Analys av (1-3)-B-D-glukan i serum
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I:E Pa www.acciusa.com finns bruksanvisningar pa ditt sprak.
Denna produkt dr endast for in vitro-di isk anvindning och professionellt bruk.

1. Avsedd anvindning

Fungitell” -analysen ér en proteas-zymogen-baserad kolorimetrisk analys for kvalitativ
detektion av (1—3)-B-D-glukan i serum hos patienter med symtom p4, eller med medicinska
tillstaind som predisponerar patienten for invasiv svampinfektion. Serumkoncentrationen av
(1—-3)-p-D-glukan, en viktig cellviggskomponent hos olika medicinskt viktiga svampar',
kan anvindas som hjdlpmedel 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-titrar ska anvéndas i kombination med andra diagnostiska procedurer,
t.ex. mikrobiologisk odling, histologisk undersokning av biopsiprover och radiologisk
undersokning.

Viktigt

Ge denna information till bestéllande ldkare: Vissa svampar; t.ex. klassen Cryptococcus,
som producerar vildigt laga nivaer av (1—3)-p-D-glukan, har eventuellt inte tillrdckligt
hoga nivder av (1—3)-f-D-glukan i serum for att kunna detekteras av analysen**.
Infektioner med svamp av ordningen Mucorales, t.ex. Absidia, Mucor och Rhizopus™*
som savitt kint inte producerar (1—3)-f-D-glukan, har ocksd observerats ge ldaga titrar
av (1—3)-f-D-glukan i serum. Dessutom producerar Blastomyces dermatitidis i
Jjastfasen lite (1—3)-f-D-glukan som eventuellt inte detekteras av analysen’.

Inkludera detta meddelande vid rapportering av Fungitell*-analysens testresultat.

2. Sammanfattning och forklaring

Forekomsten av svampinfektioner med opportunistiska patogener okar, sérskilt hos patienter med
nedsatt immunforsvar®’®. Invasiva svampsjukdomar, som opportunistiska infektioner, 4r 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’'®. Méanga svampsjukdomar forvérvas via inandning av svampsporer som hérror fran
jord, vixtavfall, luftkonditioneringssystem och/eller exponerade ytor. Vissa opportunistiska svampar
forekommer i/pa ménniskans hud, tarmkanal och slemhinnor'2. Diagnos pé invasiva mykoser och
fungemier grundas vanligtvis pa icke-specifika diagnostiska eller radiologiska metoder. Nyligen har
biologiska markdrer av svampinfektioner lagts till de tillgéngliga diagnostiska metoderna’.

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. Den (1—3)-B-D-glukan som produceras av dessa organismer och andra,

kan detekteras med Fungitell*-analysen'® %,

3. Princip for forfarandet

Fungitell*-analysen miter (1—3)-p-D-glukan. Analysen baseras pa en modifiering av banan
for Limulus-amobocytlysat (LAL)'*'*'™**, Figur 1. Fungitell*-reagensen &r modifierad for att
eliminera bakteriell endotoxinreaktivitet och pa sa sitt endast reagera pé (1—3)-p-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 forkoagulerande enzymet till det aktiva
koagulerande enzymet, vilket i sin tur avskiljer pNA (paranitroanilid) frdn det kromogena
peptidsubstratet, Boc-Leu-Gly-Arg-pNA och skapar en kromofor, paranitroanilin som absorberas
vid 405 nm. Fungitell” kinetisk analys, som beskrivs nedan, ar baserad pa bestimningen av
frekvensen av optisk densitetsokning som produceras av ett prov. Denna frekvens tolkas mot en
standardkurva for att producera uppskattningar av koncentrationen av (1—3)-B-D-glukan i provet.
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4. Material som medfoljer Fungitell*-satsen

Fungitell*-satsen dr avsedd for in vitro-diagnostisk anvindning. Foljande material medfoljer varje

sats och racker for att analysera 110 brunnar pa tva mikrotiterplattor (55 brunnar pa varje):
e Fungitell*-reagens, en frystorkad (1—3)-p-D-glukanspecifik LAL (tva ampuller).

