Seerumi (1->3)-B-D-gliikaani sisalduse analiiiis
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1. Kasutusotstarve

Analiitis Fungitell® on proteaasi siimogeenil pohinev kolorimeetriline analiiiis
(1—3)-B-D-gliikaani kvalitatiivseks tuvastamiseks seerumis patsientidel, kellel on
invasiivse seeninfektsiooni siimptomid voi selle eelsoodumust pdhjustav tervislik
seisund. Mitmesuguste meditsiiniliselt oluliste seente rakuseina téhtsa komponendi
(1—3)-B-D-gliikaani seerumikontsentratsiooni' saab kasutada abivahendina
siivamiikooside ja fungeemiate diagnoosimisel®. Selle positiivne tulemus ei niita,
milline seente perekond vdib infektsiooni pohjustada.

(1—3)-p-D-gliikaani tiitreid peab kasutama koos teiste diagnostiliste meetodite, néiteks
mikrobioloogilise kiilvi, biopsiaproovide histoloogilise uuringu ja radioloogilise
uuringuga.

Tihtis

Esitage tellivale arstile jargmine teave: Teatud seened, nditeks kriiptokokkide
perekonnast, mis toodavad (1—3)-f-D-gliikaani viga madalal tasemel, ei pruugi
tosta seerumi (1—3)-p-D-gliikaani sisaldust piisavalt, et seda saaks analiiiisiga
avastada®®. Infektsioonide korral seltsi Mucorales (nutthallikulaadsed) kuuluvate
seentega, nagu Absidia, Mucor ja Rhizopus'?, mis teadaolevalt (1—3)-p-D-

i ei tooda, taheldatakse samuti madalaid seerumi (1—3)-f-D-gliikaani
tiitreid. Peale selle produtseerib Blastomyces dermatitidis oma pdrmifaasis vihe
(1—3)-p-D-gliikaani ja analiiiis ei pruugi seda tuvastada’.
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Lisage see mirkus Fungitell®-i analiiiisi testitulemustest teatamisel.

S

. Kokkuvéte ja selgitus

Oportunistlike patogeenide pdhjustatud seeninfektsioonide esinemissagedus suureneb,
eriti immuunpuudulikkusega patsientidel®”®, Invasiivseid seeninfektsioone kui
oportunistlikke infektsioone esineb sageli pahaloomuliste hematoloogiliste kasvajate ja
AIDSiga patsientidel ning need moodustavad iiha suurema osa haiglas saadud
infektsioonidest, eriti elundi siirdamisega patsientidel ja teistel immuunsupressantravi
saavatel patsientidel”'’. Paljusid seenhaigusi saadakse pinnasest, taimede jaikidelt,
Shukditlussiisteemidelt ja/voi lahtistelt pindadelt parinevate seeneeoste sissehingamisel.
Mbdningaid oportunistlikke seeni esineb inimese nahal vdi nahas, seedetraktis ja
limaskestadel'"'2. Invasiivsete miikooside ja fungeemiate diagnoos pdhineb tavaliselt
mittespetsiifilistel diagnostilistel vdi radioloogilistel meetoditel. Hiljuti on
olemasolevatele diagnoosimeetoditele lisandunud ka seeninfektsiooni kindlaksméaramine
biomarkerite abil>.

Oportunistlike seenpatogeenide hulka kuuluvad Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr ium spp., Coccidioid.
immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum ja
Pneumocystis jirovecii. Analiiiisiga Fungitell® on vdimalik tuvastada nende ja teiste
organismide poolt toodetud (1—3)-B-D-gliikaani' !>,

3. Protseduuri pshiméte

Analiitisiga Fungitell® mdddetakse (1—3)-B-D-gliikaani. Analiiiis pohineb Limulus'e
amébotsiiiidi lisaadi (LAL) raja modifikatsioonil'>®!7!8_joonis 1. Analiiiisi Fungitell®
reagent on modifitseeritud kdrvaldama bakterite endotoksiini reagentsust ja seega
reageerima faktori G vahendatud kdrvalraja kaudu vaid (1—3)-B-D-glilkaaniga.
(1—3)-B-D-glitkaan aktiveerib faktori G, mis on seriinproteaasi siimogeen. Aktiveeritud
faktor G muundab inaktiivse hiiiibimist soodustava ensiitimi aktiivseks hiitibimist
vahendavaks ensiiiimiks, mis omakorda eraldab kromogeense peptiidsubstraadi Boc-Leu-
Gly-Arg-pNA kiiljest pNA fragmendi, luues kromofoori paranitroaniliini, milles neeldub
valgus lainepikkusega 405 nm. Allpool kirjeldatud kineetiline analiiiis Fungitell® pShineb

proovis tekitatud optilise tiheduse suurenemise kiiruse madramisel. Seda kiirust
tolgendatakse vastavalt standardkdverale, mille tulemusena saadakse hinnanguline
(1—3)-B-D-glitkaani kontsentratsioon proovis.

FaktorC =™ Aktiveeritud faktor C.

