Deteccao de (1-3)-B-D-Glucano no Soro
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USO PREVISTO

A andlise Fungitell ¢ um teste enzimatico com base zimogénica para detecgdo qualitativa

de (1-3)-B-D-Glucano no soro de pacientes com sintomas ou com complicagdes que 0s
predisponham a infecgdes invasivas por fungos. A concentra¢do no soro de (1-3)-p-D-
Glucano, componente fundamental da parede celular de varios fungos importantes do ponto

de vista médico (1), pode ser usada como auxiliar do diagnostico de micoses e fungemias (2)
profundamente implantadas. O resultado positivo ndo indica a classe de fungo responsavel pela
infecgdo.

O Fungitell deve ser usado em conjungido com outros processos de diagnostico, como cultura
microbiolégica, exame histologico de amostras de biopsias e exames radiologicos.

Importante — Recomenda-se que esta informagio seja fornecida aos médicos
interessados:

A analise Fungitell ndo detecta certas espécies de fungos, como o género Cryptococcus,
que produz niveis muito baixos de (1-3)-B-D-Glucano (3, 4). A analise também néo
detecta Zygomycetes como Absidia, Mucor e Rhizopus (1,4) que se sabe ndo produzirem
(1-3)-B-D-Glucano. Adicionalmente, a fase de levedura do Blastomyces dermatitidis
produz pouco (1-3)-B-D-Glucano e pode néo ser detectada pela analise (5).

Incluir este aviso quand icar ri de testes de determinacio de Glucano.

SUMARIO E EXPLICACAO

Existe aumento de incidéncia de infecg¢des fungicas, quer por patogénicos, quer por
oportunistas, especialmente em pacientes imunocomprometidos (6,7,8). As doengas invasivas
fungicas, como infec¢des oportunistas, sio comuns entre pacientes de SIDA e de hemopatias
malignas e sdo responsaveis pelo niimero crescente de infecgdes nosocomiais, particularmente
entre receptores de transplantes de 6rgdos e outros pacientes sujeitos a tratamentos com imunos-
supressores (9,10). Muitas das doengas por fungos sdo contraidas pela inalagdo de esporos

dos fungos originarios do solo, de detritos de plantas, de sistemas de tratamento de ar e/ou de
superficies expostas. Alguns fungos oportunistas estdo presentes em/sobre a pele humana, o
tracto intestinal e as membranas mucosas (11,12). O diagnostico das micoses invasivas e das
fungémias baseia-se normalmente em técnicas radiologicas ou de diagnostico ndo especificas.
Recentemente, os marcadores bioldgicos de infec¢do fungica foram acrescentados aos métodos
de diagnostico disponiveis (2).

Os fungos patogénicos oportunistas incluem as espécies Candida spp., Aspergillus

spp., Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp.,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e Pneumocystis jirovecii.
O (1-3)-B-D-Glucano produzido por estes organismos e por outros pode ser detectado pela
analise Fungitell (1,8,13).

PRINCIPIO DE ADMINISTRACAO

A andlise Fungitell mede os niveis de (1->3)-p-D-Glucano. A detecgdo baseia-se numa
modifica¢do da série de reac¢des quimicas do lisado de /imulo de amebocito (LAL)
(14,15,16,17), Figura 1. O reagente do Fungitell ¢ modificado para eliminar o Factor C, ¢
portanto, para reagir apenas ao (1-3)--D-Glucano, através do sector mediado pelo Factor G.

O (1—3)-B-D-Glucano activa o Factor G, um zimogéneo da protease serina. O Factor G
activado converte a enzima precursora da coagulagdo inactiva em activa, o que por sua

vez cinde o ApN do substrato péptido cromogéneo, Boc-Leu-Gly-Arg-ApN, criando um
pigmento que absorve a 405 nm. A analise dindmica Fungitell, descrita abaixo, baseia-se na
determinagdo do aumento da taxa de densidade optica produzido por uma amostra. Esta taxa
¢ interpretada relativamente a uma curva padrdo para produzir a avaliagdo da concentragao
de (13)-B-D-Glucano na amostra.

