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1. Urdené pouZitie

Test Fungitell STAT® je kolorimetricky test na baze zymogénu protedzy na kvalitativnu detekciu (1—3)-B-D-
glukanu v sére pacientov s priznakmi alebo ochoreniami, v dosledku ktorych ma pacient predispoziciu na
invazivnu plesiiovu infekciu. Sérova koncentracia (1—3)-B-D-glukanu — hlavnej zlozky bunkovej steny roznych
medicinsky vyznamnych plesni — sa da vyuzit' ako pomécka pri diagnostike hlbokych mykéz a fungémii?.
Kladny vysledok neur¢uje, ktory rod plesni mohol infekeiu vyvolat’.

Je potrebné pouzit’ hodnoty indexu (1—3)-B-D-glukéanu v spojitosti s inymi diagnostickymi postupmi, napriklad
mikrobiologickou kultivaciou, histologickym vySetrenim vzoriek z biopsie a radiologickym vySetrenim. Tento
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produkt je urceny len na ¢ pouZitie in vitro a pro

2. Zhrnutie a vysvetlenie

Je preukazany stupajuci vyskyt plesiiovych infekcii sposobenych oportunistickymi patogénmi, a to najmé u
pacientov s oslabenou imunitou®4®. Invazivne plesiiové ochorenia, ako napriklad oportunistické infekcie, st
bezné u pacientov s hematologickymi malignitami a u pacientov s AIDS, a zodpovedaji za oraz vacsi pocet
nozokomiélnych infekcii, a to najma u prijemcov po transplantacii organov a u inych pacientov lie¢enych
imunosupresivnymi lie¢bami®’. Mnohé plesiiové ochorenia mozno ziskat' vdychovanim spor plesni z pody,
organickych zvyskov rastlin, klimatiza¢nych systémov alebo exponovanych povrchov. Niektoré oportunistické
plesne st pritomné v l'udskej koZi alebo na nej, v zaZivacom trakte a na slizniciach®®. Diagnostika invazivnych
mykoéz a fungémii obvykle vychadza z neSpecifickej diagnozy alebo radiologickych technik. K dostupnym
diagnostickym metodam sa nedavno zaradili aj biologické markery plestiovej infekcie?.

K oportunistickym plesfiovym patogénom patria Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon
spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Exserohilum rostratum a Pneumocystis jirovecii. (1—3)-p-D-glukéan, ktory produkuju tieto
organizmy a iné, mozno detegovat’ pomocou testu Fungitell STAT®15:1011,

3. Princip postupu

Test Fungitell STAT® (kat. & FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) je modifikaciou navrhu formétu testu
Fungitell® (kat. & FT001, Associates of Cape Cod, Inc. alebo ACC). Test Fungitell STAT® (pomdcka s
oznacenim CE 2019) bol vyvinuty ako odpoved’ na potrebu formatu testu na jedno pouzitie a mensej vel’kosti
stpravy v porovnani s formatom 96 jamiek testu Fungitell® (predikat USA a pomdcka s oznagenim CE 2008).

Test Fungitell STAT® poskytuje kvalitativne meranie (1—3)-B-D-glukanu. Test je zalozeny na modifikécii
drahy metodiky LAL (lyzat amebocytov kraba Limulus)!2131415 obrazok 1. Reagencia v teste Fungitell STAT®
je modifikovana tak, aby eliminovala reaktivitu bakteridlneho endotoxinu, ¢ize aby reagovala len na (1—3)-
B-D-glukan prostrednictvom strany drahy sprostredkovanej faktorom G. (1—3)-B-D-glukén aktivuje faktor G,
zymogén serinovej protedzy. Aktivovany faktor G meni neaktivny prozrazaci enzym na aktivny zrazaci enzym,
ktory zas Stiepi para-nitroanilid Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, ¢im vznika chromofor — para-nitroanilin (pNA), ktory
sa absorbuje pri vinovej dizke 405 nm. Tu opisany kineticky test Fungitell STAT® je zaloZeny na stanoveni
zvySenia miery optickej hustoty vyprodukovaného vzorkou séra pacienta. Tato rychlost’ sa porovna

s rychlostou nérastu optickej hustoty roztoku Fungitell STAT® Standard, aby sa vytvoril index. Roztok
Fungitell STAT® Standard je kalibrovany na 80 +/— 8 pg/ml, ¢o je kladn4 hraniéna hodnota pre test Fungitell®.
Tato hodnota indexu vzorky séra pacienta sa kvalitativne interpretuje ako zaporny, neurcity alebo kladny
vysledok podl'a rozsahov hodnét indexu uvedenych v tabul’ke 1 niZsie.
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Obrazok 1. Draha Limulus Amebocyte Lysate
Tabulka 1. Rozsahy indexu Fungitell STAT®
Vysledok Hodnota indexu
Zaporna <0,74
Neur¢ita 0,75-1,1
Kladna >1,2

4. Materialy priloZzené k produktu Fungitell STAT®
Stprava Fungitell STAT® je uréend na diagnostické pouzitie in vitro.

Nasledujlice materialy dodavané s kazdym produktom postacujii na celkovo 10 reakeii (na zaklade
10 skimaviek s reagenciou Fungitell STAT®). Kazdy vyrobok obsahuje aj 5 skiimaviek s roztokom
Fungitell STAT® Standard.

1 Reagencia Fungitell STAT®, lyofilizovany lyzat LAL $pecificky pre (1—3)-p-D-glukan
(10 skimaviek)
Reagencia Fungitell STAT® sa sklada z lyzat amebocytov kraba Limulus (t. j. kraba
podkovéra), Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimetrického substratu a Tris pufra. Neobsahuje
ludské ani cicavéie proteiny. Reagencia Fungitell STAT® neobsahuje rusivé hladiny
(1—3)-p-D-glukénu.

