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Urcené pouziti

B-Glucan Test je test in vitro pro kvantitativni stanoveni B-glukanu v séru nebo plazmé.
Shrnuti a vysvétleni testu

(1—3)-B-D-glukan je komponenta bunécnych stén hub. B-Glucan Test je uZiteCnym
diagnostickym markerem pro mnoho invazivnich plisiovych infekci.

Princip metody

K potlaCeni endotoxinové aktivity je pridan vzorek do pripravného roztoku, ktery je zahfivan.

KdyZ se upraveny vzorek obsahujici (1—3)-B-D-glukan smisi s Cinidlem LAL, faktor G
zpusobi vyvolani nize uvedené reakcni kaskady. Tato reakce vyvola turbiditu a gelatinizaci.

Mnozstvi (1—3)-B-D-glukanu ve vzorku Ize vypocitat na zakladé pomérého vztahu mezi
mnozstvim (1— 3)-B-D-glukanu a dobou gelatinizace, jeZ je potfebna k dosazeni stanovené
turbidity se zndmym mnozstvim (1— 3)-B-D-glukanu.

(1—3)-B-D-glukan
i
Faktor G — Aktivovany faktor G
'
Proforma koagulacniho enzymu — Koagulacni enzym
Koagulogen — Koagulin
1
Gel

Cinidla a obsah
R1: Pripravny roztok (Triton X-100 0,2 %)
R2: Cinidlo LAL (pro 0,2 ml)
(Limulus Amebocyte Lysate), kalibracni karta albuminu (lidsky), oteviraci pFipravek pertli.
Priprava Cinidla
R1: Pripravny roztok pouZivejte tak, jak je dodavan. Po otevreni je Cinidlo doporuceno
okamzité spotrebovat. Neskladuite jej.

R2: Cinidlo LAL pouZivejte tak, jak je dodavano. Po otevFeni je Cinidlo doporuceno okamyité
spotrebovat. Neskladuite jej.

Odbér a pfiprava vzorku
Jako vzorek pouZijte sérum nebo plazmu.
Vzorky otestuje ihned po odbéru.

Doporucuje se, aby odbé&r vzork(r byl provadén v souladu s mistnimi a narodnimi predpisy.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny vzorky jsou potencialné infekCni, je treba s nimi zachazet v
souladu s mistnimi nebo narodnimi predpisy, jez se tykaji bezpecného zachazeni s takovymi
materidly.

Stabilita (1—3)-B-D-glukanu je shrnuta niZe (viastni tdaje). Stabilita (1—3)-B-D-glukanu ve
vzorku zavisi na charakteristikach vzorku.

Skladovaci teplota Stabilita (1—3)-B-D-glukanu ve vzorku

-80 °C Stabilni po dobu az 30 dni
4°C Po 3 dnech priblizné 6% pokles
25°C Po 2 dnech priblizné 20% pokles

Postup testovani

1) Kalibrace
Dobu gelatinizace a koncentrace naleznete v kalibracnim datovém listu, ktery je soucasti
prislusenstvi Cinidla B- Glucan Test R2: LAL Reagent.
Sledovatelnost: Koncentrace B-glukanu byla stanovena mérenim kalibratoru s Cinidlem
B-Glucan Test a FUJIFILM Wako 1st B-Glucan Standard. FUJIFILM Wako 1st B-Glucan
Standard byl pFipraven pomoci lentinanu.

2) Pozadované materialy / pFistroje, samostatné dostupné
« Toxinometer MT-6500.
« Termostanice TS-70/16
« Hlinikova pertle
« B-Glucan Sample Diluent (samostatné dostupné)
« LAL Control (samostatné dostupné)
« Spicka: BC Tip EXT / BC Tip 1000-R

Datum revize 25. dubna 2018

3) Pozadované materialy / pristroje, nedodavané
« Vortexovy mixér
« Pipeta
« Lednicka

4) Postup méreni
<Zadani kalibra¢nich tdajd>
Pomoci Ctecky pripojené k pristroji Toxinometer MT-6500 zadejte kalibracni tdaje
nactenim QR kddu vytiSténého na kalibracni karté.
V pripadé selhani QR kodu Ize kalibracni daje vytiSténé na kalibracni karté zadat
rucné. Viz navod k obsluze pfistroje.
<Priprava pro vzorek>
Pridejte 0,1 ml heparinizované plazmy nebo séra do 0,9 ml roztoku R1: Pretreatment
Solution a Fadné promichejte. Zahrivejte pfi teploté 70 °C po dobu presné 10 minut a
neprodlené poté ochlazujte ledem po dobu nejméné 3 minut.

