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UCEL POUZITIA

Analyza Fungitell je kolorimetrickd analyza zaloZend na aktivdcii zymogénov protedz, ktord
sa moZe pouZzit’ pre kvalitativnu detekciu (1-3)-p-D-glukdnu v sére pacientov so symptémami
invazivnej hubovej infekcie (alebo pacientov so zdravotnym stavom, v dosledku ktorého st
tito pacienti nachyIni na hubovi infekciu). Koncentricia (1-3)-3-D-glukdnu (hlavna zlozka
bunkovych stien roznych klinicky vyznamnych hiib) sa méZe pouzit’ ako pomocka

pri diagnostike h'boko uloZenych mykoéz a fungémii. Pozitivny vysledok neuvadza,

ktoré typy hib m6zu spdsobovat’ infekciu.

Test je urCeny na predikativnu diagnostiku hubovej infekcie. Test sa musi pouZivat’ spolu
s dal$fmi diagnostickymi postupmi, ako napriklad mikrobiologickou kultdrou, histologickym
vySetrenim bioptickych vzoriek a radiologickym vySetrenim.

Délezité — odporicame, aby ste odosielajicemu lekarovi poskytli tieto informacie:

Analyza Fungitell nesliZi na detekciu niektorych typov hib, ako napriklad
patogénnej kvasinky Cryptococcus (9), ktord produkuje vel'mi nizke trovne litky
(1-3)-p-D-glukdn. Tato analyza nesliZi ani na detekciu zygomycetov, napriklad
Absidia, Mucor a Rhizopus (17), o ktorych nie je zndme, Ze by produkovali latku
(1-3)-p-D-glukdn. Okrem uvedeného kvasinkova fiza Blastomyces dermatitidis
produkuje iba malé mnoZstvo litky (1->3)-B-D-glukdn a analyza ju nemusi
detegovat’ (18).

Pri vykazovani vysledkov testu analyzy glukdnu zahriite aj toto vyjadrenie.

SUHRN A VYSVETLENIE

Vyskyt hubovych infekcii spdsobenych primdrnymi a oportunistickymi patogénmi, najmé

u pacientov s oslabenou imunitou, narastd (2,3,4). Invazivne hubové ochorenia, ako
oportunistické infekcie, st Casté v ramci hematologickych malignit a u pacientov s ochorenim
AIDS, a st zodpovedné za narastajiici pocet nemocni¢nych infekcii, najmi v pripade prijemcov
transplantovanych orgdnov a inych pacientov podrobujicich sa imunosupresivnej liecbe (1.4).
Mnohé hubové choroby sa ziskaji vdychovanim hubovych spér pochddzajicich z pody,
rastlinnych nanosov, klimatizicie alebo z exponovanych povrchov. Niektoré oportunistické
huby st pritomné na alebo v pokozke ¢loveka, ¢revnom trakte a v slizniciach (7). Diagnostika
invazivnych mykéz a fungémif je spravidla zaloZend na ne$pecifickych diagnostickych alebo
radiologickych postupoch.

Spolo¢nymi 'udskymi hubovymi patogénmi st Candida spp. a Aspergillus spp. Oportunistické
hubové patogénny zahfiiaji Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae,
Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii

a Pneumocystis carinii. Latka (1->3)-3-D-glukdn produkovand tymito organizmami

(a inymi organizmami) sa dd detegovat’ pomocou analyzy Fungitell (4.5, 16).

PRINCIPY PROCEDURY

Analyza Fungitell meria hladiny (1-3)-f-D-glukdnu. Tdto analyza je zaloZend na modifikdcii
cesty lyzdtu amebocytu z Limulus polyphemus (LAL) (8-11), obr. 1. Reagencia Fungitell bola
modifikovand s ciefom elimindcie faktora C a preto reaguje iba s (1-3)-p-D-glukdnom
prostrednictvom tej Ciasti cesty, ktord je iniciovand faktorom G.

(1->3)-p-D-glukan aktivuje faktor G zymogén serinové proteazy. Aktivovany faktor G

meni neaktivny nezrdZanlivy enzym na aktivny zrdZanlivy enzym, ktory odstiepenim pNA

z chromogénneho peptidového substratu Boc-Leu-Gly-Arg-pNA vytvidra chromofor absorbujici
pri vinovej dizke 405 nm. NiZSie popisand kinetickd analyza Fungitell je zaloZen na merani
rychlosti ndrastu absorbancie produkovanej vzorkou. Této rychlost’ sa porovndva

s rychlostou produkovanou Standardami kalibra¢nej krivky, aby sa vypo&itala

koncentrécia (1-3)-p-D-glukdnu vo vzorke.

