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Abstrakt

Kalprotektin &r ett protein som férekommer rikligt i neutrofila granulocyter, som utséndrar
kalprotektin i tarmlumen vid inflammatoriska tarmsjukdomar (IBD, inflammatory bowel
disease). Den 6kade kalprotektinutsdéndringen innebar hogre kalprotektinhalt i avforingen
och tyder pa tarminflammation. Fekal kalprotektinundersokning (F-Calpro) kan anvandas
for sarskilining mellan IBD och funktionell tarmsjukdom (IBS, irritable bowel syndrome), vid
uppfoljningen och behandlingen av IBD samt att forutspa aktivare sjukdomsperioder hos
IBD-patienter.

Examensarbetets syfte var att validera och implementera kalprotektinanalysmetoden EIiA
Calprotectin 2 med immunanalysatorn Phadia 250. Metoden som anvandes med Phadia
250 for att mata kalprotektinhalten bendamns EIA och ar en fluorescens-
enzymimmunometod (FEIA). De uppmatta kalprotektinhalterna som erhélls med EIliA
Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 jamfordes. EliA Calprotectin 2 hade uppdaterade
reagens jamfort med EIiA Calprotectin, men bada analyserna utférdes med samma EliA-
metod.

FOor examensarbetet samlades 67 avforingsprover. Avforingsproverna spaddes med
reagens fran EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2, varefter kalprotektinhalten i de tva
olika spadningarna analyserades med Phadia 250.

EliA Calprotectin 2 har enligt tillverkaren en battre kanslighet an EliA Calprotectin, vilket kan
antydas fran detta examensarbete. EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 jamférdes och
en hogre kalprotektinhalt uppmattes oftare med EIiA Calprotectin 2. EliA Calprotectin 2
bedomdes pdlitlig att ersatta EliA Calprotectin. En skillnad fanns i de uppmatta
kalprotektinhalterna, som troligen berodde pa den béttre kansligheten hos EIliA Calprotectin
2. Implementeringen av EIliA Calprotectin 2 for Phadia 250 genomférdes efter valideringen.

Sprak: Svenska Nyckelord:  kalprotektin,  avféring, feces, validering,
reagensjamforelse, EliA Calprotectin 2, Phadia 250
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Tiivistelma

Neutrofiilisissa granulosyyteissa on runsaasti proteiinia, varsinkin kalprotektiinia. Neutrofiilit
vapauttavat kalprotektiinia suoliston luumeniin tulehduksellisissa suolistosairauksissa (IBD,
inflammatory bowel disease). Lisaantynyt Kkalprotektiinieritys tarkoittaa korkeampaa
kalprotektiinipitoisuutta ulosteessa ja viittaa mahdolliseen suolistotulehdukseen. Ulosteen
kalprotektiinitutkimusta (F-Calpro) voidaan kayttaa IBD:n ja artyvan suoliston oireyhtyman
(IBS, irritable bowel syndrome) erotusdiagnostiikassa, IBD-potilaiden seurannassa ja
hoidossa, seka IBD-potilaiden aktiivisen sairausvaiheen ennustamisessa.

Opinnaytety6n tarkoitus oli validoida ja ottaa kaytt6on kalprotektiinianalyysimenetelma, EIiA
Calprotectin 2, Phadia 250 -immunoanalysaattorilla. Kalprotektiinipitoisuuden maaritykseen
Phadia 250 -immunoanalysaattorilla kaytettya fluoroentsyymi-immunomenetelmaa (FEIA)
kutsutaan EliA-mentelmaksi. EliA Calprotectin 2 -analyysipaketin reagenssit on uudistettu.
Opinnaytetydssa  verrattin  EliA-menetelmalla  mitattuja  kalprotektiinipitoisuuksia
alkuperéisilla (EliA Calprotectin) ja uudistetuilla (EliA Calprotectin 2) reagensseilla.

Opinnaytetydssa kerattiin 67 ulostenaytettd. Ulostenaytteet laimennettiin alkuperaisilla (EIiA
Calprotectin) ja uudistetuilla (EliA Calprotectin  2) reagensseilla, minka jalkeen
kalprotektiinipitoisuus  analysoitin - molemmista laimennuksista Phadia 250 -
immunoanalysaattorilla.

EliA Calprotectin 2 -analyysilla on valmistajan mukaan aiempaa parempi herkkyys, mika
myods ilmenee tassa opinnaytetydssa. Vertailussa EliA Calprotectin 2 antoi useammin
korkeampia kalprotektiinipitoisuuksia kuin EliA Calprotectin. EIliA Calprotectin 2 hyvaksyttiin
luotettavana EliA Calprotectin -analyysin korvaajana. Mitatuissa kalprotektiinipitoisuuksissa
oli ero, joka luultavasti riippui EliA Calprotectin 2 -analyysin paremmasta herkkyydesta. EliA
Calprotectin 2 -analyysin kayttoonotto Phadia 250 -immunoanalysaattorilla toteutettiin
validoinnin jalkeen.

Kieli; Ruotsi Avainsanat: kalprotektiini, uloste, validointi, reagenssivertailu,
EliA Calprotectin 2, Phadia 250 -immunoanalysaattori
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Abstract

Calprotectin is an abundant protein in neutrophilic granulocytes and is released from
neutrophilic granulocytes into the intestinal lumen during inflammatory bowel disease (IBD).
The increased release of calprotectin causes a higher calprotectin level in faeces and is an
indication of intestinal inflammation. Faecal calprotectin analysis (F-Calpro) can be used to
differentiate between IBD and irritable bowel syndrome (IBS), to monitor and treat IBD
patients and to predict a more active disease period in IBD patients.

The aim of this thesis was to validate and implement the EliA Calprotectin 2 assay for
measurement of calprotectin levels with the Phadia 250 immunoanalyser. The method used
with Phadia 250 to measure the calprotectin level is called EliA and is a fluorescence
enzyme immunoassay (FEIA). The measured calprotectin levels with EliA Calprotectin and
EliA Calprotectin 2 were compared. EIiA Calprotectin 2 had updated reagents compared to
EliA Calprotectin, however, both assays used the same EliA method.

For the thesis 67 faecal samples were collected. The faecal samples were diluted with
reagents from EIlIA Calprotectin and EliA Calprotectin 2, and the calprotectin level was
analysed from the two different dilutions with the Phadia 250 immunoanalyser.

EliA Calprotectin 2 has a higher sensitivity than EIIA Calprotectin according to the
manufacturer, which can be indicated from this thesis. EIiA Calprotectin and EIA
Calprotectin 2 were compared, and a higher calprotectin level was more often measured
with EliA Calprotectin 2. EliA Calprotectin 2 was approved as reliable to replace EIiA
Calprotectin. There was a difference between the measured calprotectin levels, which
probably was due to the higher sensitivity of EliA Calprotectin 2. The implementation of EIliA
Calprotectin 2 for Phadia 250 was done after the validation.

Language: Swedish Key words: calprotectin, stool, faeces, validation, comparison of
reagents, EliA Calprotectin 2, Phadia 250
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1 Introduktion

Kalprotektinbestamning fran avforing ger viktig information om inflammatoriska
tarmsjukdomar, som Crohns sjukdom och ulcerds kolit (Sipponen & Kolho 2011, s.
2631). Kalprotektin ar ett protein som utsondras mest fran neutrofila granulocyter.
Vid inflammatoriska tarmsjukdomar ar kalprotektinhalten hogre &n normalt, vilket
beror pa att de neutrofila granulocyterna vandrar till tarmlumen och utséndrar
kalprotektin. Fekal kalprotektinundersokning (F-Calpro) &ar anvandbar vid
uppfoljning och behandling av inflammatoriska tarmsjukdomar. Undersdkningen
visar hur aktiv inflammationen &r och kan forutsdga perioder med forvarrat
sjukdomstillstdnd  (Sipponen & Kolho 2011, s. 2631-2632). Med
kalprotektinbestamning kan man skilja mellan inflammatoriska tarmsjukdomar som
kallas IBD (irritable bowel disease) och funktionell tarmsjukdom som kallas IBS
(irritable bowel syndrome) (Tibble m.fl. 2000a, s. 510).

Symtomen for IBD och IBS liknar varandra med bland annat diarré och magsmartor
(Walsham & Sherwood 2016, s. 23). Differentieringen mellan IBD och IBS grundar
sig pa att vid IBS forekommer vanligen ingen tarminflammation (Grundmann & Yoon
2010, s. 692). Kalprotektinhalten ar darmed inte forhojd vid IBS p& grund av att
tarmen inte &r inflammerad. | Finland har antalet patienter som lider av
inflammatoriska tarmsjukdomar 6kat markbart under de senaste 25 aren (Nykopp
2015). Okningen i antalet IBD-patienter beror aven p& att metoderna for

diagnostiseringen har utvecklats och mera forskning kring IBD har 6kat kunskapen.

Malet med lardomsprovet var att validera och implementera
kalprotektinanalysmetoden EIliA Calprotectin 2 med immunanalysatorn Phadia 250.
EliA Calprotectin 2 har uppdaterade reagens jamfort med EIliA Calprotectin, som ska
ersattas. Med undersokningen kontrollerades om det fanns skillnader i den
uppmatta kalprotektinhalten mellan det tidigare anvénda EliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2 som validerades. Implementeringen, dvs. ibruktagandet, av den

uppdaterade metoden for kalprotektinanalys genomfdrdes efter valideringen.

Lardomsprovet var ett bestéllningsarbete av kemist Diana Kujala vid Social- och
halsovardsverkets kliniska laboratorium i Jakobstad. Understkningen utférdes
under tidsperioden 18.4 — 2.6.2017 vid Social- och halsovardsverkets kliniska

laboratorium i Jakobstad. Diana Kujala var handledare for det praktiska arbetet.



2 Syfte och fragestallningar

Syftet med arbetet ar att validera och implementera EliA Calprotectin 2, som har
nya reagens, och jamfora med EliA Calprotectin som ska ersattas. Matningen av
halten av fekalt kalprotektin (F-Calpro) utférs med immunanalysatorn Phadia 250.
Reagenserna for EliA Calprotectin och EIIA Calprotectin 2 skiljer sig medan
metoden, EIliA, &r samma. | texten benamns de jamférande undersdkningarna
forenklat ElIA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 med beaktande att de skiljer sig
angaende reagenserna. Enligt tillverkarens egna undersokningar har den nyare EIiA
Calprotectin 2 battre kanslighet for IBD, 98,0 %, jamfért med 88,9 % hos EIlIA
Calprotectin. Specificiteten for IBD ar daremot lagre pa 75,9 % for EliA Calprotectin
2 medan EIiA Calprotectin har 79,5 % specificitet (Thermo Scientific 2014a, s. 3).

Fragestallningarna som arbetet fokuserar p& ar att understéka om det finns
variationer i den uppmatta kalprotektinhalten mellan EliA Calprotectin och EIliA
Calprotectin 2 och ifall EIiA Calprotectin 2 kan tillforlitligt implementeras i den dagliga
laboratorieverksamheten for analys av fekalt kalprotektin istéllet for EIA
Calprotectin. De mojliga skillnaderna som forekommer i uppmaétta kalprotektinhalter
mellan EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 kan bero pa den enligt tillverkaren
battre kansligheten hos EliA Calprotectin 2. Kansligheten kontrolleras genom att
undersbka om det finns en skillnad i den uppmaétta kalprotektinhalten vid
anvandning av den nyare EliA Calprotectin 2 jamfort med EIliA Calprotectin med
Phadia 250 immunanalysatorn. | arbetet underséks samma avféringsprov med EIiA

Calprotectin och EliA Calprotectin 2.



3 Teoretisk bakgrund

| den teoretiska bakgrunden tas upp information om fekalt kalprotektin,
inflammatoriska tarmsjukdomarna Crohns sjukdom och ulcergs kolit och brister med
fekalt kalprotektin som markor for IBD. Dessutom beskrivs preanalytiska faktorer
infor kalprotektinanalys, metodbeskrivning av fluorescensenzymimmunometoden
EliA som anvands for métningen av kalprotektinhalten samt vilka egenskaper som

kan understkas vid validering av en analysmetod.

3.1 Kalprotektin

Kalprotektin ar ett metallbindande protein
som bestar av 93 aminosyror och hor till
proteinfamiljen S100 (Bild 1) (Korndorfer m.fl.
2007). S100 proteinfamilien ar alla sma
proteiner pa 10-12 kDa, som framst bestar
av alfa-helixar och binder kalcium- eller

zinkjoner (Sedaghat & Notopoulus 2008, s.

198-199). Kalprotektin ar ett protein som _
frlgors framst frén neutroflla granulocyter, Bild 1. Kristallstrukturen av ka|pl’0tektln
) . . fran manniska. Proteinstrukturen bestar av
men aven fran monocyter och aktiverade gifa-helixar och bollarna representerar
makrofager. Kalprotektin utgér ca 60 % av allt Pundna kalciumjoner  (Korndorfer m.fl,
2007). Bilden &r fran rcsb.org, PDB ID:
protein som finns i neutrofila granulocyters 1xka4.
cytoplasma. Kalprotektins kompletta
biologiska funktion &r inte k&nd férutom att det binder kalcium och zink samt har

immunregulatoriska uppgifter (Sipponen & Kolho 2011, s. 2631).

Kalprotektin utséndras vid neutrofilaktivering och nar monocyter faster vid endotel,
darfor kan kalprotektin matas fran plasma, ledvatska, spott, likvor, urin och feces
(Sipponen & Kolho 2011, s. 2631). Plasmakalprotektinhalten kan 6ka upp till 40
ganger fran det normala vardet pa grund av infektioner och inflammationer.
Kalprotektinhalten ar normalt kring sex ganger hogre i avforing jamfort med i plasma
(Sipponen & Kolho 2011, s. 2631). For att pavisa IBD har méatning av kalprotektin

fran avforing visats vara mera specifikt jamfort med t.ex. CRP (C-reaktivt protein)
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(Lehmann m.fl. 2015, s. 27). Blodprov har lag sensitivitet och specificitet for att
detektera IBD och det &r svart att hitta korrelationer till kliniska symtom (Tibble m.fl.
2000b, s. 17-19).

3.2 Fekalt kalprotektin

Det finns mycket kalprotektin i neutrofila granulocyter som vid inflammation vandrar
genom tarmvéaggen till tarmlumen. Antalet neutrofila granulocyter 6kar i tarmen och
darmed Okar aven kalprotektinhalten i avféringen (Vermeire m.fl. 2006, s. 428).
Matningen av kalprotektin fran avforing anvands vid uppféljning av inflammatoriska
tarmsjukdomarna Crohns sjukdom och ulcerds kolit. Kalprotektinhalten korrelerar
med neutrofilantalet i tarmlumen och &ar specifikt forhojt vid inflammatoriska

tarmsjukdomar (Carlsson m.fl. 2012, s. 485).

Referensvardet, som anvands i Finland, ar att halten kalprotektin i avféring ska vara
under 100 pg/g kalprotektin (Vaisanen 2015; Katajamaki & Havana 2016; Anttonen
2017). Det betyder i detta fall att kalprotektinhalter éver 100 pg/g tyder pa
tarminflammation medan kalprotektinhalter under 100 pg/g tyder pa att det inte
forekommer en tarminflammation. Det har gjorts undersokningar kring det
lampligaste referensvardet for fekalt kalprotektin. |1 en jamférande litteraturstudie
utford av von Roon m.fl. (2007) var resultatet att 100 ug/g ar battre an 50 ug/g for
diagnostiseringen av IBD (von Roon m.fl. 2007, s. 811).

