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1. Indicaciones

El ensayo Fungitell STAT® es una prueba colorimétrica basada en zimégenos de proteasas para la deteccién
cualitativa de (1—3)-B-D-glucano en el suero de pacientes con sintomas de infeccion fingica invasiva o con
enfermedades predisponentes a dicha infeccién. La concentracion sérica de (1—3)-p-D-glucano, uno de los
principales componentes de la pared celular de varios hongos médicamente relevantes®, puede emplearse para
facilitar el diagnéstico de las micosis profundas y fungemias®. Un resultado positivo no indica qué género de
hongos puede ser el causante de la infeccion.

Los valores indice de (1—3)-B-D-glucano deben utilizarse junto con otros procedimientos de diagnésticos,
como el cultivo microbiolégico, el examen histologico de muestras de biopsia y la exploracion radiolégica.
Este producto es para uso diagndstico in vitro y uso profesional solamente.

2. Resumen y explicacion

Existe una creciente incidencia de infecciones flingicas por patdgenos oportunistas, sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos®*®. Las enfermedades fiingicas invasivas, como infecciones oportunistas, son habituales
entre los pacientes de cancer hematoldgico y de SIDA, y son responsables de un nimero cada vez mayor de
infecciones nosocomiales sobre todo entre los receptores de trasplantes de 6rganos y entre otros pacientes que
reciben tratamientos inmunosupresores®’. Muchas infecciones fungicas se adquieren inhalando esporas fungicas
originadas en la tierra, en detritos de plantas, en sistemas de tratamiento de aire o en superficies al descubierto.
Algunos hongos oportunistas estn presentes en la piel humana, en el tubo digestivo y en las mucosas®®. El
diagnéstico de las micosis y las fungemias invasivas suele basarse en un diagnéstico no especifico o en técnicas
radiol6gicas. Recientemente se han afiadido marcadores bioldgicos de infeccion fungica a los métodos
diagnésticos disponibles?.

Los patégenos fingicos oportunistas incluyen Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon
spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Exserohilum rostratum y Pneumocystis jirovecii. El (1—3)-B-D-glucano producido por estos y otros
microorganismos puede detectarse mediante el ensayo Fungitell STAT®S10.1L,

3. Principio del procedimiento

El ensayo Fungitell STAT® (n.° de cat. FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) es una modificacion de disefio del
formato del ensayo Fungitell® (n.° de cat. FT001, Associates of Cape Cod, Inc. 0 ACC). El ensayo Fungitell
STAT® (dispositivo con marcado CE 2019) se desarrollé como respuesta a la necesidad de un formato de
analisis de un solo uso y un kit de menor tamafio que el formato de placa de 96 pocillos del ensayo Fungitell®
(dispositivo homologado por la FDA estadounidense y con marcado CE 2008).

El ensayo Fungitell STAT® proporciona una medida cualitativa del (1—3)-B-D-glucano. El ensayo se basa en
una modificacion de la ruta del lisado de amebocitos Limulus (LAL)!?*33415 figura 1. El reactivo Fungitell
STAT® se modifica para eliminar la reactividad a las endotoxinas bacterianas y, asi, para reaccionar Gnicamente
al (1—-3)-B-D-glucano, a través del lado de la ruta mediado por el factor G. El (1—3)-B-D-glucano activa el
factor G, un zimdgeno de serina-proteasa. El factor G activado convierte la enzima procoagulante inactiva en la
enzima coagulante activa que, a su vez, divide la para-nitroanilida Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, lo que crea un
cromoforo, la para-nitroanilina (pNA), que se absorbe a 405 nm. El ensayo cinético Fungitell STAT®, descrito a
continuacion, se basa en la determinacién de la tasa de aumento de la densidad dptica producida por una
muestra de suero del paciente. Dicha tasa se compara con la tasa de aumento de la densidad 6ptica del patrén
Fungitell STAT® para producir un indice. El patrén Fungitell STAT® se calibra a 80 + 8 pg/ml, que es el umbral
positivo del ensayo Fungitell®. Este valor indice de la muestra de suero del paciente se interpreta
cualitativamente con un resultado Negativo, Indeterminado, o Positivo segln los intervalos de valores indice
que se muestran en la tabla 1.
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Figura 1. Ruta del lisado de amebocitos de Limulus

Tabla 1. Intervalos de los indices del Fungitell STAT®
Resultado Valor indice
Negativo <0,74
Indeterminado 0,75-1,1
Positivo >1,2

4. Materiales suministrados con el producto Fungitell STAT®
El producto Fungitell STAT® es para uso diagnéstico in vitro.

Los materiales siguientes, que se incluyen con cada producto, son suficientes para un total de 10 reacciones
(sobre la base de los 10 tubos de reactivo Fungitell STAT®). Cada producto contiene también 5 tubos de patrén
Fungitell STAT®.

1. Reactivo Fungitell STAT®, un LAL liofilizado especifico de (1—3)-B-D-glucano (10 tubos)
El reactivo Fungitell STAT® se compone de lisado de amebocitos de Limulus (esto es,
cangrejo herradura), sustrato colorimétrico Boc-Leu-Gly-Arg-pNA y amortiguador Tris.
No contiene proteinas humanas ni de mamifero. El reactivo Fungitell STAT® no contiene
niveles interferentes de (1—3)-f-D-glucano.