<Standardni provozni postup>

Vzorek Pozitivni kontrola Negativni kontrola
(sérum nebo (LAL control) (rozpoustéci pufr
plazma) LAL Control)

R2: Upraveny Upravena Upravena

LAL Cinidlo vzorek pozitivni kontrola negativni kontrola

(na 0,2 ml) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml*

Pomoci pristroje Toxinometer MT-6500 zméfte dobu pro gelatinizaci (Tg).
(37 °C, stredni vinova délka 660 nm)

*Pro negativni kontrolu nepouZivejte roztok R1: Pretreatment Solution

Definice doby pro gelatinizaci (Tg): poZadovany reakcni Cas, dokud se nedosahne 92%
nebo niz§iho poméru transmitace

<Poutziti pristroje Toxinometer MT-6500>

1) Pfistroj Toxinometer MT-6500 pripravte podle provozniho postupu v navodu k
obsluze. Zkontrolujte teplotu pfi 37 °C (+ 0,5).

2) K otevieni R2: LAL Reagent pouZijte oteviraci pfipravek pertli, kterym je tfeba pomalu
otacet pod thlem 30-40 stupAit, abyste odstranili hlinikovou pertli a pryZové vicko.
Opatrete lahvicku LAL hlinikovou pertli.

3) Zkontrolujte identitu Sarze mezi kalibracnimi Udaji a LAL.

4) Pridejte 0,2 ml upraveného vzorku do Cinidla R2: LAL Reagent (pro 0,2 ml), vizulné
zkontrolujte, zda doSlo k Gpinému rozpu$téni Cinidla LAL, a nékolik sekund
promichavejte vortexovym mixérem. Vlozte lahvicku LAL do méfFicich jamek pfistroje
Toxinometer MT-6500. LAL je treba zaloZit do pozice, u které blika zelena LED
kontrolka.

5) Méreni se spusti automaticky po vioZeni lahviCky LAL. Zelena LED kontrolka prestane
blikat a trvale se rozsviti zelené.

6) Po dokonceni testu zelena LED kontrolka zhasne.

7) Vysledek testu (1—3)-B-D-glukanu je ziskan podle doby gelatinizace (Tg) vzorku a
priloZenych kalibracnich Gdaju. V pFipadé velmi vysoké hodnoty BDG (> 600 pg/ml)
upraveny vzorek naredte. (Prectéte si prosim pribalovou informaci pro ,B-Glucan
Sample Diluent“.) Koncentraci (1—3)-B-D-glukanu upraveného a zfedéného vzorku
je tfeba vynasobit faktorem Fedéni.

8) Negativni kontrola a pozitivni kontrola museji potvrdit nasleduijici podminky:
Negativni kontrola: Negativni kontrola: Tg je 90 minut a vice. Rozpoustéci pufr pro
LAL Control musi byt pouZzit jako negativni kontrola bez dpravy vzorku.
Pozitivni kontrola: vypoctend hodnota z kalibracnich Gdaji je v rozmezi + 20 %
znamé koncentrace. Pozitivni kontrola by méla byt upravena jako vzorek.
LAL Control by mél byt pouzit jako pozitivni kontrola.

Pokud doba gelatinizace negativni kontroly je kratsi nez 90 minut nebo vysledek pozitivni

kontroly je 20 % a vys$si neZ znama koncentrace, Ize predpokladat kontaminaci na
pristroji nebo za provozu. V takovych pripadech je tfeba provést opétovnou kontrolu.

