Analys av (1->3)-B-D-glukan i serum
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1 Avsedd anvandning

Fungitell STAT®-analysen &r en proteas-zymogen-baserad kolorimetrisk analys for kvalitativ detektion av
(1—3)-B-D-glukan i serum hos patienter med symtom pa, eller med medicinska tillstind som predisponerar
patienten for invasiv svampinfektion. Serumkoncentrationen av (1—3)-B-D-glukan, en viktig
cellviggskomponent hos olika medicinskt viktiga svampar’, kan anvéndas som hjalpmedel for att diagnostisera
djupliggande mykoser och fungemier. Ett positivt resultat visar inte vilken klass av svampar (fungi) som kan
orsaka infektionen.

(1—-3)-p-D-glukan-indexvérden ska anvandas i kombination med andra diagnostiska procedurer,
t.ex. mikrobiologisk odling, histologisk undersokning av biopsiprover och radiologisk undersékning. Denna
produkt &r endast for diagnostisk in vitro-anvandning och professionellt bruk.

2. Sammanfattning och férklaring

Foérekomsten av svampinfektioner med opportunistiska patogener dkar, sarskilt hos patienter med nedsatt
immunforsvar®45. Invasiva svampsjukdomar, som opportunistiska infektioner, ar vanliga bland patienter med
hematologiska sjukdomar och AIDS och stér for ett véixande antal nosokomiala infektioner, i synnerhet bland
organmottagare och andra patienter som far immunsuppressiva behandlingar®”. Manga svampsjukdomar
forvérvas via inandning av svampsporer som hérror fran jord, vaxtavfall, luftkonditioneringssystem och/eller
exponerade ytor. Vissa opportunistiska svampar forekommer i/pa manniskans hud, tarmkanal och slemhinnor®?.
Diagnos pa invasiva mykoser och fungemier grundas vanligtvis pa icke-specifika diagnostiska eller radiologiska
metoder. Nyligen har biologiska markérer av svampinfektioner lagts till de tillgangliga diagnostiska
metodernaZ.

Opportunistiska svamppatogener innefattar Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichosporon spp.,
Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Exserohilum rostratum och Pneumocystis jirovecii. Det (1—3)-p-D-glukan som produceras av
dessa organismer och andra kan detekteras med Fungitell STAT® assay*510:11,

3. Princip for forfarandet

Fungitell STAT®-analysen (katnr. FT007, Associates of Cape Cod, Inc.) &r en designférandring av Fungitell® -
analysformatet (katnr. FT001, Associates of Cape Cod, Inc. eller ACC). Fungitell STAT®-analysen (CE-markt
produkt av 2019) utvecklades for att hantera behovet av ett testformat for engéngsbruk och en mindre storlek pa
setet som passar plattformatet med 96 brunnar i Fungitell®-analysen (USA-predikat och CE-markt produkt

av 2008).

Fungitell STAT®-analysen ger en kvalitativ métning av (1—3)-B-D-glukan. Analysen baseras pa en modifiering
av banan for Limulus-amébocytlysat 12131415 figur 1. Fungitell STAT®-reagensen &r modifierad for att
eliminera bakteriell endotoxinreaktivitet och pd s sétt endast reagera pa (1—3)-B-D-glukan via den faktor
G-medierade sidan av banan. (1—3)-B-D-glukan aktiverar faktor G, ett serinproteaszymogen. Den aktiverade
faktorn G omvandlar det inaktiva pro-koagulerande enzymet till det aktiva koagulerande enzymet, vilket i sin
tur avskiljer paranitroanilid Boc-Leu-Gly-Arg-pNA och skapar en kromofor, paranitroanilin (pNA) som
absorberar vid 405 nm. Fungitell STAT® kinetisk analys, som beskrivs nedan, 4r baserad pa bestamningen av
frekvensen av optisk densitetsokning som produceras av ett patientserumprov. Denna frekvens jamférs med
frekvensen av optisk densitetsokning i Fungitell STAT®-standarden for att producera ett index. Fungitell
STAT®-standarden ar kalibrerad vid 80 +/- 8 pg/ml, vilket &r det positiva gransvardet for Fungitell®-analysen.
Detta indexvarde for patientserumprov tolkas kvalitativt som negativt, obestamt eller positivt resultat enligt
indexvérdesintervallen som anges i tabell 1 nedan.
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Tabell 1. Fungitell STAT® indexintervall
Resultat Indexvérde
Negativt <0,74
Obestamt 0,75-1,1
Positivt >1,2

4. Material som medféljer Fungitell STAT®-produkten
Fungitell STAT®-produkten &r avsedd fér diagnostisk in vitro-anvandning.

Foljande material medféljer varje produkt och récker for att analysera 10 reaktioner (baserat p& 10 rér med
Fungitell STAT®-reagens). Varje produkt innehéller &ven fem Fungitell STAT®-standardror.

1. Fungitell STAT®-reagens, en frystorkad (1—3)-B-D-glukanspecifik LAL (10 ror)
Fungitell STAT®-reagensen bestar av Limulus (dvs. dolksvans), amebocytlysat,
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolimetriskt substrat och tris-buffert. Den innehaller inte
proteiner fran manniska eller daggdjur. Fungitell STAT®-reagensen &r fri fran
interfererande nivder av (1—3)-B-D-glukan.

