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Beta-glukan test

Metoda kineticke turbidimetrije
Za kvantitativno odredivanje beta-glukana u serumu ili plazmi

Pazljivo procitajte ovo uputstvo pre upotrebe!
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Osnovna upotreba
Beta-glukan test je in vitro test za kvantitativno odredivanje beta-glukana u serumu ili plazmi.

Rezime i objasnjenje testa

(1-3)-beta-D-glukan je komponenta zida gljivicne Celije. Beta-glukan test je koristan
dijagnostiCki marker za mnoge invazivne gljivicne infekcije.

Nacelo metode

U cilju suzbijanja aktivnosti endotoksina, uzorak se dodaje rastvoru za predtretman i zagreva.

Kada se prethodno tretirani uzorak koji sadrzi (1-—3)-beta-D-glukan pomeSa sa LAL
reagensom, kaskadna reakcija ispod se aktivira faktorom G. Ova reakcija dovodi do
zamucenja uz geliranje.

Koli¢ina (1-3)-beta-D-glukana u uzorku moZe se izracunati na osnovu proporcionalnog
odnosa izmedu kolicine (1—>3)-beta-D-glukana i vremena geliranja koje je potrebno da se
postigne definisana mutnoca sa poznatom koli¢inom (1->3)-beta-D-glukana.

(1-3)-beta-D-glukan
{
Faktor G — Aktivirani faktor G
{

Enzim prokoagulant - Enzim zgruSavanja
)
Koagulogen — Koagulin
)

Gel

Reagensi i sadrzaj

R1: B-Glucan Test R1: Pretreatment Solution
(beta-glukan test R1: rastvor za predtretman)

R2: B-Glucan Test R2: LAL Reagent
(beta-glukan test R2: LAL reagens)
(limulus amebocyte lizat, albumin (ljudski)

kartica za kalibraciju, otvarac poklopca

Priprema reagensa

R1: Koristite Pretreatment Solution (rastvor za predtretman) u isporuenom stanju. Nakon
otvaranja reagensa, preporucuje se da ga odmah iskoristite, a ne da ga Cuvate.

R2: Koristite LAL Reagent u isporucenom stanju. Nakon otvaranja reagensa, preporucuje se
da ga odmah iskoristite, a ne da ga Cuvate.

Prikupljanje uzoraka i priprema
Koristite serum ili plazmu kao uzorak.
Testirajte uzorke neposredno nakon prikupljanja.

PreporuCuje se da se prikupljanje uzoraka obavlja u skladu sa lokalnim i nacionalnim
propisima. Bududi da su svi uzorci potencijalno infektivni, sa njima treba postupati u skladu sa
lokalnim ili nacionalnim propisima koji se odnose na sigurno rukovanje takvim materijalima.

Stabilnost (1—3)-beta-D-glukana je sumirana u nastavku (sopstveni podaci). Stabilnost
(1—3)-beta-D-glukana u uzorku zavisi od karakteristika uzorka.

Temperatura skladiStenja Stabilnost (1-3)-beta-D-glukana u uzorku

-80 °C Stabilan do 30 dana
4°C Smanjenje za oko 6 % nakon 3 dana
25°C Smanjenje za oko 20 % nakon 2 dana

Postupak ispitivanja

1) Kalibracija
Pogledajte kalibracijski list za vreme geliranja i koncentracije kao dodatnu opremu u
beta-glukan testu R2: LAL reagens.

Pracenje: Koncentracija (1—3)-beta-glukana je odredena merenjem kalibratora sa
reagensom beta-glukan testa i 1. beta-glukan standardom FUJIFILM Wako. Wako 1.
beta-glukan standard pripremljen je koristeci lentinan.

