*i Linn€universitetet

Kalmar Viixjo

Fakulteten for Halso- och livsvetenskap

Kan hemprovtagning ge
likvardiga resultat som
sedvanlig provtagning vid
analys av F-Kalprotektin med

Phadia?

Examensarbete

Forfattare: Marcus Petersson

Amne: Biomedicinsk laboratorievetenskap
Niva: Grundniva




Linneuniversitetet

Kalmar Viixjo

Kan hemprovtagning ge likvardiga resultat som sedvanlig
provtagning vid analys av F-Kalprotektin med Phadia?

Marcus Petersson

Examensarbete i biomedicinsk laboratorievetenskap 15 hp.
Filosofie Kandidatexamen

Handledare:

Med. Dr. Leg OL. Soheir Beshara Avdelning for klinisk kemi
Blekingesjukhuset SE-37185
Karlskrona Sverige

Universitetsadjunkt, Anette Thomsson Institutionen for kemi och biomedicin
Linnéuniversitetet. Stuvaregatan 2.
39231 Kalmar

Examinator:

Dr Biokemi. Thomas Nasstrom Institutionen fér kemi och biomedicin
Linnéuniversitet. Stuvaregatan 2.
39231 Kalmar.

Examensarbetet ingar i Biomedicinska analytikerprogrammet 180
hogskolepoang.



Linneuniversitetet

Kalmar Viixjo

SAMMANFATTNING

Kalprotektin &r ett protein som bygger upp 60 % av neutrofila granulocyters
granula. Vid inflammationer i tarmen vandrar neutrofila granulocyter ut
genom mukosan och foljer med faeces ut ur kroppen. Proteinet &r
kalciumbindande och surt och dessa egenskaper utnyttjas i moderna
extraktionskit for att mata mangden kalprotektin i faeces (F-kalprotektin).
Thermofisher &r ett foretag som utvecklat en metod for analys av F-
kalprotektin och den kallas for EIiA Extraction kit 2 dar Kalprotektin
extraheras med hjalp av bufferten i réret och analyseras déarefter av Phadia
250. Syftet med studien var att utféra en metodjamforelse mellan tva
metoder. | den forsta metoden kommer den rutinmetod som anvénds pa
laboratoriet anvéndas for att upparbeta faeces. | den andra kommer
patienterna som skickar sin faeces direkt samlade i extraktionsroren till
analys. Syftet ar att jamfora analysresultaten for att se om de &r lika. Studien
utfordes pa 26 vuxna patienter varav 11 var kvinnor och 15 var man. Innan
analys av prover analyserades tre kontroller for att kontrollera om metoden
for analys av F-kalprotektin fick analyseras. Under studien utfordes fyra
olika inom-serie precision pa fyra olika patienter med 25 replikat for att
berdkna variationskoefficienten (CV). Metodens CV varierade mellan 19 - 27
%. Efter att en reparation pa instrumentet utforts analyserades tva prover med
inom-serie precision och CV blev 8 — 13 %. Metodernas resultat hade stark
korrelation (R = 0,9055) och vid berékning av resultat med Mann-Whitney
U-test sags ingen signifikant skillnad (p = 0,3059). Det fanns dock en del
prover som hade stor skillnad pa resultatet vilket kan ge fel
diagnos/klassning. For att kunna beddma om den nya metoden kan anvéndas
som ett alternativ till rutinmetoden maste en storre population analyseras.

Nyckelord
Metodjamforelse, F-Kalprotektin, Phadia 250. EliA extraktion kit 2, egen
provtagning
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ABSTRAKT

Calprotectin is a protein that makes up 60 % of the granules of neutrophilic
granulocytes. In inflammation of the intestine, neutrophilic granulocytes
migrate out through the mucosa and follow the feces out of the body. The
protein is calcium-binding and acidic and these properties are used in modern
extraction kits to measure the amount of calprotectin in feces

(F-calprotectin). Thermofisher is a company that has developed a method for
analysis of F-calprotectin and it is called EliA Extraction kit 2 which is
analyzed by Phadia 250. The purpose of the study was to perform a method
comparison between two methods. In the first method, the routine method
used in the laboratory will be used to process feces. In the second, the
patients who send their feces directly collected in the extraction tubes come
for analysis. The purpose is to compare the analysis results to see if they are
similar. The study was performed on 26 individuals of which 11 were
women and 15 were men. Before analyzing, three controls were analyzed to
check the method of analysis of F-calprotectin. A negative check and a
positive check as well as a calibration check. During the study, four different
within-run precision were performed on four different patients with 25
replicates to calculate the coefficient of variation (CV). The CV of the
method varied between 19 — 27 %. After a repair on the instrument was
performed, the CV was 8 — 13 %. The results of the methods had a strong
correlation (R = 0.9055) and when calculating the results with Mann-
Whitney U-test, no significant difference was seen (p = 0.3059). In order to
be able to assess whether the new method can be used as an alternative to the
routine method, a larger population must be analyzed.

