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Gentian GCAL® Calprotectin Reagent Kit

REF 1201y REF 1202

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 aplicacion solicitandolas a través

de marketing@gentian.com.

Uso previsto

El Gentian Calprotectin Immunoassay es un ensayo
inmunoturbidimétrico destinado a la determinacion cuantitativa in vitro
de la calprotectina, una proteina neutréfila que es un marcador de
inflamacién, en muestras de plasma de heparina y suero humano. El
Gentian Calprotectin Immunoassay esta destinado a utilizarse en
analizadores clinicos automatizados por usuarios profesionales de
laboratorio. Utilizado junto con otros hallazgos de laboratorio y
evaluaciones clinicas, Gentian Calprotectin esta destinado a utilizarse
como una ayuda en la deteccion y evaluacién de la inflamacién y 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 denominadas proteinas mieloides
relacionadas 8 y 14 (MRP8 y MRP14)]. La calprotectina se encuentra
predominantemente en los neutrdfilos, donde representa
aproximadamente el 50 % del contenido proteico del citosol [1]. Los
granulocitos neutrdéfilos son una de las primeras respuestas a la
inflamacién y la infeccién bacteriana [3]. La calprotectina se libera a
partir de los neutrdéfilos activados, tras lo cual sus principales efectos
bioldgicos son el secuestro de iones [3] y la unidn al receptor tipo Toll 4
(TLR4) y al receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE),
lo que desencadena una respuesta inflamatoria [1, 2, 4]. La calprotectina
aumenta en la sangre en cuestion de horas hasta 100 veces (en respuesta
a bacterias o endotoxinas[5]) y se considera un importante marcador de
inflamacién [1, 2, 5-7].

La calprotectina indica la activacién de los fagocitos de forma mas
sensible que los parametros convencionales de inflamacién [4]. Por
consiguiente, existe una fuerte correlaciéon con la inflamaciéon de
diversos trastornos agudos y crénicos, lo que hace de esta proteina un
pardmetro sensible para el control de la actividad de la enfermedad y 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 de acuerdo con la seccién 5.6 de la
norma ISO 17511 [20], segun la cual el nivel de entrada metrolégico mas
alto es el procedimiento de medicidn seleccionado por el fabricante. El
calibrador se puede rastrear hasta una solucién de calprotectina
recombinante de alta pureza, valor asignado por la determinacion de la
proteina total por UVas y el coeficiente de extincion conocido. Un
calibrador de trabajo del material recombinante puro en la matriz del
calibrador se utiliza con los procedimientos de medicidn de la duraciéon
del fabricante para asignar valor a los calibradores del producto a través
de un protocolo de transferencia de valor publicado [8].

Principio del ensayo

El Gentian Calprotectin Immunoassay es un inmunoensayo
turbidimétrico mejorado por particulas (PETIA). La muestra de plasma o
suero con heparina de litio se mezcla con las inmunoparticulas de
calprotectina. La calprotectina de la muestra y los anticuerpos contra la
calprotectina de la solucidon de inmunoparticulas se unen para formar
agregados que aumentan la turbidez de la solucion. El grado de turbidez
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es proporcional a la concentracion de calprotectina, que puede
cuantificarse mediante una curva de calibracién estandar establecida.

Componentes del kit de ensayo

Productos proporcionados
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)

Otros productos disponibles (no incluidos)

Gentian GCAL® Calprotectin Calibrator Kit (6 niveles x
1mL)

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

REF 1251

REF 1219

Todos los productos estdn listos para su uso.

Composicién

Tampdn de reaccion 1 (R1, 54 mL de ingrediente inactivo): Solucién
amortiguadora El R1 es una solucién salina tamponada con MOPS [acido
sulfénico 3-(N-Morfolino)-propano], que contiene proteinas aviares y se
conserva con ProClin® 950.

Tampdn de reaccion 2 (R2, 9 mL de ingrediente activo): Gentian
Calprotectin Inmunoparticulas. El R2 contiene una fraccion de
inmunoglobulina purificada dirigida contra la calprotectina humana, que
se une covalentemente a las nanoparticulas de poliestireno. La solucién
se conserva con ProClin® 950.

Identificacion de los peligros

Pictogramas de peligro (CLP): GHS07

Palabra de advertencia (CLP): Atencion
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.

P337+P313 - Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.
P333+4P313 - En caso de irritacién o erupcion cutdnea: Consultar a un
médico.

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

Para obtener la SDS (hoja de datos de seguridad), pongase en contacto

con Gentian a través de marketing@gentian.com.
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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.  Laexposicidn puede causar irritacion en la piel y los ojos.

