Tyrimo rinkinys (1-3)-B-D-Gliukanui
serume nustatyti
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PASKIRTIS

Tyrimo rinkinys ,,Fungitell* yra proteazés zimogenu paremtas kolorimetrinis tyrimas, skirtas
kokybiskai nustatyti (1-3)-B-D-Gliukang serume pacienty, kuriems pasireiské invazinés
grybelines infekcijos simptomai arba susidaré medicininés salygos, del kuriy pacientas yra
linkgs uzsikrésti tokia infekcija. Pagrindinio jvairiy medicinoje svarbiy grybeliy (1) lastelés
sienelés komponento (1-3)-B-D-Gliukano koncentracija serume gali biiti naudojama kaip
priemoné diagnozuojant pasléptas mikozes ir fungemijas (2). Teigiamas rezultatas nenurodo,
kokios klasés grybelis gal¢jo sukelti infekcija.

Fungitell turi bati naudojamas drauge su kitomis diagnostinémis procediromis, pavyzdziui,
auginant mikrobiologing kultiira, atlickant histologinj biopsijos méginiy tyrima ir radiologini
tyrima.

Svarbu - §ig informacija rel d perduoti pateikusiam gydytojui:

Analizatoriumi ,,Fungitell“ negalima nustatyti konkre¢iy grybeliy rusiy, pavyzdziui,
Cryptococcus, Kuris iSskiria labai nedidelj kiekj (1->3)-B-D-Gliukano (3,4). Siuo tyrimu
taip pat negalima nustatyti tokiy zigomicety kaip Absidia, Mucor ir Rhizopus (1,4), kurie
Zinomi kaip negaminantys (1-3)-B-D-Gliukano. Be to, Blastomyces dermatitidis mieliy
fazé i§skiria nedidelj (1-3)-B-D-Gliukano kiekj, kurio negalima nustatyti $iuo tyrimu (5).

si teiginj jtraukite pateikdami gliukano tyrimo rezultatus.

SANTRAUKA IR PAAISKINIMAS

Oportunistiniy patogeny Sukeltomis grybelinémis infekcijomis susergama vis daZniau, ypa¢ jei
paciento imunitetas susilpnéjes (6, 7, 8). Invazinés grybelinés ligos, pavyzdziui, oportunistinés
infekcijos, yra paplitusios tarp pacienty, sergan¢iy piktybinemis kraujo ligomis bei AIDS, ir
prisideda prie didéjangio nozokominiy infekcijy skaiciaus, ypaé tarp pacienty, kuriems buvo
persodinti organai ar kurie buvo gydomi imuniteta slopinanéiais vaistais (9, 10). Daugeliu
grybeliniy ligy susergama jkvépus grybeliy spory, atsiradusiy i§ dirvos, augaly liekany, oro
valdymo sistemy ir / arba uzkrésty pavir$iy. Kai kuriy oportunistiniy grybeliy yra ant Zmogaus
odos / odoje, vir§kinimo trakte ir gleivingje (11, 12). Invaziniy mikoziy ir fungemijy diagnozé
daznai paremta nespecifiniais diagnostiniais ar radiologiniais metodais. Neseniai diagnostiniai
metodai buvo papildyti biologiniai grybeliniy infekcijy Zymenimis (2).

Oportunistiniai grybeliniai patogenai apima Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Ac ium spp., Cocc des immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii it Pneumocystis carinii. Siy ir kity organizmy
i$skiriamg (1-3)-B-D-Gliukang galima nustatyti analizatoriumi ,,Fungitell (1,8,13).

PROCEDUROS PRINCIPAS

Analizatoriumi ,,Fungitell“ galima iSmatuoti (1->3)--D-Gliukano kiekj. Analizatoriaus
veikimas paremtas modifikuotu Limulus amebocito lizato (LAL) keliu (14,15,16,17), 1 pav.
Reagentas ,,Fungitell“ modifikuojamas, kad pasalinty veiksnj C, todel veiksnio G reguliuojama
kelio 8aka reaguoja tik j (1-3)-B-D-Gliukana.

