GCAL® NEPH

gen tian

GCAL® NEPH Calprotectin na sustavima Siemens Healthineers
BN™ |I, Atellica® NEPH 630 i BN ProSpec®

SMN 10873737

Za in vitro dijagnosticku uporabu od strane laboratorijski strucnjaci.

Ovaj dokument opisuje opcenitu uporabu gore navedenog proizvoda.
Za posebne postavke uredaja pogledajte napomene za primjenu
dostupne na zahtjev upuéen prema marketing@gentian.com.

Predvidena namjena

GCAL® NEPH Immunoassay je imunonefelometrijski test namijenjen in
vitro kvantitativnom odredivanju kalprotektina, neutrofilnog proteina
koji je inflamatorni marker u uzorcima ljudske litijeve heparinske
plazme i seruma. GCAL® NEPH Immunoassay namijenjen je za uporabu
u automatiziranim klinickim analizatorima od strane laboranata. U
kombinaciji s drugim laboratorijskim nalazima i klinickim procjenama,
GCAL® NEPH namijenjen je za koristenje kao pomocno sredstvo u
otkrivanju i procjeni upale i upalnog odgovora na infekcije.

Sazetak i pojasnjenje testa

Kalprotektin je heterodimerni protein S100A8/A9 s molekularnom
masom 24 kDa, sastoji se od dva Ca2+ proteina koji vezu S100A8 i
S100A9 (nazivaju se i proteinima srodnim mijeloidu 8 i 14 (MRPS8 i
MRP14)). Kalprotektin nalazimo pretezno u neutrofilima, gdje Ccini
pribliZzno 50 % proteinskog sadrzaja citosola [1, 2]. Neutrofilni
granulociti jedan su od prvih odgovora na upalu i bakterijsku infekciju
[3]. Kalprotektin se oslobada iz aktiviranih neutrofila, nakon cega je
njegov osnovni bioloski ucinak odvajanje iona [3], povezivanje s
toli¢nim receptorom 4 (TLR4) i receptorom za napredne glikacijske
krajnje proizvode (eng. Receptor of Advanced Glycation Endproducts -
RAGE), sto pokrece upalni odgovor [1, 2, 4]. Razina kalprotektina
povecava se u krvi unutar nekoliko sati i do 100 puta (kao odgovor na
bakterije ili endotoksin [5]) i smatra se vaznim inflamatornim markerom
[1,2,5-7].

Kalprotektin ukazuje na aktivaciju fagocita osjetljivije od uobicajenih
parametara upale [4]. Posljedi¢no, postoji snazna korelacija s upalom u
raznih akutnih i kroni¢nih poremecaja, $to ovaj protein ¢ini osjetljivim
parametrom za procjenu aktivnosti bolesti i odgovora na lijecenje u
pojedinacnih pacijenata [4].

Standardizacija kalibracije

Za kalprotektin nije dostupan nijedan medunarodni standard. Stoga se
sljedivost uspostavlja u skladu s dijelom 5.6 u ISO 17511 [16], gdje je
najvisa mjeriteljska ulazna razina mjerni postupak odabran od strane
proizvodada. Kalibrator je slijediv do visoke Ciste otopine
rekombinantnog kalprotektina, vrijednosti dodijeljene odredivanjem
ukupnog proteina pomocu UVaso i poznatog koeficijenta izumiranja.
Radni kalibrator Cistog rekombinantnog materijala u matrici kalibratora
koristi se uz vaZzece postupke mjerenja proizvodaca kako bi se dodijelila
vrijednost kalibratorima proizvoda putem objavljenog protokola
prijenosa vrijednosti [8].