Evitar el contacto con materiales incompatibles.

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

v

Instrucciones adicionales de manipulacién

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

2. Utilice solo aplicaciones de instrumentos validados y aprobados.

No utilice los productos una vez superada la fecha de caducidad.

4. No mezcle reactivos de lotes distintos ni intercambie los tapones de
los reactivos, controles, calibradores y lotes.

5. Vuelva a colocar los tapones con cuidado una vez utilizados los
reactivos, calibradores y controles para evitar la evaporacion.

w

Almacenamiento y estabilidad del reactivo
Todos los productos previstos para el Gentian Calprotectin Immunoassay
deben almacenarse a 2-8 °C. La fecha de caducidad se encuentra impresa
en las etiquetas. Utilizando un instrumento Architect c4000 (Abbott), se
comprobd que la estabilidad durante el uso del Gentian Calprotectin
Reagents era de al menos 4 semanas en un estudio basado en la directriz
EP25 del CLSI [14].

Toma V' manejo de muestras

El material de muestra requerido es plasma de heparina de litio o suero.
Gentian recomienda plasma de heparina de litio y tubos sin gel. Se
recomienda analizar muestras lo mas recientes posible. Hay que esperar
30 minutos para el procesamiento de las muestras de suero. Centrifugue
la muestra en un maximo de 2 horas desde la extraccion de sangre y
transferir la fraccion de plasma o suero inmediatamente a otro tubo. No
utilice los tubos de gel y los que no son de gel indistintamente. Las
pruebas de estabilidad de la muestra indicaron que la calprotectina era
estable durante al menos 48 horas después de la centrifugacién a 2-8 °C.
Mezcle bien las muestras antes de analizarlas.

Caracteristicas de rendimiento

Los resultados se refieren a la validacién principal del Gentian
Calprotectin Immunoassay en un instrumento Architect c4000 (Abbott)
en un sitio de instrumentos con 3 lotes de reactivos, controles y
calibradores, a menos que se indique lo contrario. Para las caracteristicas
de rendimiento especificas del instrumento, consulte las notas de
aplicacion especificas del instrumento.

Rango de medicion

El rango de medicion del Gentian Calprotectin Immunoassay es de
aproximadamente 0,4-20,3 mg/L tanto en muestras de heparina de litio
como de suero, con una zona de seguridad de hasta 95 mg/L. El rango de
medicion exacto es especifico del calibrador y del instrumento; consulte
la hoja de valores analiticos para conocer los valores del calibrador
especificos del lote (disponible en www.gentian.com) y las notas de
aplicacion especificas del instrumento.

Sensibilidad analitica

El andlisis de la sensibilidad analitica del Gentian Calprotectin
Immunoassay se probo en un estudio basado en la directriz EP17 del CLSI
[15]. El limite de cuantificacion (LDQ) se define como la concentracion
mas baja de un analito que puede detectarse de manera fidedigna y en
la que el error total cumple los requisitos de exactitud. El LDQ se midid
como 0,31 mg/L en plasma de heparina de litio y 0,30 mg/L en muestras
de suero. Para conocer el coeficiente de rendimiento especifico del
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instrumento, consulte las notas de aplicacion especificas del
instrumento.

Precision

La precisidn total del Gentian Calprotectin Immunoassay se midié con un
CV del <4,0 % para muestras >1 mg/L en un estudio basado en la directriz
EPO5 del CLSI [16]. Para la precision total especifica del instrumento,
consulte las notas de aplicacidn especificas del instrumento.

Especificidad y limitaciones analiticas

No se detecta ninguna interferencia de este producto con la
hemoglobina, el intralipido o la bilirrubina en las concentraciones
probadas en un estudio basado en la directriz EPO7 del CLSI [17]. Para las
interferencias especificas del instrumento, consulte las notas de
aplicacion especificas del instrumento. No se ha detectado ninguna
interferencia con los medicamentos probados en las recomendaciones
de Sonntag and Scholer [9]. Como los anticuerpos del Gentian
Calprotectin Immunoassay son de origen aviar, no hay interferencias
debidas al Factor Reumatoide en las muestras [10]. La reactividad
cruzada con MRP8, MRP14 y S100A12 resultoé ser <1 % en un estudio que
incluia 4 muestras utilizando un protocolo basado en la directriz EPO7 del
CLSI.

