Teszt az (1->3)-B-D-gliikan szérumbél térténd kimutatasahoz
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1. Rendeltetés

A Fungitell STAT® teszt egy protedz-zimogén alapt kolorimetriés teszt az (1—3)-B-D-glukan kvalitativ
kimutatasara az invaziv gombas fert6zés tiineteit mutato, illetve invaziv gombas fertézésre hajlamosito
allapottal rendelkezd betegek szérumaban. A kiilonb6zd, szémos orvosi szemponthol fontos gombal egyik 8
mikozisok és gombas megbetegedések diagnosztizalasat?. A pozitiv eredmény nem jelzi, hogy milyen
nemzetséghez tartozé gomba okozhatja a fertdzést.

Az (1—3)-B-D-glukéan indexértékeit més diagnosztikai eljarasokkal — példaul mikrobioldgiai tenyésztéssel,
biopszias mintak szovettani vizsgalataval, radiolégiai vizsgalattal — egytt kell alkalmazni. Ez a termék
kizarélag in vitro diagnosztikai és professzionalis hasznalatra késziilt.

2. Osszefoglalas és magyarazat

Az opportunista korokozok miatti gombas fertézések eléfordulasa novekszik, kiilonosen az
immunkompromittalt betegek kérében®4S. Az invaziv gombas betegségek, mint opportunista fertézések,
gyakoriak a rosszindulatii hematolégiai megbetegedésekben és AIDS-ben szenved§ betegek korében,
ugyanakkor egyre tobb nozokomiélis fertézésért felel6sek, kiilonosen a szervtranszplantaltak, valamint az
immunszuppresszios kezeléshen részesiilé mas betegek kozotts”. Sok gombas betegséget a talajbol, novényi
hulladékokbol, levegdkezel6 rendszerekbol és/vagy kontaminalt feliiletekrdl szarmazé gombasporak
belélegzése okoz. Néhany opportunista gombafaj jelen van az emberi brben/béron, a bélcsatorndban és a
nyalkahartyakon®. Az invaziv mikozisok és gombas megbetegedések diagnosztizalasa altalaban nem
specifikus diagnosztikai vagy radiologiai technikakon alapul. A gombas fertézések biologiai markereivel a
kozelmiltban bdvitették a rendelkezésre all6 diagnosztikai modszereket?.

Az opportunista gombas korokozok kozé tartoznak a kovetkez6k: Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum és Pneumocystis jirovecii. Az ezen és mas
organizmusok altal termelt (1—3)-B-D-glikan kimutathat6 a Fungitell STAT® teszttel510.11,

3. Az eljaras elve

A Fungitell STAT®teszt (kataldgusszam: FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) a Fungitell® teszt
(kataldgusszam: FT001, Associates of Cape Cod, Inc. vagy ACC) modositott véltozata. A Fungitell STAT®
tesztet (2019-es CE-jeldlésii eszkdz) azért fejlesztették ki, hogy megfeleljen az egyszer hasznalatos
tesztformatum és a Fungitell® (egyesult allamokbeli predikatum és 2008-as CE-jeldlésii eszkoz) 96 cellas,
lemezformatumu tesztjéhez képest kisebb készletméret iranti igénynek.

A Fungitell STAT® teszt az (1—3)-B-D-glikan kvalitativ mérését kinalja. A teszt a Limulus amébocita lizatum
(LAL) reakciout21314.15 modositasan alapul, és az 1. abran lathatd. A Fungitell STAT® Reagenst modositottuk
a bakterilis endotoxin reaktivitasanak kikiiszobolése érdekében, igy az csak az (1—3)-B-D-glikanra reagél, a
reakcidut G-faktor altal medialt oldalan keresztiil. Az (1—3)-B-D-glikan aktivalja a G-faktort, amely egy
szerinprotedz zimogén. Az aktivalt G-faktor az inaktiv prokoagulans enzimet aktiv koagulans enzimmé alakitja
&t, ami viszont lehasitja a para-nitroanilid Boc-Leu-Gly-Arg-pNA-t, igy egy kromofdr — para-nitroanilin (pNA)
— jon létre, mely elnyeli a 405 nm hullamhosszt fényt. Az alabb ismertetett Fungitell STAT® kinetikus teszt a
beteg szérummintaja altal el6idézett optikai stiriség novekedési sebességének meghatarozasan alapul. Ezt a
sebességet Gsszehasonlitjuk a Fungitell STAT® Standard optikai siirtiségndvekedésének sebességével, hogy
kapjunk egy indexet. A Fungitell STAT® Standard 80 +/- 8 pg/ml-re van kalibralva, amely a Fungitell® teszt
pozitiv hatérértéke. Ezt a betegszérumminta-indexértéket azutan kvalitativ szempontbél negativ,
meghatérozatlan vagy pozitiv eredményként értelmezzik az alabbi, 1. tablazatban megadott indexérték-
tartomanyok szerint.

Endotoxin (LPS)
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1. tblazat A Fungitell STAT® indextartoményai
Eredmény Indexérték
Negativ <0,74
Meghatérozatlan 0,75-1,1
Pozitiv >1,2

4. A Fungitell STAT® termékhez mellékelt anyagok
A Fungitell STAT® termék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

Az egyes termékekhez mellékelt alabbi anyagok 6sszesen 10 reakciohoz elegenddk (a 10 kémces6 Fungitell
STAT® Reagens alapjan). Minden termék 5 Fungitell STAT® Standard csvet is tartalmaz.

1 A Fungitell STAT® Reagens egy liofilizalt (1—3)-B-D-gliikan specifikus LAL (10 csd)
A Fungitell STAT® Reagens Limulus (azaz patkdsrak) amébocita lizatumbol, Boc-Leu-
Gly-Arg-pNA kolorimetrikus szubsztratbol és trisz pufferbdl all. Nem tartalmaz humdn
vagy emlSsfehérjéket. A Fungitell STAT® Reagens nem tartalmaz zavaré mennyiségii
(1—3)-p-D-glikant.

