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1. Indicaciones

El ensayo Fungitell® es una prueba colorimétrica basada en zimogenos de proteasas para
la deteccion cualitativa de (1—3)-B-D-glucano en el suero de pacientes con sintomas

de infeccion fungica invasiva o con enfermedades que predispongan a dicha infeccion.
La concentracion sérica de (1—3)-B-D-glucano, uno de los principales componentes de
la pared celular de varios hongos médicamente relevantes', puede emplearse para facilitar
el diagnostico de las micosis profundas y fungemias®. Un resultado positivo no indica qué
género de hongos puede ser el causante de la infeccion.

Los valores de (1—3)-p-D-glucano deben utilizarse junto con otros procedimientos
diagnésticos, como el cultivo microbioldgico, el examen histologico de muestras de
biopsia y la exploracion radiologica.

Importante

Suministre esta informacion al médico que solicite la prueba: Ciertos hongos,
como el género Cryptococcus, que producen concentraciones muy bajas de
(1—3)-p-D-glucano, pueden no dar lugar a unos niveles séricos de
(1—3)-p-D-glucano suficientemente altos como para que los detecte el ensayo®”.
Las infecciones por hongos del orden Mucorales, como Absidia, Mucor y
Rhizopus'* de los que no se tiene constancia que produzcan (1—3)-p-D-glucano,
también producen bajos titulos séricos de (1—3)-p-D-glucano. Ademas, la fase
levaduriforme de Blastomyces dermatitidis produce poco (1—3)-f-D-glucano,
por lo que es posible que el ensayo no lo detecte’.

Incluya esta declaracion al notificar los resultados del ensayo Fungitell®.

S

. Resumen y Explicacion

Hay una creciente incidencia de infecciones fingicas por patégenos oportunistas, sobre
todo en pacientes inmunodeprimidos®”*, Las enfermedades fingicas invasivas, como
infecciones oportunistas, son habituales entre los pacientes de cancer hematologico y de
SIDA, y son responsables de un nimero cada vez mayor de infecciones intrahospitalarias,
sobre todo entre los receptores de trasplantes de 6rganos y entre otros pacientes que
reciben tratamientos inmunosupresores®'®. Muchas infecciones fiingicas se adquieren
inhalando esporas fungicas originadas en la tierra, en detritos de plantas, en sistemas de
tratamiento de aire o en superficies al descubierto. Algunos hongos oportunistas estan
presentes en la piel humana, el tubo digestivo y las mucosas'"'%. El diagnostico de las
micosis y las fungemias invasivas suele basarse en un diagndstico no especifico o en
técnicas radioldgicas. Recientemente se han ailadido marcadores biologicos de infeccion
fangica a los métodos diagnosticos disponibles®.

Los patdgenos fungicos oportunistas incluyen Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr ium spp., Coccidioid.
immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum y
Pneumocystis jirovecii. El (1—-3)-B-D-glucano producido por estos y otros
microorganismos puede detectarse mediante el ensayo Fungitell®H®1314,

3. Principio del Procedimiento

El ensayo Fungitell® mide el (1—3)-B-D-glucano. El ensayo se basa en una modificaciéon
de la ruta del lisado de amebocitos Limulus (LAL)'*'®!'"% figura 1. El reactivo
Fungitell® se modifica para eliminar la reactividad a las endotoxinas bacterianas para
que, de este modo, reaccione unicamente al (1—3)-B-D-glucano por el lado de la ruta
mediado por el factor G. El (1—3)-B-D-glucano activa el factor G, un zimégeno de serina
proteasa. El factor G activado convierte la enzima procoagulante inactiva en la enzima
coagulante activa que, a su vez, divide la para-nitroanilida (pNA) del sustrato de péptido
cromégeno, Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, lo que crea un cromoéforo, la paranitroanilina, que se
absorbe a 405 nm. El ensayo cinético Fungitell®, descrito a continuacién, se basa en la
determinacion de la tasa de aumento de la densidad dptica producida en una muestra.
Esta tasa se interpreta con referencia a una curva patrén para obtener calculos
aproximados de la concentracion de (1—3)-B-D-glucano en la muestra.

FIGURA 1
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4. Materiales suministrados con el kit Fungitell®

El kit Fungitell® es para uso diagnéstico in vitro. Los siguientes materiales suministrados
con cada kit son suficientes para analizar 110 pocillos en dos placas de microtitulacion
(55 pocillos en cada una):

Reactivo Fungitell®, un LAL liofilizado especifico de (1—3)-B-D-glucano (dos
frascos).

