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UCEL POUZITI

Fungitell test je kolorimetrickd analyza zaloZena na aktivizaci protedzového zymogenu, kterou
je mozno pouzit pro kvalitativni detekci (1->3)-B-D-glukanu v séru pacientti s predispozici

a nebo se symptomy invazivni houbové infekce. Pfitomnost (1-3)-p-D-glukanu (jako hlavni
slozky bun&¢né stény Fady klinicky dileZitych mikroskopickych hub) v séru pacienta lze pouZit
jako pomtcku pfi diagnostice hluboce uloZenych mykéz a fungémie. Pozitivni vysledek vak
neidentifikuje tfidu hub zpisobujici infekci.

Toto stanoveni je mozné vyuZit pro presumptivni diagnézu houbovych infekci. Mélo by byt
doplnéno dalsimi diagnostickymi vySetfenimi, jako napf. mikrobiologickou kultivaci,
histologickym vySetfenim bioptickych vzorki a radiologickym vysetfenim.

Diilezité - Doporucujeme, aby niZe uvedené informace byly poskytnuty oSetfujicimu
1ékafi:

Stanoveni Fungitell nedetekuje urcité druhy mikroskopickych hub, napi. rod
Cryptococcus (9), ktery produkuje velmi nizké hladiny (1->3)-8-D-glukanu. Stanoveni
rovnéz nedetekuje zygomycety, napf. Absidia, Mucor a Rhizopus (17), o kterych nen{
zndmo, Ze by produkovaly (1-3)-p-D-glukan. Kromé toho kvasinkovd fdze Blastomyces
dermatitidis produkuje mélo (1->3)-B-D-glukanu a nemusi byt detekovéna timto
stanovenim (18).

Prilozte toto sdéleni ke zpravé s vysledky testu na pritomnost glukanu.

SOUHRNNE INFORMACE A VYSVETLENI

Zejména u imunodepresivnich pacientd existuje zvyseny vyskyt houbovych infekei jak
primdrnimi, tak oportunnimi patogeny (2,3.4). Invazivni houbova onemocnéni, napf. oportunni
infekce, jsou Casté mezi pacienty s hematologickou malignitidou a AIDS a odpovidaji

za vzristajici po¢et nozokomidlnich infekei zejména mezi pifjemci transplantovanych organt

a dalSich pacientii podrobujicich se imunosupresivni 1é¢bé (1.4). Mnohd houbova onemocnén{
jsou ziskdna vdechovanim plisfiovych spor pochazejicich z pidy, zbytki rostlin, klimatizaénich
systémii a/nebo exponovanych povrchii. Nékteré oportunni plisné jsou piitomny v/na lidské
kizi, v gastrointestindlnim traktu a na sliznicich (7). Diagnostika invazivnich mykéz a fungemie
je obvykle zaloZena na nespecifickych diagnostickych nebo radiologickych technikdch.

Castymi primarnimi lidskymi plisiovymi patogeny jsou Candida spp. a Aspergillus spp.
Oportunni plisfiové patogeny zahrnuji druhy Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces
cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii a Pneumocystis carinii. (1->3)-B-D-glukan produkovany témito a dal$imi organizmy
miiZe byt detekovan stanovenim Fungitell (4,5, 16).
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MATERIALY DODANE SE SOUPRAVOU FUNGITELL

Souprava Fungitell je in vitro diagnostikum. NiZe uvedené materidly jsou soucasti Fungitell
sady a jejich objemové mnoZstvi je postacujici pro 110 testi na dvou mikrotitratnich desti¢kdch
(55 jamek na desticku):

1.

4.
5.

6.
7.

Fungitell ¢inidlo, lyofilizovany LAL lyzét specificky pro (1-3)-p-D-glukan (dvé lahvicky)

2. Pyrosol, pufr pro rekonstituci Fungitell ¢inidla, Tris HC1 0,2 M pH 7.4 (dvé lahvicky)
3.

Standard, lyofilizovany glukan (pachyman) s inertnim plnidlem - mnoZstvi glukanu je
uvedeno na Stitku (dvé lahvicky).

Voda reagen¢ni Cistoty (RGW) (dvé lahvicky)

Mikrotitraéni desticky Pyroplate: 96ti jamkové desticky, nepotaZené, s rovnym dnem
a krytem, bez interferujicich glukand (dvé).