Kalprotektin finns normalt i avforing, under 50 pg/g, och varierar med aldern och
darfor finns det forslag pa kalprotektinreferensvarden for friska personer enligt
aldern (D’Angelo m.fl. 2017, s. 294). For 2 — 9-aringar finns ett foreslaget
referensvarde pa under 166 pg/g kalprotektin och den hogre kalprotektinhalten ar
troligen pa grund av att barn har normalt storre permeabilitet i tarmens mukosa och
skillnader i tarmens mikrobiota (Joshi m.fl. 2010, s. 261; D’Angelo m.fl. 2017, s.
294). For 10 — 59-aringar foreslas referensvardet under 51 ug/g kalprotektin och

under 112 pg/g kalprotektin for personer éver 60 ar (Joshi m.fl. 2010, s. 261).

Andra fall dér kalprotektin ar férhojt ar bland annat vid maligniteter i mag-
tarmkanalen, polyper i mag-tarmkanalen, skador i tarmslemhinnan pa grund av

antiinflammatoriska lakemedel, bakterie- eller virusinfektioner i mag-tarmkanalen,



5

divertikulit, allergiska reaktioner i tarmen samt nekrosenterokolit hos nyfédda
(Sipponen & Kolho 2011, s. 2632). Vid celiaki har man inflammation i slemhinnan
men kalprotektinhalten &r inte nddvandigtvis forhojt och darfér anvands inte
kalprotektinundersokning vid diagnostisering av celiaki. Det har visats att fekalt
kalprotektin 6kar med aldern och vikt och minskar med motion och Okat fiberintag
(Sipponen & Kolho 2011, s. 2632).

3.3 Inflammatoriska tarmsjukdomar

Till de inflammatoriska tarmsjukdomarna, IBD, hor ulcerds kolit och Crohns sjukdom
(Sipponen & Kolho 2011, s. 2631). | Finland finns cirka 46 000 personer med IBD
och Gver 2000 nya IBD-patienter diagnostiseras arligen (Crohn ja Colitis ry 2017).
Antalet diagnostiserade har tredubblats under 1990-2010-talen (Nykopp 2015).
Enligt Folkpensionsanstaltens (FPA) uppgifter har antalet barn med IBD fyrdubblats
under de senaste 20 aren (Crohn ja Colitis ry 2017). Medelaldern fér barn som
insjuknar i IBD &r 12 &r, men IBD diagnostiseras hos allt yngre barn (Crohn ja Colitis
ry 2017). Bade Crohns sjukdom och ulcerds kolit ar kroniska och karakteriseras av
perioder av remission, dvs. lugnare sjukdomstillstind, och aktivare
sjukdomstillstdnd (Vermeulen m.fl. 2012, s. 3; Jussila 2014, s. 30). Perioderna av
remission kan variera frdn manader till ar och vissa patienter ar aldrig i remission
(Vermeulen m.fl. 2012, s. 5).

Etiologin ar inte helt kand fér IBD, men sjukdomen orsakas troligen av genetiska
faktorer samtidigt som miljofaktorer och dieten paverkar (Jussila 2014, s. 16;
Vermeulen m.fl. 2012, s. 3; Adams & Bornemann 2013, s. 699). Vid IBD pagar en
obefogad immunreaktion och personen férlorar toleransen mot tarmens normala
mikrobiota. Det forekommer troligen fel i tarmens barriarfunktion och immunsystem,
vilket leder till kronisk inflammation (Vermeulen m.fl. 2012, s. 3). Personer med IBD
har en &ven storre risk att insjukna i andtarmscancer (Ullman & ltzkowitz 2011, s.
1807).

Diagnostiseringen av IBD baseras pa uteslutningsmetoden. Ofta anvands flera olika
undersokningsmetoder, som histologiska, radiologiska och biokemiska
undersokningar samt endoskopi (Jussila 2014, s. 30; Vermeulen m.fl. 2012, s. 3).

Fran blodprov undersoker man bland annat férekomsten av inflammation, infektion,
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vatskebalansen och anemi. Fran fecesprov gors mikrobiologiska undersokningar.
Forekomsten av IBD-specifika antikroppar mot autoantigener och mikrober kan
aven undersokas. Perinukleara anti-neutrofila cytoplasmiska antikroppar, pANCA,
finns hos 60 — 80 % av patienter med ulcerds kolit och hos 5 — 25 % av patienter
med Crohns sjukdom. Antikroppar mot Saccharomyces cerevisiae, ASCA, finns hos
50 — 80 % av patienter med Crohns sjukdom, men endast hos mindre an 10 % av
patienter med ulcerds kolit (Vermeulen m.fl. 2012, s. 3). Vid IBD undersokning boér
bade pANCA och ASCA testas for att fa en tydligare diagnostisering (Kaukoranta
2013).

Malet med behandlingen av IBD ar att halla sjukdomen i remission for att tarmens
mukosa ska kunna laka (Jussila 2014, s. 34). Behandlingen ar individuell och
paverkas av sjukdomsaktiviteten, inflammationsomradet och tidigare medicinering
(Jussila 2014, s. 34; Vermeulen 2012, s. 5). Ldkemedel som anvénds ar bl.a.
glukokortikoider, aminosalicylater, kortikosteroider, metotrexat och biologiska
lakemedel som  anti-TNFa-antikroppar  (Sipponen 2017, s.  115).
Lakemedelsbehandling leder inte alltid till remission och da kan operation bli
aktuellt. Hos 30 % av patienter med ulcergs kolit kravs att &ndtarmen avlagsnas och
hos 75 % av patienter med Crohns sjukdom kravs att en del av tunntarmen

avlagsnas (Jussila 2014, s. 38).

3.3.1 Crohns sjukdom

Crohns sjukdom ar en kronisk tarminflammationssjukdom, som férekommer hos
bade barn och vuxna (Kittanakom m.fl. 2017, s. 1; Jussila 2014, s. 26).
Tarminflammationen kan patraffas i hela mag-tarmkanalen i flera regioner samtidigt
(Vermeulen m.fl. 2012, s. 3). | 30 % av fallen férekommer inflammationen i
tunntarmen, 20 % har inflammation endast i tjocktarmen och 50 % har inflammation
i bade tunntarmen och tjocktarmen samtidigt. Dartill forekommer aven ofta

inflammatoriska omraden i 6vre mag-tarmkanalen (Vermeulen m.fl. 2012, s. 3).

Crohns sjukdom diagnostiseras oftare hos yngre personer i aldrarna 15 — 24 och
senare i 40 ars aldern (Vermeulen m.fl. 2012, s. 3; Jussila 2014, s. 26). | Finland
insjuknar cirka 9 per 100 000 personer arligen (Crohn ja Colitis ry 2017). Det har
framkommit att rOkare har en storre risk att insjukna i Crohns sjukdom (Jussila 2014,
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s. 19). Symtomen vid Crohns sjukdom &r diarré, magsmartor, viktminskning och
blodig avforing (Jussila 2014, s.30).

3.3.2 Ulcerds kolit

Ulcerds kolit ar en kronisk tarmsjukdom i tjocktarmen och kan patraffas antingen
endast vid rektum, i omraden narmare tunntarmen eller i hela tjocktarmen (Adams
& Bornemann 2013, s. 699). Sett pa hela varlden ar ulcerés kolit vanligare an
Crohns sjukdom, medan Crohns sjukdom &r vanligare i industrilander (Adams &
Bornemann 2013, s. 699). | Finland insjuknar arligen cirka 25 per 100 000 personer
i ulcerds kolit (Sipponen 2015, s. 801). Sjukdomen &r nagot vanligare hos man an
hos kvinnor och uppkommer ofta redan i 20 — 35 ars alder, medan Ovriga
diagnostiseras i 50 — 60 ars aldern (Nykopp 2015). Symtomen for ulcerds kolit ar
diarré, blodig avféring och magsmartor (Jussila 2014, s. 30).

3.4 Brister med kalprotektin som fekal markor for IBD

Det finns flera olika brister kopplat till anvandningen av fekala markdrer for
diagnostiseringen och uppféljningen av IBD (Lehmann m.fl. 2015, s. 28). Fekala
markorer, som kalprotektin, ar inte specifika for IBD. Kalprotektin kan detekteras
t.ex. vid Kkolorektalcancer, fédoamnesallergier och bakteriell mag- och
tarminflammation (gastroenterit) (Lehmann m.fl. 2015, s. 28). Kalprotektin finns
jamnt fordelat i feces, men kalprotektinhalten paverkas av fysiologiska faktorer som
alder, komorbiditet och dagliga variationer. Det finns inget validerat referensvarde
for definieringen av aktiv sjukdomsfas och sjukdom i remission. Det optimala
referensvardet har inte definierats framst pa grund av olika kliniska situationer och
metoderna som anvands. Kalprotektin kan inte anvandas for att skilja mellan Crohns
sjukdom och ulcerds kolit. Dessutom kan patienterna vara motvilliga att hantera och

samla upp avforingsprovet (Lehmann m.fl. 2015, s. 28-29).

Ett problem med kalprotektinbestamningen &r att det inte finns ett internationellt
bestamt referensvarde (D’Angelo m.fl. 2017, s. 299). Det finns férslag pa

referensvarden pa 50 pg/g, 100 pg/g och 250 ug/g for fekalt kalprotektin (D’Angelo
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m.fl. 2017, s. 296; Lobaton m.fl. 2013, s. 1034). Referensvardet som anvands
bestams enligt metoden som anvands, tillverkarens rekommendationer, forskning
och det kliniska forhallningssattet for behandlingen. Dessutom finns det inte
bestamda riktlinjer for kalprotektinhalter p4 50-150 ug/g som kallas "grazonen” ifalll
referensvardet 100 pg/g anvands. Det ar da upp till lakaren att fran dvriga tester
beddma patientens fortsatta behandling (D’Angelo m.fl. 2017, s. 299; Kittanakom
m.fl. 2017, s. 4).

En annan svarighet med kalprotektin ar att det inte finns en jamforbar standard for
kalprotektin mellan olika kalprotektinanalysmetoder (Whitehead m.fl. 2013, s. 59).
Det leder till att det forekommer skillnader hos de uppmatta kalprotektinhalterna
mellan de olika analysmetoderna och det rekommenderas att patientuppféljningen
gors pa samma laboratorium eller vid laboratorier som anvander samma metod och
apparat for att fa jamforbara resultat (Whitehead m.fl. 2013, s. 59-60; Prell m.fl.
2014, s. 5; Kittanakom m.fl. 2017, s. 8).

Det finns forslag pa att det kunde vara battre med ett hogre referensvarde for
kalprotektin for patienter med diagnostiserad IBD och ett lagre referensvéarde vid
sallningsundersokningar (D’Inca m.fl. 2007, s. 436). De flesta tillverkare foreslar att
en kalprotektinhalt pa dver 50 ug/g skulle klassificeras som positivt, vilket indikerar
att patienten troligen har en tarminflammation (Tibble m.fl. 2000a, s. 510). Det har
funnits ett forslag pa att infora ett lagre referensvarde pa 30 pg/g kalprotektin for att
forbattra kansligheten vid sarskiljandet av IBS och IBD. Ett lagre referensvarde
kunde &ven vara battre for att forutspa klinisk remission och bedoma
behandlingsresponsen (Tibble m.fl. 2000a, s. 510). Ett lagre referensvarde leder till
minskat antal falska negativa svar, men Okat antalet falska positiva svar, med béttre
kanslighet och lagre specificitet (Theodorsson m.fl. 2012, s. 45). P4 motsvarande
satt om referensvardet ar satt hogt blir kénsligheten samre och specificiteten hdgre,
dvs. flera falska negativa men farre antal falska positiva resultat (Theodorsson m.fl.
2012, s. 45).

Det finns aven andra fekala markoérer an kalprotektin (Lehmann m.fl. 2015, s. 29).
Mojligheterna att anvdnda exempelvis laktoferrin, hemoglobin, metalloproteinaser
och myeloperoxidaser som fekala markérer for IBD undersoks (Lehmann m.fl. 2015,
s. 29-30). Speciellt laktoferrin paminner om kalprotektin och bland annat

forekommer hogre laktoferrinhalter vid aktiv ulcerds kolit jamfort med inaktiv ulceros
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kolit eller Crohns sjukdom, dessutom kan man skilja mellan IBD och IBS (Sipponen
m.fl. 2008, s. 1227; D’Inca m.fl. 2007, s.436).

3.5 POC-tester for kalprotektinanalys

Ett Okat antal IBD-patienter har lett till okad efterfrdgan pa snabbtest for
sjukdomsuppfoljning. Under de senaste aren har det utvecklats POCT (Point Of
Care Testing) for kalprotektinanalys. Heida m.fl. (2017) har undersokt kalprotektin
POC-testet IBDoc (Buhlmann Laboratories AG, Schénenbuch, Schweiz), med
vilken patienten kan utfora testet hemma (Heida m.fl. 2017, s. 1743). Patienten
samlar sjalv avforingen med en sticka och spader provet som droppas i en
testkassett. Patienten anvander sedan en applikation pa sin smarttelefon for att
avlasa svaret i testkassetten med telefonens kamera efter 12 minuter. Svaret
klassificeras som lagt, medel eller hogt och svaret skickas till en dataportal varifran
en lakare kan granska svaret (IBDoc u.d.; Heida m.fl. 2017, s. 1743-1744). |
undersokningen jamfordes resultaten fran IBDoc med resultaten fran en ELISA-
metod och kalprotektinhalterna stadmde tillréackligt bra o©verens i de fall
kalprotektinhalterna var under 500 pg/g. Heida m.fl. (2017) rekommenderade att
uppmatta halter éver 500 pg/g, med IBDoc, borde verifieras med en annan metod
t.ex. en ELISA-metod (Heida m.fl. 2017, s. 1743, 1747-1748).

Puolanne m.fl. (2016) jamférde POC-testet Prevent ID CalDetect (Preventis
Immunodiagnostics, Bensheim, Tyskland) med en ELISA-metod (Puolanne m.fl.
2016, s. 826). Resultatet visade att snabbtestet Prevent ID CalDetect, korrelerade
med ELISA-metoden (Puolanne m.fl. 2016, s. 828). Deras rekommendation var att
anvanda snabbtest for att identifiera patienter med aktivt sjukdomstillstand och
endast analysera positiva resultat fran snabbtest med den mera tidskravande och

noggrannare ELISA-metoden (Puolanne m.fl. 2016, s. 830).
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3.6 Serumkalprotektin som markdr for andra sjukdomar

Serumkalprotektin ar inte palitligt som markor for IBD, eftersom det ger en bild av
en systemisk inflammation (McCann m.fl. 2017, s. 535). Den forskning som finns
som jamfor serumkalprotektin och CRP vid inflammationstillstand ger motstridiga
resultat. Hare m.fl. (2013) och Meuwis m.fl. (2013) fann bada en korrelation mellan
serumkalprotektin och CRP medan McCann m.fl. (2017) inte fann en korrelation
mellan serumkalprotektin och CRP (Hare m.fl. 2013, s. 245; Meuwis m.fl. 2013, s.
682; McCann m.fl. 2017, s. 534).

