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OTSTARVE

Fungitelli analiitisimeetod on proteaas siimogeenil pohinev kolorimeetriline analiiiis
(1-3)-p-D-gliikaani kvalitatiivseks tuvastamiseks patsientide seerumist, kellel on invasiivse
seeninfektsiooni siimptomid voi selle eelsoodumust tekitavad seisundid. Mitmete meditsiiniliselt
oluliste seente rakuseina pohikomponendi, (1->3)-B-D-gliikaani seerumikontsentratsiooni voib
kasutada abistava vahendina siivamiikooside ja fungeemiate diagnoosimisel. Positiivne tulemus
ei niita seda, milline seente klass voib infektsiooni pohjuseks olla.

Analiitisimeetod on nididustatud seeninfektsiooni kahtluse korral. Seda peab kasutama koos
teiste diagnostiliste meetodite, nditeks mikrobioloogiliste kiilvide, bioptaatide histoloogiliste
uuringute ja radioloogiliste uuringutega.

Tiihtis! Analiiiisi tellivale arstile soovitatakse edastada jirgmine info.

Fungitelli analiiisimeetodiga ei saa tuvastada teatud seeneliike, néiteks nagu perekonna
Cryptococcus (9) liike, mis toodavad (1->3)-p-D-gliikaani viiga viikestes kogustes.
Analiiiisimeetodiga ei saa tuvastada siigomiitseete, nditeks perekondade Absidia, Mucor
ja Rhizopus (17) liike, mis teadaolevalt ei tooda (1->3)-B-D-gliikaani. Ka Blastomyces
dermatitidis toodab pirmseene faasis (1-3)-B-D-gliikaani viihe, mistdttu ei pruugi see
organism olla analiiiisimeetodiga tuvastatav (18).

Lisage see teade viiljastatavatele gliikaani analiiiisitulemustele.

KOKKUVOTE JA SELGITUS

Nii primaarsete kui ka oportunistlike patogeenide pdhjustatud
gedus suureneb pidevalt, eriti immuunpuudulikkusega patsientidel (2,3.4). Invasiivsed seenin-
fektsioonid kui oportunistlikud infektsioonid on sagedad pahaloomuliste hematoloogiliste
kasvajate ja AIDSiga patsientide puhu ning moodustavad iiha suureneva osa hospitaalinfektsioo-
nidest, seda eriti elundi siirdamise 1ébi teinud patsientidel ja teistel immuunsupressantravi
saavatel patsientidel (14). Paljud seenhaigused saadakse maapinnast, taimede jdikidelt,
Shukditlussiisteemidelt ja/voi eksponeeritud pindadelt pirinevate seeneeoste sissehingamisel.
Moned oportunistlikud seened esinevad inimese nahal voi nahas, seedetraktis ja limaskestadel
(7). Invasiivsete miikooside ja fungeemiate diagnoos pohineb peamiselt mittespetsiifilistel voi
radioloogilistel meetoditel.

infektsioonide esinemissa-

Sagedased primaarsed seenpatogeenid inimesel on Candida spp ja Aspergillus spp.
Oportunistlike seenpatogeenide hulka kuuluvad Fusarium spp, Trichosporon spp,
Saccharomyces cerevisiae, Acr spp, Coccidioid pl capsul ,
Sporothrix schencki ja Pneumocystis carinii. Fungitelli analiitisimeetodiga on voimalik
tuvastada neis ja teistes organismides toodetud (1->3)-3-D-gliikaani.

immitis, Hi.

PROTSEDUURI POHIMOTE

Fungitelli analiitisimeetod mdddab (1->3)-f3-D-gliikaani taset seerumis. Meetod phineb
Limulus’e amdobotsiitidi lisaadi (LAL) raja modifikatsioonil (8-11), joonis 1. Fungitelli reaktiiv
on modifitseeritud eemaldama faktorit C ja seega reageerima faktor G vahendatud korvalraja
kaudu vaid (1->3)-p-D-gliikaaniga.

(1-3)-p-D-gliikaan aktiveerib faktori G, mis on seriini proteaas siimogeen. Aktiveeritud faktor
G muundab inaktiivse hiitibimist soodustava ensiiiimi aktiivseks hiitibimist vahendavaks
ensiitimiks, mis omakorda eraldab kromogeense peptiidsubtraadi Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kiiljest
pNA fragmendi, luues kromofoori, milles neeldub valgus lainepikkusega 405 nm. Allpool
kirjeldatud Fungitelli kineetiline analiiisimeetod pShineb proovis tekitatud optilise tiheduse
suurenemise kiiruse magramisel. Kiirust tdlgendatakse vastavalt standardkdverale, mille
tulemusena saadakse hinnanguline (1-3)-f-D-gliikaani kontsentratsioon proovis.

