla yhdisteelld ja se alkaa tuottaa useita erilaisia spesifisia vasta-aineita. Nain syn-
tyy vasta-aineseos eli polyklonaalinen vasta-aine, jossa antigeenin sitoutumispaikka

poikkeaa toisistaan. (Halonen 2004, 90.)
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4.3 Immunokromatografinen menetelma

Immunokromatografinen menetelmé perustuu samanaikaisesti vapaan ja sitoutuneen
yhdisteen erottamiseen nitroselluloosa- tai lasikuitukalvolla. Kalvossa on tyyny, johon
on upotettuna varillisilla lateksi- tai kultapartikkeleilla leimattua vasta-ainetta tai anti-
geenid. Ndyte imeytetdan kasetin tyynyyn, josta ndytteen mitattava antigeeni tai vasta-
aine sitoutuu konjugaattiin, muodostaen immunokompleksin, joka kulkeutuu detektio-
alueelle. Detektioalueella immobilisoitunut eli kiinnitetty vasta-aine tai antigeeni py-
sayttdd immunokompleksin kulun muodostaen positiivisen vérillisen viivan detektioalu-
eelle. (Halonen 2004, 100.)

4.4 Biuhlmann Quantum Blue-vieritesti

Buhlmann Quantum Blue-testimenetelma on tarkoitettu ulosteen kvantitatiiviseen kalp-
rotektiinin maarittdmiseen. Menetelmé& perustuu immunokromatografiseen kaksoisvas-
ta-ainetekniikkaan, jossa erillinen optinen lukija (kuva 1) mittaa testikasetilta testiviivan
intensiteetin perusteella ndytteen kalprotektiinipitoisuuden. Testin mé&aritysraja on 100

Kg/g, jonka ylittavan tuloksen lukijalaite antaa numeerisesti 1800 pg/g asti.

KUVA 1. Buhlmann Quantum Blue-testin optinen lukija (Kuva: Satu Tervo 2012)

Testi perustuu selektiiviseen immunologiseen kaksoisvasta-ainetekniikkaan, joka on
monoklonaalinen menetelmd. Testin membraani on paallystetty kalprotektiinille spesifi-
silla monoklonaalisilla sidotulla vasta-aineella. Toinen monoklonaalinen vasta-aine on
konjugoitunut kultakolloidi, joka esiintyy vapaana kolloidina ndytetyynylld. Reaktio
tapahtuu néaytetyynyllg, kun siihen lisataddn uutosliuosta, johon on vapautunut naytteesta
kalptotektiiniantigeenid. Antigeeni sitoutuu kultakolloidilla pé&allystettyyn vasta-

aineeseen.  Yhdisteen  kulkeutuessa ~membraanilla, sitoutuu antigeeni-vasta-



17

ainekompleksi péallystettyyn vasta-ainemembraaniin muodostaen ndyteviivan, loput
vapaana olevat konjugoituneet antigeenit sitoutuvat membraaniin sidottuun eldinperéi-
seen vasta-aineeseen muodostaen kontrolliviivan. Kontrolliviiva vahvistaa sen, etta testi
on toiminut ja suoritettu oikein. Testipakkauksessa tulee mukana tarvittavat reagenssit,
testikasetit ja kalibrointikortti. Laitetoimittaja toimitti vortex-sekoittajan, putkitelineet ja
uutosputket seka optisen lukijan. (Buhlmann Quantum blue 2011.) Lisaksi tarvittiin eri

tilavuuksisia automaattipipetteja ja ndiden kérkia. seké sekuntikello.

Ulostesuspensio valmistetaan muoviputkessa (kuva 2), jossa on valmiina metallinen
sekoitusvieteri. Putken korkissa on naytekuppi, johon annostellaan ulostetta niin, etta
korkin naytekupissa on piripintaan ndytettd. Tassa vaiheessa tulee huomioida, ettd nay-
tettd laitetaan oikealle puolelle korkkia. Naytekorkki napsautetaan putken alaosaan kiin-
ni ja putkeen pipetoidaan 3 ml uuttoliuosta (reagenssi 1). Suspensioputken ylapaa sulje-
taan toisella korkilla ja vortexoidaan eli sekoitetaan niin, etta uloste sekoittuu uuttoliu-
okseen. Sekoituksen jalkeen suspension annetaan seisoa 10 minuuttia. Seisottamisen
jalkeen tehd&an laimennos erilliseen puhtaaseen putkeen, johon pipetoidaan 1 ml lai-
mennosliuosta (reagenssi 2) sekd 20 ul tehtyd ulostesuspensiota. Valmista laimennosta
pipetoidaan testikasetin (kuva 2) néytekuoppaan 80 pl ja tulos voidaan mitata optisella
lukijalla 15 minuutin kuluttua. Kokonaisuudessa testin tekemiseen menee noin 30 mi-
nuuttia. Reagenssiliuokset ja testikasetit sailyvat 2-8 °C pakkaukseen merkittyyn saily-
tyspédivamadraén asti. Liuosten, testikasettien ja nédytteen tulee olla huoneenlampdisia,
kun testid aletaan suorittaa. (Biihlmann Quantum Blue 2009.)

"
"

KUVA 2. Bihlmann Quantum Blue testikasetit ja suspensioputki (Kuva: Satu Tervo
2012)
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4.5 Orion Certest-vieritesti

Orionin valmistama Certest- vieritesti on tarkoitettu ulosteen kalprotektiinin mééarityk-
seen. Certest on immunokromatografinen vieritesti, joka on ei-invasiivinen, mutta spesi-
finen menetelma ihmisperéisen kalprotektiinin seulontaan. Certest on yhdistelmakasetti-
testi, jolla saadaan tulos raja-arvoilla negatiivinen, positiivinen yli 50 pg/g ja positiivi-

nen yli 200 pg/g. Testi luetaan visuaalisesti. (Orion Diagnostica Oy 2011.)

Testikasetin membraanin testiviivat on esipaéllystetty vasta-aineella ja testityynyyn on
esikuivattu ihmisperaista kalprotektiinia seké vérillistd konjugaattia. Testin aikana tyy-
nylle imeytetty ndytesuspensio reagoi konjugaatin kanssa ja tdma seos siirtyy membraa-
nia pitkin kapillaarivirtauksen avulla ndytealueelle. Positiivinen tulos ndyttaytyy punai-
sena viivana, kun spesifinen vasta-aine membraanissa vangitsee vérillisen konjugaatin.
Néytteen jatkaessa matkaa immobilisoitunut vasta-aine Kiinnittyy kontrolliviivaan muo-
dostaen vihredn vérillisen viivan. Kontrolliviivan muodostuminen vahvistaa sen, etta

testi on toiminut ja suoritettu oikein. (Certest Biotec 2011.)

Testipakkauksessa tulee mukana Certest:n omat ulostesuspension valmistusputket (kuva
3), joissa on valmiina uuttoliuos. Putken naytteenottotikku Kierretddn putkesta irti ja
upotetaan ulosteeseen niin, ettd tikussa olevat hahlot tayttyvat ulostendytteestd. Nayte-
tikku kierretddn takaisin kiinni uuttoputkeen ja ravistellaan voimakkaasti, jotta uloste
sekoittuu nesteeseen. (Orion Diagnostica Oy 2011.)

KUVA 3. Orion Certest testikasetti seké suspensioputki (Kuva: Satu Tervo 2012)
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Orionin Certest:n kasettitestissd (kuva 3) on kaksi erillistd testi-ikkunaa néaytekaivoi-
neen. Kumpaankin ndytekaivoon pipetoidaan puristamalla suoraan ulostesuspensioput-
kesta 4 tippaa suspensiota (100 ul) ja tulos on luettavissa 10 minuutin kuluttua. Tulos on
negatiivinen sen ollessa alle 50 pg/g ja testiviivaa ei muodostu detektioalueelle. Testi-
kasetti antaa positiiviselle tulokset yli 50ug/g (alle 200 pg/g) tai yli 200 pg kalprotektii-
nia grammassa ulostetta. Avaamaton testikasettipussi seké ulostesuspensioputki séilyvét
2-30 °C:ssa pakkauksessa maaritettyyn sailyvyyspaivamaaraan asti. (Orion Diagnostica
Oy 2011))

4.6 PreventlD CalDetect-vieritesti

PreventlD CalDetect-testi on ulosteen kalprotektiinin maaritykseen tarkoitettu semi-
kvantitatiivinen vieritesti, joka perustuu immunokromatografiseen menetelmaan. Cal-
Detect-testin méaaritysrajat ovat negatiiviselle naytteelle O tai alle 15 pg/g, hieman ko-
honnut 15-60 pg/g seké selkedsti positiivinen tulos, kun pitoisuus on yli 60 pg/g. Testi
luetaan visuaalisesti. (Preventis GmbH 2009.)