KCI 1,2 M (jedna lahvicka)

KOH 0,25 M (jedna lahvicka)

Vsechny vyse uvedené materidly s vyjimkou standardu jsou prosté interferujicich hladin
(1-=3)-p-D-glukanu.

POZADOVANE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI KITU

V3echny materidly musi byt prosté interferujicich glukand. Sklenéné nddoby musi byt
depyrogenizovany suchym teplem pfi teploté alespoii 235 °C po dobu 7 hodin (popf. jingm
postupem, fidné validovanym), aby byly vhodné pro pouZziti.

7.

. Spitky na mikropipety * (250 uL — kat. & PPT25, 1000 uL - kat. &. PPT10)

. Nastavitelné digitalni mikropipety pro objemy od 5 do 25 uL a 100 do 1000 uL
. Opakovatelnd nastavitelnd pipeta s ddvkovacem na 100 uL.

. Zkumavky* pro piipravu kalibraéni kiivky a ¢inidla pro dpravu séra.

(13 x 100 mm borosilikdtové sklo — kat. &¢. TB013)

. Mikrodestickovy reader s teplotni regulaci (37 °C) umozZiujici kolorimetrické méfent

pii 405 a 490 nm s dynamickym rozsahem nejméné do 2 Abs. Pocitaovy software vhodny
pro kinetické stanoveni.

. Sterilni zdsobni zkumavky bez stopovych mnoZstvi glukanu pro alikvotaci vzorku (vétSina

zkumavek certifikovanych na nepfitomnost RNAse, DNAse a pyrogenii také neobsahuji
interferujici mnozstvi (1-3)-b-a D-glukanu).
Parafilm®

* Tyto vyrobky doddvané spolecnosti Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) jsou certifikovany
na nepiitomnost interferujicich glukand.
Pozor — sklenéné pipety s vatovymi zdtkami jsou potencidlnim zdrojem kontaminace glukanem.

VAROVANI A UPOZORNENI
Tento produkt je IN VITRO DIAGNOSTIKUM.

PRINCIP POSTUPU

Stanoveni Fungitell m&fi hladiny (1-3)-f-D-glukanu. Toto stanoveni je zaloZeno

na modifikaci drahy lyzdtu LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (8-11), obr. 1. Fungitell
¢inidlo bylo modifikovdno za d¢elem eliminovat faktor C, tak aby ¢inidlo reagovalo pouze

s (1-3)-B-D-glukanem prostfednictvim té ¢asti drahy, kterd je zprostiedkovana faktorem G.
(1-3)-p-D-glukan aktivuje faktor G, zymogen serinové protedzy. Aktivovany faktor G
méni inaktivni prokoagulaéni enzym na aktivni koagulaéni enzym, ktery odstépenim pNA

z chromogenniho peptidového substratu vytvaii chomofor absorbujici pfi 405 nm. Kinetickd

varianta Fungitell testu, jak je popsdna nize, je zaloZena na méfent rychlosti zmény absorbance

ve vzorku. Koncentrace (1-3)--D-glukanu ve vzorku je pak odhadnuta srovnanim
naméfenych hodnot absorbance vzorku a kalibra¢ni kfivky.

Fungitell test vyZaduje diisledné dodrzovani spravné laboratorni techniky a udrzovani
Cistého laboratorniho prostiedi. Dikladné proskoleni laboranta v metodé stanoveni
a zamezeni kontaminace je kritické pro reprodukovatelnost testu.

1.

Druhy nedetekovatelné Fungitellem. Nékteré druhy mikroskopickych hub, které produkuji
velmi nizké hladiny (1-3)-f-D-glukanu, obvykle nejsou stanovenim Fungitell zachyceny.
Mezi ne patii houby rodu Cryptococcus (14,16) a také zygomycety, napt. Absidia, Mucor
a Rhizopus (16,17). Dalsim ptikladem je Blastomyces dermatitidis, ktery produkuje nizké
hladiny (1-3)-p-D-glukanu ve své kvasinkové formé a proto obvykle neni detekovan
Fungitellem (18).
. Nepipetujte Zddny materidl dsty. V prostordch, ve kterych se manipuluje se vzorky nebo

s Cinidly soupravy, nekuite, nejezte ani nepijte.
. Vytvoite Cisté prostiedi pro provddéni této analyzy. PouZivejte pouze materidly
certifikované na nepfitomnost interferujicich (1-3)-p-D-glukanti. Upozortiujeme, Ze
kontaminace glukanem a plisnémi pochdzejicimi z lidského téla, obleceni, zkumavek,
vody a z prachu obsaZenym ve vzduchu miZe inteferovat.

