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Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit

ref. st. 1201 in ref. $t. 1202

Za diagnosticno uporabo in vitro s strani laboratorijskih delavcev.

Ta dokument opisuje splosno uporabo zgoraj navedenega izdelka. Za
specificne nastavitve naprave si oglejte opombe o uporabi, ki jih lahko
na zahtevo pridobite na e-naslovu marketing@gentian.com.

Predvideni namen

Gentian Calprotectin Immunoassay je turbidimetri¢ni imunski test za in
vitro kvantitativno dolocanje kalprotektina, tj. nevtrofilne beljakovine, ki
je vnetni oznacevalec, v vzorcih ¢loveske plazme z litijevim heparinom in
seruma. Imunski test Gentian Calprotectin Immunoassay je namenjen
uporabi z avtomatiziranimi klini¢nimi analizatorji s strani laboratorijskih
delavcev. Imunski test Gentian Calprotectin se uporablja skupaj z drugimi
laboratorijskimi ugotovitvami in klinicnimi ocenami, in sicer kot pomo¢
pri zaznavanju in oceni vnetja in vnetnega odziva na okuzbe.

Povzetek in razlaga testa

Kalprotektin je heterodimerna beljakovina S100A8/A9 z molekulsko
maso 24 kDa, sestavljena iz dveh beljakovin S100A8 in S100A9
(imenovanih tudi beljakovini MRP8 in MRP14), ki veZeta Ca?.
Kalprotektin najdemo pretezno v nevtrofilcih, kjer predstavlja priblizno
50 % vsebnosti beljakovin v citosolu [1]. Nevtrofilni granulociti so celice,
ki se med prvimi odzovejo na vnetje in bakterijsko okuzbo [3].
Kalprotektin se sprosti iz aktiviranih nevtrofilcev, nato pa sta njegova
glavna bioloska ucinka izlocitev ionov [3] ter vezava na toli¢ni receptor 4
(TLR4) in receptor za napredne koncne produkte glikacije (RAGE —
receptor of advanced glycation endproducts), kar sproZi vnetni odziv [1,
2, 4]. Koli¢ina kalprotektina v krvi se v nekaj urah poveca do 100-krat (kot
odziv na bakterije ali endotoksin [5]), kar velja za pomemben kazalnik
vnetja [1, 2, 5-7].

Kalprotektin je veliko obcutljivejsi oznacevalec aktivacije fagocitov od
konvencionalnih vnetnih parametrov [4]. To pomeni, da je mocno
povezan z vnetjem pri razliénih akutnih in kroni¢nih boleznih, zaradi
Cesar ta beljakovina predstavlja obcutljiv parameter za oceno aktivnosti
bolezni in odziva posameznega bolnika na zdravljenje [4].

Standardizacija kalibratorja

Za kalprotektin mednarodni standard ni na voljo. Zato je sledljivost
dolocena v skladu s poglaviem 5.6 standarda ISO 17511 [20], kjer je
proizvajalCev izbrani postopek meritve najvisja raven meroslovja.
Kalibrator je mogoce slediti do izredno Ciste rekombinantne raztopine
kalprotektina, vrednosti, dodeljene z dolocitvijo skupne vsebnosti
beljakovin s spektrofotometrijo z UVaso, in znanim ekstinkcijskim
koeficientom. Delujoci kalibrator istega rekombinantnega materiala v
matrici kalibratorja se v proizvajaléevih uveljavljenih postopkih meritev
uporablja za dodelitev vrednosti kalibratorjem izdelka na podlagi
objavljenih protokolov za prenos vrednosti [8].

Nacelo testiranja

Gentian Calprotectin Immunoassay je z delci izboljSan turbidimetricni
imunski test (PETIA — Particle-Enhanced Turbidimetric Immunoassay).
Vzorec plazme z litijevim heparinom ali seruma se zmesa z imuno delci
kalprotektina. Kalprotektin iz vzorca in protitelesa proti kalprotektinu iz
raztopine imuno delcev se veZejo v agregate, ki povecajo turbidnost
raztopine. Stopnja turbidnosti je sorazmerna s koncentracijo
kalprotektina, ki jo je mogoce kvantificirati z uveljavljeno standardno
umeritveno krivuljo.

Deli kompleta za testiranje

PriloZeni izdelki

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)

Drugi razpoloZljivi izdelki (niso priloZeni)

Gentian GCAL® Calprotectin Calibrator Kit (6 levels x

o) REF 1251
N ® H i
zil;tlan GCAL® Calprotectin Control Kit (2 levels x 1 REF 1219

Vsi izdelki so pripravljeni za uporabo.

