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[Ii] Navod na pouzitie vo svojom jazyku najdete na stranke www.acciusa.com.
Tento produkt je urceny len na di stické Zitie in vitro a profesiondlne

1. Uréené pouzitie

Test Fungitell® je kolorimetricky test na baze zymogénu protedzy na kvalitativnu
detekciu (1—3)-B-D-glukanu v sére pacientov s priznakmi alebo ochoreniami, v dosledku
ktorych ma pacient predispoziciu na invazivnu plesiiovu infekciu. Sérova koncentracia
(1—3)-p-D-glukanu — hlavnej zlozky bunkovej steny roznych medicinsky vyznamnych
plesni' — sa d4 vyuzit’ ako pomédcka pri diagnostike hlbokych mykoz a fungémii®. Kladny
vysledok neurcuje, ktory rod plesni mohol infekciu vyvolat’.

Je potrebné pouzit’ titre (1—3)-B-D-glukanu v spojitosti s inymi diagnostickymi
postupmi, napriklad mikrobiologickou kultivaciou, histologickym vySetrenim vzoriek z
biopsie a radiologickym vySetrenim.

Délezité upozornenie

Lekarovi, ktory si vyziadal test, poskytnite tieto informacie: Niektoré plesne, ako
napriklad rod Cryptococcus, ktoré produkujii velmi malé mnozstva (1—3)-f-D-
glukdnu, nemusia spésobovat zvysenie sérového (1—3)-p-D-glukdanu v miere
postacujiicej na detekciu pomocou testu’”. V pripade infekcii plesiiami radu
Mucorales, ako napriklad Absidia, Mucor a Rhizopus’ 70 ktorych je zname, ze
neprodukujii (1—3)--D-glukan, sa tiez pozorovali nizke titre sérového
(1—3)-p-D-glukanu. 4j kvasinkova faza blastomycetickej dermatitidy produkuje
malé mnozstva (1—3)-f-D-glukdnu a test ju nemusi zachytit.

Toto vyhlasenie pripojte k hlaseniu vysledkov testu Fungitell®.

S

. Zhrnutie a vysvetlenie

Je preukazany stupajuci vyskyt plesnovych infekcii spdsobenych oportunistickymi
patogénmi, a to najmi u pacientov s oslabenou imunitou®”*. Invazivne plesiiové
ochorenia, ako napriklad oportunistické infekcie, sit bezné u pacientov s
hematologickymi malignitami a u pacientov s AIDS, a zodpovedaju za ¢oraz va¢si pocet
nozokomialnych infekcii, a to najmé u prijemcov po transplantacii organov a u inych
pacientov lieSenych imunosupresivnou liebou®'". Mnoh¢ plesiiové ochorenia mozno
ziskat’ vdychovanim spor plesni z pody, organickych zvyskov rastlin, klimatizaénych
systémov alebo exponovanych povrchov. Niektoré oportunistické plesne st pritomné v
T'udskej koZi alebo na nej, v zaZivacom trakte a na slizniciach'""'?. Diagnostika
invazivnych mykoz a fungémii obvykle vychadza z nespecifickej diagnozy alebo
radiologickych technik. K dostupnym diagnostickym metoédam sa nedavno zaradili aj
biologické markery plesiovej infekcie®.

K oportunistickym plesiovym patogénom patria Candida spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp.,
Coccidioides immitis, Hi I « I Sporothrix schenckii, Exserohilum
rostratum a Pneumocystis jirovecii. (1—3)-p-D-glukan, ktory produkuji tieto organizmy
a iné, mozno detegovat’ pomocou testu Fungitell™ 51314,

3. Princip postupu

Testom Fungitell® sa meria (1—3)-B-D-glukan. Test je zalozeny na modifikacii drahy
metodiky LAL (lyzat amebocytov kraba Limulus)'>'® 718 obrazok 1. Reagencia v teste
Fungitell® je modifikovana tak, aby eliminovala reaktivitu bakterialneho endotoxinu, &ize
aby reagovala len na (1—3)-B-D-glukan prostrednictvom strany drahy sprostredkovanej
faktorom G. (1—3)-B-D-glukan aktivuje faktor G, zymogén serinovej proteazy.
Aktivovany faktor G meni neaktivny prozrazaci enzym na aktivny zrdzaci enzym, ktory
zas §tiepi para-nitroanilid (pNA) z chromogénneho peptidového substratu, Boc-Leu-Gly-
Arg-pNA, ¢im vznika chromofor — para-nitroanilin, ktory sa absorbuje pri vinovej dizke
405 nm. Tu opisany kineticky test Fungitell® je zaloZeny na stanoveni zvy3enia miery
optickej hustoty vyprodukovaného vzorkou. Tato miera sa interpretuje podla krivky
Standardu, na zéklade ktorej sa odhaduje koncentracia (1—3)-B-D-glukanu vo vzorke.