9.

. Nepouzivejte reagencie po uplynuti expira¢ni doby.
. Vzorky pochybné barvy nebo zakalené vzorky (jako napf. vzorky silné hemolyzované,

lipemické nebo obsahujici nadmémé mnozstvi bilirubinu) mohou zpiisobit interferenci.
Pokud takové vzorky jsou testovény, pii vyhodnocovini vysledki je nutno odhalit
potencialni optickou inteferenci a/nebo neobvyklé kinetické trendy.

. Béhem manipulace se vzorky pacienti pouZivejte vhodny ochranny odév a pomicky

véetné ochrannych rukavic bez pudru.

. Sérum hemodialyzovanych pacientii miiZe obsahovat vysoké hladiny (1-3)-p-D-glukanu,

jestlize se pouziji urcité celulézové dialyzacni membrany (13). Hemodialyza
s celulézovymi triacetdtovymi membrdnami nebo polymethyl metakryldtovymi
membrdnami nemd vliv na stanoveni.

. Chirurgické gdzy a tampony mohou vylucovat vysoké hladiny (1-3)-3-D-glukanu, které

se mohou podilet na prechodné pozitivnim vysledki zpiisobenym kontaminaci. Tento
fenomén byl pozorovin piedeviim u po-opera¢nich pacienti (6).
Soupravy s poskozenym obsahem nesmi byt pouZity.

10. Materidly vystavené potencidlné kontaminovanym tekutindm (obsahujicim patogeny) musi

byt zlikvidovany v souladu s mistnimi pfedpisy.

Uchovavani reagencii

Vsechny reagencie uchovévejte v temnu pfi teploté 2-8°C, tak jak byly dodany.
Rekonstituované Fungitell ¢inidlo musi byt uchovavéno pfi teploté 2-8 °C a pouZito béhem
dvou hodin nebo miZe byt zmrazeno v -20°C po dobu az 20ti dnf, nasledné jednou rozmrazeno
pred pouzitim.

Manipulace se vzorky
1.

Odbér vzorki: Vzorky séra musi byt odebrany do sterilnich vakuovanych zkumavek

(s Cervenymi vicky) nebo do sérovych separacnich zkumavek (SST), a ponechédny v klidu
pro vytvofeni srazeniny. Poté je sérum oddéleno od sraZeniny a slito do vhodné zkumavky
bez intereferujicich (1-3)-p-D-glukanti.

. Uchovivini vzorkl: Vzorky séra lze uchovévat pied stanovenim pii teploté 2-8 °C nebo

zmrazené pii teploté -20 ° nebo niZsi.

. OznaCovini vzorki: Vzorky musi byt zieteIné oznaCeny v souladu se schvélenymi

predpisy dané instituce.

POSTUP

Pozndmka: Nastaveni se miZe u jednotlivych piistrojii a softward liit. Obecné vSak plati,
Ze software vhodny pro dany reader je nastaven v rezimu Vmean. Pfi zaddvani testu

do softwaru postupujte podle navodu k pouziti, tak aby vypocitand hodnota byla

rovna pramérné rychlosti zmény absorbance viech naméfenych bodi. Interval mezi
jednotlivymi odecty by mél byt 15 az 30 sekund. VInové délky musi byt v softwaru
nastaveny na 405 nm a 490 nm pro odecet pozadi. JestliZe reader nemd mozZnost odectu
pii dudlni vinové délce, odetitejte pouze pii 405 nm. Inkubaéni teplota je 37°C. Obsah
desticky musi byt promichdn po dobu 5 az 10 sekund tésné pred zahdjenim odectu.
Pouzijte linedrn{ kalibracni kfivku nebo jiny ekvivalent. Odecet za¢ind neprodlené

po vlozeni desticky bez lag fize.

