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1. Aplicagdo

O ensaio Fungitell® ¢ um ensaio colorimétrico a base de zimogénio de protease para a detegéo
qualitativa de (1—3)--D-glucano no soro de doentes com sintomas de infecdo fingica invasiva
ou com condigdes clinicas que predisponham os doentes para esse tipo de infegdo. A concentragao
sérica de (1—3)-B-D-glucano, um importante componente da parede celular de varios fungos
importantes do ponto de vista médico', pode ser utilizada como auxiliar no diagnostico de micoses
profundas e fungemias®. Um resultado positivo ndo indica o género do fungo que pode estar a
causar a infegao.

Os titulos de (1—3)-B-D-glucano devem ser utilizados em conjunto com outros procedimentos
de diagnostico, como cultura microbioldgica, exame histologico de amostras de biopsia e exame
radiologico.

Importante

Forneca estas informagdes ao médico que solicita o teste: Alguns fungos, como os
pertencentes ao género Cryptococcus, produzem niveis de (1—3)-f-D-glucano muito
baixos que poderdo ndao produzir um nivel de (1—3)-f-D-glucano sérico suficientemente
elevado para ser detetado pelo ensaio’. Também se observou que infe¢ées por fungos
da ordem Mucorales, como Absidia, Mucor e Rhizopus', para os quais ndo se conhece
atividade de produgao de (1—3)-f-D-glucano, produzem titulos séricos de
(1—3)-p-D-glucano muito baixos. Além disso, a fase de levedura de Blastomyces
dermatitidis produz pouco (1—3)-p-D-glucano e podera nao ser detetado pelo ensaio’.

Inclua esta declaragdo ao apresentar os resultados de teste do ensaio Fungitell”.

2. Resumo e explicacio

Existe uma incidéncia crescente de infegdes fingicas por agentes patogénicos oportunistas,
sobretudo em doentes imunocomprometidos®™. As doengas fingicas invasivas, como infe¢des
oportunistas, sdo frequentes em tumores malignos hematologicos e em doentes com SIDA e
correspondem a um niimero crescente de infegdes nosocomiais, sobretudo em doentes
transplantados e outros doentes medicados com tratamentos imunossupressores™. Muitas
doengas fingicas sdo adquiridas por inalagio de esporos fiingicos provenientes do solo, detritos
de plantas, sistemas de tratamento do ar e/ou superficies expostas. Alguns fungos oportunistas
estdo presentes no interior da pele ou a sua superficie, no trato intestinal e nas membranas
mucosas'"?. O diagnostico de micoses e fungemias invasivas baseia-se normalmente em técnicas
nao especificas de diagnostico ou radiologia. Recentemente, foram adicionados marcadores
biologicos de infegdes fiingicas aos métodos de diagnostico disponiveis®.

Os agentes patogénicos fingicos oportunistas incluem Candida spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp.,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum
e Pneumocystis jirovecii. O (1—3)-B-D-glucano produzido por estes e por outros organismos
pode ser detetado pelo ensaio Fungitell*'*!*1,

3. Principio do procedimento

O ensaio Fungitell” mede o (1—3)-B-D-glucano. O ensaio ¢ baseado numa modificagdo da
via do lisado de amebdcitos de Limulus (LAL)''*'"%, Figura 1. O reagente Fungitell* é
modificado para eliminar a reatividade das endotoxinas bacterianas e, portanto, reagir apenas ao
(1-3)-p-D-glucano através do lado da via mediado pelo fator G. O (1—3)-B-D-glucano ativa o
fator G, um zimogénio de serina protease. O fator G ativado converte a enzima de pro-coagulagdo
inativa na enzima de coagulagdo ativa, que, por sua vez, cliva a paranitroanilida (pNA) a partir do
substrato peptidico cromogénico, Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, criando um cromoforo, a para-
nitroanilina, com absorgdo a 405 nm. O ensaio cinético Fungitell”, descrito a seguir, baseia-se na
determinagdo da taxa de aumento da densidade otica produzida por uma amostra. Esta taxa ¢
interpretada por comparagdo com uma curva padrao de modo a produzir estimativas da
concentragdo de (1—3)-B-D-glucano na amostra.
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4. Materiais fornecidos com o kit Fungitell

O kit Fungitell* destina-se a ser utilizado em diagnéstico in vitro. Os seguintes materiais
fornecidos com cada kit sdo suficientes para ensaios em 110 pogos em duas placas de
microtitulagdo (55 pogos cada):

Reagente Fungitell”, um LAL especifico do (1—3)-B-D-glucano liofilizado (dois frascos).
O reagente Fungitell" é composto por lisado de amebocitos de Limulus (ou seja, limulo)

e substrato colorimétrico Boc-Leu-Gly-Arg-pNA. Nao contém proteinas de seres humanos
ou de mamiferos.

