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[Ii] Aby pobra¢ instrukcj¢ stosowania w innej wersji j¢zykowej, nalezy odwiedzi¢
witryng internetowa www.acciusa.com.

Niniejszy produkt jest przeznaczony wylgcznie do diagnostyki in vitro i profesjonalnego
uzytku.

1. Przeznaczenie

Test Fungitell® to test kolorymetryczny na bazie zymogenowej proteazy uzywany do
jakosciowego wykrywania (1—3)-B-D-glukanu w surowicy pacjentow z objawami lub
stanami medycznymi predysponujacymi do wystapienia inwazyjnych infekcji
grzybiczych. Wartosci stgzenia w surowicy (1—3)-p-D-glukanu, gléwnego komponentu
$ciany komérkowej roznych grzybéw o istotnym znaczeniu medycznym!, mozna
wykorzystywaé do pomocy w diagnozowaniu grzybic glebokich i fungemii®. Wynik
dodatni nie wskazuje rodzaju grzybow, ktore moga by¢ przyczyna infekcji.

Miano (1—3)-B-D-glukanu nalezy wykorzystywa¢ w skojarzeniu z innymi procedurami
diagnostycznymi, jak na przyktad posiew mikrobiologiczny, badanie histologiczne
probek biopsyjnych oraz badanie radiologiczne.

Waine

Nalezy przekazac¢ te informacje lekarzowi zlecajgcemu: Niektore grzyby, jak na
przyktad nalezgce do rodzaju Cryptococcus, ktore wytwarzajg bardzo niskie
stezenia (1—3)-f-D-glukanu, mogq nie podwyzsza¢ stezenia (1—3)-f-D-glukanu

w surowicy do poziomu wykrywanego przez test**. W przypadku badania probek
pochodzgcych od pacjentow zainfekowanych grzybami z rzedu Mucorales, jak
Absidia, Mucor i Rhizopus'?, ktére zgodnie z biezqcq wiedzq nie wytwarzajq
(1—3)-p-D-glukanu, réwniez uzyskano niskie miano (1—3)-p-D-glukanu w
surowicy. Ponadto Blastomyces dermatididis w fazie drozdzy wytwarza niskie ilosci
(1—3)-p-D-glukanu i w zwigzku z tym moze nie byé wykrywany w tescie’.

Nalezy dolgczy¢ to o$wiadczenie do raportowania wynikow testu Fungitell®.

2. Pod! ie i objasni

Mamy do czynienia z rosnaca czg¢stosciag wystepowania infekcji grzybiczych
powodowanych przez patogeny oportunistyczne, zwlaszcza u pacjentow z uposledzona
odpornosciag®’*. Inwazyjne grzybice, jako infekcje oportunistyczne, szczegolnie czesto
wystepuja u pacjentdéw z hematologicznymi nowotworami zto§liwymi i pacjentow z
AIDS oraz stanowia rosnaca liczbg infekcji szpitalnych, zwlaszcza u pacjentdw po
przeszczepie narzadu oraz u pacjentow przyjmujacych leczenie immunosupresyjne
Wiele chordb grzybiczych nabywa si¢ poprzez wdychanie przetrwalnikow grzybiczych
pochodzacych z gleby, detrytusu roslinnego, systemow klimatyzacji i/lub odstonigtych
powierzchni. Niektore grzyby oportunistyczne wystgpuja wewnatrz/na ludzkiej skorze,
ukladzie pokarmowym i blonach §luzowych''"'2. Rozpoznanie inwazyjnej grzybicy i
fungemii na ogdt opiera si¢ o nieswoiste techniki diagnostyczne lub radiologiczne.
Niedawno do dostgpnych metod diagnostycznych dotozono markery biologiczne
infekcji grzybiczej’.
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Oportunistyczne patogeny grzybicze to m.in. Candida spp., Acpergzllm spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr spp., Coccidioid.
immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum i
Pneumocystis jirovecii. (1—3)-B-D-glukan wytwarzany przez te i inne mikroorganizmy
mozna wykrywac za pomoca testu Fungitell® %1314

3. Zasady procedury

Test Fungitell® okresla stezenie (1—3)-B-D-glukanu. Dziala on na zasadzie modyfikacji
szlaku LAL (ang. Limulus Amebocyte Lysate, lizat amebocytow skrzyploczy)'> 101718,
Rys. 1. Odczynnik Fungitell® zmodyfikowano w celu wyeliminowania reaktywnosci z
endotoksynami bakteryjnymi, dzigki czemu wchodzi w reakcj¢ wylacznie z (1—3)-B-D-
glukanem za posrednictwem strony szlaku mediowane;j przez czynnik G. (1—3)-8-D-
glukan aktywuje czynnik G, zymogenowa proteazg seryny. Aktywowany czynnik G
konwertuje nieaktywny proenzym krzepnigcia do aktywnego enzymu krzepnigcia, co z
kolei rozszczepia para-nitroanilid (pNA) z peptydowego substratu chromogennego, Boc-
Leu-Gly-Arg-pNA, tworzac chromofor, para-nitroaniling, ktora pochtania fale o dlugosci
405 nm. Opisany ponizej test kinetyczny Fungitell® bazuje na okresleniu predkosci

wzrostu gestosci optycznej w danej probee. Tg czgstos¢ interpretuje sig, porownujac ja z
krzywa wzorcowa w celu oszacowania stgzenia (1—3)-B-D-glukanu w probce.
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4. Materialy dostarczane z zestawem Fungitell®

Zestaw Fungitell® jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro. Ponizsze
materialy dostarczane w kazdym zestawie wystarczaja do analizy 110 studzienek w
dwoch plytkach mikrotitracyjnych (po 55 studzienek w kazdej plytce):

¢ Odczynnik Fungitell®, liofilizowany LAL swoisty wzgledem (1—3)-B-D-glukanu
(dwie fiolki).

