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Este produto destina-se exclusivamente ao diagnéstico in vitro e a utilizagdo profissional.

1. Aplicacdo

O Fungitell STAT® é um ensaio colorimétrico a base de zimogénio de protéase, concebido para a

detegdo qualitativa de (1—3)-B-D-glucano em soro de pacientes com sintomas de infe¢ao fungica invasiva ou
com condigdes clinicas que predisponham os pacientes a tal infegdo. A concentragio sérica de (1—3)-p-D-
glucano, um importante componente da parede celular de varios fungos importantes do ponto de vista médico',
pode ser utilizada como auxiliar no diagnéstico de micoses profundas e fungemias®. Um resultado positivo ndo
indica o género do fungo que pode estar a causar a infegéo.

Os valores de indice de (1—3)-B-D-glucano devem ser utilizados em conjunto com outros procedimentos de diagndstico,

como culturas microbiologicas, exames histologicos de amostras de biopsias e exames radiologicos.

2. Resumo e explica¢io

Existe uma incidéncia crescente de infeg¢des fingicas por agentes patogénicos oportunistas, sobretudo em
pacientes imunocomprometidos®**. As doengas fungicas invasivas, como as infegdes oportunistas, sdo
frequentes em tumores malignos hematologicos e em pacientes com SIDA, e correspondem a um niimero
crescente de infe¢des nosocomiais, sobretudo em pacientes submetidos a transplantes de 6rgéos e outros
pacientes prescritos com tratamentos imunossupressores®’. Muitas doengas fingicas s3o adquiridas por inalagdo
de esporos flingicos provenientes do solo, detritos de plantas, sistemas de tratamento do ar e/ou superficies
expostas. Alguns fungos oportunistas estdo presentes no interior da pele ou na sua superficie, no trato intestinal
¢ nas membranas mucosas®’. O diagnostico de micoses e fungemias invasivas baseia-se normalmente em
técnicas ndo especificas de diagndstico ou radiologia. Recentemente, foram adicionados marcadores biologicos
de infegdes fingicas aos métodos de diagnostico disponiveis?.

Entre os agentes patogénicos fingicos oportunistas, estdo incluidos os seguintes: Candida spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr ium spp., Coccidioid.
capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum e Pneumocystis jirovecii. O (1—3)-B-D-glucano
produzido por estes e outros organismos pode ser detetado pelo ensaio Fungitell STAT®! 51011,

immitis, Hi:

3. Principio QD procedimento

O Fungitell STAT® (n.° de catilogo: FT007; Associates of Cape Cod, Inc.) é uma modificagdo da concegdo para
o formato do ensaio Fungitell® (n.° de catalogo: FT001; Associates of Cape Cod, Inc. ou ACC). O ensaio
Fungitell STAT® (dispositivo com a marca CE de 2019) foi desenvolvido para satisfazer a necessidade de um
unico formato de teste descartavel e de um tamanho de kit menor, em relagao ao formato de placa de 96 orificios
do ensaio Fungitell® (dispositivo predicado nos EUA, com a marca CE de 2008).

O ensaio Fungitell STAT® fornece uma medigdo qualitativa do (1—3)-B-D-glucano. O ensaio é baseado numa
modificagdo da via do lisado de amebocito de Limulus (LAL)'>'>'*'5, Figura 1. O Reagente Fungitell STAT® ¢
modificado para eliminar a reatividade das endotoxinas bacterianas e, portanto, reagir apenas ao
(1-3)-B-D-glucano através do lado da via mediado pelo fator G. O (1—3)-B-D-glucano ativa o fator G, um
zimogénio de protéase de serina. O fator G ativado converte a enzima de pro-coagulagio inativa na enzima de
coagulagdo ativa, que, por sua vez, cliva a paranitroanilida Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, criando um croméforo, a
paranitroanilina (pNA), que se absorve a 405 nm. O ensaio cinético Fungitell STAT® infracitado é baseado na
determinagdo da taxa de aumento da densidade otica produzida por uma amostra de soro de paciente. Esta taxa
¢é comparada com a taxa de aumento da densidade 6tica do Padrdo Fungitell STAT® Standard, para produzir um
indice. O Padrio Fungitell STAT® Standard é calibrado a 80 +/- 8 pg/ml, que é o valor-limite positivo para o
ensaio Fungitell®. Este valor de indice de amostra de soro de paciente é interpretado qualitativamente como um
resultado negativo, indeterminado ou positivo, de acordo com os intervalos de valores de indice fornecidos na
Tabela 1 abaixo apresentada.
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Figura 1. Via do lisado de amebécito de Limulus

Tabela 1. Intervalos do indice do Fungitell STAT®
Resultado Valor de indice
Negativo <0,74
Indeterminado 0,75a1,1
Positivo >1.2

4. Materiais fornecidos com o produto Fungitell STAT®
O produto Fungitell STAT® destina-se ao diagnéstico in vitro.

Os seguintes materiais fornecidos com cada produto sdo suficientes para um total de 10 reagdes (com base nos
10 tubos de Reagente Fungitell STAT®). Cada produto também contém cinco tubos de Padrdo
Fungitell STAT®.

1. Reagente Fungitell STAT®, um LAL especifico de (1—3)-B-D-glucano liofilizado (10 tubos)
O Reagente Fungitell STAT® é composto por lisado de amebocito de Limulus (ou seja,
por Limulidae), substrato colorimétrico de Boc-Leu-Gly-Arg-pNA e tampado Tris. Nao
contém proteinas de seres h ou de iferos. O R Fungitell STAT® esta
isento de niveis interferentes de (1—3)-ff-D-glucano.