. Pfiprava standardu glukanu dodaného v soupravé.

a. Rozpust'te obsah jedné lahvicky glukanu v RGW (objem je uveden na lahvicce), abyste
ziskali zdsobni roztok o koncentraci 100 pg/mL. Vortexujte nejméné 30 sekund, aby
se standard fddné rozpustil (roztok 1). Zasobni roztok musi byt uchovévan pii 2 — 8°C
a musi byt pouZit béhem tf{ dnli. NiZe uvedené body ,,b az e demonstruji pfiklad
piipravy kalibraéni kiivky.

. Pripravte standard o koncentraci 50 pg/mL smichdnim 500 mL RGW a 500 mL
roztoku 1 ve zkumavce bez glukanu (roztok 2). Vortexujte alespori 10 sekund.

. Pripravte standard o koncentraci 25 pg/mL smichanim 500 mL RGW a 500 mL
roztoku 2 ve zkumavce bez glukanu (roztok 3). Vortexujte alespori 10 sekund.

. Pripravte standard o koncentraci 12.5 pg/mL smichanim 500 mL RGW a 500 mL
roztoku 3 ve zkumavce bez glukanu (roztok 4). Vortexujte alesporti 10 sekund.

. Pripravte standard o koncentraci 6.25 pg/mL smichanim 500 mL RGW a 500 mL
roztoku 4 ve zkumavce bez glukanu (roztok 5). Vortexujte alespori 10 sekund.
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. Piprava Cinidla pro dpravu séra. Alkalické ¢inidlo pro dpravu séra pfeméiiuje konformaci

glukanu v séru z triple-helix na single-strand (10,11), kterd je vice reaktivni. Vysoké pH

rovnéZ inaktivuje serinové protedzy a serin-protedzové inhibitory v séru, které by mohly

produkovat fale$né pozitivni nebo fale$né negativni vysledky (20).

a. Pfipravte ¢inidlo pro tipravu séra smichdnim stejného objemu 0,25 M KOH a 1,2 M KCI
a dobfe promichejte. Doporucujeme pouzit az 900 kazdého ¢inidla, vysledny objem je
pak postacujici pro dva experimenty. Uzaviete otvor lahvi¢ky Parafilmem a uchovejte
pro druhy experiment. PouZivejte tu ¢dst Parafilmu, kterd byla orientovdna smérem
k papirové podloZce.

Pozndmka: Pro vyneseni do grafu vyndsobte jednotlivé koncentrace standardu péti.
Vysledny referenni rozsah kfivky je 31 az 500 pg/mL. Koncentrace zadejte do
softwaru ve stejném formatu (500, 250, 125, 62.5 a 31 pg/mL).

Objem standardu ve stanoveni je 25 uL na jamku nebo pétindsobek objemu vzorku séra.
Mikrotitracni desticka se standardy (St), negativnimi kontrolami (Neg) a 21 nezndmymi vzorky
(Uk) (vSechny zastoupeny dupliciiné) je pFipravena ndsleduiicim zpiisobem:

1 2 S 4 5] 6 7 8 9 10 11 12

A

B Stl Stl Ukl | Uk4 | Uk7 | Uk10 | Uk13 | Ukl6 | Uk19
C St2 | St2 Ukl | Uk4 | Uk7 | Uk10 | Uk13 | Ukl6 | Uk19
D St3 | St3 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4 | Ukl7 | Uk20
E St4 | St4 Uk2 | Uk5 | Uk8 | Ukll | Ukl4| Ukl17 | Uk20
F St5 | St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | Uk12 | Ukl5| Uk18 | Uk21
G Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Uk12 | Ukl5| Uk18 | Uk21
H

Poznamka 1: Vnéjsi jamky mikrodesticky lze pouZit v piipadé, Ze jsou jejich kinetické
charakteristiky srovnatelné s vnitinimi jamkami.

Pozndmka 2: Po napipetovdni vzorku a vSech reagencii do pfisluinych jamek, uzaviete
desticku krytem, aby se zamezilo ndhodné kontaminaci jednotlivych jamek. Kryt odstrarite
az tésné pred vloZenim desticky do readeru, ¢imz se predejde optické interferenci
zpuisobené kondenzaci.

