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1. Verwendungszweck

Der Fungitell STAT®-Test ist ein kolorimetrischer Test auf Basis eines Proteasezymogens fiir den qualitativen
Nachweis von (1—3)-B-D-Glukan im Serum von Patienten mit Symptomen einer invasiven Pilzerkrankung
bzw. einer medizinischen Erkrankung, die den Patienten fiir eine invasive Pilzerkrankung anféllig macht. Die
Serumkonzentration von (1—3)-B-D-Glukan, einem Hauptbestandteil der Zellwand verschiedener medizinisch
relevanter Pilze!, kann als Hilfsmittel bei der Diagnose tiefsitzender Mykosen und Fungamien herangezogen
werden?. Ein positives Ergebnis zeigt nicht an, welche Pilzgattung die Infektion verursachen kénnte.

(1—-3)-B-D-Glukan-Indexwerte sollten in Verbindung mit anderen diagnostischen Verfahren, wie
beispielsweise mikrobiologischen Kulturen, der histologischen Untersuchung von Biopsieproben und
radiologischen Untersuchungen, angewandt werden.

Dieses Produkt ist ein In-vitro-Diagnostikum und nur fir Fachanwender bestimmt.

2. Zusammenfassung und Erlauterung
Es ist eine Zunahme der Inzidenz von Pilzinfektionen durch opportunistische Pathogene festzustellen, vor allem

bei immunkomprimierten Patienten®*®. Invasive Pilzkrankheiten wie auch opportunistische Infektionen
kommen héufig bei Patienten mit hdmatologischer Malignitat und AIDS vor und machen eine steigende Anzahl
von Nosokomialinfektionen aus, insbesondere bei Empfangern von Organtransplantaten und anderen Patienten,
die immunsupprimierende Behandlungen erhalten®’. Viele Pilzkrankheiten werden durch Einatmen von
Pilzsporen aus der Erde, aus Pflanzendetritus, Luftumwalzungssystemen und/oder exponierten Oberflachen
erworben. Einige opportunistische Pilze sind in/auf der Haut des Menschen, im Darmtrakt und auf den
Schleimhauten zu finden®®. Die Diagnose invasiver Mykosen und Fungamien beruht tiblicherweise auf
unspezifischen diagnostischen oder radiologischen Techniken. Vor kurzem wurden biologische Marker fiir
Pilzinfektionen den verfiigbaren Diagnosemethoden hinzugefiigt?.

Opportunistische Pilzpathogene sind unter anderem Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum und Pneumocystis jirovecii. Der Fungitell STAT®-
Test dient dem Nachweis des von diesen und anderen Organismen produzierten (1—3)-8-D-Glukans*>1%,

3. Verfahrensprinzip
Der Fungitell STAT®-Test (Best.-Nr. FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) ist eine Designmodifikation des

Fungitell® (Best.-Nr. FT001, Associates of Cape Cod, Inc. bzw. ACC)-Testformats. Der Fungitell STAT®-Test
(CE-gekennzeichnetes Produkt 2019) wurde entwickelt, um dem Bedarf nach einem Testformat fiir den
Einmalgebrauch und einer kleineren KitgroRe im Vergleich zum 96-Well-Plattenformat des Fungitell®-Tests
(USA-Pradikat und CE-gekennzeichnetes Produkt 2008) gerecht zu werden.

Der Fungitell STAT®-Test erméglicht eine qualitative Bestimmung von (1—3)-B-D-Glukan. Der Test beruht
auf einer Modifikation des Limulus-Amabozyten-Lysat(LAL)-Wegs'?*415 Abbildung 1. Das Fungitell
STAT®-Reagenz ist modifiziert, um die bakterielle Endotoxin-Reaktivitét zu eliminieren, und reagiert daher
tiber die Faktor-G-vermittelte Seite des Wegs nur mit (1—3)--D-Glukan. (1—3)-B-D-Glukan aktiviert den
Faktor G, ein Serinproteasezymogen. Der aktivierte Faktor G wandelt das inaktive Progerinnungsenzym zu dem
aktiven Gerinnungsenzym um, welches wiederum para-Nitroanilid-Boc-Leu-Gly-Arg-pNA abspaltet. Dabei
entsteht ein Chromophor, para-Nitroanilin (pNA), der bei 405 nm absorbiert. Der unten beschriebene Fungitell
STAT®-Kinetiktest beruht auf der Bestimmung der Rate des von einer Patientenserumprobe verursachten
Anstiegs der optischen Dichte. Diese Rate wird mit der Rate der Zunahme der optischen Dichte des Fungitell
STAT®-Standards verglichen, um einen Index zu erhalten. Der Fungitell STAT®-Standard ist auf 80 +/- 8 pg/ml
kalibriert, was dem positiven Cut-off fiir den Fungitell®-Test entspricht. Dieser Indexwert der
Patientenserumprobe wird qualitativ als negatives, ambivalentes oder positives Ergebnis gemaR den
Indexwertbereichen in Tabelle 1 unten interpretiert.
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Abbildung 1. Limulus-Amdbozyten-Lysat-Weg

Tabelle 1. Fungitell STAT®-Indexbereiche
Ergebnis Indexwert
Negativ <074
Ambivalent 0,75-1,1
Positiv >12

4. Mit dem Fungitell STAT®-Produkt geliefertes Material
Das Fungitell STAT®-Produkt ist ein In-vitro-Diagnostikum.

Das folgende, mit jedem Produkt gelieferte Material ist ausreichend fiir insgesamt 10 Reaktionen (basierend auf
den 10 Réhrchen mit Fungitell STAT®-Reagenz). Jedes Produkt enthélt auBerdem 5 Fungitell STAT®-
Standardréhrchen.

1. Fungitell STAT®-Reagenz, ein lyophilisiertes LAL, das fiir (1—3)-B-D-Glukan spezifisch ist
(10 Rohrchen)

Das Fungitell STAT®-Reagenz besteht aus Limulus(Pfeilschwanzkrebs)-Amabozyten-
Lysat sowie kolorimetrischem Boc-Leu-Gly-Arg-pNA-Substrat und Tris-Puffer. Es enthalt
keine menschlichen oder Saugetierproteine. Fungitell STAT®-Reagenz ist frei von
interferierenden Mengen an (1—3)-f-D-Glukan.