Odczynnik Fungitell® sklada si¢ z lizatu amebocytéw skrzyploczy (1. kraba
podkowiastego) i substratu kolorymetrycznego Boc-Leu-Gly-Arg-pNA. Test nie
zawiera bialek ludzkich ani ssakéw.

«  Bufor rekonstytucji Pyrosol® (dwie fiolki). Dodatkowe fiolki buforu rekonstytucji
Pyrosol (numer katalogowy BC051) mozna naby¢ oddzielnie. Skiada si¢ on z
0,2 M buforu Tris.

*  Wzorzec glukanu, liofilizowany (1—3)-p-D-glukan z pachymanu (dwie fiolki).
Objetosé wody odczynnikowej do dodania podano na etykiecie fiolki. Jest on
kalibrowany wzgledem wewnetrznego wzorca referencyjnego.

+  Wodaodczynnikowa LAL (LRW) (dwie butelki)

Uwaga: 20 mL wody oczyszczonej (RGW) i woda LRW w szklanych fiolkach sa
rownowazne.

« Zasadowy roztwor obrobki wstepnej (dwie fiolki) zawierajacy 0,725 M KOH i
0,6 M KCl

Wszystkie powyzsze odczynniki, z wyjatkiem wzorca, nie zawieraja (1—3)-B-D-glukanu
w stgzeniu mogacym powodowac interferencjg.

5. Materialy wymagane, lecz nie dostarczane
Wszystkie materialy musza by¢ wolne od glukanu w st¢zeniu mogacym powodowaé
interferencjg.

«  Koncowki pipet* (250 pL — nr kat. PPT25, 1000 pL — nr kat. PPT10)

« Pipety o mozliwo$ci dozowania 5-25 pL oraz 100-1000 pL

« Pipeta automatyczna z koncéwkami umozliwiajacymi dozowanie 100 pL

«  Probowki testowe* do przygotowywania standardowych serii (krzywa
kalibracyjna) oraz faczenia odczynnikow obrobki surowicy. (12 x 75 mm —
nr kat. TB240 lub 13 x 100 mm — nr kat. TB013)

« Inkubujacy (37 °C) czytnik plytek zdolny do odczytow fali o dlugosci 405 nm
(najlepiej zdolny do monitorowania fal o dwoch dtugosciach: 405 1490 nm) z
zakresem dynamicznym réwnym co najmniej 2 jednostkom absorbancji
polaczony z odpowiednim komputerowym oprogramowaniem testu kinetycznego.

« Sterylne, niezawierajace glukandw, probowki do podzielenia probek na
jednakowe czg$ci. Mozna stosowac probowki z atestem RNAse, DNAse i
niezawierajace pirogendw.

«  Parafilm®

«  Mikroptytki 96-studzienkowe* Uwaga: Test Fungitell® zostat poddany walidacji
przy uzyciu plytek o nastgpujacych wlasciwos$ciach: polistyrenowe, sterylne,
nieoplaszczone, z plaskim dnem, bez interferujacego betaglukanu zgodnie ze
specyfikacja ACC oraz indywidualnie pakowane.

* Te produkty, dostarczane przez firm¢ Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), sa
certyfikowane na brak obecnosci glukanéw w stgzeniu powodujacym interferencjg.

6. Przechowywanie odczynnikéw

*  Wszystkie odczynniki nalezy przechowywac¢ w dostarczonych opakowaniach,
w ciemnym miejscu w temperaturze 2—8 °C.

«  Poddany rekonstytucji odczynnik Fungitell® nalezy przechowywac w
temperaturze 2-8 °C i zuzy¢ w ciagu 2 godzin. Ewentualnie poddany
rekonstytucji odczynnik Fungitell® mozna zamrozi¢ w temperaturze -20 °C
na okres do 20 dni, a po rozmrozeniu wykorzystac.

7. AOstueienia i Srodki ostroznosci

« Nie pipetowa¢ zadnych materialéw ustami. Nie pali¢, nie jes¢ i nie pi¢ w
obszarach, gdzie wykonywane sa czynnos$ci na preparatach i odczynnikach
zestawu.

«  Przestrzega¢ operacyjnych i lokalnych przepisow dotyczacych bezpieczenstwa.

« Podczas pracy z probkami biologicznymi, ktore moga by¢ zakazne lub
niebezpieczne, nalezy nosi¢ rgkawice ochronne. Dionie w rgkawicach nalezy
uwazac¢ za skazone przez caly czas; nie zbliza¢ ich do oczu, ust ani nosa.
W przypadku wystapienia ryzyka skazenia aerozolem nalezy nosi¢ okulary
ochronne i maskg chirurgiczna.

« Uwaga: Nie uzywac zestawOw o uszkodzonej zawarto$ci.

« Utylizacja: Pozostalosci substancji chemicznych i preparatdw sa zazwyczaj
uwazane za odpady niebezpieczne. Utylizacja tego typu odpadow jest regulowana
przepisami krajowymi i lokalnymi. Aby uzyska¢ wskazowki dotyczace usuwania
odpadow niebezpiecznych, nalezy skontaktowac si¢ z lokalnymi wladzami lub
przedsigbiorstwami gospodarki odpadami.

« Karty charakterystyki substancji niebezpiecznej dla wszystkich skladnikow
zestawu Fungitell® mozna pobra¢ ze strony internetowej ACC:
WWww.acciusa.com.

