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1. Namjena

Test Fungitefl STAT® kolorimetrijski je test proteaze koji se temelji na zimogenu za kvalitativno otkrivanje
(1—-3)-p-D-glukana u serumu bolesnika sa simptomima ili medicinskim stanjima koja bolesnika ¢ine sklonim
invazivnoj gljivi¢noj infekeiji. Koncentracija (1—3)-B-D-glukana u serumu, glavna komponenta stani¢ne
stijenke kod raznih medicinski znacajnih gljivical, moZe se upotrijebiti kao pomo¢ u dijagnozi duboko
ukorijenjenih mikoza i fungemija?. Pozitivan rezultat ne ozna¢ava koji rod gljivica mozda uzrokuje infekciju.

Vrijednosti indeksa (1—3)-p-D-glukana treba upotrijebiti zajedno s drugim dijagnosti¢kim postupcima, kao §to
je mikrobioloska kultura, histoloski pregled uzoraka biopsije i radioloski pregled. Ovaj je proizvod namijenjen
samo za in vitro dij icku upotrebu i prof Inu primjenu.

2. SaZetak i objaSnjenje

U porastu je incidencija gljivicnih infekcija izazvanih oportunistickim patogenima, posebice u
imunokompromitiranih bolesnika®4®. Invazivne gljiviéne bolesti, kao oportunisti¢ke infekcije, Ceste su medu
bolesnicima s hematoloskim malignim bolestima i AIDS-om i odgovorne su za sve veci broj bolnickih
infekcija, posebice medu primateljima organa za transplantaciju i ostalim bolesnicima koji primaju
imunosupresivno lije¢enje®’. Velik broj gljiviénih bolesti dobiva se udisanjem gljivi¢nih spora koje potjecu iz
tla, biljnih otpadaka, sustava za obradu zraka i/ili izlozenih povrSina. Neki su oportunisticki patogeni prisutni
u/na ljudskoj kozi, u probavnom traktu i membranama sluznica®®. Dijagnoza invazivnih mikoza i fungemija
obiéno se temelji na nespecifi¢nim dijagnostickim ili radiolokim tehnikama. U posljednje su vrijeme bioloski
markeri gljiviéne infekcije dodani dostupnim dijagnostickim metodama?.

Oportunisticki gljiviéni patogeni uklju¢uju sojeve Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon
spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Exserohilum rostratum i Pneumocystis jirovecii. (1—3)-B-D-glukan koji proizvode ti i ostali
organizmi moZe se otkriti testom Fungitell STAT®5.10.11,

3. Nacelo postupka
Test Fungitell STAT® (kat. br. FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) izmjena je dizajna formata testa Fungitell®

(kat. br. FT001, Associates of Cape Cod, Inc. ili ACC). Test Fungitell STAT® (proizvod s oznakom CE iz
2019.) razvijen je kao odgovor na potrebu za formatom testa za jednokratnu upotrebu i manjom veli¢inom
kompleta u odnosu na format ploce s 96 jazica testa Fungitell® (smije se stavljati na trziste u SAD-u i proizvod
s oznakom CE iz 2008.).

Test Fungitell STAT® omoguéuje kvalitativno mjerenje (1—3)-B-D-glukana. Test se temelji na izmjeni puta
limulus amebocit lizata (LAL)!2131415 Slika 1. Reagens Fungitell STAT® izmijenjen je kako bi se eliminirala
reaktivnost bakterijskih endotoksina te kako bi, posljedi¢no, reagirao samo na (1—3)-B-D-glukan, putem strane
puta posredovane faktorom G. (1—3)-B-D-glukan aktivira Faktor G, zimogen serinske proteaze. Aktivirani
Faktor G pretvara inaktivan enzim koji potice zgrusavanje u aktivan enzim zgrusavanja, koji zauzvrat cijepa
para-nitroanilid Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, stvaraju¢i kromofor para-nitroanilin (pPNA), koji se apsorbira na

405 nm. Kineticki test Fungitell STAT®, opisan u nastavku, temelji se na odredivanju brzine pove¢anja opticke
gustoce koju proizvodi uzorak seruma bolesnika. Ta se brzina usporeduje s brzinom povecanja opticke gustoce
standarda Fungitell STAT® kako bi se proizveo indeks. Standard Fungitell STAT® kalibrira se na

80 +/- 8 pg/ml, $to je pozitivna grani¢na vrijednost testa Fungitell®. Vrijednost indeksa u uzorku seruma
bolesnika kvalitativno se tumaci kao negativan, neodreden ili pozitivan rezultat u skladu s rasponima vrijednosti
indeksa navedenima u Tablici 1 u nastavku.
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Slika 1. Put limulus amebocit lizata

Tablica 1. Rasponi indeksa Fungitell STAT®
Rezultat Vrijednost indeksa
Negativan <0,74
Neodreden 0,75-1,1
Pozitivan >1,2

4. Materijali isporueni s proizvodom Fungitell STAT®
Proizvod Fungitell STAT® namijenjen je za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

Sljede¢i materijali koji su isporugeni sa svakim proizvodom dostatni su za ukupno 10 reakcija (na temelju
10 epruveta reagensa Fungitell STAT®). Svaki proizvod sadrzi i 5 standardnih epruveta Fungitell STAT®.

1. Reagens Fungitell STAT®, liofiliziran LAL specifi¢an za (1—3)-B-D-glukan (10 epruveta)
Reagens Fungitell STAT® sastoji se od limulus (4., potkovicasti rak) amebocit lizata,
kolorimetrijskog supstrata Boc-Leu-Gly-Arg-pNA i Tris pufera. Ne sadrzava proteine
ljudi ili sisavaca. Reagens Fungitell STAT® ne sadrzi ometajuée razine (1—3)-f-D-
glukana.

