Test na (1->3)-B-D-Glukan v séru

FUNGITELL STA

Ndvod k pouZiti
(508)
Bez poplatku: (888) 395-2221
&) CAPE COD &
p Technicka podpora: (800) 848-3248
(800)

d INCORPORATED Zzsaznicke sluzby: (800) 525-8378
124 Bemnard E. Saint Jean Drive « E. Falmouth, MA 02536 USA

FT007 2025-08-08

PN002603-cs Rev8

1. Urdené pouZiti

Test Fungitell STAT® je kolorimetricky test na bazi zymogenu proteazy pro kvalitativni detekci (1—3)-B-D-
glukanu v séru pacient s pfiznaky invazivni plisiiové infekce nebo pacientt, ktefi jsou k tomuto onemocnéni
predisponovani na zakladé svého zdravotniho stavu. Sérovou koncentraci (1—3)-p-D-glukanu, coZ je hlavni
slozka bun&éné stény riznych plisni dillezitych z lékaiského hlediska?, 1ze pouzit jako pomiicku pii diagnostice
hlubokych mykéz a fungémii?. Pozitivni vysledek neindikuje, ktery rod plisni miize zpiisobovat infekci.

Hodnoty (1—3)-p-D-glukanového indexu se musi pouzivat spole¢né s dalsimi diagnostickymi postupy,
napiiklad mikrobiologickou kultivaci, histologickym vySetienim bioptickych vzorki a radiologickym
vySetfenim.

Tento produkt je urcen pouze pro diagnostické pouziti in vitro a pro profesiondlni pouZiti.

2. Souhrn a vysvétleni

Objevuje se zvySeny vyskyt plistiovych infekci oportunnimi patogeny, obzvlasté u pacientii s oslabenou
imunitou®4S. Invazivni plishova onemocnéni, jako oportunni infekce, se asto vyskytuji u pacientii s
hematologickou malignitou a u pacientii s AIDS a jsou pfi¢inou rostouciho poctu nozokomialnich infekci,
obzvlasté u piijemct transplantovanych organii a dal3ich pacientli uzivajicich imunosupresivni terapii®’. Mnoha
plisiiova onemocnéni vznikaji vdechovanim plisiiovych spor z pudy, zbytki rostlin, klimatiza¢nich systému
a/nebo exponovanych povrchii. Nékteré oportunni plisné jsou piitomny v lidské kiizi nebo na jejim povrchu,

ve stievech a sliznicich®?. Diagnézy invazivnich mykéz a fungémif jsou obvykle zalozeny na nespecifickych
diagnostickych nebo radiologickych technikach. K dostupnym diagnostickym metodam nedavno pfibyly
biologické markery plisiové infekce?.

Mezi oportunni plisfiové patogeny patii Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon spp.,
Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Exserohilum rostratum, a Pneumocystis jirovecii. Test Fungitell STAT® detekuje (1—3)-B-D-glukan
produkovany témito a dal$imi organismy*510:11,

3. Princip metody

Test Fungitell STAT® (kat. &. FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) je designova modifikace typu testu
Fungitell® (kat. ¢. FT001, Associates of Cape Cod, Inc. nebo ACC). Test Fungitell STAT® (prostiedek

s oznacenim CE 2019) byl vyvinut jako z diivodu potieby typu testu na jedno pouziti a mensi velikosti soupravy
vzhledem K typu 96jamkové desti¢ky Fungitell® (USA predikat a prostiedek s oznagenim CE 2008).

Test Fungitell STAT® poskytuje kvalitativni méfeni (1—3)-B-D-glukanu. Test je zaloZzen na modifikaci drahy
Limulus amebocytového lyzatu (LAL)'2131415 obrazek 1. Reagencie Fungitell STAT® je modifikovana tak,
aby byla vyloucena jeji reaktivita s bakterialnim endotoxinem, aby reagovala pouze s (1—3)-B-D-glukanem
prostiednictvim faktorem G mediované strany drahy. (1—3)-B-D-glukan aktivuje faktor G, zymogen serinové
proteazy. Aktivovany faktor G preméiuje neaktivni prekurzor koagula¢niho enzymu na aktivni koagulaéni
enzym, ktery zase §tépi para-nitroanilid Boc-Leu-Gly-Arg-pNA a vytvaii chromofor, para-nitroanilin (pNA),
ktery absorbuje pfi 405 nm. Nize popsany kineticky test Fungitell STAT® je zalozen na stanoveni rychlosti
zvySovani optické hustoty produkované vzorkem pacientova séra. Tato rychlost je porovnana s rychlosti nartstu
optické hustoty standardu Fungitell STAT® pro vytvofeni indexu. Standard Fungitell STAT® je kalibrovan na
80 +/- 8 pg/ml, coz je pozitivni mezni hodnota pro test Fungitell®. Tato hodnota indexu vzorku séra pacienta je
kvalitativng interpretovana jako negativni, neurgity nebo pozitivni vysledek podle rozmezi hodnot indexu
uvedenych v tabulce 1 nize.

Endotoxin (lipopolysacharid, LPS)
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Obrézek 1. Draha Limulus amebocytového lyzatu
Tabulka 1. Rozsahy indexu Fungitell STAT®
Vysledek Hodnota indexu
Negativni <0,74
Nedefinovatelna 0,75-1,1
Pozitivni >1.2

4. Materiély dodavané v soupravé Fungitell STAT®
Souprava Fungitell STAT® je uréena pro diagnostické pouziti in vitro.

Nasledujici materialy dodavané s kazdou soupravou jsou dostacujici pro celkem 10 reakei (na zakladé
10 zkumavek reagencie Fungitell STAT®). Kazda souprava také obsahuje 5 standardnich zkumavek
Fungitell STAT®,

1 Reagencie Fungitell STAT®, lyofilizovany (1—3)-B-D-glukan specificky LAL (10 zkumavek)
Reagencie Fungitell STAT® obsahuje Limulus (tj., podkovovity krab) amebocytovy lyzat,
kolorimetricky substrat Boc-Leu-Gly-Arg-pNA a Tris pufr. Neobsahuije lidské ani
savéi proteiny. Reagencie Fungitell STAT® neobsahuije interferujici hladiny
(1—3)-p-D-glukanu.

