(1-3)--D-glukaanin analyysi seerumista
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KAYTTOTARKOITUS

Fungitell-analyysi on proteaasin tsymogeeniin pohjautuva kolorimetrinen analyysi
(1->3)-p-D-glukaanin kvantitatiiviseksi tunnistamiseksi seerumista, jos potilaalla on tai
epiillddn olevan invasiivinen sieni-infektio. (1->3)-p-D-glukaani on monien lddketieteellisesti
merkittivien sienien keskeinen solun seinimien rakenneosa. Sen auttaa tunnistamaan

kudostensisdiset mykoosit ja fungemiat. Positiivinen tulos ei ilmaise, mik sieni
aiheuttaa infektion.

Analyysi on tarkoitettu sieni-infektion alustavan diagnoosin tekemiseksi. Sitd on kiytettavi
yhdessd muiden diagnoosimenetelmien kanssa, kuten mikrobiologisen viljelyt, kudosniytteiden
histologisen tutkimisen ja radiologisten tutkimusten kanssa.

On tiirkeiii antaa niimi tiedot hoitavalle lddkirille:

Fungitell-analyysi ei tunnista tiettyja sienilajeja, esimerkiksi Cryptococcus (9) -sukuun
kuuluvia, silld ne tuottavat (1-3)-3-D-glukaania erittdin vihin. Analyysi ei myoskéin
tunnista tiettyji homesienid, kuten Absidia, Mucor ja Rhizopus (17), silld niiden ei tiedetd
tuottavan (1->3)-p-D-glukaania. My6s Blastomyces dermatitidiksen hiivavaihe tuottaa
vain vihin (1-3)--D-glukaania, joten analyysi ei ehki tunnista sitd (18).

IImoita niimi tiedot rapor lul

lyysin tulokset.

YHTEENVETO JA SELVITYS

Ensisijaisista ja opportunistisista patogeeneista yhid useammat ovat sieni-infektioita, varsinkin
potilailla, joiden immuunipuolustusjirjestelmin toiminta on heikentynyt (2, 3, 4). Invasiiviset
sienitaudit ovat yleisid opportunistisina infektioina vakavista hematologisista sairauksista
kirsivien ja AIDS-potilaiden keskuudessa. Ne aiheuttavat yhd enemmin nosokomiaalisia
infektioita varsinkin elinsiirtojen saajilla ja muilla potilailla, jotka saavat immuunipuo-
lustusjdrjestelmén toimintaa heikentivaa ladkitystd (1, 4). Monet sienitaudit saavat alkunsa
hengitettiessi sieni-itioitd, jotka ovat lihtdisin maaperisti, kasvijitteisti,
ilmankdsittelyjdrjestelmistd ja/tai altistuneista pinnoista. Tiettyjd opportunistisia sienid esiintyy
ihmisen iholla, ruoansulatuskanavassa ja limakalvoilla. Invasiivisten mykoosien ja
fungemioiden diagnoosi perustuu tavallisesti epéspesifiseen diagnoosiin tai radiologisiin
tekniikoihin.

Candida spp. ja Aspergillus spp. ovat ihmiselld tavallisia patogeeneja. Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii ja Pneumocystis carinii ovat opportunistisia
patogeenisienid. Fungitell-analyysi tunnistaa ndmé ja muut organismit niiden tuottaman
(1-3)-p-D-glukaanin perusteella (4,5, 16).

TOIMINTAPERIAATE

Fungitell-analyysi mittaa (1-3)-p-D-glukaanin maardd. Analyysi perustuu muokatun Limulus-
amebosyyttilysaatin (LAL) estdjiin (8-11), kuva 1. Fungitell-reagenttia on muokattu C-tekijin
eliminoimiseksi, joten se reagoi vain (1->3)-p-D-glukaaniin reitin G-tekijin puoleen.