2. A Fungitell STAT® Gliikan Standard (5 cs6) liofilizalt (1—3)-B-D-glikan.
A Fungitell STAT® Glukan Standard D-lakt6zbdl és (1—3)-p-D-glukanbél all, amely
utébbi a Saccharomyces cerevisiae élesztékivonatbol szarmazik.
termék (USA predikatum és 2008-as CE-jeldlés) pozitiv hatdrértékéhez és egy belsd
referenciastandardhoz kalibraljuk. A Fungitell STAT® Standard ismert mennyiségii

glukant tartalmaz. Az igy kapott értékek a ,, Minbség-ellendrzés” c. pontban keriiltek
bemutatasra, és a Fungitell STAT® teszt belsé kontrolljaként szolgalnak.
3. Hasznalati utasitas
4. Vizudlis gyorskalauz
5. Sziikséges, de nem mellékelt anyagok

Egyetlen anyag sem tartalmazhat a tesztet zavaré mennyiségii gliikant.

LAL reagensviz* (5,5 ml-es ampulla, katalogusszam: W0051-10)

Ligos eldkezel6 oldat 0,125 M KOH és 0,6 M KC1* (2,5 ml-es ampulla, kataldgusszam: APS51-5)

20-200 pl, illetve 100-1000 pl térfogat adagolasara alkalmas pipettak

Pipettahegyek* (250 pl; katalogusszam: PPT25, 1000 pl; katalogusszam: PPT10)

HosszU pipettahegyek™* (20200 pl, katalogusszam: TPT50)

Kémesovek* a betegmintak elokészités¢hez és a szérum-elékezeld oldattal valo kombinalasahoz

(12 x 75 mm, katalégusszam: TB240-5)

7. Csoolvaso és kinetikaelemzé szoftver

a) PKF08-as inkubald, 8 lyuku csdolvasé (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** Beta Glucan
Analytics (BG Analytics® vagy BG Analytics® szoftver), BG Analytics® szoftver
kézikonyv és BG Analytics® rendszerellendrzési protokoll** (BGA007, Associates of
Cape Cod, Inc.).
A PKF08-as késziiléket és a BG Analytics® szoftvert az Associates of Cape Cod, Inc.
széllitja (katalogusszém: PKF08-PKG**). A PKF08-PKG-t a Fungitell STAT® teszttel
torténé hasznalatra validaltuk. Vagy

b) Inkubalési funkcioval (37 °C) rendelkezé fotométer, mely képes 405 nm-es és
495 nm-es hullamhosszokon mérni legalabb 0-1,0 abszorbanciaegység tartoméanyban,
megfelel6 szamitogépes kinetikaelemz6 szoftverrel, amely képes a reakcio
kinetikdjanak elemzésére, valamint a hasznalati utasitas minGség-ellenérzésre
vonatkozé pontjaban felsorolt kritériumok feliilvizsgéalatanak tdmogatasara.
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8. Steril, glikanmentes csovek a mintak aliquotozasahoz. RNS&z-, DNSaz- és pirogénmentesnek
mindsitett kémesovek hasznalhatok.
9. Parafilm®

* Ezek az Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) vallalat altal szallitott termékek tanUsitottan nem tartalmaznak
zavaré mennyiségii gliikanokat.

** felhaszndldi kézikonyvek letolthetok az ACC weboldaldarsl: www.fungitell.com.
6. A reagensek tarolasa
. A készletet az eredeti csomagolasban, 2-8 °C-on, napfénytdl védve tarolja.

. A Fungitell STAT® Reagens és a Fungitell STAT® Standard a feloldas utan legfeljebb 1 6raig
hasznélhato fel.

7. » Vigydzat” szintii figyel) Ssek és ovintézkedések
. Tilos barmilyen anyagot széjjal pipettazni! Tilos olyan teriileten doh&nyozni, enni és inni, ahol
mintakat vagy a készlethez tartozd reagenseket kezelnek.
. Be kell tartani az tizemeltetési és a helyi biztonsagi el6irasokat.
. Viseljen védokesztyiit, ha olyan biologiai mintdkat kezel, amelyek fert6zok vagy veszélyesek

lehetnek. A keszty(is kezet mindig szennyezettnek kell tekinteni; tartsa a kesztyts kezét tavol a
szemétdl, szajatol és orratol. Viseljen szemveéds eszkozt és sebészeti maszkot, ha fennall az
aeroszolszennyezés lehet6sége.

. Tilos sérilt tartalmi terméket felhasznalni!

. Artalmatlanitas: A vegyszerek és készitmények maradvanyai altalaban veszélyes hulladéknak
mingsiilnek. Az ilyen tipusu hulladékok artalmatlanitdsat nemzeti, valamint regionalis torvények
és rendeletek szabalyozzak. A veszélyes hulladékok artalmatlanitasaval kapcsolatos tanacsért
forduljon a helyi hatosagokhoz vagy hulladékkezel§ vallalatokhoz.

. A biztonsagi adatlapok, amelyek a Fungitell STAT® Reagensre, a Fungitell STAT® Standardra,
az LAL reagensvizre és a lugos elékezel6 oldatra vonatkoznak, letolthetdk az ACC
weboldalarél: www.acciusa.com.

71 Eljarasi 6vintézkedések

A Fungitell STAT® teszt elvégzéséhez az eljarasra és a vizsgilati kdrnyezetre vonatkozo eldirdsokat szigordan
be kell tartani. A teszt hatékonysaga szempontjabdl kulcsfontossagu, hogy az asszisztens alapos képzést kapjon
a tesztmodszerr6l ¢és a szennyezddés elkertilésérdl.

. Alakitson ki tiszta kdrnyezetet a teszt elvégzéséhez.

. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy az emberi testbdl, valamint a ruhazatbol, gy(ijtéedényekbdl,
vizbél és levegdbeli porbol szarmazo gliikan, illetve gombas szennyezddés zavarhatja a Fungitell
STAT® tesztet.

