GCAL®

gen tian

Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit

REF 1201 i REF 1202

Do stosowania przez profesjonalnych laborantéw w diagnostyce in
vitro.

Niniejszy dokument opisuje ogdlne zasady uzytkowania produktu
wymienionego powyzej. W przypadku ustawiern witasciwych dla
instrumentu nalezy sie¢ odnies¢ do uwag dotyczacych stosowania
dostepnych po wystaniu zapytania na adres marketing@gentian.com.

Przewidziane zastosowanie

Gentian Calprotectin Immunoassay to test immunoturbidymetryczny
przeznaczony do iloSciowego oznaczania in vitro kalprotektyny,
neutrofilowego biatka bedgcego markerem stanu zapalnego w prébkach
osocza krwi ludzkiej z heparyng litowa i surowicy krwi ludzkiej. Test
Gentian Calprotectin Immunoassay jest przeznaczony do stosowania w
automatycznych analizatorach klinicznych przez wykwalifikowany
personel laboratoryjny. W przypadku stosowania w potaczeniu z innymi
wynikami laboratoryjnymi i ocenami klinicznymi test Gentian
Calprotectin jest przeznaczony do uzycia w celu utatwienia wykrywania i
oceny stanu zapalnego i reakcji zapalnej na zakazenia.

Streszczenie i objasnienie testu

Kalprotektyna to heterodimeryczne biatko S100A8/A9 o masie
czasteczkowej 24 kDa, sktadajace sie z dwdch biatek wigzacych Ca2+
S100A8 i S100A9 (zwanych takze biatkami zwigzanymi z mieloidem 8i 14
(MRP8 i MRP14)). Kalprotektyna wystepuje gtéwnie w neutrofilach, w
ktérych stanowi okoto 50% zawartosci biatka w cytozolu [1]. Granulocyty
neutrofilowe s3 jednymi z pierwszych komodrek reagujacych na stan
zapalny i zakazenie bakteryjne [3]. Kalprotektyna jest uwalniana z
aktywowanych neutrofiléw, po czym jej gtéwne dziatanie biologiczne
polega na sekwestracji jonow [3] i wigzaniu z receptorem podobnym do
biatka Toll 4 (TLR4) oraz receptorem zaawansowanych produktéw
konicowych glikowania (RAGE), co wyzwala reakcje zapalng [1, 2, 4].
Stezenie kalprotektyny wzrasta we krwi w ciggu kilku godzin nawet 100-
krotnie (w odpowiedzi na bakterie lub endotoksyny [5]) i uwaza sie, ze
jest waznym znacznikiem stanu zapalnego [1, 2, 5-7].

Kalprotektyna wskazuje aktywacje fagocytdw z wieksza wrazliwoscig niz
konwencjonalne parametry zapalne [4]. W efekcie istnieje silna korelacja
ze stanem zapalnym zwigzanym z rdéznymi ostrymi i przewlektymi
schorzeniami, dzieki czemu to biatko jest czutym parametrem
pozwalajagcym na ocene aktywnosci choroby i odpowiedzi na leczenie u
poszczegdlnych pacjentow [4].

Standaryzacja kalibratora

Dla kalprotektyny nie jest dostepny zaden standard miedzynarodowy.
Dlatego monitorowanie osigga sie zgodnie z czescig 5.6 normy ISO 17511
[20], gdzie najwyzszym poziomem metodologicznym jest wybrana przez
producenta procedura pomiaru. Kalibrator odnosi sie do wysoce
oczyszczonego roztworu rekombinowanej kalprotektyny, wartosci
przypisanej na podstawie oznaczenia biatka catkowitego metoda
absorpcji UVasgo i znanego wspdtczynnika ekstynkgji. Kalibrator roboczy z
czystego materiatu rekombinowanego w matrycy kalibratoréw jest
wykorzystywany z ustalonymi przez producenta procedurami
pomiarowymi, aby przypisa¢ wartos¢ do kalibratorow produktu za
pomocga opublikowanego protokotu przeniesienia wartosci [8].