Tampao de reconstitui¢do Pyrosol® (dois frascos). Frascos adicionais de tampédo

de reconstituigdo Pyrosol (nimero de catalogo BCO51) podem ser adquiridos em
separado. E composto por tampdo Tris 0,2 M.

Padrdo de glucano, (1—3)-B-D-glucano liofilizado de paquimano (dois frascos).

O volume de agua de grau reagente a ser adicionado esta indicado no rétulo do
frasco. Esta calibrado contra um padrao de referéncia interno.

Agua de grau reagente (LRW) para LAL (dois frascos)

Nota: 20 ml de 4gua de grau reagente (RGW) e LRW em frascos de vidro sdo equivalentes.
Solugdo de pré-tratamento alcalina (dois frascos) que contém 0,725 M KOH e 0,6 M KCI

Todos os anteriores, com excegdo do padrdo, ndo contém niveis interferentes de (1—3)-B-D-glucano.

5. Materiais necessarios mas nio fornecidos
Nenhum material pode conter glucano interferente.

Pontas de pipetas* (250 pl - n.° cat. PPT25, 1000 pl - n.° cat. PPT10)

Pipetas com capacidade para dispensar volumes de 5 pl-25 ul e 100 pl-1000 pl

Pipeta repetidora com pontas de seringa com capacidade para dispensar 100 pl

Tubos de ensaio* para a preparagdo da série de padrdes (curva de calibragdo)

e combinagdo de reagentes de tratamento de soro (12 mm x 75 mm - n.° cat. TB240
ou 13 mm x 100 mm - n.° cat. TB013).

Leitor de placa de incubagdo (37 °C) com capacidade de leitura a 405 nm (de preferéncia
capaz de monitorizar dois comprimentos de onda, a 405 nm e a 490 nm) com um intervalo
di ico de, pelo menos, 2,0 unidades de absorvéncia, juntamente com software de ensaio
cinético informatizado adequado;

Tubos esterilizados, sem glucano, para a aliquotagem de amostras. Podem ser utilizados
tubos certificados como sendo isentos de RNAase, DNase e pirogénios.

Parafilm®

Microplacas com 96 pogos* Nota: o ensaio Fungitell” foi validado com placas que tém as
seguintes caracteristicas: poliestireno, estéreis, ndo revestidas, fundo plano, sem beta-glucano
interferente de acordo com as especificagdes da ACC e embrulhadas individualmente.

* Estes produtos, fornecidos pela Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), estdo certificados como
sendo isentos de glucanos interferentes.

6. Conservacio dos reagentes

Conserve todos os reagentes, tal como fornecidos, a uma temperatura de 2 °C-8 °C
ao abrigo da luz.

O reagente Fungitell® reconstituido deve ser conservado a uma temperatura de 2 °C-8 °C
e utilizado dentro de 2 horas. Em alternativa, o reagente Fungitell” reconstituido pode ser
congelado a -20 °C durante até 20 dias, descongelado uma vez e utilizado.

7. AAdverténcias e precaucdes

Nao pipetar nenhum material com a boca. Ndo fumar, comer nem beber nas areas de
manuseamento de amostras ou reagentes do kit.

Cumprir os regulamentos de seguranga operacionais e locais.

Usar luvas de protegdo ao manusear amostras bioldgicas que possam ser infeciosas ou
perigosas. As méos enluvadas devem ser consideradas contaminadas em todos os momentos;
manter as maos enluvadas longe dos olhos, da boca e do nariz. Usar éculos de prote¢io ¢ uma
méscara cirirgica se houver uma possibilidade de contaminagdo por aerossois.

Observagio: ndo utilize kits com contetido danificado.

Eliminagdo: os residuos de produtos quimicos e preparagdes sdo geralmente considerados
perigosos. A eliminagdo deste tipo de residuo ¢ regulada por leis e regulamentos nacionais
e regionais. Entrar em contacto com as autoridades ou empresas de gestao de residuos
locais para obter conselhos sobre a eliminagdo de residuos perigosos.

As fichas de dados de seguranga para todos os componentes do kit Fungitell” podem
ser transferidas a partir do website da ACC: www.acciusa.com.

