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GCAL® NEPH Calprotectin na systémech Siemens
Healthineers BN™ I, Atellica® NEPH 630 a BN ProSpec®

SMN 10873737

In vitro diagnostikum; pro profesiondlni pouZiti v laboratofi.

Tento dokument popisuje obecné poufZiti vySe uvedeného vyrobku.
Informace o specifickém nastaveni prfistroje najdete v poznamkach
k poutziti, které si Ize vyzadat na adrese marketing@gentian.com.

Zamysleny ucel pouziti

GCAL® NEPH Immunoassay je imunonefelometricky test uréeny ke
kvantitativnimu in vitro stanoveni kalprotektinu (neutrofilniho proteinu,
ktery je markerem zanétu) v lidskych vzorcich séra a Li-heparinizované
plazmy. Test se pouZiva na automatizovanych klinickych analyzatorech
a je urCen pro profesionalni uZivatele v laboratofi GCAL® NEPH
Immunoassay. V kombinaci s dalSimi laboratornimi testy a klinickymi
vySetfenimi GCAL® NEPH slouZi jako pomucka pfi detekci a posouzeni
z4dnétu a zanétlivé reakce na infekce.

Souhrn vysvétleni testu

Kalprotektin je heterodimericky protein S100A8/A9 s molekulovou
hmotnosti 24 kDa obsahujici dva Ca2+ vazebné proteiny S100A8 a
S100A9 (oznacované také jako myeloidni proteiny 8 a 14 (MRP8 a
MRP14). Kalprotektin se vyskytuje prevaziné v neutrofilech, kde tvofi
pfiblizné 50 % obsahu bilkovin v cytosolu [1, 2]. Neutrofilni granulocyty
jsou jednim z prvnich reagujicich na zanét a bakterialni infekci [3].
Kalprotektin se uvoliiuje z aktivovanych neutrofild a jeho hlavnimi
biologickymi ucinky jsou sekvestrace iontll [3] a vazba na Toll-like
receptor 4 (TLR4) a Receptor of Advanced Glycation Endproducts
(RAGE) spoustéjici zanétlivou reakci [1, 2, 4]. Obsah kalprotektinu v krvi
se zvySuje béhem hodiny az 100nasobné (v reakci na bakterie nebo
endotoxin [5]) a je povaZzovén za duleZity marker zanétu [1, 2, 5-7].
Kalprotektin indikuje aktivaci fakocytl citlivéji nez béiné parametry
zanétu [4]. V dusledku toho existuje silnd korelace se zanétem rGznych
akutnich a chronickych poruch, coz ¢ini tento protein citlivym
parametrem pro hodnoceni aktivity onemocnéni a stanoveni |écby u
jednotlivych pacienta [4].

Standardizace kalibratoru

Pro kalprotektin neni k dispozici Zadny mezinarodni standard.
Navaznost je proto stanovena podle ¢asti 5.6 normy ISO 17511 [16],
kde nejvyssi metrologicka vstupni Groven je vyrobcem zvoleny postup
méreni. Kalibrator je navazan na vysoce Cisty rekombinantni roztok
kalprotektinu, hodnota je pfifazena stanovenim celkového proteinu
pomoci UV2s a zndmym molarnim absorpénim koeficientem. Pracovni
kalibrator cistého rekombinantniho materidlu v matrici kalibratoru se
pouziva se stalymi méficimi postupy vyrobce k pfifazeni hodnoty
kalibratordm produktu prostfednictvim publikovaného protokolu
prenosu hodnot [8].