(1-3)-B-D-Gliukanas aktyvina veiksnj G — serino proteazés zimogeng. Suaktyvintas veiksnys
G keicia neaktyvy pirminj kres¢jimo fermenta j aktyvy kre$¢jimo fermenta, kuris atskelia pNA

nuo chromogeninio baltymo substrato Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, taip susidaro chromoforas,
sugeriantis §viesa, kai bangos ilgis lygus 405 nm. Toliau aprasytas kinetinis tyrimas
analizatoriumi ,,Fungitell“ yra paremtas méginio sukelto optinio tankio padidéjimo
matavimu. Sis padidéjimas aiSkinamas remiantis standartine kreive, kad biity galima
nustatyti (1->3)-p-D-Gliukano koncentracija méginyje.
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»FUNGITELL" RINKINIO SUDETIS
,Fungitell“ rinkinys skirtas in vitro diagnostikai. Siy medziagy, pridedamy kickviename
rinkinyje, pakanka istirti 110 Sulin¢liy dviejose mikrotitravimo plokstelése (po 55 Sulinelius

kiekvienoje):

1. Reagentas ,,Fungitell*, liofilizuotas (1—3)-B-D-Gliukanui specifinis LAL (du buteliukai).

2. ,,Pyrosol™ paruosimo buferis, Tris HC1 0,2 M, pH 7,4 (du buteliukai). Papildoma
,,Pyrosol“ paruosimo buferio (katalogo numeris BC051) galima jsigyti atskirai.

3. Gliukano standartas, liofilizuotas pakimanas ir inertiskas uzpildas su etiketéje nurodytu
(1-3)-B-D-Gliukano kiekiu (du buteliukai).

4. Reagento laipsnio vanduo (RGW) (du buteliai).

5. Piroplokstelés: plokséiu dugnu, 96 Suliné¢liai, nepadengtos mikroploksteles, su dangteliais,
néra trukdan¢iy gliukany (dvi).

6. KCI 1,2 M (vienas buteliukas).

7. KOH 0,25 M (vienas buteliukas).

Visose minétose medziagose, iSskyrus standarta, néra trukdancio (1-3)-B-D-Gliukano kiekio.

REIKALINGOS, BET NETIEKIAMOS MEDZIAGOS

Jokiose medziagose negali bati trukdanio gliukano. Stiklinius indus bitina sausame karstyje
depirogeninti maziausiai 235°C temperattiroje 7 valandas (arba atitinkamoje aplinkoje), kad jie
biity tinkami naudoti.

1.

7.

Pipetés antgaliai* (250 pl — kat. Nr. PPT25, 1000 pl — kat. Nr. PPT10).

2. 5-25 ulir 100-1000 pl talpos pipetés.
3.
4. Meégintuvéliai* standarto serijoms ruosti ir serumo apdorojimo reagentams maiyti.

Pakopiné pipeté, su $virkstiniais antgaliais, 100 ul talpos.

(13 x 100 mm borosilikato stiklas — kat. Nr. TB013)

. Inkubacinis (37 °C) ploksteliy skaitytuvas, kuriuo galima atlikti stebéjimus esant dviem

bangos ilgiams, 405 nm ir 490 nm, ir kurio dinaminis diapazonas biity maziausiai 2,0
sugerties vienetai, sujungtas su tinkama kompiuterine kinetinio tyrimo programa.

. Steriltis, savo sudétyje neturintys gliukano saugojimo mégintuvéliai uzsukamu

dangteliu kartotiniams méginiams (daugelyje mégintuvéliy, kuriy sudétyje, kaip
patvirtinta pazyméjimais, néra RNaziy, DNaziy ir pirogeny, néra ir trukdancio
(1-3)-B-D-Gliukano) kiekio.

L, Parafilm™*

* Sjuose produktuose, kuriuos tiekia ,,Associates of Cape Cod, Inc. (ACC)“, néra trukdancio
gliukano (patvirtinta pazyméjimais).
Démesio: stiklinés pipetés su medvilnés kamsteliais yra galimas uZter§imo gliukanu $altinis.

ISPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES
Sis produktas skirtas tik IN VITRO DIAGNOSTIKAL

9.

. Dirbdami su pacienty méginiais, naudokite tinkamus apsauginius drabuzius ir milteliais

nepadengtas pirStines.

. Pacienty, kuriems taikoma hemodializé ir naudojamos tam tikros celiuliozés membranos,

serume gali buti didelis kiekis (1=3)-B-D (18,19). Jei hemodializei naudojamos celiuliozés
triacetato membranos arba polimetilo metakrilato membranos, poveikio tyrimo rezultatams
nepastebéta.

. Chirurginiai tvars¢iai ir tamponai gali i§skirti didelj (1-3)-B-D-Gliukano kiekj, galintj

lemti dél uzter§imo pasireiskiantj trumpalaikj teigiama tyrimo ,,Fungitell“ rezultata, kuris
pastebimas tiriant pacientus po operacijy (20,21).
Nenaudokite rinkiniy, kuriy sudétinés dalys paZeistos.

10. Medziagos, susilietusios su galimai uZzter§tu skyséiu (kurio sudétyje yra patogeny), turi

biiti imestos laikantis vietos taisykliy.