Ocekavané hodnoty
Prahova hodnota®: 11 pg/ml (jako (1—3)-B-D-glukan)

Vykonnostni charakteristiky

Citlivost

a) Kdyz je testovana voda (0 pg/ml (1—3)-B-D-glukanu), doba gelatinizace je 90 minut a
vice.

b) Kdy? je testovan standardni roztok (3,3 pg/ml (1—3)-B-D-glukanu), doba gelatinizace se
pohybuje v rozmezi od 25 do 55 minut.

Specificnost

KdyZ je testovan vzorek zndmé koncentrace, hodnota testu je v rozmezi +20 % zndmé

koncentrace.
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Presnost

[Presnost v ramci jednoho pokusu]
NiZe jsou uvedeny reprezentativni idaje o presnosti v ramci jednoho pokusu. Vysledky CV% pro
kazdy vzorek plazmy mérené ve 21 opakovanich se pohybovaly v rozmezi od 3,4 do 4,7 %.

C. vzorku Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Pramér (pg/ml) 11,8 784 373,8
SD (pg/ml) 0,40 2,83 17,55
CV (%) 34 3,6 47

[Celkova presnost]
Nize jsou uvedeny reprezentativni (daje o celkové presnosti. VSechny Udaje byly
shromazdény v souladu s protokolem CLSI EP5-A3.

C. vzorku Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Celkovy pramér (pg/ml) 10,6 74,1 392,2
Celkova presnost SD (pg/ml) 0,7 49 25,6
Celkova presnost CV (%) 6,4 6,6 6,5
Presnost
Presnost této metody byla urCena studii regenerace.
Plazmovy vzorek 1
Pridan  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
Méreny 10,0 73,2 134,3 275,9
10,4 732 134,3 250,5
10,2 67,4 134,3 290,0
pramér (pa/ml) 10,2 71,3 134,3 2721
Ziskany  (pg/ml) 61,1 124,1 261,9
Regenerace %  --—--- 81,5 % 82,7 % 87,3 %
Plazmovy vzorek 2
Pridan  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
Méreny 73,2 1446 239,0 378,2
73,2 139,6 2282 400,2
71,2 139,3 228,2 378,2
pramér (pa/ml) 72,5 1411 231,8 385,5
Ziskany  (pg/ml) 68,6 159,3 313,0
Regenerace%» - 91,5% 106,2 % 104,3 %
Plazmovy vzorek 3
Pridan  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
Méreny 191,3 250,5 357,8 4781
191,3 250,5 338,9 4781
183,5 250,5 338,9 4781
prumér (pg/ml) 188,7 250,5 345,2 478,1
Ziskany  (pg/ml) 61,8 156,5 289,4
Regenerace%» - 82,4 % 104,3 % 96,5 %

Tempo regenerace (1—3)-B-D-glukanu je 81,5-106,2 % v rozmezich koncentrace, jeZ jsou
uvedena v tabulce vyse.

Linearita

Koncentrace (1—3)-B-D-glukanu ve vzorcich az do 600 pg/ml byly ve vyhodnoceni linearni.
V pripadé velmi vysoké hodnoty BDG (> 600 pg/ml) upraveny vzorek naredte. Prectéte si
prosim pribalovou informaci pro ,,8-Glucan Sample Diluent*.

Datum revize 25. dubna 2018

Korelace
Fungitell Celkem
Pozitivni Negativni
WAKO Serum Pozitivni 53 1 54
Negativni 0 52 52
Celkem 53 53 106
Procento pozitivni =100 %
shody Procento =98 %
Celkova shoda =99 %
Fungitell Celkem
Pozitivni Negativni
WAKO Plasma Pozitivni 47 1 48
Negativni 0 51 51
Celkem 47 52 99
Procento pozitivni =100 %
shody Procento =98%
negativni shody =99 %

Interferujici latky
Bilirubin a hemolyza nemaji na test vyznamny vliv.

Varovani a bezpecnostni opatfeni

« Pro diagnostické ucely in vitro.

« PouZiti a aplikace tohoto testu jsou vyhrazeny pouze pro profesionalni (cely. Viz pFislusné
narodni a mistni predpisy a legislativa.

- Nesmi se pouzivat vnitfné u lidi nebo zvirat.

