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POCT systém detekce hladin fekalniho kalprotektinu pfri
telemonitoringu pacientul s idiopatickymi stfevnimi zanéty
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SOUHRN

Cil studie: Overit moznost vyuziti testu k domacimu méreni koncentraci fekalniho kalprotektinu (FC) CalproSmart pfi telemo-
nitoringu pacientt s idiopatickymi strevnimi zanéty (IBD).

Typ studie: Retrospektivni.

Nézev a sidlo pracoviste: Klinické centrum ISCARE I.V.F. a 1. LF UK, Jankovcova 15669/2¢, 170 00 Praha 7

Material a metody: Srovnali jsme 100 hodnot koncentraci FC, zméfenych pacienty s pomoci domaciho testu CalproSmart
zaloZzeného na laminarni pritokoveé analyze (LFA), s hodnotami, které byly ziskany standardnim vysetfenim metodou fluoro-
imunoanalyzy (FIA) v klinicke laboratofi.

Vysledky: Spearman(yv korelacni koeficient r = 0,895 (p = 0,0004) a véZena Cohenova kappa 0,835 svédci pro dobrou
korelaci dat namérenych dvéma odliSnymi mericimi systémy.

Zavér: Test k domacimu méreni hladin FC CalproSmart je pouzitelny ke kvalitativni analyze FC pfi telemonitoringu pacient(
s IBD. NemUze slouzit jako plnohodnotna nahrada standardniho laboratorniho méreni FC, takova viastnost od této soupra-
vy vSak ani neni pozadovana.

Klicova slova: fekalni kalprotektin, idiopaticke stfevni zanéty, telemedicina.

SUMMARY

Malickova K., Pesinova V., Kolar M., Lukas M.: POCT system for the fecal calprotectin detection in the tele-
monitoring of patients with inflammatory bowel disease

Objective: To verify the use of home-based CalproSmart fecal calprotectin (FC) test in the telemonitoring of patients with
inflammatory bowel disease (IBD).

Design: Retrospective.

Settings: Clinical Centre ISCARE I.V.F. and 1%t Faculty of Medicine of Charles University, Jankovcova 1569/2c, 170 00
Prague 7, Czech Republic.

Material and Methods: Hundred FC values were compared: first data set was measured by patients using the home-based
CalproSmart test based on laminar flow analysis (LFA), and the second data set was obtained by the standard fluoroim-
munoassay (FIA) in a clinical laboratory.

Results: Spearman’s correlation coefficient r = 0.895 (p = 0.0004) and weighted Cohen’s kappa 0.835 indicates the good
correlation of two data sets measured by different measurement systems.

Conclusion: Home-based FC test CalproSmart is well-suited to qualitative FC analysis in telemonitoring of patients with IBD.

It cannot replace standard laboratory FC measurements, but this property is not even required by home-based kit.
Keywords: fecal calprotectin, inflammatory bowel disease, telemedicine

Uvod

Individualizace péce o nemocné s idiopatickymi
stfevnimi zanéty (inflammatory bowel disease, IBD)
a zéroven zachovani co nejvyssi kvality této zdravotni
péce je aktualné velkou vyzvou pro zdravotnické sys-
témy v8ech vyspélych zemi. Dlvodem je predevsim
narUstajici incidence IBD v populacich téchto zemi na
strané jedné, aredlné velmi vysoky tlak na kapacity
specializovanych ambulantnich center péce o pacienty
s IBD na strané druhé. Neméné dUleZitym faktorem je
skuteCnost, ze IBD jsou chronickymi zanétlivymi choro-
bami stfev se systémovymi projevy a komplikacemi se
stfidavym prdbéhem remise a relapsu, ke kterym muze
dochazet nahle, a které mohou byt velmi zavazné az
Zivot ohrozujici.

Jednim z moznych zpUsobl feseni této vyzvy je
implementace telemedicinského pristupu do diagnos-
tickych a lé¢ebnych postupd.