2. O Padrio de Glucano Fungitell STAT® (cinco tubos), (1—3)-B-D-glucano liofilizado.
O Padréo de Glucano Fungitell STAT® é composto por D-lactose e (1—3)-p-D-glucano
derivado do extrato de levedura de Saccharomyces cerevisiae.

Controlo interno: A concentragao de (1—3) p-D-glucano do Padrdo Fungitell STAT” estd
calibrada para o valor-limite positivo do produto Fungitell” (predicado nos EUA, com a
marca CE de 2008) e em conformidade com um padrdo de referéncia interna. O Padrao
Fungitell STAT® contém uma quantidade conhecida de glucano. Os valores resultantes
estdo descritos na sec¢ao “Controlo da qualidade” e servem como controlo interno para
o0 ensaio Fungitell STAT".

3. Instrugdes de utilizagdo
4. Guia visual rapido
5. Materiais necessarios mas nio fornecidos

Nenhum material pode conter glucano interferente.

1. Agua de reagente de LAL* (frasco de 5,5 ml, catdlogo n.° W0051-10)

2. Solugao alcalina de pré-tratamento de 0,125 M de KOH ¢ 0,6 M de KCI* (frasco de 2,5 ml,
catalogo n.° APS51-5)

Pipetas com capacidade para administrar volumes de 20 a 200 pL e de 100 a 1000 pL
Pontas de pipetas* (250 pL, catalogo n.° PPT25, 1000 pL, catalogo n.° PPT10)

Pontas de pipetas longas* (20 a 200 pL, catalogo n.° TPT50)

Tubos de ensaio* para preparar amostras de pacientes ¢ combinar a solugdo de soro de
pré-tratamento. (12 x 75 mm, catalogo n.° TB240-5)

7. Leitor de tubos e software de ensaios cinéticos

a) PKFO08 Incubating 8-Well Tube Reader (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** com
Software Beta Glucan Analytics (BG Analytics®), Manual do Software BG Analytics®
e Protocolo de Verificagio do Sistema** BG Analytics® (BGA007, Associates of
Cape Cod, Inc.).

O dispositivo PKF08 e o software BG Analytics® sio fomecidos pela Associates of
Cape Cod, Inc. (catalogo n.° PKF08-PKG**). O PKF08-PKG foi validado para a
utilizagdo com o teste Fungitell STAT®. Qu...

b) Leitor de tubos de incubagéo (37 °C), capaz de ler a 405 ¢ 495 nm, com uma gama de
unidades de absorvéncia de pelo menos 0 a 1,0; em conjunto com um software de
ensaios cinéticos desenvolvido para computadores, capaz de analisar a cinética da
reagdo, assim como auxiliar na revisdo dos critérios listados na sec¢do “Controlo da
qualidade” das instrugdes de utilizagdo.

8. Tubos esterilizados, sem glucano, para a aliquotagem de amostras. Podem ser utilizados tubos
certificados como sendo isentos de RNAase, DNase ¢ pirogénios.
9. Parafilm®

3
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* Estes produtos, fornecidos pela Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), estdo certificados como isentos de niveis
de glucanos interferentes.

**[ possivel fazer o download dos manuais do utilizador a partir do website da ACC, nomeadamente:
www.acciusa.com.

6. Conservagio dos reagentes
. Conservar o kit tal como fornecido, a uma temperatura de 2 a 8 °C, ao abrigo da luz.
. O Reagente Fungitell STAT® e o Padrdo Fungitell STAT® foram produzidos para a utilizagdo

até uma hora apos a reconstituigao.

7. A Adverténcias e precaucdes

. Nao pipetar nenhum material com a boca. Nao fumar, comer nem beber nas areas de manuseamento
de amostras ou reagentes do kit.

. Cumprir os regulamentos de seguranga operacionais e locais.

. Usar luvas de prote¢do ao manusear amostras bioldgicas que possam ser infeciosas ou perigosas.

As mios enluvadas devem ser consideradas contaminadas em todos os momentos; manter as
maos enluvadas longe dos olhos, da boca e do nariz. Usar 6culos de prote¢do e uma mascara
cirfirgica se houver uma possibilidade de contaminagio por aerossois.

. Nao utilizar produtos com conteudo danificado.

. Eliminagao: Os residuos de produtos quimicos e preparagdes sdo geralmente considerados
perigosos. A eliminagdo deste tipo de residuo ¢ regulada por leis e regulamentos nacionais ¢
regionais. Entrar em contacto com as autoridades ou empresas de gestdo de residuos locais para
obter conselhos sobre a eliminagdo de residuos perigosos.

. E possivel fazer o download das fichas de dados de seguranca do Reagente Fungitell STAT®,
Padrio Fungitell STAT®, 4gua de reagente de LAL e solugio alcalina de pré-tratamento, a partir
do website da ACC, nomeadamente: www.acciusa.com.

7.1 Precaugées procedimentais

O ensaio Fungitell STAT® requer uma atengdo rigorosa a técnica e ao ambiente de realizagdo de testes. A formagio
profissional completa do técnico sobre 0 método de ensaio e as formas de evitar a contaminagao ¢ fundamental para
a eficacia do ensaio.

. Prepare um ambiente limpo onde realizar o ensaio.