JOONIS 1
Limulus’e amobotsiiiidi liisaadi rada
Endotoksiin (LPS)

Faktor C F Aktiveeritud faktor C (1—3) p-D-glitkaan

Faktor B~ Aktiveeritud faktor B Aktiveeritud faktor G & Faktor G

Huubimist soodustav enstiim Hudbimist vahendav ensttm

Boc—Leu—GIy—Arg—pNA/_\ Boc-Leu-Gly-Arg + pNA
(kunstlik substraat)

FUNGITELLI KOMPLEKTIGA KAASAS OLEVAD MATERJALID
Fungitelli komplekt on mdeldud in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Uhes komplektis

ole

vaid jargmisi materjale jatkub 110 augu analiiiisimiseks kahel mikrotiiterplaadil (55 auku

kummalgi plaadil).

1.

6.
7.

Fungitell® reaktiiv, liiofiliseeritud (1->3)-B-D-gliikaani suhtes spetsiifiline LAL

(kaks viaali).

. Piirosooli lahustamispuhver, Tris-HC1 0,2 M, pH 7.4 (kaks viaali).

. Gliikaani standard, liiofiliseeritud Pachyman ja inertne tiitja etiketile margitud
(1-3)-p-D-gliikaani sisaldusega (kaks viaali).

. Reaktiivi kvaliteediga vesi (kaks pudelit).

. Piiroplaadid: sileda pinnaga 96 auguga katmata ja kaanega mikroplaadid, mis ei sisalda

hiirivaid gliikaane (kaks).

KCI 1,2 M (iiks viaal).

KOH 0,25 M (iiks viaal).

Mitte iikski iilalloetletud materjal, vilja arvatud standard, ei sisalda hiirivas hulgas
(1-3)-p-D-gliikaani.

VAJALIKUD MATERJALID, MIDA KOMPLEKTIS El OLE

Ko

ik materjalid peavad olema vabad hiirivatest gliikaanidest. Klaasnoud peavad kasutamiskol-

blikuks muutmiseks olema kuivkuumusega depiirogeenitud vihemalt temperatuuril 235 °C 7 h

jool

1.

2
3.
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ksul (voi toodeldud muu valideeritud ekvivalentse meetodiga).

Pipetiotsikud* (250 ul - kategooria # PPT25, 1000 ul - kategooria # PPT10).

. Pipetid, millega saab mddta 5...25 ul ja 100...1000 ul mahte.

Reguleeritav automaatpipett koos siistlaotsikutega, millega saab maota 100 pl mahtu.

. Katsutid* standardseeria valmistamiseks ja seerumi t66tluse reaktiividega segamiseks
(13 x 100 mm borosilikaatklaas, kategooria # TB013).

. Sobiva arvutipdhise kineetilise analiiiisi tarkvaraga iihendatud inkubatsiooni (37 °C)
plaatlugeja, mis suudab jilgida kahte, 405 ja 409 nm, lainepikkust, ning mille diinaamiline
vahemik on vihemalt kuni 2,0 neeldumisiihikut.

. Steriilsed gliikaanivabad keeratava korgiga siilituskatsutid proovide jagamiseks (enamik
katsuteid, mis sertifikaadi kohaselt on RNAaasi-, DNAaasi- ja piirogeenivabad ei sisalda
hiirivates kogustes ka (1-3)-f-D-gliikaani).

. Parafilm®

* Need ettevotte Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) tarnitud tooted ei sisalda sertifikaadi
kohaselt hiirivas koguses gliikaane.
Ettevaatust! Puuvillatroppidega klaaspipetid on potentsiaalne gliikaanidega saastumise allikas.

HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD
Toode on méeldud IN VITRO DIAGNOSTILISEKS KASUTAMISEKS.

Fungitelli analiiisimeetodi kasutamine eeldab tehnika ja testimiskeskkonna hoolikat
jdlgimist. Analiiiisi tegeva tehniku pohjalik viljadpe ja saastumise viltimine on
analiitisimeetodi tohusaks kasutamiseks kriitilise tihtsusega.