7.1. Srodki ostroinosci podczas postgpowania

Test Fungitell® wymaga przykladania duzej wagi do techniki oraz srodowiska

testowego. Ogromne znaczenie w skutecznym wykonywaniu testu ma doktadne

przeszkoleme technika w zakresie tej metody oznaczania oraz unikania kontaminacji.
Nalezy stosowac dobre praktykl laboratoryjne zgodnie z lokalnymi przepisami.
Ten test jest wrazliwy na zaniec: czenie 1 niedokiadno$¢ pipetowania.

« Utworzy¢ czyste Srodowisko, gdzie bedzie wykonywany test.

« Nalezy pamigta¢, ze glukan oraz zanieczyszczenie grzybami pochodzacymi z
ludzkiego ciala, odziezy, pojemnikow, wody oraz pylow unoszacych si¢ w
powietrzu moze zaklocaé dziatanie testu Fungitell®.

* Mozliwe zrodia zanieczyszczenia to materialy zawierajace celulozg, takie jak
gaza, papierowe $ciereczki i karton, pipety szklane z bawelianymi korkami 1
koncowki pipet z filtrami celulozowymi. Koncowki gazikow chirurgicznych i
gabki moga réwniez wydziela¢ duze ilosci (1—3)-B-D-glukanu®'?*. Informacje
na temat innych Zrédet skazenia zwiazanych z pacjentem mozna znalez¢ w
punkcie ,,Ograniczenia”.

« Nie nalezy uzywac materialdéw po uplynigciu ich terminu waznosci.

7 2 Postgpowanie z probkami
Pobieranie krwi i przygotowanie surowicy nalezy przeprowadza¢ zgodnie z
obowiazujacymi lokalnymi przepisami. Pobieranie probek: Probki krwi mozna
pobiera¢ do sterylnych probowek do przygotowywania surowicy lub probowek
rozdzielania surowicy (SST) uzywanych do przygotowywania surowicy.

*  Przechowywanie probek: Probki surowicy moga by¢ przechowywane w
temperaturze 2—8 °C maksymalnie przez 15 dni lub zamrozone w temperaturze
-20 °C maksymalnie przez 27 dni lub -80 °C przez okres do 4 lat.

« Oznakowanie probek: Probki nalezy wyraznie oznakowaé zgodnie z
zatwierdzonymi praktykami danej instytucji.

8. Procedura
8.1 Us ianie urzqdzenia i prog ie testu

Ustawienia moga by¢ inne w zaleznosci od modelu i oprogramowania urzadzen.
Na ogét zastosowanie majg ponizsze informacje: Ustawi¢ oprogramowanie
czytnika plytek na gromadzenie danych w trybie Vmean. Sprawdzi¢ instrukcje
obstugi oprogramowania pod katem odpowiednich ustawien, aby upewnic sig, ze
wyliczona warto$¢ jest Srednig predko$cia zmiany gestosci optycznej dla
wszystkich zgromadzonych punktéw danych. Ustawic¢ interwal odczytu detektora
na minimalng warto$¢ dopuszczalna przez oprogramowanie/aparat w ciggu
40-minutowego okresu wykonywania testu. W oprogramowaniu nalezy ustawic¢
dlugo$¢ fali na 405 nm minus promieniowanie tla o dlugosci fali 490 nm. Zaleca
si¢ stosowanie obu diugosci fal, jednak jesli nie ma mozliwo$ci prowadzenia
odczytu przy dwoch dlugosciach fal, test nalezy odczytac przy 405 nm,
a nastegpnie nalezy oceni¢ krzywa kinetyczng wszystkich probek pacjentow
pod katem interferencji (wigcej informacji mozna znalez¢ w punkcie 9.0).
Temperaturg inkubacji nalezy ustawi¢ na 37 °C. Mieszanie/wytrzasanie plytki
powinno mie¢ miejsce od 5 do 10 sekund przed rozpoczgeiem odczytu. Wybraé
opcje¢ liniowego dopasowania krzywej (lub rownowazne ustawienie). Odczyt
powinien rozpocza¢ si¢ bez opdéznienia.

8.2 Przyg ie wzorca gluk dostarc: g0 w zZestawie

a. Rozpuscic jedna fiolkg wzorca glukanu, uzywajac wody LRW w objetosci
podanej na fiolce w celu utworzenia roztworu o stgzeniu 100 pg/mL.
Worteksowaé co najmniej 30 sekund na $rednich lub $rednio-wysokich
obrotach, aby przeprowadzi¢ rekonstytucj¢ wzorca (roztwor nr 1). Roztwor
glukanu nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2-8 °C i wykorzysta¢ w ciagu
trzech dni. Ponizsze punkty od b do e przedstawiaja przyktad sposobu
przygotowania krzywej wzorcowe;j.

b. Przygotowaé wzorzec o stgzeniu 50 pg/mL (roztwor nr 2), mieszajac 500 pL
wody LRW i 500 pL roztworu nr 1 w probowce niezawierajacej glukanu
(roztwor nr 2). Worteksowaé przez co najmniej 10 sekund.

c. Przygotowaé wzorzec o stgzeniu 25 pg/mL (roztwor nr 3), mieszajac 500 pL
wody LRW i 500 pL roztworu nr 2 w probowce niezawierajacej glukanu
(roztwor nr 3). Worteksowaé przez co najmniej 10 sekund.

d. Przygotowac wzorzec o stgzeniu 12,5 pg/mL (roztwor nr 4), mieszajac
500 pL wody LRW i 500 pL roztworu nr 3 w probéwce niezawierajacej
glukanu (roztwor nr 4). Worteksowac¢ przez co najmniej 10 sekund.

e. Przygotowaé wzorzec o stgzeniu 6,25 pg/mL (roztwor nr 5), mieszajac
500 pL wody LRW i 500 pL roztworu nr 4 w probéwce niezawierajacej
glukanu (roztwor nr 5). Worteksowac¢ przez co najmniej 10 sekund.