Zasada dziatania testu

Test immunologiczny Gentian Calprotectin  Immunoassay to
immunologiczny test turbidymetryczny opaty na wzmocnionych
czasteczkach (PETIA). Prébki osocza lub surowicy pobranych na heparyne
litowa sg mieszane z immunoczasteczkami przeciwko kalprotektynie.
Kalprotektyna zawarta w prébce i przeciwciata przeciwko kalprotektynie
znajdujace sie w roztworze z immunoczasteczkami wigzg sie, tworzac

agregaty, ktére zwiekszajg zmetnienie roztworu. Stopien zmetnienia jest
proporcjonalny do stezenia kalprotektyny, ktére to stezenie mozna
okresli¢ ilosciowo na podstawie ustalonej standardowej krzywej
kalibracyjnej.

Elementy zestawu testowego

Produkty zataczone
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)

Inne dostepne produkty (niedotaczone)

Gentian GCAL® Calprotectin Calibrator Kit (6 pozioméw x
1mlL)

Gentian GCAL® Calprotectin Control Kit (2 poziomy x
1mL)

REF 1251

REF 1219

Wszystkie produkty sq gotowe do uzytku.

Sktad

Bufor reakcyjny 1 (R1, 54 mL, sktadnik nieaktywny): Bufor testowy
Gentian Calprotectin R1 jest to roztwér buforowy soli fizjologicznej
(kwasem 3-N-morfolinopropanosulfonowym), zawierajacy biatka ptasie,
konserwowany ProClin® 950.

Bufor reakcyjny 2 (R2, 9 mL, sktadnik aktywny): Immunoczasteczki
Gentian Calprotectin R2 zawiera oczyszczong frakcje immunoglobuliny
skierowana przeciw ludzkiej kalprotektynie, kowalencyjnie zwigzang z
nanoczasteczkami polistyrenu. Roztwor jest konserwowany sSrodkiem
ProClin® 950.

Identyfikacja zagrozen

Piktogramy okreslajace rodzaj zagrozenia (CLP):

GHS07

Hasto ostrzegawcze (CLP): Uwaga
Zawiera: 2-metyloizotiazol-3(2H)-on

Zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia (CLP)

H317 - Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

Zwroty wskazujace srodki ostroznosci (CLP)

P280 - Stosowac ochrone oczu, rekawice ochronne, odziez ochronna.
P302+P352 - W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duzg iloscia
wody z mydtem.

P305+P351+P338 - W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

P337+P313 - W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na
oczy: Zasiegnad porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.

P333+P313 - W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub wysypki:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P362+P364 - Zanieczyszczong odziez zdjac i wypraé przed ponownym
uzyciem.

W celu uzyskania karty charakterystyki substancji nalezy sie
skontaktowac z firma Gentian pod adresem marketing@gentian.com.
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Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

1. Wyrdb zawiera substancje pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego
i nalezy go uznac za materiat potencjalnie zakazny. Zachowac
ostroznos¢ przy uzytkowaniu. Ze zuzytym produktem nalezy
postepowac zgodnie z przepisami prawa miejscowego.

2. Odczynniki zawierajagce MOPS/Tween (R1) i EDTA (R2) mogg dziata¢
draznigco na oczy, drogi oddechowe i skore. Postepowac z nalezyty
ostroznoscig i nie potykac.

3. R1zawiera biatka ptasie. Postepowac z nalezytg ostroznoscia, aby
unikna¢ alergicznej reakcji skornej.

4. Ekspozycja moze powodowac podraznienie skory i oczu w
bezposrednim kontakcie.

5. Unikaé kontaktu z niekompatybilnymi materiatami.

6. Chroni¢ przed cieptem i bezposrednim nastonecznieniem.

Dodatkowe instrukcje dotyczace
postepowania

1. Ten test jest przeznaczony tylko do uzytku in vitro i musi byé
obstugiwany przez profesjonalistéw z laboratorium.

2. Nalezy wuzywaé wyltacznie w zastosowaniach z aparaturg
dopuszczong do uzytku po petnej wstepnej weryfikacji.

3. Nie uzywac produktéw po uptywie terminu waznosci.

4. Nie miesza¢ odczynnikéw z réznych serii ani nie wymienia¢ korkow
miedzy odczynnikami, kontrolami, kalibratorami oraz seriami.