Nacelo testiranja

Imunotest GCAL® NEPH Immunoassay je nefelometrijski test pojacan
Cesticama (PENIA). Uzorak plazme ili seruma s litijevim heparinom
mijeSa se s imunoCesticama GCAL® NEPH. Kalprotektin iz uzorka i
protutijela anti-kalprotektina iz otopine imunodestica vezu se i stvaraju
nakupine koje povecavaju zamucenost otopine. Stupanj zamucenja
proporcionalan je koncentraciji kalprotektina, $to se moze kvantificirati
putem utvrdene standardne kalibracijske krivulje.
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Dijelovi kompleta za testiranje

Dostavljeni proizvodi
GCAL® NEPH Calprotectin SMN 10873737
. R1 Supplement (2.0 mL) (REF 1701)

. 3 x R2 Reagent (1.9 mL)

Potrebni proizvodi koji nisu dostavljeni

SMN 10873735
GCAL® NEPH Calibrator (3 x 0.6 mL) (REF 1712)

GCAL® NEPH Controls (2 razine, svaka 3 x 1,1 mL) SMN 10873736

(REF 1719)
N Diluent (Siemens Healthineers) REF OUMT65
BN Il Evaporation Stoppers (optional) REE OVLE21

(Siemens Healthineers)
BN™ || System, Atellica® NEPH 630 System or BN ProSpec® System
(Siemens Healthineers)

Svi su GCAL® NEPH proizvodi spremni za uporabu.

Sastav

Reakcijski pufer 1 (R1, 2,0 mL neaktivnog sastojka): GCAL® NEPH
Supplement. R1 puferirana je fizioloska otopina MOPS-a [3-(N-
morfolino)-propan sulfonske kiselina] koja sadrZi pti¢je proteine i
konzervirana je pomocu ProClin® 950.

Reakcijski pufer 2 (R2, 1,9 mL aktivnog sastojka): GCAL® NEPH Reagent.
R2 sadrii prociséenu frakciju imunoglobulina usmjerenu protiv
humanog kalprotektina, a ista je kovalentno povezana s nanocesticama
lateksa. Otopina je konzervirana pomocu ProClin® 950.

Identifikacija opasnosti

Piktogrami opasnosti (CLP): GHS07

Oznaka opasnosti (CLP): Upozorenje
Sadrzi: 2-metilizotiazol-3(2H)-jedan

Oznake upozorenja (CLP):

H317 — Moze uzrokovati alergijsku reakciju koZe.

Mijere opreza (CLP):

P280 - Nositi zastitu za oci, zaStitne rukavice, zastitnu odjecu.
P302+P352 — U SLUCAJU KONTAKTA S KOZOM: Isprati obilno sapunom i
vodom. P305+P351+P338 — U SLUCAJU KONTAKTA S OCIMA: Pazljivo
ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne lece akoih nosite i
ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje.

P337+P313 — Ako nadrazaj oka ne prestaje, zatraZiti savjet/pomo¢
lijecnika.

P333+P313 — U sluéaju nadrazaja ili osipa na kozi, zatraziti
savjet/pomo¢ lije¢nika.

P362+P364 — Skinuti kontaminiranu odjecu i oprati je prije ponovne
uporabe.

Kako biste dobili SDS (sigurnosno-tehnicki list), kontaktirajte lokalnog
distributera ili Gentian na marketing@gentian.com.
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Upozorenja i mjere opreza

1. Sadrzi tvari ljudskog ili Zivotinjskog porijekla i treba se smatrati
potencijalno zaraznim materijalom. Rukovati uz oprez i odloZiti u
skladu s lokalnim propisima.

2. Reagensi koji sadrze MOPS/Tween (R1) i EDTA (R2) mogu nadraZiti
oci, disne putove i koZzu. Rukujte njima uz duzan oprez i ne gutajte
ih.

3. Rl sadrzi proteine pti¢jeg porijekla. Rukujte njime uz duzan oprez
kako biste izbjegli alergijsku reakciju koZe.

4.  lzloZzenost moze rezultirati iritacijom koZe i ociju.

Izbjegavajte kontakt s nekompatibilnim materijalima.

6. Izbjegavajte izlaganje toplini i izravnoj sunéevoj svjetlosti.

v

Dodatne upute za rukovanje

1. Ova pretraga namijenjena je samo za uporabu in vitro i njome mora
rukovati laboratorijski strucnjaci.

2. Koristite samo potvrdene i odobrene primjene instrumenta.

Nemojte koristiti proizvode nakon isteka roka valjanosti.