Testikasetti pitdd sisalladn kolme testiviivaa ja yhden kontrolliviivan. Kalprotektiinin
mittaus perustuu kaksoisvasta-ainetekniikkaan, jossa kéaytetddn monoklonaalisia vasta-
aineita. Vasta-aineet on yhdessa kiinnitetty testikasetissa olevaan nitroselluloosakalvoon
kolmen testiviivan kohdalle, jotka ovat mééaratylla etaisyydell& toisistaan. Vastakkainen
vasta-aine on kolloidinen kultakonjugaatti, joka liukenee uutosliuokseen ja reagoi lasna
olevan kalprotektiinin kanssa. Yhdessa ne muodostavat kompleksin, joka liikkuu kapil-
laari-ilmion  avulla  nitroselluloosakalvolla.  Testialueella  kalprotektiini-anti-
kalporotektiini-konjugaatti reagoi anti-kalprotektiini-vasta-aineseokseen. Testialueelle
muodostuu nakyvat viivat, riippuen kalprotektiinin pitoisuudesta. Tasta syysta kalpro-
tektiinin pitoisuuden arvioiminen on semi-kvantitatiivinen tutkimus. Nitroselluloosakal-
voon on lisatty myos padllystettya spesifistd anti-immunoglobuliini vasta-ainetta, joka
nayttaytyy kontrollialueella testiviivana, osoittaen testin toimivuuden ja ettd testi on

suoritettu oikein. ( Preventis test principle 2013.)
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Testipakkauksessa tulee mukana CalDetect:n omat ulostesuspension valmistusputket
(kuva 4), joissa on valmiina uuttoliuos. Putken ndytteenottotikku Kierretdan putkesta irti
ja upotetaan ulosteeseen niin, ettéd tikussa olevat hahlot tayttyvét ulosteesta. Néaytetikku
kierretddn takaisin kiinni putkeen ja ravistellaan voimakkaasti, jotta uloste sekoittuu

nesteeseen. (Preventis GmbH 2009.)

Testi on yksinkertainen kasettitesti (kuva 4), jossa ulostesuspensiota puristetaan putkes-
ta 3 tippaa kasetin ndytekaivoon ja tulos on luettavissa 10 minuutin kuluttua. Tulos on
negatiivinen (alle 15 pg/g) ja positiivinen mikali tulos on 15-60 pg/g tai yli 60 pg kalp-
rotektiinia grammassa ulostetta. Testissa on myds siséinen kontrolli, joka osoittaa testin
toimivuuden. Avaamaton testikasettipussi seka ulostesuspensioputki sailyvét 4-30 °C:

ssa pakkauksessa madritettyyn séilyvyys paivamaaraan asti. (Preventis GmbH 2009.)

KUVA 4. PreventID CalDetect testikasetti sekd suspensioputki (Kuva: Satu Tervo
2012)
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5 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSONGELMAT

Opinndytetyon tarkoituksena on vertailla Bihlmann Quantum Blue-, Orion Certest-
sekd PreventlD CalDetect- vieritesteistd saatuja tuloksia ja tulosten yhtenevaisyytta
HUSLABINn polyklonaaliseen ELISA- referenssimenetelmaan. Ennen varsinaista kay-
tdnnontyon aloitusta vertailtiin BihImann Quantum Blue-testin kahta suspensioputkea,
niiden kaytettavyytta ja analyyttista laatua.

Tutkimuksen tavoitteena on tuottaa tietoa, jota voidaan hyddyntaa vieritestimenetelman
valinnassa. Tutkimuksessa vertaillaan eri menetelmilld saatuja tuloksia, kayttdominai-
suuksia, tulosten tulkintaa ja lapimenoaikaa. Vieritesteistd tullaan valitsemaan Keski-
Suomen sairaanhoitopiirin kdyttoéon ominaisuuksiltaan paras testi, jolla toivotaan saavan
nopeasti luotettavia tuloksia ulosteen kalprotektiinipitoisuuksista vaadittavalla maari-

tysalueella.

Tutkimuskysymykset:
Madritysmenetelmén arviointi:
- Kuinka testi soveltuu kayttotarkoitukseen?
- Millainen vieritestin mittausalueen luettavuus on?

- Onko vieritestien tulostaso yhtenevéinen referenssimenetelmaan?

Tekninen suoritus:
- Minkalainen vieritesti on suorittaa?
- Kuinka kauan vieritestin suorittaminen vie aikaa?
- Minkalainen on ndytteiden ja reagenssien esikasittely seka kuinka ne sailyte-

taan?
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6 TUTKIMUSMENETELMA JA AINEISTONKERUU

6.1 Tutkimusmenetelma

Vieritestien vertailussa kéytetddn kvantitatiivista tutkimusotetta. Kvantitatiivisessa tut-
kimuksessa asioita kuvataan numeeristen suureiden avulla ja tuloksia voidaan havain-
nollistaa taulukoilla ja kuvioilla. Usein tutkitaan myos eri asioiden vélisid riippuvai-
suuksia tai tutkittavassa ilmiossa tapahtuneita muutoksia. Otoskoon pitad olla riittdvan
suuri ja edustava, jotta sen perusteella voidaan tehda yleistyksia tutkittavasta ilmiosta.
(Heikkila 2008, 16.) Hirsjarven, Remeksen ja Sajavaaran (2009) maaritelmén mukaan
perussaantona on, ettd mité tarkemmin otoksen avulla saatujen tulosten halutaan vastaa-
van perusjoukon lukuja, sitd suurempi otos on oltava. Opinndytetydssémme aineiston

tulokset kuvattiin korrelaatiokuvaajien ja frekvenssitaulukoiden avulla.

6.2 Aineistonkeruu

Aineisto koostui potilailta saaduista ulostenéytteistd, jotka testattiin kolmella vieritestil-
I&: Orionin Certest:114, PreventID CalDetect:lla ja Buhlmann Quantum Blue:lla seka
lahetettiin  analysoitavaksi HUSLABIn laboratorioon, jossa on kaytossd ELISA-
menetelmd. Otos koostui 35 ulostendytteestd, jotka tulivat kalprotektiinipyynnolla (F-
Calpro) seka sairaalan sisalta ettd maakunnista Keski-Suomen sairaanhoitopiirin labora-
torioliikelaitoksen (KESLAB) laboratorioon. Ulostenaytteet jaettiin kahteen osaan, jois-
ta alkuperéisilla F-Calpro pyynnoll& oleva nayte lahetettiin HUSLABIn normaalin kay-

tdnnon mukaisesti ja toinen osa ulostendytteesta varattiin omiin vieritesteihin.

Néaytteiden lukuméaara maaraytyi kaytettavissa olevien testipakkausten mukaan, joita oli
kaytossa jokaisella testimenetelmalld 40 kappaletta. Tuloksia saatiin yhteensa 35 kusta-
kin testimenetelméstd. Muutama testi kaytettiin kontrolleihin seka harjoituskappaleina.

Néytteenantajat olivat saaneet ohjeistuksen ja vélineet ndytteenantoon tutkimuksen pyy-
tavasta yksikostd. KESLABIN potilasohjeen (2012) mukaisesti ulostetta otettiin kaari-
maljaan tai vastaavaan astiaan (ndytteeksi ei sovi WC-altaasta otettu nédyte), josta siirret-
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tiin peukalonpddn kokoinen nokare ulostetta ndytepurkkiin. Naytepurkki suljettiin huo-
lellisesti ja purkkiin merkittiin henkildtiedot seka naytteenottopédivamaaré. Tutkittavan
ei tarvinnut noudattaa erityistd ruokavaliota. Nayte pyydettiin toimittamaan samana tai

viimeistdin seuraavana paivana laboratorioon. (Keski-Suomen sairaanhoitopiiri 2012.)

Teoriaosuuteen aineistoa kerdattiin tutkimalla erilaisia tietokantoja internetissa, Kirjoja,
lehtiartikkeleita, tutkimuksia seké laitevalmistajien tuottamia materiaaleja. Teoriatiedon
keruussa hyddynnettiin monipuolisia lahteitd, joista valittiin sopivat materiaalit varsi-
naiseen opinndytetyohon.

6.3 Aineiston analyysimenetelmat

Tutkimustulokset analysoitiin kayttdmalla Microsoft Excel-tilastointiohjelmaa. Tuloksi-
en vertailemisessa kaytettiin korrelaatio- ja regressioanalyysia, jotka kytkeytyvit toi-
siinsa. Regressioanalyysi on korrelaatioanalyysia tarkempi, mutta molemmat menetel-
mat edellyttdvat muuttujilta jatkuvuutta ja muuttujien on oltava vahintdén valimatka-
asteikolla. (Kananen 2011, 108.) Tulos ilmaistaan Pearsonin korrelaatiokertoimen ne-
liona (r?) (KvantimoTv 2004). Korrelaatiokerroin muodostuu vahintaan kahden muuttu-
jan vélisesta riippuvuudesta toisiinsa nahden. Korrelaatiokerroin merkitédan r:lla tulos-
taulukkoon. Mitd lahempéna kertoimen r arvo on arvoa +1 tai -1 sitd voimakkaampaa
riippuvuus on muuttujien valilla. L&helld nollaa oleva r:n arvo kertoo, ettei tilastollista
riippuvuutta esiinny muuttujien vélilla. (Opetushallitus, 2012.) Regressioanalyysi edel-
Iyttdd muuttujilta samat lahtéedellytykset kuin korrelaatioanalyysi, joten regressio-
analyysia voidaan pitd4 korrelaatioanalyysin jatkoanalyysind. Korkea r:n arvo kuvaa
voimakasta riippuvuutta ja regressioanalyysi selvittdd riippuvuuden tarkempaa mate-
maattista muotoa. Regressiosuoraa merkitaan r>-arvolla. Jos r’-arvo on 1, suora kulkee
havaintoaineiston jokaisen xy-pisteen kautta eli suoran selitysaste on télléin 100 %. Se-
litysaste on hyva r?-arvon ollessa 0,5-1,00. Merkintd r*=0,65 tarkoittaa, ettd regres-
siosuora pystyy selittdmaan 65 % residuaalista eli jadnndsarvosta. (Kananen 2011, 112.)
Opinndytetytssa hyodynnettiin Microsoft Excel-taulukointiohjelman automaattista kor-
relaatiokertoimen laskentakaavaa. Tutkimustuloksia havainnollistettiin kuvaajien ja
frekvenssitaulukoiden avulla sekd hyddynnettiin Pearsonin korrelaatiokertoimen nelio-

ta.. Kunkin vieritestin tulostasoa verrattiin HUSLABIN tuloksiin.
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7 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnaytetyon kéytdnnénosuus suoritettiin 25.4-10.7.2012 vélisend aikana. Vieritestei-
hin kaytettiin tuoretta ulostetta. Testien vertailu suoritettiin samana paivana, kun nayte
saapui laboratorioon sekd tutkittavat ulostendytteet lahetettiin saman péivan aikana
HUSLABIN laboratorioon, jossa naytteet analysoitiin heiddn oman kaytdnnon mukaises-
ti.

