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1. Utilisation prévue

Le test Fungitell STAT® est un test colorimétrique a base de zymogéne de type protéase pour une détection
qualitative du (1—3)-B-D-glucane dans le sérum de patients ayant des symptomes ou des conditions médicales
les prédisposant a une infection fongique invasive. La concentration du sérum en (1—3)-B-D-glucane, un
composant principal de la paroi cellulaire de plusieurs champignons dont I’importance médicale est reconnue?,
pourrait aider a diagnostiquer des mycoses profondes et des fongémies?. Un test positif n’indique pas le genre
de champignon en cause dans I’infection.

Les valeurs d’indice du (1—3)-B-D-glucane devraient étre utilisées conjointement avec d’autres méthodes
diagnostiques, telles que la culture microbiologique, 1’examen histologique d’échantillons de biopsie et de
radiographies.

Ce produit est destiné a une utilisation en diagnostic in vitro et professionnelle uniquement.

2. Résumé et explication

1l'y a une croissance de I’incidence des infections fongiques due & des infections opportunistes, notamment chez
les patients immunodéficients®*S, Les maladies fongiques invasives, tout comme les infections opportunistes,
sont fréquentes parmi les malades du SIDA et ceux présentant des hémopathies malignes et compte pour une
nombre croissant des infections nosocomiales, notamment chez les bénéficiaires d’une transplantation d’organe
et autres patients recevant des traitements immunosuppresseurs®”. Plusieurs maladies fongiques sont contractées
par I’inhalation de spores fongiques venant du sol, de détritus végétaux, de systémes de traitement de 1’air et des
surfaces exposées. Certains champignons opportunistes sont présents dans et sur la peau humaine, le tube
digestif et les muqueuses®®. Le diagnostic des mycoses invasives et des fongémies se fait en général sur un
diagnostic ou sur des techniques radiologiques non spécifiques. Des marqueurs biologiques d’infection
fongique ont été récemment ajoutés aux méthodes diagnostiques actuellement disponibles?.

Les organismes pathogénes fongiques opportunistes inclus le Candida spp., I’Aspergillus spp., le Fusarium
spp., le Trichosporon spp., le Saccharomyces cerevisiae, I’Acremonium spp., le Coccidioides immitis,
I’Histoplasma capsulatum, le Sporothrix schenckii, I’Exserohilum rostratum et le Pneumocystis jirovecii. Le
(1—3)-B-D-glucane produit par ces organismes, et autres, peut étre détecté par le test Fungitell STAT®L510.11,

3. Principe de la procédure

Le test Fungitell STAT® (n° de catalogue FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) est une modification
conceptuelle du format de test Fungitell® (n° de catalogue FT001, Associates of Cape Cod, Inc. ou ACC). Le
test Fungitell STAT® (dispositif marqué CE 2019) a été développé pour répondre au besoin d’un format de test
4 usage unique et d’une taille de kit plus petite par rapport au format de plaque a 96 puits du test Fungitell®
(dispositif prédicat aux Etats-Unis et marqué CE 2008).

Le test Fungitell STAT® fournit une mesure qualitative du (1—3)-B-D-glucane. Le test se base sur une
modification de la voie du lysat d’amébocytes de limule (LAL)!?131415 Figure 1. Le réactif Fungitell STAT®
modifié élimine toute réactivité d’endotoxine bactérienne et réagit seulement au (1—3)-B-D-glucane, a travers
la voie du facteur G. Le (1—3)-B-D-glucane active le facteur G, un zymogéne de type sérine protéase. Le
facteur G activé transforme I’enzyme pro-coagulante inactive en une enzyme coagulante active, qui a son tour
coupe la para-nitroaniline (p0NA) Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, créant un chromophore, para-nitroaniline (pbNA), qui
absorbe & 405 nm. L’¢étude cinétique du Fungitell STAT®, décrite ci-dessous, se base sur la détermination du
taux d’augmentation de la densité optique produite par un échantillon sérique de patient. Ce taux est comparé a
I’augmentation du taux de densité optique de la solution étalon Fungitell STAT® pour produire un indice. La
solution étalon Fungitell STAT® est calibrée a 80 +/- 8 pg/ml qui est le seuil positif du test Fungitell®. Cette
valeur d’indice de 1’échantillon sérique de patient est qualitativement interprétée comme un résultat Négatif,
Indéterminé ou Positif selon les plages de valeur d’indice fournies dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Figure 1. Voie du lysat d’amébocyte de limule

Tableau 1. Plages d’indice Fungitell STAT®
Résultat Valeur d’indice
Négatif <0,74
Indéterminé 0,75-1,1
Positif >1.2

4. Matériel fourni avec le produit Fungitell STAT®
Le produit Fungitell STAT® est destiné a étre utilisé pour un diagnostic in vitro.

Les matériaux suivants fournis avec chaque produit suffisent pour 10 réactions au total (sur la base des 10 tubes
de réactif Fungitell STAT®). Chaque produit contient également 5 tubes de solution étalon Fungitell STAT®.

1. Le réactif Fungitell STAT®, un (1—3)-B-D-glucane lyophilisé LAL spécifique (10 tubes)
Le réactif Fungitell STAT® se compose de lysat d’amébocyte de limule, de substrat
colorimétrique Boc-Leu-Gly-Arg-pNA et de tampon Tris. Il ne contient pas de protéines
humaines ou mammiferes. Le réactif Fungitell STAT® est exempt de niveaux interférents
du (1—3)-p-D-glucane.