2) Materijali/potrebna oprema, dostupni zasebno
« LIMUSAVE MT-7500
« THERMOSTATION TS-70/20 (Termostanica TS-70/20)
« Toxinometer MT-6500 (Toksinometar MT-6500)
« THERMOSTATION TS-70/16 (Termostanica TS-70/16)
« Aluminum Cap (Aluminijumski poklopac)
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« B-Glucan Sample Diluent (separately available)
(Razredivac uzorka beta-glukana (zasebno dostupan)
« LAL Control (separately available) (LAL kontrola (zasebno dostupna)
« Tip: BC Tip EXT / BC Tip 1000-R (BC nastavci EXT / BC nastavci 1000R)
« Cooling Station (Blok za hladenje)

3) Materijali/potrebna oprema, nije isporuceno
« Vortex mikser
« Pipeta
« Posuda za hladenje

4) Postupak merenja

<Ulazni podaci o kalibraciji>

Unesite podatke o kalibraciji oCitavajui QR kod odStampan na kalibracijskoj kartici sa
Citacem povezanim sa LIMUSAVE MT-7500 ili toksimetrom MT-6500.

U slucaju neuspesnog QR koda, podaci za kalibraciju od$tampani na kalibracijskoj
kartici mogu se rucno uneti. Pogledajte uputstvo instrumenta.

<Predtretman za uzorak>

Dodajte 0,1 ml heparinizirane plazme ili seruma u 0,9 ml R1: rastvora za predtretman i
dobro promesajte. Zagrejte na 70 °C u trajanju od tacno 10 minuta, a zatim hladite
ledom odmah, najmanje 3 min.

<Standardni postupak procedure>

Uzorak

Pozitivna kontrola  Negativna kontrola

(serum ili plazma)  (LAL kontrola) (pufer za razredivanje
za LAL kontrolu)
R2: Predtretirani Predtretirana
LAL-reagens uzorak pozitivna kontrola  Negativna kontrola
(za 0,2 ml) 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml*

Merite vreme geliranja (Tg) LIMUSAVE MT-7500, toksimetrom MT-6500
(37 °C, srednja talasna duzina 660 nm).

*Nemojte Koristiti R1: rastvor za predtretman za negativnu kontrolu

Definicija vremena za geliranje (Tg): potrebno vreme reakcije dok se ne postigne 92 %
ili manji stepen prozirnosti.

<Kori§¢enje LIMUSAVE MT-7500 ili toksimetra MT-6500>

1) Pripremite LIMUSAVE MT-7500 ili toksimetar MT-6500 prema proceduri rada iz
uputstva za upotrebu. Proverite da Ii je temperatura 37 °C (+0,5).

2) Koristite otvaraC poklopca za otvaranje R2: LAL reagensa uvrtanjem polako pod
uglom od 30-40 stepeni, kako biste uklonili aluminijumski poklopac i gumeni Cep.
Pokrijte LAL epruvetu aluminijumskim poklopcem.

3) Potvrdite identitet serije izmedu podataka kalibracije i LAL.

4) Dodajte 0,2 ml predtretiranog uzorka R2: LAL reagensa (0,2 ml) i meSajte ga vortex
mikserom nekoliko sekundi nakon $to ste vizuelno potvrdili da se LAL potpuno
rastvorio. Ubacite LAL epruvetu u otvore za merenje toksimetra MT-6500.

5) Merenje se automatski pokrece nakon ubacivanja LAL epruvete.

6) Zelena LED lampica se iskljuCuje nakon zavr$etka testa.

7) Rezultat (1—3)-beta-D-glukan testa se dobija iz vremena geliranja (Tg) uzorka i

priloZenih podataka kalibracije. U slucaju vrlo visoke BDG vrednosti (> 600 pg/ml),

razredite predtretirani uzorak. (Molimo pogledajte uputstvo u pakovanju ,Razredivac

uzorka beta-glukana“). (1—3)-beta-D-glukan koncentraciju predtretiranog i

razredenog uzorka treba pomnoZiti sa faktorom razredenja.

Negativna kontrola i pozitivna kontrola treba da potvrde sledece uslove:

Negativna kontrola: Tg je 90 minuta i duZe. Pufer za razredivanje LAL kontrole treba

koristiti kao negativnu kontrolu bez predtretmana uzorka.

