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Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit

REF 1201 und REF 1202

Nur zur in-vitro-Diagnostik durch Laborfachpersonal vorgesehen.

Dieses Dokument beschreibt die allgemeine Verwendung des oben
erwdhnten Produkts. Fiir instrumentenspezifische Einstellungen siehe
Anwendungshinweise, verfiigbar auf Anfrage unter
marketing@gentian.com.

Zweckbestimmung

Der Gentian Calprotectin Immunoassay ist ein immunturbidimetrischer
Assay zur quantitativen in-vitro-Bestimmung von Calprotectin, einem
neutrophilen Protein, bei dem es sich um einen Entziindungsmarker
handelt, in humanen Lithium-Heparin-Plasma- und Serumproben. Der
Gentian Calprotectin Immunoassay ist fiir den Gebrauch auf
automatisierten klinischen Analysegerdten durch Laborfachpersonal
vorgesehen. Der Gentian Calprotectin soll in Verbindung mit anderen
Laborbefunden und klinischen Bewertungen als Hilfsmittel bei der
Erkennung und Beurteilung der Entziindung und Entziindungsreaktion
bei Infektionen verwendet werden.

Zusammenfassung und Beschreibung des Tests
Calprotectin ist ein heterodimerisches Protein S100A8/A9 mit einer
Molekularmasse von 24 kDa, das aus den beiden Ca%-bindenden
Proteinen S100A8 und S100A9 (auch als Myeloid-Related Proteine 8 und
14 (MRP8 und MRP14) bezeichnet) besteht. Calprotectin ist vorwiegend
in den Neutrophilen zu finden, wo es ungefdhr 50% des Proteingehalts
des Cytosols ausmacht [1]. Neutrophile Granulozyten gehéren zu den
Ersthelfern bei einer Entziindung wund Bakterieninfektion [3].
Calprotectin wird von aktivierten Neutrophilen ausgeschittet und
danach sind seine wichtigsten biologischen Effekte die Bindung von
lonen [3] und Bindung des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR4) und Receptor for
Advanced  Glycation  Endproducts  (RAGE), wodurch eine
Entziindungsreaktion ausgelost wird [1, 2, 4]. Calprotectin erhoht sich im
Blut in nur wenigen Stunden bis auf das 100-fache (als Reaktion auf
Bakterien oder Endotoxin [5]) und wird als wichtiger Entziindungsmarker
betrachtet [1, 2, 5-7].

Calprotectin deutet mit mehr Sensitivitat auf  eine
Phagozytenaktivierung hin als herkémmliche Entziindungsparameter
[4]. Folglich liegt eine starke Korrelation mit der Entziindung bei
verschiedenen akuten und chronischen Erkrankungen vor, was das
Protein zu einem empfindlichen Parameter fiir die Beurteilung der
Krankheitsaktivitdit und das Ansprechen auf die Behandlung bei
individuellen Patienten macht [4].

Kalibratorstandardisierung

Es ist kein internationaler Standard fur Calprotectin verfiigbar. Demnach
wird die Ruckverfolgbarkeit entsprechend Abschnitt 5.6 in I1SO 17511
[20] festgelegt, wobei das hochste messtechnische Niveau das vom
Hersteller ausgewdhlte Messverfahren ist. Der Kalibrator ist auf eine
hochreine Lésung rekombinantes Calprotectin nachverfolgbar, wobei
der Wert durch Gesamtproteinbestimmung anhand von UV2go und eines
bekannten Extinktionskoeffizienten bestimmt wird. Ein funktionierender
Kalibrator des puren rekombinanten Materials in einer Kalibratormatrix
wird mit den bestdandigen Messverfahren des Herstellers verwendet, um
den Produktkalibratoren Gber ein veroffentlichtes
Wertilbertragungsprotokoll [8] Werte zuzuweisen.

Assay-Prinzip

Der Gentian Calprotecin Immunoassay ist ein partikelverstarkter
turbidimetrischer Immunoassay (PETIA). Die Lithium-Heparin-Plasma-
oder Serumprobe wird mit Calprotectin-Immunpartikeln gemischt. Das
Calprotectin der Probe und die Anti-Calprotectin-Antikdrper von der
Immunpartikelldsung verbinden sich und formen Aggregate, die die
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Tribung der Losung erhohen. Der Tribheitsgrad ist proportional zur
Konzentration von Calprotectin und kann Uber eine festgelegte
Standard-Kalibrationskurve quantifiziert werden.