4. Nemojte mijesati reagense razlicitih serija ili zamijeniti poklopce
reagensa, kontrola, kalibratora i serija.

5. Pailjivo udvrstite poklopce nakon uporabe reagensa, kalibratora i
kontrola kako biste izbjegli isparavanje.

w

SkladiStenje i stabilnost reagensa

Svi proizvodi isporuc¢eni za GCAL® NEPH Immunoassay moraju se
skladistiti na 2-8 °C. Rok valjanosti otisnut je na naljepnicama. Utvrdeno
je da stabilnost u uporabi GCAL® NEPH reagensa iznosi najmanje 7 dana
uz uporabu BN™I|l i 5 tjedana uz uporabu BN ProSpec® instrumenta
izvodi se kao studija na brodu temeljen na CLSI smjernici EP25 [17].

Prikupljanje uzoraka i rukovanje uzorcima
Materijal potreban za uzorke litijeva je heparinska plazma ili serum.
Gentian preporucuje litijevu heparinsku plazmu i epruvete bez gela.
Preporucuje se analiza uzoraka u najsvjezijem dostupnom stanju. Uzorci
seruma trebali bi stajati 30 minuta prije obrade. Uzorak centrifugirajte
unutar 2 sata od uzimanja krvi i frakciju plazme ili seruma odmah
prenesite u drugu epruvetu. Nemojte naizmjenicno koristiti epruvete s
gelom i one bez njega. Ispitivanje stabilnosti uzorka pokazalo je da je
kalprotektin stabilan na 2-8 °C najmanje 48 sati nakon centrifugiranja.
Prije analize dobro promijesajte uzorke.

Znacajke performansi

Svi se rezultati odnose na validaciju GCAL® NEPH Immunoassay na
instrumentu BN™ Il na jednom mjestu instrumenta, s 3 serije reagensa,
ako nije drugacije navedeno.

Raspon mjerenja

Utvrdeno je da je raspon mjerenja GCAL® NEPH Immunoassay 0,4-10,6
mg/L u uzorcima plazme i seruma litijeva heparina. Toan raspon
mjerenja specifican je za kalibrator, a za odredene vrijednosti
kalibratora pogledajte tablicu analiticke vrijednosti (dostupno na
www.gentian.com) i napomene o primjeni za pojedini instrument.

Analiticka osjetljivost

Analiticka osjetljivost GCAL® NEPH Immunoassay testirana je u
ispitivanju koje je uklju¢ivalo 4 uzorka po testiranoj koncentraciji,
temeljen na CLSI smjernici EP17 [18]. Granica kvantifikacije (GK)
definirana je kao najniZa koncentracija analita koja se moze pouzdano
detektirati i pri kojoj ukupna pogreska ispunjava zahtjeve tocnosti. GK
GCAL® NEPH Immunoassay izmjeren je kao 0,42 mg/L u uzorcima
litijeve heparinske plazme i seruma.

Preciznost

Preciznost GCAL® NEPH Immunoassay provjerena je u 20-dnevhom
ispitivanju preciznosti temeljenom na CLSI smjernici EPO5 [21]. 3
skupine plazme, 2 skupine litijeve heparinske plazme i 2 kontrolne
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skupine mjerene su 40 puta, uz 2 ponavljanja (n=80). Ukupna
nepreciznost iz 3 serije bila je ispod 6,4 % za sve uzorke i kontrole, uz
koncentraciju kalprotektina > 1,0 mg/L: i ispod 10,4 % za sve uzorke i
kontrole uz koncentraciju kalprotektina <1,0 mg/L. Pogledajte tablicu za
detaljne rezultate iz jedne reprezentativne serije.