OBRAZOK 1
Draha Limulus Amebocyte Lysate

Endotoxin (LPS)

Faktor C /——\Aktivovany faktor C. (1-3)-p-D-glukan

Faktor B~ Aktivovany faktor B Aktivovany faktor G I Faktor G

S¥oni R N P .
Prozrézaci enzym Zrazaci enzym

Inaktivovand driha Boc-Leu-Gly-Arg-pNA Boc-Leu-Gly-Arg + pNA

(Umely substrat)

4. Materialy priloZené v siiprave Fungitell®
Stprava Fungitell® je uréend na diagnostické pouzitie in vitro. Nasledujiice materialy
prilozené ku kazdej suprave postacuju na testovanie 110 jamiek na dvoch mikrotitrovych
platnic¢kach (55 jamiek na kazdej):
«  Reagencia Fungitell®, lyofilizovany LAL $pecificky pre (1—3)-B-D-glukan
(dve liekovky).
Reagencia Fungitell” sa skladd z lyzat amebocytov kraba Limulus (1. j. kraba
podkovara), a Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimetrického substratu. Neobsahuje
ludské ani cicavcie proteiny.
«  Rekonstituény pufor Pyrosol® (dve liekovky). Dalsie liekovky s rekonstituénym
pufrom Pyrosol (katalogové ¢islo BCO51) mozno zakupit’ samostatne. Pozostdava
z 0,2 M tris pufra.
*  Glukanovy $tandard, lyofilizovany (1—3)-B-D-glukan od spolo¢nosti Pachyman
(dve liekovky).
Objem vody reagencnej kvality, ktory sa ma pridat, je uvedeny na Stitku liekovky.
Kalibruje sa podla interného referencného Standardu.
+ Voda LAL reagenénej kvality (LRW) (dve fl'ase)
Poznamka: 20 ml vody reagenénej kvality (RGW) a LRW v sklenenych fl'asiach
su rovnocenné.
« Alkalicky roztok na predupravu (dve fl'ase), ktory obsahuje 0,725 M KOH a
0,6 M KCl

Vsetky uvedené materialy, s vynimkou $tandardu, nemaju interferujuce hladiny
(1—3)-B-D-glukanu.

5. Potrebné, ale nepriloZené materialy
Ziadny material nesmie mat’ interferujici glukan.

*  Pipetové §picky* (250 pl —kat. & PPT25, 1 000 pl — kat. &. PPT10)

« Pipety na davkovanie objemov 5— 25 pla 100 — 1 000 pl

« Opakovacia pipeta so strickackovymi §pickami na davkovanie objemu 100 pl

« Skumavky* na pripravu sérii Standardu (kalibra¢nej krivky) a na zmieSanie
reagencii na pripravu séra (12 x 75 mm — kat. ¢. TB240 alebo 13 x 100 mm —
kat. ¢. TBO13).

« Inkubaéna (37 °C) &itatka platnicky schopna merania pri vinovej dizke 405 nm
(optimélne schopna monitorovania pri dvoch vinovych dizkach 405 a 490 nm) s
dynamickym rozsahom min. do 2,0 absorbanénych jednotiek, spojend s vhodnym
pocitatovym softvérom na kinetické analyzy.

« Sterilné skimavky bez glukanu na alikvotne podavanie vzoriek. Mézu sa
pouzivat’ skimavky, ktoré su certifikované ako neobsahujuce RNAse, DNAse
a pyrogén.

«  Parafilm®

«  Pozniamka k mikroplatni¢ke s 96 jamkami*: Test Fungitell® boli validovany
s platnickami, ktoré maji nasledujuce vlastnosti: polystyrénové, sterilné,
nepotiahnuté, s plochym dnom, ziaden interferujici beta glukan podla Specifikacii
spolo¢nosti ACC a jednotlivo balené.

* Tieto vyrobky dodavané spolo¢nostou Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) st
certifikované ako produkty bez interferujicich glukanov.

6. Uchovavanie reagencii
«  Vsetky dodané reagencie uchovavajte v tme pri teplote 2 — 8 °C.
«  Rekonstituovana reagencia Fungitell® sa musi uchovavat pri teplote 2 — 8 °C a
spotrebovat’ do 2 hodin. Rekonstituovant reagenciu Fungitell® mozno pripadne
zmrazit’ pri teplote -20 °C na dobu maximalne 20 dni, raz rozmrazit’ a pouzit’.

7. AUpozornenia a bezpe¢nostné opatrenia

«  Ziadny material nepipetujte istami. V miestnosti, kde sa manipuluje so vzorkami
alebo reagenciami supravy nefajéite, nejedzte a nepite.

« Dodrziavajte prevadzkové a miestne bezpecnostné predpisy.

«  Pri manipulacii s biologickymi vzorkami, ktoré mézu byt’ infekéné alebo
nebezpecné, pouzivajte ochranné rukavice. Ruky v rukaviciach by sa mali vzdy
povazovat’ za kontaminované. Ruky v rukaviciach drzte d’alej od o¢i, ust a nosa.
Ak existuje moznost’ kontaminacie aerosdlom, noste chrani¢ o¢i a chirurgicka
masku.

« Poznamka: Nepouzivajte siipravy s poskodenym obsahom.