Ennen varsinaista vieritestien vertailua vertailtiin Bihlmann Quantum Blue-testin kah-
den suspensioputken kayttdominaisuuksia, tuloksia, seké testin lapimenoaikaa. Valitse-
mamme suspensioputki oli kayttbominaisuuksiltaan hieman monimutkaisempi, mutta
putkien valisten testien suorittamiseen kuluneen ajan vélill4 ei ollut eroa. Valitun sus-
pensioputken tulokset korreloivat paremmin referenssimenetelména toimivan Helsingin
ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratorion tuloksiin verrattuna, jonka perusteella

valittiin testissa kaytettava suspensioputki.

Aluksi vertailut suoritettiin siten, etta toinen tutkijoista teki kaikki vaiheet ja toinen Kir-
joitti huomioita muistiinpanoihin seké otti aikaa. Testisarjan alku tehtiin vieritesti ker-
rallaan, jotta saatiin jokaiselle testille oma lapimeno aikansa. Tamén jalkeen aikaa séas-
tddksemme teimme testeja limittdin. Molemmat tekivat kaikkia testejd, jotta saatiin
kayttokokemuksia kahdelta eri kayttajaltd. Vertailuja tehtiin iltapdivisin laboratorion
vetokaapissa ulosteen kalprotektiini ndytteiden saavuttua laboratorioon. Testaukset ajoi-

tettiin harjoittelujaksolle seké kesétyon ajalle KESLABssa.

Ennen jokaista méaaritysté otettiin hyvissé ajoin tarvittavat reagenssit ja vieritestit huo-
neenldampdon. Niiden lammetessa keréttiin vetokaappiin tarvittavat valineet seka jaettiin
ja identifioitiin naytteet. Tiedossa oli alkuperdisen naytteenantajan henkil6tiedot, jotta
HUSLABIN tulokset voitiin yhdistdd omassa jarjestelmassé kaytossa olevaan juokse-
vaan numerointiin. Juoksevaa numerointia kaytettiin, jotta potilaan henkil6llisyys ei
paljastuisi tuloksia késiteltdessa. Vieritestien vertailun yhteydessa ulostendytteiden esi-
késittely suoritettiin valmistajien ohjeiden mukaisesti, jonka jélkeen testaukset tehtiin

vieritestien tydohjeiden mukaisesti.
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Ulostendytteiden kasittely ja vieritestien vertailu tapahtui vetokaapissa. Buhlmann
Quantum Blue-testin tulokset luettiin viereisella poydalla testinlukulaitteen koon vuok-
si. Tyoskennellessa kaytettiin kertakayttokésineita sekd vetokaappi suojattiin suoja-
liinoin, lopuksi mahdolliset roiskeet pyyhittiin vetokaapista sekd kaytdssé olleista véli-
neista. Kaikki pinnat ja valineet desinfiointiin lopuksi. Koko tutkimuksen ajan huomioi-

tiin naytteiden laatu seka aseptinen tydote.

Vieritestien tulokset kirjattiin tutkimuspaivéakirjaan, josta tulokset siirrettiin ATK-lle
Microsoft Excel-taulukointiohjelmaan (Liite 1.) . Microsoft Exceliin kootuista kalpro-
tektiinipitoisuuksista tehtiin korrelaatiokuvaajat ja frekvenssikuvaajat, joita hyddynnet-
tiin tulosten tulkinnassa. (kuvio 3.) Lisaksi koko tutkimuksen ajan kirjattiin ylos tutki-

muspaivakirjaan vieritestien kdyttbominaisuuksia ja muita huomioita.

Esivalmistelut
Naytteiden kasittely -Reagenssit ja Testaus

-Naytteiden jakaminen ja testipakkaukset -Ulostesuspension
purkaminen —> huoneenldmpdén —N valmistus

-Naytteiden identifiointi -Vélineiden kerdys -Naytteen pipetointi

-Naytteiden pakkaus ja -Vetokaapin suojaus testikasetille
lahettaminen -Tavaroiden asettelu ja -Tuloksen luku

testikasettien identifointi

Tulosten kirjaus

TyOpisteen siivous
-Jatteiden siivous

-Huomioiden ja tulosten

—> kirjaus — . o
tutkimuspaivikirjaan -Tyopisteen ja valineiden

. puhdistus ja desinfiointi
-Tulosten syotto Excel-

taulukointiohjelmaan -Vdlineiden palauttaminen

KUVIO 3. Testausprosessin kulkukaavio
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8 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Opinnaytetyossa verrattiin jokaista vieritestimenetelmaa referenssimenetelmané toimi-
vaan HUSLABIn polyklonaaliseen ELISA-menetelm&én. Tuloksia tarkasteltiin korre-
laatiokuvaajien seka frekvenssitaulukoin, joiden avulla vertailtiin saatuja tuloksia ja

tulosten yhtenevaisyytta toisiinsa.

8.1 Buhlmann Quantum Blue

Buhlmann Quantum Blue-testi korreloi pienillg, alle 200 pg pitoisuuksilla ELISA mene-
telmalld saatujen tulosten kanssa. Suuremmilla pitoisuuksilla alkoi esiintyd sirontaa
frekvenssisuoran ympdrille. Bihlmann Quantum Blue-testin ja ELISA-menetelmalla
saatujen tulosten Pearsonin korrelaatiokertoimen nelié oli r* =0,6592. Tama tulos ker-
too, kuinka paljon hajontaa esiintyy vertailtavien tulosten valill4, tdssa tapauksessa
Buhlmann Quantum Blue-testin tulokset selittdvét noin 66 % tulosten hajonnasta (kuvio
4). Esimerkiksi jos r? =0.54 sanotaan, etta selittdvd muuttuja selittad 54 % selitettavan
muuttujan hajonnasta (KvantimoTv 2004). Selitysaste on hyva r>-arvon ollessa 0,5-1,00
(Kananen 2011, 112) eli Buhlmann Quantum Blue-testi korreloi hyvin referenssimene-

telmén kanssa.

Biihimann / pg/g
PN y =0,5469x + 42,877
R2=0,6592
$
0 200 400 600 800 100012001400 160018002000 Huslab / pg/g

KUVIO 4. Buhlmann Quantum Blue tulosten vertaaminen ELISA-menetelmaan
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Buhlmann Quantum Blue-testissé alamadritysrajana on 100 pg/g ja se voi mitata pitoi-
suuden 1800 pg/g asti. Tulos tulee numeerisesti lukijalaitteelle, joka mittaa tuloksen
optisesti testikasetilta. Tutkimuksen suoritus oli hyvin monivaiheinen ja haastava.
Buhlmann Quantum Blue-testiin tarvittiin testipakkauksen siséltdmien testikasettien ja
reagenssien lisaksi useita eri tilavuuksia sisaltavia pipetteja, niiden karkid, laimennos-
putkia, vortex-sekoitin, putkitelineita sek& mittauslaite. Tdma testi vei aikaa noin puoli
tuntia, kaikkine tyovaiheineen ja sitoo yhden tyéntekijan ldhes koko testin suoritus ajak-
si. Buhlmann Quantum Blue-testin monivaiheisuuden seka valineistén maaran vuoksi,
koimme ettd taman kaltaista testausta ei todennakdisesti ole mahdollista suorittaa osas-
to-olosuhteissa. Luotettavuuden saavuttamiseksi pipettien kalibrointi ja huolto taytyisi
huolehtia ja testin suorittajan tulee suorittaa testi tydohjeiden mukaisesti. Tama voi
osoittautua haastavaksi Bihlmann Quantum Blue-testissd, koska tekijan pitdd muistaa
seka osata luotettavasti pipetoida eri tilavuuksia reagensseja valmistaessaan eri uuttoliu-
oksia nayteputkiin oman tyonsé ohella, myos tarkka ajan seuranta voi koitua haasteeksi.
Laboratorio-olosuhteissa voidaan Bihimann Quantum Blue- vieritestilla tehda naytesar-
Jjoja, jos naytteitd on kerralla useampia. Mittauslaitteessa on ominaisuus, jolla tdmé on-
nistuu katevasti ja tutkimuksen suorittamiseen kaytettdvad kokonaisaikaa saadaan pie-
nennettyd. Bihlmann Quantum Blue-vieritestin lukija on my6s mahdollista liitt4&
ATK:lle.