2. Fungitell STAT®-Glukanstandard (5 Rohrchen) lyophilisiertes (1— 3)-B-D-Glukan.
Der Fungitell STAT®-Glukanstandard besteht aus D-Lactose und (1—3)-$-D-Glukan,
die aus Saccharomyces-cerevisiae-Hefeextrakt gewonnen werden.

Interne Kontrolle: Die (1—3)--D-Glukan-Konzentration des Fungitell STAT®-Standards ist auf den
positiven Grenzwert des Fungitell®-Produkts (USA-Pradikat und CE-Zeichen 2008) und gegen
einen internen Referenzstandard kalibriert. Der Fungitell STAT®-Standard enthélt eine bekannte
Menge an Glukan. Die resultierenden Werte werden im Abschnitt ,, Qualitdtskontrolle
beschrieben und dienen als interne Kontrolle fiir den Fungitell STAT®-Test.

3. Gebrauchsanweisung
4. Visuelle Kurzanleitung
5. Erforderliches, jedoch nicht mitgeliefertes Material

Alle Materialien missen frei von interferierendem Glukan sein.

1 LAL-Reagenzwasser* (5,5-ml-Flaschchen, Best.-Nr. W0051-10)

Alkalische Vorbehandlungsldsung 0,125 M KOH und 0,6 M KCI* (2,5-ml-Flaschchen,

Best.-Nr. APS51-5)

Pipetten zur Abgabe von Volumina von 20-200 plund 100-1000 pl

Pipettenspitzen* (250 pl — Best.-Nr. PPT25 und 1000 pl — Best.-Nr. PPT10)

Lange Pipettenspitzen* (20-200 pl, Best.-Nr. TPT50)

Testrohrchen* fiir die Vorbereitung von Patientenproben und die Kombination von

Serumvorbehandlungslésungen (12 x 75 mm, Best.-Nr. TB240-5)

7. Réhrchen-Photometer und Software fiir Kinetiktests

a) PKF08 8-Well-Réhrchen-Photometer mit Inkubationsfunktion (PKF08-1, Lab
Kinetics, LLC)** mit Beta Glucan Analytics (BG Analytics® oder BG Analytics®-
Software), BG Analytics®-Softwarehandbuch und BG Analytics®-
Systemverifizierungsprotokoll** (BGA007, Associates of Cape Cod, Inc.).
Das PKF08-Instrument und die BG Analytics®-Software werden von Associates of
Cape Cod, Inc. (Best.-Nr. PKF08-PKG**) geliefert. Das PKF08-PKG wurde fiir die
Verwendung mit dem Fungitell STAT®-Test validiert oder
b) Rohrchen-Photometer mit Inkubationsfunktion (37 °C), das bei 405 nm und 495 nm

messen kann und {ber einen Bereich von mindestens 0-1,0 Absorptionseinheiten
verfiigt, gekoppelt mit einer geeigneten computerbasierten Software fiir Kinetiktests,
die in der Lage ist, die Reaktionskinetik zu analysieren, und die auBerdem die
Uberpriifung der im Abschnitt ,,Qualititskontrolle* der Gebrauchsanweisung
aufgefiihrten Kriterien zu unterstiitzen.
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8. Sterile, glukanfreie Rohrchen zur Aliquotierung von Proben. Es kénnen Réhrchen verwendet
werden, die als RNAse-, DNAse- und pyrogenfrei gepriift sind.
9. Parafilm®

* Diese von Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) gelieferten Produkte sind als frei von interferierenden
Glukanen gepriift.
**Benutzerhandbiicher kdnnen von der ACC-Website heruntergeladen werden: www.fungitell.com.

6. Lagerung der Reagenzien
. Das Kit im Lieferzustand in der Originalverpackung, vor Sonnenlicht geschiitzt und bei 2 °C bis
8°C lagern.

. Fungitell STAT®-Reagenz und Fungitell STAT®-Standard sind zur Verwendung innerhalb von
maximal 1 Stunde nach der Rekonstitution vorgesehen.

7. Warnungen und Vorsichtshinweise
. Nicht mit dem Mund pipettieren. In Bereichen, in denen mit Proben oder Kitreagenzien
gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.
. Die betrieblichen und drtlichen Sicherheitsvorschriften befolgen.
. Tragen Sie beim Umgang mit biologischen Proben, die infektios oder gefahrlich sein kdnnen,

Schutzhandschuhe. Die behandschuhten Hénde sollten stets als kontaminiert betrachtet werden; halten
Sie Ihre behandschuhten Hande von Augen, Mund und Nase fer. Tragen Sie einen Augenschutz und
eine chirurgische Maske, wenn die Mdglichkeit einer Aerosolkontamination besteht.

. Produkte mit beschadigten Bestandteilen diirfen nicht verwendet werden.

. Entsorgung: Riickstande von Chemikalien und Préaparationen gelten im Allgemeinen als
geféhrliche Abfalle. Die Entsorgung dieser Art von Abféllen wird durch nationale und regionale
Gesetze und Vorschriften geregelt. Fir Auskunft zur Entsorgung gefahrlicher Abfélle wenden
Sie sich an lhre 6rtlichen Behdrden oder Abfallmanagementunternehmen.

. Die Sicherheitsdatenblatter fiir das Fungitell STAT®-Reagenz, den Fungitell STAT®-Standard,
das LAL-Reagenzwasser und die alkalische Vorbehandlungsldsung kénnen von der ACC-
Website heruntergeladen werden: www.acciusa.com.

7.1 Verfahrenshezogene Vorsichtsmanahmen

Der Fungitell STAT®-Test erfordert strengste Beachtung der Technik und der Testumgebung. Eine griindliche
Schulung des Laborpersonals in Bezug auf das Testverfahren und die Vermeidung einer Kontaminierung ist fur
die Effektivitat des Tests ausschlaggebend.

. Zur Durchfiihrung des Tests muss eine saubere Umgebung geschaffen werden.

. Es ist zu beachten, dass Glukan und eine Kontaminierung mit Pilzpartikeln aus dem
menschlichen Korper, aus Kleidung, Behéltern, Wasser und Staubpartikeln in der Luft eine
Interferenz mit dem Fungitell STAT®-Test verursachen kénnen.