3. Pridani séra a ¢inidla pro dpravu séra.

ZmraZené vzorky séra nechejte rozmrazit pii pokojové teploté a dobfe promichejte

vortexovanim.

. Pfeneste 5 uL vzroku séra do jednotlivych jamek oznacenych (Uk), alesponi ve dvou
opakovanich. Proved'te totéZ se viemi vzorky.

. Pridejte 20 pL ¢inidla pro dpravu séra do kazdé jamky se sérem

Pozndmka: Kroky b a ¢ 1ze provadét v obraceném pofadi podle preference laboranta.

d. Tiepejte desti¢kou po dobu 5 az 10 sekund, aby se obsah fadné promichal (Ize vyuzit
funkci pro michéni na fotometru), poté inkubujte 10 minut pfi teploté 37 °C ve fotometru.

4. Rekonstituce Fungitell ¢inidla. Pozndmka: Ize provést béhem vyse popsané inkubace
pro dpravu séra.

a. Rekonstitujte obsah Fungitell lahvi¢ky nejdiive pfiddnim 2.8 mL RGW a ndslednym
pfidanim 2.8 mL pufru Pyrosol (pouZijte mikropipetu na 1000 pL). PouZivejte tu &dst
Parafilmu, kterd byla orientovdna smérem k papirové podloZce. Otacejte lahvi¢kou az
do tplného rozpusténi Cinidla — nevortexujte.

5. Pfidéni negativnich kontrol a standard(. Po skon&eni inkubace pro tpravu séra (krok 3.d),
vyjméte desti¢ku z readeru a pfidejte standardy a negativni kontroly.
Napipetujte 25 u. RGW do jamky G2 a G3.
Napipetujte 25 pL roztoku 5 o koncentraci glukanu 6.25 pg/mL do jamky F2 a F3.
Napipetujte 25 pL roztoku 4 o koncentraci glukanu 12.5 pg/mL do jamky E2 a E3.
Napipetujte 25 uL roztoku 3 o koncentraci glukanu 25 pg/mL do jamky D2 a D3.
Napipetujte 25 uL roztoku 2 o koncentraci glukanu 50 pg/mL do jamky C2 a C3.
Napipetujte 25 uL roztoku 1 o koncentraci glukanu 100 pg/mL do jamky B2 a B3.
6. Pridani Fungitell ¢inidla a zpiisob inkubace mikrodesticek.
Do kazdé jamky (obsahujici negativni kontroly, standardy a vzorky) pfidejte 100 uL.
Fungitell ¢inidla. PouzZijte opakovatelnou pipetu.
. Vlozte desticku s vickem do fotometru (vytemperovaného na 37°C) a nechte protfepat
na 5-10 sekund. Ndsledn& odstraite vicko a odegitejte data pfi vinové délce 405 nm
a 490 nm po dobu 40 minut pfi teploté 37 °C. Jestlize funkce michdni neni u fotometru
k dispozici, miizete pouzit externi tfepacku mikrodesticek.
. Vyhodnoceni analyzy: vypocitejte primérnou rychlost zmény absorbance
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(v mili-absorban¢nich jednotkdch za minutu) pro viechny naméfené body v dobé
mezi 0 az 40 minutami.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky Fungitell testu slouzi jako pomiicka pro diagnostiku invazivni houbové infekce.
Vysledky jsou vyjadieny v pg na mL séra a pohybuji se v rozsahu od nedetekovatelnych
(<31 pg/mL) po > 500 pg/mL. Mohou byt vyti§tény pouzitym programem nebo odecteny

z kalibra¢ni kiivky. Pro pfesnou kvantifikaci hladin nad 500 pg/mL je nutno vzorek nafedit
RGW a znovu otestovat.

Laboratof provadg&jici tento test musi informovat objedndvajiciho 1ékaie, Ze test Fungitell
nedetekuje urcité druhy mikroskopickych hub, napt. rod Cryptococcus (16,17), ktery
produkuje velmi nizké hladiny (1-3)-f-D-glukanu. Stanoveni rovnéZ nedetekuje
zygomycety, napf. Absidia, Mucor a Rhizopus (16,17), o kterych neni zndmo, Ze by
produkovaly (1->3)-B-D-glukan. Stejné tak Blastomyces dermatitidis ve své kvasinkové
formé produkuje mdlo (1-3)-B-D-glukanu a je proto obvykle nedetekovatelny (18).