. Ter em atengdo que o glucano, assim como a contaminagao por particulas fungicas provenientes
do corpo humano, vestuario, recipientes, 4gua e poeiras aéreas, pode interferir com o ensaio
Fungitell STAT®.

. Possiveis fontes de contaminagdo: materiais com celulose, como gazes, toalhetes de papel e
papelao, pipetas de vidro com tampdes de algoddo e pontas de pipetas com filtros de celulose.
As ligaduras de gaze e compressas cirirgicas também podem segregar grandes quantidades de
(1—3)-B-D-glucano?'*2, Em relagdio a outras fontes de contaminagdo relacionadas com o doente,
consultar a secgdo “Limitagdes” do teste.

. Usar imediatamente os frascos abertos com uma solugdo alcalina de pré-tratamento e agua de
reagente de LAL e ndo voltar a usar estes materiais caso haja receio de contaminagao.
. O Reagente Fungitell STAT® e o Padrio Fungitell STAT® sdo langados no mercado como um

lote emparelhado. Por este motivo, ndo se deve usar nenhum componente do Reagente Fungitell
STAT" e Padrdo Fungitell STAT® de outros lotes de produtos. Portanto, é recomendéavel
eliminar quaisquer produtos restantes de Padrdo Fungitell STAT®, quando todos os tubos de
Reagente Fungitell STAT® contidos num pacote tiverem sido usados.

. Nao utilizar reagentes apds o fim do prazo de validade.

7.2

7.3

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Manuseamento de amostras

. A colheita de sangue e a preparagio de soro devem ser realizadas de acordo com os regulamentos
locais aplicaveis. Colheita de amostras: As amostras de sangue podem ser colhidas em tubos de
preparagdo de soro ou tubos com separador de soro (SST) esterilizados, para a preparagio do soro.

. Conservagdo de amostras: As amostras de soro podem ser conservadas a uma temperatura de 2 a
8 °C por um periodo de até 15 dias, ou congeladas a -20 °C por até 27 dias ou a -80 °C por até
4 anos.

. Rotulagem de amostras: As amostras devem ser rotuladas de forma clara, em conformidade com

as praticas aprovadas pela instituigdo médica (laboratorio).

Observagoes sobre a realizagio de testes:

. Respeitar as boas praticas laboratoriais de acordo com os regulamentos locais. Este ensaio ¢
sensivel a contaminagdo e a inexatidao da pipetagem.
. Para assegurar a seguranga do operador enquanto este trabalha com amostras de soro, ¢ para

reduzir o potencial de contaminagdo do ambiente por (1—3)-B-D-glucano durante o processo,
recomenda-se trabalhar numa camara de seguranga biologica.

. Para reduzir os movimentos desnecessarios de frascos de vidro dentro e fora da cimara de
seguranga bioldgica, recomenda-se transportar o agitador dentro da cdmara de seguranga
bioldgica (desde que o fluxo de ar critico seja mantido).

. Recomenda-se utilizar pontas de pipetas longas para ajudar a evitar a contaminagao cruzada
entre frascos.
. O Padro Fungitell STAT® (tampa vermelha e rtulo de linha vermelha) deve ser sempre

processado nas mesmas condigdes ¢ a0 mesmo tempo que a(s) amostra(s) do(s) paciente(s) no
decorrer de uma sequéncia. Isto ¢ fundamental, visto que o resultado do ensaio ¢ um indice
(amostra/padrao) das taxas de reagdo cinética (ou declives, OD/segundo) a partir da amostra do
paciente e do Padrdo Fungitell STAT®.

. Recomenda-se utilizar suportes de tubos separados durante o procedimento; um para os tubos
de preparagdo de amostras e um para os tubos de reagentes, para evitar confusio e contaminagio
cruzada.

. Recomenda-se colocar o Padrdo Fungitell STAT® numa posigdo definida e consistente dentro

do suporte de tubos, da incubadora e do leitor. No leitor PKFO08, utilizar o primeiro orificio a
esquerda, rotulado de “Standard”.

. No final de cada passo da mistura, confirmar visualmente que a solugéo esta misturada de forma
homogénea.
Procedimento

O produto Fungitell STAT® contém um Guia visual répido com ilustragdes e um resumo das
funcionalidades do instrumento PKF08 e do software BG Analytics®.

Os seguintes procedimentos ja estdo predefinidos ao utilizar o dispositivo PKFO08 ¢ o software

BG Analytics”™: Configuragdo do dispositivo, avaliagio dos resultados e controlo da qualidade.

Para obter mais informagdes, consultar o Manual do Utilizador do BG Analytics® Software ou entrar em
contacto com o fabricante.

Configuragdo do instrumento e programacdo de testes
8.1.1 Ao utilizar o instrumento PKF08 com o software BG Analytics®, fazer o seguinte:

Ligar o dispositivo e seguir as instrugdes do software BG Analytics”. Para obter informagdes detalhadas,
consultar 0 manual do BG Analytics®.

8.1.2 Ao utilizar outro instrumento e software, as seguintes condi¢des deverdo ser cumpridas:
O instrumento deve ser capaz de alcangar e manter uma temperatura de 37 °C + 1 °C.