7.1 Precaugées procedimentais

O ensaio Fungitell® exige uma atengdo rigorosa a técnica e ao ambiente de teste. A formagdo
profissional completa do técnico sobre o método de ensaio e as formas de evitar a
contaminagdo ¢ fundamental para a eficacia do ensaio.

Respeitar as boas praticas laboratoriais de acordo com os regulamentos locais. Este ensaio
¢ sensivel a contaminagdo e a inexatiddo da pipetagem.

Prepare um ambiente limpo onde realizar o ensaio.

Tenha em ateng@o que o glucano, assim como a contaminagéo por particulas fangicas

provenientes do corpo humano, vestuario, recipientes, agua e poeiras aéreas, podem
interferir com o ensaio Fungitell®.

e Possiveis fontes de contaminag@o: materiais com celulose, como gazes, toalhetes de papel e
papeldo, pipetas de vidro com tampdes de algoddo e pontas de pipetas com filtros de celulose.
As ligaduras de gaze e compressas cirtrgicas também podem libertar grandes quantidades de
(1-3)-p-D-glucano®*. Em relagdo a outras fontes de contaminagio relacionadas com o
doente, consultar a secgéo “Limitagdes” do teste.

e Nao utilizar reagentes apos o fim do prazo de validade.

7.2 Manuseamento de amostras

e A colheita de sangue e a preparagdo de soro devem ser realizadas de acordo com os
regulamentos locais aplicaveis. Colheita de amostras: As amostras de sangue podem
ser colhidas em tubos de preparacdo de soro ou tubos com separador de soro (SST)
esterilizados, para a preparac¢do do soro.

e Conservagao de amostras: As amostras de soro podem ser conservadas a uma temperatura
de 2 a8 °C por um periodo de até 15 dias, ou congeladas a -20 °C por até 27 dias ou
a-80 °C por até 4 anos.

e Rotulagem de amostras: As amostras devem ser identificadas de forma clara de acordo
com praticas aprovadas pela instituigao.

8. Procedimento
8.1 Configuracio do instr e progr do de testes

As defini¢des podem variar com diferentes instrumentos e software. Em geral, aplicam-se as
seguintes: Programe o software do leitor de placas para a recolha de dados no modo Vmean.
Consulte as defini¢des adequadas no manual do software para assegurar que o valor calculado
¢ a taxa média da alteragdo da densidade otica de todos os pontos de dados reunidos. Coloque
o intervalo de leitura do detetor no minimo permitido pelo software/instrumento durante o
periodo de 40 minutos do teste. As defini¢des do comprimento de onda do software devem ser
de 405 nm menos o fundo a 490 nm. Recomenda-se a utilizagio dos dois comprimentos de
onda caso a leitura bicromatica nao esteja disponivel. Leia o teste a 405 nm e examine a curva
cinética de cada amostra de doente quanto a sinais de interferéncia (ver Sec¢do 9.0 para obter
mais pormenores). A temperatura de incubag@o deve ser definida em 37 °C. A mistura/
agitagdo da placa deve ser definida para 5 a 10 segundos antes do inicio da leitura. Selecione
a defini¢éo de ajuste da curva para “linear/linear” ou equivalente. A leitura deve comegar sem
qualquer atraso.

8.2 Preparacdo do padrao de glucano fornecido no kit.

a. Dissolva um frasco do padréo de glucano com o volume de LRW indicado no frasco,
Ppara obter uma solugao de 100 pg/ml. Misture no agitador de vortex, pelo menos,
30 segundos em velocidade média-alta para reconstituir o padrio (solugdo 1). A solugido
de glucano deve ser conservada a 2 °C-8 °C e utilizada dentro de trés dias. Os passos “b”
a “‘¢” abaixo ilustram um exemplo de um esquema de preparag¢io de uma curva padrdo.

. Prepare um padrdo de 50 pg/ml (solugdo 2), misturando 500 ul de LRW com 500 pl
da solugdo 1 num tubo isento de glucano (solugdo 2). Misture no agitador de vortex
durante pelo menos 10 segundos.

. Prepare um padrdo de 25 pg/ml (solugdo 3), misturando 500 pul de LRW com 500 pl
da solugd@o 2 num tubo isento de glucano (solugdo 3). Misture no agitador de vortex
durante pelo menos 10 segundos.

. Prepare um padréo de 12,5 pg/ml (solugdo 4), misturando 500 pl de LRW com 500 pl
da solugdo 3 num tubo isento de glucano (solugdo 4). Misture no agitador de vortex
durante pelo menos 10 segundos.