NEGATIVNI VYSLEDEK
Hodnoty (1-3)-B-D-glukanu < 60 pg/mL jsou interpretovany jako negativni vysledky.

POZITIVNI VYSLEDEK

Hodnoty >80 pg/mL jsou interpretovény jako pozitivni. Pozitivni vysledek znamend, Ze byl
detekovdn glukan. To vSak neznamend, ze musi jit o mykotické onemocnéni. Konecna diagnéza
musi byt urena s ohledem na celkovy klinicky obraz pacienta.

NEURCITY VYSLEDEK

Hodnoty naméfené v rozmezi od 60 do 79 pg/mL naznacuji, Ze mize pravdépodobné jit

o houbovou infekci. V téchto pfipadech je doporuceno provést kontrolni odbér. Pravidelné
vySetrovéni séra zvySuje raciondlni vyuZiti testu pro primarni diagnostiku.

KONTROLA KVALITY

« Korela¢ni koeficient (r) linedrni kalibradni kiivky musi byt vétsi nez 0.980.

 Jamky s 25 uL RGW jsou negativni kontroly. Naméfené hodnoty rychlosti zmény
absorbance (Vmean) negativnich kontrol musi byt nejméné o 50% nizsi neZ naméfené
hodnoty nejnizsiho bodu kalibra¢ni kiivky. V opacném piipadé musi byt stanoveni
zopakovdno s novymi ¢inidly.

* Manipulace s problémovymi vzorky. Jestlize laborant zjisti, Ze vzorky jsou zakalené,
pochybné zbarvené nebo kalné (jako jsou napf. silné hemolyzované a lipemické vzorky nebo
vzorky obsahujici nadmérné mnozstvi bilirubinu), musi takové vzorky nafedit RGW a znovu
otestovat. Vyslednd koncentrace glukanu ve vzorku se vypocitd vyndsobenim naméfené
hodnoty faktorem fedéni. Faktor fedéni je mozné zadat do vétSiny programii hned
na pocdtku experimentu a korekce fedéni je pak provedena automaticky.

 Kontrolni vzorky (o diskrimina¢nich a vysocepozitivnich koncentracich) mohou byt vyuZzity
k ovéfenti, Ze test a Cinidla funguji spravné. Kazdy uZivatel by si mél ur¢it systém kontroly
kvality pro zajisteni jeho osobni zpiisobilosti provadét tento test.

OMEZENI TESTU

1. Umisténi houbové infekce ve tkdnich (10), zapouzdfeni a mnoZstvi (1-3)-B-D-glukanu
produkovaného ur¢itymi plisnémi miiZe ovlivnit sérovou koncentraci tohoto analytu.
SniZend schopnost ur¢itych hub produkovat (1->3)-p-D-glukan, ktery se podili na celkové
koncentraci glukanu v krevnim fe€isti, snizi jejich detekovatelnost. Cryptococcus spp.
produkuje nizké hladiny (1-3)-B-D-glukanu (11) v disledku zapouzdieni buriky.
O zygomycetdich Absidia, Mucor spp. a Rhizopus spp. (16,17) neni zndmo, Ze by
produkovaly (1->3)-B-D-glukan (16,17). Blastomyces dermatitidis ve své kvasinkové fazi
produkuje mélo (1->3)-p-D-glukanu a vysledky testu jsou obvykle negativni (18).

2. Néktefi jedinci maji zvySenou koncentraci (1->3)-B-D-glukanu, kterd spadd do neur¢ité
z6ny. V takovych piipadech je doporuceno provést dalsf testy.

3. Frekvence vySetfovani pacientl zdvisi na relativnim riziku vyskytu houbové infekce.
U rizikovych pacientl je doporucend frekvence odbéru séra dvakrat az tfikrdt tydné.