O instrumento ¢ o software devem ser capazes de ler a densidade 6tica ao longo do tempo
(modo cinético) em dois comprimentos de ondas. Especificamente, estes comprimentos
de ondas devem ser configurados para 405 e 495 nm.

op

c. Configurar o modo cinético para um comprimento de leitura de 40 minutos (2400 segundos).
Configurar o intervalo de leitura cinética para o minimo permitido pelo software/instrumento.

d. A medigdo deve ser iniciada imediatamente apds a insergdo da amostra.

e. Consultar o manual do software para determinar como calcular uma medigdo da taxa

(declive) a partir do conjunto de dados. Para efeitos deste teste, isto ¢ geralmente alcangado
através da execugdo de uma regressao linear com os dados cinéticos durante o periodo de
tempo sugerido. Configurar o célculo da regressao linear para ser executado durante o
intervalo de 1900 a 2400 segundos, utilizando a fungdo “Slice” (Dividir) do software.

Rotulagem de tubos
a. Rotular um tubo vazio para cada amostra de soro de paciente a ser testada.
b. Rotular um tubo de Reagente Fungitell STAT® para cada amostra de soro de paciente a ser testada.

c.  Rotular um tubo de Reagente Fungitell STAT® para o Padrio Fungitell STAT®.

Preparagio de amostras de soro de pacientes

a. Misturar as amostras do paciente no agitador por pelo menos 20 segundos para assegurar a
homogeneidade.

Observagio: O processo de congelagao pode produzir a heterogeneidade da amostra devido a
abstragao da dgua do cristal de gelo crescente, excluindo assim os solutos.

b. Adicionar a amostra de soro do paciente e a solugdo alcalina de pré-tratamento numa proporgao
de 1:4 no correspondente tubo vazio rotulado. Os volumes recomendados sdo de 50 pL de
amostra de paciente e 200 pL de solugdo alcalina de pré-tratamento.

Observagio: A solugao alcalina de pré-tratamento converte glucanos de tripla hélice em
glucanos de cadeia simples™!* os quais sio mais reativos no ensaio. Além disso, o pH alcalino
serve para inativar as proteases e inibidores séricos que podem interferir com o ensaio®”.

c. Misturar no agitador durante 15 segundos e tapar.

Preparacio do Padrio Fungitell STAT®
Observagiio: Cada produto (conjunto de Padrdo Fungitell STAT® e Reagente Fungitell STAT")
é testado e lan¢ado no mercado de forma independente. Desta forma, é importante utilizar os
volumes de reconstituigdo e a solugdo alcalina de pré-tratamento especificos do niimero do lote.
Estes podem ser encontrados no rétulo do pacote do Padréio Fungitell STAT®, no certificado de
analise do produto Fungitell STAT*, e no website da ACC. Recomendagdo: Antes de iniciar o
teste, anotar estas informagées no guia visual rapido fornecido.

a. Reconstituir um frasco de Padrdo Fungitell STAT® com o volume especifico do niimero do lote
de agua de reagente de LAL e misturar no agitador durante 15 segundos.

b. Adicionar o volume de solugéo alcalina de pré-tratamento especifico do numero do lote.
Misturar no agitador durante 15 segundos ¢ tapar.

Incubagao de pré-tratamento no leitor de tubos

Incubar os tubos de amostras de pacientes (do passo 8.3) e o frasco de Padrdo Fungitell STAT® (do passo 8.4)
durante 10 minutos, a 37 °C.

Observagao: Ao utilizar o instrumento PKFO08, durante a insergdo de um tubo num orificio,
um indicador muda a cor de vermelho para verde. Empurrar completamente o tubo
até o indicador ficar verde.

A Atengdo: os tubos sdo frageis. Em caso de penetragdo de fragmentos de vidro ¢
liquidos numa estagdo de medigao do PKF08, entrar em contacto com o
departamento de assisténcia técnica da Associates of Cape Cod, Inc.

8.6  Preparacio de tubos de Reagente Fungitell STAT®

a. Reconstituir cada um dos frascos de Reagente Fungitell STAT® (rotulados no passo 8.2 acima
apresentado) com 300 pL de agua de reagente de LAL.
b. Misturar suavemente no agitador por ndo mais de cinco segundos.

Observagiio: O Reagente Fungitell STAT® contém diversas proteinas ativas necessarias para o
da-se lidar cuidad. com a solugdo. Recomenda-se uma configuragdo
maxima de 2000 RPM para qualquer agitador. Nao agitar demais.
c. No final da pré-incubagdo:
. Transferir 75 pL de cada solug@o de amostra de soro de paciente para o tubo de Reagente
Fungitell STAT® correspondente.
. Transferir 75 uL de Padrdo Fungitell STAT® para o tubo de Reagente Fungitell STAT®
correspondente.
. Misturar todos os tubos no agitador por ndo mais de cinco segundos e tapar.

ensaio e rec

8.7  Iniciar a sequéncia

a. Inserir os tubos no leitor de tubos, confirmando que cada um esta no orificio correto.
b. Comegar a leitura cinética por um periodo de 40 minutos, a 37 °C.
9 Cilculo dos resultados

9.1 Principio da medi¢io

Os resultados do teste Fungitell STAT® devem ser utilizados como auxiliares no diagnostico de infegdes
fangicas invasivas. As taxas predefinidas da amostra do paciente e do Fungitell STAT" sdo derivadas do
calculo do declive (taxa) entre 1900 e 2400, a partir dos resultados de 405 a 495 nm de OD Delta. Os resultados
do indice Fungitell STAT® sdo obtidos a partir da divisdo do declive da amostra do paciente pelo declive do
Padrdo Fungitell STAT® (visualizar a Figura 2).
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Figura 2. Exemplos de curvas cinéticas e analises de dados do Fungitell STAT®

A regido destacada a cinzento ¢ a area da determinagdo do declive (1900 a 2400 segundos),

a linha solida € representa uma amostra de paciente e a linha tracejada ¢ o Padrao

Fungitell STAT®. O declive da amostra (isto ¢, 0,00022 OD/s) dividido pelo declive do Padrio
Fungitell STAT® (ou seja, 0,00016 OD/s) resulta num indice de 1,4 para a amostra.