(1-3)-p-D-glukaani aktivoi G-tekijin, joka on seriniiniproteaasin tsymogeeni. Aktivoitu G-
tekijd muuntaa passiivisen hyytymistd edistivin entsyymin aktiiviseksi hyytymisentsyymiksi,
joka puolestaan pilkkoo kromogeenisen peptisen aineen Boc-Leu-Gly-Arg-pNA:n pNA:ta. Niin
syntyvi kromofori imeytyy aallonpituudella 405 nm. Jiljempini kuvattava kineettinen
Fungitell-analyysi perustuu nidytteen optisen tiheyden muuttumiseen. Tété arvoa tulkitaan
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FUNGITELL-SARJAN SISALTO
Fungitell-sarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan. Kunkin sarjan siséltimit materiaalit
riittdvit kahden mikrotitrauslevyn 110 syvennyksen analysoimiseen (molemmissa levyissi on
55 syvennysti):
1. Fungitell®--reagenssi, pakastekuivattua (1-3)--D-glukaanille spesifid LAL-lysaattia
(kaksi koeputkea)
2. Pyrosol-puskuriainetta kidyttovalmiin nesteen valmistamiseksi, Tris HC1 0.2 M pH 7 4
(kaksi koeputkea)
3. Glukaanivakiota, pakastekuivattua kovakalvoa ja reagoimatonta tdyteainetta,
(1-3)-p-D-glukaanisisilto nikyy kahden koeputken etiketeissi
4. Reagenssivettd (RGW) (kaksi pulloa)
5. Tulenkestdvit levyt: Tasainen pohja, 96 syvennystd, pdillystaméttomit kannelliset
mikrolevyt, ei interferoivia glukaaneita (kaksi)
6. KCI 1.2 M (yksi koeputki)
7. KOH 0.25 M (yksi koeputki)
Missiin ndisti ei ole interferoivaa méirid (1-3)-p-D-glukaania glukaanivakiota lukuun
ottamatta.

TARVITTAVAT MUUT MATERIAALIT
Missiin materiaalissa ei saa olla glukaania. Lasiesineitd on kuumennettava kuivina
pyrogeenittomiksi ainakin lampdtilassa 235 °C seitsemin tuntia, jotta niitd voidaan kayttaa.

1. Pipettien kirjet* (250 uL - Cat# PPT25, 1000 uL - Cat# PPT10)

2. Pipettien on pystyttivi toimittamaan 5-25 uL ja volyymejd 100-1000 uL.

3. Ruiskukirjilld varustettujen Stepper-pipettien on pystyttdva toimittamaan 100 uL.

4. Koeputkia* vakiosarjavalmistelua ja seerumihoitoreagenssien yhdistimistid varten.

(13 x 100 mm:n boorisilikaattilasi - Cat# TB013)

5. Inkubointilevyn (37 °C) lukulaite, joka pystyy tarkkailemaan kahta aallonpituutta: 405 ja
490 nm. Dynaamisen alueen on oltava vihintiin 2,0 absorbointiyksikkod yhdistettyni
sopivaan tietokonepohjaiseen kineettiseen analysointiohjelmaan.

6. Steriilejd glukaanittomia kierrekorkilla varustettuja niytteiden siilytysputkia (useimmissa
pyrogeenittomissi RNAse- ja DNAse-putkissa ei ole (1-3)-f3- D-glukaania).

7. Parafilm®

*Niissd Associates of Cape Cod, Inc:n (ACC) toimittamissa tuotteissa ei ole glukaaneita.
Varoitus: puuvillatulpilla varustetut lasipipetit voivat aiheuttaa glukaanikontaminaation.

VAROITUKSET JA VAROTOIMET
Témd tuote on tarkoitettu DIAGNOSTISEEN IN VITRO -KAYTTOON.

Fungitell-analyysi asettaa tiukat vaatimukset tekniikalle ja testausympiristolle. Analyysin
onnistuminen edellyttdd, etti laborantit koulutetaan hallitsemaan analyysimenetelmi ja
estdmiin kontaminaatio.

vakiokdyrdd vasten ndytteen (1->3)-B-D-glukaanikonsentraation marén selvittimiseksi.

. Lajit, joita Fungitell-analyysi ei tunnista: Tietyt sienilajit tuottavat (1-3)-p-D-glukaania
erittdin vihin, joten Fungitell-analyysi ei yleensd tunnista niitd. Niitd ovat Cryptococcus-
suku (14, 16) ja tsygomykeetit, kuten Absidia, Mucor ja Rhizopus (16,17). Myos
Blastomyces dermatitidiksen hiivavaihe tuottaa vain vihin (1-3)-f-D-glukaania, joten
Fungitell-analyysi ei yleensi tunnista sité (18).