2. Roztok Fungitell STAT® Glucan Standard (5 skimaviek) lyofilizovany (1—3)-B-D-glukan.
Roztok Fungitell STAT® Glucan Standard sa sklada z D-/aktézy a (1—3)-p-D-glukanu
ziskaného z extraktu kvasiniek Saccharomyces cerevisiae.

Interna kontrola: Koncentracia (1—3) -D-glukanu roztoku Fungitell STAT® Standard
je kalibrovana podla kladnej hranicnej hodnoty produktu Fungitell® (predikat USA a
znacka CE 2008) a podla interného referencného Standardu. Roztok Fungitell STAT®
Standard obsahuje zndme mnozstvo glukdnu. Viysledné hodnoty st opisané v casti
Kontrola kvality a slizia ako internd kontrola pre test Fungitell STAT®.

3. Navod na pouzitie
4. Stru¢ny vizualny navod
5. Potrebné, ale nepriloZené materialy

Ziadny material nesmie mat’ interferujuci glukan.

1 Voda LAL reagencnej kvality* (5,5 ml fTasticka, katalogové ¢islo W0051-10)

Alkalicky roztok na predapravu 0,125 M KOH a 0,6 M KCI* (2,5 ml fl'asticka, katalogové

¢islo APS51-5)

Pipety na davkovanie objemov 20 — 200 pL a 100 — 1 000 uL

Pipetové §picky* (250 pL — kat. & PPT25, 1 000 uL — kat. &. PPT10)

DIhé pipetové $picky* (20 — 200 pL, kat. &. TPT50)

Skamavky* na pripravu vzorky pacienta a kombinéciu roztoku na predipravu séra. (12 x 75 mm,

kat. ¢. TB240-5)

7. Citacka skiimaviek a softvér na kineticki analyzu

a) Citactka PKFO8 inkubacnej skiimavky s 8 jamkami (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)**
so softvérom Beta Glucan Analytics (softvér BG Analytics® alebo BG Analytics®),
prirucka k softvéru BG Analytics® a overovaci protokol systému BG Analytics®*
(BGA007, Associates of Cape Cod, Inc.).
Pomacka PKF08 a softvér BG Analytics® dodéva spolocnost” Associates of
Cape Cod, Inc. (katalogové &islo PKF08-PKG**). PKF08-PKG bol validovany na
pouzitie s testom Fungitell STAT®. alebo
b) Citacka inkuba&nych (37 °C) skimaviek schopna Gitat’ pri 405 nm a 495 nm s

rozsahom aspoti 0 — 1,0 jednotiek absorbancie spojena s vhodnym pocitatovym
kinetickym testovacim softvérom schopnym analyzovat’ reakéni kinetiku, ako aj
podporovat’ kontrolu kritérii uvedenych v ¢asti o kontrole kvality navodu na pouzitie.
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8. Sterilné skiimavky bez glukanu na alikvotne podavanie vzoriek. MoZu sa pouzivat’ skimavky,
ktoré s certifikované ako neobsahujlice RNAse, DNAse a pyrogén.
9. Parafilm®

* Tieto vyrobky doddvané spolocnostou Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) su certifikované ako produkty bez
interferujucich glukanov.
**Pouzivatel'ské prirucky si moézZete stiahnut' z webovej stranky spolocnosti ACC: www.fungitell.com.

6. Uchovavanie reagencif
. Supravu uchovavajte v pdvodnom obale, skladujte pri teplote 2 — 8 °C, chraiite ju pred slneénym
svetlom.
. Reagencia Fungitell STAT® a roztok Fungitell STAT® Standard st uréené na pouzitie do
1 hodiny po rekonstitucii.
7. Upozornenia a bezpecnostné opatrenia
. Ziadny material nepipetujte Gistami. V miestnosti, kde sa manipuluje so vzorkami alebo
reagenciami stipravy nefajcite, nejedzte a nepite.
. Dodrziavajte prevadzkové a miestne bezpecnostné predpisy.
. Pri manipuldcii s biologickymi vzorkami, ktoré mozu byt infekéné alebo nebezpecné, pouzivajte

ochranné rukavice. Ruky v rukaviciach by sa mali vzdy povazovat' za kontaminované. Ruky
Vv rukaviciach drzte d’alej od o¢i, ust a nosa. Ak existuje moznost’ kontaminacie aerosdlom, noste
chrani¢ o¢i a chirurgick( masku.

. Nepouzivajte produkty s poskodenym obsahom.

. Likvidacia: Zvysky chemickych latok a pripravkov sa vo vieobecnosti povazuju za nebezpeény
odpad. Likvidacia tohto druhu odpadu sa riadi vnutrostatnymi a regionalnymi pravnymi
predpismi a nariadeniami. Ohl'adom likvidécie nebezpe&ného odpadu sa obrat'te na miestne
urady alebo spolo¢nosti zaoberajuce sa nakladanim s odpadom.

. Karty bezpe¢nostnych adajov pre reagenciu Fungitell STAT®, roztok Fungitell STAT®
Standard, vodu LAL reagencnej kvality a zasadity predpripravny roztok si mozete stiahnut
z webovej stranky spolo¢nosti ACC: www.acciusa.com.

7.1  Proceduralne opatrenia
Test Fungitell STAT® si vyzaduje déslednt pozornost’ venovant technike a prostrediu testovania. Pre ginnost’
testu je mimoriadne dolezité dokladné zaskolenie technika v oblasti metodiky testu a zamedzenie kontaminacie.

. Na vykonanie testu pripravte Cisté prostredie.

. Upozoriiujeme, Ze glukan aj kontaminacia plesfiovymi ¢asticami z l'udského tela, odevu, nadob,
vody a prachu vo vzduchu mozu ovplyvnit vysledky testu Fungitell STAT®.