2. El patrén de glucano Fungitell STAT® (5 tubos) liofilizado (1—3)-B-D-glucano.
El patrén de glucano Fungitell STAT® esta4 compuesto de D-lactosa y
(1—3)-p-D-glucano derivado de extracto de levadura Saccharomyces cerevisiae.

Control interno: La concentracion de (1—3) f-D-glucano del patrén Fungitell STAT® esta

calibrada al valor del limite positivo del producto Fungitell® (dispositivo homologado
por la FDA estadounidense y con marcado CE 2008) y respecto a un patrén de
referencia interna. El patrén Fungitell STAT® contiene una cantidad conocida de
glucano. Los valores resultantes se describen en el apartado «Control de calidad» y
sirven de control interno para el ensayo Fungitell STAT®.

3. Instrucciones de uso
4. Guia visual rapida
5. Materiales necesarios pero no suministrados

Todos los materiales deben estar libres de glucano interferente.

1 Agua de calidad analitica para LAL* (frasco de 5,5 ml, n.° de catadlogo W0051-10)

Solucion alcalina de pretratamiento KOH 0,125 My KCI1 0,6 M* (frasco de 2,5 ml,

n.° de catédlogo APS51-5)

Pipetas capaces de administrar volimenes de 20-200 uly 100-1000 pl

Puntas de pipeta* (de 250 ul, n.° de catalogo PPT25, y de 1000 pl, n.° de catalogo PPT10)

Puntas de pipeta largas* (de 20-200 pl, n.° de catilogo TPT50)

Tubos de ensayo* para la preparacion de muestras de pacientes y su combinacién con solucién

de pretratamiento del suero (12 x 75 mm, n.° de catalogo TB240-5)

7. Lector de tubos y software de ensayo cinético

a) Lector de tubos de 8 pocillos de incubacién PKF08 (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)**
con Beta Glucan Analytics (BG Analytics® o software BG Analytics®), manual del
software BG Analytics® y protocolo de verificacién del sistema BG Analytics®**
(BGA007, Associates of Cape Cod, Inc.).
El dispositivo PKF08 y el software BG Analytics® los suministra Associates of Cape
Cod, Inc. (n.° de catidlogo PKF08-PKG**). EI PKF08-PKG se ha validado para el uso
con la prueba Fungitell STAT®. O
b) Lector de tubos de incubacién (37 °C) capaz de leer a 405 nm y 495 nm con un

intervalo de al menos 0-1,0 unidades de absorbancia, junto con el software adecuado
de ensayos cinéticos por ordenador capaz de analizar cinéticas de reacciones y
permitir revisar los criterios indicados en el apartado «Control de calidad» de las
instrucciones de uso.
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8. Tubos estériles libres de glucano para hacer alicuotas de las muestras. Pueden utilizarse tubos
certificados como libres de ARNasas, ADNasas y pirégenos.
9. Parafilm®

* Estos productos, suministrados por Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), estan certificados como libres de
glucanos interferentes.
**Los manuales del usuario pueden descargarse del sitio web de ACC: www.fungitell.com.

6. Conservacion de los reactivos
. Conserve el kit tal como se suministra en el envase original, a una temperatura de 2-8 °C y
alejado de la luz solar.
. El reactivo Fungitell STAT® y el patron Fungitell STAT® estan disefiados para utilizarse hasta
1 hora después de la reconstitucion.

7. A Advertencias y precauciones

. No pipetee ningdin material con la boca. No fume, coma ni beba en las zonas en las que se
manipulen muestras o reactivos del kit.

. Siga la normativa operativa y de seguridad local.

. Utilice guantes protectores al manipular muestras biolégicas que puedan ser infecciosas o

peligrosas. Las manos enguantadas deberan considerarse contaminadas en todo momento;
mantenga las manos enguantadas alejadas de los ojos, la boca y la nariz. Utilice proteccién
ocular y una mascarilla quirdrgica si hay posibilidad de contaminacién por aerosoles.

. No deben utilizarse productos con el contenido dafiado.

. Tratamiento de Residuos: los residuos de productos quimicos y preparaciones se consideran por
lo general desechos peligrosos. La eliminacion de este tipo de desechos esté regulada por leyes
y normativas nacionales y regionales. Péngase en contacto con las autoridades locales o con
empresas de gestion de residuos para obtener asesoramiento sobre la eliminacion de desechos
peligrosos.

. Las fichas de datos de seguridad del reactivo Fungitell STAT®, el patrén Fungitell STAT®, el
agua de calidad analitica para LAL y la solucién alcalina de pretratamiento pueden descargarse
del sitio web de ACC: www.acciusa.com.

7.1  Precauciones procedimentales

El ensayo Fungitell STAT® requiere mucha atencion a la técnica y al entorno de los analisis. Una formacién
técnica adecuada de los técnicos en el método de andlisis y la evitacién de la contaminacion es esencial para la
eficacia del ensayo.

. Realice la prueba en un entorno limpio.

. Tenga en cuenta que el glucano, asi como la contaminacion por particulas fungicas del cuerpo
humano, la ropa, los recipientes, el agua y el polvo en suspensién pueden interferir en la prueba
Fungitell STAT®.

. Las posibles fuentes de contaminacion incluyen los materiales que contengan celulosa, como
gasas, pafiuelos de papel, cartones, pipetas de vidrio con tapones de algodén y puntas de pipeta
con filtros de celulosa. Las vendas de gasa y las esponjas quirtirgicas también pueden secretar
altas cantidades de (1—3)-B-D-glucano®!?2. Para obtener informacion sobre otras fuentes de
contaminacion relacionadas con el paciente, consulte la seccién «Limitaciones de la pruebax.