2. Ald pipetoi mitdin materiaaleja kiyttamilld suuta.. Al tupakoi, sy tai juo paikoissa,

joissa niytteiti tai reagensseja kisitel

3. Analyysi on tehtivi puhtaassa ympiristossd. Kdytd materiaaleja ja reagensseja, joissa ei

ole hiiritsevid madrdd (1->3)-p-D-glukaania. Huomaa, etti glukaani sekd ihmiskehon,

vaatteiden, astioiden, veden ja ilman kautta tuleva sienikontaminaatio voi vaikuttaa

Fungitell-analyysin tuloksiin.
4. Al kiytd vanhentuneita reagensseja.

9.

. Kirurgisissa sideharsoissa

ntyneet, sameat, voimakkaasti hemolysoituneet, lipeemiset tai runsaasti bilirubiinia
sisdltdvit néytteet voivat vaikuttaa analyysin tuloksiin. On tarkistettava, ettd koetuloksissa
ei ole nikyvid hiirioitd eika epitavallisia kineettisi .

. Kyt tarvittavaa suojavaatetusta ja jauheettomia kisineitd kisitellessisi potilasniytteiti.
. Hemodialyysipotilaiden seerumissa voi olla suuria méari (1-3)-f-D-glukaania

kidytettdessa tiettyjd selluloosapohjaisia dialyysikalvoja (13). Hemodialyysi
selluloosatriasetaattikalvojen tai polymetyylimetakrylaattikalvojen avulla ei vaikuta
analyysituloksiin.

ja sienissé voi olla runsaasti (1-3)-p-D-glukaania. Siksi
leikkauksessa olleille potilaille tehdyissd Fungitell-analyyseissd on saatu positiivisia
tuloksia kontaminaation vuoksi.

Sarjaa ei saa kiyttdd, jos sen sisilto on vaurioitunut.

10. Mahdollisesti kontaminoituneille (patogeeneji sisiltiville) nesteille altistuneet materiaalit

on hivitettdvi paikallisten médrdysten mukaisesti.

Reagenssien siilyttiminen
Kaikkia toimitettuja reagensseja on sdilytettivi pimeissi ja limpétilassa 2-8 °C. Kéyttovalmiita

Fungitell-reagenssinesteiti on siilytettivi

ampotilassa 2-8 °C. Ne on kidytettidvi kahden tunnin

kuluessa. Kdyttovalmiita Fungitell-reagenssinesteiti voidaan siilyttid pakastettuina limpétilassa
-20 °C jopa 20 piivin ajan. Ne on kdytettivi sulattamisen jilkeen.

Niytteiden Kkisitteleminen

1.

Niytteiden ottaminen: Seeruminiytteet on kerittivi steriileihin tyhjioputkiin (punainen
korkki) tai seeruminerotusputkiin. Néytteiden on annettava hyytyi. Seerumi erotellaan
hyytyneestd massasta ja dekantoidaan tarkoitukseen soveltuvaan astiaan, jossa ei ole
(1-=3)-p-D-glukaania.

. Niytteiden sdilyttiminen: Seerumindytteitd voidaan sdilyttid lampatilassa 2-8 °C ennen

analysointia, tai ne voidaan pakastaa limpotilassa -20 °C tai kylmemmassi.

. Niytteiden merkitseminen: Niytteet on merkittivi selkeisti vallitsevan kédytdnnon

mukaisesti.

TOIMINTA

. Valmista seerumin es

Huomautus: Toimenpiteet voivat vaihdella kdytettdvien laitteiden ja ohjelmiston mukaan.
Yleensi toimitaan seuraavasti. Médritd Platereader-ohjelmisto kerddmain tietoja Vmean-
tilassa. Tarkista oikeat asetukset ohjelmiston kiyttdohjeesta sen varmistamiseksi, etti
laskettava arvo on kaikkien tietopisteiden optisen tiheyden muutoksen keskiarvo. Tiheys
on luettava optisesti 15-30 sekunnin alueella. Ohjelmiston aallonpituusasetukseksi on
valittava 405 nm vithennettyni taustan 490 nm:114. Jos kahta aallonpituutta ei voi lukea,
valitse 405 nm. Inkubointilimpétilan tulee olla 37 °C. Levyi on ravisteltava

5-10 sekunnin ajan ennen lukemisen aloittamista. Kdytin sovitusasetuksen tulee olla
lineaarinen/lineaarinen tai vastaava. Lukeminen on aloitettava viivytyksetti.

. Valmistele sarjan mukana toimitettu glukaanivakio.

