Teszt az (1->3)-B-D-gliikan szérumbél torténd kimutatasahoz
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[Ii] Az On nyelvén irott hasznalati utasitist a www.acciusa.com webhelyen talalja.
Ez a termék kizarélag in vitro diagnosztikai és professziondlis hasznalatra késziilt.

1. Rendeltetés

A Fungitell® teszt egy protedz zimogén alapu kolorimetrias teszt az (1—3)-B-D-gliikan
kvalitativ kimutatasara invaziv gombas fert6z¢s tiineteit mutato, illetve invaziv gombas
fertézésre hajlamosito allapottal rendelkezd betegek szérumaban. A kiilonboz6,

$ZAmos orvosi szempomb()l fontos gomba1 egyik f6 sejtfalkomponensét alkot()
mlkozmok és gombas megbetegedések diagnosztizalasat’. A pozitiv eredmény nem jelzi,
hogy milyen nemzetséghez tartozé gomba okozhatja a fertdzést.

Az (1—-3)-B-D-gliikan titerjeit mas diagnosztikai eljarasokkal — példaul mikrobiologiai
tenyésztéssel, biopszids mintak szovettani vizsgalataval, radiologiai vizsgalattal — egyiitt
kell alkalmazni.

Fontos

Az alabbi informacickat tovabb kell adni a vizsgalatot kéré orvosnak: Bizonyos
gombak, példaul a Cryptococcus nemzetségbe tartozo fajok, nagyon kis mennyiségii
(1—3)-p-D-gliikant termelnek; ilyenkor a szérum (1—3)-p-D-gliikan-tartalma nem
elegendéen magas ahhoz, hogy a teszt kimutassa™*. A Mucorales rendbe tartozé
gombak, példaul az Absidia, Mucor és Rhizopus'? nemzetségbe tartozé fajok
ismereteink szerint nem termelnek (1—3)-f-D-gliikant, igy ezek esetében is
alacsony a szérum (1—3)-p-D-gliikan-titerje. Ezenkiviil a Blastomyces dermatitidis
élesztégomba fazisban kevés (1—3)-f-D-gliikant termel, amit a teszt esetleg nem
mutat ki°.

Ezt az llitast a Fungitell® teszt eredményeit ismertet6 leleteken fel kell tiintetni.

S

. Osszefoglalas és magyarazat

Az opportunista korokozok miatti gombas fertézések eléfordulasa novekszik, kiilonosen
az immunkompromittalt betegek korében®’®. Az invaziv gombas betegségek, mint
opportunista fertézések, gyakoriak a rosszindulati hematologiai megbetegedésekben és
AIDS-ben szenved6 betegek korében, és egyre tobb nozokomialis fertézésért felelosek,
kiilondsen a szervtranszplantaltak, valamint az immunszuppresszids kezelésben részesiild
més betegek kozott™'?. Sok gombis betegséget a talajbol, ndvényi hulladékokbol,
levegGkezeld rendszerekbdl és/vagy kontaminalt feliiletekrél szarmazo gombasporak
belélegzése okoz. Néhany opportunista gombafaj jelen van az emberi bérben/béron, a
bélesatorndban és a nyélkahartyakon' "', Az invaziv mikozisok és gombas
megbetegedések diagnosztizalasa altalaban nem specifikus diagnosztikai vagy radiologiai
technikakon alapul. A gombas fert6zések bioldgiai markereivel a kézelmultban bovitették
a rendelkezésre all6 diagnosztikai modszereket?.

Az opportunista gombas korokozok kozé tartoznak a kovetkezok: Candida spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae,

Acr ium spp., Coccidioides immitis, Hi. I « It Sporothrix schenckii,
Exserohilum rostratum és Pneumocystis jirovecii. Az ezen és mas organizmusok altal
termelt (1—3)-B-D-gliikan kimutathat6 a Fungitell® teszttel' >4,

3. Az el]aras elve

bemutatott Limulus amobocna hzatum (LAL) reakmout15 16178 11 dositdsdn alapul.

A Fungitell® reagenst modositottuk a bakteridlis endotoxin reaktivitasanak kikiiszobolése
érdekében, igy az csak az (1—3)-B-D-glitkanra reagal, a reakciott G-faktor altal medialt
oldalan keresztiil. Az (1—3)-B-D-glitkan aktivéalja a G-faktort, amely egy szerinprotedz
zimogén. Az aktivalt G-faktor az inaktiv prokoagulans enzimet aktiv koagulans enzimmé
alakitja at, mely lehasitja a para-nitroanilidet (pbNA) a Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kromogén
peptid szubsztratrol, igy egy kromofor — para-nitroanilin — jiin Iétre, mely elnyeli a

405 nm hullamhossza fényt. Az alabb ismertetett Fungitell® kinetikus teszt az optikai
stirliség adott mintabeli ndvekedési sebességének meghatarozasan alapul. Ezt a
sebesseget egy alapgorbehez v1szony1tva kell értékelni a minta (1—3)-B-D-gliikan-
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4. A Fungitell® készletben mellékelt anyagok

A Fungitell® készlet in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal. Az egyes készletekben
talalhat6 alabbi anyagok két mikrotiter lemezen 6sszesen 110 cella lésére
elegendbek (lemezenként 55 cella):

Fungitell® reagens, liofilizalt (1—3)-B-D-gliikan-specifikus LAL (két ampulla).
A Fungitell® reagens Limulus (azaz patkésrak) amébocita lizatumbdl és
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimetrikus szubsztratbol all. Nem tartalmaz humdan
vagy emlésfehérjéket.

