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I:E Névod k pouziti ve vasem jazyce vyhledejte na www.acciusa.com.
Tento produkt je urcen pouze pro diagnostické pouziti in vitro a pro profesiondlni pouZiti.

1. Urdéené pouZiti

Test Fungitell” je kolorimetricky test zalozeny na proteazovém zymogenu pro kvalitativni
detekei (1—3)-B-D-glukanu v séru pacienti, ktefi maji pfiznaky invazivni plistiové infekce
nebo ktefi jsou k takové infekci nachylni na zakladé jejich zdravotniho stavu. Sérovou
koncentraci (1—3)-B-D-glukanu, coZ je hlavni slozka bunééné stény raznych plisni dilezitych
z lékatského hlediska', 1ze pouzit jako pomiicku pii diagnostice hlubokych mykoz a fungémii®.
Pozitivni vysledek neindikuje, ktery rod plisni mize zpusobovat infekei.

Titry (1—3)-p-D-glukanu je tfeba pouzivat spole¢né s dal$imi diagnostickymi postupy,
napiiklad mikrobiologickou kultivaci, histologickym vysetfenim nebo bioptickymi vzorky
a radiologickym vySetfenim.

DiileZité

Tyto informace poskytnéte objednavajicimu 1ékafi: Nékteré plisné, napr. rod
Cryptococcus, ktery produkuje velmi nizké hladiny (1—3)-f-D-glukanu, nemusi zvysit
hladinu (1—3)-p-D-glukanu v séru dost na to, aby ho tento test detekoval*'. Nizké titry
(1—3)-p-D-glukanu v séru byly pozorovany také u infekci plisnémi radu Mucorales,
napr. Absidia, Mucor a Rhizopus', o kterych neni znamo, Ze by produkovaly
(1—3)-p-D-glukan. Dale také kvasinkova faze Bl wyees dermatitidis produkuje mdlo
(1—3)-p-D-glukanu a test ji nemusi detekovat'.

Do hlageni vysledku testu Fungitell” zahriite toto prohlaseni.

2. Souhrn a vysvétleni

Vyskyt plistnovych infekei oportunnimi patogeny, obzvlasté u pacienti se snizenou imunitou,
se zvySuje®’*. Invazivni plisnova onemocnéni, jako oportunni infekce, se asto vyskytuji u
pacientii s hematologickou malignitou a u pacientii s AIDS a jsou pficinou rostouciho poctu
nozokomialnich infekci, obzvlasté u piijemct transplantovanych organt a dal$ich pacient
uzivajicich imunosupresivni terapii*'’. Mnoha plisiiova onemocnéni vznikaji vdechovanim
plisiiovych spor z pidy, zbytkt rostlin, klimatiza¢nich systémt a/nebo exponovanych
povrchii. Nékteré oportunni plisné jsou piitomny v lidské kizi (nebo na jejim povrchu),

ve stievech a sliznicich'”. Diagnozy invazivnich mykoz a fungémii jsou obvykle zalozeny
na nespecifickych diagnostickych nebo radiologickych technikach. K dostupnym
diagnostickym metodam nedavno pfibyly biologické markery plisiiové infekce?.

Mezi oportunni plisiové patogeny patii Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum a Pneumocystis jirovecii.
Test Fungitell” detekuje (1—3)-B-D-glukan produkovany témito a dal$imi organismy"*"*,

3. Princip metody

Test Fungitell” méfi (1—3)-p-D-glukan. Test je zalozen na modifikaci drahy Limulus
amebocytového lyzatu (LAL)'*'*'"'*) Obrazek 1. Reagencie Fungitell” je modifikovana tak,
aby nereagovala s bakteridlnimi endotoxiny a reagovala pouze s (1—3)-B-D-glukanem
prostiednictvim faktorem G mediované strany drahy. (1—3)-B-D-glukan aktivuje faktor G,
zymogen serinové proteazy. Aktivovany faktor G pfeméfiuje neaktivni prekurzor
koagula¢niho enzymu na aktivni koagulaéni enzym, ktery $tépi para-nitroanilid (pNA) z
chromogenického substratu peptidii Boc-Leu-Gly-Arg-pNA a vytvafi chromofor, para-
nitroanilin, ktery je absorbovan pfi 405 nm. Nize popsany kineticky test Fungitell® je
zalozen na stanoveni rychlosti zvySovani optické hustoty produkované vzorkem. Tato
rychlost je interpretovana proti standardni kiivce k ziskani odhadu koncentrace (1—3)-p-D-
glukanu ve vzorku.