El reactivo Fungitell® se compone de lisado de amebocitos de Limulus (esto es,
cangrejo herradura) y sustrato colorimétrico Boc-Leu-Gly-Arg-pNA. No contiene
proteinas humanas ni de mamifero.

Tampén de reconstitucion Pyrosol® (dos frascos). Pueden adquirirse mas frascos
de tampon de reconstitucion Pyrosol (niimero de catalogo BC051) por separado.
Esta compuesto por 0,2 M de Tampon Tris.

Patron de glucano, (1—3)-B-D-glucano liofilizado de Pachyman (dos frascos).
Elvolumen de agua de reactivo a aiiadir se indica en la etiqueta del frasco. Se
calibra con respecto a un patrén de referencia interno.

Agua para Reactivo LAL (LRW) (dos botellas)

Nota: 20 ml de agua de grado de reactivo (RGW) y los frascos de vidrio de LRW
son equivalentes.

Solucion alcalina de pretratamiento (dos frascos) que contienen 0,725 M de
hidroxido de potasio 'y 0,6 M de cloruro de potasio

Todo lo anterior, con la excepcion del patron, esta libre de concentraciones interferentes
de (1—-3)-B-D-glucano.

5. Materiales Necesarios pero no Suministrados
Todos los materiales deben estar libres de glucano interferente.

Puntas de pipeta* (250 pl - nimero de catalogo PPT25, 1000 pl - namero de
catalogo PPT10)

Pipetas capaces de administrar volamenes de 5-25 pl 'y 100-1000 pl

Pipeta de repeticion con puntas capaces de administrar 100 pl

Tubos de ensayo* para la preparacion de la serie patron (curva de calibracién) y
para combinar los reactivos del tratamiento del suero. (12 x 75 mm - niimero de
catalogo TB240 o 13 x 100 mm - niimero de catalogo TB013)

Lector de placas de incubacion (37 °C) capaz de leer a 405 nm (preferiblemente
capaz de obtener lecturas a dos longitudes de onda: 405 y 490 nm), con un rango
dinamico de hasta un minimo de 2,0 unidades de absorbancia, junto con software
adecuado de ensayos cinéticos por ordenador.

Tubos estériles libres de glucano para hacer alicuotas de las muestras. Pueden
utilizarse tubos certificados como libres de ARNasas, ADNasas y pirdgenos.
Parafilm®

Microplacas de 96 pocillos* Nota: El ensayo Fungitell® se ha validado con placas
de las caracteristicas siguientes: de poliestireno, estériles, sin revestimiento, de
fondo plano, sin betaglucanos interferentes segin las especificaciones de ACC y
envasadas individualmente.

* Estos productos, suministrados por Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), estan
certificados como libres de glucanos interferentes.

6. Conservacion de los Reactivos

Conserve todos los reactivos, como se suministran, a 2-8 °C en la oscuridad.

El reactivo Fungitell® reconstituido debe conservarse a 2-8 °C y utilizarse en un
plazo de 2 horas. Otra opcion consiste en congelar el reactivo Fungitell® a -20 °C,
en cuyo caso puede conservarse un maximo de 20 dias, descongelarse una sola
vez y utilizarse.

7. AAdvertencias y precauciones

No pipetee ninglin material con la boca. No fume, coma ni beba en las zonas en
las que se manipulen muestras o reactivos del kit.

Siga la normativa operativa y de seguridad local.

Utilice guantes protectores al manipular muestras bioldgicas que puedan ser
infecciosas o peligrosas. Las manos enguantadas deberan considerarse
contaminadas en todo momento; mantenga las manos enguantadas alejadas de los
0jos, la boca y la nariz. Utilice proteccion ocular y una mascarilla quirtrgica si
hay posibilidad de contaminacion por aerosoles.

Nota: No deben utilizarse kits con el contenido dafado.

Tratamiento de Residuos: los residuos de productos quimicos y preparaciones se
consideran por lo general desechos peligrosos. La eliminacion de este tipo de
desechos esta regulada por leyes y normativas nacionales y regionales. Pongase
en contacto con las autoridades locales o con empresas de gestion de residuos
para obtener asesoramiento sobre la eliminacion de desechos peligrosos.

« Las fichas de Datos de Seguridad para todos los componentes del kit Fungitell®
se pueden descargar del sitio web de ACC: www.acciusa.com.

7.1 Precauciones procedimentales

El ensayo Fungitell® requiere mucha atencion a la técnica y al entorno de anlisis.