2. Fungitell STAT®-glukanstandard (fem ror) frystorkad (1—3)-B-D-glukan.
Fungitell STAT®-glukanstandarden bestar av D-laktos och (1—3)-f-D-glukan deriverat
fran Saccharomyces cerevisiae jastextrakt.

Intern kontroll: Fungitell STAT®-standarden (1—3) p-D-glukankoncentration &r kalibrerad till det
positiva gransvardet i Fungitell®-produkten (USA-predikat och CE-markning av 2008)
och mot intern referensstandard. Fungitell STAT®-standarden bestér av en kdnd méangd
glukan. Resultatvardena beskrivs i Kvalitetskontrollavsnittet och fungerar som en intern
kontroll av Fungitell STAT®-analysen.

3. Bruksanvisning
4. Visuell snabbguide

5. Material som krévs men som inte medféljer
Allt material méste vara fritt fran interfererande glukan.

1. LAL-reagensvatten* (rér 5,5 ml, katalognr. W0051-10)

Alkalisk férbehandlingslosning 0,125 M KOH och 0,6 M KCI* (flaska 2,5 ml, katalognr.

APS51-5)

Pipetter som Klarar att tillfora volymer p& 20-200 pl och 100-1 000 pl

Pipettspetsar* (250 pl katalognr. PPT25, 1 000 pl katalognr. PPT10)

Lénga pipettspetsar* (20200 pl, katalognr. TPT50)

Testror* for preparering av patientprov och kombination av serumforbehandlingslésning.

(12 x 75 mm, katalognr. TB240-5)

7. Roravlésare och programvara for kinetisk analys

a) PKFO08 inkuberande roravlésare 8 brunnar (PKF08-1, Lab Kinetics, LLC)** med Beta
Glucan Analytics (BG Analytics® eller BG Analytics®-programvara), BG Analytics®-
programvaruhandbok och BG Analytics®-systemverifikationsprotokol** (BGA007,
Associates of Cape Cod, Inc.).
PKF08-produkten och BG Analytics®-programvaran levereras av Associates of
Cape Cod, Inc. (katalognr. PKF08-PKG**). PKF08-PKG har validerats for
anvandning med Fungitell STAT®-testet. eller
b) Inkuberande (37 °C) rorlasare som klarar avlasning vid 405 nm och 495 nm med ett

intervall pa tminstone 0 — 1,0 absorbansenheter, ansluten till [amplig datorbaserad
programvara for kinetisk analys som klarar att analysera reaktionskinetik. Den stodjer
&ven granskning av kriteriet som anges i Kvalitetskontrollavsnittet i bruksanvisningen.
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8. Sterila, glukanfria ror for alikvotering av prover. R6r som &r certifierade som RNAse, DNAse
och icke-pyrogena kan anvéndas.
9. Parafilm®

* Dessa produkter, vilka tillhandahalls av Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), &r certifierat fria fran
interfererande glukaner.
**Anvandarhandbocker kan laddas ner frén ACC-webbplatsen: www.fungitell.com.

6. Reagensforvaring
. Forvara kitet i originalforpackningen som det levererades i, vid 2-8 °C och hall borta fran
solljus.

. Fungitell STAT®-reagens och Fungitell STAT®-standard &r utformade for att anvandas i upp till
en timme efter rekonstituering.

7. Varningar och forsiktighetsatgarder
. Pipettera inte ndgot material med munnen. Undvik att roka, ata eller dricka i omraden dér prover
eller satsreagenser hanteras.
. Folj verksamma och lokala sékerhetshestammelser.
. Anvand skyddshandskar nar du hanterar biologiska prover som kan vara smittsamma eller

farliga. De handskbekladda handerna ska anses som kontaminerade hela tiden, hall dina
handskbekladda hander borta fran gon, mun och nésa. Anvand ett 6gonskydd och skyddsmask
om det finns en méjlighet for aerosolkontaminering.

. Anvénd inte produkter med skadat innehall.

. Kassering: Rester av kemikalier och prepareringar ska i allmanhet anses vara farligt avfall.
Kassering av denna typ av avfall regleras i nationella och regionala lagar och férordningar.
Kontakta din lokala myndighet eller avfallhanteringsforetag for rad om kassering av farligt
avfall.

. Sakerhetsdatabladen for Fungitell STAT®-reagensen, Fungitell STAT®-standard, LAL-
reagensvatten och alkalisk forbehandlingslésning kan laddas ner frin ACC-webbplatsen:
Wwww.acciusa.com.

71 Forsiktighetsatgarder for procedur
Fungitell STAT®-analysen kréver omfattande uppmérksamhet pa teknik och testmiljé. Grundlig utbildning av
teknikern om analysmetoden och om undvikande av kontamination ar avgérande for analysens effektivitet.

. Etablera en ren miljo i vilken analysen utfors.

. Notera att glukan séval som svampartikelkontamination fran den ménskliga kroppen, kléder,
behéllare, vatten och luftburet damm kan stéra Fungitell STAT®-testet.