FIGURA 1
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ARTIGOS FORNECIDOS COM O KIT FUNGITELL

O kit Fungitell destina-se a utilizagdo em diagnostico in vitro. Sdo fornecidos os seguintes
artigos em cada kit, que permitem a analise de 110 pogos em duas placas microtiter

(55 pogos cada):

1.
2.

6.
7.

Reagente Fungitell®, LAL especifico liofilizado (1->3)-B-D-Glucano (dois frascos).
Retardador de Reconstitui¢do Pyrosol®, Tris HC1 0,2 M pH 7,4 (dois frascos). Frascos
adicionais do Retardador de Reconstituigdo Pyrosol (nimero de catalogo BC051) podem
ser comprados em separado.

. Padrédo de Glucano, Pachyman liofilizado e veiculo inerte com o contetido

de (13)-B-D-Glucano inscrito no rétulo (dois frascos)

. Agua grau reagente (RGW) (duas garrafas)
. Piroplacas: microplacas de fundo chato, 96 pogos, ndo revestidas, com cobertura, isentas

de glucanos contaminantes (duas)
KCI 1,2 M (um frasco )
KOH 0,25 M (um frasco)

Todos os artigos acima, excepto o padrdo, estdo isentos de niveis de contaminagéo

de

(1-3)-B-D-Glucano.

ARTIGOS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Todos os artigos devem estar isentos de glucano contaminante. Os artigos de vidro devem ser
esterilizados a ar quente a pelo menos 235°C durante 7 horas (ou equivalente reconhecido) antes
de se encontrarem aptos para utilizagdo.

1.

7

Pontas de Pipeta* (250 pl - Cat# PPT25, 1000 pl - Cat# PPT10)

2. Pipetas capazes de ministrar volumes de 5-25 ul, e 100-1000 pl
3.
4. Tubos de ensaio* para preparacdo de séries de teste padrdo e para combinagao dos

Pipetas de passo, com ponta de seringa, capazes de ministrar 100 pl

reagentes de tratamento do soro (13 x 100 mm vidro borossilicato - Cat# TB013)

. Leitor de placa de incubagdo (37°C) capaz de acompanhamento de largura de banda dupla,

a 405 e 490 nm, com intervalo dindmico minimo de 2,0 Unidades de Absor¢do, combinado
com software de analise dindmica assistida por computador.

. Tubos de armazenamento com tampas de rosca, isentos de glucano, para aliquota de

amostras (a maioria dos tubos homologados RNAse, DNAse e apirogénicos estdo livres de
niveis contaminantes de (1—=3)-f - D-Glucano).

. Parafilm®

* Estes produtos, fornecidos por Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), sdo certificados como
livres de glucanos contaminantes.

Atengao-as pipetas de vidro com tampdes de algoddo sdo fonte potencial de contaminagdo
por glucano.

AVISOS E PRECAUCOES
Este produto destina-se exclusivamente a DIAGNOSTICO IN VITRO.

A analise Fungitell exige ateng@o rigorosa a técnica e ao ambiente de teste. A formagio
total dos técnicos ao método da analise e a evitar contaminagdes ¢ fundamental para
a sua eficacia.

1.

4

Certas espécies de fungos produzem niveis muito baixos de (1-3)-B-D-Glucano e ndo

sdo normalmente detectados pela analise Fungitell. Incluem o género Cryptococcus (3,4)

¢ igualmente Zygomycetes como Absidia, Mucor e Rhizopus (1,4). Adicionalmente, a fase
de levedura do Blastomyces dermatitidis produz pouco (1->3)-B-D-Glucano e pode ndo ser
detectada pela analise Fungitell (5).

. Nio encher as pipetas com sucgdo bucal. Ndo fumar, comer ou beber em zonas de

manuseamento das amostras ou dos reagentes do kit.

. Criar um ambiente limpo para executar a andlise. Utilizar materiais ¢ reagentes

certificados como isentos de niveis contaminantes de (1-3)-B-D-Glucano. E de notar que
a contaminagdo fingica ou de glucano pelo corpo humano, roupas, recipientes, agua ou ar
pode interferir com a analise Fungitell.

. Naio utilizar reagentes apds o fim da data de validade.

9.

