Analyse af (1->3)-B-D-glukan i serum
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1. Tilsigtet brug

Fungitell® analysen er en protease zymogen-baseret kolorimetrisk analyse til kvalitativ
pévisning af (1—3)-B-D-glukan i serum hos patienter med symptomer pa, eller
medicinske tilstande, der gor patienter modtagelige for invasiv svampeinfektion.
Serumkoncentrationen af (1—3)-p-D-glukan, en primer komponent i cellevaggen i
forskelligartede medicinsk vigtige svampetyper', kan anvendes som en hjalp ved
diagnosticering af dybtliggende mykoser og fungzmier®. Et positivt resultat angiver ikke,
hvilken svampeslegt kan veere arsag til infektionen.

(1—3)-B-D-glukan titere skal benyttes sammen med andre diagnostiske procedurer,
sasom mikrobiologisk kultur, histologiske undersogelser af biopsiprever og radiologiske
undersogelser.

Vigtigt

Videregiv venligst disse oplysninger til den rekvirerende leege: Visse svampearter
som f.eks. sleegten Cryptococcus, der producerer meget lave niveauer af
(1—3)-p-D-glukan, vil muligvis ikke resultere i, at (1—3)-p-D-glukan i serum er
eleveret nok til at blive pavist med analysen’”. Infektioner med svampe fra
mugordenen Mucorales som f.eks. Absidia, Mucor og Rhizopus™*, som ikke vides at
producere (1—3)-p-D-glukan, udviser ligeledes lave (1—3)-f-D-glukantitere i
serum. Derudover producerer geeringsfasen af Blastomyces dermatitidis kun lidt
(1—3)-p-D-glukan, hvilket muligvis ikke vil blive pavist i analysen’.

Inkluder denne erklering, nar testresultaterne for Fungitell® analysen rapporteres.

S

. Oversigt og forklaring

Svampeinfektioner fra opportunistiske patogener ses i stigende grad, og iser hos
immunsupprimerede patienter®”*. Invasive svampesygdomme, sdsom opportunistiske
infektioner, forekommer hyppigt hos patienter med haeematologiske maligniteter og aids
og er arsagen til et voksende antal nosokomielle infektioner, iser blandt
organtransplantationspatienter og andre patienter, der fir immunsupprimerende
behandlinger”'®. Mange svampesygdomme erhverves ved indanding af svampesporer fra
jord, planteaffald, luftbehandlingssystemer og/eller udsatte omréder. Nogle
opportunistiske svampe er til stede i/pa menneskehud, tarmkanal og slimhinder
Diagnosticering af invasive mykoser og fungamier baseres normalt pa ikke-specifikke
diagnostiske eller rontgenteknikker. Biologiske markerer for svampeinfektioner er for
nylig blevet gjort tilgeengelige som diagnostiske metoder’.
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Opportunistiske svampepatogener inkluderer Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium
spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acr ium spp., Coccidioid.
immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum og
Pneumocystis jirovecii. Det (1—3)-B-D-glukan, der dannes af disse og andre organismer,
er paviselige med Fungitell® analysen' 1314,

3. Procedurens principper

Fungitell® analysen méler (1—3)-B-D-glukan. Analysen er baseret pa en modificeret
Limulus amebocyt lysat (LAL)-bane'>'®!718 Figur 1. Fungitell® reagenset er modificeret
for at eliminere bakteriel endotoksinreaktivitet og séledes for kun at reagere pa (1—3)--
D-glukan gennem den Faktor-G-medierede bane. (1—3)-B-D-glukan aktiverer Faktor G,
et serinprotease zymogen. Det aktiverede Faktor G omdanner det inaktive pro-
koagulationsenzym til det aktive koagulationsenzym og klever efterfolgende para-
nitroanilid (pNA) fra det kromogene peptidsubstrat, Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, og der
dannes en kromofor, para-nitroanilin, der absorberer ved 405 nm. Fungitell® kinetisk
analyse, som er beskrevet herunder, er baseret pa bestemmelse af raten af stigning i
optisk densitet, der produceres af en preve. Denne rate fortolkes imod en standardkurve
for at give estimater af (1—3)-p-D-glukankoncentrationen i preven.
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4. Materialer der folger med Fungitell® szettet

Fungitell® szttet er til in vitro-diagnostisk brug. De folgende materialer, som folger med
hvert szt, er tilstreekkelige til analysering af 110 brende pa to mikrotiterplader (55 brende
pé hver):

«  Fungitell® reagens, et frysetorret (1—3)-B-D-glukan specifikt LAL (to hztteglas).
Fungitell” reagenset bestdr af Limulus (dvs. dolkhale) amebocytlysat og
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimetrisk substrat. Det indeholder ikke proteiner
fira mennesker eller pattedyr.