Una formacion técnica adecuada de los técnicos en el método de anélisis y la

evitacion de la contaminacion es esencial para la eficacia del ensayo.

« Utilice las practicas correctas de laboratorio conforme a la normativa local.

Este ensayo es sensible a la contaminacion y a las inexactitudes en el pipeteo.

+ Realice la prueba en un entorno limpio.

« Tenga en cuenta que el glucano, asi como la contaminacion por particulas
fungicas del cuerpo humano, la ropa, los recipientes, el agua y el polvo en
suspension pueden interferir en la prueba Fungitell®.

« Posibles fuentes de contaminacion: materiales que contengan celulosa, como
gasas, paiuelos de papel, cartones, pipetas de vidrio con tapones de algodén y
puntas de pipeta con filtros de celulosa. Las vendas de gasa y las esponjas
quirirgicas también pueden secretar altas cantidades de (1—3)-B-D-glucano®'?.
Para obtener informacion sobre otras fuentes de contaminacion relacionadas con
el paciente, consulte la seccion «Limitaciones de la pruebay.

« No utilice los materiales después de su fecha de caducidad.

7.2 Manipulacién de las

« Larecogida de sangre y la preparacion de suero deberan realizarse de acuerdo
con la normativa local pertinente. Recogida de las muestras: Las muestras de
sangre pueden recogerse en tubos estériles para preparacion de suero o tubos
separadores de suero (serum separator tubes, SST) para la preparacion del suero.

+ Conservacion de las Muestras: Las muestras de suero pueden conservarse a
2-8 °C durante un maximo de 15 dias, o congeladas a -20 °C durante un maximo
de 27 dias 0 a -80 °C durante un maximo de 4 afios.

« Etiquetado de las Muestras: Las muestras deberan etiquetarse claramente segin
las practicas aprobadas del centro.

8. Procedimiento

8.1 Ajuste del instr y progr cion de andlisi
Los ajustes pueden variar con los diferentes instrumentos y software. En general,
debera hacer lo siguiente: Ajuste el software del lector de placas para recopilar
datos en el modo Vmean. Consulte el manual del software para determinar los
ajustes adecuados para garantizar que el valor calculado sea la tasa media del
cambio de la densidad dptica de todos los puntos de datos recogidos. Ajuste el
intervalo de lecturas del detector al minimo permitido por el software y el
instrumento sobre el periodo de 40 minutos de la prueba. Los ajustes de longitud
de onda del software deberan ser de 405 nm menos la sefial de fondo a 490 nm.
Se recomienda usar ambas longitudes de onda, pero sino esta disponible la
lectura dual de longitudes de onda, lea la prueba a 405 nm y examine la curva
cinética de cada muestra de paciente para buscar signos de interferencia (consulte
la seccidon 9.0 para obtener mas detalles). La temperatura de incubacion debe
ajustarse a 37 °C. Ajuste la mezcla y la agitacion de la placa para que se lleven a
cabo durante 5-10 segundos antes del comienzo de la lectura. Seleccione la
configuracion del ajuste de la curva a «lineal/lineal» o equivalente. La lectura
debe comenzar sin ningun tiempo de demora.

8.2 Preparacion del patron de glucano suministrado en el kit

a. Disuelva un frasco del patron de glucano con el volumen de LRW indicado en
el frasco, para obtener una soluciéon de 100 pg/ml. Mezcle en una agitadora de
vortex durante al menos 30 segundos a velocidad de media a media-alta para
reconstituir el patron (solucion 1). La solucion de glucano debera conservarse
a2-8 °C y utilizarse en un plazo de tres dias. Los pasos b-¢ indicados a
continuacion ilustran un ejemplo de un plan de preparacion de la curva patron.

b. Prepare patrén a 50 pg/ml (solucion 2) mezclando 500 pl de LRW y 500 pl de
solucion 1 en un tubo sin glucano (solucién 2). Mezcle en una agitadora de
vortex durante al menos 10 segundos.

c. Prepare patron a 25 pg/ml (solucion 3) mezclando 500 pl de LRW y 500 pl de
solucion 2 en un tubo sin glucano (solucién 3). Mezcle en una agitadora de
vortex durante al menos 10 segundos.

d. Prepare patron a 12,5 pg/ml (solucién 4) mezclando 500 pl de LRW y 500 pl
de solucion 3 en un tubo sin glucano (solucion 4). Mezcle en una agitadora de
vortex durante al menos 10 segundos.

e. Prepare patron a 6,25 pg/ml (solucion 5) mezclando 500 pl de LRW y 500 pl
de solucion 4 en un tubo sin glucano (solucion 5). Mezcle en una agitadora de
vortex durante al menos 10 segundos.