Faktor C =~ ™ Aktivovany faktor C

OBRAZOK 1
Cesta lyzatu amebocytu Limulus
Endotoxin (LPS)

(1-3) p-D-glukan

}

Aktivovany faktor B Aktivovany faktor G s Faktor G

Nezrazanlivy enzym Zrazanlivy enzym

Boc-Leu-GIy-Arg-pNA/\ Boc-Leu-Gly-Arg + pNA
(umely substrat)

— x

Faktor B

MATERIALY DODAVANE SO SUPRAVOU FUNGITELL

Suprava Fungitell je uréend na diagnostické pouZitie in vitro. Nasledujiice materidly su sicast'ou
Fungitell setu a ich objemové mnoZstvo postatuje na 110 analyz na dvoch mikrotitra¢nych
dostickdch (55 jamok na kazdej dosticke):

1.
2.
3.

4.
5.

6.
7.

Reagencia Fungitell®, lyofilizovany LAL 3pecificky pre (1->3)-3-D-glukdn (dve fTasticky)
Pyrosol, pufor pre rekonstiticiu Fungitell reagenicie, Tris HC1 0,2 M pH 74 (dve fTasticky)
Standard, lyofilizovany glukdn (pachyman) s inertnym plnidlom - obsah
(1-3)-p-D-glukdnu je uvedeny na Stitku (dve flasticky)

Voda reagencnej Cistoty (RGW) (dve fTase)

Pyroplate: mikrotitra¢né dosti¢ky s plochym dnom a vieckom, 96 jamiek bez povrchovej
tipravy, bez rusivych glukdnov (dve)

KClI 1,2 M (jedna lickovka)

KOH 0,25 M (jedna liekovka)

Ziadny s vy3Sie uvedenych materidlov (s vynimkou §tandardu) neobsahuje rusivé drovne
(1-3)-p-D-glukédnu.

VYZADOVANE MATERIALY, KTORE SA NEDODAVAJU

Ziadny materil nesmie obsahovat’ rugivé hladiny glukénu. Sklenené nadobky musia byt
depyrogenizované horticim vzduchom pri teplote 235 °C po dobu 7 hodin (alebo inym
validovanym sposobom), aby boli vhodné na pouZitie.

1.

2
3.
4
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Spicky na pipety* (250 ul — kat. & PPT25, 1 000 ul — kat. &. PPT10)

. NastaviteI'né digitdlne mikropipety pre objemy 5 — 25 ul a 100 — 1 000 ul

Opakovatel'nd nastaviteInd pipeta s divkovacom pre 100 ul

. Skdmavky* na pripravu kalibra¢nej krivky a na pripravu reagencie pre tpravu séra.

(13 x 100 mm, borokremicité sklo, kat. ¢. TBO13)

. Mikrodostickovy inkuba¢ny reader (pri 37 °C) schopny merat vzorku pri dvoch vlnovych
dizkach (405 a 490 nm) s dynamickym rozsahom najmenej do 2 Abs. Vhodny pocitatovy
softvér umoZiujici kinetickd analyzu.

. Sterilné skladovacie skiimavky bez obsahu glukdnu, so Srubovacim uzdverom, ktoré slizia
na odber pomernych Casti vzoriek (vidcSina skimaviek certifikovand na nepritomnost
RNAsy, DNAsy a pyrogénu tieZ neobsahuje rusivé hladiny (1->3)-p-D-glukdnu).

. Parafilm®

* Tieto produkty, ktoré dodéva spolo¢nost” Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), neobsahuji
rusivé glukdny.

Up

ozornenie: sklenené pipety s vatovymi zatkami predstavujii potencidlny zdroj glukdnovej

kontaminécie.

UPOZORNENIA A PREVENTIVNE OPATRENIA
Tento produkt je uréeny na DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO.

Analyza Fungitell vyZaduje dosledné dodrziavanie spravnej laboratérnej techniky
a udrziavanie Cistého laboratérneho prostredia. Dokladné zaskolenie persondlu

v metodike stanovenia a v zamedzeni kontamindcie je kriticky dolezité

pre reprodukovatelnost’ testu.

