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Stanoveni koncentrace kalprotektinu ve stolici
u nemocnych s idiopatickymi stifevnimi zanéty -
srovnani dvou komerénich testu

Maliékova K.1, Janatkova L.1, Bortlik M.23, Komarek V.2, Lukas M.12

1Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze
2Klinické a vyzkumné centrum pro idiopatické st¥evni zanéty ISCARE IVF a 1. LF UK v Praze
3Ustav biologie a lékaiské genetiky VFN a 1.LF UK v Praze

Souhrn

Uvod: VySetieni fekalniho kalprotektinu je neinvazivni, jednoducha, éasové i finanéné nenaroéna
diagnosticka metoda, slouzici k odliseni funkénich poruch zazZivaciho ustroji od zanétem prova-
zeného organického postizeni a k predikeci hroziciho relapsu nespecifického stirevniho zanétu.
V poslednim roce se objevily komeréné dostupné diagnostické soupravy, vyuzivajici monoklonal-
nich nebo polyklonalnich protilatek proti heterodimetickému komplexu kalprotektinu k detekci
koncentrace fekalniho kalprotektinu metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA).

Cil prace: Srovnani dvou ELISA metod stanoveni fekalniho kalprotektinu, které se navzajem lisi
pouzitou protilatkou (monoklonalni versus polyklonalni).

Material a metodiky: Byly studovany ELISA soupravy Calprotectin ELISA (Bithlmann, Bazilej, Svy-
carsko), ve které je pouzita monoklonalni protilatka, a PhiCal™ Calprotectin ELISA (R-Biopharm,
Darmstadt, Némecko) vyuzivajici polyklonalni protilatku proti kalprotektinu. Vysetrili jsme elua-
ty stolice nemocnych s Crohnovou nemoci (CN, n = 36), ulceré6zni kolitidou (UC, n = 29) a kontrolni
vzorky, kterymi byly eluaty stolice zdravych osob (n = 98). Analyzou ziskanych dat byly pomoci soft-
waru Statistica CZ 8.0 (Statsoft, Tulsa, USA) stanoveny parametry variability méieni (linearita,
opakovatelnost, stabilita), senzitivita a specificita testi a bylo provedeno srovnani metod.
Vysledky: Obé studované soupravy vykazaly velmi uspokojivé hodnoty presnosti stanoveni (intra-
a inter-assay < 10%). Dilu¢nim testem linearity byly prokazany lepsi hodnoty u soupravy firmy
Biihlmann, a to zejména u vysokych koncentraci kalprotektinu. Vysledky ziskané dvéma meto-
dami navzajem uspokojivé korelovaly: Pearsonuv korela¢ni koeficient r = 0,83, limitni diference
podle Blanda-Altmana se pohybovaly v rozmezi -17% az 30%. Diagnosticka senzitivita testt byla 79
% pro soupravu Calprotectin ELISA Bithlmann a 74 % pro soupravu Calprotectin ELISA R-Biop-
harm, specificita 87 % pro soupravu Calprotectin ELISA Bithlmann a 84 % pro soupravu Calpro-
tectin ELISA R-Biopharm.

Zavéry: Obé studované soupravy maji dobré a srovnatelné parametry méreni, u testu vyuzivajici
monoklonalni protilatky proti kalprotektinu jsme zjistili vys$si hodnoty senzitivity a specificity.
Dostupnost, citlivost a vykonnost ELISA testu fekalniho kalprotektinu 1ze dobite vyuzit v klinické
praxi.

Klicova slova: fekalni kalprotektin - idiopatické stifevni zanéty — ELISA - monoklonalni protilat-
ka - polyklonalni protilatka.

Summary

Malickova K., Janatkova 1., Bortlik M., Komarek V., Lukas M.: Fecal
Calprotectin Levels in Patients with Idiopathic Inflammatory Bowel Disease —
Comparison of Two Commercial Tests

Background: Fecal calprotectin test is a simple, non-invasive, rapid and inexpensive diagnostic tool
allowing differentiation between GIT functional disorders and inflammatory conditions and relapse
prediction in non-specific inflammatory bowel disease. In the last year, commercially available
ELISA diagnostic kits, using either monoclonal or polyclonal antibodies against a heterodimeric
complex, calprotectin, for the detection of fecal calprotectin, started to be marketed.

Objective: To compare two ELISA kits for the detection of fecal calprotectin differing from each
other in the used type of antibody (monoclonal versus polyclonal).