2. Standard glukana Fungitell STAT® (5 epruveta) liofiliziran (1—3)-B-D-glukan.

Standard glukana Fungitell STAT® sastoji se od D-/aktoze i (1—3)-p-D-glukana
dobivenog od ekstrakta kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Unutarnja kontrola: koncentracija (1—3) f-D-glukana u standardu Fungitell STAT® kalibrirana
Jjie na pozitivnu granicnu vrijednost proizvoda Fungitell® (smije se stavljati na trziste u
SAD-u, s oznakom CE iz 2008.) te prema unutarnjem referentnom standardu. Standard
Fungitell STAT® sadrzi poznatu kolicinu glukana. Dobivene vrijednosti opisane su u
odjeljku Kontrola kvalitete i sluze kao unutarnja kontrola za test Fungitell STAT®.

3. Upute za upotrebu

4. Brzi vizualni vodi¢

5. Potrebni materijali koji nisu isporuceni
Svi materijali ne smiju sadrzavati ometajuci glukan.

1. Voda za reagens LAL* (boica od 5,5 ml, kataloski broj W0051-10)

Otopina za predobradu luzinom 0,125 M KOH i 0,6 M KCI* (bo¢ica od 2,5 ml, kataloski broj

APS51-5)

Pipete koje mogu prenijeti volumen od 20 — 200 pl i 100 — 1000 ul

Vrhovi pipeta* (250 pl, kataloski broj PPT25 i 1000 pl, kataloski broj PPT10)

Dugacki vrhovi pipeta* (20 — 200 pl, kataloski broj TPT50)

Epruvete* za pripremu uzorka bolesnika i sjedinjenje s otopinom za predobradu seruma.

(12 x 75 mm, kataloski broj TB240-5)

7. Softver za oitanje epruveta i kineticki test

a) Citac epruveta za inkubaciju 8 jazica PKFO8 (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** sa

softverom Beta Glucan Analytics (softver BG Analytics® ili BG Analytics®), prirucnik
za softver BG Analytics® i protokol za potvrdu sustava BG Analytics®** (BGAQ07,
Associates of Cape Cod, Inc.).
Uredaj PKFO8 i softver BG Analytics® isporucuje drustvo Associates of Cape Cod, Inc.
(kataloski broj PKF08-PKG**). PKF08-PKG potvrden je za upotrebu s testom Fungitell
STAT®. ili
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b) Citag epruveta za inkubaciju (37 °C) koji moze ocitavati na 405 nm i 495 nm uz
raspon od najmanje 0 — 1,0 jedinica apsorpcije, zajedno s odgovaraju¢im ra¢unalnim
softverom za kineticki test koji moZe analizirati reakcijsku kinetiku kao i poduprijeti
pregled kriterija navedenih u odjeljku Kontrola kvalitete u uputama za upotrebu.

8. Sterilne epruvete bez glukana za alikvotiranje uzoraka. Mogu se upotrebljavati epruvete za koje
je potvrdeno da ne sadrze RNAzu, DNAzu i pirogen.
9. Parafilm®

* Za te je proizvode, koje isporucuje drustvo Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), potvrdeno da ne sadrze
ometajuce glukane.
**Korisnicki prirucnici mogu se preuzeti s internetske stranice drustva ACC: www.fungitell.com.

6. SkladiStenje reagensa
. Cuvajte komplet, u originalnom pakiranju u kojem je isporuden, na temperaturi od 2 do 8 °C i
podalje od sunceve svjetlosti.
. Reagens Fungitell STAT® i standard Fungitell STAT® predvideni su za upotrebu u roku od sat
vremena nakon rekonstitucije.

7. Upozorenja i mjere opreza
. Nemojte pipetirati nijedan materijal ustima. Nemojte pusiti, piti ili jesti na mjestima na kojima se
rukuje uzorcima ili reagensima iz kompleta.
. Pridrzavajte se propisa vezanih uz rukovanje i lokalnih sigurnosnih propisa.
. Nosite zastitne rukavice pri rukovanju bioloskim uzorcima koji mogu biti zarazni ili opasni.

Ruke u rukavicama treba cijelo vrijeme smatrati kontaminiranima; drzite ruke u rukavicama
podalje od o¢iju, usta i nosa. Nosite zastitu za o¢i i kirur§ku masku ako postoji moguénost
kontaminacije aerosolom.

. Ne smiju se upotrebljavati proizvodi ¢iji je sadrzaj oStecen.

. Zbrinjavanje: ostaci kemikalija i pripravaka op¢enito se smatraju opasnim otpadom. Zbrinjavanje
takve vrste otpada regulirano je nacionalnim i regionalnim zakonima i propisima. Obratite se
svojim lokalnim tijelima ili poduze¢ima za gospodarenje otpadom za savjet o odlaganju opasnog
otpada.

. Sigurnosno-tehni¢ki listovi za reagens Fungitell STAT®, standard Fungitell STAT®, vodu za
reagens LAL i otopinu za predobradu luzinom mogu se preuzeti s internetske stranice drustva
ACC: www.acciusa.com.

71 Proceduralne mjere opreza
Test Fungitell STAT® zahtijeva strogo pridrzavanje tehnike i testnog okruzenja. Temeljita obuka tehnicara 0
metodi testiranja te izbjegavanju kontaminacije od kljucne je vaznosti za u¢inkovitost testa.

. Uspostavite ¢isto okruzenje u kojem cete provesti test.

. Imajte na umu da kontaminacija glukanom, kao i gljivi¢nim esticama s ljudskog tijela, odjece,
spremnika, vode i prasine u zraku mogu ometati test Fungitell STAT®.

. Mogu¢i izvori kontaminacije ukljucuju materijale koji sadrzavaju celulozu, kao §to su gaza,

papirnate maramice i karton, staklene pipete s pamu¢nim ¢epovima i vrhovi pipeta s filtrima od
celuloze. Povezi od kirur§ke gaze i spuzve takoder mogu izlu¢ivati velike koli¢ine (1—3)-B-D-
glukana®??, Za ostale izvore kontaminacije povezane s bolesnikom pogledajte odjeljak testa

Ogranicenja.