Fungitell*-reagensen bestdr av Limulus (dvs. dolksvans) , amobocytlysat och Boc-Leu-Gly-

Arg-pNA kolorimetriskt substrat. Den innehaller inte proteiner fian ménniska eller
déggdjur:

e Pyrosol*-rekonstitutionsbuffert (tva ampuller). Ytterligare ampuller med
Pyrosol-rekonstitutionsbuffert (katalognr. BC051) kan kdpas separat. Den bestdr
av 0,2 M Tris-buffert.

e Glukanstandard, frystorkad (1—3)-B-D-glukan fran Pachyman (tva ampuller). Volymen
reagensvatten som ska tillsdttas anges pa ampullens mdrkning. Den kalibreras mot en

intern referensstandard.
e LAL reagensvatten (LRW) (tvé flaskor)

Obs! 20 ml reagensvatten for laboratoriebruk (RGW) och LRW i glasampuller ar ekvivalenta.
e Alkalisk forbehandlingslosning (tva ampuller) som innehéller 0,125 M KOH och 0,6 M KCI

Allt ovanstaende material, med undantag for standarden, ér fria fran interfererande nivéer av

(1-3)-p-D-glukan.

5. Material som krivs men som inte medfoljer
Allt material maste vara fritt fran interfererande glukan.
e Pipettspetsar® (250 pL - kat.nr. PPT25, 1 000 pl - kat.nr. PPT10)
e Pipetter som klarar att tillféra volymer pa 5-25 pL och 1001 000 pl
e Repetitiv pipett med sprutspetsar, som klarar att tillféra 100 pL
e Provror* for preparering av standardserie (kalibreringskurva) och kombination av

serumbehandlingsreagenser (12 x 75 mm - kat. nr. TB240 eller 13 x 100 mm - kat.nr. TB013)

e Inkuberingsplattldsare (37 °C) som klarar avldsning vid 405 nm (helst dubbel
vaglidngdsmonitorering, vid bade 405 och 490 nm) med ett dynamiskt intervall pa
atminstone 2,0 absorbansenheter, ansluten till limplig datorbaserad programvara for
kinetisk analys.

e Sterila, glukanfria ror for alikvotering av prover. Ror som ér certifierade som RNAse,
DNAse och icke-pyrogena kan anvindas.

e Parafilm®

e Mikroplattor med 96 brunnar* Obs! Fungitell*-analysen har validerats med plattor som

har foljande egenskaper: av polystyren, sterila, obelagda, med platt botten, fria fran
interfererande betaglukan enligt ACC:s specifikationer och individuellt inpackade.

* Dessa produkter, som tillhandahalls av Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), ir certifierat
fria fran interfererande glukaner.

6. Reagensforvaring
e Forvara alla reagenser morkt i leveransskick vid 2-8 °C.
e Rekonstituerat Fungitell*-reagens ska forvaras vid 2-8 °C och anvindas inom 2 timmar.
Alternativt kan rekonstituerat Fungitell*-reagens frysas vid -20 °C i upp till 20 dagar,
tinas en gang och anvindas.

7. AVarningar och forsiktighetsatgirder

e Pipettera inte nagot material med munnen. Undvik att roka, éta eller dricka i omraden
dir prover eller satsreagenser hanteras.

e Folj verksamma och lokala sikerhetsbestimmelser.

e Anvind skyddshandskar nér du hanterar biologiska prover som kan vara smittsamma
eller farliga. De handskbeklddda handerna ska anses som kontaminerade hela tiden,
hall dina handskbeklddda hinder borta fran 6gon, mun och nésa. Anvind ett
ogonskydd och skyddsmask om det finns en mojlighet for acrosolkontaminering.

e Obs! Anvind inte satser med skadat innehall.

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

e Sikerhetsdatabladen for alla Fungitell*-satskomponenter kan laddas ner frin ACC
webbsida: www.acciusa.com.