Material and Methods: Two ELISA kits were assessed: Calprotectin ELISA (Bithlmann, Basel,
Switzerland) using a monoclonal antibody against calprotectin and PhiCal™ Calprotectin ELISA
(R-Biopharm, Darmstadt, Germany) using a polyclonal antibody against calprotectin. We analyzed
fecal eluates from patients with Crohn’s disease (CD, n = 36) and ulcerous colitis (UC, n = 29) and
from healthy controls (n = 98). Data were analyzed using software Statistica CZ 8.0 (Statsoft, Tulsa,
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USA) and measurement variability parameters (linearity, repeatability, stability) and test
sensitivity and specificity were established and the methods were compared.

Results: The two kits showed adequate accuracy (intra- and inter-assay variation < 10%). The
dilution linearity test indicated superiority of the Calprotectin ELISA Biihlmann kit, in particular
for high calprotectin levels. The results of the two methods showed good correlation: Pearson’s
correlation coefficient r = 0,83, limit difference according to Bland-Altman plot ranged from 17%
to 30%. Diagnostic sensivity rates were 79 % for the Calprotectin ELISA Bithlmann kit and 74 % for
the Calprotectin ELISA R-Biopharm kit, the test specificity rates were 87 % and 84 %, respectively.
Conclusions: Both of the tested kits have comparably good measurement parameters, the
Bithlmann kit using monoclonal antibody against calprotectin showed higher sensitivity and
specificity. In view of their availability, sensitivity and performance, the fecal calprotectin ELISA
kits are helpful diagnostic tools for clinical practice.

Key words: fecal calprotectin - idiopathic intestinal inflammation — ELISA — monoclonal antibody

- polyclonal antibody.

Idiopatické stievni zanéty (inflammatory
bowel disease, IBD) jsou chronicka zanétliva
onemocnéni, postihujici primarné tenké a/nebo
medicinsky i socioekonomicky vyznamné skupi-
ny chorobnych stavi jsou Crohnova nemoc
a ulcerézni kolitida.

V uplynulych letech doslo k vyznamnému
pokroku v objasnéni imunologickych pochodu,
souvisejicich se vznikem a vyvojem IBD. Dosud
v8ak neni zcela jasné, zda jsou chronické zanétli-
vé zmény stfevni stény u IBD vyvolany patologic-
kou imunitni odpovédi viéi normalnim antige-
ntm ve stfevé, nebo zda jde spiSe o priméarné
spravnou reakeci imunitniho systému proti dosud
neznamému stfevnimu antigenu, ¢ o kombinaci
obou mozZnosti. Je vSak ziejmé, Ze zanét stievni
sliznice u IBD je vysledkem kaskady déju, které
vznikly jako reakce na antigen, pfi¢emz primarni
»~chyba“ vznika nejspiSe pti piredkladani tohoto
antigenu T- lymfocyttim, kterého se ucastni ente-
rocyty a leukocyty jako antigen-prezentujici buri-
ky nebo jako zdroje cytokinid, chemokint a dal-
ich prozanétlivych pasobku [32].

Soubézné s narustajicim rozsahem informaci
o imunopatologickych pochodech u IBD vznika
otazka, do jaké miry lze rtizné imunologické labo-
ratorni parametry vyuzit k diagnostice, diferenci-
alni diagnostice, monitorovani priubéhu a odhadu
prognézy nemoci. V diagnostice IBD se v soucas-
né dobé wuplatnuji piedev§im endoskopické
a zobrazovaci metody a histologické vySetteni
bioptickych vzorku — tedy invazivni, ¢asové
i finanéné nakladné metody [25,26,27,31]. Rutin-
né provadéna laboratorni vySetieni prispivaji
k diagnostice a k uréeni aktivity probihajiciho
zanétu, avSsak mnohdy maji omezenou senzitivitu
a specificitu. Systémové zanétlivé markery (séro-
vy C-reaktivni protein, dalsi sérové proteiny
akutni faze, sedimentace erytrocytt, krevni
obraz, sérové autoprotilatky) mohou mit normal-
ni hodnoty i v p¥ipadé jiz probihajiciho zanétu
strevni sliznice [19, 20, 23, 29].