. Medzi mozné zdroje kontaminacie patria materialy obsahujuce celuldzu, ako st gaza, papierové

utierky a karton, sklenené pipety s bavinenou zatkou a $picky pipiet s celulézovymi filtrami.
Chirurgické gazy a $pongie mézu tiez vylucovat velké mnozstvo (1—3)-B-D-glukanu?-22,
Dal3ie zdroje kontamindcie stvisiace s pacientom najdete v ¢asti Obmedzenia testu.

. Otvorené fTasticky s roztokom alkalickej preddpravy a reagenénou vodou LAL okamzZite pouZite
a Vv pripade moznej kontaminécie ticto materialy opatovne nepouzivajte.
. Reagencia Fungitell STAT® a roztok Fungitell STAT® Standard sa vydavajii ako parové Sarza.

Z tohto ddvodu by sa nemali pouzivat’ Ziadne zlozky reagencie Fungitell STAT® a roztoku
Fungitell STAT® Standard z inych Sarzi produktu. Preto sa odporaca zlikvidovat vietky zvysky
reagencie Fungitell STAT® hned, ako sa spotrebujti vietky skiimavky s reagenciou Fungitell
STAT® nachadzajtice sa v baleni.

. Nepouzivajte materialy po datume exspiracie.

7.2 Manipulacia so vzorkami
. Odber krvi a priprava séra sa vykonava v stlade s platnymi miestnymi predpismi. Odber vzorky:
Vzorky krvi mozno odobrat’ do sterilnych skimaviek na pripravu séra alebo do skimaviek na
separaciu séra (SST) na ucely pripravy séra.

. Uchovavanie vzoriek: Vzorky séra sa mozu skladovat pri teplote 2 — 8 °C az 15 dni alebo
zmrazené pri teplote —20 °C az 27 dni alebo pri teplote —80 °C aZ 4 roky.
. Oznacenie vzoriek: Vzorky sa musia jasne oznacit' v sulade s postupmi schvalenymi v danej

zdravotnickej ingtittcii (laboratoriu).

7.3 Poznamky k testovaniu:

. Pouzivajte spravnu laboratérnu prax podla miestnych predpisov. Tento test je citlivy na
kontaminéciu a nepresnost’ pipetovania.
. Na zaistenie bezpe¢nosti obsluhy pri praci so vzorkami séra a na zniZenie moznosti kontaminacie

(1—3)-B-D-gluk&nom z prostredia pocas procesu sa odporaca pracovat v biologickom
bezpecnostnom kabinete.

. Na zniZzenie zbyto¢nych pohybov sklenenych injekénych lickoviek do a z biologického
bezpeénostného kabinetu sa odporuca umiestnit’ vortexovi pomécku do biologickej
bezpeénostnej skrine (pokial’ je zachovany kriticky prietok vzduchu).

. Odporaca sa pouzivat' dlhé pipetovacie $picky, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii medzi
injekénymi liekovkami.

. Roztok Fungitell STAT® Standard (Eerveny uzéver a &erveny §titok) by sa mal vzdy spracovavat’
za rovnakych podmienok a v rovnakom ¢ase ako vzorka (vzorky) pacienta v ramci série. Je to
vel'mi doleZité, pretoze vysledkom testu je index (vzorka/Standard) kinetickych reakénych
rychlosti (alebo sklonov, OD/s) zo vzorky pacienta a reagencie Fungitell STAT®.

. Pocas postupu sa odporaca pouzivat’ samostatné stojany na skimavky, jeden na skimavky na
pripravu vzoriek a druhy na skiimavky s reagenciami, aby sa zabranilo zdmene a krizovej
kontaminécii.

. Odpori¢a sa umiestnit’ roztok Fungitell STAT® Standard na definované a konzistentné miesto

Vv stojane na skimavky, v inkubatore a v ¢itacke. V &itacke PKFO08 pouzite prva jamku nal’avo,
ktora je oznaGena ako ,,Standard*.
. Na konci kazdého kroku miesania vizualne skontrolujte, ¢i je roztok homogénne premiesany.

8. Postup
Produkt Fungitell STAT® obsahuje stru¢ny vizualny navod s ilustraciami a suhrnom funkcii pristroja
PKF08 a softvéru BG Analytics®.

Pri pouzivani pristroja PKFO08 a softvéru BG Analytics® su uz prednastavené nasledujice postupy:
Nastavenie zariadenia, hodnotenie vysledkov a kontrola kvality. Dalsie informacie najdete v
pouzivatel'skej prirucke softvéru BG Analytics® alebo sa obraf'te na vyrobcu.

8.1  Nastavenie pristroja a programovanie testov
811 Pri pouziti pristroja PKF0S8 so softvérom BG Analytics®:
Zapnite pomacku a postupujte podl'a pokynov softvéru BG Analytics®. Podrobné informécie najdete v
prirucke BG Analytics®.

8.1.2 Pri pouziti iného pristroja a softvéru maji byt’ splnené nasledujuce podmienky:

a. pristroj by mal byt’ schopny dosiahnut’ a udrzat’ teplotu 37 °C + 1 °C.

b. Pristroj a softvér musia byt’ schopné oditat’ optickd hustotu v ase (kineticky rezim) pri
dvoch vinovych dizkach. Konkrétne by sa tieto vinové dizky mali nastavit’ na 405 nm
2495 nm.

c. Nastavte kineticky rezim na dizku ¢itania 40 mindt (2 400 sekind). Nastavte interval
kinetického ¢itania na minimum povolené softvérom/pristrojom.

d. Meranie by sa malo zacat’ okamzZite po vloZeni vzorky.

e. Sposob vypoctu merania rychlosti (sklonu) zo suboru idajov najdete v prirucke

k softvéru. Na tcely tohto testu sa to spravidla dosiahne vykonanim linearnej regresie na

kinetickych Gdajoch v navrhovanom ¢asovom ramci. Nastavte linedrny regresny vypocet

tak, aby sa vykonal v rozsahu od 1 900 do 2 400 sekiind pomocou funkcie ,,rez softvéru.
8.2  Oznacte rirky

a. Oznacte jednu prazdnu skamavku pre kazdi vzorku séra pacienta, ktora sa ma testovat’.

b. Oznaéte jednu skiimavku s reagenciou Fungitell STAT® pre kazd(i vzorku séra pacienta, ktord sa
ma testovat’.