Keywords
Method comparison, F-Calprotectin, Phadia 250, EliA Extraction kit 2,
patient’s own sampling
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INTRODUKTION

Kalprotektin
Kalprotektin &r ett protein som &r uppbyggt av tva olika proteinkedjor

(heterodimer). Proteinet bygger upp 60 % av neutrofila granulocyters
granula. Proteinet ar 36,5 kilodalton stort och tillhor S100 familjen. S100
proteiner har gemensamt att de dr sura kalciumbindande proteiner.
Kalprotektin fungerar som ett akutfasprotein som slapps ut i inflammerad
vavnad och medierar inflammationsprocesser. Vid sjukdomar och
inflammation i tarmen vandrar de neutrofila granulocyterna ut genom
mukosan och foljer med faeces. Kalprotektin i faeces (F-kalprotektin) blir da
enkelt att mata (1-4).

Inflammatoriska tarmsjukdomar haller pa att 6ka i varlden och forr gjordes
endast endoskopier for att diagnostisera. Problemet med denna metod ar att
den &r tidskravande, dyr och invasiv. Istédllet kan kalprotektin anvéandas som
en forsta screeningsmarkdr och for att diagnostisera olika tarmsjukdomar
samt ett satt att folja upp behandlingen (5). Metoden ar palitlig och har god
klinisk sensitivitet, vilket kan anvandas for att forutsaga hur pass bra
behandlingen mot tarmsjukdomar kommer att ga. Metoden ger ocksa god
korrelation med endoskopiers resultat. Nackdelen &r att det inte finns en
standard for analys av F-kalprotektin. Det leder till att de referensvarden som
anvénds i metoderna varierar (6,7).

Tarmsjukdomar
Vid tarmsjukdomar som Crohns sjukdom far patienten inflammationer i hela

tarmen i olika episoder men det &r vanligast i tunntarmen. Over tid gér det att
se att kalprotektin 6kar i faeces. Det beror pa att mer skada ackumulerar pa
tarmen (2,8).

Vid ulceros kolit bildas sar och inflammation pa tarmvéggen i tjocktarmen
och dndtarmen vilket far faeces att blandas med blod och/eller slem.
Symptom ses som diarré blandat med blod, ont i magen och trotthet orsakat
av blodbrist. Om en patient far ulcerds kolit eller Crohns sjukdom far
patienten vad som kallas inflammatorisk bowel disease (IBD) (8,9). Metoden
kan ocksa anvandas for att differentiera mellan IBD och inflammatorisk
bowel syndrome (IBS). IBS &r en benign sjukdom som bildar magsmarta och
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andra tarmproblem som paminner om IBD. IBS kan orsakas av exempelvis
stress. Vid IBS okar inte utslappet av F-kalprotektin och ddrmed kan en
analys med F-kalprotektin anvandas for att differentiera mellan IBD och IBS
(10).

Phadia 250
Instrumentet utnyttjar en immunokemisk metod som bygger pa att bilda

sandwich komplex riktat emot kalprotektin in vitro (11). Sandwich komplex
bestar av antikroppar bundna till en Excellence in Autoimmunity-brunn
(EliA-brunn) som binder upp kalprotektin. Sedan tillsatts en antikropp riktad
mot kalprotektin som binder och bildar sandwichkomplexet. Analysen
hjélper till att diagnostisera inflammatoriska tarmsjukdomar som Crohns
sjukdom och ulceros kolit. Instrumentets matomrade &r fran 15,0 mg/kg —
6000 mg/kg. Prover som innehaller mindre &n 50 mg kalprotektin /kg faeces
anses vara negativa och patientprover som har mer an 50 mg/kg anses vara i
en grazon. Varden mellan 200 - 2000 mg/kg anses vara kannetecknande for
IBD. Hogre varden tyder pa en kraftigare sjukdom i tarmen. Medianvéardet
for kolorektal cancer brukar ligga kring 350 mg/kg (11).

Analysprincip

Faecesprov lost i extraktionskit-buffert fran EliA-ror tillsatts till EIIA koppar.
| EliA-roren bildas en 1:50 spadning da roret innehaller 1,3 mL (se bilaga I)
extraktionshuffert och ca 25 mg avforing tillsétts till roret. For att fa 25 mg
anvands en stav i kitet med fyra jack (se figur 1) som rymmer ca 25 mg.
Staven kor igenom locket pa EliA-roret vilket far overflodig avforing att dras
bort (12).

EliA koppens yta &r markt med monoklonala antikroppar riktade mot
kalprotektin. Om provet da innehaller kalprotektin kommer de att binda in till
dessa antikroppar i koppen och fastna. Da Kalprotektin ar en dimer har den
tva epitop som kan bindas av varsin monoklonal antikropp riktad till varsitt
epitop (13). Efter inbindningen tvattas obundet material bort med en
tvattlosning och sedan tillsatts konjugat innehallande monoklonala
musantikroppar riktade mot kalprotektin bundet med enzymet -galactosidas.
Nar de binder in bildas kalprotektin-konjugat-komplex (se figur 2) och
darefter tvattas brunnen ytterligare en gang for att fa bort obundet material.
Sedan inkuberas komplexet med development solution innehallande substrat.
Substratet heter 4-methylumbelliferyl-B-D-galactosid (4-MUBF-GP) och det
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overgar till 4-methylumbelliferyl (4-MUF) nir det reagerar med -
galactosidas. 4-MUF ér ett fluorescerande &mne som avger ljus vid 367 nm.
Darefter tillsatts en stoplésning som &ndrar dess ljusvaglangd till 445 nm.
Fluorescensen mats av instrumentet med en fluorometer. Ljusméngden
jamfdrs med kalibreringskurvan och mer ljus innebér att det fanns mer
kalprotektin i faecesprovet (12,14).