Princip stanoveni

GCAL® NEPH Immunoassay je Casticové nefelometrické imunologické
stanoveni (PENIA). Vzorek Li-heparinizované plazmy nebo séra se
smicha s ¢asticemi ze soupravy stanoveni. Kalprotektin ze vzorku se
navaze na protilatky proti nému pfitomné v roztoku c&astic. Vznikaji
agregaty, které zvySuji zdkal roztoku. Stuperi zakalu je Umérny
koncentraci kalprotektinu, a tu lze kvantifikovat pomoci vytvorené
kalibraéni krivky standardu.
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Soucasti soupravy

Dodané materialy

GCAL® NEPH Calprotectin SMN 10873737
. R1 Supplement (2,0 mL) (REF 1701)
. 3 x R2 Reagent (1,9 mL)

Potfebny material, ktery neni soucasti dodavky

SMN 10873735
GCAL® NEPH Calibrator (3 x 0,6 mL) (REF 1712)

GCAL® NEPH Controls (2 koncentrace, kazda 3 x SMN 10873736

1,1 ml) (REF 1719)
Redidlo N Diluent (Siemens Healthineers) REF OUMT65
Evaporacni uzévéry BN Il (volitelné) REF OVLE21

(Siemens Healthineers)

BN™ || systém, Atellica NEPH® 630 systém nebo BN ProSpec systém
(Siemens Healthineers)

VSechny pripravky GCAL® NEPH jsou naredény a pripraveny k pouZiti.

SloZeni

Reakéni pufr 1 (R1, 2,0 mL neaktivni slozky): GCAL® NEPH Supplement.
Rlje roztok soli pufrovany MOPS (kyselina 3-(N-morfolino)-
propansulfonovd) obsahujici protein ptaciho ptvodu a konzervovany
pfipravkem ProClin® 950.

Reakéni pufr 2 (R2, 1,9 mL Gcinna latka): GCAL® NEPH Reagent.
R2 obsahuje precisténou frakci imunoglobulinu proti lidskému
kalprotektinu, ktery je kovalentné navdzan na nanodastice latexu.
Roztok je konzervovan pfipravkem ProClin® 950.

Identifikace nebezpecnosti

Vystrainé symboly nebezpeénosti (CLP): GHS07

Signalni slovo (CLP): Varovani
Obsahuje: 2-methylisothiazol-3(2H)-on

Standardni véty o nebezpeénosti (CLP)

H317 - MUze vyvolat alergickou kozni reakci.

Pokyny pro bezpecné zachazeni (CLP)

P280 - Pouzivejte ochranné bryle, ochranné rukavice, ochranny odév.
P302+P352 - PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoiZstvim vody a
mydla.

P305+P351+P338 - PRI ZASAZENI OCi: Nékolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud
je lze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P337+4P313 - Pretrvava-li podrazdéni oci: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetieni.

P333+P313 - Pfi podrazdéni kize nebo vyraice: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetieni. P362+P364 - Kontaminovany odév svléknéte a pred
opétovnym pouzitim vyperte.

Chcete-li ziskat bezpelnostni list (SDS), obratte se na mistniho
distributora nebo Gentian na marketing@gentian.com.
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Upozornéni a varovani

1.  Pripravek obsahuje latky lidského nebo Zivocisného pUlvodu;
povaZujte jej za potenciadlné infekéni material. Manipulujte s nim
opatrné a zlikvidujte jej podle mistnich predpist.

2. Reagencie obsahujici MOPS/Tween (R1) a EDTA (R2) mohou
drazdit oci, dychaci cesty a pokozku. Manipulujte s nimi opatrné a
zabrante jejich poZiti.

3. R1obsahuje protein ptaciho plvodu. Manipulujte s nim opatrné,
aby nedoslo k alergické kozZni reakci.

4.  PYi expozici mohou mit za nasledek podrazdéni kiize a oci.

Zabrante kontaktu s nekompatibilnimi materidly.

6.  Chranite pred teplem a pfimym slune¢nim zarenim.

v

Dalsi pokyny k manipulaci

1. Tento test je uréen k pouZiti pouze in vitro a smi jej pouZivat jen
laboratorni odbornici.

2. Pouzivejte pouze k aplikacim u pfistroje ovéfenym a schvalenym.

NepouZivejte pripravky po dobé exspirace.