. A szennyezddés lehetséges forrasai kozé tartoznak a celluloztartalmii anyagok, példaul a géz,

a papirtorlé ¢és a karton, a pamutdugoéval ellatott tivegpipettak és a cellulozsziirével ellatott
pipettahegyek. A sebészeti gézkotések és szivacsok szintén nagy mennyiségiti (1—3)-p-D-
gliikant bocsathatnak ki?22. A beteggel kapcsolatos egyéb szennyezddési forrasokrol 1asd
A teszt korlatai cimii pontjat.

. A kinyitott ampullékat lagos elokezeld oldattal és LAL reagensvizzel kell hasznélni azonnal,
valamint ha az esetleges szennyezddés aggalya meriil fel; ne hasznalja fel ujra ezeket az
anyagokat.

. A Fungitell STAT® Reagens és a Fungitell STAT® Standard parositott tételként keriil
forgalomba. Emiatt a mas terméktételekbdl szarmazé Fungitell STAT® Reagens és Fungitell
STAT® Standard komponensek nem hasznélhatok fel. Ezért ajanlott a megmaradt Fungitell
STAT® Standard termékek megsemmisitése, amint a csomagban 1év$ 6sszes Fungitell STAT®
Reagenshez tartozo csé elfogyott.

. Tilos az anyagokat lejarati datumuk utan felhasznélni!

7.2

7.3

8.1

8.2

8.3

8.4

A minték kezelése

. A vérvételt és a szérumkeészitést a vonatkozé helyi eléirasoknak megfelelden kell elvégezni.
Mintavétel: A szérum el6készitéséhez a vérmintakat steril szérum-el6készit csébe vagy
szérumszeparator csobe (SST) lehet levenni.

. A mintak tarolasa: A szérummintak 2-8 °C-on legfeljebb 15 napig, illetve fagyasztva -20 °C-on
27 napig vagy -80 °C-on 4 évig tarolhatok.
. A mintak felcimkézése: A mintékat vilagosan kell felcimkézni az egészségugyi intézményben

(laboratérium) jévahagyott gyakorlat szerint.

Megjegyzések a teszteléshez:

. Alkalmazza a helyi el6irasoknak megfelel6 helyes laboratoriumi gyakorlatot. Ez a teszt érzékeny
a szennyezGdésre és a pipettazas pontatlansagara.

. A kezel§ biztonsaga érdekében a szérummintékkal valo munka soran, valamint a folyamat alatt a
kornyezetbdl szarmazo (1—3)-p-D-glikén altali szennyezddés lehetdségének csokkentése
érdekében ajanlott biolégiai biztonsagi fiilkében dolgozni.

. A biologiai biztonsagi fiilkében torténd sziikségtelen tivegampulla-mozgéasok csokkentése
érdekében ajanlott a vortexkeverdt a biologiai biztonsagi fiilkén beliilre helyezni (mindaddig,
amig a kritikus légaramlés fenntarthato).

. Az ampullak kozotti keresztszennyezodés elkeriilése érdekében ajanlott hossza pipettahegyeket
hasznalni.
. A Fungitell STAT® Standard terméket (piros kupakkal és piros vonalas cimkével) mindig

ugyanolyan koriilmények kozott és ugyanabban az idében kell feldolgozni, mint az egyazon
futtatason belil feldolgozott betegminta(ka)t. Ez kritikus, mivel a teszt eredménye a betegminta
és a Fungitell STAT® Standard termék kinetikus reakciosebességének (vagy meredekségének,
OD/s) indexe (minta/standard).

. Az eljaras soran ajanlott kiilon cséallvanyokat hasznalni, egyet a minta-el6készitd csdveknek,
egyet pedig a reagenscséveknek, hogy elkeriilheté legyen a keveredés és a keresztszennyez3dés.
. Javasoljuk, hogy a Fungitell STAT® Standard terméket a csdallvanyon, az inkubatoron és az

olvason beltil meghatérozott és kovetkezetesen alkalmazott poziciéban helyezze el. A PKF08-as
olvaso esetében hasznalja a bal oldali elsé, ,,Standard” feliratt cellét.

. Az egyes keverési lépések végén szemrevételezéssel ellendrizze, hogy az oldat homogén médon
van-e Gsszekeverve.

Eljaras
A Fungitell STAT® termék tartalmaz egy vizualis gyorskalauzt, amely dbrakat és a PKF08-as miiszer,
valamint a BG Analytics® szoftver jellemzdinek dsszefoglaléjat tartalmazza.

A kdvetkez eljardsok a PKF08-as eszkoz és a BG Analytics® szoftver hasznélatakor mar elére be
vannak éllitva: eszk6z beallitasa, az eredmények értékelése és mindség-ellendrzés. Tovabbi
informaciokert tekintse meg a BG Analytics® szoftver felhasznaldi kézikonyvét, vagy forduljon a
gyartéhoz.

Miiszerbeallitds és tesztprogramozds

8.1.1 A PKF08-as és a BG Analytics® szoftver egyiittes hasznalata esetén:

Kapcsolja be az eszkozt, és kovesse a BG Analytics® szoftver utasitasait. Részletes informaciokeért lasd
a BG Analytics® kézikonyvét.

8.1.2 Mas eszkéz és szoftver hasznalata esetén a kovetkezd feltételeknek kell teljesiilniiik:
Az eszkdznek képesnek kell lennie 37 °C+1 °C hémérséklet elérésére és megtartasara.
Az eszkdznek és a szoftvernek képesnek kell lennie az optikai siiriség idobeli
leolvasasara (kinetikus Gzemmad) két hullamhosszon. Konkrétabban: ezeket a
hullamhosszokat 405 nm-re és 495 nm-re kell beéllitani.

o

c. Allitsa be a kinetikus Gizemmédot 40 perces (2400 masodperces) olvasési idétartamra.
Allitsa be a kinetikus leolvasasi intervallumot a szoftver/miiszer altal megengedett
legkisebb értékre.

d. A mérést a minta behelyezésekor azonnal el kell kezdeni.

e. Az adatsorb6l szarmaz6 rata (meredekség) kiszamitasanak madjat a szoftver

kézikonyveben talalja. E teszt céljaira ez altalaban gy érhet6 el, hogy linedris regressziot
végeznek a kinetikai adatokon a javasolt idokereten beliil. Allitsa be a linearis regresszios
szamitast Ggy, hogy az a szoftver ,,slice” (szelet) funkciojanak segitségével az 1900 és
2400 mésodperc kozotti tartomanyban hajtédjon végre.