. Méjliga kontamineringskallor innefattar cellulosamaterial som gasvav, pappersservetter och

kartong, glaspipetter med bomullskorkar och pipettspetsar med cellulosafilter. Kirurgiska
gasbindor och svampar kan ocksa utsondra stora mangder av (1—3)-B-D-glukan?-?2, Se avsnittet
Testets begransningar for andra patientrelaterade kontaminationskallor.

. Anvand de 6ppna ampullerna med alkalin férbehandlingslésning och LAL-reagensvatten
omedelbart och om potentiell kontaminering &r ett problem, &teranvénd inte dessa material.

. Fungitell STAT®-reagensen och Fungitell STAT®-standard ges ut som en parad sats. Av detta
skal ska inte andra komponenter fran andra produktsatser som inte & Fungitell STAT®-reagens
och Fungitell STAT®-standard anvandas. Darfér rekommenderas det att du kasserar alla
kvarvarande Fungitell STAT®-standarder sa snart alla Fungitell STAT®-reagensror i
forpackningen har anvants.

. Anvand inte material efter utgdngsdatumet.

7.2 Provhantering
. Blodprovstagning och preparering av serum ska utforas enligt tillampliga, lokala forordningar.
Provtagning: Blodproverna kan tappas i sterila serumprepareringsror eller serumsepareringsror
(SST) for preparering av serum.

. Provforvaring: Serumprover kan forvaras vid 2-8 °C i upp till 15 dagar, eller frysas vid -20 °C i
upp till 27 dagar eller -80 °C i upp till fyra r.
. Provmarkning: Prover ska markas tydligt enligt den medicinska institutionens (laboratorium)

vedertagna praxis.

7.3 Anmérkningar om testning:

. Anvénd god laboratoriesed enligt de lokala forordningarna. Denna analys &r kénslig mot
kontamination och felaktig pipettering.
. Arbete i dragskap rekommenderas for att kunna sékerstélla operatorens sikerhet vid arbete med

serumprover och for att minska mojligheten for kontamination av (1—3)-B-D-glukan fran miljon
under processen.

. Det rekommenderas att vortexprodukten fors in i dragskapet (s& lange som kritiskt luftfléde
uppratthalls), for att minska onodiga forflyttningar av glasampuller in och ut frén dragsképet.

. Det rekommenderas att ldnga pipettspetsar anvands for att forhindra korskontaminering mellan
ampullerna.

. Ett Fungitell STAT®-standardror (réd kork och réd linjemarkning) ska alltid bearbetas under
samma férhéllanden och vid samma tid som patientprov(er) inom en kérning. Detta &r viktigt da
analysens resultat ar ett index (prov/standard) av de kinetiska reaktionsfrekvenserna (eller
lutningar, absorbans/sek) fran patientprovet och Fungitell STAT®-standarden.

. Det rekommenderas att du anvander separata rorstéll under proceduren, ett for
provprepareringsror och ett for reagensroren for att undvika forvirring och korskontamination.
. Det rekommenderas att du placerar Fungitell STAT®-standarden i en definierad och konsekvent

position i rorstéllet, inkubatorn och avlésaren. Anvéand den forsta brunnen till vanster markt
”Standard” i PKF08-avlasaren.
. | slutet av varje blandningssteg ska du bekréafta visuellt att 16sningen ar homogent blandad.

8. Forfarande
Fungitell STAT®-produkten innehaller en visuell snabbguide med bilder och en sammanfattning av
funktionerna i PKF08-instrumentet och BG Analytics®-programvaran.

Foljande procedurer &r redan forinstallda vid anvandning av PKF08-produkten och BG Analytics®-
programvaran: Produktinstallning, resultatutvardering och kvalitetskontroll. Fér mer information,
se BG Analytics®-programvarans anvandarhandbok eller kontakta tillverkaren.

8.1  Instrumentinstéllning och testprogrammering
8.1.1 Vid anvéandning av PKF08 med BG Analytics®-programvaran:
Sétt p& enheten och félj anvisningarna i BG Analytics®-programvaran. Se handboken till BG Analytics®
for detaljerad information.

8.1.2 Nér du anvéander ett annat instrument och annan programvara ska foljande villkor

uppfyllas:

Instrumentet ska kunna uppna och halla en temperatur p& 37 °C +1 °C.

b. Instrumentet och programvaran maste kunna avlasa optisk densitet dver tid (kinetiskt
lage) vid tva vaglangder. Dessa vaglangder ska specifikt stéllas in p& 405 nm och
495 nm.

c. Stéll in det kinetiska l4aget pa en avlasningslangd pa 40 minuter (2 400 sekunder).

Stéll in det kinetiska avlasningsintervallet pa det minimum som tillats av
programvaran/instrumentet.

d. Matningen ska initieras omedelbart vid provinséttning.

e. Se programvarans handbok for att faststalla hur du ska berékna en frekvensmétning
(lutning) fran datauppséattningen. For detta tests &ndamal uppnas detta i allménhet genom
att utfora en linjar regression av kinetiska data under den foreslagna tidsramen. Stall in
att den linjéra regressionsberéakningen ska utforas 6ver intervallet mellan 1 900 och
2 400 sekunder med programvarans “’skivfunktion”.
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8.2 Marka ror
a. Mark ett tomt ror for varje patientserumprov som ska testas.
b. Mark ett rér med Fungitell STAT®-reagens for varje patientserumprov som ska testas.
c. Mark ett rér med Fungitell STAT®-reagens for Fungitell STAT®-standarden.