. Druhy, ktoré analyza Fungitell nedokédZe detegovat’. Niektoré druhy hiib produkuji len
vel'mi nizke hladiny (1-3)-f-D-glukdnu a analyza Fungitell ich spravidla nedokdze
detegovat’. Ide o rod Cryptococcus (14,16) a o zygomycety Absidia, Mucor a Rhizopus
(16,17). Okrem toho rod Blastomyces dermatididis v kvasinkovej forme produkuje
nizke hladiny (1-3)-f-D-glukdnu a preto ho analyza Fungitell spravidla nedokdze
detegovat’ (18).

. Nepipetujte Ziadny materidl tistami. V mieste manipuldcie so vzorkami alebo reagenciami
nefajite, nejedzte ani nepite.

. Vytvorte si ¢isté prostredie, v ktorom sa bude analyza vykondvat'. PouZivajte materidly
a reagencie, ktoré si certifikované na nepritomnost’ rusivych (1->3)-p-D-glukdnov.
Pamiitajte, Ze glukdnovd, ako aj hubova kontamindcia z I'udského tela, odevov, nddob,
vody a prachovych Castic zo vzduchu méZe nartat’ analyzu Fungitell.

. Nepouzivajte reagencie po datume expirdcie.

9.

. Pochybné a kalné vzorky (napr. vzorky, ktoré si vyrazne hemolyzované, lipemické alebo

obsahuju prili$né mnoZstvo bilirubinu) mdZu spdsobovat’ rusenie. Pri hodnoteni vysledkov
testov takychto vzoriek by sa malo preskimat’, ¢i mohlo/nemohlo dojst’ k optickému
ruseniu a/alebo k vyskytu neobvyklych kinetickych trendov.

. Pocas manipuldcie so vzorkami pacienta pouZzivajte vhodny ochranny odev a rukavice

bez pudru.

. Sérum pacientov podstupujiicich hemodialyzu moze obsahovat’ vysoké trovne

(1-3)-p-D-glukanu, ak sa na nich pouzivaly niektoré celul6zové dialytické
membrany (13). Hemodialyzy s celulézovymi triacetdtovymi membranami
alebo polymetyl-metakryldtovymi membrdnami neovplyviuji analyzu.

. Chirurgické gdzy a tampény mozu obsahovat’ vysoké hladiny (1->3)-p-D-glukanu,

ktoré mozu prispievat’ k prechodne pozitivnym vysledkom spdsobenych kontaminaciou
(ako bolo dokdzané u po-operacnych pacientov (6))
Stpravy s poSkodenym obsahom sa nesmd pouZivat'.

10. Materidly vystavené posobeniu potencidlne kontaminovanych tekutin (ktoré obsahuju

patogény) sa musia zlikvidovat’ v stilade s miestnymi nariadeniami.

Skladovanie reagencie

Vsetky reagencie skladujte v pévodnych obaloch pri teplote 2 — 8 °C na tmavom mieste.
Pripravend reagencia Fungitell sa musi skladovat’ pri teplote 2 — 8 °C a musi sa pouZit
do 2 hodin. Pripravent reagenciu Fungitell moZno uchovdvat aj zmrazend pri —20 °C
po dobu 20 dni a pouzit’ iba raz rozmrazent.

Manipulicia so vzorkami

1.

Odber vzoriek: sérové vzorky sa musia odoberat’ do sterilnych vdkuovych skimaviek
(Cervené uzévery) alebo do sérovych separa¢nych skimaviek (SST), a musia sa nechat’
zrazit'. Sérum sa potom oddeli od zrazeniny a zleje sa do vhodnej skumavky, ktord
neobsahuje (1-3)-p-D-glukdny.

. Skladovanie vzoriek: sérové vzorky mozno pred analyzou skladovat’ pri teplote 2 — 8 °C,

alebo zmrazené pri teplote —20° (a niZsie).

. OznaCovanie vzoriek: vzorky musia byt jednoznacne ozna¢ené v siilade so schvélenymi

postupmi danej institdcie.

POSTUP

Pozndmka: nastavenia sa mdZu pre rdzne pristroje a softvéri 1isit’. Vo vieobecnosti ale
plati, ze softvér daného readera je nastaveny na zber dat v rezZime Vmean. Pri zaddvani
testu do softvéra postupujte podl'a ndvodu tak, aby vypocitand hodnota bola priemernou
hodnotou rychlosti zmeny optickej hustoty vSetkych nameranych bodov. Interval medzi
natitaniami by mal byt 15 — 30 sekiind. Nastavte vinovi dizku v softvéri na 405 nm

a 490 nm pre odéitanie pozadia. Ak nastavenie dvojitej vinovej dizky nie je mozné,
nacitajte iba pri 405 nm. Inkubacna teplota je 37 °C. Pred zaCatim Citania sa obsah
dosticky musi pretrepat’ po dobu 5 — 10 sekind. PouZijte linedrnu kalibra¢nu krivku,
alebo jej vhodny ekvivalent. Nacitanie tidajov by sa malo spustit’ bez oneskorenia.