Pozitivna kontrola: izraCunata vrednost iz podataka kalibracije je u rasponu od

+20 % od poznate koncentracije. Pozitivnu kontrolu treba predtretirati kao uzorak.

*

LAL kontrolu treba koristiti kao pozitivnu kontrolu.

Kontaminacija opreme ili prilikom rada moZe se pretpostaviti kada je vreme geliranja
negativnih kontrola manje od 90 minuta ili je pozitivan rezultat kontrole 20% i visi od
poznate koncentracije. U takvim slucajevima, potrebno je ponovno ispitivanje.

Ocekivane vrednosti
Izolovane vrednosti: 7 pg/ml (kao (1->3)-beta-D-glukan)®"

Karakteristike performansi

Osetljivost
a) Kada se voda (0 pg/ml (1-3)-beta-D-glukan) testira, vreme geliranja je 90 minuta i duze.

b) Kada se standardni rastvor ((1-3)-beta-D-glukan 3,3 pg/ml) analizira, vreme za
geliranje krece se od 25 do 55 minuta.

SpecifiCnost

Kada se analizira uzorak poznate koncentracije, vrednost testa je u opsegu +20 % od

poznate koncentracije.
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S & Preciznost <Toxinometer MT-6500>
g % [U okviru proverene preciznosti] Plazma uzorak 1
za - ’ ) ) . o .
B8 Loorak lazme moren 21 ponavlan bl . rapons o0 15960 47 %. o Dotelo_pg/m) Ll 50 1500 300
g <LIMUSAVE MT-7500> Mereno 10,0 73,2 134,3 275,9
oz Uzorak br. Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 104 73,2 1343 2505
Mrednje (pg/mL) 8,5 64,3 516,7 - 10,2 67.4 1343 2900
S0 (pg/ml) 013 7 1360 ; srednje (pg/ml) 10,2 71,3 134,3 2721
oV (%) 15 27 26 Dobijeno  (pg/ml) 61,1 1241 261,9
Oporavak % - 81,5% 82,7 % 87,3 %
<Toxinometer MT-6500>
Uzorak br. Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Plazma uzorak 2
Mrednje (pg/mi) 118 784 3738 Dodato  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
SD (pg/mi) 0,40 2,83 17.55 Mereno 73,2 1446 239,0 378,2
oV (%) 34 36 47 73,2 139,6 228,2 400,2
- 71,2 139,3 228,2 378,2
{Jurll(:;)tgskzrzﬁl::;rsgentativni podaci ukupnih podataka preciznosti. Svi podaci prikupljeni su srednje (pg/mi) 725 1411 2318 3855
u skladu sa CLSI protokolom EP5-A3. Dobijeno  (pg/ml) 68,6 159,3 313,0
<LIMUSAVE MT-7500> Oporavak %  ----- 91,5 % 106,2 % 104,3 %
Uzorak br. Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Plazma uzorak 3
Gkupna srednja (pg/ml) 10,2 67,4 447,0 Dodato  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
Ukupna preciznost SD (pg/ml) 0,6 3,3 27,6 Mereno 191,3 250,5 3578 4781