- Pokud cinidla pFijdou do styku s Usty, o¢ima nebo pokozkou, neprodlené je umyjte velkym
mnozstvim vody. V pfipadé potfeby se porad'te s Iékarem.

« Pokud pouZivate sklenéné pipety, nepipetujte sty, ale pouZijte bezpecnostni pipetu.

« P¥i odstrariovani hlinikové pertle z lahviCky davejte pozor, abyste se o ni nepofezali.

« R2: LAL Reagent obsahuje materidly lidského pCvodu. Materialy byly testovany a shiedany
negativnimi pro HBsAg, protilatky anti-HIV-1 / HIV-2 a protilatku anti-HCV. Vzhledem k
tomu, Ze nelze s jistotou vyloucit riziko infekce, s IéCivymi pripravky musi byt zachazeno
jako s potenciainé biologicky nebezpeCnymi latkami, jako jsou séra pacientu.

- Cinidla likvidujte podle mistnich nebo narodnich pFedpisu.

<Opatieni tykajici se pouziti>

« V pripadé (1—3)-B-D-glukanového testu v plazmé je jako antikoagulacni Cinidlo
doporucen heparin. Oddélovani plazmy je tfeba provadét centrifugaci v teplotnim rozmezi
2-10 °C po dobu 40 sekund pfi 3 000 otackach za minutu s polomérem rotoru 10 cm,
respektive centrifugaci po dobu 10 minut se 150 g* pfi.

*1.200 otaCkach za minutu s polomérem rotoru 10 cm.

« Vakuova zkumavka pro odbér krve nesmi byt kontaminovana (1— 3)-B-D-glukanem.
0dbér krve je tfeba provadét opatrné, aby se zabranilo kontaminaci (1— 3)-B-D-
glukanem.

« Neprodlené po odbéru je treba provést predbéznou Upravu. Pokud nelze provést
okamzitou analyzu, vzorek uchovavejte v nadobce bez kontaminace (1 3)--D-glukanu
a pro uskladnéni zmrazte na -80 °C. Doba skladovani musi byt krat$i neZ jeden mésic.

« DodrZujte stanovenou reakcni teplotu a reakcni dobu.

. Tento test muZe byt ovlivnén kontaminaci z pouZitého zaFizeni nebo jinou kontaminaci
zpusobenou chybnou manipulaci. Je tfeba pouzivat spravna zafizeni a dbat pozornosti,
aby béhem prace nedoslo ke kontaminaci.

« Po vylouceni kontaminace (1—3)-B-D-glukanem je treba pouzit komercni vakuové
zkumavky pro odbér krve a $picky nebo sklenéna zafizeni pro davkovani.

- Béhem testovani davejte pozor, aby nedoslo ke kontaminaci (1—3)-B-D-glukanem.

« Lahvicka je zapertlovana za snizeného tlaku. Pomalu odstrante zatku, aby nedolo k
vyfouknuti prasku z lahvicky.

- Nedotykejte se dna lahvicky LAL a davejte pozor, abyste jej neznecistili, protoZe tato ¢ast
se pouziva pro fotometrické méreni pomoci pristroje Toxinometer.

« Pred vloZzenim lahvicky LAL do pristroje Toxinometer se presvédcte, zda smés
neobsahuje bubliny. Pokud jsou bubliny pFitomny, odved'te je poklepanim na spodni Cast
lahvicky.

« Pokud namérena hodnota prekroCi méfitelny rozsah, naredte upravenou smés
pripravkem B-Glucan Sample Diluent, zopakujte test a vynasobte ziskany vysledek
faktorem Fedéni.

« Pokud smés vykazuje vyznamnou turbiditu, upravenou smés centrifugujte pri otackach
3.000 ot/min po dobu 20 minut a jako upraveny vzorek pouZijte supernatant.
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<Opatreni pro testy> .

« Cinidla uchovavejte za stanovenych podminek. Cinidla nepouZivejte po uplynuti doby
pouZitelnosti uvedené na Stitku nadoby s Cinidlem.

« Cinidlo, které bylo omylem zmrazeno, nepouzivejte. Takova cinidla mohou ovlivnit
pravdivost vysledku.

