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PRZEZNACZENIE

Test Fungitell jest metodg kolorymetryczng opartg na zymogenie proteazy do jakoSciowego
wykrywania (1-3)-B-D-Glukanu w surowicy pacjentéw z objawami lub chorobami
predysponujgcymi do inwazyjnego zakazenia grzybiczego. Stgzenie w surowicy
(1-3)-p-D-Glukanu, istotnego sktadnika Sciany komérkowej réznych grzybéw o znaczeniu
medycznym, moze by¢ stosowane jako pomoc w rozpoznaniu giebokich grzybic i fungemii.
Wynik dodatni nie wskazuje, ktora klasa grzybéw moze powodowac zakazenie.

Test jest wskazany do wykonania przypuszczalnego rozpoznania zakazenia grzybiczego.
Powinien by¢ stosowany wraz z innymi procedurami diagnostycznymi, takimi jak posiew
mikrobiologiczny, badanie histologiczne probek biopsji i badanie radiologiczne.

Uwaga — Zaleca si¢ przekazanie tych informacji lekarzowi zlecajacemu badanie:

Test Fungitell nie wykrywa poszczeg6lnych gatunkéw grzyb6w takich jak rodzina
Cryptococcus (9), ktére produkuja bardzo mate stgzenia (1->3)-p-D-Glukanu. Ponadto
test nie wykrywa klasy sprzgzniakéw (Zygomycetes) takich jak Absidia, Mucor

i Rhizopus (17), o ktérych nie wiadomo, czy produkuja (1->3)-p-D-Glukan.

Ponadto, faza drozdzakowa Blastomyces dermatitidis produkuje niewielkie iloSci
(1-3)-p-D-Glukanu, ktérych test moze nie wykrywac (18).

Podczas przekazywania wynikéw testu na obecno$¢ glukanu nalezy przekazaé
powyzsze informacje.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIE

Wzrasta czgsto$¢ zakazef grzybiczych zaréwno patogenami pierwotnymi jak i oportuni-
stycznymi, szczeg6lnie u pacjentéw o obnizonej odpornosci (2, 3, 4). Inwazyjne grzybice,
jako zakazenia oportunistyczne wystepuja czesto u pacjentéw z hematologicznymi
nowotworami ztosliwymi i AIDS i stanowig rosngcg liczbg zakazefh w warunkach szpitalnych,
szczeg6lnie wiréd biorcéw przeszezep6éw i innych pacjentéw leczonych lekami immunosupre-
syjnymi (1.4). Wiele choréb grzybiczych jest powodowanych wdychaniem sporéw grzybow
pierwotnie pochodzacych z ziemi, szczatkéw ro§linnych, uktadow klimatyzacji i/lub narazonych
powierzchni. Niektore grzyby oportunistyczne sg obecne w/na ludzkiej skorze, w przewodzie
pokarmowym i na btonach §luzowych (7). Rozpoznanie inwazyjnych grzybic i fungemii oparte
jest zwykle na nieswoistej technice diagnostycznej lub radiologiczne;j.

Do powszechnych pierwotnych ludzkich grzybéw chorobotwérezych nalezy Candida spp.

i Aspergillus spp. Do oportunistycznych grzybéw chorobotwérezych naleza: Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii i Pneumocystis carinii. Produkowany przez te

i inne organizmy (1->3)-f -D-Glukan moze by¢ wykrywany za pomoca testu Fungitell (4.5, 16).

ZASADA TESTU

Test Fungitell mierzy stgzenie (1->3)-B-D-Glukanu. Test opiera si¢ na modyfikacji szlaku lizatu
amebocytow Limulus (LAL) (8-11), rys. 1. Odczynnik testu Fungitell zostal zmodyfikowany

w celu wyeliminowania czynnika C i w ten sposéb reaguje wytgcznie z (1->3)-p-D-Glukanem,
za posrednictwem strony szlaku czynnika G.

(1-=3)-p-D-Glukan aktywuje czynnik G, zymogen proteazy serynowej. Aktywowany czynnik G
powoduje zamiang nieaktywnego enzymu prokrzepliwego w aktywny enzym krzepnigcia, ktory
z kolei przecina pNA z substratu chromogennego peptydu (Boc-Leu-Gly-Arg-pNA) tworzac
chromofor pochtaniajacy $wiatto przy dhugosci fali 405 nm. Opisany ponizej test kinetyczny
Fungitell opiera si¢ na oznaczeniu wzrostu odsetka gestosci optycznej powodowanej przez
prébke. Odsetek ten jest interpretowany w poréwnaniu do krzywej wzorcowej w celu okreslenia
szacunkowego stezenia (1->3)-B-D-Glukanu w prébee.