« Likvidacia: Zvysky chemickych latok a pripravkov sa vo vSeobecnosti povazuju
za nebezpecny odpad. Likvidacia tohto druhu odpadu sa riadi vnitrostatnymi
aregionalnymi pravnymi predpismi a nariadeniami. Ohl'adom likvidacie
nebezpecného odpadu sa obrat'te na miestne trady alebo spolo¢nosti zaoberajuce
sa nakladanim s odpadom.

«  Karty bezpe¢nostnych udajov pre vietky komponenty sipravy Fungitell® si
mozete stiahnut’ z webovej stranky ACC: www.acciusa.com.

7.1 Procedurdlne opatrenia

Test Fungitell® si vyzaduje déslednt pozornost’ venovant technike a prostrediu

testovania. Pre u¢innost’ testu je mimoriadne dolezité dokladné zaskolenie technika v

oblasti metodiky testu a zamedzenie kontaminacie.

« Pouzivajte spravnu laboratérnu prax podl'a miestnych predpisov. Tento test je
citlivy na kontamindciu a nepresnost’ pipetovania.

« Na vykonanie testu pripravte ¢isté prostredie.

« Upozomujeme, ze glukan aj kontaminacia plesfovymi ¢asticami z l'udského tela,
odevu, nadob, vody a prachu vo vzduchu mézu ovplyvnit’ vysledky testu
Fungitell®.

*  Mozné zdroje kontaminacie: materialy obsahujuce celulozu, ako su gaza,
papierové utierky a karton, sklenené pipety s bavlnenou zatkou a $picky pipiet
s celulozovymi filtrami. Chirurgické gazy a $pongie mozu tiez vylucovat’ velké
mnozstvo (1—3)-B-D-glukanu®'?2, Dalsie zdroje kontamindcie suvisiace
s pacientom najdete v ¢asti Obmedzenia testu.

« Nepouzivajte materialy po datume exspirdcie.

7.2 Manipuldcia so vzorkami

« Odber krvi a priprava séra sa vykonava v sulade s platnymi miestnymi predpismi.
Odber vzorky: Vzorky krvi mozno odobrat’ do sterilnych skimaviek na pripravu
séra alebo do skiimaviek na separaciu séra (SST) na ucely pripravy séra.

« Uchovavanie vzoriek: Vzorky séra sa mozu skladovat’ pri teplote 2 — 8 °C az
15 dni alebo zmrazené pri teplote —20 °C az 27 dni alebo pri teplote —80 °C az
4 roky.

« Oznacenie vzoriek: Vzorky sa musia jasne oznacit’ v sulade s postupmi
schvalenymi v danej institucii.

8. Postup
8.1 Nastavenie pristroja a programovanie testov

Nastavenia v roznych pristrojoch a softvéroch sa mézu lisit’. Vo vSeobecnosti

platia tieto zasady: Softvér ¢itacky platnicky nastavte tak, aby zhromazd’oval

udaje v rezime Vmean. Spravne nastavenie si pozrite v prirucke k softvéru, aby
bolo zarucené, ze vypocitana hodnota je stredna miera zmeny optickej hustoty pre
vietky ziskané body tdajov. Interval ¢itania detektora poc¢as 40 minit trvania
testu nastavte na minimum umoznené softvérom/pristrojom. V softvéri nastavte
vinova dizku 405 nm minus pozadie pri 490 nm. Odporiica sa pouzit’ obe vinové
dizky, ale ak nie je k dispozicii odgitanie dvoch vinovych dizok, od¢itajte test pri

405 nm a preskumajte kineticka krivku kazdej vzorky pacienta, ¢i sa v nej

nevyskytuju znamky interferencie (d’alSie podrobnosti najdete v ¢asti 9.0).

Inkubacnu teplotu nastavte na 37 °C. MieSanie/potrasenie platnicky nastavte tak,

aby prebehlo po dobu 5 — 10 sekiind pred zacatim merania. Prispdsobenie krivke

nastavte na ,linearne/linearne alebo na ekvivalentna vol'bu. Meranie sa musi
zacat bez akéhokol'vek oneskorenia.
8.2 Priprava glukdanového Standardu v suiprave

a. Jednu lickovku glukanového Standardu rozpustite v objeme vody LRW
uvedenom na liekovke tak, aby vznikol roztok 100 pg/ml. Minimalne
30 sekund miesajte vo vortexovom miesadle na stredne vysokej rychlosti, aby
sa $tandard rekonstituoval (roztok 1). Glukanovy roztok sa musi uchovavat’
pri teplote 2 — 8 °C a spotrebovat’ do troch dni. V nasledujucich krokoch b — ¢
je uvedeny priklad postupu pripravy krivky Standardu.

b. Pripravte $tandard 50 pg/ml (roztok 2) zmiesanim 500 pl vody LRW a 500 pl
roztoku 1 v skiimavke bez obsahu glukanu (roztok 2). Minimalne 10 sekund
mie$ajte vortexovym mie$adlom.

c. Pripravte $tandard 25 pg/ml (roztok 3) zmiesanim 500 pl vody LRW a 500 pl
roztoku 2 v skiimavke bez obsahu glukanu (roztok 3). Minimalne 10 sekund
mie$ajte vortexovym mie$adlom.