JOONIS 1

Limulus’e amobotsiiiidi liisaadi rada

Endotoksiin (LPS)
(1->3)-p-D-glikaan

FaktorB~ ™ Advesrtudfaor B Akiveertudfaktor 6% Faktor

Huilibimist soodustav enstiim Hudbimist vahendav enstiim

Inaktiveeritud rada

Boc-Leu-Gly-Arg-pNA
(kunstlik substraat)

Boc-Leu-Gly-Arg + pNA

4. Fungitell®-i komplektis sisalduvad materjalid

Fungitell®-i komplekt on mdeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Uhes komplektis

olevaid jargmisi materjale jatkub 110 lohu analiiiisimiseks kahel mikrotiiterplaadil
(55 siivendit kummalgi plaadil).

Fungitell®-i reagent, liofiliseeritud (1—3)-B-D-gliikaani suhtes spetsiifiline LAL
(kaks viaali).

Fungitell*-i reagent koosneb Limulus’e (st odasaba) botsiiiidi liisaadist ja
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimeetrilisest substraadist. See ei sisalda inimese ega
imetaja valke.

Lahustamispuhver Pyrosol® (kaks viaali). Lahustamispuhvri Pyrosol
(katalooginumber BC051) viaale saab eraldi juurde osta. See koosneb 0,2 M Tris
puhvrist.

Gliikaani standard, liiofiliseeritud (1—3)-B-D-gliikaan ettevdttelt Pachyman
(kaks viaali).

Lisatava reagendivee kogus on ndidatud viaali etiketil. See on kalibreeritud
sisemise vordlusstandardi jérgi.

LAL-i reagendivesi (LRW) (kaks pudelit)

Miirkus. 20 ml reagendi kvaliteediga vesi (RGW) ja klaasviaalides LRW on
samaviirsed.

Aluseline eeltddtluslahus (kaks viaali), mis sisaldab 0,125 M KOH ja 0,6 M KCI

Mitte iikski eelnevatest, vélja arvatud standard, ei sisalda héirival hulgal
(1—3)-p-D-gliikaani.

5. Vajalikud, kuid mittetarnitud materjalid
Koik materjalid peavad olema vabad héirivast glitkaanist.

Pipetiotsikud* (250 pL — kataloogi nr PPT25, 1000 pL — kat. nr PPT10)

Pipetid, millega saab iile kanda 5-25 pL ja 100-1000 pL mahte

Siistalotsikutega korduspipett, millega saab iile kanda 100 uL mahte

Katsutid* standardiseeria (kalibreerimiskdvera) valmistamiseks ja seerumi
tootlusreagentidega segamiseks. (12 x 75 mm — kat. nr TB240 voi 13 x 100 mm —
kat. nr TB013)

Sobiva arvutipdhise kineetilise analiiiisi tarkvaraga ithendatud inkubatsiooni

(37 °C) plaadilugeja, mis suudab jélgida lainepikkust 405 nm (eelistatavalt kahte,
405 ja 490 nm, lainepikkust) ning mille diinaamiline vahemik on vahemalt kuni
2,0 neeldumisiihikut.

Steriilsed, gliikaanivabad katsutid proovide alikvootimiseks. Kasutada voib
katsuteid, mis on sertifitseeritud RNAaasi-, DNAaasi- ja piirogeenivabad.
Parafilm®

96 siivendiga mikroplaadid* Mirkus. Analiiiis Fungitell® on valideeritud
jargmiste omadustega plaatidega: poliistiireenist, steriilsed, kattekihita, lameda
pohjaga, ei sisalda héirivates kogustes beetagliikaani ACC tehniliste tingimuste
kohaselt ja iikshaaval iimbristes.

* Need ettevotte Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) tarnitavad tooted ei sisalda
sertifikaadi kohaselt hdirivas koguses gliikaane.

6. Reagentide siilitamine

Hoidke koiki reagente tarnitud kujul temperatuuril 2-8 °C pimedas.
Lahustatud Fungitell®-i reagenti tuleb hoida temperatuuril 2-8 °C ja kasutada
2 tunni jooksul. Alternatiivselt voib lahustatud Fungitell®-i reagenti kuni

20 péeva hoida kiilmutatuna temperatuuril -20 °C, sulatada vaid ithe korra

ja kasutada.

7. Aﬂoiatused ja ettevaatusabindud

Arge pipeteerige iihtegi materjali suuga. Arge suitsetage, so0ge ega jooge
proovide voi komplekti reagentide kiitlemise piirkondades.

Jargige t60- ja kohalikke ohutuseeskirju.

Nakkusohtlike vdi ohtlike bioloogiliste proovide kasitsemisel kandke
kaitsekindaid. Kinnastatud kisi tuleb igal hetkel pidada saastunuks; hoidke
kinnastatud kési eemal silmadest, suust ja ninast. Aerosooliga saastumise
voimalusel kandke silmakaitset ja kirurgilist maski.

Miirkus. Arge kasutage kahjustatud sisuga komplekte.