«  Pyrosol® rekonstitutionsbuffer (to hztteglas). Yderligere hatteglas med Pyrosol
rekonstitutionsbuffer (katalognummer BC051) kan kebes separat. Den bestar af
0,2 mol Tris-buffer.

* Glukanstandard, fryseterret (1—3)-B-D-glukan fra pachyman (to hetteglas).
Volumen af reagensvand, der skal tilseettes, er angivet pa heetteglassets meerkat.
Den er kalibreret op mod en intern referencestandard.

+ LAL-reagensvand (LRW) (to flasker)

Bemzerk: 20 ml vand af reagenskvalitet (RGW) og LRW i haetteglas svarer til
hinanden.

«  Alkalisk forbehandlingsoplesning (to hetteglas), som indeholder 0,125 mol KOH
0g 0,6 mol KCI

Alle ovenstaende materialer, med undtagelse af standarden, er fri for interfererende
niveauer af (1—3)-p-D-glukan.

5. Nedvendige materialer, der ikke er vedlagt
Alle materialer skal veere fii for interfererende glukan.

« Pipettespidser* (250 pl - katalog-nr. PPT25, 1000 pl - katalog-nr. PPT10)

« Pipetter i stand til at levere 5-25 pl og 100-1000 pl

« Gentagelsespipette med sprojtespidser i stand til at levere 100 pl

« Reagensglas* til klargering af standardserie (kalibreringskurve) og
kombinering af serumbehandlingsreagenser. (12 x 75 mm - katalog-nr. TB240
eller 13 x 100 mm - katalog-nr. TB013)

« Inkubationspladelaser (37 °C) med mulighed for afleesning ved 405 nm (helst
med mulighed for dobbelt belgelengdemonitorering ved 405 og 490 nm) med et
dynamisk omrade op til mindst 2,0 absorbansenheder, kombineret med relevant
computerbaseret software til kinetisk analyse.

«  Sterile, glukanfri heetteglas til alikvotering af prever. Der kan bruges hztteglas,
der er certificeret til at veere fii for RNAse, DNAse og pyrogener.

«  Parafilm®

«  96-brendsmikroplader* Bemzerk: Fungitell® analysen er blevet valideret med
plader, der har folgende karakteristika: Polystyren, sterile, ubelagte, fladbundede,
uden interfererende betaglukan til ACC-specifikationer og individuelt
indpakkede.

* Disse produkter fra Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) er certificerede fii for
interfererende glukaner.

6. Opbevaring af reagenser
* Opbevar alle reagenser, som leveret, ved 2-8 °C pé et morkt sted.
«  Rekonstitueret Fungitell® reagens skal opbevares ved 2-8 °C og anvendes inden
for 2 timer. Alternativt kan rekonstitueret Fungitell® reagens nedfryses ved -
20 °C i op til 20 dage, optes én gang og anvendes.

7. AAdvarsler og forholdsregler

« Ingen materialer mé pipetteres med munden. Undga at ryge, spise og drikke i
omrader, hvor der handteres prover eller s@treagenser.

« Folg driftsmassige og lokale sikkerhedsforskrifter.

« Brug beskyttelseshandsker ved héndtering af biologiske prover, der kan vere
infektiose eller farlige. Den behandskede hand skal til enhver tid betragtes som
kontamineret. Hold din behandskede hénd veek fra dine gjne, mund og nzse.
Brug gjenbeskyttelse og medicinsk mundbind, hvis der er mulighed for
aerosolforurening.

+ Bemark: St med beskadiget indhold ma ikke anvendes.

« Bortskaffelse: Rester af kemikalier og forberedelser betragtes almindeligvis som
risikoaffald. Bortskaffelse af denne type affald er reguleret af nationale og
regionale love og forskrifter. Kontakt de lokale myndigheder eller
affaldshandteringsvirksomheder for rad om bortskaffelse af risikoaffald.