. Priprava glukdnového Standardu poskytnutého v siprave.

®

Rozpustite obsah jednej flasticky Standardu v RGW o objemu uvedeném na fTasticke,

tym pripravite zdsobny roztok s koncentraciou 100 pg/ml. Obsah vortexujte najmenej

30 sekind, aby sa dplne homogenizoval (roztok 1). Tento roztok sa musi skladovat’

pri teplote 2 — 8 °C a mdZze sa pouzivat’ po dobu troch dni. Niz§ie uvedené kroky

b az ,.e* uvadzaji priklad pripravy kalibracnej krivky.

. Pripravte Standard s koncentrdciou 50 pg/ml zmieSanim 500 ul RGW a 500 ul roztoku 1
v skiimavke bez glukdnu (roztok 2). Roztok najmenej 10 sekiind vortexujte.

. Pripravte Standard s koncentrdciou 25 pg/ml zmieSanim 500 ul RGW a 500 ul roztoku 2
v skiimavke bez glukdnu (roztok 3). Roztok najmenej 10 sekiind vortexujte.

. Pripravte Standard s koncentrdciou 12.5 pg/ml zmieSanim 500 ul RGW a 500 ul
roztoku 3 v skiimavke bez glukdnu (roztok 4). Roztok najmene;j 10 sekind vortexujte.

. Pripravte Standard s koncentréciou 6.25 pg/ml zmieSanim 500 ul RGW a 500 ul

roztoku 4 v skiimavke bez glukdnu (roztok 5). Roztok najmenej 10 sekind vortexujte.
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. Priprava reagencie na pravu séra. Alkalickd reagencia na tGpravu séra meni konforméciu

glukdnu z triple-helix na single-strand (10,11), ktord je reaktivnejSia. Vysoké pH taktiez
deaktivuje serinové protedzy a inhibitory serinovych protedz v sére, ktoré by mohli viest’
k falosnym pozitivnym alebo negativnym vysledkom (20).
a. Pripravte reagenciu na dpravu séra zmieSanim rovnakych objemov 0,25 M KOH
a 1,2 M KCl a ich riadnym premieSanim. Odportc¢ané objemy si max. 900 ul kazdej
reagencie (umoziuje dve pripravy). Flasticky urCené na pouzitie s druhou dostickou
zakryte Parafilmom. PouZite td stranu Parafilmu, ktord smerovala k papierovej
podlozke.

i. Pozndmka: pre grafické znazornenie kalibraénej krivky, vyndsobte koncentraciu
Standardov ¢islom pit’, aby bol rozsah krivky od 500 do 31 pg/ml. §landardy zadajte
do softvéra v rovnakom formate (500, 250, 125, 62,5 a 31 pg/ml).

Objem Standardu pri stanoveni je 25 ul na jamku alebo pét'ndsobok objemu vzorky
séra. Mikrotitracnd dostickou so Standardami (st), slepymi vzorkami (blk) a 21 nezndmymi
vzorkami (Uk) (kaZdd z nich sa testuje duplicitne) je nastavend takto:

1 2 3 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 | UkS | Uk8 | Ukll | Uk14 | Ukl7 | Uk20
F St5 | St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | UklI2 | Uk15| UklI8 | Uk21
G Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2 | Ukl5| Ukl8 | Uk21
H

Poznamka 1: vonkajsie jamky moZno pouZit’ vtedy, ak st kinetické charakteristiky
vonkajsich a vnitornych jamiek porovnatel'né.

Pozndmka 2: aby nedoslo k ndhodnej kontamindcii, po pridani vzoriek a reagencii

do prislusnych jamiek, prikryte dosticku krytom. Odstraiite kryt pred vlozenim platne
do readeru, aby nedochddzalo k optickej interferencii v priebehu analyzy spdsobenej
kondenzdciou.

