Analyysi seerumin (1->3)-B-D-glukaanin testaamiseen
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[Ii] Loydait ohjeet omalla kielelldsi sivustolta www.acciusa.com.
Tdmd tuote on tarkoitettu vain in vitro -di stitkkaan ja imai. kéyttéon.

1. Kiyttotarkoitus

Fungitell®-analyysi on proteaasitsymogeeniin perustuva kolorimetrinen analyysi
(1—3)-p-D-glukaanin kvalitatiiviseen havaitsemiseen sellaisten potilaiden seerumista,
joilla on invasiivisen sieni-infektion oireita tai kyseiselle infektiolle altistavia sairauksia.
Useiden ldaketieteellisesti tarkeiden sienien soluseindmén komponenttina toimivan
(1—3)-B-D-glukaanin' pitoisuutta seerumissa voidaan kayttid apuna syvien mykoosien
ja fungemioiden diagnosoinnissa®. Positiivinen tulos ei kerro, minki sukuinen sieni
infektion on voinut aiheuttaa.

(1—3)-p-D-glukaanin tiittereitd kdytetdan yhdessd muiden diagnostisten menetelmien,
kuten mikrobiologisen viljelyn, biopsiandytteiden histologisen tutkimisen ja radiologisen
tutkimuksen, kanssa.

Tirkedid

Anna ndmd tiedot testin mddrdanneelle lddkdarille: Tietyt sienet, kuten suku
Cryptococcus, joka tuottaa erittdin matalia (1—3)-f-D-glukaanitasoja, eivit
valttamdttd nosta seerumin (1—3)-p-D-glukaanitasoa niin korkeaksi, ettd se
voitaisiin havatta tdlli analyysilli®*. Mucorales-lahko, kuten Absidia, ]Mucor_/a
Rhizopus'? eivit tiettivisti tuota (1—3)-f-D-gluk ia. Ndiden aih
sieni-infektioiden on myds havaittu tuottavan matalia seerumin (1—3)-p-D-
glukaanitiittereitd. Lisdksi Blastomyces dermatitidis tuottaa hiivavaiheessaan
vihdn (1—3)-p-D-glukaania, eikd sité valttamdittid havaita télld analyysilld’.

Liitd timi Fungitell®-analyysin testitulosten raporttiin.

S

. Yhteenveto ja selitys

Opportunistiset patogeenit aiheuttavat yha enemmin sieni-infektioita, etenkin
immuunipuutteisille potilaille®”*. Invas ct sienisairaudet, kuten opportunisti-infektiot,
ovat yleisid potilailla, joilla on hematologisia kasvaimia, sekd AIDS-potilailla. Ne
atheuttavat myos yhd suuremman osan sairaalainfektioista, etenkin elinsiirtopotilaiden ja
muiden immunosuppressiivisia hoitoja saavien potilaiden keskuudessa”'’. Monet
sienisairauksista tarttuvat maaperésté, kasvijatteistd, ilmankasittelyjarjestelmistd ja/tai
altistuneilta pinnoilta perdisin olevia sieni-itiditd hengittdmalld. Joitakin opportunistisia
sienid esiintyy ihmisen iholla tai ihossa, ruuansulatuskanavassa ja limakalvoilla'"'2.
Invasiivisten mykoosien ja fungemioiden diagnoosi perustuu yleensé epaspesifiseen
diagnostiikkaan tai radiologisiin tekniikoihin. Kéytossé oleviin diagnostisiin menetelmiin
on iskettiin lisitty sieni-infektion biologiset merkkiaineet®.

Opportunistisiin sienipatogeeneihin kuuluvat Candida spp., Acpergzllm spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr spp., Coccidioid.
immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum ja
Pneumocystis jirovecii. Ndiden ja muiden organismien tuottama (1—3)-B-D-glukaani
voidaan havaita Fungitell®-analyysin avulla'®'>!4

3. Menetelmiin periaate

Fungitell®-analyysi mittaa (1—3)-B-D-glukaania. Analyysi perustuu Limulus-
amebosyyttilysaatti (LAL) -polun muokkaukseen'>'*'7'¥ kuva 1. Fungitell®-reagenssia
on muokattu siten, ettd bakteeriendotoksiinireaktiivisuus eliminoidaan ja ettd reagenssi
reagoi siten vain (1—3)-B-D-glukaaniin kyseisen reitin tekija G -vilitteisen puolen
kautta. (1—3)-B-D-glukaani aktivoi tekijan G, joka on seriiniproteaasitsymogeeni.
Aktivoitunut tekijd G muuntaa hyytymisentsyymin ei-aktiivisen esiasteen aktiiviseksi
hyytymisentsyymiksi, joka puolestaan pilkkoo kromogeenisestd peptidisubstraatista
(Boc-Leu-Gly-Arg-pNA) para-nitroanilidin (pNA) muodostaen kromoforia, para-
nitroaniliinia, joka absorboi aallonpituudella 405 nm. Seuraavassa kuvattava kineettinen
Fungitell®-analyysi perustuu niytteen aiheuttaman absorbanssin kasvunopeuden
madrittimiseen. Madritys tehddédn vertaamalla standardikuvaajaan ja arvioimalla ndin
(1—3)-B-D-glukaanin ndytepitoisuuksia.