8.3 Otworzy¢ fiolke zasadowego roztworu obrébki wstgpnej
Zasadowy roztwor obrobki wstgpnej konwertuje glukany w formie potrojne;j
helisy w glukany jednoniciowe'”'®, ktére wykazuja wicksza reaktywno$¢ w

tescie. Ponadto zasadowe pH inaktywuje proteazy surowicy oraz inhibitory, ktore
moga zaklocaé dzialanie testu.>*

Wyrzuci¢ fiolkg (zgodnie z procedurami laboratoryjnymi), o ile nie bedzie
uzywana w kolejnym tescie. W tym drugim przypadku nalezy jg zakry¢
parafilmem, uzywajac strony, ktora byla skierowana w strong papieru.

8.4 Ustawienie plytki mikrotitracyjnej
Ustawi¢ uklad plytki mikrotitracyjnej w oprogramowaniu, ze wzorcami (Std),
kontrolami ujemnymi (Neg) i 21 probkami (Spl). Zalecany jest nastgpujacy
ukiad:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A

STD1 | STD1 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
B 500 500

STD2 [ STD2 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
c 250 250

STD3 [ STD3 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
D 125 125

STD4 | STD4 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
E 62,5 | 62,5

STDS | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
F 31,25 | 31,25
G Jiemne|Ujemne| SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

Wprowadzi¢ do ustawien oprogramowania st¢zenia wzorca (odpowiednio 500,
250, 125, 62,5131 pg/mL).

Nalezy pamigtac, ze wprowadzane stgzenia wzorca sa pigciokrotnie wigksze od
przygotowanych w powyzszym punkcie 8.2. Wynika to z faktu, ze objgtosé
wzorca uzywana w tescie to 25 pL na studzienke, czyli jest pigciokrotnie wigksza
od uzywanej objgtosci probki surowicy (patrz ponizszy punkt 8.5 b.). W zwiazku
z tym probka surowicy jest w rzeczywisto$ci rozcienczona pigciokrotnie
wzgledem wzorca. Pomnozenie stgzen wzorca przez pig¢ kompensuje to
rozcieficzenie.

Uwaga: Mozna uzywac zewngtrznych studzienek. Wykazano, ze wydajnosé testu
przy uzywaniu zewngtrznych studzienek jest porownywalna z uzywaniem
studzienek wewngtrznych.

Uwaga: Przy tworzeniu krzywej wzorcowej nie sg uzywane kontrole ujemne.

8.5 Dodanie surowicy i zasadowego roztworu obrobki wstgpnej

a. Rozmrozi¢ zamrozone probki surowicy w temperaturze pokojowej. Dobrze
worteksowa¢ wszystkie probki — przez co najmniej 30 sekund na $rednich
lub $rednio-wysokich obrotach.

b. Przenie$ 5 pL probki surowicy do kazdej z wyznaczonych studzienek (Uk) co
najmniej dwa razy. Powtorzy¢ t¢ czynno$¢ dla kazdej probki surowicy.

c. Doda¢ do kazdej studzienki z surowica 20 uL zasadowego roztworu obrobki
wstepnej. Dopilnowac, aby krople surowicy oraz roztworu obrobki wstgpnej
zetkngly si¢ ze soba.

Uwaga: Czynnosci z punktéw b i ¢ mozna wykona¢ w odwrotnej kolejnosci,
w zalezno$ci od preferencji technika.

Uwaga: Aby unikna¢ przypadkowej kontaminacji, nalezy zalozy¢ pokrywe na
mikroplytke po dodaniu probek i odczynnikow do studzienek.

d. Potrzasaé plytka przez 5-10 sekund, aby wymiesza¢ zawartos$¢ studzienek
(mozna uzy¢ funkcji wytrzasania czytnika plytek), a nastgpnie inkubowac plytke
przez 10 minut w temperaturze 37 °C przy uzyciu inkubujacego czytnika plytek.

8.6 Rekonstytucja odczynnika Fungitell®
Uwaga: T¢ czynno$¢ mozna wygodnie wykona¢ w trakcie inkubacji obrobki
wstepnej. Spojnosc¢ czasu rekonstytucji zwigkszy odtwarzalno$é, poniewaz
reakcja testu Fungitell® rozpoczyna si¢ po rekonstytucji, chociaz na niskim
poziomie.

Przeprowadzié rekonstytucje jednej fiolki odczynnika Fungitell®, dodajac 2,8 mL
wody LRW, a nastepnie 2,8 mL bufora rekonstytucji Pyrosol, uzywajac do tego
celu 1000 pL pipety. Zakry¢ fiolke parafilmem, uzywajac strony, ktora byta
skierowana w strong papieru. Delikatnie wymiesza¢ zawarto$¢ fiolki w celu
zupehego jej rozpuszczenia — nie worteksowac.

8.7 Dodanie kontroli ujemnej oraz wzorcow glukanu

Po zakonczeniu inkubacji roztworu obrobki wstepnej surowicy (punkt 8.5 d.)

wyjac plytke z inkubujacego czytnika plytek i doda¢ do plytki wzorce oraz

kontrole ujemne. Zalecany schemat st¢zenia wzorca:

a. Dodac 25 pL wody LRW do studzienki G2 i G3.

b. Doda¢ 25 pL roztworu nr 5 wzorca o stgzeniu 6,25 pg/mL do studzienki F2 i
F3, oznaczonej jako 31,25 pg/mL.

c. Doda¢ 25 pL roztworu nr 4 wzorca o stgzeniu 12,5 pg/mL do studzienki E2 1
E3, oznaczonej jako 62,5 pg/mL.

d. Doda¢ 25 pL roztworu nr 3 wzorca o stgzeniu 25 pg/mL do studzienki D2 i
D3, oznaczonej jako 125 pg/mL.

e. Doda¢ 25 pL roztworu nr 2 wzorca o stgzeniu 50 pg/mL do studzienki C2 i
C3, oznaczonej jako 250 pg/mL.



f.  Dodac¢ 25 pL roztworu nr 1 wzorca o stgzeniu 100 pg/mL do studzienki B2 i
B3, oznaczonej jako 500 pg/mL.