8.3 Abra la Solucion Alcalina de Pretratamiento
La solucion alcalina de pretratamiento convierte los glucanos de triple hélice en
glucanos monocatenarios'”'®, que son mas reactivos en el ensayo. Ademas, el pH
alcalino sirve para inactivar los inhibidores y las proteasas séricas que pueden

interferir en la prueba.?*

Deseche el frasco (siguiendo los procedimientos del laboratorio), a menos que
vaya a utilizarse en una prueba posterior, en cuyo caso deberd cubrirlo con
Parafilm utilizando el lado de este que estaba frente al revestimiento de papel.

8.4 Configuracion de la placa de microtitulacion
Configure la disposicion de la placa de microtitulacion en el software, con los
patrones (Std), los controles negativos (Neg) y 21 muestras (Spl). Se recomienda
la siguiente disposicion:

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
31,25 131,25
G Neg. | Neg. SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

Introduzca las concentraciones del patron en los ajustes del software como 500,
250, 125, 62,5 y 31 pg/ml, respectivamente.

Tenga en cuenta que las concentraciones del patron introducidas son cinco veces
superiores a las preparadas en la seccion 8.2 mas arriba. Esto se debe a que el
volumen de patron utilizado en el ensayo es de 25 ul por pocillo, lo que equivale
a cinco veces el volumen de la muestra de suero utilizada (consulte la seccion
8.5 b. mas abajo). De este modo la muestra de suero se diluye de forma efectiva
cinco veces en comparacion con el patron. La multiplicacion por cinco de las
concentraciones de patron compensa esta dilucion.

Nota: Los pocillos externos pueden utilizarse si se ha demostrado que el
rendimiento de estos es comparable al de los pocillos internos.

Nota: Los controles negativos no se utilizan en la curva patron.

8.5 Adicion de suero y solucién alcalina de pr

a. Descongele las muestras de suero congeladas a temperatura ambiente.
Mezcle bien todas las muestras en un agitador de vortex durante un minimo
de 30 segundos al ajuste de velocidad de media a media alta.

b. Transfiera 5 ul de la muestra de suero a cada uno de los pocillos designados
(Uk) al menos por duplicado. Repita el proceso con cada muestra de suero.

c. Anada 20 pl de la solucion alcalina de pretratamiento a cada pocillo que
contenga suero. Asegurese de que el suero y las gotas de pretratamiento
entren en contacto entre si.

Nota: Los pasos b y ¢ pueden realizarse en orden inverso de acuerdo con las
preferencias del técnico.

Nota: Para evitar la contaminacion accidental, vuelva a poner la tapa en la
microplaca después de afiadir las muestras y los reactivos a los pocillos.

d. Agite la placa durante 5-10 segundos para mezclar el contenido de los
pocillos (se puede utilizar la funcion de agitacion de placas del lector) y, a
continuacion, incubela durante 10 minutos a 37 °C en el lector de placas de
incubacion.

8.6 Reconstitucién del reactivo Fungitell®
Nota: Esto puede llevarse a cabo comodamente mientras la incubacion del
pretratamiento estd en curso. La uniformidad del desarrollo temporal de la
reconstitucion mejoraré la reproducibilidad, ya que la reaccion del Fungitell®
empieza tras la reconstitucion, aunque sea a baja concentracion.

Reconstituya un frasco del reactivo Fungitell® afiadiendo 2,8 ml de LRW y, a
continuacion, afiadiendo 2,8 ml de tampon de reconstitucion Pyrosol utilizando la
pipeta de 1000 pl. Cubra el frasco con Parafilm usando el lado del Parafilm que
estaba frente al revestimiento de papel. Dé vueltas suavemente al frasco para
disolver totalmente el contenido; no mezcle este en una agitadora de vortex .