KUVA 1

Limulus-amebosyyttilysaattireitti

Endotoksiini (ipopolysakkaridi, LPS)
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Boc-Leu-Gly-Arg-pNA Boc-Leu-Gly-Arg + pNA

4. Fungitell®-pakkauksen mukana toimitettavat materiaalit

Fungitell®-pakkaus on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkakéyttoon. Seuraavat jokaisen
pakkauksen mukana toimitettavat materiaalit riittdvét kahden mikrotiitterilevyn

110 kuopan (molemmissa 55 kuoppaa) analysointiin:

«  Fungitell®-reagenssi, lyofilisoitu (1—3)-B-D-glukaanispesifinen LAL (kaksi pulloa).

Fungitell*-reagenssi koostuu Limulus (ts. molukkirapu) -amebosyyttilysaatista ja
kolorimetrisesta Boc-Leu-Gly-Arg-pNA-substraatista. Se ei sisdlld ihmis- tai
nisdkdsproteiineja.

«  Pyrosol®-liuotuspuskuri (kaksi pulloa). Pyrosol-liuvotuspuskuripulloja
(luettelonumero BCO51) voi ostaa lisdd erikseen. Se koostuu 0,2 M Tris-puskurista.

. Glukaamstandardl lyofilisoitu Pachyman-pohjainen (1—3)-B-D-glukaani

lloa).

i reagenssiveden tilavuus on merkitty pullon etikettiin. Se on kalibroitu
kéyttien sisdistd vertailustandardia.

* LAL-reagenssivesi (LRW) (kaksi pulloa)
Huomautus: 20 ml:n lasipulloissa toimitettavat reagenssilaatuinen vesi (Reagent
Grade Water, RGW) ja LAL-reagenssivesi (LAL Reagent Water, LRW) ovat
ekvivalentteja.

« Emiksinen esikisittelyliuos (kaksi pulloa), joka sisaltad 0,125 M KOH ja 0,6 M KCI

Mikéén ylld oleva materiaali, standardia lukuun ottamatta, ei sisélld héiritsevid tasoja
(1—3)-p-D-glukaania.

5. Tarvittavat materiaalit, joita ei toimiteta pakkauksen mukana
Mikédén materiaaleista ei saa sisaltad hairitsevad glukaania.

« Pipetinkérjet* (250 uL - luettelonumero PPT25, 1 000 pL - luettelonumero
PPT10)

« Pipetit, joilla voidaan pipetoida tilavuuksia 5-25 pL ja 100-1 000 pL

« Toistopipetti, jonka ruiskukérjilld voidaan pipetoida 100 pL

« Koeputket* standardisarjan (kalibraatiokuvaaja) valmistamiseen ja seerumin
kasittelyreagenssien yhdistdmiseen. (12 x 75 mm - luettelonumero TB240 tai
13 x 100 mm - luettelonumero TB013)

« Inkuboiva (37 °C) levynlukija, jolla voidaan lukea aallonpituudella 405 nm
(mielelladn kaksoisaallonpituudella, sekd 405 ettd 490 nm) ja jonka dynaaminen
alue ulottuu véhintddn 2,0 absorbanssiyksikkdon, kytkettyna tietokonepohjaiseen
ohjelmistoon, joka sopii kineettiseen analyysiin.

« Steriilejd, glukaania sisdltimattomid putkia ndytteiden eriin jakamista varten.
Voidaan kdyttdd putkia, jotka on sertifioitu RNAasia, DNAasia ja pyrogeeneji
sisdltimattomiksi.

«  Parafilm®

«  96-kuoppaiset mikrolevyt* Huomautus: Fungitell®-analyysi on validoitu levyilla,
joilla on seuraavat ominaisuudet: levyt on valmistettu polystyreenistd, ne ovat
steriilejd, paallystamattomid, tasapohjaisia, niissd ei ACC:n spesifikaatioiden
mukaan ole héiritsevad beeta-glukaania ja ne on yksittdispakattu.

* Nami Associates of Cape Cod, Inc.:n (ACC) toimittamat tuotteet eivit sertifioidusti
sisdlld hairitsevid glukaaneja.

6. Reagenssien siilytys
«  Siilytd kaikkia reagensseja toimituspakkauksissaan, pime:
lampétilassa.
«  Liuotettua Fungitell®-reagenssia siilyte; 2-8 °C:n lampétilassa. Se on
kéytettdvi 2 tunnin kuluessa. Vaihtoehtoisesti liuotettua Fungitell*-reagenssia
voidaan siilyttdd pakastettuna -20 °C:ssa enintédén 20 vuorokautta, sulattaa kerran
ja kiyttid,

,2-8 °C:n

7. AVarmmkset]a varotoimet
Al pipetoi mitiin materiaalia suulla. Ali tupakoi, sy6 tai juo alueilla, joilla
kasitelldan naytteitd tai pakkauksen reagensseja.

« Noudata kdyttomadrayksid ja paikallisia turvallisuusmadrayksia.

«  Kaiytéd suojakisineitd, kun kisittelet mahdollisesti tartunnanvaarallisia tai
vaarallisia biologisia ndytteitd. Kdsineiden peittimit kddet on katsottava joka
hetkelld kontaminoituneiksi. Pidé késinekddet kaukana silmisté, suusta ja nenésté.
Kéytd silmdsuojia ja kirurgista maskia, jos acrosolikontaminaatio on mahdollinen.