Comparacion de métodos

Los resultados obtenidos con el Gentian Calprotectin Immunoassayen el
instrumento Architect c4000 (Abbott) se compararon con los resultados
del IDK® Calprotectin ELISA Test™ (Immundiagnostik) en el instrumento
Multiskan 60 espectrofotometro (Thermo Fisher) en un estudio con 1
lote de reactivos basado en la directriz EPO9 del CLSI [18]. Debido a la
falta de calibradores o procedimientos de referencia internacionales,
solo se evalud el coeficiente de determinacién R2.

Tipo de n Rango de muestras R?

muestra [mg/L] Coeficiente
Plasma Li-Hep 78 0,7-31,9 0,83
Suero 99 0,6-27,8 0,89

Procedimiento del ensayo

Notas de aplicacién

Las aplicaciones del Gentian Calprotectin Immunoassay se han
establecido en varios analizadores de quimica clinica. Las notas de
aplicacion detalladas y validadas que describen los procedimientos para
lainstalacién y el andlisis en instrumentos especificos se pueden solicitar
a través de marketing@gentian.com. Para conocer las instrucciones
sobre cémo instalar una nueva aplicacién, consulte el manual del
instrumento. Las operaciones de mantenimiento, funcionamiento y
precauciones han de realizarse siguiendo el manual especifico del
instrumento.

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 pueden encajar directamente en el instrumento, a
menos que se indique lo contrario en las notas de aplicacion.

Determinacion de la curva de calibracion
Consulte las instrucciones de uso del Gentian GCAL® Calprotectin
Calibrator Kit (REF 1251) disponible en www.gentian.com.

Controles del control de calidad
Consulte las instrucciones de uso del Gentian GCAL® Calprotectin Control
Kit (REF 1219) disponible en www.gentian.com.

Medicion de muestras de pacientes

Cuando se ha establecido una curva de calibracidn valida y los valores de
control estan dentro del rango vélido, se puede medir la muestra de
plasma o suero de heparina de litio. Aseglurese de que el volumen
minimo de muestra esta presente en los vasos/tubos de muestra y
analice las muestras de acuerdo con las instrucciones proporcionadas en
el manual del instrumento.
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Resultados

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

Rendimiento clinico

El rendimiento clinico del Gentian Calprotectin Immunoassay se ha
evaluado a través de estudios clinicos [11-13]. A continuacién, 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 area 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 virales

Parametro Valor IC DEL 95 %

Corte [mg/L] 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; 0,8]
PPV [%] 84*

NPV [%] 53*

Abreviaturas: ROC: curva operativa del receptor, LR+: ratio de probabilidad
positiva, LR-: ratio de probabilidad negativa

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

Discriminacién entre pacientes con neumonia por micoplasma e
infecciones respiratorias virales

Parametro Valor IC DEL 95 %
Corte [mg/L] 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+: ratio de probabilidad
positiva, LR-: ratio de probabilidad negativa

*Calculado en base a 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 micoplasmay 40 con
infecciones viricas). Los criterios de inclusiéon de los pacientes en el
estudio fueron fiebre de >38°C y signos y sintomas de infeccion
respiratoria.

Tipo de muestra: Plasma de heparina de litio

Instrumento: Mindray BS380

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

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

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

En este estudio se incluyeron 66 pacientes consecutivos ingresados en el
hospital con una infeccién confirmada por SARS-CoV-2. 8 de los 66
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pacientes de COVID-19 murieron durante la estancia hospitalariay 9 de
los 66 pacientes de COVID-19 necesitaron ventilacién mecanica.

Tipo de muestra: Suero
Instrumento: Roche c502

de Guadiana Romualdo LG, et al. Inflamm. Res. 2022 [13].
Prediccion de la necesidad de ventilacion mecdanica

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
* Determinacién 6ptima del valor de corte para descartar la necesidad de
ventilacion mecdnica invasiva

En este estudio multicéntrico se incluyeron 395 pacientes consecutivos
ingresados en los hospitales con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada.
De estos pacientes de COVID-19, 57 requirieron ventilacién mecdanica
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 que seguia un protocolo basado en la
directriz C28 [19] del CLSI en un Cobas c501 (Roche). El intervalo de
referencia se determind a partir de una poblacion 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 calculdé 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
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Incidentes graves
Por favor, notifique al fabricante y a la autoridad competente si se han
producido incidentes graves en relacidn con el dispositivo.

Modificacion de la version anterior

Nuevos datos de eficacia clinica de 2022, referencia 13.

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 14-19 del CLSl y la referencia 20 de
la 1SO.

Se han afiadido 4-6 en Advertencias y precauciones.

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