8.3 Preparera patientserumprov

a. Vortexblanda patientserumprover i minst 20 sekunder for att sékerstalla homogenitet.
Obs: Frysprocessen kan producera provheterogenitet p grund av vattenabstraktion till den
véxande iskristallen och darmed exkludera uppldsta &mnen.

b. Tillsatt patientserumprovet och den alkaliska férbehandlingslésningen i ett férhdllande pa 1:4 till
det motsvarande markta, tomma roret. De rekommenderade volymerna ar 50 pl patientprov och
200 pl alkalisk forbehandlingslosning.
Obs: Den alkaliska forbehandlingslosningen omvandlar trippelspiralglukaner till enstrangade
glukaner'*15 vilka &r mer reaktiva i analysen. Det alkaliska pH-vérdet inaktiverar dessutom
serumproteaserna och hAmmarna som kan stéra analysen?*.

[ Vortexblanda under 15 sekunder och téck éver flaskan.

8.4 Preparera Fungitell STAT®-standard
Obs! Varje produkt (par med Fungitell STAT®-standard och Fungitell STAT®-reagens) testas
och ges ut oberoende. Darmed &r det viktigt att anvanda lotnumret for volymer av rekonstitution
och alkalisk férbehandlingslgsning. Dessa finns pa férpackningsméarkningen till Fungitell
STAT®-standarden, pa Fungitell STAT®-produktens analyscertifikat och pA ACC-webbplatsen.
Rekommendation: Skriv ner denna information pa visuell snabbguide som medfoljer, innan du

pébdrjar testet.

a. Rekonstituera en ampull med Fungitell STAT®-standarden med den lotnummer-specifika
volymen av LAL-reagensvatten och vortexblanda under 15 sekunder.

b. Tillsatt den lotnummer-specifika volymen av alkalisk forbehandlingslésning.

c. Vortexblanda under 15 sekunder och téck 6ver flaskan.

8.5 Forbehandlande inkubation i roravlasaren
Inkubera réren med patientserumprov (frén steg 8.3) och Fungitell STAT®-standardampullen (fran steg 8.4)
under 10 minuter vid 37 °C.
Obs! Nér du anvander PKFO08-instrumentet och satter in ett ror i en brunn, dndras en indikator fran
rod till gron. Tryck in roret helt tills indikatorn blir gron.

Var forsiktig, roren ar skora. Om glasskarvor och vétskor tranger in i en matstation i
PKFO08, kontakta Associates of Cape Cod, Inc., teknisk service.

8.6 Preparera Fungitell STAT®-reagensror

a. Rekonstituera var och en av Fungitell STAT®-reagensampuller (méarkta i steg 8.2 ovan) med
300 pl av LAL-reagensvatten.
b. Vortexblanda forsiktigt i maximalt fem sekunder.

Obs! Fungitell STAT®-reagenserna innehaller ett antal aktiva proteiner som krévs for analysen
och det rekommenderas att [osningen hanteras varsamt. En hogsta instéllning p& 2 000 RPM
rekommenderas for alla vortexprodukter. Blanda inte for mycket.

c. I slutet av férinkubationen:
. Overfor 75 pl av varje patientserumprovldsning i dess motsvarande Fungitell STAT®-
reagensror.
. Overfor 75 pl av Fungitell STAT®-standard till dess motsvarande Fungitell STAT®-
reagensror.
. Vortexblanda alla ror maximalt i fem sekunder och tack 6ver roren.

8.7 Starta kérningen
a. Séttin roren i roravlasaren medan du bekréftar att vart och ett &r i den avsedda brunnen.
b. Starta den kinetiska avlasningen for en 40-minutersperiod, vid 37 °C.

9 Beréakna resultaten

9.1 Méatprincip

Fungitell STAT®-testresultaten ska anvandas som en hjélp vid diagnostisering av invasiv svampinfektion.
Standardfrekvenserna i patientprovet och Fungitell STAT® deriveras fran berékningen av lutningen
(frekvensen) mellan 1 900 och 2 400 frén resultaten av delta-absorbansen 405 - 495 nm. Fungitell STAT®-
indexresultaten erhalls frén divisionen av lutningen for patientprovet genom lutningen for Fungitell STAT®-
standarden (se figur 2).
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Figur 2. Exempel pd Fungitell STAT®-kinetiska kurvor och dataanalys

Den gramarkerade delen ar omrédet for faststallning av lutningen (1 900 till 2 400 sekunder),
den fasta linjen &r ett exempel pa patientprov (PS) och den streckade linjen ar Fungitell STAT®-
standarden (STD). Lutningen for provet (dvs. 0,00022 absorbans/s) delad av lutningen for

80 pg/ml Fungitell STAT®-standarden (dvs., 0,00016 absorbans/s) leder till ett index pa 1,4 for

provet.
9.2 Vid anvandning av PKF08 med BG Analytics®-programvaran:
a. Granskningen av kvalitetskriteriet utfors automatiskt av programvaran. Resultatet visas i den
slutliga rapporten.
b. For giltiga testkorningar faststaller BG Analytics®-programvaran ett indexvarde for varje prov,
eller tilldelar ett tydligt negativt eller positivt resultat for provet.
c. Om programvaran visar nagra indikationer pé ogiltiga parametrar i resultatutvérderingen,

ska du folja anvisningarna i BG Analytics®-programvaruhandboken.