Pojmem telemedicina/telemonitoring se  rozu-
mi  odborné sledovani pacientll a prenos Iékarskych
informaci na dalku prostfednictvim telekomunikacnich
a informacnich technologil. K nejvétSim evropskym sou-
Sasnym projektdm tohoto druhu v péci o pacienty s IBD
patfi nizozemsky MylBDCoach [1,2], britska IBD Virtu-
al Clinic [3], nebo skandindvska CalproSmart Study [4].
Prvni Ceska pilotni studie distanéniho monitorovani paci-
entd s IBD s ndzvem IBD Asistent byla zahdjena v Klinic-
kém a vyzkumném centru pro idiopatické stfevni zanéty
ISCARE IVF a 1. LF UK v roce 2018. Zarfazovaci kritéria
do studie jsou nasleduijici: (1) diagndza Crohnovy nemoci
(CN) nebo ulcerdzni kolitidy (UC), (2) remise onemocné-
ni verifikovana endoskopickym vySetfenim realizovanym
v pribéhu poslednich 12 mésicd pred zahdjenim studie,
(3) vek > 18 let, (4) pocitaCova gramotnost na uzivatelské
drovni s moznosti pravidelného vyuziti chytrého telefo-
nu a pocitaCe s online pfistupy, a (5) vlastni e-mailova
adresa. Vyrfazovacimi kritérii jsou (1) neznalost ceského
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jazyka, (2) diagndza IBD stanovena pred méné nez tremi
meésici, (3) gravidita, (4) probihajici biologicka lécba, a (5)
hospitalizace v uplynulych tfech mésicich z dlvodu exa-
cerbace 1BD.

Kromé sledovani subjektivnich obtizi pacienta,
vyskytu definovanych klinickych priznak a adheren-
ce klé&bé je nediinou soucasti projektu méreni akti-
vity stfevniho zanétu, pfiCemz je pouzivan nejznamej-
8i a nejrozsirengjsi biomarker tize zanétu u IBD, a to
fekalni kalprotektin (FC).

FC je bilkovina obsazena v cytosolu neutrofilnich
granulocytd, ktera je uvolhovana pfi jejich rozpadu. P
zanétlivych procesech dochézi ke zmnozeni neutrofild,
migraci do tkani z krevniho feCisté a nasledné k jejich
rozpadu, coz vede ke zvySeni koncentrace kalprotekti-
nu v krvi. V pfipadé prestupu do sliznice stfeva je moz-
né detekovat kalprotektin téz ve stolici. Zvysena infiltra-
ce strevni sliznice neutrofily je jev typicky pro zanétliva
stfevni onemocnéni. Hladina kalprotektinu ve stolici
odrézi aktivitu stfevniho zanétu. Fyziologicky obsah
kalprotektinu ve stolici je do 50 az 70 ug/g. V obdobi
remise IBD onemocnéni je hladina kalprotektinu nizka,
nicméné u fady pacient( i pres klinickou remisi nedo-
jde k poklesu FC pod fyziologickou mez. Vzplanuti IBD
je typické vysokymi (stovkovymi az tisicovymi) hodno-
tami FC [5].

Cil studie

Ucastnici studie IBD Asistent v telemedicinské vét-
vi pravidelné (& 3 mésice) provadgji domacim testem
meéreni fekalni koncentrace kalprotektinu (FC). Cilem
predkladané prace bylo kvalitativni a kvantitativni srov-
nani koncentraci FC namérenych pacienty s pomoci
domaciho testu s hodnotami, které byly ziskany stan-
dardnim vySetfenim v centralni laboratofi.

Material a metodika

Doméaci méreni FC provadéli pacienti s pomoci dia-
gnostické soupravy CalproSmart (CALPRO Inc, Norsko).
Souprava sestava z extrakéni a merici ¢asti (obr. 1).

