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Gebrauchsanweisung

[Ii] Die Gebrauchsanweisung in Ihrer Sprache finden Sie auf www.acciusa.com.
Dieses Produkt ist ein In-vitro-Diagnostikum und nur fiir Fachanwender bestimmt.

1. Verwendungszweck

The Fungitell®-Test ist ein kolorimetrischer Test auf Basis eines Proteasezymogens fiir
den qualitativen Nachweis von (1—3)--D-Glukan im Serum von Patienten mit
Symptomen einer invasiven Pilzinfektion bzw. einer Erkrankung, die den Patienten fiir
eine invasive Pilzinfektion anfillig macht. Die Serumkonzentration von (1—3)-8-D-
Glukan, einem Hauptbestandteil der Zellwand verschiedener medizinisch relevanter
Pilze', kann als Hilfsmittel bei der Diagnose tiefsitzender Mykosen und Fungémien
herangezogen werden?. Ein positives Ergebnis zeigt nicht an, welche Pilzgattung die
Infektion verursachen konnte.

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

Wichtig

Geben Sie folgende Informationen an den anfordernden Arzt weiter: Bestimmte
Pilzarten, beispielsweise die Gattung Cryptococcus, die sehr wenig (1—3)-f-D-
Glukan produzieren, erhéhen den Spiegel an (1—3)-p-D-Glukan im Serum u. U.
nicht genug, um vom Test nachgewiesen werden zu kénnen™*. Auch wurde bei
Infektionen mit Pilzen von der Ordnung Mucorales, beispielsweise Absidia, Mucor
und Rhizopus'?, die nicht dafiir bekannt sind, (1—3)-p-D-Glukan zu produzieren,
ein niedriger (1—3)-p-D-Glukan-Titer im Serum beobachtet. Dariiber hinaus
produziert auch die Hefephase von Blastomyces dermatitidis wenig
(1—3)-p-D-Glukan und wird vom Test u. U. nicht erkannt’.

Diese Angaben sind den Testergebnissen des Fungitell®-Tests beizulegen.

S

. Zusammenfassung und Erliuterung

Es ist eine Zunahme der Inzidenz von Pilzinfektionen durch opportunistische Pathogene
festzustellen, vor allem bei immunkomprimierten Patienten®”*. Invasive Pilzkrankheiten
wie auch opportunistische Infektionen kommen héufig bei Patienten mit hdmatologischer
Malignitdt und AIDS vor und machen eine steigende Anzahl von Nosokomialinfektionen
aus, insbesondere bei Empfangern von Organtransplantaten und anderen Patienten, die
immunsupprimierende Behandlungen erhalten'*. Viele Pilzkrankheiten werden durch
Einatmen von Pilzsporen aus der Erde, aus Pflanzendetritus, Luftumwiélzungssystemen
und/oder exponierten Oberfldchen erworben. Einige opportunistische Pilze sind in/auf der
Haut des Menschen, im Darmtrakt und auf den Schleimhiuten zu finden'>'2. Die
Diagnose invasiver Mykosen und Fungémien beruht iiblicherweise auf unspezifischen
diagnostischen oder radiologischen Techniken. Vor kurzem wurden biologische Marker
fiir Pilzinfektionen den verfiigbaren Diagnosemethoden hinzugefiigt>.

Opportunistische Pilzpathogene sind unter anderem Candida spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp.,
Coccidioides immitis, Hi I « I Sporothrix schenckii, Exserohilum
rostratum und Pneumocystis jirovecii. Der Fungitell®-Test dient dem Nachweis des
von diesen und anderen Organismen produzierten (1—3)-B-D-Glukans' #1314,