RYS. 1
Szlak lizatu amebocytéw Limulus
Endotoksyna (LPS)
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Eoc-Leu-GIy-Arg-pNA/\ Boc-Leu-Gly-Arg + pNA
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MATERIALY DOSTARCZONE WRAZ Z ZESTAWEM FUNGITELL

Zestaw Fungitell jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro. Ponizsze materiaty
dostarczone wraz z kazdym zestawem wystarczaja na wykonanie testow w 110 studzienkach
na dwéch mikroptytkach (po 55 studzienek w kazdej).

1.
2.
3.

4.
5.

6.
7.

Odczynnik Fungitell®, liofilizowany LAL swoisty dla (1-3)-f D-Glukanu (dwie fiolki)
Pyrosol bufor do odtwarzania postaci pierwotnej, Tris HC1 0.2 M pH 7.4 (dwie fiolki)
Wzorzec glukanu, liofilizowany konglomerat i obojetny wktad z zawartoscia

(1-3)-p -D-Glukanu podang na etykiecie (dwie fiolki)

Woda o czysto$ci odczynnika (RGW) (dwie butelki)

Pyroptytki: Nieoptaszczone mikroptytki o ptaskim dnie z 96 studzienkami z nakrywkami,
nie zawierajace zaktdcajacych glukanéw (dwie)

KCI 1,2 M (jedna fiolka)

KOH 0,25 M (jedna fiolka)

Wszystkie powyzsze materiaty oprocz wzorca nie zawierajg zaktcajacych stezef
(1-3)-p -D-Glukanu.

MATERIALY WYMAGANE (NIE ZNAJDUJACE SIE W ZESTAWIE)

Zaden materiat nie moze zawiera¢ zaktcajacych glukanéw. Szkto laboratoryjne musi byé
pozbawione pirogenéw w wysokiej temperaturze, w minimum 235°C przez 7 godzin

(lub w zwalidowanych réwnorzgdnych warunkach), aby mogto nadawac si¢ do uzycia.
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Koncowki pipety* (250 pl — nr kat. PPT25, 1000 ul — nr kat. PPT10)

. Pipetory umozliwiajgce podanie objetosci 5-25 pl i 100-1000 pl

Pipetor krokowy, z mikrokoficowkami, umozliwiajagcymi podawanie 100 pl

Probéwki* do przygotowania standardowej serii i tacznych odczynnikow

do przygotowania surowicy (ze szkta borokrzemowego 13 x 100 mm — nr kat. TB013)

Czytnik ptytek z inkubacjg (37°C) umozliwiajacy monitorowanie w dwéch dtugoSciach

fal, przy 405 i 490 nm, z dynamicznym zakresem przynajmniej do 2,0 jednostek

absorbancji, potaczony z odpowiednim komputerowym oprogramowaniem

testow kinetycznych.

. Sterylne, nie zawierajace glukanu probéwki do przechowywania z zakretkami do
podzielenia prébek na réwne objetosci (wigkszos¢ probéwek z atestem RNAse, DNAse,
i niezawierajacych pirogenéw nie zawiera zakt6cajacych stezen (1-3)-p - D-Glukanu).

. Parafilm®

* Te produkty dostarczane przez Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), majg atest

pot

wierdzajgcy, ze nie zawierajg zaktécajgcych glukanow.

Uwaga — pipety szklane z bawetnianymi zatyczkami sa potencjalnym zZrédtem
skazenia glukanami.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI
Niniejszy produkt jest przeznaczony wytgcznie do DIAGNOSTYKI IN VITRO.

Test Fungitell wymaga rygorystycznego przestrzegania techniki i otoczenia testu.
Doktadne szkolenie technikéw laboratoryjnych w zakresie metody testu i unikania
skazenia ma podstawowe znaczenie dla prawidtowego wyniku testu.

. Gatunki nie wykrywane przez test Fungitell. Okreslone gatunki grzybow produkuja bardzo
mate stezenia (1-3)-f -D-Glukanu i zwykle nie s3 wykrywane przez test Fungitell.
Dotyczy to migdzy innymi rodziny Cryptococcus (14,16) oraz sprz¢zniakow takich jak
Absidia, Mucor i Rhizopus (16,17). Ponadto Blastomyces dermatitidis w fazie
drozdzakowej produkuje niewielkie ilosci (1-3)-B-D-Glukanu i w zwigzku z tym zwykle
nie jest wykrywany przez test Fungitell (18).

. Nie pipetowa¢ materiatléw ustami. W pomieszczeniu przeznaczonym do pracy z prébkami
lub odczynnikami zestawu nie wolno pali¢ papieroséw, jes¢ ani pic.