4. Nekombinujte reagencie rlznych SarZi ani nezaménujte uzdvéry
reagencii, kontrol, kalibrator( a sarZi.

5. Po poutiti reagencii, kalibratord a kontrol opatrné utdhnéte jejich
uzavér, aby nedoslo k odpafovani.

w

Uchovavani a stabilita reagencii

Vsechny pfipravky potiebné ke stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay
musi byt skladovany pfi teploté 2-8 °C. Datum exspirace je vytisténo na
Stitcich. Stabilita reagencii GCAL® NEPH v pfistroji Cinila minimalné 7 dni
pfi pouziti systému BN™ Il a 5 tydn( u systému BN ProSpec®
provedena jako palubni studie na zakladé smérnice CLSI EP25 [17].

Odbér a manipulace se vzorkem

Méfit Ize vzorky Li-heparinizované plazmy nebo sérum. Doporucujeme
pouZit Li-heparinizovanou plazmu a zkumavky bez gelu a méfit co
nejdfive po odbéru. Vzorky séra nechte pred dalSim zpracovanim stat
30 minut. Odstredte je do 2 hodin po odbéru a plazmu nebo sérovou
frakci okamzité preneste do jiné zkumavky. PouZivejte konzistentné
bud zkumavky s gelem, nebo bez néj. Zkousky stability vzorku prokazaly
stabilitu kalprotektinu po dobu nejméné 48 hodin po odstfedéni a
skladovani pfi teploté 2-8 °C. Pfed mérenim vzorky dobfe promichejte

Funkéni parametry

Pokud neni uvedeno jinak, vysledky byly ziskdny pfi validacnich
zkouskach stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay na pfistroji BN™ I, a
to na jednom pracovisti se tfemi Sarzemi reagencii.

Rozsah méreni

Méfitelny rozsah stanoveni byl u vzorkd Li-heparinizované plazmy a
séra zjistén v rozmezi 0,4-10,6 mg/L. Pfesny rozsah méreni je specificky
pro konkrétni 3arzi kalibratoru, konkrétni hodnotu najdete jeho
v analytickém protokolu (ktery je k dispozici na strankach
www.gentian.com) a poznamky k aplikaci specifické pro pfistroj.

Analyticka citlivost

Analyticka citlivost GCAL® NEPH Immunoassay stanoveni byla testovana
méFenim ¢tyF vzorkd na kazdou koncentraci, a to na bazi smérnice CLSI
kterou lze spolehlivé detekovat a pfi niz celkova chyba splriuje
pozadavky na presnost. LoQ stanoveni byl u vzorkd Li-heparinizované
plazmy a séra zjistén ve vysi 0,42 mg/L.

Pfesnost v ramci pfistroje

Pfesnost stanoveni byla tGCAL® NEPH Immunoassay estovana
20dennim méfenim na bazi smérnice CLSI EPO5 [21]. MéFeny GCAL®
NEPH Immunoassay byly tfi smésné vzorky séra, dva Li-heparinizované
plazmy a dvé kontroly, a to 40x v duplikdtech (n =80). Celkova
nepfesnost stanovend u 3 Sarzi byla nizsi nez 6,4 %, a to u vsech vzorku

Strana2z5

gen tian

a kontrol s koncentraci analytu > 1,0 mg/L a niZsi nez 10,4 % u vsech
vzorkd a kontrol s koncentraci analytu < 1,0 mg/L. Podrobné vysledky
jedné reprezentativni SarZe najdete v tabulce.

CV v ramci CV mezi

Kod Sti.h. cyklu laboratofe  cykly dny
viorku  [mg/l]  [%] [%] 6] %]
P1 0,94 2,48 5,67 1,44 4,89
P2 7,79 3,76 6,31 0,00 5,07
s1 0,52 4,16 8,29 3,44 6,29
S2 1,79 1,80 4,41 0,72 3,96
S3 17,23 2,65 4,29 1,25 3,13
CL 0,98 2,85 5,61 0,36 4,82
CH 5,03 2,94 3,83 0,00 2,45

Analyticka specificnost a omezeni

Interference byla testovana mérenim na bazi smérnice CLSI EPO7 [23].
Protildtky GCAL® NEPH Immunoassay ve stanoveni jsou ptaciho
puvodu, takZe nedoslo k Zadné interferenci zplisobené revmatoidnim
faktorem [15]. Do jednoho vzorku lidské Li-heparinizované plazmy a
jednoho vzorku lidského séra (s pouzitim jedné Sarze) byly pfidany latky
s potencialnim rusivym Ucinkem uvedené v nasledujici tabulce. V
méfenych koncentracich téchto faktord nebyl zjistén Zadny klinicky
relevantni rozdil.