3. Verfahrensprinzip

Der Fungitell®-Test misst (1—3)-B-D-Glukan. Der Test beruht auf einer Modifikation
des Limulus-Amébozyten-Lysat(LAL)-Wegs'*'®!718 Abbildung 1. Das Fungitell ®-
Reagenz ist modifiziert, um die bakterielle Endotoxin-Reaktivitét zu eliminieren, und
reagiert daher tiber die Faktor-G-vermittelte Seite des Wegs nur mit (1—3)-B-D-Glukan.
(1—3)-B-D-Glukan aktiviert den Faktor G, ein Serinproteasezymogen. Der aktivierte
Faktor G wandelt das inaktive Progerinnungsenzym zu dem aktiven Gerinnungsenzym
um, welches wiederum para-Nitroanilid (pNA) von dem chromogenen Peptidsubstrat
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA abspaltet. Dabei entsteht ein Chromophor, para-Nitroanilin, der
bei 405 nm absorbiert. Der unten beschriebene kinetische Fungitell®-Test beruht auf der
Bestimmung der Rate des von einer Probe produzierten Anstiegs der optischen Dichte.
Diese Rate wird mithilfe einer Standardkurve ausgewertet, um Schitzwerte der
(1—3)-B-D-Glukankonzentration in der Probe zu erhalten.
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4. Mit dem Fungitell®-Kit geliefertes Material

Das Fungitel®-Kit ist ein In-vitro-Diagnostikum. Jedes Kit enthilt folgende Materialien,
die ausreichend sind, um 110 Kavititen auf zwei Mikrotiterplatten (jeweils 55 Kavitdten)
Zu messen:

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

Das Fungitell*-Reagenz besteht aus Limulus(Pfeilschwanzkrebs)-Amébozyten-
Lysat und kolorimetrischem Boc-Leu-Gly-Arg-pNA-Substrat. Es enthdlt keine
menschlichen oder Siugetierproteine.

Pyrosol®-Rekonstitutionspuffer (zwei Flaschchen). Zusitzliche Flaschchen
Pyrosol-Rekonstitutionspuffer (Katalognummer BC051) kénnen separat gekauft
werden. Er besteht aus 0,2 M Tris-Puffer.

Glukanstandard, lyophilisiertes (1—3)-B-D-Glukan von Pachyman

(zwei Flaschchen).

Das zuzugebende Volumen an Reagenzwasser ist auf dem Fldschchenetikett
angegeben. Es ist gegen einen internen Referenzstandard kalibriert.
LAL-Reagenzwasser (LRW) (zwei Flaschen)

Hinweis: 20 ml Wasser in Reagenzqualitit (RGW) und LRW in Glasflaschchen
sind gleichwertig.

Alkalische Vorbehandlungslésung (zwei Flaschchen) mit 0,725 M KOH und
0,6 M KCl

Alle oben Genannten, ausgenommen die Standardlésung, sind frei von interferierenden
Mengen an (1—3)-B-D-Glukan.

5. Erforderliches, jedoch nicht mitgeliefertes Material
Alle Materialien miissen frei von interferierendem Glukan sein.

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

Pipetten zur Abgabe von Volumina von 5-25 ul und 100-1000 pl
Repetierpipette mit Spritzenspitzen zur Abgabe von 100 pl

Testrohrchen* zur Herstellung der Standardreihe (Kalibrierungskurve) und zur
Kombination der Reagenzien zur Serumbehandlung (12 x 75 mm — Best.-

Nr. TB240 oder 13 x 100 mm — Best.-Nr. TB013)

Plattenphotometer mit Inkubatorfunktion (37 °C), das bei 405 nm (vorzugsweise
bei zwei Wellenldngen von 405 nm und 490 nm) messen kann und iiber einen
dynamischen Bereich von mindestens 2,0 Absorptionseinheiten verfiigt,
gekoppelt mit einer geeigneten computerbasierten Software fiir Kinetiktests
Sterile, glukanfreie Rohrchen zur Aliquotierung von Proben. Es konnen Réhrchen
verwendet werden, die als RNAse-, DNAse- und pyrogenfrei gepriift sind.
Parafilm®

Mikrotiterplatten mit 96-Kavititen* Hinweis: Der Fungitell®-Test wurde mithilfe
von Platten mit den folgenden Eigenschaften validiert: Polystyren, steril,
unbeschichtet, mit flachem Boden, kein stérendes B-Glukan geméf
ACC-Spezifikationen und einzeln verpackt.