Reagenty laikymas

Visus reagentus laikykite originaliose pakuotése, 2—-8 °C temperatiiroje tamsoje. Paruosta
~Fungitell” reagent biitina saugoti 2—8 °C temperatiiroje ir sunaudoti per 2 valandas. Arba
paruosta ,,Fungitell” reagenta galima uz8aldyti -20° C temperatiiroje ne ilgiau nei 20 dieny,
vieng kartg atSildyti ir sunaudoti.

A

B Stl Stl Ukl | Uk4 | Uk7 | Ukl10| Uk13| Ukl6 | Uk19
C St2 | St2 Ukl | Uk4 | UK7 | Ukl10 | Uk13| Uklé6 | Uk19
D St3 St3 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4| Ukl7 | Uk20
E St4 | St4 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4| Ukl7 | Uk20
F St5 St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2 | Ukl5| Ukl18 | Uk21
G Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2 | Ukl5| Ukl18 | Uk21
H

1 pastaba: iSorinius Sulin¢lius galima naudoti, jei nustatyta, kad iSoriniy Sulinéliy savybés
panasios j vidiniy Sulinéliy savybes.

Naudojant ,,Fungitell* analizatoriy, biitina tiksliai laikytis metodo ir tyrimo aplinkos
reikalavimy. Tyrimo veiksmingumui didelés jtakos daro tinkamas laboratorijos
darbuotojo iSmokymas taikyti analizés metoda ir i§vengti uzter§imo.

. Tam tikros grybeliy ruidys i$skiria labai nedidelj kiekj (1—3)-B-D-Gliukano ir dazniausiai

neaptinkamos naudojant ,,Fungitell* analizatoriy. Tai Cryptococcus gentis (3,4) bei
tokie zigomicetai kaip Absidia, Mucor ir Rhizopus (1,4). Be to, mieline Blastomyces
dermatididis forma i$skiria labai nedidelj kiekj (1-3)-B-D-Gliukano, todél dazniausiai
neaptinkama taikant analizatoriy ,,Fungitell“ (5).

. Netraukite pipete jokiy medZiagy burna. Neriikykite, nevalgykite ir negerkite vietose,

kuriose yra méginiai ar rinkinio reagentai.

. Tyrima atlikite $varioje aplinkoje. Naudokite medziagas ir reagentus, kuriuose néra

trukdangio (1-3)-B-D-Gliukano kiekio (patvirtinta pazyméjimais). Atminkite, kad dél
uzter§imo gliukanu ir grybeliais nuo Zmogaus kiino, drabuziy, talpykly, vandens ir ore
esanéiy dulkiy gali bati trikdomas analizatoriaus ,,Fungitell* veikimas.

. Nenaudokite reagenty, kuriy galiojimo laikas pasibaiggs.
. Trukdzius gali sukelti nejprastos spalvos ar drumsti méginiai, pavyzdziui, stipriai

hemolizuoti, lipemiski ar jei juose yra per didelis bilirubino kiekis. Jei tyrimas vis dél
to atliekamas, tyrimo rezultatus bitina patikrinti ir jsitikinti, ar néra optinés interferencijos
ir / arba nejprasty kinetiniy pozymiy.

Bandiniy tvarkymas
1.

Bandiniy surinkimas: serumo méginius reikia surinkti j sterilius vakuuminius
meégintuvélius (raudonais kamsteliais) arba j serumo atskyrimo mégintuvélius (SST) ir
palaukti, kol sukre$és. Tada serumas atskiriamas nuo kresulio ir dekantuojamas j tinkama
talpykla, kurioje néra trukdangio (1->3)-B-D-Gliukano kiekio.

. Bandiniy laikymas: serumo méginius galima laikyti 2-8 °C temperatiiroje pries tyrima

arba uzSaldyta -20 °C ar Zemesnéje temperatiiroje. Tyrimas turi bati atlickamas skubiai,
kad buty i§vengta méginio suirimo.

. Bandiniy Zyméjimas: bandinius bitina aiSkiai pazyméti laikantis patvirtintos

institucijos praktikos.

PROCEDURA

Pastaba: naudojant skirtingus instrumentus ir programing jranga, nustatymai gali skirtis.
Bendru atveju taikoma tokia procediira: nustatykite, kad ploksteles skaitytuvo programa
kaupty duomenis veikdama Vmean rezimu. Programinés jrangos naudojimo instrukcijoje
nurodyta, kokie yra tinkami nustatymai, uztikrinantys, kad apskai¢iuota reik§mé yra visy
duomeny tasky optinio tankio poky¢io vidurkis. Optinis tankis turi biiti matuojamas kas
40 minuéiy. Programinés jrangos nustatytas bangos ilgis turi bati 405 nm minus fonas,
esantis 490 nm bangos ilgiui. Jei matuoti esant dviem bangos ilgiams negalima, matuokite
esant 405 nm bangos ilgiui. Nustatykite 37°C inkubavimo temperatiirg. Prie§ pradedant
matavimus, plokstelé turi biti purtoma 5-10 sekundZiy. Kreivés atitikimo nustatymas turi
biiti ,,tiesinis / tiesinis“ arba ekvivalentiskas. Matavimas turi biti pradétas nedelsiant.