. Odmah upotrijebite otvorene botice s otopinom za predobradu luzinom i vodom za reagens LAL
te, ako postoji zabrinutost zbog potencijalne kontaminacije, nemojte ponovno upotrebljavati te
materijale.

. Reagens Fungitell STAT® i standard Fungitell STAT® izdaju se kao uparena serija. Iz tog se

razloga ne smiju upotrebljavati komponente reagensa Fungitell STAT® i standarda Fungitell
STAT® iz drugih proizvodnih serija. Stoga se preporucuje odloziti preostale standarde Fungitell
STAT® u otpad ¢im se upotrijebe sve epruvete za reagens Fungitell STAT® koje se nalaze u
pakiranju.

. Nemojte upotrebljavati materijale nakon isteka njegova roka valjanosti.

7.2 Rukovanje uzorkom
. Prikupljanje krvi i priprema seruma treba se provoditi u skladu s primjenjivim lokalnim
propisima. Prikupljanje uzorka: uzorci krvi mogu se prikupiti u sterilne epruvete za pripremu
seruma ili epruvete za odvajanje seruma (SST) radi pripreme seruma.

. Cuvanje uzorka: uzorci seruma mogu se Cuvati na 2 — 8 °C do 15 dana, ili zamrznuti na -20 °C
do 27 danaili na -80 °C do 4 godine.
. Oznagivanje uzoraka: uzorci se moraju jasno oznaciti u skladu s odobrenim postupcima

zdravstvene ustanove (laboratorija).

7.3 Napomene o testiranju:

. Koristite se dobrim laboratorijskim praksama u skladu sa svojim lokalnim propisima. Ovaj je test
osjetljiv na kontaminaciju i neprecizno pipetiranje.
. Kako biste osigurali sigurnost rukovatelja pri radu s uzorcima seruma te kako biste smanjili

moguénost kontaminacije (1—3)-B-D-glukanom iz okruZzenja tijekom procesa, preporucuje se
raditi u kabinetu za biolosku sigurnost.

. Kako bi se smanjilo nepotrebno pomicanje staklenih bo¢ica u kabinet za biolosku sigurnost i iz
njega, preporucuje se unijeti vrtlozni uredaj u kabinet za biolosku sigurnost (sve dok se odrzava
kljuéni protok zraka).

. Preporucuje se upotrebljavati dugacke vrhove pipeta kao pomo¢ u sprjecavanju krizne
kontaminacije boc¢ica.

. Epruveta standarda Fungitell STAT® (crveni &ep i oznaka crvene crte) uvijek se treba obradivati

pod istim uvjetima i u isto vrijeme kao i uzorak (uzorci) bolesnika unutar pokretanja testa. To je
od kljuéne vaznosti buduci da je rezultat testa indeks (uzorak/standard) brzine kineticke reakcije
(ili nagiba, OD/s) uzorka bolesnika i standarda Fungitell STAT®.

. Preporucuje se upotrebljavati odvojene stalke s epruvetama tijekom postupka, jedan za epruvete
za pripremu uzorka, a drugi za epruvete za reagens, kako bi se izbjegla zabuna i krizna
kontaminacija.

. Preporucuje se postaviti standard Fungitell STAT® na definiran i dosljedan poloZaj u stalku za
epruvete, inkubatoru i ¢itacdu. U itatu PKF08 Reader upotrijebite prvu jaZicu s lijeve strane
oznacenu kao ,,Standard*.

. Na kraju svakog koraka mijesanja vizualno potvrdite da je otopina homogeno izmijeSana.

8. Postupak
Proizvod Fungitell STAT STAT® sadrzava brzi vizualni vodi¢ s ilustracijama i sazetkom znaajki
instrumenta PKFO8 i softvera BG Analytics®.

Sljedeci postupci ve¢ su unaprijed postavljeni prilikom upotrebe uredaja PKF08 i softvera

BG Analytics®: postavke uredaja, procjena rezultata i kontrola kvalitete. Za vise informacija
pogledajte korisnicki priruénik za softver BG Analytics® ili se obratite proizvodacu.

8.1  Postavke instrumenta i programiranje testa

811 Prilikom upotrebe uredaja PKF08 sa softverom BG Analytics®:

ukljucite uredaj i slijedite upute softvera BG Analytics®. Za detaljne informacije pogledajte priru¢nik
BG Analytics®.

8.1.2 Kad upotrebljavate neki drugi instrument i softver, potrebno je ispuniti sljedece uvjete:

a. Instrument treba moci postici i zadrzati temperaturu od 37 °C £ 1 °C.

b. Instrument i softver moraju biti sposobni o€itati opticku gustocu tijekom vremena
(kineti¢ki nadin rada) na dvije valne duljine. Konkretno, te valne duljine treba postaviti
na 405 nm i 495 nm.

c. Postavite kineti¢ki na¢in rada za o¢itavanje duljine od 40 minuta (2400 sekundi).
Postavite interval kinetitkog o€itavanja na minimum koji dopusta softver/instrument.

d. Mjerenje treba pokrenuti odmah nakon umetanja uzorka.

e. Prougite prirucnik za softver kako biste utvrdili kako izradunati mjerenje brzine (nagiba)

iz skupa podataka. Za potrebe ovog testa, to se opcenito postize izvodenjem linearne
regresije na kinetickim podacima u predlozenom vremenskom okviru. Postavite provedbu
izraCuna linearne regresije u rasponu od 1900 do 2400 sekundi pomocu funkcije
,,odsjecka‘ u softveru.

8.2  Oznacavanje epruveta

a. Oznagite jednu praznu epruvetu za svaki uzorak seruma bolesnika koji e se testirati.

b. Oznacite jednu epruvetu za reagens Fungitell STAT® za svaki uzorak seruma bolesnika koji ¢e
se testirati.

c. Oznagite jednu epruvetu za reagens Fungitell STAT® za standard Fungitell STAT®.