Pyrosol® visszaoldé puffer (két ampulla). A Pyrosol visszaoldo pufferbsl
(katalogusszam: BC051) tovabbi ampullak kiilén vasarolhatok. 0,2 M trisz
pufferbél all.

Gliikan standard, liofilizalt (1—3)-p-D-gliikan a Pachymantol (ket ampulla).
A hozzdadandé reagensviz mennyisége az lla cir van ve.
Egy belsé referenciastandardhoz van kalibralva.

LAL reagensviz (LRW) (két palack)

Megjegyzés: A 20 ml-es reagens mindségii viz (RGW) és az LRW
iivegpalackokban egyenértékiiek.

Lugos el6kezel6 oldat (két ampulla), amelynek tartalma 0,125 M KOH és

0,6 M KCl

A standard kivételével egyik fenti anyag sem tartalmaz a tesztet zavaré mennyiségii
(1—3)-p-D-gliikant.

5. Sziikséges, de nem mellékelt anyagok
Egyetlen anyag sem tartalmazhat a tesztet zavaré mennyiségii glikant.

Pipettahegyek* (250 pl — katalogusszam: PPT25, 1000 pul — katalogusszam:
PPT10)

5-25 pl, illetve 100-1000 pl térfogat adagolasara alkalmas pipettak

100 pl adagolasara alkalmas fecskendéhegyekkel rendelkezd ismétlépipetta
Kémesovek* a standard higitasi sor (kalibralasi gorbe) elékészitéséhez és a
szérum kezelésére szolgald reagensek dsszekeveréséhez (12 x 75 mm —
katalogusszam: TB240 vagy 13 x 100 mm — katalogusszam: TB013).
Inkubalasi funkcioval (37 °C) rendelkezd fotométer, mely képes 405 nm-es
hullamhosszon mérni (¢és lehetdleg mind a 405 nm-es, mind a 490 nm-es
hullamhossz monitorozasara képes), amelynek dinamikai tartomanya legalabb
2,0 abszorbanciaegység, ¢s amelyhez megfeleld szamitogépes alapu
kinetikaelemzd szoftver kapcsolodik.

Steril, glitkanmentes csévek a mintak aliquotozasahoz. RNSaz-, DNSaz- ¢és
pirogénmentesnek mindsitett kémesovek hasznalhatok.

Parafilm®

96-cellas mikrolemezek* Megjegyzés: A Fungitell® tesztet a kovetkez
tulajdonsagokkal rendelkezd lemezek alkalmazasaval validaltak: Polisztirolbol
keésziilt steril, bevonat nélkiili, lapos aljii, az ACC scpecifikacioja szerinti béta-
glikan-zavaras mentes ¢és egyenként csomagolt.

* Ezek az Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) vallalat ltal szallitott termékek
tantsitottan nem tartalmaznak zavaré mennyiségii gliikanokat.

6. A reagensek tarolisa

Az sszes reagens eredeti kiszerelésében, 2-8 °C-os hdmérsékleten, sotét helyen
tarolando.

A visszaoldott Fungitell® reagens 2-8 °C-on tarolandé, és 2 éran beliil
felhasznalandé. Vagy: a visszaoldott Fungitell® reagens -20 °C-on legfeljebb

20 napra lefagyaszthato, majd egyetlen alkalommal felolvaszthato és
felhasznalhato.

7. A,,Vlgyalat”szmtuﬁgy ztetések és ovintézkedések

Tilos barmilyen anyagot szajjal pipettazni! Tilos olyan teriileten dohanyozni, enni

¢és inni, ahol mintakat vagy a készlethez tartozo reagenseket kezelnek.

Be kell tartani az iizemeltetési és a helyi biztonsagi eldirasokat.

Viseljen védékesztyiit, ha olyan biologiai mintakat kezel, amelyek fertézék vagy
veszélyesek lehetnek. A kesztyiis kezet mindig szennyezettnek kell tekintent;
tartsa a kesztytis kezét tavol a szemétol, szajatol és orratdl. Viseljen szemvédd
eszkdzt és sebészeti maszkot, ha fennall az aeroszolszennyezés lehetdsége.
Megjegyzés: Tilos sériilt tartalmu készleteket felhasznalni!

Artalmatlanitis: A vegyszerek és készitmények maradvanyai dltalaban veszélyes
hulladéknak mindsiilnek. Az ilyen tipust hulladékok artalmatlanitasat nemzeti,
valamint regionalis torvények ¢és rendeletek szabalyozzak. A veszélyes
hulladékok artalmatlanitasaval kapcsolatos tanacsért forduljon a helyi
hatésagokhoz vagy hulladékkezel6 vallalatokhoz.