. Nalezy przygotowac czyste pomieszczenie do wykonywania testu. Stosowaé materiaty
i odezynniki z atestem potwierdzajacym niezawieranie zakid ych stezen
(1-3)-p -D-Glukanu. Nalezy pamieta¢, ze glukan oraz skazenia grzybami z ciata ludzkiego,
ubrafi, pojemnikéw, wody i unoszgce si¢ w kurzu mogq powodowac zakidcenia test Fungitell.

. Nie wolno stosowa¢ odczynnikéw po uptywie podanego terminu waznosci.

9.

. Odbarwione lub metne probki takie jak probki silnie zhemolizowane, lipemiczne

lub zawierajace duze stezenia bilirubiny mogg powodowaé zakiécenia. W przypadku
badania, wyniki testu nalezy bada¢ pod katem obecnoSci zaktcen optycznych
i/lub nietypowych schematéw kinetycznych.

. Podczas postgpowania z probkami pacjentow nalezy stosowa¢ odpowiednie ubrania

ochronne i regkawiczki bezpytowe.

. Surowica pacjentéw hemodializowanych moze zawiera¢ wigksze stgzenia

(1->3)-p-D-glukanu, w przypadku stosowania okreslonych celulozowych membran
do dializy (13). Hemodializa z wykorzystaniem membran z trioctanu celulozy
lub z polimetyloakrylanu metylu nie ma wptywu na test.

. Gaziki chirurgiczne i gabki mogg zawiera¢ duze stezenia (1->3)-B-D-glukanu, ktére mogg

przyczyniac si¢ do przemijajacych dodatnich wynikéw testu Fungitell w zwigzku
ze skazeniem, co obserwowano u pacjentéw po zabiegach chirurgicznych (6).
Nie uzywa¢ zestawow z uszkodzong zawarto$cig.

10. Materiaty wystawione na dziatanie potencjalnie skazonych (zawierajgcych drobnoustroje

chorobotwércze) ptynéw muszg by¢ usuwane w sposéb zgodny z lokalnymi przepisami.

Przechowywanie odczynnikow

Wszystkie odczynniki gotowe do uzycia przechowywa¢ w temperaturze od +2 do + 8 °C

w ciemnym miejscu. Po odtworzeniu postaci pierwotnej odczynnik Fungitell nalezy
przechowywaé w temperaturze 2-8 °C i zuzy¢ w ciggu 2 godzin. Alternatywnie po odtworzeniu
postaci pierwotnej odczynnik Fungitell mozna przechowywa¢ w temperaturze -20 °C do 20 dni,
rozmraza¢ jeden raz i zuzy¢.

Postgpowanie z probkami

1.

Pobieranie prébek: Prébki surowicy nalezy pobiera¢ do sterylnych probéwek prézniowych
(z czerwonym korkiem) lub do probéwek z separatorem surowicy (SST) i pozostawic¢

do wykrzepnigcia. Nastgpnie surowica jest oddzielona od skrzepu i dekantowana

do odpowiedniego pojemnika nie zawierajgcego zaktocajacych stezen (1->3)-B-D-glukanu.

. Przechowywanie prébek: Prébki surowicy mozna przechowywac przed testem w

temperaturze 2-8°C lub zamrozone w temperaturze -20° lub nizszej.

. Oznaczenie probek: Prébki nalezy wyraZnie oznacza¢ zgodnie z zatwierdzong praktyka

danej placwki.

PROCEDURA

2.

Uwaga: Ustawienia mogg by¢ rézne w zaleznosci od réznych instrumentéw

i oprogramowan. Generalnie obowigzujg ponizsze instrukcje: Ustawi¢ program

czytnika ptytek na gromadzenie danych w trybie Vmean. Sprawdzi¢ w podreczniku
oprogramowania prawidfowe ustawienia, aby zapewni¢, ze obliczona warto$¢ jest Srednig
warto$cig zmiany gestoSci optycznej dla wszystkich zgromadzonych punktéw danych.
Odstep pomigdzy ,,odczytami” gestosci optycznej powinien miescic si¢ w granicach
15-30 sekund. Ustawienia dtugosci fal programu powinny by¢ 405 nm minus tfo przy
490 nm. Jesli nie jest dostgpny odczyt w dwdch dtugosciach fal, wykona¢ odezyt

w 405 nm. Temperatura inkubacji powinna byc ustawiona na 37°C. Przed rozpoczgciem
odczytu nalezy wykona¢ wytrzasanie ptytki przez 5 — 10 sekund. Ustawienie dopasowania
krzywej powinno by¢ , liniowe/liniowe” lub réwnorzgdne. Odczyt powinien nastgpowac
bez fazy op6znienia.