Latky s rusivymi Koncentrace
ucinky bez interference
Hemoglobin 8g/L
Intralipid 10g/L
Bilirubin 0,6 mg/L
Linearita

Rozsah GCAL® NEPH Immunoassay linearity stanoveni byl v testech
s 11 vzorky provadénych na bézi smérnice CLSI EPO6 [19] stanoven na
0,33-21,4 mg/L v Li-heparinizovana plazmé a 0,37-20,6 mg/L ve vzorcich
séra.

Bezpecné pasmo

U stanoveni nebyl vtestech GCAL® NEPH Immunoassay na bazi
smérnice CLSI EP34 [20] pozorovan Zadny ucinek nadmérného mnozstvi
antigenu ve vzorcich sjeho koncentraci do 104 mg/L. U vzorkd
s koncentraci kalprotektinu vy$si nez v nejvyssim kalibratoru, avsak do
104 mg/L, je v poli hodnoty hldseno ,vyssi neZ nejvy$si kalibrator” a
vzorky jsou nasmérovany kopakovani méfeni po automatickém
naredéni.

Odchylka pfistroje

Vysledky ziskané ze stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay na pfistroji
BN™ Il na 2 rGznych pracovistich na bazi smérnice CLSI EP09 [22] byly
porovnany pomoci Passing-Bablokovy regrese. Vysledky jedné
reprezentativni SarZe najdete v tabulce.

Rozsah Ko- 95 %
n vzorkd Parametr .
eficient Cl
[mg/L]
Intercept -0,03 [-0,08, 0,03]
119 0,57-20,65 Sklon 1,00 [0,97, 1,03]
R? 0,97
VytéZnost

Vytéznost byla analyzovana po obohaceni vzork( s nizkym obsahem
analytu vzorkem sjeho vysokym obsahem podle Westgard [14].
Vytéznost stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay Cinila 104-118 %.
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Srovnani metod

Vysledky ziskané ze stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay na pfistroji
BN™ 1l na bézi smérnice CLSI EPO9 [22] byly porovnany s vysledky
stanoveni Gentian Calprotectin Immunoassay (GCAL®) na pfistroji
Cobas c501 (Roche). Vysledky ze 3 rliznych Sarzi a 127 vzorkl v rozmezi
0,6-21 mg/L u vzorku Li-heparinizované plazmy i séra ukazaly vysokou
podobnost; hodnota R? se pohybovala vrozmezi 0,989-0,992 a
vytéZnost v rozmezi 95-101 %.

Postup stanoveni

Pfiprava reagencii

Reagencie jsou nafedény a pfipraveny k pouziti. Pred zaloZenim
reagencii do jejich slotu je jemné promichejte. Lahve s reagenciemi Ize
snadno zaloZit pfimo do zasobniku pfistroje.

Stanoveni kalibracni kfivky

Prectéte si prosim ndvod k poufziti kalibrdtoru Gentian GCAL® NEPH
Calibrator (REF SMN10873735), ktery je k dispozici na strankach
www.gentian.com.

Kontrolni vzorky

Prectéte si ndvod k pouZiti sady Gentian Gentian GCAL® NEPH Controls
(REF SMN10873736), ktery je k dispozici na strankach at
www.gentian.com.

Méveni vzorkl pacientd

Jakmile byla stanovena platnd kalibracni kfivka a kontroly jsou
v platném rozmezi, lze zadit méfit vzorky pacientt (Li-heparinizovana
plazma nebo sérum). Zkontrolujte, zda je ve vzorkovych kaliscich i
zkumavkach minimalni poZadovany objem vzorku a vzorky zméfte
podle pokynd v ndvodu k pfistroji.