. Use los viales de solucion alcalina de pretratamiento y agua de calidad analitica para LAL
inmediatamente después de abrirlos y, si tiene dudas sobre una posible contaminacién, no
reutilice esos materiales.

. El reactivo Fungitell STAT® y el patron Fungitell STAT® se comercializan como lote
emparejado, por lo que no deberan utilizarse componentes de reactivo Fungitell STAT® y patron
Fungitell STAT® de otros lotes de productos. Por lo tanto, se recomienda desechar todos los
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8.2

8.3

8.4

patrones FungitelISTAT® restantes tan pronto como se hayan utilizado todos los tubos de
reactivo Fungitell STAT® contenidos en el kit.
No utilice los materiales después de su fecha de caducidad.

Manipulacién de las muestras

La recogida de sangre y la preparacion de suero deberan realizarse de acuerdo con la normativa
local pertinente. Recogida de las muestras: Las muestras de sangre pueden recogerse en tubos
estériles para preparacion de suero o tubos separadores de suero (serum separator tubes, SST)
para la preparacion del suero.

Conservacion de las Muestras: Las muestras de suero pueden conservarse a 2-8 °C durante un
maximo de 15 dias, o congeladas a —20 °C durante un maximo de 27 dias 0 a—80 °C durante un
méximo de 4 afios.

Etiquetado de las Muestras: Las muestras deberan etiquetarse claramente segln las practicas
aprobadas del centro médico (laboratorio).

Notas sobre los analisis:

Utilice las practicas correctas de laboratorio conforme a la normativa local. Este ensayo es
sensible a la contaminacion y a las inexactitudes en el pipeteo.

Para garantizar la seguridad del operador mientras trabaje con muestras de suero y para reducir
la posibilidad de contaminacion por (1—3)-B-D-glucano ambiental durante el proceso, se
recomienda trabajar en una cabina de seguridad bioldgica.

Para reducir el nimero de veces en que se llevan los frascos de vidrio adentro y afuera de la
cabina de seguridad bioldgica, se recomienda llevar el agitador vortex al interior de la cabina
(siempre que se mantenga el flujo de aire critico).

Se recomienda utilizar puntas de pipeta largas para ayudar a evitar la contaminacion cruzada
entre frascos.

Siempre debera procesarse un patrén Fungitell STAT® (tapa roja y etiqueta con linea roja) en
las mismas condiciones y al mismo tiempo que la muestra o muestras de pacientes de una tanda
analitica. Esto es fundamental, ya que el resultado del ensayo es un indice (muestra/patrén) de
las tasas de reaccion cinética (o pendientes, DO/s) de la muestra del paciente y el patron
Fungitell STAT®.

Para evitar confusiones y una contaminacion cruzada, se recomienda utilizar dos gradillas de
tubos durante el procedimiento: una para los tubos de preparacion de muestras y una para los
tubos de reactivo.

Se aconseja colocar el patrén Fungitell STAT® en una posicion definida e invariable dentro de
la gradilla de tubos, de la incubadora y del lector. En el lector PKF08, utilice el primer pocillo de
la izquierda, etiquetado «Standard» (Patrén).

Al final de cada paso de mezcla, confirme visualmente que la solucion esta mezclada
homogéneamente.

Procedimiento
El producto Fungitell STAT® contiene una guia visual rapida con ilustraciones y un resumen de las
caracteristicas del instrumento PKFO8 y del software BG Analytics®.

Los procedimientos siguientes ya estan preestablecidos cuando se utiliza el dispositivo PKF08 y el
software BG Analytics®: Ajuste del dispositivo, evaluacion de resultados, y control de calidad. Para
obtener més informacion, consulte el manual del usuario del software BG Analytics® o péngase en
contacto con el fabricante.

Ajuste del instrumento y programacion de analisis
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Cuando utilice el PKF08 con el software BG Analytics®:

Encienda el dispositivo y siga las instrucciones del software BG Analytics®. Para obtener informacion
més detallada, consulte el manual del BG Analytics®.

8.12

Cuando utilice otro instrumento y otro software, deberan cumplirse las siguientes
condiciones:

a. El instrumento debera poder lograr y mantener una temperatura de 37 °C + 1 °C.

b. El instrumento y el software deben poder leer la densidad éptica a través del tiempo
(modo cinético) a dos longitudes de onda. Concretamente, dichas longitudes de onda
deberan ajustarse a 405 nm y 495 nm.

c. Ajuste el modo cinético a una longitud de lectura de 40 minutos (2400 segundos).
Ajuste el intervalo de lectura cinética al minimo permitido por el software/instrumento.

d. La medici6n se iniciard inmediatamente después de la insercién de la muestra.

e. Consulte el manual del software para determinar cémo calcular una medicién de tasa

(pendiente) a partir del conjunto de datos. Para los propésitos de esta prueba, esto suele
lograrse llevando a cabo una regresion lineal con los datos cinéticos durante el periodo de
tiempo sugerido. Ajuste el calculo de la regresion lineal para ejecutarse sobre el intervalo
comprendido entre 1900 y 2400 segundos utilizando la funcién «slice» (corte) del
software.

Etiquete los tubos

a.
b.