. Przygotowanie wzorca glukanu dostarczonego w zestawie.

»

. Rozpuscic jedng fiolke glukanu z objetoscia RGW podang na fiolce, aby otrzymac
100 pg/ml roztworu. Miesza¢ co najmniej przez 30 sekund w celu otrzymania ponownej
zawiesiny (roztwor 1). Roztwér glukanu nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8°C
i zuzy¢ w ciggu trzech dni. Ponizsze kroki ilustrujg przykfad planu przygotowania
krzywej wzorcowej.
. Przygotowac¢ wzorzec 50 pg/ml mieszajac 500 pl RGW i 500 pl roztworu 1 w probéwce
nie zawierajacej glukanu (roztwér 2). Mieszaé przez przynajmniej 10 sekund.
. Przygotowa¢ wzorzec 25 pg/ml mieszajgc 500 pl RGW i 500 ul roztworu 2 w probéwce
nie zawierajgcej glukanu (roztwér 3). Mieszaé przez przynajmniej 10 sekund.
Przygotowaé wzorzec 12,5 pg/ml mieszajac 500 ul RGW i 500 ul roztworu 3
w probéwce nie zawierajacej glukanu (roztwér 4). Mieszaé przez przynajmniej
10 sekund.
. Przygotowac wzorzec 6,25 pg/ml mieszajac 500 ul RGW i 500 ul roztworu 4
w probéwce nie zawierajacej glukanu (roztwér 5). Mieszaé przez przynajmniej
10 sekund.
Przygotowanie odczynnika do przygotowania surowicy. Alkaliczny odczynnik
do przygotowania surowicy zamienia glukany o potréjnej spirali w glukany jednoniciowe
(10, 11), ktére sg bardziej reaktywne w analizie. Duze pH réwniez inaktywuje proteazy
serynowe i inhibitory proteazy serynowej w surowicy, ktére moga powodowac
odpowiednio fatszywie dodatni lub fatszywie ujemny wynik (20).
a. Przygotowac¢ odczynnik do przygotowania surowicy taczac jednakowe objetosci 0,25 M
KOH i 1,2 M KCI i dobrze wymiesza¢. Zalecane objgtosci wynosza maksymalnie
do 900 pl kazdego odczynnika umozliwiajac otrzymanie dwéch preparatéw. Zakryé
fiolki folig Parafilm do wykorzystania z drugg ptytkq. Zakry¢ fiolke folig Parafilm
wykorzystujac strong folii Parafilm skierowang do warstwy papierowe;j.
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i. Uwaga: Podczas rysowania krzywej wzorcowej, nalezy pomnozy¢ stezenie
wzorcow przez pigé, aby zakres wynosit od 500 do 31 pg/ml. Wprowadzi¢ wzorce
do ustawien programu odpowiednio jako 500, 250, 125, 62,5 i 31 pg/ml.

Objetosé wzorca w tescie wynosi 25 ul na studzienke lub jest pigciokrotng objetosciq prébki
surowicy. Mikroptytka z wzorcami (St), kontrolami ujemnymi (Neg) i 21 nieznanymi prébami
(Uk), kazda zbadana w dwéch powtorzeniach, jest przygotowana nastgpujgceo:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Stl Stl Ukl | Uk4 | UK7 | Ukl10 | Uk13 | Ukl6 | Uk19

St2 | St2 Ukl | Uk4 | UK7 | Ukl10 | Uk13| Ukl6 | Uk19

St3 | St3 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4 | Ukl17 | Uk20

St4 | St4 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4 | Ukl7 | Uk20

St5 | St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2| Uk15| UklI8 | Uk21

Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | UklI2 | Uk15| Ukl18 | Uk21

Q" =g O w| >

Uwaga 1: Moga by¢ wykorzystane zewnetrzne studzienki, jesli udowodniono, ze dziatanie
zewngtrznych studzienek jest porownywalne z wewnetrznymi studzienkami.

Uwaga 2: W celu uniknigcia przypadkowego skazenia nalezy wymieni¢ ostong
mikroptytki po dodaniu prébek i odczynnikéw do studzienek. Zdja¢ ostong przed
umieszczeniem plytki w czytniku w celu uniknigcia zaki6cen optycznych spowodowanych
kondensacjg pary.

. Dodanie surowicy i odczynnika do przygotowania.

a. Rozpusci¢ zamrozone probki surowicy w temperaturze pokojowej. Doktadnie
wymiesza¢ wszystkie probki.

b. Przenie$¢ 5 ul probki surowicy do kazdej wyznaczonej studzienki (Uk) przynajmniej
w dwukrotnym powtérzeniu. Powtarza¢ dla kazdej prébki surowicy.

c¢. Doda¢ 20 pl odczynnika do przygotowania surowicy do kazdej studzienki zawierajgcej
surowice.