7.1 Forsiktighetsdtgdirder for procedur
Fungitell*-analysen kréver rigoros uppméarksamhet pa teknik och testmiljén. Grundlig
utbildning av teknikern om analysmetoden och om undvikande av kontamination ar
avgorande for analysens effektivitet.

e Anvind god laboratoriesed enligt de lokala forordningarna. Denna analys ar kinslig
mot kontamination och felaktig pipettering.

e Etablera en ren miljé i vilken analysen utfors.

e Notera att glukan savil som svampartikelkontamination fran den manskliga kroppen,
klader, behallare, vatten och luftburet damm kan orsaka interferens for Fungitell*-testet.

e Mojliga kontamineringskillor: cellulosamaterial som gasviv, pappersservetter och
kartong, glaspipetter med bomullskorkar och pipettspetsar med cellulosafilter. Kirurgiska
gasbindor och svampar kan ocksa utsondra stora mangder av (1—3)-p-D-glukan®'2.,
Se avsnittet Testets begransningar for andra patientrelaterade kontaminationskéllor.

e Anvind inte material efter utgngsdatumet.

7.2 Provhantering

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

e 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 ar.

e Provmirkning: Prover ska mirkas tydligt enligt institutionens vedertagna praxis.

8. Forfarande

8.1 Instrumentinstillning och testprogrammering
Instillningar kan variera med olika instrument och programvaror. I allménhet géller
foljande: Still in programvaran for plattlasaren sa att data insamlas i Vmean- ldget.
Kontrollera i handboken till programvaran att instéllningarna ar korrekta for att
garantera att det berdknade vérdet dr medelfrekvensen for optisk densitetsforandring
for samtliga insamlade datapunkter. Stéll in intervallet mellan instrumentavldsningar pa
det minsta virde som programvaran/instrumentet tillater under testets
40-minutersperiod. Programvarans vaglangdsinstéllningar ska vara 405 nm minus
bakgrunden pa 490 nm. Det rekommenderas att bada vagldngderna anvénds men om
dubbel vagldngdsavldsning inte ér tillgénglig ska du ldsa av testet vid 405 nm och
undersoka varje patientprovs kinetiska kurva efter tecken pa interferens (se avsnitt 9.0
for mer information). Inkubationstemperaturen ska stillas in pa 37 °C. Still in
blandning/plattskakning pé att utforas 5-10 sekunder innan avldsningen inleds.
Kurvanpassningsinstillningen ska vara “linjar/linjér” eller motsvarande. Avlasning ska
paborjas utan nagon fordréjningstid.

8.2 Beredning av glukanstandard som medfiljer satsen.

. Los upp en ampull med glukanstandard med den volym LRW som anges pa
ampullen sé att du far en 16sning med 100 pg/ml. Vortexblanda i minst 30 sekunder
med medel till medelhdg hastighet for att rekonstituera standarden (16sning 1).
Forvara glukanldsningen vid 2-8 °C och anvind den inom tre dagar. Steg b—e nedan
visar ett exempel pa ett schema for preparation av standardkurva.

. Bered en standard med 50 pg/ml (I6sning 2) genom att blanda 500 pL. LRW och 500 pL.
av 16sning 1 i ett glukanfritt ror (I6sning 2). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

. Bered en standard med 25 pg/ml (16sning 3) genom att blanda 500 pL LRW och 500 pL
av 16sning 2 i ett glukanfritt ror (16sning 3). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

. Bered en standard med 12,5 pg/ml (16sning 4) genom att blanda 500 uL LRW och 500 uL
av losning 3 i ett glukanfritt ror (I6sning 4). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

. Bered en standard med 6,25 pg/ml (16sning 5) genom att blanda 500 uL LRW och 500 puL
av losning 4 i ett glukanfritt ror (16sning 5). Vortexblanda i minst 10 sekunder.
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8.3 Oppna den alkaliska forbehandlingslosningen.
Den alkaliska forbehandlingslésningen omvandlar trippelspiralglukaner till enstrangade
glukaner'™", som dr mer reaktiva i analysen. Det alkaliska pH-virdet inaktiverar
dessutom serumproteaserna och haimmarna som kan stéra analysen.*

Kassera ampullen (enligt laboratoriets rutiner) om den inte ska anvéndas i ett efterfoljande
test. I detta fall ticks den 6ver med Parafilm, med anvindning av den sidan av Parafilmen
som var riktad mot pappersbaksidan.