Sestava

Reakcijski pufer 1 (R1, 54 ml neaktivne sestavine): Gentian Calprotectin
Assay Buffer. R1 je fizioloSka raztopina s pufrom MOPS [3-(N-morfolino)-
propansulfonska kislina], ki vsebuje beljakovine perutnine in konzervans
ProClin® 950.

Reakcijski pufer 2 (R2, 9 ml aktivne sestavine): Gentian Calprotectin
Immunoparticles. R2 vsebuje precis¢eno frakcijo imunoglobulina, ki
deluje proti cloveskemu kalprotektinu in je kovalentno vezana na
nanodelce polistirena. Raztopina vsebuje konzervans ProClin® 950.

Dolocitev nevarnosti

Piktogrami za nevarnost (CLP): GHS07

Opozorilna beseda (CLP): Opozorilo
Vsebuje: 2-metilizotiazol-3(2H)-on

Stavek o nevarnosti (CLP):

H317 — Lahko povzroci alergijski odziv koze.

Previdnostni stavki (CLP):

P280 — Nositi zaS¢ito za oci, zasCitne rokavice, zascitno obleko.
P302+P352 — PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko mila in vode.
P305+P351+P338 — PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj
minut. Odstranite kontaktne lece, ¢e jih imate in Ce to lahko storite brez
tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

P337+P313 — Ce draienje o&i ne preneha: Poiscite zdravnisko
pomoé/oskrbo. P333+P313 — Ce nastopi drazenje koze ali se pojavi
izpudcaj: Poiscite zdravnisko pomoé/oskrbo.

P362+P364 — Sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred ponovno
uporabo.

Za pridobitev varnostnega lista stopite v stik z druzbo Gentian na e-
naslovu marketing@gentian.com.

Opozorila in varnostni ukrepi

1. Vsebuje snovi ¢loveskega in Zivalskega izvora, zato velja za
potencialno kuzni material. Rokujte previdno in zavrzite skladno z
lokalnimi predpisi.

2.  Reagenti, ki vsebujejo MOPS/Tween (R1) in EDTA (R2), lahko
draZijo o€i, dihala in koZo. Rokujte previdno in ne zauzijte.
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3. R1vsebuje beljakovine perutnine. Rokujte previdno, da preprecite
alergijski odziv koze.

4.  Izpostavljenost lahko povzrodi drazenje koZze in odi.

1zogibajte se stiku z nezdruzZljivimi materiali.

6.  Preprecite izpostavljenost toploti in neposredni soncni svetlobi.

v

Dodatne informacije o rokovanju

1. Tatest je namenjen izklju¢no uporabi in vitro in z njim lahko rokujejo
samo laboratorijski delavci.

2. Uporabljajte ga samo s potrjenimi in odobrenimi napravami.

Izdelka ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti.

4. Ne mesajte reagentov razli¢nih serij in ne menjavajte pokrovckov
reagentov, kontrol, kalibratorjev in serij.

5. Po uporabi reagentov, kalibratorjev in kontrol tesno privijte
pokrovcke, da prepredite izhlapevanje.

w

Skladis¢enje in stabilnost reagenta

Vse izdelke za imunski test Gentian Calprotectin Immunoassay hranite
pri temperaturi 2-8 °C. Datum izteka roka uporabnosti je natisnjen na
nalepkah. Ob uporabi naprave Architect c4000 (Abbott) je bila v Studiji
naprav na podlagi smernic CLSI EP25 [14] stabilnost kompleta reagenta
Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit med uporabo vsaj 4 tedne.

Zbiranje vzorcev in rokovanje

Potreben vzor¢ni material je plazma z litijevim heparinom ali serum .
Druzba Gentian priporo¢a uporabo plazme z litijevim heparinom in
epruvet brez gela. Priporocena je analiza ¢im bolj sveZih vzorcev. Pred
obdelavo vzorcev seruma je treba pocakati 30 minut. Vzorec je treba
centrifugirati v 2 urah od odvzema krvi in frakcijo plazme ali seruma
nemudoma prenesti v drugo epruveto. V postopku hkrati ne uporabljajte
epruvet z gelom in brez njega. Preskusanje stabilnosti vzorca je pokazalo,
da je bil kalprotektin pri temperaturi 2-8 °C stabilen vsaj 48 ur po
centrifugiranju. Pred analizo je treba vzorce dobro premesati.