9.2 Durante a utilizacio do PKF08 com o software BG Analytics®:

a. A revisdo dos critérios de qualidade ¢ realizada automaticamente pelo software. O resultado
¢ apresentado no relatério final.

b. Para as sequéncias de testes validos, o software BG Analytics® determina um valor de indice para
cada amostra, ou atribui 4 amostra um resultado negativo ou positivo evidente.

c. Se o software apresentar quaisquer indicagdes de parametros invalidos na avaliagdo de resultados,

seguir as instrugdes descritas no manual do software BG Analytics®.

9.3 Durante a utiliza¢do de outro software:
Verificar se todos os critérios de controlo da qualidade sdo cumpridos.

10. Controlo da qualidade

A seguir, esto listados os critérios de controlo da qualidade para o Padrio Fungitell STAT® e os resultados da

amostra de soro do paciente, incluindo exemplos de formas de curvas cinéticas previstas. Estes critérios de

controlo da qualidade foram validados durante os estudos apresentados na sec¢éo “Funcionalidades de

desempenho”.

. Para todos os numeros de orificios, confirmar a atribui¢ao do niimero da amostra de Padrao
Fungitell STAT®

. Para o resultado do Padrio F itell STAT®,
1. O coeficiente de correlagdo (r) tem de ser > 0,980 ¢
2. o declive tem de estar dentro do intervalo do declive previsto de 0,00010 a 0,00024 OD/segundo.

Se o resultado do Padrdo Fungitell STAT® ndo cumprir os critérios n.° 1 e n.° 2, a sequéncia serd invalida
e todas as amostras deverdo ser novamente preparadas e testadas.

. Para todos os resultados da amostra do paciente, fazer o seguinte:
A. Determinar se o resultado pode estar fora do intervalo de medi¢io do teste
> O resultado estara provavelmente fora do intervalo no lado positivo se:

- ainterse¢do Y for positiva e
- a curva cinética ultrapassar 0,4 OD antes de 1000 segundos.
> O resultado estara provavelmente fora do intervalo no lado negativo se:

- a curva cinética for positiva apds 500 segundos e

- tiver uma OD > 0,00 ¢ < 0,07 no final do teste.
Se o resultado da amostra cumprir ambos os critérios para o resultado fora do intervalo no lado positivo
ou negativo, os critérios gerais de controlo da qualidade abaixo descritos ndo precisardo de ser
cumpridos, e o valor do indice ndo deverd ser calculado. Todos os resultados fora do intervalo no lado
positivo devem ser comunicados como “positivos” e todos os resultados fora do intervalo no lado
negativo devem ser comunicados como “negativos”.

B. Se os critérios acima descritos nio se aplicarem, verificar os critérios gerais de controlo da
qualidade:
1. A curva cinética tem de ser positiva apds 500 segundos;
2. A curva cinética tem de ter um OD > 0,00 no final do teste;
3. O declive deve ser numericamente positivo;
4. O coeficiente de correlagdo (r) tem de ser > 0,980 ¢
5. A curva cinética deve ter uma forma de curva ascendente crescente, consistente com os

exemplos apresentados na Figura 3.
Se o resultado da amostra ndo cumprir os critérios gerais de controlo da qualidade n.° 1, 3-5, o
resultado da amostra serd invilido e a amostra deverd ser testada novamente. Alternativamente,
deve-se utilizar um método diferente.
Se o resultado da amostra ndo cumpre os critérios de controlo da qualidade n.” 2, isto sugere que o
sinal da amostra é baixo. Neste caso, o utilizador deve rever cuidadosamente a curva fornecida no
respetivo contexto e determinar a validade dos resultados com base no sistema de qualidade interna do
laboratério.
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Figura 3. Exemplos de formas de curvas cinéticas adequadas
As curvas cinéticas devem ter uma forma de curva ascendente crescente, como nos exemplos
acima ilustrados. Os exemplos de amostras aqui apresentados sdo de todo o intervalo do indice
do ensaio Fungitell STAT®. Utilizar estes exemplos para rever os critérios de qualidade.

Observacio:
1.

2.

Cada utilizador do teste deve estabelecer um programa de controlo da qualidade para assegurar a
proficiéncia no desempenho do teste, de acordo com os regulamentos aplicaveis a sua localizagao.
Recomenda-se testar amostras de controlo sérico (negativo, proximo do valor-limite ou
fortemente positivo) no contexto de verificagdes laboratoriais adicionais e das boas praticas
laboratoriais. Estes ndo estdo incluidos no kit Fungitell STAT®.

11. Interpretacio dos resultados

Resultado negativo

Os valores de indice < 0,74 sdo interpretados como resultados negativos.