Vysledky

Vysledky pfistroj automaticky vypocitd pro vsechny aplikace u
stanoveni povolené GCAL® NEPH Immunoassay. Vysledky jsou uvedeny
v mg/L.

Klinicka ucinnost

Stanoveni GCAL® NEPH Immunoassay obsahuje stejné protildtky jako
test Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay, takie méfi stejny
analyt. Pfi vyvoji stanoveni bylo dbdno, aby byly jeho vysledky v souladu
s hlasenymi hodnotami testu GCAL®NEPH, takZe lze vysledky obou
pfimo porovnat Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay. Podrobné
srovnani metod obou metod prokazalo jejich rovnocennost, klinicka
funkénost stanoveni proto pfimo odpovida vysledkim GCAL® NEPH
Immunoassay ziskanym s testem GCAL® NEPH.

Klinicka funkcénost testu GCAL® NEPH byla ovéfena v klinickych studiich
[11-12, 25]. Specifické prahy a parametry klinické funkce jsou shrnuty
dale. Klinické parametry, GCAL® NEPH Immunoassay véetné prahl a
funkcnich hodnot, zavisi na typu vzorku a typu onemocnéni. Hodnoty se
tak mohou lisit v zavislosti na typu vzorku, populaci pacientd a mezich
nastavenych pro klinickd rozhodnuti; doporucujeme proto stanovit
prahové hodnoty zvlast pro kazdou laboratof.

Havelka A, et al. Scientific reports. 2020 [11]
RozliSeni mezi bakterialni pneumonii a virovymi respiracnimi
infekcemi u pacientt
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RozliSeni mezi mykoplazmatickou pneumonii a virovymi respiracnimi
infekcemi u pacientd

Parametr Hodnota 95% CI
Prah [mg/L] 2,37
Plocha ROC 0,883 [0,774, 0,952]
Citlivost [%] 91 [71,99]
Specificita [%] 77 [67, 93]
LR+ 3,9 [2,2,7,1]
LR- 0,12 [0,03, 0,4]
PPV [%)] 70*
NPH [%] 93*

Zkratky: ROC: provozni kfivka prijimace, LR+: pravdépodobnost pozitivniho
vysledku, LR-: pravdépodobnost negativniho vysledku

*Vypocteno na zékladé prevalence mykoplazmatickych infekci u studované
populace: 38% (24/(24+40))

Studie se Ucastnilo 279 osob (144 asymptomatickych zdravych kontrol,
71 s bakteridIni infekci, 24 s mykoplazmatickou infekci a 40 s virovymi
infekcemi). Podminkou zafazeni do studie byla horecka >38 °C a znamky
respiracni infekce.

Typ vzorku: Li-heparinizovand plazma
Pfistroj: Mindray BS380

de Guadiana Romualdo LG, et al. J Infect. 2020 [12]
Predikce mortality u pacientli s COVID-19

Parametr Hodnota 95% CI
Prih [mg/L] 3,9
Plocha ROC 0,801 [0,691, 0,894]
[\lekrfngovany pomér 13,30 (1,53, 116]
Sanci

Parametr Hodnota 95% Cl

Prah [mg/L] 2,37

Plocha ROC 0,775 [0,667, 0,861]
Citlivost [%] 60 [44, 75]
Specificita [%] 79 [63, 90]
LR+ 2,9 [1,5, 5,6]
LR- 0,5 [0,3,0,8]
PPV [%] 84*

NPH [%] 53*

Zkratky: ROC: provozni kfivka pfijimace, LR+: pravdépodobnost pozitivniho
vysledku, LR-: pravdépodobnost negativniho vysledku

*Vypocteno na zékladé prevalence bakteridlnich infekci u studované populace:
64% (71/(71+40))
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Zkratky: ROC: provozni kfivka pfijimace, OR: pomér Sanci

Do této studie bylo zapojeno 66 postupné zafazenych pacientd,
hospitalizovanych s potvrzenou  infekci  SARS-CoV-2.  Béhem
hospitalizace 8z 66 pacientd s COVID-19 zemfelo a 9 potiebovalo
mechanickou ventilaci.