. As amostras de cor diferente ou turvas, nomeadamente as com hemolise ou lipémia visivel

ou que contenham excesso de bilirrubina podem causar interferéncias. Se analisadas,
os resultados devem ser examinados em busca de interferéncias Opticas e/ou de padrdes
dinamicos de rastreio inabituais.

. Utilizar vestuario de protecgdo adequado e luvas isentas de p6 ao tratar das amostras

dos pacientes.

. O soro de pacientes hemodializados pode conter elevados niveis de (1->3)-B-D-Glucano

quando sdo utilizadas algumas membranas de dialise de celulose (18,19). A hemodialise
com membranas de triacetato de celulose ou de polimetacrilato de metilo ndo afectam
aparentemente a analise.

. As gazes e esponjas cirargicas podem libertar altos niveis de (1->3)-p-D-Glucano, que

podem contribuir para um resultado temporariamente positivo por contaminagio na analise
Fungitell, como foi observado em pacientes pos-cirurgia (20,21).
Os kits com contetdo danificado ndo devem ser usados.

10. Os materiais expostos a fluidos potencialmente contaminados (patogénicos) devem ser

Ar

eliminados de acordo com a regulamentagéo local.

dos R

Armazenar todos os reagentes, conforme fornecidos, entre 2-8°C ¢ ao abrigo da luz. O reagente
Fungitell reconstituido deve ser guardado entre 2-8°C e utilizado no prazo de 2 horas. Em
alternativa, pode ser congelado a -20°C durante até 20 dias, descongelado uma vez e utilizado.

Manipulagio das Amostras

1.

Recolha de Amostras: as amostras de soro devem ser recolhidas em tubos de vacuo
estéreis (tampa vermelha) ou tubos de separagdo de soro (SST), e deixadas coagular.

O soro ¢ entdo separado do coagulo e decantado para recipiente adequado livre de niveis
contaminantes de (1-3)-3-D-Glucano.

. Armazenamento das Amostras: as amostras de soro podem ser armazenadas entre

2-8°C antes da analise, ou congeladas a -20°C ou inferior. Os testes devem ser conduzidos
prontamente para evitar a possibilidade da degradagdo de amostras.

. Rotulagem das Amostras: as amostras devem ser claramente rotuladas de acordo com as

praticas aprovadas da institui¢do.

PROCEDIMENTO

Nota: os pardmetros podem variar com diferentes instrumentos e software. Em geral,
aplica-se o seguinte: configurar o software do leitor de placas para recolher dados em
modo Vmean. Confirmar no manual do software os parametros correctos para assegurar
que o valor calculado seja a taxa média de modificagdo da densidade optica de todos

os pontos de recolha de dados estabelecidos. Defina o intervalo entre as “leituras” do
instrumento para o minimo permitido pelo software e instrumento nos 40 minutos do
periodo de teste. Os parametros de largura de banda do software devem ser de 405 nm
menos o segundo plano a 490 nm. Se ndo estiver disponivel leitura a dupla largura de
banda, leitura a 405 nm. A temperatura de incubagio ¢ estabelecida em 37°C. A placa
deve ser agitada, por 5 — 10 segundos, antes do inicio da leitura. O parametro de curva
deve ser seleccionado como “linear/linear” ou equivalente. A leitura deve iniciar-se sem
tempos mortos.

. Preparagédo do padrdo de glucano fornecido no kit.

a. Dissolver um frasco do padrdo de glucano com o volume de agua de grau reagente

definido no frasco, para criar uma solugdo de 100 pg/ml. Centrifugar pelo menos

30 segundos para colocar em suspensdo (solugdo 1). A solugdo de glucano deve ser

armazenada a 2-8°C e utilizada no prazo de trés dias. Os passos b a e abaixo ilustram

um exemplo de esquema de preparagio de curva padrdo.

Preparar padrao de 50 pg/ml misturando 500 pl de agua RGW e 500 pl da solugdo

1 num tubo isento de glucano (solugdo 2). Centrifugar pelo menos 10 segundos.

. Preparar padrdo de 25 pg/ml misturando 500 pl de agua RGW e 500 pl da solugdo

2 num tubo isento de glucano (solugdo 3). Centrifugar pelo menos 10 segundos.

Preparar padrao de 12,5 pg/ml misturando 500 pl de agua RGW e 500 pl da solugdo

3 num tubo isento de glucano (solugdo 4). Centrifugar pelo menos 10 segundos.