. Rinkinyje pridétas gliukano standartinio tirpalo paruo$imas.

a. Vieno gliukano standartinio tirpalo buteliuko turinj istirpinkite ant buteliuko
nurodytame RGW tiryje, kad susidaryty 100 pg/ml tirpalas. Centrifuguokite su

., Vortex“ maziausiai 30 sekundziy, kad resuspenduotuméte (1 tirpalas). Gliukano
tirpalas turi biti saugomas 2—8 °C temperatiiroje ir sunaudotas per tris dienas. Toliau
nurodyti veiksmai iliustruoja standartinés kreivés paruo§imo schemos pavyzdj.
Paruoskite 50 pg/ml standartinio tirpalo, sumai§ydami 500 pl RGW ir 500 pl 1
tirpalo gliukano neturinéiame mégintuvélyje (2 tirpalas). Centrifuguokite su ,,Vortex*
maziausiai 10 sekundziy.

. Paruoskite 25 pg/ml standartinio tirpalo, sumai§ydami 500 ul RGW ir 500 pl 2
tirpalo gliukano neturinéiame mégintuvélyje (3 tirpalas). Centrifuguokite su ,,Vortex*
maziausiai 10 sekundziy.

Paruoskite 12,5 pg/ml standartinio tirpalo, sumaiSydami 500 pl RGW ir 500 pl 3
tirpalo gliukano neturinéiame mégintuvélyje (4 tirpalas). Centrifuguokite su ,,Vortex*
maziausiai 10 sekundziy.

Paruoskite 6,25 pg/ml standartinio tirpalo, sumaiSydami 500 pl RGW ir 500 pl 4
tirpalo gliukano neturinéiame mégintuvélyje (5 tirpalas). Centrifuguokite su ,,Vortex*
maziausiai 10 sekundziy.
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o

o
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. Serumo pirminio apdorojimo reagento paruogimas. Sarminis serumo pirminio apdorojimo

reagentas keicia trigrandzius gliukanus j vienagrandzius gliukanus (16, 17), kurie labiau
reaguoja analizatoriuje. Aukstas pH taip pat stabdo serino proteaziy ir serino proteaziy

2 pastaba: sickdami i§vengti nety¢inio uzter§imo, j Sulinélius supyl¢ méginius ir reagentus,
mikroplokstelg uzdenkite dangteliu. Prie§ jdédami plokstelg j skaitytuva, dangtelj nuimkite,
kad i§vengtuméte optinés interferencijos dél kondensato.

. Serumo ir pirminio apdorojimo reagento pridéjimas.

a. Uz8aldytus serumo méginius atitirpinkite kambario temperatiiroje. Visus méginius gerai
sumaisykite su ,,Vortex*.

b. Ipilkite po 5 pl serumo méginio j tam skirtus Sulinélius (Uk) (maZiausiai po du
kartojimus). Kiekvieno serumo méginio jpilkite pakartotinai.

c. [ kiekviena Sulinelj su serumu jpilkite po 20 pl serumo pirminio apdorojimo reagento.

Pastaba: jei laboratorijos darbuotojui patogiau, b ir ¢ veiksmus galima atlikti

atvirkstine seka.

d. Plokstelg purtykite 5-10 sekundZiy, kad gerai susimaisyty Sulinéliy turinys
(galima pasirinkti skaitytuvo plokstelés purtymo funkcija), inkubuokite 10 minudiy
37° C temperatiiroje inkubacinés plokstelés skaitytuve.

. ,JFungitell“ reagento paruo$imas. Pastaba: §j veiksma patogu atlikti, kai vyksta pirminio

apdorojimo inkubavimo procesas.

. Paruoskite vieng buteliuka ,,Fungitell“ reagento, jpildami 2,8 ml RGW ir 2,8 ml
,,Pyrosol* paruosimo buferio, naudodami 1000 pl pipete. Buteliuka uzdenkite
,Parafilm® plévelés ,,Parafilm* puse, kuri buvo nukreipta j popierinj pagrinda.
Svelniai pasukite buteliuka, kad turinys visiskai itirpty — nenaudokite ,,Vortex*.