8.4 Stiilla in mikrotiterplatta
Stall in uppldgget for mikrotiterplattan i programvaran med standarderna (Std),
negativa kontroller (Neg) och 21 prover (Spl). Foljande uppligg rekommenderas:

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

A

STD1 | STD1 SPLT | SPL4 | SPL7 | SPL1O | SPL13 | SPL16 | SPLTO
B 500 | 500

STD2 | STD2 SPLT | SPL4 | SPL7 | SPL10 | SPL13 | SPL16 | SPL19
C 250 | 250

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

625 | 625
5 STD5 | STDS SPL3 | SPL6 | SPLO | SPL12 | SPL1S | SPL1s | SPL21

31,25 | 31,25
a neg | neg SPL3 | SPL6 | SPLO | SPL12 | SPL15 | SPL1S | SPL21
H

Ange standardkoncentrationerna i programvaruinstillningarna som 500, 250, 125, 62,5
respektive 31 pg/ml.

Observera att de standardkoncentrationer som angivits ar fem ganger storre én de som
beretts i avsnitt 8.2 ovan. Detta beror pa att standardvolymen som anvinds i analysen dr

25 uL per brunn vilket ar fem ganger serumprovets volym (se avsnitt 8.5 b. nedan). Saledes
blir serumprovet femfaldigt effektivt utspitt relativt till standarden. Multiplicering av
standardkoncentrationerna med fem kompenserar for denna utspadning.

Obs! De yttre brunnarna kan anvindas, om det har pavisats att de yttre brunnarnas
prestanda ar jamforbar med prestandan for de inre brunnarna.

Obs! De negativa kontrollerna anvinds inte i standardkurvan.

8.5 Tillsats av serum och alkalisk forbehandlingslosning.

a. Tina frysta serumprover i rumstemperatur. Vortexblanda alla prover vl — i minst
30 sekunder pa medium till medium-hog hastighetsinstéllning.

. Overfor 5 uL av serumprovet till respektive betecknade brunnar (Uk) i minst
duplikat. Upprepa for varje serumprov.

. Tillsétt 20 uL av den alkaliska forbehandlingslosningen i varje brunn som innehaller
serum. Se till att serumet och forbehandlingsdropparna kommer i kontakt med varandra.
Obs: Steg b och ¢ kan utforas i omvind ordning enligt teknikerns preferens.
Obs: For att undvika oavsiktlig kontamination ska du sitta tillbaka locket dver
mikroplattan nér du tillsatt prover och reagens i brunnarna.

. Skaka plattan i 5-10 sekunder for att blanda brunnens innehéll vil (avldsarens
plattskakningsfunktion kan anvindas) och inkubera sedan i 10 minuter vid 37 °C
i inkubationsplattldsaren.
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8.6 Rekonstitution av Fungitell*-reagens.
Obs: Detta dr praktiskt att utfora medan forbehandlingsinkubationen pagér. Konsekvent
val av tidpunkt for rekonstitution forbittrar reproducerbarheten eftersom
Fungitell*-reaktionen borjar vid rekonstitutionen, dven om det sker pa en lag niva.

Rekonstituera en ampull med Fungitell*-reagens genom att tillsétta 2,8 ml LRW och
sedan tillsétta 2,8 ml Pyrosol-rekonstitutionsbuffert med 1 000 uL-pipetten. Tack
ampullen med Parafilm och anvind Parafilm-sidan som var riktad mot pappersbaksidan.
Snurra runt ampullen forsiktigt for att 16sa upp det helt — vortexblanda inte.