5. Szczelnie domykac korki po uzyciu odczynnikéw, kalibratoréw i
kontroli, aby unikng¢ odparowania.

Przechowywanie i stabilnos¢ odczynnikow
Wszystkie produkty bedace elementami testu Gentian Calprotectin
Immunoassay nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8 °C. Termin
waznosci jest nadrukowany na etykietach. Stosujac aparat Architect
c4000 (Abbott), w badaniu oparty na wytycznych EP25 CLSI [14]
wyznaczono stabilnos¢ odczynnikéw Gentian Calprotectin Reagents w
aparacie minimum 4 tygodnie.

Zasady postepowania z prébkami

Wymaganym materiatem prébki jest osocze lub surowica pobrane na
heparyne litowg. Gentian zaleca osocze pobrane na heparyne litowa i
probdéwki bez zelu separujacego. Zalecane jest analizowanie mozliwie jak
najswiezszych probek. Prébki surowicy nalezy pozostawié¢ na 30 minut
przed przetworzeniem. Prébke nalezy odwirowaé w ciggu 2 godzin od
pobrania krwi, a frakcje osocza lub surowicy nalezy przenies¢
natychmiast do innej probdéwki. Nie nalezy wymiennie stosowacd
probéwek z zelem separujacym i bez zelu. Badania stabilnosci prébki
wykazaty, ze kalprotektyna zachowuje stabilno$¢ przez co najmniej 48
godzin po odwirowaniu w temperaturze 2-8 °C. Przed analiza nalezy
doktadnie wymieszaé probki.

Charakterystyka wydajnosciowa

Wyniki odnoszg sie do gtéwnej walidacji Gentian Calprotectin
Immunoassay na aparacie Architect c4000 (Abbott) w jednej placéwce z
aparatem, z trzema partiami odczynnikdw, kontroli i kalibratoréw, chyba
7e zaznaczono inaczej. Charakterystyka wydajnosciowa wtasciwa dla
instrumentu jest podana w uwagach dotyczacych stosowania
wiasciwych dla instrumentu.

Zakres pomiarowy

Zakres pomiarowy Gentian Calprotectin Immunoassay wynosi okoto 0,4-
20,3 mg/L w probkach osocza z heparyng litowga i surowicy, ze strefg
bezpieczeristwa do 95 mg/L. Doktadny zakres pomiarowy zalezy od
kalibratora i aparatu. Informacje wiasciwe dla konkretnej partii
kalibratora oraz uwagi dotyczace stosowania witasciwe dla instrumentu
podane s3 na karcie wartosci analitycznych dostepne na
www.gentian.com.
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Czutos¢ analityczna

Czutos¢ analityczng testu Gentian Calprotectin Immunoassay oceniano w
ramach badania z na wytycznych CLSI EP17 [15]. Prég oznaczalnosci
(LoQ, ang. level of quantification) jest zdefiniowany jako najmniejsze
stezenie analitu, ktére mozna w niezawodny sposéb wykry¢ i w
przypadku ktérego catkowity btgd pomiaru spetnia wymogi dotyczace
doktadnosci. Wyznaczono warto$¢ LoQ 0,31 mg/L dla osocza z heparyng
litowg i 0,30 mg/L dla prébek surowicy. Warto$¢ LoQ wiasciwa dla
instrumentu jest podana w uwagach dotyczacych stosowania dla
konkretnych aparatéow.

Precyzja

Catkowita precyzja testu Gentian Caprotectin Immunoassay zostata
wyznaczona z odchyleniem standardowym CV <4,0% dla prébek >1 mg/L
w badaniu z opartego na wytycznych EPO5 CLSI [16]. Catkowita precyzja
wtasciwa dla instrumentu jest podana w uwagach dotyczacych
stosowania dla konkretnych aparatow.