Det bedrivs forskning kring mdjligheterna att anvanda serumkalprotektin som
markor for andra sjukdomstillstand. Serumkalprotektin har undersokts som mojlig
markor framst vid inflammatoriska sjukdomstillstdnd som tex. akut
blindtarmsinflammation (Schellekens m.fl. 2013), reumatoid artrit (Inciarte-Mundo
m.fl. 2016) och vid AAV (anti-neutrofil cytoplasmisk antikroppsassocierad vaskulit
s.k. ANCA-associerad vaskulit) som &r en specifik typ av njurinflammation (Pepper
m.fl.  2013). Overlag forskas det kring ifall kalprotektin &r en battre
inflammationsmarkér an CRP och det utvecklas serumkalprotektinanalysmetoder

som kan tillampas p& kemianalysatorer (Nilsen m.fl. 2015).

Pedersen m.fl. (2014) studerade sambandet mellan hdoga halter plasmakalprotektin
och hjart-karlsjukdomar hos typ 2 diabetes mellitus patienter (Pedersen m.fl. 2014,
s. 1). De fann dock inga bevis pa att plasmakalprotektin kunde anvandas som
markor for hjart-karlsjukdomar (Pedersen m.fl. 2014, s. 7). Daremot hittades ett
samband hos typ 2 diabetes mellitus patienter mellan hog halt plasmakalprotektin
och 6vervikt, perifera karlsjukdomar och metabolt syndrom (Pedersen m.fl. 2014, s.
4). En mojlig orsak till forhdjda kalprotektinhalter vid hjart-karlsjukdomar kan vara
en foljd av inflammationen vid bildandet av aterosklerotiskt plack i karlen (Pedersen
m.fl. 2014, s. 6). | tva skilda studier undersoktes kalprotektinhalten fran serum som
markor for sepsis hos nyfédda (Terrin m.fl. 2011, s. 5; Decembrino m.fl. 2015, s. 3).
Serumkalprotektin ar kansligare och kan detekteras snabbare &n CRP, men mer
forskning behovs for att utreda kalprotektins anvéndbarhet som sepsismarkor
(Decembrino m.fl. 2015, s. 1-3).



11

3.7 Preanalytik och provhantering infor kalprotektinanalys

Laboratorieundersokningsprocessen delas traditionellt in i preanalytiska fasen,
analytiska fasen och postanalytiska fasen. Benamningen pre-preanalytiska fasen
har tillkommit och innebar de steg som utfors utanfor det kliniska laboratoriet, som
valet av analyser och bestallningen av undersdkningen av lakaren, provtagning,
markning av provet med patientuppgifter, transporten samt mottagandet av provet
(Plebani 2012, s. 85). | pre-preanalytiska fasen paverkar ofta den information
patienten far fran annan vardpersonal t.ex. angaende fasteprov. Till den
preanalytiska fasen hor arbetsmoment efter provmottagningen och innan den
analytiska fasen, som sortering av prov, centrifugering, avskiljning, alikvotering och
forvaring innan  analysen  (Plebani m.fl. 2014, s. 106-107). |
laboratorieundersokningsprocessen sker de flesta fel, upp till 75 %, i den
preanalytiska fasen, vilket innefattar pre-preanalytiska fasen (Plebani 2012, s. 85;
Plebani m.fl. 2014, s. 107). De flesta av dessa steg kan och har automatiserats
under de senaste aren for att minska pa de preanalytiska felen (Caragher m.fl. 2017,
S. 60-61).

En preanalytisk faktor att ta i beaktande infor kalprotektinanalys fran avféringsprov
ar rekommendationen att ta avféringsprovet fran morgonavforing om maojligt, men
det ar inte nodvandigt (Sipponen & Kolho 2011, s. 2631). Icke-steroida
antiinflammatoriska lakemedel (NSAID, non steroidal anti-inflammatory drugs) kan
hdja kalprotektinhalten eftersom de kan skada tarmslemhinnan, vilket kan leda till
tarminflammation. Darfér rekommenderas att patienten haller upp med
anvandningen av NSAID lakemedel 1 — 2 veckor innan kalprotektinundersoékningen.
Kalprotektinbestamningen kan goras fran ett gram avforing och
avforingskonsistensen paverkar inte namnvart (Sipponen & Kolho 2011, s. 2631—
2632). Infor provtagningen far patienten en specifik burk for avféringsprovet fran
laboratoriet. Burken har en sked i locket och den rekommenderade provmangden
ar en ordentlig tesked avforing. Patienten kan sedan fbrvara provet i

rumstemperatur vid transporten till laboratoriet (Vaisanen 2015).

Fore kalprotektinanalysen spéads avforingsprovet med ett kommersiellt kit. Enligt
tillverkaren ska avforingsproverna for EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2
spadas med skilda kommersiella kit, EIiIA Stool Extraction kit respektive ElIA Stool

Extraction kit 2. Kalprotektin ar stabilt i avféringen innan spadning, vilket beror pa
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att proteinet &ar proteasresistent och avféringen kan férvaras en vecka i
kylskapstemperatur eller frysas innan analysen (Carlsson m.fl. 2012, s. 485;
Sipponen & Kolho 2011, s. 2632). Kalprotektin har daremot en annorlunda
hallbarhet i spadningarna. Avforingsspadningen med EliA Stool Extraction kit 2
haller i rumstemperatur i tre dagar, sju dagar i kylskapstemperatur och tre manader
i frys (Thermo Scientific 2014b, s. 1). Avfdringsspadningarna gjorda med EIliA Stool
Extraction kit har samre hallbarhet, 24 timmar i kylskdp, och tillverkaren
rekommenderar att inte forvara avforingsspadningarna i kylskap Gver natten,
eftersom kalprotektinhalten da kan minska. Hallbarheten i frys ar tre manader for

avforingsspadningar med EIliA Stool Extraction kit (Thermo Scientific 2012b, s. 1).

3.8 EliA —en fluorescensenzymimmunometod som detekteras med
Phadia 250

Metoden som anvands med immunanalysatorn Phadia 250 (Thermo Scientific, MA,
USA) for att mata kalprotektinhalten benamns EIA och &r en
fluorescensenzymimmunometod, FEIA (Fluorescence Enzyme Immuno Assay)
(Thermo Scientific 2015a, s. 1). For Phadia 250 betecknas kalprotektinmetoden EIiA
Calprotectin eller EliA Calprotectin 2 och ar amnat for in vitro kvantitativ matning av

kalprotektinhalten fran avforing frAn manniska (Thermo Scientific 2015a, s. 1).

EliA-reaktionsbrunnarnas polystyrenyta ar tackt med monoklonala antikroppar som
specifikt binder till kalprotektin (Bild 2A och 2B). Efter att kalprotektin har bundit
tillsatts en enzymmarkt detektionsantikropp, konjugatet, som binder specifikt till
kalprotektin fran manniska (Bild 2C). Konjugat-antikroppen ar markt med enzymet
B-galaktosidas. Det bildas ett kalprotektin-konjugat-komplex. Darefter tillsétts en
framkallningslosning som innehdller ett substrat. Substratet ar 4-metyl-umbelliferyl-
B-D-galaktosid som forkortas 4-MUF. Enzymet pa antikroppen omvandlar substratet
som borjar fluorescera (Bild 2D). Reaktionen stoppas och fluorescensen detekteras
for att mata kalprotektinhalten i provet. Fluorescensintensiteten &r proportionerligt
till mangden kalprotektin, dvs. mycket kalprotektin ger hogt fluorescensvérde.
(Thermo Scientific 2012a, s. 102; Thermo Scientific 2015a, s. 1). Denna metod dar
antigenet fangas upp av en antikropp och detekteras med hjalp av en annan
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antikropp kallas sandwich-metod, eftersom antigenet hamnar mellan tva antikroppar
(Bild 2D) (Koivunen & Krogsrud 2006, s. 493).

Enzymkonjugerad g strat *

detektionsantikropp U
\ \
Kalprotektin / /
Monoklonal :
antikropp K z?v? 55.';; K m

I\YII\ IIY}%II\

Bild 2. Metodprincipen for sandwich EIA/EIIA for detektering av kalprotektin med monoklonala
antikroppar. En beskrivning av de olika reaktionerna som sker i EliA-reaktionsbrunnen. A)
Monoklonala antikroppar fran mdss finns fasta i reaktionsbrunnarna. B) Vid inkuberingen med
patientprov faster kalprotektin till de monoklonala antikropparna. C) Enzymantikroppkomplex
specifikt for kalprotektin faster till en annan epitop pa kalprotektin. D) Framkallningslosning,
innehallande substratet 4-MUF, tillsatts och fluorescens uppstar efter en enzymatisk reaktion mellan
enzymet, B-galaktosidas, och substratet. Bilden av kristallstrukturen (Korndorfer m.fl. 2007) av
kalprotektin &r fran rcsb.org, PDB ID: 1XK4. (Egen bild).

3.9 Validering av en metod

Valideringen ar en process dar analysmetoden testas for att bekréfta att metoden
ar vetenskapligt hallbar och lamplig for det tilltankta anvandningsomradet (Hiltunen
m.fl. 2011, s. 24). Metodvalidering ar en viktig del for att uppna tillforlitlighet for
metoden. En metodvalidering gors t.ex. varje gang en ny metod tas i bruk, nar en
ny metod utvecklas for ett visst andamal, ifall metoden som anvands fornyas eller
anvandningsomradet breddas, ifall kemikalietillverkaren byts eller materialet som
analyseras byts samt ifall det framkommer fran kvalitetskontrollerna att nadgonting
har intraffat med metoden som anvénds. Vid valideringen kan man underséka
selektivitet, specificitet, linjaritet, matomradet, detektionsgransen,

kvantifieringsgransen, avvikelser, utbyte, interferensmotstand, kanslighet,
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noggrannhet, repeterbarhet, reproducerbarhet och matosakerhet (Hiltunen m.fl.
2011, s. 24-27).

3.9.1 Selektivitet, specificitet och kanslighet

Metodens selektivitet betyder hur bra metoden kan bestamma halten av en specifik
substans, nar det samtidigt finns andra substanser som kan stéra i l6sningen
(Hiltunen m.fl. 2011, s. 10). En metod med bra specificitet mater endast den
specifika substansen i frdga. Bade selektiviteten och specificiteten stérs ofta av
andra faktorer och det ar svart att ha en metod som &r helt selektiv och/eller specifik
for en viss substans (Hiltunen m.fl. 2011, s. 11). Kansligheten ar metodens formaga
att detektera sma forandringar i provmaterialet, dvs. om metoden ar kanslig ger en
liten férandring i koncentration ett stort utslag vid detektionen (Hagg 2016, s. 21).
Kansligheten och specificiteten paverkar varandra. Det betyder att om
referensvardet som ar valt ar hogt leder det till en lagre kanslighet dvs. flera falska
negativa resultat, medan specificiteten ar hogre och man far farre falskt positiva
resultat (Theodorsson m.fl. 2012, s. 45).

Pa motsvarande satt om referensvardet ar satt lagt blir kansligheten hogre och
specificiteten lagre (farre falska negativa men fler antal falska positiva resultat).
Kéansligheten och specificiteten &r specifika for en viss metod och anger sakerheten
hos metoden att urskilja absolut sjuka patienter samt absolut friska patienter
(Theodorsson m.fl. 2012, s. 46). Provsvaret anges som positivt eller negativt och
paverkar patientens fortsatta behandling, vilket betyder att specificiteten och
kansligheten ar viktiga. Exempelvis kan en metod ha 90 % ké&nslighet och 70 %
specificitet. Det betyder att kansligheten urskiljer sjukdomen hos 90 % av
insjuknade, men ger 10 % falska negativa. Specificiteten pa 70 % betyder att
metoden eliminerar sjukdom hos 70 % men ger falskt positiva resultat hos 30 %
(Theodorsson m.fl. 2012, s. 47).
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3.9.2 Matomrade, linjéaritet, detektions- och kvantifieringsgrans

Matomradet ar det omrade inom vilket ett resultat ar palitligt (Hiltunen m.fl. 2011, s.
11). Med linjaritet menas metodens formaga att inom ett specifikt omrade ge en
acceptabel linjar korrelation mellan resultatet och den understkta substansens
koncentration (Hiltunen m.fl. 2011, s. 12). Detektionsgransen anger den lagsta
koncentration som kan matas och som skiljer sig fran ett nollprov tillrackligt tydligt
for att ge ett palitligt resultat. Kvantifieringsgransen anger den minsta koncentration
som kan detekteras, men som man anger med ett osdkerhetsvarde (Hiltunen m.fl.
2011, s. 13).

3.9.3 Avvikelse, utbyte, interferensmotstand och noggrannhet

Det kan finnas avvikelser som kan bero pa t.ex. felkalibrering, systematisk
felavlasning av apparaten eller att apparaten inte har underhallits korrekt. Utbyte
betyder analysmetodens effektivitet att detektera den undersdkta substansens
totala mangd (Hiltunen m.fl. 2011, s. 13-16). Interferensmotstand anger hur kanslig
metoden ar och hur mycket resultateten som fds med metoden paverkas av sma
forandringar i testforhallanden, laboratoriet eller den person som utfor arbetet
(Hiltunen m.fl. 2011, s. 16; Hagg 2016, s. 22). Resultaten som erhalls ar palitliga
aven om det forekommer detaljavvikelser i metodprocessen. Aven om olika
laboratorier anvander sig av samma metoder finns det avvikelser mellan hur
metoden utférs mellan laboratorierna. Faktorer som kan paverka ar t.ex. personen
som utfor arbetet, reagenserna, temperaturen och pH-varden (Hiltunen m.fl. 2011,
s. 16-17). En metods noggrannhet anger att resultaten ar nara det verkliga vardet
(Ehder 2005, s. 35).

3.9.4 Repeterbarhet, reproducerbarhet och matoséakerhet

Repeterbarheten uppnas nar matningar kan utforas vid samma forhallanden inom
ett kort tidsintervall (Hiltunen m.fl. 2011, s. 19). Forhallandefaktorerna som behalls

ar bland annat att samma person utfor méatningarna med samma apparat och



16

samma reagenser anvands. Repeterbarheten understks genom att upprepa
undersokningen av prover med olika koncentrationer (Hiltunen m.fl. 2011, s. 19).
Reproducerbarhet betyder att ett prov kan méatas med samma metod i olika
laboratorier som har olika apparater och resultatet blir samma. Reproducerbarheten
kan testas under en langre tidsperiod (Hiltunen m.fl. 2011, s. 20). Det finns alltid en
osakerhetsfaktor vid matresultat, darfor &r det viktigt att vara medveten om den
mojliga matosakerheten (Hiltunen m.fl. 2011, s. 35). De faktorer som kan paverka
ar bland annat apparaturkalibreringar, apparathanteringen, temperaturskilinader,
personalens kunskaper, provtagningen, provhanteringen och felberdkningar
(Hiltunen m.fl. 2011, s. 38-42).