8.2 Orion Certest

Orion Certest:n tulokset vastaavat hyvin ELISA-menetelmalla saatuihin tuloksiin. Muu-
tamia virheellisia tuloksia tuli Orionin Certest:l1& yli 50 pg/g. Kuviossa harmaalla alu-
eella olevat tulokset ovat vertailukelpoisia tuloksia, jotka vastaavat korrelaatiosuoraa
esimerkiksi Certest:11a on saatu yli 50 pg/g omaavia tuloksia seitseman (7) kappaletta,
my06s ELISA-menetelma antoi vastaavan tuloksen. Testissa on kolme tasoa: negatiivi-

nen, yli 50 pg/g seké yli 200 pg/g (kuvio 5).
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Certest/ pug/g
yli200 |0 3 10
yliso |1 / 3
neg 10 1 0
neg yli 50 yli 200 HUSLAB/ pg/g

KUVIO 5. Orion Certest tulosten vertaaminen ELISA-menetelméén

Orionin Certest:n uutesuspension naytteenottotikku oli pidempi ja siind olevat hahlot
syvempid, joka helpotti ndytteen saamista naytteenottotikkuun, myods ulosteen koostu-
mus vaikutti ndytteen saantiin. Uutossuspensioputken pipettipddn katkaiseminen oli
helppo suorittaa, vaikka alussa ulostesuspensiota saattoi roiskua vetokaappiin seké ka-
sille. Certest:n muoviputkesta oli helppo puristaa nédytettd testikasetille, eiké tarvinnut
voimaa juurikaan. Testikasetin mittausalue oli helppo lukuinen ja tulos luetaan visuaali-
sesti. Certest:l1& pystytddn seulomaan positiiviset potilastulokset, jos positiivisen mééri-
tysraja on yli 200 pg/g. Testi antaa tuloksen yli 50 pg/g, mutta onko tdma tulos kliini-
kolle merkitsevd, koska normaaliksi pitoisuusarvoksi on vakiintunut talla hetkella 100
pg/g. Aikuisten kohdalla on mietitty pitéisikd raja-arvon olla 200 pg/g. (Kolho 2012,
43.) Vieritesti oli yksinkertainen suorittaa ja mittausalue oli helppolukuinen. Tarvittavat
vélineet tuli testipakkauksen mukana, lukuun ottamatta sekuntikelloa. Testi sopii hyvin

suoritettavaksi hoitoyksikon toimesta, valittdmasti potilaan lasnéa ollessa.

8.3 PreventlD CalDetect

PreventID CalDetect-testi vastasi hyvin ELISA-menetelman tuloksia. Vain muutama
tulos ei ollut vertailukelpoinen ELISA-menetelmélld saatuun tulokseen. Kuviossa har-
maalla alueella olevat tulokset ovat vertailukelpoisia tuloksia, jotka vastaavat korrelaa-
tiosuoraa. Esimerkiksi CalDetect:11a saatiin kaksi (2) alle 15 pg/g tulosta, samoin ELI-
SA-menetelmélld. CalDetect- testissd on kaksi negatiivisen tuloksen aluetta (negatiivi-
nen ja alle 15 ug/g) seka kaksi positiivisen tuloksen aluetta (15-60 pg/g ja yli 60 pg/g)
(kuvio 6).
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CalDetect /ug/g

yli60 |0 0 0 24
15-60 |© 0 1 0
alle 15 |0 Z 0 0
neg |4 3 1 0

neg (alle5) alle 15 15-60 yli 60 HUSLAB / ug/g

KUVIO 6. PrevenID CalDetect tulosten vertaaminen ELISA-menetelmaén

PreventID CalDetect:ssd oleva naytteenottotikku oli lyhyehkd ja siind olevat hahlot oli-
vat suhteellisen pinnallisia, joka vaikeutti ulosteen saamista ndytteenottotikkuun, myos
ulosteen koostumus vaikutti naytteen saantiin. Uutossuspensioputken pipettipddn kat-
kaiseminen oli my0s tyolastd ja vaati voimaa. Aluksi katkaisun yhteydessé ulostesus-
pensiota roiskui vetokaappiin seké kasille, ennenkuin oikea katkaisutekniikka oli hallus-
sa. CalDetect-vieritestin muoviputken materiaali oli jaykempaa puristaessa néytetta tes-
tikasetille. Testikasetin mittausalue oli suhteellisen helppo lukea, josta tulos luetaan
visuaalisesti. Onnistuneesti suoritettuun testiin kehittyi mittausalueelle yhdest& neljaén
viivaa, joten tulkinnassa pitdé tietdd mitd ndma viivat merkitsevat. PreventlD CalDe-
tect:n kohdalla taytyy miettia onko positiivisen maaritysraja liian matala. Normaaliksi
pitoisuusarvoksi on vakiintunut 100 pg/g, mutta aikuisten kohdalla on mietitty pitaisiko
raja-arvon olla 200 pg/g (Kolho 2012, 43). Nailla raja-arvoilla CalDetect:n positiivisen
tuloksen raja-arvot ovat 15-60 ug/g ja yli 60 pg/g, jotka ovat siis lilan matalat. Tamén
seurauksena saataisiin vaaria positiivisia tuloksia. Vieritesti oli yksinkertainen suorittaa
ja melko helppolukuinen. Tarvittavat vélineet tulivat testipakkauksen mukana, lukuun
ottamatta sekuntikelloa. Testi sopii hyvin suoritettavaksi hoitoyksikon toimesta, valit-

tomaésti potilaan 1&sna ollessa.



30

8.4 Yhteenveto

Kéyttoominaisuuksiltaan Orionin Certest:n ja PreventlD CalDetect:n vélill ei juurikaan
ollut eroa. Molemmat olivat yksinkertaisia suorittaa ja tulokset luetaan visuaalisesti mit-
tausalueelta. Certest oli hieman helpompi tulkita, mutta molemmat olivat helppolukui-
sia. Suorittamiseen kéytettava aika oli molemmissa noin 12 minuuttia (riippuen ulosteen
liukenemisesta uutosliuokseen), jossa 10 minuuttia odotusaikaa tulosviivan kehittymi-
seksi. Molemmat vieritestit soveltuvat suoritettavaksi hoitoyksikdssa ja testikasetit voi-

daan sailyttda huoneenldammaossa

Buhlmann Quantum Blue- vieritesti sisalsi useita tarkkuutta vaativia tydvaiheita. Aikaa
testin suorittamiseen kului noin 30 minuuttia, joka sitoo tyontekijan lahes koko testin
suorittamisen ajaksi, jonka vuoksi testi soveltuisi suoritettavaksi laboratorio-
olosuhteissa. Liséksi tuloksen lukuun tarvitaan oma laite, joka lukee tuloksen testi-
kasetilta optisesti. Testissa tarvittavat reagenssit ja kasetit tulee séilyttaa jaakaappilam-

potilassa.

Certest:n madritysrajat negatiivinen, yli 50 pg/g tai yli 200 pg/g ovat kéayttokelpoisem-
mat verrattuna PreventlD CalDetect:n maaritysrajoihin negatiivinen, alle 15 pg/g, 15—
60 ug/g tai yli 60 pg/g, koska normaaliksi pitoisuusarvoksi on vakiintunut 100 pg/g
(Kolho 2012, 43). Naill& raja-arvoilla CalDetect:n méadritysrajat ovat siis lilan matalat,
jonka seurauksena saataisiin vaaria positiivisia tuloksia. Buhlmann Quantum Blue-
testissa méaaritysrajana 100 pg/g ja se voi mitata pitoisuuden 1800 pg/g asti. Télla testil-
l& saadaan tarkkoja numeerisia arvoja, joiden perusteella potilaan tilaa on helpompi tul-
Kita.
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9 EETTISYYS

Etiikalla tarkoitetaan moraalikasitysten tarkastelua ja joskus ne voidaankin sekoittaa
toisiinsa. Tutkimustyossa eettisyydella tarkoitetaan oikean tai vaaran, hyvaksyttavan tai
tuomitun, hyvén tai pahan tarkastelua moraalisesta nakokulmasta. Tutkijan ammat-
tietiikka kasittaakin erilaisten ohjeiden laatimista ja niiden periaatteiden noudattamista.
(Pietarinen & Launis 2002, 42-43, 49.) Opinnéytetydssa noudatettiin Suomen Bio-
analyytikkoliiton maaritteleméaé eettista ohjeistusta, jossa potilaan/asiakkaan hyvinvointi
ja hénen oikeuksiensa kunnioittaminen ovat ensisijaisena tavoitteena bioanalyytikon
toiminnassa laboratoriotutkimuksen kaikissa vaiheissa. Bioanalyytikko sitoutuu noudat-
tamaan salassapitovelvollisuutta ja ndytteenotto seka laboratoriotutkimusta varten han-
kitaan vain niiden suorittamisen kannalta olennainen tieto. Bioanalyytikko k&yttéda hy-
vaksyttyja menettelytapoja ja vastaa laboratoriotutkimuksen luotettavuudesta seké laa-
dusta tutkimuksen kaikissa vaiheissa naytteen luovuttajan oikeuksia ja yksityisyytta
kunnioittaen. (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet, 2006). Opinnéyte-
tyossa huolehdittiin ndytteiden luovuttajien yksityisyydesté ja potilassuojasta kasittele-
malla ndytteet anonyymisti ja identifioimalla ne juoksevalla numerojérjestykselld, jol-

loin tyon tuloksista ei voi paatella kenenkaan henkilollisyytta.

