FUJFILM

B-Glucan Test

Kineticka turbidimetricka metoda
Pro kvantitativni stanoveni B-glukanu v séru nebo plazmé

Pred pouzitim si dukladné prectéte tento navod!

q

Kaéd €. 997-04101

993-04201

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.

KdyZz 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 pomémého vztahu mezi
mnozstvim (1->3)-B-D-glukanu a dobou gelatinizace, jeZ je potiebnd k dosazeni stanovené
turbidity se zndmym mnozstvim (1->3)-B-D-glukanu.

(1-3)-B-D-glukan
{

Faktor G = Aktivovany faktor G
{
Proforma koagulacniho enzymu - Koagulacni enzym
)

Koagulogen — Koagulin
N
Gel

Cinidla a obsah
R1: Pretreatment Solution (Pfipravny roztok)

R2: LAL Reagent (Cinidlo LAL) (pro 0,2 ml)
(Limulus Amebocyte Lysate), kalibracni karta albuminu (lidsky), oteviraci pFipravek pertli.

Priprava Cinidla
R1: Pretreatment Solution (Pripravny roztok) pouZivejte tak, jak je dodavan. Po otevieni je
Cinidlo doporuceno okamzité spotfebovat. Neskladujte jej.

R2: LAL Reagent (Cinidio LAL) pouZivejte tak, jak je dodavano. Po otevFeni je Cinidlo
doporuceno okamzité 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 (vlastni idaje). 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 (1-3)-B-glukanu byla stanovena mérenim kalibratoru s
Cinidlem B-Glucan Test a FUJIFILM Wako 1st B-Glucan Standard. FUJIFILM Wako 1st 3-
Glucan Standard byl pFipraven pomoci lentinanu.

2) Pozadované materialy / pristroje, samostatné dostupné
« LIMUSAVE MT-7500
« TERMOSTANICE TS-70/20
« 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
« Cooling Station
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3) Pozadované materialy / pristroje, nedodavané
« Vortexovy mixér
« Pipeta
« Lednicka

4) Postup méreni
<Zadani kalibra¢nich tdajd>
Pomoci ctecky pripojené k pfistroji LIMUSAVE MT-7500 nebo Toxinometer MT-6500
zadejte kalibracni idaje naCtenim QR kodu vytisténého na kalibracni karté.
V pripadé selhani QR kodu Ize kalibracni daje vytiSténé na kalibracni karté zadat
rucné. Viz navod k obsluze pristroje.
<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 *

LAL Cinidlo vzorek pozitivni kontrola Negativni kontrola

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

Pomoci pristroje LIMUSAVE MT-7500, 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

<PouZiti pristroje LIMUSAVE MT-7500 nebo Toxinometer MT-6500>

1) Pfistroj LIMUSAVE MT-7500 nebo Toxinometer MT-6500 pfipravte podle provozniho
postupu v ndvodu 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 méficich jamek pfistroje
Toxinometer MT-6500.

5) Méreni se spusti automaticky po vioZeni lahvicky LAL.

6) Po dokonCeni testu zelena LED kontrolka zhasne.

7) Vysledek testu (1—3)-B-D-glukanu je ziskan podle doby gelatinizace (Tg) vzorku a
piloZenych kalibracnich (dajul. 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 nasledujici podminky:
Negativni kontrola: Negativni kontrola: Tg je 90 minut a vice. Rozpoustéci pufr pro
LAL Control musi byt pouZit jako negativni kontrola bez pravy vzorku.

Pozitivni kontrola: vypoctena hodnota z kalibraCnich Udaji 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 vys8i neZ zndma koncentrace, Ize predpokladat kontaminaci na
pristroji nebo za provozu. V takovych pripadech je treba provést opé&tovnou kontrolu.

Ocekavané hodnoty
Prahova hodnota: 7 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) Kdyz 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 % znamé
koncentrace.
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Presnost Presnost
[PFesnost v ramci jednoho pokusu] Presnost této metody byla urCena studii regenerace. ermittelt.

NiZe jsou uvedeny reprezentativni idaje o presnosti v ramci jednoho pokusu. Vysledky CV% pro <LIMUSAVE MT-7500>
kazdy vzorek plazmy mérené ve 21 opakovanich se pohybovaly v rozmezi od 1,5 do 4,7 %.