d. Pripravte $tandard 12,5 pg/ml (roztok 4) zmie$anim 500 pl vody LRW a
500 pl roztoku 3 v skimavke bez obsahu glukanu (roztok 4). Minimalne
10 sekund miesajte vortexovym mie$adlom.

e. Pripravte $tandard 6,25 pg/ml (roztok 5) zmieSanim 500 pl vody LRW a
500 pl roztoku 4 v skimavke bez obsahu glukanu (roztok 5). Minimalne
10 sekund miesajte vortexovym mie$adlom.

dodanéh

8.3 Orvorte alkalicky predpripravny roztok
Zasadity predpripravny roztok konvertuje trojzavitnicové glukany na
jednovlaknové glukany'”'®, ktoré su reaktivnejsie pri pouziti testu. Okrem toho
zasadité pH slizi na inaktivaciu sérovych proteaz a inhibitorov, ktoré mézu
interferovat’ s testom.**

Liekovku zlikvidujte (v sulade s laboratornymi postupmi), pokial’ ju nebudete
pouzivat’ v nasledujicom merani. V takom pripade ju zakryte foliou Parafilm
pomocou tej strany folie, ktora smerovala k papierovému podkladu.

8.4 Nastavenie mikrotitraénej platnicky
V softvéri nastavte usporiadanie mikrotitrovej platnicky so Standardmi (Std),
negativnymi kontrolami (Neg) a 21 vzorkami (Spl). Odporaca sa nasledujice
rozlozenie:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A
B STD1|STD1 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
500 500
c STD2 | STD2 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
250 250
STD3 | STD3 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
b 125 125
E STD4 | STD4 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
62,5 | 62,5
F STD5 | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
31,25 | 31,25
G Neg. | Neg. SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

Do nastaveni softvéru zadajte koncentracie $tandardu ako 500, 250, 125, 62,5 a
31 pg/ml v prislusnom poradi.

Upozoriujeme, ze zadané koncentracie Standardu su patkrat vyssie ako
koncentrécie pripravené v ¢asti 8.2 vyssie. Je to preto, lebo v teste sa pouziva
objem $tandardu 25 pl na jamku, ¢o je patkrat viac ako objem pouzitej vzorky
séra (pozrite si Cast’ 8.5 b. niz8ie). Vzorka séra sa teda uéinne zriedi pétnasobne v
porovnani so Standardom. Nésobenie Standardnych koncentracii piatimi
kompenzuje toto riedenie.

Poznamka: Vonkajsie jamky mozno pouzit,, ak sa preukaze, ze vykon vonkajsich
jamiek je porovnatelny s vykonom vnuatornych jamiek.

Poznamka: Negativne kontroly sa v krivke $tandardu nepouzivaji.

8.5 Pridanie séra a alkalického roztoku na predipravu

a. Vzorky so zmrazenym sérom rozmrazte pri izbovej teplote. Vetky vzorky
tiez mie$ajte vortexovym mieSadlom najmenej 30 sekund na strednej az
stredne vysokej rychlosti.

b. Do kazdej ur¢enej jamky (Uk) prinajmensom duplicitne preneste 5 pl vzorky
séra. Zopakujte s kazdou vzorkou séra.

c. Do kazdej jamky obsahujucej sérum pridajte 20 pl alkalického
predpripravného roztoku. Ubezpecte sa, ze sérum a kvapky predpripravnej
reagencie sa dostanu do vzajomného kontaktu.

Poznamka: Kroky b a ¢ mozno vykonat' v opaénom poradi podl'a preferencii
technika.

Poznamka: S cielom zamedzit’ pripadnej kontamindcii po pridani vzoriek a
reagencii do jamiek mikroplatnicku zakryte.

d. Platnickou traste 5 — 10 sekund, aby sa premie$al obsah jamiek (mozno
pouzit’ funkciu ¢itatky umoziujicu trasenie platni¢kou), potom inkubujte
10 minut pri teplote 37 °C v inkubacne;j ¢itacke platniciek.

8.6 Rekonstitiicia reagencie Fungitell®

Poznamka: Tento krok mozno prakticky pripravit', kym prebicha predpripravna
inkubécia. Jednotné nacasovanie rekonstiticie zlepsi opakovatelnost’, pretoze
reakcia v teste Fungitell® sa za&ina uz pri rekonstitiicii, i ked’ na malej trovni.

Rekonstituujte jednu liekovku reagencie Fungitell® pridanim 2.8 ml vody LRW a
naslednym pridanim 2,8 ml rekonstitu¢ného pufra Pyrosol pomocou 1 000 pl
pipety. Liekovku prikryte tou stranou folie Parafilm, ktord smerovala k
papierovému podkladu. Liekovku jemne rozvirte, aby sa obsah tplne rozpustil —
nemiesajte vortexovym mie$adlom.