®

Liuota yksi koeputkellinen glukaanivakiota koeputkessa ilmoitettuun méarién
reagenssivetti. Niin syntyy 100 pg/mL:n liuos. Heiluttele putkea pyorres
vihintddn 30 sekuntia. Nidin syntyy liuos 1. Glukaaniliuos on siilytettdvi limpGtilassa
2-8 °C ja kiytettdvi kolmen pdivin kuluessa. Vaiheissa b-e jiljempani kuvataan
kéyrdnvalmisteluvaihe.

. Valmista 50 pg/ml:n vakioliuosta sekoittamalla 500 pL reagenssivetti ja 500 uL liuosta
1 glukaanittomassa koeputkessa. Niin syntyy liuos 2. Heiluta pyorreméisesti vihintidn
10 sekuntia.

isesti
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. Valmista 25 pg/ml:n vakioliuosta sekoittamalla 500 uL reagenssivetti ja 500 uL liuosta
2 glukaanittomassa koeputkessa. Niin syntyy liuos 3. Heiluta pyorreméisesti vihintidn
10 sekuntia.

a

. Valmista 12,5 pg/ml:n vakioliuosta sekoittamalla 500 pL reagenssivetti ja 500 uL
livosta 3 glukaanittomassa koeputkessa. Niin syntyy liuos 4. Heiluta pydrremdisesti
vihintdidn 10 sekuntia.

o

. Valmista 6,25 pg/ml:n vakioliuosta sekoittamalla 500 uL reagenssivetti ja 500 uL
liuosta 4 glukaanittomassa koeputkessa. Niin syntyy liuos 5. Heiluta pyorreméisesti
vihintdidn 10 sekuntia.

elyreage Alkalinen seerumin es

kolmekierteiset glukaanit yksijaksoisiksi glukaaneiksi (10, 11), jotka reagoivat analyysissa

helpommin. Korkea pH my®s passivoi seerumin seriiniproteaasit ja seriiniproteaasien
estijit. Edelld mainitut voivat aiheuttaa virheellisen positiivisen ja jilkimmaiset

virheellisen negatiivisen tuloksen (20).

a. Valmista seerumin esikésittelyreagenssi yhdistdmailld yhtd suuret madrit 0.25 M KOH:ia
ja 1.2 M KCl:di. Sekoita hyvin. Reagenssien suositeltu maard on 900 uL kahta kertaa
varten. Peitid koeputket Parafilmilld kiytettiviksi yhdessd toisen levyn kanssa. Peitid
koeputki Parafilmilld kdyttimalld Parafilmin sitd puolta, joka oli taustapaperia vasten.

sittelyreagensi muuntaa

i. Huomautus: Kun vakiokdyrid piirretdin, jaa vakiokonsentraatiot viidelld, jotta alue
on 500-31 pg/mL. Sydtd vakiot ohjelmiston asetuksiin vastaavasti arvoina 500, 250,
125,62.5 ja 31 pg/ml.

Analyysissd kéytettivi vakiomdcrd on 25 uL syvennysté kohden tai viisi kertaa seerumindytteen
mdidird. Mikrotitrauslevyssd on tavallisia (St), negatiivisia (Neg), ja 21 tuntematonta (Uk).
Ne analysoidaan kahteen kertaan seuraavasti:

Stl Stl Ukl | Uk4 | UK7 | UkIO | Uk13| Ukl6 | Uk19

St2 | St2 Ukl | Uk4 | Uk7 | Uk10 | Uk13| Ukl6 | Uk19

St3 St3 Uk2 | Uk5 | Uk8 | Ukll | Ukl4| Uk17 | Uk20

St4 | St4 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4 | Ukl17 | Uk20

St5 | St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2| Uk15| Ukl18 | Uk21

Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2| Ukl5| Ukl18 | Uk21

T QT = o a|w >

. Lisdd negatiivinen kontrolliaine ja glukaanivakiot. Kun seerumin es|

. Seuraavaksi

Huomautus 1: Ulompia syvennyksid voidaan kiyttid, jos on osoitettu, ettid ne toimivat yhtd
hyvin kuin sisemmit syvennykset.

Huomautus 2: Kontaminaation vilttdmiseksi vaihda mikrolevyn kansi, kun niytteet ja
reagenssit on lisitty syvennyksiin. Poista kansi ennen levyn asettamista lukulaitteeseen
tiivistyneen hoyryn aiheuttaman optisen hdirion vilttimiseksi.