2. Solution d’étalon de glucane Fungitell STAT® (5 tubes) (1—3)-B-D-glucane lyophilisé.
L’étalon de glucane Fungitell STAT® se compose de D-lactose et de (1—3)-f-D-glucane
dérivé d’un extrait de la levure saccharomyces cerevisiae.

Contrdle interne : La concentration de la solution de (1—3) f-D-glucane étalon Fungitell STAT®
est calibrée a la valeur de limite positive du produit Fungitell® (prédicat aux Etats-Unis
et marquage CE 2008) et par rapport & un étalon de référence interne. La solution étalon
Fungitell STAT® contient une quantité connue de glucane. Les valeurs résultantes sont
décrites dans la section Contrdle qualité et servent de contréle interne pour le test
Fungitell STAT®.

3. Notice d’utilisation
4. Guide visuel rapide
5. Matériel nécessaire mais non fourni

Tout le matériel doit étre exempt de glucane interférent.

1. Eau de réactif LAL™* (flacon de 5,5 ml, n° de catalogue \W0051-10)

2. Solution alcaline de prétraitement & 0,125 M de KOH et 0,6 M de KCI* (flacon de 2,5 ml, n° de

catalogue APS51-5)

Pipettes pouvant fournir des volumes de 20-200 uL et 100-1 000 pL

Embouts de pipette* (250 pL, n° de catalogue PPT25 et 1 000 pL, n° de catalogue PPT10)

Embouts de pipette longs* (20-200 pL, n° de catalogue TPT50)

Tubes a essai* pour la préparation des échantillons de patients et leur mélange a la solution de

prétraitement sérique (12 x 75 mm, n° de catalogue TB240-5)

7. Lecteur de tubes et logiciel de test cinétique

a) Lecteur de tubes a 8 puits PKFO08 avec incubation (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** et
Beta Glucan Analytics (BG Analytics® ou logiciel BG Analytics®), manuel du logiciel
BG Analytics® et protocole de vérification du systéme BG Analytics®** (BGA007,
Associates of Cape Cod, Inc.).
Le dispositif PKFO8 et le logiciel BG Analytics® sont fournis par Associates of Cape
Cod, Inc. (n° de catalogue PKF08-PKG**). Le PKF08-PKG a été validé pour une
utilisation avec le test Fungitell STAT®. Qu
b) Lecteur de tubes avec incubation (37 °C) capable de lire a 405 nm et 495 nm avec une

plage d’au moins 0 — 1,0 unité d’absorbance, couplé a un logiciel informatique de test
cinétique approprié capable d’analyser les réactions cinétiques et prenant en charge
I’examen des critéres répertoriés dans la section Contréle qualité du mode d’emploi.

8. Tubes stériles exempts de glucane pour I’aliquotage des échantillons. Des tubes certifiés sans
RNAse, DNAse et pyrogene peuvent étre utilisés.
9. Parafilm®

* Ces produits, fournis par Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), sont certifiés sans glucanes interférents.
**Les manuels d utilisation sont téléchargeables sur le site Web ACC : www.fungitell.com.

6. Conservation des réactifs
. Conserver le kit tel que fourni dans I’emballage d’origine, a une température comprise entre 2 et
8 °C et a I’abri de la lumiére du soleil.
. Le réactif Fungitell STAT® et la solution étalon Fungitell STAT® sont congus pour étre utilisés

jusqu’a 1 heure apreés reconstitution.
7. A Mises en garde et précautions

. Ne pas pipeter a la bouche. Ne pas fumer, manger ou boire dans les zones ot des échantillons ou
des réactifs du kit sont manipulés.

. Respecter les consignes de sécurité opérationnelles et locales.

. Porter des gants de protection lors de la manipulation d’échantillons biologiques qui peuvent étre

infectieux ou dangereux. Les mains gantées doivent étre considérées contaminées en tout temps ;
tenir les mains gantées éloignées des yeux, de la bouche et du nez. Porter des lunettes de
protection et un masque chirurgical s’il y a une possibilité de contamination par 1’aérosol.

. Ne pas utiliser de produits dont les contenus sont endommageés.

. Elimination : Les résidus de produits chimiques et de préparations sont généralement considérés
des déchets dangereux. L’¢limination de ce type de déchets est régie par des lois et
réglementations nationales et régionales. Contacter les autorités ou les entreprises de gestion des
déchets locales pour obtenir des conseils pour I’élimination des déchets dangereux.

. Les fiches de données de sécurité du réactif Fungitell STAT®, de la solution étalon Fungitell
STAT®, de I’cau de réactif LAL et de la solution alcaline de prétraitement sont téléchargeables
sur le site Web ACC : www.acciusa.com.

7.1  Précautions procédurales

Le test Fungitell STAT® nécessite qu'une attention rigoureuse soit portée sur I’environnement et a la technique
du test. Une formation compléte du technicien & la méthode de test et a éviter la contamination est essentielle
pour efficacité du test.

. Créer un environnement propre pour réaliser le test.

. Noter que le glucane, comme toute contamination fongique issue du corps humain, des
vétements, des contenants, de I’eau et des poussiéres en suspension dans I’air, pourrait interférer
avec le test Fungitell STAT®.

. Les sources de contamination possibles comprennent les matériaux contenant de la cellulose tels
que la gaze, les serviettes en papier et le carton, les pipettes en verre avec bouchons en coton et
les embouts de pipette avec filtres en cellulose. La gaze et les éponges chirurgicales peuvent
également libérer des quantités élevées de (1—3)-B-D-glucane?"?2, Pour d’autres sources de
contamination liées au patient, voir la section Limites du test.