+ Huomautus: Vaurioitunutta pakkauksen sisiltod ei saa kayttaa.

« Havittdminen: Kemikaalien ja preparaattien jidmien katsotaan yleisesti olevan
vaarallisia jtteitd. Taman tyyppisen jitteen havittamistéd sdddelldén kansallisilla
ja alueellisilla laeilla ja maardyksilld. Ota yhteys paikallisiin viranomaisiin tai
jatteenkdsittely-yrityksiin saadaksesi neuvoja vaarallisen jdtteen hévittdmisestd.

«  Kiyttoturvallisuustiedotteet kaikille Fungitell®-pakkauksen komponenteille voi
ladata ACC:n verkkosivustolta: www.acciusa.com.

7.1 Menetelmdiin liittyviit varotoimet

Fungitell®-analyysi vaatii perusteellista tekniikkaan ja testausymparistoon

paneutumista. Analyysin tehokkuuden kannalta on erittédin tarkedd, ettd suorittaja

saa analyysid ja kontaminaation vilttdmistd koskevan perusteellisen koulutuksen.

« Kaiytéd hyvid laboratoriokdytintdja paikallisia sdédannoksid noudattaen. Tama
madritys on herkkd kontaminaatiolle ja pipetoinnin epatarkkuudelle.

« Varmista, ettd analyysin suoritusympdrist on puhdas.

« Huomioi, ettd ihmiskehosta, vaatteista, astioista, vedestd ja ilman polystd perdisin
oleva glukaani ja sienipartikkelikontaminaatio voivat héiritd Fungitell*-analyysia.

« Mahdollisia kontaminaation léhteitd: selluloosaa sisiltivit materiaalit kuten
sideharso, paperipyyhkeet ja pahvi, pumpulitulpalla varustetut lasipipetit ja
selluloosasuodattimilla varustetut pipetinkérjet. Kirurgisista sideharsositeisté ja
sienisti voi myds erittyd suuria midrii (1—3)-B-D-glukaania®'??. Katso muita
potilaaseen liittyvid kontaminaation lahteitd Madrityksen rajoitukset -osiosta.

« Al kiyti materiaaleja niiden viimeisen kiyttopaivimaarin jilkeen.

7.2 Niytteiden kisittely

« Verindytteen otto ja seerumin valmistaminen on tehtdva hyviksyttyjen
paikallisten médrdysten mukaisesti. Ndytteiden ottaminen: Verindytteet voidaan
ottaa steriileihin seerumin valmisteluputkiin tai seerumin erotteluputkiin
(SST-putki) seerumin valmistelua varten.

« Naiytteiden sdilytys: Seerumindytteitd voidaan siilyttd
15 pdivad tai pakastettuina -20 °C:ssa enintéén 27 p:
4 vuotta.

« Naiytteiden merkintd: Naytteet on merkittdva selkedsti laitoksen hyviksyttyjen
kéytantojen mukaisesti.

2-8 °C:ssa enintddn
tai -80 °C:ssa enintddn

8. Menetelmi
8.1 Instrumentin asetus ja mdirityksen ohjelmointi

Asetukset voivat vaihdella eri laitteiden ja ohjelmiston mukaan. Yleensd seuraava
soveltuu: Médritd levynlukijan ohjelmisto kerddmaan tietoja Vmean-tilassa.
Tarkista ohjelmisto-oppaasta oikeat asetukset varmistaaksesi, ettd laskettu arvo
on absorbanssin muutosnopeuden keskiarvo kaikille kootuille tietopisteille.
Maidritd detektori lukemaan ohjelmiston/laitteen sallimaa minimivéliaikaa
40 minuutin testijaksolle. Ohjelmiston aallonpituusasetusten tulee olla 405 nm
vihennettynd taustalla 490 nm:ssd. Suosittelemme kéyttdméan kumpaakin
aallonpituutta, mutta jos lukeminen kahdella aallonpituudella ei ole mahdollista,
lukemaan médritys aallonpituudella 405 nm ja tarkastelemaan kunkin
potilasnéytteen kineettistd kuvaajaa héirinndn merkkien havaitsemiseksi (katso
lisdtietoja kohdasta 9.0). Inkubointildmpétila asetetaan 37 °C:seen.
Madritd 5-10 sekunnin sekoitus / levyn ravistelu ennen lukemisen aloittamista.
Valitse kuvaajan sovitusasetukseksi “lineaarinen/lineaarinen” tai vastaava.
Lukeminen aloitetaan ilman viivetta.