4. Materialy dodavané v soupravé Fungitell®

Souprava Fungitell” je uréena pro diagnostické pouziti in vitro. Nize uvedené materialy
dodavané s kazdou soupravou vystaci k testu 110 jamek na dvou mikrotitra¢nich destickach
(55 jamek v kazdé desticce):

OBRAZEK 1

Endotoxin (lipopolysacharid, LPS) . .
Draha Limulus amebocytového lyzatu

(1-3)-p-D-Glukan

}

FaktorB—“AktivovanyfaktorB  Aktivovany faktorG # ™ Faktor G

Faktor C FE Aktivovany faktor C

~ XKoagulaéni enzym

Prekurzor koagulaéniho enzymu

Deaktivovana driha
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA = % Boc-Leu-Gly-Arg + pNA

(umély substrat)

e Reagencie Fungitell®, lyofilizovany LAL specificky pro (1—3)-B-D-glukan (dv¢& injekéni
lahvicky). Reagencie Fungitell* obsahuje Limulus amebocytovy lyzat (1. z ostrorepa)
a kolorimetricky substrat Boc-Leu-Gly-Arg-pNA. Neobsahuje lidské ani savci proteiny.

e Rekonstituéni pufr Pyrosol® (dvé injekéni lahvicky). Dalsi injekéni lahvicky
rekonstituéniho pufru Pyrosol (katalogové ¢islo BCO51) Ize koupit zvIast’.
Pufr je tvoreny 0,2M Tris pufrem.

e Glukanovy standard, lyofilizovany (1—3)-B-D-glukan z pachymanu (dv¢ injekéni
lahvicky). Na Stitku injekcni lahvicky je uveden objem reagencni vody, ktery je potieba
pridat. Standard je kalibrovany oproti vnitinimu referencnimu standardu.

e Reagenéni voda LAL (LRW) (dv¢ lahvicky)

Poznamka: 20 ml voda reagen¢ni tiidy (RGW) a LRW ve sklenénych injekénich
lahvickach jsou rovnocenné.

e Alkalicky roztok pro predb&znou upravu (dvé injekéni lahvicky), ktery obsahuje
0,125 M KOH a 0,6 M KCI

74adné z vyse uvedenych materiald, s vyjimkou standardu, neobsahuji interferujici hladiny
(1—3)-B-D-glukanu.

5. Pozadované, ale nedodiavané materialy
Zadné materialy nesméji obsahovat interferujici glukan.
e Pipetovaci $picky* (250 uL — kat. &. PPT25, 1 000 pL — kat ¢. PPT10)
e Pipety schopné napipetovat objemy 5-25 pL a 100-1 000 pL
e Opakovaci pipeta se stiikackovymi §pi¢kami vhodna k pipetovani 100 pL
o Testovaci zkumavky* pro pfipravku fady standardi (kalibracni kiivky) a pro smichani
reagencii pro pipravu séra. (12 x 75 mm — kat. ¢. TB240 nebo 13 x 100 mm — kat. ¢. TB013)
o Ctecka inkubacnich desticek (37 °C) schopna odeitat pii 405 nm (pokud mozno
schopna monitorovani dvou vinovych délek pti 405 nm a 490 nm) s dynamickym
rozsahem minimalné 2,0 jednotky absorbance, ve spojeni s vhodnym pocitatovym
softwarem pro kinetické testy.
e Sterilni zkumavky bez glukanu pro alikvotni vzorky. Lze pouzit zkumavky, které jsou
certifikovany jako neobsahujici RNazy, DNAazy a pyrogeny.
e Parafilm®
* 96 jamkové mikrodesticky* Poznamka: Test Fungitell® byl validovan s destickami,
které maji nasledujici charakteristiky: polystyrénové, sterilni, nepotahované, s plochym
dnem, prosté rusivého beta glukanu (podle specifikace ACC) a jednotlivé balené.

* Tyto vyrobky dodavané spolecnosti Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) jsou certifikovany
Jjako vyrobky bez interferujicich glukand.

6. Uchovavini reagencii
e Vsechny reagencie uchovavejte v ptivodnim obalu, v temnu a pfi teploté 2 °C-8 °C.
e Rekonstituovanou reagencii Fungitell” uchovavejte pfi teploté 2—-8 °C a pouZijte ji
do 2 hodin. Alternativné muzete rekonstituovanou reagencii Fungitell* zmrazit na
teplotu -20 °C na dobu az 20 dnt, jednou rozmrazit a spotiebovat.

7. AVarovz’mi a upozornéni

e Nikdy nepipetujte zadné materialy Gsty. V prostorach, ve kterych se manipuluje se
vzorky nebo s reagenciemi soupravy, nekufte, nejezte ani nepijte.

e Dodrzujte provadéci a mistni bezpe¢nostni predpisy.

e Pii manipulaci s biologickymi vzorky, které mohou byt infekéni nebo nebezpecné,
pouzivejte ochranné rukavice. Ruce v rukavicich se musi vzdy povazovat za
kontaminované; drzte ruce v rukavicich mimo oci, tsta a nos. Pokud existuje moznost
kontaminace aerosolem, pouzivejte ochranu o¢i a chirurgickou masku.

e Poznamka: Soupravy s poskozenym obsahem nepouZivejte.

e Likvidace: Zbytky chemikalii a pfipravki jsou obecné povaZzovany za nebezpeény
odpad. Likvidace tohoto druhu odpadu se fidi narodnimi a regionalnimi zakony a
piedpisy. Obrat'te se na mistni ufady nebo spole¢nosti zabyvajici se nakladanim s
odpady a pozadejte o radu ohledné likvidace nebezpecného odpadu.

e Bezpecnostni listy pro viechny komponenty soupravy Fungitell” si miizete stdhnout
z webu spolecnosti ACC: www.acciusa.com.