. Madgliche Kontaminationsquellen sind u. a. zellulosehaltige Materialien wie Gaze, Papiertiicher
und Pappe, Glaspipetten mit Wattestopfen und Pipettenspitzen mit Zellulosefiltern. Auch
chirurgische Mullbinden und Schwiamme konnen grofie Mengen an (1—3)-p-D-Glukan
freisetzen?'22, Weitere Informationen zu patientenbezogenen Kontaminationsquellen finden Sie
im Abschnitt ,,Grenzen des Tests*.

. Verwenden Sie die gedffneten Flaschchen mit der alkalischen VVorbehandlungsldsung und dem
LAL-Reagenzwasser unverziglich und verwenden Sie diese Materialien nicht erneut, wenn eine
mégliche Kontamination zu befiirchten ist.

. Das Fungitell STAT®-Reagenz und der Fungitell STAT®-Standard werden als eine gepaarte
Charge abgegeben. Aus diesem Grund sollten keine Fungitell STAT®-Reagenz- und Fungitell
STAT®-Standardkomponenten aus anderen Produktchargen verwendet werden. Es wird daher
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empfohlen, iibrig gebliebene Fungitell STAT®-Standards zu entsorgen, sobald alle in einer
Packung enthaltenen Fungitell STAT®-Reagenzrohrchen aufgebraucht sind.
Materialien nach Ablauf ihres Verfalldatums nicht mehr verwenden.

Handhabung der Proben

Die Blutentnahme und die Serumpréparation missen in Ubereinstimmung mit den geltenden
ortlichen Vorschriften erfolgen. Probennahme: Fiir die Serumaufbereitung kénnen Blutproben in
sterilen Serumvorbereitungs- oder Serum-Trennréhrchen (SST) entnommen werden.
Probenlagerung: Serumproben kénnen bei 2 °C bis 8 °C bis zu 15 Tage gelagert oder bei -20 °C
bis zu 27 Tage oder bei -80 °C bis zu 4 Jahre eingefroren werden.

Probenkennzeichnung: Proben sind nach den anerkannten VVorgehensweisen der medizinischen
Einrichtung (Labor) deutlich zu kennzeichnen.

Hinweise zum Test:

Wenden Sie gute Laborpraktiken gemaR Ihren 6rtlichen Vorschriften an. Dieser Test ist
empfindlich gegeniiber Kontamination und Pipettierungsgenauigkeiten.

Um die Sicherheit des Anwenders bei der Arbeit mit Serumproben zu gewéhrleisten und die
Méglichkeit einer Kontamination durch (1—3)-B-D-Glukan aus der Umgebung wahrend des
Prozesses zu verringern, wird empfohlen, in einer biologischen Sicherheitswerkbank zu arbeiten.
Um unnétiges Einbringen und Entnehmen von Glasflaschchen in die und aus der biologischen
Sicherheitswerkbank zu vermeiden, wird empfohlen, das Vortex-Geréat innerhalb der
biologischen Sicherheitswerkbank anzubringen (solange dadurch nicht der kritische Luftstrom
beeintrachtigt wird).

Es wird empfohlen, lange Pipettenspitzen zu verwenden, um Kreuzkontaminationen zwischen
den Flaschchen zu vermeiden.

Ein Fungitell STAT®-Standard (Réhrchen mit roter Kappe und einem mit roten Linien
gekennzeichneten Etikett) sollte immer unter den gleichen Bedingungen und zur gleichen Zeit
wie die Patientenprobe(n) innerhalb eines Laufs verarbeitet werden. Dies ist von entscheidender
Bedeutung, da das Ergebnis des Tests in einem Index (Probe/Standard) der kinetischen
Reaktionsraten (bzw. Steigungen, OD/s) der Patientenprobe und des Fungitell STAT®-Standards
besteht.

Es wird empfohlen, wahrend des Verfahrens getrennte Réhrchenstander zu verwenden, einen fiir
die Probenvorbereitungsréhrchen und einen fiir die Reagenzréhrchen, um Verwechslungen und
Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Es wird empfohlen, das Rohrchen, das den Fungitell STAT®-Standard enthdlt, an einer
definierten und gleichbleibenden Position im R6hrchensténder, im Inkubator und im Reader zu
platzieren. Verwenden Sie im PKF08-Photometer die erste Well auf der linken Seite, die mit
,»,Standard* beschriftet ist.

Vergewissern Sie sich am Ende jedes Mischschritts durch Sichtpriifung, dass die Ldsung
homogen gemischt ist.

Verfahren
Das Fungitell STAT®-Produkt enthalt eine visuelle Kurzanleitung mit Abbildungen und einer
Zusammenfassung der Funktionen des PKF08-Instruments und der BG Analytics® -Software.

Die folgenden Verfahren sind bei Verwendung des PKF08-Instruments und der BG Analytics®-Software
bereits voreingestellt: Instrumenteneinrichtung, Auswertung der Ergebnisse und Qualitatskontrolle. Fiir
weitere Informationen ziehen Sie das Benutzerhandbuch der BG Analytics®-Software zurate oder
wenden Sie sich an den Hersteller.

Instrumenteneinrichtung und Testprogrammierung
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Bei Verwendung des PKFO08 mit der BG Analytics®-Software:

Schalten Sie das Instrument ein und folgen Sie den Anweisungen der BG Analytics®-Software.
Ausfiihrliche Informationen finden Sie im Handbuch zu BG Analytics®.