8.7 Pridanie negativnych kontrol a glukdinovych Standardov

Na konci inkubécie na ucely predpripravy séra (Cast’ 8.5 d) vyberte platnicku z

inkubacnej ¢itacky platnicky a do platnicky pridajte Standardy a negativne

kontroly. Odporuc¢any vzor koncentréacie $tandardu:

a. Do jamiek G2 a G3 pridajte 25 ul vody LRW.

b. Do jamiek F2 a F3 oznacenych ako 31,25 pg/ml pridajte 25 pl zo 6,25 pg/ml
roztoku Standardu 5.

c. Do jamiek E2 a E3 oznacenych ako 62,5 pg/ml pridajte 25 ul z 12,5 pg/ml
roztoku Standardu 4.

d. Do jamiek D2 a D3 oznacenych ako 125 pg/ml pridajte 25 pl z 25 pg/ml
roztoku Standardu 3.

e. Do jamiek C2 a C3 oznacenych ako 250 pg/ml pridajte 25 pl z 50 pg/ml
roztoku Standardu 2.

f. Do jamiek B2 a B3 oznacenych ako 500 pg/ml pridajte 25 pl zo 100 pg/ml
roztoku Standardu 1.

8.8 Postup pridania reagencie Fungitell® a inkubdcie platnicky
a. Do kazdej jamky (obsahujucej negativne kontroly, Standardy a vzorky)
pridajte 100 ul reagencie Fungitell® pomocou krokovacej (opakovacej)
pipety.
b. Platni¢ku vlozte do ¢itacky mikroplatnicky (ekvilibrovanej na teplotu 37 °C),
zlozte veko a traste 5 — 10 sekind. Ak ¢itacka mikroplatnicky nema funkciu
trasenia platnicky, na trasenie mikroplatnicky mozno pouzit’ externy pristroj.

Odcitajte platnicku bez veka pri 405 nm minus 490 nm 40 minut pri 37 °C.
Poznamka: Ak pristroj medzi trasenim a odéitanim neumoziuje zlozit’ veko, na
zabezpecenie od¢itania bez veka traste bez veka.



9. Vypoclet vysledkov

Zhromazdite udaje a analyzujte ich nasledujucim spdsobom: Preskumajte grafy kinetiky
testovacich vzoriek a hl'adajte vzorec, ktory sa lisi od plynulého stupania porovnatelného
so stiipanim v pripade $tandardov. Grafy signalizujice opticku interferenciu (napr. ich
kineticky vzorec nezodpoveda Standardom) oznacte za neplatné. Vypoditajte strednii
mieru zmeny optickej hustoty (jednotky miliabsorbancie za minutu) pre vietky body

v rozpiti od 0 do 40 minit (vykona softvér). Interpolujte vzorkové koncentracie
(1—3)-B-D-glukanu z krivky $tandardu (vykona softvér).

10. Kontrola kvality

« Korelaény koeficient (r) krivky $tandardu (linedrne verzus linearne) ma byt'
>0,980.

« Jamky s 25 pl vody LRW st negativne kontroly. Negativne kontroly maji mat’
vysledky rychlosti (napr. jednotky miliabsorbancie za mintitu) nizsiu ako 50 %
najnizsej Standardnej rychlosti. V opa¢nom pripade sa test musi zopakovat’ s
novymi reagenciami.

«  Spracovanie zlozitych vzoriek. Ak analytik spozoruje neobvyklu kinetiku pri
testovani vzorky, napr. vzorky, ktord je muatna, vyblednuta alebo zakalena
(napriklad vyrazne hemolyzované, lipemické vzorky alebo vzorky obsahujuce
nadmerné mnozstva bilirubinu), vzorka sa musi nariedit’ vodou LRW a test sa
musi zopakovat’. V sprave o vysledkoch sa toto riedenie musi zohl'adnit’
vynasobenim vysledku koeficientom zriedenia. Koeficient zriedenia sa obvykle
zadava v nastaveni softvéru pre konkrétnu vzorku a korekcia sa aplikuje
automaticky.

Poznimka:

« Kazdy pouzivatel testu si ma vypracovat’ program kontroly kvality s cielom
zaistit’ sposobilost’ vykonu testu v stilade s predpismi platnymi na danom mieste.

«  Vramci d’al§ich laboratérnych kontrol a spravnej laboratornej praxe sa odporaca
testovat’ kontrolné vzorky séra (zdporné, blizko hraniénej hodnoty alebo silne
kladné). Tieto nie su sucastou sapravy Fungitell®.

11. Interpretacia vysledkov

NEGATIVNY VYSLEDOK

Hodnoty (1—3)-B-D-glukanu na trovni <60 pg/ml sa interpretuji ako negativne
vysledky.

Laboratorium vykonavajuce test musi informovat’ objednavajtceho lekara, Ze nie vSetky
plesnové infekcie vedu k zvy$enym hladinam (1—3)-B-D-glukanu v sére. Niektoré
plesne, napriklad rod Cryptococcus™*, produkuji velmi malé mnozstva
(1—3)-p-D-glukanu. Je zname, ze Mucorales, ako napriklad Absidia, Mucor

a Rhizopus,'* neprodukujt (1—3)-B-D-glukan. Podobne aj blastomyceticka dermatitida
vo svojej kvasinkovej forme produkuje nizke mnozstva (1—3)-B-D-glukanu, takze
pacienti s blastomykdzou obvykle maju nedetegovatel'né mnozstva (1—3)-B-D-glukanu
pri testovani pomocou testu Fungitell®>.