. Fungitelli analiiiisimeetodiga mittetuvastatavad liigid. Teatud seeneliigid toodavad
(1-3)-p-D-gliikaani viiga viihe ning ei ole Fungitelli analiiiisimeetodiga enamasti
tuvastatavad. Nende hulka kuuluvad perekond Cryprococcus (14,16), kuid ka
siigomiitseedid, niiteks Absidia, Mucor ja Rhizopus (16,17). Lisaks toodab ka Blastomyces
dermatitidis pirmseene faasis (1-3)-f-D-gliikaani viihe ning ei ole seetdttu tavaliselt
Fungitelli analiiisimeetodiga tuvastatav (18).

. Arge pipeteerige iihtegi materjali suuga. Arge suitsetage, s6oge ega jooge proovide voi
komplekti reaktiivide kiitlemise piirkondades.

. Looge analiiiisi labiviimiseks puhas keskkond. Kasutage materjale ja reaktiive, mis
sertifikaadi kohaselt ei sisalda hiirivas hulgas (1->3)-B-D-gliikaani. Pange tihele, et
Fungitelli anal tegemist voivad hdirida nii gliikkaanid kui ka inimkehalt, riietelt,
konteineritest, veest ja Ghutolmust ldhtuv saastumine seentega.

. Arge kasutage reaktiive pirast aegumiskuupdeva méodumist.

9.

. Kahtlase virvusega voi higusad, niiteks olulise hemol

iga, lipeemilised voi liigselt
bilirubiini sisaldavad proovid voivad analiiiisi tegemist héirida. Analiiiisi tegemisel
peab testitulemusi kontrollima optiliste segajate viidete ja/voi ebatavaliste kineetiliste
mustrite suhtes.

. Patsiendi proovide kiitlemisel kasutage sobivat kaitseriietust ja talgivabu kindaid.
. Hemodialiiiis

saavate patsientide seerum voib teatud dialiiiisi tselluloosmembraanide
kasutamisel sisaldada suures koguses (1->3)-f3-D-gliikaani (13). Tselluloostriatsetaat-
voi poliimetiitilmetakriilaatmembraanide kasutamine hemodialiiiisil néib analiiiisi
tegemist mittemdjutavat.

. Kirurgilistest tampoonidest ja kdsnadest voib vabaneda suures koguses

(1-3)-p-D-gliikaani, mis vib olla iiheks pShjuseks Fungitelli analiiiisi saastusel
pohinevate ajutiste positiivsete tulemuste saamisel operatsioonijirgsetel patsientidel (6).
Kahjustatud sisuga komplekte ei tohi kasutada.

10. Potentsiaalselt saastunud (patogeeni sisaldavate) vedelikega kokku puutunud materjalid

peab hivitama vastavalt kohalikele regulatsioonidele.

Reaktiivide siilitamine

Hoidke koiki reaktiive tarnitud kujul temperatuuril 2...8 °C pimedas. Lahustatud Fungitelli
reaktiivi tuleb hoida temperatuuril 2...8 °C ja kasutada 2 tunni jooksul. Lahustatud Fungitelli
reaktiivi voib kuni 20 pdeva hoida kiilmutatuna temperatuuril -20 °C. Seda v&ib sulatada ja
kasutada vaid iihel korral.

Proovide kiitlemine

1.

Proovide kogumine. Seerumi proovid tuleb votta steriilsetesse vaakumkatsutitesse

(punase korgiga) voi seerumi eraldamise katsutitesse ning lasta hiiiibida. Seejirel
eraldatakse seerum hiitibest ja viiakse sobivasse konteinerisse, mis ei sisalda hiirivas
hulgas (1-3)-p-D-gliikaani.

Proovide siilitamine. Seerumi proove voib enne analiitisi tegemist hoida temperatuuril
2...8 °C voi kiilmutatuna temperatuuril -20 °C vai kiilmemas.

Proovide mirgistamine. Proovid peavad olema selgelt margistatud vastavalt asutuses heaks
kiidetud tavadele.

PROTSEDUUR

Miirkus. Seadistused vdivad erinevatel seadmetel ja tarkvaral olla erinevad. Uldiselt
kehtivad jirgmised reeglid. Seadistage plaatlugeja tarkvara andmeid koguma Vmean
reziimis. Kontrollige tarkvara juhendist igeid sitteid, et tagada véidrtuse arvutamine
optilise tiheduse muutuse keskmise kiirusena koigi kogutud andmepunktide jaoks. Optilise
tiheduse lugemite vaheline aeg peab olema vahemikus 15...30 sekundit. Tarkvara
lainepikkuse sitted peavad olema 405 nm miinus taust lainepikkusel 490 nm. Kui kahe
lainepikkuse kasutamine ei ole voimalik, tehke mootmised lainepikkusel 405 nm.
Inkubatsioonitemperatuur peab olema seadistatud temperatuuril 37 °C. Enne modtmiste
alustamist peab toimuma plaadi raputamine 5...10 sekundi jooksul. Kovera kuju seadistus
peab olema lineaarne/lineaarne voi sellele vastav. Modtmised peavad algama viivitusajata.