Etiquete un tubo vacio para cada muestra de suero del paciente que se vaya a analizar.
Etiquete un tubo de reactivo Fungitell STAT® para cada muestra de suero de paciente que se
vaya a analizar.

Etiquete un tubo de reactivo Fungitell STAT® para el patrén Fungitell STAT®.

Prepare la muestra de suero de paciente

a.

Mezcle las muestras de suero de pacientes en un agitador vértex durante al menos 20 segundos
para asegurar su homogeneidad.

Nota: El proceso de congelacion puede producir heterogeneidad de las muestras debido a la
abstraccion del agua al cristal de hielo creciente, que provoca exclusion de solutos.

Afiada la muestra de suero de paciente y la solucion alcalina de pretratamiento en una proporcién
de 1:4 al tubo vacio etiquetado correspondiente. Los volimenes recomendados son 50 pl de
muestra de paciente y 200 pl de solucion alcalina de pretratamiento.

Nota: La solucién alcalina de pretratamiento convierte los glucanos de triple hélice en glucanos
monocatenarios**!%, que son mas reactivos en el ensayo. Ademés, el pH alcalino sirve para
inactivar los inhibidores y las proteasas séricas que pueden interferir en la prueba®.

Mezcle en un agitador vértex durante 15 segundos y cubra.

Prepare patrén Fungitell STAT®

Nota: Cada producto (pareja de patrén Fungitell STAT® y reactivo Fungitell STAT®) se analiza
y libera independientemente. Asi, es importante utilizar los volimenes de reconstitucion y
solucién alcalina de pretratamiento del n.° de lote. Estos se encuentran en la etiqueta del envase
del patrén Fungitell® STAT y en el certificado de andlisis del producto Fungitell STAT®, y estan
disponibles en la pagina web de ACC. Recomendacion: Antes de iniciar el andlisis, anote esta
informacién en la guia visual rapida suministrada.

Reconstituya un vial del patrén Fungitell STAT® con el volumen de agua de calidad analitica
para LAL especifico del n.° de lote y mezcle en un agitador vortex durante 15 segundos.

Afiada el volumen de solucién alcalina de pretratamiento especifico del n.° de lote.

c. Mezcle en un agitador vortex durante 15 segundos y cubra.

8.5 Incubacién pretratamiento en lector de tubos
Incube los tubos de muestras de suero de pacientes (paso 8.3) y el vial de patron Fungitell STAT® (paso 8.4)
durante 10 minutos a 37 °C.
Nota: Cuando se utiliza el instrumento PKF08, al insertar un tubo en un pocillo, un indicador
cambia de rojo a verde. Empuje el tubo para introducirlo por completo hasta que el
indicador se ponga verde.

& Tenga cuidado, los tubos son fragiles. Si entran fragmentos de vidrio y liquidos en una
estacion de medicion del PKF08, péngase en contacto con el servicio técnico de
Associates of Cape Cod, Inc.

8.6 Prepare los tubos de reactivo Fungitell STAT®

a. Reconstituya cada uno de los frascos de reactivo Fungitell STAT® (etiquetados en el paso 8.2)
con 300 pl de agua de calidad analitica para LAL.
b. Mezcle suavemente en un agitador vortex durante no méas de 5 segundos.

Nota: El reactivo Fungitell STAT® contiene una serie de proteinas activas necesarias para el

ensayo, y se recomienda manipular con cuidado la solucién. Se recomienda un ajuste maximo de

2000 r.p.m. para todas los agitadores vortex. No mezcle en exceso.

c. Al final de la pre-incubacion:

. Transfiera 75 pl de cada solucién de muestra de suero de paciente a su tubo de reactivo
Fungitell STAT® correspondiente.

. Transfiera 75 pl del patrén Fungitell STAT® a su tubo de reactivo Fungitell STAT®
correspondiente.

. Mezcle todos los tubos en un agitador vortex durante no mas de 5 segundos y ctibralos.

8.7 Iniciar la tanda analitica
a. Inserte los tubos en el lector de tubos mientras confirma que cada uno de ellos esté en el pocillo
deseado.
b. Inicie la lectura cinética durante un periodo de 40 minutos a 37 °C.

9 Calcule los resultados

9.1 Principio de medicion

Los resultados de la prueba Fungitell STAT® deberén utilizarse para facilitar el diagnéstico de infeccion fingica
invasiva. Las tasas patrén de la muestra del paciente y Fungitell STAT® se derivan del calculo de la pendiente
(tasa) entre 1900 y 2400 de los resultados del incremento (delta) de la DO a 405-495 nm. Los resultados del
indice Fungitell STAT® se obtienen dividiendo la pendiente de la muestra de paciente entre la pendiente del
patrén Fungitell STAT® (vea la figura 2).
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Figura 2. Ejemplo de curvas cinéticas y analisis de datos del Fungitell STAT®

La region resaltada en gris es el &rea de la determinacion de la pendiente (de 1900 a

2400 segundos), la linea continua es una muestra de paciente (MP) de ejemplo y la linea
discontinua es el patrén (PAT) Fungitell STAT®. La pendiente de la muestra (esto es,
0,00022 DOJs) dividida entre la pendiente del patron Fungitell STAT® de 80 pg/ml (esto es,
0,00016 DO/s) arroja un indice de 1,4 para la muestra.