7.1 Procedurdlni opatieni
Test Fungitell” vyZaduje, aby byla vénovana dikladna pozornost technice
a testovacimu prostiedi. Dikladné vySkoleni technika v metodé¢ testu a vyhnuti se
kontaminaci prostiedi jsou kriticky dilezité faktory pro G¢innost testu.

e Pouzivejte spravnou laboratorni praxi v souladu s mistnimi pfedpisy. Tento test je
citlivy na kontaminaci a nepfesnost pipetovani.

e Pro provadéni testu zajistéte Cisté prostiedi.

e Mgjte na paméti, ze glukan, stejné jako plisiova kontaminace z lidského téla, odévi,
nadob, vody a vzdusnych prachovych ¢astic, mize interferovat s testem Fungitell®.

e Mezi mozné zdroje kontaminace patfi: materialy obsahujici celulozu, jako je gaza,
papirové ubrousky a lepenka, sklenéné pipety s vatovymi zatkami a pipetovaci $picky
s celulozovymi filtry. Vysokda mnozstvi (1—3)-B-D-glukanu mohou vylucovat také
chirurgické gazové bandaze a houby*'*. Dalsi zdroje kontaminace souvisejici s
pacientem naleznete v ¢asti Omezeni testu.

e Nepouzivejte materialy po datu exspirace.

7.2 Manipulace se vzorky

e Odbér krve a piiprava séra musi byt provadény v souladu s platnymi mistnimi
predpisy. Odbér vzorkii: Krevni vzorky pro pfipravu séra se mohou odebirat do
sterilnich zkumavek na pfipravu séra nebo do zkumavek pro separaci séra (SST).

e Uchovévani vzorki: Vzorky séra Ize skladovat pfi teploté 2-8 °C po dobu az 15 dnii nebo
zmrazené pii teploté -20 °C po dobu az 27 dnii nebo pii teploté -80 °C po dobu az 4 let.

e Oznacovani vzorkl: Vzorky musi byt zietelné oznaceny v souladu se schvalenou praxi
zdravotnického zafizeni.

8. Postup
8.1 Nastaveni pFistroje a programovdni testu

Nastaveni se u riiznych pristroji a softwaru mize ligit. Obecné plati nasledujici
pravidla: Software ¢tecky desticek nastavte tak, aby shromazd’oval data v rezimu
pramérné rychlosti. Spravna nastaveni vyhledejte v pfirucce k softwaru, aby bylo
zajisténo, ze vypodétena hodnota se rovna primérné rychlosti zmény optické hustoty
pro viechny shromazdéné datové body. Interval ode¢itani detektoru nastavte na
minimum povolené softwarem/piistrojem po dobu 40 minut testu. Softwarové
nastaveni vlnové délky mé byt 405 nm minus pozadi pfi 490 nm. Doporucuje se
pouzivat ob& vlnové délky, ale pokud nemate k dispozici ¢teni pfi dvou vlnovych
delkach, odectéte test pti 405 nm a zkontrolujte kinetickou kiivku kazdého
pacientského vzorku, zda nevykazuje znamky interference (vice podrobnosti uvadi
¢ast 9.0). Inkubacni teplotu nastavte na 37 °C. Michani/prottepani desticky nastavte
tak, aby nastalo 5-10 sekund pred zahajenim odectu. Vyberte nastaveni vytvareni
kiivky linearni/linearni nebo ekvivalent. Odecet by mél zacit bez prodlevy.