. Preparar padrdo de 6,25 pg/ml misturando 500 pul de agua RGW e 500 pl da solugdo
4 num tubo isento de glucano (solugdo 5). Centrifugar pelo menos 10 segundos.
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. Preparagdo do reagente pré-tratamento do soro. O reagente alcalino pré-tratamento do soro

converte glucanos de fita tripla em glucanos de fita Ginica (16,17) que reagem melhor

a analise. O elevado pH permite também desactivar as proteases de serina e os seus

inibidores no soro que fornecem resultados falsos positivos e falsos negativos,

respectivamente (22).

a. Preparar o reagente pré-tratamento do soro combinando volumes iguais de 0,25 M KOH
e 1,2 M KCl, e centrifugando bem. Os volumes recomendados sdo de até¢ 900 pl de cada
reagente, permitindo duas preparagdes. Cobrir os frascos com Parafilm para utilizagao
com a segunda placa. Cobrir o frasco com Parafilm usando o lado voltado para o forro
de papel.

i. Nota: ao estabelecer a curva padrio, multiplicar a concentra¢do dos padrdes por
cinco de forma a que a gama seja entre 500 e 31 pg/ml. Inserir os padrdes nos
pardmetros do software como 500, 250, 125, 62,5, e 31 pg/ml, respectivamente.

O volume do padrdo na andlise é de 25 ul por pogo ou cinco vezes o volume da amostra de
soro. A placa microtiter com os padrées (St), controlos negativos (neg) e 21 desconhecidos (Uk)

cada um testado em dupli

do, organiza-se da

forma:

A

B Stl Stl Ukl | Uk4 | UK7 | Ukl10 | Uk13| Ukl6 | Uk19
C St2 St2 Ukl | Uk4 | UK7 | Ukl10 | Uk13| Ukl16 | Uk19
D St3 St3 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4| Ukl17 | Uk20
E St4 | St4 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4| Uk17 | Uk20
F St5 St5 Uk3 | Uk6 | UK9 | Ukl2 | Ukl5| Ukl8 | Uk21
G Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl12 | Ukl5| Uk18 | Uk21
H

Nota 1: os pogos exteriores podem ser usados, se se demonstrar que o seu desempenho
& comparavel ao dos internos.

Nota 2: para evitar contaminagdes acidentais, voltar a colocar a cobertura na microplaca
apos inserir as amostras e os reagentes nos pogos. Retirar a cobertura antes de colocar

a placa no leitor, para evitar interferéncias opticas da condensag@o.

3. Adigéo de soro e de reagente pré-tratamento.

a. Descongelar as amostras de soro congeladas a temperatura ambiente. Centrifugar bem

todas as amostras.

. Transferir 5 pl da amostra de soro para cada um dos seus pogos designados (Uk) pelo
menos em duplicado. Repetir para cada amostra de soro.

. Adicionar 20 pul do reagente de pré-tratamento do soro a cada pogo que contenha soro.
Nota: os passos b e ¢ podem realizar-se em ordem inversa, de acordo com a preferéncia
do técnico.

d. Agitar a placa 5 — 10 segundos para misturar o contetido dos pogos (pode ser usada a
fungao de agita¢do da placa do leitor) e depois incubar 10 minutos a 37°C no leitor de
placa de incubagéo.

4. Reconstitui¢do do reagente Fungitell. Nota: pode efectuar-se adequadamente enquanto
a incubagdo pré-tratamento se processa.

a. Reconstituir um frasco de reagente Fungitell adicionando 2,8 ml de agua RGW e
adicionando depois 2,8 ml de retardador de reconstitui¢do Pyrosol usando a pipeta de
1000 pl. Cobrir o frasco com Parafilm usando o lado do Parafilm virado para o forro de
papel. Girar o frasco suavemente para dissolugdo completa — ndo centrifugar.

5. Adigéo dos controlos negativos e dos padroes de glucano. No final da incubagdo de
pré-tratamento do soro (passo 3.d), remover a placa do leitor de placa de incubagéo
adicionar os padrdes e os controlos negativos.

Adicionar 25 pl de agua RGW aos pogos G2 e G3.