Figur 1: Staven som tillhor EliA-extraktionskit 2. Jacken pa toppen av pinnen fylls med avféring och
kors ner i EliA-roret for att erhalla 85 mg (12).

4-methylumbelliferyl-B-D-
galactosid
4-MUF

A

Monoklonal
musantikropp mot
kalprotektin bundet med

P-galactosidas

Figur 2: Visar hur sandwichkomplexet ar strukturerat i EliA-brunnen och hur 4-MUBF-GP 6vergar till
4-MUF. De monoklonala antikropparna binder in till varsin proteinkedja pa kalprotektinet (4,14).

Kalprotektin frin
patienten

Monoklonal antikropp mot kalprotektin
bundet till EliA-brunnen

Kalibrering och kvalitetskontroll Phadia 250
En gang i manaden eller nar en ny LOT konjugat tas i bruk utfors

kalibrering. Det gors med sex olika prover som har varierande
koncentrationer kalprotektin for att bilda en kalibreringskurva.
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Linneuniversitetet

Kalmar Viixjo

Koncentrationerna ér 0; 3; 10; 20; 200 och 750 ng/mL och de analyseras tva
ganger. De appliceras till 5 EliA Calprotectin Calibrator Strips som
innehaller preparat framtaget fran humant blod. Dessa preparats fluorescens
satts pa en y-axel och deras koncentration sétts pa x-axeln och for att fa en
kurva. Sedan testas den mot interna kontroller. Om kontrollerna faller
innanfor 2SD pa kurvan far resultatet godkannas och kalibreringen anses
vara godkand (12).

Syfte

Sgllftet med denna studie ar att testa om patienter sjalva kan ta faecesprovet
med EliA-extraktionskit 2. Det jamfors med upparbetat faeces tagit i EIIA-
extraktionskit 2 av laboratoriets personal fran patientens faeces. Resultaten
jamfors sedan och de erhalls fran Phadia 250 som analyserar proverna med
en immunokemisk metod. Om patienterna Klarar av att utféra provtagningen
med EliA-extraktionskit skulle det effektivisera metoden och ge snabbare
provsvar.

MATERIAL & METOD

Material
26 patienter tog del i denna studie och en burk med faeces och ett prov tagit

av patienten med EliA-extraktionkit 2 fran Thermofisher skickades in fran
varje patient. Samtliga patienter har fatt informationen angaende studien av
medicinavdelningen i Karlskrona. Patienterna fick med ett instruktionshéfte
(se bilaga Il) for att veta hur de skulle ta proverna. Proverna analyserades
inom 24 h efter att de ankommit till laboratoriet. Patienterna bestod av 11
kvinnor och 15 mén fédda mellan 1943 — 1996.

Tva interna kontroller - EliA calprotectin positive/negativ control. Den ena
var positiv och den andra var negativ och de gjordes av Thermoscientific mot
kalprotektin. Den negativa kontrollen hade LOT NEG7 och den positiva
hade LOT NN6K. De aterstaende reagenser som anvandes och deras LOT
nummer samt utgangsdatum redovisas i bilaga 1.
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Metod
Faeces-provet fran burken upparbetades med EliA-extraktionkit genom att

fylla de fyra skarorna pa pinnen med faeces (se bilaga I). Sedan sattes pinnen
ner i bufferten i EliAréret genom att fora den igenom det morkbla locket
vilket resulterade i att dverflodigt prov togs bort. Dérefter blandades provet
med vortex for att fa faeces att 16sas i bufferten. EliA-extraktionskit taget av
patienten blandades med vortex. Sedan sattes proverna pa skakning i 30
minuter. Efter skakningen centrifugerades proverna vid 3000 g i fem minuter
(Se bilaga I).

Innan analys med Phadia analyserades tre interna kontroller. Tva av
kontrollerna var kvalitetskontroller och en &r en kontroll mot
kalibreringskurvan (12). En gang fick de vara utanfér 25D men om de ar
utanfor tva ganger var instrumentet tvunget att kalibreras. Kalibreringen gors
normalt en gang i manaden. Kalibreringen utfors med sex olika
koncentrationer (0,00; 3,00; 10,0; 20,0; 200 och 750 ng/mL). Om
kalibreringen eller de interna kontrollerna inte kunde godkénnas far inte
prover analyseras med instrumentet. Dérefter analyserades proverna med
Phadia 250 automatiskt genom att mata in dem i instrumentet. Phadia 250
maéter kalprotektin-koncentrationer i ng/mL. Med hjélp av
konverteringsfaktor fran Elia Kalprotektin-brunnens lotspecifika kod
konverteras sedan resultat till mg/kg. Resultatet dokumenterades och
redovisades sedan av instrumentet (12).

Statistik
De statistiska berdkningarna gjordes med GraphPad Prism och Microsoft

Excel. De statistiska berakningarna omfattade berékning av variations
koefficient (CV%) med hjalp av medelvarden (M) och standardavvikelsen
(SD) samt median. For att verifiera resultaten anvandes Landstingets
Blekinges metodverifieringsmall i Excel for korrelationsstudier.
Metodverifieringsmallen beraknade determinationskoefficent (R?) och
korrelationskoefficient (R) samt skapande av Bland-Altman diagram.
Dessutom analyserades reproducerbarheten och precisionen mellan dagarna
for att se hur l&nge proverna holl.
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Etik

Efter att kon och alder hade dokumenterats togs all information som skulle
kunna kopplas till patienten bort fran proverna. Genom att géra det skyddas
patienten enligt biobankslagen (15).