Specyficznos¢ analityczna i ograniczenia

Dla tego produktu nie wykryto zaktécen pochodzacych od hemoglobiny,
intralipidu lub bilirubiny w badanych stezeniach w badaniu z na
wytycznych EPO7 CLSI [17]. Zaktdcenia wiasciwe dla instrumentu sg
podane w uwagach dotyczacych stosowania dla konkretnych aparatow.
Nie wykryto zaktdcen z lekami przetestowanymi zgodnie z zaleceniami
Sonntag and Scholer [9]. Poniewaz przeciwciata wykorzystane w tescie
Gentian Calprotectin Immunoassay s3 pochodzenia ptasiego, nie ma
zaktécen zwigzanych z czynnikiem reumatoidalnym w prébkach [10].
Reaktywnos¢ krzyzowa z MRP8, MRP14 i S100A12 byta <1% w badaniu z
uzyciem 4 prébek z wykorzystaniem protokotu opartego na wytycznych
EPO7 CLSI.

Poréwnanie metod

Whyniki uzyskane dla testu Gentian Calprotectin Immunoassay na
aparacie Architect c4000 (Abbott) poréwnano z wynikami dla testu IDK®
Calprotectin  ELISA  Test™ (Immundiagnostik) na aparacie
spektrofotometrycznym (Multiskan 60 (Thermo Fisher) w badaniu z
jedna partig odczynnikéw wykorzystujacym oparty na wytycznych EP09
CLSI [18]. Ze wzgledu na brak miedzynarodowych kalibratoréw lub
procedury referencyjnej oceniono tylko wspétczynnik wyznaczenia R2.

Typ prébki n Zakres probek R?
[mg/L] Wspoétczynnik
Osocze Li-Hep 78 0,7-31,9 0,83
Surowica 99 0,6-27,8 0,89

Procedura testu

Uwagi dotyczace stosowania

Zastosowania testu Gentian Calprotectin Immunoassay wyznaczono na
podstawie kilku klinicznych analizatoréw chemicznych. Szczegdétowe,
zwalidowane uwagi dotyczgce stosowania opisujace procedury instalacji
i analizy w przypadku konkretnych aparatéw sa dostepne po wystaniu
zapytania na adres marketing@gentian.com. W celu uzyskania instrukcji
dotyczacych instalacji nowego zastosowania nalezy sie zapoznaé z
instrukcja obstugi aparatu. Konserwacje aparatu, obstuge i czynnosci
zapobiegawcze nalezy wykonywaé zgodnie z instrukcja obstugi
odpowiedniego aparatu.

Przygotowanie odczynnikéw

Wszystkie odczynniki sa gotowe do uzytku. Odczynniki nalezy doktadnie
wymiesza¢ przed umieszczeniem ich w wyznaczonych pozycjach na
odczynniki. Butelki z odczynnikami mogg pasowaé bezposrednio do
aparatu, o ile nie zaznaczono inaczej w uwagach dotyczacych
stosowania.
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Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej

Wiecej informacji podano w instrukcji uzywania zestawu kalibratoréw
Gentian GCAL® Calprotectin Calibrator Kit (REF 1251) na stronie
www.gentian.com.

Kontrole QC

Wiecej informacji podano w instrukcji uzywania zestawu kontroli
Gentian GCAL® Calprotectin Control Kit (REF 1219) na stronie
www.gentian.com.

Pomiary probek pacjentow

Po ustaleniu waznej krzywej kalibracji i gdy wyniki probek kontrolnych s
w prawidtowym zakresie, mozna oznacza¢ probke osocza lub surowicy
pobranych na heparyne litowa. Nalezy sie upewni¢, ze w pojemnikach na
probki / probéwkach dostepna jest minimalna objeto$¢ prébki, i
wykonaé oznaczenia prébek zgodnie z instrukcjami podanymi w
instrukcjach obstugi aparatu.

