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GCAL® NEPH Calprotectin en Siemens Healthineers Sistemas
BN™|I, Atellica® NEPH 630 y BN ProSpec®

SMN 10873737

Para uso en diagnéstico in vitro por profesionales de laboratorio.

En el presente documento se describe el uso general del producto
arriba mencionado. Para conocer los ajustes especificos de los
instrumentos, consulte las notas de aplicacién solicitandolas a través

de marketing@gentian.com.

Uso previsto

El GCAL® NEPH Immunoassay es un ensayo inmunonefelométrico
destinado a la determinacién cuantitativa in vitro de la calprotectina,
una proteina neutroéfila que es un marcador de la inflamacién, en
muestras humanas de plasma con heparina de litio y de suero. El GCAL®
NEPH Immunoassay estd destinado a utilizarse en analizadores clinicos
automatizados por parte de usuarios profesionales de laboratorio.
Utilizado junto con otros datos de laboratorio y evaluaciones clinicas,
GCAL® NEPH estd disefiado para ayudar en la deteccién y en la
evaluacion de la inflamacién y de la respuesta inflamatoria a las
infecciones.

Resumen y explicacién de la prueba

La calprotectina es una proteina heterodimérica S100A8/A9 con una
masa molecular de 24 kDa, formada por las dos proteinas de unién al
Ca?* S100A8 y S100A9 (también llamadas proteinas 8 y 14 relacionadas
con mieloides [MRP8 y MRP14]). La calprotectina se encuentra
principalmente en los neutrdfilos, donde representa aproximadamente
el 50% del contenido proteico del citosol [1, 2]. Los granulocitos
neutrofilos son una de las primeras respuestas a la inflamacion y a la
infeccidn bacteriana [3]. La calprotectina se libera desde los neutrdfilos
activados; tras dicha liberacion, sus principales efectos bioldgicos son el
secuestro de iones [3] y la unién al receptor tipo Toll 4 (TLR4) y al
receptor de productos finales de la glucacidon avanzada (RAGE), lo que
desencadena una respuesta inflamatoria [1, 2, 4]. En cuestion de horas,
la concentracion de calprotectina en la sangre aumenta hasta 100 veces
(en respuesta a bacterias o endotoxinas [5]) y se considera un
importante marcador de la inflamacion [1, 2, 5-7].

La calprotectina indica la activacién de los fagocitos de forma mas
sensible que los parametros convencionales de la inflamacién [4]. Por
consiguiente, existe una fuerte correlacion con la inflamacion de varios
trastornos agudos y cronicos, lo que hace de esta proteina un
parametro sensible para la valoracién de la actividad de la enfermedad
y de la respuesta al tratamiento en pacientes individuales [4].

Normalizacidn del calibrador

No existe ninguna norma internacional para la calprotectina. Por lo
tanto, la trazabilidad se establece en virtud de la seccién 5.6 de la
norma 1SO 17511 [16], segun la cual el nivel de entrada metrolégico
mas alto es el procedimiento de medicion seleccionado por el
fabricante. El calibrador se puede rastrear hasta una solucion de
calprotectina recombinante de pureza alta, valor asignado por la
determinacion de las proteinas totales por UV y el coeficiente de
extincion conocido. Se utiliza un calibrador de trabajo del material
recombinante puro en la matriz del calibrador con los procedimientos
de medicién de la duracién del fabricante para asignar un valor a los
calibradores del producto a través de un protocolo de transferencia de
valores publicado [8].

Principio del ensayo
El GCAL® NEPH Immunoassay es un inmunoensayo nefelométrico
mejorado por particulas (PENIA). La muestra de plasma con heparina de
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litio o de suero se mezcla con las inmunoparticulas GCAL® NEPH. La
calprotectina de la muestra y los anticuerpos contra la calprotectina de
la soluciéon de inmunoparticulas se unen para formar agregados que
aumentan la turbidez de la solucién. El grado de turbidez es
proporcional a la concentracion de calprotectina, que puede
cuantificarse con una curva de calibracién estandar establecida.

Componentes del kit de ensayo

Productos incluidos en el kit

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

Productos necesarios, pero no incluidos

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

GCAL® NEPH Controls (2 niveles, cada uno 3 x SMN 10873736

1,1 mlL) (REF 1719)
Diluyente N (Siemens Healthineers) REF OUMT65
Tapones antievaporacion para el BN Il (opcional) REF OVLE21

(Siemens Healthineers)

Sistema BN™ |, Sistema Atellica NEPH® 630 o Sistema BN ProSpec®
(Siemens Healthineers)

Todos los productos GCAL® NEPH estdn listos para su uso.