8.2 Priprava glukanového standardu doddvaného v soupravé
Rozpust'te jednu injekéni lahvicku glukanového standardu v objemu LRW uvedeném na
injekéni lahvicee, aby vznikl roztok o koncentraci 100 pg/ml. Standard rekonstituujte
michanim na tfepacce po dobu minimalné 30 sekund pii stfedni az stiedné vysoké
rychlosti (roztok 1). Roztok glukanu je nutno skladovat pi teploté 2 °C-8 °C a pouzit do
3 dni.. Nize uvedené kroky b - e ukazuji priklad postupu vytvoreni standardni kivky.
Pripravte standard o koncentraci 50 pg/ml (roztok 2) smichanim 500 uL LRW
a 500 pL roztoku 1 v bezglukanové zkumavce (roztok 2). Promichejte na tfepacce
alespon 10 sekund.
. Pripravte standard o koncentraci 25 pg/ml (roztok 3) smichanim 500 pL. LRW
a 500 pL roztoku 2 v bezglukanové zkumavce (roztok 3). Promichejte na tfepacce
alesporti 10 sekund.
Pripravte standard o koncentraci 12,5 pg/ml (roztok 4) smichanim 500 nL. LRW
a 500 pL roztoku 3 v bezglukanové zkumavce (roztok 4). Promichejte na tfepacce
alespon 10 sekund.
. Pripravte standard o koncentraci 6,25 pg/ml (roztok 5) smichanim 500 pL LRW
a 500 pL roztoku 4 v bezglukanové zkumavce (roztok 5). Promichejte na tfepacce
alespon 10 sekund.
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8.3 Oteviete alkalicky roztok pro predbéZnou ipravu
Alkalicky roztok pro predbéznou ipravu preméiuje glukany uspofadané do trojsroubovice
na jednovlaknové glukany'™", které jsou v testu reaktivngjsi. Alkalické pH navic slouzi
k inaktivaci sérovych proteaz a inhibitort, které by mohly s testem interferovat.*

Injekéni lahvicku zlikvidujte (v souladu s laboratornimi postupy), pokud nebude
pouzita v dalsim testu. Pokud pouzita bude, pfikryjte ji Parafilmem (pouzijte tu stranu
Parafilmu, ktera byla zakryta papirovou folif).

8.4 Nastaveni mikrotitracni desticky
V softwaru nastavte uspofadani mikrotitracni desticky, kde budou standardy (Std),
negativni kontroly (Neg) a 21 vzorki (Spl). Doporucuje se nasledujici usporadani:

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

A

STD1 | STD1 SPL1 | SPL4 | SPL7 | SPL1O | SPL13 | SPL16 | SPL1Q
B 500 | 500

STD2 | STD2 SPL1 | SPL4 | SPL7 | SPL1O | SPL13 | SPL16 | SPLIQ
c 250 | 250

STD3 | STD3 SPL2 | SPLS | SPL8 | SPL11 | SPL14 | SPL17 | SPL20
D 125 | 125
z STD4 | STD4 SPL2 | SPLS | SPL8 | SPL11 | SPL14 | SPL17 | SPL20

625 | 625
= STDS | STDS SPL3 | SPL6 | SPLO | SPL12 | SPL15 | SPLis | SPL21

31,25 | 31,25
- Neg. | Neg. SPL3 | SPL6 | SPLO | SPL12 | SPLTS | sLis | sPL21
H

Do nastaveni softwaru zadejte standardni koncentrace, tj. 500, 250, 125, 62,5 a 31 pg/ml.

Povsimnéte si, Ze zadané koncentrace standardi jsou pétkrat vyssi nez koncentrace
piipravené v ¢asti 8.2 vyse. To proto, Ze objem standardu pouZivany v testu je 25 pL
na jamku, coz je pétinasobek objemu pouzitého vzorku séra (viz ¢ast 8.5 b. nize).
Vzorky séra jsou tedy ve skute¢nosti pétkrat ziedénéjsi nez standardy. Toto fedéni je
kompenzovano vynasobenim koncentrace standardi ¢islem pét.

jamek je srovnatelnd s funkci vnittnich jamek.
Poznamka: Ve standardni kiivce se nepouzivaji negativni kontroly.

8.5 Priddni séra a alkalického roztoku pro piedbéinou vipravu

a. Zmrazené vzorky séra nechte rozmrazit pii pokojové teploté. Viechny vzorky dobre
promichejte na tfepacce - minimalné 30 sekund pfi stfedni aZ stfedné vysoké rychlosti.

b. Pieneste 5 pL vzorku séra do kazdé z ur¢enych jamek (Uk) minimalné v
duplikatech. Opakujte u kazdého vzorku séra.

c. Do kazdé jamky obsahujici sérum pridejte 20 pL alkalického roztoku pro
predbéznou upravu. Ujistéte se, Zze kapicky séra a roztoku pro piedbéznou tGpravu
prijdou do vzajemného kontaktu.

Poznamka: Kroky b a ¢ je mozné provést v obraceném poradku podle preferenci technika.
Poznamka: Aby nedoslo k ndhodné kontaminaci, po pfidani vzorki a reagencii do
jamek zakryjte mikrodesticku vikem.

d. Destickou tieste po dobu 5-10 sekund, aby se obsah dobfe promichal (mizete pouzit
funkei tfeseni destickou ¢tecky), poté inkubujte po dobu 10 minut pti 37 °C v inkubaéni
Ctecee desticek.

8.6 Rek i reagencie Fungitell*
Poznamka: Tento krok lze snadno provést v dobé, kdy probiha inkubace s roztokem
pro piedbéznou Gpravu. Konzistentnost ¢asu rekonstituce zvysi reprodukovatelnost,
protoze reakce testu Fungitell” zacina po rekonstituci, i kdyz na nizké urovni.