. Komplektis oleva gliikaani standardi valmistamine.

a. Lahustage iiks viaal gliikaani standardit viaalil ndidatud koguse reaktiivi kvaliteediga
veega, et saada lahus kontsentratsiooniga 100 pg/ml. Resuspendeerimiseks segage
lahust (lahus 1) vidhemalt 30 sekundit automaatmikseril. Gliikaani lahust tuleb hoida
temperatuuril 2...8 °C ja kasutada kolme 6opéeva jooksul. Alljargnevad etapid b...e
illustreerivad standardkovera loomist.

. Valmistage standard kontsentratsiooniga 50 pg/ml (lahus 2), segades gliikaanivabas
katsutis 500 ul reaktiivi kvaliteediga vett ja 500 ul lahust 1. Segage automaatmikseril
vithemalt 10 sekundit.

. Valmistage standard kontsentratsiooniga 25 pg/ml (lahus 3), segades gliikaanivabas

katsutis 500 ul reaktiivi kvaliteediga vett ja 500 ul lahust 2. Segage automaatmikseril

vihemalt 10 sekundit.

Valmistage standard kontsentratsiooniga 12.5 pg/ml (lahus 4), segades gliikaanivabas

katsutis 500 ul reaktiivi kvaliteediga vett ja 500 ul lahust 3. Segage automaatmikseril

vihemalt 10 sekundit.

Valmistage standard kontsentratsiooniga 6,25 pg/ml (lahus 5), segades gliikaanivabas

katsutis 500 ul reaktiivi kvaliteediga vett ja 500 ul lahust 4. Segage automaatmikseril

vihemalt 10 sekundit.
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. Seerumi eeltootlusreaktiivi valmistamine. Aluseline seerumi eeltootlusreaktiiv muudab

kolmikheeliksiga gliikaanid iiheahelalisteks gliikaanideks (10,11), mis on analiiiisi

tegemiseks reaktiivsemad. Korge pH inaktiveerib ka seerumi seriini proteaasid ja seriini

proteaasi inhibiitorid, mis vdivad pohjustada vastavalt valepositiivsete voi valenegatiivsete

tulemuste saamise (20).

a. Valmistage seerumi eeltodtlusreaktiiv, lisades koguses 0,25 M KOH ja 1,2 M KCI lahust
ning segades automaatmikseril korralikult. Mdlema reaktiivi soovitav kogus on kuni
900 wl, millest saab teha kaks analiiiisi. Teisel plaadil kasutamiseks katke viaalid
Parafilmiga. Katke viaal Parafilmi selle poolega, mis oli vastu paberkatet.

i. Mirkus. Standardkdvera koostamisel korrutage standardite kontsentratsioonid
viiega, et vahemik oleks 500...31 pg/ml. Sisestage standardid tarkvarasitetesse
vastavalt kui 500, 250, 125, 62.5 ja 31 pg/ml.

Standardi hulk analiiiisis on 25 ul augu kohta véi viis korda rohkem kui seerumi proovi kogus.
Mikrotiiterplaat standardite (St),negatiivsete kontrollidega (Neg) ja 21 teadmata (Pr), mida
koike analiitisitakse kahekordselt, seatakse iiles jirgmise skeemi alusel.

1 2 S 4 D) 6 7 8 9 10 11 12

Stl Stl Prl | Pr4 | Pr7 | Pr10 | Pr13 | Prl6 | Pr19

St2 | St2 Prl | Prd | Pr7 | Pr10 | Pr13 | Prl6 | Pr19

St3 Pr2 | Pr5 | P8 | Prll | Pr14 | Pr17 | Pr20

St4 | St4 Pr2 | Pr5 | P8 | Prll | Pr14 | Pr17 | Pr20

St5 | St5 Pr3 | Pr6 | P9 | Pr12 | Pr15 | Pr18 | Pr21

Neg | Neg Pr3 | Pr6 Pr9 | Pr12 | Pr15 | Pri18 | Pr21

Q| m s T o R >

Mirkus 1. Vilimisi auke voib kasutada, kui on niidatud, et vilimistes aukudes saadud
tulemused on vorreldavad sisemiste aukude tulemustega.