3.10 Validering av immunologiska metoder

De immunologiska metoderna kan delas in i tva grupper (primar och sekundar
interaktion) p& basen av hur resultatet tolkas (Hagg 2016, s. 43). Till den ena
gruppen (primar interaktion) hér metoder som tolkas visuellt t.ex. agglutinationstest
och test som tolkas med fluorescensmikroskop. Till den andra gruppen (sekundar
interaktion) hor metoder dar resultatet mats av en apparat t.ex. EIA, FEIA och
immunelektrokemiluminiscensmetoder (ECLIA). Vid validering av metoder som hor
till den forsta gruppen ar det viktigt att ta i beaktande faktorer som provets hallbarhet,
inkubationstemperatur, metodkanslighet, metodspecificitet samt provformen som
plasma, serum, likvor, saliv eller feces. En annan faktor &ar avvikelser fran

normalprov t.ex. om provet ar hemolytiskt eller lipemiskt (Hagg 2016, s. 43).

Metoderna som hor till den andra gruppen ar oftast kommersiella och tillverkaren
har validerat metoden (Hagg 2016, s. 14). Tillverkarens resultat angaende
kanslighet och specificitet ar oftast bra och det ar svart for ett vanligt laboratorium
att na samma resultat i praktiken. | laboratoriet verifieras att metoden fungerar i de
egna forhallandena. Man kan undersoka repeterbarheten, reproducerbarheten,
kansligheten, specificiteten och provformens paverkan. Om tillverkaren har
meddelat egenskaper hos provet som kan paverka resultatet maste man i
laboratoriet testa eller i svaret observera den mdojliga paverkan. Manga
immunologiska metoder kan utféras pa kemianalysatorer. Ifall man planerar att borja

utféra immunologiska metoder med en kemianalysator maste analysatorns
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lamplighet utredas och valideras. | de fall en ny apparat anskaffas, t.ex. en
immunanalysator, maste apparaten valideras. Man jamfér den nya och gamla
apparatens uppmatta analyssvar for att utreda om det finns skillnader i den

uppmatta halten undersokt substans (Hagg 2016, s.14, 43).
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4 Material och metoder

Undersokningen utférdes enligt instruktioner fran kemist Diana Kujala och enligt
tillverkarnas instruktioner. Respondenten framstallde sjalvstandigt spadningarna av
avforingsproverna och utforde kalprotektinanalyserna med immunanalysatorn
Phadia 250. Utférandet gjordes under veckorna 16 — 22 (18.4 — 2.6.2017) vid
kliniska laboratoriet vid Social- och halsovardsverket i Jakobstad. Under veckorna
samlades sammanlagt 67 avforingsprov for kalprotektinanalys. De uppmatta
kalprotektinhalterna jamfordes mellan EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2.
Under det praktiska arbetet anvandes fecesprover fran patienter och den uppmatta
kalprotektinhalten med EIIA Calprotectin rapporterades vidare. De uppmatta

kalprotektinhalterna fran bada analyserna togs tillvara.

4.1 Material och reagens for kalprotektinanalys

Material och reagens som behévdes for analysen av kalprotektin med EIA
Calprotectin eller EliA Calprotectin 2 ar reaktionsbrunnar, positiv och negativ
kontroll, sample diluent (spadningslosning), konjugat, kalibratorbrunnar, EliA Stool
Extraction kit eller EIA Stool Extraction Kit 2, development solution
(framkallningslosning), stop solution (stopplésning), kalibratorstrip, kurvkontrollstrip
och mellanspadningsplatta (Thermo Scientific 2015a, s. 1-2). Kalibratorstripen
inneholl kalprotektin fran méanniska i koncentrationerna 0, 3, 10, 20, 200 och 750
ng/ml. Kurvkontrollstripen inneholl 20 ng/ml kalprotektin fran manniska. Tillverkaren
anger inte i reagensbeskrivningen kalprotektinhalterna i positiva och negativa
kontrollen, utan namner endast att de innehaller kalprotektin fran méanniskoblod
(Thermo Scientific 2015a, s. 1-2).

Material och reagens for EIlIA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 var olika och
produkterna som anvandes for EIIA Calprotectin 2 bendmndes t.ex. EIlIA
Calprotectin 2 well, Calprotectin 2 conjugate och EIliA Calprotectin 2 calibrator strips.
Vilket betyder att man inte kunde anvanda reagens fran EliA Calprotectin for EIiA
Calprotectin 2, om det benamndes specifikt "EliA Calprotectin 2”. Samma
spadningslosning, framkallningslosning, stopplésning, samt positiva och negativa

kontroll anvandes for bade EIiA Calprotectin och EliA Calprotectin 2.
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4.2 Spadning av avforingsprover och forberedelser for
kalprotektinanalys

FOr detta arbete anvéndes EliA Stool Extraction kit och EliA Stool Extraction kit 2
(Thermo Scientific, MA, USA) for framstallningen av avforingsspadningarna. For
framstallningen foljdes tillverkarens instruktioner fran "How to prepare an ElA™
Calprotectin 2 stool test - Stool extraction in six quick and easy steps” (Thermo
Scientific 2014b, s. 1). Instruktionerna fér framstallningen av avféringsspadningarna
var samma for bada spadningskiten. EliA Stool Extraction kit och EIiA Stool
Extraction kit 2 skiljde sig i att de hade olika Extraction buffert (extraktionsbuffert)
och olika volymer av extraktionsbuffert (Bild 3A) (Thermo Scientific 2014b, s. 1).
Mangden extraktionsbuffert i EIIA Stool Extraction kit-réren var 750 pl och innehdll
Tris-buffert och natriumazid (0,05 %) (Thermo Scientific 2012b, s. 1; Thermo
Scientific 2015b, s.1). | EliA Stool Extraction kit 2-réren som anvandes fanns 1,3 mi
av EliA Calprotectin 2 extraktionsbuffert som innehdll Tris-buffert, natriumazid (0,05
%) och serumalbumin fran notkreatur (BSA) (Thermo Scientific 2014b, s. 1; Thermo
Scientific 2015a, s. 1).

Avforingen samlades i stickan som fanns fast i rorets ljusblda kork (Bild 3B).
Mangden avforing skulle endast tacka farorna i stickan (Bild 3C) och
overskottsmaterial stannade i korken nar stickan fordes genom ett hal i den
morkblaa korken. Avforingen kom i kontakt med extraktionsbufferten med hjalp av
stickan. Avféringen och vatskan homogeniserades med en omblandare. Det ar
viktigt att avforingen som samlas i stickans faror lossnar fran farorna for att den ratta
mangden avforing analyseras. Avforingslosningen inkuberades i 10 minuter och
centrifugerades sedan i 10 minuter vid 3000 x g. Efter centrifugeringen skruvades
den morkblaa korken bort och samtidigt avlagsnades stickan i den ljusbla korken.
Supernatanten dverfordes till ett rér som passade i provrérsstallningarna i Phadia
250 analysatorn (Thermo Scientific 2014b, s. 1).

Vid analysen av kalprotektin fran spadningarna gjorda med EIiA Stool Extraction kit
anvandes reagens for EliA Calprotectin. Pa motsvarande satt anvandes reagens for
EliA Calprotectin 2 for analysen av kalprotektin fran spadningarna gjorda med EIiA
Stool Extraction kit 2. Spadningarna framstélldes dagen innan analysdagen for de
egentliga patientproverna som spaddes med EIliA Stool Extraction kit och forvarades
i kylskap. Spadningarna for EliA Calprotectin 2 gjordes parallellt och forvarades i
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kylskap om analysen utférdes inom en vecka. Daremot om EIliA Calprotectin 2
analysen troligen skulle utféras mer an en vecka efter avféringsspadningen tillretts
forvarades avfdringsspadningarna i frys. Avfdringsspadningarna for EIlA
Calprotectin 2 forvarades i frys oftare under de forsta veckorna av det praktiska
arbetet. Det berodde pa att Phadia 250 analysatorn inte var inprogrammerad for
EliA Calprotectin 2 reagens och det var inte mojligt annu da att analysera
kalprotektinhalter med EIliA Calprotectin 2 reagens. Utférandet och processen var
lika for EIIA Calprotectin och EliA Calprotectin 2, forutom att en del reagens och
material var specifika for respektive undersokning.

Bild 3. A) Till vanster EliA Stool Extraction kit 2-réret och till hdger EliA Stool Extraction kit-roret.
Volymskillnaden av extraktionsbufferten mellan réren ses aven. B) Stickan fér uppsamlingen av
avféringen finns i den ljusbl&a korken. C) | bilden syns tydligare de fyra farorna som skulle fyllas med
avforingen. Farorna sag likadana ut for EIiA Stool Extraction kit-réret. (Egna bilder).

4.3 Phadia 250 - immunanalysator

Phadia 250 (Thermo Scientific, MA, USA) ar en immunanalysator dar tillverkarens
egna ImmunoCAP- och EliA-metoder anvands (Thermo Scientific 2012a, s. 79).
Med ImmunoCAP kan IgE, totala IgE, 1gG, 1gG4, ECP (Eosinophile Cationic Protein)
och tryptas detekteras fran serum eller plasma. Fokus i detta arbete var pa EIliA-
metoden. Med EliA-metoden kan IgG, IgA och IgM detekteras fran serum eller
plasma och kalprotektin fran avforing (Thermo Scientific 2012a, s. 79, 87, 94).
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Phadia 250 har en kapacitet pa 200 — 250 prov per dag och 50 prov kan placeras
samtidigt i analysatorn. For ett EliA-prov tog det cirka tva timmar fran placering i
analysatorn tills det att provet hade analyserats (Thermo Scientific 2012a, s. 119).

Phadia 250 med EIiA Calprotectin 2 hade ett matomrade fran 3,8 pug/g
(detektionsgransen) till 6000 pg/g (Thermo Scientific 2015a, s. 4). Kalprotektinhalter
over 3,8 pg/g ansags som palitliga resultat for EIiA Calprotectin 2. Jamforelsevis
hade EIliA Calprotectin ett palitligt matomrade fran 15 ug/g till 3000 pg/g kalprotektin.
Vid tolkningen av resultatet gav Phadia 250 analysatorn kalprotektinhalter under 50
Mg/g som negativa och dver 50 pug/g som positiva (Thermo Scientific 2015a, s. 4).
Negativt resultat betyder att patienten inte har inflammation i tarmen, medan ett

positivt resultat innebér att patienten troligen har en tarminflammation.

4.4 FoOrberedelser av Phadia 250 immunanalysatorn for
kalprotektinanalys

Innan kalprotektinanalysen forbereddes analysatorn med reagens (Bild 4A). For att
analysatorn skulle fungera behdvdes destillerat vatten (Rinse) och tvattlésning
(Wash). Tvattlosningen var en blandning av destillerat vatten, washing solution
concentrate och washing solution additive. Ovriga reagens placerades ut i Phadia
250 analysatorn via kommandoskarmen och streckkodsavlasaren (Bild 4B). Bild 4A
och 4B visar delar av Phadia 250 analysatorn som var synliga hela tiden, medan
Bild 5 &ven schematiskt visar de delar som fanns under analysatorns skyddshdljen.
Bland annat syntes inte lagret for reaktionsbrunnarna som hdlls kallt (Bild 4B och
Bild 5i) och reaktionskarusellerna (Bild 5b och Bild 5e).
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Mellanspadnings-  Kalibrerings- &
platta kurvkontrollstrips

Lager for réren med
reaktionsbrunnarna

Framkallnings- Konjugat

& stoppldsningar

Kommandoskarm

Stallnings for flytt av Spadningslésning
réren med EliA- Streckkodsavlasare (Sample diluent)
reaktionsbrunnarna

Bild 4. A) Bilden visar Phadia 250 immunanalysatorn. Behallarna for destillerat vatten (Rinse) och
tvattlésningen (Wash) ar i mitten respektive till héger. B) Bilden visar en narmare bild av Phadia 250
analysatorn med utplacerade reagens. Via kommandoskarmen och streckkodsavlasaren placerades
reagensen till respektives plats. Bilden kan jamféras med Bild 5 som visar en schematisk bild av
Phadia 250 analysatorns delar och reagensutplaceringar. (Egna bilder).

Reagens och material som placerades i analysatorn pa bestamda positioner var
spéadningsloésning (Bild 5k), framkallningslosning (Bild 5a), stopplosning (Bild 5a),
konjugat (Bild 5j), kalibratorstrip och kurvkontrollstrip (Bild 5g) samt
mellanspadningsplatta (Bild 5f). Reaktionsbrunnarna och kalibratorbrunnarna
placerades i stallning for flytt (Bild 5h) till lagret for brunnarna (Bild 5i).
Reaktionsbrunnarna och kalibratorbrunnarna fanns i speciella rér som innehdll 12
eller 16 reaktionsbrunnar per ror. Reaktionsbrunnarna och konjugatet holls i en kyld
omgivning i analysatorn (Bild 5i och 5j) medan de andra lésningarna var i
rumstemperatur. Kurvkontroll- och kalibreringsstriperna placerades i en separat
stallning (Bild 5g).

Efter att alla reagens var utplacerade valdes vilken metod som anvandes. Vid val
av metod meddelade analysatorn ifall kurvkontroll eller kalibrering behévde utforas.
Analysatorn gick igenom en initialiseringsprocess forst som tog cirka 10 minuter och
dar ingick aven blank-kontroll. Analysatorn bérjade automatiskt med kurvkontroll
eller kalibrering. Déarefter placerade negativa och positiva kontrollen i en skild

provrorsstalining. Negativa och positiva kontrollen kérdes innan varje analys.

Innan EliA Calprotectin 2 proverna analyserades tinades de upp om de varit frysta
och centrifugerades i 10 minuter vid 3000 x g. Aven prov som forvarats i
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kylskapstemperatur centrifugerades. Korkarna avlagsnades och provréren
placerades i provrorsstallningen med streckkoden synligt for att Phadia 250
analysatorns streckkodsavldsare som fanns vid borjan av provrorsstaliningarnas
placering i analysatorn (Bild 5m). Provrorsstéllningarna hade plats for 10 provrér

och analysatorn hade plats for fem stallningar (Bild 5m).

e) Immunreaktions-  f) Mellanspadnings-

b) Enzymreaktionskarusell (ERW) karusell (IRW) platta
d) Arm som . .
: i > g) Kalibrerings- &
iR ﬂyttstr EM; kurvkontrollstrips
a) Framkallnings- & \ feasnons {unn
stopplésningar
Ay \ | W ] .
© [\
1
<O . :
o e, )
= 1111
k - I_I L) L L)
l 1
j) Konjugat 1) Pipettvatt
h) Stalinings foér flytt m) Provrérstalliningar

av réren med EliA-

reaktionsbrunnarna i) Lager for réren k) Spadningslésning

med reaktionsbrunnarna (Sample diluent)

Bild 5. Delar av Phadia 250. Enzymreaktionskarusellen, ERW, (b) och immunreaktionskarusellen,
IRW (e), lagret for roren med reaktionsbrunnarna (i) samt pipettvattarna (c och ) ar inne i analysatorn
och kan inte ses om inte det yttre holjet avlagsnas. Bilden ar modifierad fran Phadia 250
snabbinstruktionsbok (Thermo Scientific u.d).