9.3 Vid anvandning av annan programvara:
Verifiera att alla kvalitetskontrollkriterier &r uppfyllda.

10. Kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollkriterierna anges nedan for resultaten av Fungitell STAT® Standard och patientserumprov,
inklusive exempel pd forvantade kinetiska kurvformer. Dessa kvalitetskontrollkriterier validerades i studierna
som presenteras i avsnittet Prestandaegenskaper.

. For alla brunnsnummer, bekréfta tilldelning av Fungitell STAT®-standard eller provnummer

. For Fungitell STAT®-standardresultatet,
1. korrelationskoefficienten (r) maste vara >0,980 och
2. lutningen maste vara inom det forvantade lutningsintervallet p& 0,00010 —
0,00024 absorbans/sekund.
Om Fungitell STAT®-standardresultatet inte uppfyller kriteriet nr 1 och nr 2, &r korningen ogiltig
och alla prover méste prepareras och testas igen.

. Gor féljande for alla patientprovresultat:
A Faststéll om resultatet kan vara utanfér testets matintervall
> Resultatet &r troligen utanfor intervallet p& den positiva sidan om:

- Y-skarningspunkten &r positiv och
- Den kinetiska kurvan passerar 0,4 i absorbans fére 1 000 sekunder.
> Resultatet ar troligen utanfér intervallet pd den negativa sidan om:

- Den kinetiska kurvan &r positiv efter 500 sekunder och

- Har en absorbans pa >0,00 och <0,07 i slutet av testet.
Om provresultaten uppfyller bada kriterierna for antingen positivt eller negativt utanfor intervall,
behdver inte det allménna kvalitetskontrollkriteriet nedan slutféras och indexvardet ska inte beréknas.
Alla resultat utanfor intervallet pa den positiva sidan ska rapporteras som "Positiva” och alla resultat
utanfor intervallet pa den negativa sidan ska rapporteras som "Negativa”.

B. Om det ovanstdende kriteriet inte géller, ska du verifiera den allmanna kvalitetskontrollen:
den kinetiska kurvan méste vara positiv efter 500 sekunder,

den kinetiska kurvan maste ha en absobans pa >0,00 i slutet av testet,

lutningen maste vara numeriskt positiv,

korrelationskoefficienten (r) méste vara >0,980 och

den kinetiska kurvan maste ha en uppatgaende, okande kurvform som ér konsekvent med
exemplen som visas i figur 3.

Om provresultatet inte uppfyller det allméanna kvalitetskontrollkriteriet nr 1, 3-5, &r provresultatet
ogiltigt och provet méaste testas igen. Alternativt ska en annan metod anvéndas.

Om provresultatet inte uppfyller kvalitetskontrollkriteriet nr 2, anger detta att provsignalen &r I1ag.

| detta fall ska anvandaren noggrant granska den angivna kurvan i sammanhanget och faststalla
giltigheten i resultaten baserat pa laboratoriets interna kvalitetssystem.
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Figur 3. Exempel pé lampliga kinetiska kurvformer
Kinetiska kurvor ska ha en form med en uppatgaende, okande kurva som i exemplen ovan.
Exemplen pa prover som visas hér &r frén hela indexintervallet for Fungitell STAT®-analysen.
Anvand dessa exempel for att granska kvalitetskriteriet.

Obs:

1. Alla anvandare av testet ska etablera ett kvalitetskontrollprogram for att férsakra sig om att testet
utfors korrekt enligt géllande bestimmelser pa plats.

2. Det rekommenderas att testa serumkontrollprover (negativa, nara gransvardet eller starkt

positiva) i sammanhanget av ytterligare laboratoriekontroller och god laboratoriesed. Dessa ingér
inte i Fungitell STAT®-satsen.

11. Tolkning av resultat

. Negativt resultat
Indexvirden <0,74 tolkas som negativa resultat.
Laboratoriet som utfor testet ska informera den bestéllande lakaren om att inte alla
svampinfektioner resulterar i forhdjda nivaer av (1—3)-B-D-glukan i serum. Vissa svampar, t.ex.
klassen Cryptococcus!®* producerar mycket laga nivder av (1—3)-B-D-glukan. Mucorales, t.ex.
Absidia, Mucor och Rhizopus!'” #r inte kinda for att producera (1—3)-B-D-glucan. P4 liknande
satt producerar Blastomyces dermatitidis, i dess jéstfas, foga (1—3)-B-D-glukan och
blastomykospatienter har vanligen ej detekterbara nivéer av (1—3)-B-D-glukan i Fungitell
STAT®-analysen?s.

. Obestamt resultat
Indexvarden fran 0,75 till 1,1 anses vara ofullstandiga (tvetydiga). Ytterligare provtagning och
testning av sera rekommenderas. Frekvent provtagning och testning férbattrar anvéandbarheten
for diagnos.

. Positivt resultat
Indexvirden >1,2 tolkas som ett positivt resultat. Ett positivt resultat betyder att (1—3)-p-D-
glukan detekterats. Ett positivt resultat definierar inte férekomsten av sjukdom och ska anvandas
tillsammans med andra kliniska fynd for att faststélla en diagnos.