. Utiliser immédiatement les flacons ouverts contenant la solution alcaline de prétraitement et
I’eau de réactif LAL et, si une contamination potentielle est a craindre, ne pas réutiliser ces
substances.

. Le réactif Fungitell STAT® et la solution étalon Fungitell STAT® sont fournis comme un lot

apparié. Pour cette raison, aucun réactif Fungitell STAT® ou composant de la solution étalon
STAT® issus d’autres lots de produits ne doit étre utilisé. Par conséquent, il est recommandé
d’éliminer toute solution étalon Fungitell STAT® restante dés que tous les tubes de réactif
Fungitell STAT® contenus dans un paquet ont été utilisés.

. Ne pas utiliser le matériel apres sa date d’expiration.

7.2 Manipulation des échantillons

. Le prélevement et la préparation du sérum doivent étre effectués conformément aux
réglementations locales en vigueur. Collecte des échantillons : Les échantillons de sang peuvent
étre recueillis dans des tubes stériles de préparation de sérum ou dans des tubes séparateurs de
sérum (SST) pour la préparation du sérum.

. Conservation des échantillons : Les échantillons de sérum peuvent étre conservés entre 2 et 8 °C
pendant 15 jours maximum, ou étre congelés a -20 °C pendant 27 jours maximum ou & -80 °C
pendant 4 ans maximum.

. Etiquetage des échantillons : Les échantillons doivent étre clairement identifiés conformément
aux bonnes pratiques de I’établissement médical (laboratoire).

73 Remarques concernant les tests :

. Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire conformément aux réglementations locales. Ce test
est sensible a la contamination et au pipetage inexact.
. Afin d’assurer la sécurité de ’opérateur lors de la manipulation d’échantillons sériques et pour

réduire le potentiel de contamination par du (1—3)-p-D-glucane issu de I’environnement
pendant le processus, il est recommandé de travailler dans une enceinte de sécurité biologique.

. Pour réduire les déplacements inutiles des flacons en verre a I’intérieur et a I’extérieur de
I’enceinte de sécurité biologique, il est recommandé de placer I’agitateur vortex dans cette
derniére (a condition que le flux d’air essentiel soit maintenu).

. 11 est recommandé d’utiliser des embouts de pipettes longs pour prévenir la contamination
croisée entre les flacons.
. Une solution étalon Fungitell STAT® (bouchon rouge et étiquette en trait rouge) doit toujours

étre traitée dans les mémes conditions et en méme temps que le ou les échantillons de patient
dans une série. Cela est essentiel car le résultat du test est un indice (échantillon/étalon) des taux
de réaction cinétique (ou pentes, OD/s) de I’échantillon de patient et de la solution étalon
Fungitell STAT®.

. 11 est recommandé d’utiliser des portoirs de tubes séparés pendant la procédure, un pour les tubes
de préparation des échantillons et un autre pour les tubes de réactif afin d’éviter la confusion et
la contamination croisée.

. 11 est recommandé de placer la solution étalon Fungitell STAT® a une position définie et
cohérente dans le portoir de tubes, I’incubateur et le lecteur. Dans le lecteur PKFO08, utiliser
le premier puits sur la gauche étiqueté « Standard » (Etalon).

. A la fin de chaque étape de mélange, confirmer visuellement que la solution mélangée est
homogene.
8. Procédure

Le produit Fungitell STAT® comporte un guide visuel rapide avec des illustrations et un résumé des
fonctionnalités de I’instrument PKFOS et du logiciel BG Analytics®.

Les procédures suivantes sont déja prédéfinies lors de I'utilisation du dispositif PKFO08 et du logiciel
BG Analytics®: Réglage du dispositif, évaluation des résultats et contrdle qualité. Pour plus
d’informations, voir le manuel d’utilisation du logiciel BG Analytics® ou contacter le fabricant.

8.1  Réglage de instrument et programmation du test
811 Lors de I'utilisation de PKF08 avec le logiciel BG Analytics® :
Allumer le dispositif et suivre les instructions du logiciel BG Analytics®. Pour des informations
détaillées, voir le manuel du BG Analytics®.

8.12 Si un autre instrument et logiciel sont utilisés, les conditions suivantes doivent étre
remplies :
a. L’instrument doit étre capable d’atteindre et de maintenir une température de
37°C+1°C.
b. L’instrument et le logiciel doivent étre capables de lire la densité optique dans le temps

(mode cinétique) a deux longueurs d’onde. Spécifiquement, ces longueurs d’onde doivent
étre réglées sur 405 nm et 495 nm.

[ Régler le mode cinétique a une durée de lecture de 40 minutes (2 400 secondes). Régler
I’intervalle de lecture cinétique au niveau minimum autorisé par le logiciel/I’instrument.

d. La mesure doit étre lancée immédiatement aprés I’insertion de 1’échantillon.

e. Se reporter au manuel du logiciel pour savoir comment calculer une mesure du taux (de

la pente) a partir du jeu de données. Aux fins de ce test, cela est généralement effectué en
exécutant une régression linéaire sur les données cinétiques pour I’intervalle de temps
proposé. Définir le calcul de la régression linéaire a exécuter sur la plage de 1 900 a
2400 secondes a I’aide de la fonction « slice » (tranche) du logiciel.