« Po otevieni je Cinidla doporuceno okamzité spotrebovat. Neskladujte je.

« Nadoby a jiné materidly v baleni nepouzivejte pro zadné jiné ucely.

- VySe popsana cinidla nepouZivejte pro jiné Gcely, nez které jsou popsany v tomto
dokumentu.

« VySe popsana Cinidla nepouzivejte v Zadnych jinych postupech, nez které jsou popsany v
tomto dokumentu. Pokud jsou Cinidla pouZita v jinych postupech, nelze zajistit vykonnost.

« Pristroje pouZivejte podle navodu k obsluze a za vhodnych podminek. Podrobné informace
naleznete v prirucce k pfistroji.

<OpatFeni tykajici se stanoveni, vysledkt a diagnostiky>

« Ne&které vzorky pFi testu vykazuji nespecifickou turbiditu, coz mdze vést ke Spatnym
vysledkam. Pokud vysledek vyvolava podezFeni, zkontrolujte pFitomnost nebo
nepfitomnost nespecifické turbidity pomoci Casového pribéhu reakce nebo testu
fedéni.

« Vzorky od pacienttl, ktefi jsou léceni dialyzou s celul6zovymi membranami nebo
pripravky na bazi (1— 3)-B-D-glukanu z hub, jako je lentinan nebo podobné latky, mohou
poskytnout falesné pozitivni vysledky.

- Koncentrace (1—3)-B-D-glukanu mize do¢asné vzrlst po operaci.

« Vysoka hladina endotoxinu mdze zptsobit pozitivni chyby.

« Vysledky je tFeba pouZit ve spojeni s IékaFskym hodnocenim a symptomy pacientd.

<Opatieni tykajici se likvidace>

- Cinidla museji byt likvidovana podle mistnich nebo narodnich pFedpist.

« V8echna zarizeni, vCetné Cinidel a lahvi s Cinidly, ktera prichazeji do styku se vzorky, je
treba povazovat za potencialné infekcni.

Kontrola kvality

Pro Klinické laboratofe se doporuCuje program kontroly kvality. Pro sledovani Gcinnosti
postupu je u kazdého testu doporucena analyza pomoci kontrolni sady FUJIFILM Wako LAL.
Hodnoty ziskané pro kontrolu musi byt v rozmezi +20 % pfirazenych hodnot.

Datum revize 25. dubna 2018

Podminky skladovani

Produkt Podminky skladovani
B-Glucan Test R2: Skladujte v teplotnim rozmezi 2-10 °C
LAL Reagent

B-Glucan Test R1:
Pripravny roztok

Skladujte v teplotnim rozmezi 2-10 °C

Reference
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2) Kakinuma, A., Asano, T., et al.: Biochem. Biophys. Res. Commun., 101, 434-439 (1981).

3) Morita, T, Tanaka, S., Nakamura, T. and Iwanaga, S.: A New (1—3)-B-D-glucan
Coagulation Pathway Found in Limulus Amebocytes. FEBS Left., 129, 318-321 (1981).

4) Nakamura. T., Morita, T,, et al.: Japanese Society for Bacteriologies, 38, 781-803, (1983)
(v japonsting).
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Trobe University Press, Victoria, Australia (1992).
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japonsting).
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Proceedings, 155-158 (1993) (v japonstiné).

8) Interni data

Informace pro objednani

Kod Produkt Baleni
993-04201 B-Glucan Test R1: Pripravny roztok 50 x 0,9 ml
997-04101 B-Glucan Test R2: Cinidlo LAL 50 x pro 0,2 ml
995-04401 LAL Control

R1: LAL Control (lyofilizovany) 10 x pro 0,5 ml

R2: Kontrolni rozpoustéci pufr 10x2ml
999-04301 B-Glucan Sample Diluent 10x0,9 ml
995-04901 Hlinikova pertle 10 x 10 jednotek
995-05001 BC Tip EXT 100 $picek
991-05101 BC Tip 1000-R 100 $picek
993-04701 Toxinometer MT-6500 1 jednotka
999-04801 Roz8ifovaci modul MT-6500 1 jednotka
993-03601 Termostanice TS 70/16 1 jednotka
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