Jednim z ukola klinické laboratorni diagnosti-
ky je proto nalezeni neinvazivniho, jednoduchého,
Casové i finanéné dostupného vysetieni, které by
pomohlo detekovat zanétlivé zmény na stfevni
sliznici, odligit funkéni poruchy zazivaciho tustroji
od organického postiZeni a upozornit na moznost
relapsu u pacienta se znamou diagnézou IBD.

Podle fady recentnich studii by nékteré z vyse
vyjmenovanych vlastnosti mohl mit fekalni kalp-
rotektin [1,2,6,16,18].

Kalprotektin (synonyma: kalgranulin A/B,
S100A8/S100A9, MRP8/14) je hlavni antigenni
slozkou cytoplazmy neutrofilnich granulocytu.
Jde o 36 kDa heterodimer, slozeny z lehkého
a tézkého tetézce, pattici do rodiny S-100 protei-
na vazajicich vapnik. Je produkovan nejenom
neutrofilnimi granulocyty, ale i monocyty/makro-
fagy a nékterymi epitely, a ma vyznamné anti-
mikrobidlni vlastnosti. Jako adhezin se tucastni
prestupu leukocytu z cirkulace do mist zanétu. Po
aktivaci neutrofila a adhezi monocytu k endotelu
je uvolniovan, pusobi bakteriostaticky a ovliviiuje
lokalni cytokinovou odpovéd [3,8,30]. V posled-
nich letech byla provedena tada studii, potvrzuji-
cich stabilitu uvoliiovaného kalprotektinu ve sto-
lici, coz z néj ¢ini vhodny marker pro rutinni
laboratorni diagnostiku [5,7,9,10,14,15].

Do klinické laboratorni praxe v CR se
v poslednim roce dostalo nékolik diagnostickych
souprav k detekci fekalniho kalprotektinu. Jed-
néa se t.¢. vyhradné o metody enzymové imunoa-
nalyzy (sandwich ELISA), pouzivajici bud
polyklonalni, nebo monoklonalni protilatky pro-
ti kalprotektinu. V literatuie je doposud malo
informaci o tom, do jaké miry jsou vystupy
z ruznych souprav navzijem srovnatelné. Cilem
této prace bylo proto srovnani dvou komeréné
dostupnych ELISA souprav k detekci fekalniho
kalprotektinu. U obou souprav jsme stanovili
parametry variability méfeni (linearita, opako-
vatelnost, stabilita), senzitivitu a specificitu
testi a provedli jsme srovnavaci analyzu
vysledku.
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Material a metodiky

Soubor pacientii

Vysetiili jsme vzorky stolice 61 nemocnych, ktefi absolvo-
vali gastroenterologické vySetfeni véetné kolonoskopie pro
dolni dyspepticky syndrom, tj. pro bolesti biicha, prajmy, kie-
¢e v biiSe a meteorismus. Soubor pacientt tvotilo 27 muza
a 34 zen ve véku 19 — 69 let (median 38,4 roku). Na zakladé
klinického vySetteni, kolonoskopie a dalsich (zobrazovacich,
histopatologickych) vySetfeni byla u 47 z vySetfenych osob
stanovena diagnéza IBD (25 nemocnych s Crohnovou nemoci
a 22 nemocnych s ulcerézni kolitidou), u 14 pacient nebylo
prokazano zanétlivé stfevni onemocnéni.

Kontrolni skupinu tvofilo 98 zdravych osob, 50 muzu ( vék

Tab. 1. Charakteristika studovanych souprav

Table 1. Kit characteristics

D

noveno analyzou ROC k¥ivek a srovnano s vyrobci doporuco-
vanym referenénim rozmezim.
Technické parametry studovanych souprav uvadi tabulka 1.

Statistickd analyza

Statisticka analyza dat byla provedena s pomoci softwaru
Statistica CZ 8.0 (Statsoft, Tulsa, USA). U obou souprav byly
stanoveny parametry variability métreni — linearita, opakova-
telnost a stabilita, diagnostickd hodnota testt — jejich senzi-
tivita a specificita pro diagnézu IBD, a nakonec bylo provede-
no srovnani vysledkti vySetfeni provedenych dvéma testy
(Pearsonuv korela¢ni koeficient, Bland-Altmanova analyza)
[4]. ROC analyza byla provedena pomoci kalkulatoru
JROCFIT 1.0.2 [12].

Za statisticky vyznamny vysledek byla brana p-hodnota
mensi nebo rovna 0,05.