8.7 Adicion de los controles negativos y los patrones de glucano
Al final de la incubacién del pretratamiento del suero (seccion 8.5 d), retire la
placa del lector de placas de incubacion y afiada los patrones y los controles
negativos a la placa. Pauta de concentracion del patron recomendada:
a. Anada 25 pl de LRW a los pocillos G2 y G3.
b. Anada 25 pl de la solucion patrén a 6,25 pg/ml 5 a los pocillos F2 y F3,
etiquetados como 31,25 pg/ml.
c. Anada 25 pl de la solucion patrén a 12,5 pg/m 4 a los pocillos E2 y E3,
etiquetados como 62,5 pg/ml.
d. Anada 25 pl de la solucion patrén a 25 pg/m 3 a los pocillos D2 y D3,
etiquetados como 125 pg/ml..
e. Anada 25 pl de la solucion patrén a 50 pg/ml 2 a los pocillos C2 y C3,
etiquetados como 250 pg/ml.
f.  Anada 25 pl de la solucion patrén a 100 pg/m 1 a los pocillos B2 y B3,
etiquetados como 500 pg/ml.
8.8 Adicién del reactivo Fungitell® y procedimi de incubacion de la placa
a. Afiada 100 pl de reactivo Fungitell® a cada pocillo (con controles negativos,
patrones y muestras) utilizando la pipeta de repeticion.




b. Inserte la placa en el lector de microplacas (atemperado a 37 °C), retire la tapa
y agite durante 5-10 segundos. Si no hay disponible una funcion de agitacion
de placas con el lector de microplacas, se puede utilizar un agitador de
microplacas externo.

Obtenga la lectura de la placa sin la tapa a 405 nm menos 490 nm, durante

40 minutos a 37 °C. Nota: Si el instrumento no deja tiempo para retirar la tapa entre
la agitacion y la lectura, agite con la tapa retirada para asegurarse de que la lectura se
lleve a cabo sin la tapa puesta.

9. Calcule los resultados

Obtenga los datos y lleve a cabo el analisis de la forma siguiente: Examine los graficos
cinéticos de las muestras analiticas y compruebe los patrones que no muestren un
aumento gradual comparable a los de los patrones. Invalide los graficos que indiquen
interferencia optica (p. ¢j., los patrones cinéticos que no sigan los de los patrones).
Calcule la tasa media del cambio de la densidad Optica (miliunidades de absorbancia por
minuto) correspondiente a todos los puntos entre 0 y 40 minutos (esto lo hace el
software). Interpole las concentraciones de (1—3)-p-D-glucano de las muestras de la
curva patron (esto lo hace el software).

10. Control de calidad
« El coeficiente de correlacion (r) de la curva patrén (lineal frente a lineal) debera
ser >0,980.

+ Los pocillos con 25 pl de LRW son los controles negativos. Los controles
negativos deberan tener valores de tasa (p. ¢j., miliunidades de absorbancia por
minuto) inferiores al 50 % del patron mas bajo. Si no, el ensayo debera repetirse
utilizando todos los reactivos nuevos.

+ Manipulacion de muestras complejas. Si el analista observa cinéticas poco
comunes al realizar la prueba sobre una muestra, como una muestra borrosa, de
color anémalo o turbia (como las muy hemolizadas, las muy lipémicas o las que
contengan un exceso de bilirrubina), la muestra debe diluirse con LRW y
volverse a analizar. La dilucién debe registrarse en el informe de resultados,
multiplicando el resultado por el factor de dilucion. Por lo general, el factor de
dilucion se introduce en la configuracién del software para la muestra, y la
correccidn se aplica automaticamente.

Nota:

« Cada usuario de la prueba debera establecer un programa de control de calidad
para garantizar la capacidad en la realizacion de la prueba conforme a la
normativa vigente en su zona.

*  Se recomienda analizar muestras de control de suero (negativas, cercanas al valor
limite o muy positivas) en el contexto de comprobaciones adicionales en el
laboratorio y de las practicas correctas de laboratorio. Estas no se incluyen en el
kit Fungitell®.

11. Interpretacién de los Resultados
RESULTADO NEGATIVO
Los valores de (1—3)-B-D-glucano <60 pg/ml se interpretan como resultados negativos.

El laboratorio que realice la prueba, deberd informar al médico que ordend la prueba

que no todas las infecciones fungicas dan lugar a altas concentraciones de
(1—3)-B-D-glucano en suero. Algunos hongos, como el género Cryptococcus®*,
producen concentraciones muy bajas de (1—3)-p-D-glucano. No se tiene constancia de
que los hongos del orden Mucorales, como Absidia, Mucor y Rhizopus'*, produzcan
(1—3)-B-D-glucano. De manera similar, Blastomyces dermatitidis, en su fase
levaduriforme, produce poco (1—3)-B-D-glucano, y los pacientes de blastomicosis suelen
tener concentraciones no detectables de (1—3)-B-D-glucano en el ensayo Fungitell®>.