. Prepare um padrdo de 6,25 pg/ml (solugdo 5), misturando 500 pl de LRW com 500 pl da
solugdo 4 num tubo isento de glucano (solugdo 5). Misture no agitador de vortex durante
pelo menos 10 segundos.
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8.3 Abra a de pré-tr
A solugio de pré-tratamento alcalina converte glucanos de tripla hélice em glucanos de cadeia
simples'™", os quais sdo mais reativos no ensaio. Além disso, o pH alcalino serve para inativar
as proteases e inibidores séricos que podem interferir com o ensaio.*

Elimine o frasco (de acordo com os procedimentos laboratoriais) exceto se for utiliza-lo
num teste a seguir, caso em que devera tapa-lo com Parafilm, utilizando o lado do
Parafilm que estava virado para o revestimento de papel.

8.4 Configuragao da placa de microtitulacd

Configure a disposi¢do da placa de microtitulagdo no software com os padrdes (Std),
os controlos negativos (Neg) e 21 amostras (Spl). Recomenda-se a seguinte disposigdo:

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

A

STD1 | STD1 SPL1 | SPLA | SPL7 | SPL1O | SPL13 | SPL16 | SPLTQ
B 500 | 500

STD2 | STD2 SPLT | SPL4 | SPL7 | SPL1O | SPL13 | SPL16 | SPL1O
C 250 | 250

STD3 | STD3 SPL2 | SPLS | SPL8 | SPLI1 | SPL14 | SPL17 | SPL20
D 125 | 125
z STD4 | STD4 SPL2 | SPLS | SPL8 | SPL11 | SPL14 | SPL17 | SPL20

625 | 625
5 STDS | STDS SPL3 | SPL6 | SPLO | SPL12 | SPLIS | SPLS | SPL21

31,25 | 31,25
a Neg. | Neg sPL3 | SPL6 | Lo | L1z [ seLis | spuis | spLat
H

Introduza as concentragdes padrdo nas defini¢des do software como 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml e 31 pg/ml, respetivamente.

Tenha em atengdo que as concentragdes de padrdo introduzidas sdo cinco vezes superiores
as preparadas na Sec¢do 8.2 acima. Isto deve-se ao facto de o volume de padréo utilizado
no ensaio ser de 25 pl por pogo, ou seja, cinco vezes o volume da amostra de soro utilizada
(ver Secgdo 8.5 b a seguir). Desta forma, a amostra de soro ¢, na verdade, diluida cinco
vezes em relagio ao padrio. A multiplicagio das concentragdes de padrdo por cinco
compensa esta diluigdo.

Observagiio: os pogos externos podem ser utilizados caso se tenha demonstrado que
o desempenho destes pogos ¢ semelhante ao dos pogos internos.

Observagiio: o controlo negativo ndo se destina a ser utilizado na curva padréo.

8.5 Adigdo do soro e da solugdo de pré-tr Icali

8.6 R

a. Descongele as amostras de soro congeladas a temperatura ambiente. Misture bem todas
as amostras no agitador de vortex durante pelo menos 30 segundos em velocidade média
a média-alta.

b. Transfira 5 pl da amostra de soro para cada um dos pogos designados (Uk) pelo
menos em duplicado. Repita para cada amostra de soro.

c. Adicione 20 pl de solugdo de pré-tratamento alcalina a cada pogo que contenha soro.
Certifique-se de que as goticulas de soro e de solugdo de pré-tratamento entram em contacto.
Observagio: os passos “b” e “c” podem ser realizados por ordem inversa segundo a
preferéncia do técnico.

Observagdo: para evitar a contaminagio acidental, volte a colocar a tampa na
microplaca depois de adicionar as amostras e os reagentes aos pogos.

d. Agite a placa durante 5 a 10 segundos para misturar o contetido do pogo (podera utilizar
a fungdo de agitacdo de placa do leitor) e, em seguida, incube durante 10 minutos a 37 °C
no leitor da placa de incubagdo.

cio do reagente Fungitell®.
Observagdo: isto podera ser feito de forma comoda enquanto a incubagdo de pré-tratamento
decorre. A consisténcia do momento da reconstitui¢do melhorara a reprodutibilidade, uma vez

que a reagdo do ensaio Fungitell* comega apds a reconstitui¢do, embora a um nivel baixo.

Reconstitua um frasco de reagente Fungitell*, adicionando 2,8 ml de LRW e, em seguida
2,8 ml de tampdo de reconstitui¢do Pyrosol com a pipeta de 1000 pl. Tape o frasco com
Parafilm utilizando o lado do Parafilm que estava virado para o revestimento de papel.
Rode o frasco suavemente para dissolver na totalidade — ndo misture no agitador de vortex.