BUHLMANN R-BIOPHARM
Typ vzorku lidska stolice lidska stolice
Hmotnost vzorku 50-100 mg 50-100 mg
Objem eluatu pro analyzu 20 ul (1:50) 20 ul (1:50)

Imobilizované antigen vazajici proti-
latka na mikrotitraéni destiéce

monoklonalni protilatka rozeznévajici
unikatni epitop na MRP8/14 hetero-
komplexu v nevariabilnim tseku mole-
kuly (nikoliv vSak na podjednotkach

polyklonalni krali¢i protilatka proti
Sesti riznym epitopum v nevariabil-
nim tseku heterokomplexu molekuly

MRP 8 a MRP 14) kalprotektinu

Inkubaéni ¢asy (min)

- zhotoveni eluatu 30° 45

- konjugat 30° 45

- substrat 15’ 30

Celkova doba inkubace 75 120°

Pocet kalibratorta 5 8

s protilatka proti kalprotektinu konjugo- | protilatka proti kalprotektinu konjugo-

Konjugat . M i, . M g
vana s kienovou peroxidazou vana s kifenovou peroxidazou

Substrat tetramethylbenzidin (TMB) tetramethylbenzidin (TMB)

Referenéni rozmezi (vyrobce) < 50ug/g < 50ug/g

Rozsah méteni 10-600 ug/g 7,8 - 1000 ug/g

Vlnova délka spektrofotometru 450 nm 450 nm

16-66 let, median 47,1 roku) a 48 zen (vék 17-63 let, median
39,9 roku). Tyto osoby nemély akutni ani chronické zazivaci
obtiZe, v rodinné ani osobni anamnéze nebyl ddaj o vyskytu
IBD.

Provedeni studie bylo schvaleno Etickou komisi VFN
v Praze.

Laboratorni vysetieni

Studovali jsme ELISA soupravy Calprotectin ELISA (Biihl-
mann, Bazilej, Svycarsko), ve které je pouzita monoklonalni
protilatka proti kalprotektinu, a PhiCal™ Calprotectin
ELISA (R-Biopharm, Darmstadt, Némecko) vyuzivajici poly-
klonalni protilatky proti kalprotektinu. Vzorek stolice o hmot-
nosti 50-100 mg byl odebran do specialnich odbérovych zku-
mavek Faecal Sample Preparation Kit Roche, umoziujicich
presné zhotoveni eluatu.

Byly analyzovany eluaty stolice, nafedéné v poméru 1:50
eluaénim roztokem podle pokynu vyrobct souprav. Pii analy-
zach (realizovanych manuéalné) bylo postupovano podle poky-
nu vyrobct. Referenéni rozmezi normalnich hodnot bylo sta-

Vysledky

Linearita — diluéni pokus

Linearita méfeni pomoci studovanych souprav
byla hodnocena po natedéni eluatu stolice se zna-
mou vysokou hodnotou fekalniho kalprotektinu
vzorkem neobsahujicim kalprotektin v rozmezi od
0 % do 100 % v krocich po 10 %, neboli od poméru
1:9 po 9:1. Kazdy vzorek se méril v duplikatu.
Potadi méfeni jednotlivych vzorkt bylo randomi-
zovane.

U obou souprav byly zjistény dobré parametry
linearity méieni, u soupravy firmy R-Biopharm
v8ak nebyl uspokojivy tvar kiivky u vysokych
koncentraci — obrazek 1.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

149

—



Epidemiologie 4-08 30.10.2008 11:18 sStr. 150

D

1000

500 o<

800 AL

Tan

B00

s00

400

fekalni kalprotektin, yg/g

300

200

100

n ! —— Buhlmann
4 28 37 4B 11 @4 73 83 @1 -o- R-Biopharm

fedéni eluatd

Obr. 1. Linearita méfeni. Diluénim testem byla ovéiena plat-
nost rozsahu linearity méteni. Tento rozsah vymezuje inter-
val, v némz lze bezpecné ofekavat, ze plati vyrobci deklarova-
né a validaénimi experimenty ovéiené hodnoty piesnosti
a vychyleni metody. Jelikoz nejsou k dispozici komeréné
dostupné referenéni materialy, byl k posouzeni linearity méie-
ni pouzit diluéni pokus

P#i validaci byla vyhodnocena vytéznost dosazena u jednotli-
vych vzorkt (R %) podle vzorce R = (vysledek méreni/teoretic-
ka hodnota)x100 s hodnotou R = 93 % pro soupravu Biihl-
mann a R = 86 % pro soupravu R-Biopharm.