A Fungitell® készlet valamennyi 6sszetevjének biztonsagi adatlapja letoltheté
az ACC weboldalrél: www.acciusa.com.

7.1 Eljardsi évintézkedések

A Fungitell® teszt elvégzéséhez az eljarasra és a vizsgalati kornyezetre vonatkozod

eloirasokat szigoruan be kell tartani. A teszt hatékonysaga szempontjabol

kulcsfontossagi, hogy az asszisztens alapos képzést kapjon a tesztmodszerrdl és a
1

szennyezddés elkeriilésé

Alkalmazza a helyi eléirasoknak megfelel6 helyes laboratoriumi gyakorlatot.
Ez a teszt érzékeny a szennyezddésre és a pipettazas pontatlansagara.

Alakitson ki tiszta kdrnyezetet a teszt elvégzéséhez.

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy az emberi testbdl, valamint a ruhazatbol,
gytjtéedényekbdl, vizbdl és levegdbeli porbodl szarmazé glitkan, illetve gombas
szennyez6dés zavarhatja a Fungitell® tesztet.

A szennyez3dés lehetséges forrasai kozé tartoznak: a celluloztartalmu anyagok,
példaul a géz, a papirtorl6 ¢és a karton, a pamutdugoval ellatott tivegpipettak és a
cellulézsziirével ellatott pipettahegyek. A sebészeti gézkotések és szivacsok

szintén nagy mennyiségii (1—3)-B-D-gliikant bocsathatnak ki®

A beteggel

kapcsolatos egy¢éb szennyezddési forrasokrol lasd A teszt korlatai cimii pontjat.
Tilos az anyagokat lejarati datumuk utéan felhasznélni!

7.2 A mintdk kezelése

A vérvételt és a szérumkeészitést a vonatkozo helyi eldirasoknak megfeleléen kell
elvégezni. Mintavétel: A szérum el8készitéséhez a vérmintakat steril szérum-
elokészitd csébe vagy szérumszeparator csobe (SST) lehet levenni.

A mintak tarolasa: A szérummintak 2-8 °C-on legfeljebb 15 napig, illetve
fagyasztva -20 °C-on 27 napig vagy -80 °C-on 4 évig tarolhatok.

A mintak felcimkézése: A mintakat vilagosan, az intézményben jovahagyott
gyakorlat szerint kell felcimkézni.

8. Eljras

8.1 Miiszerbedllits és tesztprogramozds
A beallitasok a kiilonbozd eszkdzokre és szoftverekre eltéréek lehetnek.

8.2 A készl
a.

Altaldban a kovetkezok szerint kell eljarni: Allitsa be a fotométe

szoftverét

vmean modban torténd adatgyijtésre. Ellendrizze a szoftver kézikonyvében, hogy
milyen beallitasokat kell alkalmazni ahhoz, hogy a kiszamitott érték az optikai
stirliség valtozasi sebességének kozépértéke legyen az sszes felvett adatpontra.
A detektor leolvasasi idokozét a szoftver és a késziilék altal engedélyezett
minimalis értékre kell allitani a 40 perces tesztidétartamra. A szoftverben a
hullamhossz értékét 405 nm-re kell allitani, és le kell vonni a 490 nm-en mérheté
hatteret. Ajanlott mindkét hullamhossz hasznalata, de ha nem 4ll rendelkezésre
kettds hullamhosszon torténé leolvasas, olvassa le a tesztet 405 nm-en, és
vizsgalja meg az egyes betegmintak kinetikai gorbéjét az interferencia jeleit
illetéen (tovabbi részletekért lasd a 9. szakaszt). Az inkubalasi hémérsékletet

37 °C-ra kell beallitani. A mikrotiter lemezt 5-10 masodpercig kell
keverni/razatni a leolvasas megkezdése elott. A gorbe illesztésének beallitasa
Llinearis/linearis” vagy ezzel egyenértékii kell, hogy legyen. A leolvasast
késedelem nélkiil meg kell kezdeni.

ben taldlhaté gliika dard-oldat elkészitése

Oldjon fel egy ampulla glﬁkénstandard -oldatot az ampullan feltﬁntetett
kapjon. A standard visszaoldashoz vonexkeverovel keverje legalabb

30 mésodpercig kozepes — kozepesen magas sebességen (1. szamu oldat).
A glitkanoldat 2-8 °C-os hdmérsékleten tarolandd, és harom napon beliil
felhasznaland6. Az alabbi b—e 1épések egy standardgorbe elokészitésének
eljérését ismertetik.

glikanmentes csében keverjen 6ssze 500 ul LAL reagenswzet (LRW) és
500 pl 1. szamu oldatot (2. szamu oldat). Vortexkeverével keverje legalabb
10 masodpercig.
Készitsen 25 pg/ml koncentracidji standardoldatot (3. szamu oldat); ehhez
glikanmentes csében keverjen ossze 500 pl LAL reagensvizet (LRW) és
500 pl 2. szamu oldatot (3. szamu oldat). Vortexkeverével keverje legalabb
10 mésodpercig

glukanmentes csdben keverjen dssze 500 pl LAL reagenswzet (LRW) és
500 pl 3. szamu oldatot (4. szamu oldat). Vortexkeverével keverje legalabb
10 mésodpercig

glukanmentes csdben keverjen dssze 500 pl LAL reagenswzet (LRW) és
500 pl 4. szamu oldatot (5. szamu oldat). Vortexkeverével keverje legalabb
10 masodpercig.