«  Sikkerhedsdatablade for alle Fungitell® seetkomponenter kan downloades pa
ACC's website: www.acciusa.com.

7.1 Proceduremeessige forholdsregler

Fungitell® analysen kraever noje opmarksomhed omkring teknikker og testmiljo.

Det er yderst vigtigt for analysens effektivitet, at teknikeren opleeres grundigt i

analysemetoden og i undgaelse af kontamination.

+ Brug god laboratoriepraksis i henhold til gaeldende lokale forskrifter. Denne
analyse er folsom over for kontaminering og unejagtig pipettering.

« Etabler et rent miljo at udfere analysen i.

« Bemeark, at glukan - savel som kontamination med svampepartikler fra
menneskekroppen, bekladning, beholdere, vand og luftbaret stov - kan interferere
med Fungitell® analysen.

«  Mulige kontamineringskilder: celluloseholdige materialer, sdsom gaze,
papirservietter og pap, glaspipetter med bomuldspropper og pipettespidser med
cellulosefiltre. Kirurgisk gazevev og tamponer kan ogsa frigive store mangder
(1—3)-B-D-glukan®'*2. Se afsnittet Begraensninger for andre patientrelaterede
kontamineringskilder for testen.

« Brug ikke materialer efter udlebsdatoen.

7.2 Handtering af prover

« Indsamling af blodprever og forberedelse af serum skal ske i henhold til
geldende lokale forskrifter. Provetagning: Blodprever skal indsamles i sterile
serumklargeringsglas eller serumseparationsglas (SST) til klargering af serum.

*  Opbevaring af prover: Serumprover kan opbevares ved 2-8 °C i op til 15 dage
eller nedfryses ved -20 °C i op til 27 dage eller -80 °C i op til 4 ér.

* Mearkning af prever: Prover skal markeres tydeligt i overensstemmelse med
institutionens godkendte praksis.

8. Procedure

8.1 Instr indstilling og I
Indstillinger kan variere ath@ngigt af instrumenter og software. Generelt gaelder
folgende: Indstil pladelasersoftwaren til at indsamle data i Vmean-tilstand.
Kontroller softwaremanualen for de korrekte indstillinger for at sikre, at den
beregnede veerdi er den gennemsnitlige rate af optisk densitetseendring for alle
indsamlede datapunkter. Indstil afleeserens interval til det minimalt tilladte af
softwaren/instrumentet over testens 40 minutters varighed. Softwarens
konfiguration af belgeleengde skal veere 405 nm minus baggrunden pa 490 nm.
Det anbefales at anvende begge belgelengder, men hvis dobbelt
bolgelengdeaflesning ikke er tilgeengeligt, afleses testen ved 405 nm, og hver
patientproves kinetiske kurve underseges for tegn pa interferens (se afsnit 9.0 for
nzrmere oplysninger). Inkubationstemperaturen indstilles til 37 °C. Indstil
blanding/ryst af pladen til at finde sted 5-10 sekunder for afleesningen starter.
Indstil kurvetilpasningen til “linear/linear” (linezer/linezr) eller tilsvarende.
Aflaesningen ber starte uden forsinkelse.

ogrammering

8.2 Klargoring af seettets glukanstandard

a. Oples et hetteglas glukanstandard med den mengde reagensvand (LRW), der
er angivet pd hatteglasset for at fa en oplesning pa 100 pg/ml. Bland i
vortexmixer i mindst 30 sekunder ved mellem- til mellemhej hastighed for at
rekonstituere standarden (oplesning 1). Glukanoplesningen skal opbevares
ved 2-8 °C og anvendes inden for tre dage. Trin b - ¢ herunder viser et
eksempel pa klargering af standarder til dannelse af en kurve.

b. Klarger 50 pg/ml standard (oplesning 2) ved at blande 500 pl LRW og 500 pl
af oplesning 1 i et reagensglas uden glukan (oplesning 2). Bland
i vortexmixer i mindst 10 sekunder.

c. Klarger 25 pg/ml standard (oplesning 3) ved at blande 500 pl LRW og 500 pl
af oplesning 2 i et reagensglas uden glukan (oplesning 3). Bland i
vortexmixer i mindst 10 sekunder.

d. Klarger 12,5 pg/ml standard (oplesning 4) ved at blande 500 ul LRW og
500 pl af oplesning 3 i et reagensglas uden glukan (oplesning 4). Bland
i vortexmixer i mindst 10 sekunder.

e. Klarger 6,25 pg/ml standard (oplesning 5) ved at blande 500 ul LRW og
500 pl af oplesning 4 i et reagensglas uden glukan (oplesning 5). Bland
i vortexmixer i mindst 10 sekunder.