8.7 Tillsats av negativa kontroller och glukanstandarder.
Nir serumforbehandlingsinkubationen (avsnitt 8.5 d.) ar klar tar du bort plattan fran
inkubationsplattldsaren och tillsitter standarderna och negativa kontroller till plattan.
Rekommenderat monster for standardkoncentration:
a. Tillsdtt 25 pL LRW till brunn G2 och G3.
b. Tillsétt 25 pL av 6,25 pg/ml-standardlosningen 5 till brunn F2 och F3,
markta som 31,25 pg/ml.
c. Tillsdtt 25 uL av 12,5 pg/ml-standardlsningen 4 till brunn E2 och E3,
mirkta som 62,5 pg/ml.
d. Tillsdtt 25 pL av 25 pg/ml-standardlosningen 3 till brunn D2 och D3,
mirkta som 125 pg/ml.
e. Tillsitt 25 pL av 50 pg/ml-standardlsningen 2 till brunn C2 och C3,
markta som 250 pg/ml.
f. Tillsédtt 25 pL av 100 pg/ml-standardlosningen 1 till brunn B2 och B3,
mirkta som 500 pg/ml.

8.8 Procedur vid tillsats av Fungitell-reagens och plattinkub,
a. Tillsétt 100 pL Fungitell*-reagens till varje brunn (innehéllande negativa kontroller,
standarder och prover) med hjilp av stepper-pipetten (repetitiva pipetten).
b. Sitt in plattan i mikroplattldsaren (utjimnad till 37 °C), ta av locket och skaka
i 5-10 sekunder.

Lis av plattan utan locket vid 405 nm minus 490 nm, i 40 minuter vid 37 °C. Obs!
Om instrumentet inte ger tid for att ta av locket mellan skakning och avldsning, skaka
med avtaget lock for att sékerstélla avlasning utan lock.

9. Beriikna resultaten.

Samla in data och analysera pa foljande sitt: Undersok kinetiska diagram i testerna och
kontrollera for monster som inte visar en jamn dkning som ér jamforbar med de hos
standarderna. Invalidera fordndringar som indikerar optisk interferens (t.ex. deras kinetiska
monster foljer inte standardernas). Rakna ut medelfrekvensen for optisk densitetsforandring
(milliabsorbansenheter per minut) for alla punkter mellan 0 och 40 minuter (utf6rs av
programvaran). Interpolera provets koncentrationer av (1—3)-B-glukan fran standardkurvan
(utfors av programvaran).

10. Kvalitetskontroll

e Korrelationskoefficienten (r) for standardkurvan (linjar mot linjar) ska vara >0,980.

e Brunnarna med 25 pL. LRW ér de negativa kontrollerna. Negativa kontroller ska ha
frekvensresultat (t.ex. milliabsorbansenheter per minut) som &r mindre &n 50 % av de
lagsta standardfrekvenserna. Om inte, sa maste analysen upprepas med alla nya reagens.

e Hantera komplexa prover. Om analytikern observerar ovanlig kinetik i ett test av ett prov, t.ex.
ctt prov som ar mjolkigt, missfargat eller grumligt (t.ex. sddana som ar kraftigt hemolyserade,
lipemiska eller som innehdller Gverskott pa bilirubin) méste provet spadas med LRW och
testas igen. Spadningen méste riiknas in i rapporteringen av resultat genom att resultatet
multipliceras med spadningsfaktorn. I typfallet skrivs spidningsfaktorn in i
programvaruinstillningen for provet och korrigeringen gors di automatiskt.


http://www.labkinetics.com

Obs!

¢ Alla anvindare av testet ska etablera ett kvalitetskontrollprogram for att forsikra sig
om att testet utfors korrekt enligt gillande bestimmelser pé plats.

 Det rekommenderas att testa serumkontrollprover (negativa, nira gransvardet eller
starkt positiva) i sammanhanget av ytterligare laboratoriekontroller och god
laboratoriesed. Dessa ingér inte i Fungitell*-satsen.

11. Tolkning av resultat
NEGATIVT RESULTAT
(1-3)-p-D-glukan-virden <60 pg/ml tolkas som negativa resultat.

Laboratoriet som utfor testet ska informera den bestéllande ldkaren om att inte alla
svampinfektioner resulterar i forhojda nivéer av (1—3)-B-D-glukan i serum. Vissa svampar,
t.ex. klassen Cryptococcus3,4 producerar mycket liga nivéer av (1—3)-B-D-glukan. Mucorales,
t.ex. Absidia, Mucor och Rhizopus'* ér inte kénda for att producera (1—3)-B-D-glucan.

