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PreventIlD® Cal Detect®

Testanleitung

PreventID® Cal Detect® «sri1005)

Der PreventID® CalDetect® ist ein semiquantitativer immunologischer
Schnelltest zum Nachweis von Calprotectin im Stuhl. Fakales Calprotectin ist ein
anerkannter Marker fiir entziindliche Darmerkrankungen.

Der Nachweis von fakalem Calprotectin dient insbesondere der Diskriminierung
zwischen einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung und einem Reiz-
darmsyndrom und eignet sich zur Therapie- und Verlaufskontrolle bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Die Verwendung von drei Testlinien ermdglicht
die Einstufung in verschiedene Grade einer Calprotectin-Positivitat und damit
eine Beurteilung des individuellen Krankheitsverlaufs.

Calprotectin ist ein heteromeres EiweiBmolekiil, bestehend aus den beiden
Untereinheiten MRP8 und MRP14. Es liegt iiberwiegend im Zytoplasma neutrophiler
Granulozyten vor, dort macht es ca. 60% der loslichen Proteine aus. Das Molekiil
wird nach Aktivierung von Neutrophilen freigesetzt und spielt eine zentrale Rolle
bei der Inmunabwehr. Freigesetztes Calprotectin findet sich in Serum, Korper-
fliissigkeiten oder Stuhl und dient als Entziindungsmarker. Fakales Calprotectin
wird als Surrogatmarker des Neutrophileneintritts in das Darmlumen angesehen.
Das Akutphasenprotein zeigt eine hohe Stabilitdt im Stuhl.

Calprotectin ermdglicht eine zuverldssige Differenzierung zwischen organisch
bedingten intestinalen Erkrankungen und funktionellen intestinalen Erkran-
kungen (z.B. Reizdarmsyndrom). Die Bestimmung von Calprotectin eignet sich
auBerdem zur Verlaufskontrolle der Krankheitsaktivitédt — z.B. bei Morbus Crohn
oder nach Polypektomie — sowie zur Vorhersage von Schiiben bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Calprotectin kann zusatzlich als positiver
pradiktiver Marker fiir invasive Erreger und damit als Screeningparameter fiir
infektidse Diarrhden (Diskriminierung zwischen einer organischen und einer
funktionellen Diarrhd) genutzt werden.

Testprinzip

Der PreventID® CalDetect® ist ein immunchromatografischer Lateral-
Flow-Test, bei dem humanes Calprotectin mit Hilfe von Gold-konjugierten
Anti-Calprotectin-Antikdrpern nachgewiesen wird. Eine Kontrollbande zeigt
den korrekten Testablauf an, 3 Test-Banden ermdglichen die semiquantitative
Bestimmung von Calprotectin in der Probe.

Testzubehor
Ein PreventID® CalDetect® enthilt folgende Testbestandteile:
1. Testkassette (in Alu-Verpackung)
2. Probensammelrdhrchen inkl. Pufferlosung und Probensammelstab
3. Papier-Stuhlfanger
4. Anleitung zur Stuhlprobenentnahme

Zusatzlich benotigte Utensilien
Stoppuhr

VorsichtsmafBnahmen

Den PreventID® CalDetect® bei4-30 °Clagern. Die angegebene Interpre-
tationszeit basiert auf einer Auswertung des Tests bei 15 — 30 °C. Bei Temperaturen
unter 15 °C die Testbestandteile vor der Testdurchfiihrung auf Raumtemperatur
bringen. Die Testkassette ist empfindlich gegeniiber Luftfeuchtigkeit und hohen

Temperaturen. Daher soll der Test vor Hitze geschiitzt und unmittelbar nach dem
Offnen der Alu-Umverpackung benutzt werden.

DerTeststreifen in der unbenutzten Kassette zeigt bereits eine blaue Linie (Abb. 7).
Diese Kontrollbande (C) zeigt nach Benutzung durch eine dunkelrote Farbung an,
dass der Test einwandfrei funktioniert.

Die Testkassette nach Ablauf des Verfalldatums nicht mehr verwenden.

Stuhlprobennahme

1. Stuhlprobe im Flachspiiler-WC sammeln bzw. bei Tiefspiiler-WCs die Probe
mit Hilfe des Papier-Stuhlfangers (gemaf der aufgedruckten Anleitung)
auffangen.

2. Den Deckel des Probensammelrohrchens abschrauben und mit dem daran
befindlichen Probensammelstab in einem Durchgang an 3 verschiedenen
Stellen in die Stuhlprobe einstechen. Es soll nur die Stuhimenge, die in den
Rillen des Probensammelstabs haften bleibt, in das Probensammelrohrchen
iiberfiihrt werden.