4. Pozitivni vysledky byly zji§tény u pacientd, ktef{ podstupuji hemodialyzu (12,13), subjekti
lécenych urcitymi frakcionovanymi krevnimi produkty, napi. sérovym albuminem
a imunoglobuliny (19), a u vzorki nebo subjektii vystavenym gaze obsahujici glukan.
Je nutno spravné zvolit intervaly odbéru krve k vySetieni po-operacnich pacienti tak, aby
se postihla skute¢nd koncentrace (1-3)-p-D-glukanu a ne jeho kratkodoby prudky nartist
v disledku pouZiti tamponti a gdzy uvoliujici glukan. Proto doporucejeme zahdjit odbéry
nejdfive 3. nebo 4. den po operaci, kdy je bazdlni hladina glukanu v krvi jiZ obnovena (6).

5. Vzorky odebrané pomoci lancety z bfiska prstu nebo z paty nejsou vhodné pro toto
stanoveni. Bylo prokdzano, Ze gdza napusténd alkoholem pro desinfekci mista vpichu
(a pravdépodobné i kontakt krve s mistem vpichu) kontaminuje vzorky pfi odbéru.

6. Hladiny koncentraci pro interpretaci tohoto testu byly stanoveny pro dospélé
jedince. Normdlni hladiny u kojenct a déti se blizi hladindm dospé&lych (21).
Udaje pro novorozence a kojence mladsi 6 mésicd nejsou k dispozici.

7. Rozsah stanoveni je od 31 pg/mL do 500 pg/mL. Hodnoty pod 31 pg/mL se uvadi jako
< 31 pg/mL; hodnoty >500 pg/mL se uvadi jako > 500 pg/mL.

INTERFERUIJICI LATKY
NiZe uvedené vlastnosti vzorku mohou ovlivnit spolehlivost Fungitell testu:
* Hemolyzované serum
* Turbidni vzorek v disledku lipémie
* Pfitomnost okem viditelného bilirubinu
* Zakalené sérum

OCEKAVANE HODNOTY

Hodnoty beta glukanu jsou zvy3ené pii riiznych houbovych infekcich. U symptomatickych
subjektii nebo vysokorizikovych skupin s hladinou glukanu 80 pg/mL a vice je

pozitivni predikéni hodnota, Ze jde o houbovou infekci 74.4 a 91.7% (viz. tabulka 2).

U asymptomatickych pacientd s hladinou glukanu pod 60 pg/mL se negativni predikéni
hodnota pohybuje mezi 65.1 a 85.1%.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

Srovnavaci studie

Funkéni charakteristiky Fungitell testu byly vyhodnoceny v rdmci prospektivni studie

v nékolika testovacich centrech. Vysledky testu byly porovnédny s dal$imi typickymi metodami
pro detekci mykéz a fungémii (napf. hemokulturou, histopatologickym vySetfenim bioptického
vzorku a radiologickych pfiznaki).

Timto stanovenim bylo testovéno tiista padesat devét (359) subjektii. Od kazdého subjektu byl

ziskdn jeden vzorek. V pripadé nizkorizikovych subjekti §lo o zjevné zdravé jedince a pacienty,

ktefi byli hospitalizovdni z jinych diivodii neZ houbové infekce. Nébor subjektii byl proveden
v Sesti zdravotnickych zafizenich ve Spojenych Stdtech, z nichZ Ctyfi otestovala celkem

285 vzorki. ACC otestovala viech 359 vzorki dvakrat, ale pouZila pouze druhou sadu vysledki
pro uréeni G¢innosti stanoveni. Vysledky druhé sady analyz se statisticky nelisily od prvni sady.

Senzitivita pro celou populaci subjektd (359) véetné Cryptococcus byla 65,0 % (interval
spolehlivosti 60,1 — 70,0 % (CI)). Specificita byla 81,1 % (77,1 — 85,2 % CI) (tabulka 1).
Vysledky ze 4 testovacich mist mély senzitivitu v rozsahu od 50,0 % do 66,7 %. Specificita se
u 285 testovanych vzorki pohybovala od 70,0 % do 93,0 % (tabulka 2).

Tabulka 1  Vysledky testii provedenych v ACC pro diskriminacni hladiny
60-80 pg/mL (sefazeno podle lokalit).
Prokézand/pravdépodobnd Specificita
Senzitivita >=80pg/mL <60pg/mL
Lokalita | & = £ a | o | Celkem
1 32/50 640 970 39/40 975 69,6 1 90
2 14/24 583 933 17/20 850 70.8 5 44
3 14/19 737 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 30/39 769 69.8 6 75
6 0/1 0,0 N/A 0/0 N/A 0,0 0 1
Celkem* | 106/163 | 650 80,9 159/196 | 81,1 76.8 21 359

*Zahrnuje jeden vzorek z pracovisté 6.