Komponenten des Assaykits

Mitgelieferte Produkte
Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit REF 1201
. R1 Assay Buffer (54 mL)
. R2 Immunoparticles (9 mL)
Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit S REF 1202
. R1 Assay Buffer (30 mL)
. R2 Immunoparticles (5 mL)

Sonstige verfiigbare Produkte (nicht enthalten)
Gentian GCAL® Calprotectin Calibrator Kit (6 Level x

b REF 1251
- ® H i
sir)]tlan GCAL® Calprotectin Control Kit (2 Level x 1 REF 1219

Alle Produkte sind einsatzbereit.

Zusammensetzung

Reaktionspuffer 1 (R1, 54 mLinaktiver Inhaltsstoff): Gentian Calprotectin
Assay-Puffer. R1 ist eine MOPS [3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure]-
gepufferte Kochsalzlésung, die Vogelproteine enthalt, konserviert mit
ProClin® 950.

Reaktionspuffer 2 (R2, 9 mL aktiver Inhaltsstoff): Gentian Calprotectin
Immunpartikel. R2 enthalt eine gereinigte Immunglobulinfraktion, die
gegen humanes Calprotectin gerichtet ist, das kovalent an
Polystyrolnanopartikel gebunden ist. Die Lésung wird mit ProClin® 950
konserviert.

Mogliche Gefahren

Gefahrenpiktogramme (CLP): GHS07

Signalwort (CLP): Achtung
Enthdlt: 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on

Gefahrenhinweise (CLP)

H317 - Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
Sicherheitshinweise (CLP)

P280 - Augenschutz, Schutzhandschuhe, Schutzkleidung tragen.
P302+P352 - BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife
waschen.

P305+P351+P338 - BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Moglichkeit entfernen. Weiter spilen.

P337+P313 - Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P333+P313 - Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P362+P364 - Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem
Tragen waschen.

Zur Anforderung des SDS (Sicherheitsdatenblatt) wenden Sie sich bitte
unter marketing@gentian.com an Gentian.
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Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

1.  Enthalt Stoffe menschlichen oder tierischen Ursprungs und sollte
daher als potenziell infektioses Material betrachtet werden. Mit
Vorsicht handhaben und gemiR den lokalen Bestimmungen
entsorgen.

2. MOPS/Tween (R1) und EDTA (R2) enthaltenen Reagenzien kénnen
Augen, Atemwege und Haut reizen. Mit der gebotenen Vorsicht
handhaben und nicht einnehmen.

3. R1enthalt avidre Proteine. Mit der gebotenen Vorsicht
handhaben, um allergische Hautreaktionen zu vermeiden.

4. Eine Exposition kann zu Reizung von Haut und Augen fiihren.

Den Kontakt mit unvertraglichen Materialien vermeiden.

6. Die Exposition gegeniiber Hitze und direktem Sonnenlicht
vermeiden.

v

Zusatzliche Anweisungen fiir die Handhabung

1. Dieser Testist nur flr den In-vitro-Gebrauch bestimmt und muss von
Laborfachleuten durchgefiihrt werden.

2. Benutzen Sie das Material nur fir validierte und genehmigte
Anwendungen.

3. Verwenden Sie die Produkte nicht nach Ablauf des
Haltbarkeitsdatums.

4. Mischen Sie keine Reagenzien verschiedener Chargen und tauschen
Sie keine Kappen zwischen den Reagenzien, Kontrollen, Kalibratoren
und Chargen aus.

5. Schrauben Sie die Kappen nach dem Gebrauch von Reagenzien,
Kalibratoren und Kontrollen wieder fest auf, um Evaporation zu
vermeiden.

Lagerung und Stabilitdt der Reagenzien

Alle fur den Gentian Calprotectin Immunoassay bereitgestellten
Produkte missen bei 2-8 °C gelagert werden. Das Verfallsdatum ist auf
die Etiketten gedruckt. Die Gebrauchsstabilitait des Gentian GCAL®
Calprotectin Reagent Kit betragt mindestens 4 Wochen, basierend auf
einer Studie entsprechend der CLSI-Richtlinie EP25 [14] und Gebrauch
eines Architect c4000 Instruments (Abbott).

Probennahme und -handhabung

Das erforderliche Probenmaterial ist Lithium-Heparin-Plasma oder -
Serum. Gentian empfiehlt Lithium-Heparin-Plasma und Nicht-Gel-
Rohrchen. Die Proben sollten so frisch wie moglich analysiert werden.
Serumproben sollten 30 Minuten stehengelassen werden, bevor sie
bearbeitet werden. Zentrifugieren Sie die Probe innerhalb von 2 Stunden
nach der Blutentnahme und Ubertragen Sie die Plasma- oder
Serumfraktion sofort in ein anderes Réhrchen. Verwenden Sie nicht Gel-
und Nicht-Gel-Réhrchen abwechselnd. Probenstabilitatstests haben
gezeigt, dass Calprotectin fir mindestens 48 Stunden nach der
Zentrifugation bei 2-8 °C stabil ist. Mischen Sie die Proben vor der
Analyse gut durch.