[ Oznaéte jednu skiimavku s reagenciou Fungitell STAT® pre roztok Fungitell STAT® Standard.

8.3  Priprava vzorky séra pacienta

a. Vzorky séra pacienta vortexujte minimélne 20 sekind na zabezpedenie homogenity.

Poznamka: Proces zmrazovania méze spésobit heterogenitu vzorky v dosledku absorpcie vody
do rastiiceho krystalu ladu, ¢im sa vylicia rozpustené latky.

b. Do prislusnej oznadenej prazdnej skamavky pridajte vzorku séra pacienta a zésadity
predpripravny roztok v pomere 1:4. Odpora¢ané objemy st 50 pL vzorky pacienta a 200 pL
zé&saditého predpripravného roztoku.

Poznémka: Zésadity predpripravny roztok konvertuje trojzavitnicové glukény na jednovlaknové
glukany'415, ktoré sii reaktivnejsie pri pouZiti testu. Okrem toho zdsadité pH shizi na inaktivaciu
sérovych protedz a inhibitorov, ktoré mézu interferovat's testom?,

c. Vortexujte 15 sekind a zakryte.

8.4 Priprava roztoku Fungitell STAT® Standard
Poznamka: Kazdy vyrobok (dvojica reagencie Fungitell STAT® Standard a roztoku Fungitell
STAT®) sa testuje a vydava nezavisle. Preto je dolezité, aby ste pouzili objemy ¢. Sarze
rekonstituéného a alkalického predipravného roztoku. Tieto Udaje sa nachadzaju na etikete
balenia roztoku Fungitell STAT® Standard, na certifikate analyzy vyrobku Fungitell STAT® a na
webovej stranke spolocnosti ACC. Odporicanie: Pred zacatim testu si tieto informdcie zapiste

do priloZeného strucného vizudalneho navodu.

a. Rekontituujte jednu liekovku roztoku Fungitell STAT® Standard s objemom vody LAL
reagenénej kvality Specifickym pre &islo Sarze a vortexujte 15 sekdnd.

b. Pridajte objem zasaditého predpripravného roztoku $pecificky pre dané ¢islo Sarze.

c. Vortexujte 15 sekund a zakryte.

8.5 Predpripravna inkubécia v éitacke skiimaviek
Inkubuijte skiimavky so vzorkou séra pacienta (z kroku 8.3) a liekovku roztoku Fungitell STAT® Standard
(z kroku 8.4) 10 mindt pri teplote 37 °C.
Poznamka: Pri pouZivani pristroja PKF08 sa po vlozeni skimavky do jamky indikator zmeni
z ervenej na zelent. Zatlacte hadicku iplne dovnitra, kym sa indikator nezmeni
na zeleny.

& Pozor, skimavky st krehké. V pripade vniknutia tlomkov skla a kvapalin do meracej
stanice PKFO8 sa obrat'te na oddelenie technického servisu spolo¢nosti Associates of
Cape Cod, Inc.

8.6 Priprava skimaviek s reagenciou Fungitell STAT®

a. Rekonstituujte kazdii flasticku s reagenciou Fungitell STAT® (oznagent v kroku 8.2 vyssic) s
300 pL vody LAL reagenénej kvality.
b. Jemne vortexujte maximalne 5 sekdnd.

Poznamka: Reagencia Fungitell STAT® obsahuje mnozstvo aktivaych proteinov potrebnych pre
test a odporiica sa s roztokom zaobchadzat opatrne. Pri kazdom vortexovom zariadeni sa
odporiica maximalne nastavenie 2 000 otacok za miniitu. NemiesSajte privela.

c. Na konci predinkubécie:
. Preneste 75 pL roztoku vzorky séra kazdého pacienta do prislusnej skamavky
s reagenciou Fungitell STAT®.
. Preneste 75 pL roztoku Fungitell STAT® Standard do prislusnej skimavky s reagenciou
Fungitell STAT®.
. Vsetky skamavky vortexujte maximalne 5 sekind a zakryte ich.

8.7 Spustenie cyklu
a. Vlozte skamavky do ¢itacky skimaviek a skontrolujte, ¢i je kazda skimavka v urcenej jamke.
b. Spustite kinetické meranie pocas 40 mintt pri teplote 37 °C.

9 Vypoéet vysledkov

9.1 Princip merania

Vysledky testu Fungitell STAT® sa majti pouZivat’ ako pomécka pri diagnostike invazivnej plesiiovej infekcie.
Standardné rychlosti vzoriek pacientov a reagencie Fungitell STAT® st odvodené z vypoétu sklonu (rychlosti)
medzi 1 900 a 2 400 z vysledkov delta OD 405 — 495 nm. Vysledky indexu Fungitell STAT® sa ziskaju
vydelenim sklonu vzorky pacienta sklonom roztoku Fungitell STAT® Standard (pozrite si obrazok 2).

0,5

0,44 .
£ =+ Fungitell STAT Standard
5 — Vzorka pacienta -
(=]
T 0,3+ (ODf;sn) Index | Vzorka
© 0,00016 | 1.0 STD
= 0,00022 | 1.4 PS
<
[a]
O 024
ot
©
a

01 4

s
0,0 L T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

Cas (s)

Obrézok 2. Priklad kinetickych kriviek reagencie Fungitell STAT® a analyza tidajov
Oblast’ zvyraznena sivou farbou je oblast’ stanovenia sklonu (1 900 az 2 400 sektnd), plna &iara
je priklad vzorky pacienta (PS) a preruovana ¢iara je roztok Fungitell STAT® Standard (STD).
Sklon vzorky (t. j. 0,00022 OD/s) vydeleny sklonom 80 pg/ml reagencie Fungitell STAT®
Standard (t. j. 0,00016 OD/s) vedie k indexu 1,4 pre vzorku.