Senzitivita testu stanovend na zdkladé porovnani vysledk naméfenych v ACC (a v ostatnich
zdravotnickych zafizenich) s klinickou diagnézou je 64.3% (58.8% - 69.9% CI) pro ACC
a61.5% (55.9% -67.2%) pro ostatni laboratoie. Specifita je 86.6% (82.7% - 90.6%) pro ACC
a79.6% (74.9% - 84.3%) pro ostatni laboratofe (viz tabulka 2).

Tabulka 2 Vysledky testii provedenych v klinickych zafizenich pro diskrimina¢ni

hladiny 60-80 pg/mL (sefazeno podle lokalit).

Prokazana/pravdépodobna Specificita
Senzitivita >=80pg/mL <60pg/mL
Lokalita | £ s £ - o | Celkem
£ £ |zEs| £ T |EEs| 8%
S | § |28E| .| 5 |2EE) %%
N N s S5 | e g 0T 5| v
€2 | & |£8£]| 2% | & |ZEE| 28
1 32/50 640 744 28/40 700 65,1 90
2 12/24 500 750 15720 750 652 44
3 *
4 22/33 66,7 91,7 40/43 930 85,1 5 76
22/36 61.1 786 30/39 769 750 7 75
6 *
Celkem | gg/143 | 61,5 793 | 113/142 | 796 739 21 285
pracoviste
ACC 92/143 643 91,1 123/142 86,6 74,1 18 285

* Neni testovacim pracovistém

KANDIDOZA
V prospektivni studii bylo celkem zahrnuto 107 subjektd, u kterych byla diagnostikovédna
kandidéza. 83 vzorki ze 107 vyslo pozitivné Fungitell testem.

ACC obdrzela 175 vzorki z knihovny kandidéz, z nich 145 bylo pozitivné identifikovino
Fungitell testem.

ASPERGILOZA
Celkem 10 subjektii bylo pozitivnich na aspergil6zu. 8 z 10 bylo pozitivnich pfi tomto
stanoveni.

FUSARIOZA
Tfi subjekty byly pozitivni na fusariézu. 2 z 3 bylo pozitivnich pfi tomto stanoveni.

PROTIHOUBOVA TERAPIE

Protihoubova terapie neméla Zadny statisticky vyznamny vliv na senzitivitu stanoveni.

118 subjektl s invazivnim houbovym onemocnénim se podrobilo protihoubové terapii.

Z nich 82 bylo pozitivné uréeno pomoci Fungitell testu (senzitivita, 69.5%: 61.2% - 77.8% CI).
24 subjektii s houbovym onemocnénim se nepodrobilo protihoubové terapii. 18 z nich bylo
identifikovano Fungitell testem (senzitivita, 75%: 57.7% - 92.3% CI).

SPECIFICITA

Celkem 170 subjektti bylo negativnich na houbovou infekci a jednalo se o zjevné zdravé
osoby. Specificita u tohoto stanoveni byla 86,5 % (82,8 % - 90,1 % CI). Po zahrnuti dal3ich
26 subjekti, ktefi byli diagnostikovani s jinym nez houbovym onemocnénim, byla vyslednd
specifita 81,1 % (77,1 — 85,2 % CI).

KORELACE TESTU

Ctyfi zdravotnickd zafizeni analyzovala celkem 285 vzorkii. 96,4 % vysledki testu viech
pracovis§t’ kvantitavné korelovalo s vysledky ACC. Vysledky testi z jednotlivych pracovist’
zv14st korelovaly s ACC od 90.6 do 99.2%.

PRESNOST

10 riznych vzorki bylo testovdno na tfech testovacich pracovistich v ramci studie parametr
piesnosti, kazdé pracovisté v jiny den. Vnitini analytickd odchylka se pohybovala od 0.9%
do 28.9%. Odchylka mezi jednotlivymi analyzami dosdhla hodnot od 3.9 do 23.8%. Z obou
analyz byly vylouceny Ctyfi (4) negativni vzorky.
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