. Lisdd seerumi ja sen esikdsittelyreagenssi.

a. Sulata pakastetut seerumindytteet huoneenlampdisiksi. Sekoita kaikki ndytteet hyvin.

b. Siirrd 5 uL seerumindytetti niille tarkoitettuihin syvennyksiin (Uk) ainakin
kaksinkertaisena méérind. Toista toiset kaikille seerumingytteille.

c. Lisdd 20 uL seerumin esikisittelyreagenssia seerumia siséltéviin syvennyksiin.

Huomautus: Vaiheet b ja ¢ voidaan haluttaessa tehdd vastakkaisessa jirjestyksessi.

d. Sekoita levyd 5-10 sekuntia syvennysten sisillon sekoittamiseksi (lukulaitteen
levynsekoitustoimintoa voidaan kiyttdd). Inkuboi 10 minuuttia limpétilassa 37 °C
levynlukulaitteessa.

. Valmista kdyttovalmis Fungitell-reagenssi. Huomautus: Tamé vaihe voidaan tehdd

esikisittelyn inkuboinnin ollessa meneillddn.

a. Valmista koeputkellinen Fungitell-reagenssia lisddmalld 2,8 ml reagenssivetti ja

i 2,8 ml Pyrosol-puskuriainetta. Kiytd 1000 uL:n pipetteji. Peitd koeputki

Parafilmilléd kédyttamailld Parafilmin sitd puolta, joka oli taustapaperia vasten.

Kiintele koeputkea varovaisesti, jotta kaikki liukenee. Ali ravistele koeputkea.

tteleminen

inkuboimalla (vaihe 3 d) on lopuillaan, poista levy lukulaitteesta. Lisdd vakiot ja
negatiivinen kontrolliaine levylle.

. Lisad 25 uL reagenssivetti syvennyksiin G2 ja G3.

. Lisdd 25 ul 6,25 pg/mL:n vakioliuosta 5 syvennyksiin F2 ja F3.

. Lisdd 25 uL 12,5 pg/mL:n vakioliuosta 4 syvennyksiin E2 ja E3.

4 25 uL 25 pg/mL:n vakioliuosta 3 syvennyksiin D2 ja D3.

. Lisdd 25 uL 50 pg/mL:n vakioliuosta 2 syvennyksiin C2 ja C3.

Lisédd 25 uLL 100 pg/mL:n vakioliuosta 1 syvennyksiin B2 ja B3.

in Fungitell-reagenssi ja inkuboidaan levy.

Lisdd 100 uL Fungitell-reagenssia kaikkiin syvennyksiin (negatiivsen kontrolliaineen,

vakioiden ja nidytteet sisiltdviin syvennyksiin) Stepper-pipetin avulla.

. Aseta levy lukulaitteeseen limpdtilaan 37 °C kannen ollessa kiinni. Ravistele
5-10 sekunnin ajan. Lue levy ilman kanssa aallonpituudella 405 nm vihennettyni
490 nm:1ld 40 minuutin ajan ldmpatilassa 37 °C. Jos taustan vihentiminen
aallonpituudella 490 nm ei ole kiytettéivissd, levy voidaan lukea aallonpituudella
405 nm. Jos lukulaitteessa ei ole levynsekoitustoimintoa, voit kiyttid erillistd
sekoituslaitetta.
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. Kerid tiedot ja analysoi ne seuraavasti. Laske optisen tiheyden muutoksen keskiarvo
kaikissa pisteissd 0 ja 40 minuutin vililld (milliabsorboitumisyksikkdind minuutissa).

TULOSTEN TULKITSEMINEN
Fungitell-tutkimustulokset on tarkoitettu toimimaan apuna diagnosoitaessa invasiivisia sieni-

infektioita. Tulokset ilmoitetaan pikogrammoina seerumimillilitraa kohden. Tulokset ovat
alueella < 31 pg/mL (ei tunnistettavissa) ja > 500 pg/ml. Ohjelmisto tulostaa tiedot, tai ne
voidaan lukea vakiokdyristi. Tarkka yli 500 pg/ml:n tulos edellyttdi, ettd niyte laimennetaan
reagenssivedelld ja testataan uudelleen.