Typ vzorku: Sérum
Pfistroj: Roche c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [25].
Predikce potfeby mechanické ventilace

Parameter Value 95% CI
Mez* [mg/L] 2.98
Oblast ROC 0.723 [0.652, 0.790]
Citlivost [%] 73.7 [60.3, 84.5]
Specificita [%] 60.4 [54.9, 65.6]
PPV [%] 23.9 [17.8,30.9]
NPV [%] 93.2 [89.0, 96.1]

Zkratky: ROC: receiver operation curve (kfivka provozni charakteristiky p¥ijimace)
* Optimalni mezni hodnota podle Youdenova indexu

Vylouceni potieby mechanické ventilace

Parameter Value 95% CI
Mez* [mg/L] 2.23
Citlivost [%] 86.0 [74.2,93.7]
NPV [%] 94.7 [89.7, 96.4]

Zkratky: ROC: receiver operation curve (kfivka provozni charakteristiky pfijimace)
* Optimalni mezni hodnota pro vylouéeni potteby invazivni mechanické ventilace

Tato multicentricka studie zahrnovala 395 po sobé jdoucich pacientt
pfijatych do nemocnic s potvrzenou infekci SARS-CoV-2. Z téchto
pacientd s onemocnénimCOVID-19 vyzadovalo 57 pacientu invazivni
mechanickou ventilaci.

Typ vzorku: Sérum
Pfistroj: Roche Cobas c702
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Horni referencni limit

Ocekdvané hodnoty kalprotektinu u normdini dospélé populace byly
stanoveny ve studii bazi smérnice CLSI C28 [24]; méfeni probihalo
pomoci testu Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay na pfistrojich
Cobas c501 (Roche). Referencni interval byl stanoven u populace zjevné
zdravych Gcastnik(. Bylo zméreno celkem 416 vzorkl od osob ve véku
od 16do 80let (52% muzl, 48 % Zen). PouZity byly vzorky Li-
heparinizované plazmy a séra ve zkumavkach s gelem ¢i bez néj (51 Li
heparin bez gelu, 163 Li heparin s gelem, 51 sérum bez gelu, 151 sérum
s gelem). Horni referencni limit byl parametricky vypoditan tak, aby
pokryl hornich 97,5 % populace. Hodnoty se mohou lisit podle populace
pacientd; doporucujeme proto stanovit referenéni limity zvlast pro
kazdou laboratof.

Typ vzorku Hodnota
Li-hep plazma, bez gelu <0,97 mg/L
Li-hep plazma, gel <1,69 mg/L
Sérum, bez gelu <1,41 mg/L
Sérum, gel <1,75 mg/L

Legenda k symbolim
8°C , .
. /ﬂ[ Teplotni omezeni
2°C
Pouzijte do

Vyrobce

I:B:I Prectéte si ndvod k pouZiti

c € Oznaceni CE s Cislem notifikovaného
0123 organu

Oznaceni UKCA

Autorizovany zastupce ve Svycarsku

In vitro diagnostikum
(o) Cislo $arze
Cislo v katalogu

Identifikacni ¢islo prostfedku

| [= nc
g 8] 18 3 [2] =
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R1 — méfici pufr

R2 R2 — ¢astice s protilatkou

Varovani
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Vainé incidenty
Pokud v souvislosti s vyrobkem dojde k vaznym incidentlm, informujte
vyrobce a pfislusny orgdn.

Zména z predchozi verze
¢ Nové udaje o klinické vykonnosti z roku 2022, odkaz 25.
® Pfidano Cislo iredné oznameného organu pro oznaceni CE
¢ Pfiddno oznaceni UKCA
e Pridana kapitola , Zastoupeni”
e Byly pridany odkazy na CLSI 17-24 a odkaz na ISO 16.
e Byly pridany body 4-6 v ¢asti Upozornéni a opatteni.
e Mensiredakéni zmény a opravy v celém dokumentu.
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