8.2  Etiqueter les tubes

a. Etiqueter un tube vide pour chaque échantillon sérique de patient & tester.
b. Etiqueter un tube de réactif Fungitell STAT® pour chague échantillon sérique de patient a tester.
c. Etiqueter un tube de réactif Fungitell STAT® pour la solution étalon Fungitell STAT®.

8.3  Préparer I’échantillon sérique du patient

a. Vortexer les échantillons sériques des patients pendant au moins 20 secondes pour en garantir
I’homogénéité.

Remarque : Le processus de congélation peut entrainer une hétérogénéité des échantillons en
raison du captage de I’eau vers le cristal de glace en croissance, excluant les solutés.

b. Ajouter I’échantillon sérique du patient et la solution alcaline de prétraitement dans un rapport
de 1:4 dans le tube vide étiqueté correspondant. Les volumes recommandés sont de 50 pl
d’échantillon du patient et de 200 pl de solution alcaline de prétraitement.

Remarque : La solution alcaline de prétraitement convertit les glucanes a triple hélice en

glucanes monocaténaires4S qui sont plus réactifs dans le test. En outre, le pH alcalin sert

& inactiver les inhibiteurs et les protéases sériques susceptibles d’interférer avec le test*.
[ Vortexer pendant 15 secondes et recouvrir le tube.

8.4 Préparer la solution étalon Fungitell STAT®
Remarque : Chaque produit (paire de solution étalon Fungitell STAT® et réactif Fungitell
STAT®) est testé et libéré indépend. Par c il est important d utiliser les
volumes de reconstitution et la solution alcaline de prétraitement correspondant au numéro
de lot. Ils sont disponibles sur I'étiquette de I'emballage de la solution étalon Fungitell STAT®,
sur le certificat d’analyse du produit Fungitell STAT®, et disponible sur le site Web ACC.
Recommandation : Avant de commencer le test, noter cette information sur le Guide visuel
rapide fourni.

a. Reconstituer un flacon de solution étalon Fungitell STAT® avec le volume d’eau de réactif LAL
spécifique du n° de lot et bien vortexer pendant 15 secondes.

b. Ajouter le volume de solution alcaline de prétraitement spécifique du lot N°.

c. Vortexer pendant 15 secondes et recouvrir le tube.

8.5 Incubation de prétraitement dans le lecteur de tubes
Incuber les tubes d’échantillon sérique du patient (de I’étape 8.3) et le flacon de solution étalon
Fungitell STAT® (de I’étape 8.4) pendant 10 minutes a 37 °C.

Remarque : Lors de I'utilisation de I’instrument PKF08, a I’insertion d’un tube dans un puits, un
voyant passe du rouge au vert. Pousser le tube a fond jusqu’a ce que le voyant passe
au vert.

& Attention, les tubes sont fragiles. En cas de pénétration d’éclats de verre et de liquides dans
une station de mesure du PKF08, contacter le service technique Associates of Cape Cod,
Inc.

8.6 Préparation des tubes de réactif Fungitell STAT®

a. Reconstituer chacun des flacons de réactif Fungitell STAT® (étiquetés dans 1’étape 8.2 ci-dessus)
avec 300 pL d’eau de réactif LAL.
b. Vortexer doucement pendant 5 secondes maximum.

Remarque : Le réactif Fungitell STAT® contient un certain nombre de protéines actives requises
pour le test et il est recommandé de manipuler doucement la solution. Un réglage maximum de
2000 tr/min est recommandé pour tous les agitateurs vortex. Ne pas trop mélanger.

c. Ala fin de la pré-incubation :
. Transférer 75 pL de chaque échantillon sérique de patient dans son tube de réactif
Fungitell STAT® correspondant.
. Transférer 75 pL de solution étalon Fungitell STAT® dans son tube de réactif
Fungitell STAT® correspondant.
. Vortexer tous les tubes pendant 5 secondes maximum et recouvrir.

8.7 Démarrage de la série
a. Insérer les tubes dans le lecteur de tubes tout en confirmant que chacun d’entre eux est dans le puits
prévu.
b. Démarrer la lecture cinétique pour une période de 40 minutes, a 37 °C.

9 Calculer les résultats

9.1 Principe de mesure

Les résultats du test Fungitell STAT® doivent étre utilisés comme aide au diagnostic d’une infection fongique
invasive. Les taux standard de ’échantillon du patient et Fungitell STAT® sont dérivés du calcul de la

pente (taux) entre 1 900 et 2 400 & partir des résultats du delta OD 405 - 495 nm. Les résultats de I’indice
Fungitell STAT® sont obtenus par la division de la pente de 1’échantillon du patient par la pente de la solution
étalon Fungitell STAT® (voir Figure 2).
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Figure 2. Exemple de courbes cinétiques Fungitell STAT® et analyse de données

La région surlignée en gris est la zone de détermination de la pente (1 900 a 2 400 secondes),

la ligne continue est un exemple d’échantillon de patient (EP) et la ligne pointillée est la solution
étalon Fungitell STAT® (ETL). La pente de I’échantillon (c’est-a-dire 0,00022 OD/s) divisée par
celle de 80 pg/ml de la solution étalon Fungitell STAT® (c’est-a-dire 0,00016 OD/s) donne un
indice de 1,4 pour I’échantillon.