Adicionar 25 pl da solugdo padrdo 5 - 6,25 pg/ml aos pogos F2 e F3.

Adicionar 25 pl da solugdo padrdo 4 - 12,5 pg/ml aos pogos E2 e E3.

Adicionar 25 pl da solugdo padrdo 3 - 25 pg/ml aos pogos D2 e D3.

Adicionar 25 pl da solugdo padrdo 2 - 50 pg/ml aos pogos C2 e C3.

Adicionar 25 pl da solugdo padrdo 1 - 100 pg/ml aos pogos B2 and B3.

6. Adigdo de reagente Fungitell e procedimento de placa de incubagdo.

. Adicionar 100 pl de reagente Fungitell a cada pogo (contendo controlos negativos,

padrdes e amostras) usando a pipeta de passo.

Inserir a placa no leitor microplaca (calibrado para 37°C) com a tampa colocada e agitar

durante 5 a 10 segundos. Ler a placa sem tampa a 405 nm menos 490 nm, durante

40 minutos a 37°C. Se ndo se dispuser de subtracgdo de segundo plano (a 490 nm),

aceita-se a leitura a 405 nm. Se nédo se dispuser de fungdo de agita¢do da placa no leitor

microplacas, pode ser usado um agitador de microplacas externo.

. Recolher e analisar os dados como se segue: examinar a densidade optica das unidades
das amostras de teste e verificar a existéncia de padroes de vestigios cinéticos para além
de um ligeiro aumento comparavel ao dos padrdes. Invalidar as unidades que indicam
uma interferéncia optica. Calcular a taxa média de mudanga de densidade Optica
(mili-unidades de absorvéncia por minuto) para todos os pontos entre 0 ¢ 40 minutos.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os resultados do teste Fungitell devem ser usados como uma ajuda no diagnostico de infecgéo
invasiva por fungos. Os resultados sdo expressos em pg/ml de soro e classificam-se desde ndo
detectavel (<31 pg/ml) a >500 pg/ml e sdo impressos pelo software ou lidos a partir da curva
padro. Valores exactos acima de 500 pg/ml requerem que a amostra seja diluida em 4gua RGW
e analisada novamente.

O laboratério que executa a analise deve informar o médico que a receite de que o teste
Fungitell ndo detecta certas espécies de fungos, como o género Cryptococcus (3,4) que produz
niveis muito baixos de (1-3)-B-D-Glucano. O teste também ndo detecta Zygomycetes como
Absidia, Mucor ¢ Rhizopus (1,4) que se sabe ndo produzirem (1->3)-p-D-Glucano. De forma
semelhante, o Blastomyces dermatitidis, na sua fase de levedura, produz pouco (1-3)-p-D-
Glucano e normalmente ¢ indetectavel. (5).

RESULTADO NEGATIVO
Valores de (1-3)-B-D-Glucan < 60 pg/ml sdo interpretados como negativos.



RESULTADO POSITIVO

Valores >80 pg/ml sdo interpretados como positivos. Um resultado positivo significa que foi
detetado (1-3)-B-D-Glucano. Um resultado positivo ndo define a presenga de doenga e deve
ser usado conjuntamente com outros resultados clinicos para estabelecer um diagnostico.

RESULTADO INDETERMINADO

Os valores entre 60 to 79 pg/ml sugerem possivel infecgdo por fungos. E recomendado que
se recolha e analise mais soro. A recolha e analise frequente aumenta a utilidade para o
diagnostico.

CONTROLO DE QUALIDADE

« O coeficiente de correlagdo (r) da curva padrdo (linear vs. linear) deve ser > 0,980.

* Os pogos com 25 pl de agua RGW sdo os controlos negativos. Os controlos negativos
devem ter taxa de densidade optica real (Vmean) inferior a 50% do padrdo mais baixo.
Caso contrario, deve-se repetir a analise usando novos reagentes.

« Tratamento de amostras com problemas. Se o analista observar uma cinética de densidade
optica fora do normal num teste de uma amostra que é confusa, turva ou tem uma cor
diferente (tal como nas que tém hemolise ou lipémia visivel ou que contenham excesso de
bilirrubina), a amostra devera ser diluida em agua RGW e testada novamente. A dilui¢ao
deve ser tida em conta na comunicagdo dos resultados, multiplicando o resultado pelo factor
de dilui¢do. Normalmente, o factor de diluigdo ¢ inserido nos pardmetros do software para a
amostra, sendo a correcgdo aplicada automaticamente.