8.3  Pripremite uzorak seruma bolesnika

a. Promijesajte uzorke seruma bolesnika u vrtloznoj mijesalici u trajanju od najmanje 20 sekundi da
biste osigurali homogenost.
Napomena: postupak zamrzavanja moZe proizvesti heterogenost uzorka zbog izdvajanja vode na
rastucem kristalu leda, cime se izbacuju otopljene tvari.

b. Dodajte uzorak seruma bolesnika i otopinu za predobradu luzinom u omjeru od 1:4 u
odgovaraju¢e oznadenu praznu epruvetu. Preporuceni volumeni iznose 50 pl uzorka bolesnika i
200 pl otopine za predobradu luzinom.
Napomena: Otopina za predobradu luzinom pretvara glukane s trostrukom zavojnicom u
Jjednolancane glukane***> koji su reaktivniji u testu. Osim toga, luznati pH sluzi za inaktivaciju
serumskih proteaza i inhibitora koji mogu ometati test?*.

c. Promijesajte 15 sekundi u vrtloznoj mijesalici i prekrijte.

8.4  Priprema standarda Fungitell STAT®
Napomena: svaki proizvod (standard Fungitell STAT® i par reagensa Fungitell STAT®) testira
se i izdaje zasebno. Stoga je vazno upotrijebiti serijski broj volumena rekonstitucije i otopine za
predobradu luzinom. Oni se mogu pronaéi na etiketi na pakiranju standarda Fungitell STAT®,
na potvrdi o analizi za proizvod Fungitell STAT® te su dostupni na internetskoj stranici drustva
ACC. Preporuka: prije pokretanja testa upisite te podatke u priloZeni Brzi vizualni vodic.

a. Rekonstituirajte jednu bogicu standarda Fungitell STAT® s volumenom vode za reagens LAL
specifi¢nim za serijski broj i promijesajte u vrtloznoj mijesalici 15 sekundi.

b. Dodajte volumen otopine za predobradu luzinom specifican za serijski broj.

c. Promijesajte 15 sekundi u vrtloznoj mijesalici i prekrijte.

8.5 Inkubacija tijekom predobrade u Citacu epruveta
Inkubirajte epruvete s uzorkom seruma bolesnika (iz koraka 8.3) i bocicu sa standardom Fungitell STAT®
(iz koraka 8.4) 10 minuta na 37 °C.
Napomena: kad upotrebljavate instrument PKFO8, prilikom umetanja epruvete u jazicu indikator
¢e prijeci iz crvene u zelenu boju. Do kraja gurnite epruvetu dok pokaziva¢ ne zasvijetli
zeleno.

Oprez, epruvete su lomljive. U slu¢aju prodora krhotina stakla i teku¢ina u mjernu stanicu
instrumenta PKFO8 obratite se tehni¢koj sluzbi drustva Associates of Cape Cod, Inc.

8.6 Pripremite epruvete za reagens Fungitell STAT®
a. Rekonstituirajte svaku od bocica s reagensom Fungitell STAT® (oznagenih u koraku 8.2 u
prethodnom tekstu) s 300 pl vode za reagens LAL.
b. Pazljivo promijesajte u vrtloznoj mijesalici ne dulje od pet sekundi.
Napomena: reagens Fungitell STAT® sadrzava vise aktivnih proteina potrebnih za test i
preporucuje se pazljivo rukovati otopinom. Za svaki se vrtlozni uredaj preporucuje maksimalna
postavka od 2000 o/min. Nemojte pretjerano promijesati.

c. Na kraju pred-inkubacije:
. Prenesite 75 ul otopine uzorka seruma svakog bolesnika u njezinu odgovarajucu epruvetu
za reagens Fungitell STAT®.
. Prenesite 75 pl standarda Fungitell STAT® u njegovu odgovarajuéu epruvetu za reagens
Fungitell STAT®.
. Promijesajte sve epruvete u vrtloznoj mijesalici ne dulje od pet sekundi i prekrijte.

8.7 Pokretanije testa
a. Umetnite epruvete u ¢ita¢ epruveta, provjeravajuci da je svaka od njih u predvidenoj jazici.
b. Pokrenite kineti¢ko o¢itavanje u trajanju od 40 minuta na 37 °C.

9 Izratunajte rezultate

9.1 Nacelo mjerenja

Rezultate testa Fungitell STAT® treba upotrebljavati kao pomoé u dijagnozi invazivne gljivi¢ne infekcije.
Standardne brzine uzorka bolesnika i testa Fungitell STAT® dobivaju se izraunom nagiba (brzine) od 1900 do
2400 od rezultata delta absorbancije (OD) 405 — 495 nm. Rezultati indeksa Fungitell STAT® dobivaju se
podjelom nagiba uzorka bolesnika s nagibom standarda Fungitell STAT® (pogledajte Sliku 2).
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Slika 2. Primjer kineti¢kih krivulja testa Fungitell STAT® i analize podataka

Podrugje oznaceno sivom bojom podrugje je odredivanja nagiba (1900 do 2400 sekundi), puna
crta primjer je uzorka bolesnika (PS), a isprekidana je crta standard Fungitell STAT® (STD).
Nagib uzorka (tj, 0,00022 OD/s) podijeljen s nagibom od 80 pg/ml standarda Fungitell STAT®
(tj., 0,00016 OD/s) daje indeks 1,4 za uzorak.

9.2 Upotreba uredaja PKF08 sa softverom BG Analytics®:
a. Softver automatski provodi pregled kriterija kvalitete. Rezultati se prikazuju u kona¢nom

izvjescu.

b. Za valjana pokretanja testa softver BG Analytics® odreduje vrijednost indeksa za svaki uzorak
ili uzorku dodjeljuje jasan negativan ili pozitivan rezultat.

c. Ako softver pokazuje neku naznaku nevaze¢ih parametara u procjeni rezultata, slijedite upute u

priruéniku za softver BG Analytics®.