Mirkus 2. Juhusliku saastumise viltimiseks pange mikroplaadi kaas tagasi parast proovide
ja reaktiivide aukudesse lisamist. Eemaldage kaas enne plaadi lugejasse panemist konden-
seerumisest tekkivate optiliste hdirete viltimiseks.

. Seerumi ja eeltdotlusreaktiivi lisamine.

a. Sulatage seerumi kiilmutatud proovid toatemperatuuril. Segage proovid automaatmik-
seril korralikult.
. Viige 5 ul seerumi proovi vihemalt kahte vastavasse auku (Uk). Korrake seda tegevust
iga seerumi proovi korral.
c. Lisage 20 pl seerumi eeltootlusreaktiivi igasse seerumit sisaldavasse auku.
Mcirkus. Etapid b ja ¢ vaib 1dbi viia vastupidises jirjekorras vastavalt tehniku eelistustele.
d. Liigutage plaati 5...10 sekundit aukude sisu segamiseks (kasutada voib lugeja plaadi
liigutamise funktsiooni) ja seejirel inkubeerige 10 minutit inkubatsiooni plaatlugejas
temperatuuril 37 °C.

o

. Fungitelli reaktiivi lahustamine. Mirkus. Seda on mugav teha eeltootlusinkubatsiooni

toimumise ajal.

a. Lahustage iiks viaal Fungitelli reaktiivi, lisades 1000 ul pipetiga 2,8 ml reaktiivi kvali-
teediga vett ja seejirel lisades 2,8 ml piirosooli lahustamispuhvrit. Katke viaal Parafilmi
Parafilmi selle poolega, mis oli paberaluse poole suunatud. Keerutage viaali drnalt
tiieliku lahustumise saamiseks. Arge kasutage automaatmikserit.

. Negatiivsete kontrollide ja gliikaani standardite lisamine. Seerumi eelt6otlusinkubatsiooni

(etapp 3.d) 16pus votke plaat inkubatsiooni plaatlugejast vilja ja lisage plaadile standardid
ja negatiivsed kontrollid.

. Lisage 25 ul reaktiivi kvaliteediga vett aukudesse G2 ja G3.

. Lisage 25 ul 6,45 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 5 aukudesse F2 ja F3.

. Lisage 25 ul 12,5 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 4 aukudesse E2 ja E3.

. Lisage 25 ul 25 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 3 aukudesse D2 ja D3.

. Lisage 25 ul 50 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 2 aukudesse C2 ja C3.

. Lisage 25 ul 100 pg/ml kontsentratsiooniga standardi lahust 1 aukudesse B2 ja B3.

=0 a6 o

. Fungitelli reaktiivi lisamine ja plaadi inkubeerimise protseduur.

~

. Lisage reguleeritava automaatpipetiga koigisse (negatiivseid kontrolle, standardeid ja
proove sisaldavatesse) aukudesse 100 ul Fungitelli reaktiivi.

. Pange kaanega plaat mikroplaadi lugejasse (mis on viidud temperatuurile 37 °C) ja
raputage 5...10 sekundit. Tehke plaadi mdotmised ilma kaaneta lainepikkusel 405 nm
miinus 490 nm 40 minuti jooksul temperatuuril 37 °C. Kui tausta substraktsioon
(lainepikkusel 490 nm) ei ole voimalik, on aktsepteeritav ka modtmiste tegemine
ainult lainepikkusel 405 nm. Kui kasutada ei ole voimalik mikroplaadi lugeja plaadi
raputamise funktsiooni, voib kasutada vilist mikroplaadi raputajat.

. Koguge andmed ja analiiiisige jargmise skeemi alusel. Arvutage optilise tiheduse
muutumise keskmine kiirus (milli-neeldumisiihikut minutis) kdikide ajapunktide jaoks
vahemikus 0 kuni 40 minutit.
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TULEMUSTE TOLGENDAMINE
Fungitelli testitulemusi voib kasutada abistava vahendina invasiivse seeninfektsiooni diagnoosi-
misel. Testitulemusi viiljendatakse seerumi kontsentratsioonina pikogrammides milliliitris ja

vahemikus alates mitteméiratavast (<31 pg/ml) kuni

drtuseni >500 pg/ml ning need prinditakse

vilja tarkvara abil voi loetakse standardkoveralt. Tdpsete tulemuste saamiseks kontsentratsioonil
iile 500 pg/ml on vajalik proovi lahjendamine reaktiivi kvaliteediga veega ja uus analiiiisimine.