8.2 Pakkauksessa toimi luk i dardin

a. Liuota yksi pullollinen glukaanistandardia etiketissd ilmoitettuun tilavuuteen
LAL-reagenssivettd 100 pg/ml liuoksen valmistamiseksi. Liuota standardi
(livos 1) sekoittamalla vorteksilla vihintddn 30 sekunnin ajan keskinopeudella
tai hieman nopeammalla asetuksella. Glukaaniliuosta sdilytetdén lampétilassa
2-8 °C, ja se on kiytettivid kolmen vuorokauden sisilld. Alla luetelluissa
vaiheissa b—e kuvataan standardikuvaajan valmistamisesimerkki.

b. Valmista standardi 50 pg/ml (liuos 2) sekoittamalla 500 pL
LAL-reagenssivettd ja 500 pL liuosta 1 glukaania sisdltimattomassa
putkessa (liuos 2). Sekoita vorteksilla vahintdén 10 sekuntia.

c. Valmista standardi 25 pg/ml (liuos 3) sekoittamalla 500 pL
LAL-reagenssivettd ja 500 pL liuosta 2 glukaania sisdltimattomassa
putkessa (liuos 3). Sekoita vorteksilla vahintdén 10 sekuntia.

d. Valmista standardi 12,5 pg/ml (liuos 4) sekoittamalla 500 pL
LAL-reagenssivettd ja 500 pL liuosta 3 glukaania sisdltimattomassa
putkessa (liuos 4). Sekoita vorteksilla vahintdén 10 sekuntia.

e. Valmista standardi 6,25 pg/ml (liuos 5) sekoittamalla 500 pL
LAL-reagenssivettd ja 500 pL liuosta 4 glukaania sisdltimattomassa
putkessa (liuos 5). Sekoita vorteksilla vahintdén 10 sekuntia.

8.3 Avaa emdiksinen esikdsittelyliuos
Emiksinen esikésittelyliuvos muuttaa kolmoisheliksiglukaanit yksijuosteisiksi
glukaaneiksi'”'®, jotka ovat analyysissi reaktiivisempia. Lisiksi emiksinen pH
inaktivoi seerumin proteaaseja ja estiijid, jotka voivat hiiritd analyysii*

Hévitd pullo (laboratorion menettelytapojen mukaisesti), ellei sitéd kéytetd
seuraavassa testissd. Peité se tdsséd tapauksessa Parafilm-suojakalvolla, kédyttien
kalvon sitd puolta, joka on ollut paperitaustaa vasten.

8.4 Mikrotiitterilevyn midrittiminen
Madritd mikrotiitterilevyn pohjapiirros ohjelmistoon, eli standardit (Std),
negatiiviset kontrollit (Neg) ja 21 ndytettd (Spl). Suosittelemme seuraavanlaista

pohjapiirrosta:
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

D 125 | 125

E STD4 | STD4 SPL2 | SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14|SPL17|SPL20
625 | 62,5

E STD5 | STD5 SPL3 | SPL6 | SPL9 |SPL12|SPL15|SPL18|SPL21
31,25 | 31,25

G Neg | Neg SPL3 | SPL6 | SPL9 |SPL12|SPL15|SPL18|SPL21

H

Syotd standardien pitoisuudet 500, 250, 125, 62,5 ja 31 pg/ml ohjelmiston
asetuksiin.

Huomaa, ettd sy6tetyt pitoisuudet ovat viisi kertaa suuremmat kuin edelld
kohdassa 8.2 valmistettujen liuosten pitoisuudet. Tdmé johtuu siitd, ettd
analyysissd kdytetty standardin tilavuus on 25 puL kuoppaa kohden, eli viisi kertaa
kéytetyn seerumindytteen tilavuus (ks. kohta 8.5 b. alla). Seeruminéyte on siis
kéytanndssa viisi kertaa laimeampi kuin standardi. Standardin pitoisuuksien
kertominen viidelld kompensoi tdmén laimennoksen.

Huomautus: Reunoilla sijaitsevia kuoppia voidaan kéyttdd, jos on osoitettu,
ettd niiden suorituskyky on verrattavissa sisempien kuoppien suorituskykyyn.

Huomautus: Negatiivisia kontrolleja ei kdytetd standardikuvaajassa.

8.5 Seerumin ja emdksisen esikisittelylivoksen lisiys

a. Sulata pakastetut seerumindytteet huoneenlammassa. Sekoita vorteksilla
kaikki ndytteet hyvin — véhintéén 30 sekuntia keskinopeudella tai hieman
nopeammalla asetuksella.

b. Siirrd 5 pL kutakin seerumindytettd omaan kuoppaansa (Uk) vahintddn
kahtena. Toista jokaisen seeruminéytteen kohdalla.

c. Lisdd 20 uL emiksistd esikdsittelyliuosta kuhunkin seerumia siséltdvain
kuoppaan. Varmista, ettd seerumi- ja esikdsittelyreagenssipisarat koskettavat
toisiaan.

Huomautus: Vaiheet b ja ¢ voidaan suorittaa kiédnteisessd jarjestyksessd
suorittajan mieltymyksen mukaan.

Huomautus: Peitd mikrolevy kannella, kun olet pipetoinut ndytteet ja
reagenssit kuoppiin. Néin viltetddn kontaminoituminen vahingossa.

d. Ravistele levyd 5-10 sekunnin ajan, jotta kuoppien siséltd sekoittuu (tdhin
voidaan kayttda lukijan levynravistelutoimintoa). Inkuboi sitten 10 minuuttia
37 °C:ssa inkuboivassa levynlukijassa.

8.6 Fungitell®- in li
. g reagenss
ama voidaan suorittaa kitevisti esikdsittelyinkubaation aikana.

Huomautus:
Liuottamisen ajoituksen yhdenmukaisuus parantaa toistettavuutta, silld
Fungitell¥-reaktio alkaa jo liuotettaessa, vaikkakin vihaisessd médrin.