9.2 Lors de I'utilisation du PKF08 avec le logiciel BG Analytics® :

a. La revue des critéres de qualité est effectuée automatiquement par le logiciel. Le résultat est
affiché dans le rapport final.

b. Pour des séries de test valides, le logiciel BG Analytics® détermine une valeur d’indice pour
chague échantillon ou attribue un résultat négatif ou positif clair a 1’échantillon.

C. Si le logiciel montre une indication de paramétres non valides dans 1’évaluation des résultats,

suivre les instructions dans le manuel du logiciel BG Analytics®.

9.3 Si d’autres logiciels sont utilisés :
Vérifier que tous les criteres de qualité sont satisfaits.

10. Contrdle qualité

Les critéres de contrdle qualité de la solution étalon Fungitell STAT® et des résultats d’échantillon sérique

de patient sont répertoriés ci-dessous, y compris des exemples de formes de courbes cinétiques attendues.

Ces critéres de contrdle qualité ont été validés pendant les études présentées dans la section Caractéristiques

de performance.

. Pour tous les numéros de puits, confirmer I’attribution de la solution étalon Fungitell STAT® ou du
numéro d’échantillon

. Pour le résultat de la solution étalon Fungitell STAT®,
1. le coefficient de corrélation (r) doit étre > 0,980 et
2. la pente doit étre comprise dans la plage de pente attendue de 0,00010-0,00024 OD/seconde.

Si le résultat de la solution étalon Fungitell STAT® ne répond pas aux critéres n° 1 et n° 2, la série est
non valide et tous les échantillons doivent étre préparés et testés a nouveau.

. Pour tous les résultats d’échantillons de patients, faire ce qui suit :
A Déterminer si le résultat peut étre en dehors de la plage de mesure du test
> Le résultat est probablement hors plage sur le coté positif si :

- L’ordonnée a I’origine Y est positive et

- La courbe cinétique dépasse 0,4 OD avant 1 000 secondes.
> Le résultat est probablement hors plage sur le coté négatif si :

- La courbe cinétique est positive aprés 500 secondes et

- A une OD > 0,00 et < 0,07 a la fin du test.
Si le résultat de 1’échantillon répond aux deux critéres de résultat hors plage positif ou négatif, les
critéres de CQ généraux Ci-dessous n’ont pas a étre complétés, et la valeur d’indice ne doit pas étre
calculée. Tous les résultats hors plage du c6té positif doivent étre rapportés comme « positifs » et tous
les résultats hors plage du coté négatif doivent étre rapportés comme « négatifs ».



B. Si les critéres ci-dessus ne s’appliquent pas, vérifier le CQ général :

la courbe cinétique doit étre positive aprés 500 secondes,

la courbe cinétique doit avoir une OD > 0,00 a la fin du test,

la pente doit étre numériquement positive,

le coefficient de corrélation (r) doit étre > 0,980 et

la courbe cinétique doit avoir une forme de courbe croissante conformément aux
exemples présentés dans la Figure 3.

Si le résultat de I'échantillon ne répond pas au critére n° 1 du CQ général, 3-5, le résultat de
I’échantillon est non valide et I’échantillon doit étre testé a nouveau. Alternativement, une méthode
différente doit étre utilisée.

Si le résultat de I'échantillon ne répond pas au critére n° 2 du CQ, cela suggeére que le signal de
I’échantillon est faible. Dans ce cas, [ utilisateur doit examiner attentivement la courbe fournie en
contexte et déterminer la validité des résultats sur la base du systéme de qualité interne du laboratoire.
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Figure 3. Exemples de formes de courbe cinétique appropriées
Les courbes cinétiques doivent avoir une forme de courbe croissante comme dans les exemples
ci-dessus. Les exemples d’échantillon illustrés ici sont issus de toute la plage d’indice du test
Fungitell STAT®. Utiliser ces exemples pour examiner les critéres de qualité.

Remarque :

1. Tout utilisateur du test doit établir un programme de contrdle qualité pour s’assurer que le test
soit effectué de maniere compétente, dans le respect de la réglementation applicable dans sa
localité.

2. 1 est recommandé de tester des échantillons sériques de contrdle (négatifs, proches de la valeur

limite ou fortement positifs) dans le cadre de vérifications supplémentaires du laboratoire et des
bonnes pratiques de laboratoire. Ceux-ci ne sont pas inclus dans le kit Fungitell STAT®,

11. Interprétation des résultats

. Résultat négatif
Des valeurs d’indice < 0,74 sont interprétées comme des résultats négatifs.
Le laboratoire qui effectue le test doit informer le médecin traitant que toutes les infections
fongiques n’entrainent pas des taux élevés de sérum (1—3)-B-D-glucane. Certains champignons,
du genre Cryptococcus*®7, produisent un taux trés faible de (1—3)-B-D-glucane. Les
Mucorales, tel que I’absidia, le mucor et le rhizopus*” ne sont pas connus pour produire du
(1—3)-B-D-glucane. De méme, le blastomyces dermatitidis, dans sa phase de levure, produit trés
peu de (1—3)-B-D-glucane, et les patients souffrant de blastomycose ont généralement un taux
de (1—3)-B-D-glucane indétectable au test Fungitell STAT®28,

. Résultat indéterminé
Des valeurs d’indice comprises entre 0,75 et 1,1 sont considérées non concluantes (équivoques).
Des prélévements et des analyses supplémentaires de sérum sont recommandés. Des
préléevements et des analyses fréquents sont une meilleure aide au diagnostic.