RESULTADO INDETERMINADO

Los valores entre 60 y 79 pg/ml se consideran no concluyentes. Se recomienda realizar
muestreos y analisis adicionales de los sueros. Los muestreos y los andlisis frecuentes
mejoran la utilidad para el diagnéstico.

RESULTADO POSITIVO

Los valores de (1—3)-p-D-glucano >80 pg/ml se interpretan como un resultado positivo.
Un resultado positivo no indica la presencia de enfermedad y debera usarse junto a otros
indicios clinicos para establecer un diagnostico.

12. Limitaciones de la prueba
«  Las localizaciones tisulares de la infeccion fingica'’, la encapsulacion y la

cantidad de (1—3)-B-D-glucano producida por ciertos hongos pueden afectar a la
concentracion sérica de este analito. La disminucion de la capacidad para
transmitir (1—3)-B-D-glucano al torrente sanguineo puede reducir la capacidad
para detectar ciertas infecciones fingicas.

« Algunos individuos tienen altas concentraciones de (1—3)-B-D-glucano que caen
dentro de la zona indeterminada. En esos casos, se recomienda realizar pruebas de
vigilancia adicionales.

« La frecuencia de las pruebas de los pacientes dependera del riesgo relativo de
infeccion fungica. En los pacientes de riesgo se recomienda obtener muestras al
menos dos o tres veces por semana.

« Se han obtenido resultados positivos en pacientes de hemodialisis en
personas tratadas con ciertos hemoderivados fraccionados, como la albumina
sérica y las inmunoglobulinas®? y en muestras o personas expuestas a gasas y
esponjas quirargicas que contenian glucanos. Tras la exposicion quirirgica a
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esponjas y gasas con contenido de (1—3)-B-D-glucano, los pacientes necesitan
3-4 dias para que se restablezcan las concentraciones iniciales de (1—3)--D-
glucano en suero®'?2. por lo que esto debe tomarse en cuenta en la distribucion
temporal de la obtencion de muestras en pacientes quirdrgicos.

« Las muestras obtenidas por métodos de puncion en los talones o en los dedos no
son aceptables, ya que se ha demostrado que la gasa empapada en alcohol usada
para preparar la zona (y, potencialmente, la acumulacion de sangre en la
superficie de la piel) contaminan las muestras. En los estudios realizados hasta
ahora no se han observado diferencias entre las muestras obtenidas mediante
extracciones en vias y las obtenidas mediante venopuncion®®?7.

« Para ver una exhaustiva revision de los factores que contribuyen a los falsos
positivos de (1—3)-p-D-glucano, consulte Finkelman, M.A., Journal of Fungi
(2021)%.

« Las concentraciones de las pruebas se determinaron en adultos. Las
concentraciones normales y umbral en poblaciones de lactantes y pediatricas se
estan investigando®®?.

13. Eficacia Analitica

13.1 Umbral y valores esperados
Un estudio prospectivo multicéntrico®' realizado para determinar la sensibilidad y
especificidad diagnostica del ensayo Fungitell® (consulte la prueba de
comparacion mas abajo) mostré que los valores de betaglucano estan elevados en
una variedad de infecciones fungicas. Cuando hay signos y sintomas y el valor de
la concentracion es de 80 pg/ml o superior, el valor predictivo de que la persona
es positiva en infeccion fingica va del 74,4 al 91,7 %. En ausencia de signos y
sintomas y con una concentracion inferior a 60 pg/ml, los valores predictivos para
negativos fueron del 65,1 al 85,1 %.

13.2 Rendimiento clinico
Se realiz6 un estudio prospectivo multicéntrico para validar la eficacia analitica
del ensayo Fungitell®'. La prueba se compar6 con otros métodos estandar de
deteccion (a saber, hemocultivo, examen histopatologico de muestras de biopsiay
signos radiologicos) de micosis y fungemias.

Se utiliz6 el ensayo para analizar muestras de trescientas cincuenta y nueve
(359) personas. Se obtuvo una tnica muestra de cada persona. Las personas de
bajo riesgo incluyeron individuos aparentemente sanos y pacientes de los centros
clinicos que ingresaron en los hospitales por razones diferentes a las infecciones
fungicas. La inclusion de las personas se realizo en seis centros clinicos de
Estados Unidos. Cuatro de los centros clinicos realizaron el ensayo y analizaron
un total de 285 muestras. ACC analizo las 359 muestras dos veces, pero solo
utiliz6 el segundo grupo de resultados para determinar la eficacia analitica del
ensayo. Los resultados del segundo grupo de analisis no fueron estadisticamente
diferentes de los del primero.