Korvaldamine. Kemikaalide ja preparaatide jadke peetakse tildiselt ohtlikeks
jadtmeteks. Seda tiitipi jddtmete korvaldamine on reguleeritud riiklike ja
piirkondlike seaduste ja médrustega. Ohtlike jddtmete kdrvaldamise kohta ndu
saamiseks votke iihendust kohalike ametiasutuste voi jadtmekditlusettevotetega.
Fungitell®-i komplekti kdigi komponentide ohutuskaardid on allalaaditavad
ACC veebisaidilt www.acciusa.com.

7.1 Protseduurilised binoud

Analiitisi Fungitell® puhul tuleb jargida rangelt metoodikat ja ndudeid
testimiskeskkonnale. Analiiiisi efektiivsuse saavutamiseks on kriitiline téhtsus
tehniku viljadppel analiiiisimeetodi ja saastamise véltimise alal.

Kasutage hdid laboritavasid vastavalt kohalikele madrustele. See analiiiis on
tundlik saastumise ja pipettimise ebatépsuse suhtes.

Looge analiiiisi labiviimiseks puhas keskkond.

Pange tihele, et analiiiisi Fungitell® vdivad hiirida nii gliikaan kui ka inimkehalt,
riietelt, konteineritest, veest ja Shutolmust ldhtuv saastumine seente osakestega.
Voimalikud saasteallikad: tselluloosi sisaldavad materjalid, nagu marli,
pabersalvritikud ja papp, vatikorkidega klaaspipetid ja tselluloosfiltritega
pipetiotsikud. Kirurgilised marli sidemed ja kdsnad vdivad samuti eritada suures
koguses (1—3)-B-D-glitkaani®' 22, Teiste patsientidega seotud saasteallikate kohta
vaadake testi piirangute jaotist.

Arge kasutage materjale parast acgumiskuupieva moodumist.

7.2 Proovide kiitlemine

Vere votmine ja seerumi valmistamine peab toimuma vastavalt kehtivatele
kohalikele médrustele. Proovide votmine. Vereproovid tuleb votta steriilsetesse
seerumi ettevalmistamise katsutitesse voi seerumi eraldamise katsutitesse (SST)
seerumi ettevalmistamiseks.

Proovide sidilitamine. Seerumiproove voib siilitada temperatuuril 2-8 °C kuni
15 péeva voi kiilmutada temperatuuril -20 °C kuni 27 pédeva voi -80 °C kuni

4 aastat.

Proovide mérgistamine. Proovid tuleb selgelt margistada vastavalt asutuse
heakskiidetud tavadele.

8. Protseduur
8.1 Instr di li

ja testi prog imine

Seadistused vdivad sdltuda seadmetest ja tarkvarast. Uldiselt kehtivad jirgmised
reeglid. Seadke plaadilugeja tarkvara andmeid koguma reziimis Vmean.
Kontrollige tarkvara juhendist digeid seadeid, et tagada véértuse arvutamine
optilise tiheduse muutuse keskmise kiirusena kdigis kogutud andmepunktides.
Seadke detektori lugemite intervall minimaalseks, mida tarkvara/instrument testi
40 minuti jooksul voimaldab. Tarkvara lainepikkuse sitted peavad olema 405 nm
miinus taust lainepikkusel 490 nm. Soovitatav on kasutada mdlemat lainepikkust,
kuid kui kahe lainepikkusega lugemine pole saadaval, lugege testi lainepikkusel
405 nm ja uurige iga patsiendi proovi kineetilist kdverat segavate mojude suhtes
(iiksikasjalikumat teavet vt jaotisest 9.0). Inkubatsioon peab olema seadistatud
temperatuurile 37 °C. Enne mddtmiste alustamist peab toimuma segamine /
plaadi raputamine 5-10 sekundi jooksul. Kdvera kuju seadistus peab olema
lineaarne/lineaarne voi samaviadrme. Modtmised peavad algama viivitusajata.

8.2 Komplektis oleva glitkaani standardi ettevalmistamine

a. Lahustage iiks viaal gliikaani standardit viaalil ndidatud koguse LRW-ga, et
saada lahus kontsentratsiooniga 100 pg/ml. Standardi lahustamiseks segage
lahust (lahus 1) vahemalt 30 sekundit vortekssegistil keskmise-suure
kiirusega. Glitkaani lahust tuleb hoida temperatuuril 2-8 °C ja kasutada kolme
dopéeva jooksul. Alljargnevad etapid b—e illustreerivad standardkdvera
loomist.

b. Valmistage standard kontsentratsiooniga 50 pg/ml (lahus 2), segades
glitkaanivabas katsutis 500 uL LRW-d ja 500 pL lahust 1 (lahus 2). Segage
vortekssegistil vahemalt 10 sekundit.

c. Valmistage standard kontsentratsiooniga 25 pg/ml (lahus 3), segades
glitkaanivabas katsutis 500 uL LRW-d ja 500 pL lahust 2 (lahus 3). Segage
vortekssegistil vahemalt 10 sekundit.

d. Valmistage standard kontsentratsiooniga 12,5 pg/ml (lahus 4), segades
glilkaanivabas katsutis 500 uL LRW-d ja 500 pL lahust 3 (lahus 4). Segage
vortekssegistil vahemalt 10 sekundit.

e. Valmistage standard kontsentratsiooniga 6,25 pg/ml (lahus 5), segades
glilkaanivabas katsutis 500 uL LRW-d ja 500 pL lahust 4 (lahus 5). Segage
vortekssegistil vahemalt 10 sekundit.