9.2 Pri poutiti PKF08 so softvérom BG Analytics®:

a. Kontrola kritérii kvality sa vykonava automaticky pomocou softvéru. Vysledok sa zobrazi v
zavereénej sprave.

b. Pri platnych testoch softvér BG Analytics® uréi pre kazda vzorku hodnotu indexu alebo priradi
vzorke jednoznaéne zaporny alebo kladny vysledok.

c. Ak softvér pri vyhodnocovani vysledkov zobrazi akékol'vek indikacie neplatnych parametrov,

postupujte podl'a pokynov v prirucke k softvéru BG Analytics®.

9.3 Pri pouZivani iného softvéru:
Overte, ¢i st splnené vsetky kritéria kvality.

10. Kontrola kvality

Nizsie st uvedené kritéria kontroly kvality pre vysledky roztoku Fungitell STAT® Standard a vzorky séra
pacienta vratane prikladov o¢akavanych tvarov kinetickych kriviek. Tieto kritéria kontroly kvality boli overené
pocas Stadii uvedenych v ¢asti Funkcie vykonu.

. Pre vSetky ¢isla jamiek potvrd'te priradenie roztoku Fungitell STAT® Standard alebo ¢&. vzorky.

D Pre vysledok Fungitell STAT® Standard
1. korelaény koeficient (r) musi byt > 0,980 a
2. a sklon musi byt’ v o¢akévanom rozsahu sklonu 0,00010 — 0,00024 OD/s.
Ak vysledok roztoku Fungitell STAT® Standard nespliia kritéri ¢. 1 a ¢. 2, test je neplamy a vietky
vzorky sa musia pripravit' a otestovat' znovu.

. Pri vietkych vy h vzoriek p Vv postupujte takto:
A. Urd¢ite, ¢i vysledok moZe byt mimo meracieho rozsahu testu
> Vysledok je pravdepodobne mimo roztsahu na kladnej strane, ak:
- priese¢nik Y je kladny a
- kineticka krivka prechadza 0,4 OD pred 1 000 sekundami.
> Vysledok je pravdepodobne mimo rozsahu na zapornej strane, ak:
- kineticka krivka je po 500 sekundach kladna a
- ma OD > 0,00 a < 0,07 na konci testu.
Ak vysledok vzorky spliia obidve kritérid pre kladnii alebo zdpornii hodnotu mimo rozsahu, nie je
potrebné vyplnit nizSie uvedené vseobecné kritéria kontroly kvality a hodnota indexu by sa nemala
vypocitat. Vietky vysledky mimo rozsahu na kladnej strane by sa mali uvadzat ako kladné a vsetky
vysledky mimo rozsahu na zdpornej strane by sa mali uvadzat ako zaporné”.

B. Ak sa uvedené kritéria neuplatiiuju, overte vSeobecni kontrolu kvality:
1. kineticka krivka musi byt po 500 sekundach kladna,
2. kineticka krivka musi mat’ na konci testu OD > 0,00,
3. sklon musi byt ¢iselne kladny,
4. korelaény koeficient (r) musi byt > 0,980 a

5. kineticka krivka musi mat’ stipajici tvar v silade s prikladmi uvedenymi na obrazku 3.
Ak vysledok vzorky nespliia vseobecné kritéria QC ¢. 1, 3 — 5, vysledok vzorky je neplatny a vzorka sa
musi testovat' znova. Pripadne by sa mala pouzit ind metoda.
Ak vysledok vzorky nespliia kritéria kontroly kvality ¢. 2, znamend to, Ze signdl vzorky je nizky. V takom
pripade by mal pouzivatel starostlivo preskiimat’ poskytnutii krivku v kontexte a urcit platnost vysledkov
na z&klade interného systému kvality laboratéria.
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Obrazok 3. Priklady vhodnych tvarov kinetickych kriviek

Kinetické krivky by mali mat’ tvar vzostupnej krivky, ako je to v prikladoch vyssie. Uvedené

priklady vzoriek pochadzajti z celého indexového rozsahu testu Fungitell STAT®. Pouzite tieto
priklady na preskimanie kritérii kvality.

Poznamka:

1. Kazdy pouzivatel testu si ma vypracovat’ program kontroly kvality s cielom zaistit’ sposobilost’
vykonu testu v stlade s predpismi platnymi na danom mieste.

2. V ramci dal$ich laboratornych kontrol a spravnej laboratornej praxe sa odporuca testovat’

kontrolné vzorky séra (zaporné, blizko hrani¢nej hodnoty alebo silne kladné). Tieto nie st
st¢ast'ou stpravy Fungitell STAT®.

11. Interpretécia vysledkov

. Zaporny vysledok
Hodnoty indexu < 0,74 sa interpretuju ako zaporné vysledky.
Laboratorium vykonavajuce test musi informovat’ objednavajuceho lekara, Ze nie vietky
plesiiové infekcie vedi k zvySenym hladinam (1—3)-B-D-glukanu v sére. Niektoré plesne,
napriklad rod Cryptococcust®’, produkuji velmi malé mnozstva (1—3)-B-D-glukanu. Je zname,
ze Mucorales, ako napriklad Absidia, Mucor a Rhizopus'*” neprodukujii (1—3)-B-D-glukan.
Podobne aj blastomyceticka dermatitida vo svojej kvasinkovej forme produkuje nizke mnozstva
(1—-3)-p-D-glukanu, takze pacienti s blastomyko6zou obvykle maju nedetegovatel'né mnozstva
(1—3)-B-D-glukanu pri testovani pomocou testu Fungitell STAT®18,

. Neur¢ity vysledok
Hodnoty indexu od 0,75 do 1,1 sa povazuji za nepresved¢ivé (nejednoznaéné). Odporaca sa
odobratie d'alej vzorky séra a testovanie. Casté odoberanie a testovanie vzoriek zlepiuje
vyuzitelnost’ na ucely stanovenia diagndzy.