12. Testets begransningar
. Vévnadsstallen med svampinfektion’, inkapsling, samt mangden av (1—3)-B-D-glukan som
produceras av vissa svampar kan paverka serumkoncentrationen av denna analyt. Reducerad
formaga att fora ut (1—3)-B-D-glukan i blodomloppet kan minska formagan att detektera vissa
svampinfektioner.

. Vissa individer har (1—3)-B-D-glukanindexvérden som hamnar inom den obestdémda zonen.
I sédana fall rekommenderas ytterligare Gvervakande testning.
. Frekvensen av patienttestning beror pa den relativa risken for svampinfektion.
Provtagningsfrekvenser p& minst tva till tre ganger per vecka rekommenderas for riskpatienter.
. Positiva resultat har hittats hos hemodialyspatienter'®203, patienter som behandlats med vissa

fraktionerade blodprodukter sésom serumalbumin och immunglobuliner?324 samt i prover eller
hos patienter som exponerats for gasvév och kirurgiska svampar som innehaller glukan. Patienter
behdver 3—4 dagar for att éterstélla baslinjenivierna av (1—3)-B-D-glukan i serum efter kirurgisk
exponering for svampar och gasviv som innehaller (1—3)-B-D-glukan®-?2, Ta detta med i
berékningen vid tidsanpassningen av provtagning pa kirurgipatienter. En omfattande granskning
av faktorer som bidrar till falska positiva (1—3)-B-D-glukan finns i Finkelman, M.A., Journal of
Fungi (2021)%.

. Prover som erhéllits genom stick i halen eller fingret & oacceptabla eftersom den
alkoholindrankta gasvav som anvands for att preparera stickstéllet (och, potentiellt,
blodansamling p& huden) har visat sig kontaminera proverna. | hittills utférda studier har inga
skillnader observerats mellan prover som tagits via slang eller venpunktion?526,

. Testnivaer faststélldes pa vuxna patienter. Normala nivaer och gransvardesnivaer for spadbarn
och barn ar under utredning?’28.

13. Prestandaegenskaper

13.1 Forvéantade varden

. Diagnostisk sensitivitet och diagnostisk specificitet for referensmetoden, Fungitell®-analys
En prospektiv multicenterstudie, som utfordes for att faststalla den diagnostiska sensitiviteten
och den diagnostiska specificiteten for Fungitell®-analysen (USA-predikat och CE-markning
av 2008) har visat att (1—3) p-D-glukanvarden 6kar vid olika svampinfektioner. Nér tecken
och symtom férekommer vid nivan 80 pg/ml eller higre, sa varierar det prediktiva vérdet for
att patienten &r positiv for en svampinfektion fran 74,4 till 91,7 %. | frénvaro av tecken och
symtom vid mindre &n 60 pg/ml varierade det negativa prediktiva vardet fran 65,1 till 85,1 %2,

. Faststalla Fungitell STAT®-gréansvarden
Avidentifierade, frysta patientserumprover som samlats in for rutinsjukvard hos den avsedda
populationen och mottagna vid Beacon Diagnostics Laboratory, Inc for Fungitell®-testning
anvandes for denna studies d&ndamal. Beacon Diagnostics Laboratory, Inc &r en licensierad
laboratoriedel for kliniska laboratorieférbattringar (CLIA) hos Associates of Cape Cod (ACC).
En population med 93 avidentifierade patientserumprover ingick i studien med (1—3)-p-D-
glukankoncentrationer, distribuerade éver hela intervallet av Fungitell®-standardkurvan pa
31 - 500 pg/ml. Fungitell STAT® gransvardesbedomning foljde ROC-kurvanalysen
(mottagarens funktionskaraktéristiska kurvor)*®. Resultaten angav att Fungitell STAT B-
glukanindexvérden >1,2 ska tolkas som ett positivt resultat i linje med Fungitell®-produktens
80 pg/ml grénsvirde medan indexvirden <0,74 ska tolkas som negativa resultat i linje med
Fungitell®-produktens 60 pg/ml gransvérde. Dessa gransvarden validerades som en del av
metodjamforelsestudien och berékningen av den negativa procentverensstimmelsen och den
positiva procentdverensstdmmelsen som visas nedan.

13.2. Metodjédmforelse

I likhet med gransvérdesstudien, men med anvéndning av en annan uppséattning prover, distribuerades ocksa
488 avidentifierade, frysta patientserumprover med (1—3)-B-D-glukankoncentrationer 6ver hela intervallet av
Fungitell®-standardkurvan pa 31 — 500 pg/ml och anvéndes for metodjamforelsestudiens &ndamal®. Dessa
innefattade 309 prover som hamnade inom den negativa zonen av Fungitell®-testresultaten, 143 prover som
hamnade inom den positiva zonen av Fungitell® och 36 prover som hamnade inom den obestimda zonen av
Fungitell® (tabell 2). Alla prover testades med bade Fungitell STAT®- och Fungitell®-analyserna under denna
studie. Nar prover som hamnade inom den obestamda zonen av Fungitell STAT® exkluderades frén analysen,
var det 290 prover kvar for den negativa procentéverenstammelsens analys och 119 prover kvar for den positiva
procentéverensstammelsens analys.