Uwaga: Kroki b i ¢ mozna wykona¢ w odwrotnej kolejnosci zgodnie z preferencjami

technika.

d. Wstrzgsac ptytke przez 5 — 10 sekund, aby wymiesza¢ zawarto$¢ studzienek
(mozna wykorzysta¢ funkcje mieszania czytnika ptytek) a nastgpnie inkubowaé przez
10 minut w temperaturze 37 °C w czytniku ptytek z inkubacjg.

. Odtworzenie odczynnika Fungitell. Uwaga: Mozna to wygodnie wykona¢ podczas

prowadzenia wstgpnej inkubacji.

a. Odtworzy¢ jedna fiolkg odczynnika Fungitell dodajac 2,8 ml RGW a nastgpnie 2,8 ml
buforu Pyrosol do odtworzenia za pomocg pipetora 1000 pl. Zakry¢ fiolke folig
Parafilm wykorzystujac strong folii Parafilm skierowang do warstwy papierowe;j.
Delikatnie wirowac fiolkg w celu catkowitego rozpuszczenia — nie mieszac.

. Dodawanie kontroli ujemnej i wzorcéw glukanu. Po zakoficzeniu wstgpnej inkubacji

surowicy (krok 3. d), zdja¢ ptytke z czytnika ptytek z inkubacjg i doda¢ na ptytce
wzorce i kontrole ujemne.

a. Doda¢ 25 pl RGW do studzienek G2 i G3.

b. Dodaé 25 ul 6,25 pg/ml roztworu wzorcowego 5 do studzienek F2 i F3.

c. Doda¢ 25 ul 12,5 pg/ml roztworu wzorcowego 4 do studzienek E2 i E3.

d. Dodac 25 ul 25 pg/ml roztworu wzorcowego 3 do studzienek D2 i D3.

e. Doda¢ 25 pl 50 pg/ml roztworu wzorcowego 2 do studzienek C2 i C3.

f. Dodac 25 ul 100 pg/ml roztworu wzorcowego 1 do studzienek B2 i B3.

. Dodanie odczynnika Fungitell i procedura inkubacji ptytki.

o

. Doda¢ 100 pul odczynnika Fungitell do kazdej studzienki (zawierajacych kontrole
ujemne, wzorce i prébki) za pomocg pipetora krokowego.

. UmieScié¢ ptytke w czytniku mikroptytek (doprowadzong do temperatury 37°C) zakryta
nakrywka i wstrzasac przez 5-10 sekund. Odczyta¢ ptytke bez nakrywki w dlugosci fali
405 nm minus 490 nm przez 40 minut w temperaturze 37°C. Jesli nie jest dostgpne
odjecie tta (przy 490 nm), wéwczas dopuszczalne jest odczytanie w dtugosci fali
405 nm. Jesli nie jest dostgpna w czytniku funkcja wytrzasania, mozna wykorzysta¢
zewnetrzng wytrzasarke ptytek.

. Zebra¢ dane i analizowa¢ w nastgpujacy sposéb: Obliczy¢ Srednig wielko$¢ zmiany
gestosci optycznej (jednostki miliabsorbancji/minute) dla wszystkich punktow
od 0 do 40 minut.

=2

o

INTERPRETACJA WYNIKOW

‘Wyniki testu Fungitell nalezy wykorzystywac¢ jako pomoc w rozpoznaniu inwazyjnego
zakazenia grzybiczego.Wyniki wyrazone w pg/ml surowicy mieszczg si¢ w zakresie
od niewykrywalnego (<31 pg/ml) do > 500 pg/ml i sa drukowane przez program lub
odczytywane z krzywej wzorcowej. Doktadne wartosci ponad 500 pg/ml wymagaja
rozciehczenia probki w RGW i ponownego wykonania testu.




Laboratorium wykonujgce test powinno poinformowac lekarza zlecajgcego test, ze test Fungitell
nie wykrywa poszczeg6lnych gatunkéw grzybéw takich jak rodzina Cryptococcus (16,17), ktére
produkuja bardzo mate stgzenia (1->3)-B-D-Glukanu. Ponadto test nie wykrywa klasy
sprzezniakéw (zygomycetes) takich jak Absidia, Mucor i Rhizopus (16,17), o ktérych

nie wiadomo, czy produkujg (1->3)-B-D-Glukan. Podobnie gatunek Blastomyces dermatitidis

w fazie drozdzakowej produkuje mato (1->3)-p-D-Glukanu i jest zwykle niewykrywany (18).