¢ Sensibilidad Diagnéstica
En el caso de la poblacion total de personas (359), incluidos los pacientes de
criptococosis, la sensibilidad fue del 65,0 % (intervalo de confianza [CI] del
95 %: 60,1-70,0 %) (Tabla 1).

* Especificidad Diagnéstica
La especificidad fue del 81,1 % (CI 77,1-85,2 %). Al analizar a los
170 sujetos negativos para infeccion fiingica y personas aparentemente sanas,
la especificidad del ensayo fue del 86,5 % (CI 82,8-90,1 %). Cuando se
incluyo a las otras 26 personas que dieron negativo en infeccion fungica
pero tenian otras enfermedades, se observo una especificidad del 81,1 %
(C177,1-85.2 %).

Candidiasis
En el estudio prospectivo hubo 107 personas a las que se les diagnostico candidiasis
con seguridad. 83 de los 107 fueron positivos en el ensayo Fungitell®.

Se suministraron 175 muestras de archivos de candidiasis a Associates of
Cape Cod, Inc., de las cuales 145 dieron positivo en el ensayo.

Aspergilosis
Un total de 10 sujetos fueron positivos en aspergilosis. 8 de los 10 fueron positivos en
el ensayo.

Fusariosis
Tres sujetos fueron positivos en fusariosis. 2 de 3 fueron positivos en el ensayo.

Tratamiento con antifiingicos

La presencia o ausencia de tratamiento con antifingicos no tuvo un efecto
estadisticamente significativo sobre la sensibilidad del ensayo. 118 fueron
demostrados positivos para infeccion fingica invasiva y recibian terapia antifingica.
82 fueron positivos en el ensayo (sensibilidad 69,5 %; CI 61,2-77,8 %). Ademas,
veinticuatro (24) sujetos se demostraron positivos, pero sin terapia antifingica.

18 fueron positivos en el ensayo (sensibilidad 75 %; CI157,7 %-92.3 %).

13.3 Correlaciones de las pruebas
Cuatro de los centros clinicos analizaron un total de 285 muestras. Los resultados
de las pruebas de los centros correlacionaron cuantitativamente al 96,4 % con los
resultados de Associates of Cape Cod, Inc. Las correlaciones de Associates of
Cape Cod, Inc., con los diferentes centros de analisis fueron del 90,6 al 99,2 %.

13.4 Precision
Se evaluo la precision (es decir, repetibilidad y reproducibilidad) del ensayo
Fungitell® usando diez (10) muestras diferentes que se analizaron en tres centros
diferentes en tres dias diferentes. La variacion intra-ensayo fue del 0,9 al 28,9 %
y sirvi6é como medida de repetibilidad. La variacion entre ensayos fue del 3,9 al
23,8 % y sirvié como medida de reproducibilidad. Las cuatro (4) muestras
negativas se excluyeron de ambos analisis.

13.5 Intervalo de medicion y linealidad
Los resultados se expresan en pg/ml de suero, van desde no detectable
(<31 pg/ml) a >500 pg/ml y son imprimidos por el software o leidos a partir de la
curva patron. Los valores precisos superiores a 500 pg/ml requieren que la
muestra se diluya con agua con reactivo LAL y se vuelva a analizar. Como se
indica en la seccion Control de calidad, el coeficiente de correlacion (r) de la
curva patrén (lineal frente a lineal) que cubre el rango de medicion del ensayo
Fungitell® debe ser 20,980 y los controles negativos deben tener valores de tasa
(p. ¢j. unidades de miliabsorbancia por minuto) menores al 50 % del patron mas
bajo. Sino, el ensayo debera repetirse utilizando todos los reactivos nuevos.

13.6 Sustancias interferentes
Las siguientes condiciones de las muestras pueden interferir en la obtencion de
resultados precisos con el ensayo Fungitell™:

« Las muestras turbias o de color anémalo, como las muy hemolizadas, las muy
lipémicas o las que contengan un exceso de bilirrubina, pueden producir
interferencias Opticas en el ensayo. Si se analizan dichas muestras, los
resultados obtenidos deberan examinarse para comprobar si presentan indicios
de interferencia optica o patrones cinéticos inhabituales.