Ukupna preciznost CV (%) 54 49 6,2 191,3 250,5 338,9 4781
<Toxinometer MT-6500> 183,5 250,5 338,9 478,1
Uzorak br. Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 srednje (pg/ml) 188,7 250,5 345,2 4781
Gkupna srednja (pg/ml) 10,6 74,1 392,2 Dobijeno  (pg/ml) 61,8 156,5 289,4
Ukupna preciznost SD (pg/ml) 0,7 4,9 25,6 Oporavak % - 82,4 % 104,3 % 96,5 %
Ukupna preciznost CV (%) 64 6,6 6,5 Stopa oporavka (1-3)-beta-D-glukana je 81,5 %-116,9 % u opsezima koncentracije
. prikazanim u gornjoj tabeli.
Tacnost
Ta¢nost ove metode je odredena prema studiji za oporavak.ermittelt. Linearnost
Koncentracije (1->3)-beta-D-glukana u uzorcima do 600 pg/ml bile su linearne u evaluaciji.
<LIMUSAVE MT-7500> U slucaju vrlo visoke BDG vrednosti (> 600 pg/ml), razredite predtretirani uzorak. Molimo
Plasma uzorak 1 pogledajte uputstvo u pakovanju ,Razredivac uzorka beta-glukana“.
Dodato  (pg/ml) 0,0 90,0 180,0 360,0 Korelacija®®
Mereno 9,6 97,5 182,5 329,8 Fungitell Ukupno
9,6 92,8 182,5 316,4 Pozitivno Negativno
9,5 90,6 182,5 316,4 WAKO serum Pozitivno 127 3 130
srednje (pg/ml) 9,6 93,6 182,5 320,9 Negativno 10 182 192
Dobijeno  (pg/ml) 84,0 172,9 311,3 Ukupno 137 185 322
Oporavak% - 93,3 % 96,1 % 86,5 % Procenat pozitivnog slaganja =927%
Procenat negativnog slaganja =984 %
Plasma uzorak 2 Ukupno slaganje =96,0 %
Dodato  (pg/ml) 0,0 90,0 180,0 360,0 -
Mereno 732 176,7 250,1 4104 Fungitell : Ukupno
732 1714 250.1 4104 _ Pozitivno Negativno
71,2 1711 250,1 4298 WAKO plazma Poziivio 90 4 o4
srednje (og/ml) 72,5 1730 2501 4169 Negativio 1 64 65
Dobijeno _(pg/ml) 1004 1775 3443 _ _ Ukupno o . 68 159
Oporavak% - 1116%  986%  956% Procona negatinog slagana “oan
Plasma uzorak 3 Ukupno slaganje =96,9 %
Dodato  (pg/ml) 0,0 90,0 180,0 360,0 Toxinometer MT-6500 Ukupno
Mereno 188,7 291,8 3752 521,6 Pozitivno Negativno
188,7 291,8 375,2 521,6 iti
182,5 291,8 375,2 521,6 LIMUSAVE MT-7500 ;ZZI:;::O 315 247 Zzz
srednje (pg/ml) 186,6 291,8 375,2 521,6 Ukupno 224 852 1076
Dobijeno _ (pg/mi) 105,2 188,6 3350 Procenat pozitivnog slaganja =96,0%
Oporavak% - 116,9 % 104,8 % 93,1 % Procenat negativnog slaganja =99,4 %
UKkupno slaganje =98,7%
Interferentne supstance
Bilirubina i hemolize nemaju znacajan uticaj na test.
Datum revizije 21. jul 2022
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Upozorenja i mere opreza