Liuota yksi pullollinen Fungitell®-reagenssia lisdamalld 2,8 ml LAL-
reagenssivettd ja sitten 2,8 ml Pyrosol-liuotuspuskuria kdyttden 1 000 pL:n
pipettid. Peitd pullo Parafilm-suojakalvolla kdyttden kalvon sitd puolta, joka on
ollut paperitaustaa vasten. Liuota kokonaan pyorittelemalld pulloa varoen — dla
vorteksoi.

8.7 Negatiivisten kontrollien ja glukaanistandardien lisiiminen

Poista levy inkubointilevynlukijasta seerumin esikésittelyinkubaation lopussa

(kohta 8.5 d.) ja lisdd levylle standardit ja negatiiviset kontrollit. Suositus

standardien pitoisuuksiksi:

a. Lisdd 25 L LAL-reagenssivettd kuoppiin G2 ja G3.

b. Lisdd 25 pL standardilivosta 5, 6,25 pg/ml, kuoppiin F2 ja F3, joissa on
merkintd 31,25 pg/ml.

c. Lisda 25 pL standardilivosta 4, 12,5 pg/ml, kuoppiin E2 ja E3, joissa on
merkintd 62,5 pg/ml.

d. Lisda 25 pL standardilivosta 3, 25 pg/ml, kuoppiin D2 ja D3, joissa on
merkintd 125 pg/ml.

e. Lisdd 25 pL standardilivosta 2, 50 pg/ml, kuoppiin C2 ja C3, joissa on
merkintd 250 pg/ml.

f. Lisda 25 pL standardilivosta 1, 100 pg/ml, kuoppiin B2 ja B3, joissa on
merkintd 500 pg/ml.

8.8 Fungitell®-reagenssin lisiiminen ja levyn inkubointi
a. Lisdd 100 pL Fungitell*-reagenssia kaikkiin kuoppiin (jotka siséltévit
negatiiviset kontrollit, standardit ja néytteet) kdyttden toistopipettia.
b. Aseta levy mikrolevyn lukijaan (joka on tasapainotettu limpétilaan 37 °C),
poista kansi ja ravistele 5-10 sekunnin ajan. Jos mikrolevyn lukijassa ei ole
levyn ravistelutoimintoa, voidaan kéyttdd ulkoista mikrolevyn ravistelijaa.



Lue levyd ilman kantta 405 nm:ssé vahennettynd arvolla 490 nm, 40 minuutin ajan
37 °C:ssa. Huomautus: Jos ravistelun ja lukemisen vililld ei jad aikaa poistaa kantta,
ravistele ilman kantta varmistaaksesi lukemisen ilman kantta.

9. Laske tulokset

Kerdd tiedot ja analysoi seuraavasti: Tarkastele testindytteiden kineettisid kuvaajia ja etsi
standardien kuvaajiin verrattavissa olevia muita kineettisid malleja kuin tasaisen
lisdyksen mallia. Mitétoi kuvaajat, jotka ndyttévit optisesti virheellisiltd (niiden
kineettiset mallit eivit esim. noudata standardien mallia). Laske absorbanssin
muutosnopeuden keskiarvo (milliabsorbanssiyksikkd minuuttia kohden) kaikille pisteille
vililla 0-40 minuuttia (ohjelmisto suorittaa). Interpoloi nédytteen (1—3)-B-D-
glukaanipitoisuudet standardikuvaajasta (ohjelmisto suorittaa).

10. Laadunvalvonta

« Standardikuvaajan (lineaarinen vs. lineaarinen) korrelaatiokertoimen (r) tulee olla
>0,980.

« Kuopat, joissa on 25 pL. LAL-reagenssivettd, ovat negatiivisia kontrolleja.
Negatiivisten kontrollien nopeusarvojen (esim. milliabsorbanssiyksikkod
minuutissa) tulee olla alle 50 % alimmasta standardista. Jos nin ei ole, analyysi
on toistettava uusilla reagensseilla.

+ Monimutkaisten nédytteiden kasittely. Jos analyysin suorittaja havaitsee
testattaessa ndytteen, esimerkiksi samean tai védrdn vérisen néytteen (esimerkiksi
erittdin hemolysoitunut, lipeeminen tai liikaa bilirubiinia siséltiva) kinetitkan
olevan epdnormaali, ndyte on laimennettava LAL-reagenssivedelld ja testattava
uudelleen. Laimennos huomioidaan tuloksia esitettdessd kertomalla tulos
laimennustekijélld. Tyypillisesti laimennuskerroin sydtetiin niytteelle
ohjelmiston asetuksiin, ja korjaus tapahtuu automaattisesti.

Huomautus:

« Jokaisen testin kayttdjdn tulee ottaa kéyttdon laadunvalvontaohjelma anal
suorittamistekniikan osaamisen varmistamiseksi laitoksen soveltuvien maérdysten
mukaisesti.

«  Suosittelemme seerumin kontrollindytteiden (negatiivinen, ldhelld raja-arvoa tai
voimakkaan positiivinen) médrittimisté laboratorion lisdtarkistusten ja hyvin
laboratoriokiytannon yhteydessa. Nait ei sisilly Fungitell®-pakkaukseen.