O laboratério a realizar o teste deve informar o médico que solicitou o teste de que nem todas as
infe¢des fungicas produzem niveis elevados de (1—3)-B-D-glucano no soro. Alguns fungos,
como os do género Cryptococcus'®!”, produzem niveis muito baixos de (1—3)-B-D-glucano.
Nao se conhece qualquer atividade de produgao de (1—3)-p-D-glucano por Mucorales, como
Absidia, Mucor e Rhizopus™'". De igual modo, o Blastomyces dermatitidis, na sua fase de
levedura, produz pouco (1—3)-B-D-glucano, ¢ os pacientes com blastomicose normalmente tém
niveis indetetaveis de (1—3)-B-D-glucano no ensaio Fungitell STAT®'S,

Resultado indeterminado

Os valores de indice de 0,75 a 1,1 sdo considerados inconclusivos (equivocos). Recomenda-se
uma nova colheita e teste de soro. A colheita e o teste de amostras frequentes melhoram a
utilidade do diagndstico.

Resultado positivo

Os valores de indice > 1,2 sdo interpretados como um resultado positivo. Um resultado positivo
significa que se detetou (1—3)-B-D-glucano. Um resultado positivo ndo define a presenca de
doengas e deve ser utilizado em conjunto com outros resultados clinicos para se estabelecer um
diagnostico.

12. Limitagdes do teste

As localizagdes da infegdo fungica nos tecidos’, a encapsulagio e a quantidade de (1—3)-B-D-glucano
produzida por determinados fungos podem afetar a concentragdo deste analito no soro. A capacidade
reduzida de contribuigdo de (1—3)-B-D-glucano para a corrente sanguinea pode reduzir a capacidade de
detecdo de determinadas infegdes fingicas.

Alguns individuos tém valores de indice de (1—3)-B-D-glucano que se situam na zona
indeterminada. Nestes casos, recomenda-se um teste de vigilancia adicional.

A frequéncia de realizagdo de testes ao doente dependera do risco relativo de infe¢ao fungica.

Recomendam-se taxas de colheita de amostras de pelo menos duas a trés vezes por semana nos
doentes em risco.

Observaram-se resultados positivos em doentes hemodialisados'****, participantes tratados com
determinados derivados de sangue fracionado, como albumina e imunoglobulinas séricas>*?* e
em amostras ou participantes expostos a gazes e compressas cirargicas que continham glucano.

Apds a exposigdo cirirgica a compressas e gazes com (1—3)-B-D-glucano, os doentes

necessitam de trés a quatro dias para a reposico dos niveis iniciais de (1—3)-B-D-glucano no
soro®'?2. Da mesma forma, o momento da colheita de amostras a doentes cirtirgicos deve ter este

fator em consideragao.

As amostras obtidas por métodos de picada no calcanhar ou dedo sdo inaceitaveis, uma vez que

foi demonstrado que a compressa com alcool utilizada para preparar o local (e, potencialmente,

a acumulagdo de sangue na superficie da pele) contamina as amostras. Nos estudos realizados até
a data, ndo se observaram diferengas entre as amostras obtidas por colheitas em linha ou por
venopungio®>*,

Os niveis de teste foram estabelecidos em participantes adultos. Estao a ser investigados os
niveis normais e limite para bebés e pacientes pediatricos®.

13. Caracteristicas do desempenho

13.1 Valores previstos

Sensibilidade e especificidade diagnésticas do método de referéncia do ensaio Fungitell®
Um estudo potencialmente prospetivo, realizado para determinar a sensibilidade e especificidade
diagnésticas do ensaio Fungitell® (predicado nos EUA, com a marca CE de 2008), demonstrou que
os valores de (1—3) B-D-glucano aumentam em varias infegdes fingicas. Quando surgem sinais e
sintomas a um nivel de 80 pg/ml ou superior, o valor preditivo de que o participante ¢ positivo para
uma infegdo fingica varia entre 74,4 ¢ 91,7 por cento. Na auséncia de sinais e sintomas em niveis
inferiores a 60 pg/ml, os valores preditivos negativos variaram de 65,1 a 85,1 por cento®.

Determinacio dos valores-limite do Fungitell STAT®

Para efeitos deste estudo, para a realizagio de testes Fungitell”, utilizaram-se amostras

de soro de pacientes, congeladas e ndo identificadas, recebidas na

Beacon Diagnostics Laboratory, Inc., colhidas com o objetivo de realizar os cuidados
clinicos de rotina da populagdo prevista. A Beacon Diagnostics Laboratory, Inc. ¢ um
laboratorio licenciado com a designagdo Clinical Laboratory Improvement Amendments
(CLIA), pertencente a Associates of Cape Cod (ACC). No estudo realizado, foi incluida uma
populagao de 93 amostras de soro de pacientes, ndo identificadas, com concentragdes de
(1—3)-B-D-glucano distribuidas por todo o intervalo da curva de 31 a 500 pg/ml do Padrdo
Fungitell®. A avaliagdo dos valores-limite do Fungitell STAT® seguiu a analise das curvas
ROC (curvas caracteristicas da operagio do recetor)*. Os resultados indicaram que os valores
de indice de B-glucano > 1,2 do Fungitell STAT® devem ser interpretados como um resultado
positivo no alinhamento com os valores-limite de 80 pg/ml do produto Fungitell®, enquanto os
valores de indice < 0,74 devem ser interpretados como um resultado negativo no alinhamento
com o valor-limite de 60 pg/ml do produto Fungitell®. Estes valores-limite foram validados

como parte do estudo de comparagdo de métodos e de calculo do acordo de percentagem
negativa e do acordo de percentagem positiva abaixo apresentados.