8.3 Aluseline eeltoitluslahuse avamine

Aluseline eeltd6tluslahus muundab kolmik-heeliksilised glitkaanid
iiheahelalisteks gliikaanideks'”'®, mis on analiiiisis reagentsemad. Lisaks toimib
aluseline pH seerumi proteaaside ja inhibiitorite inaktiveerimiseks, mis vdivad
analiiiisi hairida.2*

Visake viaal dra (labori protseduuride kohaselt), kui seda ei kasutata edasises
testis, millisel juhul katke viaal Parafilmiga, kasutades Parafilmi seda poolt, mis
oli vastu paberkatet.

8.4 Mikrotiiterplaadi ettevalmistus

Valmistage mikrotiiterplaat tarkvaras ette standardite (St), negatiivsete
kontrollide (Neg) ja 21 prooviga (Pr). Soovitame kasutada jargmist paigutust.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A

STD1|STD1 PR1 [ PR4 [ PR7 | PR10 | PR13 [ PR16 | PR19
B 500 500

STD2 | STD2 PR1 [ PR4 [ PR7 | PR10 | PR13 [ PR16 | PR19
c 250 250

STD3 | STD3 PR2 [ PR5 [ PR8 | PR11 | PR14 [ PR17 | PR20
D 125 125

8.5 Seerumi ja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
E STD4 | STD4 PR2 [ PR5 [ PR8 | PR11 | PR14 [ PR17 | PR20
62,5 | 62,5
F STD5 | STDS PR3 [ PR6 [ PR9 | PR12 [ PR15 [ PR18 | PR21
31,25 | 31,25
G Neg | Neg PR3 [ PR6 [ PR9 | PR12 [ PR15 [ PR18 | PR21
H

Sisestage standardi kontsentratsioonid tarkvaraseadetesse vastavalt kui 500, 250,
125, 62,5 ja 31 pg/ml.

Pange tdhele, et sisestatavad standardite kontsentratsioonid on viis korda
suuremad, kui saadi eespool jaotises 8.2. Pohjus on selles, et standardi kogus
analiiiisis on 25 pL siivendi kohta, mis on viis korda rohkem kui kasutatava
seerumiproovi kogus (vt allpool jaotist 8.5 b). Seega lahjendatakse seerumiproovi
tohusalt standardiga vdrreldes viis korda. Standardkontsentratsioonide
korrutamine viiega kompenseerib selle lahjenduse.

Mirkus. Vilimisi siivendeid voib kasutada, kui on néidatud, et vilimistes
siivendites saadud tulemused on vorreldavad sisemiste siivendite tulemustega.

Miirkus. Standardkdveras negatiivseid kontrolle ei kasutata.

luseli 1 atluslal li

a. Sulatage seerumi kiilmutatud proovid toatemperatuuril. Segage proovid
vortekssegistil hoolikalt — vihemalt 30 sekundit keskmise kuni keskmise-
suure kiiruse seadistusega.

b. Kandke 5 pL seerumiproovist viahemalt kahte vastavasse siivendisse (Uk).
Korrake iga seerumiprooviga.

c. Lisage igasse seerumit sisaldavasse siivendisse 20 pl aluselist
eeltootluslahust. Veenduge, et seerumi ja eeltodtluse tilgad puutuksid
omavahel kokku.

Miarkus. Etapid b ja ¢ voib ldbi viia vastupidises jarjekorras vastavalt tehniku
eelistustele.

Mirkus. Juhusliku saastumise viltimiseks pange mikroplaadi kaas tagasi
pérast proovide ja reagentide siivenditesse lisamist.

d. Loksutage plaati 5-10 sekundit siivendite sisu segamiseks (kasutada voib
lugeja plaadi loksutamise funktsiooni) ja seejdrel inkubeerige 10 minutit
inkubeerivas plaadilugejas temperatuuril 37 °C.

8.6 Fungitell®-i reagendi lah

Meirkus. Seda on mugav teha eeltoGtlusinkubatsiooni toimumise ajal. Uhtlaste
lahustamisaegade kasutamine suurendab reprodutseeritavust, sest Fungitell®-i
reaktsioon algab alates lahustamisest, kuigi madalal tasemel.

Fungitell®-i reagendi iihe viaali lahustamiseks lisage 1000 uL pipetiga 2,8 ml
LRW-d ja segjirel lisage 2,8 ml lahustamispuhvrit Pyrosol. Katke viaal
Parafilmiga, kasutades Parafilmi seda poolt, mis oli paberaluse poole suunatud.
Keerutage viaali ettevaatlikult taieliku lahustumise saamiseks — drge kasutage
vortekssegistit.

8.7 Negatiivsete kontrollide ja gliik i standardite li.

Seerumi eeltootlusinkubatsiooni (jaotis 8.5 d) 1opus votke plaat inkubeerivast

plaadilugejast vilja ja lisage plaadile standardid ja negatiivsed kontrollid.