Tutkimuksen suorittamiseen tarvittiin tutkimuslupa, joka saatiin Keski-Suomen sairaan-
hoitopiirin tieteellisen tutkimustoiminnan yksikosta. Sairaanhoitopiirin eettiselta toimi-
kunnalta ei tarvittu erillistd lupaa tutkimukseen, koska opinnédytetydssamme tuloksia

kasitellaan anonyymisti.
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10 LUOTETTAVUUS

Opinndytetyoprosessin luotettavuus taattiin hyvalla suunnittelulla ja toimimalla kaikissa
vaiheissa tyoohjeiden mukaisesti. Etukateen tehtiin tutkimussuunnitelma, johon oli alus-
tavasti maaritelty prosessin vaiheet seké tutkimuskysymykset ja tavoitteet. Ennen kay-
tdnndntyon aloittamista kdvimme ohjauksissa seka saimme opinndytetyon tilaajalta pe-
rehdytyksen tiloihin, vélineisiin, madaritettaviin pikatesteihin ja tydskentelytapoihin.
Buhlmann Quantum Blue- vieritestiin saimme kayttGopastuksen laitevalmistajan puo-

lesta.

Tyon alussa suunniteltiin valmiiksi taulukko ja identifiointijarjestelma l&hetettaville
naytteille, jotta tulokset pystyttiin kirjaamaan luotettavasti. Laadimme itsellemme ty6-
ohjeet testivalmistajien ohjeiden pohjalta, néin saatiin selkeét ja yksityiskohtaiset ohjeet
tyoskentelyyn. Englanninkielelld olevat tydohjeet kdénnettiin Suomeksi helpottamaan
tyoskentelyd. Tyoohjeet kaytiin Iapi vield ennen testien suorittamista tydeld&mén ohjaa-
jan kanssa, jotta kaikki kohdat oli ymmarretty oikein. Kaikki vertailtavat vieritestit suo-
ritettiin my6s ohjaajan kanssa ennen varsinaisen néytesarjan testauksen aloittamista,
nain pystyttiin vield tasmentaméaan mahdollisia aukkokohtia tydohjeissa. Aina testauksia
suoritettaessa paikalla oli nimetty vastuuhenkild, joka auttoi mahdollisissa ongelmati-

lanteissa.

Testit tehtiin aina tydohjeen mukaisesti huoneenlampaisilla vélineilld, reagensseilla ja
testikaseteilla. Testikasettien ja reagenssien kéyttdaika oli tiedossa ja erdmuutokset
huomioitiin. Testauksissa testattavana oli tuore, pakastamaton ndyte. Pipetit oli kalibroi-
tu asianmukaisesti ja Bihlmann Quantum Blue- laitteella oli oma erdnumeron mukainen
kalibrointikortti, jolla kalibrointi suoritettiin aina ennen mittaussarjan aloittamista. Talla
testilla oli myds olemassa omat kontrollindytteet, jotka mitattiin erédkohtaisesti testi-
kaseteilla ja -reagensseilld. Vieritestikaseteissa oli oma siséinen kontrolli sekd Orionin
Certestissa oli lisaksi oma positiivinen kontrolliliuos. Kaikki tydvaiheet tehtiin huolelli-
sesti ty0ohjeiden mukaisesti koko testisarjan ajan sekd tyodskentelysséd huolehdittiin

aseptiikasta.
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11 POHDINTA

Kroonisten tulehduksellisten suolistosairauksien seurantaan tarvitaan nopea ja luotettava
vieritesti kliinikon avuksi. Mittaamalla ulosteen kalprotektiinipitoisuutta voidaan selvit-
taé helposti suoliston tulehdustilaa. Ulosteen kalprotektiini merkkiaineena soveltuu tu-
lehduksellisen suolistosairauden ja toiminnallisen oireen erotusdiagnostiikkaan avohoi-
dossa, kun normaali arvo poissulkee aktiivin inflammaation. Kvantitatiiviset vieritestit
voisivat toimia IBD:ssa nopeana relapsin osoittajana, koska ELISA-testin tuloksissa on

pitka vastausviive. (Sipponen 2012.)

Tassa tyossa verrattiin kolmea eri vieritestia referenssimenetelmaén, joka oli Helsingin
ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin polyklonaalinen ELISA-menetelmé&. Tiedossa oli, ett&
kayttoon halutaan ulosteen kalprotektiinia osoittava vieritesti, jolla saadaan luotettava
tulos nopeasti. Hoitava laékari voi taman vieritestituloksen perusteella tehda alustavan

hoitosuunnitelman ja potilas saa nopeampaa hoitoa.

Opinnaytetyon aikana tiedossa ei ollut tullaanko ulosteen kalprotektiinimaaritys teke-
maan hoitavassa yksikdssé vai laboratorion toimesta. Tamé nakdkulma on otettu huo-
mioon tuloksia tarkasteltaessa, koska olosuhteet vieritestin tekemiseen on hyvin erilaiset
yksikdiden valilla. Tiedossa ei myoskaan ollut, ettd miké olisi riittdvé tulostaso toimek-
siantajalle, riittd&dko semikvantitatiivinen tulos vai halutaanko saada tarkka numeerinen
arvo. Vertailun perusteella voidaan todeta, ettd vieritestit korreloivat melko hyvin refe-

renssimenetelman kanssa negatiivisten poissulkemiseksi.

Vieritesteistda Buhlmann Quantum Blue oli haastavin tehdd, koska testi sisélsi useita
pipetointeja ja uuttoja. Orionin Certest ja PreventID CaldeDetect olivat varsin yksinker-
taisia kasettitestejd, jossa suurin haaste oli saada naytettd ulostesuspensioputkeen. Orio-
nin Certestin uutesuspension naytteenottotikku oli mielestdmme parempi kuin Preven-
tisID CalDetect:ssd, koska se oli hieman pidempi ja siind olevat hahlot olivat syvempia.
Pidemmalla tikulla ulostendytett4d on helpompi saada ulostendytepurkista ja syvempien
hahlojen ansiosta nédyte tarttuu tikkuun paremmin. Uuttovaiheen jélkeen uutesuspension
pipettipd&n korkki pitdd katkaista, joka onnistui helpommin Certestin putkessa. CalDe-

tectin uutesuspensioputken materiaalimuovi on kovempaa ja vaati suuremman voiman,
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etta sen sai katkaistua. Alkuvaiheen testeissa ulostesuspensioputken karjen katkaisuvai-
heessa tuli my6s ulosteroiskeita vetokaappiin ja kasiin, mutta useampia testeja tehdessa
opimme katkaisemaan korkin varovaisemmin. Néissa testeissa koimme myos ulosteen

koostumuksen vaikuttavan nayteméaréan ja kuinka sité tarttuu tikkuun.

Olimme erittdin tyytyvéisia saamaamme opinndytetydaiheeseen. Koimme mielekkaan
aiheen ensimmaisena motivoijana opinndytetyotd tehdessa. Meille my6s korostettiin
tdmadn opinndytetyon tarkeyttd sek& ajankohtaisuutta, joka lisdsi my6s intoa tyGhon.
Paasimme tekemadn konkreettista tyota opinndytetyon eteen. Aihe tuntui hyvin rajatulta
kokonaisuudelta, jonka vuoksi opinndytety6ta oli helppo tehdad. Kaytanndntydosuus oli
mielekéstd ja vieritestien vertailu suoritettiin tasapuolisesti.Opinnaytetydn tekemisté
hankaloitti naytteiden hidas kertyminen sekd naytteiden niukkuus. Naytteet oli useim-
miten annettu potilasohjeistuksen mukaisesti, jossa 1 gramma ndytetta riittdd, mutta
tdma maaré oli liian véhainen jaettavaksi useampaan osaan. Ulostemaaran niukkuudesta
johtuen myds naytteen saaminen ulostesuspensioputkeen oli hankalampaa kuin, jos nay-
tetta olisi ollut enemmé&n. Mielestdmme potilasohjeisiin tulee tehdd korjauksia, jos tél-
lainen testi otetaan kayttoon, jotta ndytetikku voitaisiin helpommin kastaa ulosteeseen.
Opinnaytetyoprosessi opetti kuitenkin pitkdjanteisyyttd ja yhteistyotaitoja. Lisaksi

opimme paljon tulehduksellista suolistosairauksista ja niiden tutkimisesta.

Kaikki vieritestit todettiin mahdollisiksi ottaa kayttoon. Valinta riippuu siitd, minkalai-
nen tulos toimeksiantajalle on merkitseva ja missa testi tullaan tekeméan. Orionin Cer-
test ja PreventlD CalDetect vieritestit sopivat paremmin hoitoyksikon tehtavéksi, puo-
lestaan Buhlmann Quantum Blue- vieritesti sopii hyvin tehtavéksi laboratorion puolesta.
Kaikki testit vaativat perehdytyksen tekijalle. Buhlmann Quantum Blue-testin tekemi-

nen vaatii erityistd ammattiosaamista.