Znacilnosti ucinkovitosti

Ce ni navedeno drugade, se rezultati nanasajo na glavno potrditev
imunskega testa Gentian Calprotectin Immunoassay z napravo Architect
c4000 (Abbott) na enem mestu uporabe naprave s tremi serijami
reagentov, kontrol in kalibratorjev. Za znacilnosti ucinkovitosti za
specificno napravo si oglejte opombe o uporabi specificne naprave.

Meritveno obmocje

Meritveno obmocje imunskega testa Gentian Calprotectin Immunoassay
je priblizno 0,4-20,3 mg/I tako v vzorcih z litijevim heparinom kot vzorcih
seruma, varnostno obmocje pa do 95 mg/l. Natanéno meritveno
obmocje je odvisno od kalibratorja in naprave; za vrednosti kalibratorja,
specifi¢ne za serijo, si oglejte list z analiticnimi vrednostmi (na voljo na
naslovu www.gentian.com) ter opombe o uporabi specifi¢ne naprave.

Analiticna obcutljivost

Analiza analiti¢ne obcutljivosti imunskega testa Gentian Calprotectin
Immunoassay je bila preskusena v Studiji na podlagi smernic CLSI EP17
[15]. Meja dolodljivosti (LoQ — Limit of Quantification) je opredeljena kot
najnizja koncentracija analita, ki jo je mogoce zanesljivo zaznati in pri
kateri skupna napaka ustreza zahtevam glede natancnosti. Izmerjena
vrednost LoQ je bila 0,31 mg/| v vzorcih plazme z litijevim heparinom in
0,30 mg/I v vzorcih seruma. Za vrednost LoQ, specifi¢no za napravo, si
oglejte opombe o uporabi specificne naprave.

Natanénost

Skupna natanc¢nost imunskega testa Gentian Calprotectin Immunoassay
je bila v Studiji na podlagi smernic CLSI EPO5 [16] izmerjena s
koeficientom variacije (CV) < 4,0 % za vzorce > 1 mg/l. Za skupno
natancnost, specificno za napravo, si oglejte opombe o uporabi
specifi¢ne naprave.

Analiti¢na specificnost in omejitve
Za ta izdelek v Studiji na podlagi smernic CLSI EPO7 [17] pri preskusenih
koncentracijah niso zaznali motenj v povezavi s hemoglobinom,
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intralipidom ali bilirubinom. Za motnje, specifi¢ne za napravo, si oglejte
opombe o uporabi specificne naprave. Motnje s preskusenimi zdravili na
podlagi priporocil avtorjev Sonntag and Scholer [9] niso bile zaznane. Ker
so protitelesa imunskega testa Gentian Calprotectin Immunoassay
perutninskega izvora, v vzorcih ne prihaja do motenj zaradi
revmatoidnega faktorja [10]. Navzkrizna reaktivnost z MRP8, MRP14 in
S100A12 je bila v Studiji na podlagi smernic CLSI EPO7 enaka < 1 %.

Primerjava metod

Rezultate, pridobljene z imunskim testom Gentian Calprotectin
Immunoassay na napravi Architect c4000 (Abbott), so v Studiji z 1 serijo
reagentov na podlagi smernic CLSI EP09 [18] primerjali z rezultati testa
IDK® Calprotectin ELISA Test™ (Immundiagnostik) na spektrofotometru
Multiskan 60 (Thermo Fisher). Zaradi odsotnosti mednarodnih
kalibratorjev ali referen¢nih postopkov je bil ocenjen zgolj
determinacijski koeficient R2.

Razpon vzorcev Koeficient R?
Vrsta vzorca n
[mg/1]
Plazmaz
litijevim 78 0,7-31,9 0,83
heparinom
Serum 99 0,6-27,8 0,89

Testni postopek

Opombe o uporabi

Uporabe imunskega testa Gentian Calprotectin Immunoassay so bile
potrjene z vec kliniénimi kemic¢nimi analizatorji. Podrobne in potrjene
opombe o uporabi, ki opisujejo postopke za namestitev in analizo s
specificnimi napravami, so na zahtevo na voljo na e-naslovu
marketing@gentian.com. Za navodila o namestitvi na novi napravi si
oglejte priroCnik naprave. Upostevati morate navodila o vzdrZevanju,
uporabi in varnostnih ukrepih, ki so navedena v priro¢niku specifi¢cne
naprave.