3. Pridanie séra a reagencie na dpravu séra.
a. Rozmrazte vzorky séra pri izbovej teplote. VSetky vzorky riadne premiesajte
vortexovanim.
b. Preneste 5 ul vzorky do kazdej prislusne oznacenej jamky (Uk) (najmenej duplicitne).
Napipetujte kazdi vzorku sera.
c. Pridajte 20 ul reagencie na tpravu séra do kazdej jamky, ktord obsahuje sérum.
Pozndmka: : kroky ,,b“ a ,.c* mozno vykonat’ v obritenom poradi podl'a preferencie
technika.
d. Pretrepte dosku 5 — 10 sekiind, aby sa jej obsah riadne rozmieSal (moZno pouZit
funkciu premieSavania dosky na readeri), a potom inkubujte v readeru po dobu 10 mindt
pri teplote 37 °C.
4. Priprava reagencie Fungitell. Poznamka: pripravu mozno jednoducho vykonat’ pocas
inkubdcie pre tpravu séra.
a. Rekonstituujte jednu fTasti¢ku reagencie Fungitell pridanim 2,8 ml RGW a pridanim
2.8 ml Pyrosol pufru (pouZite mikropipetu na 1 000 ul). Flasticku zakryte
Parafilmom (pouzite stranu Parafilmu, ktord bola prilozend k papierovej podlozke).
Opatrne fTastickou otdcajte, aby sa jej obsah rozpustil (nepouZivajte vortex).
5. Pridanie negativnych kontrol a Standardov. Na konci inkubdcie pre dpravu séra (krok 3.d)
vyberte dosticku z readera, a pridajte do nej Standardy a negativne kontroly.
a. Napipetujte 25 ul RGW do jamky G2 a G3.
b. Napipetujte 25 ul roztoku 5 s koncentraciou glukdnu 6,25 pg/ml do jamky F2 a F3.
c. Napipetujte 25 ul roztoku 4 s koncentraciou glukdnu 12,5 pg/ml do jamky E2 a E3.
d. Napipetujte 25 ul roztoku 3 s koncentrdciou glukdnu 25 pg/ml do jamky D2 a D3.
e. Napipetujte 25 ul roztoku 2 s koncentrdciou glukdnu 50 pg/ml do jamky C2 a C3.
f. Napipetujte 25 ul roztoku 1 s koncentrciou glukdnu 100 pg/ml do jamky B2 a B3.
6. Pridanie reagencie Fungitell a postup inkubdcie dosticiek.
Pridajte 100 wl reagencie Fungitell do kazdej jamky (obsahujiicej negativne kontrolné
vzorky, Standardy a vzorky) opakovatel'nou pipetou.
. Vlozte platiiu do readera (vytemperovaného na 37 °C) s nasadenym krytom a pretrepte
ju po dobu 5 — 10 sekiind. Odstraiite kryt a na¢itavajte pri vinovej dizke 405 nm
2490 nm po dobu 40 mindit pri teplote 37 °C. Ak odpo¢itanie pozadia (pri vinovej
dizke 490 nm) nie je k moZné, natitanie sa moZe vykonat' aj pri 405 nm. Ak fotometer
nedisponuje funkciou pretrepania, moZete pouzit' externd trepacku na mikrotitraéné
dosky.
. Vyhodnotenie analyzy: vypocitajte priemernt rychlost’ zmeny absorbancie (v miliabsor-
banénych jednotkdch za mintitu) pre vietky namerané body v dobe od 0 do 40 mindit.

®
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INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Vysledky testu Fungitell by sa mali pouzit’ ako pomdcka pri detekcii invazivnej
hubovej infekcie. Vysledky sa vyjadruji v pg/ml séra v rozsahu kalibracnej krivky

od nedetegovatel'nych hodnét (< 31 pg/ml) az po > 500 pg/ml, a moZno ich zo softvéra
vytlacit’ alebo od¢itat’ z kalibracnej krivky. Presné hodnoty nad 500 pg/ml vyZadujud,
aby sa vzorka zriedila v RGW a jej testovanie sa zopakovalo.

Laboratérium vykondvajiice test by malo objedndvajiiceho lekdra informovat’ o tom, Ze analyza
Fungitell nesliZi na detekciu niektorych typov hiib, ako napriklad Cryptococcus (16,17), ktory
produkuje velmi nizke trovne latky (1-3)-B-D-glukén. Této analyza nesliZi ani na detekciu
zygomycetov, napriklad Absidia, Mucor a Rhizopus (16,17), o ktorych nie je zndme, Ze by
produkovali latku (1-3)-B-D-glukdn. Podobne aj Blastomyces dermatitidis v kvasinkovej faze
produkuje malé hodnoty (1-3)-p-D-glukdnu a tento rod spravidla nemozno detegovat’ (18).