8.12

Bei Verwendung eines anderen Instruments und anderer Software sollten die folgenden
Bedingungen erfiillt sein:

a. Das Instrument sollte in der Lage sein, eine Temperatur von 37 °C + 1 °C zu erreichen
und zu halten.
b. Das Instrument und die Software missen in der Lage sein, die optische Dichte im

Zeitverlauf (Kinetikmodus) bei zwei Wellenlangen zu messen. Typischerweise sollten
diese Wellenlangen auf 405 nm und 495 nm eingestellt werden.

c. Stellen Sie den Kinetikmodus auf eine Leselange von 40 Minuten (2400 Sekunden) ein.
Stellen Sie das Intervall fiir die Kinetikmessung auf das fiir die Software/das Instrument
zulassige Minimum ein.

d. Die Messung sollte sofort nach dem Einsetzen der Probe beginnen.

e. Entnehmen Sie dem Softwarehandbuch, wie Sie aus dem Datensatz eine Ratenmessung
(Steigung) berechnen konnen. Fir die Zwecke dieses Tests wird dies im Allgemeinen
durch die Durchfithrung einer linearen Regression der kinetischen Daten tber den
empfohlenen Zeitraum erreicht. Stellen Sie die lineare Regressionsberechnung so ein,
dass sie in einem Bereich zwischen 1900 und 2400 Sekunden ausgefiihrt wird, indem Sie
die Funktion ,,Slice (Zeitfenster) der Software verwenden.

Beschriften der R6hrchen

a.
b.

C.

Beschriften Sie ein leeres R6hrchen fiir jede zu untersuchende Patientenserumprobe.
Beschriften Sie ein Fungitell STAT®-Reagenzrohrchen fiir jede zu untersuchende
Patientenserumprobe.

Beschriften Sie ein Fungitell STAT®-Réhrchen fiir den Fungitell STAT®-Standard.

Vorbereiten der Patientenserumprobe

a.

C.

Patientenproben mindestens 20 Sekunden lang auf dem Vortex mischen, um sie zu
homogenisieren.

Hinweis: Der Gefriervorgang kann zu einer Heterogenitét der Probe fiihren, da der wachsende
Eiskristall Wasser aus der Probe aufnimmt, wodurch ihr die darin gel6sten Stoffe entzogen
werden.

Die Patientenprobe und alkalische Vorbehandlungslésung im Verhaltnis 1:4 in das entsprechend
beschriftete leere R6hrchen geben. Die empfohlenen Volumina sind 50 pl Patientenprobe und
200 pl alkalische Vorbehandlungslosung.

Hinweis: Die alkalische Vorbehandlungsldsung wandelt Glukane mit Dreifachhelix zu
einzelstrangigen Glukanen um***°, die im Test reaktiver sind. Der alkalische pH-Wert inaktiviert
auRerdem die Proteasen und Inhibitoren im Serum, die den Test beeinflussen konnen?*.

15 Sekunden lang auf dem Vortex mischen und abdecken.

Vorbereiten des Fungitell STAT®-Standards

Hinweis: Jedes Produkt (Fungitell STAT®-Standard und Fungitell STAT®-Reagenzienpaar) wird
unabhéngig voneinander getestet und freigegeben. Daher ist es wichtig, die fiir die
Chargennummer spezifischen Volumina der Rekonstitutionsldsung und alkalischen
Vorbehandlungslésung zu verwenden. Diese befinden sich auf dem Verpackungsetikett des
Fungitell STAT®-Standards, auf dem Analysezertifikat des Fungitell STAT®-Produkts und stehen

auBerdem auf der ACC-Website zur Verfiigung. Empfehlung: Notieren Sie diese Informationen in
der mitgelieferten visuellen Kurzanleitung, bevor Sie mit dem Test beginnen.

a. Ein Flaschchen Fungitell STAT®-Standard mit dem fiir die Chargennummer spezifischen

Volumen LAL-Reagenzwasser rekonstituieren und 15 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.
b. Das fiir die Chargennummer spezifische Volumen alkalische Vorbehandlungslésung zugeben.
c. 15 Sekunden lang auf dem Vortex mischen und abdecken.

8.5 Vorbehandlungsinkubation im Rohrchen-Photometer
Die R6hrchen mit Patientenserumproben (aus Schritt 8.3) und das Flaschchen mit dem Fungitell STAT®-
Standard (aus Schritt 8.4) 10 Minuten lang bei 37 °C inkubieren.
Hinweis: Bei der Verwendung des PKF08-Instruments wechselt beim Einsetzen eines Rohrchens
in eine Well wechselt eine Anzeige von rot nach griin. Das Réhrchen vollstandig
einschieben, bis die Anzeige nach griin wechselt.

A Vorsicht, die Réhrchen sind zerbrechlich. Bei Eindringen von Glasscherben und

Fliissigkeiten in eine Messstation des PKF08 wenden Sie sich an den Technischen
Kundendienst von Associates of Cape Cod, Inc.

8.6 Vorbereiten der Fungitell STAT®-Reagenzréhrchen
a. Rekonstituieren Sie jedes der Flaschchen mit dem Fungitell STAT®-Reagenz (in Schritt 8.2
beschriftet) mit 300 pl LAL-Reagenzwasser.
b. Nicht l&nger als 5 Sekunden vorsichtig auf dem Vortex mischen.
Hinweis: Das Fungitell STAT®-Reagenz enthalt eine Reihe aktiver Proteine, die fiir den Test
erforderlich sind, und es wird empfohlen, die Losung vorsichtig zu handhaben. Fiir jede Art von
Vortex-Mixer wird eine maximale Einstellung von 2000 U/min empfohlen. Nicht iibermischen.
c. Nach abgeschlossener Vorinkubation:
. 75 ul jeder Patientenserum-Probenlésung in das entsprechende Fungitell STAT®-
Reagenzrohrchen tberfiihren.
. 75 ul Fungitell STAT®-Standard in das entsprechende Fungitell STAT®-
Reagenzrohrchen tberfiihren.
. Alle Réhrchen nicht ldnger als 5 Sekunden vortexen und abdecken.

8.7 Starten des Laufs
a. Die Rohrchen in das Rohrchen-Photometer einsetzen und sicherstellen, dass sich jedes Rohrchen in
der vorgesehenen Well befindet.
b. Die Kinetikmessung starten und iiber einen Zeitraum von 40 Minuten bei 37 °C laufen lassen.