Csovek felcimkézése

a. Cimkézzen fel egy Ures csévet minden egyes vizsgaland6 beteg szérummintajahoz.

b. Cimkeézzen fel egy Fungitell STAT® Reagens csovet minden egyes vizsgalando beteg

szérummintajahoz.
c. Cimkeézzen fel egy Fungitell STAT® Reagens csévet a Fungitell STAT® Standardhoz.

rer g smp s s

A beteg szér

a. Vortexkeverével keverje a betegmintakat legalabb 20 masodpercig homogenitasuk biztositasa
érdekeében.

Megjegyzés: A fagyasztdsi folyamat a minta heterogenitdsat eredményezheti a névekve
Jégkristalyba torténd vizkivonas miatt, igy zarva ki az oldott anyagokat.

b. A megfelelSen felcimkézett iires cs8be 1:4 aranyban keverve tegye bele a betegmintat és a lligos
el6kezeld oldatot. Az ajanlott térfogat 50 pl betegminta és 200 pul lugos elékezel6 oldat.
Megjegyzés: A ligos elbkezeld oldat a tripla spirdl szerkezeti egyszalu gliikanokka
alakitjal*5, amelyek reakcioképesebbek a tesztben. Emellett ligos kémhatasa inaktivalja a
szérum proteazokat és inhibitorokat, amelyek zavarhatjak a tesztet?*.

C. Vortexkeverdvel keverje 15 masodpercig, majd fedje le.
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A Fungitell STAT® Standard elkészitése
Megjegyzés: Minden egyes terméket (Fungitell STAT® Standard és Fungitell STAT® Reagens
par) egymastdl fiiggetlenil tesztellink és bocsatunk rendelkezésre. Ezért fontos, hogy a
feloldasnal hasznalt és a higos elékezeld oldatnak a gyartasi tételszamhoz megadott térfogatat
hasznaljuk. Ezek megtalalhatok a Fungitell STAT® Standard csomag cimkéjén, a Fungitell
STAT® termék elemzési tantsitvanyan, valamint az ACC weboldalan. Javaslat: A teszt
megkezdése eldtt irja fel ezeket az informaciokat a mellékelt vizudlis gyorskalauzra.

a. Oldjon fel egy ampulla Fungitell® STAT Standardot a gyartasi tételszimnak megfeleld térfogat
LAL reagensvizzel, majd keverje vortexkeverével 15 méasodpercig.

b. Adja hozza a gyartasi tételszamnak megfeleld térfogata lugos el6kezel oldatot.

c. Vortexkeverdvel keverje 15 méasodpercig, majd fedje le.

8.5 Eldkezelési inkubdlds a cséolvaséban
Inkubélja a (8.3. pontb6l szarmazo) betegszérumminta-csoveket és a (8.4. ponthdl szarmazo) Fungitell
STAT® Standard ampullat 10 percig 37 °C-on.

Megjegyzés: A PKF08-as miiszer hasznélata soran a cs6 behelyezésekor egy jelz6lampa pirosrol
zoldre valt. Nyomja be teljesen a csdvet, amig a jelz6lampa z6ldre nem valt.

Vigyazat, a csovek térékenyek. Ha Uvegszilankok és folyadék kertilnek a PKF08-as

méréallomasba, 1épjen kapesolatba az Associates of Cape Cod, Inc. miiszaki szolgalataval.

8.6 A Fungitell STAT® Reagens csovek elGkészitése

a. A (fenti 8.2. 1épésben felcimkézett) Fungitell STAT® Reagens ampullak mindegyikét oldja fel
300 pl LAL reagensvizzel.

b. Ovatosan, legfeljebb 5 masodpercig keverje vortexkeverével.
Megjegyzés: A Fungitell STAT® Reagens szamos, a teszthez szilkséges aktiv fehérjét tartalmaz,
ezért ajanlott 6vatosan banni az oldattal. Maximum 2000 fordulat/perc beéllitasa ajanlott
minden vortexkeverd esetében. Ne keverje tiil.

c. Az el6inkubalas végén:
. Vigyen at 75 pl-t minden egyes betegszérumminta-oldatbél a megfeleld Fungitell STAT®

Reagens csébe.

. Vigyen at 75 pl Fungitell STAT® Standardot a megfelelé Fungitell STAT® Reagens csdbe.
. Vortexkeverdvel keverje az dsszes csovet legfeljebb 5 masodpercig, majd fedje le.

8.7 Futtatés inditasa
a. Helyezze be a csoveket a csGolvasoba, mikozben ellenorzi, hogy mindegyik a megfelel6 cellaba
kerult-e.
b. Inditsa el a kinetikus leolvasést 40 percre 37 °C-on.

9 Az eredmények kiszamitasa

9.1 Mérési elv

A Fungitell STAT® teszt eredményei segédeszkdzként hasznalhatok az invaziv gombas fertézések
diagnosztizalasahoz. A betegminta és a Fungitell STAT® standard ratai az 1900 és 2400 kizotti meredekség
(rata) kiszamitasabol szarmaznak a delta OD 405-495 nm-es eredményeibdl kiindulva. A Fungitell STAT®
index eredményeit a betegminta meredekségének a Fungitell STAT® standard meredekségével torténd
osztasahol kapjuk (lasd a 2. abrat).
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2. 4bra Példa a Fungitell STAT® kinetikus gorbékre és adatelemzésre

A sziirkével kiemelt régi6 a meredekség meghatéarozasanak tertilete (1900-2400 masodperc), a
folytonos vonal egy példa a betegmintara (PS), a szaggatott vonal pedig a Fungitell STAT®
Standard (STD). A minta meredeksége (azaz 0,00022 OD/s) osztva a 80 pg/ml Fungitell STAT®
Standard meredekségével (azaz 0,00016 OD/s) a minta 1,4-es indexét eredményezi.