Opinnaytetyon tekemisen aikana markkinoille on tullut uusia vieritesteja ulosteen kalp-
rotektiinimaaritykseen, joten jatkotutkimusaiheeksi ehdottaisimme ndiden testien vertai-
lua oman tydbmme tapaan. Vastaavaan vertailututkimukseen ehdotamme parempaa
suunnittelua naytteiden kerda@mistavasta, jotta ulostemaaré olisi riittavé jaettavaksi use-

ampaan testaukseen.
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Liite 1. Ulosteen kalprotektiinin vieritestien vertailutulokset

F-calpro pikatestien vertailututkimus referenssimenetelmiin
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ndytenro|Pva Biihimann/ pg/g |Certest/ pg/g CalDetect/ pg/g |HUSLAB/ pg/g
1) 25.4.2012 Alle 100 neg. neg. Alle 5
2) 3.5.2012 Alle 100 Yli 50 Yli 60 63
3) 4.5.2012 457 Yli 200 Yli 60 279
4) 4.5.2012 Yli 1800 Yli 200 Yli 60 765
5) 7.5.2012 364 Yli 200 Yli 60 483
6) 8.5.2012 Alle 100 neg. neg. 10
7) 8.5.2012 Alle 100 Yli 50 15-60 24
8) 8.5.2012 248 Yli 200 Yli 60 185
9) 8.5.2012 1251 Yli 200 Yli 60 651
10) 9.5.2012 Alle 100 Yli 50 Yli 60 104
11) 9.5.2012 Alle 100 neg. neg. Alle 5
12) 10.5.2012 Alle 100 neg. neg. Alle 5
13) 10.5.2012 Alle 100 neg. neg. 8
14) 11.5.2012 1163 Yli 200 Yli 60 352
15) 11.5.2012 639 Yli 200 Yli 60 426
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16) 14.5.2012 1047 Yli 200 Yli 60 436
17) 14.5.2012 187 Yli 200 /50 Yli 60 105
18) 16.5.2012 Alle 100 Yli 50 Yli 60 72
19) 21.5.2012 186 Yli 200 Yi 60 119
20) 22.5.2012 557 Yli 200 Yli 60 600
21) 23.5.2012 1369 Yli 50 Yli 60 733
22) 23.5.2012 Alle 100 neg. neg. 7
24) 23.5.2012 Yli 1800 Yli 200 Yli 60 734
25) 23.5.2012 Alle 100 neg. Yli 60 167
26) 4.6.2012 Alle 100 Yli 50 Yli 60 79
27) 20.6.2012 Alle 100 neg. neg. 9
28) 27.6.2012 Alle 100 neg. alle 15 10
29) 28.6.2012 Alle 100 neg. neg. Alle 5
30) 2.7.2012 341 Yli 50 Yli 60 467
31) 2.7.2012 Yli 1800 Yli 200 Yli 60 1818
32) 4.7.2012 307 Yli 200 Yli 60 178
33) 5.7.2012 121 Yli 50 Yli 60 94
34) 10.7.2012 Alle 100 neg. neg. 46
35) 10.7.2012 105 Yli 50 Yli 60 177
36) 20.7.2012 167 Yli 50 Yli 60 762

(Tarvainen & Tervo 2012)
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Liite 2 Bihlmann Quantum Blue- vieritestin kayttbopas

Contents

50 Tubes Stopper ca _
Body

Tube

Spiral coib—— |

50 Base caps 10 x 5 Spatulas

_—t—%F

Sample chamber
Tag

Also required: extraction buffer - B-CAL-EX, included in the
respective Calprotectin kit

Preparation of sample

Carefully press the faeces samp-
le into the hollow cavity in the
base cap and level off the sur-
face.

Firmly press the tube onto the
base cap and detach the tag.

Remove the stopper cap and
add 4ml of extraction buffer (B-
CAL-EX).

Carefully re-cap the tube and
homogenize the sample for 1
min using a vibration mixer (e.g.
Vortex mixer) until no large par-
ticles can be seen.

For further sample processing
and dilution refer to the ins-
truction for use of the respective
Calprotectin kit.

Please note: Faeces samples hard in consistency should be allowed to
stand with the buffer for some time before homogenization. 10-15
minutes is usually sufficient.

Inhalt
50 Gefdsse
Stopfen
Gefdss Hiilse
Spirale
50 Baden 10 x 5 Spatel
Dosierkammer —:@@
Lasche

Zusitzlich erforderlich: Extraktionspuffer - B-CAL-EX, im ent-
sprechenden Calprotectin Kit enthalten

Probenvorbereitung

Hiilse fest auf den Boden aufdrii-
cken, Lasche abreissen

Stuhlprobe vorsichtig in die Do-
sieckammer des Bodens eindrii-
cken; glattstreichen.

Den Stopfen entfernen und 4
ml Extraktionspuffer (B-CAL-EX)
dazu pipettieren.

Gefass mit Stopfen wieder gut
verschliessen und mit Hilfe eines
Vibrationsmischers (z.B. Vor-
tex) den Stuhl homogenisieren
bis keine gréberen Partikel mehr
erkennbar sind

(ca. 1 Min).

Fiir die weitere Probenvorbe-
reitung konsultieren Sie die Ar-
beitsanleitung des entspre-
chenden Calprotectin Kits.

Hinweis: Harte Stuhiproben vor dem Homogenisieren einige Zeit mit
dem Puffer stehen lassen. 10 bis 15 Minuten sind dafiir in der Regel
ausreichend.

(Buhlmann Smart-Prep. Faecal sample preparation kit 2010.)
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Liite 3: 1(2) Buhlmann Quantum Blue- vieritestin kayttdmanuaali

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

ENGLISH « Vortex mixer for stool extraction
INTENDED USE  « Precision pipettes with disposable tips: 10-100 pl and 3 m!

BUHLMANN o__m:.::_ Blue® Calprotectin z_o: Rangeisan o Centrifuge

gned for the quanti « 5 mi poly or polystyrene tubes for dilution of the
of C in human stool extracts

ples (1-5) in with the BUHLMANN , Timer on:o:mw
Quantum Blue™ Reader. For laboratory use only. « Quantum Blue® Reader available from BUHLMANN
PRINCIPLE OF THE ASSAY (order code: B-POCTR-ABS)

The test is ia for the sek * Gloves and Lab coat
Calprotectin  antigen by sandwich immunoassay. > « Soft tissues or blotting paper

monocional capture antibody (mAb) being highly specific for
Calprotectin is coated onto the test membrane. A second
to gold colloids is
“d&posited onto the conjugate release pad and released into
the reaction system after addition of the extracted and
diluted stogl sample. The Calprotectin/anti-Calprotectin gold
conjugate binds to the anti-Calprotectin antibody ¢oated on
the test membrane (test line; test band) and the remaining
free anti-Calprotectin gold conjugate binds to the goat anti-
mouse antibody coated on the test membrane (control line;
control band). The signal intensities of the test line and the
control line are, measured quantitatively by the BUHLMANN
Quantum Blue® Reader

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
Using the Extraction Devices which can be supplied upon
request, less than 1 g of native stool is required
Collect stool samples into clean tubes and store refrigerated
at 2-8°C for up to 6 days.
Freezing of the sample may result in slightly increased
Calprotectin values due to release from neutrophils present
in the sample. Therefore, it is of advantage for longer
storage, to keep the extracts at -20°C. The extracts are
stable for at least 4 months.
Important: The sample must be collected without any
chemical or biological additives in the collection device.

ASSAY PROCEDURE
The Assay Procedure consists of three steps:
 REAGENTS SUPPLIED AND PREPARATION 1, of stool
%EFE The is ibed in the i ion for use
3 25 i d with the respect ion devices.
o seaed n ARN. | [eguisges [PUPCHRTC 2. Sample processing:

1 bottle « Dilute the extracts of the stool samples prior to using
xriction Bl g5ty ([COMEX  [Resdyliime them for analysis 1:150 with Chase Buffer (eg. 20 pi
Chase Buffer loom_ |BoHRcE | sample and 3000 pl buffer).

RFID Chip Card 1 BCHRRCC s Votex:
Tabie T » Centrifuge the diluted extract for 5 min at 3'000 x g*
and continue with the lateral flow assay procedure.
REAGENTS & MATERIAL SUPPLIED Altematively, the stool extract can be settied for 10
SUPPLEMENTARY minutes,

Fecal Extraction Devices described below are not delivered with
the kit and either of them has to be ordered with the kit .

« The supernatant has to be used for the lateral flow
assay (refer to pages 17ff).

- 3. Lateral Flow Assay va.x&:a
Smart-Prep 50 devices B-CAL-RD The assay dure is and i in details
Schebo® 50 tubes below on pages 17ff.

Quick-Prop™ [ Fijedvih 1.3 mi Exraction | /SO PROCEDURAL NOTES
L | Buffer Tabiez  *Al and test must be at room
538686 :w.nm.Q before starting the assay. The
e Quantum Blue® Reader must be switched on and
Controts.can be ordersd fely. ST programmed for Calprotectin High Range (CHR_O and
2 CHR_900, Swvmﬁzog before staring the assay (see

m_..o.uuc_- Low'! MM% M.%h%m.q Readytouse |  Quantum Blue® Reader Manual).
- - — T e order to receive reliable and quantitative results it is

* Lot specific concentration of Calprotectin
STORAGE AND SHELF LIFE OF REAGENTS

All kit components are stable at 2-8°C until the expiration
date printed on the labels.

important to homogenize the stool sample entirely in the
extraction device. Avoid contamination with stool at the top
of the tube.

« Diluted samples (stored at 2-8 °C) should be used within
24 hours and cannot be stored for a longer time period.