Unutar Izmedu
i:?.::]: okren laborato  pokrenu dnevni
ID uzorka ) P rijski CV tcv cv
ost ut CV %] %] %]
0

[mg/L] [%]
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

Analiticka specificnost i ogranicenja

Interferencija je testirana u studij koje temeljen na CLSI smjernici EPO7
[23]. Kako su protutijela u GCAL® NEPH Immunoassay pticjeg porijekla,
nema interferencija zbog Reumatoidnog faktora u uzorcima [15].
Potencijalni interferenti navedeni u tablici u nastavku dodani su u jedan
uzorak ljudske litijeve heparinske plazme i jedan uzorak ljudskog
seruma, uz uporabu jedne serije. Nije otkrivena nijedna klinicki
relevantna razlika u testiranim interferentnim koncentracijama.

Mogudi interferenti Koncentracija bez interferencije

Hemoglobin 8g/L
Intralipid 10 g/L
Bilirubin 0,6 mg/L

Linearnost

Utvrdeno je da je linearni raspon GCAL® NEPH Immunoassay 0,33-21,4
mg/L u litijevoj heparinskoj plazmi i 0,37-20,6 mg/L u uzorcima seruma
u ispitivanju linearnosti s 11 uzoraka, na temelju CLSI smjernice EPO6
[19].

Sigurna zona

Nije primijecen uéinak viska antigena u uzorcima ispod 104 mg/L za
GCAL® NEPH Immunoassay u ispitivanju temeljenom na CLSI smjernici
EP34 [20]. Uzorci s koncentracijom kalprotektina iznad najvise
kalibracije i do 104 mg/L daju vrijednosti iznad najvise kalibracije i
oznaceni su za ponovno testiranje uz automatsko razrjedivanje.

Varijacija instrumenta

Rezultati dobiveni uz GCAL® NEPH Immunoassay na BN™ |l instrumentu
na 2 razli¢ite lokacije usporedeni su koristenjem Passing-Bablok
regresije u ispitivanju uz temeljenog na CLSI smjernici EP09 [22].
Pogledajte tablicu za rezultate iz jedne reprezentativne serije.

Raspon Ko-
broj uzoraka Pojam s o 95 % Cl
eficijent
[mg/L]
Sjeciste -0,03 [-0.08, 0,03]
119 0,57-20,65 Nagib 1,.00 [0,97, 1,03]
R? 0,97
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Oporavak

Oporavak je analiziran dodavanjem uzorka s niskim sadrzajem analita
uzorku s visokim sadrZzajem analita, u skladu s Westgard [14]. GCAL®
NEPH Immunoassay imao je oporavak od 104-118 %.

Usporedba metoda

Rezultati dobiveni GCAL® NEPH Immunoassay na instrumentu BN™ ||
usporedivani su s rezultatima Gentian Calprotectin Immunoassay
(GCAL®) na instrumentu c501 (Roche) u ispitivanju uz temeljenog na
CLSI smjernici EPO9 [22]. Rezultati iz 3 razli¢ite serije i 127 uzoraka, u
rasponu od 0,6-21 mg/L uzoraka litij heparinske plazme i seruma
pokazali su visoku istovrijednost s R%, u rasponu od 0,989-0,992 i
oporavak u rasponu od 95-101 %.

Postupak analize

Priprema reagensa

Reagensi su spremni za uporabu. PaZljivo pomijeSajte reagense prije
njihovog stavljanja na zadane poloZaje reagensa. Boce reagensa mogu
se staviti izravno u stalak instrumenta.

Uspostava kalibracijske krivulje
Molimo pogledajte upute za koristenje Gentian GCAL® NEPH Calibrator
(REF SMN10873735) dostupnih na www.gentian.com.

Kontrole kvalitete
Molimo pogledajte upute za koriStenje Gentian GCAL® NEPH Controls
(REF SMN10873736) dostupne na www.gentian.com.

Mjerenje uzoraka pacijenata

Kad se uspostavi valjana kalibracijska krivulja i kontrolne su vrijednosti
unutar valjanog raspona, moZe se izmjeriti uzorak litijeve heparinske
plazme ili seruma. Provjerite nalazi li se u posudama/epruvetama za
uzorke minimalan volumen uzorka i analizirajte uzorke u skladu s
uputama navedenim u priruc¢niku instrumenta.