Laboratorion on ilmoittava tutkimuksen méirinneelle lddkirille, ettd Fungitell ei tunnista
tiettyjd sienilajeja, kuten Cryptococcus -sukua (16,17), jotka tuottavat erittdin vihin
(1-3)-p-D-glukaania. Analyysi ei myoskidn tunnista tiettyjd homesienié, kuten Absidia, Mucor
ja Rhizopus (16, 17), silld niiden ei tiedeti tuottavan (1->3)-p-D-glukaania. My6s Blastomyces
dermatitidiksen hiivavaihe tuottaa vain vihin (1->3)-p-D-glukaania, joten siti ei yleensi
tunnisteta.

NEGATIIVINEN TULOS
(1-3)-p-D-glukaaniarvot alle 60 pg/ml tulkitaan negatiivisiksi tuloksiksi.

POSITIIVINEN TULOS

Arvot yli 80 pg/ml tulkitaan positiivisiksi. Positiivinen tulos ilmaisee, ettd (1->3)-f-D-glukaania
on tunnistettu. Positiivinen tulos ei ole varma merkki sairaudesta. Diagnoosia tehtiessé on
kéytettdvd muidenkin kliinisten 16ydosten tietoja.

EPASELVAT TULOKSET

Jos arvo on alueella 60-79 pg/ml, syyni voi olla sieni-infektio. On suositeltavaa ottaa uudet
seerumindytteet ja testata ne. Néytteiden ottaminen ja testaaminen sddnnéllisesti helpottaa
diagnosointia.

LAADUNVALVONTA

* Vakiokdyrin vastaavuuskerroin (r) (lineaarinen vs. lineaarinen) on > 0,980.

* 25 uL reagenssivetti siséltdvit syvennykset ovat negatiivisia kontrolliliuoksia.
Negatiivisten kontrollinesteiden todellisten optisten tiheysarvojen (Vmean) on oltava
alle 50 % vakioliuoksen alimmasta arvosta. Jos ndin ei ole, analyysi on tehtivi
uudelleen kdyttimilld uusia reagensseja.

* Ongelmallisten néytteiden kasitteleminen: Jos laborantti huomaa v

tyneiti, sameita,
voimakkaasti hemolysoituneita, lipeemisii tai runsaasti bilirubiinia sisdltdvid néytteiti, niyte
on laimennettava reagenssivedelli ja analysoitava uudelleen. Laimentaminen on otettava
huomioon kertomalla analyysitulos laimennuskertoimella. Néytteen laimennuskerroin
syotetiin tavallisesti ohjelmistoon, jolloin korjaus tehddidn automaattisesti.

« Jos tulos on erittdin pieni tai suuri, kontrolliniytteet voidaan analysoida sen varmistamiseksi,

ettd reagenssit ja analyysi toimivat oikein. Analyysin tekijoiden on kéytettiva
laadunvarmistusohjelmaa analyysin toiminnan varmistamiseksi.

ANALYYSIN RAJOITUKSET
1. Sieni-infektion sijainti kudoksessa (10), kapseloituminen ja tiettyjen sienten tuottaman
(1-3)-p-D-glukaanin miérd voivat vaikuttaa analysoitavan aineen konsentraatioon
seerumissa. Jos (1-3)-3-D-glukaania vapautuu verenkiertoon tavallista vihemmin,
tiettyjd sieni-infektioita ei havaita. Cryptococcus spp. tuottaa (1->3)-B-D-glukaania vain
vihin, silld ndmi sienet koteloituvat soluun. Homesienet, kuten Absidia, Mucor spp. ja
Rhizopus spp. (16, 17), eiviit tuota (1-3)-p-D-glukaania (16, 17). Blastomyces
dermatitidiksen hiivavaihe tuottaa vain vihin (1-3)-p-D-glukaania, joten sitd ei yleensid
tunnisteta (18).
2. Joidenkin potilaiden (1->3)-B-D-glukaanitaso on koholla, joten tuloksesta tulee epidselvi.
Tilldin on suositeltavaa uusia analyysi.
3. Analyysin toistamistiheys maériytyy sieni-infektion suhteellisen todennikoisyyden
mukaan. Riskipotilaille tima tutkimus on suositeltavaa tehdi vihintdidn 2-3 kertaa

viikossa.