8.8 Procedura dodawania odczynnika Fungitell® oraz inkubacji plytki
a. Doda¢ 100 uL odczynnika Fungitell® do kazdej studzienki (z kontrolami
ujemnymi, wzorcami i probkami), uzywajac pipety automatyczne;j.
b. Wiozy¢ plytke do czytnika mikroplytek (o temperaturze wyréwnanej do
37 °C), zdja¢ wieko 1 wytrzasa¢ przez 5-10 sekund. Jezeli dany czytnik
mikroplytek nie oferuje funkcji wytrzasania plytki, mozna uzy¢ zewngtrznej
wytrzasarki mikroptytek.

Przeprowadzi¢ odczyt plytki bez wieka przy dlugosci fali 405 nm minus 490 nm w
czasie 40 minut, w temperaturze 37 °C. Uwaga: Jezeli aparat nie daje mozliwosci
zdjgcia wieka pomigdzy wytrzasaniem i odczytem, nalezy przeprowadzi¢ wytrzasanie
przy zdjgtym wieku, aby zagwarantowac odczyt bez wieka.

9. Obliczy¢ wyniki

Zebrac 1 przeanalizowa¢ dane w ponizszy sposob: Sprawdzi¢ wykresy kinetyczne probek
testowych oraz sprawdzi¢, czy nie wystgpuja inne wzory niz ptynny wzrost
poréwnywalny z wzorcami. Uniewazni¢ wykresy wykazujace cechy interferencji
optycznej (kiedy przykladowo schematy kinetyczne nie pokrywaja si¢ ze schematami
wzorca). Wyliczy¢ $rednia predkos¢ zmiany gestosci optycznej (jednostki
miliabsorbancji na minutg) dla wszystkich punktow w okresie od 0 do 40 minut

(t¢ czynnos$¢ wykonuje oprogramowanie). Interpolowac stgzenia (1—3)-p-D-glukanu

z probek, uzywajac do tego celu krzywej wzorcowej (t¢ czynnos$¢ wykonuje
oprogramowanie).

10. Kontrola jakosci

*  Wspotezynnik korelacji (r) krzywej wzorcowej (liniowy vs liniowy) powinien
wynosi¢ > 0,980.

*  Studzienki zawierajace 25 uL wody LRW to kontrola ujemna. Warto$ci predkosci
zmian (np. jednostki miliabsorbancji na minutg) dla kontroli ujemnych powinny
wynosi¢ mniej niz 50% predkosci dla najnizszego wzorca. W przeciwnym wypadku
nalezy powtorzy¢ test z wykorzystaniem nowych odczynnikow.

+  Obsluga probek ztozonych. Jesli analityk zaobserwuje niezwykla kinetyke w
tescie probki, np. probki, ktdra jest metna, odbarwiona lub matowa (jak w
przypadku probek z nadmierng hemoliza, lipemia lub zbyt wysokim stezeniem
bilirubiny), taka probke nalezy rozcieficzy¢ woda LRW i przetestowaé ponownie.
Przy raportowaniu wynikow trzeba uwzglednic¢ rozcieficzenie, przemnazajac
wynik przez wspoteczynnik rozcieficzenia. Na 0gét wspétezynnik rozcienczenia
wprowadza si¢ przy konfiguracji oprogramowania dla prébki, a korekta jest
stosowana automatycznie.

Uwaga:

« Kazdy uzytkownik testu powinien wdrozy¢ program kontroli jakosci majacy na
celu zapewnienie bieglosci w wykonywaniu testu zgodnie z przepisami
obowiazujacymi w danej lokalizacji.

«  Zaleca si¢ badanie probek kontrolnych surowicy (ujemnych, bliskich wartosci
dopuszczalnej lub silnie dodatnich) w kontekscie dalszych kontroli laboratoryjnych i
dobrej praktyki laboratoryjnej. Nie s3 one zawarte w zestawie Fungitell®.

11. Interpretacja wynikow
WYNIK UJEMNY
Warto$ci stgzenia (1—3)-B-D-glukanu <60 pg/mL sa interpretowane jako wyniki ujemne.

Laboratorium wykonujace test powinno poinformowa¢ lekarza zlecajacego, ze nie
wszystkie infekcje grzybicze powoduja podwyzszenie stezenia (1—3)-B-D-glukanu w
surowicy. Niektore grzyby, jak na przyklad nalezace do rodzaju Cryptococcus™,
wytwarzajg bardzo niskie stgzenia (1—3)-B-D-glukanu. Grzyby z rz¢du Mucorales takie
jak Absidia, Mucor i Rhizopus'#, zgodnie z biezaca wiedzg nie wytwarzajg (1—3)--D-
glukanu. Podobnie Blastomyces dermatididis w fazie drozdzy wytwarza niskie ilosci
(1—3)-B-D-glukanu, a w przypadku zastosowania testu Fungitell® u pacjentow z
blastomykoza na 0goét wystepuje nieoznaczalne stezenie (1—3)-p-D-glukanu’.