9.2 Cuando utilice el PKF08 con el software BG Analytics®:

a. La revision de los criterios de control de calidad la lleva a cabo autométicamente el software.
El resultado se muestra en el informe final.

b. Para obtener tandas analiticas vélidas, el software BG Analytics® determina un valor indice para
cada muestra, 0 asigna un resultado negativo o positivo claro a la muestra.

c. Si el software muestra alguna indicacién de pardmetros no validos en la evaluacion de los

resultados, siga las instrucciones del manual del software BG Analytics®.

9.3 Cuando se utilice otro software:
Asegurese de que se cumplan todos los criterios de control calidad.

10. Control de calidad

A continuacién se indican los criterios de control de calidad para los resultados del patrén Fungitell STAT® y de
las muestras de suero de pacientes, y se incluyen también ejemplos de formas de curvas cinéticas esperadas.
Estos criterios de control de calidad se validaron durante los estudios presentados en el apartado «Eficacia
analitica».

. Para todos los nimeros de pocillo, confirme la asignacion de patrén Fungitell STAT® o n.° de muestra.

. Para el resultado del patrén Fungitell STAT®,

1. el coeficiente de correlacion (r) debe ser >0,980 y
2. la pendiente debe estar dentro del intervalo de pendiente esperado de 0,00010-0,00024
DO/segundo.

Si el resultado del patrén Fungitell STAT® no cumple los criterios n. 1y n. 2, la tanda analitica no es
valida y todas las muestras deberan volverse a preparar y a analizar.

. Haga lo siguiente para todos los resultados de muestras de pacientes:

A Determine si el resultado puede estar fuera del intervalo de medicién de la prueba

> Es probable que el resultado esté fuera de intervalo en el lado positivo si:

- La interseccion de Y es positiva y

- La curva cinética pasa 0,4 DO antes de 1000 segundos.
> Es probable que el resultado esté fuera de intervalo en el lado negativo si:

- La curva cinética es positiva después de 500 segundos y

- Tiene una DO >0,00 y <0,07 al final del analisis.
Si el resultado de la muestra cumple los dos criterios de fuera de intervalo positivo y negativo, los
criterios generales de CC indicados mas abajo no tienen que revisarse, y el valor indice no debera



calcularse. Todos los resultados fuera de intervalo del lado positivo deberan notificarse como
«Positivos», y todos los resultados fuera de intervalo del lado negativo deberan notificarse como
«Negativos».

B. Si los criterios anteriores no son aplicables, verifique el control de calidad general:

la curva cinética debe ser positiva después de 500 segundos,

la curva cinética debe tener una DO >0,00 al final de la prueba,

la pendiente debe ser numéricamente positiva,

el coeficiente de correlacion (r) debe ser >0,980 y

la curva cinética debe tener una forma de curva creciente hacia arriba similar a los
ejemplos presentados en la figura 3.

Si el resultado de la muestra no cumple los criterios generales de CC nimeros 1, 3, 4y 5, el resultado
de la muestra no es valido y la muestra tendréa que volver a analizarse. Otra opcidn consiste en utilizar
un método diferente.

Si el resultado de la muestra no cumple los criterios de Control de Calidad n.° 2, esto indica que la
sefial de la muestra es baja. En ese caso, el usuario debera revisar atentamente la curva suministrada
en contexto y determinar la validez de los resultados sobre la base del sistema de calidad interno del
laboratorio.
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Figura 3. Ejemplos de formas de curva cinética adecuadas
Las curvas cinéticas deberén tener una forma de curva creciente hacia arriba como en los
ejemplos anteriores. Los ejemplos de muestras indicados aqui son de todo el intervalo de indices
del ensayo Fungitell STAT®. Utilice estos ejemplos para revisar los criterios de control calidad.

Nota:

1. Cada usuario de la prueba debera establecer un programa de control de calidad para garantizar la
capacidad en la realizacion de la prueba conforme a la normativa vigente en su zona.

2. Se recomienda analizar muestras de control de suero (negativas, cercanas al valor limite o muy

positivas) en el contexto de comprobaciones adicionales en el laboratorio y de las practicas
correctas de laboratorio. Estas no se incluyen en el kit Fungitell STAT®.

11. Interpretacion de los resultados

o Resultado negativo
Los valores indice <0,74 se interpretan como resultados negativos.
El laboratorio que realice la prueba, debera informar al médico que ordené la prueba que no
todas las infecciones fiingicas dan lugar a altas concentraciones de (1—3)-B-D-glucano en suero.
Algunos hongos, como el género Cryptococcus*®*” producen concentraciones muy bajas de
(1—3)-B-D-glucano. No se tiene constancia de que los hongos del orden Mucorales, como
Absidia, Mucor y Rhizopus**” produzcan (1—3)-B-D-glucano. De manera similar, Blastomyces
dermatitidis, en su fase levaduriforme, produce poco (1—3)-p-D-glucano, y los pacientes de
blastomicosis suelen tener concentraciones no detectables de (1—3)-B-D-glucano en el ensayo
Fungitell STAT®8,

. Resultado indeterminado
Los valores indice de 0,75 a 1,1 se consideran inconcluyentes (dudosos). Se recomienda realizar
muestreos y analisis adicionales de los sueros. Los muestreos y los anélisis frecuentes mejoran la
utilidad para el diagnéstico.

. Resultado positivo
Los valores indice >1,2 se interpretan como resultados positivos. Un resultado positivo indica
que se detectd (1—3)-B-D-glucano. Un resultado positivo no indica la presencia de enfermedad y
debera usarse junto a otros indicios clinicos para establecer un diagnéstico.