13.2. Estudo de comparagio de métodos

De forma semelhante ao estudo dos valores-limite, mas utilizando um conjunto diferente de amostras, para efeitos
de comparagdo de métodos no decorrer deste estudo, foram utilizadas 488 amostras de soro de pacientes,
congeladas e ndo identificadas, também com concentragdes de (1—3)-B-D-glucano distribuidas por todo o
intervalo da curva de 31 a 500 pg/ml do Padrio Fungitell**. Estes incluiram 309 amostras que se situaram dentro
da zona negativa dos resultados do teste Fungitell®, 143 amostras que se situaram dentro da zona positiva do
Fungitell® e 36 amostras que se situaram dentro da zona indeterminada do Fungitell® (Tabela 2). Todas as
amostras foram testadas com os ensaios Fungitell STAT® e Fungitell® durante este estudo. Quando as amostras
situadas na zona indeterminada do Fungitell STAT® foram excluidas da analise, havia 290 amostras restantes
para a analise do acordo de percentagem negativa e 119 amostras restantes para a andlise do acordo de
percentagem positiva.

Tabela 2. Desempenho do Fungitell STAT® em paragio com o F 1®
Fungitell®
Negativo Indeterminado Positivo Total
Fungitell Negativo 283 17 1 301 (61,7%)
STAT®
Indeterminado 19 17 24 60 (12,3%)
Positivo 7 2 118 127 (26,0%)
Total 309 (63,3%) 36 (7,4%) 143 (29,3%) 488 (100%)
NPA: 97,6%* PPA: 99,2%*
(283/290) (118/119)
95% de CI: 95% de CI:
(95.4,99.9) (95.4,99.9)

*Resultados indeterminados (isto é, equivocos) ndo incluidos na andlise; se todos os resultados indeterminados
forem considerados resultados discordantes (por exemplo, falsos positivos ou falsos negativos), o desempenho
serd o seguinte: PPA - 73,8% (118/160), 95% de CI: (66,4%, 80,0%); NPA - 91,0% (283/311), 95% de

CI: (87,3%, 93,7%)

. Acordo de percentagem negativa
Duzentas ¢ oitenta e trés (283) das duzentas e noventa (290) amostras que apresentaram resultados
negativos, quando testadas com o dispositivo Fungitell®, também apresentaram resultados
negativos com o ensaio Fungitell STAT®. O acordo de percentagem negativa calculado (NPA)
com o método Fungitell® foi de 97,6% (intervalo de confianga de 95%: 95,4%, 99,9%) (tabela 2)

. Acordo de percentagem positiva
Cento e dezoito (118) das 119 amostras que apresentaram resultados positivos, quando testadas
com o dispositivo Fungitell®, também apresentaram resultados positivos com o ensaio
Fungitell STAT®. O acordo de percentagem positiva calculado (PPA) com o método Fungitell®
foi de 99,2% (intervalo de confianga de 95%: 95,4%, 99,9%) (tabela 2).

. Medicéo do intervalo, linearidade e precisio
Os resultados do indice variaram de aproximadamente 0,4 a 3,5; abrangendo toda a curva padrido
(31 a 500 pg/ml) do Fungitell®. A correlagdo linear entre a concentragio do Fungitell® e os
resultados do indice do Fungitell STAT® foi de 0,92 (intervalo de confianga de 95%: 89,.9% e
93,6%).

13.3 Estudo interlaboratorial analitico

O Fungitell STAT® foi avaliado em termos de precisio (isto ¢, a capacidade de repetigo e reprodugio), sensibilidade
analitica e especificidade analitica, através da introdugéo de (1—3)-B-D-glucano de Saccharomyces cerevisiae em
soro humano, a fim de produzir um painel de cinco membros composto por uma amostra negativa baixa, uma amostra
negativa alta (ligeiramente inferior ao valor-limite inferior de 0,74), uma amostra indeterminada (equivoca), uma
amostra positiva baixa (ligeiramente superior ao valor-limite superior de 1,2) e uma amostra positiva alta (~ 2x superior
ao valor-limite superior de 1,2). O painel foi distribuido por trés laboratorios CLIA para realizar testes com o ensaio
Fungitell STAT®. Cada laboratorio fomeceu 150 pontos de dados (ou seja, cinco amostras x triplo por sequéncia x
dois operadores a realizar uma sequéncia por diax cinco dias), perfazendo um total de 450 pontos de dados, incluindo
30 sequéncias (por outras palavras, ensaios) e 90 pontos de dados por amostra (isto ¢, membro de painel). Os valores
médios do indice do estudo, apresentados na Tabela 3 disponivel a seguir, sdo derivados dos dados fomecidos pelos
trés laboratérios. A coluna “Percentagem positiva” representa a percentagem de amostras para um determinado
membro de painel que ficou situado dentro da zona positiva. Entre todos os trés laboratorios, os resultados percentuais
positivos foram de 1,1% para a amostra negativa baixa, 0% para a amostra negativa alta, 3,3% para a amostra
indeterminada, 96,7% para a amostra positiva baixa e 100% para as amostras positivas altas.