WYNIK NIEOKRESLONY

Wartosci od 60 pg/mL do 79 pg/mL sa uwazane za niejednoznaczne. Zalecane jest
pobranie dodatkowych probek surowicy i ich przetestowanie. Czgste pobieranie i
testowanie probek zwigksza uzyteczno$¢ testu w procesie stawiania rozpoznania.

WYNIK DODATNI

Uzyskanie st¢zenia (1—3)-B-D-glukanu > 80 pg/mL uznaje si¢ za wynik dodatni. Wynik
dodatni nie definiuje obecnosci choroby i nalezy go uzywaé w skojarzeniu z wynikami
innych ocen klinicznych w procesie stawiania rozpoznania.

12. Ograniczenia testu

«  Lokalizacje tkanek objetych infekcja grzybicza'®, otorbienie oraz iloéé (1—3)-p-
D-glukanu wytwarzanego przez niektore grzyby moga wplywac na stgzenie tego
analitu w surowicy. Zmniejszona zdolno$¢ do przekazywania (1—3)-B-D-
glukanu do krwiobiegu moze zmniejsza¢ zdolnos$¢ do wykrywania niektorych
infekcji grzybiczych.

« U niektorych osob wystepuje podwyzszone stgzenie (1—3)-p-D-glukanu, ktore
zawiera si¢ w strefie wyniku nieokreslonego. W takich przypadkach zaleca si¢
przeprowadzenie dodatkowych testow kontrolnych.

Czgstotliwos¢é wykonywania testOw u pacjenta bedzie zaleze¢ od wzglgdnego
ryzyka infekcji grzybiczej. W przypadku pacjentow z grupy wysokiego ryzyka
zaleca si¢ pobieranie probek co najmniej dwa-trzy razy na tydzien.
Uzyskano wyniki dodatnie u pacjentéw poddawanych hemodializom
pacjentow leczonych niektérymi produktami frakcjonowania krwi, jak albuminy
surowicy i immunoglobuliny®?* oraz w probkach lub u pacjentow narazonych na
kontakt z gaza i gabkami chirurgicznymi zawierajacymi glukan. Po narazeniu
pacjentow na kontakt z gabkami i gaza zawierajaca (1—3)-B-D-glukan
wymagane sg 3—4 dni, aby stezenie (1—3)-p-D-glukanu w surowicy powrdcito
do wartosci wyjsciowej?' 22, W zwiazku z tym nalezy wzia¢ pod uwage moment
pobrania probek od pacjentow po zabiegach chirurgicznych.

Probki pozyskane metoda naklucia palca lub pigty nie sa dopuszczalne, gdyz
wykazano, ze zwilzony alkoholem gazik uzywany do przygotowania miejsca
pobrania probki (oraz potencjalnie gromadzenie si¢ krwi na powierzchni skory)
powoduje kontaminacj¢ probek. W przeprowadzonych dotychczas badaniach nie
zaobserwowano roznic pomig¢dzy probkami uzyskanymi metoda naklucia
naczynia zylnego lub pobrania z dojécia centralnego®®?7.

Kompleksowy przeglad czynnikéw przyczyniajacych si¢ do uzyskiwania
wynikow fatszywie dodatnich dla (1—3)-B-D-glukanu mozna znalez¢ w
publikacji Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*°.

Poziomy testu okreslono w odniesieniu do doroslych pacjentow. Poziom prawidiowy
i odcigcia dla niemowlat i dzieci jest w dalszym ciggu przedmiotem badan®*2’.

1920,38

13. Charakterystyka
13.1 Poziom odcigcia i wartosci oczekiwane

Przeprowadzone wieloo$rodkowe, prospektywne badanie® majace na celu oceng
czulosci diagnostycznej i swoistosci diagnostycznej testu Fungitell® (patrz
badania porownawcze ponizej) wykazalo, ze stezenia betaglukanu sa
podwyzszone w toku roznych infekcji grzybiczych. Kiedy przy ste¢zeniu
wynoszacym co najmniej 80 pg/ml wystgpuja objawy przedmiotowe i
podmiotowe, warto$¢ predykcyjna wystgpowania infekcji grzybiczej u pacjenta
miesci si¢ w zakresie od 74,4 do 91,7%. W przypadku braku objawow
przedmiotowych i podmiotowych przy st¢zeniu mniejszym niz 60 pg/mL,
warto$¢ predykcyjna ujemna si¢gata od 65,1% do 85,1%.

13.2 Skutecznos¢ kliniczna

Przeprowadzono wieloosrodkowe badanie prospektywne w celu zwalidowania
charakterystyki testu Fungitell®'. Ten test poréwnano z innymi standardowymi
metodami wykrywania (tj. posiewu krwi, badania histopatologicznego probki
biopsyjnej oraz wynikow badania radiologicznego) grzybic i fungemii.

Ten test uzyto do przebadania probek pochodzacych od trzystu pigédziesigeiu
dziewigciu (359) pacjentow. Od kazdego pacjenta pobrano jedna probke.
Pacjentami z grupy niskiego ryzyka byly zdrowe osoby oraz osoby przyjete do
szpitala z powodow innych niz infekcje grzybicze. Kompletowanie uczestnikow
prowadzono w sze$ciu osrodkach klinicznych na terenie Stanow Zjednoczonych.
Cztery z tych osrodkow klinicznych wykonaly badania przy uzyciu testu na
tacznie 285 probkach. Firma ACC przetestowata dwukrotnie wszystkie 359
probek, lecz do oceny sprawnosci testu wykorzystata wylacznie drugi zestaw
wynikow. Wyniki drugiego zestawu testow nie roznily si¢ istotnie statystycznie
od wynikéw pierwszego zestawu.