WARNINGS AND PRECAUTIONS  , yngiluted extracts can be stored at -20 °C for at least 4
Human Source Material: None of the reagents provided  months. It is important to centrifuge the extracts before
with this kit is of human origin. d storage (5 min at 3'000 x g). After centrifugation the
Patient specimens shouid be as must be into a fresh storage tube.
taking app P
Revision date: 2011.06-15 2028 BUHLMANN LF-CHR20

—

QUALITY CONTROL LIMITATIONS

A of this for use is

necessary for the successful use of the product Reliable sThe auc%.u..w!.mwuo_.on i_s_az._u kit m.Mon.u..a_uS to

results will be only by g this v

for use accurately. « Fecal Calprotectin <m_:om should be cwﬁ_ as
« Patient samples that are not properly handled may cause y data le to the in

inaccurate results. establishing a diagnosis.
« If the precision of the assay does not correlate with the <A C . .om. result with the BUHLMANN

established limits and repetition excludes errors in
technique, check the f g issues: i) pi
temperature controlling and timing devices, ii) expiration
dates of reagents and i) storage and incubation
conditions

VALIDATION OF RESULTS
« For a valid test result, the Control Line (C) must be visible
in any case (see Figures 1A and 1B). It is used as
functional test control only and can not be used for the
interpretation of the Test Line (T). If the Test Line (T) is
not detectable after 15 minutes of incubation time (Figure
1A), the concentration of Calprotectin present in the stool
sample is below the detection limit. If a Test Line (T) is
detectable after 15 minutes of incubation time (Figure
1B). the Calprotectin concentration Emua:. in the stool
sample is calculated by the Quantum Blue® Reader.

«1f only the Test Line (T) is detectable after 15 minutes of
incubation time (Figure 1C), the test result is invalid and
the Calprotectin High Range assay has to be repeated
using another test cartridge.

« If neither the Control Line (C) nor the Test Line (T) are
detectable after 15 minutes of incubation time (Figure
1D). the test result is invalid and the Calprotectin High
Range assay has to be repeated using another test
cartridge.

«As the Quantum Blue® Reader allows a quantitative
evaluation of the Test (T) and Control (C) Lines, an
additional validty check of the Control Line (C) is
undertaken. If the signal intensity of the Control Line (C) is
below a threshold after 15 minutes of incubation time, the
test result is also invalid and the Calprotectin High Range
assay has 1o be repeated using another test cartridge.

STANDARDIZATION AND INTERPRETATION OF
RESULTS

« The Lateral Flow Assay is calibrated with the BUHLMANN
Calprotectin ELISA (order code: EK-CAL)

«The BUHLMANN Quantum Biue® Reader uses a lot-
specific curve to the C.
concentration. This lot-specific standard o::B is
generated with the median values (n210 measurements
each) from at least 10 Calibration points obtained from
different stool samples with known Calprotectin
concentrations. The assay range s between 100 and 1800
vg/g.

«For
reading above 1800 pg/g should be further diluted (e.g.
1:5) with Chase Buffer and assayed again according to
the procedure. The resulting dilution factor must be

by the to obtain the
final results.

« For b Ik les reading
ggdgt&cwggagicﬁmcxr.s)zz
Quantum Blue” Calprotectin assay (order code: LF-CAL20).

Revision date 2011.09-15 e

o:»:::: Blue® High Range Ow_uaﬁn.: Bna assay
should be by g other

(such as C-Reactive Protein) or by repeating the
Calprotectin test (with ELISA, order code EK-CAL, or
using a second test cartridge) and comparing to the CDAI
score and the clinical status of the patient, before any
clinical and/or therapeutic decision is made,

«During therapy follow-up, a Calprotectin test amc_.
obtained with the BUHLMANN Quantum Blue®
Calprotectin  High Range rapid assay should be
interpreted by comparing the result with previous ones
and in the context of the patient’s clinical picture.

EXPECTED VALUES

of faecal Calp in is a reliable and easy way

to distinguish organic from functional gastrointestinal
diseases. Interpretation of results:

Values below 100 pg/g:

Calprotectin <m_cou A._oo valg are 598.2@ of either non-

or mild i in the gut
Further _=<8_5u..o=m and retesting the sample with EK-
CAL or LF-CAL should be taken into consideration.

Elevated values above 200 pg/g:
Calprotectin values > 200 pg/g are indicative o_ active

organic disease with i in the
tract.  Appropri further i igati “and  curative

procedures by specialists are suggested.

BUHLMANN LF-CHR20

(Jatkuu)

(Buhlmann Quantum Blue 2011)
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Limit of Blank (LoB): <60 ug/g calprotectin. The LoB has
been established in two independent runs using two
different lots of Test Cartridges with a total of 60 blank
values each using Chase Buffer as sample. The LoB has
been calculated as the average of the two runs in
accordance with CLSI protocol EP17-A.

Limit of Detection (LoD): 95 pg/g calprotectin. The LoD
has been established with two stool extracts with
concentrations of 62 and 128 pg/g. The samples were
measured with three different lots of Test Cartridges in 2
runs per day over 10-20 days. The SD values were
determined and therefrom the LoD has been calculated in
accordance with CLSI protocol EP17-A. The data
presented are the average of three different lots of Test
Cartridges.

Limit of Quantification (LoQ):
Lower LoQ: <100 ug/g calprotectin.
Upper LoQ: >1800 pg/g calprotectin.

The LoQ has been established with 11 stool extracts at
concentrations between 24 and 2682 pg/g. Samples were
measured with three different lots of Test Cartridges in 2
runs per day over 10-20 days. The Total Precision CV was
determined, averaged for each sample and limit of 30% CV
was applied.

Linearity: Serial dilution of four independent samples
showed linearity between measured value and dilution
factor within the indicated measuring range of 100-1800
Ha/g Axmuo.emu.o.wwmv As an example, the medians of 4
replicates for each dilution of sample 1 are shown in Figure
2. The average difference between measured and
expected concentrations was 3% (recovery 103 %).

Recovery: 105 %. Four stool extracts containing low
calprotectin concentrations were spiked with different
amounts from a highly concentrated calprotectin stock
solution. Each sample was measured before and after
spiking on three test cartridges according to the assay
procedure. The three re|
mean values are presented in Table 16. The recovery
varied from 84-125 %.

Repeatability: 21% CV. The repeatability of the Quantum
Blue® Calprotectin High Range assay was calculated from
4 extracted stool samples containing between 128 and 917
ug/g calprotectin. Each sample was tested according to the
assay procedure in one run of 20 replicates set up within
10 minutes. The mean values of 4 different lots of Test
Cartridges are presented in. The repeatability varied from
16.5-24.1 % CV.

Between-day Precision: <10% CV. The between-day
precision of the Quantum Blue® Calprotectin High Range
assay was calculated according to CLSI protocol EP5-A2
from six stool extracts between 128 and 1324 ug/g
calprotectin tested as two replicates per day over 10-20
days. The mean values of three different lots of Test
Cartridges are presented in Table 17. The between-day
precision varied from 0-9.4% CV.

Total Precision: 25% CV. The total precision of the
Quantum Blue® Calprotectin High Range assay was
calculated according to CLS! protocol EP5-A2 from six
stool extracts between 128 and 1324 ug/g calprotectin

Revision date: 2011-09-15 48

tested in two runs per day (1 in the morning, 1 in the
afternoon) over 10-20 days. The mean values of three
different lots of Test Cartridges are presented in Table i
The total precision varied between 22.4-26.9 % CcVv

Inter-lot Precision: 21.1% CV. The inter-lot precision of
the Quantum Blue® Calprotectin High Range assay was
d from 4 I lo]

d stool ples cont:
between 128 and 917 pg/g calprotectin. Each sample was
tested according to the assay procedure in three runs of 20
replicates each set up within 10 minutes using three
different lots of Test Cartridges (n=60 replicates each). The
inter-lot data of the 4 samples varied from 17.0 to 22.9%
CV.

Method Comparison: R?= 0.86-0.93; y= 0.91x+70.2 ug/g
54 stool extracts from patients with suspected [BD
exhibiting calprotectin concentrations within the indicated
linear range of the Quantum Blue® Calprotectin High
Range assay were analyzed according to the assay
procedure using two different lots of Test Cartridges (Lot A
and Lot B) in two runs each and compared with the values
obtained by the BUHLMANN Calprotectin ELISA, extended
range (order code: EK-CAL). The correlations are
presented in Table 18 and one example strated in
Figure 3.

BUHLMANN LF-CHR20

(Buhlmann Quantum Blue 2011)
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% CERTEST Calprotectin 50+200

One Step Calprotectin 50+200 combo card test /Prueba combo de un solo paso para Calprotectin 50+200 en cassette
ENGLISH

INTENDED USE

The CerTest Calprotectin 50+200 one step combo card is a coloured chromatographic immunoassay for the semi-quantitative detection of human fecal
calprotectin (hFCP) in stool samples, to the following cut-off values: A: 50ug/g feces and B: 200ug/g feces.

INTRODUCTION

Calprotectin is a neutrophil cytosolic protein with antimicrobial properties, which is present at increased concentration in stool samples during bowel
inflammation (intestinal inflammation). The stability of the protein to degradation keeps it stable in feces for up to 7 days at room temperature, making it
an ideal analyte.

Calprotectin is released by activation of leukocytes, giving increased levels in plasma, cerebral spinal fluid, synovial fluid, urine or stools as a
consequence of disease in the relevant organ(s).

Calprotectin inhibits zinc-dependent enzyme systems, as a result kills microbes and induces apoptosis in normal and cancer cells. In the presence of
calcium, calprotectin is a remarkably resistant to protelolytic degradation.

This is a non-invasive marker of intestinal inflammation (for example in Ulcerative Colitis (UC) and Crohn's Disease (CD)).