Za in vitro dijagnostiCku upotrebu.

Upotreba i primena ovog testa je rezervisana samo za profesionalnu upotrebu. Molimo
vas da procitate odgovarajuce nacionalne i lokalne propise i zakone.

Ne sme se koristiti za unutrasnju upotrebu kod ljudi ili Zivotinja.

Ako reagensi dodu u kontakt sa ustima, ocima, ili kozom, odmah ih isperite velikom
kolicinom vode. Obratite se lekaru, ako je potrebno.

U slucaju kori$cenja staklene pipete, ne pipetirajte ustima, ve¢ Koristite sigurnosnu
pipetu.

Pazite da se ne iseCete aluminijumskim poklopcem kada ga budete uklanjali sa bocice.
R2: LAL reagens sadrzi materijale ljudskog porekla. Materijali su testirani i negativni su
na HBsAg, anti-HIV-1/HIV-2 antitela i anti-HCV antitela. Bududi da se rizik od infekcije ne
moZe iskljuciti sa sigurno$cu, proizvodi se moraju tretirati kao potencijalan bioloski otrov,
poput seruma pacijenata.

OdloZite reagense u skladu sa lokalnim ili nacionalnim propisima.

R1 reagens u testu za B-glukan sadrZi — 2-metilizotiazol-3(2H)-on CAS 2682-20-4
R2 reagens u testu za B-glukan sadrzi - 2-metilizotiazol-3(2H)-on CAS 2682-20-4

<Mere opreza za postupak>

Kao antikoagulans, heparin se preporucuje u slucaju (1— 3)-beta-D-glukan testa u plazmi.
Za odvajanje plazme centrifugiranjem, to treba uciniti izmedu 2-10 °C, 40 sek. pri brzini
od 3,000 rpm sa radijusom rotora od 10 cm, ili centrifugiranjem 10 minuta sa 150 g*.
*1.200 rpm sa radijusom rotora od 10 cm.

Vakumirana epruveta za prikupljanje krvi ne sme biti kontaminirana (1-3)-beta-D-
glukanom. Prikupljanje krvi treba vrsiti pazljivo da bi se izbegla kontaminacija (1-3)-
beta-D-glukanom.

Predtretiranje treba uraditi odmah nakon prikupljanja. DrZite uzorak u posudi bez
kontaminacije (1->3)-beta-D-glukanom i zamrznite na -80 °C da biste ga sacuvali, ako
analiza nije odmah moguca. Period Cuvanja je mesec dana

Obratite paznju na odredene temperature reakcije i vreme reakcije.

Ovaj test moZe biti kontaminiran opremom koja se koristi ili drugim kontaminacijama
nastalim pogre$nim rukovanjem. Odgovaraju¢u opremu treba Koristiti i treba posvetiti
paznju da bi se izbegla kontaminacija za vreme procesa.

Komercijalne vakumirane epruvete za prikupljanje krvi i vrhove ili staklenu opremu za
doziranje treba Koristiti nakon iskljucivanja kontaminacije (1— 3)-beta-D-glukanom.
Pazite da izbegnete kontaminaciju (1— 3)-beta-D-glukana tokom vrSenja testa.
BocCica se zatvara smanjenim pritiskom. Polako uklonite stoper da biste izbegli da
oduvate prah iz bocice.

Ne dodirujte niti viaZite dno LAL epruvete, jer se taj deo koristi za fotometrijsko merenje
toksimetrom.

Pre stavljanja LAL epruvete u toksimetar, uverite se da nema mehuri¢a u mesavini. U
slucaju da ima mehurica, uklonite mehurice tako $to Cete blago pomeriti dno epruvete.
Ako izmerena vrednost premasuje merljive opsege, razredite prethodno tretiranu
mesavinu sa razredivaCem uzorka beta-glukana, ponovite test i pomnozite dobijeni
rezultat sa faktorom razredenja.

Ako mesavina pokazuje znacajnu mutnocu, centrifugirajte predtretiranu meSavinu
brzinom od 3.000 rpm 20 minuta i Koristite supernatant kao predtretirani uzorak.

<Mere opreza za testove>

Cuvajte reagense pod odredenim uslovima. Nemojte koristiti reagense nakon isteka roka
naznacenog na etiketi svakog reagensa.

Nemojte koristiti reagense koji su zamrznuti greSkom. Takvi reagensi mogu dati lazne
rezultate.

Nakon otvaranja reagensa, preporucuje se da ih odmah iskoristite i nemojte ih Cuvati.
Nemojte koristiti posudice i druge materijale iz pakovanja u bilo koje druge svrhe.
Nemojte koristiti gore opisane reagense u bilo koju drugu svrhu osim u one koje su ovde
opisane.

Nemojte koristiti gore opisane reagense u bilo kom drugom postupku osim onom koji je
opisan u ovom dokumentu. Ucinak se ne moZe garantovati ako se reagensi koriste u
drugim postupcima.

Koristite instrumente u skladu sa uputstvima za upotrebu i pod odgovarajucim uslovima.
Konsultujte uputstvo instrumenta za detalje.