3. Den Probensammelstab nun mit der daran anhaftenden Stuhlprobe nur einmal
zuriick in das mit Pufferlosung gefiillte Probensammelrohrchen geben.
Achtung: Bei mehr als einmaliger Uberfiihrung von Stuhl in das Probensam-
melrohrchen ist die Funktionalitat des Tests nicht mehr gewdhrleistet!

4. Das Probensammelrghrchen gut verschlieBen und kraftig schiitteln, um die
Probe wieder vom Probensammelstab abzuldsen. Diese definierte Stuhlpro-
benldsung kann nun direkt fiir die Testdurchfiihrung verwendet werden.

5. Wenn der Test nicht am gleichen Tag der Stuhlprobennahme durchgefiihrt
wird, sollte das Rohrchen bei 2 - 8°Caufbewahrt werden; jedoch nicht langer
als 7 Tage.

Testablauf

1. Testkassette der Alu-Verpackung entnehmen, mit Namen des Patienten
versehen und mit dem runden Probenauftragsfenster nach rechts auf eine
flache, trockene Oberfldche legen (Abb. 1). (Tiitchen mit Trocknungsmittel
nicht fiir Test erforderlich.) Die Testkassette sollte unmittelbar nach dem
Offnen der Alu-Verpackung verwendet werden.

2. Nach der Probennahme wird das Probensammelréhrchen ggf. auf Raum-
temperatur gebracht und nochmals etwas geschiittelt.

3. Die Spitze des Probensammelrdhrchens vorsichtig (Spritzer vermeiden!)
abbrechen und 3 Tropfen der extrahierten Probe rechts in das runde
Probenauftragsfenster geben (durch gleichméRBiges Driicken des Proben-
sammelréhrchens in der Mitte). Stoppuhr auf 10 Minuten stellen.

4. Bei korrekter Funktion des Tests wird das Ergebnisfenster in der Mitte der
Testkassette unmittelbar von einer rot-violetten Farbfront durchlaufen.
5. Das Ergebnis 10 Minuten nach Auftrag des letzten Tropfens ablesen.

Ergebnisfenster Probenauftrag-

fenster

)

L |

/!

Abb. 1: PreventID® CalDetect® Testkassette
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Auswertung des Tests

Im Ergebnisfenster erscheint bei korrekt abgelaufenem Test auf der linken
Seite eine rote Farbbande als Kontrolle fiir den korrekten Testablauf (C =
Kontrollbande). Rechts von der Kontrollbande werden im Ergebnisfenster
— je nach Calprotectinkonzentration in der Probe — die Testbanden 71, T2

bzw. T3 sichtbar.

Negativ:

Positiv:

Darmtrakt vor.

Ungiiltig:
(T) sichtbar sind.

C T3 T2T1

N
—

C T3 T2 T1

(@)
—

C T3 T2 T1

(@)
—

C T3 T2 T1

(@)
—

C T3 T2 T1

I

Nur eine rote Kontrollbande (C) oder die rote Kontrollbande (C) und Test-
bande 1 (T1) sind sichtbar. Der Test ist ordnungsgemaR verlaufen und es
liegen keine entziindlichen Veranderungen im Darmtrakt vor.

Calprotectin-Konzentration 15 - 60 pg/g: Kontrollbande (C), Testban-
de 1 (T1) und Testbande 2 (T2) sind sichtbar. Es liegt eine Entziindung im

Calprotectin-Konzentration > 60 pg/g: Kontrollbande (C), Testbande
1 (T1), Testbande 2 (T2) und Testbande 3 (T3) sind sichtbar. Es liegt eine
ausgeprdgte Entziindung im Darmtrakt vor.

Kontrollbande (C) bleibt blau, d.h. der Test st ungiiltig, selbst wenn Testbanden

Negativ:

Nur rote Kontrollbande C sichtbar.
Testverlauf war korrekt. Calprotectin
nicht nachweisbar.

Negativ:

Kontrollbande C und Testbande
T1 sichtbar:

Calprotectin < 15 pg/g

Positiv:

Kontrollbande C, Testbanden
T1und T2 sichtbar:
Calprotectin 15 — 60 pg/g

Positiv:

Kontrollbande C, Testbanden T1,
T2 und T3 sichtbar:

Calprotectin > 60 pg/g

Ungiiltig:

Kontrollbande bleibt blau (auch
ungiiltig, wenn T-Banden
sichtbar)

Abb. 2: PreventID® CalDetect® Testauswertung

Grenzen des Tests

Obwohl der PreventID® CalDetect® Calprotectin mit hoher Zuverldssigkeit
nachweist, kann es im Einzelfall zu falschen Resultaten kommen. Bei fraglichen
Ergebnissen sollten weitere klinische Tests durchgefiihrt werden.