« Podem ser usadas amostras de controlo a niveis isolados e altamente positivos para verificar
se os reagentes e a determinagdo funcionam adequadamente. Cada utilizador da analise deve
estabelecer um programa de controlo de qualidade para assegurar a pericia no desempenho
dos testes.

LIMITAQOES DA ANALISE
A localizagdo dos tecidos das infecg¢des por fungos (10), o encapsulamento e a quantidade
de (1-3)-B-D-Glucano produzido por certos fungos pode afectar a concentragio no soro
desta analise. A capacidade reduzida de inserir (1-3)-B-D-Glucano na corrente sanguinea
pode reduzir a capacidade de detecgdo de certas infecgdes por fungos. As espécies
Cryptococcus spp. produzem baixos niveis de (1-3)-p-D-Glucano (3,4). Sabe-se que
os Zygomycetes, incluindo as espécies Absidia spp., Muccor spp. € Rhizopus spp. ndo
produzem (1-3)-B-D-Glucano (1,4). O Blastomyces dermatitidis na sua fase de levedura
produz pouco (1-3)-B-D-Glucano e os resultados da analise sdo normalmente negativos
(5).

2. Alguns individuos possuem elevados niveis de (1-3)-B-D-Glucano que se colocam em
zona indeterminada. Nesses casos, recomendam-se novos testes.

3. A frequéncia de testes ao paciente depende do risco relativo de infecgdes por fungos.

Séo recomendadas frequéncias de analise de pelo menos duas ou trés vezes por semana
para pacientes em risco.

4. Detectaram-se resultados positivos em pacientes hemodializados (18,19), em sujeitos
tratados com certos produtos derivados do sangue como soroalbuminas e imunoglobulinas
(23) e em amostras ou sujeitos expostos a contaminagdo por gaze contendo glucano. Os
pacientes necessitam de 3 — 4 dias para se restaurarem os niveis de base de (1-3)-B-D-
Glucano no soro, apds exposigao cirlirgica a esponjas e gaze contendo (1-3)-B-D-Glucano
(20,21). Consequentemente, o0 momento de recolha da amostra de pacientes cirlirgicos
deve tomar em conta este facto.

5. As amostras obtidas por picada no calcanhar ou no dedo ndo devem ser usadas, por se
ter comprovado que a gaze embebida em alcool usada para preparar o local da picada
(e potencialmente, a formagdo de poga de sangue a superficie da pele) contamina essas
amostras.

6. Os niveis de teste foram estabelecidos para adultos. Os niveis infantis e pediatricos
normais aproximam-se dos dos adultos (24). Ndo existem dados quanto a recém-nascidos
ou criangas de menos de seis meses.

7. O alcance de detecgdo da andlise situa-se entre 31 pg/ml a 500 pg/ml. Os valores inferiores
a 31 pg/ml devem ser apresentados como < 31 pg/ml. Os valores >500 pg/ml devem ser
apresentados como > 500 pg/ml, a ndo ser que a amostra tenha sido diluida.

SUBSTANCIAS CONTAMINANTES
As condigdes de amostra que se seguem podem afectar a exactiddo do resultado da analise
Fungitell:
« Hemolise
* Turvagdo da amostra causada por lipemia
« Presenga de bilirrubina visualmente detectavel
* Soro turvo

VALORES ESPERADOS

Os valores de Beta glucano séo elevados em numerosas infec¢des por fungos. Quando existem
indicadores e sintomas presentes ao nivel de 80 pg/ml ou superior, o valor da previsdo de que
o sujeito € positivo quanto a infecgdes por fungos vai de 74,4 a 91,7% (Tabela 2). Na auséncia
de indicadores e sintomas e com nivel inferior a 60 pg/ml, o valor da previsdo negativa vai de
65,1% a 85,1%.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Testes Comparativos
Foi efectuado um estudo prospectivo multicéntrico para validar as caracteristicas de desempenho

da analise Fungitell (25). A analise foi comparada com outros métodos correntes de detecgao,
(i.e., cultura de sangue, exame histopatologico de amostras de biopsia e indicadores
radiologicos) para micoses e fungemias.