8.3 Abn den alkaliske forbehandlingsopl g
Den alkaliske forbehandlingsoplesning konverterer tredobbelte helix-glukaner til
enkeltstrengede glukaner'”™®, som er mere reaktive i analysen. Desuden tjener
den alkaliske pH som et middel til inaktivering af serumproteaser og inhibitorer,

der kan pavirke analysen.*

Kassér heetteglasset (i overensstemmelse med laboratoriets procedurer),
medmindre det skal anvendes til efterfolgende test, hvorfor det i sd fald daekkes til
med Parafilm, og den side af Parafilm anvendes, der vendte mod papirlaget.

8.4 Opscetning af mikrotiterplade
Opseat mikrotiterpladens layout i softwaren med standarder (Std), negative
kontroller (Neg) og 21 prover (Spl). Felgende layout anbefales:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A
B STD1|STD1 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
500 500
STD2 | STD2 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
c 250 250
STD3 | STD3 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
D 125 125

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
E STD4 | STD4 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
62,5 | 62,5
F STD5 | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
31,25 | 31,25
G neg neg SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

Indtast standardens koncentrationer i softwaren som hhv. 500, 250, 125, 62,5
og 31 pg/ml.

Vear opmarksom pa, at de indtastede standardkoncentrationer er fem gange
hejere end koncentrationerne klargjort i afsnit 8.2 ovenfor. Dette skyldes, at det
standardvolumen, der anvendes i analysen, er 25 pl pr. brend, hvilket er fem
gange mere end volumenet af den anvendte serumprove (se afsnit 8.5 b herunder).
Serumproven fortyndes saledes effektivt fem gange i forhold til standarden.
Multiplikation af standardkoncentrationerne med fem kompenserer for denne
fortynding.

Bemzrk: De ydre brende kan bruges, hvis det er demonstreret, at ydeevnen af de
ydre brende svarer til ydeevnen af de indre brende.

Bemzrk: De negative kontroller bruges ikke i standardkurven.

8.5 Tilseetning af serum og alkalisk forbehandlingsopli g

a. Opto frosne serumprover ved stuetemperatur. Bland alle prover grundigt i
vortexmixer — i mindst 30 sekunder ved mellem- til mellemhej hastighed.

b. Overfor 5 pl af serumproven til hver af de dertil beregnede brende (Uk), som
minimum i duplikat. Gentag for hver serumprove.

c. Tilszt 20 pl alkalisk forbehandlingsoplesning til hver brend med serum. Serg
for, at serum og draberne af forbehandlingsoplesning kommer i kontakt med
hinanden.

Bemerk: Trin b og ¢ kan udferes i omvendt reekkefolge athaengigt af
teknikerens praference.

Bemerk: For at undga utilsigtet kontamination skal laget laegges tilbage pa
mikropladen, efter prover og reagenser efter blevet overfort til brendene.

d. Ryst pladen i 5-10 sekunder for at blande brendindholdet (laeserens
pladerystningsfunktion kan benyttes), og inkuber derpa i 10 minutter ved
37 °C i inkubatorpladeleseren.

8.6 Rekonstituering af Fungitell® reagens
Bemerk: Dette kan med fordel udferes, mens forbehandlingsinkubationen er i
gang. Ensartet planlaegning af rekonstitueringen vil forbedre reproducerbarheden,
da reaktionen af Fungitell® starter efter rekonstitueringen, omend pa et lavt
niveau.

Rekonstituer ét hztteglas Fungitell® reagens ved at tilsztte 2,8 ml LRW og derpa
tilsaette 2,8 ml Pyrosol-rekonstitutionsbuffer ved brug af 1000 ul pipetten. Dack
hztteglasset til med Parafilm, og brug den side af Parafilm, der vendte mod
papirlaget. Omryst haetteglasset forsigtigt for at oplese indholdet helt — brug ikke
vortexmixer.