Wie bei allen diagnostischen Tests soll bei einem positiven Ergebnis eine abschlieBende
Befundung nicht aufgrund dieses einzigen Resultats erstellt werden, sonder erst nach
der vollstandigen Abklarung des Krankheitsbildes durch den Arzt.

Kurzanleitung zur Durchfiihrung des
PreventID® CalDetect®

1. Stuhlprobe mit Hilfe des Probensammelrghrchens gewinnen
2. Probensammelrghrchen gut schiitteln
3. Testeinheit aus Aluverpackung entnehmen

4. Spitze des Probensammelrghrchens abbrechen und 3 Tropfen
der Probenldsung in das runde Probenauftragfenster
geben

5. Nach 10 Minuten das Ergebnis ablesen

Warnhinweise

1. Proben, Testbestandteile und kontaminiertes Material als potenziell infektids
behandeln und entsprechend entsorgen.
2. Den PreventID® CalDetect®nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

3. Nur zur In-vitro-Diagnostik.
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CED oder Reizdarmsyndrom?

PreventID® Cal Detect®
Schnelltest zum Nachweis des Entziindungsparameters Calprotectin im Stuhl

PreventID® CalDetect® ist ein semiquantitativerimmunologischer Schnelltest zum Nachweis
von Calprotectin im Stuhl. Der Nachweis von fakalem Calprotectin dient der Diskriminierung
zwischen einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung und einem Reizdarmsyndrom und
eignet sich zur Therapie- und Verlaufskontrolle bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.
Die Verwendung von drei Testlinien ermoglicht die Einstufung in verschiedene Grade einer
Calprotectin-Positivitat und damit eine Beurteilung des individuellen Krankheitsverlaufs.

Calprotectin liegt hauptsachlich im Zytoplasma neutrophiler Granulozyten vor, dort macht es ca. 60% der
[6slichen Proteine aus. Das Molekiil wird nach Aktivierung von Neutrophilen freigesetzt und spielt eine zentrale
Rolle bei der Immunabwehr. Freigesetztes Calprotectin findet sich in Serum, Korperfliissigkeiten oder Stuhl
und dient als wertvoller Entziindungsmarker.

Fakales Calprotectin wird als Surrogatmarker des Neutrophileneintritts in das Darmlumen angesehen. Das
Akute-Phase-Protein zeigt eine hohe Stabilitdt im Stuhl (bis zu 1 Woche bei Raumtemperatur!) und die Bestim-
mung des fakalen Calprotectins ist als Marker fiir entziindliche

Darmerkrankungen anerkannt.

Die Bestimmung von Calprotectin ermdglicht eine zuverlds-
sige Differenzierung zwischen organisch bedingten intestinalen
Erkrankungen und funktionellen intestinalen Erkrankungen (z.B. | Zum Ausschluss einer CED;

Messung in Frage kommt:

Reizdarmsyndrom). Die Bestimmung von Calprotectin eignetsich | . Erwachsene Patienten mit Symptomen, die mit einer
auBerdem zur Verlaufskontrolle der Krankheitsaktivitat - z.B. bei CED iibereinstimmen, bei denen das CRP jedoch normal
Morbus Crohn oder nach Polypektomie - sowie zur Vorhersage ist und eine Rontgenuntersuchung oder Koloskopie in

von Schiiben bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Erwagung gezogen wird

Calprotectin kann zusatzlich als positiver pradiktiver Marker fiir | = Patienten mit einer geringen Abnormalitat unklarer

invasive Erreger und damit als Screeningparameter fiir infektiose AL LY

Diarrhden (Diskriminierung zwischen einer organischen und

. . N CED endoskopiert werden sollen
einer funktionellen Diarrhd) genutzt werden. P

. . . . li
Differenzierung zwischen organischer und rormatist

funktioneller Darmerkrankung Zur Abschiitzung der Krankheitsaktivitat:

Die Unterscheidung zwischen einem Reizdarm und einer
chronisch-entziindlichen Darmerkrankung (CED) gestaltet
sich hdufig schwierig und fiihrt zu vielen nicht notwendigen
Koloskopien. Eine schnelle Abklarung eines entziindlichen
Geschehens (verursacht z.B. durch chronisch entziind-
liche Darmerkrankungen, Infektionskrankheiten, Polypen, Kolonkarzinome) ist mit dem PreventID®
CalDetect® miglich. Bei gastrointestinalen Erkrankungen entziindlicher und neoplastischer Genese ist
fakales Calprotectin erhdht. Daher eignet sich dieser Parameter zur Differenzierung zwischen organischen
Erkrankungen des Intestinaltrakts (z.B. chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Polypen) und funktio-
nellen Erkrankungen (z.B. Reizdarmsyndrom) (Tibble et al. 2000, Tibble et al. 2002).