Tabell 2. Fungitell STAT®-prestanda jamfért med Fungitell®
Fungitell®
Negativt Obestamt Positivt Totalt
Fungitell ; o
el Negativt 283 17 1 301 (61,7 %)
Obestamt 19 17 24 60 (12,3 %)
Positivt 7 2 118 127 (26,0 %)
Totalt 309 (63,3 %) 36 (7,4 %) 143 (29,3 %) 488 (100 %)
NPA: 97,6 %* PPA: 99,2 %*
(283/290) (118/119)
95% Cl: 95 % ClI:
(95,4, 99,9) (95,4, 99,9)

*Obestamda (dvs. tvetydiga) resultat ingar inte i analysen, om alla obestdmda resultat anses vara motstridiga
resultat (t.ex. falskt positiva eller falskt negativa) ar prestandan enligt féljande: PPA - 73,8 % (118/160),
95 % ClI: (66,4 %, 80,0 %); NPA - 91,0 % (283/311), 95 % Cl: (87,3 %, 93,7 %)

. Negativ procentdverensstammelse
Tvahundrattiotre (283) av de 290 proverna som var negativa nér de testades med Fungitell®-
produkten var ocksé negativa med Fungitell STAT®-analysen. Den beraknade negativa
procentéverensstammelsen (NPA) med Fungitell®-metoden var 97,6 % (95 % konfidensintervall:
95,4 %, 99,9 %) (tabell 2).

. Positiv procentéverensstammelse
Etthundraarton (118) av de 119 proverna som var positiva nar de testades med FungitelI®-
produkten var ocksa positiva med Fungitell STAT®-analysen. Den berdknade positiva
procentéverensstammelsen (PPA) med Fungitel®-metoden var 99,2 % (95 %
konfidensintervall: 95,4 %, 99,9 %) (tabell 2).

. Matintervall, linjéritet och noggrannhet
Indexresultaten var i intervallet frén cirka 0,4 till 3,5, vilket tackte standardkurvan

(31-500 pg/ml) av Fungitell®. Den linjéra korrelationen mellan Fungitell®-koncentrationen
och Fungitell STAT®-indexresultat var 0,92 (95 % konfidensintervall: 89,9 % och 93,6 %).
Obs: Vid anvandning av PKF08 med BG Analytics®-programvaran anvands Fungitell
STAT®-indexresultatet for att faststalla kategoriseringen. Ett uppskattat pg/ml-vérde
tillhandahalls endast som referens.

13.3 Analytisk studie mellan laboratorier

Fungitell STAT® utvérderades for precision (dvs. upprepbarhet och reproducerbarhet), analytisk sensivitet och
analytisk specificitet genom att spika humant serum med Saccharomyces cerevisiae (1—3)-B-D-glukan for att
producera en panel med fem medlemmar bestdende av ett lagt negativt prov, higt negativt prov (strax under det
lagre gransvardet pa 0,74), obestamt (tvetydigt) prov, Iagt positivt prov (strax Gver det Gvre gransvérdet pa 1,2)
och hdgt positivt prov (~2x dver det dvre grénsvardet pa 1,2). Panelen distribuerades till tre CLIA-laboratorier
for testning med Fungitell STAT®-analysen. Varje laboratorium gav 150 datapunkter (dvs. 5 prover x triplikat
per kdrning x tv& operatdrer som utfor en kérning per dag x 5 dagar) for totalt 450 datapunkter och inklusive
30 kdrningar (dvs. analyser) och 90 datapunkter per prov (dvs. panelmedlem). Medelindexvarden i studien som
visas i tabell 3 nedan ér deriverade frén data som tillhandahdllits av de tre laboratorierna. Kolumnen med
positiv procent representerar procentdelen av prover for en given panelmedlem som hamnade inom den positiva
zonen. Bland dessa tre laboratorier var det positiva procentresultaten 1,1 % for det 1agt negativa provet, 0 % for
det hogt negativa provet, 3,3 % for det obestimda provet, 96,7 % for det lagt positiva provet och 100 % for de
hégt positiva proverna.
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Figur 4. Distribution av analys mellan laboratoriers % CV-vérden

13.4 Sannfardighet

For varje lot av Fungitell STAT®-produkten, kalibreras Fungitell STAT®-standarden (1—3)-B-D-
glukankoncentration till 80 +/- 8 pg/m med Fungitell®-referensmetoden och mot en intern (1—3)-B-D-glukan
referensstandard.

13.5 Interfererande &mnen
Féljande provforhallanden kan stéra ett korrekt resultat av Fungitell STAT®-analysen:

. Missférgade eller grumliga prover, t.ex. sddana som &r kraftigt hemolyserade, lipemiska eller
som innehdller 6verskott pa bilirubin, kan orsaka optisk interferens for analysen. Om sédana
prover testas, ska testresultaten undersékas avseende tecken pé optisk interferens och/eller
onormala kinetiska kurvmonster.

. Forhojda nivaer av immunoglobulin G, som kan forekomma i serum pé grund av multipelt
myelom, kan resultera i utfallning i reaktionsblandning vid tillsats av Fungitell STAT® till
férbehandlat serumst.