Leistungsmerkmale

Die Ergebnisse beziehen sich auf die Hauptvalidierung des Gentian
Calprotectin Immunoassay auf einem Architect c4000-Instrument
(Abbott) an einer Instrumentenstelle mit 3 Chargen Reagenzien, sofern
nicht anders angegeben. Fir die instrumentenspezifischen
Leistungsmerkmale siehe instrumentenspezifische
Anwendungshinweise.

Messbereich

Der Messbereich des Gentian Calprotectin Immunoassay betragt etwa
0,4-20,3 mg/L in Lithium-Heparin- und Serumproben, mit einer
Sicherheitszone von bis zu 95 mg/L. Der genaue Messbereich hiangt vom
Kalibrator und Instrument ab. Siehe das analytische Werteblatt
(erhaltlich unter www.gentian.com) und die instrumentenspezifischen
Anwendungshinweise fiir die chargenspezifischen Kalibratorwerte.
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Analytische Sensitivitat

Die Analyse der analytischen Sensitivitdit des Gentian Calprotectin
Immunoassay wurde in einer Studie basierten auf der Richtlinie EP17
[15] getestet. Die Quantifizierungsgrenze (LoQ) wird definiert als die
geringstmogliche tatsachliche Konzentration eines Analyten, die
zuverldssig nachgewiesen werden kann und bei welcher der
Gesamtfehler den Prazisionsanforderungen genugt. Die LoQ wurde als
0,31 mg/L in Lithium-Heparin-Plasma und 0,30 mg/L in Serumproben
gemessen. Fur die instrumentenspezifische LoQ  siehe
instrumentenspezifische Anwendungshinweise.

Prazision

Die Gesamtprazision des Gentian Calprotectin Immunoassay wurde mit
einem CV von <4,0 % fir Proben in >1 mg/L in einer Studie basierten mit
einem auf der CLSI-Richtlinie EPO5 [16] getestet. Fir die
instrumentenspezifische Gesamtprazision siehe
instrumentenspezifische Anwendungshinweise.

Analytische Spezifitdt und Begrenzungen

Es wurde keine Interferenz fur dieses Produkt nachgewiesen mit
Hamoglobin, Intralipid oder Bilirubin, bei den getesteten
Konzentrationen in einer Studie basierend auf der CLSI-Richtlinie EPO7
[17]. Fur  die  instrumentenspezifische Interferenz  siehe
instrumentenspezifische ~ Anwendungshinweise. Mit den nach
Empfehlung von Sonntag and Scholer [9] getesteten Medikamenten
wurden keine Interferenzen festgestellt. Da die Antikorper des Gentian
Calprotectin Immunoassay von Végeln stammen, liegt keine Interferenz
durch den Rheumafaktor in den Proben vor [10]. Die Kreuzreaktivitat mit
MRP8, MRP14 und S100A12 betrug <1% in einer Studie mit 4 Proben mit
einem auf der CLSI-Richtlinie EPO7 basierten Protokoll.

Methodenvergleich

Die mit dem Gentian Calprotectin Immunoassay auf dem Architect
c4000-Instrument (Abbott) erzielten Ergebnisse wurden mit den
Ergebnissen des IDK® Calprotectin ELISA Test™ (Immundiagnostik) auf
dem Spektralphotometer Multiskan 60 (Thermo Fisher) in einer Studie
mit 1 Charge Reagenzien, basierend auf der CLSI-Richtlinie EP09 [18],
verglichen. Aufgrund des Nichtvorhandenseins von internationalen
Kalibratoren oder Referenzverfahren wurde nur der
Determinationskoeffizient R? beurteilt.

Proben n Probenbereich R?
typ (mg/L) Koeffizient
Li-Hep-Plasma 78 0,7-31,9 0,83
Serum 99 0,6-27,8 0,89
Testverfahren

Anwendungshinweise

Die Anwendungen des Gentian Calprotectin Immunoassay wurden mit
mehreren klinischen Analysegeraten fir die klinische Chemie festgelegt.
Detaillierte, validierte Anwendungshinweise, die die Verfahren fir die
Installation und Analyse auf spezifischen Instrumenten beschreiben, sind
auf Anfrage unter marketing@gentian.com erhaltlich. Anweisungen zur
Installation einer neuen Anwendung entnehmen Sie bitte dem
Instrumentenhandbuch. Wartung, Betrieb und VorsichtsmaRnahmen
missen in Ubereinstimmung mit dem spezifischen
Instrumentenhandbuch gehandhabt werden.