Anstieg

PreventID® und Cal Detect® sind Marken der Immundiagnostik AG, Bensheim

Patienten, fiir die eine Calprotectin-

- Kinder, die aufgrund des dringenden Verdachts einer

« Schwangere mit CED-Symptomen, bei denen das CRP

- Patienten mit bekannter CED und fehlendem CRP-

- Patienten mit bekannter CED und erhdhtem CRP auf-
grund extraintestinaler Erkrankungen
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Verlaufskontrolle bei der Therapie von CED

Die Einschétzung der entziindlichen Aktivitét bei M. Crohn iiber klinische oder laborchemische Daten korreliert nur
schwach mit Ergebnissen einer Endoskopie. Der bisherige ,Gold-Standard” fiir die Aktivitdtsheurteilung bei CED ist
die Messung der fakalen Exkretion Indium-markierter neutrophiler Granulozyten. Der Indium-Granulozytentest ist
jedoch sehr aufwéndig (Krankenhausaufenthalt, Isotopenbestimmung) und belastet die Patienten insbesondere
mit Radioaktivitat. Eine wiederholte Anwendung bei Kindern sollte vermieden werden. Bei Schwangeren sollte die-
ser Test nicht durchgefiihrt werden. Mit der Bestimmung von Calprotectin steht ein neuer Marker zur Verfiigung,
der die entziindliche Aktivitat bei M. Crohn widerspiegelt (Tibble 2000; Gaya et al. 2005). Der Nachweis aus
Stuhl korreliert sehr gut mit den histologischen und endoskopischen Befunden der Krankheitsaktivitét bei
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sowie mit dem Indium-Granulozytentest. Ansteigende Calprotectinwerte
deuten friihzeitig und mit groBer Sicherheit auf ein Rezidiv hin.

Differenzialdiagnose der chronischen Diarrho

Calprotectin eignet sich sowohl zur Diskriminierung zwischen einer organischen und einer funktionellen Di-
arrhd als auch als positiv pradiktiver Marker fiir eine infektiose Diarrhd (Schirrmacher et al. 2004, Bergis et al.
2005). Ein erhdhter Calprotectin-Wert (> 15 pg/g) deutet auf eine durch invasive Erreger bedingte Diarrhd
hin (Schirrmacher et al. 2004).

Einfache Testdurchfiihrung des CT3T2T1  Negativ:
PreventID® Cal Detect® c

Vor der Testdurchfiihrung eine Stuhlprobe im Probenrohrchen sam-
meln. Die geldste Stuhlprobe in das Probenauftragsfenster eintropfen.

—

CTBT2T Negativ:

Nur Kontrollbande C sichtbar.
Testverlauf war korrekt.
Calprotectin nicht nachweisbar.

Nach wenigen Minuten kann das Ergebnis im Ergebnisfenster abgele- c . ﬁ’:;"’"t'g:r“de Cund Testbande
sen werden. Calprotectin < 15 pg/g
Positiv:

Interpretation des Testergebnisses cB 2T

Nach der Testdurchfiihrung ldsst sich - je nach sichtbar gewordenen
Farbbanden - semiquantitativ eine Aussage iiber die Calprotectin-Kon-

0
—

Kontrollbande C, Testbanden
T1und T2 sichtbar:
Calprotectin 15 — 60 pg/g

. ; Positiv:
zentration treffen (s. nebenstehende Abbildung). CT3T2TI K:::r;‘l'lbandec Testbanden T1
. o C T T2und T3 sichtbar:
Positive Ergebnisse: Calprotectin > 60 pug/g
Calprotectin-Konzentration 15 - 60 pg/g: Es liegt eine Entziindung
im Darmtrakt vor. CT3T2TI Ungiiltig:

Calprotectin-Konzentration > 60 pg/g: Es liegt eine ausgepragte
Entziindung im Darmtrakt vor (Werte in dieser Hohe konnen z.B. bei M.
Crohn- oder Colitis ulcerosa Patienten vorliegen).

J

sichtbar)

Kontrollbande fehlt (auch
ungiiltig, wenn T-Banden

Beste klinische Zuverlassigkeit

Der PreventID® CalDetect® hat sich in der klinischen Praxis der Differentialdiagnostik von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und Reizdarmsyndrom bewahrt und verfiigt hier iiber eine besonders hohe
Spezifitat (94,5%) und beste Sensitivtat (100%) bei einem cut-off von 15 mg/kg (Otten et al., 2008).
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