9 Berechnung der Ergebnisse

9.1 Messprinzip

Die Ergebnisse des Fungitell STAT®-Tests sollten als Hilfsmittel bei der Diagnose einer invasiven Pilzinfektion
herangezogen werden. Die Raten der Patientenprobe und des Fungitell STAT®-Standards werden durch
Berechnung der Steigung (Rate) zwischen 1900 und 2400 aus den Delta-OD-Messwerten bei den Wellenlangen
405-495 nm ermittelt. Die Werte des Fungitell STAT®-Index ergeben sich aus der Division der Steigung der
Patientenprobe durch die Steigung des Fungitell STAT®-Standards (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2. Beispiel fur Fungitell STAT®-Kinetikkurven und -Datenanalyse

Der grau unterlegte Bereich ist der Bereich der Steigungsbestimmung (1900 bis 2400 Sekunden),
die durchgezogene Linie stellt eine beispielhafte Patientenprobe (PS) dar und die gestrichelte
Linie zeigt den Fungitell STAT®-Standard (STD). Die Steigung der Probe (d. h. 0,00022 OD/s)
dividiert durch die Steigung von 80 pg/ml Fungitell STAT®-Standard (d. h. 0,00016 OD/s) ergibt
einen Index von 1,4 fiir die Probe.

9.2 Bei Verwendung des PKF08 mit der BG Analytics®-Software:
a. Die Uberprifung der Qualitatskontrollkriterien wird automatisch von der Software durchgefiihrt.
Das Ergebnis wird im Abschlussbericht angezeigt.

b. Bei giiltigen Testlaufen ermittelt die BG Analytics®-Software fiir jede Probe einen Indexwert
oder ordnet der Probe ein eindeutig negatives oder positives Ergebnis zu.
c. Wenn die Software bei der Ergebnisauswertung Hinweise auf ungiltige Parameter anzeigt,

folgen Sie den Anweisungen im Handbuch der BG Analytics®-Software.

9.3 Bei Verwendung anderer Software:
Stellen Sie sicher, dass alle Qualitatskontrollkriterien erfiillt sind.

10. Qualitatskontrolle

Nachfolgend sind die Qualitatskontrollkriterien fiir die Ergebnisse von Testlaufen mit dem Fungitell STAT®-

Standard und Patientenserumproben aufgefiihrt, einschlielich Beispiele fiir erwartete Kinetikkurvenformen.

Diese Qualitétskontrollkriterien wurden im Rahmen der im Abschnitt ,,Leistungsmerkmale* vorgestellten

Studien validiert.

. Uberpriifen Sie bei allen Wellnummern die korrekte Zuordnung der Fungitell STAT®-Standard- bzw.
Probennummern.

. Fiir das Ergebnis des Fungitell STAT®-Standards

1. muss der Korrelationskoeffizient (r) > 0,980 sein und
2. die Steigung muss innerhalb des erwarteten Steigungsbereichs von 0,00010-0,00024 OD/s
liegen.

Wenn das Ergebnis des Fungitell STAT®-Standards die Kriterien 1 und 2 nicht erfiillt, ist der Lauf
ungiltig und alle Proben miissen erneut vorbereitet und getestet werden.

. Gehen Sie bei allen Patientenprobenergebnissen wie folgt vor:
A Uberpriifen Sie, ob das Ergebnis mdglicherweise auRerhalb des Messbereichs des Tests
liegt



> Das Ergebnis liegt wahrscheinlich nach der positiven Seite hin auBerhalb des Bereichs,
wenn:
- der Y-Achsenabschnitt positiv ist und
- die Kinetikkurve 0,4 OD vor 1000 Sekunden schneidet.
> Das Ergebnis liegt wahrscheinlich nach der negativen Seite hin auBerhalb des Bereichs,
wenn:
- die Kinetikkurve nach 500 Sekunden positiv ist und
- am Ende des Tests einen OD-Wert von > 0,00 und < 0,07 aufweist.
Wenn das Probenergebnis beide Kriterien fiir die positive oder negative Bereichstiberschreitung erfiillt,
miissen die folgenden allgemeinen Qualitatskontrollkriterien nicht mehr tiberprift werden, und der
Indexwert sollte nicht berechnet werden. Alle Ergebnisse, die nach der positiven Seite hin auBerhalb des
Bereichs liegen, sollten als ,,positiv* und alle Ergebnisse, die nach der negativen Seite hin aufierhalb
des Bereichs liegen, sollten als ,, negativ* betrachtet werden.

B. Wenn die oben genannten Kriterien nicht zutreffen, miissen die allgemeine
Qualitatskontrollkriterien tiberpriift werden:
1. die Kinetikkurve muss nach 500 Sekunden positiv sein,
2. die Kinetikkurve muss am Ende des Tests einen OD-Wert > 0,00 aufweisen,
3. die Steigung muss numerisch positiv sein,
4. muss der Korrelationskoeffizient (r) > 0,980 sein und
5. die Kinetikkurve muss eine ansteigende Kurvenform aufweisen, die den in Abbildung 3

dargestellten Beispielen entspricht.
Entspricht das Probenergebnis nicht den allgemeinen Qualitétskontrollkriterien 7, 3-5, ist das
Probenergebnis ungiltig und die Probe muss erneut getestet werden. Alternativ dazu sollte eine andere
Methode verwendet werden.
Wenn das Probenergebnis nicht dem Qualitatskontrollkriterium 2 entspricht, deutet dies darauf hin,
dass das Probensignal zu schwach ist. In diesem Fall sollte der Benutzer die erhaltene Kurve sorgfaltig
im Kontext priifen und die Giltigkeit der Ergebnisse auf der Grundlage des laborinternen
Qualitatssystems bestimmen.
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Abbildung 3. Beispiele fiir geeignete Kinetikkurvenformen
Die Kinetikkurven sollten wie in den obigen Beispielen eine ansteigende Kurvenform aufweisen. Die
hier gezeigten Probenbeispiele wurden aus dem gesamten Indexbereich des Fungitell STAT®-Tests
entnommen. Verwenden Sie diese Beispiele, um die Qualitatskontrollkriterien zu Gberpriifen.

Hinweis:

1. Jeder Anwender des Tests sollte ein Qualitatskontrollprogramm gemaR den Vorschriften der
jeweiligen Einrichtung etablieren, um die Befahigung zur Durchfiihrung des Tests
sicherzustellen.

2. Es wird empfohlen, im Rahmen weiterer Laborkontrollen und einer guten Laborpraxis
Serumkontrollproben (negativ, grenzwertnah oder stark positiv) zu testen. Diese sind nicht im
Fungitell STAT®-Kit enthalten.