8.3 Nyissa ki a liigos eldkezeld oldatot
A lugos el6kezeld oldat a tripla spirdl szerkezetii glitkanokat egyszalu gliikanokka

alakitja

1718 "amelyek reakcioképesebbek a teszt soran. Emellett a lugos kémhatas

inaktivalja a szérum protedzokat és inhibitorokat, amelyek zavarhatjak a tesztet.>*

Helyezze hulladékba az ampullat (a laboratoriumi eljarasoknak megfelelden),
kivéve, ha egy kovetkezd teszt soran ismét hasznalni fogja. Ebben az esetben
Parafilmmel fedje le. A Parafilmnek azt az oldalat hasznalja, amely a papir
hatrésszel érintkezett.

8.4 A mikrotiter lemez konfigurdlisa
Konfiguralja a mikrotiter lemezt a szoftverben a standardokkal (Std), a negativ
kontrollokkal (Neg) és 21 mintaval (Spl). A kovetkezd bealhtas ajanlott:

1 2 3 4 5 6 7 8 10 | 11 | 12

A

STD1|STD1 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
B 500 500

STD2 | STD2 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
c 250 250

STD3 | STD3 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
D 125 125

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

STD5 | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
F 31,25 | 31,25
G neg. | neg. SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

A szoftver bedllitasaiban a standardoldatok koncentracidinal adja meg az 500,
250, 125, 62,5 és 31 pg/ml értékeket.

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a standardoldatok megadott koncentracioi 6tszor
akkordk, mint a fenti 8.2 pontban el6készitett oldatok koncentracioi. Ennek oka
az, hogy a teszt soran hasznalt standardoldat mennyisége cellanként 25 pl, ami
Otszor akkora, mint a felhasznalt szérumminta térfogata (lasd a 8.5.b pontot
alabb). [gy a szérumminta ténylegesen dtszordsére higul a standardhoz képest.

A standardkoncentraciok 6tszoros szorzata kompenzalja ezt a higitast.

Megjegyzés: A kiilsd cellak is hasznalhatok, ha bizonyitott, hogy azok
teljesitménye hasonld a belsé cellakéhoz.

Megjegyzés: A standardgdrbéhez a negativ kontrollok nem hasznalatosak.

8.5 Szérum és liigos eldkezeld oldat hozzdaddsa

a. A fagyaszott szérummintakat szobahémérsékleten olvassza fel. Az §sszes
mintat jol keverje 0ssze vortexkeverével — legalabb 30 masodpercen at,
kozepestol kozepesen magasig terjedd sebességen.

b. Adagoljon a szérummintabodl 5 pl-t mindegyik kijelolt cellaba (Uk), legalabb
két példanyban. Ismételje meg a fenti miiveletet az osszes szérummintara.

c. Adagoljon 20 pl lugos el6készité oldatot minden szérumot tartalmazo cellaba.
Gondoskodjon réla, hogy a szérum ¢s az eldkészitd reagens cseppjei
érintkezzenek egymassal.

Megjegyzés: A b és a ¢ 1épés sorrendjét az asszisztens tetszés szerint
felcserélheti.

Megjegyzés: A véletlen szennyezddés elkeriilése érdekében a mintdk és a
reagensek cellakba adagolasa utan helyezze vissza a fedelet a mikrotiter
lemezre.

d. Razassa a mikrotiter lemezt 5—-10 méasodpercig, hogy a celldk tartalma jol
9sszekeveredjen (erre a célra hasznélhat6 a fotométer razatasi funkcioja),
majd inkubalja 10 percig 37 °C-on az inkubator funkcioval rendelkezd

fotométerben.
8.6 A Fungitell® reagens vi lda.
Megjegyzés: Ez a miivelet kényelmesen elvégezhetd az elokezeléshez sziikséges

inkubalas ideje alatt. A visszaoldas: k kovetkezetes betartasa fokozza a
reprodukalhatosagot, mivel a Fungitell® reakcio az elékészités nyoméan
megkezdddik, még ha alacsony szinten is.

Oldjon vissza egy ampulla Fungitell® reagenst: adjon hozza 2,8 ml reagensvizet,
majd 2,8 ml Pyrosol visszaoldo puffert az 1000 pl-es pipettaval. Fedje le az
ampullat Parafilmmel, a Parafilm papir hatrész fel6li oldalat hasznalva. Ovatosan
forgassa korbe a folyadékot az ampullaban, hogy teljesen feloldodjon az anyag.
Ne keverje vortexkeverével.