. Résultat positif
Des valeurs d’indice > 1,2 sont interprétées comme un résultat positif. Un résultat positif signifie
que du (1—3)-B-D-glucane a été détecté. Un résultat positif n’indique pas la présence d’une
maladie et doit étre utilisé en conjonction avec d’autres bilans cliniques pour établir un
diagnostic.

12. Limites du test
. Les emplacements des tissus dans une infection fongique’, I’encapsulation, et la quantité de
(1—3)-p-D-glucane produit par certains champignons pourraient affecter la concentration
sérique de cet analyte. La capacité réduite du (1—3)-B-D-glucane a contribuer a la circulation
sanguine peut réduire la capacité a détecter certaines infections fongiques.

. Certaines personnes ont des valeurs d’indice de (1—3)-B-D-glucane qui tombent dans la zone
indéterminée. Dans ces cas, des tests de surveillance supplémentaires sont recommandés.
. La fréquence des tests dépendra du risque relatif d’infection fongique qu’encourt le patient. Des

fréquences de prélévement d’au moins deux a trois fois par semaine sont recommandées pour les
patients a risque.

. Des résultats positifs ont été observés chez les patients hémodialysés®2°39, chez les sujets traités
avec certains produits sanguins fractionnés tels que 1’albumine de sérum et les
immunoglobulines?*?* et dans les échantillons ou chez les sujets exposés a de la gaze et aux
éponges chirurgicales contenant du glucane. Il faut 3 a 4 jours aux patients pour retrouver le
niveau de base du sérum en (1—3)-B-D-glucane, apres une exposition chirurgicale & des éponges
et a des gazes contenant du (1—3)-B-D-glucane?-?2, En conséquence, il faudrait prendre en
compte cela dans le choix du moment pour le prélévement des patients opérés. L’examen
complet des facteurs contribuant aux faux positifs du (1—3)-B-D-glucane se trouve dans I’article
Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

. Les échantillons prélevés au talon ou au doigt sont inacceptables, car il a été prouvé que la gaze
imbibée d’alcool et utilisé pour préparer le site (et, potentiellement, le pool sanguin de la surface
de la peau) contamine les spécimens. A ce jour, les études n’ont observé aucune différence entre
les échantillons obtenus par prélévement par ligne ou par ponction veineuse?>2,

. Les niveaux de test ont été établis chez des sujets adultes. Les niveaux normaux et de seuil pour
les enfants en bas age et les enfants plus dgés sont a 1’étude?’%%,

13. Caractéristiques de performance

13.1 Valeurs attendues

. Sensibilité et spécificité diagnostiques de la méthode de référence, test Fungitell®
Une étude prospective multicentrique menée pour déterminer la sensibilité et la spécificité
diagnostiques du test Fungitell® (prédicat aux Etats-Unis et marqué CE 2008) a montré que les
taux de (1—3) B-D-glucane sont augmentés dans différentes infections fongiques. Lorsque les
signes et les symptomes sont présents a un taux de 80 pg/ml ou plus, la valeur prédictive selon
laquelle le sujet est positif pour une infection fongique varie entre 74,4 et 91,7 %. En I’absence
de signes et de symptomes & moins de 60 pg/ml, la valeur prédictive négative variait entre
65,1 % et 85,1 %%°.

. Détermination des valeurs de seuil du test Fungitell STAT®
Des échantillons congelés et désidentifiés de sérum de patients prélevés dans le cadre des soins
cliniques de routine chez la population prévue et recus au Beacon Diagnostics Laboratory, Inc
pour test Fungitell® ont été utilisés aux fins de cette étude. Beacon Diagnostics Laboratory, Inc
est un laboratoire agréé des Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA), faisant
partie d’Associates of Cape Cod (ACC). Une population de 93 échantillons sériques de patients
désidentifiés a été incluse dans I’étude avec des concentrations en (1—3)-p-D-glucane
distribuées sur toute la plage de la courbe étalon du Fungitell® de 31-500 pg/ml. L évaluation
du seuil du test Fungitell STAT® a été effectuée aprés I’analyse de la courbe ROC (Receiver
Operating Characteristic)®. Les résultats ont montré que les valeurs d’indice Fungitell STAT
du B-glucane > 1,2 doivent étre interprétées comme un résultat positif en alignement avec le
seuil de 80 pg/ml du produit Fungitell®, tandis que les valeurs d’indice < 0,74 doivent étre
interprétés comme des résultats négatifs en alignement avec le seuil de 60 pg/ml du produit
Fungitell®. Ces valeurs de seuil ont été validées dans le cadre de 1’é¢tude de comparaison des
méthodes et du calcul du pourcentage de concordance négative et du pourcentage de
concordance positive présenté ci-dessous.

13.2. Comparaison des méthodes

De fagon similaire a 1’étude de la valeur de seuil mais en utilisant un ensemble d’échantillons différent,

488 échantillons de sérum de patients congelés et désidentifiés également avec des concentrations de (1—3)--
D-glucane distribuées sur toute la plage de la courbe étalon du Fungitell® de 31 a 500 pg/ml ont été utilisés aux
fins de I’étude de comparaison des méthodes®. Celle-ci portait sur 309 échantillons qui tombaient dans la zone
Négatif des résultats de test Fungitell®, 143 échantillons qui tombaient dans la zone Positif du Fungitell® et

36 échantillons qui tombaient dans la zone Indéterminé du Fungitell® (Tableau 2). Tous les échantillons ont été
testés avec les tests Fungitell STAT® et Fungitell® pendant cette étude. Lorsque les échantillons tombant dans la
zone Indéterminé du Fungitell STAT® étaient exclus de I’analyse, il y avait 290 échantillons restants pour
I’analyse du pourcentage de concordance négative et 119 échantillons restants pour I’analyse du pourcentage de
concordance positive.