Composicion

Tampodn de reaccién 1 (R1, 2,0 mL de ingrediente inactivo): GCAL®
NEPH Supplement. R1 es una solucién salina tamponada con MOPS [3-
(N-morfolino)-acido sulfénico de propano], que contiene proteinas
aviares y se conserva con ProClin® 950.

Tampodn de reaccion 2 (R2, 1,9 mL de ingrediente activo): GCAL® NEPH
Reagent. R2 contiene una fraccién de inmunoglobulina purificada
dirigida contra la calprotectina humana que estéd unida mediante enlace
covalente a nanoparticulas de latex. La solucién se conserva con
ProClin® 950.

Identificacion de los peligros

Pictogramas de peligro (CLP): GHS07

Palabra de advertencia (CLP): Atencidn
Contiene: 2-Metilisotiazol-3(2H)-ona

Indicaciones de peligro (CLP):

H317 - Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

Consejos de prudencia (CLP):

P280 - Llevar gafas de proteccidn, guantes de proteccion, prendas de
proteccion.

P302+P352 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y
jabdn abundantes.

P305+P351+P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
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P337+P313 - Si persiste la irritaciéon ocular: Consultar a un médico.
P333+P313 - En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar a un
médico.

P362+P364 - Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver
a usarlas.

Para obtener la ficha de datos de seguridad (SDS), pdngase en contacto
con su distribuidor local o con Gentian en marketing@gentian.com.

Advertencias y precauciones

1.  Contiene sustancias de origen humano o animal y ha de
considerarse material potencialmente infeccioso. Manipular con
precaucion y desechar segun la normativa local.

2.  Los reactivos que contienen MOPS/Tween (R1) y EDTA (R2)
pueden causar irritacion en los ojos, en las vias respiratorias y en
la piel. Manipular con la debida precaucién y no ingerir.

3. Rl contiene proteinas aviares. Manipular con la debida
precaucion para evitar una reaccion alérgica en la piel.

4.  Laexposicion puede causar irritacion en la piel y los ojos.

Evitar el contacto con materiales incompatibles.

6.  Evitar la exposicion al calor y a la luz directa del sol.

v

Instrucciones adicionales de manipulacion

1. Esta prueba es solo para uso in vitro y debe ser manipulada por
profesionales de laboratorio.

2. Utilice solo aplicaciones de instrumentos validadas y aprobadas.

No utilice los productos después de su fecha de caducidad.

4. No mezcle reactivos de lotes diferentes ni intercambie tapas de
reactivos, controles, calibradores ni lotes.

5. Vuelva a colocar los tapones con cuidado una vez utilizados los
reactivos, calibradores y controles para evitar que se evaporen.

w

Almacenamiento y estabilidad del reactivo
Todos los productos suministrados para el GCAL® NEPH Immunoassay
deben almacenarse a 2-8°C. La fecha de caducidad se encuentra
impresa en las etiquetas. Se comprobd que la estabilidad en uso de los
reactivos del GCAL® NEPH fue de al menos 7 dias utilizando un
instrumento BN™ Il y 5 semanas con un BN ProSpec® realizado como
un estudio a bordo basado en la directriz EP25 del CLSI [17].

Recogida y manipulacion de muestras

El material de muestra requerido es plasma con heparina de litio o
suero. Gentian recomienda el plasma con heparina de litio y los tubos
sin gel. Se recomienda analizar las muestras lo antes posible. En el caso
de las muestras de suero, es preciso esperar 30 minutos para
procesarlas. Centrifugue la muestra durante las 2 horas siguientes a la
extraccion de sangre y transfiera la fraccion de plasma o suero
inmediatamente a otro tubo. No utilice indistintamente tubos con y sin
gel. En las pruebas de estabilidad de las muestras se observé que la
calprotectina era estable durante al menos 48 horas tras la
centrifugacion a 2-8 °C. Mezcle bien las muestras antes de analizarlas.

Caracteristicas de rendimiento

Los resultados hacen referencia a la validacién del GCAL® NEPH
Immunoassay con un BN™ || instrument de un sitio de instrumentos
con 3 lotes de reactivos, a menos que se indique lo contrario.