8.7 A negativ kontrollok és a gliikan standardok hozzdaddsa
A szérum-el6kezelési eljaras inkubalasi szakaszanak végén (8.5.d pont) tavolitsa
el a mikrotiter lemezt a fotométer inkubatorabdl, és adagolja a standardoldatokat
¢és a negativ kontrollokat a lemez cellaiba. A standard ajanlott
koncentraciomintézata:
a. A G2-es és a G3-as cellaba adagoljon 25 pl LAL reagensvizet (LRW).
b. Az F2 es ¢s az F3-as cellaba adagoljon 25 pl- ta 6, 25 pg/ml koncentracioju

1. szamu standardoldatbol, 500 pg/ml mmkevel ellatva.

8.8 A Fungitell® reagens hozziaddsa és a mikrotiter lemez inkubdlisa

a. Mindegyik (negativ kontrollokat, standardoldatokat ¢s mintakat tartalmazo)
celldba adagoljon 100 ul Fungitell® reagenst az ismétlépipetta segitségével.




b. Miutan annak hémérséklete 37 °C-on stabilizalodott, helyezze be a
lefedett mikrotiter lemezt a fotométerbe, tavolitsa el a fedelet és razza
5-10 méasodpercig. Ha a fotométernek nincsen lemezrazatasi funkcioja,
akkor a mikrotiter lemez razataséhoz kiils6 eszk6z hasznalhato.

A fedetlen lemezt olvassa le, ¢s hatarozza meg a 405 nm-es és 490 nm-es
hullamhosszon mért értékek kiilonbségét 40 percig, 37 °C-on. Megjegyzés: Ha a
miiszer nem hagy id6t a razas ¢s a leolvasas kozott a fedél levételére, razza fedés
nélkiil, hogy biztositsa a fedés nélkiili leolvasast.

9. Az eredmények kiszamitasa

Gylijtse Ossze az adatokat, majd elemezze a kovetkezok szerint: Vizsgalja meg a
tesztmintak kinetikai grafikonjait, és ellendrizze a standardokhoz hasonl6 sima
névekedéstol eltéré mintazatokat. Ervénytelenitse azokat a diagramokat, amelyek optikai
zavarasra utalnak (pl. a kinetikai mintdzatok nem kovetik a standardokra jellemzdket).
Szamitsa ki az optikai siirliség véltozasi sebességének kozépértékét (milliabszorbancia
egység/perc) minden pontra 0 és 40 perc kozott. (A szamitast a szoftver végzi.)
Interpolalja a minta (1—3)-B-D-gliikan-koncentracioit a standardgorbe alapjan.

(A szamitast a szoftver végzi.)

10. Minéség-ellenérzés

A standardgorbe (linearis vs. linearis) korrelacios egyiitthatojanak (r) el kell érnie
legalabb a 0,980 érteket.

A 25 pl LAL reagensvizet (LRW) tartalmazo cellak a negativ kontrollok.

A negativ kontrollok sebességének (milliabszorbancia egység per perc) értékei

a standardoldatra mért legkisebb érték 50%-anal alacsonyabbak kell, hogy
legyenek. Ellenkezé esetben a tesztet meg kell ismételni teljesen 01 reagensekkel.
A bonyolult mintak kezelése. Ha a tesztet végzd személy szokatlan kinetikat
tapasztal felhds, elszinez6dott vagy zavaros (példaul erételjesen hemolizalt,
lipémias vagy tal nagy bilirubintartalmua) minta tesztelése soran, akkor a mintat
LAL reagensvizzel (LRW) fel kell higitani, és a tesztet meg kell ismételni. A
higitast az eredmények leletezése soran szamitasba kell venni: a mért eredményt
jellemzéen a szoftverben kell megadni, amely
eredmények korrigalasat.

ikusan elvégzi az

Megjegyzés:

A teszt minden felhasznalojanak mingség-ellendrzési programot kell bevezetnie a
teszt elvégzésében valo szakmai jartassag biztositasa érdekében, az adott helyszin
eloirdsainak megfelelGen.

Ajanlott a szérum kontrollmintak (negativ, hatarérték kozeli vagy erdsen pozitiv)
tesztelése a tovabbi laboratoriumi ellendrzések és a helyes laboratoriumi
gyakorlat keretében. Ezeket a Fungitell® készlet nem tartalmazza.

11. Az eredmények értelmezése
NEGATIV EREDMENY

hogy szérumanak (1—3)-B-D-gliikén-tartalma az alapszintre alljon vissza®' 22,
Ennek megfelelen ezt figyelembe kell venni a sebészeti beavatkozason atesett
betegek mintavételének idozitése szempontjabol.

* A sarok vagy az ujjbegy megszurasaval vett mintak nem fogadhatok el, mert az
alkohollal atitatott gézrdl, amellyel el6készitik a mintavétel helyét (és esetleg azt
a borfeliiletet, ahol meggyiilik a vér), kimutattdk, hogy szennyezi a mintakat.
Az eddigi tesztekben semmiféle kiilonbséget nem figyeltek meg a vezetéken
keresztiili vérvétellel és a vénapunkcioval vett mintak kozot?*?.