2. Glukanovy standard Fungitell STAT® (5 zkumavek) lyofilizovany (1—3)-8-D-glukan.
Glukanovy standard Fungitell STAT® obsahuje D-laktozu a (/—3)-f-D-glukan odvozené
od Saccharomyces cerevisiae z extraktu kvasnic.

Interni kontrola: Standardni koncentrace (1—3) p-D-glukanu Fungitell STAT® je kalibrovana na
pozitivni limitni hodnotu soupravy Fungitell® (predikat USA a znacka CE 2008) a proti
vnitinimu referencnimu standardu. Standard Fungitell STAT® obsahuje zndmé mnozstvi
glukanu. Vysledné hodnoty jsou popsany v cédsti Kontrola kvality a slouzi jako vnitini
kontrola pro test Fungitell STAT®.

3. Navod k pouziti

4. Rychly vizualni pravodce

5. Pozadované, ale nedodivané materialy
Zadné materialy nesméji obsahovat interferujici glukan.

1 LAL reagen¢ni voda* (lahvicka 5,5 ml, katalog. ¢. W0051-10)

Alkalicky roztok pro pfedbéznou tpravu 0,125 M KOH a 0,6 M KCI* (2,5 ml lahvicka, katalog.
¢. APS51-5)

Pipety vhodné k pipetovani objemt 20-200 pl a 100-1 000 pl

Pipetové §picky* (250 ul - katalog. ¢. PPT25 a 1 000 pl - katalog. ¢. PPT10)

Dlouhé $picky pipety* (20-200 pl, katalog. ¢ TPT50)

Zkumavky* pro piipravu vzorku pacienta smichaného s roztokem pro pfedbéznou upravu séra.
(12 x 75 mm, katalog. ¢. TB240-5)

7. Software pro ¢teni zkumavek a software pro kineticky test

N
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a) Inkubaéni 8jamkova Stecka zkumavek PKF08 (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** s Beta

Glucan Analytics (software BG Analytics® nebo BG Analytics®), softwarovy manual
BG Analytics® a protokol** ovéfovani systému BG Analytics® (BGA007, Associates
of Cape Cod, Inc.).
Zafizeni PKF08 a software BG Analytics® dodany spolecnosti Associates of Cape
Cod, Inc. (katalog. &. PKF08-PKG**). PKF08-PKG byla ovéfena pro pouziti s testem
Fungitell STAT® nebo
b) Inkubaéni (37 °C) &tecka zkumavek schopna odecitat pfi 405 nm a 495 nm s rozsahem

alesponi 0 — 1,0 jednotek absorbance, ve spojeni s vhodnym pocitatovym softwarem
pro kinetickou analyzu, ktery je schopen analyzovat reakéni kinetiku a také
podporovat prehled kritérii uvedenych v ¢asti Kontrola kvality ndvodu k pouziti.

8. Sterilni zkumavky bez glukanu pro alikvotaci vzorkd. Lze pouZzit zkumavky, které jsou

certifikovany jako neobsahujici RNazy, DNAAazy a pyrogeny.
9. Parafilm®

* Tyto vyrobky, dodavané spolecnosti Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), jsou certifikoviny jako bsahujici
interferujici hladiny glukanii.
**Uzivatelské prirucky je mozné stahnout z webové strany ACC: www.fungitell.com.

6. Uchovavani reagencii
. Soupravu skladujte v piivodnim dodaném obalu pfi teploté 2-8 °C a mimo slune¢ni svit.
. Reagencie Fungitell STAT®a standard Fungitell STAT® jsou uréeny k pouziti do 1 hodiny po
otevieni.
7. Varovani a upozornéni
. Nikdy nepipetujte Zadné materialy usty. V prostorach, ve kterych se manipuluje se vzorky nebo
S reagenciemi soupravy, nekuite, nejezte ani nepijte.
. Dodrzujte provadéci a mistni bezpe¢nostni predpisy.
. Pii manipulaci s biologickymi vzorky, které mohou byt infekéni nebo nebezpecné, pouzivejte

ochranné rukavice. Ruce v rukavicich se musi vzdy povazovat za kontaminované; drzte ruce
Vv rukavicich mimo o¢i, sta a nos. Pokud existuje moznost kontaminace aerosolem, pouzivejte
ochranu o&i a chirurgickou masku.

. Nepouzivejte vyrobky s poskozenym obsahem.

. Likvidace: Zbytky chemikalif a pfipravki jsou obecné povazovéany za nebezpeény odpad.
Likvidace tohoto druhu odpadu se fidi narodnimi a regionalnimi zakony a piedpisy. Obrat'te se
na mistni ufady nebo spole¢nosti zabyvajici se nakladanim s odpady a poZadejte o radu ohledng
likvidace nebezpecéného odpadu.

. Bezpeénostni listy pro reagencii Fungitell STAT®, standard Fungitell STAT®, reagen¢ni vodu
LAL a alkalicky roztok pro predbéznou ipravu je mozné stahnout z webové strany ACC:
Www.acciusa.com.