Zrekonstituujte jednu injekéni lahvicku reagencie Fungitell® pfidanim 2,8 ml LRW
a poté pridanim 2,8 ml rekonstituéniho pufru Pyrosol pomoci pipety o objemu

1 000 pL. Injekéni lahvicku zakryjte Parafilmem tou stranou Parafilmu, ktera byla
zakryta papirovou folii. Injekéni lahvickou jemné zakruzte, aby se obsah zcela
rozpustil - nemichejte na tiepacce.

8.7 Pidani negativnich kontrol a glukanovych standardit
Po dokonceni inkubace séra s roztokem pro pfedbéznou tGpravu (Cast 8.5 d.) vyjméte
desti¢ku z inkubacni ¢tecky desticek a piidejte na desticku standardy a negativni
kontroly. Doporuc¢eny vzor koncentrace standardu:
Pridejte 25 L LRW do jamek G2 a G3.
. Pridejte 25 pL standardniho roztoku 5 o koncentraci 6,25 pg/ml do jamek F2 a F3
oznaCenych 31,25 pg/ml.
Pidejte 25 pL standardniho roztoku 4 o koncentraci 12,5 pg/ml do jamek E2 a E3
oznagenych 62,5 pg/ml.
Pridejte 25 pL standardniho roztoku 3 o koncentraci 25 pg/ml do jamek D2 a D3
oznacenych 125 pg/ml.
. Pridejte 25 pL standardniho roztoku 2 o koncentraci 50 pg/ml do jamek C2 a C3
oznacenych 250 pg/ml.
Pfidejte 25 pL standardniho roztoku 1 o koncentraci 100 pg/ml do jamek B2 a B3
oznacenych 500 pg/ml.

o

1

o

[

bl

8.8 Piiddni reagencie Fungitell® a proces inkubace desticky
a. Pfidejte 100 pL reagencie Fungitell” do kazdé jamky (obsahujici negativni kontroly,
standardy a vzorky) pomoci krokovaci (opakovaci) pipety.
b. Vlozte desticku do ¢tecky mikrodesticek (vytemperované na 37 °C), sejméte z ni
viko a nechte ji protfepat po dobu 5-10 sekund.

Provadgjte odecet desticky bez vika pfi 405 nm minus 490 nm po dobu 40 minut pii teploté
37 °C. Poznamka: Pokud pfistroj nedava ¢as na sejmuti vika mezi tfepanim a ode¢tem,
tiepejte destickou se sundanym vikem, aby byl odecet proveden bez nasazeného vika.

9. Vypocet vysledkit

Shromazdéte data a analyzujte nasledovné: Zkontrolujte kinetické grafy testovanych vzorku
a hledejte vzory odlisujici se od hladkého riistu srovnatelného se standardy. Zneplatnéte pole
indikujici optickou interferenci (napf. jejich kinetické vzory nesleduji vzory standardi).
Vypocitejte praimérnou rychlost zmény optické hustoty (jednotky miliabsorbance za minutu)
u viech bodii mezi 0 a 40 minutami (provadi software). Interpolujte koncentrace
(1—3)-B-D-glukanu ve vzorcich ze standardni kiivky (provadi software).

10. Kontrola kvality

e Korela¢ni koeficient (r) standardni kiivky (linearni vs. linearni) by mél byt > 0,980.

e Jamky s 25 uL LRW jsou negativni kontroly. Vysledky rychlosti negativnich kontrol
(napf. jednotky miliabsorbance za minutu) by mély byt nizsi nez 50 % rychlosti nejnizsich
standardii. Pokud tomu tak neni, test je tieba opakovat s novymi reagenciemi.

e Zachazeni s komplexnimi vzorky. Pokud analyticky pracovnik zpozoruje v testu
vzorku neobvyklou kinetiku, napf. vzorek je zakaleny, nespravné zbarveny nebo
turbidni (jako vzorky, které jsou silné hemolyzované, lipemické nebo obsahuji
nadmérné mnozstvi bilirubinu), je potieba vzorek nafedit LRW a znovu ho otestovat.
Redéni musi byt brano v tvahu pi hlaseni vysledki - vysledek je nutno znasobit
fedicim faktorem. Typicky se Fedici faktor zadava p¥i nastaveni softwaru pro
vzorek a korekce se aplikuje automaticky.


http://www.labkinetics.com

Poznamka:

* Kazdy uZivatel testu musi zavést program kontroly kvality pro zajisténi spravného
provedeni testu v souladu s piedpisy platnymi pro danou lokalitu.

* Doporucuje se testovat kontrolni vzorky séra (negativni, blizké limitni hodnoté nebo
silng pozitivni) v ramei dal$ich laboratornich kontrol a spravné laboratorni praxe.
Tyto kontroly nejsou souéasti soupravy Fungitell®.

11. Interpretace vysledki
NEGATIVNI VYSLEDEK
Hodnoty (1—3)-B-D-glukanu <60 pg/ml jsou interpretovany jako negativni vysledky.