NEURCITY VYSLEDOK

Hodnoty od 60 do 79 pg/ml sa povazuju za nepresved¢ivé. Odporaca sa odobratie dalsej
vzorky séra a testovanie. Casté odoberanie a testovanie vzoriek zlepSuje vyuzitelnost’ na
ucely stanovenia diagnozy.

POZITIVNY VYSLEDOK

Hodnoty (1—3)-B-D-glukanu > 80 pg/mL sa interpretuji ako pozitivny vysledok. Kladny
vysledok este nestanovuje pritomnost’ choroby a musi sa pouzit’ spolu s d’al§imi
klinickymi nalezmi s cielom stanovit’ diagndzu.

12.

Obmedzenia testu

«  Tkanivo, kde je lokalizovana plesiiova infekcia', zapuzdrenie a mnozstvo
(1—3)-p-D-glukanu produkovaného konkrétnymi plesnami mézu ovplyvnit’
koncentraciu tohto analytu v sére. Znizena schopnost’ prinasat’ (1—3)-p-D-glukan
do krvného rie¢iska moze znizit' schopnost’ detegovat’ niektoré plesiiové infekcie.

« Niektori jedinci maji zvy$ené hladiny (1—3)-B-D-glukanu, ktoré patria do
neurcitej zony. V takom pripade sa odporaca d’alSie pozorovacie testovanie.

« Frekvencia testovania pacienta bude zavisiet’ od relativneho rizika plesiiove;j
infekcie. U rizikovych pacientov sa odporuca interval odberu vzoriek najmene;j
dva- az trikrat tyzdenne.

« Pozitivne vysledky sa zistili u hemodialyzovanych pacientov pacientov
lie¢enych niektorymi produktmi z frakcionovanej krvi, napriklad sérovym
albuminom a imunoglobulinmi®*3, a vo vzorkéch alebo u pacientov s kontaktom
s gazou a chirurgickymi $pongiami s obsahom glukanu. Pacient potrebuje
3 — 4 dni na obnovenie vychodiskovej hladiny sérového (1—3)-p-D-glukanu po
chirurgickej expozicii $pongiam a gazam obsahujicim (1—3)-B-D-glukan?'2,
Pri planovani odberu vzoriek u chirurgickych pacientov to treba zohl'adnit’.

* Vzorky ziskané odberom z pity alebo prsta su neprijatelné, pretoze sa
preukézalo, ze alkoholom napustena gaza, ktora sa pouziva na pripravu miesta
(a potencialne aj nahromadenie krvi k povrchu koze), kontaminuju vzorky. V
doterajsich $tudiach sa nepozorovali ziadne rozdiely medzi vzorkami ziskanymi
odbermi z hadicky alebo vpichom do cievy**?’.

«  Komplexny prehl'ad faktorov, ktoré prispievaju k falosne pozitivnym vysledkom
(1—3)-B-D-glukanu, pozrite si pracu Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

« Testovacie hladiny boli stanovené u dospelych tcastnikov. Normalne a limitné
hodnoty u doj&iat a deti st predmetom vyskumu®*>.
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13. Parametre vykonu

13.1 Hraniéné a o¢akdvané hodnoty
Multicentricka prospektivna stidia®' vykonana s cielom urcit’ diagnostick(
citlivost' a diagnosticku 3pecifickost’ testu Fungitell® (pozrite si porovnavacie
testy niz8ie) ukazala, ze hodnoty betaglukanu su zvysené pri roznych hubovych
infekciach. Ak su pri hladine 80 pg/ml alebo viac pritomné znamky a priznaky,
prediktivna hodnota, ze ucastnik je testovany pozitivne na plesiiovu infekciu sa
pohybuje v rozmedzi 74,4 az 91,7 %. V pripade nepritomnosti znamok a
priznakov pri hladine do 60 pg/ml sa negativne prediktivne hodnoty pohybovali
v rozmedzi 65,1 % az 85,1 %.

13.2 Klinicky vykon
Uskutocnila sa multicentrickd, prospektivna $tidia na validaciu parametrov
vykonu testu Fungitell*®'. Test bol porovnavany s inymi Standardnymi metodami
detekcie (t. . kultivacia krvi, histopatologické vySetrenie vzorky z biopsie a
radiologické znaky) mykoz a fungémii.

Pomocou testu sa vySetrilo tristopét'desiatdevit’ (359) ucastnikov. Od kazdého
ucastnika sa odobrala jedna vzorka. K nizkorizikovym t¢astnikom patrili zjavne
zdravi jednotlivci a jednotlivei na klinickych pracoviskach hospitalizovani z
inych dévodov nez pre plesiiové infekcie. Nabor uastnikov prebiehal na Siestich
klinickych pracoviskach v USA. Styri z tychto klinickych pracovisk vykonali test
a vysetrili celkovo 285 vzoriek. Spolo¢nost’ ACC otestovala vietkych

359 vzoriek dvakrat, ale len druhy subor vysledkov sa pouzil na stanovenie
vykonu testu. Vysledky z druhého stiboru analyz sa $tatisticky neliili od prvého
suboru.