Rango de medicion

El rango de medicion del GCAL® NEPH Immunoassay fue de 0,4-
10,6 mg/L en muestras de plasma con heparina de litio y suero. El rango
de medicion exacto es especifico del calibrador; consulte la hoja de
valores analiticos para conocer los valores especificos del lote del
calibrador (disponible en www.gentian.com) y las notas de aplicacion
especificas del instrumento.
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Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del GCAL® NEPH Immunoassay se comprobd en
un estudio que incluyd cuatro muestras por concentracion analizadas
basado en la directriz EP17 del CLSI [18]. El limite de cuantificacion (LC)
se define por la concentracién mas baja de un analito que puede
detectarse de manera fidedigna y en la que el error total cumple los
requisitos de exactitud. El LC del GCAL® NEPH Immunoassay fue de
0,42 mg/L en muestras de plasma con heparina de litio y suero.

Precision

La precision del GCAL® NEPH Immunoassay se comprobd en un estudio
de precision de 20 dias de duracion basado en la directriz EPO5 del CLSI
[21]. Se midieron 40 veces con 2 réplicas (n = 80) 3 grupos de suero y
2de plasma con heparina de litio y 2 muestras de control. La
imprecisién total de 3 lotes fue inferior al 6,4 % para todas las muestras
y controles con una concentracion de calprotectina 21,0 mg/L, e
inferior al 10,4 % para todas las muestras y controles con una
concentracion de calprotectina <1,0 mg/L. Consulte en la tabla los
resultados detallados de un lote representativo.

Dentro de Entre
Idecril;i:ica Media ;\llleba Iabco.\r,ato prﬁZba CV dia
muestra [mg/L] [%] no [%] %1
[%]
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

Especificidad y limitaciones analiticas

El estudio de interferencias fue disefiado de acuerdo con EPO7 del CLSI
[23]. Puesto que los anticuerpos del GCAL® NEPH Immunoassay son de
origen aviar, no hay interferencias debidas al factor reumatoide en las
muestras [15]. Los posibles factores de interferencia enumerados en la
tabla siguiente se han afiadido a una muestra de plasma humano con
heparina de litio y a una muestra de suero humano, utilizando un lote.
No se observéd ninguna diferencia clinicamente relevante en las
concentraciones de interferencia analizadas.

Concentracion
sin interferencia

Posibles factores de
interferencia

Hemoglobina 8g/L
Intralipido 10 g/L
Bilirrubina 0,6 mg/L

Linealidad

El rango de linealidad del GCAL® NEPH Immunoassay fue de 0,33-
21,4 mg/L en las muestras de plasma con heparina de litio y de 0,37-
20,6 mg/L en las de suero segun un estudio de linealidad con
11 muestras. El estudio basado en la directriz EPO6 del CLSI [19].

Zona de seguridad

No se observé ningln efecto de exceso de antigenos en las muestras
inferiores a 104 mg/L para el GCAL® NEPH Immunoassay en un estudio
basado en la directriz EP34 del CLSI [20]. Las muestras con una
concentracion de calprotectina por encima del calibrador mas alto y
hasta 104 mg/L arrojan un valor por encima del calibrador més alto y se
marcan para volver a analizarlas con dilucién automatica.
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Variacién de los instrumentos

Los resultados obtenidos con el GCAL® NEPH Immunoassay en el
instrumento BN™ Il en dos sitios diferentes se compararon utilizando el
método de regresion de Passing-Bablok en un estudio basado en la
directriz EP09 del CLSI [22]. Consulte en la tabla los resultados de un
lote representativo.

R
ango de . Co- IC del
n muestras Periodo o
eficiente 95 %
[mg/L]
Interseccién -0,03 [-0,08, 0,03]
119  0,57-20,65 Pendiente 1,00 [0,97, 1,03]
R2 0,97

Recuperacion

La recuperacion se analiz6 afiadiendo una muestra con bajo contenido
de analitos a una muestra con un alto contenido de analitos segun
Westgard [14]. El GCAL® NEPH Immunoassay presenta una
recuperacion del 104-118 %.

Comparacion de métodos

Los resultados obtenidos con el GCAL® NEPH Immunoassay en el
instrumento BN™ |l se compararon con los resultados de Gentian
Calprotectin Immunoassay (GCAL®) en el instrumento Cobas c501
(Roche) en un estudio basado en la directriz EP09 del CLSI [22]. Los
resultados de 3 lotes diferentes y 127 muestras, cuyo rango fue de 0,6-
21 mg/L tanto con heparina de litio como de muestras de suero,
mostraron una alta equivalencia con un R? de 0,989-0,992 y una
recuperacion del 95-101 %.