RESULTAT

Kalibreringen av metoden blev godkénd pa alla kalibreringsnivaer (se tabell
). De kontroller som analyserades mot kalibreringen godkéandes (se tabell
I1). De interna kontrollerna riktade mot negativa och positiva vérden blev
ocksa godkanda och redovisas i tabell 111. Vardet pa den positiva kontrollen
ska ligga innanfor intervallen 127 — 231 mg/kg och den negativa kontrollen
ska ligga mellan intervallen 10,4 — 30,4 mg/kg for att fa godkéannas.

Tabell I: Denna tabell visar de asatta vardena pa kalibratorerna och det uppmatta
medelvardet pé sjalva analysen. Instrumentet analyserar tva analyser och dess medelvérde
beréknas.

Asatt virde (ng/mL) Uppmatt medelvérde (ng/mL)
0,00 0,18
3,00 3,01
10,0 9,78
20,0 20,5
200 199
750 751

Tabell I1: Tabellen visar virdena pé kurvkontrollerna som jamférdes mot kalibreringen infor
analys av prover de dagar prover analyserades. Tva analyser gjordes varje gang och deras
medelvarde redovisades av instrumentet. Kalibreringskontrollens férvantade vérde var 20,0
ng/mL.

Datum for analysen (Ar-man-dd) Uppmatt medelvérde (ng/mL)
21-04-15 21
21-04-16 22
21-04-19 21
21-04-20 19
21-04-21 21
21-04-22 21
21-04-23 19
21-04-26 19
21-04-27 19
21-04-28 19
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21-04-29 19
21-05-11 19
Tabell I11: 1 denna tabell redovisas vardena av de positiva och negativa kontrollerna under de

dagar kalprotektinproverna analyserades. Alla vérden var godkanda.

Datum for Uppmatt medelvérde negativ Uppmatt
analysen kontroll (mg/kg) medelvarde positiv
kontroll (mg/kg)

21-04-15 23 194

21-04-16 24 194

21-04-19 20 183

21-04-20 23 176

21-04-21 25 193

21-04-22 23 185

21-04-23 21 177

21-04-26 20 188

21-04-27 23 186

21-04-28 21 172

21-04-29 22 164

21-05-11 22 175

| figur 4 redovisas resultatet fran analyserna av de 26 dubbelproverna som
har analyserats i denna studie. Deras exakta vérden redovisas i bilaga IV.

Utifran det bildades diagrammet i figur 4 for att erhalla

determinationskoefficienten R2 vars varde ar 0,8218. Spridningen i figur 4
tyder pa en stark korrelation da korrelationskoefficienten R &r 0,9055.
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Figur 4: Figuren visar ett korrelationsdiagram fran 26 matningar dar varje punkt motsvarar
dubbelproverna. Provresultatet i y-axeln kommer fran provet upparbetat av patienten och x-axelns
resultat kommer fran laboratoriepersonal. Den roda linjen skildrar dubbelproverna och den svarta
linjen visar hur det skulle se ut om det optimala vardet var 1,0. Determinationskoefficienten R? ses
uppe i vanstra hornet.

| Bland-Altmandiagrammet i figur 5 visas differensen mellan metoderna (se
bilaga V) dar laboratoriepersonalen upparbetade proverna (se bilaga 1) och
dar patienterna upparbetade sina prover (se bilaga Il). De hogre proverna
avviker mycket fran varandra och de laga ar ofta ganska lika med nagra
undantag (se bilaga V). Utav de fem hdga proverna ligger tre inom samma
diagnostiska zon och tva ligger utanfor (se bilaga V). Bland de laga ligger

sju prover utanfor samma diagnostiska zon (se bilaga IV). Patienterna far
hdgre varden an laboratoriepersonalen i 19 av 26 fall (se bilaga V).
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Figur 5: Visar ett Bland-altmandiagram med differensen mellan laboratoriepersonalen och patienterna
uppmétt med Phadia 250. 26 prover har analyserats och x-axeln visar vardet erhallt fran Phadian pa

provet upparbetat av laboratoriepersonalen. Y-axeln illustrerar differensen mellan
laboratoriepersonalens provresultat och patientens upparbetning av provet.

| tabell 1V redovisas resultatet fran en inom-serie precision dar fyra olika
prover upparbetade av patienterna analyserades om 25 ganger. Genom att

gora det gick det att berakna medelvérdet pa provet, SD och CV.