4.5 Processen for EliA i Phadia 250 immunanalysatorn

Processen bodrjade med att en EliA-reaktionsbrunn per prov placerades av
analysatorn i immunreaktionskarusellen, IRW (Bild 5e). Karusellen rérde sig ett steg
per minut vilket betydde att en reaktionsbrunn per minut placerades ut. Efter 7
minuter spaddes provet med spadningslosning i mellanspédningsplattan och
overfordes till den tillhérande reaktionsbrunnen i immunreaktionskarusellen.

Darefter inkuberades provet i 30 minuter i 37 °C for att kalprotektin i patentprovet
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skulle binda till EliA-reaktionsbrunnens monoklonala antikroppar mot kalprotektin.
IRW var temperaturreglerad och holls vid 37 °C. Efter inkuberingen tvéattades
reaktionsbrunnen med tvattlosning for att avlagsna obundet material innan
konjugatet tillsattes. Konjugatet var en enzymmarkt detektionsantikropp som band
till en annan epitop an EliA-reaktionsbrunnens antikropp péa kalprotektin. Konjugat-
kalprotektin-komplexet inkuberades i 28 minuter 37 °C och sedan tvattades

reaktionsbrunnen med tvattlosning for att aviagsna obundet material.

Analysatorn flyttade sedan reaktionsbrunnen fran immunreaktionskarusellen till
enzymreaktionskarusellen, ERW (Bild 5b). Framkallningslésning som innehdll ett
substrat tillsattes och provet inkuberades i 39 minuter 37 °C. ERW var ocksa
temperaturreglerad och hélls vid 37 °C. Enzymet pa antikroppen omvandlade
substratet som boérjade fluorescera. Efter inkubationen tillsattes stopplésning som
stoppade reaktionen och fluorescensen mattes av fluorescensmataren.
Dataprogrammet omvandlade fluorescensintensiteten till mg/kg kalprotektin (ug/g
kalprotektin) (Thermo Scientific 2012a, s. 102; Thermo Scientific 2015a, s. 1;
Thermo Scientific 2012a, s. 130-132). Tabell 1 beskriver handelseférloppet stegvist.

Tabell 1. Det stegvisa handelseférloppet i EliA i Phadia 250 immunanalysatorn (Thermo Scientific
2012a, s. 130-132).

Steg Handelse

1. Utplacering av EliA- EliA-reaktionsbrunnen togs ur behallaren for brunnarna.

reaktionsbrunn i IRW Reaktionsbrunnen placerades i IRW

2. Spadning och Analysatorn spadde provet 1:100 fér EliA Calprotectin

pipettering av prov och 1:200 for EliA Calprotectin 2 i EliA-reaktionsbrunnen

3. Inkubering Provet inkuberades 30 minuter i 37 °C

4. Tvattning Provet tvattades med 800 pl tvattldsning

5. Konjugat 90 ul konjugat pipetterades till EliA-reaktionsbrunnen

6. Inkubering Konjugatet inkuberades 28 minuter i 37 °C

7. Tvéttning Konjugat som inte fast tvattades bort med 800 pl
tvattlosning

8. Forflyttning till ERW EliA-reaktionsbrunnen flyttades fran IRW till ERW

9. Pipettering av 90 pl framkallningslésning pipetterades till EliA-

framkallningslosning reaktionsbrunnen

10. Inkubering Framkallningslésningen inkuberades 39 minuter i 37 °C

11. Pipettering av 200 pl stopplésning pipetterades till reaktionsbrunnen

stoppldsning och provet blandades for reaktion mellan
framkallningslésningen och stopplésningen

12. Overforing av 80 pl prov 6verfordes till fluorometern

processerat prov
13. Fluorescensmatning Fluorescensintensitet mattes



25

4.6 Precisionstest

Repeterbarheten undersoktes med ett precisionstest innan ElIA Calprotectin 2
implementerades. Motsvarande prover for ElIA Calprotectin 2 valdes enligt
kalprotektinhalter som uppmatts med EIiA Calprotectin under en analysdag. Fem
avforingsprov valdes fran analysen med EIIA Calprotectin med uppmatta
kalprotektinhalter bade dver och under 100 pg/g. Fem nya avforingsprover spaddes
med EIliA Stool Extraction kit 2. De fem avféringsproverna for EliA Calprotectin 2
analyserades vardera fem ganger med Phadia 250 under samma dag, med samma

reagens och av samma person.

4.7 Statistiska berékningar

Resultaten som erhdlls var kvantitativa dvs. i form av siffror, jamfort med kvalitativa
resultat som bestar av text (Bringsrud Fekjeer 2016, s. 13). Resultaten samlades in
i en Exceltabell efter varje analys. Resultatet fran undersokningen analyserades
med statistiska jamférelser med hjélp av Microsoft Excel. Slutsatserna av resultatet

har dragits fran de jamforelser som gjordes pa datamaterialet.

Utgaende fran precisionstestet beraknades statistiska varden som jamférdes mellan
proverna. De varden som raknades ut var medelvardet, standardavvikelsen,
variationskoefficienten (CV) och medelvardets medelfel (SEM). Standardavvikelsen
anger hur mycket spridning det ar pa vardena fran medelvardet (Bringsrud Fekjeer
2016, s. 39). Standardavvikelsen raknades med Excels STDAV.P funktion.
Variationskoefficienten anger forhallandet pa standardavvikelsen till medelvardet

(Ejlertsson 2003, s. 93 - 94). Variationskoefficienten raknades manuellt med formeln

Ccv =%x 100 , dar s = standardavvikelsen och m = medelvardet. Medelvardets

medelfel tar i beaktande bade standardavvikelsen och provantalet (Altman & Bland
2005, s. 903). Medelvardets medelfel minskar vid en stdrre provmangd, eftersom

chansen for variationer inom proverna minskar. Medelvardets medelfel berdknades

manuellt med formeln SEM =3—; , dar SD = standardavvikelse och n = antalet

observationer (Altman & Bland 2005, s. 903).
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5 Resultat och tolkning

Malet med arbetet var att validera och implementera nya EliA Calprotectin 2 och
jamféra med EIliA Calprotectin som skulle ersattas. Avfdringsprover analyserades
med bade EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 och resultaten jamférdes for att
undersdka om det fanns variationer i de uppmatta kalprotektinhalterna och for att
kontrollera att EIlIA Calprotectin 2 var tillforlitig. De 67 avféringsproverna
analyserades med EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 efter att de spatts med
respektive EIIA Stool Extraction kit. Proverna analyserades forst med EIA
Calprotectin och senare med EIliA Calprotectin 2. Ett precisionstest utférdes for att
kontrollera repeterbarheten hos EliA Calprotectin 2 som validerades. De uppmaétta

kalprotektinhalterna fran analyserna av 67 avforingsprov presenteras nedan.

5.1 Jamforelse mellan EIliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2

Jamforelsen mellan ElIA Calprotectin och ElIA Calprotectin 2 grundade sig i de
uppmatta halterna av kalprotektin vid analyserna. Kalprotektinhalterna som
uppmattes med EIliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 sattes i en Exceltabell. |
Bilaga 1 finns radata for undersokningen dar kalprotektinhalterna uppmatta med
EliA Calprotectin ar ordnade fran den storsta kalprotektinhalten till den minsta
kalprotektinhalten med motsvarande uppmatta halt med EIliA Calprotectin 2. Dartill
anges i tabellen i Bilaga 1 skillnaderna i den uppmatta kalprotektinhalten mellan EIliA
Calprotectin och EliA Calprotectin 2 for varje enskilt prov bade som differens och

procentuellt.

5.1.1 Matomradet

EliA Calprotectin hade ett matomrade pa 15 — 3000 pg/g och uppmatta halter under
15 pg/g var inte palitliga enligt tillverkaren (Thermo Scientific 2015b, s. 4). Av de 67
avforingsproverna uppmattes 22 prov under 15 pg/g. Kalprotektinhalterna var
troligen laga i proverna, men analysmetodens resultat borde inte anses palitliga vid

sa lagt uppmatta halter. En kalprotektinhalt uppmattes till dver 3000 pg/g med EIiA
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Calprotectin, men kunde inte ge ett mera exakt svar an > 3000 ug/g. Jamforelsevis
hade EIliA Calprotectin 2 ett matomrade pa 3,8 — 6000 pg/g och endast ett prov var
under 3,8 pg/g. Den hogsta kalprotektinhalten som uppmaéttes var 6770 pg/g.

5.1.2 Likheter och skillnader i den uppmatta kalprotektinhalten

Det fanns en viss skillnad i den uppmatta kalprotektinhalten mellan EIliA Calprotectin
och EIlIA Calprotectin 2. Hogre kalprotektinhalter uppmattes oftare med EIA
Calprotectin 2 &n med EIIA Calprotectin. Medelvardet for de uppmatta
kalprotektinhalterna med EIliA Calprotectin var 265 pg/g kalprotektin. Jamforelsevis
var medelvardet for de uppmatta kalprotektinhalterna med EIliA Calprotectin 2 465
ug/g kalprotektin, vilket visar att 6verlag har hogre kalprotektinhalter uppmatts med

EliA Calprotectin 2 fér de 67 avforingsproverna.

| Tabell 2 finns de 10 proverna som har minst skillnader i den uppmatta
kalprotektinhalten mellan EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2. EliA Calprotectin
och EliA Calprotectin 2 har uppmatt liknande resultat bade vid lagre och hogre
kalprotektinhalter. Vid laga halter, under 15 pg/g kalprotektin, uppmatta med EIiA
Calprotectin var skillnaderna som stérst jamfort med den uppmatta

kalprotektinhalten med EIliA Calprotectin 2 (mera nedan och i Tabell 4).

Vid jamforelse av den uppmaétta kalprotektinhalten hos kontrollerna mellan EliA
Calprotectin och EIlIA Calprotectin 2 fanns en liten skillnad. Medelvardet for
kalprotektinhalten for den positiva kontrollen for ElIA Calprotectin och EIA
Calprotectin 2 var 285 pg/g respektive 216 pg/g. For den negativa kontrollen
uppmattes ett medelvarde pa kalprotektinhalten fér EliA Calprotectin 26 pug/g och 24
ug/g med EIliA Calprotectin 2. Det bor papekas att under det praktiska arbetet
utfordes atta EliA Calprotectin analyser och endast fyra EliA Calprotectin 2 analyser,
eftersom prov for EliA Calprotectin 2 samlades under nagra veckor infor varje

analys.
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Tabell 2. De 10 proverna med minsta skillnaderna i den uppmaétta kalprotektinhalten mellan EliA
Calprotectin och EIiA Calprotectin 2. Differensen och den procentuella skillnaden &r utrdknad.
Kalprotektinhalterna ar utplockade fran tabellen i Bilaga 1.

Provnr EliApug/g EIliA2pug/g Differens Procent skillnad

44 20 20 0 0%
12 329 341 12 4 %
32 69 73 4 6 %

9 443 474 31 7%
17 217 234 17 8 %

6 823 894 71 9%
27 83 91 8 10 %
39 41 37 -4 -10 %
43 21 18 -3 -14 %
37 49 58 9 18 %

| Tabell 3 finns 10 prover utplockade fran tabellen i Bilaga 1 med storsta skillnaderna
i kalprotektinhalten med EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 inom matomradet
for EliA Calprotectin (15 — 3000 pg/g). Hos dessa 10 prov i Tabell 3 har den hogre
kalprotektinhalten uppmatts med EIiA Calprotectin 2. Skillnader fanns bade vid lagre
och hogre kalprotektinhalter. Vid de flesta av dessa 10 fall har skillnaderna en klinisk
betydelse. Eftersom kalprotektinhalterna uppmatta med EIliA Calprotectin 2 tyder pa
tarminflammation medan kalprotektinhalterna uppmatta med EIiA Calprotectin inte

nodvandigtvis tyder pa inflammation i tarmen.

Tabell 3. De stérsta skillnaderna i de uppmatta kalprotektinhalterna mellan EliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2 for halter éver 15 ug/g. Differensen och den procentuella skillnaden ar utréaknad.
Kalprotektinhalterna ar utplockade fran tabellen i Bilaga 1.

Prov nr EliApg/g EIliA 2 ug/g Differens Procent skillnad

26 97 770 673 694 %
35 55 315 260 473 %
42 25 119 94 376 %
24 120 562 442 368 %
40 36 145 109 303 %

4 1180 4491 3311 281 %
21 125 444 319 255 %

7 629 2094 1465 233 %
22 125 394 269 215%

28 80 242 162 203 %
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De storsta skillnaderna mellan EIiA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 fanns anda
vid de laga kalprotektinhalterna under 15 pg/g. Prov med uppmaétta
kalprotektinhalter under 15 pug/g med EliA Calprotectin ar enligt tillverkaren inte ar
palitiga men i den kliniska resultatrapporteringen svarades anda laga halter som <
15 ug/g. | Tabell 4 finns de 10 stérsta skillnaderna i kalprotektinhalten av de 67
jamforda avfoéringsproverna. Den procentuella skillnaden blir stor &ven om det inte
alltid har en klinisk betydelse. Exempelvis ar skillnaderna for prov 61, 62, 55 och 57
i Tabell 4 stora, men beror pa att den uppmatta kalprotektinhalten med EIliA

Calprotectin varit mycket lagt.

Tabell 4. De stérsta skillnaderna i de uppmatta kalprotektinhalterna mellan EliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2 inberéknat ven halter under 15 pg/g. Kalprotektinhalterna uppméatta under 15 ug/g
med EIliA Calprotectin borde inte tas i beaktande pa grund av opalitligheten. Tabellen visar att stora
skillnader fanns vid laga uppmatta halter med EIliA Calprotectin jamfort med motsvarande uppmaétta
halt med EliA Calprotectin 2. Endast prov nr 26 och prov nr 35 6verlappar fran Tabell 2. Differensen
och den procentuella skillnaden ar utraknad. Kalprotektinhalterna ar utplockade fran tabellen i Bilaga
1.