11. Tulosten tulkinta
NEGATIIVINEN TULOS
(1—3)-B-D-glukaaniarvot < 60 pg/ml tulkitaan negatiivisiksi tuloksiksi.

Testin suorittavan laboratorion on tiedotettava testin méaradville ladkarille, ettd kaikki
sieni-infektiot eivit aiheuta seerumin (1—3)-B-D-glukaanitasojen kohoamista. Jotkin
sienet, kuten suku Cryptococcus™*, tuottaa erittiin matalia (1—3)-B-D-glukaanitasoja.
Mucorales-sienet, kuten Absidia, Mucor ja Rhizopus'*, eivit tietojen mukaan tuota
(1—3)-B-D-glukaania. Samoin Blastomyces dermatitidis tuottaa hiivavaiheessaan vain
véhian (1—3)-B-D-glukaania, ja blastomykoosipotilailla ei tavallisesti ole havaittavia
(1—3)-B-D-glukaanitasoja Fungitell®-analyysissi’.

MAARITTELEMATON TULOS

Arvot vililld 60-79 pg/ml madritelldan tuloksettomiksi. Télloin suositellaan
lisdndytteiden ottamista ja seerumin lisdtestauksia. Toistuva ndytteenotto ja testaaminen
parantavat hyodyllisyyttd diagnoosin apuna.

POSITIIVINEN TULOS

(1-3)-B-D-glukaaniarvot > 80 pg/ml tulkitaan positiivisiksi tuloksiksi. Positiivinen tulos
el médritd sairauden esiintymistd, ja sitd tulee kayttdad yhdessd muiden kliinisten
16yddsten kanssa diagnoosin tekemiseen.

12. Mairityksen rajoitukset

«  Sieni-infektion kudossijainnit'’, kapseloituminen ja tiettyjen sienten tuottaman
(1—3)-p-D-glukaanin mdéra voivat vaikuttaa tdiméan analyytin pitoisuuteen
seerumissa. Heikentynyt kyky tuoda (1—3)-B-D-glukaania verenkiertoon voi
heikentéd kykyd havaita tiettyjd sieni-infektioita.

« Joidenkin henkildiden (1—3)-B-D-glukaanitaso on kohonnut ja sijoittuu
madritteleméttomille alueelle. Téllaisissa tapauksissa suositellaan
seurantatestausta.

« Potilaan testauksen toistuvuus riippuu sieni
Rlsklponlallle suositellaan ndytteenottoa vi

infektion suhteellisesta riskistd.
ntddn kahdesta kolmeen kertaa

isia tuloksia on I6ytynyt hemodialyysipotilailta'®2%3%, potilailta, joita on

hmdettu tietyillé fraktioiduilla verivalmisteilla, kuten seerumin albumiinilla ja

eilla™>?, ja niytteisti tai potilailta, jotka ovat altistuneet
glukaania siséltaville sideharsolle ja kirurgisille sienille. Potilaiden seerumin
(1—3)-p-D-glukaanitason palaaminen perustasolle kestdd 3—4 vuorokautta
leikkauksen aikana (1—3)-B-D-glukaania siséltéville sienille ja sideharsolle
altistumisen jilkeen®'. Témi on otettava huomioon leikkauspotilaiden
néytteiden ottamisen ajoituksessa.

« Kantapddstd tai sormesta otettavat pistosnéytteet eivit kelpaa, koska pistopaikan
valmisteluun kdytetyn, alkoholilla kostutetun sideharson (ja mahdollisesti myds
veren ihon pinnalle kertymisen) on osoitettu kontaminoivan néytteet. Tahin
mennessd ei tutkimuksissa ole havaittu eroja keskuslaskimoyhteyden ja
injektiokanyylin kautta saatujen niytteiden vililla2®?’,

«  Védrid positiivisia (1—3)-B-D-glukaanituloksia aiheuttavia tekijoitd kasitteleva
kattava katsausartikkeli, katso Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)%.

« Testitasot on laadittu aikuispotilailla. Imevéisten ja lasten normaalitasoja ja raja-
arvoja tutkitaan edelleen®?”,

13. Suorituskykyominaisuudet

13.1 Raja-arvot ja odotettavissa olevat arvot

Beetaglukaaniarvojen on osoitettu olevan koholla useiden sieni-infektioiden
yhteydessi prospektiivisessa monikeskustutkimuksessa®', jonka tarkoituksena oli
midrittid Fungitell®-analyysin diagnostinen herkkyys ja diagnostinen spesifisyys
(katso vertailutestit alla). Kun merkkejd ja oireita esiintyy tason ollessa vihintdan
80 pg/ml, on positiivinen ennustearvo potilaan sieni-infektiolle 74,4-91,7 %. Jos
merkkejd ja oireita ei ole tason ollessa alle 60 pg/ml, on negatiivinen ennustearvo
65,1-85,1 %.

13.2 Kliininen suorituskyky
Fungitell®-analyysin suorituskykyominaisuuksien validoimiseksi suoritettiin
prospektiivinen monikeskustutkimus?®'. Testid verrattiin muihin sieni-infektioiden
ja fungemioiden vakiohavaitsemismenetelmiin (ts. veriviljelyyn,
biopsiandytteiden histopatologiseen tutkimukseen ja radiologisiin merkkeihin).