WYNIK UJEMNY
Wartosci (1-3)-p-D-Glukanu < 60 pg/ml sg interpretowane jako wyniki ujemne.

WYNIK DODATNI

Warto$ci >80 pg/ml sg interpretowane jako wynik dodatni. Wynik dodatni oznacza wykrycie
(1-3)- p -D-glukanu. Wynik dodatni nie okresla obecnosci choroby i nalezy go wykorzystywac
wraz z innymi danymi klinicznymi do ustalenia rozpoznania.

WYNIK NIEOKRESLONY

Wartosci od 60 do 79 pg/ml sugerujg mozliwos¢ zakazenia grzybiczego. Zalecane jest pobranie
dodatkowych prébek i wykonanie badaf surowicy. Czgste pobieranie prébek i wykonywanie
testéw poprawia uzyteczno$¢ rozpoznania.

KONTROLA JAKOSCI

* Wspétezynnik korelacji (r) krzywej wzorcowej (liniowy kontra liniowy) powinien
wynosi¢ > 0,980.

* Studzienki z (25 ul RGW) s3 kontrolami ujemnymi. Kontrole ujemne powinny mie¢
rzeczywiste warto§ci wskaznika gestosci optycznej (Vmean) ponizej 50% najnizszego
wzorca. Jedli tak nie jest, nalezy powtdrzy¢ test przy zastosowaniu wszystkich nowych
odczynnikéw.

* Postgpowanie z prébkami problematycznymi. Jesli analityk zauwazy probki metne lub
odbarwione, takie jak w przypadku prébek silnie zhemolizowanych lub silnie lipemicznych
lub zawierajacych nadmierne stezenie bilirubiny, wéwczas probki nalezy rozcieficzyé RGW
i ponownie zbada¢. Nalezy uwzglednic¢ rozciehczenie w raporcie wynikéw poprzez
przemnozenie wyniku przez wspétczynnik rozcieficzenia. Zwykle wspotczynnik
rozcieficzenia jest wprowadzany do konfiguracji programu dla prébki i korekcja nastepuje
automatycznie.

* Prébki kontrolne, graniczne i stgzenia silnie dodatnie mogg by¢ wykonywane w celu
sprawdzenia, czy odczynniki i test dziafajg prawidfowo. Kazdy uzytkownik testu powinien
ustali¢ program kontroli, aby zapewni¢ biegtos¢ w wykonywaniu testu.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Lokalizacje tkanki z zakazeniem grzybiczym (10), otorbienie i ilo$¢ wytwarzanego
(1-3)-B-D —Glukanu przez okreslone grzyby moze mie¢ wptyw na stezenie w surowicy
tego analitu. Ograniczenie mozliwo$ci wprowadzania (1-3)-f-D-Glukanu do krwiobiegu
moze zmniejszy¢ mozliwos¢ wykrycia okreSlonych zakazen grzybiczych. Cryptococcus
spp. produkuje mate ilosci (1-3)-B-D-Glukanu (11) w zwigzku z otorbieniem komérki.
Nie wiadomo, czy sprzezniaki obejmujace Absidia, Mucor spp. i Rhizopus spp (16,17),
produkujg (1-3)-p-D-Glukan (16,17). Gatunek Blastomyces dermatitidis w fazie
drozdzakowej produkuje mato (1->3)-3-D-Glukanu i wynik testu jest zwykle ujemny (18).

2. U niektérych oséb wystepuja podwyzszone stezenia (1-3)-B-D-glukanu, ktére mieszczg
si¢ w zakresie wyniku nieokreslonego. W takich przypadkach zaleca si¢ dodatkowe
badanie.

3. Czgstos¢ wykonywania badan zalezy od wzglednego ryzyka zakazenia grzybiczego.
W przypadku pacjentéw z grupy ryzyka zaleca si¢ pobieranie prébek przynajmniej
dwa-trzy razy w tygodniu.

4. Wyniki dodatnie stwierdzano u pacjentéw hemodializowanych (12,13), pacjentow
leczonych okreslonymi frakcjonowanymi produktami krwi takimi jak albumina surowicy
i immunoglobuliny (19) oraz w prébkach i u 0séb narazonych na gaziki zawierajace
glukany. Po narazeniu podczas zabiegu chirurgicznego na kontakt z gagbkami i gazikami
zawierajacymi (1-3)-p-D-glukan przywrdcenie stezen poczatkowych (1-3)-p-D-glukanu
W surowicy u pacjentéw wymaga 3 — 4 dni (6).. Nalezy to uwzgledni¢ w harmonogramie
pobierania prébek od pacjentéw po zabiegach chirurgicznych.