Analiiiisi tegev labor peab teavitama analiiiisi tellivat arsti, et Fungitelli analiiisimeetod ei
tuvasta teatud seeneliike, nditeks nagu perekonna Cryptococcus (16,17) liike, mis toodavad
(1-3)-p-D-gliikaani viiga viiikestes kogustes. Analiilisimeetodiga ei saa tuvastada ka siigomiit-
seete, niiteks perekondade Absidia, Mucor ja Rhizopus (16,17) liike, mis teadaolevalt ei

tooda (1->3)-f3-D-gliikaani. Sarnaselt toodab ka Blastomyces dermatitidis pirmseene faasis
(1-3)-p-D-gliikaani vihe ning ei ole seetdttu tavaliselt selle analiiiisiga tuvastatav (18).

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

POSITIIVNE TULEMUS

Viirtuseid >80 pg/ml tdlgendatakse positiivsena. Positiivne tulemus tdhendab, et proovis
tuvastati (1->3)-B-D-gliikaan. Positiivne tulemus ei defineeri haiguse olemasolu ning seda tuleb
diagnoosimisel kasutada koos teiste kliiniliste nihtudega.

VAHEPEALNE TULEMUS

Viirtused vahemikus 60...79 pg/ml viitavad seeninfektsiooni vdimalikkusele. Soovitav on
korduv seerumi proovide votmine ja analiilisimine. Proovide sage votmine ja analiiisimine
parandab diagnoosi digsust.

KVALITEEDIKONTROLL

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

* Tiihjad augud (sisaldavad 25 pl reaktiivi kvaliteediga vett) on negatiivsed kontrollid.
Negatiivsete kontrollide tegelikud optilise tiheduse muutumise kiiruse (Vmean) viartused
peavad olema viiksemad kui 50% koige viiksema kontsentratsiooniga standardi viirtustest.
Vajadusel tuleb analiiiisi korrata koigi uute reaktiividega.

* Probleemsete proovide kiitlemine. Kui laborant mirkab sogaseid, kahtlase virvusega voi
hégusaid, nditeks olulise hemoliilisiga, lipeemilisi voi liigselt bilirubiini sisaldavaid proove,
tuleb proovi lahjendada reaktiivi kvaliteediga veega ja uuesti analiiiisida. Lahjendust peab
tulemuste esitamisel arvestama ning tulemused tuleb korrutada lahjendusteguriga. Tavaliselt
sisestatakse lahjendustegur proovi tarkvaraseadistustesse ja korrektsioon toimub
automaatselt.

* Reaktiivide ja analiiiisimeetodi 6ige toimimise kontrollimiseks v3ib analiiiisida kontroll-
proove piirviirtustel ja viga tugevalt positiivsetel viirtustel. Koik testi kasutajad peavad
rakendama kvaliteedikontrolli programmi, et tagada testi tegemise vilumus ja testi toimivus.

TESTI PIIRANGUD

1. Selle analiiiidi seerumikontsentratsiooni vdivad mgjutada seeninfektsiooni asukoht
kudedes (10), kapseldumine ja teatud seente toodetav (1->3)-f3-D-gliikaani kogus.
(1->3)-p-D-gliikaani vihenenud sisenemine vereringesse voib mdjutada vdimet tuvastada
teatud seeninfektsioone. Cryptococcus spp toodab (1->3)-3-D-gliikaani viikeses koguses
raku kapseldumise tottu (11). Stigomiitseedid, sealhulgas Absidia, Mucor spp ja Rhizopus
spp (16,17) (1-3)-p-D-gliikaani teadaolevalt ei tooda (16,17). Blastomyces dermatitidis
toodab pirmseene faasis (1-3)-p-D-gliikaani vihe ning testitulemused on seetdttu
tavaliselt negatiivsed (18).

2. Manedel inimestel esinevad kdrgenenud (1->3)-f3-D-gliikaani tasemed vahepealsete
véidrtuste tsooni jidvates kontsentratsioonides. Sellistel juhtudel on soovitavad
lisauuringud.

3. Patsiendi uurimise sagedus soltub seeninfektsiooni esinemise suhtelisest riskist.
Riskiriihma patsientidel soovitatakse analiiiisi teha vihemalt kaks kuni kolm
korda nidalas.

4. Positiivseid tulemusi on saadud hemodialiiiisi patsientidel (12,13), teatud fraktsioneeritud
veretoodetega, niiteks seerumi albumiini ja immuunglobuliinidega (19) ravitud
patsientidel ja gliikaani sisaldavate tampoonidega kokku puutunud uuritavate proovidest.
Kirurgilisel kokkupuutel (1->3)-f3-D-gliikaani sisaldavate kiisnade ja tampoonidega on
vajalik 3...4 pideva moddumine seerumi (1->3)-f-D-gliikaani kontsentratsiooni
langemiseks baasviirtusele (6). Seetdttu tuleb kirurgiliste patsientide proovide
votmisel seda asjaolu arvesse votta.