Wyniki

Wyniki sg obliczane automatycznie przez aparat dla wszystkich
zastosowan ustalonych dla testu Gentian Calprotectin Immunoassay.
Wyniki s3 wyrazone w mg/L.

Wydajnos¢ kliniczna

Wydajnos¢ kliniczng testu Gentian Calprotectin Immunoassay oceniano
w badaniach klinicznych [11-13]. Specyficzne wartosci odcigcia i
charakterystyke wydajnosci klinicznej podsumowano ponize;j.
Specyfikacje kliniczne wraz z wartosciami odciecia i charakterystyka
wydajnosciowq zalezg od typu prébki i obszaru objetego stanem
chorobowym. Dlatego zaleca sie, aby kazde laboratorium okreslito
miejscowe wartosci odciecia, poniewaz wartosci te mogg by¢ réine w
zaleznosci od typu proébki, badanej populacji i punktu decyzji kliniczne;j.

Havelka A, et al. Scientific reports. 2020 [11].
Rozréznienie pomiedzy pacjentami z bakteryjnym zapaleniem ptuc a
wirusowymi zakazeniami uktadu oddechowego

Parametr Wartos¢ 95% CI

Wartos¢ odciecia [mg/L] 2,37

Obszar ROC 0,775 [0,667; 0,861]
Czutosé [%] 60 [44; 75]
Swoistosc¢ [%] 79 [63; 90]
LR+ 2,9 [1,5; 5,6]
LR- 0,5 [0,3;0,8]
PPV [%] 84*

NPV [%] 53*

Skroty: ROC: krzywa ROC (ang. receiver operation curve), LR+: wskaznik
wiarygodnosci dodatniego wyniku testu, LR-: wskaznik wiarygodnosci ujemnego
wyniku testu

* Obliczenia na podstawie wystepowania zakazen bakteryjnych w badanej prébie:
64% (71/((71+40))

Rozréznienie pomiedzy pacjentami z mykoplazmowym zapaleniem
ptuc a wirusowymi zakazeniami uktadu oddechowego

Parametr Wartos¢ 95% CI
Wartos¢ odciecia [mg/L] 2,37
Obszar ROC 0,883 [0,774; 0,952]
Czutosé [%] 91 [71;99]
Swoistosc¢ [%] 77 [67; 93]
LR+ 3,9 [2,2; 7,1]
LR- 0,12 [0,03; 0,4]
PPV [%] 70*
NPV [%] 93*

Skréty: ROC: krzywa ROC (ang. receiver operation curve), LR+: wskaznik
wiarygodnosci dodatniego wyniku testu, LR-: wskaZznik wiarygodnosci ujemnego
wyniku testu

* Obliczenia na podstawie wystepowania zakazers mykoplazmowych w badane;j
probie: 38% (24/((24+40))

Badanie objeto 279 uczestnikéw (144 osoby zdrowe bez objawéw, 71
0s6b z zakazeniami bakteryjnymi, 24 osoby 1z zakazeniami
mykoplazmowymi i 40 z zakazeniami wirusowymi). Kryteria wtaczenia
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dla pacjentéow do badania to goraczka >38°C oraz oznaki i objawy
zakazenia drég oddechowych.

Typ prébki: Osocze z heparyng litowa
Aparat: Mindray BS380

de Guadiana Romualdo LG, et al. J Infect. 2020 [12].
Przewidywanie $miertelnosci u pacjentéw z zakazeniem COVID-19.

Parametr Wartos¢ 95% CI
Wartos¢ odciecia 39
[mg/L]
Obszar ROC 0,801 [0,691, 0,894]
Niekorygowany
wspdtczynnik OR 13,30 (1,53, 116]

Skroty: ROC: krzywa ROC (receiver operation curve), OR: iloraz szans (ang. odds
ratio)

To badanie objeto 66 kolejnych pacjentdw przyjetych do szpitala z
potwierdzonym zakazeniem wirusem SARS-CoV-2. 8 sposréd 66
pacjentéw z COVID-19 zmarto podczas hospitalizacji, a 9 spos$rod 66
pacjentéw z COVID-19 wymagato wentylacji mechanicznej.