8.7 Tilseetning af negative kontroller og glukanstandarder

Ved afslutningen af inkubationen af serumforbehandlingsoplesningen

(afsnit 8.5 d) fjernes pladen fra inkubationspladelaseren, og standarder og

negative kontroller tilsettes til pladen. Anbefalet standardkoncentrationsmenster:

a. Tilszet 25 pl LRW til brend G2 og G3.

b. Tilsat 25 pl af 6,25 pg/ml standardoplesning 5 til brend F2 og F3, market
som 31,25 pg/ml.

c. Tilszt 25 pl af 12,5 pg/ml standardoplesning 4 til brend E2 og E3, market
som 62,5 pg/ml.

d. Tilszet 25 pl af 25 pg/ml standardoplesning 3 til brend D2 og D3, merket som

125 pg/ml.
e. Tilszt 25 pl af 50 pg/ml standardoplesning 2 til brend C2 og C3, merket som
250 pg/ml.
f. Tilsat 25 pl af 100 pg/ml standardoplesning 1 til brend B2 og B3, merket
som 500 pg/ml.
8.8 Fungitell® r il ing og pladeinkubati ocedure

S S S F (3

a. Tilset 100 pl Fungitell® reagens til hver brend (indeholdende negative
kontroller, standarder og prever) med gentagelsespipetten.

b. St pladen i mikropladel@seren (afbalanceret til 37 °C), tag laget af, og ryst
den i 5-10 sekunder. Hvis pladens rystefunktion ikke er tilgeengelig med
mikropladelaseren, kan en ekstern mikropladeryster anvendes.

Afles pladen uden lig ved 405 nm minus 490 nm i 40 minutter ved 37 °C.
Note: Hvis instrumentet ikke giver tid til at tage laget af mellem rystning og
aflaesning, skal pladen rystes med laget taget af for at fa en afleesning uden laget pa.

9. Beregn resultaterne

Indsaml data, og analysér pa folgende made: Undersog provernes kinetiske plot, og se
efter andre monstre end en jevn stigning svarende til standardernes. Ugyldigger plot, der
viser tegn pa optisk interferens (f.eks. de kinetiske monstre folger ikke standardernes
menstre). Beregn den gennemsnitlige rate for optisk densitetseendring (milli-



absorbansenheder pr. minut) for alle punkter mellem 0 og 40 minutter (gores af
softwaren). Interpoler provens (1—3)-B-D-glukan koncentrationer fra standardkurven
(gores af softwaren).

10. Kvalitetskontrol

« Korrelationskoefficienten (r) af standardkurven (linezr vs. lineer) ber vare
>0,980.

« Brendene med 25 pl LRW udger de negative kontroller. Negative kontroller skal
have rateresultatveaerdier (f.eks. milliabsorbans enheder pr. minut) under 50 % af
de laveste standardrater. Hvis ikke, skal analysen gentages med nye reagenser.

« Handtering af komplekse prover. Hvis analytikeren observerer usadvanlig kinetik
ien test af en prove, f.eks. en prove der er uklar, misfarvet eller grumset (sdsom
prover, der er steerkt heemolyserede, lipamiske eller som indeholder meget
bilirubin), skal preven fortyndes med LRW og testes igen. Fortyndingen
inkluderes i rapporteringen af resultater ved at gange resultatet med
fortyndingsfaktoren. Fortyndingsfaktoren indtastes typisk i
softwareindstillingen for preven, og korrektionen sker automatisk.

Bemzrk:

« Hver bruger af analysen ber etablere et kvalitetskontrolprogram for at sikre
effektiv udforelse af testen i overensstemmelse med de geeldende forskrifter pa
stedet.

« Det tilrades at analysere serumkontrolprever (negativ, teet pa greenseveardien eller
steerkt positiv) 1 konteksten af yderligere laboratoriekontroller og god
laboratoriepraksis. Disse er ikke inkluderet i Fungitell® szttet.