¢ Czulo$é¢ diagnostyczna
Czulos¢ dla calej populacji pacjentow (359), w tym pacjentéw z kryptokokoza,
wyniosta 65,0% (60,1-70,0% 95% przedziat ufno$ci [CI]) (Tabela 1).

¢ Swoisto$¢ diagnostyczna
Swoisto§¢ wynosita 81,1% (77,1-85,2% CI). Po analizie 170 pacjentow, u
ktorych nie wykryto infekcji grzybiczej oraz zdrowych 0sob swoisto$¢ testu
wyniosta 86,5% (82,8-90,1% CI). Po uwzglednieniu dodatkowych 26
pacjentow, u ktorych nie wykryto infekeji grzybiczej, lecz ktorzy cierpieli na
inne schorzenia, uzyskano swoisto$¢ na poziomie 81,1% (77,1-85,2% CI).

Tabela 1  Wyniki testu firmy ACC przy poziomie granicznym 60-80 pg/ml wedlug

osrodka
[Udowodnione/Prawdopodobng] Swoistos¢
Czulo$¢ >=80 pg/ml <60 pg/ml 2
2 ° 3
Osrodek > § ,% g 2 ,% g < |Lacznie
£ 3 2 |8E8E 25| £ [28s|EX
SE | % |25 5= 2 |E5E(5Y
88 | & |zEf|55| & |82
1 32/50 64,0 97,0 | 39/40 | 97,5 69,6 1 90
2 14/24 583 933 1720 | 85,0 70,8 5 44
3 14/19 73,7 46,7 | 36/54 | 66,7 90,0 3 73
4 25/33 75,8 92,6 | 37/43 | 86,0 86,0 6 76
5 21/36 583 80,8 | 30/39 | 76,9 69,8 6 75
6 0/1 0,0 nd. 0/0 nd. 0,0 0 1
Lacznie| 106/163 65,0 80,9 |159/196] 81,1 76,8 21 359

Po pordwnaniu wynikéw uzyskanych przez firm¢ ACC (359 probek) oraz osrodki
kliniczne (285 probek) z rozpoznaniem klinicznym, czuto$¢ wyniosta 64,3%
(58,8%-69,9% CI) w przypadku wynikéw uzyskanych przez firm¢ ACC oraz 61,5%
(55,9%-67,2% CI) w przypadku osrodkoéw klinicznych. Swoisto$¢ wyniosta 86,6%
(82,7%-90,6% CI) w przypadku wynikéw uzyskanych przez firm¢ ACC oraz 79,6%
(74,9%-84,3% CI) w przypadku o$rodkéw klinicznych.

Kandydoza
U 107 pacjentéw bioracych udzial w tym badaniu prospektywnym rozpoznano
kandydoze. U 83 z tych 107 pacjentéw uzyskano dodatni wynik testu Fungitell®.

Firmie Associates of Cape Cod, Inc. przekazano sto siedemdziesiat pigé probek
pobranych od pacjentéw z kandydoza. Dodatni wynik testu uzyskano po przebadaniu
145 z tych 175 probek.

Aspergiloza
Aspergilozg rozpoznano u facznie 10 pacjentéw. U 8 z tych 10 pacjentéw uzyskano
dodatni wynik testu.

Fusarioza
Fusariozg rozpoznano u trzech pacjentow. U 2 z tych 3 pacjentéw uzyskano dodatni
wynik testu.

Stosowanie lekow przeciwgrzybiczych

Wdrozenie leczenia przeciwgrzybiczego lub brak takiego leczenia nie miat
statystycznie istotnego wplywu na czulo$¢ testu. 118 pacjentéw chorowalo na
inwazyjna grzybicg oraz stosowalo leczenie przeciwgrzybicze. U 82 pacjentow wynik
testu byt pozytywny (czuloéc¢: 69,5%; 61,2-77,8% CI). Ponadto takie rozpoznanie
postawiono u dwudziestu czterech (24) pacjentow, ktorzy nie przyjmowali zadnego
leczenia przeciwgrzybiczego. U 18 pacjentow wynik testu byt pozytywny (czuto$é:
75%; 57,7-92,3% CI).

13.3 Korelacje testu
Cztery z o$rodkoéw klinicznych przetestowaly tacznie 285 probek. Wyniki testow
przeprowadzonych w osrodkach w 96,4% korelowaly ilo§ciowo z wynikami firmy
Associates of Cape Cod, Inc. Korelacje wynikow testow przeprowadzonych przez
firm¢ Associates of Cape Cod, Inc. z wynikami uzyskanymi przez inne o$rodki
testujgce zawieraly si¢ w przedziale od 90,6 do 99,2%.

13.4 Precyzja
Test Fungitell® zostat oceniony pod katem precyzji (tj. powtarzalnosci i
odtwarzalnosci) z uzyciem dziesigciu (10) réznych probek, ktore badano w trzech
osrodkach badawczych podczas trzech réznych dni. Zmienno$¢ w ramach tego
samego testu wahata si¢ od 0,9% do 28,9% i sluzyta jako wskaznik
powtarzalnosci. Warto$ci migdzy testami wahaly si¢ od 3,9% do 23,8% i stuzyly
jako wskaznik odtwarzalno$ci. Z obu analiz wykluczono cztery (4) probki z
wynikiem ujemnym.