9.3 Kada upotrebljavate drugi softver:
Provjerite jesu li ispunjeni svi kriteriji kontrole kvalitete.

10. Kontrola kvalitete

U nastavku su navedeni kriteriji kontrole kvalitete za standard Fungitell STAT® i rezultati uzorka seruma
bolesnika, ukljucujuéi primjere o¢ekivanih oblika kineticke krivulje. Ti su kriteriji kontrole kvalitete potvrdeni
tijekom ispitivanja predstavljenih u odjeljku Znacajke u¢inkovitosti.

. Za sve brojeve jazica potvrdite dodjelu standarda Fungitell STAT® ili broja uzorka

. Za rezultate standarda Fungitell STAT®,
1. koeficijent korelacije (r) mora biti > 0,980, te
2. nagib mora biti unutar o¢ekivanog raspona nagiba 0,00010 —0,00024 OD/sekunda.
Ako rezultat za standard Fungitell STAT® ne ispunjava kriterij br. 1 i 2., pokretanje testa nevazece je i
svi se uzorci moraju ponovno pripremiti i testirati.

. Udinite sljedece sa svim rezultatima uzoraka bolesnika:
A. Odredite je li rezultat moZda izvan mjernog raspona testa
> Rezultat je vjerojatno izvan raspona na pozitivnoj strani ako:
- sjecidte Y pozitivno je, te
- kineti¢ka krivulja prolazi 0,4 OD ranije od 1000 sekundi.
> Rezultat je vjerojatno izvan raspona na negativnoj strani ako:
- kineticka krivulja pozitivna je nakon 500 sekundi, te
- Ima OD > 0,00 te < 0,07 na kraju testa.
Ako rezultat za uzorak ispunjava i kriterije za pozitivnu ili negativnu vrijednost izvan raspona, ne
moraju se dovrsiti opci kriteriji kontrole kvalitete, a vrijednost indeksa ne smije se izracunati. SVi
rezultati izvan raspona na pozitivnoj strani trebaju se prijaviti kao ,, Pozitivni “, a svi rezultati izvan
raspona na negativnoj strani trebaju se prijaviti kao ,, Negativni .

B. Ako se ne primjenjuju gore navedeni kriteriji, provjerite opéu kontrolu kvalitete:
kineticka krivulja mora biti pozitivna nakon 500 sekundi,

kineticka krivulja mora imati OD > 0,00 na kraju testa,

nagib mora biti numericki pozitivan,

koeficijent korelacije (r) mora biti > 0,980, te

kineti¢ka krivulja mora imati oblik krivulje koja raste prema gore u skladu s primjerima
predstavljenima na Slici 3.

Ako rezultat za uzorak ne ispunjava opce kriterije kontrole kvalitete br. 1, 3 5, rezultat za uzorak
nevazeci je te se uzorak mora ponovno testirati. Kao druga mogucnost, treba se upotrijebiti neka druga
metoda.

Ako rezultat za uzorak ne ispunjava kriterij kontrole kvalitete br. 2, to oznacava da je signal uzorka

g LN e

nizak. U tom slucaju korisnik treba pazljivo pregledati priloZenu krivulju u kontekstu i odrediti valjanost
rezultata na temelju sustava unutarnje kvalitete u laboratoriju.
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Slika 3. Primjeri odgovarajuéih oblika Kineti¢ke krivulje
Kineti¢ke krivulje trebaju imati oblik s krivuljom koja raste prema gore kao u primjerima u
nastavku. Ovdje prikazani primjeri uzoraka potjecu iz raspona indeksa testa Fungitell STAT®.
Upotrijebite te primjere za pregled kriterija kvalitete.

Napomena:

1 svaki korisnik testa treba uspostaviti program za kontrolu kvalitete kako bi osigurao stru¢nost u
provedbi testa u skladu s propisima primjenjivima na svojoj lokaciji.

2. Preporucuje se testirati uzorke kontrole seruma (negativne, u blizini grani¢ne vrijednosti ili

snazno pozitivne) u kontekstu dodatnih laboratorijskih provjera i dobre laboratorijske prakse.
Oni nisu uklju¢eni u komplet Fungitell STAT®.

11. Tumacdenje rezultata

. Negativan rezultat
Vrijednosti indeksa < 0,74 tumace se kao negativni rezultati.
Laboratorij koji provodi test treba obavijestiti nadleznog lije¢nika da neke gljivi¢ne infekcije ne
rezultiraju povi§enim razinama (1—3)-B-D-glukana u serumu. Neke gljivice, kao $to je rod
Cryptococcust®! proizvode vrlo niske razine (1—3)-B-D-glukana. Za gljivice Mucorales, kao
3to su Absidia, Mucor i Rhizopus'*” nije poznato da proizvode (1—3)-B-D-glukan. Sli¢no tome,
Blastomyces dermatitidis, u svojoj fazi kvasca, proizvodi malo (1—3)-B-D-glukana, a bolesnici s
blastomikozom obi¢no imaju razine (1—3)-B-D-glukana koje se ne mogu otkriti testom Fungitell
STAT®L,

. Neodredeni rezultat
Vrijednosti indeksa od 0,75 do 1,1 smatraju se neodredenima (dvosmislenima). Preporucuje se
dodatno uzorkovanje i testiranje seruma. Uéestalo uzorkovanje i testiranje poboljsava korisnost
dijagnoze.

. Pozitivan rezultat
Vrijednosti indeksa > 1,2 tumace se kao pozitivan rezultat. Pozitivan rezultat znaci da je otkriven
(1—3)-p-D-glukan. Pozitivan rezultat ne odreduje prisutnost bolesti i treba se koristiti zajedno s
ostalim klini¢kim nalazima kako bi se uspostavila dijagnoza.