« Las altas concentraciones de inmunoglobulina G, como las que pueden haber
en el suero debido a un mieloma multiple, pueden producir precipitacion en la
mezcla de reaccién tras la adicion de Fungitell® al suero pretratado®.

« En el momento de la redaccion de este documento, no se ha descrito ningun
factor G activador (elemento de deteccion de (1—3)-B-glucano) del reactivo
Fungitell® aparte del (1—3)-B-glucano. En algunos estudios, donde se ha
informado de reactividad cruzada, el tratamiento del material activador
supuesto con (1—3)-B-glucanasa purificada ha eliminado la sefial, lo que
demuestra que la activacion observada se habia debido a (1—3)-B-glucano
contaminante’. La contaminacién por serina proteasa también puede
provocar la liberacion de para-nitroanilina en las mezclas de reaccion de
Fungitell®, pero estas son inactivadas como parte del proceso de
pretratamiento.
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Tabla 1 Resultados de las pruebas de ACC a la concentracién umbral de
60-80 pg/ml por centro
Probado/probable Especificidad
Sensibilidad >=80 pg/ml <60 pg/ml
Cents ! E 2 Total
R I N N - - - - S
S| % |zs ez & o|z2f ET
£C| & |SES[28| & |ZEf Ee
1 32/50 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 58,3 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 75,8 92,6 37/43 86,0 86,0 6 76
5 21/36 58,3 80,8 30/39 76,9 69,8 6 75
6 0/1 0,0 — 0/0 — 0,0 0 1
Total |106/163| 65,0 80,9 |159/196| 81,1 76,8 21 359

Cuando los resultados obtenidos por ACC (359 muestras) y por los centros clinicos
(285 muestras) se comparan con el diagnostico clinico, la sensibilidad es del 64,3 %
(CI de 58,8-69,9 %) en el caso de ACC y del 61,5 % (CI de 55,9-67,2 %) en el de los
centros. La especificidad es del 86,6 % (CI de 82,7-90,6 %) en el caso de ACC, frente
al 79,6 % (CI de 74,9-84,3 %) en el de los centros.

14. Metaanalisis
También se han publicado numerosos estudios revisados por expertos sobre el tema del
uso de suero a base de (1—3)-B-D-glucano en el diagnostico de enfermedades fingicas

invasivas; dichos estudios incluyen metaanalisis de la eficacia diagnéstica®>* 34333037,

15. Leyenda de simbolos

Consulte las Instrucciones de
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c € Marcado CE

W Contiene material suficiente
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16. Representantes autorizados/Importador

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Armhem, Paises Bajos

Repr autorizado suizo

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Suiza

Importador

MedEnvoy Global B.V.

Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Paises Bajos

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

Nota: Los incidentes graves relacionados con el dispositivo deberan notificarse al
fabricante y a la autoridad competente del Estado Miembro en el que esté establecido el
usuario o el paciente.

17. Informacién de Contacto
Oficinas centrales - Associates of Cape Cod, Inc.
Tel: (888) 395-2221 0 (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680
Correo electronico: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Reino Unido/Europa - Associates of Cape Cod Int’l., Inc.
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road
Knowsley, Liverpool L33 7SA, Reino Unido

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

Correo electronico: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

18. Historial de revisiones

Rev. 0 a 11: Cambio de pruebas por triplicado a pruebas por duplicado. Sustituido agua
de grado reactivo por agua con reactivo LAL. Se han combinado los componentes de
cloruro de potasio y hidroxido de potasio en la solucion alcalina de pretratamiento. Se ha
retirado la microplaca del kit y se ofrece como articulo necesario pero no suministrado.
Se ha cambiado el representante para la CE y se ha afiadido un patrocinador para
Australia. Pequeilas aclaraciones, formateado, afiadido de simbolos y sustancias
interferentes adicionales.

Rev. 12: Se eliminé el representante para la CE de Emergo Europe.

Rev. 13: Se ha actualizado la direccion del Reino Unido y se ha eliminado Alemania. Se
ha afladido MedEnvoy como importador de la UE y se ha eliminado ACC Europe GmBh
del apartado 17. Se han corregido errores gramaticales menores. Se han actualizado los
simbolos utilizados. Se ha afiadido el nombre y la direccion del CE-REP, importador
suizo y CH-REP.
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Para obtener més referencias, consulte nuestro sitio web Fungitell.com

Se puede descargar un Esquema de guia rdpida del procedimiento del test en el sitio web
Fungitell.com,
en: https://www.fungitell.com/pdfs/Fungitell_ProcedureOutline PR18-016.pdf