8.7 Adicdo de controlos negativos e padrées de glucano.

No fim da incubagdo de pré-tratamento do soro (Secgdo 8.5 d), retire a placa do leitor
da placa de incubag@o e adicione os padrdes e os controlos negativos a placa. Modelo
de concentragdo de padrdes recomendado:
a. Adicione 25 ul de LRW aos pogos G2 e G3.
b. Adicione 25 pl da solugdo de padrio 5 de 6,25 pg/ml aos pogos F2 e F3,
marcados como 31,25 pg/ml.
c. Adicione 25 pl da solugdo de padrdo 4 de 12,5 pg/ml aos pogos E2 e E3,
marcados como 62,5 pg/ml.
d. Adicione 25 pl da solugdo de padrao 3 de 25 pg/ml aos pogos D2 e D3,
marcados como 125 pg/ml.
e. Adicione 25 pl da solugdo de padrdo 2 de 50 pg/ml aos pogos C2 e C3,
marcados como 250 pg/ml.
f. Adicione 25 pl da solucdo de padrdo 1 de 100 pg/ml aos pogos B2 e B3,
marcados como 500 pg/ml.

e

8.8 Procedimento de adigao do r Fungii e incubagio da placa.

a. Adicione 100 pl de reagente Fungitell* a cada pogo (contendo os controlos negativos,
os padrdes ¢ as amostras) com a pipeta repetidora.

b. Insira a placa no leitor de microplacas (equilibrado a 37 °C), retire a tampa e agite
durante 5-10 segundos.

Leia a placa sem a tampa a 405 nm menos 490 nm, durante 40 minutos a 37 °C. Nota: se,
por questdes de tempo, o instrumento ndo permitir a remogio da tampa entre a agitagio e a
leitura, agite com a tampa retirada para assegurar a leitura sem a tampa colocada.

9. Cilculo dos resultados.

Recolha os dados e analise-os da seguinte forma: Examine as curvas cinéticas das amostras de
teste e verifique se existem outros padrdes, além de um aumento uniforme comparavel ao dos
padrdes. Invalide os graficos que indiquem interferéncia otica (p. ex., os perfis cinéticos néo
seguem os dos padrdes). Calcule a taxa média de alteragdo da densidade otica (unidades de
miliabsorvancia por minuto) para todos os pontos entre 0 ¢ 40 minutos (efetuado pelo software).
Proceda a interpolagdo das concentragdes de (1—3)-B-D-glucano da amostra a partir da curva
padréo (efetuado pelo software).

10. Controlo de qualidade

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

Os pogos com 25 pl de LRW sdo os controlos negativos. Os controlos negativos devem ter
valores de taxa (p. ex., unidades de miliabsorvancia por minuto) inferiores a 50% das taxas
do padrao mais baixo. Se ndo for o caso, o ensaio deve ser repetido utilizando novos
reagentes (todos).

Tratamento de amostras complexas. Se o analista observar uma cinética invulgar num teste de
uma amostra, p. €x, uma amostra turva, descorada ou com particulas (como amostras muito
hemolisadas, lipémicas ou com bilirrubina excessiva), a amostra tem de ser diluida com LRW
e ser novamente testada. Na apresentag@o dos resultados, ¢ necessario ter a diluigdo em
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consideragdo, multiplicando o resultado pelo fator de diluigdo. Tipicamente, o fator de
dilui¢éio é introduzido na configuracio do software para a amostra e a corregio é
automaticamente aplicada.

Observacio:

 Cada utilizador do teste deve estabelecer um programa de controlo da qualidade para
assegurar a proficiéncia no desempenho do teste, de acordo com os regulamentos
aplicaveis a sua localizagdo.

¢ Recomenda-se testar amostras de controlo sérico (negativo, proximo do valor-limite
ou fortemente positivo) no contexto de verificagdes laboratoriais adicionais e das
boas praticas laboratoriais. Estes ndo estdo incluidos no kit Fungitell*.

11. Interpretagio dos resultados
RESULTADO NEGATIVO
Valores de (1—3)-B-D-glucano < 60 pg/ml sdo interpretados como resultados negativos.