. Kladny vysledok
Hodnoty indexu > 1,2 sa interpretuji ako kladny vysledok. Kladny vysledok znamena, Ze sa
zistil (1—3)-B-D-glukan. Kladny vysledok este nestanovuje pritomnost’ choroby a musi sa
pouzit spolu s d’al$imi klinickymi nalezmi s cielom stanovit’ diagnozu.

12. Obmedzenia testu
. Tkanivo, kde je lokalizovana plesiiova infekcia’, zapuzdrenie a mnozstvo (1—3)-B-D-glukanu
produkovaného konkrétnymi plesiami mézu ovplyvnit’ koncentraciu tohto analytu v sére.
Znizena schopnost’ prinasat’ (1—3)-B-D-glukan do krvného rieciska méze znizit' schopnost’
detegovat’ niektoré plesiiové infekcie.

. Niektori jedinci maju hodnoty indexu (1—3)-B-D-glukéanu, ktoré patria do neur¢itej zony.
V takom pripade sa odportca d’alsie pozorovacie testovanie.

. Frekvencia testovania pacienta bude zavisiet’ od relativneho rizika plesiiovej infekcie. U
rizikovych pacientov sa odporuca interval odberu vzoriek najmenej dva- az trikrat tyzdenne.

. Pozitivne vysledky sa zistili u hemodialyzovanych pacientov!®2%3 pacientov lie¢enych

niektorymi produktmi z frakcionovanej krvi, napriklad sérovym albuminom a
imunoglobulinmi®*?4, a vo vzorkach alebo u pacientov s kontaktom s gazou a chirurgickymi
$pongiami s obsahom glukanu. Pacient potrebuje 3 — 4 dni na obnovenie vychodiskovej hladiny
sérového (1—3)-B-D-glukanu po chirurgickej expozicii Spongidm a gazam obsahujicim (1—3)-
B-D-glukan?-22, Pri planovani odberu vzoriek u chirurgickych pacientov to treba zohladnit.
Komplexny prehlad faktorov, ktoré prispievaji k falosne pozitivnym vysledkom (1—3)-p-D-
glukanu uvadza praca Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

. Vzorky ziskané odberom z piity alebo prsta st neprijatel'né, pretoZe sa preukézalo, Ze alkoholom
napustend gaza, ktora sa pouziva na pripravu miesta (a potencidlne aj nahromadenie krvi k
povrchu koze), kontaminuju vzorky. V doterajsich stidiach sa nepozorovali Ziadne rozdiely
medzi vzorkami ziskanymi odbermi z hadicky alebo vpichom do cievy?5%.

. Testovacie hladiny boli stanovené u dospelych ugastnikov. Normélne a limitné hodnoty u dojéiat
a deti st predmetom vyskumu?7:28,

13. Parametre vykonu

13.1 Ocakdvané hodnoty
. Di ickd citlivost’ a ickd Specifickost’ referencnej metddy, testu Fungitell®

Viaccentrova prospektivna tadia vykonana s ciefom urcit’ diagnostick citlivost’
a diagnosticki Specifickost testu Fungitell® (predikat USA a oznacenie CE z roku 2008)
ukazala, Ze hodnoty (1—3) B-D-glukéanu st zvysené pri roznych hubovych infekciach. Ak st
pri hladine 80 pg/ml alebo viac pritomné znamky a priznaky, prediktivna hodnota, Ze ucastnik
je testovany pozitivne na plesiovu infekciu sa pohybuje v rozmedzi 74,4 az 91,7 %. V pripade
nepritomnosti zndmok a priznakov pri hladine do 60 pg/ml sa zaporné prediktivne hodnoty
pohybovali v rozmedzi 65,1 % az 85,1 %%°.

'

. Stanovenie hrani¢nych hodnot Fungitell STAT®
Na ucely tejto $tudie sa pouzili deidentifikované, zmrazené vzorky séra pacientov odobraté na
beznt klinick starostlivost’ o uréent populaciu a prijaté v laboratoriu Beacon Diagnostics
Laboratory, Inc. na testovanie pomocou testu Fungitell®. Beacon Diagnostics Laboratory, Inc
je licencované klinické laboratorium, ktoré je sicast'ou spolo¢nosti Associates of Cape Cod
(ACC). Do 3tudie bola zahrnuta populacia 93 deidentifikovanych vzoriek séra pacientov
s koncentraciami (1—3)-B-D-glukéanu rozloZzenymi v celom rozsahu $tandardnej krivky
Fungitell® 31 — 500 pg/ml. Pri hodnoteni hrani¢nej hodnoty reagencie Fungitell STAT®
sa postupovalo podl'a analyzy krivky ROC (Receiver Operating Characteristic Curves)®.
Vysledky ukazali, Ze hodnoty indexu B-glukénu Fungitell STAT > 1,2 sa maju interpretovat’
ako pozitivny vysledok v stlade s hraniénou hodnotou 80 pg/ml vyrobku Fungitell®, zatial’ ¢o
hodnoty indexu < 0,74 sa maju interpretovat’ ako negativne vysledky v silade s hrani¢nou
hodnotou 60 pg/ml vyrobku Fungitell®. Tieto hraniéné hodnoty boli validované v ramci stadie
porovnania metdd a vypoctu negativnej percentualnej zhody a pozitivnej percentualnej zhody,
ktoré st uvedené nizsie.