11. Fortolkning af resultater
NEGATIVT RESULTAT
(1—3)-B-D-glukanveerdier < 60 pg/ml fortolkes som negative resultater.

Laboratoriet som udforer testen skal informere den rekvirerende laege om at ikke alle
svampeinfektioner resulterer i eleverede niveauer af (1—3)-B-D-glukan i serum. Visse
svampearter som slaegten Cryptococcus™ producerer meget lave niveauer af
(1—3)-B-D-glukan. Mucorales, sdsom Absidia, Mucor og Rhizopus'* vides ikke at
producere (1—3)-B-D-glukan. Tilsvarende producerer Blastomyces dermatitidis, i
geeringsfasen, kun lidt (1—3)-B-D-glukan, og blastomykosepatienter har normalt
ikke-paviselige niveauer af (1—3)-B-D-glukan i Fungitell® analysen>.

UBESTEMMELIGT RESULTAT

Verdier fra 60 til 79 pg/ml betragtes som inkonklusive. Yderligere provetagning og
analyse af sera anbefales. Jevnlig provetagning og analysering eger anvendeligheden ved
diagnosticering.

POSITIVT RESULTAT

(1-3)-B-D-glukanverdier > 80 pg/ml fortolkes som et positivt resultat. Et positivt
resultat definerer ikke tilstedevaerelse af sygdom og skal bruges sammen med andre
kliniske fund for at danne grundlag for en diagnose.

12. Testens begransninger

«  Svampeinfektionens placering i vaevet', indkapsling og mangden af
(1—3)-B-D-glukan, der produceres af bestemte svampe, kan have indflydelse pa
serumkoncentrationen i denne analyt. En reduceret evne til at overfore
(1—3)-p-D-glukan til blodet kan nedsatte analysens evne til at pavise nogle
svampeinfektioner.

« Nogle personer har eleverede niveauer af (1—3)-B-D-glukan, som falder inden
for den ubestemmelige zone. I disse tilfeelde anbefales yderligere
overvdgningstestning.

« Hyppigheden af patienttestning athanger af den relative risiko for
svampeinfektion. Proverater pa mindst to til tre gange om ugen anbefales for
risikopatienter.

« Positive resultater er fundet hos hemodialysepatienter , patienter behandlet
med visse fraktionerede blodprodukter som serumalbumin og
immunglobuliner™? og i prover eller hos patienter, der eksponeres for

glukanholdig gaze og kirurgiske tamponer. Patienter kreever 3-4 dage for at

genoprette basislinjeniveauer af (1—3)-B-D-glukan i serum, efter kirurgisk

eksponering for tamponer og gaze indeholdende (1—3)-B-D-glukan®' 22,

Derfor skal tilrettelaeggelsen af provetagningen for kirurgiske patienter tages

i betragtning.

« Prover indsamlet med hzl- eller fingerprik er uacceptable, da den alkoholvaedede
gaze, der bruges til at klargere indstiksstedet (og potentielt ansamlinger af blod pa
hudoverfladen) har vist sig at kontaminere proverne. I studier er der til dato ikke
blevet observeret forskelle mellem prover taget fra et anlagt kateter og fra
venepunktur?®?’,

« Foren omfattende gennemgang af faktorer, der bidrager til falsk positive
resultaggr for (1—3)-p-D-glukan, henvises til Finkelman, M.A., Journal of Fungi
(2021)

« Testniveauer blev etableret for voksne patienter. Normale vaerdier og cut-off-
veerdier for spaedborn og born er ved at blive undersogt>*?’.
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13. Ydelseskarakteristik
13.1 Cut-off- og forventede veerdier
Et multi-center, prospektivt forseg®', der blev udfort for at bestemme Fungitell®
analysens diagnostiske sensitivitet og diagnostiske specificitet (se
Sammenlignende analyse nedenfor) har vist, at betaglukanverdier er eleverede

ved en reekke svampeinfektioner. Nar tegn og symptomer er til stede ved

80 pg/ml-niveauet eller hojere, varierer den pradiktive veerdi for, at patienten er
positiv for en svampeinfektion mellem 74,4 og 91,7 %. Ved manglende tegn og
symptomer ved mindre end 60 pg/ml varierer de negative praediktive verdier
mellem 65,1 og 85,1 %.