Provnr EliApyg/g EliIA2pg/g Differens Procent skillnad

61 2,5 81 78,5 3140 %
62 2,2 56 53,8 2445 %
55 3 68 65 2167 %
57 2,8 61 58,2 2079 %
53 3,7 31 27,3 738 %
26 97 770 673 694 %
58 2,7 19 16,3 604 %
47 11 72 61 555 %
49 7,1 45 37,9 534 %
35 55 315 260 473 %

Orsaken till skillnaden i den uppmatta kalprotektinhalten berodde troligen pa den
enligt tillverkaren battre kansligheten hos EIiA Calprotectin 2. Matningarna fran
undersokningen tyder pa att tillverkarens pastaende om battre kanslighet hos EIliA
Calprotectin 2 stammer. Den battre kénsligheten betyder att ett storre utslag erholls
vid detektionen. |1 och med att EliA Calprotectin hade en 6vre grans vid 3000 pg/g
blev skillnaderna &ven tydliga vid de hdga kalprotektinhalterna uppmatta med EIiA
Calprotectin 2, som hade en 6vre grans pa 6000 pg/g. De hoga halterna éver 3000
Hg/g kunde darmed inte jamforas ordentligt. Skillnaderna i kalprotektinhalterna
mellan EliA Calprotectin och EIiA Calprotectin 2 kan &ven bero pa den lagre

specificiteten hos EliA Calprotectin 2.
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5.1.3 Skillnader i frekvensen av uppmatta analyssvar

Spridningen dver de uppmatta kalprotektinhalterna var koncentrerade till under 500
ug/g for bade EliA Calprotectin och EIiA Calprotectin 2. | Bild 6 ar frekvenserna
utsatta med 50 pg/g intervaller fran 0 — 500 pg/g. Inom detta intervall fanns 59 av
67 (88 %) EIliA Calprotectin analyssvar och 58 av 67 (87 %) EIliA Calprotectin 2
analyssvar. Ovriga kalprotektinhalter fanns utspridda upp till 3000 pg/g for EIA
Calprotectin och wupp till 6770 pg/g for EINA Calprotectin 2. De flesta
kalprotektinhalter var uppmatta under 50 pg/g kalprotektin for bade EliA Calprotectin
och EIliA Calprotectin 2. De storsta skillnaderna i antalet analyssvar per intervall
fanns vid 0-50 pg/g och vid 300-350 pg/g. Overlag var antalet prov per intervall,
frekvenserna, jamna mellan EIliA Calprotectin och EIIA Calprotectin 2. | den
teoretiska bakgrunden tas upp benamningen grazonen som innebar
kalprotektinhalter mellan 50 — 150 pg/g. | examensarbetets matningar var 17 av 67
(25 %) prov inom grazonen med EIliA Calprotectin och 15 av 67 (22 %) prov med
EliA Calprotectin 2.

Frekvens
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Bild 6. Frekvenserna och spridningen for kalprotektinhalterna for EIiA Calprotectin (bld) och EliA
Calprotectin 2 (orange). Totalt 59 prov for EliA Calprotectin uppmattes inom 0 — 500 pg/g och 58
prov fér EliA Calprotectin 2. Halterna &r fordelade med 50 ug/g intervaller.
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5.1.4 Kansligheten

Med EIliA Calprotectin 2 uppmattes oftare en hogre kalprotektinhalt, vilket tyder pa
att EliA Calprotectin 2 &r kansligare an EIliA Calprotectin. Att EliA Calprotectin 2 ar
kansligare betyder att den ar battre att detektera sma forandringar i
kalprotektinhalten och ger ett storre utslag. Detta stammer 6verens med
tillverkarens egna jamférande undersokningar mellan EliA Calprotectin och EliA
Calprotectin 2. Enligt tillverkaren har EliA Calprotectin 2 en kanslighet pa 98,0 %,
medan EIliA Calprotectin har en kanslighet pa 88,9 % for IBD (Thermo Scientific
2014a, s. 3).

Medelvardet for de uppmaétta kalprotektinhalterna med EIliA Calprotectin och EIA
Calprotectin 2 var 265 ug/g respektive 465 ug/g, vilket pavisar att EliA Calprotectin
2 Overlag har gett ett storre utslag under matningarna. Med beaktande pa
kansligheten hos EliA Calprotectin 2 kan man fran kalprotektinmatningarna anta att
laga kalprotektinhalter som uppmattes, exempelvis under 50 pg/g, verkligen innehdll
lite kalprotektin. EIiA Calprotectin 2 ar kansligare for laga kalprotektinhalter och ger
saledes starkare utslag ifall kalprotektin finns i provet. Daremot ar specificiteten
lagre med EIlIA Calprotectin 2 och det finns darfér en storre risk att stérande
substanser har paverkat och gett falskt hoga kalprotektinhalter (mera om specificitet
nedan).

| de flesta jamfdorelser mellan avféringsprovernas kalprotektinhalter uppmattes en
hogre halt med EliA Calprotectin 2 &n med EIliA Calprotectin. Det fanns undantag
dar kalprotektinhalten uppmattes till en hoégre halt med EIliA Calprotectin &n med
EliA Calprotectin 2. | Tabell 5 finns ett utdrag fran tabellen i Bilaga 2 6ver fall dar
den uppmétta kalprotektinhalten var lagre med EIlIA Calprotectin 2 jamfort vid
matningen med EIliA Calprotectin. Vid 12 fall av 67 (18 %) fanns denna skillnad.
Daremot resulterade det inte i en skillnad angaende ifall analyssvaret anses som
positivt eller negativt, som avgors vid 100 pg/g. Skillnaderna &ar speciellt av

betydelse med kalprotektinhalter kring referensvéardet 100 ug/g.

Kansligheten paverkar aven vid lagre kalprotektinhalter. Kansligheten med EliA
Calprotectin 2 a&r som namnts battre &n med EIlIA Calprotectin. Den battre
kansligheten leder till ett stérre utslag vid féorekomsten av kalprotektin. Den béttre
kansligheten betyder att man battre kan lita pa att det finns kalprotektin i provet.

Laga kalprotektinhalter, kring 50 pg/g, ar mera palitiga med EIliA Calprotectin 2 &n
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med EIliA Calprotectin, eftersom starkare utslag troligen fas med EliA Calprotectin 2

aven vid mindre mangder kalprotektin.

Tabell 5. Skillnader i kalprotektinhalten nar EIiA Calprotectin 2 uppmétt en lagre halt &n EliA
Calprotectin. Den grona fargen indikerar att resultatet ar positivt eller negativt hos bade EIliA
Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 (jamfor Tabell 7 och tabellen i Bilaga 2). Utplockade analyssvar
fran tabellen i Bilaga 2.

ElIA EliA2

Ho/g  pglg
Positiv | >3000| 1279| Positiv
Positiv 516 339 | Positiv

Positiv 373 291 | Positiv
Positiv 363 223 | Positiv
Positiv 272 215| Positiv

Negativ 99 52 | Negativ
Negativ 69 24 | Negativ
Negativ 56 34 | Negativ
Negativ 54 29 | Negativ
Negativ 49 17 | Negativ
Negativ 41 37 | Negativ
Negativ 21 18 | Negativ

5.1.5 Specificiteten

Det ar svarare att beddma och analysera specificiteten fran denna undersokning
och darfér har ingen djupare tolkning gjorts. Specificiteten for IBD &r enligt
tillverkaren nagot lagre hos EliA Calprotectin 2 pa 75,9 % jamfort med EIliA
Calprotectins specificitet pa 79,5 % (Thermo Scientific 2014a, s. 3). Specificiteten
kan bedbmas i samband med kéansligheten och referensvardet. Den lagre
specificiteten hos EIliA Calprotectin 2 betyder att det férekommer flera falska positiva
svar jamfort med EIiA Calprotectin. Fran resultatet fran examensarbetet var 24 av
67 positiva (35,8 %) med EIliA Calprotectin och 43 av 67 negativa (64,2 %) (Tabell
6). Med EIiA Calprotectin 2 var 31 av 67 positiva (46,3 %) och 36 av 67 negativa
(53,7 %). Examensarbetets undersdkning visade att flera prov var positiva med EIIA
Calprotectin 2 och stammer dverens med tillverkarens resultat, men det kan aven

betyda att det forekom falska positiva.
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Den procentuella skillnaden i specificitet, enligt tillverkaren, mellan EliA Calprotectin
och EliA Calprotectin 2 &r liten, under 5 %. Det bér anda tas i beaktande att risken
ar hogre att kalprotektinhalter, precis 6ver 100 pg/g, uppmaétta med EliA Calprotectin
2 kan vara falska positiva. Den lagre specificiteten med EliA Calprotectin 2 kan
betyda att andra substanser an kalprotektin har paverkat och mojligen resulterat i

en falskt hdg kalprotektinhalt.

Tabell 6. Antalet och andelen positiva och negativa analyssvar uppméatta med EIliA Calprotectin och
EliA Calprotectin 2. Totalt analyserades 67 avforingsprov.

EliA Calprotectin EliA Calprotectin 2
Positiv Negativ Positiv Negativ

Antal 24 43 31 36
Procent 35,8 % 64,2 % 46,3 % 53,7 %

5.1.6 Referensvéardet

Referensvardet som anvands ar att halten kalprotektin i avféring ska vara under 100
pg/g (Vaisanen 2015; Katajamaki & Havana 2016; Anttonen 2017). Phadia 250
analysatorn hade jamforelsevis ett referensvarde pa 50 pg/g. Referensvardet
paverkar kansligheten och specificiteten. Flera prov uppmattes till dver 100 pg/g
kalprotektin med EliA Calprotectin 2 &n med EIliA Calprotectin. Andelen positiva
resultat med EIliA Calprotectin 2 var storre, 46,3 %, jamfort med EliA Calprotectin,
35,8 % (Tabell 6). Ifall referensvardet var 50 ug/g skulle kansligheten bli battre

samtidigt som specificiteten skulle bli lagre, dvs. flera falska positiva resultat.

| Bild 7 ar referensvardet markerat och skillnaden i spridningen (logaritmisk skala)
hos kalprotektinhalterna mellan EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 kan ses.
En skiftning uppat av halterna kan ses i diagrammet for EliA Calprotectin 2 jamfort
med EIliA Calprotectin i Bild 7. Det vill sdga att kalprotektinhalterna uppmatta med

EliA Calprotectin 2 6verlag var hégre jamfort med EliA Calprotectin.
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Bild 7. Jamforelse pa spridningen av kalprotektinhalterna 6ver och under referensvardet pa 100 pg/g
mellan EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2. Y-axeln &ar i logaritmisk skala for att fortydliga
spridningen av punkterna.

5.2 Skillnader i positiva och negativa analyssvar

Ett analyserat prov svarades med det numeriska varde som angav
kalprotektinhalten i avforingsprovet. Darefter bedomdes svaret som positivt eller
negativt beroende p& om det var 6ver eller under referensvardet 100 ug/g. Det
betyder att kalprotektinhalter under 100 pg/g ar negativa och tyder inte pa
inflammation, medan kalprotektinhalter Gver 100 pg/g tyder pa inflammation i mag-
tarmkanalen. De fall som i denna undersdkning hade skillnader i positiva och
negativa analyssvar finns uppraknade i Tabell 7, som ar ett utdrag fran tabellen i

Bilaga 2.

| 7 fall skulle analysresultatet av patientprovet gett ett avvikande provsvar ifall EIIA
Calprotectin 2 hade anvants. | dessa 7 fall gav EIliA Calprotectin ett negativt resultat,
dvs. kalprotektinhalten var under 100 pg/g, medan ifall ElIiA Calprotectin 2 hade
anvants skulle patientens resultat angetts som positiv, dver 100 pg/g. Orsaken till
den hogre kalprotektinhalten med EIlIA Calprotectin 2 &r troligen den béttre

kansligheten. Det forekom inte fall dar EliA Calprotectin gav ett positivt resultat och
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ElIA Calprotectin 2 gav ett negativt resultat. Det fanns dock ett fall dar EIA
Calprotectin gav en kalprotektinhalt pa 99 ug/g och EIiA Calprotectin 2 gav en halt
pa 52 pg/g (Tabell 7). Detta fall ar mycket nara en omvand situation med positivt

EliA Calprotectin och negativt med EliA Calprotectin 2.

Tabell 7. Utdrag fran tabellen i Bilaga 2 som visar skillnader mellan EIliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2 vid svarsgivningen positiv eller negativ (indikerat med réd farg). Det forekom 7 fall dar
resultatet gavs som negativ med EIliA Calprotectin och skulle ha svarats positiv med EliA Calprotectin
2. Gron farg indikerar att resultatet ar positivt eller negativt hos bade EliA Calprotectin och EIliA
Calprotectin 2. Rod farg indikerar att det positiva eller negativa resultatet skiljde sig mellan EIiA
Calprotectin och EIliA Calprotectin 2.

ElIA EIlA 2
HO/g  HO/g
Negativ 99 52 | Negativ
Negativ 97 770| Positiv
Negativ 83 91 | Negativ
Negativ 80 242 | Positiv
Negativ 79 192| Positiv
Negativ 78 106| Positiv
Negativ 75 91 | Negativ
Negativ 69 73 | Negativ
Negativ 69 24 | Negativ
Negativ 56 34 | Negativ
Negativ 55 315| Positiv
Negativ 54 29 | Negativ
Negativ 49 17 | Negativ
Negativ 49 58 | Negativ
Negativ 41 37 | Negativ
Negativ 36 145| Positiv
Negativ 26 54 | Negativ
Negativ 25 119| Positiv

5.3 Precisionstestet — repeterbarhetstest

Resultatet fran precisionstestet for EliA Calprotectin 2 visade att halterna av
kalprotektin i proverna var relativt stabila med nagra undantag (Tabell 8). Prov 2 ar
inte palitlig i och med att halterna i fyra av de fem upprepningarna var under den
palitiga detektionsgransen pa 3,8 ug/g. Precisionstestet visade &ven att
matningarna var stabila bade vid Iaga halter och vid halter kring referensvardet 100
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ug/g. Prov 3 skulle, beroende pa matningen, gett ett negativt eller positivt provsvar,
eftersom halten mattes bade 6ver och under 100 pg/g. Vid hégre halter, som i prov
5, varierade halterna mellan matningarna mera an vid lagre halter. Daremot var alla

resultat for prov 5 dver referensvardet och skulle darmed givit positivt resultat.

Tabell 8. Kalprotektinmatningarna frdn precisionstestet med EliA Calprotectin 2. Medelvardet,
standardavvikelse, SD, variationskoefficienten, CV, och medelvardets medelfel, SEM, for de fem
proverna i precisionstestet.

Prov Prov 1 Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5
HO/g Hg/g Hg/g Ho/g HO/g
Upprepning
1 7,1 2,0 94 12 139
2 6,1 2,3 110 13 162
3 7,6 2,6 108 14 138
4 8,2 3,0 99 8,3 143
5 20 4,7 100 16 165
Medelvarde 9,8 2,9 102,2 12,7 149,4
SD 51 1,0 59 2,5 11,7
CV % 52,0 34,5 5,8 19,7 7,8
SEM 2,3 0,4 2,6 1,1 5,2

Vardet pa standardavvikelsen, variationskoefficienten och medelvardets medelfel
borde vara nar noll for att ange ett bra resultat. Ett mindre varde innebar att
matningarna ar mera lika och skilier sig inte namnvart fran varandra.
Standardavvikelsen ar minst for prov 2 (SD + 1,0 pg/g) och prov 4 (SD + 2,5 ug/g)
(Tabell 8). Standardavvikelsen var samre for prov 1 (SD + 5,1 pg/g) i och med den
avvikande matningen pa 20 ug/g medan Gvriga ar kring 6 — 8 pug/g.
Standardavvikelsen for prov 5 ar stoérst (+ 11,7 pg/g) och kan bero pa att
matningarna kan variera mera vid hogre halter. Upprepningarna for prov 5 var alla
kalprotektinhalter 6ver referensvardet pa 100 pg/g, vilket har storst betydelse for
patientvarden. Prov 3 hade SD + 5,9 pg/g och i och med att medelvardet var 102,2

Kg/g kan skillnaderna i matningen betyda ett positivt eller negativt analyssvar.

Ifall kalprotektinhalten pa 20 pg/g for prov 1 utesluts hade medelvéardet,
standardavvikelsen, variationskoefficienten och medelvardets medelfel blivit
annorlunda. Medelvardet skulle da vara 7,3 pg/g, SD + 0,8, CV 11 % och SEM 0,4.