Plazmovy vzorek 1

<LIMUSAVE MT-7500> PFiddn  (pg/mi) 0,0 90,0 180,0 360,0
C. vzorku Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Méfeny 96 97,5 1825 3298
Pramér (pg/ml) 8,5 64,3 516,7 96 9238 1825 3164
SD (pg/ml) 0,13 1,71 13,69 95 90,6 1825 316,4
Cv (%) 1,5 27 2,6 primér (pg/ml) 9,6 936 182,5 3209
<Toxinometer MT-6500> Ziskany  (pg/ml) 84,0 172,9 311,3
C. vzorku Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Regenerace%» - 93,3 % 96,1 % 86,5 %
Pramér (pg/ml) 11,8 78,4 373,8 Plazmovy vzorek 2
SD (pg/mi) 0,40 2,83 17,55 PFidan  (pg/mi) 0,0 90,0 180,0 360,0
Cv (%) 34 36 47 Méfeny 732 176,7 250,1 4104
[lekové presnost] - o i ] 732 1711 250,1 410,4
mamamaaw
prumér (pg/ml) 72,5 173,0 250,1 416,9
TLIMUSAVE MT-7500> Ziskany  (pg/ml) 100,4 177,5 3443
C. vzorku _ Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Regenerace % - 116% 98.6 % 956 %
Celkovy prumér (pg/ml) 10,2 67,4 447,0
Celkova presnost SD (pg/ml) 0,6 33 27,6 Plazmovy vzorek 3
Celkové presnost CV (%) 54 49 6,2 Pfidin __ (pg/m) 00 90,0 180,0 360,0
. Méreny 188,7 291,8 375,2 521,6
<vToxmometer MT-6500> 1887 2918 3752 5216
C. vzorku _ Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 1825 2918 3752 5216
Celkovy prumér (pg/m) 106 741 3922 primér (pg/ml)  186,6 20138 3752 5216
Celkova’l ptesnost SD (pg/ml) 0,7 49 25,6 Ziskanj  (pg/ml) 1052 1886 3350
Celkova presnost CV (%) 64 66 65 Regenerace % - 1169%  1048%  931%
<Toxinometer MT-6500>
Plazmovy vzorek 1
Pfidan  (pg/ml) 0,0 75,0 150,0 300,0
Méreny 10,0 73,2 134,3 275,9
10,4 73,2 134,3 250,5
10,2 67,4 134,3 290,0
pramér (pg/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 73,2 144,6 239,0 378,2
73,2 139,6 228,2 400,2
71,2 139,3 228,2 378,2
praimér (pg/mi) 725 1411 2318 385,5
Ziskany  (pg/ml) 68,6 159,3 313,0
Regenerace % - 91,5 % 106,2 % 104,3 %
Plazmovy vzorek 3
PFidan  (pg/mi) 00 75,0 150,0 300,0
Méreny 191,3 250,5 357,8 478,1
191,3 250,5 338,9 4781
183,5 250,5 338,9 478,1
praimér (pg/mi) 188,7 250,5 3452 4781
Ziskany  (pg/ml) 61,8 156,5 289,4
Regenerace % - 82,4 % 104,3 % 96,5 %

Tempo regenerace (1-3)-B-D-glukanu je 81,5-116,9 % v rozmezich koncentrace, jeZ jsou
uvedena v tabulce vyse.
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Linearita

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

Korelace®™
Fungitell Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 127 3 130
WAKO Serum ozt —
Negativni 10 182 192
Celkem 137 185 322
Procento pozitivni =927%
shody Procento =984 %
Celkova shoda =96,0%
Fungitell Celkem
Pozitivni Negativni
WAKO Plasma Pozitivni 90 4 94
Negativni 1 64 65
Celkem 91 68 159
Procento pozitivni =989 %
shody Procento =941%
negativni shody =96,9 %
Toxinometer MT-6500 Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 215 5 220
LIMUSAVE MT-7500 ozl
Negativni 9 847 856
Celkem 224 852 1076
Procento pozitivni =96,0%
shody Procento =994 %
negativni shody =98,7%

Interferujici latky
Bilirubin a hemolyza nemaji na test vyznamny vliv.

Varovani a bezpecnostni opatieni

« 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 zviFat.

« Pokud Cinidla prijdou do styku s Usty, o¢ima nebo pokozkou, neprodiené je umyjte velkym
mnozstvim vody. V pfipadé potfeby se porad'te s Iékarem.

« Pokud pouzivate sklenéné pipety, nepipetujte Usty, ale pouZijte bezpecnostni pipetu.

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

« R2: LAL Reagent obsahuje materidly lidského pvodu. 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 potencidiné biologicky nebezpecnymi létkami, jako jsou séra pacient.

« Cinidla likvidujte podle mistnich nebo narodnich pFedpist.

Datum revize 21. Cervence 2022

Test B-glukanu R1 obsahuje nasledujici slozky klasifikované podle narizeni (ES) C.
1272/2008. Dbejte prosim bezpecnostniho listu!