13.2 Klinisk ydelse
Et multi-center, prospektivt forseg for at validere Fungitell® analysens
ydelseskarakteristik blev udfert?'. Testen blev sammenlignet med andre
standardmetoder til pavisning (dvs. bloddyrkning, histopatologisk undersogelse
af biopsiprever og radiologiske tegn) af mykoser og fungemier.

Trehundrede og nioghalvtres (359) patienter blev testet med analysen. Der blev
indsamlet en enkelt prove fra hver patient. Patienter i lavrisikogruppen
inkluderede tilsyneladende raske personer foruden personer pa forsegscentrene,
som var indlagt pa hospitaler af andre arsager end svampeinfektioner.
Patientinkludering fandt sted pa seks centre i USA. Fire centre udforte analysen
og testede 285 prover i alt. ACC testede alle 359 prover to gange men anvendte
kun anden rundes resultater til at vurdere analysens ydelse. Resultaterne af anden
rundes analyser afveg ikke statistisk fra forste runde.

« Diagnostisk sensitivitet
Sensitiviteten for hele patientpopulationen (359), inklusive cryptococcosis-
patienter, var 65,0 % ([60,1-70,0 % 95 % konfidensinterval (CI)]) (Tabel 1).

« Diagnostisk specificitet
Specificiteten var 81,1 % (77,1-85,2 % CI). Nar de 170 patienter, der var
negative for svampeinfektion og tilsyneladende var raske, blev analyseret, var
specificiteten 86,5 % med analysen (82,8-90,1 % CI). Nér man inkluderede de
yderligere 26 patienter, som blev erkleret negative for svampeinfektion men
som havde andre lidelser, blev der observeret en specificitet pa 81,1 %
(77,1-85,2 % CI).

Tabel 1 ACC-testresultater ved 60-80 pg/ml graensevzerdien pr. forsegscenter
Pavist/sandsynlig Specificitet
Sensitivitet > = 80 pg/ml <60 pg/ml
=)
i I - O IR I B I A
1 32/50 | 64,0 97,0 39/40 | 97,5 69,6 1 90
2 14124 | 583 93,3 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 75,8 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 0/1 00 | Mkke §ogg | ke gy 0 1
relevant relevant
Total |106/163| 65,0 80,9 |159/196] 81,1 76,8 21 359

Nar resultaterne indhentet af ACC (359 prover) og forsegscentrene (285 prover)
sammenlignes med kliniske diagnoser, er sensitiviteten 64,3 % (58,8-69,9 % CI)

for ACC 0og 61,5 % (55,9-67.2 % CI) for centrene. Specificiteten er 86,6 %
(82,7-90,6 % CI) for ACC sammenlignet med 79,6 % (74,9-84,3 % CI) for centrene.

Candidiasis
107 patienter blev erklaret positive for candidiasis i det prospektive forsog. 83 af de
107 var positive med Fungitell® analysen.

Ethundrede og femoghalvfjerds candidiasis library-prever blev sendt til Associates of
Cape Cod, Inc. 145 af de 175 var positive med analysen.

Aspergillosis
T alt 10 patienter var positive for aspergillosis. 8 af de 10 var positive med analysen.

Fusariosis
Tre patienter var positive for fusariosis. 2 af de 3 var positive med analysen.

Behandling med antifungal medicin

Tilstedevaerelse eller fraveer af behandling med antifungal medicin havde ingen
statistisk signifikant effekt pa analysesensitivitet. 118 patienter blev erkleeret positive
for invasiv svampeinfektion og var under antifungal behandling. 82 var positive med
analysen (sensitivitet 69,5 %, 61,2-77,8 % CI). Desuden blev fireogtyve (24)
patienter erklaret positive, men de var ikke under behandling med antifungal
medicin. 18 var positive med analysen (sensitivitet, 75 %, 57,7-92.3 % CI).

13.3 Testkorrelationer
Fire forsegscentre udferte analysen pé i alt 285 prever. Forsegscentrenes
resultater korrelerede kvantitativt ved 96,4 % med resultaterne fra Associates of
Cape Cod, Inc. Korrelationerne mellem Associates of Cape Cod, Inc. og de
forskellige forsogscentre varierede mellem 90,6 % og 99,2 %.