9.2 A PKF08-as és a BG Analytics® szoftver egyiitt tirténd haszndlata esetén:

a. A minéségi kritériumok feliilvizsgalasat a szoftver automatikusan végzi. Az eredmény a végsé
jelentésben megjelenik.

b. Ervényes tesztfuttatasok esetén a BG Analytics® szoftver minden egyes mintahoz meghatéroz
egy indexértéket, vagy egyértelmiien negativ, illetve pozitiv eredményt rendel a mintdhoz.

[ Ha a szoftver az eredmények kiértékelésénél érvénytelen paraméterekre utald jeleket mutat,

kovesse a BG Analytics® szoftver kézikonyvében talalhaté utasitasokat.

9.3 Més szoftver hasznélata esetén:
Ellendrizze, hogy az dsszes mindség-ellendrzési kritérium teljesiil-e.

10. Mindség-ellenérzés

Az aldbbiakban a Fungitell STAT® Standard ¢és a betegszérummintik eredményeinek mindség-ellenérzési

kritériumai szerepelnek, beleértve a kinetikus gorbe varhat6 alakjara vonatkozo példakat is. Ezeket a mindség-

ellendrzési kritériumokat a Teljesitményjellemzdk c. pontban bemutatott vizsgalatok soran validaltuk.

. Minden cellaszam esetében erdsitse meg a hozzarendelt Fungitell STAT® Standard vagy betegminta
szamat.

D A Fungitell STAT® Standard esetében:
1. a korrelacios egyiitthato (r) > 0,980 kell legyen, és
2. a meredekségnek a 0,00010-0,00024 OD/mésodperc elvart meredekségtartomanyon beldl kell
lennie.
Ha a Fungitell STAT® Standard eredménye nem felel meg az 1. és 2. kritériumnak, a futtatas
érvénytelen, és minden mintat Gjra el kell késziteni és le kell tesztelni.

. Az 0sszes betegminta eredménye esetében a kovetkezéket kell tennie:
A Hatérozza meg, hogy az eredmény kivil esik-e a teszt mérési tartomanyan
> Az eredmény valosziniileg a pozitiv oldalon a tartomanyon kiviil esik, ha:
- Az Y-metszéspont pozitiv és
- A kinetikus gorbe 1000 masodperc eltelte elott tilhalad a 0,4 OD értéken.
> Az eredmény valosziniileg a negativ oldalon a tartomanyon kiviil esik, ha:
- A kinetikus gorbe 500 mésodperc elteltével pozitiv, és
- Annak OD-értéke a teszt végén >0,00, de <0,07.
Ha a betegminta eredménye akar a pozitiv, akar a negativ tartomanyon kiviiliség mindkét kritériuméanak
megfelel, az alabbi dltald indség-ellendrzési kritériumokat nem kell telj
nem sziikséges kiszamitani. A pozitiv oldalon minden tartomanyon kiviili eredményt pozitivként, a
negativ oldalon pedig minden tartomanyon kivili eredményt negativként kell jelenteni.

i, és az indexértéket

B. Ha a fenti kritériumok nem érvényesek, vizsgilja meg az altala indség-ellendrzést:
1. a kinetikus gorbe 500 masodperc elteltével pozitiv kell legyen,
2. a kinetikus gorbe OD-értéke > 0,00 kell legyen a teszt végére,
3. a meredekség szamszertien pozitiv kell legyen,
4. a korrelacios egyiitthato (r) > 0,980 kell legyen, és
5. a kinetikus gorbe felfelé ndvekv gorbe alaki kell legyen, amely megfelel
a 3. dbran bemutatott példaknak.
Ha a minta eredménye nem felel meg az 1., ill a 3-5. dltala indség-ellendrzési kritériumoknak, a minta

eredménye érvénytelen, és a mintat Ujra kell tesztelni. Alternativaként mas modszert kell alkalmazni.



Ha a minta eredménye nem felel meg a 2. szamii minéség-ellendrzési kritériumnak, ez arra utal, hogy
aminta jele alacsony. Ebben az esetben a felhasznalénak gondosan, kontextusban meg kell vizsgalnia a
megadott gorbét, és a laboratorium belsé mindségbiztositasi rendszere alapjan meg kell hataroznia az
eredmények érvényességeét.
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3. abra Példak a kinetikus gorbék megfelelé alakjira
A kinetikai gorbéknek a fenti példakhoz hasonléan felfelé novekvé gorbe alakjahoz kell
hasonlitaniuk. Az itt bemutatott mintapéldak a Fungitell STAT® teszt teljes indextartomanyabol
szarmaznak. Hasznalja ezeket a példakat a minGség-ellendrzési kritériumok éttekintéséhez.

Megjegyzés:

1. A teszt minden felhasznalojdnak mindség-ellenérzési programot kell bevezetnie a teszt elvégzésében
vald szakmai jartassag biztositasa érdekében, az adott helyszin elirasainak megfeleléen.

2. Ajanlott a szérum kontrollmintak (negativ, hatarérték kozeli vagy erésen pozitiv) tesztelése a
tovabbi laboratoriumi ellendrzések és a helyes laboratoriumi gyakorlat keretében. Ezeket a
Fungitell STAT® készlet nem tartalmazza.

11. Az eredmények értelmezése

. Negativ eredmény
A <0,74-es indexértékek negativ eredményként értelmezendok.
A tesztet végzd laboratériumnak tajékoztatnia kell a tesztet kérd orvost arrél, hogy nem minden
gombis fertdzés jar a szérum magas (1—3)-p-D-glikan-szintjével. Bizonyos gombak, példaul
a Cryptococcus'®7 nemzetségbe tartozok, nagyon kevés (1—3)-p-D-glikant termelnek.
A Mucorales rend tagjai, pl. az Absidia, Mucor és Rhizopus®'’ ismereteink szerint nem
termelnek (1—3)-B-D-glilkéant. A Blastomyces dermatitidis annak élesztégomba formajaban
ugyszintén kevés (1—3)-p-D-gliikant termel, a blaosztomikézisos betegekben pedig az
(1—3)-B-D-gliikan szintje altalaban nem mutathat6 ki a Fungitell STAT® teszttel's,

. Meghatarozatlan eredmény
A 0,75 és 1,1 kozotti indexértékek nem meggy6zoek (vagyis nem egyértelmiiek). Ilyen
esetekben Gjabb mintavétel és a szérumok ismételt tesztelése javasolt. A gyakori mintavétel és
tesztelés fokozza a vizsgalat diagnosztikai értékét.