Foram testados para o estudo trezentos e cinquenta e nove (359) individuos. Obteve-se uma
amostra tinica de cada um. Os sujeitos de baixo risco incluiam pessoas aparentemente saudaveis
e outros de instalagdes clinicas, hospitalizados por razdes diferentes de infecgdes por fungos. A
recolha efectuou-se em seis locais clinicos nos Estados Unidos. Quatro das instalagdes clinicas
executaram a anélise e testaram um total de 285 amostras. ACC testou todas as 359 amostras
duas vezes, usando apenas o segundo conjunto de resultados para determinar o desempenho da
analise. Os resultados do segundo conjunto de analises ndo foram estatisticamente diferentes

do primeiro.

A sensibilidade para o total da populagdo do teste (359) incluindo Cryptococcus foi de 65,0%
(Intervalo de Confianga (C.I) de 60,1 — 70,0% ).). A especificidade foi de 81,1% (77,1 — 85,2 %
C.I.) (Tabela 1). Os resultados dos quatro locais de teste tiveram uma gama de sensibilidade
entre 50,0% e 66,7%. A especificidade variou entre 70,0% e 93,0% nas 285 amostras testadas
(Tabela 2).

ASPERGILOSE
Um total de 10 sujeitos teve resultado positivo a aspergilose. 8 dos 10 foram positivos segundo
a andlise.

FUSARIOSE

Trés sujeitos tiveram resultados positivos a fusariose. 2 dos 3 foram positivos segundo a analise.

TERAPEUTICA COM FARMACOS ANTIFUNGICOS

A presenga ou auséncia de terapéutica com farmacos antifingicos néo teve efeito estatistico
significativo sobre a sensibilidade da analise. 118 sujeitos revelaram-se positivos a infecgdo
invasiva por fungos e sob terapéutica antifingica. 82 foram positivos na analise (sensibilidade,
69,5%; 61,2% - 77,8% IC). Adicionalmente, vinte e quatro (24) revelaram-se positivos sem
qualquer terapia antifungica. 18 foram positivos na analise (sensibilidade, 75%; 57,7% - 92,3% IC).

ESPECIFICIDADE

Um total de 170 sujeitos era negativo a infecgdes por fungos e eram individuos aparentemente
saudaveis. A especificidade foi de 86,5% na analise (82,8% - 90,1% IC). Quando se incluiram
0s 26 sujeitos negativos a infecgdes por fungos mas com outros distiirbios, observou-se uma
especificidade de 81,1% (77,1 - 85,2 % IC).

CORRELAgéES DOS TESTES

Quatro dos locais clinicos analisaram um total de 285 amostras. Os resultados dos testes nos
locais correlacionaram-se quantitativamente a 96,4% com os da Associates of Cape Cod. As
correlagdes da Associates of Cape Cod com os varios locais de teste clinico variam entre 90,6

Nos Estudos de Precisio, analisaram-se individualmente dez (10) amostras diferentes em trés
locais de teste, em trés dias diferentes. A variagdo intra-analise oscilou entre 0,9 e 28,9%.

Os valores intra-analise variaram entre 3,9 e 23,8%. As quatro (4) amostras negativas foram
excluidas de ambas as analises.

*Inclui uma amostra do local 6

Quando os resultados obtidos pela ACC (359 amostras) e pelos locais clinicos (285 amostras)
sdo comparados com diagnosticos clinicos, a sensibilidade ¢ de 64,3% (58,8% - 69,9% IC) para
ACC e 61,5% (55,9% - 67,2% IC) para os locais. A especificidade ¢ de 86,6% (82,7% - 90,6%
IC) para a ACC contra 79,6% (74,9% - 84,3% IC) para os locais clinicos (Tabela 2).
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CANDIDIASE
Houve 107 individuos com diagnostico positivo de candidiase no estudo prospectivo.
83 desses 107 revelaram-se positivos na analise Fungitell.

Foram fornecidas cento e setenta e cinco amostras de banco de candidiase a Associates of Cape
Cod. 145 das 175 foram positivas segundo a analise.
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