Tableau 2. Performances du Fungitell STAT® par rapport au Fungitell®

Fungitell®
Négatif Indéterminé Positif Total
Fungitell hyati o
STAT® Négatif 283 17 1 301 (61,7 %)
Indéterminé 19 17 24 60 (12,3 %)
Positif 7 2 118 127 (26,0 %)
Total 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) 488 (100 %)
s PCP : 99,2 %*
()
; (118/119)
Igszﬁg) 1ICa95%:
asoh: (95,4, 99,9)
(95,4, 99,9)

* Résultats indéterminés (c’est-a-dire équivoques) non inclus dans I'analyse ; si tous les résultats indéterminés
sont considérés comme des résultats discordants (par ex. faussement positifs ou faussement négatifs), les
performances sont comme suit : PCP - 73,8 % (118/160), IC a 95 % : (66,4 %, 80,0 %) ; PCN - 91,0 %
(283/311), 1C 295 % : (87,3 %, 93,7 %)

. Pourcentage de concordance négative
Deux cent quatre-vingt-trois (283) des 290 échantillons qui étaient négatifs lorsqu’ils étaient
testés avec le dispositif Fungitell® ont également été négatifs avec le test Fungitell STAT®.
Le pourcentage de concordance négative (PCN) calculé avec la méthode Fungitell® était de
97,6 % (intervalle de confiance a 95 % : 95,4 %, 99,9 %) (Tableau 2)

. Pourcentage de concordance positive
Cent dix-huit (118) des 119 échantillons qui étaient positifs lorsqu’ils étaient testés avec le
dispositif Fungitell® ont également été positifs avec le test Fungitell STAT®. Le pourcentage de
concordance positive (PCP) calculé avec la méthode Fungitell® était de 99,2 % (intervalle de
confiance a 95 % : 95,4 %, 99,9 %) (Tableau 2).

. Plage de mesure, linéarité et exactitude
Les résultats d’indice allaient d’environ 0,4 a 3,5, couvrant toute la courbe étalon (31 a 500 pg/ml) du
Fungitell®. La corrélation linéaire entre la concentration Fungitell® et les résultats d’indice Fungitell
STAT® était de 0,92 (intervalle de confiance a 95 % : 89,9 % et 93,6 %). Remarque : lors de
Putilisation du PKFO8 avec le logiciel BG Analytics®, le résultat de I’indice Fungitell STAT® est
utilisé pour déterminer la catégorisation. Une valeur pg/ml estimée est fournie a titre de référence
uniquement.

13.3 Etude analytique inter-laboratoires

La précision (c’est-a-dire répétabilité et reproductibilité), la sensibilité analytique et la spécificité analytique du
Fungitell STAT® ont été évaluées en ensemengant du sérum humain avec du (1—3)-B-D-glucane de
Saccharomyces cerevisiae pour produire un panel de cing membres composé d’un échantillon faiblement
négatif, d’un échantillon fortement négatif (juste en dessous du seuil inférieur de 0,74), d’un échantillon
indéterminé (équivoque), d’un échantillon faiblement positif (juste au-dessus du seuil supérieur de 1,2) et d’un
échantillon fortement positif (~2x au-dessus du seuil supérieur de 1,2). Le panel a été distribué a trois
laboratoires CLIA pour étre testé avec le test Fungitell STAT®. Chaque laboratoire a fourni 150 points de
données (c'est-a-dire 5 échantillons x triple par série x deux opérateurs effectuant une série par jour x 5 jours)
pour un total de 450 points de données et comprenant 30 séries (ou tests) et 90 points de données par échantillon
(ou membre du panel). Les valeurs d’indice moyen de I’étude présentées dans le Tableau 3 ci-dessous sont
dérivées des données fournies par les trois laboratoires. La colonne Pourcentage positif représente le
pourcentage d’échantillons tombant dans la zone Positif pour un membre donné du panel. Dans les trois
laboratoires, le pourcentage de résultats positifs était de 1,1 % pour I’échantillon faiblement négatif, 0 % pour
I’échantillon fortement négatif, 3,3 % pour I’échantillon indéterminé, 96,7 % pour I’échantillon faiblement
positif et 100 % pour les échantillons fortement positifs.

Tableau 3. Etude analytique inter-laboratoires
Pourcentage
positif Spécificité analytique
Membre du Index | (Nombre pos./ (vrai négatif) et sensibilité
panel moyen | Ecart-type | CV (%) | Nombre testé) analytique (vrai positif)
Faiblement 0,55 0,10 204% 1,1% (1/90) 89/90 Vrai négatif
négatif

Tableau 3. Etude analytique inter-laboratoires
Pourcentage

positif Spécificité analytique
Membre du Index | (Nombre pos./ (vrai négatif) et sensibilité
panel moyen | Ecart-type | CV (%) | Nombre tests) analytique (vrai positif)
Fortement 0,75 0,08 11% 0% (0/90) 90/90 Vrai négatif
négatif
Indéterminé 0,94 0,10 111 % 3,3 % (3/90) 87/90 Non positif
Faiblement 16 0,30 187% | 967 % (87/90) 87/90 Vrai positif
positif
Eggfirpem 26 0,40 154% | 100 % (90/90) 90/90 Vrai positif