Procedimiento del ensayo

Preparacion del reactivo

Los reactivos estdn listos para su uso. Mezcle suavemente los reactivos
antes de colocarlos en las posiciones de reactivo correspondientes. Los
frascos de reactivos encajan directamente en la gradilla del
instrumento.

Determinacion de la curva de calibracion
Consulte las instrucciones de uso del Gentian GCAL® NEPH Calibrator
(REF SMN10873735) disponible en www.gentian.com.

Controles del control de calidad
Consulte las instrucciones de uso del Gentian GCAL® NEPH Controls
(REF SMN10873736) disponible en www.gentian.com.

Medicidon de muestras de pacientes

Cuando se ha determinado una curva de calibracion valida y los valores
de control estan dentro del rango valido, se puede medir la muestra de
plasma con heparina de litio o de suero. Asegurese de que los vasos o
tubos de muestra contienen el volumen minimo de muestra y analice
las muestras de acuerdo con las instrucciones del manual del
instrumento.

Resultados

El instrumento calcula automaticamente los resultados para todas las
aplicaciones establecidas para el GCAL® NEPH Immunoassay. Los
resultados se presentan en mg/L.

Rendimiento clinico

El GCAL® NEPH Immunoassay se ha desarrollado con los mismos
anticuerpos que el Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay, por lo
que se dirige al mismo analito. GCAL® NEPH se ha desarrollado para
que se corresponda con los niveles notificados del Gentian Calprotectin
(GCAL®) Immunoassay, lo cual permite comparar directamente los
resultados. Se ha realizado una comparacidon minuciosa de GCAL® NEPH
y de Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay, la cual ha demostrado
su equivalencia. Por lo tanto, el rendimiento clinico de GCAL® NEPH
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estd directamente relacionado con los resultados obtenidos con el
Gentian Calprotectin Immunoassay.

El rendimiento clinico del Gentian Calprotectin (GCAL®) Immunoassay
se ha evaluado a través de estudios clinicos [11-12, 25]. A continuacion,
se resumen los puntos de corte especificos y las caracteristicas de
rendimiento clinico. Las especificaciones clinicas, incluidas las
caracteristicas de corte y rendimiento, dependen del tipo de muestra y
del drea de la enfermedad. Por lo tanto, se recomienda que cada
laboratorio determine los valores de corte locales, ya que los valores
pueden variar segun el tipo de muestra, la poblacién analizada y el
punto de decision clinica.

Havelka A, et al. Scientific reports. 2020 [11].
Discriminacion entre pacientes con neumonia bacteriana e infecciones
respiratorias viricas

Parametro Valor IC del 95 %

Corte [mg/I] 2,37

Area ROC 0,775 [0,667; 0,861]
Sensibilidad [%] 60 [44, 75]
Especificidad [%] 79 [63, 90]
LR+ 2,9 [1,5;5,6]
LR- 0,5 [0,3,08]
PPV [%] 84*

NPV [%] 53*

Abreviaturas: ROC: curva operativa del receptor, LR+: cociente de verosimilitudes
positivo, LR-: cociente de verosimilitudes negativo

*Calculado a partir de la prevalencia de infecciones bacterianas de la muestra del
estudio: 64 % (71/(71+40))

Discriminacion entre pacientes con neumonia por micoplasma e
infecciones respiratorias viricas

Parametro Valor IC del 95 %
Corte [mg/I] 2,37
Area ROC 0,883 [0,774; 0,952]
Sensibilidad [%] 91 [71,99]
Especificidad [%] 77 [67, 93]
LR+ 3,9 [2,2;7,1]
LR- 0,12 [0,03; 0,4]
PPV [%] 70*
NPV [%] 93*

Abreviaturas: ROC: curva operativa del receptor, LR+: cociente de verosimilitudes
positivo, LR-: cociente de verosimilitudes negativo

*Calculado a partir de la prevalencia de infecciones por micoplasma de la muestra
del estudio: 38 % (24/(24+40))

El estudio incluyd a 279 sujetos (144 controles sanos asintomaticos, 71
con infecciones bacterianas, 24 con infecciones por micoplasma y 40
con infecciones viricas). Los criterios de inclusion de los participantes en
el estudio fueron fiebre de >38 °C y signos y sintomas de infeccion
respiratoria.