NEGATIVNY VYSLEDOK
Hodnoty (1->3)-B-D-glukdnu < 60 pg/ml sa interpretuji ako negativne vysledky.



POZITIVNY VYSLEDOK

Hodnoty > 80 pg/ml sa interpretuji ako pozitivne. Pozitivny vysledok znamend, Ze bol
detegovany (1->3)-B-D-glukén. Pozitivny vysledok viak neznamend, Ze skuto¢ne ide o hubovi
infekciu. Diagnéza musi byt stanovend na zdklade dal3ich klinicky nélezov.

NEURCITY VYSLEDOK

Hodnoty od 60 do 79 pg/ml nazna¢uji mozni hubovi infekciu. Odpori¢ame vykonat” kontrolné
vy3etrenie. Casty odber vzoriek a ich testovanie zvySuje raciondlne vyuZitie testu pre primarnu
diagnézu.

KONTROLA KVALITY

* Koeficient koreldcie (r) linedrnej kalibracnej krivky by mal mat’ hodnotu > 0,980.

 Jamky (25 ul RGW) st negativne kontroly. Namerané hodnoty rychlosti zmeny optickej
hustoty (Vmean) negativnych kontrol musia byt najmenej o 50% niZSie neZ namerané
hodnoty najniZ8ieho $tandardu. V opa¢nom pripade sa analyza musi zopakovat’ s pouZitim
vietkych novych reagencii.

¢ Manipuldcia s problémovymi vzorkami. Ak analytik zisti vyskyt zakalenej alebo pochybnej
vzorky (napr. vzorky, ktoré su prili§ hemolyzované, lipemické alebo obsahuji nadbytok
bilirubinu), tdto vzorka sa musi zriedit v RGW a jej testovanie sa musi zopakovat'. Riedenie
musi byt’ zohl'adnené pri vykazovani vysledkov vyndsobenim vysledku testu faktorom
riedenia. Faktor riedenia sa spravidla zaddva do softvéri a oprava sa aplikuje automaticky.

» Kontrolné vzorky (vzorky diskriminaénych a vysokopozitivnych koncentréicii) sa mézu
pouzit' na overenie spolahlivosti testu a reagencii. Kazdy uZivatel tejto analyzy by si mal
ustanovit’ sposob kontroly kvality a zabezpecit’ tak svoju spdsobilost’ vykonavat’ test.

OBMEDZENIA TESTU

1. Umiestnenie tkaniv s hubovou infekciou (10), zapuzdrenie a mnoZstvo
(1-3)-p-D-glukdnu produkovane niektorymi hubami méZe ovplyviiovat’ koncentraciu
séra v analyte. Obmedzend schopnost’ niektorych hubovych infekcii produkovat’
(1-3)-p-D-glukén, ktory sa podiel'i na celkovej koncentricii glukdnu v krvnom obehu,
moze obmedzit’ ich detekciu. Cryptococcus spp. produkuje nizke hladiny
(1-3)-p-Dglukdnu (11) v désledku zapuzdrenia bunky. Zygomycety vrtane Absidia,
Mucor spp. a Rhizopus spp. (16,17) nevytviraji (1->3)-B-D-glukén (16,17). Podobne aj
Blastomyces dermatitidis v kvasinkovej faze produkuje nizke hodnoty (1-3)-f-D-glukdnu
a vysledky testu s spravidla negativne (18).

2. Niektorf jednotlivei maji zvysené hodnoty (1->3)-p-D-glukdnu, ktoré spadaji do neurcitej
z6ny. V takychto pripadoch sa odporic¢a vykonat dalsie testovanie.

3. Frekvencia testovania pacientov zdvisi od relativneho rizika hubovej infekcie.

U rizikovych pacientov sa odporiic¢a odber vzoriek dva alebo trikrét tyZdenne.

4. Pozitivne vysledky boli ziStené u pacientov podstupujicich hemodialyzu (12,13),
pacientov lieCenych niektorymi frakénymi krvnymi produktmi, ako napriklad sérovym
albuminom alebo imunoglobulinmi (19) a vo vzorkdch pacientov, ktori boli vystaveni gize
s obsahom glukénu. Je doleZité spravne zvolit’ intervaly odberu krvi u po-operacnych
pacientov, aby sa zistila skuto¢nd hladina (1->3)-3-D-glukdnu a nie jej kritkodoby prudky
ndrast ako dosledok pouZivania tampénov a gédzy, ktoré uvolnuji glukédn. Bazdlna hladina
(1-3)-p-D-glukédnu je obnovend na 3. az 4. deti po operdcii (6).