13.5 Zakres pomiarowy i liniowos¢
Wiyniki sa wyrazone w pg/ml surowicy i moga mie¢ warto$¢ z zakresu ponizej
limitu wykrywania (<31 pg/mL) do >500 pg/mL. Wyniki sa drukowane przez
oprogramowanie lub odczytywane z krzywej wzorcowej. Aby uzyska¢ doktadne
warto$ci dla stezenia przekraczajacego 500 pg/mL, nalezy rozcienczy¢ probke
woda odczynnikowa LAL i ponownie przetestowac. Jak opisano w punkcie
,.Kontrola jakosci”, wspdlczynnik korelacji (r) krzywej wzorcowe;j (liniowy vs
liniowy) obejmujacy zakres pomiarowy testu Fungitell® powinien wynosié
> 0,980, a wartoéci predkosci zmian (np. jednostki miliabsorbancji na minutg)
dla kontroli ujemnych powinny wynosi¢ mniej niz 50% predkosci dla najnizszego
wzorca. W przeciwnym wypadku nalezy powtorzy¢ test z wykorzystaniem
nowych odczynnikow.

13.6 Substancje zaklécajgce
Nastgpujace stany dotyczace probki moga zaktdcaé uzyskiwanie doktadnego wyniku
testu Fungitell®:

«  Probki odbarwione lub me¢tne, co wynika m.in. z nadmiernej hemolizy,
lipemii lub zbyt wysokiego stgzenia bilirubiny, moga powodowaé
interferencj¢ optyczna z testem. W razie testowania takich probek nalezy
sprawdzi¢ wyniki testu pod katem dowodéw na interferencj¢ optyczna i/lub
niezwykle schematy kinetyczne.

« Podwyzszone stgzenie immunoglobuliny G, jakie moze przykiadowo
wystgpowac w surowicy w przebiegu szpiczaka mnogiego, moze skutkowaé
wytracaniem si¢ osadu w obrgbie mieszaniny reakcyjnej po dodaniu
odczynnika Fungitell® do surowicy poddanej wstepnej obrobee™.

« Do czasu przygotowania niniejszego dokumentu nie opisano zadnego
aktywujacego czynnika G (elementu wykrywajacego (1—3)-B-glukan)
odczynnika Fungitell® poza (1—3)-B-glukanem. W niektoérych badaniach,

w ktorych stwierdzono reaktywno$¢ krzyzowa, przygotowanie rzekomego
materialu aktywujacego za pomoca oczyszczonej (1—3)-B-glukanazy
eliminowatlo sygnal, co wykazalo, ze obserwowana aktywacja byla
spowodowana zanieczyszczeniem (1 —3)-B-glukanem', Zanieczyszczenie
proteazy serynowej moze rowniez powodowac uwalnianie para-nitroaniliny w
mieszaninach reakcji testu Fungitell®, jednak jest ona neutralizowana podczas
obrobki wstepnej.

14. Metaanalizy

Ponadto opublikowano liczne, poddawane przegladowi branzowemu, badania w temacie
wspierajacego zastosowania st¢zenia (1—3)-B-D-glukanu w surowicy przy
diagnozowaniu inwazyjnej grzybicy, lacznie z metaanaliza wydajnosci
diagnostycznej32.33.34.35.36.37.

15. Legenda symboli

Termin przydatnosci do uzycia Zapoznaé si¢ z instrukejg

stosowania
W Zawiera ilo§¢ materiatu Upowazniony przedstawiciel
N wystarczajaca do ,,N” badan m w UE
I L°T| Kod partii c E Oznaczenie CE
Wyréb medyczny ) .
przeznaczony do diagnostyki B(On]y Produkt dostepny wylgeznie
in vitro na receple
REF| Nrkatalogow: Przestroga
Zowy 2

Qe i -
. . e Chroni¢ przed $wiatlem
Ograniczenia dot. temperatury /. N slonecznym

Producent % Importer

Upowazniony przedstawiciel
w Szwajcarii

16. Autoryzowani przedstawiciele/importer

[EC [REP] Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Holandia

MEI Upowazniony przedstawiciel w Szwajcarii
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Szwajcaria
Importer
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-
Suite 123 2595 AM The Hague, Holandia

Sponsor australijski:
Emergo Australia, Level 20, Tower II, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia

Uwaga: Wszelkie powazne zdarzenia zwigzane z wyrobem nalezy zglasza¢ do
producenta oraz do wiasciwych organéw na terenie kraju czlonkowskiego, w ktorym
uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibg.

17. Dane kontaktowe
Siedziba firmy - Associates of Cape Cod, Inc.
Tel.: (888) 395-2221 lub (508) 540-3444 « Faks: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Zjednoczone Kroélestwo/Europa - Associates of Cape Cod Int’l., Inc.
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road

Knowsley, Liverpool L33 7SA, Zjednoczone Krolestwo

Tel.: (44) 151-547-7444 « Faks: (44) 151-547-7400

E-mail: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

18. Historia zmian

Wer. od 0 do 11: Zmieniono badania w trzech powtdrzeniach na badania w dwéch
powtdrzeniach. Zastapiono wodg oczyszczong wodg odczynnikowa LAL. Polaczono
sktadniki KCl i KOH w zasadowy roztwor obrobki wstgpnej. Usunigto mikroplytke z
zestawu 1 oznaczono jako material wymagany, ale niedostarczony. Zmieniono
przedstawiciela we Wspdlnocie Europejskiej i dodano sponsora australijskiego.
Pomniejsze wyjasnienia, formatowanie, dodanie symboli, dodatkowe substancje
zakldcajace.

Wer. 12: Usunigto autoryzowanego przedstawiciela Emergo Europe na obszar WE.

Wer. 13: Zaktualizowano adres w Zjednoczonym Krolestwie i usunigto Niemcy. Dodano
MedEnvoy jako importera w UE i usunigto ACC Europe GmBh z punktu 17. Poprawiono
drobne bledy gramatyczne. Zaktualizowano symbole. Dodano nazwg i adres
przedstawiciela na terenie Wspolnoty Europejskiej (EC-REP), importera szwajcarskiego
oraz przedstawiciela na terenie Szwajcarii (CH-REP).
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