Principem méreni systémem CalproSmart je late-
ralni prdtokova analyza (lateral flow analysis, LFA).
Pro vyhodnoceni v pacientové smartphonu je pouzi-
van semaforovy hodnotici systém: hodnoty FC do
200 pg/g se zobrazuji zeleng, hodnoty mezi 200 az
500 pg/g oranzové a hodnoty nad 500 pg/g Cerve-
né. Vysledky méreni putuji rovnéz do databaze online
monitorovanych pacientd zdravotnického zafizeni.
VS8echny doslé vysledky domacich méreni FC jsou
denné kontrolovany koordinatorkou studie IBD Asis-
tent, a hodnoty FC nad 500 pg/g jsou analyzovany
lékarem. Mefici rozsah soupravy CalproSmart je 70
az 1500 pg/g stolice.

Odborné meéreni FC je provadéno metodou fluo-
roimunoanalyzy (FIA) s pomoci diagnostické soupravy
ELIA™ Calprotectin Phadia (ThermoFischer Scientific,
USA). Meérici rozsah analyzy je 0 — 6000 ug/g stolice.

Statistické srovnani vystupl ze dvou méficich sys-
témU bylo realizovano s pomoci programu Statistica 13
(TIBCO Software Inc., USA). Srovnani miry shody kva-
litativnich dat bylo provedeno Cohenovou kappa ana-
lyzou. Korelace spojitych proménnych byly hodnoceny
Bland-Altmanovou analyzou a vyjadieny Spearmano-
vym korelacnim koeficientem.

Vysledky

K unoru 2019 bylo do projektu IBD Asistent zaraze-
no 125 osob: 63 s diagndzou CN a 62 s UC, 58 muz({
a 67 zen, vek 19 — 76 let, median véku 43 let. Pacienti
jsou nahodné (1:1) rozdélovani do skupiny s distanc-
nim/telemedicinskym sledovanim, nebo do skupiny
sledované standardnim ambulantnim zpdsobem. Pilot-
ni sledovani je planovano na 12 mésica.

Srovnali jsme 100 hodnot koncentrace FC, zmeé-
fenych pacienty metodou LFA v domacich podmin-
kach, s vysledky standardnich méfeni metodou FIA ve
specializované laboratofi. Odbér stolice k domacimu
a laboratornimu méfeni nebyl v zadném z hodnoce-
nych pfipadd proveden ve stejny den z materidlu ze
stejné defekace, ale méreni byla provadéna ve sto-
licich ze dvou rliznych defekaci v rozmezi 1-5 dnd,
pricemz Klinicky stav pacientl byl v téchto dnech
nemenny.

Kvalitativni analyza dat - srovnani LFA a FIA

JelikoZ jsme srovnavali vystupy ze dvou rlznych
metod detekce FC, provedli jsme nejdrive analyzu sho-
dy kvalitativnich vysledk’ méreni metodami LFA a FIA.
Koncentrace FC do 200 ug/g byly oznaceny za nizkou
hladinu FC, koncentrace v rozmezi 201 — 500 ug/g byly
vyhodnoceny jako zvySené hodnoty a vSechna méreni
> 500 pg/g byla oznaCena za vysoka.

Ke srovnani miry kvalitativni shody dvou meéficich
systémU byla pouzita Cohenova kappa analyza, ktera
oproti prostému procentudlnimu vyjadreni shodnych
odpoveédi zapoditava do vysledku i pravdépodobnost
nahodné shody a je tak proto vice robustngjsi. Koefi-
cient kappa byl kalkulovan jednak jako tzv. nevazeny
vypocet (,unweighted kappa“), arovnéz (po dodani
kategoril vahy ke kombinacim) téz ve formé vazené-
ho vypoctu kappa. Vysledek analyzy uvadi Tabulka 1.
Nevazeny kappa koeficient 0,814 avéazena kappa
0,835 svéddi pro dobrou miru shody mezi dvéma zpU-
soby méren.