Reagenzvorbereitung

Die Reagenzien sind einsatzbereit. Mischen Sie die Reagenzien
vorsichtig, bevor Sie sie in die zugewiesenen Reagenzpositionen
positionieren. Die Reagenzflaschen mussten direkt in das Instrument
passen, sofern nicht anderweitig in den Anwendungshinweises
aufgefihrt.
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Erstellung der Kalibrierkurve
Bitte beachten Sie die Gebrauchsanweisung fiir das Gentian GCAL®
Calprotectin Calibrator Kit (REF 1251) unter www.gentian.com.

QC-Kontrollen
Bitte beachten Sie die Gebrauchsanweisung fiir das Gentian GCAL®
Calprotectin Control Kit (REF 1219) unter www.gentian.com.

Messen von Patientenproben

Wenn eine giltige Kalibrationskurve festgelegt wurde und die
Kontrollwerte innerhalb des giiltigen Bereichs liegen, kann die Lithium-
Heparin-Plasma- oder Serumprobe gemessen werden. Stellen Sie sicher,
dass das Probenmindestvolumen in den Probenbechern/-réhrchen
vorhanden ist und analysieren Sie die Proben gemaR der Anleitung in den
Instrumentenhandbiichern.

Ergebnisse

Die Ergebnisse werden automatisch durch das Instrument fir alle fir den
Gentian Calprotectin Immunoassay festgelegten Anwendungen
berechnet. Die Ergebnisse werden in mg/L dargestellt.

Klinischen Leistung

Die klinische Leistung des Gentian Calprotectin Immunoassay wurde in
klinischen Studien beurteilt [11-13]. Die spezifischen Grenzwerte und
klinischen Leistungsmerkmale sind nachstehend zusammengefasst.

Die klinischen Spezifikationen einschlieflich  Grenzwerte und
Leistungsmerkmale hdngen vom Probentyp und Therapiebereich ab. Es
wird daher empfohlen, dass jedes Labor die lokalen Grenzwerte
bestimmen sollte, da die Werte je nach Probentyp, getesteter Population
und klinischem Entscheidungspunkt abweichen kénnten.

Havelka A, et al. Scientific reports. 2020 [11].
Unterscheidung zwischen Patienten mit bakterieller Pneumonie und
viralen Infektionen der Atemwege

Parameter Wert 95% ClI

Grenzwert [mg/L] 2,37

ROC-Bereich 0,775 [0,667; 0,861]
Sensitivitat [%)] 60 [44; 75]
Spezifitat [%] 79 [63; 90]
LR+ 2,9 [1,5; 5,6]
LR- 0,5 [0,3;0,8]
PPV [%] 84*

NPV [%] 53*

Abkiirzungen: ROC: Empfangerbetriebskurve, LR+: positiver
Wabhrscheinlichkeitsquotient, LR-: negativer Wahrscheinlichkeitsquotient
*Berechnung basierend auf der Pravalenz von bakteriellen Infektionen von der
Studienprobe: 64% (71/((71+40))

Unterscheidung zwischen Patienten mit Mykoplasmenpneumonie und
viralen Infektionen der Atemwege

Parameter Wert 95% CI
Grenzwert [mg/L] 2,37
ROC-Bereich 0,883 [0,774; 0,952]
Sensitivitat [%] 91 [71;99]
Spezifitat [%] 77 [67; 93]
LR+ 3,9 [2,2;7,1]
LR- 0,12 [0,03; 0,4]
PPV [%] 70*
NPV [%] 93*

Abkiirzungen: ROC: Empfangerbetriebskurve, LR+: positiver
Wahrscheinlichkeitsquotient, LR-: negativer Wahrscheinlichkeitsquotient
*Berechnet basiert auf der Pravalenz von Mykoplasmeninfektionen von der
Studienprobe: 38% (24/((24+40))

Die Studie mit 279 Probanden (144 asymptomatische gesunde
Kontrollen, 71 mit bakteriellen Infektionen, 24 mit
Mykoplasmeninfektionen und 40 mit Vireninfektionen). Die
Einschlusskriterien fiir Patienten in der Studie waren Fieber Gber 38 °C
und Anzeichen und Symptome einer Atemwegserkrankung.
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Probentyp: Lithium-Heparin-Plasma
Instrument: Mindray BS380

de Guadiana Romualdo LG, et al. J Infect. 2020 [12].
Prognose und Mortalitdt bei COVID-19-Patienten