Tabela 3. Estudo interlaboratorial analitico
Especificidade analitica

Percentagem positiva (verdadeiro negativo) e
Membro de indice Desvio (nimero positivo / sensibilidade analitica
painel médio padrio | % do CV niimero testado) (verdadeiro positivo)
Negativo baixo 0,55 0,10 20,4% 1,1% (1/90) 89/90 Verdadeiro negativo
Negativo alto 0,75 0,08 11,1% 0% (0/90) 90/90 Verdadeiro negativo
Indeterminado 0,94 0,10 11,1% 3,3% (3/90) 87/90 Nio positivo
Positivo baixo 1,6 0,30 18,7% 96,7% (87/90) 87/90 Verdadeiro positivo
Positivo alto 2,6 0,40 15,4% 100% (90/90) 90/90 Verdadeiro positivo

Tal como indicado na tabela 3, a variagdo entre ensaios (isto ¢, a percentagem do coeficiente de variagao) variou
entre 11 e 20,4 por cento, e serviu como uma medida de reprodutibilidade. A variagdo entre ensaios variou de
0,4 a 26,8 por cento, e serviu como uma medida de repetigao. A distribuigdo do intervalo de percentagens do
coeficiente de variagdo entre os ensaios estd abaixo apresentada na Figura 4. Em geral, 94% dos valores do
coeficiente de variagao foram de 10% ou menos, e 75% dos valores do coeficiente de variagio foram de 6% ou
menos.

% Valores de % do CV

I O T P T R R N S N P I
Intervalo de % do CV

Figura 4. Distribui¢iio dos valores de percentagem do coeficiente de variaciio entre os ensaios

13.4 Veracidade

Para cada lote do produto Fungitell STAT®, a concentragio de (1—3)-B-D-glucano do Padrdo Fungitell STAT®
esta calibrada para 80 +/- 8 pg/ml, utilizando o método de referéncia do Fungitell® e em contraste com um
padrio de referéncia interna de (1—3)-B-D-glucano.

13.5 Substincias interferentes
As seguintes condigdes de amostra podem interferir com a precisdo de um resultado no ensaio Fungitell STAT®:

. As amostras descoradas ou turvas, como as amostras demasiado hemolisadas, lipémicas ou com
bilirrubina excessiva, podem provocar uma interferéncia dtica com o ensaio. Se tais amostras
forem testadas, os resultados dos testes deverdo ser examinados pela existéncia de evidéncias
de interferéncia o6tica e/ou padrdes cinéticos invulgares.

. Os niveis elevados de imunoglobulina G, como aqueles que podem existir no soro devido a
presenca de um mieloma multiplo, podem causar precipitagdo na mistura de reagdo apos a adigao
de Fungitell STAT® ao soro pré-tratado™.

. Quando estas informagdes foram redigidas, nao foi descrito nenhum fator de ativagao G
(elemento de detecio de (1-3)-B-glucano) pelo Reagente Fungitell®, para além de
(1-3)-B-glucano. Em alguns estudos em que foram feitas asser¢des de reatividade cruzada,

o tratamento do suposto material de ativagdo com (1—3)-B-glucanase purificada eliminou

o sinal, demonstrando que a ativagdo observada tinha ocorrido por causa de (1-3)-B-glucano
contaminante'?. A contaminagdo com serina proteases também pode resultar na libertagio de
para-nitroanilina nas misturas de reagdo do Fungitell®, mas estas sdo desativadas como parte do
processo de pré-tratamento.

14. Meta-analises

Além disso, foram publicados inimeros estudos revistos por pares sobre o tema do suporte baseado
em evidéncias do (1—3)-B-D-glucano em soro no diagndstico de doengas fungicas invasivas, incluindo
meta-analises do desempenho do diagnostico™? 333 35,36,37, 38,39,

15. Legenda dos simbolos
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16. Mandatarios

Observacio: qualquer incidente grave que ocorra em relagéo ao dispositivo deve ser comunicado ao fabricante
¢ a autoridade competente do Estado-membro em que o utilizador e/ou paciente reside.

17. Informacdes de contacto
Sede da empresa
Associates of Cape Cod, Inc., 124 Bernard E. Saint Jean Drive
East Falmouth, MA 02536-4445 EUA
Tel: (888) 395-2221 ou (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com, www.acciusa.com
Reino Unido
Associates of Cape Cod Int’l., Inc., Deacon Park, Moorgate Road
Knowsley, Liverpool L33 7RX, Reino Unido
Tel: (44) 151-547-7444, Fax: (44) 151-547-7400
E-mail: info@acciuk.co.uk, www.acciuk.co.uk
Europa
Associates of Cape Cod Europe GmbH, Opelstrasse 14, D-64546 Morfelden-Walldorf, Alemanha
Tel: (49) 61 05-96 10 0, Fax: (49) 61 05-96 10 15, E-mail: service@acciusa.de, www.acciusa.de

18. Historial de revisoes

Rev 1-3: Foram adicionados o niimero de catalogo PKF08-PKG e as respetivas instrugdes; detalhes sobre o Padrao
Fungitell STAT® como meio de controlo intemo, informagdes de contacto, esclarecimentos e formatagdo. Critérios
gerais de controlo da qualidade n.° 3. Foram adicionados dados sobre a estabilidade da amostra e foi realizada a
determinagdo do valor-limite; secgdes “Medigdo do intervalo, linearidade e precisdo” e “Veracidade”.

Rev 4: Alteragdo do mandatério na CE, alteragdo do valor 0,03 para 0,00 na sec¢do de controlo de qualidade e
alteragdes menores para clarificagdo.

Rev 5: Removido REP CE Emergo Europe.
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