Laboratof provadgjici test musi informovat objednavajiciho lékafe, Ze ne vSechny plistiové
infekce zptsobi zvysené hladiny (1—3)-B-D-glukanu v séru. Nékteré plisné, napf. rod
Cryptococcus*, produkuji velmi nizké hladiny (1—3)-B-D-glukanu. Neni znamo, Ze by
Mucorales, napt. Absidia, Mucor a Rhizopus'* produkovaly (1—3)-p-D-glukan. Podobn&
Blastomyces dermatitidis v kvasinkové fazi produkuje malo (1—3)-B-D-glukanu a hladiny
(1—-3)-p-D-glukanu u pacientl s blastomykozou obvykle nejsou testem Fungitell”
detekovatelné’.

NEROZHODNY VYSLEDEK
Hodnoty od 60 do 79 pg/ml se povazuji za nepritkazné. Doporucuje se dalsi odbér vzorka
a testovani séra. Casté odbéry vzorki a testovani zlep3uji pouzitelnost pro diagnostiku.

POZITIVNI VYSLEDEK

Hodnoty (1—3)-B-D-glukanu > 80 pg/ml jsou interpretovany jako pozitivni vysledek.
Pozitivni vysledek nedefinuje pfitomnost onemocnéni a je tieba jej pouzit spolu s dalsimi
klinickymi nalezy k uréeni diagnozy.

12. Omezeni testu

o Umisténi plisiové infekce v tkani', zapouzdfeni a mnozstvi (1—3)-B-D-glukanu
produkovaného nékterymi plisnémi mohou ovlivnit sérovou koncentraci tohoto analytu.
Snizena schopnost nékterych plisnovych infekei zvySovat hladinu (1—3)-p-D-glukanu v
krevnim fe¢isti mize snizit schopnost detekce téchto infekei.

o Nekteré osoby maji zvysené urovné (1—3)-p-D-glukanu, které spadaji do neur¢ité
z6ny. V takovych piipadech se doporucuje dalsi sledovani a testovani.

o Cetnost testovani pacienti zavisi na relativnim riziku plisiiové infekce. U rizikovych
pacientt se doporucuji odbéry minimalné dvakrat az tiikrat tydne.

o Pozitivni vysledky byly zjistény u pacientti na hemodialyze'*****, subjekti
lécenych nékterymi frakcionovanymi krevnimi produkty, napi. sérovym albuminem
a imunoglobuliny®*, a u vzorkl nebo subjektl vystavenych kontaktu s gazou
a chirurgickymi houbami obsahujicimi glukan. Po chirurgické expozici houbam
a gaze obsahujicim (1—3)-B-D-glukan potiebuji pacienti 3-4 dny k navratu na vychozi
hladiny (1—3)-p-D-glukanu v séru*'2. P odbérech vzorki u pacientl po chirurgickém
zakroku je tfeba tuto skutecnost brat v avahu.

« Vzorky ziskan¢ metodou odbéru z paty nebo prstu nejsou piijatelné, protoze se ukazalo,
ze alkoholem navlhéena gaza pouzita k piipravé mista (a potencialné hromadéni krve na
koznim povrchu) kontaminuji vzorky. Ve studiich k dne$nimu dni nebyly pozorovany
7adné rozdily mezi vzorky ziskanymi odbérem ze zavedené kanyly nebo
venepunkturou®?’.

« Komplexni posouzeni faktort, které prispivaji k falesné pozitivnim vysledkiim
(1—-3)-p-D-glukanu, uvadi Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021).

o Testovaci urovné byly stanoveny u dospélych pacientl. Normalni Grovné a urovné
cut-off u kojenct a pediatrickych pacientii jsou predmétem zkoumani*=.

13. Charakteristiky u¢innosti
13.1 Mezni a ocekdvané hodnoty

Multicentrické prospektivni studie™ provedena s cilem stanovit diagnostickou senzitivitu
a diagnostickou specificitu testu Fungitell® (viz srovnavaci testovani nize) prokézala,
ze hodnoty beta-glukanu jsou zvySené pii riiznych plisiovych infekcich. Pokud jsou
na trovni 80 pg/ml nebo vyssi pritomny znamky a priznaky, je prediktivni hodnota
pacientovy pozitivity na plisiovou infekei v rozsahu 74,4 % az 91,7 %. Pfi nepfitomnosti
znamek a piiznakt a hlading niz§i nez 60 pg/ml je negativni prediktivni hodnota v
rozsahu 65,1 % az 85,1 %.

13.2 Klinickd ti¢innost
Byla provedena multicentricka prospektivni studie s cilem validovat charakteristiky
ucinnosti testu Fungitell*'. Test byl porovnavan s jinymi standardnimi metodami
detekee (tj. krevni kultivace, histopatologické vySetieni bioptického vzorku a
radiologické znamky) mykoz a fungémii.