Fig. 1. Measurement linearity. The dilution assay was used to
test the validity of the measurement linearity range. Within
this range, the method accuracy and deviation, as declared by
the manufacturer and experimentally validated, should be
guaranteed. As no commercially available reference was pro-
vided, the dilution assay was used to test the measurement
linearity.

Within the validation, the method efficiency was calculated
for individual samples (R %) according to the formula: R =
(measurement result/theoretical value) x100. R was 93 % for
the Bithlmann kit and 86 % for the R-Biopharm kit

rotitraéni desticky. U obou souprav byly variaéni
koeficienty méteni vysokého i nizkého vzorku niz-
§i nez 10% - viz tabulka 2a.

Dale jsme pripravili 8 alikvot jednoho vzorku
s vysokou a jednoho vzorku s nizkou koncentraci
kalprotektinu, které jsme zamrazili pti teploté -
20°C. Alikvoty jsme postupné rozmrazovali
a v obdobi od listopadu 2007 do biezna 2008
postupné stanovovali koncentrace kalprotektinu.
Vzorky nebyly opakované rozmrazovany a zamra-
zovany. Variaéni koeficienty méieni opét u obou
souprav nepievysily hodnotu 10% - viz tabulka

2b.

Srovndni metod

Pro sledovani zavislosti mezi dvéma soubory
méteni byl pouzit vybérovy korelaéni koeficient.
Vypoétena hodnota r = 0,83 pron =159, a = 0,05
a kritickou hodnotu r, z tabulek = 0,197 svédci
pro signifikantni zavislost.

Jak znamo, korelaé¢ni koeficient posuzuje miru
zavislosti mezi metodami, neni kritériem pro
posouzeni shody vysledkt [4]. Provedli jsme pro-
to Bland-Altmanovu analyzu ziskanych dat.
Rozdilovy graf podle Blanda a Altmana uvadi na
ose X prumér hodnot ziskanych dvéma srovna-
vanymi metodami a na ose Y rozdil hodnot zis-
kanych studovanymi metodami. Obrazek 2a
uvadi data bez transformace — vyplyva z néj
heteroskedasticita namérenych hodnot (s ros-
touci koncentraci rostou diference naméienych
hodnot). Po logaritmické transformaci dat (obra-
zek 2b) jsou patrné limitni diference metod
v rozmezi —-17% az 30%.

Tab. 2. Piesnost stanoveni fekalniho kalprotektinu p¥i pouziti dvou srovnavanych metod. Mira shodnosti vysledku testu je vyja-
dfena hodnotami varia¢niho koeficientu opakovatelnosti (tj. jedna metoda, jeden operator, jedna laboratot)

(a) intra-assay opakovatelnost
(b) inter-assay opakovatelnost

Table 2. Accuracy of fecal calprotectin detection. The level of agreement of the results was expressed by the repeatability coef-

ficient of variation (i.e. one method, one operator, one laboratory)

(a) intra-assay repeatability
(b) inter-assay repeatability

(a)

(b)

CV (%) PK NK CV (%) PK NK
Bithlmann 6,6 % 5,4 % Bithlmann 9,3 % 1,7%
R-Biopharm 4,1% 6,9 % R-Biopharm 8,9 % 3,6 %

CV - variaéni koeficient
PK - pozitivni vzorek
NK — negativni vzorek

Variace v ramci testu a mezi testy (intra-assay
a inter-assay charakteristiky)

Vysettili jsme 15 alikvot jednoho vzorku s vyso-
kou a jednoho vzorku s nizkou koncentraci kal-
protektinu v jeden den na raznych pozicich mik-

CV - coefficient of variation
PK - positive specimen
NK — negative specimen

Senzitivita a specificita

Pro obé studované imunoanalytické metody
byly vypoéteny hodnoty senzitivity a specificity
testu pro diagnézu IBD.