Rezultati

Rezultati se racCunaju automatski instrumentom za sve aplikacije
uspostavljene za GCAL® NEPH Immunoassay. Rezultati se prikazuju u
mg/L.

Klinicka izvedba

GCAL® NEPH Immunoassay je razvijen uz ista protutijela kao i Gentian
Calprotectin (GCAL®) Immunoassay te stoga ciljaju isti analit. GCAL®
NEPH je razvijen za uskladivanje s prijavljenim razinama Gentian
Calprotectin (GCAL®) Immunoassay, stoga se rezultati mogu izravno
usporedivati. Provedeno je detaljno usporedivanje GCAL® NEPH i
Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay, pokazujuéi istovjetnost.
Stoga je klinicka izvedba GCAL® NEPH izravno povezana s rezultatima
dobivenim uz Gentian Calprotectin Immunoassay.

Klinicka izvedba Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay ocijenjena
je u klinickim ispitivanjima [11-12, 25]. Specifi¢ne grani¢ne vrijednosti i
znacajke klini¢ke izvedbe sazete su u nastavku. Klinicke specifikacije,
ukljuc€ujudi i grani¢ne vrijednosti i znacajke izvedbe ovise o vrsti uzorka i
podruéju bolesti. Stoga se preporucuje da svaki laboratorij odredi
lokalne grani¢ne vrijednosti, bududi da vrijednosti mogu varirati, ovisno
o vrsti uzorka, testiranoj populaciji i klinickoj odluci.
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Havelka, A. i dr. Scientific reports. 2020 [11].
Diskriminacija izmedu pacijenata s bakterijskom upalom pluca i
virusnim respiratornim infekcijama

Parametar Vrijednost 95 % Cl
Grani¢na vrijednost [mg/L] 2,37
ROC podrugje 0,775 [0,667, 0,861]
Osjetljivost [%] 60 [44, 75]
Specifi¢nost [%] 79 [63, 90]
LR+ 2.9 [1.5, 5.6]
LR- 0.5 [0.3,0.8]
PPV [%)] 84*
NPV [%)] 53*

Kratice: ROC: krivulja rada prijamnika, LR+: omjer vjerojatnosti pozitivhog
rezultata, LR-: omjer vjerojatnosti negativnog rezultata

*1zraCun na temelju prevalencije bakterijskih infekcija iz uzorka ispitivanja: 64 %
(71/(71+40))

Diskriminacija izmedu pacijenata s mikoplazmatskom upalom pluca i
virusnim respiratornim infekcijama

Parametar Vrijednost 95 % Cl
Grani¢na vrijednost [mg/L] 2,37
ROC podrucje 0,883 [0,774, 0,.952]
Osjetljivost [%] 91 [71, 99]
Specificnost [%] 77 [67, 93]
LR+ 3.9 [2.2,7.1]
LR- 0.12 [0.03, 0.4]
PPV [%] 70*
NPV [%] 93*

Kratice: ROC: krivulja rada prijamnika, LR+: omjer vjerojatnosti pozitivnog
rezultata, LR-: omjer vjerojatnosti negativnog rezultata

* IzraCun na temelju prevalencije bakterijskih infekcija iz uzorka ispitivanja: 38 %
(24/(24+40))

Ispitivanje je obuhvatilo 279 ispitanika (144 asimptomatske zdrave
kontrole, 71 s bakterijskim infekcijama, 24 s infekcijama mikoplazmom i
40 s virusnim infekcijama). Kriteriji za ukljucivanje pacijenta u ispitivanje
bili su vrucica >38 °C i znaci i simptomi respiratorne infekcije.

Vrsta uzorka: Litijeva heparinska plazma
Instrument: Mindray BS380

de Guadiana, Romualdo LG i dr. J Infect. 2020 [12].
Predvidanje mortaliteta kod pacijenata oboljelih od COVID-19

Parametar Vrijednost 95 % Cl
Grani¢na vrijednost [mg/L] 3,9
ROC podrucje 0,801 [0,691, 0,894]

Neprilagodeni udjel OR 13,30 [1,53, 116]

Kratice: ROC: krivulja rada prijamnika, OR: omjer izglednosti

Ovo je ispitivanje obuhvatilo 66 uzastopnih pacijenata primljenih na
bolnicko lijecenje uz potvrdenu infekciju SARS-CoV-2. 8 od 66 COVID-19
pacijenata umrlo je tijekom bolni¢kog lijeenja, a 9 od 66 COVID-19
pacijenata trebalo je mehanicku ventilaciju.