13.2. Porovnanie metdd

Podobne ako pri §tudii hrani¢nej hodnoty, ale s pouzitim iného siiboru vzoriek, sa na i¢ely porovnavacej studie
metody pouzilo 488 deidentifikovanych zmrazenych vzoriek séra pacientov s koncentraciami (1—3)-p-D-
glukanu rozlozenymi v celom rozsahu $tandardnej krivky testu Fungitell® 31 — 500 pg/mI®. I5lo o 309 vzoriek,
ktoré patrili do zapornej zony vysledkov testu Fungitell®, 143 vzoriek, ktoré patrili do kladnej zony testu
Fungitell®, a 36 vzoriek, ktoré patrili do neurgitej zony testu Fungitell® (tabul’ka 2). Vsetky vzorky boli pocas
tejto Studie testované pomocou testov Fungitell STAT® aj Fungitell®. Ked sa z analyzy vylu¢ili vzorky
spadajuce do neurtitej zony Fungitell STAT®, zostalo 290 vzoriek na analyzu zapornej percentualnej zhody

a 119 vzoriek na analyzu kladnej percentuélnej zhody.

Tabulka 2. Vykonnost’ testu Fungitell STAT® v porovnani s testom Fungitell®
Fungitell®
Z&porna Neurditd Kladna Spolu
Fungitell . : o
STAT® Zéporna 283 17 1 301 (61,7 %)
Neurdita 19 17 24 60 (12,3 %)
Kladna 7 2 118 127 (26,0 %)
Spolu 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) 488 (100 %)
NPA: 97,6 %* PPA: 99,2 %*
(283/290) (118/119)
95 % IS: 95 % IS: (95,4;
(95,4, 99,9) 99,9)

*Neurcité (1. j. nejednoznacné) vysledky nie sit zahrnuté do analyzy. Ak sa vsetky neurcité vysledky povazujii za
nesthlasné vysledky (napr. falosne kladné alebo falosne zaporné), vykonnost je takdato: PPA — 13,8 %
(118/160), 95 % IS: (66,4%, 80,0%); NPA — 91,0 % (283/311), 95 % IS: (87,3 %, 93,7 %)

. Zéporna percentualna dohoda
Dvestoosemdesiattri (283) z 290 vzoriek, ktoré boli negativne pri testovani pomocou pristroja
Fungitell®, bolo negativnych aj pri teste Fungitell STAT®. Vypogitana negativna percentualna
zhoda (NPA) s metddou Fungitell® bola 97,6 % (95 % interval spol'ahlivosti: 95,4 %, 99,9 %)
(tabul’ka 2).

. Kladné percentuéalna dohoda
Stoosemnést’ (118) zo 119 vzoriek, ktoré boli kladné pri testovani pomocou pomdcky Fungitell®,
bolo kladnych aj pri teste Fungitell STAT®. Vypo¢itand kladna percentudlna zhoda (PPA) s
metodou Fungitell® bola 99,2 % (95 % interval spol'ahlivosti: 95,4 %, 99,9 %) (tabulka 2).

. Rozsah merania, linearita a presnost’
Vysledky indexu sa pohybovali priblizne od 0,4 do 3,5, ¢o pokryva $tandardni krivku
(31 - 500 pg/ml) Fungitell®. Linearna korelacia medzi koncentraciou Fungitell® a vysledkami
indexu Fungitell STAT® bola 0,92 (95 % interval spol’ahlivosti: 89,9 % a 93,6 %).
Poznamka: pri pouziti PKF08 so softvérom BG Analytics® sa na uréenie kategorizicie pouZije
vysledok indexu Fungitell STAT®. Odhadovana hodnota pg/ml je uvedena len ako referencia.

13.3 Analytickd medzilaboratérna §tidia

Test Fungitell STAT® sa hodnotil z hl'adiska presnosti (. j. opakovatelnosti a reprodukovatelnosti), analytickej
citlivosti a analytickej Specifickosti pomocou $pikovania 'udského séra Saccharomyces cerevisiae (1—3)-p-D-
glukanom, aby sa vytvoril pat¢lenny panel pozostavajuci z nizko negativnej vzorky, vysoko negativnej vzorky
(tesne pod dolnou hranicou 0,74), neur¢itej (nejednoznacnej) vzorky, nizko pozitivnej vzorky (tesne nad hornou
hranicou 1,2) a vysoko pozitivnej vzorky (~2 x nad hornou hranicou 1,2). Panel bol distribuovany do troch
laboratérii CLIA na testovanie pomocou testu Fungitell STAT®. Kazdé¢ laboratérium poskytlo 150 datovych
bodov (t. j. 5 vzoriek x trikrat na sériu x dvaja operatori vykonavajuci sériu denne x 5 dni), ¢o predstavuje
celkovo 450 datovych bodov vratane 30 sérii (t. j. analyz) a 90 datovych bodov na vzorku (t. j. ¢lena panelu).
Priemerné hodnoty indexu $tudie uvedené v tabul’ke 3 niZsie st odvodené z Udajov poskytnutych tromi
laboratoriami. Stipec Percento kladnych vzoriek predstavuje percento vzoriek pre daného Clena panelu, ktoré
spadali do kladnej zony. Vo vietkych troch laboratériach boli percentuélne kladné vysledky 1,1 % pre nizko
zéporné vzorky, 0 % pre vysoko zaporné vzorky, 3,3 % pre neurcité vzorky, 96,7 % pre nizko kladné vzorky

a 100 % pre vysoko kladné vzorky.