Nejdiive jsme pomoci on-line kalkulatoru para-

150

—



Epidemiologie 4-08

30.10.2008 11:18 Str. 151 é\;
a
[
do ®
O
2
2 L
g
2 36 L
€
i °
9|
0
g
Py /‘/
o e
®/
~
10 0 10 20 30 40 50 60 70
pramér obou metod pg/g
0,4
e
0,3 . Y .
£ * - ° .o °
g 02
E=
S
.2
[ °
e O ° %
£ ° ° 5 . °
1 ° ° e o © )
c 0 - o .
§ 0,2 0,4 0,6 08® o 1 1,2 1,4 16 1,8 2
£ °
<
g o -TE: 17% ° °
£ .
-0,2
-0,3
(In Buhlmann + In R-Biopharm)/2
-0.4

Obr. 2. Shoda vysledktt méfeni pomoci dvou studovanych souprav
(a) Rozdilovy Bland-Altmantv graf, (b) Bland-Altmanuv graf po logaritmické transformaci dat

Fig. 2. Congruence of measurement results

(a) Bland-Altman plot for variation, (b) Bland-Altman plot for log-transformed data

metru ROC ki#ivek pro obé metody vypocetli hod-
notu plochy pod kiivkou: u soupravy Bithlmann
byla plocha pod kfivkou (ROC Area) 0,989
a u soupravy  R-Biopharm 0,980. Tyto hodnoty
se statisticky vyznamné navzajem neliSily. Rov-
néz tak optimalni cut-off bod (s nejvyssi senzitivi-
tou a specificitou testu) byl pro obé soupravy
podobny a nepatrné vy$si nez cut-off hodnota
udavana vyrobcem: 70 ug/g proti doporu¢ovanym
50 ug/g. Diagnosticka senzitivita a specificita
obou testu je uvedena v tabulce 3.

Diskuse

Vyskyt IBD v nas$i zemi neustale stoupa. Inci-
dence ulcerézni kolitidy je odhadovana na 8-12 na
100 000 obyvatel, incidence Crohnovy nemoci na 6-
8 na 1 000 000 obyvatel. Obé nemoci postihuji pie-
dev§im osoby v produktivnim véku a pres obrovské
pokroky v diagnostice a 1é¢bé se nepodaiilo
vyznamneé ovlivnit prabéh téchto chorob, spoéivaji-

Tab. 3. Senzitivita a specificita studovanych ELISA testa pro
diagnézu IBD (cut-off bod 70 ug/g)

Table 3. Sensitivity and specificity of ELISA kits for the dia-
gnosis of IBD (cut-off point: 70 ug/g)

Senzitivita Specificita
Bihlmann 79 % 87 %
R-Biopharm 74 % 84 %

ci v opakovanych relapsech aktivity a nutnosti chi-
rurgické 1é¢by. Relapsy a komplikace IBD pacienty
vyznamné invalidizuji, diagnosticka a 1é¢ebna péce
o né je velmi nakladna. S piihlédnutim k ekono-
mické narocnosti diagnostickych a lécebnych
postupt, které predstavuje predevsim biologicka
1écba IBD, by zavedeni jednoduché a neinvazivni
diagnostické metody identifikace pacientu s aktiv-
nim zanétem stfevni stény mohlo mit vyznamné
preventivni dopady a umoznilo by posoudit éasnou
odpovéd na podavanou 1écbu.

V této souvislosti je v centru zdjmu gastroente-
rologt a laboratoii vySetiujicich nemocné s IBD
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mimo jiného stanoveni fekalniho kalprotektinu.
K nejrecentnéjsim zjisténim zahranicénich autort
patii dobra korelace hodnot fekalniho kalprotek-
tinu se stupném postiZeni stieva ulcerézni koliti-
dou stanovenym podle Sutherlandovych kritérii
(r = 0,866) [34] nebo vynikajici senzitivita (témér
100%) a nizsi specificita (67 — 80 %) u déti s raz-
nymi IBD [13,22,24]. Von Roonova kvantitativni
meta-analyza prospektivnich studii [33] poukazu-
je mj. na vySsi stupen piresnosti vySetieni fekalni-
ho kalprotektinu p#i vyssi nez bézné doporucova-
né cut-off hodnoté tohoto analytu. V meta-analyze
Lashnera et al. [21] bylo v databazich Medline,
Ovid, Embase a Cochrane nalezeno na 30 klinic-
kych studii, v ramci kterych byl vySetien kalpro-
tektin ve stolici u vice nez 6000 osob. U nemoc-
nych s IBD byl median koncentrace
kalprotektinu v séru 219,23 ug/g (95% interval
spolehlivosti 174,5 — 263,9), coz bylo signifikant-
né vice nez median hodnot zdravych osob (p <
0,001).