Korelac¢ni Bland-Altmanova analyza namérenych
hodnot

Bland-AltmanCv graf zobrazuje data jako grafic-
kou zavislost rozdill vysledk( dvou méricich metod na
praméru vysledkd obou postupl. V grafu na obr. 2 je
na vodorovné ose zanesen pramér pard méreni dvé-
ma rdznymi metodami a na svislé ose je rozdil téchto
parl hodnot. Bland-Altmanova analyza neprokazala
vyznamneé rozdily u dvou analyzovanych metod méreni,
srovnavané metody nemély tendenci FC nadhodnoco-
vat ¢i podhodnocovat.

Klinicka biochemie a metabolismus 2/2019

73



Fig. 1. CalproSmart diagnostic Kit for home measurement of fecal calprotectin concentrations

1a The extraction part of the kit consists of the plastic sampling tube containing a knurled shaft for the exact quantification of the stool. This
shaft is immersed 3 to 5 times into the various parts of the stool sample, and then reinserted into the tube. The sampling tube contains 2 mL

of the eluate solution. Stool eluate is prepared by the manual tube shaking for 2 minutes.

1b Two drops of the eluate are dripped into the measuring part of the kit represented by the plastic frame with a special nitrocellulose mem-
brane on which a polyclonal anti-calprotectin antibody is applied. After the incubation time of 20 minutes, a control and test lines appear on

the nitrocellulose membrane.

1c The picture is scanned by the patient ‘s smartphone containing special software that patient has downloaded for free from the Google Play
or the AppStore. Information from the patient’s smartphone is transmitted online to CALPRO’s evaluation server in Oslo (Norway), and after

a few seconds, the numerical value of the FC concentration appears on the patient’s smartphone display.

Table 1: LFA and FIA performance results in terms of Cohen’s kappa coefficient

LFA (CalproSmart)

LOW MODERATE HIGH
® | LOW 53 6 0
®
£ | MODERATE 2 32 1
<
= | HIGH 0 1 5

FIA — fluoroimmunoassay
LFA — laminar flow analysis

LOW - concentrations of fecal calprotectin up to 200 pg/g

MODERATE - concentrations of fecal calprotectin between 201 to 500 pg/g

HIGH - concentrations of fecal calprotectin over 500 ug/g

Number of observed agreements: 91 (90.10 % of the observations)

Number of agreements expected by chance: 47.1 (46.67 % of the observations)

Unweighted Kappa = 0.814
Standard error of Kappa = 0.055

95% confidence interval: from 0.706 to 0.923

Weighted Kappa = 0.835

The strength of agreement is ‘very good’
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DIFFERENCE, LFA (CalproSmart) & FIA (Phadia), pg/g
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Fig. 2. Bland-Altman plots to compare two measurement
techniques (LFA and FIA) for fecal calprotectin determination.

FIA — fluoroimmunoassay

LFA — laminar flow analysis

MEAN - averages of the two techniques

DIFFERENCE - differences between values obtained by the two
techniques

SD - standard deviation

Neparametrické méreni sily vztahu mezi méreny-
mi hodnotami

Ke zméreni sily vztahu mezi daty, u kterych nelze
ocCekavat Uplnou linearitu vzajemného vztahu a samo-
zfejme ani normalitu rozdéleni promeénnych, jsme pouZili
Spearman(v koreladni koeficient. Korelaéni koeficient
r = 0,895 (P = 0,0004) svedCi pro dobrou korelaci
nameéfenych hodnot obr. 3).
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Fig. 3 Spearman’s rank correlation coefficient of two meas-
urement techniques (LFA and FIA) for fecal calprotectin de-
termination.

FIA — fluoroimmunoassay
LFA — laminar flow analysis

Diskuse

Predkladana prace hodnoti prvni  zkuSenosti
s domacim mérenim koncentrace FC eskymi pacienty
s IBD. Prokazuje dobrou korelaci hodnot namérenych
doméacim testem CalproSmart se standardnim fluoro-
imunoanalytickym mérenim.