Pa liknande siitt producerar Blastomyces dermatitidis, i dess jastfas, foga (1—3)-B-D-glukan
och blastomykospatienter har vanligen ¢j detekterbara nivéer av (1—3)-B-D-glukan

i Fungitell*-analysen’.

OSAKERT RESULTAT
Virden frén 60 till 79 pg/ml anses vara ofullstindiga. Ytterligare provtagning och testning av
sera rekommenderas. Frekvent provtagning och testning forbittrar anvindbarheten for diagnos.

POSITIVT RESULTAT

(1—3)-p-D-glukan-virden >80 pg/ml tolkas som ett positivt resultat. Ett positivt resultat
definierar inte forekomsten av sjukdom och ska anvindas tillsammans med andra kliniska
fynd for att faststilla en diagnos.

12. Testets begrinsningar

e Vivnadsstillen med svampinfektion', inkapsling, samt miangden av (1—3)-p-D-glukan
som produceras av vissa svampar kan paverka serumkoncentrationen av denna analyt.
Reducerad formaga att fora ut (1—3)-p-D-glukan i blodomloppet kan minska
formdgan att detektera vissa svampinfektioner.

o Vissa individer har férhéjda nivaer av (1—3)-p-D-glukan som hamnar inom den
obestamda zonen. I sddana fall rekommenderas ytterligare dvervakande testning.

« Frekvensen av patienttestning beror pa den relativa risken for svampinfektion.
Provtagningsfrekvenser pa minst tv till tre gdnger per vecka rekommenderas
for riskpatienter.

« Positiva resultat har hittats hos hemodialyspatienter'**, patienter som behandlats med vissa
fraktionerade blodprodukter sasom serumalbumin och immunglobuliner** samt i prover
cller hos patienter som exponerats for gasviv och kirurgiska svampar som innehaller glukan.
Patienter beh6ver 3—4 dagar for att aterstilla baslinjenivaerna av (1—3)-p-D-glukan i serum
efter kirurgisk exponering fér svampar och gasviv som innehéller (1—3)-B-D-glukan®'.

Ta detta med i berdkningen vid tidsanpassningen av provtagning pé kirurgipatienter.

o Prover som erhéllits genom stick i hilen eller fingret ar oacceptabla eftersom den
alkoholindrinkta gassudd som anvinds for att preparera stickstillet (och, potentiellt,
blodansamling pa huden) har visat sig kontaminera proverna. I hittills utforda studier
har inga skillnader observerats mellan prover som tagits via slang eller venpunktion®*".

o For en omfattande granskning av faktorer som bidrar till falska positiva 1—3)--D-glukan,
se Finkelman, M.A., Journal of Fungi (2021)*.

o Testnivaer faststilldes pa vuxna patienter. Normala nivéer och grinsvirdesnivaer for
spidbarn och barn r under utredning®?.

13. Prestandaegenskaper
13.1 Grinsvirde och forvintade virden

En prospektiv multicenterstudie™ utfordes for att faststilla den diagnostiska
sensitiviteten och den diagnostiska specificiteten for Fungitell*-analysen (se jimforande
testning nedan) har visat att betaglukanvirden dr forhojda vid olika svampinfektioner.
Nir tecken och symtom forekommer vid nivan 80 pg/ml eller hogre, sé varierar det
prediktiva virdet for att patienten dr positiv for en svampinfektion fran 74,4 till 91,7 %.
I franvaro av tecken och symtom vid mindre dn 60 pg/ml varierade de negativa
prediktiva virdena fran 65,1 till 85,1 %.

13.2 Klinisk prestanda
En prospektiv multicenterstudie utfordes for att validera prestandaegenskaperna for
Fungitell*-analysen®'. Testet jimfordes med andra standardmetoder for detektion,
(dvs. blododling, histopatologisk undersokning av biopsiprov och radiologiska
tecken) avseende mykoser och fungemier.