« Diagnosticka citlivost’
Citlivost’ pre celil populaciu uéastnikov (359), vratane pacientov
s kryptokokozou, bola 65,0 % ([60,1 — 70,0 %, 95 % interval spol'ahlivosti
(CD]) (tabulka 1).

* Diagnosticka Specificita
Specificita bola 81,1 % (77,1 — 85,2 % CI). Pri analyze 170 0sb negativnych
na plesiovu infekciu a zjavne zdravych osob bola Specificita testu 86,5 %
(82,8 % — 90,1 % CI). Po zaradeni d’alich 26 ucastnikov, ktori boli negativni
na plesniovu infekciu, ale mali iné poruchy, sa zistila $pecificita na urovni
81,1 % (77,1 — 85,2 % CI).

Antimykoticka lie¢ba

Pritomnost’ alebo nepritomnost’ antimykotickej lie¢by nemala $tatisticky vyznamny
vplyv na citlivost’ testu. U 118 ucastnikov bola dokazana pozitivna invazivna hubova
infekcia a antimykoticka liecba. Test bol pozitivny u 82 pacientov (citlivost’ 69,5 %;
CI61,2—-77.8 %). Okrem toho sa u dvadsiatich §tyroch (24) ucastnikov preukazala
pozitivna reakcia, ale neuzivali ziadnu antimykoticku lie¢bu. U 18 z nich bol test
pozitivny (citlivost’ 75 %; C1 57,7 % — 92,3 %).

13.3 Koreldacie testu
Styri z klinickych pracovisk analyzovali celkovo 285 vzoriek. Vysledky testov z
pracovisk korelovali s vysledkami spolo¢nosti Associates of Cape Cod, Inc.
kvantitativne na urovni 96,4 %. Korelacie spolo¢nosti Associates of Cape Cod, Inc.
s jednotlivymi testujiicimi pracoviskami sa pohybovali v rozmedzi 90,6 az 99,2 %.

13.4 Presnost’
Test Fungitell® sa hodnotil z hl'adiska presnosti (t. j. opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti) pomocou desiatich (10) roznych vzoriek, z ktorych kazda
bola testovana na troch testovacich miestach v troch roznych ditoch. Variabilita
v ramci testu sa pohybovala od 0,9 do 28,9 % a slazila ako miera
opakovatelnosti. Variabilita medzi testami sa pohybovala od 3,9 do 23,8 %
a sluzila ako miera reprodukovatelnosti. Z oboch analyz boli vylucené Styri (4)
negativne vzorky.

13.5 Rozsah merania a linearita
Vysledky su vyjadrené v pg/ml séra a v rozsahu od nedetegovatelnych
(<31 pg/ml) po >500 pg/ml. Vytla¢i ich softvér alebo sa od¢itaju z krivky
Standardu. Ak chcete ziskat’ presné hodnoty nad 500 pg/ml, vzorku treba zriedit’ s
vodou LAL a opitovne testovat’. Ako je uvedené v ¢asti Kontrola kvality,
korelaény koeficient (r) tandardnej krivky (linearna verzus linearna)
pokryvajicej meraci rozsah testu Fungitell® by mal byt > 0,980 a negativne
kontroly by mali mat’ hodnoty rychlosti (napr. miliabsorpéné jednotky za minutu)
nizsie ako 50 % najnizsej Standardnej rychlosti. V opac¢nom pripade sa test musi
zopakovat’ s novymi reagenciami.

13.6 Rusivé litky
Nasledujice stavy vzorky mézu ovplyvnit presnost’ vysledku testu Fungitell®:

+ Vyblednuté alebo zakalené vzorky, napriklad vyrazne hemolyzované,
lipemické alebo obsahujuce nadmerné mnozstva bilirubinu, mézu opticky
narusit’ test. V pripade merania tychto vzoriek je potrebné preskamat’
vysledky testov s cielom overit’ opticku interferenciu alebo neobvyklé
kinetické vzory.

*  Zvysené hladiny imunoglobulinu G, ktoré mézu existovat’ v sére napriklad v
dosledku mnohonasobného myelomu, m()iu viest' k vyzrazaniu vzorky v
reaké&nej zmesi pri pridani testu Fungitell® do predpripraveného séra®.

« 'V Case pisania tohto ¢lanku nebol opisany ziadny iny aktivacny faktor G

((1—3)-B-glukanovy detekény prvok) ¢inidla Fungitell® ako (1—3)-B-glukan.

V niektorych stadiach, v ktorych sa tvrdilo o skrizenej reaktivite, sa pri

oSetreni predpokladaného aktivaéného materialu purifikovanou (1—3)-B-

glukanazou signal eliminoval, ¢im sa preukazalo, Ze pozorovana aktivacia

bola spdsobena kontaminujicim (1—3)-B-glukanom®. Kontaminacia
serinprotedzou moze tiez viest' k uvolflovaniu para-nitroanilinu v reakénych
zmesiach Fungitell®, ale tieto st inaktivované v rimci procesu predbeznej
upravy.