Tabell IV: | vanstra kolumnen visas vilken omgang provanalysen ar pa. M star for
medelvarde, SD for standardavvikelse och CV for variationskoefficient och deras enhet ar

mg/kg.
Prov 4 Prov 5 Prov 9 Prov 14
1 44 1316 12 216
2 80 2257 14 216
3 45 1289 11 220
4 52 1292 11 203
5 52 2266 17 217
6 94 2409 12 92
7 95 2143 12 210
8 83 1001 12 213
9 87 2117 18 177
10 90 2238 16 214
11 98 2345 12 211
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12 92 1983 14 112
13 79 2157 13 121
14 91 2043 14 205
15 54 1988 14 211
16 55 2340 12 214
17 85 989 13 210
18 49 1068 19 208
19 47 1241 18 124
20 80 2257 11 202
21 91 1102 10 196
22 84 2032 10 203
23 96 2128 17 173
24 92 1979 11 104
25 51 1639 16 113

M: 74,64 1824,76 13,56 184,4

SD: 20 494 3 43

CV: 26 27 20 24

| tabell V erhalls p-varde, medelvérde, median, CV och SD beréknat med
hjalp av GraphPad Prism. Vardena som jamfordes erhélls fran véardena

uppmatta i bilaga IV. Med ett Mann-Whitney U-test vid 95 %
konfidensintervall jamfordes de tva metoderna och p-vardet 0,3059 erholls.

Tabell V: I denna tabell redovisas véardena berdknade av GraphPad Prism.

Metod Medelvarde | SD CVv Median | p-varde
(mg/kg) (n=26)

Personalupparbetning | 332,8 633 190 % 62,50 0,3059

Patientupparbetning | 589,2 1050 178% | 1140

Tabell VI redovisar precision mellan dagar pa prov 5 och 14 for att se om
provernas resultat kunde reproduceras 6ver sju dagar. Analys dag 1 utférdes
pa en fredag 24 h efter provtagning, dag 2 pd mandagen 72 h efter
provtagning och dag 3 pa tisdagen 96 h efter provtagning osv.

Tabell VI: Den dvre tabellen visar prov 5 och den undre visar prov 14 som analyserades fem
arbetsdagar efter varandra. Deras enhet &r mg/kg.

10(28)
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Dagl |Dag2 | Dag3 | Dag4 | Dag5 | M: SD: CV:

1 1316 | 1080 | 974 1462 | 1200 |1206 |191 16
2 2257 | 1017 | 898 1489 | 755 1283 | 610 48
3 1289 |1851 | 824 1275 | 659 1179 | 466 40
4 1292 | 2076 | 1032 | 1412 | 725 1307 | 504 39
5 2266 | 1809 | 847 1493 | 633 1410 | 674 48
M 1684 | 1566 |915 1426 | 794

SD 527 484 87 90 232

CcVv 31 31 10 6 29

Dagl |Dag2 |Dag3 | Dag4 | Dag5 | M: SD: CV:
216 103 100 117 129 133 48 36
216 105 192 117 172 160 48 30
220 105 168 117 178 158 47 30
203 113 168 94 145 150 43 30
217 112 179 138 171 163 40 25
214 108 161 120 159

O®ZUrwnNE

<0
w
S

22 13 13
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Tabell V11 visar tva inom-serie precision som utfordes efter att instrumentets

spadningsnal hade reparerats den 2021-05-07. Proverna analyserades den
11:e Maj och CV var lagre an i de tidigare inom-serie precision.

Tabell VII: Den inom-serie precision som analyserades den 11/5 pa Phadia 250 efter
reparation av spadningsnalen.

Prov 27 Prov 28
(mg/kg) (mg/kg)
1 1546 25
2 1563 24
3 1504 24
4 1521 26
5 1521 24
6 1270 25
7 1524 24
8 1598 24
9 1462 20
10 1647 24
11 1537 23
12 1546 26
13 1200 25
14 1627 25
15 1368 23
16 1492 23
17 1556 23
18 1568 37
19 1459 22
20 1651 26
21 1631 25
22 1504 30
23 1696 29
24 1387 27
25 1527 26
M: 1516 25
SD: 115 3
CV: 8 13
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DISKUSSION

Syftet med denna studie var att jamfora tva olika metoder for att se om deras
resultat blev likvardiga. | den forsta metoden upparbetades proverna av
laboratoriepersonal fran en burk innehallande faeces till EliA-extraktionskit
2. | den andra metoden tog patienten sjalv faeces i EliA-extraktionskit 2.
Dessa prover analyserades sedan i Phadia 250 med en immunokemisk metod.
Om proverna blev likvardiga skulle det leda till att laboratoriet kan ge
snabbare provsvar som fortfarande &r lika séakra.

Kalibreringen av instrumentet blev godként och alla kontroller mot
kalibreringen har blivit godkanda. De negativa och positiva kontroller som
analyserades kunde ocksa godkannas vilket innebér att de resultat som
erhalls av instrumentet ar trovardiga.

Resultatet fran analysen visar pa en stark korrelation mellan proverna da R =
0,9055 och determinationskoefficienten R? ligger p& 0,8218. Prov 25 drar ner
vardet da det har en stor differens mellan metoderna men korrelationen ar
anda hog trots det. P-vardet i Mann-Whitney U-testet 1ag pa 0,3059 vilket
innebar att det inte fanns nagon signifikant skillnad mellan metoderna.

| bilaga IV redovisas vardena och i manga fall &r provsvaren fran patienterna
och laboratoriepersonal lika. P de varden som lag 6ver 1000 mg/kg sags
stora variationer men ofta hade dessa patienter fatt samma diagnos.
Exempelvis ser det ut att vara stor skillnad mellan personalupparbetning och
patientupparbetning pa patientprov 7 (2618 mg/kg respektive 3388 mg/kg)
men i det fallet har det samma diagnos (svart sjuk). Men om vardena mellan
tva prover ar i tva zoner leder det till tva helt olika diagnoser vilket ar
problematiskt (3,11,12). Exempelvis hade patient 1, 2, 4, 5, 10, 11, 20, 23, 25
och 26 fatt olika diagnoser beroende pa vilket prov som analyserats.