Test byl pouzit k testovani tfi sta padesati deviti (359) subjekti. Od kazdého subjektu
byl ziskan jeden vzorek. Mezi subjekty klinickych pracovist’ s nizkym rizikem patiili
zjevné zdravi jedinci a osoby, které byly do nemocnice piijaty z jinych divodi nez
kvuli plistiové infekei. Nabor pacientti byl provadén na Sesti klinickych pracovistich
ve Spojenych statech. Ctyfi z téchto klinickych pracovist provadéla test a testovala
celkem 285 vzorki. Associates of Cape Cod, Inc., (ACC) testovala vech 359 vzorki
dvakrat, avSak ke stanoveni G¢innosti testu pouzila pouze druhy set vysledkd.
Vysledky druhého setu analyz se statisticky neliily od prvniho setu.

 Diagnosticka senzitivita
Senzitivita pro celou populaci subjektii (359) véetné pacientl s kryptokokézou
byla 65,0 % ([95% interval spolehlivosti (CI) 60,1-70,0 %]) (tabulka 1).
 Diagnosticka specificita
Specificita byla 81,1 % (CI 77,1-85,2 %). Pfi analyze 170 subjekt negativnich na
plisiiovou infekci a zjevné zdravych jedincti byla specificita testu 86,5 % (CI 82,
8-90,1 %). Po zahrnuti dalsich 26 subjekti, ktefi byli negativni na plisiovou infekci,
ale méli jiné onemocnéni, byla pozorovana specificita 81,1 % (CI 77,1-85,2 %).

Tabulka 1 Vysledky testu ACC p¥i mezni hladiné 60-80 pg/ml podle pracovist’
Prokazana/pravdépodobna Specificita
senzitivita >= 80 pg/ml <60 pg/ml 2
- - |28
Pracovisté £ E z E o E % 2 E - g >V< Celkem
¥ = Z 22 g b=} B2 el3
53| 3| 5E2 | 29 : B3R5
£E£ | & | ££8 | 272 2 ZEZ|Z8
1 32/50 | 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 | 583 933 17/20 85,0 70,8 5 44
3 14/19 | 73,7 46,7 36/54 66,7 90,0 3 73
4 25/33 | 758 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 | Neuplatiujese | 0/0 | Neuplatiujese | 0,0 0 1
Celkem | 106/163 | 65,0 80,9 159/196 81,1 76,8 21 359

Kdyz byly vysledky ziskané spole¢nosti ACC (359 vzorki) a klinickymi pracovisti (285 vzorki)
porovnany s klinickou diagnozou, senzitivita byla 64,3 % (CI 58,8-69,9 %) pro ACC a 61,5 %
(CI 55,9-67,2 %) pro klinicka pracovisté. Specificita je 86,6 % (CI 82,7-90,6 %) pro ACC
versus 79,6 % (CI 74,9-84,3 %) pro klinicka pracovisté.

Kandidéza
Prospektivni studie se u¢astnilo 107 subjekti, kterym byla pozitivné diagnostikovana
kandidoza. Z téchto 107 subjekti jich 83 bylo pozitivnich testem Fungitell®.

Sto sedmdesat pét vzorki kandidozy z knihovny bylo poskytnuto spole¢nosti Associates of
Cape Cod, Inc. 145 ze 175 vzorku bylo v testu pozitivnich.

Aspergiloza
Celkem 10 subjektt bylo pozitivnich na aspergilozu. U 8 z téchto 10 subjektil byl test pozitivni.

Fuzariéza
Tti subjekty byly pozitivni na fuzariozu. U 2 z t&chto 3 subjekti byl test pozitivni.

Protiplisiiova 1ékova terapie

Pritomnost nebo nepiitomnost protiplisiiové lékové terapie neméla zadny statisticky vyznamny

vliv na senzitivitu testu. 118 subjekti bylo prokazateln& pozitivnich na invazivni plisfiovou infekei
a podstupovalo protiplisiiovou terapii. U 82 byl test pozitivni (senzitivita 69,5 %; CI 61,2-77,8 %).
K tomu bylo dvacet ¢tyfi (24) subjektii prokazatelné pozitivnich, ale nepodstupovalo protiplisiiovou
terapii. U 18 byl test pozitivni (senzitivita 75 %; CI 57,7-92,3 %).

13.3 Korelace testu
Ctyfi klinickd pracovisté testovala celkem 285 vzorkii. Vysledky testti pracovist
korelovaly kvantitativné na 96,4 % s vysledky spole¢nosti Associates of Cape Cod,
Inc. Korelace Associates of Cape Cod, Inc., s jednotlivymi testovacimi pracovisti
byla v rozsahu 90,6 az 99,2 %.