O laboratério a realizar o teste deve informar o médico que solicitou o teste de que nem todas
as infegdes fingicas produzem niveis elevados de (1—3)-B-D-glucano no soro. Alguns fungos,
como os do género Cryptococcus3,4, produzem niveis muito baixos de (1—3)-B-D-glucano.
Nao se conhece qualquer atividade de produgio de (1—3)-B-D-glucano por Mucorales,

como Absidia, Mucor ¢ Rhizopus'*. De igual modo, o Blastomyces dermatitidis, na sua fase de
levedura, produz pouco (1—3)-B-D-glucano, tendo os doentes com blastomicose normalmente
niveis indetetaveis de (1—3)-B-D-glucano no ensaio Fungitell**.

RESULTADO INDETERMINADO

Valores entre 60 pg/ml e 79 pg/ml sdo considerados inconclusivos. Recomenda-se uma
nova colheita e teste de soro. A colheita ¢ o teste de amostras frequentes melhoram a
utilidade do diagnostico.

RESULTADO POSITIVO

Valores de (1—3)-B-D-glucano > 80 pg/ml sdo interpretados como sendo um resultado
positivo. Um resultado positivo ndo define a presenga de doengas e deve ser utilizado
em conjunto com outros resultados clinicos para se estabelecer um diagnostico.

12. Limitacdes do teste

o As localizagdes da infegdo fungica nos tecidos', a encapsulagio ¢ a quantidade de
(1-3)-B-D-glucano produzida por determinados fungos podem afetar a concentragdo deste
analito no soro. A capacidade reduzida de contribuigéo de (1—3)-B-D-glucano para a
corrente sanguinea pode reduzir a capacidade de detegio de determinadas infegdes fungicas.

o Alguns individuos tém niveis elevados de (1—3)-B-D-glucano que se situam na zona
indeterminada. Nestes casos, recomenda-se um teste de vigilancia adicional.

o A frequéncia de realizagdo de testes ao doente dependera do risco relativo de infegdo
fungica. Recomendam-se taxas de colheita de amostras de pelo menos duas a trés vezes
por semana nos doentes em risco.

o Observaram-se resultados positivos em doentes hemodialisados'**¥, participantes tratados
com determinados derivados de sangue fracionado, como albumina e imunoglobulinas
séricas™* e em amostras ou participantes expostos a gazes e compressas cirtirgicas que
continham glucano. Apds a exposi¢do cirtrgica a compressas ¢ gazes com
(1—-3)-p-D-glucano, os doentes necessitam de trés a quatro dias para a reposi¢do dos niveis
iniciais de (1—3)-B-D-glucano no soro***, Da mesma forma, o momento da colheita de
amostras a doentes cirtrgicos deve ter este fator em consideragdo.

o As amostras obtidas por métodos de picada no calcanhar ou dedo sdo inaceitaveis, uma
vez que foi demonstrado que a compressa com élcool utilizada para preparar o local
(e, potencialmente, a acumulagdo de sangue na superficie da pele) contamina as
amostras. Nos estudos realizados até a data, néo se observaram diferengas entre as
amostras obtidas por colheitas em linha ou por venopungao®?’.

«  Para obter uma revisio abrangente dos fatores que contribuem para resultados falsos positivos
para o (1—3)-B-D-glucano, queira consultar Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)”.

o Os niveis de teste foram estabelecidos em participantes adultos. Estdo a ser investigados
niveis normais ¢ de “cut-off” para bebés e doentes pediatricos®*.

13. Caracteristicas do desempenho
13.1 Cut-off e valores esperados

Um estudo multicéntrico, prospetivo™ realizado para determinar a sensibilidade e a
especificidade de diagnostico do ensaio Fungitell” (ver testes de comparagdo a seguir)
demonstrou que os valores de beta glucano estdo elevados para diversas infegdes
fungicas. Quando surgem sinais e sintomas a um nivel de 80 pg/ml ou superior, o valor
preditivo de que o participante ¢ positivo para uma infegdo fungica varia entre 74,4
¢ 91,7 por cento. Na auséncia de sinais e sintomas em niveis inferiores a 60 pg/ml,
os valores preditivos negativos variaram de 65,1% a 85,1%.

13.2 Desempenho clinico
Foi realizado um estudo multicéntrico, prospetivo para validar as caracteristicas
de desempenho do ensaio Fungitell**'. O teste foi comparado com outros métodos de
detegdo padrio (ou seja, hemocultura, exame histopatologico de amostra
de biopsia e sinais radioldgicos) de micoses e fungemias.