Skillnad mellan proverna kan bero pa preanalytiska orsaker som att
patienterna (16) eller laboratoriepersonalen har gjort olika fel vid
provtagningen eller upparbetningen. Exempelvis tog manga av patienterna
for mycket faeces vilket leder till fel spadning i roret (se gul markering i
bilaga V). Normalt sett ska det bara finnas ett tunt lager faeces pa botten av
roret efter centrifugering. Patient 25 var en av de patienter som tog for
mycket faeces och efter centrifugering tacktes halva roret av faeces. Patient
25 valdes att behallas i diagrammen da det tydligt illustrerar att patienterna
ibland gor grova fel. Enligt Jricic och Brencic verkar det ocksa som att tiden
provet ar i extraktionsvatskan ocksa okar vardet vid analys. EIiA prover som
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skickas in av patienter &r ofta i bufferten i ca 24 h innan analys som sannolikt
skulle kunna paverka jamforelsen av proverna. Det kan exempelvis kunna
tankas vara en anledning till varfor patienternas svar ar lite hogre aven i de
prover som rétt faecesmangd tagits (se bilaga V) (16).

Bade patienten och laboratoriepersonalen kan ocksa ha fatt med fiber och
blod om faecesen var rik pa fiber och/eller blod (redovisas som rod text i
bilaga V). Fiber innehaller inte mycket kalprotektin vilket far vardet att
minska och blod innehaller mycket kalprotektin vilket okar vardet (16). Vid
sma mangder faeces ar det valdigt svart att fa tillrackligt med faeces vilket
leder till att spadningen i extraktionskitet kan bli for hog vilket ger laga
resultat. Instrumentet Phadia gor sedan en 1:100 spadning vilket innebar att
provet kommer att bli &nnu lagre (12). Detta uppmarksammades i prov 20
som inneholl véldigt lite prov och denna faeces var ocksa rik pa blod som var
tvunget att undvikas.

Instrumentets bdjda spadningsnal har ocksa paverkat variationen av svar da
spadningarna i instrumentet sannolikt inte blev 1:100. Istéllet kanske det blev
1:90 eller 1:97 osv (12). Vid analys av inom-serie precision lag
variationskoefficienten pa 19 — 27 % (se tabell V) innan reparation vilket
avspeglar dalig precision som ger storre osakerhet. Det beror pa att samma
prov far stora skillnader pa resultatet sarskilt nar prover har varden kring 50
mg/kg, 200 mg/kg och 2000 mg/kg. Den metod som anvéands av
laboratoriepersonalen ska normalt ligga pa 2 - 5 % CV. Men nér den
metoden analyserades pa ett prov blev CV 19 % vilket bor innebéra att det ar
nagot fel pd instrumentet. Efter reparation av spadningsnalen sjonk CV till 8
— 13 % (se tabell V1) i patientupparbetningen men det tyder pa att det ar
nagot i det preanalytiska som fortfarande far CV att vara higre an
huvudmetoden.

Analysens reproducerbarhet och mellanserie precision (se tabell V1) blev
dalig och det beror sannolikt pa att spadningsnalen var bojd. Darmed gar det
inte att se om proverna haller i sju dagar da resultaten varierar mellan samma
prov under samma och olika dagar

Ur ett kostnads och hallbarsperspektiv blir det mindre plast som anvands om
metoden dar patienten sjalva upparbetar proverna da endast ett plastror
anvands. Nackdelen dr att om patienten gor fel vid provtagningen maste ett
nytt EIiA extraktions kit 2 skickas och det hade lett till en storre kostnad.
Visserligen kan patienten se om den har tillrackligt med faeces for
provtagningen om den har ett extraktions kit. Det &r inte ovanligt att for lite
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faeces skickas i de burkar som anvénds vid laboratoriepersonalens
upparbetning. Det &r ocksa viktigt att tdnka pa att natriumazid (se bilaga VI)
spads ut riktigt med avjonat vatten for att inte fa inlagringar i kopparréren
nar reagenserna avlagsnas i avloppet. Det ar ocksa viktigt att forvara amnet
fritt fran syra.

Thermo Fisher meddelade den 3:e maj 2021 att det kommer att ga 6ver till en
ny buffert i borjan av augusti 2021 i EliA-extraktionskit 2. Enligt foretaget
kommer detta att forbattra frigérandet av faeces fran jacken pa pinnen vilket
kommer leda till att faeces blandas battre med bufferten. Det kommer leda
till att centrifugering inte kommer att behéva goéras vilket innebér snabbare
process. Detta &r dock en nackdel i den metod dar patienterna sjélva tar
provet da det blir svarare att se om patienten har tagit for mycket prov da
hinnan pa botten efter centrifugering inte erhalls. Men det &r daremot en
fordel i den metod dar personalen sjélva upparbetar provet. Det beror pa att
minst fem minuter hade kunnat sparats in varje gang proverna egentligen
hade behovt centrifugeras.