5. Prébki uzyskiwane za pomocg precika do pobrania prébki z pigty lub opuszki palca sg
niedopuszczalne, poniewaz wykazano, ze gazik z alkoholem do przygotowania miejsca
(i potencjalnie krwi zebranej z powierzchni skéry) powoduje skazenie probek.

6. StezZenia testu ustalono u pacjentéw dorostych. Prawidtowe stezenia u niemowlat i dzieci
sg zblizone do pozioméw u dorostych (21). Brak danych dla noworodkéw i niemowlat
w wieku ponizej szeSciu miesigcy.

7. Zakres testu wynosi od 31 pg/ml do 500 pg/ml. Wartoci ponizej 31 pg/ml sg okreslane
jako < 31 pg/ml. Warto$ci >500 pg/ml sa okre§lane jako > 500 pg/ml.

SUBSTANCJE ZAKEOCAJACE
Ponizsze warunki moga zakt6caé doktadny wynik testu Fungitell:
* Hemoliza
* Zmetnienie prébki spowodowane lipemig
* Obecnos¢ widocznej bilirubiny
* Metna surowica

OCZEKIWANE WARTOSCI

Wartosci stezef glukanu s podwyzszone w réznych zakazeniach grzybiczych. W przypadku
obecnosci objaw6éw przedmiotowych i podmiotowych przy stezeniu 80 pg/ml lub wyzszym
przewidywana warto$¢ wyniku dodatniego w zakresie zakazenia grzybiczego waha si¢

od 74,4 do 91,7% (Tabela 2). W przypadku braku objawéw podmiotowych i przedmiotowych
przy stgzeniu ponizej 60 pg/ml, przewidywany wynik ujemny waha si¢ od 65,1% do 85,1%.

CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

Test poréwnawczy

Przeprowadzono wieloo§rodkowe, prospektywne badanie majgce na celu walidacje
charakterystyki dziatania testu Fungitell. Test poréwnywano z innymi standardowymi metodami
(tj. posiew krwi, badanie histopatologiczne prébki biopsyjnej i objawy radiologiczne) badania
grzybic i fungemii.

‘W badaniu uczestniczyto trzystu pigédziesigciu dziewigciu (359) pacjentéw. Od kazdego pacjenta
pobrano pojedynczg probke. W grupie matego ryzyka znajdowaty si¢ osoby zdrowe i pacjenci

w osrodkach badawczych przyjeci do szpitala z innych powodéw niz zakazenia grzybicze.
Rekrutacje pacjentéw przeprowadzono w szesciu placowkach stuzby zdrowia na terenie

Stanéw Zjednoczonych. Cztery z tych placowek wykonaty test i zbadaty tacznie 285 probek.
Firma ACC zbadata tgcznie 359 prébek dwukrotnie, ale wykorzystata tylko drugg seri¢ wynikéw
do okre§lenia dziatania testu. Wyniki drugiej serii nie réznity sig statystycznie od pierwszej serii.

Czutos¢ dla catej populacji pacjentéw (359) facznie z Cryptococcus wynosita 65,0% (Przedziat
ufnosci (C.I.) 60,1 — 70,0%). Swoisto$¢ wyniosta 81,1% (77,1 — 85,2 % C.1.) (Tabela 1). Zakres
czutosci wynikéw z czterech oSrodkéw wykonujacych test wynosit od 50.0% do 66,7%. Zakres
swoistosci testu wahat si¢ od 70,0% do 93,0% dla 285 zbadanych prébek (Tabela 2).

Tabela 1 Wyniki testu w firmie ACC przy stezeniu granicznym 60-80 pg/ml wedlug o$rodkéw
Potwierdzone/prawdopodobne Swoistosé¢
Czuloé¢ >=80pg/ml <60pg/ml
>
Osrodek g - g g o | Lacznie
=g 3 g, 2|t b swo| 23
— 3 R 8 Q=
SSE| 2 |EZ:|E3E| EZ |E¢3| 3%
S E S E S E9|5EE S 5E 9 >V
S.=8 5 S3IN|ZE 0 = L3R 2 Y
AxX-s &) Az alpDx= 7] Dzal 298
1 32/50 64,0 970 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 583 933 17/20 850 708 5 44
3 14/19 737 46,7 36/54 66,7 90,0 3 73
4 25/33 758 92,6 37/43 86.0 86.0 6 76
5 21/36 583 80,8 30/39 769 69.8 6 75
Ni Ni
6 o/1 00 | qonssy | 00| goesy | 00 0 1
Lacznie* | 106/163 650 809 159/196 81.1 76.8 21 359

* Wraz z jedng prébka z oSrodka 6.

Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych przez firmg¢ ACC (359 prébek) i osrodki kliniczne (285
prébek) z rozpoznaniem klinicznym czuto$¢ wyniosta 64,3% (58.8% - 69,9% CI) w przypadku
ACC i 61,5% (55.9% - 67.2% CI) w przypadku oSrodkéw. Swoisto$¢ wynosi 86,6% (82,7% -
90,6% CI) w przypadku ACC w poréwnaniu do 79.6% (74.9% - 84,3% CI) w przypadku
o$rodkéw (Tabela 2).

Tabela 2 Wyniki testu w osrodkach przy stezeniu granicznym 60-80 pg/ml wedtug o$rodkéw
Potwierdzone/prawdopodobne Swoistosé¢
Czuloé¢ >=80pg/ml <60pg/ml
=
= g 5
3 = = < ac7ni
Osrodek Y g N 9 g £g Lacznie
EE o) 2u8|BE . 2 swd| 2V
ENE & E2= | g8 Z A RS = X
s 9 g = S Sz |E.Q RZ] £2 2 Rl
2ES| R |2EL|SEB| B |2%i| 2y
=0 R SR | 5= >SS R iz
AxX-3s o Az a|lPE= 7] D zal| Z22
1 32/50 640 744 28/40 700 65,1 4 90
2 12/24 50,0 750 15/20 750 65,2 5 44
3 *
4 22/33 66,7 91,7 40/43 930 85,1 5 76
22/36 61,1 78.6 30/39 76,9 750 7 75
6 *
Lgemnie, | ge/143 | 615 793 | 113/142 | 796 739 21 285
osrodki
ACC 92/143 643 91,1 123/142 | 86,6 74,1 18 285

* Nie o$rodek, w ktérym wykonywano testy

KANDYDOZA
W badaniu prospektywnym uczestniczyto 107 pacjentéw z dodatnim rozpoznaniem kandydozy.
Dodatni wynik testu Fungitell otrzymano w przypadku 83 pacjentéw na 107.

Firmie Associates of Cape Cod przekazano sto siedemdziesigt pig¢ prébek bibliotecznych
(banku danych) kandydozy. Dodatni wynik testu otrzymano w przypadku 145 na 175 prébek.

ASPERGILOZA
Facznie 10 pacjentéw miato dodatni wynik na obecno$¢ aspergilozy. Dodatni wynik testu
otrzymano w przypadku 8 na 10 prébek.

FUZARIOZA
Trzech pacjentéw miato wynik dodatni na obecno$¢ fuzariozy. Dodatni wynik testu otrzymano
w przypadku 2 na 3 prébki.

LECZENIE PRZECIWGRZYBICZE

Leczenie lub brak leczenia przeciwgrzybiczego nie wywierato statystycznie znamiennego
wptywu na czuto$¢ testu. U 118 pacjentéw potwierdzono inwazyjne zakazenie grzybicze

i zastosowano leczenie przeciwgrzybicze. U 82 potwierdzono dodatni wynik za pomocg testu
(czutosé, 69.5%:; 61.2% - 77.8% CI). Dodatkowo dodatni wynik potwierdzono w przypadku
dwudziestu czterech (24) pacjentéw, ktérzy nie byli leczeni. U 18 potwierdzono dodatni wynik
za pomocy testu (czuto$¢, 75%; 57,7% - 92,3% CI).

SWOISTOSC

Facznie 170 uczestnikéw miato wynik ujemny w zakresie zakazenia grzybiczego i byly to
pozornie zdrowe osoby. Swoisto$¢ przy uzyciu testu wynosita 86,5% (82,8% - 90,1% C.I.).
Po wiaczeniu dodatkowych 26 uczestnikéw z ujemnym wynikiem w kierunku zakazenia
grzybiczego, lecz z innymi chorobami swoisto$¢ wyniosta 81,1% (77,1 — 85,2 % C.1.).

KORELACJE TESTU

Cztery z placéwek klinicznych zbadaty tacznie 285 probek. Wyniki testow oSrodkéw
korelowaty ilo§ciowo w 96.4% z wynikami Associates of Cape Cod. Korelacje wynikéw
Associates of Cape Cod z r6znymi o$rodkami wykonujacymi testy wahaty si¢ od 90.6
do 99.2%.

PRECYZJA

Podczas badan precyzji zbadano dziesig¢ (10) réznych prébek w trzech osrodkach badawczych
w trzech réznych dniach. Réznica w ramach jednego testu wynosita od 0,9 do 28,9%. Réznica
pomigdzy testami wynosita od 3,9 do 23,8%. Cztery (4) ujemne probki wytaczono z obu analiz.
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