* Diese von Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) gelieferten Produkte sind als frei von
interferierenden Glukanen gepriift.

6. Lagerung der Reagenzien

Alle Reagenzien im Lieferzustand dunkel und bei 2 °C bis 8 °C lagern.
Rekonstituiertes Fungitell®-Reagenz ist bei 2 °C bis 8 °C zu lagern und innerhalb
von 2 Stunden zu verwenden. Alternativ kann rekonstituiertes Fungitell®-
Reagenz bis zu 20 Tage lang bei -20 °C eingefroren und nach einmaligem
Auftauen verwendet werden.

7. AWarnungen und Vorsichtshinweise

Nicht mit dem Mund pipettieren. In Bereichen, in denen mit Proben oder
Kitreagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.

Die betrieblichen und 6rtlichen Sicherheitsvorschriften befolgen.

Beim Umgang mit biologischen Proben, die infektios oder gefahrlich sein
konnen, Schutzhandschuhe tragen. Die behandschuhten Hénde sollten stets als
kontaminiert betrachtet werden; halten Sie Thre behandschuhten Hénde von
Augen, Mund und Nase fern. Tragen Sie einen Augenschutz und eine
chirurgische Maske, wenn die Moglichkeit einer Aerosolkontamination besteht.
Hinweis: Kits mit beschddigtem Inhalt diirfen nicht verwendet werden.
Entsorgung: Riickstinde von Chemikalien und Priparationen gelten im
Allgemeinen als gefdhrliche Abfille. Die Entsorgung dieser Art von Abfillen
wird durch nationale und regionale Gesetze und Vorschriften geregelt. Fiir
Auskunft zur Entsorgung gefahrlicher Abfille wenden Sie sich an Thre ortlichen
Behorden oder Abfallmanagementunternehmen.

Die Sicherheitsdatenblitter aller Bestandteile des Fungitell®-Kits konnen von
der ACC-Website heruntergeladen werden: www.acciusa.com.

7.1 Verfahrensbezogene Vorsichtsmafinahmen

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

Wenden Sie gute Laborpraktiken gemaf Thren ortlichen Vorschriften an. Dieser
Test ist empfindlich gegeniiber Kontamination und Pipettierungsgenauigkeiten.
Zur Durchfithrung des Tests muss eine saubere Umgebung geschaffen werden.
Es ist zu beachten, dass Glukan und eine Kontaminierung mit Pilzpartikeln aus
dem menschlichen Kérper, aus Kleidung, Behiltern, Wasser und Staubpartikeln
in der Luft eine Interferenz mit dem Fungitell®-Test verursachen konnen.
Mogliche Kontaminationsquellen: zellulosehaltige Materialien wie Gaze,
Papiertiicher und Pappe, Glaspipetten mit Wattestopfen und Pipettenspitzen mit
Zellulosefiltern. Auch chirurgische Mullbinden und Schwidmme kénnen grofie
Mengen an (1—3)-B-D-Glukan freisetzen?'?2. Weitere Informationen zu
patientenbezogenen Kontaminationsquellen finden Sie im Abschnitt ,,Grenzen
des Tests™.

Materialien nach Ablauf ihres Verfalldatums nicht mehr verwenden.

7.2 Handhabung der Proben

Die Blutentnahme und die Serumpréparation miissen in Ubereinstimmung mit
den geltenden ortlichen Vorschriften erfolgen. Probennahme: Fiir die
Serumaufbereitung kénnen Blutproben in sterilen Serumvorbereitungs- oder
Serum-Trennréhrchen (SST) entnommen werden.

Probenlagerung: Serumproben kdnnen bei 2 °C bis 8 °C bis zu 15 Tage gelagert
oder bei -20 °C bis zu 27 Tage oder bei -80 °C bis zu 4 Jahre eingefroren werden.
Probenkennzeichnung: Proben sind nach den anerkannten Vorgehensweisen der
Einrichtung deutlich zu kennzeichnen.