®

. Neigiamos kontrolés ir gliukano standartiniy tirpaly pylimas. Baigiantis serumo pirminio

apdorojimo inkubavimo procesui (3.d veiksmas), plokstelg iSimkite i§ inkubavimo
plokstelés skaitytuvo ir i ja jpilkite standartinius tirpalus ir neigiamos kontrolés tirpalus.
. I G2 ir G3 8ulinélius jpilkite po 25 ul RGW.
. T F2 ir F3 Sulinelius jpilkite po 25 pl 6,25 pg/ml 5 standartinio tirpalo.
. 1 E2 ir E3 Sulinélius jpilkite po 25 ul 12,5 pg/ml 4 standartinio tirpalo.
. 1 D2 ir D3 $ulinélius jpilkite po 25 pl 25 pg/ml 3 standartinio tirpalo.
. 1 C2 ir C3 Sulinélius jpilkite po 25 ul 50 pg/ml 2 standartinio tirpalo.
I B2 ir B3 3ulinélius jpilkite po 25 pl 100 pg/ml 1 standartinio tirpalo.

mo o o

. ,JFungitell“ reagento pridéjimas ir plokstelés inkubavimas.

»

. Pakopine pipete jpilkite po 100 pl ,,Fungitell“ reagento j kiekviena $ulinélj
(kuriuose yra neigiamos kontrolés tirpalai, standartiniai tirpalai ir méginiai).
Dangteliu uzdengta plokstele jdekite j mikroplokstelés skaitytuva (pusiausvyra nustatyta
37 °C temperatiiroje) ir purtykite 5-10 sekundZziy. Plokstelés rezultatus matuokite
skaitytuvu, nuéme dangtelj, esant 405 nm minus 490 nm bangos ilgiui, 40 minudiy
37 °C temperatiiroje. Jei fono duomeny (esant 490 nm bangos ilgiui) atimti negalima,
matavimus galima atlikti esant 405 nm bangos ilgiui. Jei mikroplokstelés skaitytuvas
neturi plokstelés purtymo funkcijos, galima naudoti i$oring mikroplokstelés purtyklg.
. Surinkite ir iSanalizuokite duomenis: apskai¢iuokite tyrimo méginiy optinio tankio
taSkus ir patikrinkite kity strukttiry kinetinius pédsakus, isskyrus sklandzius $iy
standarty palyginimy padidejimus. Apskai¢iuokite optinio tankio pasikeitimo vidurkj
(sugerties milivienetai per minutg) kiekviename taske nuo 0 iki 40 minudiy.

S

o

inhibitoriy, kurie atitinkamai gali lemti klaidinga teigiama arba klaidingg neigiama

rezultata, aktyvuma serume (22).

a. Paruoskite serumo pirminio apdorojimo reagenta, sumai$ydami vienoda tairj
0,25 M KOH ir 1,2 M KCl, paskui smarkiai centrifuguokite su ,,Vortex*.
Rekomenduojama sumaisyti ne daugiau kaip po 900 pl kiekvieno reagento, kad buty
galima paruosti du ruo$inius. Buteliukus uzdenkite plévele ,,Parafilm®, kad reagentus

galétuméte panaudoti antrai plokstelei tirti. Buteliukus uzdenkite ta plévelés ,,Parafilm*

puse, kuri nukreipta j popieriaus pagrinda.

i. Pastaba: brézdami standarting kreive, standartiniy tirpaly koncentracija padauginkite
i§ penkiy, kad intervalas bty nuo 500 iki 31 pg/ml. ] programinés jrangos nuostatas
iveskite standartiniy tirpaly koncentracijas atitinkamai 500, 250, 125, 62,5 ir 31 pg/ml.

Standarto tiris analizatoriuje yra po 25 pl sulinélyje arba penkis kartus didesnis nei serumo

méginio tiris. Mikrotitravimo plokstelé, j kurig pripildoma standarto (St), neigiamos kontrolés

(Neg) ir 21 nezinomas méginio (Uk), kuriy kiekvienas li:
tokiu biidu:

du kartus, uzpild

REZULTATY AISKINIMAS

L»Fungitell” tyrimo rezultatai turi biti naudojami kaip pagalbiné priemoné diagnozuojant
invazing grybeling infekcija. Rezultatai reiskiami pg/ml serumo ir gali siekti nuo neaptinkamo
(<31 pg/ml) iki > 500 pg/ml dydzio, atspausdinami programine jranga arba nustatomi pagal
standarting kreive. Jei tiksli reik§mé virsija 500 pg/ml, méginj reikia atskiesti RGW ir dar kartg
iStirti.