Min slutsats &r att metoderna ofta ger 6verstiammande resultat men att det
dock inte ar entydigt att fatta beslutet att ga 6ver till den nya metoden.

Det finns fordelar respektive nackdelar med bédgge metoder. I den gamla
metoden dar laboratoriepersonalen sjalva upparbetar faeces ar det mer
tidskravande men resultaten blir ofta battre. Det beror pa att personalen &r
mer erfarna av att upparbeta proverna vilket leder till att faecesméngden blir
ratt och mindre fiber samt blod tas vid upparbetningen. Det leder da till
resultat med hogre precision.

Nér patienterna istallet upparbetar proverna i extraktionskitet tar de ofta upp
for mycket faeces vilket resulterar i en hdgre spadning i provroret. Detta
leder till fel vid analys och resultatet blir ofta for hogt. Fordelen med att
patienterna sjalva tar provet ar att analysen kan utforas ganska direkt efter de
anlander till laboratoriet.

For att forbattra resultatet skulle eventuellt toppen av spetsen pa pinnen i
EliA-extraction kit 2 kunna goras spetsig. Det hade gjort det enklare att fa
bort dverflodig faeces ute pa toppen. Locket pa extraktionskitet behover
ocksa forbattras da vatska kan lacka ut vid blandning med vortex. Ytterligare
forbattringar hade ocksa kunnat goras i mina patientinstruktioner (se bilaga
). Patienterna maste informeras om att inte fa med fiber samt att gora det
tydligare att de inte ska ta for mycket faeces. Problemet &r att inte skriva for
mycket. En vagg med text hade gjort det svarare for patienterna att forsta
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instruktionerna. Men hos de patienter som varit sjuka 6ver en langre tid och
gjort denna provtagning flera ganger bor de bli mer erfarna och ta proverna
battre. Eventuellt kanske resultatet kunde ha blivit béattre om patienter som &r
lampade for egen provtagning valjs ut.

For att kunna saga vad som &r bast kravs det att en storre studie utfors pa en
storre population (alternativt utvald grupp av patienter) dver en langre tid for
att se om provtagningen av patienterna blir battre med erfarenhet.

Slutsats
Patienternas upparbetning av egna prover jamfort med personalen uppvisade

ingen statistisk skillnad. Men nagra prover upparbetade av patienterna
uppvisade hogre varden efter analys med Phadia 250. Det kan leda till att fel
diagnos ges.

TACK

Jag vill ge ett stort tack till all hjalp jag fatt under mitt arbete.

Beshara Soheir, min externa handledare i Klinisk Kemi i Karlskrona som
stottat mig i med medicinsk och vetenskaplig handledning.

Anette Thomsson, handledare i Linnéuniversitetet for hjélp med skrivandet.
Ylva Magnusson, instrumentansvarig Phadia 250 i Klinisk Kemi i
Karlskrona som hjalpt mig att felsoka instrumentet.

Ovrig personal, Klinisk Kemi Karlskrona som hjalpt och stéttat mig.
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BILAGA |

Den metod som anvandes av laboratoriepersonalen vid upparbetning med
EliA Stool Extraction Kit 2.

Anvénd “EliA Stool Extraction Kit 2”. Roren dr fyllda med 1300 pL EliA
Calprotectin Extraction Buffer.

1.

Skruva av den 6versta ljusbla delen av korken och dra ut korken med
tillhérande pinne.

For ner pinnen i patientprovet och se till att de fyra skarorna pa pinnen &r
helt tackta med provmaterial.

For ater ner pinnen i réret och aterforslut korken val.

Vortexa provet noggrant och placera det i ett provstall i skaken, dar det
inkuberas/skakas under ca 30 minuter pa full hastighet. VVar noga med att
inget av faecesprovet finns kvar i skarorna.

Centrifugera réret under 5 min pa 3000 x g.
Overfor supernatanten till ett nytt Lundarér och analysera provet.

Supernatanten hallbart 7 dygn i kyl.
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BILAGA Il

Instruktioner for hemprovtagning av F-
Kalprotektin, avforingsprov i burk och
ror

PATIENTINFORMATION

OBS! Ias igenom allt innan provtagningen utfors.

Provtagning for F-Kalprotektin, avforingsprov i burk och ror

ROr ska markas med personnummer och namn. Etikett far du
fran sjukhuset.

Proverna ska inte tas under pagaende menstruation. Avforing
ska tas i bade burk (moment 1) och rér (moment 2). Proverna
ska lamnas in inom tre dagar efter provtagningstillfallet.
Forvaras kylt tills transporten.
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Gor sa har:
Moment 1 — prov i burk

1. Samla upp avforing pa ett papper eller i ett vél rengjort
karl.

2. Skruva av det vita locket pa burken och ta ut innehylsan,
skruva sen av det bruna locket med tillhérande sked. Fyll
burken till en fjardedel med den medféljande plastskeden.
Stall provet uppratt, skruva inte pa korken.

Moment 2 — prov i ror

1. Skruva av den 6versta ljusbla delen av korken
och dra ut korken med tillhGrande pinne.
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2. FOr ned pinnen i avforingsprovet i burken och
se till att de fyra skarorna ar helt tackta av
avforing.

Undvik synligt blod.