Soovitatav standardi kontsentratsiooni muutmine.

a. Lisage 25 pL LRW-d siivenditesse G2 ja G3.

b. Lisage 25 pL 6,25 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 5 siivenditesse
F2 ja F3 margistusega 31,25 pg/ml.

c. Lisage 25 pL 12,5 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 4 siivenditesse
E2 ja E3 mirgistusega 62,5 pg/ml.

d. Lisage 25 pL 25 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 3 siivenditesse D2
ja D3 mirgistusega 125 pg/ml.

e. Lisage 25 puL 50 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 2 siivenditesse C2
ja C3 margistusega 250 pg/ml.

f. Lisage 25 puL 100 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 1 siivenditesse
B2 ja B3 mirgistusega 500 pg/ml.

8.8 Fungitell®-i reagendi lisamine ja plaadi inkubeerimise protseduur

a. Lisage 100 uL Fungitell®-i reagenti korduspipeti abil kdigisse (negatiivseid
kontrolle, standardeid ja proove sisaldavatesse) siivenditesse.

b. Pange plaat mikroplaadi lugejasse (mis on vrdsustatud temperatuuriga
37 °C), jattes kaane peale, ja loksutage 5-10 sekundi jooksul. Kui mikroplaadi
lugeja plaadi loksutamise funktsiooni ei ole vdimalik kasutada, vdib kasutada
vilist mikroplaadi loksutajat.

Lugege plaati kaaneta 405 nm miinus 490 nm, 40 minutit temperatuuril 37 °C.
Mirkus. Kui instrument ei voimalda loksutamise ja lugemise vahel kaant eemaldada,
jétke kaaneta lugemiseks kaas éra.

9. Tulemuste arvutamine

Koguge ja analiiiisige andmeid jargmiselt. Uurige testi proovide kineetilisi diagramme ja
kontrollige, kas esineb mustreid peale sujuva tdusu, mis on vorreldav standarditega.
Jooniseid, mis néitavad optilist interferentsi (s.t mille kineetilised mustrid neid
standardeid ei jérgi), ei tohi kasutada. Arvutage optilise ttheduse muutumise keskmine
kiirus (milli-neeldumisiihikut minutis) kdikides ajapunktides vahemikus



0 kuni 40 minutit (tarkvaraga). Interpoleerige proovi (1—3)-p-D-gliikaani
kontsentratsioonid standardkdverast (tarkvaraga).

10. Kvaliteedikontroll

« Standardkdvera (lineaarne vs lineaarne) korrelatsioonikoefitsent (r) peab
olema > 0,980.

« Siivendid, mis sisaldavad 25 nL LRW-d, on negatiivsed kontrollid. Negatiivsete
kontrollide kiiruse tulemused (milli-neeldumisiihikutes minuti kohta) peavad
olema alla 50% kdige viiksema kontsentratsiooniga standardi méérast. Kui see
nii ei ole, tuleb analiiiisi korrata téiesti uute reagentidega.

« Keerukate proovide kditlemine. Kui laborant tdheldab sogase, virvi muutnud voi
hégusa (nt olulise hemoliiiisiga, lipeemilises voi liigselt bilirubiini sisaldavas)
proovi testis ebatavalist kineetikat, tuleb proovi lahjendada LRW-ga ja uuesti
analiiiisida. Lahjendust tuleb tulemuste esitamisel arvestada ning tulemused tuleb
korrutada lahjendusteguriga. Tavaliselt sisestatakse lahjendustegur proovi
tarkvara seadetesse ja korrektsioon toimub automaatselt.

Mirkus.

« Kboik analiiiisi kasutajad peavad rakendama kvaliteedikontrolli programmi, et
tagada analiiiisi tegemise oskus nende kohalike kohaldatavate eeskirjade kohaselt.

«  Seerumi kontrollproove (negatiivsed, piirvaartuse ldhedased vdi tugevalt
positiivsed) on soovitatav analiilisida edasiste laborikontrollide ja hea laboritava
kontekstis. Need ei sisaldu Fungitell®-i komplektis.

11. Tulemuste télgendamine

NEGATIIVNE TULEMUS
(1—3)-p-D-gliikaani kontsentratsioone < 60 pg/ml tdlgendatakse negatiivse tulemusena.

Analiiiisi tegev labor peab teavitama analiiiisi tellivat arsti, et mitte kdik
seeninfektsioonid ei suurenda seerumi (1—3)-B-D-gliikaani sisaldust. Mdned seened,
niiteks kriiptokokkide perekond®*, toodavad (1—3)-B-D-gliikaani viga viikestes
kogustes. Nutthallikulaadsed (Mucorales), niiteks Absidia, Mucor ja Rhizopus'*,
teadaolevalt (1—3)-B-D-gliikaani ei produtseeri. Ka Blastomyces dermatitidis toodab
pérmi faasis (1—3)-p-D-glitkaani vdhe ning blastomiikoosiga patsientidel ei ole
(1—3)-B-D-glitkaani sisaldused tavaliselt analiiiisiga Fungitell® mézratavad®.