8. Verfahren

8.1 Instrumenteneinrichtung und Testprogrammierung

Die Einstellungen konnen je nach Geridt und Software variieren. Generell
folgenderweise vorgehen: Die Software des Plattenphotometers zur Erfassung
von Daten im Modus Vmean einstellen. Korrekte Einstellungen sind dem
Softwarehandbuch zu entnehmen, um sicherzustellen, dass der errechnete Wert
der durchschnittlichen Rate der Anderung der optischen Dichte aller erfassten
Datenpunkte entspricht. Das Intervall zwischen den Messungen sollte auf das von
Geriit und Software erlaubte Minimum iiber die 40-Minuten-Periode des Tests
eingestellt werden. Die Wellenldnge in der Software soll auf 405 nm abziiglich
des Hintergrunds bei 490 nm eingestellt werden. Es wird empfohlen, beide
Wellenldngen zu verwenden, aber wenn die Messung mit zwei Wellenldngen
nicht moglich ist, lesen Sie den Test bei 405 nm ab und untersuchen Sie die
kinetische Kurve jeder Patientenprobe auf Anzeichen von Interferenz (weitere
Einzelheiten siche Abschnitt 9.0). Die Inkubationstemperatur auf 37 °C
einstellen. Die Platte sollte vor Beginn der Messung 5 bis 10 Sekunden
geschiittelt werden. Die Kurvenanpassung auf , linear/linear oder eine
dquivalente Methode einstellen. Die Messung ohne Verzogerungszeit beginnen.

8.2 Herstellung des im Kit mitgelieferten Glukanstandards

a. Den Glukanstandard mit dem auf dem Fldschchen angegebenen Volumen
LRW auflésen, um eine Losung mit 100 pg/ml herzustellen. Mindestens
30 Sekunden bei mittlerer bis mittelhoher Geschwindigkeit auf dem Vortex
mischen, um den Standard zu rekonstituieren (Losung 1). Die Glukanlosung
ist bei 2 °C bis 8 °C zu lagern und innerhalb von drei Tagen zu verwenden.
Die Schritte b-e unten beschreiben ein Beispiel fiir die Vorbereitung einer
Standardkurve.

b. Durch Mischen von 500 pul LRW und 500 pl Losung 1 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 50 pg/ml herstellen (Losung 2). Mindestens
10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.

c.  Durch Mischen von 500 pul LRW und 500 pl Lésung 2 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 25 pg/ml herstellen (Losung 3). Mindestens
10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.

d. Durch Mischen von 500 pul LRW und 500 pl Lésung 3 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 12,5 pg/ml herstellen (Losung 4). Mindestens
10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.

e. Durch Mischen von 500 pul LRW und 500 pl Lésung 4 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 6,25 pg/ml herstellen (Losung 5). Mindestens
10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.

8.3 Offnen der alkalischen Vorbehandl losung

Die alkalische Vorbehandlungslosung wandelt Glukane mit Dreifachhelix zu
einzelstringigen Glukanen um'”'®, die im Test reaktiver sind. Der alkalische
pH-Wert inaktiviert auerdem die Proteasen und Inhibitoren im Serum, die den
Test storen konnen.*

Das Fldschchen (gemiB Laborverfahren) entsorgen, es sei denn, es soll in einem
nachfolgenden Test verwendet werden. In diesem Fall das Flaschchen mit
Parafilm abdecken, wobei die dem Schutzpapier zugewandte Seite des Parafilms
verwendet wird.