. Da detta skrevs hade ingen aktiverande faktor G ((1—3)-B-glukan detektionselement) av
Fungitell®-reagensen beskrivits som annan &n (1—3)-p-glukan. | vissa studier, dar p&staenden
om korsreaktivitet gjorts, har behandling av det troliga aktiverande materialet med renat
(1—3)-B-glukanas eliminerat signalen, vilket visar att den observerade aktiveringen berott pa
kontaminerande (1—>3)-B-glukan!2, Kontaminering med serinproteas kan ocksa resultera i
para-nitroanilinutslapp i Fungitell®-reaktionsblandningar, men dessa inaktiveras som en del
av forbehandlingsprocessen.

14. Meta-analyser

Utover detta har flera vetenskapligt granskade studier publicerats i &mnet om stod for (1—3)-B-D-glukan i
serum vid diagnos av invasiv svampsjukdom som innefattar meta-analyser av diagnostiska
prestanda32'33‘3“‘35*36*37v35‘39.

15. Symbolférklaring

g Anvands senast Se bruksanvisningen
W Innehaller tillrackligt med material for *N Auktoriserade representanter | EU
N tester
Satskod CE-mérkning
Medicinteknisk produkt for in vitro-
diagnostik Endast receptbelagd
Katalognr Var forsiktig
. =< . . ;
Temperaturbegransning ZL‘\" Hall borta fran solljus
[}
“ Tillverkare @ Importor
Auktoriserad representant i Schweiz

Tabell 3. Analytisk studie mellan laboratorier

Analytisk specificitet
Procent positiva (sant negativ) och
(Antal pos./antal | analytisk sensitivitet

Panelmedlem | Medelindex | Standardavvikelse | % CV testade) (sant positiv)

Lagt negativ 0,55 0,10 20,4 % 1,1 % (1/90) 89/90 sant negativ
Hogt negativ 0,75 0,08 111% 0 % (0/90) 90/90 sant negativ
Obestamt 0,94 0,10 11,1% 3,3 % (3/90) 87/90 inte positiv
Lagt positiv 1,6 0,30 18,7 % 96,7 % (87/90) 87/90 sant positiv
Haagt positiv 2,6 0,40 15,4 % 100 % (90/90) 90/90 sant positiv

Som anges i tabell 3, strackte sig analysvariationen mellan laboratorier (dvs. % CV) fran 11 till 20,4 % och
fungerade som ett métt pa reproducerbarhet. Analysvariationen mellan laboratorier strackte sig frén 0,4 % till 26,8 %
och fungerade som ett matt p& upprepbarhet. Distributionen av analysen mellan laboratoriers % CV-intervall visas
nedan i figur 4. Totalt var 94 % av CV-vérden 10 % eller mindre och 75 % av CV-varden var 6 % eller mindre.

16. Auktoriserade representanter/importor
Emergo Europe, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, Nederlanderna

CH |REP Auktoriserad representant i Schweiz

MedEnvoy Switzerland
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Schweiz

Importor
MedEnvoy Global B.V.
Prinses Margrietplantsoen 33-

Suite 123 2595 AM The Hague, Nederlénderna

Sponsor i Australien:
Emergo Australia, Level 20, Tower Il, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australien

Obs: allvarliga tillbud som har intréffat i relation till produkten ska rapporteras till tillverkaren och den
behoériga myndigheten i den medlemsstat dar anvandaren och/eller patienten har sin hemvist.

17. Kontaktinformation
Foretagets huvudkontor
Associates of Cape Cod, Inc.
124 Bernard E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536-4445 USA
Tel: (888) 395-2221 eller (508) 540-3444, Fax: (508) 540-8680
E-post: custservice@acciusa.com ¢ www.acciusa.com

Storbritannien/Europa

Associates of Cape Cod Int’l, Inc.

Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road
Knowsley, Liverpool L33 7SA, Storbritannien
Tel: (44) 151-547-7444, Fax: (44) 151-547-7400
E-post: info@acciuk.co.uk * www.acciuk.co.uk

18. Revisionshistorik

Rev 1-3: Lade till PKF08-PKG katalognr. och relaterade anvisningar, information om Fungitell STAT®-
standards funktion som intern kontroll, kontaktinformation, tydliggéranden och formatering. Tydliggjorde
allmant kvalitetskontrollkriterium nr 3. Lade till provstabilitetsdata och faststallande av gransvarde, avsnitt om
métintervall -linjaritet -noggrannhet och sannfardighet. Rev 4: Andrade EG-representant, &ndrade vardet 0,03
till 0,00 i avsnittet kvalitetskontroll och mindre &ndringar for tydlighet. Rev 5: EG-representant Emergo Europe
borttagen. Rev 6: Uppdaterade symboler som anvands. Lade till MedEnvoy som EU-importdr och tog bort ACC
Europe GmBh fran avsnitt 17. Uppdaterade symboler som anvéands. Lade till namn och adress for EG-REP,
schweizisk importér och CH-REP. Rev 7: Fortydligande av reagensforvaring. Lade till att ett uppskattat
Fungitell; pg/ml-varde tillhandahdlls med PKF08-BGA-rapporten, uppdaterade logotyp och referens till ACC-
webbplatsen till www.fungitell.com for tillgang till markning.
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