. Pozitiv eredmény
Az > 1,2-es indexértékek pozitiv eredményként értelmezendok. A pozitiv eredmény azt jelenti,
hogy a teszt (1—3)-B-D-glikant mutatott ki. A pozitiv eredmény nem jelenti betegség
fennallasét, és diagnozis felallitdsahoz mas klinikai leletekkel egyaitt kell értékelni.

12. A teszt korlatai
. A gombés fertézés szdveti lokalizacidja’, a tokképzddés és a bizonyos gombak altal termelt
(1—-3)-p-D-glikan mennyisége befolyéasolhatja ennek az analitnek a szérumbeli koncentracidjat.
Ha a gomba csak kisebb mértékben képes (1—3)-B-D-gliikant leadni a véraramba, az
csokkentheti bizonyos gombas fertézések kimutathatosagat.

. Bizonyos egyéneknek az (1—3)-B-D-glilkdn-szintje a meghatarozatlan tartomanyba esik. llyen
esetekben tovabbi megfigyel6 vizsgalatok javasoltak.

. A beteg tesztelési gyakorisaga a gombas fert6zés relativ kockazatatol fiigg. Kockazatnak kitett
betegek esetében hetente legalabb kétszer-haromszor javasolt mintavétel.

. Pozitiv eredményeket észleltek hemodializalt betegek esetében'®2%3 bizonyos frakcionalt

vérkészitményekkel, példaul szérumalbuminnal és immunglobulinokkal?®2* kezelt alanyoknal,
valamint olyan mintak és alanyok esetében, amelyek/akik gliikantartalmi gézzel vagy sebészeti
szivaccsal érintkeztek. Ha a beteg sebészeti beavatkozas soran (1—3)-B-D-glikant tartalmazé
szivaccsal vagy gézzel érintkezett, akkor 3-4 nap sziikséges ahhoz, hogy széruménak (1—3)-
B-D-glilkan-tartalma az alapszintre alljon vissza??2. Ennek megfeleléen ezt figyelembe kell
venni a sebészeti beavatkozason atesett betegek mintavételének idézitése szempontjabol. Az
alpozitiv (1—3)-p-D-gliikan eredményekhez hozzajarulo tényezok atfogo attekintését lasd:
Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

. A sarok vagy az ujjbegy megsziraséaval vett mintdk nem fogadhatok el, mert az alkohollal
atitatott gézrél, amellyel el6készitik a mintavétel helyét (és esetleg azt a borfeliiletet, ahol
meggyiilik a vér), kimutattak, hogy szennyezi a mintdkat. Az eddigi vizsgalatokban semmiféle
kulonbséget nem figyeltek meg a vezetéken keresztlli vérvétellel és a vénapunkciéval vett
mintak kozott?>2°,

. A teszttel kapott szinteket felnétt alanyokra hataroztik meg. A csecsemékre és gyermekre
vonatkozé normal és hatarértékek vizsgalata még folyik?728.

13. Teljesitményjellemzék

13.1 Vérhato értékek
. A referenciamodszer, a Fungitell® teszt diagnosztikai érzékenysége és diagnosztikai

specificitasa
A Fungitell® teszt (egyesult allamokbeli predikatum és 2008-as CE-jel6lés) diagnosztikai
érzékenységének és diagnosztikai specificitdsanak meghatarozasara végzett tdbbkozpontd,
prospektiv vizsgalat kimutatta, hogy az (1—3) p-D-gliikan értékek a kiilonboz6 gombés
fertézések esetén megnovekednek. Ha 80 pg/ml vagy magasabb koncentracié mellett az alany
jeleket vagy tiineteket mutat, akkor a gombas fert6zés fennallasara vonatkozé prediktiv érték
a 74,4%-91,7% tartomanyban van. Ha 60 pg/ml alatti koncentracié mellett a beteg nem mutat
jeleket és tiineteket, akkor a negativ prediktiv érték a 65,1%-85,1% tartoméanyban van®.

. A Fungitell STAT® hatarértékeinek meghatarozasa
A vizsgalathoz a célcsoport rutin klinikai ellatasa érdekében gy(ijtott, anonimizalt, fagyasztott
betegszérum-mintakat hasznaltunk, amelyeket a Beacon Diagnostics Laboratory, Inc. kapott
a FungitelI® teszt céljara. A Beacon Diagnostics Laboratory, Inc. egy CLIA- (Clinical
Laboratory Improvement Amendments - Klinikai laboratériumok fejlesztésére iranyuld
torvény) engedéllyel rendelkezé laboratorium, amely az Associates of Cape Cod (ACC) része.
A vizsgalati populéciot 93 anonimizalt betegszérumminta alkotta, amelynek (1—3)--D-
gliikan-koncentréci6ja a Fungitell® standardgorbe teljes tartomanyéban (31-500 pg/ml)
helyezkedett el. A Fungitell STAT® hatarértékének értékelése a ROC-gorbék (Receiver

Operating Characteristic Curves) elemzését kovette®. Az eredmények azt mutattak, hogy a
Fungitell STAT béta-gliikan > 1,2 indexértékek pozitiv eredményként értelmezendék, ami
dsszhangban van a Fungitell® termék 80 pg/ml-es hatéarértékével, mig a < 0,74-es
indexértékeket negativ eredményként kell értelmezni, ami 6sszhangban van a Fungitell®
termék 60 pg/ml-es hatarértékével. Ezeket a hatarértékeket a médszer-dsszehasonlitd vizsgélat
részeként validaltuk, és ugyanekkor az alabbiakban bemutatott negativ szézalékos egyezés,
illetve pozitiv szazalékos egyezés kiszamitasat is elvégeztik.