Typ prébki: Surowica
Aparat: Roche ¢502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [13].
Prognozowanie koniecznosci zastosowania wentylacji mechanicznej

Parametr Wartos¢ 95% Cl
Wartos¢ odciecia* [mg/L] 2.98
Obszar ROC 0.723 [0.652, 0.790]
Czutos¢ [%] 73.7 [60.3, 84.5]
Swoistos¢ [%] 60.4 [54.9, 65.6]
PPV [%] 23.9 [17.8, 30.9]
NPV [%] 93.2 [89.0, 96.1]

Skroty: ROC: krzywa ROC (ang. receiver operation curve)
* Optymalny punkt odciecia zgodnie z indeksem Youdena

Wykluczenie koniecznosci zastosowania wentylacji mechanicznej

Parametr Wartos¢ 95% ClI
Warto$¢ odciecia* [mg/L] 2.23
Czutosé [%] 86.0 [74.2,93.7]
NPV [%] 94.7 [89.7, 96.4]

Skroty: ROC: krzywa ROC (ang. receiver operation curve)
* Optymalny punkt odciecia, aby wykluczy¢ koniecznos¢ zastosowania inwazyjnej
wentylacji mechanicznej

W tym wieloosrodkowym badaniu wzieto udziat 395 pacjentéow
przyjmowanych kolejno do szpitali z powodu potwierdzonego zakazenia
wirusem SARS-CoV-2. U 57 sposrod tych pacjentéw chorych na COVID-
19 konieczne byto zastosowanie inwazyjnej wentylacji mechanicznej.

Typ prébki: Surowica
Aparat: Roche Cobas c702

Goérna granica zakresu referencyjnego

Oczekiwane wartosci stezenia kalprotektyny okreslono w normalne;j
populacji dorostych w badaniu z wykorzystaniem protokotu opartego na
wytycznych C28 CLSI [19] na aparacie Cobas c501 (Roche). Zakres
referencyjny okreslono na podstawie populacji pozornie zdrowych
uczestnikdw. tgcznie oznaczono 416 préobek od oséb (52% mezczyzn,
48% kobiet) w wieku od 16 do 80 lat. Wykorzystane prébki to probki
osocza z heparyna litowg i prébki surowicy w probéwkach zaréwno

z zelem separujgcym, jak i bez niego (51 prébek z heparyna litowa bez
zelu, 163 prébek z heparyna litowa z zelem, 51 prébek surowicy bez
zelu, 151 prébek surowicy z zelem). Zakres referencyjny zostat
obliczony parametrycznie. Odpowiada on 97,5% ogdtu populacji. Zaleca
sie, aby kazde laboratorium okreslito miejscowy zakres referencyjny,
poniewaz wartosci te mogg by¢ rézne w zaleznosci od badane;j
populacji.
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Typ probki Wartos¢

Osocze Li-Hep, bez zelu <0,97 mg/L
Osocze Li-Hep, z zelem < 1,69 mg/L
Surowica bez zelu < 1,41 mg/L
Surowica z zelem < 1,75 mg/L

Legenda symboli
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Powazne zdarzenia
Jesli w odniesieniu do wyrobu miato miejsce powazne zdarzenie, nalezy
poinformowac o tym producenta lub wtasciwy organ.

Modyfikacja wzgledem poprzedniej wersji

Nowe dane dotyczgce skutecznosci klinicznej z 2022 r, odnosnik 13.
Dodano numer jednostki notyfikowanej i oznakowanie CE

Dodano oznakowanie UKCA

Dodano cze$¢ Przedstawiciele

Dodano odnosniki 14-19 do wytycznych CLSI oraz odnosnik 20 do
normy ISO.

Dodano odnosniki 4-6 w punkcie Ostrzezenia i srodki ostroznosci.
Wprowadzono drobne zmiany i poprawki redakcyjne w dokumencie
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