Vrsta uzorka: Serum
Instrument: Roche c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [25].
Predvidanje potrebe za mehani¢kom ventilacijom

Parametar Vrijednost 95% CI

Grani¢na vrijednost* [mg/L] 2.98

ROC podrucje 0.723 [0.652, 0.790]

Osjetljivost [%] 73.7 [60.3, 84.5]

Specificnost [%] 60.4 [54.9, 65.6]

PPV [%] 23.9 [17.8, 30.9]

NPV [%] 93.2 [89.0, 96.1]
Kratice: ROC: krivulja rada prijemnika
*Optimalna grani¢na vrijednost u skladu s Youden indeksom
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Iskljucite potrebu za mehanickom ventilacijom

Parametar Vrijednost 95% CI
Graniéna vrijednost* [mg/L] 2.23
Osjetljivost [%] 86.0 [74.2,93.7]
NPV [%] 94.7 [89.7, 96.4]

Kratice: ROC: krivulja rada prijemnika
*Optimalna grani¢na vrijednost za iskljucivanje potrebe za mehani¢kom
ventilacijom

Ovo multicentri¢no ispitivanje ukljucivalo je 395 uzastopnih pacijenata
primljenih u bolnice s potvrdenom infekcijom SARS-COV-2. Od ovih
COVID-19 pacijenata, 57 ih je trebalo invazivnu mehanicku ventilaciju.

Tip uzorka: Serum
Instrument: Roche Cobas c702

Gornja referentna granica

Ocekivane vrijednosti kalprotektina u normalnoj odrasloj populaciji
odredene su ispitivanjem uz temeljenog na CLSI smjernici C28 [24] na
Cobas ¢501 (Roche), uz uporabu Gentian Calprotectin (GCAL®)
Immunoassay. Referentni interval odreden je iz populacije naizgled
zdravih ispitanika. Ispitano je ukupno 416 uzoraka pojedinaca (52 %
muskaraca, 48 % Zena), u dobi od 16 do 80 godina. Koristeni su uzorci
bili uzorci litijeve heparinske plazme i seruma, pri ¢emu su koristene
epruvete bez gela i s gelom (51 litijev heparin bez gela, 163 litijev
heparin s gelom, 51 serum bez gela, 151 serum s gelom). Gornja
referentna granica izraCunata je parametrijski, kako bi predstavljala
gornjih 97,5 % populacije. Preporucuje se da svaki laboratorij odredi
lokalnu referentnu granicu jer se vrijednosti mogu razlikovati ovisno o
testiranoj populaciji.

Vrsta uzorka Vrijednost
Li-Hep plazma bez gela <0,97 mg/L
Li-Hep plazma s gelom <1,69 mg/L

Serum bez gela <1,41 mg/L
Serum s gelom <1,75 mg/L

Objasnjenje simbola

8°C

—

Ogranicenje temperature

Rok valjanosti

Pogledajte upute za uporabu
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Ozbiljni incidenti
Obavijestite proizvodaca i odgovarajuc¢e nadlezno tijelo ako dode do
ozbiljnih incidenata povezanih s uredajem.

Promjene u odnosu na prethodnu verziju

Novi podaci o klinickoj uinkovitosti iz 2022, referenca 25.
Oznaci CE dodan je broj prijavijenog tijela.

Dodana je UKCA oznaka.

Dodano je poglavlje ,Predstavnici“.

Dodane su CLSI reference 17-24 i 1SO referenca 16.
Dodani su 4 — 6 u Upozorenjima i mjerama opreza.

Manje urednicke izmjene i ispravci u cijelom dokumentu.
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