OBS: ta bort avforing fran toppen av pinnen med
servett
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3. Aterfor pinnen i roret och skruva pé korken.

4, Klistra namnetiketten pa
roret (se bilden nedan).
Anteckna provtagningstid pa
etiketten. Forvara provet
lodrétt (staende) i kylskapet
(2-8 plusgrader) om det inte
kan ldamnas in inom 6 timmar.
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Moment 3

1. Skruva pa det bruna locket med skeden ordentligt.

2. Satt burken i transporthylsan och skruva pa det vita
locket.

3. Forvara transporthylsan i en plastpase i kylskapet (2-8
plusgrader).

4. Lamna proverna till din vardcentral eller laboratorium.
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BILAGA Il

| denna tabell redovisas vilka reagenser som anvants i denna studie. Deras utgangsdatum,
artikelnummer och LOT redovisas. Samtliga reagenser ar erhalla fran Thermo fisher.

Namn Art no. LOT Utgangsdatum
EliA Calprotectin Curve Control 83-1063-01 NL5H 2022-05-31
strips
EliA Calprotectin Calibrator strips 83-1062-01 NXN3 2021-07-31
Stopsolution 10-9442-01 P078 2023-01-31
Development solution 10-9440-01 NVPJ 2021-10-31
EliA Calprotectin Conjugat 83-1064-01 POGM | 2021-10-31
EliA Sample Diluent 83-1023-01 NTGL | 2023-11-30
Washing solution 10-9422- PIBD 2023-01-31
01/10-9202-
01
EliA Calprotectin Positiv kontroll 83-1083-01 NN6K 2021-09-30
EliA Calprotectin Negativ kontroll 83-1085-01 NEG7 2021-09-30
EliA Calprotectin Calibrator well 14-5618-01 0035 2022-06-30
EliA Calprotectin Well 14-5610-01 0038 2022-04-30
Elia Stool Extraction Kit 14-5638-01 0426 2022-08-31
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BILAGA IV

| denna tabell redovisas de véarden som erhéllits av Phadia 250. Metod 1 &r den rutinmetod
som anvands av laboratoriet for att upparbeta faeces fran en burk. Metod 2 ar faeces
upparbetad av patienten. Enheterna for proverna ar mg kalprotektin / kg faeces. Nér vardena

ar roda i bade metod 1 och 2 innebér det att de proverna innehdll mycket blod och/eller

fibrer. Om det fanns fér mycket faeces i patientprovet markerades vérdet gult.

Patientprov Metod 1 (mg/kg) | Metod 2 (mg/kg) | Samma
diagnos?

1 56 207 Nej
2 58 44 Nej
3 18 29 Ja
4 44 475 Nej
5 1814 3076 Nej
6 23 33 Ja
7 2618 3388 Ja
8 55 63 Ja
9 15 15 Ja
10 166 450 Nej
11 221 103 Nej
12 15 17 Ja
13 14 46 Ja
14 638 232 Ja
15 73 82 Ja
16 23 40 Ja
17 40 41 Ja
18 31 18 Ja
19 88 125 Ja
20 170 748 Nej
21 1130 1828 Ja
22 239 383 Ja
23 67 353 Nej
24 23 20 Ja
25 938 3295 Nej
26 77 208 Nej
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BILAGAV

Tabellen visar de provresultaten och differensen mellan metoderna som illustreras i figur 5.

Laboratoriepersonal Patient (mg/kg) Bias mellan metoder
(mg/kg) Phadia (mg/kg)
56 207 -151
58 44 14

18 29 -9

44 475 -431
1814 3076 - 1262
23 33 -10
2618 3388 - 770
55 63 -8

15 15 0

166 450 - 284
221 103 118
15 17 -2

14 46 -32
638 232 406
73 82 -9

23 40 -17
40 41 -1

31 18 13

88 125 - 37
170 748 -578
1130 1828 - 698
239 383 - 144
67 353 - 286
23 20 3

938 3295 - 2357
77 208 -131
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BILAGA VI

En riskanalys pa den enda kemikalien som kunde ténkas vara farlig i reagenserna

som anvandes.

P302 + P352 +
P312

P304 + P340 +
P311

Kemiskt amne (ev | Aggregationstillstand, Formel

synonymer) koncentration NaN3

Natriumazid 0,06 — 0,095 %

H-fraser Faroangivelser (uttolkade)

H311 + H331 Giftigt vid hudkontakt eller fortarning

EUH032 Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.
P-fraser Skyddsangivelser (uttolkade)

P261 Undvik att inandas damm/ rok/ gaser/ dimma/ angor/ sprej
P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader

Vid hudkontakt: Tvétta med mycket vatten. Vid obehag,
kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/ lékare.

Vid inandning: Flytta personen till frisk luft och se till att
andningen underlattas. Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/ lékare.

sékerhetspraxis

Hygieniskt gransvérde (om sadant finns)
Hantera i enlighet med god yrkeshygien och

Forvaringsplats

Forvara behallare val tillsluten
pa en torr sval och val
ventilerad plats. Forvara inte
néra syror.

Sarskild utrustning, sérskild skyddsutrustning, avfallshantering, 6vrigt

Handskar och hud samt kroppsskydd. Arbeta i dragskap.

Om &mnet inte spads med vatten kan anlagringar reagera med bly- och kopparror
och bilda explosiva metallazider.
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