Od podobnych dosud provedenych praci se pred-
kladana studie odliSuje tim, Ze nami srovnavané testy
(domaci test CalproSmart od vyrobce CALPRO Inc.
a standardni laboratorni test ELIA™ Calprotectin Phadia
od vyrobce ThermoFischer) pochazeji od jinych vyrob-
cl, aje tedy velmi pravdépodobné, Ze srovndvané
detekeni systémy jsou postaveny na odliSnych protilat-
kach proti kalprotektinu. Druhou odlisnosti této studie
je skuteCnost, Ze nebyla srovnavana méreni stejného
vzorku pacienta z jedné defekace, ale dvou vzorkdl
odebranych z rlznych defekaci v rozmezi 1-5 dnd. Pro
potreby bézné klinické praxe jsme si totiz museli ovérit,
ze pri distancnim monitorovani tize slizni¢niho zanétu
mUzeme tolerovat nékolikadenni odchylky od stanove-
ného data méreni FC, pokud se Klinicky stav pacienta
v uvedeném obdobi nezménil. Treti (a z praktického
hlediska nevyznamngjsi) odlisnosti této studie je sku-
teCnost, ze domaci méreni hladin FC skute¢né prova-
déli naSi edukovani pacienti v domacich podminkach,
a ze tedy kity k domacimu méreni FC nebyly testovany
Skolenymi laboratornimi pracovniky.

Spearmantv korelac¢ni koeficient r = 0,895 (p =
0,0004) a vazena Cohenova kappa 0,835 svedci pro
uspokojivou korelaci nami namérenych dat a nelisi se
od pozorovani jinych pracovnich skupin. Skandinavsti
autori (Vinding et. al.) [4] provedli v roce 2016 mnohem
rozsahlejsi analyzu 638 vzorkd stolice od 222 nemoc-
nych s IBD. Srovnavali domaci méreni metodou LFA
kitem CalproSmart se dvéma standardnimi imunoana-
lyzami (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
— ELISA-B (Bihimann Laboratories AG, Svycarsko)
a ELISA-C (CALPRO Inc., Norsko). Korelaéni koefici-
ent méreni LFA s vysledky z ELISA-B byl 0,669 (p =
0,0001), a s vysledky z ELISA-C 0,685 (p = 0,0001), tj.
nameérené hodnoty se od naSich Cisel vyznamné neli-
Sily. Bello et al. [6] hodnotili korelaci domaciho mére-
ni FC systémem IBDocs (Buhlmann Laboratories AG,
Svycarsko) ve 169 vzorcich od 42 pacient( ze tfi IBD
center z Belgie, Spanélska a Norska. Referencni meto-
dou centrdini laboratore byla enzymova imunoanalyza
(ELISA) od stejného vyrobce. | presto, ze Slo o sou-
pravy jednoho vyrobce, atedy zfejmé o stejnou anti-
kalprotektinovou protilatku v obou kitech, a o analyzu
stejnych vzorky stolice ze stejné defekace jednim labo-
ratornim pracovnikem, konstatovali autofi signifikantné
vy83i hodnoty namérené standardni ELISA metodou ve
srovnani s domacim testem (158 (63-581) versus 120
(49-419) ug/g, p < 0,0001). Pri kategorizaci hodnot
do skupin ,normalni“ (<100 pg/q), ,hranicni* (101-299
ug/g) a ,vysoka“ (= 300 pg/g) vsak bylo zatfidéni vzor-
kl z obou méfeni témeér identické: autori zaznamenali
jen 14 domacich méreni s normalnim vysledkem, které
byly ELISA testem zafazeny do kategorie hraninich,
Ctyfi hraniéni vysledky z domaciho testu ale normalni
v ELISA méfeni, a Sest hrani¢nich hodnot z doméciho
testu ale v ELISA testu jiz s hodnocenim ,vysoka hla-
dina“. Podobnou studii provedli taiwansti autofi [7],
ktefi srovnavali vystupy z domaciho IBDocs (BUhlmann
Laboratories AG, Svycarsko) se standardnim laborator-
nim testem QuantumBlue fCAL (BlUhimann Laborato-
ries AG, Svycarsko). Otestovali 50 vzorkl s vyslednou
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velmi dobrou korelaci méfeni (r = 0,783, P <0,0001).
Finska skupina Piekkalové et al. [8] méfila FC ve 167
vzorcich od 35 pacient’ systémem IBDocs a standard-
ni ELISA soupravou CALPRO® Calprotectin ELISA Test
(CALPRO Inc., Norsko), tj. s pomoci kitd dvou odlis-
nych vyrobcd. V této studii vykazovala domaci méreni
vyS$Si hodnoty FC ve srovnani s ELISA testem, a shoda
v zatfidéni do skupin ,nizky FC*, ,zvySeny FC* a ,,vysoky
FC" byla 82,2 %. Nizozem§ti autofi z pracovni skupiny
Heidy a kol. [9] zvalili jiny postup: jejich pacienti pro-
vedli domaci méreni systémem IBDocs (Buhlmann
Laboratories AG, Svycarsko) a do centrdini laboratore
zaslali jak zbyly fekdlni eluat, ktery pouzili k méreni, tak
i Zbyly vzorek stolice. Z obou biologickych materiéld
byly provedeny konfirmacni analyzy ELISA a LFA tes-
ty od stejného vyrobce. Spearmanlv korelaéni koefi-
cient hodnot POCT systému s LFA systémem byl 0,94,
a korealce POCT systému s ELISA mérenim 0,85. Dva
roky stara Hejlova prace [10] potvrdila excelentni kore-
laci hodnot (r = 0,887) zmérenych systémem IBDocs
taktéZ s analyzou BUHLMANN fCAL® turbo assay na
systému Roche Cobas 6000 ¢501.