11. Auswertung der Ergebnisse

. Negatives Ergebnis
Indexwerte < 0,74 werden als negative Ergebnisse interpretiert.
Das den Test durchfiihrende Labor sollte den anfordernden Arzt dariiber in Kenntnis setzen, dass
nicht alle Pilzinfektionen zu erhShten Mengen an (1—3)-B-D-Glukan im Serum fithren. Manche
Pilzarten, beispielsweise die Gattung Cryptococcus*®*, produzieren sehr wenig
(1—3)-B-D-Glukan. Mucorales wie Absidia, Mucor und Rhizopus**” sind nicht bekannt dafiir,
(1—3)-B-D-Glukan zu produzieren. GleichermaBen produziert Blastomyces dermatitidis in der
Hefephase wenig (1—3)-p-D-Glukan und bei Blastomykose-Patienten liegen tblicherweise
Mengen an (1—3)-B-D-Glukan vor, die der Fungitell STAT®-Test nicht nachweisen kann*®,

. Ambivalentes Ergebnis
Indexwerte von 0,75 bis 1,1 gelten als nicht eindeutig (ambivalent). Es empfiehlt sich die
Entnahme und die Testung weiterer Seren. Haufige Probennahme und Testung verbessern den
Nutzen fir die Diagnosestellung.

. Positives Ergebnis
Indexwerte > 1,2 werden als positives Ergebnis gewertet. Ein positives Ergebnis bedeutet, dass
(1-3)-B-D-Glukan festgestellt wurde. Ein positives Ergebnis definiert nicht das Vorhandensein
einer Krankheit und ist zur Diagnosestellung nur in Verbindung mit anderen klinischen
Befunden zu verwenden.

12. Grenzen des Tests
. Der Gewebeort der Pilzinfektion’, die Verkapselung und die Menge an von bestimmten Pilzen
produziertem (1—3)-B-D-Glukan konnen die Serumkonzentration dieses Analyten beeinflussen.
Eine verminderte Fahigkeit, (1—3)-p-D-Glukan in den Blutkreislauf abzugeben, kann die
Féhigkeit zum Nachweis bestimmter Pilzinfektionen verringern.

. Manche Personen weisen (1—3)-B-D-Glukan-Indexwerte auf, die in den ambivalenten Bereich
fallen. In solchen Féllen werden zusétzliche Tests angeraten.
. Die Haufigkeit der Testung eines Patienten richtet sich nach dem relativen Risiko einer

Pilzinfektion. Bei Risikopatienten empfiehlt sich eine Probennahme mit einer Haufigkeit von
mindestens zwei bis drei Mal pro Woche.

. Bei Hamodialysepatienten'®2°*° und Testpersonen, die mit bestimmten fraktionierten
Blutprodukten wie Serumalbumin und Immunglobulinen behandelt worden sind?*%, sowie bei
Proben bzw. Testpersonen, die glukanhaltiger Gaze und glukanhaltigen chirurgischen
Schwammen ausgesetzt waren, sind positive Ergebnisse erhalten worden. Es dauert 3 bis 4 Tage,
bis die Patienten wieder auf ihren Basisspiegel an (1—3)-B-D-Glukan im Serum zuriickfallen,
nachdem sie wéahrend einer Operation mit Schwammen und Gaze in Kontakt waren, die
(1—3)-B-D-Glukan enthalten®*?, Der Zeitpunkt der Probennahme bei Operationspatienten ist
entsprechend darauf abzustimmen. Ein umfassender Uberblick iiber die Faktoren, die zu falsch

positiven (1—3)-B-D-Glukanen beitragen, ist in Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*° zu
finden.

. Proben, die mit der Fersen- oder Fingerpunktionsmethode erhalten werden, sind ungeeignet, da
die zur Vorbereitung der Entnahmestelle verwendete alkoholgetrankte Gaze (und
moglicherweise auch die Blutansammlung auf der Haut) die Proben nachweislich kontaminiert.
In den bisherigen Studien wurden keine Unterschiede zwischen tiber Venenkatheter und mittels
Venenpunktion entnommenen Proben beobachtet?>%.

. Die Testkonzentrationen wurden bei erwachsenen Testpersonen bestimmt. Normal- und
Grenzwertkonzentration fiir Sauglinge und padiatrische Patienten sind Gegenstand der
Forschung??

13. Leistungsmerkmale

13.1 Erwartete Werte

. Diagnostische Sensitivitat und diagnostische Spezifitat der Referenzmethode, Fungitell®-Test
Eine prospektive multizentrische Studie, die zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat
und Spezifitat des Fungitell®-Tests (USA-Pradikat und CE-Zeichen 2008) durchgefiihrt wurde,
hat gezeigt, dass die (1—3)-B-D-Glukan-Werte bei einer Vielzahl von Pilzinfektionen erhdht
sind. Wenn bei einer Konzentration von 80 pg/m| oder dariiber Anzeichen und Symptome
vorhanden sind, liegt der pradiktive Wert der Wahrscheinlichkeit, dass die Testperson positiv
auf eine Pilzinfektion ist, bei 74,4 % bis 91,7 %. Bei Nichtvorhandensein von Anzeichen und
Symptomen bei unter 60 pg/ml liegt der negative pradiktive Wert bei 65,1 % bis 85,1 %2°.

. Bestimmung der Fungitell STAT®-Cut-off-Werte
Fur diese Studie wurden anonymisierte, gefrorene Patientenserumproben verwendet, die im
Rahmen der klinischen Routineversorgung der Zielpopulation entnommen wurden und bei
Beacon Diagnostics Laboratory, Inc. fiir Fungitell®-Tests eingegangen sind. Beacon
Diagnostics Laboratory, Inc. ist ein lizenziertes CLIA-Labor (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) und gehdrt zu Associates of Cape Cod (ACC). Eine Population
von 93 anonymisierten Patientenserumproben mit (1—3)-B-D-Glukan-Konzentrationen, die
tiber den gesamten Bereich der Fungitell®-Standardkurve von 31-500 pg/ml verteilt waren,
wurde in die Studie aufgenommen. Die Bewertung des Fungitell STAT®-Cut-off-Punktes
erfolgte mittels ROC-Kurvenanalyse (Receiver Operating Characteristic Curves)®°. Die
Ergebnisse zeigten, dass Fungitell STAT-B-Glukan-Indexwerte > 1,2 als positives Ergebnis
hinsichtlich des Cut-off-Werts von 80 pg/ml des FungitelI®-Produkts zu interpretieren sind,
wihrend Indexwerte < 0,74 als negative Ergebnisse hinsichtlich des Cut-off-Werts von
60 pg/m| des Fungitell®-Produkts zu interpretieren sind. Diese Cut-off-Werte wurden im
Rahmen der Methodenvergleichsstudie validiert und die Berechnung der negativen
prozentualen Ubereinstimmung und der positiven prozentualen Ubereinstimmung wird im
Folgenden dargestellt.