Tyrima atliekancios laboratorijos darbuotojai turi jspéti uzsakantj gydytoja, kad analizatoriumi
,,JFungitell* negalima nustatyti konkre¢iy grybeliy rasiy, pavyzdziui, Cryptococcus (3,4),

kuris igskiria labai nedidelj kiekj (1-3)-B-D-Gliukano. Siuo tyrimu taip pat negalima nustatyti
tokiy zigomicety kaip Absidia, Mucor ir Rhizopus (1,4), kurie zinomi kaip negaminantys
(1-3)-B-D-Gliukano. Panasiai ir Blastomyces dermatitidis mieliy fazé i§skiria nedidelj
(1-3)-B-D-Gliukano kiekj, kurio negalima nustatyti Siuo tyrimu (5).

NEIGIAMAS REZULTATAS
Jei (1-3)-B-D-Gliukano kiekis yra < 60 pg/ml, toks rezultatas laikomas neigiamu.



TEIGIAMAS REZULTATAS

Didesnés nei >80 pg/ml reik§més laikomos teigiamu rezultatu. Teigiamas rezultatas reiskia, kad
buvo aptikta (1-3)-B-D-Gliukano. Teigiamas rezultatas nereiskia ligos, todél norint nustatyti
diagnozg, turi biiti naudojamas drauge su kity klinikiniy tyrimy rezultatais.

NEAISKUS REZULTATAI

Reik$§meés nuo 60 iki 79 pg/ml reiskia galima grybeling infekcija. Rekomenduojama paimti
papildomus serumo méginius ir juos i§tirti. Daznas méginiy émimas ir tyrimas didina diagnozes
patikimuma.

KOKYBES KONTROLE

Standartinés kreivés (tiesinis / tiesinis) koreliacijos koeficientas (r) turi bati > 0,980.
Sulinéliai su (25 pl RGW) yra neigiama kontrolé. Neigiamy kontroliy faktinis optinis tankis
(Vmean) turi biiti mazesnis nei 50 % maziausio standartinio tirpalo optinio tankio. Jei ne,
tyrimg bitina pakartoti naudojant visiSkai naujus reagentus.

Sudétingy méginiy tyrimas. Jei tyréjas pastebi, kad méginys yra nejprasto optinio tankio
kinetikos tai yra neskaidrus, nejprastos spalvos ar drumstas kaip, pavyzdziui (smarkiai
hemolizuoti, lipemiski ar tokie méginiai, kuriuose yra per didelis bilirubino kiekis) jj reikia
atskiesti su RGW ir istirti dar karta. Apie atskiedimg butina nurodyti rezultaty ataskaitoje,
rezultatg padauginus i§ skiedimo koeficiento. Tipiniu atveju skiedimo koeficientas jvedamas
| programing jrangg nustatant méginio nuostatas ir pataisa taikoma automatiskai.
Kontroliniai méginiai, nustaCius galuting ribg ar labai auksta teigiama rezultata, gali

biti tiriami dar karta, sickiant jsitikinti, ar reagentai ir tyrimo rinkinys veikia tinkamai.
Kiekvienas tyréjas privalo susipazinti su kokybés kontrolés programa, kad uztikrinty
profesionaly tyrimo atlikimg.

TYRIMO APRIBOJIMAI

1.

Grybelinés infekcijos buvimas audiniuose (10), kapsulés susidarymas ir tam tikry grybeliy
i§skiriamas (1-3)--D-Gliukano kiekis gali lemti $ios analités koncentracija serume.
Sumazéjes gebéjimas pernesti (1-3)-p-D-Gliukang | kraujotaka gali sumazinti gebéjima
aptikti konkrecias grybelines infekcijas. Cryptococcus spp. iskiria nedidelj (1-3)-B-D-
Gliukano kiekj (3,4). Zigomicetai, jskaitant Absidia spp., Mucor spp. it Rhizopus spp.
zinomi kaip negaminantys (1->3)-B-D-Gliukano (1,4). Blastomyces dermatitidis mieliy
fazé i8skiria nedidelj (1-3)-B-D-Gliukano kiekj, todél tyrimo rezultatai dazniausiai buna
neigiami (5).

Kai kuriy pacienty organizme (1->3)-p-D-Gliukano kiekis yra padidéjes ir patenka

i neaiskiy rezultaty intervala. Tokiais atvejais rekomenduojama atlikti papildoma tyrima.
Paciento tyrimo daznis priklauso nuo santykinio grybelinés infekcijos pavojaus. Pacienty,
kuriems padidéjes pavojus susirgti, méginius rekomenduojama imti maZziausiai 2-3 kartus
per savaitg.