EBAMAARANE TULEMUS

Viirtusi 60-79 pg/ml peetakse ebaselgeteks. Soovitav on korduv seerumi proovide
votmine ja analiiiisimine. Proovide sage votmine ja analiilisimine parandab diagnoosi
digsust.

POSITIIVNE TULEMUS

(1—-3)-B-D-gliikaani véirtusi > 80 pg/ml loetakse positiivseteks tulemusteks. Positiivne
tulemus ei madratle haiguse olemasolu ning seda tuleb diagnoosimisel kasutada koos
teiste kliiniliste leidudega.

12. Analiiiisi piirangud

Selle analiiiidi seerumikontsentratsiooni voivad mdjutada seeninfektsiooni
asukoht kudedes'”, kapseldatus ja teatud seente toodetav (1—3)-B-D-gliikaani
kogus. (1—3)-B-D-glitkaani vihenenud sisenemine vereringesse vdib mojutada
voimet tuvastada teatud seeninfektsioone.

Mbonel inimesel esinevad kdrgenenud (1—3)-B-D-glitkaani tasemed ebamédraste
védrtuste alasse jddvates kontsentratsioonides. Sellistel juhtudel on soovitav teha
jélgimiseks lisauuringuid.

Patsiendi testimise sagedus sdltub seeninfektsiooni esinemise suhtelisest riskist.
Riskiriihma patsientidelt soovitatakse proove votta vihemalt kaks kuni kolm
korda nddalas.

Positiivseid tulemusi on saadud hemodialiiiisi patsientidel*2%%,

teatud fraktsioneeritud veretoodetega, nditeks seerumi albumiini ja
immunoglobuliinidega ravitavatel patsientidel”>?* ja gliikaani sisaldavate
marlidega ja kirurgiliste kdsnadega kokku puutunud proovidest vdi uuringus
osalejatelt. Kirurgilisel kokkupuutel (1—3)-B-D-gliikaani sisaldavate kisnade ja
tampoonidega on vajalik 34 pdeva moddumine seerumi (1—3)-B-D-glitkaani
kontsentratsiooni langemiseks baasviirtusele® 2. Seetdttu tuleb kirurgiliste
patsientide proovide votmise aja puhul seda asjaolu arvesse votta.

Kanna voi sdrme kapillaarvere punktsiooniga saadud proovide kasutamine

ei ole vastuvdetav, sest on ndidatud proovide saastumist uuringukoha
ettevalmistamiseks kasutatava alkoholis niisutatud tampooniga (ja potentsiaalselt
ka vere kogunemisest nahapinnale). Senistes uuringutes ei ole veenitee kaudu voi
veenipunktsiooniga voetud proovidel erinevusi tiheldatud>*?”.
(1—3)-B-D-gliikaani valepositiivseid tulemusi pdhjustavate tegurite pohjalikku
iilevaadet vt viljaandest Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

Testitavad tasemed on médratud tdiskasvanud uuringus osalejatel. Imikute ja laste
normaalseid ja piirvirtusi uuritakse??’,

13. Toimivusniitajad
13.1 Piirvidrtused ja oodatavad viiirtused

Mitmekeskuseline perspektiivuuring’! viidi liibi analiiiisi Fungitell® diagnostilise
tundlikkuse ja diagnostilise spetsiifilisuse maddramiseks (vt vordlustesti allpool),
mis nditas, et B-glitkaani vairtused on tdusnud mitmesuguste seeninfektsioonide
korral. Kui 80 pg/ml vdi kdrgema vidrtuse korral esinevad tunnused ja
stimptomid, on ennustusvédrtus, et uuringus osaleja on seeninfektsiooni suhtes
positiivne, vahemikus 74,4-91,7%. 60 pg/ml ja viiksema vidrtuse ning tunnuste

ja siimptomite puudumise korral on analiiiisi negatiivne ennustusvéartus
vahemikus 65,1-85,1%.

13.2 Kliiniline toimivus
Analiitisi Fungitell® toimivusniitajate valideerimiseks viidi libi
mitmekeskuseline prospektiivne uuring?'. Testi vorreldi miikooside ja
fungeemiate tuvastamise teiste standardsete meetoditega (nt verekiilv, bioptaatide
histopatoloogiline uurimine ja radioloogilised tunnused).

Analiiiisiga uuriti kolmsada viitkiimmend iiheksat (359) uuringus osalejat. Igalt
uuringus osalejalt voeti iiks proov. Madala riskiga uuringus osalejate hulka
kuulusid ka ilmselt terved inimesed ning kliiniliste uuringukeskuste patsiendid,
kelle hospitaliseerimise pdhjuseks ei olnud seeninfektsioonid. Uuringus osalejaid
virvati Ameerika Uhendriikides kuues kliinilises uuringukeskuses. Neljas
kliinilises uuringukeskuses analiiiisiti ja uuriti kokku 285 proovi. ACC analiiiisis
koiki 359 proovi kaks korda, kuid kasutas analiiiisi toimivuse madramiseks vaid
teise analiiiisi tulemusi. Teise analiiiisiseeria tulemused ei olnud esimestest
tulemustest statistiliselt oluliselt erinevad.