4. Tietyilld verituotteilla, kuten seerumin albumiinilla tai immunoglobuliineilla (19),
hoidetuilta hemodialyysipotilailta (12, 13) tai glukaania sisiltaville harsolle altistuneilta
potilailta on saatu positiivisia tuloksia. Seerumin (1->3)-p-D-glukaaniméiré palautuu
normaaliksi 3—4 pdivissi, jos potilas on altistunut kirurgiassa (1-3)--D-glukaania

ille sienille tai sideharsoille (6). Tdmi aika on otettava huomioon myos otettaessa

niytteitd kirurgiapotilailta.

5. Kantapéidstd tai sormesta otettuja ndytteitd ei voi kiyttdd, silld ndytteen on havaittu
kontaminoituvan valmisteltaessa néytteenottopaikkaa alkoholiin kostutetulla sideharsolla
(ja mahdollisesti veren osuessa ihoon).

6. Tulokset on saatu aikuispotilailta. Lasten ja nuorten normaalitasot ovat ldhelld aikuisten
tasoja (21). Tietoja ei ole riittévisti neonataaleista eiki alle kuuden kuukauden ikiisistd
potilaista.

7. Analyysin tulokset ilmoitetaan alueella 31-500 pg/ml. 31 pg/ml alittavat arvot ilmoitetaan
muodossa < 31 pg/ml. 500 pg/ml ylittavit arvot ilmoitetaan muodossa > 500 pg/mL.

TULOKSIIN HAIRITSEVASTI VAIKUTTAVAT AINEET
Seuraavat néytteet voivat vaikuttaa Fungitell-analyysin tuloksiin:
* Hemolyysi
 Lipemian aiheuttama nédytteen sameus
* Silmin havaittava bilirubiini
* Samea seerumi

ODOTETUT ARVOT

Monet sieni-infektiot nostavat beetaglukaaniarvoja. Jos vihintédn tasolla 80 pg/ml esiintyy
niiden oireita tai merkkeji niistd, potilaalla on sieni-infektio 74,4-91,7 %:n todenndkoisyydelld
(taulukko 2). Jos tasolla alle 60 pg/ml ei esiinny sieni-infektion oireita tai merkkeji, potilaalla ei
ole sitd 65.1-85,1 %:n todennikoisyydelld.

LUOTETTAVUUS

Vertailu

Monessa tutkimuskeskuksessa tehdyssé tutkimuksessa tarkasteltiin Fungitell-analyysin
toimintaa. Sitd verrattiin muihin mykoosien ja fungemioiden tunnistusmenetelmiin, esimerkiksi
veresti tehtyyn viljelméin, kudosniytteen histopatologiseen tutkimuseen ja radiologisiin
merkkeihin.

359 koehenkildi testattiin. Kaikilta otettiin yksi ndyte. Alhaisen riskin omaavat koehenkilot
olivat ilmeisen terveitd. Sairaaloissa otettavat niytteet otettiin potilailta, jotka olivat tulleet
hoitoon muun syyn kuin sieni-infektion vuoksi. Tulokset tutkittiin kuudella klinikalla
Yhdysvalloissa. Niisti neljisti tehtiin analyysit. Yhteensi 285 niytetti tutkittiin. ACC tutki
kaikki 359 néytetti kahdesti, mutta analyysin luotettavuutta arvioitiin vain jalkimmaisten
tulosten avulla. Jialkimmaiset analyysitulokset eivit eronneet ensimmaisisté tilastollisesti.

Kaikkien koehenkiloiden (359) tutkimustulosten luotettavuus Cryptococcus mukaan lukien oli
65,0 % (luotettavuusvili 60,1-70,0 %). Spesifisyys oli 81.1 % (luotettavuusvili 77,1-85.2 %)
(taulukko 1). Neljistd testauspaikasta saatujen tulosten luotettavuusalue oli 50,0-66.7 %.

285 tutkitun niytteen spesifisyys oli 70,0-93.0 % (taulukko 2).

Taulukko 1 ACC-tulokset tasolla 60-80 pg/ml, tutkimuspaikkakohtainen katkaisutaso

Varma/todennikdinen Spesifisyys
Herkkyys >= 80 pg/ml < 60 pg/ml
. \:: = f=3 .
Paikka ¢ § 4 ,E- & .E 4 . ? Yhteensi
5| S8 |3 | 23 | £x
= = z 2 | E = 5 8 S
] < =3 s Z s 2 20
s B ZE |22 & SE | Eg
Z - 5 |ZzZ g @ Z 5 a3
1 32/50 64.0 97.0 39/40 97.5 69.6 1 90
2 14/24 58.3 933 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 75.8 92.6 37/43 86.0 86.0 6 76
5 21/36 58.3 80.8 30/39 76.9 69.8 6 75
6 0/1 00 | yiisa | 00 | gy | 00 0 1
Yhteensil*| 106/163 |  65.0 809 159/196 | 81.1 76.8 21 359

*Sisiltdd yhden néytteen paikasta 6.