« Azalpozitiv (1-3)-B-D-gliikan eredményekhez hozzajarul6 tényezék atfogd
attekintését lasd: Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)%.

« A teszttel kapott szinteket felnétt alanyokra hataroztak meg. A csecsemo és
gyermek normal és levagasi értékek vizsgalata még folyik>s?,

13. Teljesitményjellemzék
13.1 Hatdrértékek és virhato értékek

A Fungitell® teszt diagnosztikai érzékenységének és diagnosztikai
specificitdsanak meghatarozasara végzett tobbkozpontu, prospektiv teszt!
(lasd alabb az osszehasonlito vizsgalatokat) kimutatta, hogy a béta-glitkan értékek
szamos gombas fertézésben emelkedettek. Ha 80 pg/ml vagy magasabb
koncentraci6 mellett az alany jeleket vagy tiineteket mutat, akkor a gombas
fertdzés fennéllasara vonatkozo prediktiv érték a 74,4%-91,7% tartomanyban
van. Ha 60 pg/ml alatti koncentracié mellett az alany nem mutat jeleket és
tiineteket, akkor a negativ prediktiv érték a 65,1%-85,1% tartomanyban van.

13.2 Klinikai teljesitmény
A Fungitell® teszt teljesitményjellemz6inek validélasara tobb kozpontban
végrehajtott prospektiv vizsgalatot végeztek?'. A tesztet 5sszehasonlitottak a
mikozisok és fungémidk kimutatasara alkalmazott mas standard modszerekkel
(vagyis vérkultira, biopszias minta korszovettani vizsgalata és radiologiai jelek).

A teszttel haromszazotvenkilenc (359) beteget vizsgaltak. Mindegyik betegtdl
egy mintat vettek. A kis kockazata alanyok csoportjaba a latszolag egészséges,
valamint a klinikai vizsgalohelyekre nem gombas fertézés miatt felvett egyének
tartoztak. A vizsgalati alanyok toborzésat az Egyesiilt Allamokban talalhato hat
klinikai vizsgalohelyen végezték. A klinikai vizsgalohelyek koziil négyben
Jsszesen 285 mintan végezték el a tesztet. Az ACC mind a 359 mintat kétszer
tesztelte, de csak a masodik teszteredményt hasznalta a teszt teljesitményének
meghatarozasara. A masodszorra végzett elemzések eredményei nem mutattak
statisztikai eltérést az els6 elemzések eredményeinek csoportjatol.
* Diagnosztikai érzékenység
os betegeket is beleértve) a szenzitivitas 65,0% volt [95%-o0s
konfidenciaintervallum (KI): 60,1%-70,0%] (1. tiblazat).
« Diagnosztikai specificitas

Aspergillosis
Osszesen 10 alany adott pozitiv aspergillosis eredményt. A 10 alanybol 8 volt pozitiv
a teszt alapjan.

Fusariosis
Harom alany fusariosis-pozitiv volt. A harom alanybol kettd pozitiv eredményt adott
a teszt soran.

Antifungilis gyogyszeres terapia

Az antifungalis gyogyszeres kezelés jelenléte vagy hianya nem volt statisztikailag
szignifikans hatassal a teszt érzékenységére. Az invaziv fungalis fertdzésre nézve
118 személy bizonyult pozitivnak és részesiilt antifungalis terapiaban. A teszt

82 esetben volt pozitiv (érzékenység 69,5%; KI: 61,2% - 77,8%). Ezenkiviil
huszonnégy (24) alanyrél deriilt ki, hogy pozitiv, de nem részesiiltek antifungalis
terapiaban. A teszt 18 esetben volt pozitiv (érzékenység 75%; KI: 57,7% - 92,3%).

13.3 Korrelicié a teszteredmények kozott
A klinikai vizsgalohelyek koziil négyben 6sszesen 285 mintan végezték el a
tesztet. A vizsgalohelyek altal kapott teszteredmények és az Associates of
Cape Cod, Inc. 4ltal kapott teszteredmények kvantitativ korrelacioja 96,4% volt.
Az Associates of Cape Cod, Inc. és a kiilonb6z6 vizsgalohelyek altal kapott
teszteredmények korrelacidja a 90,6%-99,2% tartomanyban mozgott.

13.4 Pontossag
The Fungitell® tesztet a pontossag (azaz az ismételhetéség és a
reprodukalhatdsag) szempontjabol tiz (10) kiilonbzé minta felhasznalasaval
értékeltek, amelyeket harom vizsgalati helyszinen, harom kiilonb6z6 napon
vizsgiltak. A teszten beliili eltérés 0,9% és 28,9% kozott mozgott, és ez szolgalt
a megismételhetdség mérészamaként. A tesztek kozotti eltérés 3,9% és 23,8%
kozott mozgott, és ez szolgalt a reprodukalhatosag mérészamaként. A négy
(4) negativ mintat mindkét elemzésbol kizartak.