7.1 Procedurdlni opatieni

Test Fungitell STAT® vyZzaduje pifsnou pozornost technickému proveden a testovacimu prostredi.

Dukladné vyskoleni technika v metodé testu a vyhnuti se kontaminaci prostiedi jsou kriticky dulezité faktory
pro ucinnost testu.

. Pro provadéni testu zajistéte Cisté prostiedi.

. Megjte na paméti, Ze glukan, stejné jako plisfiova kontaminace z lidského téla, odévi, nadob,
vody a vzdu$nych prachovych &astic, miize interferovat s testem Fungitell STAT®.

. Mezi mozné zdroje kontaminace patii materialy obsahujici celulozu, jako je gaza, papirové

ubrousky a lepenka, sklenéné pipety s vatovymi zatkami a $picky pipet s celulozovymi filtry.
Chirurgické gazové bandaze a houby mohou také vylucovat vysoka mnozstvi (1—3)-p-D-
glukanu??2, Dalsi zdroje kontaminace souvisejici s pacientem naleznete v ¢4sti Omezeni testu.

. Oteviené lahvicky s alkalickym roztokem pro predbéZnou upravu a reagen¢ni vodou LAL ihned
pouzijte, a pokud hrozi potencialni kontaminace, nepouzivejte tyto materialy znovu.
. Reagencie Fungitell STAT® a standard Fungitell STAT® jsou vydavany jako sparovana Sarze.

Z toho diivodu se nesmi pouzivat slozky z jinych Sarzi reagencie Fungitell STAT® a standardu
Fungitell STAT®. Doporucuje se proto zlikvidovat jakékoli zbyvajici standardy Fungitell
STAT®, jakmile byly vypotiebovany viechny zkumavky reagencie Fungitell STAT® obsazené
v baleni.

. Nepouzivejte materialy po datu exspirace.

7.2

7.3

8.1

8.2

8.3

8.4

Manipulace se vzorky

. Odbér krve a piprava séra musi byt provadény v souladu s platnymi mistnimi pfedpisy. Odbér
vzorki: Krevni vzorky pro pfipravu séra se mohou odebirat do sterilnich zkumavek na pfipravu
séra nebo do zkumavek pro separaci séra (SST).

. Uchovavani vzorki: Vzorky séra lze skladovat pfi teploté 2-8 °C po dobu az 15 dnii nebo
zmrazené pii teplot& -20 °C po dobu az 27 dni nebo pii teploté -80 °C po dobu az 4 let.
. Oznacovani vzorkli: Vzorky musi byt zfeteln& oznageny v souladu se schvélenou praxi

zdravotnického zafizeni (laboratofe).

Poznamky k testovani:

. Pouzivejte spravnou laboratorni praxi v souladu s mistnimi pfedpisy. Tento test je citlivy na
kontaminaci a nepfesnost pipetovani.
. Pro zajisténi bezpecnosti obsluhy pfi praci se vzorky séra a snizeni moznosti kontaminace

(1—-3)-p-D-glukanem z prostiedi b&hem procesu se doporuéuje pracovat v biologické
bezpecnostni skiini.

. Pro omezeni zbyte¢nych pohybu sklenénych lahvicek dovnitt a ven z biologického
bezpeénostniho boxu se doporucuje umistit michaci zafizeni do biologického bezpe¢nostniho
boxu (pokud je zachovéno kritické proudéni vzduchu).

. Doporucuje se pouzivat dlouhé pipetovaci $picky, aby se zabranilo kiizové kontaminaci mezi
lahvickami.
. Standard Fungitell STAT® (Eerveny uzavér a ititek s cervenou linkou) by mél byt vzdy

zpracovavan za stejnych podminek a ve stejnou dobu jako vzorek(y) pacienta v ramci stanoveni.
To je kritické, protoZe vysledkem testu je index (vzorek/standard) kinetickych reakénich
rychlosti (nebo smérnice, OD/s) ze vzorku pacienta a standardu Fungitell STAT®.

. Béhem postupu se doporucuje pouzivat samostatné stojany na zkumavky, jeden pro zkumavky
pro pfipravu vzorkii a jeden pro zkumavky s reagenciemi, aby nedoslo k zaméné a kiizové
kontaminaci.

. Doporu¢uje se umistit standard Fungitell STAT® v definované a konzistentni poloze ve stojanu

na zkumavky, inkubatoru a &tecce. Ve &tedce PKFO08 pouzijte prvni jamku vlevo, kterd je
oznacena jako ,,standard*.
. Na konci kazdého kroku michani vizualné ovéite, ze je roztok homogenné promichan.

Postup
Souprava Fungitell STAT® obsahuje rychlého vizualniho privodee s ilustracemi a souhrnem funkei
pistroje PKF08 a softwaru BG Analytics®.

Nasledujici postupy jsou jiz prednastaveny pfi pouzivani zatizeni PKFO8 a softwaru BG Analytics®:
Nastaveni zafizeni, vyhodnoceni vysledki a kontrola kvality. Dal3i informace naleznete v uZivatelské
prirucee k softwaru BG Analytics® nebo kontaktujte vyrobce.

Nastaveni piistroje a programovani testu

8.1.1 Pii pouzivani PKFO08 se softwarem BG Analytics®:

Zapnéte piistroj a nasledujte pokyny softwaru BG Analytics®. Pro vice informaci viz manuél
BG Analytics®.