Parameter Wert 95% CI
Grenzwert [mg/L] 3,9
ROC-Bereich 0,801 [0,691; 0,894]
Unbereinigtes OR- 13,30 [1,53; 116]
Verhaltnis

Abkiirzungen: ROC: Empfangerbetriebskurve, OR: Quotenverhaltnis

Diese Studie umfasste 66 konsekutive Patienten, die mit bestatigter
SARS-CoV-2-Infektion ins Krankenhaus aufgenommen werden. 8 der 66
COVID-19 Patienten starben wahrend des Krankenhausaufenthalts und
9 der 66 COVID-19-Patienten bendtigten mechanische Ventilation.

Probentyp: Serum
Instrument: Roche c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm Res. 2022 [13].
Prognose fiir die Notwendigkeit fiir mechanische Beatmung

Parameter Wert 95% Cl
Grenzwert* [mg/L] 2,98
ROC-Bereich 0,723 [0,652; 0,790]
Sensitivitat [%] 73,7 [60,3; 84,5]
Spezifitat [%] 60,4 [54,9; 65,6]
PPV [%] 23,9 [17,8; 30,9]
NPV [%] 93,2 [89,0; 96,1]
Abkirzungen: ROC: Empfangerbetriebskurve
* Optimaler Cut-off-Wert gemdss des Youdenindexes
Ausschlussbedingungen fiir mechanische Beatmung
Parameter Wert 95% Cl
Grenzwert* [mg/L] 2,23
Sensitivitat [%] 86,0 [74,2; 93,7]
NPV [%] 94,7 [89,7; 96,4]

Abkiirzungen: ROC: Empfangerbetriebskurve
* Optimaler Cut-off-Wert fur die Ausschlussbedingungen fir invasive Beatmung

Diese multizentrische Studie beinhaltet 395 Patienten, welche
aufeinanderfolgend in Krankenhduser mit einer bestatigten SARS-CoV-2
Infektion eingeliefert wurden. Von diesen COVID-19 Patienten
bendtigten 57 invasive mechanische Beatmung.

Probentyp: Serum
Instrument: Roche Cobs c702

Obere Referenzgrenze

In einer Studie wurden unter Verwendung eines Protokolls basierend auf
der CLSI Leitlinie C28 [19] auf einem Cobas ¢501 (Roche) die in einer
normalen erwachsenen Population erwarteten Werte fiir Calprotectin
bestimmt. Das Referenzintervall wurde aus einer Population
augenscheinlich gesunder Probanden ermittelt. Es wurden insgesamt
416 Proben von Personen (52 % Manner, 48 % Frauen) im Alter von 16
bis 80 Jahren gemessen. Die verwendeten Proben waren Lithium-
Heparin-Plasma- und Serumproben mit als auch ohne Gel (51 Lithium-
Heparin ohne Gel, 163 Lithium-Heparin Gel, 51 Serum ohne Gel, 151
Serum Gel). Die obere Referenzgrenze wurde parametrisch berechnet,
damit die oberen 97,5 % der Population reprdsentiert werden. Es wird
empfohlen, dass jedes Labor lokale Referenzwerte bestimmt, da die
Werte je nach getesteter Population variieren kdnnen.

Probenart Wert

Li-Hep-Plasma ohne Gel <0,97 mg/L

Li-Hep-Plasma Gel <1,69 mg/L

Serum ohne Gel <1,41 mg/L

Serum Gel <1,75 mg/L
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Schwerwiegenden Vorfille

Bitte benachrichtigen Sie Ihren Hersteller und die zustandige Behorde,
falls irgendwelche schwerwiegenden Vorfalle im Zusammenhang mit
dem Gerét auftreten sollten.

Anderung gegeniiber der vorherigen Version

Neue klinische Leistungsdaten von 2022, Referenz 13.
Nummer der Notifizierten Stellen zu der CE-Kennzeichnung
hinzugefugt.

UKCA-Kennzeichnung hinzugefigt.

Kapitel "Vertragshandler" hinzugefiigt.

CLSI-Referenzen 14-19 und ISO-Referenz 20 hinzugeflgt.
4-6 in Warnungen und VorsichtsmaBnahmen hinzugefigt.
Kleinere redaktionelle Anderungen und Korrekturen im
gesamten Dokument vorgenommen.
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