13.
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Preciznost

Preciznost testu Fungitell” (tj. opakovatelnost a reprodukovatelnost) byla hodnocena
pomoci deseti (10) riznych vzorki, které byly testovany tfemi testovacimi pracovisti ve tfi
rizné dny. Variace v ramci testu se pohybovala od 0,9 do 28,9 % a slouzila jako méfitko
opakovatelnosti. Hodnoty mezi testy se pohybovaly od 3,9 do 23,8 % a slouzily jako
méfitko reprodukovatelnosti. Z obou analyz byly vylouceny ¢tyfi (4) negativni vzorky.

13.5 Rozsah méieni a linearita
Vysledky jsou vyjadieny v pg/ml séra v rozsahu od nedetekovatelnych (<31 pg/ml)
po >500 pg/ml a jsou vytistény softwarem nebo odecteny ze standardni kiivky. Pro
dosazeni ptesnych hodnot pfi koncentracich nad 500 pg/ml je potieba nafedit vzorek
reagen¢ni vodou LAL a test zopakovat. Jak je uvedeno v ¢asti Kontrola kvality,
korelaéni koeficient (r) standardni kiivky (linearni vs. linearni) pokryvajici méfici
rozsah testu Fungitell* by mél byt > 0,980 a negativni kontroly by mély mit hodnoty
rychlosti (napf. jednotky miliabsorbance za minutu) mensi nez 50 % rychlosti
nejnizsiho standardu. Pokud tomu tak neni, test je tfeba opakovat s novymi
reagenciemi.

Nize uvedené stavy vzorki mohou interferovat s presnosti vysledki testu Fungitell”:

e Zabarvené nebo zakalené vzorky, napf. vysoce hemolyzované, lipemické nebo
obsahujici pfili§ velké mnozstvi bilirubinu, mohou opticky interferovat s testem.
Pii testovani takovych vzorki je tieba vysledky testu zkontrolovat z hlediska
optické interference a/nebo neobvyklych kinetickych vzori.

o Zvysené hladiny imunoglobulinu G, které mohou byt v séru v disledku
mnoho¢etného myelomu, mohou po pfidani reagencii Fungitell® k pfedem
upravenému séru zpsobovat precipitaci v reakéni smési®.

© V dobé psani tohoto textu nebyl popsan Zadny jiny aktivacni faktor G (detekéni prvek
(1-3)-B-glukanu) reagencie Fungitell” nez (1—3)-B-glukan. V nékterych studiich, které
tvrdily, Ze dochazi ke zkiizené reaktivité, byl signal eliminovan osetfenim tidajného
aktivacniho materialu purifikovanou (1—3)-p-glukanazou, coz prokazuje, Ze pozorovana
aktivace byla zptisobena kontaminujicim (1—3)-B-glukanem'. Kontaminace serinovymi
proteazami mize také vést k uvolnéni para-nitroanilinu v reakénich smésich testu

Fungitell*, ale ty jsou inaktivovany v ramci predbézné Gipravy.

14. Metaanalyzy

Dale bylo publikovano mnoho recenzovanych studii na téma (1—3)-B-D-glukanu v séru
jako podpora pii diagnostice invazivniho plisnového onemocnéni, véetné metaanalyz
diagnostické vykonnosti®#54037,
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16. Zplnomocnény zastupce
Australsky zadavatel: Emergo Australia, Level 20, Tower II, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australie

Poznamka: Zavazné udalosti, ke kterym doslo v souvislosti s timto prostiedkem, je nutné ohlasit
vyrobci a prislusnému organu ¢lenského stétu, ve kterém se uzivatel a/nebo pacient nachazi.

17. Kontaktni informace

Sidlo spole¢nosti

Associates of Cape Cod, Inc.

124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 USA
Tel.: (888) 395-2221 nebo (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Spojené kralovstvi

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

Deacon Park, Moorgate Road, Knowsley, Liverpool L33 7RX, Spojené kralovstvi
Tel.: (44) 151-547-7444 « Fax: (44) 151-547-7400

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

Evropa

Associates of Cape Cod Europe GmbH

Opelstrasse 14, D-64546 Morfelden-Walldorf, Némecko
Tel.: (49) 61 05-96 10 0

18. Historie revizi

Rev 0 az 11: Testovani v triplikatech bylo zménéno na testovani v duplikéatech. Voda
reagencni tfidy byla zménéna na reagen¢ni vodu LAL. Komponenty KCl a KOH byly
slouceny do alkalického roztoku pro pfedb&Znou upravu. Ze soupravy byla odstranéna
mikrodesti¢ka, ktera je nabizena jako pozadovana polozka, jeZ neni soucasti dodavky.
Zastupce v ES byl zménén a byl pfidan australsky zadavatel. Drobna vysvétlent,
formatovani, pfidani symbolt, dal3i interferujici latky.

Rev 12: Odstranéno EC REP Emergo Europe.
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Dalsi odkazy najdete na nasem webu Fungitell.com

A Struény piehled testovaciho postupu si muZete stahnout z webu Fungitell.com na
adrese: https://www.fungitell.com/pdfs/Fungitell_ProcedureOutline_PR18-016.pdf
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