* Diagnostiline tundlikkus
Tundlikkus kogu uuringus osalejate populatsioonis (359), sealhulgas
kriiptokokoosiga patsientidel, oli 65,0% ([95% usaldusvahemik 60,1-70,0%)]
(tabel 1).

« Diagnostiline spetsiifilisus
Spetsiifilisus oli 81,1% (usaldusvahemik 77,1-85,2%). Kui analiiiisiti
170 seeninfektsiooni suhtes negatiivset ja ilmselt tervet isikut, oli analii
spetsiifilisus 86,5% (usaldusvahemik 82,8-90,1%). Kui lisati veel

26 uuritavat, kellel seeninfektsiooni ei esinenud, kuid esinesid muud haigused,

saadi spetsiifilisus 81,1% (usaldusvahemik 77,1-85,2%).

Cape Cod, Inc. tulemused korreleerusid erinevate uuringukeskuste tulemustega
90,6-99,2% ulatuses.

13.4 Kordustipsus
Analiitisi Fungitell® kordustipsuse (st korratavus ja reprodutseeritavus)
hindamiseks kasutati kiimmet (10) erinevat proovi, millest igaiihte testiti kolmes
uuringukeskuses kolmel eri pdeval. Analiiiisisisene varieeruvus oli vahemikus
0,9-28,9% ja seda kasitleti korratavuse mddduna. Analiiiiside vaheline
varieeruvus oli vahemikus 3,9-23,8% ja seda kisitleti reprodutseeritavuse
mddduna. Neli (4) negatiivset proovi jdeti mdlemast analiitisist valja.

13.5 Méotmisvahemik ja lineaarsus
Tulemusi viljendatakse seerumi kontsentratsioonina pikogrammides milliliitris ja
vahemikus alates mitteméaératavast (< 31 pg/ml) kuni vaértuseni > 500 pg/ml ning
need prinditakse vélja tarkvara abil voi loetakse standardkdveralt. Téapsete tulemuste
saamiseks kontsentratsioonil iile 500 pg/ml on vajalik proovi lahjendamine LAL-i
reagendiveega ja uus testimine. Nagu on néidatud kvaliteedikontrolli jaotises, peab
analiiiisi Fungitell® mdotmisvahemikku hdlmava standardkdvera (lineaame vs
lineaame) korrelatsioonikoefitsient (r) olema > 0,980 ja negatiivsete kontrollide
kiiruse tulemused (milli-neeldumisiihikutes minuti kohta) alla 50% koige viiksema
kontsentratsiooniga standardi védrtustest. Kui see nii ei ole, tuleb analiiiisi korrata
tdiesti uute reagentidega.

13.6 Segavad ained
Analiitisiga Fungitell® tipsete tulemuste saamist vdivad hiirida jirgmised prooviga
seotud seisundid.

«  Virvi muutnud vdi hdgusad, néiteks olulise hemoliiiisiga, lipeemilised voi
liigselt bilirubiini sisaldavad proovid vdivad optiliselt analiiiisi ida.
Selliste proovide testimisel peab analiiiisitulemusi kontrollima optiliste
segajate toendite ja/voi ebatavaliste kineetiliste mustrite suhtes.

« Immunoglobuliin G sisalduse tdus, nagu see voib olla seerumis mitme
melanoomi korral, voib pdhjustada reaktsioonisegu sadestumist parast
Fungitell®-i lisamist eeltéodeldud seerumile™.

«  Kiesoleva dokumendi kirjutamise seisuga ei ole kirjeldatud Fungitell®-i
reagenti aktiveerivat faktorit G ((1—3)-B-gliikaani tuvastamise elementi) peale
(1—3)-B-glitkaani. Monedes uuringutes, kus on vididetud ristreagentsust, on
oletatava aktiveeriva materjali tootlemine puhastatud (1—3)-B-glitkanaasiga
signaali kdrvaldanud, mis néitab, et taheldatud aktivatsioon oli tingitud
(1—3)-B-glitkaaniga saastumisest'. Seriinproteaasiga saastumine vdib samuti
pohjustada Fungitell®-i reaktsioonisegudes para-nitroaniliini vabanemist, kuid
need inaktiveeritakse eeltootlusprotsessi osana.

14. Metaanaliiiisid
Lisaks on avaldatud mitmeid eelretsenseeritud uuringuid seerumi (1—3)-B-D-gliikaanil
pohinevast toest invasiivse seenhaiguse diagnoosimisel, sealhulgas diagnostilise

toimivuse metaanaliilise

323334353637

15. Siimbolite tihendused

Tabel1 ACC piirmiiraga 60-80 pg/ml uuri jirgi
Tdestatud/tdendoline Spetsiifilisus
Tundlikkus >= 80 pg/ml <60 pg/ml
uurin- 3 3
gu- z 5 2 LB 22| Kok
ks | 2 | B2 o) B[ 22| £X
Y = = 5 Z M n Z 5 o2
1 32/50 | 64,0 97,0 39/40 | 97,5 69,6 1 90
2 14124 | 583 93,3 17/20 | 85,0 70,8 5 44
3 14/19 | 73,7 46,7 36/54 | 66,7 90,0 3 73
4 25/33 75,8 92,6 37/43 86,0 86,0 6 76
5 21/36 | 583 80,8 30/39 | 76,9 69,8 6 75
Ei Ei
6 on 0.0 kohaldu 00 kohaldu 0.0 0 !
Kokku |106/163] 65,0 80,9 |159/196] 81,1 76,8 21 359