Signalni slovo:
Vystrazné symboly:

varovani

Standardni véty
0 nebezpecnosti:

Pokyny pro bezpecné
zachazeni:

H317 o M0ze vyvolat alergickou kozni reakci.

P280.....o Pouzivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ochranné bryle/
oblicejovy Stit.

P303+P361+P353...... PRI STYKU S KUZi (nebo s viasy):

Veskeré kontaminované Casti odévu

okamzité svléknéte. Oplachnéte kizi

vodou (nebo osprchujte).

PRI expozici nebo podezieni na ni:

Vlyhledejte Iékar'skou pomoc/osetreni.

0Oznaceni pro nebezpecné slozky: .................. methylisothiazolinone
Test B-glukanu R2 obsahuje nasledujici slozky klasifikované podle narizeni (ES) C.
1272/2008. Dbejte prosim bezpecnostniho listu!

Doplrikovy varovani
pred nebezpecim:

P308+P313........cco

EUH210 ... Bezpecnostni list k dispozici na vyzadani.

<Opatieni tykajici se pouziti>

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

*1.200 otaCkach za minutu s polomérem rotoru 10 cm.

« Vakuova zkumavka pro odbér krve nesmi byt kontaminovana (1->3)-B-D-glukanem.
Odbér krve je tieba 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)-B-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 mGZe byt ovlivnén kontaminaci z pouZitého zafizeni nebo jinou kontaminaci
zptisobenou 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 tfeba pouzit komercni vakuové
zkumavky pro odbér krve a $piCky nebo sklenéna zarizeni pro davkovani.

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

- Lahvicka je zapertiovana za snizeného tlaku. Pomalu odstrante zatku, aby nedoSlo 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 vloZenim lahvicky LAL do pfistroje Toxinometer se presvédcte, zda smés
neobsahuje bubliny. Pokud jsou bubliny pFitomny, odved'te je poklepanim na spodni ¢ast
lahvicky.

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

« Pokud smés vykazuje v§znamnou turbiditu, upravenou smés centrifugujte pri otdckach
3.000 ot/min po dobu 20 minut a jako upraveny vzorek pouZzijte supernatant.

<Opateni pro testy> y

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

« Cinidlo, které bylo omylem zmrazeno, nepouZivejte. Takova Cinidla mohou ovlivnit
pravdivost vysledkd.

« Po otevieni je Cinidla doporuceno okamZité spotrebovat. Neskladuite je.

« Nadoby a jiné materialy v baleni nepouZivejte pro zadné jiné ucely.

« VysSe popsana cinidla nepouZzivejte pro jiné GcCely, 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 pristroji.
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<OpatFeni tykajici se stanoveni, vysledkt a diagnostiky>

. Ne&které vzorky pFi testu vykazuji nespecifickou turbiditu, coz mdze vést ke Spatnym
vysledkiim. 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 celulozovymi 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 mtize doCasné vzrust po operaci.

« Vysoka hladina endotoxinu mdze zpUsobit pozitivni chyby.

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

<Opatieni tykajici se likvidace>

- Cinidla museji byt likvidovéna podle mistnich nebo narodnich pFedpist.

« VSechna zafizeni, vCetné Cinidel a lahvi s Cinidly, ktera prichazeji do styku se vzorky, je
tfeba povazovat za potencialné infekcni.

Kontrola kvality

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

Podminky skladovani
Produkt

B-Glucan Test R1:
Pripravny roztok

B-Glucan Test R2:
LAL Reagent

Podminky skladovani
Skladujte v teplotnim rozmezi 2-10 °C

Skladuijte v teplotnim rozmezi 2-10 °C

Datum revize 21. Cervence 2022
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Informace pro objednani

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

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

R2: Control Dissolution Buffer 10x2ml
999-04301 B-Glucan Sample Diluent 10x 0,9 ml
995-04901 Aluminum Cap 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 MT-6500 Extension Module 1 jednotka
993-03601 Thermostation TS 70/16 1 jednotka
998-22211 Cooling Station 1 jednotka
Produkt Baleni
LIMUSAVE MT-7500* 1 jednotka
LIMUSAVE MT-7500 Extension Module* 1 jednotka
LIMUSAVE MT-7500 THERMOSTATION TS-70/20* 1 jednotka

*yrobce: FUJIFILM Corporation

u FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation

CZ (Homepage) 4

1-2, Doshomachi 3-Chome, Chuo-ku, Osaka 540-8605, Japonsko
Tel.: +81-6-6203-3749 - Fax: +81-6-6203-1917
URL: fujifilm.com/ffwk

FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH

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