8.12 Pii pouziti jiného zafizeni a softwaru je nutné splnit nasledujici podminky:

a. Zatizeni musi byt schopno dosahnout a udrzet teplotu 37 °C+1 °C.

b. Zatizeni a software musi byt schopny ode¢itat optickou hustotu v &ase (kineticky rezim)
na dvou vinovych délkach. Presngji, tyto vinové délky by mély byt nastaveny na 405 nm
2495 nm.

c. Nastavte kineticky rezim na délku ¢teni 40 minut (2 400 sekund). Nastavte interval
kinetického ¢teni na minimum povolené softwarem/pfistrojem.

d. Mgéfeni se musi zah4jit ihned po vloZeni vzorku.

e. Informace o tom, jak vypocitat méfeni rychlosti (smérnici) ze sady dat, najdete v pfirucce

k softwaru. Pro ti¢ely tohoto testu se toho obecné dosahne provedenim linearni regrese na
kinetickych datech béhem navrhovaného ¢asového ramce. Nastavte vypocet linearni
regrese tak, aby se provadél v rozsahu mezi 1 900 az 2 400 sekundami pomoci funkce
L.slice* softwaru.

Oznaceni tkumavek

a. Oznacte jednu prazdnou zkumavku pro kazdy vzorek séra pacienta, ktery ma byt testovan.

b. Oznadte jednu zkumavku reagencie Fungitell STAT® pro kazdy testovany vzorek séra pacienta.
C. Oznadte jednu zkumavku reagencie Fungitell STAT® pro standard Fungitell STAT®,

Piiprava vzorku séra pacienta

a. Promichavejte vzorky séra pacienta alespoii 20 sekund, abyste zajistili homogenitu.
Poznamka: Proces zmrazovani miize zpiisobit heterogenitu vzorku v diisledku odbéru vody do
rostouctho ledového krystalu, ¢imz se vylouci rozpusténé latky.

b. Do odpovidajici oznacené prazdné zkumavky dejte pacientiiv vzorek a alkalicky roztok pro
predbé&Znou upravu v poméru 1:4. Doporugené objemy jsou 50 pl pacientova vzorku a 200 pl
alkalického roztoku pro pfedb&znou Gpravu.

Poznamka: Alkalicky roztok pro predbéznou tipravu preméije glukany uspordadané do
trojsroubovice na jednovidknové glukany'*15, které jsou v testu reaktivnéjsi. Alkalické pH navic
slouzi k inaktivaci sérovych protedz a inhibitori, které by mohly interferovat s testem?*.

c. Promichejte 15 sekund na tfepacce a zakryjte.

Piiprava standardu Fungitell STAT®
Poznamka: Kazdd souprava (pér standard Fungitell STAT® a reagencie Fungitell STAT®) se
testuje a vyddvda nezavisle. Je tedy dileZité pouzit objemy a alkalicky roztok pro pfedb&znou
tpravu podle &. 3arze. Ty lze nalézt na stitku soupravy standardu Fungitell STAT®, na certifikatu
analyzy soupravy Fungitell STAT® a jsou dostupné na webovych strankdch ACC. Doporuceni:
Pred zahdjenim testu si zapiste tyto informace do dodaného Rychlého vizudlniho priivodce.

a. Oteviete jednu lahvicku standardu Fungitell STAT® se specifickym objemem reagenéni vody
LAL pro &islo SarZe a promichavejte na tfepacce po dobu 15 sekund.

b. Pridejte objem alkalického roztoku pro predbéZnou upravu specificky pro ¢. Sarze.

c. Promichejte 15 sekund na tiepacce a zakryjte.

8.5 Inkubace piedbéiné uipravy ve étecee zkumavek

Inkubuijte zkumavky se vzorky séra pacienta (z kroku 8.3) a lahvi¢ku standardu Fungitell STAT®
(z kroku 8.4) po dobu 10 minut pfi 37 °C.

Poznédmka: Pfi pouziti pristroje PKFO08 se po vlozeni zkumavky do jamky indikator zméni
Z Cervené na zelenou. Zkumavku zatlacte zcela dovnit¥, dokud se indikator nerozsviti
zeleng.

& Pozor, zkumavky jsou kiehké. V piipadé praniku stiepti skla a kapalin do méfici
stanice PKFO08 kontaktujte technicky servis spole¢nosti Associates of Cape Cod, Inc.

8.6 Piiprava zkumavek reagencie Fungitell STAT®

a. Oteviete kazdou z lahvigek reagencie Fungitell STAT® (oznagenou v kroku 8.2 vyse) s 300 pl
reagencni vody LAL.
b. Jemn¢ michejte ne déle nez 5 sekund.

Poznamka: Reagencie Fungitell STAT® obsahuje fadu aktivnich proteinii potiebnych pro test
a doporucuje se s roztokem zachdzet opatrné. Pro jakékoli trepaci zarizeni se doporucuje
nastaveni maximdlné 2 000 ot./min. Nepremichejte.

c. Na konci predinkubace:
. Pieneste 75 ul roztoku kazdého vzorku séra pacienta do odpovidajici zkumavky
reagencie Fungitell STAT®.
. Pieneste 75 pl standardu Fungitell STAT® do odpovidajici zkumavky reagencie
Fungitell STAT®.
. Michejte viechny zkumavky ne déle nez 5 sekund a uzaviete.

8.7 Zahajte stanoveni
a. Vlozte zkumavky do &tecky zkumavek a ujistéte se, Zze kazda z nich je v ur¢ené jamce.
b. Spust'te kinetické ¢teni na dobu 40 minut pti 37 °C.