Kui ACC (359 proovi) ja kliiniliste keskuste (285 proovi) tulemusi vorreldi kliinilise
diagnoosiga, oli tundlikkus ACC puhul 64,3% (usaldusvahemik 58,8-69,9%) ja
uuringukeskustes 61,5% (usaldusvahemik 55,9-67,2%). Spetsiifilisus oli ACC puhul
86,6% (usaldusvahemik 82,7-90,6%) ja uuringukeskustes 79,6% (usaldusvahemik
74,9-84,3%).

Kandidoos
Prospektiivses uuringus osales 107 kinnitatud kandidoosi diagnoosiga patsienti.
Analiitisiga Fungitell® saadi positiivne tulemus 83 uuringus osalejal 107-st.

Ettevottele Associates of Cape Cod, Inc. saadeti sada seitsekiimmend viis kandidoosi
teegiproovi. Analiilisiga saadi positiivne tulemus 145 proovis 175-st.

Aspergilloos
Kokku olid aspergilloosi suhtes positiivsed 10 osalejat. 8 osalejat 10-st olid analiiiisi
jérgi positiivsed.

Fusarioos
Kolm osalejat olid fusarioosi suhtes positiivsed. 2 osalejat 3-st olid analiiiisi jargi
positiivsed.

Seenevastane ravi

Seenevastase ravi olemasolu voi puudumine ei mdjutanud analiiiisi tundlikkust
statistiliselt oluliselt. 118 isikul saadi invasiivse seeninfektsiooni ja seenevastase ravi
korral positiivne tulemus. 82 olid testi jirgi positiivsed (tundlikkus 69,5%;
usaldusvahemik 61,2-77,8%). Lisaks osutusid kakskiimmend neli (24) osalejat
positiivseteks, kellest iikski ei saanud seenevastast ravi. 18 olid testi jargi positiivsed
(tundlikkus 75%; usaldusvahemik 57,7-92,3%).

13.3 Testi korrelatsioonid
Neljas kliinilises uuringukeskuses analiiiisiti ja uuriti kokku 285 proovi.
Uuringukeskuste testitulemused korreleerusid kvantitatiivselt 96,4% ulatuses
ettevotte Associates of Cape Cod, Inc. tulemustega. Ettevotte Associates of

g Kalblik kuni [:Ii] Vt kasutusjuhendit

Sisaldab piisavalt N . IR .
analiiiisiks Volitatud esindaja EL-is
Partii kood c E CE-mirgis

In vitro diagnostiline Ainult retsepti alusel
meditsiiniseade B(Only kasutamiseks

Kataloogi nr A Ettevaatust

<. Hoidke piikesevalgusest

Temperatuuripiirang
2 eemal

Tootja % Importija

Sveitsi volitatud esindaja

16. Volitatud esindaja/importija

[REP] Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Madalmaad

m Sveitsi volitatud esindaja
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Sveits

Importija

MedEnvoy Global B.V.

Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Madalmaad

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

Miirkus. Seadmega seoses toimunud ohujuhtumist tuleb teatada tootjale ja selle
litkmesriigi padevale asutusele, kus kasutaja ja/voi patsient asub.

17. Kontaktinfo
Ettevotte peakontor: Associates of Cape Cod, Inc.
Tel: (888) 395-2221 vdi (508) 540-3444 « Faks: (508) 540-8680
E-post: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Uhendkuningriik/Euroopa: Associates of Cape Cod Int’l., Inc.
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road

Knowsley, Liverpool L33 7SA, Uhendkuningriik

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

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

18. Redaktsiooniajalugu

Red 0 kuni 11: triplikaatides testimine asendati duplikaatides testimisega. Reagendi
kvaliteediga vesi asendati LAL-i reagendiveega. KCL ja KOH komponendid iihendati
aluseliseks eeltootluslahuseks. Komplektist eemaldati mikroplaat, mis on saadaval
vastavalt vajadusele (ei kuulu tarnitavasse komplekti). Muudeti EU esindaja ja lisati
Austraalia sponsor. Tehti vdiksemaid tdpsustusi ja vormistuse muutusi, lisati siimboleid,

lisati héirivaid aineid.
Red 12: eemaldati.‘EU esindaja Emergo Europe.
Red 13: uuendati Uhendkuningriigi aadressi ja eemaldati Saksamaa. Lisati MedEnvoy

EL-

1 importijana ja eemaldati ACC Europe GmBh jaotisest 17. Parandati leitud

grammatikavead. Uuendati kasutatud siimboleid. Lisati EC-REP, Sveitsi importija ja
CH-REP nimi ja aadress.
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