No ensaio, foram testados trezentos e cinquenta e nove (359) participantes. Foi obtida uma
amostra tnica de cada participante. Os participantes de baixo risco incluiram individuos
aparentemente saudaveis e individuos nos centros clinicos cujo internamento hospitalar se
deve a outras razdes além das infegdes fungicas. A adigdo de participantes foi realizada em
seis centros clinicos nos Estados Unidos da América. Quatro dos centros clinicos efetuaram
0 ensaio e testaram um total de 285 amostras. A ACC testou todas as 359 amostras duas
vezes, embora apenas o segundo conjunto de resultados tenha sido utilizado para determinar
0 desempenho do ensaio. Os resultados do segundo conjunto de analises ndo foram
estatisticamente diferentes do primeiro conjunto.

« Sensibilidade de diagnéstico
A sensibilidade para toda a populagdo de participantes (359), incluindo doentes com
criptococose, foi de 65,0% (intervalo de confianca [IC] de 95%: 60,1%-70,0%) (Tabela 1).
* Especificidade de diagnéstico
A especificidade foi de 81,1% (IC de 77,1%-85,2%). Quando os 170 participantes
negativos para infe¢do fingica e individuos aparentemente saudaveis foram analisados,
a especificidade foi de 86,5% com o ensaio (IC de 82,8%-90,1%). Quando foram
incluidos os 26 participantes adicionais que foram negativos para infegdo fingica, mas
tinham outras doengas, observou-se uma especificidade de 81,1% (IC de 77,1%-85,2%).

* Niveis elevados de imunoglobulina G, tais como os que podem existir no soro
devido a multiplos mielomas, podem resultar em precipita¢ao na mistura de reagao
apos a adigdo de Fungitell® ao soro pré-tratado™.

* Quando estas informagdes foram redigidas, ndo existia descrito qualquer fator G de
ativagdo (elemento de detegdo do (1—3)-B-glucano) do reagente Fungitell”, para além
do (1—3)-B-glucano. Em alguns estudos, em que foram feitas assergdes de reatividade
cruzada, o tratamento do suposto material de ativagdo com (1—3)-B-glucanase
purificada eliminou o sinal, demonstrando que a ativagio observada tinha ocorrido por
causa de (1—3)-B-glucano contaminante”. A contaminagio com serina proteases

Quando os resultados obtidos pela ACC (359 amostras) e pelos centros clinicos (285 amostras)
foram comparados com o diagnéstico clinico, a sensibilidade foi de 64,3% (IC de 58,8%-69,9%)
para a ACC e de 61,5% (IC de 55,9%-67,2%) para os centros. A especificidade foi de 86,6%

(IC de 82.7%-90,6%) para a ACC versus 79,6% (IC de 74,9%-84,3%) para os centros.

Candidiase
No estudo prospetivo, houve 107 participantes com diagndstico positivo de candidiase.
Dos 107, 83 eram positivos com o ensaio Fungitell”.

A Associates of Cape Cod, Inc. forneceu cento e setenta e cinco amostras de biblioteca
de candidiase, tendo 145 das 175 sido positivas no ensaio.

Aspergilose
Um total de 10 participantes eram positivos para aspergilose. Dos 10, 8 eram positivos com o ensaio.

Fusariose
Trés participantes eram positivos para fusariose. Dos 3, 2 eram positivos com o ensaio.

Ter r" i di antifa

A presenga ou auséncia de terapéutica medicamentosa antifingica ndo teve qualquer efeito
estatisticamente significativo na sensibilidade do ensaio. Constatou-se que 118 participantes eram
positivos para infegdo fungica invasiva e estavam a fazer terapéutica antifiingica. Destes, 82 eram
Ppositivos com o ensaio (sensibilidade, 69,5%; IC de 61,2%-77,8%). Além disso, constatou-se que
vinte e quatro (24) participantes eram positivos, mas ndo estavam a fazer terapéutica antifingica.
Destes, 18 eram positivos com o ensaio (sensibilidade,, 75%; IC de 57,7%-92,3%).

13.3 Correlagies do teste
Quatro dos centros clinicos analisaram um total de 285 amostras. Os resultados dos
testes nos centros tiveram uma correlagdo quantitativa de 96,4% com os resultados
da Associates of Cape Cod, Inc. As correlagdes da Associates of Cape Cod, Inc. com
os diferentes centros de teste variaram de 90,6% a 99,2%.

13.4 Precisio
O ensaio Fungitell” foi avaliado quanto a precisdo (ou seja, repetibilidade e reprodutibilidade)
utilizando (10) amostras diferentes que foram testadas, cada uma, por trés centros de teste,
em trés dias diferentes. A variagéo intra-ensaio variou entre 0,9% e 28,9%, e serviu como
uma medida da repetibilidade. Os valores inter-ensaio variaram entre 3,9% e 23,8%,
e serviram como uma medida da reprodutibilidade. As quatro (4) amostras negativas
foram excluidas de ambas as analises.