9 Vypocéet vysledkii

9.1 Princip méfeni

Vysledky testu Fungitell STAT® jsou uréeny k pouziti jako pomiicka pii diagnéze invazivni plisiiové infekce.
Standardni rychlosti vzorku pacienta a Fungitell STAT® jsou odvozeny z vypoétu smérnice (rychlosti) mezi
1900 a 2 400 z vysledkii delta OD 405 - 495 nm. Vysledky indexu Fungitell STAT® se ziskaji z d&leni
smérnice vzorku pacienta smérnici standardu Fungitell STAT® (viz obr. 2).
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Obrézek 2. Priklad kinetickych kiivek a analyzy dat Fungitell STAT®

Oblast zvyraznéna Sedé je oblast urceni smérnice (1 900 az 2 400 sekund), plna ¢éra je priklad
vzorku pacienta (PS) a preruiovana ¢éra je standard Fungitell STAT ® (STD). Ze smérnice
vzorku (tj. 0,00022 OD/s) délené smérnici 80 pg/ml standardu Fungitell STAT®

(tj. 0,00016 OD/s) vyplyvé index 1,4 pro vzorek.

9.2 P¥i poutiti PKF08 se softwarem BG Analytics®:

a Prezkoumani kritérii kvality provadi software automaticky. Vysledek se zobrazi v zavére¢né zprave.

b. Pro platné testovaci stanoveni uréi software BG Analytics® hodnotu indexu pro kazdy vzorek
nebo vzorku piifadi jednoznaéné negativni nebo pozitivni vysledek.

C. Pokud software pfi vyhodnocovani vysledki ukazuje jakékoli znamky neplatnych parametri,

postupujte podle pokynti v manuélu k softwaru BG Analytics®.

9.3 PFi poutiti jiného softwaru:
Ovéite, Ze jsou splnéna viechna kritéria kvality.

10. Kontrola kvality

Nize jsou uvedena kritéria kontroly kvality pro standard Fungitell STAT® a vysledky vzorkii séra pacienta,
véetné prikladii o¢ekavanych tvari kinetickych kiivek. Tato kritéria kontroly kvality byla ovéfena béhem studii
uvedenych v &asti Vlastnosti uéinnosti.

. Pro viechna &isla jamek potvrd'te ¢. stanoveni standardu Fungitell STAT® nebo vzorku

. Pro vysledek standardu Fungitell STAT®
1. korelaéni koeficient (r) musi byt > 0,980 a
2. smérnice musi byt v o¢ekdvaném rozsahu smérnice 0,00010-0,00024 OD/sekundu.
Pokud vysledek standardu Fungitell STAT® nesplituje kritéria ¢. 1@ é. 2, stanovent je chybné a vsechny
vzorky je nutné znovu pripravit a otestovat.

. Pro vSechny vysledky vzorku pacienta proved’te nasledujici:
A. Urdete, zda vysledek miiZe byt mimo rozsah méfeni testu
> Vysledek je pravdépodobné mimo rozsah na pozitivni strang&, pokud:
- je zachyt Y pozitivni a
- kineticka kiivka prochazi 0,4 OD dfive nez za 1 000 sekund.
> Vysledek je pravdépodobné mimo rozsah na negativni strang, pokud:
- je kineticka kfivka pozitivni za 500 sekund a
- ma OD > 0,00 a < 0,07 na konci testu.
Pokud vysledek testu spliiuje obé kritéria pro pozitivni i negativni rozsah, obecna kritéria QC nize
nemusi byt splnéna a hodnota indexu se nepoéita. Vsechny vysledky mimo rozsah na pozitivni strané se
musi oznadit jako ,, pozitivni* a vSechny vysledky mimo rozsah na negativni strané se musi oznacit jako

L negativni .
B. Pokud vySe uvedena Kritéria neplati, proved’te obecnou kontrolu kvality:
1. kinetické kiivka musi byt kladna za 500 sekund,
2. kineticka kiivka musi mit na konci testu OD > 0,00,
3. smérnice musi byt &iselné pozitivni,
4. korela¢ni koeficient (r) musi byt > 0,980 a
5. kineticka kiivka musi mit vzestupné rostouci tvar konzistentni s ptiklady uvedenymi na

obréazku 3.
Pokud vysledek vzorku nesplituje obecna kritéria kontroly kvality ¢. 1, 3-5, vysledek vzorku je chybny
a vzorek se musi znovu otestovat. Pripadné se musi pouzit jind metoda.
Pokud vysledek vzorku nespliuje kritérium kontroly kvality ¢. 2, naznacuje to, Ze signal vzorku je nizky.
V tom pripadé musi uZivatel peclivé zkontrolovat ziskanou kfivku v souvislostech a stanovit platnost
vysledkit na zakladé interniho systému kvality laboratore.
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Obréazek 3. P¥iklady tvari piisludné kinetické kiivky
Kinetické kiivky musi mit vzestupné rostouci tvar jako priklady vyse. Zde uvedené ukazkové
priklady jsou z celého rozsahu indexi testu Fungitell STAT®. Pomoci téchto piikladi
zkontrolujte kritéria kvality.

Poznamka:

1. Kazdy uzivatel testu by mél zavést program kontroly kvality, aby zajistil odbornou zpisobilost
pii provadéni testu v souladu s ptedpisy platnymi pro danou lokalitu.

2. Doporucuje se testovat kontrolni vzorky séra (negativni, blizké limitni hodnoté nebo silné

pozitivni) v ramci dal3ich laboratornich kontrol a spravné laboratorni praxe. Tyto nejsou
zahrnuty v soupravé Fungitell STAT®.