Trehundrafemtionio (359) patienter testades med analysen. Ett enstaka prov togs fran
varje patient. I gruppen med lagriskpatienter ingick till synes friska individer och
sadana patienter som lagts in pé klinikerna av andra orsaker &n svampinfektioner.
Patientperiodiseringen utfordes vid sex kliniker i USA. Fyra av klinikerna utforde
analysen och testade totalt 285 prover. ACC testade alla 359 proverna tvd génger
men anvinde endast den andra uppsittningen resultat for att faststilla analysens
prestanda. Resultaten fran den andra analysuppsittningen skilde sig inte statistiskt
fran den forsta uppsittningen.

* Diagnostisk sensitivitet
Sensitiviteten for hela patientpopulationen (359) inklusive cryptococcospatienter
var 65,0 % ([60,1-70,0 % 95 % konfidensintervall (CT)](tabell 1).

« Diagnostisk specificitet
Specificiteten var 81,1 % (77,1-85,2 % CI). Nir de 170 personerna som var
negativa for svampinfektion och uppenbarligen friska individer analyserades,
var specificiteten 86,5 % med analysen (82,8 %-90,1 % C.I.). Nir de ytterligare
26 patienterna som var negativa for svampinfektion men hade andra sjukdomar
inkluderades observerades en specificitet pa 81,1 % (77,1-85,2 % CI).

Tabell 1  ACC-testresultat vid grinsvirdenivi 60-80 pg/ml efter klinik
Bevisad/sannolik Specificitet
Sensitivitet >=80pg/ml <60pg/ml
» =
Klinik g g -~ 2 g - s | Totalt
£ | £ |z £ | € |22, %
~ @ =8> Z 2 Z a8z =2
1 32/50 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 583 933 17/20 85.0 70,8 5 44
3 14/19 73,7 46,7 36/54 66,7 90,0 3 73
4 25/33 758 92,6 37/43 86,0 86,0 6 76
5 21/36 583 80.8 30/39 76.9 69.8 6 75
6 01 0,0 ET 0/0 ET 0,0 0 1
Totalt | 106/163 | 65,0 80,9 159/196 | 81,1 76,8 21 359

Nir resultaten som erhélls fran ACC (359 prover) och fran klinikerna (285 prover)

jamfors med klinisk diagnos, ar sensitiviteten 64,3 % (58,8-69,9 % CI) for ACC och 61,5 %
(55,9-67,2 % CI) for klinikerna. Specificiteten dr 86,6 % (82,7-90,6 % CI) for ACC jamfort
med 79,6 % (74,9-84,3 % CI) for klinikerna

Candidiasis
Det fanns 107 patienter som diagnosticerades positiva for candidiasis i den prospektiva
studien. 83 av 107 var positiva med Fungitell*-analysen.

Etthundrasjuttiofem candidiasis-biblioteksprover levererades till Associates of Cape Cod,
Inc. 145 av de 175 proverna var positiva enligt analysen.

Aspergillosis
Totalt 10 patienter var positiva for aspergillosis. 8 av 10 var positiva med analysen.

Fusariosis
Tre patienter var positiva for fusariosis. 2 av 3 var positiva med analysen.

Behandling med antimykotikum
Forekomsten eller franvaron av antimykotisk likemedelsbehandling hade ingen statistisk
signifikant effekt pa analysens sensitivitet. 118 personer visades vara positiva for invasiv

svampinfektion och fick antimykotisk behandling. 82 var positiva med analysen (sensitivitet,

69,5 %; 61,2 %-77,8 % CI). Dessutom visades tjugofyra (24) patienter vara positiva, men
fick inte ndgon antimykotisk behandling. 18 var positiva med analysen (sensitivitet, 75 %;
57,7 %-92,3 % CI).

13.3 Testkorrelationer
Fyra av klinikerna analyserade totalt 285 prover. Kliniktestresultaten korrelerade
kvantitativt vid 96,4 % med resultaten fran Associates of Cape Cod, Inc.
Korrelationerna for Associates of Cape Cod, Inc. med de olika testklinikerna
varierade fran 90,6 till 99,2 %.

13.4 Precision
Fungitell-analysen utvirderades for precision (dvs. upprepningsbarhet och
reproducerbarhet) med tio (10) olika prover som testades vart och ett vid tre
testkliniker, pa tre olika dagar. Analysvariationen mellan laboratorier strickte sig fran
0,9 % till 28,9 % och fungerade som ett matt pa upprepningsbarhet. Analysvariationen
mellan laboratorier stréickte sig fran 3,9 % till 23,8 % och fungerade som ett matt pa
reproducerbarhet. De fyra (4) negativa proverna uteslots fran bada analyserna.