5. Vzorky ziskané z pity alebo bruska prsta pomocou lancety nie st vhodné, pretoZe pouZitie
gdzy namocenej v alkohole na pripravu miesta odberu vzorky (a zmieSanie krvi
na pokozke), vedie ku kontamindcii vzoriek.

6. Hladiny koncentrécii pre interpretdciu testu boli uréené pre dospelého pacienta.

Normalne hodnoty u deti a mladistvych dosahuji hodnoty dospelych pacientov (21).
Udaje pre novorodencov a dojcata mladsie ne’ Sest’ mesiacov nie st k dispozicii.

7. VykdzateI'ny rozsah analyzy je od 31 pg/ml do 500 pg/ml. Hodnoty niZSie nez 31 pg/ml
sa musia vykazovat’ ako < 31 pg/ml. Hodnoty > 500 pg/ml sa musia vykazovat’ ako
hodnoty > 500 pg/ml.

RUSIVE LATKY
Spravnost’ vysledkov analyzy Fungitell m6zu nartdsat’:
* hemolyza,
« zakalenie vzorky spdsobené lipémiou,
« vizudlne zjavnd pritomnost’ bilirubinu,
« zakalené sérum.

OCAKAVANE HODNOTY

Hodnoty beta glukdnu st zvy$ené v rémei roznych hubovych infekeii. Ked sd priznaky

a symptémy pritomné pri drovni 80 pg/ml alebo vysSej, predikativna hodnota pozitivnosti pacienta
na hubovi infekciu dosahuje 74.4 az 91,7 % (tabulka 2). Za nepritomnosti priznakov a symptémov
pri hodnote nizej nez 60 pg/ml je negativna predikativna hodnota od 65,1 % do 85,1 %.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Porovnivacie testovanie

Uskutocnila sa multicentrickd perspektivna Stiidia, ktorej cielom bolo zhodnotit’ charakteristiky
ti¢innosti analyzy Fungitell. Tento test bol porovnany s dal§imi §tandardnymi metédami
detekcie mykdz a fungémif (napr. krvnd kultira, histopatologické vySetrenie bioptickych
vzoriek a rddiologické priznaky).

V rdmci analyzy bolo testovanych tristopitdesiatdevit (359) pacientov. Od kazdého pacienta
bola odobrand jedna vzorka. Nizkorizikovi pacienti zahfali zjavne zdravych jedincov

a jednotlivcov v klinickych lokalitdch, ktori boli hospitalizovani z inych dévodov, neZ je hubova
infekcia. Ndbor pacientov prebiehal v Siestich klinickych lokalitdich v USA. §tyri klinické
lokality vykondvali analyzu a testovali celkom 285 vzoriek. Spolo¢nost’ ACC testovala vietkych
359 vzoriek dvakrit, ale na stanovenie tc¢innosti analyzy bol pouzity iba druhy stibor vysledkov.
Vysledky druhého stiboru analyz neboli $tatisticky odligné od prvého stiboru.

Citlivost’ celej populdcie pacientov (359) vratane Cryptococcus bola 65,0 % (interval
spolahlivosti (C. 1.) 60,1 — 70,0 %). §peciﬁck05t’ dosiahla hodnotu 81,1 % (C.1.77,1 — 85,2 %)
(tabul’ka 1). Vysledky zo Styroch testovacich lokalit dosiahli rozsah citlivosti od 50,0 %

do 66,7 %. Rozsah $pecifickosti vzhl'adom na 285 testovanych vzoriek bol od 70,0 %

do 93,0 % (tabulka 2).

Tabulka 1  Vysledky testu ACC pri hrani¢nej hodnote 60 — 80 pg/ml podPa lokalit

Overené/Pravdepodobné Specifickost’
Citlivost’ >= 80 pg/ml < 60 pg/ml
. g ] - 2
Lokalita % s = 2 g © Celkom
g % |22 £ 2 |22,
g s z £ 2 I~ £ g2 § 2
N = S} B 3 TS| Z2v
< 5 |£52| 2 & |ZEE| 2
1 32/50 640 970 39/40 97.5 69.6 1 90
2 14/24 583 933 17/20 850 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 30/39 769 69.8 6 75
6 0/1 0,0 Ned é 0/0 Ned é 0,0 0 1
Celkom* | 106/163 | 650 | 809 | 159196 | 811 | 768 21 359

*Vratane jednej vzorky z lokality 6.