V nasi studii jsme prokazali dobré parametry
pfesnosti stanoveni u obou studovanych ELISA
souprav (intra- a inter-assay < 10%). Dilu¢nim
testem linearity byly prokazany lepsi hodnoty
u soupravy pouzivajici monoklonalni protilatku,
a to zejména u vysokych koncentraci kalprotek-
tinu. Vysledky ziskané dvéma metodami navza-
jem uspokojivé korelovaly: Pearsontuv korelaéni
koeficient r = 0,83, limitni diference podle Blan-
da-Altmana—-17% az 30%. Diagnosticka senzivita
testu byla 79 % pro soupravu Calprotectin
ELISA Biithlmann a 74 % pro soupravu Calpro-
tectin ELISA R-Biopharm, specificita 87 % pro
soupravu Calprotectin ELISA Bithlmann a 84 %
pro soupravu Calprotectin ELISA R-Biopharm.
Obé studované soupravy tedy mély dobré a srov-
vykéazala souprava vyuZzivajici monoklonalni pro-
tilatky proti kalprotektinu.

P#i posuzovani imunoanalytickych metod sta-
noveni kalprotektinu ve stolici je tieba vzit
v avahu, ze kalprotektin je organicka makromo-
lekula, ktera je do urcité miry variabilni a ktera
se navic vyskytuje v heterokomplexech (piede-
vS8im v dimerech) [11,17]. Formatem obou studo-
vanych diagnostickych souprav je sendvic¢ova
enzymova imunoanalyza se dvéma protilatkami
cilenymi proti raznym epitopim kalprotektinu.
U soupravy firmy Bihlmann je podle informaci
vyrobce na mikrotitraéni destiéce imobilizovana
monoklonalni protilatka rozeznavajici unikatni
epitop na heterokomplexu molekuly kalprotekti-
nu v nevariabilnim tseku molekuly, piicemz
tento epitop neni imunogenni na samostatnych
podjednotkach molekuly (tj. MRP 8 a MRP 14).
Tim je na minimum redukovan vliv variabilniho
sloZeni molekuly kalprotektinu na vysledky sta-
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noveni. Souprava firmy R-Biopharm vyuziva
polyklonalni krali¢i protilatky proti Sesti rtz-
nym epitopim v nevariabilnim useku hetero-
komplexu molekuly kalprotektinu, ¢imz je zajis-
téna minimalizace vyskytu fale§né negativnich
vysledku. Je potésitelnou skuteénosti, Ze studo-
vané komercéné dostupné metody mezi sebou
uspokojivé koreluji, a tudiz neni naléhavé nutné
zavedeni referen¢nich kalibratora. Je nicméné
ziejmé, Ze zavedenim referencnich materiala lze
zdokonalit korelaci komeréné dostupnych metod
[28]. Vyvstane-li potieba deklarovat nékterou
z dostupnych metod jako neformalni “zlaty stan-
dard”, priklanime se k enzymové imunoanalyze
s vyuzitim monoklonalnich protilatek, a to
z duvodu lepSich parametra variability, jakoz
i senzitivity a specificity. A¢koliv by vybér tako-
vé metody mohl prispét ke zlepSeni reproduko-
vatelnosti mezi metodami, otazkou je, jak by
takovou volbu vnimali vyrobci konkurenénich
souprav a jaka by byla ochota vyrobce “zlatého
standardu” odkryt c¢ast davérnych know-how
informaci.

VySetieni stolice je zcela neinvazivnim piistu-
pem. Ve srovnani s obvyklymi imunoanalytickymi
metodami vySetifeni krve v8ak analyza fekalnich
vzorka vyzaduje jesté vétsi peélivost v preanaly-
tické fazi vySetieni, pii které hrozi zvySené riziko
preanalytické chyby — odbérem stolice poc¢inaje,
pres spravné uchovavani primarniho vzorku az
po presné zhotoveni eluatu. Na rozdil od jinych
biologickych materiala ovliviiuje sloZeni vzorku
stolice napt. relativni pomér pevnych a tekutych
slozek, ktery ma vliv na nutné konstantni mnoz-
stvi stolice pro testovani, coZ rovnéz muze zpuso-
bit analytické chyby.

Zavérem konstatujeme, Ze obé studované
ELISA soupravy k detekci fekalniho kalprotekti-
nu jsou dostateéné robustni, maji dobré a srovna-
telné parametry métfeni. Dostupnost, citlivost
a vykonnost ELISA testt fekalniho kalprotektinu
1ze (s védomim specifik fekalnich vzorka) dobre
vyuzit v klinické praxi.
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