Tabul’ka 3. Analytickd medzilaboratérna Stidia

Percento Analyticka $pecifickost®
. . . pozitivnych (skuto&na negativita)
Pr{emerny Smem(’jalna (Pocet poz./Polet a analyticka citlivost’
Clen panelu index odchylka % CV testovanych) (skutoén4 pozitivita)
Nizko zaporna 0,55 0,10 20,4 % 1,1 % (1/90) 89/90 Skutoéne zaporna
Vysoko s .
h ) 0,75 0,08 11,1% 0 % (0/90) 90/90 Skutocne zaporna
zaporna
Neur¢itd 0,94 0,10 11,1% 3,3 % (3/90) 87/90 Nie je kladna
Nizko kladna 1,6 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 Skuto¢ne kladna
Vysoko kladna 2,6 0,40 15,4 % 100 % (90/90) 90/90 Skutoéne kladna

Ako je uvedené v tabul’ke 3, variabilita medzi testami (t. j. % CV) sa pohybovala od 11 do 20,4 % a slizila ako
miera reprodukovatel’nosti. Variabilita v rdmci testu sa pohybovala od 0,4 % do 26,8 % a sluzila ako miera
opakovatelnosti. Rozdelenie rozsahu % CV v rdmci testu je uvedené na obrazku 4. Celkovo 94 % hodnot

CV bolo 10 % alebo menej a 75 % hodnét CV bolo 6 % alebo menej.

% hodno6t CV
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Obrézok 4. Rozdelenie hodnét % CV v ramci testu
13.4 Pravdivost’
Pre kazdu sarzu produktu Fungitell STAT® je koncentrécia (1—3)-B-D-glukanu roztoku Fungitell STAT®
Standard kalibrovana na 80 +/— 8 pg/ml pomocou referenénej metédy Fungitell® a na zaklade interného
referenéného Standardu (1—3)-B-D-glukanu.

13.5 Rusivé latky
Nasledujice stavy vzorky mozu ovplyvnit presnost vysledku testu Fungitell STAT®:

. Vyblednuté alebo zakalené vzorky, napriklad vyrazne hemolyzované, lipemické alebo
obsahujuce nadmerné mnozstva bilirubinu, mézu opticky narusit’ test. V pripade merania tychto
vzoriek je potrebné preskumat’ vysledky testov s cielom overit’ opticku interferenciu alebo
neobvyklé kinetické vzory.

. Zvysené hladiny imunoglobulinu G, ktoré mozu existovat’ v sére napriklad v dosledku
mnohonasobného myelomu, mozu viest’ k vyzrazaniu vzorky v reakénej zmesi pri pridani testu
Fungitell STAT® do predpripraveného séra®..

. V ¢ase pisania tohto ¢lanku nebol opisany Ziadny iny aktivaény faktor G ((1—3)-B-glukanovy
detekény prvok) ¢inidla Fungitell® ako (1—3)-B-glukan. V niektorych $tididch, v ktorych sa
tvrdilo o skriZenej reaktivite, sa pri o$etreni predpokladaného aktivaéného materialu
purifikovanou (1—3)-B-glukanazou signal eliminoval, ¢im sa preukazalo, Ze pozorovana
aktivacia bola sposobena kontaminujlcim (1—3)-B-glukanom!2. Kontaminacia serinproteazou
moze tiez viest’ k uvolfiovaniu para-nitroanilinu v reakénych zmesiach Fungitell®, ale tieto st
inaktivované v ramci procesu predbeznej upravy.

14. Metaanalyzy

Okrem toho boli publikované mnohé odborne recenzované studie na tému podpory diagnostiky invazivnych
plesiiovych ochoreni na zaklade (1—3)-B-D-glukanu v sére, vratane meta-analyz diagnostickej
VYkonnostj2.33.3435:36,37,3839,

15. Legenda k symbolom
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Kéd sarze Znatka CE

Diagnosticka zdravotnicka pomocka
in vitro

Len na lekarsky predpis

Katalogové ¢&islo Upozornenie

Vyrobca @ Dovozca

Alz
/l/ Obmedzenie teploty 'zii“ Chrénte sa pred slneénym svetlom
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16. Autorizovani zastupcovia/dovozca

[EC [REP] Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Holandsko
Iﬂlﬂl Autorizovany zéstupca vo Svajtiarsku

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svajéiarsko

Dovozca
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Holandsko

Austrélsky garant:
Emergo Australia, Level 20, Tower I, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia

Poznamka: Zavazna udalost, ktora sa stala v sivislosti s pomdckou, sa 0zndmi vyrobcovi a prislusnému
organu &lenského §tatu, v ktorom ma pouzivatel’ a/alebo pacient sidlo alebo bydlisko.

17. Kontaktné informécie
Corporate Headquarters
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 USA
Tel.: (888) 395-2221 alebo (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Spojené kralovstvo/Eurépa

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

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

18. Historia revizii

Rev. 1 - 3: Pridané katalogové &islo PKF08-PKG a stvisiace pokyny; podrobnosti o roztoku Fungitell STAT®
Standard sluziacom ako interna kontrola, kontaktné informacie, objasnenia a formatovanie. Objasnené
vieobecné kritéria kontroly kvality ¢. 3. Pridané udaje o stabilite vzorky a uréenie medznej hodnoty, asti
Rozsah merania — Linearita — Presnost’ a pravdivost’. Rev. 4: Zmeneny zéstupca pre ES, zmenena hodnota
0,03 na 0,00 v ¢asti Kontrola kvality a mensie zmeny na objasnenie. Rev 5: Odstranenie spolo¢nosti Emergo
Europe ako zéastupcu pre ES. Rev 6: Aktualizované symboly boli pouzité. Spolo¢nost’ MedEnvoy bola pridana
ako dovozca pre EU a spolo¢nost ACC Europe GmBh bola odstrénend z &asti 17. Aktualizované symboly boli
pouzité. Pridany nazov a adresa zastupcu v ES, dovozcu a zastupcu vo Svajciarsku. Rev 7: Objasnenie
skladovania reagencii. Pridanie odhadovanej hodnoty Fungitell; k sprave PKF08-BGA sa poskytuje hodnota
pg/ml, aktualizacia loga a odkazu na webovi stranku ACC na www.fungitell.com na pristup k oznaceniam.
Rev 8: Mensie zmeny vo formatovani.
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