13.5 Mérési tartomdny és linearitis
Az eredmények pg/szérum ml mértékegységben vannak kifejezve, és a nem
kimutathat6 (31 pg/ml alatti) mennyiségekt6l az 500 pg/ml-t meghalado értékekig
terjedhetnek. Az eredmények kinyomtathatok a szoftverrel, vagy leolvashatok a
standardgorbérdl. 500 pg/ml-nél magasabb eredmény esetén a pontos érték
meghatarozasahoz a mintat LAL reagensvizzel (LRW) kell higitani, majd ajra
kell tesztelni. A Mindség-ellendérzés c. pontban jelzetteknek megfeleléen a
Fungitell® teszt mérési tartomanyat lefedé standardgorbe (lineéris vs. linearis)
korrelacios egyiitthatojanak (r) > 0,980-nak kell lennie, és a negativ
kontrolloknak a legalacsonyabb standard rata 50%-anal kisebb sebességii (pl.
milliabszorbancia egység per perc) értékekkel kell rendelkezniiik. Ellenkezé
esetben a tesztet meg kell ismételni teljesen uj reagensekkel.
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Meghatalmazott képviselok/importér

Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Armhem, Hollandia

LcH [rep] Meghatalmazott képviselé Svajchan
MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Svajc

Importér
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Hollandia

Ausztréaliai szponzor:
Emergo Australia, Level 20, Tower II, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Ausztralia

Megjegyzés: Az eszkozzel kapesolatban bekdvetkezd stlyos varatlan eseményt jelenteni
kell a gyartonak és azon tagallam illetékes hatdsaganak, amelyben a felhasznalo és/vagy
a beteg székhellyel rendelkezik/letelepedett.

17.

18.

Elérhetéségek

Vallalati kozpont — Associates of Cape Cod, Inc.

Tel: (888) 395-2221 vagy (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com

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

Knowsley, Liverpool L33 7SA, Egyesiilt Kiralysag

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

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

Modositasok listaja

A 60 pg/ml alatti (1—3)-B-D-gliikan-értékek negativ eredménynek mindsiilnek.

A tesztet végz0 laboratoriumnak tajékoztatnia kell a tesztet kérd orvost arrdl, hogy
nem minden gombas fert6zés jar a szérum magas (1—3)-p-D-gliikan-szintjével.
Bizonyos gombak, példaul a Cryptococcus™* nemzetségbe tartozok, nagyon kevés
(1—3)-p-D-gliikkant termelnek. A Mucorales rend tagjai, pl. az Absidia, Mucor és
Rhizopus'* ismereteink szerint nem termelnek (1—3)-B-D-glitkant. A Blastomyces
dermatitidis annak ¢élesztégomba formédjaban ugyszintén kevés (1—3)-B-D-glitkant
termel, a blaosztomikézisos betegekben pedig az (1—3)-p-D-gliikan szintje altalaban
nem mutathato ki a Fungitell ® teszttel®.

HATAROZATLAN EREDMENY
A 60 ¢és 79 pg/ml kozotti értékek nem tekinthetdk meggy6zOnek. Ilyen esetekben Gjabb
mintavétel és a szérumok ismételt tesztelése javasolt. A gyakori mintavétel és tesztelés
fokozza a teszt diagnosztikai értékeét.

POZITiV EREDMENY

Ha az (1—-3)-B-D-gliikan értéke > 80 pg/ml, az pozitiv eredményként értelmezhetd.
A pozitiv eredmény nem jelenti betegség fennallasat, és diagnozis felallitdsahoz mas
klinikai leletekkel egyiitt kell értékelni.

12. A teszt korlitai

A specificitas 81,1% volt (KI: 77,1%-85,2%). A gombafertézésre negativ és
latszolag egészséges 170 alany elemzésekor a teszt specificitasa 86,5% volt
(KI: 82,8%-90,1%). Ha hozzavessziik azt a tovabbi 26 alanyt, akik negativak
voltak a gombafertézésre, de egyéb betegségiik volt, akkor a specificitas
81,1%-nak adodik (KI: 77,1%-85,2%).

« Jelen iras id6pontjaig mas aktivalé G-faktort ((1—3)

13.6 Zavaroé anyagok
A Fungitell® teszttel kapott eredmények pontossagat a minta aldbbi allapotai
befolyasolhatjak:

Az elszinezdott vagy zavaros mintak — példaul az erételjesen hemolizalt,
lipaemias vagy til nagy bilirubintartalmi mintdk — optikailag zavarhatjak a
tesztet. Ilyen mintak tesztelése esetén meg kell vizsgalni, hogy mutatnak-¢ a
teszteredmények optikai zavarasra utalo jeleket és/vagy szokatlan kinetikai
mintazatokat.

« Az immunglobulin G megemelkedett szintje, amely példaul tobbszoros

mieldma miatt fordulhat eld a szérumban, a reakciokeverékben bekovetkezd
kicsapodast eredményezhet, amikor a Fungitell® reagenst hozzaadjak az
elokészitett szérumhoz™.