13.2 Methodenvergleich

Es wurden &hnlich wie bei der Cut-off-Wert-Studie, jedoch unter VVerwendung eines anderen Probensatzes,

488 anonymisierte, gefrorene Patientenserumproben, ebenfalls mit (1—3)-p-D-Glukan-Konzentrationen, die
tiber den gesamten Bereich der Fungitell®-Standardkurve von 31-500 pg/ml verteilt waren, fiir die Zwecke der
Methodenvergleichsstudie verwendet®. Darunter befanden sich 309 Proben, die in den negativen Bereich der
FungitelI®- Testergebnisse fielen, 143 Proben, die in den positiven Fungitell®-Bereich fielen, und 36 Proben, die
in den ambivalenten Fungitell®-Bereich fielen (Tabelle 2). Alle Proben wurden im Rahmen dieser Studie
sowohl mit dem Fungitell STAT®- als auch mit dem Fungitell®-Test untersucht. Nachdem Proben, die in den
ambivalenten Fungitell STAT®-Bereich fielen, von der Analyse ausgeschlossen wurden, blieben 290 Proben fiir
die Analyse der negativen prozentualen Ubereinstimmung und 119 Proben fir die Analyse der positiven
prozentualen Ubereinstimmung iibrig.

Tabelle 2. Leistung von Fungitell STAT® im Vergleich zu Fungitell®
Fungitell®
Negativ Ambivalent Positiv Gesamt
Fungitell . 301
STAT® Negativ 283 17 1 (61.7%)
. 60
Ambivalent 19 17 24 (12.3%)
L 127
Positiv 7 2 118 (26,0%)
488
Gesamt 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) (100 %)
NPA (negative PPA (positive
prozentuale . prozentuale
Ubereinstimmung): Ubereinstimmung):
97,6 %* 99,2 %*
(283/290) (118/119)
95% Cl: 95% Cl:
(95,4, 99,9) (95,4, 99,9)

*Ambivalente (d. h. zweifelhafte) Ergebnisse werden nicht in die Analyse einbezogen; wenn alle ambivalenten
Ergebnisse als diskordante Ergebnisse (z. B. falsch positiv oder falsch negativ) betrachtet werden, ergibt sich
folgende Leistung: PPA - 73,8 % (118/160), 95 % Cl: (66,4 %, 80,0 %); NPA - 91,0 % (283/311), 95 % Cl :
(87,3 %, 93,7 %)

. Negative prozentuale Ubereinstimmung
Zweihundertdreiundachtzig (283) der 290 Proben, die bei der Untersuchung mit dem Fungitell®-
Produkt als negativ bestimmt wurden, wurden auch mit dem Fungitell STAT®-Test als negativ
bestimmt. Die mit der Fungitell®-Methode berechnete negative prozentuale Ubereinstimmung
(NPA) betrug 97,6 % (95-%-Konfidenzintervall: 95,4 %, 99,9 %) (Tabelle 2).

. Positive prozentuale Ubereinstimmung
Einhundertachtzehn (118) der 119 Proben, die bei der Untersuchung mit dem Fungitell®-Produkt
als positiv bestimmt wurden, wurden auch mit dem Fungitell STAT®-Test als positiv bestimmt.
Die mit der Fungitell®-Methode berechnete positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) betrug
99,2 % (95-%-Konfidenzintervall: 95,4 %, 99,9 %) (Tabelle 2).

. Messbereich, Linearitat und Genauigkeit
Die Indexergebnisse reichten von etwa 0,4 bis 3,5 und deckten die Standardkurve (31-500
pg/ml) des Fungitell® ab. Die lineare Korrelation zwischen der Fungitell®-Konzentration und den
Ergebnissen des Fungitell STAT®-Index betrug 0,92 (95-%-Konfidenzintervall: 89,9 % und
93,6 %).
Hinweis: Bei Verwendung des PKF08 mit der BG Analytics®-Software wird das Fungitell
STAT®-Indexergebnis zur Bestimmung der Kategorisierung genutzt. Ein geschétzter pg/ml-
Wert wird nur zu Referenzzwecken angegeben.