Jamfort med resultatet i Tabell 8 &r dessa varden béttre.
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Variationskoefficienten for prov 1, prov 2 och prov 4 var hoga pa 52,0 %, 34,5 %
respektive 19,7 % jamfért med prov 3 och prov 5 pa 5,8 % respektive 7,8 %.
Spridningen pa matningarna for prov 3 och prov 5 &r relativt lika enligt
variationskoefficienten. Overlag skiljer sig variationskoefficienten pa de andra
proverna och ar mera olika varandra &n prov 3 och prov 5. Jamférelsevis hade
tillverkaren uppnatt ett CV varde pa 2,5 % (Thermo Scientific 2015a, s. 4), vilket ar
betydligt battre &n resultatet fran detta precisionstest. Tillverkaren hade dock utfort
21 korningar med test-proverna under sju dagar och pa tre olika apparater (Thermo
Scientific 2015a, s. 4). Medelvardets medelfel ar lagst for prov 2 pa 0,4 och hdgst
for prov 5 pa 5,2.

Prov 2 har uppmétta kalprotektinhalter som ar under detektionsgransen pa 3,8 pg/g
och medelvardet ar 2,9 pg/g, vilket betyder att méatningen inte ar palitliga. Aven om
halterna ar laga fér prov 2 &r de stabila och har minst standardavvikelse och
medelvardets medelfel &r lagst. Prov 1 och prov 4 har ocksa laga kalprotektinhalter
med medelvarde pa 9,8 ug/g respektive 12,7 pug/g. Prov 1 och 4 hade aven lagre
standardavvikelse och lagre medelvardets medelfel. Variationskoefficienten var
dock hogre hos dessa prov. Prov 3 och prov 5 hade sdmre standardavvikelse och
medelvardets medelfel, men battre variationskoefficient jamfért med prov 1, 2 och
4. Prov 3 och 5 skiljer sig frAn de andra proverna att kalprotektinhalten var hogre,

prov 3 och prov 5 hade medelvarde pa 102,2 ug/g respektive 149,4 ug/g.
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6 Diskussion och kritisk granskning

Malet med lardomsprovet var att efter att arbetet var slutfort kunna ta i bruk den
nyare EliIA Calprotectin 2 efter EIliA Calprotectin. Det praktiska arbetet i
lardomsprovet var att jamfora kalprotektinhalterna mellan EliA Calprotectin och den
ersattande EIlIA Calprotectin 2. Skillnaderna mellan EIliA Calprotectin och EIliA
Calprotectin 2 var att vissa reagens var annorlunda, medan sjalva metoden, EliA,
var samma. Reagenserna som skiljde sig mellan EliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2 var extraktionsbufferten for tillredningen av avforingsprovet (EliA
Stool Extraction kit 2), konjugatet, reaktionsbrunnarna som innehéll antikroppar mot
kalprotektin samt kalibrerings- och kurvkontrollstripen. Ovriga reagens anvandes for
bade EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2. Patientproverna som anvandes kom
fran en heterogen grupp med prover fran barn och vuxna samt troligen fran bade

IBD-patienter och icke-IBD-sjuka personer.

6.1 Preanalytiska faktorers inverkan pa jamforelsen

Resultaten tyder pa att EliA Calprotectin 2 ar kansligare an EliA Calprotectin i och
med att hdgre kalprotektinhalter oftare uppmattes med EIliA Calprotectin 2. Daremot
var det svart att fullstandigt jamféra EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2,
eftersom det fanns flera faktorer som skilde mellan EliA Calprotectin och EIiA
Calprotectin 2. En del av reagensen, till exempel reaktionsbrunnar och konjugat, var
specifika for EIliA Calprotectin eller EliA Calprotectin 2. Tillverkaren anger dock inte
om eller hur de uppdaterade EIliA Calprotectin 2 reagensen skilier sig fran
motsvarande reagens for EliA Calprotectin (Thermo Scientific 2015a, s. 1; Thermo
Scientific 2015b, s. 1).

For spadningen av avféringsproverna med EIliA Stool Extraction kit och EliA Stool
Extraction kit 2 skiljde sig extraktionsbuffertens volym i réren pa 750 pl respektive
1,3 ml (Bild 3A). Avféringsproverna for ElIA Calprotectin 2 spdddes mera &n
proverna for EIA Calprotectin, eftersom det fanns en stérre mangd
extraktionsbuffert i EIiA Stool Extraction kit 2-roret an i EliA Stool Extracion kit-roret.
Dartill hade en uppdatering gjorts fér Phadia 250 analysatorns spadning av EIiA

Calprotectin 2 proverna. For EliA Calprotectin 2 spaddes avféringsproverna 1:200
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jamfért med 1:100 for EliA Calprotectin i Phadia 250 analysatorn (Tabell 1). ElIA
Calprotectin 2 proverna spaddes mera an EIIA Calprotectin proverna och
resulterade anda i hogre kalprotektinhalter. Detta forstarker ytterligare resultatet att

kansligheten hos EIliA Calprotectin 2 sannolikt var battre an med EIliA Calprotectin.

En annan skillnad mellan EliA Stool Extraction kit och EliA Stool Extraction 2
extraktionsbuffertarna var att den senare innehaller BSA, men tillverkaren anger inte
BSA-halten i EliA Stool Extraction kit 2. BSA anvands t.ex. vid ELISA-metoden, eller
har for EliA-metoden, for att forhindra att andra substanser an den undersokta
substansen ska fasta i reaktionsbrunnen. For att forsdkra sig om en hogre
specificitet och minska pa stérande signaler anvands BSA som blockerare (Xiao &
Isaacs 2013, s. 1).

BSA faster till reaktionsbrunnen och foérhindrade att andra antigen féaste till
reaktionsbrunnen. BSA storde inte fastandet mellan kalprotektinantikroppen i
reaktionsbrunnen och kalprotektin fran avforingsspadningen. Enzymkonjugerade
detektionsantikroppar faste endast till kalprotektin och inte till BSA, vilket betyder att
BSA inte heller storde i detta steg eller ledde till falska signaler. Vid pipetteringen av
avforingsspadningen i analysatorn till reaktionsbrunnen spaddes provet och troligen
kommer endast en liten mangd BSA med. | och med att BSA fanns i
extraktionsbufferten fran EliA Stool Extraction kit 2 kunde det leda till nagot hogre
specificitet hos EliA Calprotectin 2 jamfort med EIIA Calprotectin. Daremot ar
specificiteten hdgre hos EliA Calprotectin enligt tillverkaren och avsaknaden av BSA
i EliA Stool Extraction kit var troligen inte den avgorande faktorn. Det ar svart att

avgora den verkliga nyttan av BSA.

Hallbarheten for avforingsspadningar med EIliA Stool Extraction kit var samre an for
EliA Stool Extraction kit 2. Tillverkaren rekommenderade att man inte forvarade
avforingsspadningarna med EIliA Stool Extraction kit mer an 24 timmar kylskap.
Under det praktiska arbetet i laboratoriet gjordes avfdringsspadningarna under
eftermiddagen dagen innan kalprotektinanalysen, vilket betydde att
avforingsspadningarna vanligtvis forvarades i kylskap kring 18—-20 timmar innan
analysen. Det skulle ha varit battre att tillreda spadningarna samma dag som

analysen, men tidsbrist har lett till att man har denna rutin.

Med EIliA Stool Extraction kit 2 ar detta inte ett problem eftersom den har en béttre

hallbarhet och kan forvaras i kylskap upp till sju dagar. | och med den samre
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hallbarheten med EliA Stool Extraction kit kan det ha paverkat och det ar majligt att
lagre kalprotektinhalter har uppmatts med EliA Calprotectin pa grund av detta. | ett
lardomsprov gjord av Pennanen och Tiensuu (2013) fran Tammerfors
yrkeshogskola undersoktes hallbarheten i olika temperaturforhallanden och under
olika langa tidsperioder hos avforingsspadningar med EliA Stool Extraction Kkit.
Deras slutsats var att kalprotektinhalten i avféringsspadningarna minskade nagot
efter 24 timmar i kylskap, men skillnaden &r liten och acceptabel (Pennanen &
Tiensuu 2013, s. 42). De papekade anda att det vore bast att analysera proverna

sa snabbt som mojligt efter spadningen med EIliA Stool Extraction kit.

Kalprotektin finns jamnt fordelat i avféringen (Lehmann 2015, s. 28). Darfor racker
sma avforingsprover fran patienterna for kalprotektinanalysen. Det kan dock
forekomma skillnader under en dag och fran dag till dag i kalprotektinmangderna i
avforing hos en patient (Lasson m.fl. 2015, s. 31). Under det praktiska steget vid
spadningen av avforingsproverna kom fragor upp kring ifall kalprotektin verkligen
fanns jamnt fordelat i avféringen. Enligt instruktionerna samlas avforingen i farorna
i stickan fran EliA Stool Extraction kit och EliA Stool Extraction kit 2 (Bild 3).
Svarigheter att samla avforingen i farorna forekom ifall avforingen var mycket hard
eller valdigt slemaktig. Dessutom var det svart att fa hard avféring att lossna fran
farorna efter inkuberingen. Det har getts kritik mot EliA Stool Extraction kitets
avforingsstickor eftersom det ar speciellt svart med I6sa avfoéringsprover att samla
den ratta mangden i farorna och kalprotektinhalten underskattades vid analysen
(Oyaert m.fl. 2014, s. 395; Kittanakom m.fl. 2017, s. 7).

Ibland fanns matrester med i avféringen och d&ven om man férsokte undvika att fa
med matrester i stickan var det svart att veta med sakerhet. | och med att de
jamférande avforingsproverna spaddes med tva olika spadningskit kan man inte
med sékerhet veta att den avféring som samlades med avféringsstickorna inneholl
samma mangd kalprotektin &ven om kalprotektin borde vara jamnt fordelat i
avforingen. Denna potentiellt stérande faktorn skulle ha undvikits ifall det hade varit
mojligt att anvanda samma avforingsspadning for bade EIliA Calprotectin och EliA

Calprotectin 2 analyserna.



41

6.2 Finns det behov av olika referensvarden for kalprotektin?

Referensvardet som anvands i Finland for kalprotektin ar att kalprotektinhalten i
avforing ska vara under 100 pg/g (Vaisanen 2015; Katajamaki & Havana 2016;
Anttonen 2017). Jamfoérelsevis verkar referensvardet vara under 50 ug/g
kalprotektin i Sverige och Norge (Karolinska Universitetslaboratoriet 2017;
Akademiska Laboratoriet 2017; Furst Medicinskt Laboratorium u.a.). Det finns anda
inget internationellt standardiserat eller bestamt referensvarde. Dartill &r manga
resultat inom grazonen (50 — 150 pg/g), med referensvardet under 100 ug/g
kalprotektin, vilket leder till mera problem for lakaren att bedéma ifall ytterligare
undersokningar borde goras for att bekrafta eller utesluta IBD. For prov som
uppmats inom grazonen kunde ett nytt prov analyseras efter nagra veckor innan
beslut om invasivare undersotkningar tas. Respondenten vet inte hur lakarnas
riktlinjer ar vid bedémningen av kalprotektinresultaten och det finns sakerligen
rekommendationer i planeringen av ytterligare undersokningar i oklara fall och den

kommande patientvarden.

| och med att EliA Calprotectin 2 ar kansligare, kunde referensvardet mojligen hojas
nagot. Ett hojt referensvarde leder till att de falska positiva resultateten minskar,
men daremot Dblir risken stérre att det forekommer flera falska negativa.
Jamforelsevis rekommenderade tillverkaren ett referensvarde pa 50 pg/g och man
ar da garderad mot falska negativa svar, men falska positiva svar forekommer

troligen oftare.

Det kunde dessutom finnas olika referensvarden for olika sammanhang. Det kunde
finnas ett referensvarde for redan diagnostiserade IBD-patienters
sjukdomsuppfdljning for att kunna ta i beaktande deras aktivare sjukdomsperioder
och remissionsperioder. Ett annat referensvarde kunde beddmas for dvriga dvs.
friska personer som inte har en IBD diagnos och ta i beaktande skillnader i
kalprotektinhalterna enligt aldern (D’Angelo m.fl. 2017, s. 294). Det norska Furst
Medicinskt Laboratorium har pa deras hemsida om F-Calprotectin uppsatt olika
referensomraden for uppmatta kalprotektinhalter éver 50 pg/g fér diagnostisering
och kanda IBD-patienter. De ger aven en tolkning ifall kalprotektinhalten uppmattes
till t.ex. 70 pg/g eller 500 pg/g bade vid diagnostisering och for IBD-patienter (Furst
Medicinskt Laboratorium u.a.).
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For IBD-patienter har det diskuterats ifall kalprotektinreferensvardet borde vara
hogre an 100 pg/g for aktivare sjukdomsperioder och det finns forslag pa
referensvarden pa 200 — 250 ug/g (D’Angelo m.fl. 2017, s. 296). Goutorbe m.fl.
(2013) rekommenderar for vuxna patienter med Crohns sjukdom ett referensvérde
pa under 200 ug/g for remissionsperioder och over 400 pug/g for aktivt
sjukdomstillstand, med foljden en grazon pa 200 — 400 pg/g (Goutorbe m.fl. 2015,
s. 1118). For barnpatienter med IBD har det funnits forslag pa att kalprotektinhalter
under 250 pg/g indikerar remission och halter éver 500 pg/g anger aktivare
sjukdomsfas, daremot ar kalprotektinhalter pa 250 — 500 pg/g i en grazon for
barnpatienterna (Heida m.fl. 2017, s. 1743). Med tanke pa dessa forskningar och
deras rekommendationer for referensvarden fér IBD-patienter forefaller 100 pg/g
som enda referensvarde inte tillréckligt for att kunna bedéma kalprotektinhaltens
betydelse for alla grupper; friska, personer med annan sjukdom &an IBD, IBD-
patienter i remission och IBD-patienter med aktiv sjukdom. Daremot kan
kalprotektinhalten anvéndas for att utesluta IBS vid hogre kalprotektinhalter och IBD

vid lagre kalprotektinhalter.

En annan brist som ar relaterat till referensvardet &r att det finns flera olika
kalprotektinanalyser med olika metoder, men ingen standard for att jamfora
kalprotektinanalyssvaret mellan de olika metoderna (Oyaert m.fl. 2017, s. 1572;
Whitehead m.fl. 2013, s. 59; Prell m.fl. 2014, s. 5; Kittanakom m.fl. 2017, s. 8).
Oyaert m.fl. (2017) jamférde flera olika metoder fran olika tillverkare och papekar att
den uppmatta kalprotektinhalten inte kan likstallas mellan metoderna (Oyaert m.fl.
2017, s. 1572). Darfor ar det av intresse att utveckla en standardiserad
kalprotektinreferens som olika apparater med olika metoder kan kalibreras mot och
darmed forenkla jAmforelsen mellan kalprotektinresultaten (Oyaert m.fl. 2017, s.
1572). Det finns en risk att de uppmatta kalprotektinhalterna varierar pa grund av
olika analysmetoder och inte pa grund av t.ex. aktivare sjukdomsfas. Det betyder
att det ar svart att jamfora resultateten fran olika laboratorier som kan ha olika

apparater med olika metoder.