12. Ogranicenja testa
. Lokacije gljivi¢ne infekcije na tkivu’, enkapsulacija te koli¢ina (1—3)-B-D-glukana koju
proizvode odredene gljivice moZe utjecati na koncentraciju tog analita u serumu. Smanjena
sposobnost doprinosa (1—3)-p-D-glukana krvotoku moze smanjiti sposobnost otkrivanja
odredenih gljiviénih infekcija.

. Neki pojedinci imaju vrijednosti indeksa (1—3)-B-D-glukana koje pripadaju zoni neodredenih
rezultata. U takvim slucajevima preporucuje se dodatno nadzorno testiranje.

. Ucestalost testiranja bolesnika ovisit ¢e o relativnom riziku gljivicne infekcije. Za rizi¢ne
bolesnike preporucuje se udestalost uzorkovanja najmanje dva do tri puta tjedno.

. Pozitivni rezultati pronadeni su u bolesnika na hemodijalizi'®?*%, ispitanika lije¢enih odredenim

frakcioniranim krvnim proizvodima kao §to su serumski albumin i imunoglobulini®®? te u
uzorcima ili ispitanicima izlozenima gazi i kirurSkim spuzvama koje sadrze glukan. Bolesnicima
je potrebno 3 — 4 dana za ponovnu uspostavu osnovnih razina (1—3)--D-glukana u serumu
nakon kirurskog izlaganja spuzvama i gazi koje sadrze (1—3)-B-D-glukan®'?2, Prema tome,
odabir vremena uzorkovanja kirurskih bolesnika treba to uzeti u obzir. Sveobuhvatan pregled
¢imbenika koji pridonose lazno pozitivnim rezultatima za (1—3)-B-D-glukan nalazi se u
Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

. Uzorci dobiveni metodama uboda u petu ili prst nisu prihvatljivi jer se pokazalo da gaza
namocena u alkohol koja se upotrebljava za pripremu mjesta (te, potencijalno, skupljanje krvi na
povrsini koze) kontaminira uzorke. U dosadasnjim ispitivanjima nije uo¢ena razlika izmedu
uzoraka dobivenih vadenjem krvi iz arterije cjev&icom ili vadenjem krvi iz vene iglom?>%.

. Testne razine utvrdene su u odraslih ispitanika. Trenutacno se istrazuju normalne i grani¢ne
vrijednosti kod dojenéadi i pedijatrijskih bolesnika®”28.

13. Karakteristike u¢inkovitosti

13.1 Ocekivane vrijednosti
. Dijagnosticka osjetljivost i dijagnostic¢ka specifi¢nost referentne metode, test Fungitell®

Multicentri¢no, prospektivno ispitivanje provedeno kako bi se utvrdila dijagnosticka
osjetljivost i dijagnosti¢ka specifi¢nost testa Fungitell® (smije se stavljati na trziste u SAD-U i
proizvod s oznakom CE iz 2008.) pokazalo je da su vrijednosti (1—3) B-D-glukana povecane
kod raznih gljivi¢nih infekcija. Kada su znakovi i simptomi prisutni na razini od 80 pg/ml ili
vecoj, prediktivna vrijednost da je ispitanik pozitivan na gljiviénu infekciju krece se u rasponu
od 74,4 do 91,7 %. U odsutnosti znakova i simptoma na manje od 60 pg/ml, negativne
prediktivne vrijednosti kretale su se u rasponu od 65,1 % do 85.1 %?°.

. Odredivanje granicnih vrijednosti testa Fungitell STAT®
Anonimizirani, zamrznuti uzorci seruma bolesnika prikupljeni za rutinsku klini¢ku skrb
predvidene populacije i primljeni u Beacon Diagnostics Laboratory, Inc radi testiranja testom
Fungitell® upotrijebljeni su u svrhu ovog ispitivanja. Beacon Diagnostics Laboratory, Inc
licencirani je laboratorij standarda izmjena i dopuna klini¢kih laboratorija (Laboratory
Improvement Amendments (CLIA)) u sklopu drustva Associates of Cape Cod (ACC).
Populacija od 93 anonimiziranih uzoraka seruma bolesnika ukljudena je u ispitivanje uz
koncentracije (1—3)-p-D-glukana raspodijeljene u cjelokupnom rasponu krivulje standarda
Fungitell® od 31 do 500 pg/ml. Procjena grani¢ne vrijednosti testa Fungitell STAT® uslijedila
je nakon analize krivulje ROC (krivulje operativne znagajke prijemnika)®. Rezultati su
ukazivali na to da vrijednosti indeksa B-glukana za test Fungitell STAT > 1,2 treba tumagiti
kao pozitivan rezultat u skladu s graniénom vrijednosti proizvoda Fungitell® od 80 pg/ml, dok
vrijednosti indeksa < 0,74 treba tumaciti kao negativne rezultate u skladu s graniénom
vrijednosti proizvoda Fungitell® od 60 pg/ml. Te su grani¢ne vrijednosti potvrdene u sklopu
ispitivanja usporedbe metoda i izraduna negativnog postotnog slaganja te pozitivnog postotnog
slaganja koje je predstavljeno u nastavku.

13.2. Usporedba metoda

Sli¢no ispitivanju grani¢nih vrijednosti, no s upotrebom razli¢itog kompleta uzoraka, 488 anonimiziranih,
smrznutih uzoraka seruma bolesnika s koncentracijama (1—3)-B-D-glukana raspodijeljenima po cjelokupnom
rasponu krivulje standarda Fungitell® od 31 do 500 pg/ml upotrijebljeno je u svrhu ispitivanja usporedbe
metoda®. Oni su uklju¢ivali 309 uzoraka koji su pripadali negativnoj zoni rezultata testa Fungitell®, 143 uzorka
koji su pripadali pozitivnoj zoni testa Fungitell® i 36 uzoraka koji su pripadali neodredenoj zoni testa Fungitell®
(Tablica 2). Tijekom tog ispitivanja svi su uzorci testirani i testom Fungitell STAT® i testom Fungitell®. Kad su
iz analize isklju¢eni uzorci koji su pripadali neodredenoj zoni testa Fungitell STAT®, preostalo je 290 uzoraka
za analizu negativnog postotnog slaganja i 119 uzoraka za analizu pozitivnog postotnog slaganja.