11. Interpretace vysledki

. Negativni vysledek
Hodnoty indexu < 0,74 jsou interpretovany jako negativni vysledky.
Laboratof provadgjici test musi informovat objednavajiciho 1ékate, Ze ne viechny plisiové
infekce zptsobi zvysené hladiny (1—3)-p-D-glukanu v séru. Nékteré plisng, napf. rod
Cryptococcus!®1” produkuji velmi nizké hladiny (1—3)-B-D-glukanu. Neni zndmo, Ze by
Mucorales, napt. Absidia, Mucor a Rhizopus'” produkovaly (1—3)-B-D-glukan. Podobng&
Blastomyces dermatitidis ve své kvasinkové fazi produkuje velice malo (1—3)-B-D-glukanu
a pacienti s blastomykézou maji obvykle nedetekovatelné hladiny (1—3)-B-D-glukanu v testu
Fungitell STAT®2,

. Nerozhodny vysledek
Hodnoty indexu od 0,75 do 1,1 jsou povazovany za neprikazné (nejednozna¢né). Doporucuje se
dalsi odbér vzorkii a testovani séra. Casté odbéry vzorkii a testovani zlepuji pouZitelnost pro
diagnézu.

. Pozitivni vysledek
Hodnoty indexu > 1,2 jsou interpretovéany jako pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek znamena,
7e byl detekovan (1—3)-B-D-glukan. Pozitivni vysledek nedefinuje pfitomnost onemocnéni a je
tieba jej pouZit spolu s dal§imi klinickymi nalezy k uréeni diagnozy.

12. Omezeni testu
. Tkaiové lokace plisiiové infekce’, zapouzdieni a mnozstvi (1—3)-B-D-glukanu produkovaného
nékterymi plisnémi mohou ovlivnit sérovou koncentraci tohoto analytu. Snizena schopnost
nékterych plisfiovych infekei zvySovat hladinu (1—3)-B-D-glukanu v krevnim fe¢isti mize snizit
schopnost detekce téchto infekei.

. Nékteré osoby maji zvysené hodnoty indexu (1—3)-B-D-glukanu, které spadaji do
nedefinovatelné oblasti. V takovych piipadech se doporucuje dalsi sledovani a testovani.

. Cetnost testovani pacientti zavisi na relativnim riziku plishové infekce. U rizikovych pacientt se
doporucuji odbéry minimalné dvakrat az tfikrat tydné.

. Pozitivni vysledky byly zji§tény u pacientii na hemodialyze'®2%%, u subjektii lé¢enych nékterymi

frakcionovanymi krevnimi produkty, napf. sérovym albuminem a imunoglobuliny??* a u vzorki
nebo subjektl vystavenych kontaktu s gazou a chirurgickymi houbami obsahujicimi glukan. Po
chirurgické expozici houbam a gaze obsahujicim (1—3)-B-D-glukan potfebuji pacienti 3-4 dny

k névratu na vychozi hladiny (1—3)-B-D-glukanu v séru?-?2, P¥i odbérech vzorkii u pacientii po
chirurgickém zékroku je tfeba tuto skute¢nost brat v Gvahu. Komplexni posouzeni faktord, které
piispivaji k falesné& pozitivnim vysledkiim (1—3)-B-D-glukanu, naleznete v publikaci Finkelman,
M.A., Journal of Fungi (2021)*.

. Vzorky ziskané metodou odbéru z paty nebo prstu nejsou piijatelné, protoze se ukazalo, ze
alkoholem navlh¢ena gaza pouzita k piipravé mista (a potencialné hromadéni krve na koznim
povrchu) kontaminuji vzorky. Ve studiich k dnesnimu dni nebyly pozorovany 7adné rozdily
mezi vzorky ziskanymi odbérem ze zavedené kanyly ani venepunkturou?2,

. Testovaci urovné byly stanoveny u dospélych pacienti. Normalni a mezni Grovné u kojenctt
a pediatrickych pacientii jsou predmétem zkoumani?’28,

13. Charakteristiky u¢innosti

13.1 Ocekdvané hodnoty
. Di ickd citlivost a di ickd specifici referencni metody Fungitell®

Multicentricka prospektivni studie provadéna za ucelem stanoveni diagnostické citlivosti a
diagnostické specifity testu Fungitell® (predikat USA a oznageny CE z r. 2008) ukézal, ze
hodnoty (1—3) B-D-glukanu jsou zvysené u riznych mykotickych infekci. Pokud jsou na
Urovni 80 pg/ml nebo vyssi pritomny znamky a piiznaky, je prediktivni hodnota pacientovy
pozitivity na plisiiovou infekci v rozsahu 74,4 % az 91,7 %. P¥i nepfitomnosti znamek
a piiznaki a hlading nizsi nez 60 pg/ml jsou negativni prediktivni hodnoty v rozsahu 65,1 %
az 85,1 %%

. Uréeni meznich hodnot Fungitell STAT®
Pro ucely této studie byly pouzity neidentifikované, zmrazené vzorky séra pacienta odebrané
pro rutinni klinickou péc¢i zamyslené populace a ziskané od spole¢nosti Beacon Diagnostics
Laboratory, Inc. pro testovani Fungitell®. Beacon Diagnostics Laboratory, Inc. je licencovana
laboratof Clinical Laboratory Improvement Additions (CLIA), ktera je soucasti Associates of
Cape Cod (ACC). Do studie byla zahrnuta populace 93 neidentifikovanych vzorki séra
pacientii 0 koncentracich (1—3)-B-D-glukanu distribuovanych v celém rozsahu standardni
kiivky Fungitell® 31-500 pg/ml. Vysledky meznich hodnot Fungitell STAT® po analyze kiivky
ROC (Receiver Operating Characteristic Curves)®. Vysledky ukazaly, Ze hodnoty
B-glukanového indexu Fungitell STAT > 1,2 se musi interpretovat jako pozitivni vysledek ve
srovnani s mezni hodnotou 80 pg/ml soupravy Fungitell®, zatimco hodnoty indexu < 0,74 se
musi interpretovat jako negativni vysledky v souladu s mezni hodnotou 60 pg/ml soupravy
Fungitell®. Tyto hraniéni hodnoty byly validovany jako souéist srovnavaci studie metody
a vypo¢tu negativni procentni shody a pozitivni procentni shody uvedené nize.