<Predostroznosti za odredivanje/rezultate i dijagnoza>

Neki uzorci mogu pokazati nespecificnu mutnocu tokom testa, koja moZe dati pogresne
rezultate. Potvrdite prisustvo ili odsustvo nespecificne mutnoCe vremenom reakcije ili
testom razredivanja, ako rezultat daje povoda za sumniju.

Uzorci pacijenata na dijalizi koji su tretirani membranama za dijalizu na bazi celuloze ili
pacijenata koji su tretirani lekovima baziranim na (1— 3)-beta-D-glukanu iz gljiva, kao Sto
su lentinan ili slicne supstance, mogu dati lazno pozitivne rezultate.

Koncentracija (1— 3)-beta-D-glukana mozZe se povecati kratkotrajno nakon operacije.
Visok nivo endotoksina moZe dati pozitivne greske.

Rezultate treba koristiti u vezi sa medicinskom procenom i simptomima pacijenata.

<Mere opreza pri odlaganju>

Odlaganje reagensa mora biti ucinjeno u skladu sa lokalnim ili nacionalnim propisima.
Sve uredaje, ukljucujuci reagense i bocCice reagenasa, koji dodu u kontakt sa uzorcima,
treba smatrati potencijalno zaraznim.

Datum revizije 21. jul 2022

Kontrola kvaliteta

Program kontrole kvaliteta se preporucuje za kliniCke laboratorije. Koris¢enje FUJIFILM
Wako LAL kontrolnog seta sa svakim testom se preporucuje za pracenje ucinka postupka.
Dobijene vrednosti za kontrolu treba / mora da budu u okviru +20 % od dodeljenih vrednosti.

Uslovi za Cuvanje

Proizvod

Uslovi za Cuvanje

B-Glucan Test R1: Pretreatment Solution

Cuvajte na temperaturi izmedu 2-10 °C

(beta-glukan test R1: rastvor za predtretman)

B-Glucan Test R2: LAL Reagent

Cuvajte na temperaturi izmedu 2-10 °C

(beta-glukan test R2: LAL reagens)
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Informacije o narucivanju

Sifra Proizvod Pakovanje

993-04201 B-Glucan Test R1: Pretreatment Solution 50 x 0,9 ml
(beta-glukan test R1: rastvor za predtretman)

997-04101 B-Glucan Test R2: LAL Reagent 50xza 0,2 ml
(beta-glukan test R2: LAL reagens)

995-04401 LAL Control (LAL kontrola)
R1: LAL Control (lyophilized) 10xza 0,5 ml
(R1: LAL kontrola (liofilizirana))
R2: Control dissolution buffer 10x2ml
(R2: kontrolni pufer za razredivanje)

999-04301 B-Glucan Sample Diluent 10x 0,9 ml
(Razredivac uzorka beta-glukana)

995-04901 Aluminum Cap 10 x 10 jedenica
(Aluminijumski poklopac)

995-05001 BC Tip EXT 100 vrhova
(BC nastavci EXT)

991-05101 BC Tip 1000-R 100 vrhova
(BC nastavci 1000-R)

993-04701 Toxinometer MT-6500 1 jedinica
(Toksimetar MT-6500)

999-04801 MT-6500 Extension Module 1 jedinica
(MT-6500 ekstenzivni modul)

993-03601 Thermostation TS 70/16 1 jedinica
(Termostanica TS 70/16)

998-22211 Cooling Station 1 jedinica
(Blok za hladenje)

Proizvod Pakovanje

LIMUSAVE MT-7500* 1 jedinica

LIMUSAVE MT-7500 Extension Module* 1 jedinica

LIMUSAVE MT-7500 THERMOSTATION TS-70/20* 1 jedinica

*proizvodac: FUJIFILM Corporation
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FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation

1-2, Doshomachi 3-Chome, Chuo-ku, Osaka 540-8605, Japan
Tel.: +81-6-6203-3749 - Fax: +81-6-6203-1917

URL: fujifilm.com/ffwk

FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH

Fuggerstr. 12, 41468 Neuss, Nemacka
Tel.: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
URL: wako-chemicals.de
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