Teigiami rezultatai nustatyti pacientams, kuriems taikoma hemodializé (18,19),
pacientams, gydytiems konkre¢iais frakcionuoto kraujo produktais, pavyzdziui, serumo
albuminu ir imunoglobulinais (23), bei méginiuose ar pacientams, kurie lietési ar
kuriems buvo taikomi savo sudétyje gliukano turintys tvarséiai. Pacienty serume bazinis
(1-3)-B-D-Gliukano lygis atsistato per 3—4 dienas po chirurginés intervencijos, kurios
metu buvo naudojami savo sudétyje (1-3)-p-D-Gliukano turintys tamponai ir tvars¢iai
(20,21). Todél j tai butina atsizvelgti imant méginius pacienty, kuriems atlikta chirurginé
operacija.

Meéginiai, paimti jdarus j kulng ar pir§ta, yra netinkami, nes diirio vietai paruosti
naudojamas alkoholiu suvilgytas tamponas (ir galbit kraujo sankaupa odos paviriuje)
uzkre¢ia méginius.

. Nustatyti suaugusiy pacienty tyrimo lygiai. Kadikiy ir vaiky jprasti lygiai panasis

i suaugusiyjy (24). Néra pakankamai duomeny apie naujagimiy ir jaunesniy nei Sesiy
ménesiy amziaus kadikiy lygius.

Tyrimo rezultatai nurodomi, jei patenka j intervala nuo 31 pg/ml iki 500 pg/ml. Jei
reik§meé mazesné nei 31 pg/ml, rezultatas nurodomas kaip < 31 pg/ml. Jei reik§me didesné
nei >500 pg/ml, rezultatas nurodomas kaip > 500 pg/ml, nebent nebent meginys buvo
atskiestas.

TRUKDANCIOS MEDZIAGOS
Toliau nurodyta méginio buklé gali trukdyti gauti tiksly ,,Fungitell* tyrimo rezultata:
« hemolize,
« dél lipemijos atsiradgs méginio drumstumas,
« plika akimi matomas bilirubinas méginyje,
« neskaidrus serumas.

TIKETINOS REIKSMES

Beta gliukano reik§meé padidéja uzsikrétus jvairiomis grybelinémis infekcijomis. Jei pastebimi
pozymiai ir simptomai, kai reik§mé yra 80 pg/ml ar didesné, tikimybe, kad pacientas yra
uzsikrétes grybeline infekcija, siekia nuo 74,4 iki 91,7 % (2 lentel¢). Jei jokiy pozymiy

ir simptomy nepastebima, kai reikSmé mazesné nei 60 pg/ml, tikimybé, kad pacientas
neuzsikreétes, siekia nuo 65,1 % iki 85,1 %.

VEIKIMO CHARAKTERISTIKA

Palyginamasis tyrimas

Buvo atliktas daugiacentris tyrimas, kurio metu vertintos Fungitell tyrimo veikimo charak-
teristikos (25). Tyrimas palygintas su kitais standartiniais mikoziy ir fungemijy nustatymo
metodais (pvz., kraujo kultiiros auginimu, biopsijos méginio histopatologiniu tyrimu ir
zyméjimu radiologiniais Zymenimis).

Trijy 8imty penkiasde§imt devyniy (359) pacienty méginiai buvo istirti $iuo analizatoriumi.

1§ kiekvieno paciento buvo paimta po vieng méginj. Tarp pacienty, kuriems pavojus uzs
yra mazas, buvo akivaizdziai sveiki asmenys ir kliniskai gydomi pacientai, kurie pateko
i ligoning dél kitokiy susirgimy nei grybelinés infekcijos. Pacientai buvo tiriami $esiose

ikreésti

gydymo jstaigose JAV. Keturiose gydymo jstaigose buvo atlickamas tyrimas ir i viso istirti
285 méginiai. ACC iStyré visus 359 méginius po du kartus, bet vertinant analizatoriaus veikima

naudojo tik pakartotinio tyrimo rezultatus. Pakartotinio tyrimo rezultatai statisti§kai nesi
nuo pirmojo tyrimo rezultaty.

Visos tiriamyjy populiacijos (359) jautrumas, jskaitant Cryptococcus, buvo 65,0 % (pati

skyre

kimumo

intervalas — 60,1-70,0 % (PI)). Specifiskumas — 81,1 % (PI 77,1-85,2 % ) (1 lentel¢). Rezultaty,
gauty keturiose tyrimo vykdymo vietose, jautrumas sieké nuo 50,0 % iki 66,7 %. 285 itirty

meéginiy specifiSkumas sieké nuo 70,0 % iki 93,0 % (2 lentelé).