5. Kanna voi sorme kapillaarvere punktsiooni saadud proovide kasutamine ei ole sobilik, sest
ndidatud on proovide saastumine uuringukoha ettevalmistamiseks kasutatava alkoholis
niisutatud tampooniga (ja potentsiaalselt ka vere kogunemisega nahapinnale).

6. Testitulemused on midratud tidiskasvanud patsientidel. Imikute ja laste normaalsed
tasemed on ligildhedased téiskasvanud patisentide véirtustele (21). Andmed vastsiindinute
ja nooremate kui 6kuuste imikute kohta on siiski puudulikud.

7. Analiiiisi tulemuste vahemik on 31 pg/ml kuni 500 pg/ml. Viirtused alla 31 pg/ml
esitatakse kujul <31 pg/ml, viddrtused iile 500 pg/ml esitatakse kujul >500 pg/ml.

HAIRIVAD AINED
Fungitelli digete tulemuste saamist voivad héirida jargmised prooviga seotud seisundid:
¢ hemoliiiis,
* lipeemiast tingitud proovi hagusus,
* silmaga nihtava bilirubiinikoguse esinemine ja
* hdgune seerum.

OODATAVAD VAARTUSED

Beetagliikaani viirtused on tdusnud mitmete seeninfektsioonide korral. Kui 80 pg/ml voi
korgema viirtuse korral esinevad infektsiooni tunnused ja siimptomid, on seeninfektsiooni
olemasolu ennustav viirtus uuritaval vahemikus 74.4...91,7% (tabel 2). 60 pg/ml ja vdiksema
vidrtuse ning tunnuste ja siimptomite puudumise korral on analiiiisi negatiivne ennustav véirtus
vahemikus 65,1...85,1%.

ANALUUSI OMADUSED

Vordlustestimine

Fungitelli analiitisimeetodi omaduste valideerimiseks viidi libi mitmekeskuseline prospektiivne
uuring. Analiiisimeetodit vorreldi miikooside ja fungeemiate tuvastamise teiste standardsete
meetoditega (nt verekiilv, bioptaatide histoloogiline uurimine ja radioloogilised tunnused).

Analiiiisimeetodiga uuriti 359 uuritavat. Koigilt uuritavatelt voeti iiks proov. Madala riskiga
uuritavate hulka kuulusid ka ilmselt terved inimesed ning patsiendid, kelle hospitaliseerimise
pohjuseks olid muud haigused kui seeninfektsioonid. Uuritavaid virvati Ameerika Uhendrii-
kides kuues kliinilises keskuses. Neljas kliinilises keskuses analiiiisiti ja uuriti kokku

285 proovi. ACC analiiiisis koiki 359 proovi kaks korda, kuid kasutas analiiiisi toimivuse
midramiseks vaid teise analiiiisi tulemusi. Teise analiiiisi tulemused ei olnud esimestest
tulemustest statistiliselt oluliselt erinevad.

Tundlikkus kogu uuritavate populatsioonis (359), sealhulgas Cryptrococcus'e korral, oli 65.0%
(usalduspiirid 60,1...70,0%). Spetsiifilisus oli 81,1% (usalduspiirid 77,1...85,2%) (tabel 1).
Nelja uuringukoha tulemuste tundlikkuse vahemik oli 50,0...66,7%. 285 analiiiisitud proovi
spetsiifilisus oli vahemikus 70,0...93,0% (tabel 2).

KANDIDOOS
Prospektiivses uuringus osales 107 kinnitatud kandidoosi diagnoosiga patsienti. Fungitelli
analiiiisiga saadi positiivne tulemus 83 uuritaval 107st.

Ettevottele Associates of Cape Cod saadeti 175 kandidoosi teegiproovi. Analiiiisiga saadi
positiivne tulemus 145 proovis 175st.

ASPERGILLOOS
Aspergilloosi diagnoos oli kokku 10 uuritaval. Analiiiisiga saadi positiivne tulemus 8 proovis
10st.

FUSARIOOS

Kolmel uuritaval oli fusarioosi diagnoos. Analiiiisiga saadi positiivne tulemus 2 proovis 3st.