Tipo de muestra: plasma con heparina de litio
Instrumento: Mindray BS380

de Guadiana Romualdo LG, et al. J Infect. 2020 [12].
Prediccidn de la mortalidad en los pacientes con covid-19

Parametro Valor IC del 95 %
Corte [mg/1] 3,9
Area ROC 0,801 [0,691; 0,894]
Ratio de OR no 13,30 [1,53; 116]
ajustada

Abreviaturas: ROC: curva de operaciones del receptor, OR: cociente de
probabilidades

En este estudio se incluyeron 66 pacientes ingresados
consecutivamente con una infeccion confirmada por SARS-CoV-2. De
los 66 pacientes con covid-19, 8 murieron durante su ingreso
hospitalario y 9 de los 66 pacientes con covid-19 necesitaron
ventilacién mecanica.
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Tipo de muestra: suero
Instrumento: Roche c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [25].
Prediccion de la necesidad de ventilacion mecanica

Parametro Valor IC DEL 95 %
Corte* [mg/L] 2.98
Area ROC 0.723 [0.652, 0.790]
Sensibilidad [%] 73.7 [60.3, 84.5]
Especificidad [%] 60.4 [54.9, 65.6]
PPV [%] 23.9 [17.8,30.9]
NPV [%] 93.2 [89.0, 96.1]

Abreviaturas: ROC: curva operativa del receptor
* Determinacion 6ptima del valor de corte conforme al indice Youden

Para descartar la necesidad de ventilacion mecanica

Parametro Valor IC DEL 95 %
Corte* [mg/L] 2.23
Sensibilidad [%] 86.0 [74.2,93.7]
NPV [%)] 94.7 [89.7, 96.4]

Abreviaturas: ROC: curva operativa del receptor
* Determinacion dptima del valor de corte para descartar la necesidad de
ventilacién mecénica invasiva

En este estudio multicéntrico se incluyeron 395 pacientes consecutivos
ingresados en los hospitales con infeccién por SARS-CoV-2 confirmada.
De estos pacientes de COVID-19, 57 requirieron ventilacién mecanica
invasiva.

Tipo de muestra: Suero
Instrumento: Roche Cobas c702

Limite superior de referencia

Los valores previstos de calprotectina en una poblacién adulta normal
se determinaron en un estudio basado en la directriz C28 del CLSI [24]
en un Cobas c501 (Roche) utilizando el Gentian Calprotectin (GCAL®)
Immunoassay. El intervalo de referencia se determiné a partir de una
poblacién de sujetos presumiblemente sanos. Se obtuvo un total de
416 muestras de individuos (52 % hombres, 48 % mujeres) de entre 16
y 80 afios. Se utilizaron muestras de plasma con heparina de litio y de
suero utilizando tubos con y sin gel (51 de heparina de litio sin gel, 163
de heparina de litio con gel, 51 de suero sin gel, 151 de suero con gel).
El limite superior de referencia se calculd paramétricamente para
representar al 97,5 % superior de la poblacién. Se recomienda que cada
laboratorio determine un limite de referencia local ya que los valores
pueden variar segun el tipo de poblacién analizada.

Tipo de muestra Valor
Plasma Li-Hep sin gel <0,97 mg/L
Plasma Li-Hep con gel <1,69 mg/L

Suero sin gel <1,41 mg/L
Suero con gel <1,75 mg/L

Significado de los simbolos

1
2°C

Limite de temperatura
Fecha de caducidad

Fabricante

I:[ﬂ Consultar las instrucciones de uso

Marcado CE y numero del
Organismo Notificado

C€onzs
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Incidentes graves
Notifique al fabricante y a la autoridad competente si se han producido
incidentes graves en relacion con el producto.

Modificacion de la version anterior

Nuevos datos de eficacia clinica de 2022, referencia 25.

Se ha afiadido el nimero del Organismo Notificado al marcado CE.
Se ha afiadido el marcado UKCA.

Se ha afiadido el apartado «Representantes».

Se han afiadido las referencias 17-24 del CLSI y la referencia 16 de
la 1SO.

Se han afiadido 4-6 en Advertencias y precauciones.

Se han hecho pequefios cambios de redaccién y correcciones en
todo el documento.
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