Analyysilld testattiin kolmesataaviisikymmentdyhdeksén (359) potilasta.
Jokaiselta potilaalta otettiin yksi ndyte. Pienen riskin potilaisiin kuului ilmeisen
terveitd henkiloitd sekd tutkimuskeskuksissa henkilditd, jotka oli otettu
sairaalahoitoon muusta syysté kuin sieni-infektion takia. Tutkittavat rekrytoitiin
kuudessa kliinisessd tutkimuskeskuksessa Yhdysvalloissa. Nelja
tutkimuskeskuksista suoritti analyysin ja testasi yhteensd 285 néytettd. ACC
testasi kaikki 359 néytettd kahdesti, mutta kdytti vain toista tulossarjaa analyysin
suorituskykyominaisuuksien méaérittimiseen. Toisen analyysisarjan tulokset eivét
eronneet tilastollisesti ensimmadisen sarjan tuloksista.

* Diagnostinen herkkyys
Herkkyys koko potilaspopulaatiolle (359), mukaan lukien
kryptokokkoosipotilaat, oli 65,0 % ([60,1-70,0 % 95 % luottamusvililld
(CD](Taulukko 1).

« Diagnostinen spesifisyys
Spesifisyys oli 81,1 % (77,1-85,2 % CI). Analysoitaessa 170 henkil6d, jotka
olivat sieni-infektion suhteen negatiivisia ja ndenndisen terveité, analyysin
spesifisyys oli 86,5 % (82,8-90,1 % C.1.). Kun mukaan otettiin
26 lisdpotilasta, jotka olivat sieni-infektion suhteen negatiivisia, mutta joilla
oli muita sairauksia, havaittu spesifisyys oli 81,1 % (77,1-85,2 % CI).

Taulukko 1 ACC:n testitulokset raja-arvolla 60-80 pg/ml tutki uksittain
Todistettu/todenndkdinen Spesifisyys
Herkkyys >= 80 pg/ml <60 pg/ml
Tutki- - 5 o
mus- . . é E " £ 28 _g? Yhteensi]
keskus f g F 22| 2| & | £2| &%
: = 22| < = s 2z 8|
2 g ) g 2 & g ] & 2 2V
€8 | = |£5|28| & |258]| &8
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
6 0/1 0,0 N/A 0/0 N/A 0,0 0 1
Yhteensi| 106/163| 65,0 80,9 |159/196] 81,1 76,8 21 359

Kun ACC:n (359 ndytettd) ja kliinisten tutkimuskeskusten (285 ndytettd) saamia tuloksia

verrataan kliiniseen diagnoosiin, on ACC:n herkkyys 64,3 % (58,8-69.9 % CI) ja
tutkimuskeskusten herkkyys 61,5 % (55,9-67,2 % CI). ACC:n spesifisyys on 86,6 %
(82,7-90,6 % CI) ja tutkimuskeskusten 79,6 % (74,9-84,3 % CI).

Kandidiaasi
Prospektiivisessa tutkimuksessa oli 107 kandidiaasipositiiviseksi diagnosoitua
potilasta. Niistd 107 potilaasta 83 sai positiivisen tuloksen Fungitell*-analyysissi.

Associates of Cape Cod, Inc.:lle hankittiin sataseitsemédnkymmentaviisi kandidiaasin
kirjastondytettd. 145 ndistd 175:std oli analysoitaessa positiivisia.

Aspergilloosi
Yhteensd 10 potilasta oli positiivisia aspergilloosin suhteen. Niistd 10 potilaasta 8 sai
positiivisen tuloksen analyysissa.

Fusarioosi
Kolme potilasta oli positiivisia fusarioosin suhteen. Néistd 3 potilaasta 2 sai
positiivisen tuloksen analyysissa.

Antifungaalinen Lisikehoito

Se, saiko potilas antifungaalista ladkehoitoa vai e, ei vaikuttanut tilastollisesti
merkitsevisti analyysin herkkyyteen. Potilaista 118 oli diagnosoitu positiivisiksi
invasiivisen sieni-infektion suhteen ja sai antifungaalista hoitoa. Naistd 82 sai
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positiivisen tuloksen analyysisté (herkkyys 69,5 %; 61,2-77,8 % CI). Lisiksi
kaksikymmenténeljd (24) potilasta oli saanut positiivisen diagnoosin, mutta ei saanut
antifungaalista hoitoa. Niisté 18 sai positiivisen tuloksen analyysisti (herkkyys 75 %;
57,7-92,3 % CI).

13.3 Testin korrelaatio
Nelja tutkimuskeskuksista analysoi yhteensd 285 néytettd. Tutkimuskeskusten
testitulosten kvantitatiivinen korrelaatio Associates of Cape Cod, Inc.:n tulosten
kanssa oli 96,4 %. Associates of Cape Cod, Inc.:n korrelaatio eri testauspaikkojen
kanssa oli 90,6-99,2 %.

13.4 Tasmaillisyys
Fungitell*-analyysin tdsmaéllisyyttd (ts. toistettavuutta ja uusittavuutta) arvioitiin
kéyttamallda kymmentd (10) eri ndytettd, joista kukin testattiin kolmessa
tutkimuspaikassa kolmena eri pdivdnd. Analyysien sisdinen vaihtelu vaihteli
vililld 0,9-28,9 % ja toimi toistettavuuden mittana. Analyysien vilinen vaihtelu
vaihteli 114 3,9-23.8 % ja toimi uusittavuuden mittana. Nelja (4) negatiivista
ndytettd jétettiin pois kummastakin analyysisté.