Kun ACC:n saamia tuloksia (359 niytetti) ja kliinisesti saatuja tuloksia (285 niytetti) verrataan
kliiniseen diagnoosiin, ACC:n herkkyys on 64,3 % (luottamusvili 58,8-69.9 %) ja muiden
paikkojen 61,5 % (luottamusvili 55,9-67.2 %). ACC:n spesifisyys on 86,6 % (luottamusvili
82,7-90.6 %) ja muiden paikkojen 79,6 % (luottamusvili 74,9-84,3 %) (taulukko 2).

Taulukko 2 Testauspaikkojen tulokset tasolla 60-80 pg/ml,

Varma/todennikoinen Spesifisyys
Herkkyys >= 80 pg/ml < 60 pg/ml
Paikka . 58 2 g g B % | Yhteensi
Z | £8 2 28 | EX
= £ 5 & | 25 | &3
1 64.0 744 28/40 70.0 65.1 4 90
2 50.0 75.0 15/20 75.0 65.2 44
3 *
4 22/33 66.7 91.7 40/43 93.0 85.1 5 76
5 22/36 61.1 78.6 30/39 76.9 75.0 7 75
6 *
Paikal__ 88/143 61.5 79.3 113/142 79.6 739 21 285
yhteensd
ACC 92/143 643 91.1 123/142 86.6 74.1 18 285

*Ei testauspaikka

KANDIDAASI
Koehenkiloistd 107:114 diagnosoitiin kandidaasi. Fungitell-analyysi tuotti positiivisen tuloksen
83:11d heisti.

Associates of Cape Cod sai 175 arkistoitua kandidaasindytettd. Analyysi tuotti positiivisen
tuloksen 145:1le niisti.

ASPERGILLOOSI
10 koehenkil6lld oli aspergilloosi. Analyysi tuotti posi

sen tuloksen 8:lle heisti.

FUSARIOOSI
Kolmella koehenkil6lld oli fusarioosi. Analyysi tuotti positiivisen tuloksen 2:1le heisti.

HOITO SIENILAAKKEILLA

Sienilddkehoidon kéyttdmiselld tai puuttumisella ei ollut tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta
analyysin herkkyyteen. 118 koehenkil6llé oli invasiivinen sieni-infektio, ja he saivat sithen
ladkitystd. Analyysitulos on positiivinen 82:1la heisti (herkkyys 69,5 %; luottamusvili
61,2-77,8 %). Lisiksi 24 koehenkilon tulos oli positiivinen, mutta he eivit saaneet siihen
ladkitystd. Analyysitulos on positiivinen 18:1la (herkkyys 75 %:; luottamusvili 57,7-92.3 %).

SPESIFISYYS

Yhteensd 170 koehenkilon sieni-infektiotulos oli negatiivinen. He olivat perusterveitd.
Spesifisyys oli 86,5 % (luotettavuusvili 82,8-90,1 %). Vield 26 henkilon sieni-infektiotulos
oli negatiivinen, mutta heilld oli muita sairauksia. Spesifisyys oli siksi 81,1 %
(luottamusvili 77,1-85.2 %).

TESTIKORRELAATIOT

Neljilld klinikalla analysoitiin yhteensd 285 ndytettd. Niiden tulosten korrelaatio oli 96.4 %
verrattaessa niitd Associates of Cape Codin saamiin tuloksiin. Associates of Cape Codin
korrelaatio yksittiisten tutkimuspaikkojen kanssa oli alueella 90,6-99.2 %.

TARKKUUS

Tarkkuustutkimuksissa 10 erilaista ndytettd tutkittiin kolmessa paikassa kolmena eri paivind.
Vaihteluvili oli alueella 0,9-28.9 %. Analyysin sisdinen vaihteluvili oli alueella 3,9-23.8 %.
Neljd negatiivista néytettd jétettiin pois molemmista analyyseistd.
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