Po porovnani vysledkov ziskanych od ACC (359 vzoriek) a vysledkov z klinickych lokalit
(285 vzoriek) s klinickou diagnostikou je hodnota citlivosti 64,3 % (58.8 % — 69,9 % C.1.)
pre ACC a 61,5 % (559 % — 672 % C.1.) pre lokality. gpecifickusl’ dosiahla hodnotu 86.6 %
(82,7 % —90,6 % C.1.) pre ACC a 79,6 % (749 % — 84,3 % C.1.) pre lokality (tabulka 2).

Tabulka 2 Vysledky testu testovacich lokalit pri hrani¢nej hodnote 60 — 80 pg/ml
podPa lokalit
Overené/Pravdepodobné Specifickost’
Citlivost’ >= 80 pg/ml < 60 pg/ml
. g ] ~ 2
Lokalita % S = 2 © Celkom
£ v |gE.| £ 2 M
g H = —; § < % 2
N = S| e 2 Z Vv
< 5 |£52] 2 > ze
1 32/50 64,0 744 28/40 70,0 65,1 4 90
2 12/24 50,0 750 15/20 750 652 5 44
3 *
4 22/33 66,7 91,7 40/43 93,0 85.1 5 76
5 22/36 61,1 78.6 30/39 769 750 7 75
6 *
Lokality | go/143 | 615 | 793 |113142| 796 | 739 21 285
celkom
ACC | 92/143 | 643 oIl | 123/142| 866 74,1 18 285

* Nie je testovacia lokalita

KANDIDOZA
Perspektivna $tidia zahiiala 107 pacientov s pozitivnou diagnézou kandid6zy.
83 zo 107 pacientov bolo pozitivnych podla analyzy Fungitell.

Stodvadsat’pit’ vzoriek kandidézy bolo odoslanych do spolocnosti Associates of Cape Cod.
145 zo 175 pacientov bolo pozitivnych podla analyzy Fungitell.

ASPERGILOZA
10 pacientov bolo pozitivnych na aspergilézu. 8 z 10 pacientov bolo pozitivnych podla analyzy

Fungitell.

FUSARIOZA

Traja pacienti boli pozitivni na fusariézu. 2 z 3 pacientov boli pozitivni podl'a analyzy Fungitell.

ANTIFUNGALNA MEDIKAMENTOZNA LIECBA

Existencia alebo neexistencia antifungdlnej medikamentdznej lieCby nemala Statisticky
vyznamny vplyv na citlivost’ analyzy. 118 pacientov bolo pozitivnych na invazivnu hubovi
infekciu a na antifungdlnu lie¢bu. 82 pacientov bolo pozitivnych podra tejto analyzy (citlivost’
69.5 %; 61,2 % — 77,8 % C.1.). Okrem toho bolo dvadsatstyri (24) pacientov pozitivnych,
neboli viak pozitivni na Ziadnu antifungélnu lie¢bu. 18 pacientov bolo pozitivnych podl'a tejto
analyzy (citlivost’ 75 %; 57,7 % — 92,3 % C. L.

SPECIFICKOST

Celkom 170 pacientov bolo negativnych na hubovi infekciu a islo o zjavne zdravych jedincov.
Specifickost’ podra tejto analyzy dosiahla hodnotu 86,5 % (82,8 % — 90,1 % C. L.). Po zahrnuti
dalsich 26 pacientov, ktorf boli negativni na hubovi infekciu, ale trpeli inymi ochoreniami,

sa dosiahla $pecifickost’ 81,1 % (77,1 - 85,2 % C.1.).

KORELACIE TESTU

Styri klinické lokality vykonali analyzu 285 vzoriek. Vysledky lokalit kvantitativne korelovali
na trovni 96 4 % s vysledkami spolo¢nosti Associates of Cape Cod. Koreldcie spolo¢nosti
Associates of Cape Cod s inymi testovacimi lokalitami dosahovali hodnoty od 90,6 do 99.2 %.

PRESNOST

V rémci $tddif presnosti sa tromi roznymi spdsobmi a v troch roznych lokalitdch uskutoc¢nilo
testovanie desiatich (10) r6znych vzoriek (kazdd lokalita testovala kazdi vzorku). Vnitornd
analytickd odchylka dosiahla hodnotu od 0.9 do 28.9 %. Odchylka medzi analyzami dosiahla
hodnotu od 3,9 do 23,8 %. Styri (4) negativne vzorky boli vyradené z obidvoch analyz.
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