CerTest Calprotectin 50+200 combo card offers a highly sensitive, simple and non-invasive assay to estimate inflammatory disease, to monitor
treatment response in these patients, to predict risk of relapse and to monitor small bowel transplantation or graft rejection.

PRINCIPLE OF THE TEST

The CerTest Calprotectin 50+200 combo card is based on the principle of a semi-quantitative immunochromatographic assay for the determination of
human calprotectin in stool samples. Each strip consists of: a membrane pre—goated with antibodies on the test line (result region), against human
calprotectin and colored conjugate (anti-human calprotectin antibodies-red microspheres) pad pre-dried on the end of the membrane. During testing, the
sample reacts with the conjugate and then the mixture moves upward on the membrane by capillary action. As the sample flows through the test
membrane, the colored particles migrate. In the case of a positive result the specific antibodies present on the membrane will é/a%ﬁﬁé/{’h{é colored
conjugate. A colored band will be visible, in A and/or B depends on the calprotectin content of the sample. These bands are used to interpret the result.
The mixture continues to move across the membrane to the immobilized antibody placed in the control band region; this green colored band always
appears. The presence of this green band serves as 1) verification that adequate volume is added, 2) proper flow obtained and 3) an internal control for
the reagents.

STORAGE AND STABILITY

Store as packaged in the sealed pouch at 2-30°C. The test is stable until through the expiration date marked on its sealed pouch. The test must remain
in the sealed pouch until use. Do not freeze.

PRECAUTIONS

- For professional in vitro diagnostic use.

- Do not use after expiration date.

- All the specimens should be considered potentially hazardous and handled in the same manner as an infectious agent. A new test must be used for
each sample to avoid contamination errors.

- The tests should be discarded in a proper biohazard container after testing.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Stool samples should be collected in clean containers. The samples can be stored at room temperature or in the refrigerator (2-8°C) for 7 days prior to

testing. For longer storage, maximum 6 months, the specimen must be kept frozen at —20°C. In this case, the sample will be totally thawed and brought

to room temperature before testing.

Specimen preparation (see illustration):

(1) Unscrew the cap and use the stick by introducing four times into the fecal specimen to pick up the sample and add the stick with the sample into the
stool collection tube.

(2) Close the tube with the diluent and stool sample. Shake the tube in order to assure
good sample dispersion. The stool coliection vial with dilute sample can be stored for
7 days in the refrigerator (2-8°C) prior to testing.

Stool sample

Stool collection Stool sample
Tube (1) 2)
1 I 1U-CC8F rev 00 CMarla de Luna 11, nave 16 February 2011 Revision 00.
CerTest gsoo1ezaragora (SPAIN)
BIOTECS.L. _ www.cerlestes
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PreventID® Cal Detect® (ksT11005)

The PreventID® CalDetect® is a semiquantitative immunochromatographic
rapid test for the detection of calprotectin in faeces. The detection of calprotectin
in faeces allows a differentiation between organic intestinal diseases (e.g. chronic
inflammatory diseases, infectious diseases, polyps, colon cancer) and functional
intestinal diseases (e.g. irritable bowel syndrome). The determination of calprotectin
is alsoideal for monitoring disease activity (e.g. of M. Crohn or after polyp resection),
early detection of relapse and for therapy monitoring. Using three testlines allows the
physician to distinguish between varying degrees of calprotectin positivity.
Calprotectin (MRP 8/14) is a heteromer of two calcium-binding proteins (MRP8 and
MRP 14) present in the cytoplasm of neutrophils and expressed by the membranes of
monocytes. It constitutes nearly 60% of the soluble cytosol proteinsin neutrophils and
plays acentral role in neutrophil defense. Upon neutrophil activation or endothelial
adhesion of monocytes, calprotectin is released and may be detected in serum, body
fluids or stool as a potentially useful dlinical inflammatory marker. The acute phase
protein shows a high stability in faeces (stable for one week at room temperature)
and has been established as a faecal marker of inflammatory bowel diseases (IBD).
It allows a reliable differentiation between organic intestinal diseases (.g. chronic
inflammatory diseases, infectious diseases, polyps, colon cancer) and functional
intestinal diseases (e.g. irritable bowel syndrome).

Calprotectin is ideal for monitoring disease activity (e.g. of M. Crohn or after polyp
resection) and early detection of relapse. Calprotectin further was qualified for
discriminating between an organic diarrhoea and a functional diarrhoea.

Principle
The test devicéis composed of a sample well and a result window. In the result window
one, two or three colored lines can be seen after the test has been performed.

Materials Provided

One PreventID® CalDetect® test kit contains the following items to
perform the test:

1. PreventID® CalDetect® test device (with drying agent, not required for
test)

2. Stool sample collection device with extraction buffer solution and sample
collection stick

3. Paper faecal sample collection strip
4. Instruction sheet for sample collection

Materials required but not provided
Timer or stop watch

Reagent Storage

Store all reagentsat 4 - 30°C. Beware: The interpretation time is based on reading the
test results at room temperature (15-30°C). If the test device or the extraction buffer
were stored at lower temperatures make sure they are at room temperature before
starting the test. All reagents are provided ready to use.

(PreventID CalDetect 2009)

Preventis GmbH - Bensheim - Germany Ybreven’ris

Precautions
1. For in vitro diagnostic use only.
2. Do not use beyond the expiration date.

3. Do not open the aluminium-laminated wrapper until you are ready to perform the
test.

4. Do not use test device if the aluminium pouch is torn or if the membrane of the
rapid test device is visibly damaged.

5. Used test devices, sample diluent, and sample collection device should be disposed
of according to appropriate guidelines of biohazardous waste.

6. If you have questions please contact the manufacturer.

Specimen collection

1. The faecal sample is directly collected in flat-pan toilets orin the case of funnelled
toilets according to the printed instructions on the paper sample collection strips.

2. Unscrew the cap of the sample collection device and stick the attached
collection stick into the faeces at three different sites.

3. Then retract the sample collection stick with the adhering faecal sample and
insert it into the collection device containing an extraction buffer solution.
Screw cap on firmly and shake well. Do not overfill the collection device with
faeces, the buffer solution has to remain liquid at all time.

4.1f PreventID® CalDetect® rapid test is not run within one day of sam-
ple collection, the sample collection device should be stored at 2 - 8°C, but
for not more than 7 days.

Test procedure

1. Remove the test device from the pouch and place it on a flat dry surface. The
round sample opening at the one end of the test device should be at the right side
(Fig. 1). Label the device with patient name or identification number. Use test
device immediately.

2. If necessary bring collection device to room temperature after sample collection
and shake again.

3. After the sample collection procedure has been completed, break off the tip of
the sample collection device carefully (avoid dripping). Squeeze 3 drops of the
extracted sample into the sample opening on the right side of the test device (by
gently pressing the sample tube of the middle).

4. Ina properly working test, a violet band will pass through the square result window
in the middle of the test device.

5. The result should be interpreted 10 minutes after the last drop has been

placed.
Result Window

E=CE

Fig. 1: PreventID* CalDetect® Test Device

(Jatkuu)
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Interpretation of the test result

A solitary control line (C) in the results window indicates that the test has run
correctly. Depending on the concentration of Calprotectin in the sample, test bands
(T1,72,73) will appear to the right of C. Upon running the test and depending

46
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on the visible bands, the following conclusions can be can be made.

Positive:

band (T) is visible, the test is invalid.

Negative:
Either the control band (C) only or together with the first testband (T1) indicates
that there is no bowel inflammation and that the test has run correctly.

Calprotectin concentration 15 - 60 ug/g: The presence of 3 color bands (C, T1,
T2) within the result window indicates a calprotectin concentration between 15
1g/g and 60 ug/q. An inflammatory process is going on in the mucosa.
Calprotectin concentration > 60 pg/g: The presence of 4 color bands (C, T1,
12, T3) within the result window indicates a calprotectin concentration higher
than 60 ug/q. A high-grade inflammatory process is going on in the mucosa.

If, after conducting the test, neither of the colour bands are visible or only a test

J

Negative:
CBRT Asolitary controlline (C) n the
(@)1 resstwindowindicates that the
testh ctly. Galprotectin
s not detectable.
CT3T2T Negative:
D
(Cand T1) indicates:
Galprotectin < 15 pg/g
(SR ERPRE Positive:
CT The presence of 3 color bands (C,
T1,12) indicates:
Calprotectin 15 - 60 g/g
CTT2T Positive:
e
(G T1,72,T3) indicates:
Calprotectin > 60 pg/q
CTTD2T \nvalid:
Control band rot visible

Fig. 2: PreventID* CalDetect® Test results

(PreventID CalDetect 2009)

Limitations of the Test

Although the PreventID® CalDetect® isvery accurate in detecting calprotectin
alow incidence of false results can occur. Other clinically available tests are required
if questionable results are obtained.

As with all diagnostic tests, a definitive dlinical diagnosis should not be based on the
results of a single test, but should only be made by the physician after all clinical and
laboratory findings have been evaluated.

Short Instruction for the handling of the
PreventID® CalDetect®

1. Collect the faecal samples with the aid of the sample
collection device and the sample collection stick as
described in the instruction.

2. Shake the solution in the sample collection device very
thoroughly. Unpack the test unit.

3. Break off the tip of the sample collection device care-
fully.

4. Squeeze 3 drops of the extracted sample into the
round sample opening.

5. Read the findings of the test after 10 minutes.
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