13.2. Srovnani metod

Podobné jako u studie s hraniénimi hodnotami, ale s pouZitim jin¢ho souboru vzorki, bylo pro icely srovnavaci
studie metody pouzito 488 deidentifikovanych, zmrazenych vzorki séra pacienti rovnéz s koncentracemi
(1—3)-B-D-glukanu rozlozenymi v celém rozsahu standardni kfivky Fungitell® 31-500 pg/mI®. Ty zahrnovaly
309 vzorkd, které spadaly do negativni oblasti vysledki testd Fungitell®, 143 vzorkd, které spadaly do pozitivni
oblasti Fungitell® a 36 vzork, které spadaly do nedefinovatelné oblasti Fungitell® (tabulka 2). Viechny vzorky
byly b&hem této studie testovany testem Fungitell STAT® a Fungitell®. Po vylougeni vzorki spadajicich do
nedefinovatelné oblasti Fungitell STAT® zbylo 290 vzorkii pro analyzu negativni procentudlni shody

a 119 vzorkt zbyvajicich pro analyzu pozitivni procentudlni shody.

Tabulka 2. Provedeni Fungitell STAT® ve srovnani s Fungitell®
Fungitell®
Negativni Nedefinova-telnd Pozitivni Celkem
Fungitell - 301
STAT® Negativni 283 17 1 (617 %)
i . 60
Nedefinovatelna 19 17 24 123%)
L 127
Pozitivni 7 2 118 (26,0 %)
488
0 0 0
Celkem 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) (100 %)
NPA: 97,6 %* PPA: 99,2 %*
(283/290) (118/119)
95 % Cl: 95 % Cl:
(95,4, 99,9) (95,4, 99,9)
*Nedefi Iné (1. nejed ‘né) vysledky nezahrnuté do analyzy; pokud jsou viechny nedefinovatelné vysledky

povazovany za nesouhlasné vysledky (napr-. falesné pozitivni nebo falesné negativni), ucinnost je nasledujici: PPA -
73,8 % (118/160), 95 % Cl: (66,4 %, 80,0 %); NPA - 91,0 % (283/311), 95 % ClI: (87,3 %, 93,7 %)

. Shoda negativnich procent
Dveé sté osmdesat tfi (283) z 290 vzorkd, které byly negativni pfi testovani pomoci soupravy
Fungitell® bylo negativni také s testem Fungitell STAT®. Vypoétena zdporna procentualni shoda
(NPA) metodou Fungitell® byla 97,6 % (95 % interval spolehlivosti: 95,4 %, 99,9 %) (tabulka 2)
. Shoda pozitivnich procent
Sto osmndct (118) ze 119 vzorki, které byly pozitivni pfi testovani pomoci soupravy Fungitell®
bylo pozitivni také s testem Fungitell STAT®. Vypo&tena pozitivni procentudlni shoda (PPA)
metodou Fungitell® byla 99,2 % (95 % interval spolehlivosti: 95,4 %, 99,9 %) (tabulka 2).
. Rozsah méFeni, linearita a pFesnost
Vysledky indexu se pohybovaly od pfiblizné¢ 0,4 do 3,5 a pokryvaly standardni kfivku
(31-500 pg/ml) Fungitell®. Linearni korelace mezi vysledky indexu koncentraci Fungitell®
a Fungitell STAT® byla 0,92 (95 % Interval spolehlivosti: 89,9 % a 93,6 %).
Pozndmka: Pii pouzivani PKFO08 se softwarem BG Analytics® se k uréeni kategorizace pouZiva
vysledek indexu Fungitell STAT®. Odhadované hodnota pg/ml je uvedena pouze jako reference.

13.3 Analytick& mezilaboratorni studie

Fungitell STAT® byl hodnocen z hlediska preciznosti (tj. opakovatelnosti a reprodukovatelnosti), analytické
citlivosti a analytické specifi¢nosti piidanim lidského séra k (1—3)-B-D-glukanu Saccharomyces cerevisiae

k vytvoieni péticlenného panelu sestavajiciho z nizko negativniho vzorku, vysoce negativniho vzorku (t&sné pod
dolni mezni hodnotou 0,74), nedefinovatelného (nejednozna¢ného) vzorku, nizce pozitivniho vzorku (t€sné nad
horni mezni hodnotou 1,2) a vysoce pozitivniho vzorku (~2x nad horni mezni hodnotou 1,2). Panel byl distribuovan
do tfi laboratoii CLIA k testovani pomoci testu Fungitell STAT®. Kazd4 laboratof poskytla 150 datovych bodi (tj. 5
vzorki x triplikat na béh x dva pracovnici provadéjici jedno stanoveni za den x 5 dni) pro celkem 450 datovych
bodi, véetné 30 stanoveni (t]. testil) a 90 datovych bodi na vzorek (tj. ¢len panelu). Primémé hodnoty indexu studie
uvedené v tabulce 3 niZe jsou odvozeny z udajii poskytnutych tfemi laboratoremi. Sloupec pozitivniho procenta
piedstavuje procento vzorki pro daného ¢lena panelu, které spadaji do pozitivni zony. Mezi vSemi tremi
laboratofemi bylo procento pozitivnich vysledka 1,1 % pro nizce negativni vzorek, 0 % pro vysoce negativni vzorek,
3,3 % pro nedefinovatelny vzorek, 96,7 % pro nizce pozitivni vzorek a 100 % pro vysoce pozitivni vzorky.