SEENEVASTANE RAVI

Seenevastase ravi kasutamine voi mittekasutamine analiiiisi tundlikkust statistiliselt olulisel
miiral ei mojutanud. 118 uuritaval oli tdestatud invasiivse seeninfektsiooni diagnoos ja nad said
seenevastast ravi. Analiiiisiga saadi positiivne tulemus 82 uuritaval (tundlikkus 69.5%, usaldus-
piirid 61,2...77.8%). Lisaks sellele esines invasiivne seeninfektsioon 24 uuritaval, kes seene-
vastast ravi ei saanud. Analiiiisiga saadi positiivne tulemus 18 uuritaval (tundlikkus 75%,
usalduspiirid 57,7...92,3%).

SPETSIIFILISUS

Seeninfektsiooni ei esinenud kokku 170 uuritaval, kes olid ka nihtavalt terved isikud.
Analiiisimeetodi spetsiifilisus oli 86,5% (usalduspiirid 82.8...90,1%). Kui lisati veel
26 uuritavat, kellel seeninfektsiooni ei esinenud, kui esinesid muud haigused, saadi
spetsiifilisus 81,1% (usalduspiirid 77,1...85,2%).

ANALUUSITULEMUSTE KORRELEERUMINE

Neljas kliinilises keskuses analiiiisiti ja uuriti kokku 285 proovi. Uuringukohtade analiiiisitule-
mused korreleerusid kvantitatiivselt 96,4% ulatuses ettevotte Associates of Cape Cod
tulemustega. Ettevotte Associates of Cape Cod tulemused korreleerusid erinevate uuringu-
kohtade tulemustega 90.,6...99,2% ulatuses.

Tipsuse uuringutes analiitisiti kiimmet (10) erinevat proovi kolmes uuringukeskuses kolmel
erineval pdeval. Analiilisisisene variatsioon oli vahemikus 0.9...28.9%. Analiitisidevahelised
vidrtused varieerusid vahemikus 3.9...23,8%. Neli (4) negatiivset proovi jieti molemast
analiii vilja.
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Tabel 1. ACC analiiiisitulemused vahemiku 60...80 pg/ml piirvéirtustel
uuringukohtade kaupa.
Tdestatud / tdenioline Spetsiifilisus
Tundlikkus >80 pg/ml <60 pg/ml
i - @ =~ 2 =
Uuringukoht g i § :?é E é % . éz Kokku
=l = =) =S 2 Rz
E : E c% §D é‘) E‘ Eﬂ % § g \zo\: TAPSUS
1 32/50 640 970 39/40 975 69.6 1 90
2 14/24 583 933 17/20 850 70,8 5 44
3 14/19 73,7 46,7 36/54 66,7 90,0 3 73 |
4 25/33 758 926 37/43 86,0 86.0 6 76
5 21/36 583 80.8 30/39 76,9 69.8 6 75
6 /1 00 | yobiqu | 00 | woidqu | 00 0 1
Kokku* 106/163 | 650 80.9 159/196 | 81,1 76,8 21 359

* Sisaldab iihte proovi uuringukohast nr 6.

Kui ACC (359 proovi) ja kliiniliste keskuste (285 proovi) tulemusi vorreldi kliinilise
diagnoosiga, siis oli tundlikkus ACC jaoks 64.3% (usalduspiirid 58.8...69.9%) ja uuringkohtade
jaoks 61,5% (usalduspiirid 55,0...672%). Spetsiifilisus oli ACC jaoks 86,6% (usalduspiirid

82,7...90,6%) ja uuringukohtade jaoks 79,6% (usalduspiirid 74.9...84,3%) (tabel 2).

Tabel 2. Uuri htade analiiiisitul d vahemiku 60...80 pg/ml piirviirtustel
uuringukohtade kaupa.
Téoestatud / toenéoline Spetsiifilisus
Tundlikkus =80 pg/ml <60 pg/ml
@
Uuringukoht | — 2 > 2 2 | Kokku
¢ 238 - g > 252 2 gz, i—:) v
zZ2E = 234|222 £ 282 Ex
5 =7 =5 £z
Z T O|ZEE|5E5| & |BEE| 2y
£ & |R5E|228| & |25%| S8
1 32/50 640 744 28/40 70,0 65,1 4 90
2 12/24 50,0 750 15/20 750 652 5 44
3k
4 22/33 66,7 91,7 40/43 93,0 85.1 5 76
5 22/36 61,1 78.6 30/39 769 750 7 75
6 *
Kokda, 88/143 | 615 793 | 113/142 | 796 739 21 285
uuringukohad 7 ’ ’
ACC 92/143 643 91,1 123/142 | 86,6 74,1 18 285

* Ei ole uuringukoht
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