13.5 Mittausalue ja lineaarisuus
Tulokset esitetdédn muodossa pg/ml seerumia, ja ne sijoittuvat vélille ei-
havaittavissa (< 31 pg/ml) ja> 500 pg/ml. Ohjelmisto tulostaa tulokset tai ne
luetaan standardikuvaajalta. Jotta arvoille yli 500 pg/ml saataisiin tarkat arvot, on
nédyte laimennettava LAL-reagenssivedelld ja testattava uudelleen. Kuten
Laadunvalvonta-kohdassa on kuvattu, Fungitell®-analyysin mittausalueen
kattavan standardikuvaajan (lineaarinen vs. lineaarinen) korrelaatiokertoimen (r)
tulee olla > 0,980 ja negatiivisten kontrollien nopeusarvojen (esim.
milliabsorbanssiyksikkéd minuutissa) tulee olla alle 50 % alimmasta standardista.
Jos niin ei ole, analyysi on toistettava uusilla reagensseilla.

13.6 Hiiiritseviit aineet
Seuraavat niyteolosuhteet voivat hiirité tarkan Fungitell*-analyysituloksen saamista:

« Vidran viriset tai sameat, kuten erittdin hemolysoituneet, lipeemiset tai litkaa
bilirubiinia siséltivit naytteet, voivat héiritd analyysid optisesti. Jos kyseisid
ndytteitd testataan, on tarkistettava, nakyyko testituloksissa todisteita optisesta
virheestd ja/tai epdtavallisista kineettisistd malleista.

« Kohonnut immunoglobuliini G -taso, jota seerumissa voivat aiheuttaa
esimerkiksi multippelit myelooma, voi saostaa reaktioseoksen, kun
esikisiteltyyn seerumiin liséitiéin Fungitelliz®,

«  Timin kirjoittamisen hetkelld ei ole kuvattu muita Fungitell®-reagenssin
tekija G:td ((1—3)-B-glukaanin detektio-osa) aktivoivia aineita kuin (1—3)-B-
glukaani. Joissakin tutkimuksissa, joissa on tehty viitteitd ristireagoivuudesta,
oletetun aktivoivan materiaalin kisittely puhdistetulla (1—3)-B-glukanaasilla
on poistanut kyseisen signaalin, miké osoittaa, ettd havaittu aktivaatio on
johtunut kontaminoivasta (1—3)-B-glukaanista'>. Myos
seriiniproteaasikontaminaatio voi johtaa para-nitroaniliinin vapautumiseen
Fungitell®-reaktioseoksissa, mutta nimé proteaasit inaktivoituvat osittain
esikdsittelyprosessissa.

Meta-analyysit

Lisaksi seerumin (1—3)-B-D-glukaaniin pohjautuvasta tuesta invasiivisten
sienisairauksien diagnostiikassa on julkaistu lukuisia vertaisarvioituja tutkimuksia,

mukaan lukien diagnostisen suorituskyvyn meta-analyysit
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16. Valtuutetut edustajat / maahantuoja

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Alankomaat

CH |REP Valtuutettu edustaja Sveitsissi

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Sveitsi

Maahantuoja

MedEnvoy Global B.V.

Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Alankomaat

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

Huomautus: Vakavat vaaratilanteet, jotka ovat tapahtuneet timén laitteen yhteydessa,
on ilmoitettava valmistajalle ja sen jasenvaltion toimivaltaiselle viranomaiselle, jossa
kéyttdjd ja/tai potilas on.

17. Yhteystiedot
Yhtion piikonttori — Associates of Cape Cod, Inc.
Puh: 888 395-2221 tai 508 540 3444 « Faksi: 508 540 8680
Séhkoposti: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

Yhdistynyt kuningaskunta / Eurooppa — Associates of Cape Cod Int’l, Inc.
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road

Knowsley, Liverpool L33 7SA, Yhdistynyt kuningaskunta

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

Séhkoposti: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

18. Versiohistoria

Versiot 0-11: Vaihdettu testaus kolmena rinnakkaisena kahteen rinnakkaiseen. Vaihdettu
reagenssilaatuinen vesi LAL-reagenssiveteen. Yhdistetty KCL- ja KOH-komponentit
emiksiseksi esikésittelyliuokseksi. Poistettu mikrolevy pakkauksesta ja muutettu se
tarvittavaksi, mutta ei pakkauksen mukana toimitettavaksi tarvikkeeksi. Vaihdettu
valtuutettu edustaja Euroopassa ja lisdtty australialainen sponsori. Vahaisid lisdselityksid,
muotoilua, symbolien lisddmistd, lisdttyjd héiritsevid aineita.

Versio 12: Poistettu EY-edustaja, Emergo Europe.

Versio 13: Péivitetty Ison-Britannian osoite ja poistettu Saksa. Lisdatty MedEnvoy
EU-maahantuojana ja poistettu ACC Europe GmBh kohdasta 17. Korjattu pienid
kielioppivirheitd. Péivitetty kdytetyt symbolit. Lisdtty EY-edustajan, Sveitsin
maahantuojan ja CH-edustajan nimi ja osoite.
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