8.7 Zugabe von Neg

8.4 Einrichten der Mikrotiterplattenbelegung

Die Mikrotiterplatte mit den Standards (STD), den Negativkontrollen (Neg)
und 21 Proben (SPL) im Software-Layout einrichten. Folgendes Layout wird
empfohlen:

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
c STD2 | STD2 SPL1 [ SPL4 [ SPL7 |SPL10|SPL13[SPL16 |SPL19
250 250
STD3 | STD3 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
b 125 125
E STD4 | STD4 SPL2 [ SPL5 | SPL8 |SPL11|SPL14[SPL17 |SPL20
62,5 | 62,5
F STD5 | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
31,25 131,25
G neg. | neg. SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15(SPL18|SPL21
H

Die Standardkonzentrationen jeweils als 500, 250, 125, 62,5 und 31 pg/ml in
die Software eingeben.

Beachten Sie bitte, dass die eingegebenen Standardkonzentrationen fiinfmal
hoher sind als die im Abschnitt 8.2 oben hergestellten. Das liegt daran, dass das
Volumen des im Test verwendeten Standards 25 pl je Kavitét betragt, was das
Funffache des Volumens der verwendeten Serumprobe ist (siche Abschnitt 8.5 b
unten). Somit wird die Serumprobe relativ zum Standard effektiv fiinffach
verdiinnt. Eine fiinffache Multiplikation der Standardkonzentrationen
kompensiert diese Verdiinnung.

Hinweis: Die auBenliegenden Kavitéten konnen verwendet werden, sofern
bestétigt wurde, dass ihre Leistung mit der der innenliegenden Kavitéten
vergleichbar ist.

Hinweis: Die Negativkontrollen werden nicht in der Standardkurve
beriicksichtigt.

8.5 Zugabe von Serum und alkalischer Vorbehandlungslésung

a. Gefrorene Serumproben bei Raumtemperatur auftauen lassen. Alle Proben
auf dem Vortex gut mischen — mindestens 30 Sekunden bei mittlerer bis
mittelhoher Geschwindigkeitseinstellung.

b. In jede dafiir bestimmte Kavitdt (Uk) 5 pl der Serumprobe mindestens in
zweifacher Ausfithrung iibertragen. Fiir jede Serumprobe wiederholen.

c. Injede Kavitit mit Serum 20 pl der alkalischen Vorbehandlungslosung
zugeben. Sicherstellen, dass die Tropfchen vom Serum und der
Vorbehandlungslosung miteinander in Kontakt kommen.

Hinweis: Die Schritte b und ¢ konnen je nach Préferenz des Anwenders in
umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt werden.

Hinweis: Nach Zugabe von Proben und Vorbehandlungsreagenz den Deckel
der Mikrotiterplatte wieder aufsetzen, um eine versehentliche Kontamination
zu vermeiden.

d. Die Platte 5 bis 10 Sekunden lang schiitteln, um den Inhalt der Kavitdten zu
mischen (dazu kann die Plattenschiittelfunktion des Photometers verwendet
werden), und anschliefend fiir 10 Minuten bei 37 °C im Photometer mit
Inkubator inkubieren.

8.6 Rekonstitution des Fungitell®-Reagenzes

Hinweis: Dieser Schritt kann der Einfachheit halber bereits wihrend der
Vorbehandlungsinkubation durchgefiihrt werden. Die Konsistenz des
Rekonstitutionszeitpunkts verbessert die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse,
da die Fungitell®-Reaktion direkt nach der Rekonstitution beginnt, allerdings
erst auf einem niedrigen Niveau.

Ein Flischchen Fungitell®-Reagenz durch die Zugabe von 2,8 ml LRW und die
anschlieende Zugabe von 2,8 ml Pyrosol-Rekonstitutionspuffer mithilfe der
1000-pl-Pipette rekonstituieren. Das Flaschchen mit Parafilm abdecken, wobei
die dem Schutzpapier zugewandte Seite des Parafilms verwendet wird. Das
Flaschchen vorsichtig schwenken, um das Reagenz vollstindig zu 16sen — nicht
vortexen.

ollen und Gluk dards

Nach Beendigung der Serumvorbehandlungsinkubation (Abschnitt 8.5 d) die

Platte aus dem Plattenphotometer nehmen und die Standards und

Negativkontrollen in die Platte geben. Empfohlene Belegung fiir die Standards:

a. In die Kavitdten G2 und G3 25 ul LRW geben.