Comme indiqué dans le Tableau 3, la variation inter-tests (c’est-a-dire le CV) variait de 11 a 20,4 % et a servi de
mesure de reproductibilité. La variation intra-test variait de 0,4 % a 26,8 % et a servi de mesure de répétabilité. La
distribution de la plage de CV (%) intra-test est présentée ci-dessous dans la Figure 4. Dans I’ensemble, 94 % des
valeurs de CV étaient de 10 % ou moins et 75 % des valeurs de CV étaient de 6 % ou moins.
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Figure 4. Distribution des valeurs de CV (%) intra-test

13.4 Justesse

Pour chaque lot du produit Fungitell STAT®, la concentration en (1—3)-B-D-glucane de la solution étalon
Fungitell STAT® est calibrée & 80 +/- 8 pg/ml & I’aide de la méthode de référence Fungitell® et par rapport & un
étalon de référence interne de (1—3)-B-D-glucane.

13.5 Substances interférentes
Les conditions d’échantillonnage ci-dessous peuvent influer sur un résultat de test Fungitell STAT® exact :

. Les échantillons de couleurs non attendues ou troubles, par exemple, ceux qui sont fortement
hémolysés, lipémiques, ou qui contiennent un exces de bilirubine pourraient créer une
interférence optique avec le test. Si de tels échantillons sont testés, les résultats du test devraient
étre examinés a la recherche de preuves d’interférences optiques et de schémas cinétiques
inhabituels.

. Un taux élevé d’immunoglobuline G, tel qu’il pourrait exister dans le sérum a cause de
mélanomes multiples, pourrait entrainer une précipitation dans le mélange réactionnel apres
I’ajout du Fungitell STAT® au sérum prétraité3..

. Au moment de la rédaction de la présente, aucune substance activant le facteur G (élément de
détection du (1—3)-B-glucane) du réactif Fungitell® autre que le (1—3)-B-glucane n’a été
décrite. Dans certaines études, ou des affirmations de réactivité croisée ont été faites, le
traitement du matériau d’activation supposé avec de la (1—3)-B-glucanase purifiée ont éliminé le
signal, démontrant que I’activation observée était due a une contamination par du (1—3)-p-
glucane'2. Une contamination par de la sérine protéase peut également entrainer la libération de
para-nitroaniline dans les mélanges réactionnels du Fungitell®, mais ceux-ci sont inactivés dans
le cadre du processus de prétraitement.

14. Méta-Analyses

En outre, de nombreuses études évaluées par des pairs ont été publiées au sujet de I’apport du (1—3)-8-D-
glucane sérique au diagnostic des infections fongiques invasives, y compris les méta-analyses de la performance
diagnostique32v33‘3“‘35'36'3735‘39.

15. Légende des symboles

g Date limite d’utilisation [:]ﬂ Consulter la notice d’utilisation

Contenu suffisant pour « N » tests Mandataire européen

Code de lot Marquage CE
Dispositif médical pour diagnostic in vitro Is(orlly Uniquement sur ordonnance
N° de catalogue & Mise en garde

o . S Tenir a 1’abri de la lumiére du
Limite de température /.{\ soleil
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Fabricant @ Importateur

[rer] Mandataire suisse
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16. Mandataires/Importateurs
[EC [REP| Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Pays-Bas

CH |REP|  Mandataire suisse

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Suisse

Importateur
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123, 2595 AM The Hague, Pays-Bas

Sponsor australien :
Emergo Australia, Level 20, Tower I, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australie

Remarque : Tout incident grave survenu en rapport avec le dispositif doit étre signalé au fabricant et a
I"autorité compétente de 1’Etat membre dans lequel I’ utilisateur et/ou le patient est établi.

17. Coordonnées
Siége social
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445, Etats-Unis
Tél. : (888) 395-2221 ou (508) 540-3444, Fax : (508) 540-8680
E-mail : custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Royaume-Uni/ Europe

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road
Knowsley, Liverpool L33 7SA, Royaume-Uni

Tél. : (44) 151-547-7444, Fax : (44) 151-547-7400
E-mail : info@acciuk.co.uk * www.acciuk.co.uk

18. Historique des révisions

Rév. 1-3 : Ajout du numéro de catalogue PKF08-PKG et des instructions correspondantes ; détails concernant
I’utilisation de la solution étalon Fungitell STAT® comme contrdle interne, coordonnées, clarifications et mise
en forme. Clarification du critére de CQ général n° 3. Ajout des données de stabilité des échantillons et de la
détermination de la valeur de seuil, sections Plage de mesure-Linéarité-Exactitude et Justesse. Rév. 4 :
Changement de mandataire européen, remplacement de la valeur de 0,03 par 0,00 dans la section Contréle
qualité et changements mineurs a des fins de clarification. Rév. 5 : Suppression du mandataire européen Emergo
Europe. Rév. 6 : Mise a jour des symboles utilisés. Ajout de MedEnvoy en tant qu’importateur dans 1'UE et
suppression de ACC Europe GmBh de la section 17. Mise a jour des symboles utilisés. Ajout du nom et de
I’adresse du CE-REP, de I'importateur suisse et du CH-REP. Rév. 7 : Clarification de la conservation des
réactifs. Ajout d’une mention indiquant qu’une estimation de la valeur pg/ml Fungitell; est fournie avec le
rapport PKF08-BGA ; mise a jour du logo et de la référence au site Web de I’ACC a www.fungitell.com pour
I’accés a I’étiquetage.
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