12. Limitaciones de la prueba
. Las localizaciones tisulares de la infeccion fangica’, la encapsulacion y la cantidad de
(1—3)-B-D-glucano producida por ciertos hongos pueden afectar a la concentracion sérica
de este analito. La disminucion de la capacidad para transmitir (1—3)-B-D-glucano al torrente
sanguineo puede reducir la capacidad para detectar ciertas infecciones flingicas.

. Algunos individuos tienen valores indice de (1—3)-B-D-glucano que caen dentro de la zona
indeterminada. En esos casos, se recomienda realizar pruebas de vigilancia adicionales.

. La frecuencia de las pruebas de los pacientes dependera del riesgo relativo de infeccion flingica.
En los pacientes de riesgo se recomienda obtener muestras al menos dos o tres veces por semana.

. Se han obtenido resultados positivos en pacientes de hemodialisis*®?*%, en personas tratadas con

ciertos hemoderivados fraccionados, como la albtimina sérica y las inmunoglobulinas?*?*y en
muestras 0 personas expuestas a gasas y esponjas quirtirgicas que contenian glucanos. Tras la
exposicion quirrgica a esponjas y gasas con contenido de (1—3)-B-D-glucano, los pacientes
necesitan 3-4 dias para que se restablezcan las concentraciones iniciales de (1—3)-B-D-glucano
en suero®?, por lo que esto debe tomarse en cuenta en la distribucién temporal de la obtencién
de muestras en pacientes quirdrgicos. Para ver una revision exhaustiva de los factores que
contribuyen a los falsos positivos de (1—3)-B-D-glucano, consulte Finkelman, M.A., Journal of
Fungi (2021)%.

. Las muestras obtenidas por métodos de punci6n en los talones o en los dedos no son aceptables,
ya que se ha demostrado que la gasa empapada en alcohol usada para preparar la zona (y,
potencialmente, la acumulacién de sangre en la superficie de la piel) contaminan las muestras.
En los estudios realizados hasta ahora no se han observado diferencias entre las muestras
obtenidas mediante extracciones en vias y las obtenidas mediante venopuncion®2°.

. Las concentraciones de las pruebas se determinaron en adultos. Las concentraciones normales y
umbral en poblaciones de lactantes y pediatricas se estan investigando®’%.

13. Eficacia analitica

13.1 Valores esperados
. Sensibilidad y especificidad diagnéstica del método de referencia, ensayo Fungitell®
Un estudio prospectivo multicéntrico realizado para determinar la sensibilidad y la
especificidad diagnéstica del ensayo Fungitell® (dispositivo homologado por la FDA

estadounidense y con marcado CE 2008) ha mostrado que los valores de (1—3) B-D-glucano
son elevados en varias infecciones fingicas. Cuando hay signos y sintomas y el valor de la
concentracion es de 80 pg/ml o superior, el valor predictivo de que la persona es positiva en
infeccion flngica va del 74,4 al 91,7 %. En ausencia de signos y sintomas a menos de

60 pg/ml, los valores predictivos en negativos fueron del 65,1 al 85,1 %%°.

. Determinacion de los valores umbral del Fungitell STAT®
Para el propdsito de este estudio se utilizaron muestras de suero de pacientes congeladas
anonimizadas recogidas para la atencion clinica rutinaria de la poblacién diana y recibidas en
Beacon Diagnostics Laboratory, Inc., para el analisis con el ensayo Fungitell®. Beacon
Diagnostics Laboratory, Inc., es un laboratorio con licencia de las Clinical Laboratory
Improvement Amendments (CLIA), y es parte de Associates of Cape Cod (ACC). El estudio
incluyé una poblacion de 93 muestras anonimizadas de suero de pacientes con concentraciones
de (1—3)-B-D-glucano distribuidas por todo el intervalo de la curva del patron Fungitell® de
31-500 pg/ml. La evaluacion del umbral del Fungitell STAT® sigui6 el analisis de la curva de
eficacia diagnéstica®. Los resultados indicaron que los valores indices de B-glucano de
Fungitell STAT >1,2 han de interpretarse como un resultado positivo de acuerdo con el umbral
de 80 pg/ml del producto Fungitell®, mientras que los valores indices <0,74 han de
interpretarse como resultados negativos de acuerdo con el umbral de 60 pg/ml del producto
Fungitell®. Estos valores umbral se validaron como parte del estudio de comparacion de
métodos y célculo del porcentaje de concordancia de negativos y el porcentaje de concordancia
de positivos presentado mas abajo.

13.2. Comparacién de métodos

De manera similar al estudio del valor umbral, pero utilizando un conjunto de muestras diferentes, se
utilizaron 488 muestras de suero de pacientes congeladas anonimizadas, también con concentraciones de
(1—3)-p-D-glucano distribuidas por todo el intervalo de la curva patrén de Fungitell® de 31-500 pg/ml para el
proposito del estudio de comparacion de métodos®. Dichas muestras incluyeron 309 que cayeron dentro de la
zona negativa de los resultados de la prueba Fungitell®, 143 que cayeron dentro de la zona positiva de la prueba
Fungitell® y 36 que cayeron dentro de la zona indeterminada de la prueba Fungitell® (tabla 2). Durante este
estudio, todas las muestras se analizaron tanto con el ensayo Fungitell STAT® como con el Fungitel®. Cuando
las muestras que cayeron en la zona indeterminada de la prueba Fungitell STAT® se excluyeron del anlisis,
hubo 290 muestras que permanecieron para el analisis del porcentaje de concordancia de negativos y 119 que
permanecieron para el analisis del porcentaje de concordancia de positivos.