Priprava reagentov

Reagenti so pripravljeni za uporabo. Preden jih postavite na mesta,
namenjena reagentom, jih nezno premesajte. Ce v opombah o uporabi
ni navedeno drugace, lahko steklenicke z reagenti postavite neposredno
Vv napravo.

Dolocitev umeritvene krivulje

Oglejte si navodila za uporabo kompleta kalibratorja Gentian GCAL®
Calprotectin Calibrator Kit (REF 1251), ki so na voljo na naslovu
www.gentian.com.

Nadzor kakovosti

Oglejte si navodila za uporabo kontrolnega kompleta Gentian GCAL®
Calprotectin Control Kit (REF 1219), ki so na voljo na naslovu
www.gentian.com.

Merjenje vzorcev bolnikov

Po dolocitvi veljavne umeritvene krivulje in ko so kontrolne vrednosti v
veljavnem razponu, je mogoce analizirati vzorec plazme z litijevim
heparinom ali vzorec seruma. Zagotovite, da je v posodicah/epruvetah
za vzorce minimalni volumen vzorca, in vzorce testirajte skladno z
navodili v priro¢niku naprave.

Rezultati

Rezultate za vse uporabe, doloCene za imunski test Gentian Calprotectin
Immunoassay, samodejno izraCuna naprava. Rezultati so navedeni v
mg/I.
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Klinicna ucinkovitost

Klinicna  ucinkovitost imunskega testa Gentian Calprotectin
Immunoassay je bila ocenjena v klini¢nih Studijah [11-13]. Spodaj so
povzete specificne mejne vrednosti in znacilnosti kliniéne ucinkovitosti.
Klini¢ne specifikacije, vkljutno z mejnimi vrednostmi in znacilnostmi
ucinkovitosti, so odvisne od vrste vzorca in podrocja bolezni. Zato se
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Naprava: Roche Cobas c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [13].
Napoved potrebe po mehanski ventilaciji

) . " o ; S Parameter Vrednost 95-odstotni 1Z
priporoca, da vsak laboratorij dolo¢i lokalne mejne vrednosti, saj se lahko - m
vrednosti razlikujejo glede na vrsto vzorca, testirano populacijo in tocko Mejnla vrednost 2,98
klini¢ne odlocitve. [mg/V]
Povrsina pod ROC 0,723 [0,652; 0,790]
o Obdutljivost [%] 73,7 [60,3; 84,5]
HaV(‘eIka A, fet al. Saentlflc' reports%OZO [1‘1]; o N 5 ) Specificnost (%] 60,4 [54,9; 65,6]
Razlikovanje med bolniki z bakterijsko pljucnico in virusnimi okuzbami PPV [%] 239 [17,8; 30,9]
dihal _ NPV [%] 93,2 [89,0; 96,1]
Parameter Vrednost 95-odstotni 1Z Okraitave: - - —
- rajSave: ROC: krivulja delovanja sprejemnika.
Mejna vrednost 237 *Optimalna mejna vrednost glede na Youdenov indeks.
[mg/1] ’
Povrsina pod ROC 0,775 [0,667; 0,861] Izkljuitev potrebe po mehanski ventilaciji
Obcutljivost [%] 60 [44; 75] Parameter Vrednost 95-odstotni I1Z
Specifiénost [%] 79 [63;90] Mejna vrednost*
LR+ 2,9 [1,5;5,6] [mg/1] 223
LR— 0,5 [0,3;0,8] Obdcutljivost [%] 86,0 [74,2; 93,7]
PPV [%] 84* NPV [%] 94,7 [89,7; 96,4]
NPV [%] 53* Okrajsave: ROC: krivulja delovanja sprejemnika.

Okrajsave: ROC: krivulja delovanja sprejemnika, LR+: pozitivno verjetnostno
razmerje, LR—: negativno verjetnostno razmerje.

*|zraCunano na podlagi razsirjenosti bakterijskih okuzb v Studijskem vzorcu: 64 %
(71/((71 + 40))

Razlikovanje med bolniki z mikoplazemsko pljucnico in virusnimi
okuzbami dihal

Parameter Vrednost 95-odstotni 1Z
Mejna vrednost 237
[mg/1]
Povrsina pod ROC 0,883 [0,774; 0,952]
Obcutljivost [%] 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*

OkrajSave: ROC: krivulja delovanja sprejemnika, LR+: pozitivno verjetnostno
razmerje, LR—: negativno verjetnostno razmerje.