1 lentelé ACC tyrimo rezultatai, kai galutiné riba 60-80 pg/ml kiekvienoje
tyrimo vietoje
Irodytas / galimas SpecifiSkumas
Jautrumas >=80 pg/ml <60 pg/ml
b = 2
o 23
Vieta & « o = E < o | Bviso
£ £ |cE £ 2 |=£ 22
= s £2 E = & s E 2%
g £ £ 52 i 5] S8 | 2
2 s |Pex| P 2 |FEZE| 5y
= = cE2B| z & z22| z8Q
1 32/50 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 58,3 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 d 0/0 d 0,0 0 1
1§ viso* | 106/163 | 65,0 80,9 159/196 | 81,1 76,8 21 359

*Itrauktas vienas meéginys, paimtas 6 tyrimo vykdymo vietoje.

ACC (359 meéginiai) ir gydymo jstaigose (285 meéginiai) gautus rezultatus palyginus su klinikine
diagnoze, ACC jautrumas siekia 64,3 % (PI 58,8 %—69,9 %), o gydymo jstaigose — 61,5 %

(PI 55,9 %—67,2 %). Specifiskumas ACC siekia 86,6 % (PI 82,7 %—90,6 %), o gydymo
istaigose 79,6 % (PI 74,9 %—84,3 %) (2 lentel¢).

2 lentelé Tyrimo rezultatai tyrimo vykdymo vietose, kai galutiné riba 60-80 pg/ml
kiekvienoje tyrimo vietoje
Irodytas / galimas SpecifiSkumas
Jautrumas >=80 pg/ml <60 pg/ml
E) g 3
Vieta 2 2 - = E - o I$ viso
£ £ s £ = g £ 2%
= :E o |Eszl 2 | B |52 Ex
&b H R = g PEZ| FV
& S (828 Z & |z28| 28
1 32/50 64,0 74,4 28/40 70,0 65,1 4 90
2 12/24 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 *
13 viso,
tyrimo | 88/143 61,5 79,3 113/142 | 79,6 73,9 21 285
vietos
ACC 92/143 64,3 91,1 123/142 | 86,6 74,1 18 285

* Ne tyrimo vykdymo vieta

KANDIDOZE
Atliekant laukiamg tyrima,107 pacientams diagnozuota kandidozé. 83 i§ 107 atvejy tyri
,.Fungitell“ analizatoriumi rezultatai buvo teigiami.

Simtas septyniasdesimt penki kandidozés méginiai perduoti ,,Associates of Cape Cod*.
175 atvejy tyrimo analizatoriumi rezultatai buvo teigiami.

ASPERGILIOZE

mo

145 i§

Aspergilioze diagnozuota i3 viso 10 pacienty. 8 i§ 10 teigiami tyrimo rezultatai nustatyti

analizatoriumi.

FUZARIOZE
Trims pacientams nustatyta fuzariozé. 2 i§ 3 teigiami tyrimo rezultatai nustatyti analizatoriumi.

GRYBELIO GYDYMAS VAISTAIS

Grybelio gydymo vaistais taikymas ar netaikymas tyrimo jautrumui statistinés reikSmes
neturéjo. 118 pacienty buvo nustatyta invazine grybeliné infekcija ir tai, kad jiems taikomas
gydymas nuo grybelio. 82 pacientams infekcija nustatyta analizatoriumi (jautrumas 69,5 %;
PI 61,2 %-77,8 %). Be to, dvidesimt keturiems (24) pacientams buvo nustatyta infekcija ir tai,
kad jiems netaikomas gydymas nuo grybelio. 18 pacienty infekcija nustatyta analizatoriumi
(jautrumas 75 %; PI 57,7 %-92,3 %).

SPECIFISKUMAS

I3 viso 170 pacienty grybeliné infekcija nenustatyta ir jie buvo akivaizdziai sveiki pacientai.
Specifiskumas tiriant analizatoriumi sieké 86,5 % (PI 82,8 %-90,1 %). Papildomai jtraukus
26 pacientus, kuriems grybeliné infekcija nenustatyta, taciau kuriems pasireiske kiti
negalavimai, specifiskumas sieké 81,1 % (PI 77,1-85,2 %).

TYRIMO KORELIACLJA

Keturiose gydymo jstaigose i$ viso istirti 285 méginiai. Tyrimo vietose gauty rezultaty ir
,,Associates of Cape Cod“ rezultaty kokybiné koreliacija sicke 96,4 %. ,,Associates of Cape
Cod* rezultaty ir skirtingose tyrimo vietose gauty rezultaty kokybiné koreliacija sieké nuo 90,6
iki 99,2 %.

TIKSLUMAS

Atliekant tikslumo tyrimus, desimt (10) skirtingy méginiy buvo istirta trijose tyrimo vykdymo
vietose trimis skirtingomis dienomis. Vidinis tyrimo nuokrypis sieké nuo 0,9 iki 28,9 %.
Reik$mes tarp tyrimy skyrési nuo 3,9 iki 23,8 %. Keturi (4) neigiami méginiai buvo pasalinti i§
abiejy tyrimy.
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