Tabla 2. Eficacia de la prueba Fungitell STAT® comparada con la prueba Fungitell®
Fungitell®
Negativo Indeterminado Positivo Total
Fungitell ; 0
STAT® Negativo 283 17 1 301 (61,7 %)
Indeterminado 19 17 24 60 (12,3 %)
Positivo 7 2 118 127 (26,0 %)
Total 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) 488 (100 %)
PCN: 97,6 %* PCP: 99,2 %*
(283/290) (118/119)
IC del 95 %: IC del 95 %:
(95,4, 99,9) (95,4, 99,9)

*Los resultados indeterminados (esto es, dudosos) no se incluyeron en el anélisis; si todos los resultados
indeterminados se consideran resultados discordantes (p. ej., falsos positivos o falsos negativos), la eficacia es
la siguiente: PCP: 73,8 % (118/160), IC del 95 %: (66.4 %, 80.0 %); PCN: 91,0 % (283/311), IC del 95 %:
(87,3 %, 93,7 %)

. Porcentaje de concordancia de negativos
Doscientas ochentay tres (283) de las 290 muestras que fueron negativas cuando se analizaron
con el dispositivo Fungitell® también fueron negativas cuando se analizaron con el ensayo
Fungitell STAT®. El porcentaje de concordancia de negativos (PCN) calculado con el método
Fungitell® fue del 97,6 % (intervalo de confianza del 95 %: 95,4 %, 99,9 %) (tabla 2)

. Porcentaje de concordancia de positivos
Ciento dieciocho (118) de las 119 muestras que fueron positivas cuando se analizaron con el
dispositivo Fungitell® también fueron positivas cuando se analizaron con el ensayo Fungitell
STAT®. El porcentaje de concordancia de positivos (PCP) calculado con el método Fungitell®
fue del 99,2 % (intervalo de confianza del 95 %: 95,4 %, 99,9 %) (tabla 2).

. Intervalo de medicién, linealidad y exactitud
Los resultados de indice fueron de aproximadamente 0,4 a 3,5, abarcando la curva patron
(31-500 pg/m1) del Fungitell®. La correlacién lineal entre los resultados de concentracion de
Fungitell® y los de indice de Fungitell STAT® fue 0,92 (intervalo de confianza del 95 %: 89,9 %
y 93,6 %).
Nota: Cuando se utiliza PKF08 con el software BG Analytics®, el resultado del indice Fungitell
STAT® se utiliza para determinar la categorizacién. Se proporciona un valor estimado de pg/ml
solo como referencia.

13.3 Estudio analitico interlaboratorio

Se evalu la precision (esto es, la repetibilidad y la reproducibilidad), la sensibilidad analitica y la
especificidad analitica del ensayo Fungitell STAT® afiadiendo (1— 3)-B-D-glucano de Saccharomyces
cerevisiae a suero humano para producir un grupo de cinco miembros que consistia en una muestra
negativa baja, una muestra negativa alta (justo por debajo del umbral inferior de 0,74), una muestra
indeterminada (dudosa), una muestra positiva baja (justo por encima del umbral superior de 1,2) y una
muestra positiva alta (~2x por encima del umbral superior de 1,2). El grupo se distribuy¢ a tres laboratorios
CLIA para su analisis con el ensayo Fungitell STAT®. Cada laboratorio suministré 150 puntos de datos
(esto es, 5 muestras x triplicado por tanda analitica x dos operadores que realizaron una tanda por dia

x 5 dias), lo que arrojé un total de 450 puntos de datos e incluyé 30 tandas analiticas (eso es, ensayos) y
90 puntos de datos por muestra (esto es, por cada miembro del grupo). Los valores medios de indice del
estudio que se presentan en la tabla 3 siguiente se derivaron de los datos suministrados por los tres
laboratorios. La columna de porcentaje de positivos representa el porcentaje de muestras de cada miembro
del grupo que cayd dentro de la zona positiva. Entre los tres laboratorios, los resultados de porcentaje
positivos fueron del 1,1 % para la muestra negativa baja, 0% para la muestra negativa alta, 3,3 % para la
muestra indeterminada, 96,7 % para la muestra positiva baja y 100 % para la muestra positiva alta.

Tabla 3. Estudio analitico interlaboratorio

Porcentaje de Especificidad analitica

. . o positivos (Nimero (verdaderos negativos) y
Miembro del M’edl_a de DeS\{lacmn pos./niimero sensibilidad analitica
grupo indice | estandar | %de CV analizado) (verdaderos positivos)
Negativo bajo 0,55 0,10 20,4 % 1,1 % (1/90) 89/90 verdaderos negativos
Negativo alto 0,75 0,08 11,1% 0% (0/90) 90/90 verdaderos negativos
Indeterminado 0,94 0,10 11,1% 3,3% (3/90) 87/90 no positivos
Positivo bajo 16 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 verdaderos positivos
Positivo alto 2,6 0,40 15,4 % 100 % (90/90) 90/90 verdaderos positivos

Como se indicaen la tabla 3, la variacion interensayo (esto es, el % de CV) fue del 11 al 20,4 %y sirvié como
medida de reproducibilidad. La variacion intraensayo fue del 0,4 al 26,8 % y sirvi6 como medida de repetibilidad. La
distribucion del intervalo de % de CV intraensayo se presenta a continuacion en la figura 4. En total, el 94 % de los
valores de CV fueron del 10 % o0 menos y el 75 % de los valores de CV fueron del 6 % o menos.