Tabulka 3. Analyticka mezilaboratorni studie
Pozitivni procento Analyticka specificita (skute¢né

Stfedni| Standardni (potet pozitivnich/ | negativni) a analyticka citlivost
Clen panelu index | odchylka |%CV | poget testovanych) (skutetné pozitivni)
Nizce negativni 0,55 0,10 20,4 % 1,1 % (1/90) 89/90 Skutecng negativni
Vysoce negativni 0,75 0,08 111% 0 % (0/90) 90/90 Skute¢né& negativni
Nedefinovatelna 0,94 0,10 111% 3,3 % (3/90) 87/90 nepozitivni
Nizce pozitivni 16 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 Skute&ng pozitivni
Vysoce pozitivni 2,6 0,40 15,4 % 100 % (90/90) 90/90 Skuteéné pozitivni

Jak je uvedeno v tabulce 3, variace mezi testy (tj. % CV) se pohybovala od 11 do 20,4 % a slouzila jako méfitko
reprodukovatelnosti. Variace v ramci testu se pohybovala od 0,4 % do 26,8 % a slouZila jako méfitko
opakovatelnosti. Distribuce rozsahu % CV v ramci testu je uvedena niZe na obrazku 4. Celkové bylo 94 %

z hodnot CV 10 % nebo méné a 75 % z hodnot CV bylo 6 % nebo méng. a
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Obréazek 4. Distribuce hodnot % CV v ramci testu

13.4 Pravdivost

Pro kazdou 3arzi soupravy Fungitell STAT® je standardni koncentrace (1—3)-B-D-glukanu Fungitell STAT®
kalibrovana na 80 +/- 8 pg/ml pomoci referenéni metody Fungitell® a proti internimu referenénimu standardu
(1—3)-p-D-glukanu.

13.5 Interferujici latky
Nize uvedené stavy vzorkd mohou interferovat s piesnosti vysledki testu Fungitell STAT®:

. Zabarvené nebo zakalené vzorky, napf. vysoce hemolyzované, lipemické nebo obsahujici piilis
velké mnozstvi bilirubinu, mohou opticky interferovat s testem. Pii testovani takovych vzorka je
tieba vysledky testu zkontrolovat z hlediska optické interference a/nebo neobvyklych
kinetickych vzort.

. Zvysené hladiny imunoglobulinu G, které mohou byt v séru v disledku mnoho¢etného myelomu,
mohou zplisobit precipitaci v reakéni smési po piidani Fungitell STAT® k predem upravenému
sérust,

. V dobg psani tohoto textu nebyl popsan zadny jiny aktiva¢ni faktor G ((1—3)-B-glukan detekéni

prvek) reagencie Fungitell® nez (1-3)-B-glukan. V nékterych studiich, kde byla vyslovena
tvrzeni 0 zkfiZené reaktivité, ofetieni pfedpokladaného aktivacniho materialu precisténou
(1—3)-B-glukanazou eliminovala signal, coZ prokazuje, Ze pozorovana aktivace byla zptisobena
kontaminaci (1—3)-B-glukanem??. Kontaminace serinovou protedzou miize také vést k uvolnéni
para-nitroanilinu v reak&ni smési Fungitell®, ale ty jsou inaktivovany jako soucast predbézné
Gpravy.

14. Metaanalyzy
Kromé toho bylo publikovano n&kolik recenzovanych studii na téma (1—3)-B-D-glukanu v séru jako podpora
pii diagnéze invazivniho plisitového onemocnéni véetné metaanalyz diagnostického proveden;®2.33:343536.37,3839
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16. Zplnomocnéni zastupci/dovozce

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Nizozemsko
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Zpl &ny zastupce ve Svycarsku
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svycarsko

Dovozce
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Nizozemsko

Australsky zadavatel:
Emergo Australia, Level 20, Tower 11, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australie

Poznamka: Zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti se soupravou, se oznami vyrobci a pfislusnému
organu ¢lenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient usazen.

17. Kontaktni informace
Sidlo spole¢nosti
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 USA
Tel.: (888) 395-2221 nebo (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Spojené kralovstvi/Evropa

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

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

18. Historie revizi

Rev 1-3: Piidan katalogové ¢. PKFO8-PKG a souvisejici pokyny; podrobnosti o standardu Fungitell STAT® slouzici
jako vnitini kontrola, kontaktni informace, vysvétleni a formatovani. Objasnéna obecna kritéria QC (kontroly
kvality) €. 3. Byly pfidany udaje o stabilité vzorku a stanoveni mezni hodnoty, sekce Rozsah méfeni-linearita-
presnost a Pravdivost. Rev 4: Zména zastupce EC, zména hodnoty 0,03 na 0,00 v &asti Kontrola kvality a drobné
zmény pro upfesnéni. Rev 5: Odstranéno EC REP Emergo Europe. Rev 6: Aktualizovany pouzité symboly. Pfidana
spole¢nost MedEnvoy jako dovozce v EU a odstranéna spolenost ACC Europe GmBh z &asti 17. Aktualizovany
pouzité symboly. Pfidan nazev a adresa EC-REP, §vycarského dovozee a CH-REP. Rev 7: Objasnéni skladovani
reagencii. Doplnéno, Ze ke zpravé PKF08-BGA je pfilozena odhadovana hodnota Fungitell; pg/ml, bylo
aktualizovano logo a odkaz na webové stranky ACC na adresu www.fungitell.com, kde naleznete oznadeni
prostiedku. Rev 8: Drobné zmény formatovani.
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