13.4 Preecision

Fungitell® analysen blev evalueret for pracision (dvs. repeterbarhed og
reproducerbarhed) ved anvendelse af ti (10) forskellige prever, som hver blev
analyseret af tre forsegscentre pa tre forskellige dage. Variationen inden for
analysen 14 i omréddet 0,9 til 28,9 % og tjente som en méling af repeterbarhed.
Verdierne inden for analysen 13 i omradet 3,9 til 23,8 % og tjente som en méling
af reproducerbarhed. De fire (4) negative prover blev ekskluderet fra begge

analyser.

13.5 Maleomrdde og linearitet

Resultaterne er udtrykt i pg/ml serum og varierer fra ikke-paviseligt (<31 pg/ml)
til > 500 pg/ml, og de udskrives af softwaren eller afleeses fra standardkurven.
Nojagtige vaerdier over 500 pg/ml kraver, at proven fortyndes med LAL-
reagensvand og testes igen. Som angivet i afsnittet Kvalitetskontrol ber
kotrelanonskoefﬁmenten (r) af standardkurven (line@r vs. lineer), der dekker
Fungitell® analysens mileomrade, vere > 0,980, og de negative kontroller bor
have ratevardier (f.eks. milliabsorbansenheder pr. minut) under 50 % af den
laveste standardrate. Hvis ikke, skal analysen gentages med nye reagenser.

13.6 Interfererende stoffer

De folgende provebetingelser kan pavirke nejagtige resultater af en Fungitell®

analyse:

« Misfarvede eller uklare prover som f.eks. prover, der er kraftigt
hamolyserede, lipeemiske eller som indeholder meget bilirubin, kan forarsage
optisk interferens i analysen. Hvis sddanne prover testes, ber testresultaterne
undersoges for bevis pa optisk interferens og/eller usaeedvanlige kinetiske

kurvemenstre.

« Eleverede niveauer af immunglobulin G, som kan forekomme i serum pga.
multiple melanomer, kan resultere i udfeeldning i reaktionsblandingen efter
tilseetningen af Fungitell® til det forbehandlede serum™.

« Iskrivende stund er der ikke beskrevet nogen anden aktiverende Faktor G
((1—3)-B-glukan-pavisningselement) af Fungitell® reagens end
(1—3)-B-glukan. I nogle forseg, hvor der har vaeret pastande om
krydsreaktivitet, har behandling af det formodede aktiveringsmateriale med
renset (1—3)-B-glukanase elimineret signalet, hvilket beviste, at den
observerede aktivering skyldtes kontaminering (1—3)-B-glukan'>.
Serinproteasekontaminering kan ogsa give udslag i frigivelse af
paranitroanilin i Fungitell® reaktionsblandinger, men disse inaktiveres som en

del af forbehandlingsprocessen.

14. Metaanalyser

Derudover er der publiceret utallige fagfaellebedemte studier af emnet serum
(1—3)-B-D-glukanbaseret stotte til diagnosticering af invasiv svampesygdom, herunder

metaanalyser af diagnostisk ydeevne
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Hovedkontor - Associates of Cape Cod, Inc.
TIf.: (888) 395-2221 eller (508) 540-3444 « Fax: (508) 540-8680
E-mail: custservice@acciusa.com * www.acciusa.com
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TIf.: (44) 151-547-7444 « Fax: (44) 151-547-7400

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

18. Revisionshistorik

Rev. 0 til 11: Andrede triplikat til duplikat analyse. Erstattede vand af reagenskvalitet
med LAL-reagensvand. Kombinerede KCL- og KOH-komponenterne til alkalisk
forbehandlingsoplesning. Fjernede mikroplade fra szttet, tilbydes efter behov, men er
ikke vedlagt. Zndrede EU-repraesentant og tilfojede australsk sponsor. Mindre
praeciseringer, formatering, tilfojelse af symboler, yderligere interfererende stoffer.
Revision 12: Fjernede EU-repraesentant, Emergo Europe.

Revision 13: Opdaterede adresse i Storbritannien og fjernede Tyskland. Tilfojede
MedEnvoy som EU-importer og fiernede ACC Europe GmBh fra afsnit 17. Korrigerede
mindre grammatiske fejl. Opdaterede anvendte symboler. Tilfojede navn og adresse pa
EC-REP, importer i Schweiz og CH-REP.
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