% de valores de CV
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Intervalo de % de CV
Figura 4. Distribucion de los valores de % de CV intraensayo

13.4 Veracidad

Para cada lote del producto Fungitell STAT®, la concentracion de (1—3)-B-D-glucano del patron Fungitell
STAT® esta calibrada a 80 + 8 pg/ml utilizando el método de referencia Fungitell® y respecto a un patrén de
referencia interna de (1—3)-B-D-glucano.

13.5 Sustancias interferentes
Las siguientes condiciones de las muestras pueden interferir en la obtencion de resultados fidedignos con el
ensayo Fungitell STAT®:
. Las muestras turbias o de color anémalo, como las muy hemolizadas, las muy lipémicas o las
que contengan un exceso de bilirrubina, pueden producir interferencias 6pticas en el ensayo.
Si se analizan dichas muestras, los resultados obtenidos deberan examinarse para comprobar si
presentan indicios de interferencia optica o patrones cinéticos inhabituales.
. Las altas concentraciones de inmunoglobulina G, como las que pueden haber en el suero debido
a los mielomas multiples, pueden producir precipitacion en la mezcla de reaccién tras la adicion
de Fungitell STAT® al suero pretratado®.
. En el momento de la escritura de este documento, no se ha descrito ningtin factor G activador
(elemento de deteccion de (1—3)-B-glucano) de reactivo Fungitell® aparte del (1—3)-B-glucano.
En algunos estudios, donde se ha informado de reactividad cruzada, el tratamiento del material
activador supuesto con (1—3)-p-glucanasa purificada ha eliminado la sefial, lo que demuestra
que la activacion observada se habia debido a (1—3)-B-glucano contaminante*?. La
contaminacion por serina proteasa también puede provocar la liberacién de para-nitroanilina en
las mezclas de reaccion de Fungitell®, pero estas son inactivadas como parte del proceso de
pretratamiento.

14. Metaandlisis

También se han publicado numerosos estudios revisados por expertos sobre el tema del uso de suero a base de
(1—3)-p-D-glucano en el diagnéstico de enfermedades flingicas invasivas; dichos estudios incluyen
metaanlisis de la eficacia diagndstica®?3334353637.38.39,

15. Leyenda de simbolos

g Fecha de Caducidad Consulte las Instrucciones de Uso
ij; Contiene material suficiente para «N» Representante autorizado de la UE
N pruebas
LOT| codigo de Lote Marcado CE
I D | Producto Sanitario para Diagndstico Solamente para uso por
In Vitro prescripcion
REF| Nimero de Catalogo Precaucién
4
Limites de Temperatura ,/4? Mantener alejado de la luz solar
[}
M Fabricante % Importador
Representante autorizado suizo

16. Representantes autorizados/Importador
[EC [REP] Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Paises Bajos

CH |REP Representante autorizado suizo

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Suiza

Importador
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Paises Bajos

Patrocinador australiano:
Emergo Australia, Level 20, Tower I, Darling Park

201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia

Nota: Los incidentes graves relacionados con el dispositivo deberan notificarse al fabricante y a la autoridad
competente del Estado miembro en el que esté establecido el usuario o el paciente.

17. Informacién de contacto
Oficinas Centrales
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 EE. UU.
Tel: (888) 395-2221 0 (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
Correo electronico: custservice@acci

sa.com * www.acciusa.com

Reino Unido/Europa

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road
Knowsley, Liverpool L33 7SA, Reino Unido

Tel: (44) 151-547-7444, Fax: (44) 151-547-7400

Correo electronico: info@acciuk.co.uk » www.acciuk.co.uk

18. Historial de revisiones

Rev 1-3: Se ha afiadido el n.° de catadlogo PKF08-PKG y sus instrucciones relacionadas; detalles sobre el patron
Fungitell STAT® que sirve de control interno, informacién de contacto, aclaraciones y formateo. Criterios
generales de Control de Calidad aclarados n.° 3. Se han afiadido apartados de datos de estabilidad de las
muestras y de determinacion del valor umbral, rango de medicion-linealidad-exactitud y veracidad. Rev 4: Se
ha cambiado el representante para la CE, se ha cambiado de 0,03 a 0,00 el valor en el apartado «Control de
calidad» y pequefios cambios aclaratorios. Rev. 5: Se eliming el representante para la CE de Emergo Europe.
Rev. 6: Se han actualizado los simbolos utilizados. Se ha afiadido MedEnvoy como importador de la UE y se ha
eliminado ACC Europe GmBh del apartado 17. Se han actualizado los simbolos utilizados. Se ha afiadido el
nombre y la direccion del CE-REP, importador suizo y CH-REP. Rev. 7: Aclaracion sobre el almacenamiento
de reactivos. Se ha afiadido que se proporciona un valor estimado de pg/ml de Fungitell con el informe PKF08-
BGA, se ha actualizado el logotipo y la referencia al sitio web de ACC a www.fungitell.com para el acceso a la
documentacion.
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