Slabym mistem této studie je nizky pocet vzorki
s vysokymi hladinami FC. Vysvétlenim je skuteCnost,
ze pilotniho projektu se Ucastni pacienti v setrvalé kli-
nické a endoskopické remisi IBD. Bude jisté nezbytné
ujistit se téz vtom, Ze je POCT systém CalproSmart
dostateCné schopen zachytit a upozornit na mozny
relaps nemaoci.

Detekce FC s pomoci soupravy CalproSmart je
nenarocna, rychla a snadno proveditelnd v domacich
podminkach. Po proskoleni a s pomoci edukacnich
materidld byla naprosta vétSina naSich nemocnych
schopna napoprvé spravné provést domaci méreni.
Nezda se, ze by UspéSnost v domacim méreni jak-
koliv zavisela na véku, pohlavi ¢i dosazeném vzdélani
a povolani pacientl. Neuspéch pii doméacim testo-
vani nemocni nejCastéji prikladali strachu a nervozité.
PFi samotném technickém provedeni testu bylo jako
telefonem - fotografovani vysledku analyzy je Casovée
ohrani¢eno pouze na 2 minuty, pokud se v tomto Case
nepodali zkompletovat ramecky a test vyfotografovat,
neni jiz moznost snimkovani opakovat a test je znehod-
nocen. Dale je potfebné zminit mozné znehodnoceni
testu pfi vypadku mobilni a internetové sitg, a pfi opo-
menuti nastaveni automatickych aktualizaci softwaru
v mobilnich telefonech. Zpétna vazba od pacientl je
velmi pozitivni: citi se byt sou¢asti tymu a maji pocit, ze
i oni mohou pfispét k monitoraci svého zdravi, coz je
vede k vétsi zodpoveédnosti a pédi o sebe. Velmi oce-
Auji Casovou a finanéni Usporu, jednoduchost a snad-
nou proveditelnost testu.

Zavérem konstatujeme, Ze test k domacimu méreni
hladin FC CalproSmart je dobre pouzitelny ke kvali-
tativni analyze FC, coz je pro potfeby telemonitoringu
vyznamnym benefitem. Systém CalproSmart je dosta-
teCné snadny, intuitivni a pouzitelny v domacim pro-
stfedi samotnymi nemocnymi. NemUze slouzit jako
nahrada standardniho laboratorniho méfeni FC, takova
vlastnost od této soupravy vSak ani neni pozadovana.
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