*|zraCunano na podlagi razsirjenosti mikoplazemskih okuzb v $tudijskem vzorcu:
38 % (24/((24 + 40))

V Studiji je sodelovalo 279 preiskovancev (144 asimptomatskih zdravih
kontrolnih preiskovancev, 71 preiskovancev z bakterijskimi okuzbami, 24
preiskovancev z mikoplazemskimi okuzbami in 40 preiskovancev z
virusnimi okuzbami). Merila za vklju¢itev bolnikov v Studijo so bila
vrocina > 38 °C in znaki ter simptomi okuzbe dihal.

Vrsta vzorca: plazma z litijevim heparinom
Naprava: Mindray BS380

de Guadiana Romualdo LG, et al. J Infect. 2020 [12].
Napoved smrtnosti bolnikov s COVID-19

Parameter Vrednost 95-odstotni 12
Mejna vrednost [mg/I] 3,9
Povrsina pod ROC 0,801 [0,691; 0,894]

Neprilagojeno
razmerje OR
Okrajsave: ROC: krivulja delovanja sprejemnika, OR: razmerje verjetnosti.

13,30 [1,53; 116]

V tej Studiji je sodelovalo 66 bolnikov s potrjeno okuzbo z virusom SARS-
CoV-2, ki so bili zaporedno sprejeti v bolnisnico. 8 od 66 bolnikov s
COVID-19 je umrlo med hospitalizacijo in 9 od 66 bolnikov s COVID-19 je
potrebovalo mehansko ventilacijo.

Vrsta vzorca: serum

* Optimalna mejna vrednost za izkljucitev potrebe po mehanski ventilaciji

V tej multicentricni Studiji je sodelovalo 395 bolnikov s potrjeno okuzbo
z virusom SARS-CoV-2, ki so bili zaporedno sprejeti v bolnisnice. 57 od
teh bolnikov s COVID-19 je potrebovalo mehansko ventilacijo.

Vrsta vzorca: serum
Naprava: Roche Cobas c702

Zgornja referencna mejna vrednost

Pri¢akovane vrednosti kalprotektina v normalni odrasli populaciji so bile
dolocene v Studiji z uporabo protokola, ki je temeljil na smernicah CLSI
C28[19], in sicer z napravo Cobas c501 (Roche). Referencni interval je bil
osnovan na populaciji domnevno zdravih preiskovancev. Skupaj je bilo
analiziranih 416 vzorcev posameznikov (52 % moskih, 48 % Zensk), starih
od 16 do 80 let. Uporabljeni so bili vzorci plazme z litijevim heparinom in
seruma tako v epruvetah z gelom kot brez njega (51 vzorcev z litijevim
heparinom v epruvetah brez gela, 163 vzorcev z litijevim heparinom v
epruvetah z gelom, 51 vzorcev seruma v epruvetah brez gela, 151
vzorcev seruma v epruvetah z gelom). Zgornja referencna mejna
vrednost je bila izraCunana parametri¢no, in sicer tako, da predstavlja
zgornjih 97,5 % populacije. Priporoca se, da vsak laboratorij doloci
lokalno referenc¢no mejno vrednost, saj se lahko vrednosti razlikujejo
glede na testirano populacijo.

Vrsta vzorca Vrednost
Plazma z litijevim heparinom, brez < 0,97 mg/|
gela

Plazma z litijevim heparinom, z < 1,69 mg/l
gelom

Serum, brez gela < 1,41 mg/|
Serum, z gelom < 1,75 mg/l
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Requirements for establishing metrological traceability of values
assigned to calibrators, trueness control materials and human
samples. (ISO 17511:2020).

Resni zapleti
V primeru resnih zapletov v povezavi s pripomockom obvestite
proizvajalca in pristojni organ.

Spremembe glede na predhodno razlicico

Novi podatki o klini¢ni ucinkovitosti iz leta 2022, vir 13.
Dodana Stevilka priglaSenega organa k oznaki CE.

Dodana oznaka UKCA.

Dodano poglavje »Zastopniki«.

Dodani viri CLSI 14-19 in vir I1SO 20.

Dodane tocke 4-6 v poglavju Opozorila in varnostni ukrepi.
Manjse redakcijske spremembe in popravki v celotnem
dokumentu.
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1.3.2023
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