Tablica 2. Utinkovitost testa Fungitell STAT® u usporedbi s testom Fungitell®
Fungitell®
Negativan Neodreden Pozitivan Ukupno
Fungitell ; o
STAT® Negativan 283 17 1 301 (61,7 %)
Neodreden 19 17 24 60 (12,3 %)
Pozitivan 7 2 118 127 (26,0 %)
Ukupno 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) 488 (100 %)
Negativno Pozitivno
postotno postotno
slaganje: slaganje:
97,6 %* 99,2 %*
(283/290) (118/119)
95 %-tni Cl: 95 %-tni CI:
(95,4; 99,9) (95,4; 99,9)

*Neodredeni (1., dvosmisleni) rezultati nisu ukljuceni u analizu; ako se svi neodredeni rezultati smatraju
neuskladenim rezultatima (npr., lazno pozitivan ili lazno negativan rezultat), ucinkovitost je sljedeca: PPA —
73,8 % (118/160), 95 %-tni CI: (66,4%, 80,0%); NPA — 91,0 % (283/311), 95 %-tni ClI: (87,3 %; 93,7 %)

. Negativno postotno slaganje
Dvije stotine osamdeset i tri (283) od 290 uzoraka koji su bili negativni pri testiranju uredajem
Fungitell® bili su negativni i na testu Fungitell STAT®. Izradunato negativno postotno slaganje
(NPA) s metodom Fungitell® iznosilo je 97,6 % (95 %-tni interval pouzdanosti: 95,4 %; 99,9 %)
(Tablica 2)

. Pozitivno postotno slaganje
Stotinu i osamnaest (118) od 119 uzoraka koji su bili pozitivni pri testiranju uredajem Fungitell®
bili su pozitivni i na testu Fungitell STAT®. Izracunato pozitivno postotno slaganje (NPA) s
metodom Fungitell® iznosilo je 99,2 % (95 %-tni interval pouzdanosti: 95,4 %; 99,9 %)
(Tablica 2).

. Mijerni raspon, linearnost i preciznost
Rezultati indeksa kretali su se od otprilike 0,4 do 3,5 te su obuhvacali standardnu krivulju
(31 500 pg/ml) testa Fungitell®. Linearna korelacija izmedu koncentracije testa Fungitell®
i rezultata indeksa testa Fungitell STAT® iznosila je 0,92 (95 %-tni interval pouzdanosti: 89,9 %
i 93,6 %). Napomena: kada se PKF08 upotrebljava sa softverom BG Analytics®, rezultat indeksa
testa Fungitell STAT® upotrebljava se za odredivanje kategorizacije. Procijenjena vrijednost
pg/ml navedena je samo kao referenca.

13.3 Analiticko medulaboratorijsko ispitivanje

Test Fungitell STAT® procijenjen je na preciznost (tj., ponovljivost i reproducibilnost), analiti¢ku osjetljivost i
analiti¢ku specifi¢nost nabadanjem ljudskog seruma (1—3)-B-D-glukanom gljivice Saccharomyces cerevisiae
kako bi se proizveo petero¢lani panel koji se sastojao od nisko negativnog uzorka, visoko negativnog uzorka
(neposredno ispod donje grani¢ne vrijednosti od 0,74), neodredenog (dvosmislenog) uzorka, nisko pozitivnog
uzorka (neposredno iznad gornje grani¢ne vrijednosti od 1,2) i visoko pozitivnog uzorka (~2x iznad gornje
grani¢ne vrijednosti od 1,2). Panel je podijeljen trima laboratorijima CLIA radi testiranja testom Fungitell
STAT®. Svaki je laboratorij naveo 150 podatkovnih todaka (tj., 5 uzoraka x 3 primjerka po pokretanju testa

x 2 rukovatelja koja provode pokretanje testova na dan x 5 dana) za ukupno 450 podatkovnih to¢aka i
ukljucujuci 30 pokretanja testova (tj., testova) te 90 podatkovnih to¢aka po uzorku (tj., ¢lanu panela). Srednje
vrijednosti indeksa ispitivanja predstavljene u Tablici 3 u nastavku dobivene su iz podataka koje su navela tri
laboratorija. Stupac s postotkom pozitivnih rezultata predstavlja postotak uzoraka za dani ¢lan panela koji je
pripadao pozitivnoj zoni. Medu tri laboratorija postotak pozitivnih rezultata iznosio je 1,1 % za nisko negativan
uzorak, 0 % za visoko negativan uzorak, 3,3 % za neodredeni uzorak, 96,7 % za nisko pozitivan uzorak i 100 %
za visoko pozitivne uzorke.

Tablica 3. Analiticko medulaboratorijsko ispitivanje
Postotak
pozitivnih
rezultata
(Broj poz.
= rezultata / Broj Analiti¢ka specifi¢nost
. ?redm' Standardvo testiranih (stvarna negativna) i analititka
Clan panela indeks | odstupanje | % CV uzoraka) osjetljivost (stvarna pozitivna)
Nisko .
. 0,55 0,10 20,4 % 1,1 % (1/90) 89/90 stvarno negativan
negativan
Visoko .
. 0,75 0,08 111% 0 % (0/90) 90/90 stvarno negativan
negativan
Neodreden 0,94 0,10 111% 3,3 % (3/90) 87/90 nije pozitivan
Nisko -
L 16 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 stvarno pozitivan
pozitivan
Visoko .
" 2,6 0,40 154 % 100 % (90/90) 90/90 stvarno pozitivan
pozitivan

Kako je navedeno u Tablici 3, varijacija medu testovima (tj., % CV) kretala se u rasponu od 11 do 20,4 % i
sluzila je kao mjera reproducibilnosti. Varijacija medu testovima kretala se u rasponu od 0,4 % do 26,8 % i
sluzila je kao mjera ponovljivosti. Raspodjela % CV raspona medu testovima predstavljena je u nastavku na
Slici 4. Sveukupno, 94 % CV vrijednosti iznosilo je 10 % ili manje, a 75 % CV vrijednosti iznosilo je 6 % ili
manje.