13.

[

Intervalo de medicio e linearidade

Os resultados sdo expressos em pg/ml de soro e variam desde ndo detetaveis

(<31 pg/ml) a > 500 pg/ml, e sdo impressos pelo software ou lidos a partir da curva
padrdo. Para valores exatos acima de 500 pg/ml, ¢ necessario diluir a amostra com
agua de grau reagente para LAL e voltar a testa-la. Conforme indicado na secgdo
Controlo de Qualidade, o coeficiente de correlagao (r) da curva padrio (linear vs.
linear) que abrange o intervalo de medi¢do do ensaio Fungitell* deve ser > 0,980 e os
controlos negativos devem ter valores de taxa (p. ex., unidades de miliabsorvancia
por minuto) inferiores a 50% das taxas do padrdo mais baixo. Se nao for o caso,

o ensaio deve ser repetido utilizando novos reagentes (todos).

13.6 Substancias interferentes
As condigdes seguintes podem interferir com a exatiddo de um resultado do ensaio
Fungitell”:
* As amostras descoradas ou turvas, como as amostras demasiado hemolisadas, lipémicas
ou com bilirrubina excessiva, podem provocar uma interferéncia otica com o ensaio.
Se tais amostras forem testadas, os resultados dos testes deverdo ser examinados pela
existéncia de evidéncias de interferéncia otica e/ou padrdes cinéticos invulgares.

também pode resultar na libertagdo de para-nitroanilina nas misturas de reagdo do
Tabela 1 Resultados do teste ACC no nivel de “cut-off” de 60 pg/ml-80 pg/ml por centro Fungitell”, mas estas sdo desativadas como parte do processo de pré-tratamento.
Sensibilidade comprovada/ Especificidade
provavel > 80 pg/ml < 60 pg/ml 14.' Me_ta-am’alises ) )
N © Além disso, foram publicados numerosos estudos revistos por pares sobre o tema do suporte
g 3 5 ] & baseado no (1—3)-p-D-glucano sérico no diagnostico de doengas fingicas invasivas, incluindo
Centro :‘ g o 2 oV Total meta-analises do desempenho do diagnostico™3537,
= =2 So = = 29 g~
% ‘é g :‘-é:) 2% Léb :;'_ 5 % 'gn \%i 15. Legenda dos simbolos
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4 25/33 75,8 92,6 37/43 86,0 86,0 6 76 “Cédigo do lote” “Marca CE”
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16. Mandatirios
Promotor australiano: Emergo Australia, Level 20, Tower II, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia

Observacio: qualquer incidente grave que ocorra relacionado com dispositivo deve ser comunicado
ao fabricante e a autoridade competente do Estado-Membro em que o utilizador e/ou doente estdo
estabelecidos.

17. Informacdes de contacto

Sede da empresa

Associates of Cape Cod, Inc.

124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 EUA
Tel: (888) 395-2221 ou (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680

E-mail: custservice@acciusa.com ¢ www.acciusa.com

Reino Unido

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

Deacon Park, Moorgate Road, Knowsley, Liverpool L33 7RX, Reino Unido
Tel: (44) 151-547-7444 « Fax: (44) 151-547-7400

E-mail: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

Europa

Associates of Cape Cod Europe GmbH

Opelstrasse 14, D-64546 Morfelden-Walldorf, Alemanha
Tel: (49) 61 05-96 10 0

18. Historial de revisdes

Rev 0 a 11: Alteragdo de testes em triplicado para duplicado. Substitui¢do de dgua de grau
reagente por agua de grau reagente para LAL. Combinagdo dos componentes KCI e KOH na
solugdo de pré-tratamento alcalina. Retirada da microplaca do kit, passando a item necessario,
mas ndo fornecido. Alteragdo do mandatario na CE e adi¢do do promotor australiano.
Pequenas clarificagdes, formatagdo, adi¢do de simbolos, substincias interferentes adicionais.
Rev. 12: Removido REP CE Emergo Europe.
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Podera encontrar mais referéncias bibliograficas no nosso website em Fungitell.com.

Pode transferir um Esquema de consulta rapida do procedimento de teste do website Fungitell.
com em: https://www.fungitell.com/pdfs/Fungitell_ProcedureOutline PR18-016.pdf
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