14. Metaanalyzy

[Tabul’ka1  Vysledky testovania spoloénost'ou ACC pri limitnej hodnote 60 — 80 pg/ml
podla pracoviska
Potvrdené/pravdepodobné Specificita
Citlivost’ >=80 pg/ml <60 pg/ml
= =
g g
Praco- 2 2| e Snol
visko < < ’§ potu
. 1 . s 1 =3
S|y | z£ gl £ |2Z|5%
A S Z = _Z = 2| 5%
SE|E| S 22| £ |3%| 3l
£% | 0 S | Z¥ 2 zalz@
1 32/50 | 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 | 583 93,3 1720 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 |nerelevantné] 0/0 [nerelevantné| 0,0 0 1
Spolu |106/163] 65,0 80,9 159/196 81,1 76,8 21 359

Pri porovnani vysledkov ziskanych spolo¢nostou ACC (359 vzoriek) a klinickymi
pracoviskami (285 vzoriek) s klinickou diagnézou, bola citlivost’ na Girovni 64,3 %
(58,8% — 69,9 % CI) pre ACC a 61,5 % (55,9% — 67,2 % CI) pre pracoviska.
Specificita bola 86,6 % (82,7% — 90,6 % CI) pre ACC verzus 79,6 %

(74,9 % — 84,3 % CI) pre pracoviska.

Kandididza
V prospektivnej $tudii bolo 107 ucastnikov, u ktorych bola pozitivne diagnostikovana
kandidi4za. 83 zo 107 boli pozitivni v teste Fungitell®.

Spoloénosti Associates of Cape Cod, Inc. bolo poskytnutych stosedemdesiat’pét’
knizniénych vzoriek kandididzy. 145 zo 175 bolo v teste pozitivnych.

Aspergiloza
Celkovo bolo na aspergildzu pozitivnych 10 0sdb. Z 10 0s6b bolo 8 pozitivnych na
zéklade testu.

Fusarioza
Traja Gcastnici boli pozitivni na fuzariézu. Dvaja z troch boli pozitivni na zaklade
testu.

Okrem toho boli publikované mnohé odbome recenzované studie na tému podpory
diagnostiky invazivnych plesiiovych ochoreni na zaklade (1—3)-B-D-glukéanu v sére,
vratane meta-analyz diagnostickej vykonnosti?>3334333637,

15. Legenda k symbol

Pouzit’' do I:I:i:l Pozrite si navod na pouzitie

Obsah postacuje na ,,N“ testov Autorizovany zastupca v EU

Kod sarze c E Znacka CE

Diagnosticka zdravotnicka B(
only

pomécka in vitro Len na lekarsky predpis

E Katalogové cislo A Upozomenie
Qo fv o X,
. e Chrante sa pred slne¢nym
Obmedzenie teploty /. \ svetlom

Vyrobca % Dovozca

Autorizovany zastupca vo
Svaj¢iarsku
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16. Autorizovani zastupcovia/dovozca

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Armhem, Holandsko

MEI Autorizovany zistupca vo Svajéiarsku
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svaj&iarsko
Dovozca
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-
Suite 123 2595 AM The Hague, Holandsko

Australsky garant:
Emergo Australia, Level 20, Tower II, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia

Poznamka: Zavazna udalost’, ktora sa stala v suvislosti s pomdckou, sa oznami
vyrobcovi a prislusnému organu ¢lenského $tatu, v ktorom mé pouzivatel’ a/alebo
pacient sidlo alebo bydlisko.

17. Kontaktné informacie
Sidlo spolo¢nosti — Associates of Cape Cod, Inc.
Tel.: (888) 395-2221 alebo (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Spojené kralovstvo/Eurépa — Associates of Cape Cod Int’l, Inc.
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road

Knowsley, Liverpool L33 7SA, Spojené kral'ovstvo

Tel.: (44) 151-547-7444 « Fax: (44) 151-547-7400

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

18. Histéria revizii

Rev. 0 po 11: Zmena trojitého testovania na dvojité testovanie. Vymenili ste vodu
reagenénej kvality za vodu reagenénej kvality LAL. Skombinované zlozky KCL a KOH
do alkalického roztoku na predapravu. Odstranena mikrotitraéna platnic¢ka zo supravy a
ponuka ako pozadovana, ale nedodavana polozku. Zmena zastupcu pre ES a pridanie
australskeho garanta. Drobné objasnenia, formatovanie, doplnenie symbolov, d’alsie
rudivé latky.

Rev. 12: Odstranenie spolo¢nosti Emergo Europe ako zastupcu pre ES.

Rev. 13: Aktualizovana adresa v Spojenom kralovstve a odstranené Nemecko.
Spolo¢nost’ MedEnvoy bola pridana ako dovozca pre EU a spolognost’ ACC Europe
GmBh bola odstranena z ¢asti 17. Opravené malé gramatické chyby. Aktualizované
symboly boli pouzité. Pridany nazov a adresa zastupcu v ES, dovozcu a zastupcu vo
Svajciarsku.
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