-glitkan kimutatd elem)
Fungitell® reagens esetében az (1—3)-B-glitkanon kiviil nem irtak le. Néhany
vizsgalatban, ahol a keresztreaktivitas megerdsitését kisérelték meg, a
feltételezett aktivald anyag tisztitott (1—3)-B-glitkanazzal torténd kezelése
megsziintette a jelet, bizonyitva, hogy a megfigyelt aktivalast a szennyez6
(1—3)-B-gliikén okozta'®. A szerinprotedz-szennyezés para-nitroanilin
felszabadulasat is eredményezheti a Fungitell® reakciéelegyekben, de ezeket
az elokezelési folyamat részeként inaktivaljak.

0-11. atdolg.: A haromszoros teszt kétszeres tesztre modositva. A reagensviz LAL
reagensvizre (LRW) modositva. A KCL és KOH komponensek lugos elékezeld oldatba
kombinalva. A mikrotiter lemezt eltavolitottuk a készletbol, és mint sziikséges, de a
csomag tartalmat nem képezd Osszetevét tiintettiik fel. Az EK képviseld modosult, és
kiegésziilt az ausztral szponzorral. Kisebb pontositasok, formazas, szimbolumok és
tovabbi zavard anyagok hozzaadasa.

12. atdolg.: Emergo Europe, mint EK képvisel§ eltavolitva.

13. atdolg.: Az egyesiilt kiralysagbeli cim frissitve és Németorszag eltavolitva.

A MedEnvoy mint EU importér hozzaadasa és az ACC Europe GmBh eltavolitasa a
17. szakaszbol. Kisebb nyelvtani hibak kijavitasa. A hasznalt szimbolumok frissitése.
EC-REP, svijci importdr, valamint CH-REP név és cim hozzaadasa.
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A gombas fertézés szoveti lokalizacioja'®, a tokképzGdés és a bizonyos gombak
altal termelt (1—3)-B-D-glitkan mennyisége befolyasolhatja ennek az analitnek a
(1—3)-p-D-glitkkant leadni a véraramba, az csdkkentheti bizonyos gombas
fert6zések kimutathatosagat.

Bizonyos egyéneknek magasabb az (1—3)-B-D-glitkan-szintjiik, és a hatarozatlan
tartomanyba esik. Ilyen esetekben tovabbi megfigyeld vizsgalatok javasoltak.

A beteg tesztelésének gyakorisdga a gombas fert6zés relativ kockazatatol figg.
Kockazatnak kitett betegek esetében hetente legalabb kétszer-haromszor javasolt
mintavétel.

Pozitiv eredményeket észleltek hemodializalt betegek esetében'®?**¥, bizonyos
frakcionalt vérkészitményekkel, példaul szérumalbuminnal és
immunglobulinokkal kezelt alanyoknal, > valamint olyan minték és alanyok
esetében, amelyek/akik glilkantartalmu gézzel vagy sebészeti szivaccsal
¢érintkeztek. Ha a beteg sebészeti beavatkozas soran (1—3)-p-D-gliikant
tartalmazo szivaccsal vagy gézzel érintkezett, akkor 3-4 nap sziikséges ahhoz,

1. tablazat Az ACC teszteredményei 60—80 pg/ml levagasi szint mellett,
v T A
Bizonyitott/valoszini Specificitis
Szenzitivitis > 80 pg/ml <60 pg/ml
vizsgd- :E 3 £3 Osszesen|
16hely N & z 9| 5 |.& | §V
sl §lEgsl wi] 3 |34 20
£=| & |fE3| 25| & |ZE5|Ee
1 32/50 | 64,0 97,0 | 39/40 [ 97,5 69,6 1 90
2 14/24 | 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
Osszesen] 106/163] 65,0 80,9 |159/196( 81,1 76,8 21 359

Amennyiben az ACC (359 minta) és a klinikai vizsgalohelyek (285 minta) altal
kapott eredményeket dsszevetjiik a klinikai diagnozissal, a szenzitivitas az ACC
esetében 64,3% (KI: 58,8%-69,9%), a vizsgalohelyek esetében pedig 61,5%
(KI: 55,9%-67,2%). A specificitas az ACC-re 86,6% (KI: 82,7%-90,6%), a
vizsgalohelyekre pedig 79,6% (KI: 74,9%-84,3%).

Candidiasis
A prospektiv vizsgalat soran 107 alanynal allitottak fel a candidiasis pozitiv
diagnézisat. A 107 alanybol 83 lett pozitiv a Fungitell® teszttel.

Szazhetvenot candidiasis-ra pozitiv gyiijteménymintat szallitottak az Associates of
Cape Cod, Inc. céghez. A 175 minta koziil 145 bizonyult pozitivnak a teszttel.

14. Metaelemzések

Emellett szamos, szakmailag lektoralt tanulmany jelent meg az invaziv gombas
betegségek diagnosztizalasat segitd, szérumbeli (1—3)-B-D-glitkanon alapuld
modszerek témakorérol, beleértve a diagnosztikai teljesitményt értékelé
metaclemzéseket3233:34353637
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