13.2 Médszer-osszehasonlitas

A hatarérték vizsgalatahoz hasonléan, de méas mintakat hasznalva, 488 anonimizalt, fagyasztott
betegszérummintét is hasznéaltunk a médszer-osszehasonlito vizsgalathoz, amelyek (1—3)-B-D-gliikan
koncentracitja szintén a Fungitell® standardgorbe teljes tartomanyaban, 31-500 pg/ml k6zott®. Ezek kozétt
309 olyan minta volt, amely a Fungitell® teszteredményeinek negativ zénajaba tartozott, valamint 143 olyan
minta, amely a Fungitell® pozitiv z6najaba tartozott és végiil 36 olyan minta, amely a Fungitell®
meghatarozatlan tartomanyba tartozott (2. tablazat). A vizsgalat soran minden mintat mind a Fungitell STAT®,
mind a Fungitell® teszttel megvizsgaltunk. Amikor a Fungitell STAT® meghatarozatlan tartoményéba esé
mintakat kizartuk az elemzésbol, 290 minta maradt a negativ szazalékos egyezés elemzéséhez, és 119 minta
maradt a pozitiv szazalékos egyezés elemzéséhez.

2. tablazat A Fungitell STAT® teljesitménye a Fungitell® teszthez képest
Fungitell®
Negativ Meghatéarozatlan Pozitiv Osszesen
Fungitell " 0
i Negativ 283 17 1 301 (61,7%)
Meghatérozatlan 19 17 24 60 (12,3%)
Pozitiv 7 2 118 127 (26,0%)
Osszesen 309 (63,3%) 36 (7,4%) 143 (29,3%) 488 (100%)
NPA: PPA:
97,6%* 99,2%*
(283/290) (118/119)
95%-0s Cl: 95%-0s Cl:
(95,4, 99,9) (95,4, 99,9)

*A meghatarozatlan (azaz nem egyértelmii) eredmények nem szerepelnek az elemzésben; ha az dsszes
meghatarozatlan eredményt diszkordans eredménynek tekintjik (pl. hamis pozitiv vagy hamis negativ esetén),
a teljesitmény a kovetkezé: PPA - 73,8% (118/160), 95%-o0s Cl: (66,4%, 80,0%); NPA - 91,0% (283/311),
95%-0s Cl: (87,3%, 93,7%)

. Negativ szazalékos egyezés
A 290 mintabol, amelyek a Fungitell® teszttel vizsgalva negativak voltak, 283 minta a Fungitell
STAT® teszttel is negativ volt. A Fungitell® mddszerrel szamitott negativ szazalékos egyezés
(NPA) 97,6% volt (95%-0s megbizhat6ségi intervallum: 95,4%, 99,9%). (Lasd a 2. tablazatot.)
. Pozitiv szazalékos egyezés
A Fungitell® teszttel vizsgalt 119 pozitiv mintabdl 118 a Fungitell STAT® teszttel is pozitiv volt.
A Fungitell® modszerrel szamitott pozitiv szazalékos egyezés (PPA) 99,2% volt (95%-0s
megbizhat6sagi intervallum: 95,4%, 99,9%). (Léasd a 2. tablazatot.)
. Meérési tartomany, linearitas és pontossag
Az indexeredmények koriilbeliil 0,4 és 3,5 kizott mozogtak, lefedve a Fungitell® standardgdrbéjét
(31-500 pg/ml). A Fungitell® koncentracioja és a Fungitell STAT® index eredményei kozotti linearis
korrelacié 0,92 volt (95%-o0s megbizhatésagi intervallum: 89,9% és 93,6%).
Megjegyzés: Ha a PKF08-at BG Analytics® szoftverrel hasznalja, a Fungitell STAT® index eredménye
alapjan hatarozéaté meg a besorolas. A becsilt pg/ml érték csak referenciaként szolgal.

13.3 Laboratériumok kozétti analitikai vizsgalat

A Fungitell STAT®tesztet precizitds (azaz ismételhetdség és reprodukalhatésag), analitikai érzékenység és analitikai
specificitas szempontjabol tgy értékeltiik, hogy human szérumot Saccharomyces cerevisiae (1—3)-B-D-glikannal
spicceltiink, hogy egy 6ttagt panelt allitsunk el6, amely egy gyengén negativ mintabol, egy erdsen negativ mintabol
(éppen az also 0,74-es hatarérték alatt), egy meghatérozatlan (azaz nem egyértelmii) mintabol, egy gyengén pozitiv
mintabol (éppen az 1,2-es felsd hatarérték felett) és egy erésen pozitiv mintabol (~2x az 1,2-es felsé hatarérték felett) allt.
A panelt harom CLIA-laboratériumnak juttattuk el a Fungitell STAT® teszttel torténd teszt céljabol. Minden laboratérium
150 adatpontot (5 minta x 3-szori futtats x 2 operator naponta egy futtatast végzett x 5 nap) szolgaltatott, ami 8sszesen
450 adatpontot eredményezett, beleértve 30 futtatast (azaz tesztet) és 90 adatpontot mintanként (azaz paneltagonkeént).
Az alabbi, 3. tablazatban bemutatott atlagos vizsgalati indexértékek a harom laboratérium éltal szolgéltatott adatokbol
szérmaznak. A Pozitivak szdzaléka oszlop az adott paneltagok azon mintéinak szézalékos aranyat mutatja, amelyek a
pozitiv zonaba estek. A hérom laboratérium atlagéban a pozitiv eredmények szézalékos ardnya 1,1% volt a gyengén
negativ minta esetében, 0% az erdsen negativ minta esetében, 3,3% a meghatéarozatlan minta esetében, 96,7% a gyengén
pozitiv minta esetében és 100% az erésen pozitiv minta esetében.