13.5 Matintervall och linjiritet
Resultaten uttrycks i pg/ml serum och omfattar icke-detekterbart (<31 pg/ml)
till >500 pg/ml och skrivs ut av programvaran eller avlédses fran standardkurvan.
Korrekta virden 6ver 500 pg/ml kréver att provet spids med LAL-reagensvatten och
testas igen. Som anges i kvalitetskontrollavsnittet, ska korrelationskoefficienten (r)
for standardkurvan (linjar kontra linjir) som ticker métintervallet for Fungitell*-analysen
vara >0,980 och de negativa kontrollerna ska ha frekvensvirden (t.ex. milliabsorberande
enheter per minut) mindre dn 50 % av den lidgsta standardfrekvensen. Om inte, sa maste
analysen upprepas med alla nya reagens.

13.

=N

Stérande substanser

Foljande provforhéllanden kan ge interferens for ett korrekt resultat av Fungitell” -analysen:

e Missfirgade eller grumliga prover, t.ex. sadana som &r kraftigt hemolyserade,
lipemiska eller som innehéller dverskott pa bilirubin, kan orsaka optisk interferens
for analysen. Om sadana prover testas, ska testresultaten undersokas avseende
tecken pa optisk interferens och/eller onormala kinetiska kurvménster.

o Forhojda nivéder av immunoglobulin G, som kan forekomma i serum pé grund av
multipla myelom, kan resultera i utfillning i reaktionsblandning vid tillsats av
Fungitell” till férbehandlat serum™.

® Di detta skrevs hade ingen aktiverande faktor G ((1—3)-B-glukan detektionselement)
av Fungitell*-reagensen beskrivits som annan én (1—3)-B-glukan. I vissa studier,
dér pastaenden 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"”. Kontaminering
med serinproteas kan ocksa resultera i para-nitroanilinutsldpp i Fungitell®-
reaktionsblandningar, men dessa inaktiveras som en del av forbehandlingsprocessen.

14. Meta-analyser

Utdver detta har flera vetenskapligt granskade studier som publicerats i damnet (1—3)-B-D-glukan
i serum-baserat stod vid diagnos av invasiv svampsjukdom som innefattar meta-analyser av
diagnostiska prestanda®?+3:37,

15. Symbolforklaring

g "Anvinds senast" "Se bruksanvisningen"

\V4 "Innehaller tillrickligt med material

X for 'N' tester” "Behorig representant”

"Satskod" "CE-mirkning"

"Medicinsk enhet for in vitro-diagnostik" B(only "Endast receptbelagd"

"Katalognr." A "Var forsiktig"

e
"Temperaturbegrénsning" 7}? "Hall borta fran solljus"
"Tillverkare"

16. Auktoriserade representanter
Sponsor i Australien: Emergo Australia, Level 20, Tower II, 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 behdriga myndigheten i den medlemsstat dér anviindaren 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

Associates of Cape Cod Int’l., Inc.

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

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

Europa

Associates of Cape Cod Europe GmbH

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

18. Revisionshistorik

Rev 0 till 11: Andrade triplikat till duplikat testning. Bytte ut reagensvatten for laboratoriebruk till
LAL-reagensvatten. Kombinerade KCL- och KOH-komponenter till alkalisk forbehandlingsldsning.
Tog bort mikroplatta fran sats och erbjudande som artikel som krévs men inte medfoljer. Andrade
EG-representant och lade till sponsor fran Australien. Mindre tydliggéranden, formatering, tilligg av
symboler, ytterligare interfererande &mnen.

Rev 12: EG-representant Emergo Europe borttagen.
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Ytterligare referenser finns pa var webbsida Fungitell.com

A Testprocedur snabbguide kan laddas ner fran webbsidan Fungitell.com:
https://www.fungitell.com/pdfs/Fungitell_ProcedureOutline_ PR18-016.pdf
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