13.3 Analytische Laborvergleichsstudie

Der Fungitell STAT®-Test wurde auf seine Prazision (d. h. Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit),
analytische Sensitivitat und analytische Spezifitat hin bewertet, indem Humanserum mit Saccharomyces
cerevisiae (1—3)-B-D-Glukan aufgestockt wurde, um ein fiinffaches Panel zu erstellen, das aus einer niedrig
negativen Probe, einer hoch negativen Probe (knapp unter dem unteren Cut-off von 0,74), einer ambivalenten
(diskordanten) Probe, einer niedrig positiven Probe (knapp tiber dem oberen Cut-off von 1,2) und einer hoch
positiven Probe (~2-fach iiber dem oberen Cut-off von 1,2) bestand. Das Panel wurde an drei CLIA-Labore zur
Untersuchung mit dem Fungitell STAT®-Test verteilt. Jedes Labor lieferte 150 Datenpunkte (d. h. Dreifachtest
mit jeweils 5 Proben pro Lauf durch zwei Bediener, die iiber 5 Tage jeweils einen Lauf pro Tag durchfiihren),
sodass insgesamt 450 Datenpunkte vorlagen, die 30 Laufe (d. h. Tests) und 90 Datenpunkte pro Probe (d. h.
Panelmitglied) umfassten. Die in der nachstehenden Tabelle 3 dargestellten mittleren Indexwerte der Studie
wurden aus den von den drei Laboren vorgelegten Daten abgeleitet. Die Spalte ,,Prozent positiv gibt den
Prozentsatz der Proben eines bestimmten Panelmitglieds an, die in den positiven Bereich fielen. Bei allen drei
Laboren betrugen die Prozent-positiv-Ergebnisse 1,1 % fiir die niedrig negative Probe, 0 % fiir die hoch
negative Probe, 3,3 % fiir die ambivalente Probe, 96,7 % fiir die niedrig positive Probe und 100 % fiir die hoch
positiven Proben.
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Tabelle 3. Analytische Laborvergleichsstudie
Prozent positiv Analytische Spezifitat
. (Anzahl (wahr negativ) und
- [Mittlerer ) pos./Anzahl analytische Sensitivitat
Panelmitglied | Index [Standardabweichung| % CV getestet) (wahr positiv)
Niedrig 055 010 204% | 11% (1/9) 89/90 wahr negativ
negativ
Hoch negativ 0,75 0,08 11,1% 0% (0/90) 90/90 wahr negativ
Ambivalent 0,94 0,10 11,1% 3,3% (3/90) 87/90 nicht positiv
Niedrig positiv 16 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 wahr positiv
Hoch positiv 2,6 0,40 15,4 % 100 % (90/90) 90/90 wahr positiv

Wie in Tabelle 3 angegeben, lag die Inter-Assay-Variabilitat (d. h. der prozentuale CV-Wert [% CV]) zwischen
11 % und 20,4 % und diente als MaB fiir die Reproduzierbarkeit. Die Intra-Assay-Variabilitat lag im Bereich
von 0,4 % bis 26,8 % und diente als MaR fiir die Wiederholbarkeit. Die Verteilung des Intra-Assay-%CV-
Bereichs ist in Abbildung 4 dargestellt. Insgesamt lagen 94 % der CV-Werte bei 10 % oder weniger und 75 %
der CV-Werte bei 6 % oder weniger.
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Abbildung 4. Verteilung der Intra-Assay-Werte in % CV

13.4 Richtigkeit

Fiir jede Charge des Fungitell STAT®-Produkts wird die (1—3)-B-D-Glukan-Konzentration des Fungitell
STAT®-Standards mithilfe der Fungitell®-Referenzmethode und gegen einen internen (1—3)-B-D-Glukan-
Referenzstandard auf 80 +/- 8 pg/ml kalibriert.

13.5 Interferierende Substanzen
Folgende Probenzustande kénnen mit einem akkuraten Fungitell STAT®-Testergebnis interferieren:

. Verférbte oder triibe Proben, beispielsweise solche, die stark hamolysiert, lipamisch oder stark
bilirubinhaltig sind, kdnnen beim Test eine optische Interferenz verursachen. Werden solche
Proben getestet, sind die Testergebnisse auf Hinweise einer optischen Interferenz und/oder einen
ungewohnlichen kinetischen Verlauf zu untersuchen.

. Ein erhéhter Immunglobulin-G-Spiegel, wie er im Serum aufgrund multipler Myelome
vorkommen kann, kann nach der Zugabe von Fungitell STAT® zum vorbehandelten Serum zu
einer Ausfllung in der Reaktionsmischung filhren®?.

. Bis heute ist keine weitere aktivierende Substanz fiir den Faktor G ((1—3)-p-Glukan-
Nachweiselement) des Fungitell®-Reagenzes mit Ausnahme von (1—3)-8-Glukan bekannt. In
einigen Studien, in denen Aussagen tiber Kreuzreaktivitdt gemacht wurden, hat die Behandlung
des angeblich aktivierenden Materials mit gereinigter (1—3)-p-Glukanase das Signal eliminiert,
was zeigt, dass die beobachtete Aktivierung auf eine Kontamination mit (1—3)-p-Glukan
zurtickzufiihren war'?. Eine Serinproteasen-Kontamination kann auch zur Freisetzung von para-
Nitroanilin in Fungitell®-Reaktionsmischungen fiihren, diese werden jedoch im Rahmen des
Vorbehandlungsprozesses inaktiviert.

14. Meta-Analysen

Zusétzlich wurden zahlreiche Peer-Review-Studien zum Thema Serum-(1—3)-p-D-Glukan-basierte
Unterstiitzung fiir die Diagnose invasiver Pilzerkrankungen einschlieRlich Meta-Analysen zur diagnostischen
Leistung veroffentlicht®?3%3435363738.35
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Patient ansassig sind/ist.
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18. Revisionsverlauf

Rev. 1-3: PKF08-PKG-Best.-Nr. und zugehdrige Anweisungen hinzugefiigt; Details iiber Fungitell STAT®-
Standard als interne Kontrolle, Kontaktinformationen, Klarstellungen und Formatierung. Klarung der
allgemeinen Qualitatskontrollkriterien Nr. 3. Daten zur Probenstabilitat und zur Bestimmung des Cut-off-
Wertes hinzugefligt; Abschnitte ,,Messbereich, Linearitét und Genauigkeit” sowie ,,Richtigkeit* hinzugefiigt.
Rev. 4: EU-Bevollmachtigten geéndert, Wert 0,03 im Abschnitt ,,Qualitidtskontrolle* in 0,00 geéndert sowie
kleinere Anderungen zur Klarstellung. Rev. 5: EU-Bevollméchtigten Emergo Europe entfernt. Rev. 6:
Aktualisierte Symbole verwendet. MedEnvoy als EU-Importeur hinzugefiigt und ACC Europe GmbH aus
Abschnitt 17 entfernt. Aktualisierte Symbole verwendet. Name und Adresse des EU-Bevollméachtigen, des
Importeurs in der Schweiz und des Bevollméchtigen in der Schweiz hinzugefiigt. Rev. 7: Klarstellung der
Lagerung der Reagenzien. Hinzugefiigt, dass ein geschatzter pg/ml-Wert fir Fungitell; mit dem PKF08-BGA-
Bericht bereitgestellt wird, Logo aktualisiert und Verweis auf die ACC-Website fur den Zugriff auf die
Kennzeichnung zu www.fungitell.com geéndert.
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