3. tblazat Laboratoriumok kozétti analitikai vizsgalat
Pozitivak
szazaléka
B (Poz. Analitikai specificitas (valés
Atlagos » szam/teszteltek negativ) és analitikai
Paneltag index Szoras | %-0s CV szama) érzékenység (valés pozitiv)
Gyengén 0,55 0,10 20,4% 1,1% (1/90) 89/90 valés negativ
negativ
Erdsen negativ 0,75 0,08 11,1% 0% (0/90) 90/90 val6s negativ
Meghatérozatlan 0,94 0,10 11,1% 3,3% (3/90) 87/90 nem pozitiv
Gyengén pozitiv 1,6 0,30 18,7% 96,7% (87/90) 87/90 valés pozitiv
Erdsen pozitiv 2,6 0,40 15,4% 100% (90/90) 90/90 val6s pozitiv

Amint az a 3. tablazatban lathato, a tesztek kozotti eltérés (azaz a %-os CV) 11% és 20,4% kozott mozgott, és
ez szolgalt a reprodukalhatosag mérészamaként. A teszten beliili eltérés 0,4% és 26,8% kozott mozgott, és ez
szolgalt a megismételhetéség mérdszamaként. A teszten bellli %-os CV-tartomany eloszlasat az alabbi,

4, dbra mutatja be. Osszességében a CV-értékek 94%-a 10%-0s vagy annal kevesebb, a CV-értékek 75%-a
pedig 6%-os vagy annal kevesebb volt.
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4. dbra A teszten bellili %-o0s CV-értékek eloszlasa
13.4 Valéssag

A Fungitell STAT® termék minden egyes tételénél a Fungitell STAT® standard (1—3)-B-D-glikan
koncentraciojat 80 +/- 8 pg/ml-re kalibraljuk a Fungitell® referenciamédszerrel és egy belsd (1—3)-B-D-glikan
referenciastandarddal szemben.

13.5 Zavar6 anyagok
A Fungitell STAT® teszttel kapott eredmények pontossagat a minta alabbi koriilményei befolyasolhatjak:

. Az elszinez6dott vagy zavaros mintak — példaul az erdteljesen hemolizalt, lipaemias vagy tal
nagy bilirubintartalmi mintak — optikailag zavarhatjak a tesztet. Ilyen mintak tesztelése esetén
meg kell vizsgélni, hogy mutatnak-e a teszteredmények optikai zavarasra utalé jeleket és/vagy
szokatlan kinetikai mintazatokat.

. Az immunglobulin G megemelkedett szintje, amely példaul tobbszorés mieldma miatt fordulhat
eld a szérumban, a reakciokeverékben bekovetkezd kicsapodast eredményezhet, amikor a
Fungitell STAT® reagenst hozzaadjak az eldkezelt szérumhoz3!.

. Jelen irds idSpontjaig mas aktivalo G-faktort ((1—3)-B-glikan kimutatd elem) Fungitell® reagens
esetében az (1—3)-B-gliikédnon kiviil nem irtak le. Néhany vizsgalat esetében, ahol a keresztreaktivitas
megerdsitését kisérelték meg, a feltételezett aktivalo anyag tisztitott (1—3)-B-glitkanézzal torténd
kezelése megsziintette a jelet, bizonyitva, hogy a megfigyelt aktivalast a szennyez6 (1—3)-B-glikan
okozta®?. A szerinprotedz-szennyezés para-nitroanilin felszabadulasat is eredményezheti a Fungitell®
reakcioelegyekben, de ezeket az elokezelési folyamat részeként inaktivaljak.

14. Metaelemzések

Emellett szdmos, szakmailag lektorélt tanulmany jelent meg az invaziv gombas betegségek diagnosztizalasat
segitd, szérumbeli (1—3)-p-D-glitkdnon alapulé modszerek témakorérdl, beleértve a diagnosztikai teljesitményt
értékelé metaelemzéseket®?33,3435,36,37.38,39

15. Jelmagyarazat
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16. Meghatalmazott képvisel6k/importér
[EC [REP] Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Hollandia

[cH [REP]| \ieon Kképvisel§ Svajcban
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svéjc

Importér
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Hollandia

Ausztréliai szponzor:
Emergo Australia, Level 20, Tower I1, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Ausztralia

Megjegyzés: az eszkozzel kapesolatban bekovetkezd sulyos varatlan eseményt jelenteni kell a gyartonak és
azon tagallam illetékes hatdsagéanak, amelyben a felhasznélé és/vagy a beteg székhellyel
rendelkezik/letelepedett.

17. Elérhetéségek
Véllalati kozpont
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445, Egyesiilt Allamok
Tel: (888) 395-2221 vagy (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Egyesult Kiralysag/Eurépa

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

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

18. Mddositasok listaja

1-3. 4tdolg.: Hozzaadva a PKF08-PKG katalogusszam és a kapesolodo utasitasok; részletek a belsd
kontrollként szolgal6 Fungitell STAT® Standardrol, elérhetéségek, pontositasok és forméazas. A 3. 4ltaldnos
mindség-ellen6rzési kritérium tisztazva. Hozzaadva a minta stabilitasi adatai és a hatarérték meghatarozasa, a
mérési tartomany linearitasi pontossaga és a valéssagi szakaszok. 4. atdolg.: Az EK képvisel6 modosult, a 0,03
érték 0,00-ra modosult a Mindség-ellendrzés cimii részben, és kisebb valtoztatasok torténtek pontositas céljabol.
5. atdolg.: Emergo Europe, mint EK képvisel6 eltavolitva. 6. atdolg.: A hasznélt szimbélumok frissitése. A
MedEnvoy mint EU importér hozzaadésa és az ACC Europe GmBh eltavolitasa a 17. szakaszbol. A hasznalt
szimbdlumok frissitése. EC-REP, svajci importér, valamint CH-REP név és cim hozzaadasa. 7. atdolg.: A
reagens tarolasanak pontositasa. Annak hozzaadasa, hogy a PKF08-BGA jelentéshez biztositott egy becstilt
Fungitell; pg/ml érték, valamint a logé és az ACC webhelyére val6 hivatkozas frissitése a www.fungitell.com
cimre a dokumentacio eléréséhez. 8. atdolg.: Kisebb formazasi médositasok.
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