% CV vriiednosti
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Slika 4. Raspodjela % CV vrijednosti medu testovima

13.4 Istinitost

Za svaku seriju proizvoda Fungitell STAT® koncentracija (1—3)-B-D-glukana u standardu Fungitell STAT®
kalibrira se na 80 +/- 8 pg/ml pomocu referentne metode testa Fungitell® te prema unutarnjem referentnom
standardu za (1—3)-B-D-glukan.

13.5 Ometajuce tvari
Sljedeéa stanja uzorka mogu ometati precizan rezultat testa Fungitell STAT®:

. blijedi ili mutni uzorci kao §to su oni koji su jako hemolizirani, lipemicni ili koji sadrze previse
bilirubina mogu uzrokovati opti¢ku interterenciju s testom. Ako se takvi uzorci testiraju,
rezultate testa treba ispitati radi dokaza opticke interefencije i/ili neuobicajenih kinetickih
obrazaca.

. Povisene razine imunoglobulina G, kakve mogu postojati u serumu zbog visestrukih mijeloma,
mogu rezultirati talozenjem u reakcijskoj mjesavini nakon dodavanja testa Fungitell STAT®
prethodno obradenom serumus!.

. U vrijeme pisanja ovog teksta nije opisan aktiviraju¢i faktor G (element za otkrivanje (1—3)-p-
glukana) reagensa Fungitell® osim (1—3)-B-glukana. U nekim ispitivanjima u kojima su
navedene tvrdnje o kriznoj reaktivnosti, obradom navodno aktiviraju¢eg materijala pro¢is¢enom
(1-3)-B-glukanazom eliminiran je signal, ¢ime je potvrdeno da je uocena aktivacija izazvana
kontaminiraju¢im (1—3)-B-glukanom*2. Kontaminacija serinskom proteinazom moZe ujedno
izazvati oslobadanje para-nitroanilina u reakcijskim mjeavinama testa Fungitell®, no one su
inaktivirane u sklopu procesa predobrade.

14, Meta-analize

Nadalje, brojna recenzirana ispitivanja objavljena su na temu potpore dijagnoze invazivne gljivicne
bolesti koja se temelji na (1—3)-p-D-glukanu u serumu, uklju¢ujuc¢i meta-analize dijagnosticke
udinkovitostj3233:34.35.36,37,3839

15. Kazalo simbola

g Upotrijebiti do Proucite upute za upotrebu
; Sadrzi dovoljno za ,N* testova Ovlasteni zastupnik za EU
N
Oznaka serije Oznaka CE
In vitro dijagnosticki medicinski proizvod Samo za upotrebu na recept
Kataloski br. Oprez
S
Ograni¢enje temperature ZL'\“ Drzati podalje od sundeve svjetlosti
s
“ Proizvodat @ Uvoznik
Ovlasteni zastupnik za Svicarsku

16. Ovlasteni zastupnici/Uvoznik

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Nizozemska

CH |REP Ovlasteni zastupnik za Svicarsku

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svicarska

Uvoznik
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Nizozemska

Australski narucitelj:
Emergo Australia, Level 20, Tower Il, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australija

Napomena: ozbiljne Stetne dogadaje do kojih je doslo vezano uz proizvod treba prijaviti proizvodacu i
nadleznom tijelu drzave ¢lanice u kojoj se korisnik i/ili bolesnik nalazi.

17. Podaci za kontakt
Sjediste tvrtke
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 SAD
Tel: (888) 395-2221 ili (508) 540-3444, Telefaks: (508) 540-8680
E-posta: custservice@acciusa.com « www.acciusa.com

Ujedinjena Kraljevina / Europa

Associates of Cape Cod Int’l, Inc.

Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road
Knowsley, Liverpool L33 7SA, Ujedinjena Kraljevina
Tel: (44) 151-547-7444, Telefaks: (44) 151-547-7400
E-posta: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

18. Povijest revizija

Rev 1 - 3: dodan kataloski broj PKF08-PKG i povezane upute; pojedinosti o standardu Fungitell STAT® koji
sluzi kao unutarnja kontrola, podaci za kontakt, poja§njenja i formatiranje. Pojasnjeni op¢i kriteriji kontrole
kvalitete br. 3. Dodani podaci o stabilnosti uzorka i odredivanje grani¢ne vrijednosti, odjeljci Mjerni raspon —
Linearnost —Preciznost i istinitost. Rev 4: Promijenjen predstavnik za EU, vrijednost 0,03 promijenjena u 0,00 u
odjeljku Kontrola kvalitete i manje izmjene radi poja$njenja. Rev 5: Uklonjen zastupnik za EZ Emergo Europe.
Rev 6: Azurirani koristeni simboli. Dodan MedEnvoy kao uvoznik za EU i uklonjen ACC Europe GmBh iz
odjeljka 17. Azurirani koristeni simboli. Dodani EC-REP, uvoznik za Svicarsku te naziv i adresa CH-REP.
Rev 7: objasnjenje pohrane reagensa. Dodana procijenjena vrijednost testa Fungitell; pg/ml se isporucuje uz
izvjes¢e PKF08-BGA, azuriran logotip i azurirano upucivanje na internetsku stranicu drustva ACC na
www.fungitell.com radi pristupa oznacivanju proizvoda.
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