POC-tester, som IBDoc och Prevent ID CalDetect, rekommenderas att anvandas
som sallningstester och ar inte lika noggranna som FEIA- eller ELISA-metoder
(Heida m.fl. 2017, s. 1742; Puolanne m.fl. 2016, s. 830). Darfér finns aven ett behov
av standardisering for att kunna jamfoéra IBD-patienternas uppmétta

kalprotektinhalter fran snabbtesterna med analysatorer. Ifall anvandandet av
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snabbtester blir vanligare kan bristen att endast ha ett referensvarde pa under 100
po/g kalprotektin bli annu tydligare, eftersom snabbtesterna inte verkar vara lika

noggranna och kan leda till mera varierande resultat.

6.3 Potentiellt Okad risk for falska positiva svar for IBD-patienter

Vid jamférelsen mellan EliA Calprotectin och EliA Calprotectin 2 analyssvaren hade
nagra fall ett negativt resultat (under 100 pg/g kalprotektin) med EIiA Calprotectin
och positivt resultat (6ver 100 pg/g kalprotektin) med EliA Calprotectin 2 (Tabell 7).
Kemisten undersokte nagra av fallen och det framkom att de flesta hade en tidigare
IBD-diagnos. De hade tidigare haft lagre kalprotektinhalter kring 20 — 80 pg/g under
remissionperioder och under aktivare sjukdomsperioder kalprotektinhalter pa 200 —

1000 pg/g (Kujala, personlig kommunikation, 31 augusti 2017).

Med det nya EIliIA Calprotectin 2, som ar kansligare, kommer IBD-patienternas
kalprotektinhalt under remission troligen vara hogre &n tidigare med EIA
Calprotectin. Detta betyder att deras resultat troligen bedoms som positivt oftare an
tidigare. Lakarna har informerats om den uppdaterade kalprotektinmetoden, men
det finns anda en risk att patientbehandlingen paverkas i onédan om den nya
normalnivan for kalprotektin inte tas i beaktande. Innan implementeringen av EIiA
Calprotectin 2 kunde det ha varit bra att lakarna hade mdjlighet att fa parallellsvar
for patienterna fran bade ElA Calprotectin och EIIA Calprotectin 2. Fran

parallellproverna kunde den nya normalnivan for patienten konstaterats.

| Tabell 3 och Tabell 4 finns exempel pa stora skillnader i den uppmatta
kalprotektinhalten mellan EliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2. Skillnaderna kan
bero pa, forutom kansligheten, aven pa den lagre specificiteten hos EIiA
Calprotectin 2. Den lagre specificiteten hos ElIA Calprotectin 2 kan majligen ha
paverkats mera av stérande substanser som kan finnas i avforingsspadningen.
Darfor kan det forekomma flera fall av falska positiva resultat med EIliA Calprotectin
2. De uppmatta kalprotektinhalterna ar anda palitliga, men fragan ar hur mycket
andra substanser stér och hur stor andel de utgoér av det detekterade utslaget.
Specificiteten hos EIlIA Calprotectin ar lite hégre men det utesluter inte att

kalprotektinhalterna inte ar paverkade av stérande substanser.
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6.4 Uppmatta kalprotektinhalter utanfor matomradet och
frekvensskillnaderna

Matomradet for EIiA Calprotectin var 15 — 3000 ug/g och EIliA Calprotectin 2 hade
matomradet 3,8 — 6000 pg/g kalprotektin. Enligt tillverkaren ar kalprotektinhalter
utanfor dessa matomraden inte palitiga och rekommendationen ar att proverna
analyseras igen antingen fran samma spadning eller genom att tillverka en ny
spadning fran avforingsprovet. | det praktiska arbetet gjordes inte detta utan
patientresultat under 15 pug/g med EIliA Calprotectin svarades som < 15 pg/g och

inte det exakta numeriska vardet.

En skillnad i frekvensen hos de uppmatta kalprotektinhalterna mellan EIA
Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 fanns inom intervallet 0-50 ug/g (Bild 6), vilket
innefattar halter utanfér matomradet. Det maste tas i beaktande att 22 analyssvar
uppmattes under 15 pg/g med EIIA Calprotectin och borde enligt tillverkarens
rekommendationer analyseras pa nytt. For EliA Calprotectin fanns fler analyssvar
inom intervallet 0 — 50 pg/g. En lika stor skillnad i frekvenserna fanns vid intervallet
300-350 pg/g dar flera analyssvar fanns for EliA Calprotectin 2. Skillnaderna i
analyssvaren vid dessa intervall berodde hogst troligen igen pa skillnaderna i
kansligheten mellan ElIA Calprotectin och EIIA Calprotectin 2. Den samre
kansligheten hos EliA Calprotectin marks i flera laga kalprotektinhalter uppmatta
under 50 ug/g. Den battre kansligheten hos EliA Calprotectin 2 ledde till att flera
analyssvar uppmattes dver 50 ug/g. Det bidrar till att det finns flera hogre uppmatta
halter med EIliA Calprotectin 2, som t.ex. kring 300 — 350 pg/g. Bild 7 visar &ven att
kalprotektinhalterna dverlag ar lagre for EIiA Calprotectin &n EliA Calprotectin 2.

Vid laga halter under 15 pg/g med EliA Calprotectin eller 3,8 pg/g med EIiA
Calprotectin 2 finns det en risk att for lite provmaterial anvéandes for
avforingsspadningen. Det kan bero pa avforingskonsistensen om den varit valdigt
I6s och slemmig, vilket forsvarade arbetet med att samla upp avforingen i
avforingsstickans faror fran EliA Stool Extraction kit och EliA Stool Extraction kit 2.
Ifall avforingen var valdigt hard var det svart att homogenisera lésningen och det
fanns en risk att en del kalprotektin inte kom i ElA Stool Extraction kitets
extraktionsbuffert. Hard avforing lossnade ibland inte helt fran stickans faror eller

avforingen lstes inte upp och blev i pelleten efter centrifugeringssteget.
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6.5 Ytterligare tester som kunde ha utforts for jamfdorelsen

For valideringen av EliA Calprotectin 2 har kalprotektinhalterna endast jamforts med
halterna fran analys med EliA Calprotectin. Kansligheten och specificiteten har inte
varit mojligt att undersoka tillrackligt utforligt. Slutsatsen att EIiA Calprotectin 2 ar
kansligare har dragits fran jamforelser mellan kalprotektinhalterna som uppmattes
med EIliA Calprotectin och EIliA Calprotectin 2. Specificiteten kunde ha kontrollerats
genom att mata prover med en kand kalprotektinhalt, eftersom specificiteten visar
hur bra endast den specifika substansen, kalprotektin, méts. Den positiva kontrollen
kunde modjligen ha anvants for specificitetsundersokning ifall tillverkaren hade

angivit kalprotektinhalten for den positiva kontrollen.

De kalprotektinhalter som uppmaéttes med den positiva kontrollen for EIIA
Calprotectin och EIliA Calprotectin 2 var relativt lika med medelvardet 285 pg/g
respektive 216 pg/g. Den negativa kontrollens medelvarden var 26 pg/g och 24 ug/g
for EliA Calprotectin respektive EliA Calprotectin 2. Den forvantade skillnaden att en
hogre kalprotektinhalt skulle uppmatas for kontrollerna med EIIA Calprotectin 2
uppfylldes inte. En orsak till den mindre skillnaden for kontrollerna mellan EIIA
Calprotectin och EliA Calprotectin 2 och att en hogre kalprotektinhalt for kontrollerna
uppmattes med EliA Calprotectin kan bero pa provet. Kontrollerna ar troligen renare
och innehdller inte lika mycket storande substanser som en avforingsspadning.
Darfor skulle det vara intressant att veta den verkliga kalprotektinhalten i den
positiva kontrollen enligt tillverkaren och jamféra med de uppmaétta halterna om
nagon av analysmetoderna var mera exakt. Kansligheten och specificiteten skulle
kunna bedémas. Samma kontroller anvandes for bada analyserna men de hade
olika mjukvaruinstéliningar i Phadia 250 analysatorn (Thermo Scientific 2016, s. 1).
Respondenten vet inte hur installningarna skiljer sig eller om och hur det paverkar
matningen. FOr specificiteten borde man ha haft uppgifter bl.a. om patienterna
verkligen har IBD eller inte har IBD. Darmed kunde andelen falska positiva och

falska negativa resultat identifieras.

Precisionstestet, repeterbarhetstestet, som utférdes visade att kalprotektinhalten
holls stabilt. Flera olika halter kunde ha testats vid precisionstestet, t.ex. flera kring
100 pg/g och nagra vid hoga kalprotektinhalter pa 3000 — 6000 pg/g. Man kunde ha
utfort flera upprepande korningar for precisionstestet t.ex. tio ganger istéllet for fem

och darmed kunde mera palitliga statistiska resultat erhallits. Med flera repetitioner
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kunde avvikande uppmatta halter uteslutits. Precisionstestet utférdes under en dag
och man skulle &ven ha kunnat analysera samma prover inom nagra dagar for att

kontrollera hallbarheten i kylskap.

Laga kalprotektinhalter som férekom med EIliA Calprotectin kunde ha analyserats
pa nytt eller nya spadningar kunde ha tillretts. For en kontroll av EliA Stool Extraction
kit 2 och EIliA Calprotectin 2 kunde duplikat av avforingsspadningar fran samma
avforingsprov tillretts t.ex. fran 10 — 20 avforingsprov, for att kontrollera att samma

kalprotektinhalter uppmats.

Flera av EliA Calprotectin 2 avféringsspadningarna frystes efter spadningssteget
upp till tva veckor innan analystillfallet. Ett jamforande test pa fryshallbarheten
kunde ha utforts genom att analysera EliA Calprotectin 2 proverna innan frysningen
och efter upptiningen. Det var daremot inte mojligt eftersom EIliA Calprotectin 2 inte
fanns inprogrammerat i Phadia 250 i boérjan av det praktiska arbetet av
lardomsprovet. Reproducerbarheten kontrollerades inte, vilket skulle ha inneburit att

samma prover analyserades i ett annat laboratorium som anvander samma metod.
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7 Avslutning

Rutinarbete i ett laboratorium ar inte perfekt och det pagar standigt arbete for att
forbattra laboratorieundersékningsprocessen och minska pa stérande faktorer och
preanalytiska fel. Inom den analytiska fasen &ar validering en viktig process for att
minska fel och 6ka kvaliteten. Malet med lardomsprovets praktiska arbete var att
validera och implementera EliA Calprotectin 2, vilket uppfylldes. EliA Calprotectin
och EIiA Calprotectin 2 jamfoérdes och EIliA Calprotectin 2 godkandes som palitlig att
ersatta EliA Calprotectin. Det fanns en skillnad i de uppmaétta kalprotektinhalterna,
som troligen berodde pa den nagot battre kansligheten hos EliA Calprotectin 2,

vilket tillverkaren framhaller.

Flera jamférande tester kunde ha gjorts, som flera repeterbarhetstest med hogre
kalprotektinhalter for att kontrollera stabiliteten av provet vid hdga halter. Den enligt
tillverkaren battre hallbarheten med EIliA Stool Extraction kit 2 kunde testas genom
att jamfora ifall det forekommer skillnader i kalprotektinhalter om
avforingsspadningen forvaras i rumstemperatur i t.ex. tva dagar eller i kylskap i en
vecka. Kalprotektinundersokningar fran avforing ar enkla att utféra och ger bra
information om tarminflammationstillstand.  For  IBD-patienter  anvands
kalprotektinundersokning for sjukdoms- och behandlingsuppféljning. | och med att
antalet IBD-patienter Okar kan det i framtiden bli vanligare att IBD-patienter
anvander sig av POC-tester, som IBDoc, for sjukdomsuppféljningen. Det kan darfor
bli aktuellt for laboratorier med valideringar mellan kalprotektin-analysatorer och
kalprotektin POC-test.
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8 Etiska dvervaganden

Avforingsprov for lardomsprovets undersokningar togs fran patientprov som redan
hade undersokts. Inga patientprover togs enbart for examensarbetet.
Patientuppgifterna for prov hélls konfidentiella. Samtycke fran patienterna behévdes
inte. Respondenten vet inte varken personuppgifter eller ifall de patientprov som
anvandes i lardomsprovet kom fran friska personer, personer med annan sjukdom
an IBD, nya upptackta IBD-patienter eller tidigare diagnostiserade IBD-patienter.
Respondenten har inte undersokt enskilda resultat och den information som har
tagits upp i diskussionen gavs av kemist Diana Kujala. Tillstand for att utfora
undersokningen gavs fran Social- och halsovardsverket i Jakobstad. En kopia av

tillstandet finns i Bilaga 3.
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Bilaga 1 — Radata
Prov ElIA ug/g | EliA2 pg/g | Skillnad | %-skillnad

1 > 3000 1279 -1721 -57 %

2 2919 4830 1911 65 %

3 2479 6770 4291 173 %

4 1180 4491 3311 281 %

5 1121 1759 638 57 %

6 823 894 71 9%

7 629 2094 1465 233 %

8 516 339 -177 -34 %

9 443 474 31 7%
10 373 291 -82 -22 %
11 363 223 -140 -39 %
12 329 341 12 4%
13 295 495 200 68 %
14 272 215 -57 -21 %
15 247 342 95 38 %
16 234 346 112 48 %
17 217 234 17 8%
18 214 292 78 36 %
19 186 423 237 127 %
20 145 335 190 131 %
21 125 444 319 255 %
22 125 394 269 215 %
23 122 148 26 21 %
24 120 562 442 368 %
25 99 52 -47 -47 %
26 97 770 673 694 %
27 83 91 8 10 %
28 80 242 162 203 %
29 79 192 113 143 %
30 78 106 28 36 %
31 75 91 16 21 %
32 69 73 4 6 %
33 69 24 -45 -65 %
34 56 34 -22 -39 %
35 55 315 260 473 %
36 54 29 -25 -46 %
37 49 58 9 18 %
38 49 17 -32 -65 %
39 41 37 -4 -10 %
40 36 145 109 303 %
41 26 54 28 108 %
42 25 119 94 376 %
43 21 18 -3 -14 %
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44 20 20 0 0%
45 17 32 15 88 %
46 12 17 5 42 %
a7 11 72 61 555 %
48 7,9 20 12,1 153 %
49 7,1 45 37,9 534 %
50 7 16 9 129 %
51 6,3 11 4,7 75 %
52 6,2 30 23,8 384 %
53 3,7 31 27,3 738 %
54 3,3 7,2 3,9 118 %
55 3 68 65 2167 %
56 3 7,9 4,9 163 %
57 2,8 61 58,2 2079 %
58 2,7 19 16,3 604 %
59 2,7 15 12,3 456 %
60 2,6 13 10,4 400 %
61 2,5 81 78,5 3140 %
62 2,2 56 53,8 2445 %
63 2,1 12 9,9 471 %
64 1,6 5 3,4 213 %
65 11 1,9 0,8 73 %
66 0,1 21 20,9 -
67 0 14 14 -
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Bilaga 2 - Tabell 6ver positiva och negativa analyssvar

| EIliA ug/g | EliA2 ug/g |
Pos > 100 | Pos > 100
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Bilaga 3 — Den godkanda anhallan om tillstand for lardomsprovet
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