b. Indieals 31,25 pg/ml gekennzeichneten Kavitdten F2 und F3 25 pl der
Standardlésung 5 (6,25 pg/ml) geben.

c. Indieals 62,5 pg/ml gekennzeichneten Kavitéten E2 und E3 25 pl der
Standardlésung 4 (12,5 pg/ml) geben.

d. Indieals 125 pg/ml gekennzeichneten Kavititen D2 und D3 25 pl der
Standardlésung 3 (25 pg/ml) geben.

e. Indie als 250 pg/ml gekennzeichneten Kavititen C2 und C3 25 pl der
Standardlésung 2 (50 pg/ml) geben.




f. In die als 500 pg/ml gekennzeichneten Kavititen B2 und B3 25 pl der
Standardlésung 1 (100 pg/ml) geben.

8.8 Zugabe des Fungitell®-Reagenzes und Platteninkubationsverfahren

a. In jede Kavitit (mit Negativkontrollen, Standards und Proben) mithilfe der
Repetierpipette (Stepper) 100 ul Fungitell®-Reagenz geben.

b. Die Platte mit aufgesetztem Deckel in das (auf 37 °C dquilibrierte)
Mikroplattenphotometer stellen, Deckel abnehmen und 5 bis 10 Sekunden
lang schiitteln. Wenn das Mikroplattenphotometer nicht iiber eine
Plattenschiittelfunktion verfiigt, kann ein externer Mikroplattenschiittler
verwendet werden.

Die Platte ohne Deckel bei 405 nm minus 490 nm fiir 40 Minuten bei 37 °C messen.
Hinweis: Wenn das Instrument keine Zeit lasst, um zwischen Schiittel- und
Messvorgang den Deckel abzunehmen, ohne Deckel schiitteln, um sicherzustellen,
dass ohne Deckel gemessen wird.

9. Berechnung der Ergebnisse

Die Daten erfassen und wie folgt analysieren: Die Kinetikplots der Testproben
untersuchen und auf andere Muster als einen glatten Anstieg hin tiberpriifen, die mit den
Standards vergleichbar sind. Plots, die eine optische Interferenz zeigen (z. B. mit
kinetischen Mustern, die nicht denen der Standards folgen), ungiiltig machen. Die
mittlere Rate der Verdnderung der optischen Dichte (Milliabsorptionseinheiten je
Minute) fiir alle Punkte zwischen 0 und 40 Minuten berechnen (ausgefiihrt durch die
Software). Die (1—3)-p-D-Glukan-Probenkonzentrationen aus der Standardkurve
interpolieren (ausgefiihrt durch die Software).

10. Qualititskontrolle

« Der Korrelationskoeffizient (r) der Standardkurve (linear vs. linear)
sollte > 0,980 betragen.

« Die Kavititen mit 25 ul LRW sind die Negativkontrollen. Negativkontrollen
sollten Ratenergebnisse (z. B. Milliabsorptionseinheiten je Minute) von weniger
als 50 % des kleinsten Standards aufweisen. Ist dies nicht der Fall, muss der Test
unter Verwendung frischer Reagenzien wiederholt werden.

« Handhabung komplexer Proben. Wenn der Analyst beim Test einer verfarbten
oder triiben (wie eine stark hdmolysierte, lipdmische oder stark bilirubinhaltige)
Probe eine ungewohnliche Kinetik beobachtet, muss die Probe in LRW verdiinnt
und der Test wiederholt werden. Der Verdiinnung ist in der Angabe der
Ergebnisse durch Multiplizieren des Ergebnisses mit dem Verdiinnungsfaktor
Rechnung zu tragen. Typischerweise wird der Verdiinnungsfaktor in die
Softwaredaten der Probe eingegeben und die Korrektur erfolgt automatisch.

Hinweis:

« Jeder Anwender des Tests sollte ein Qualitétskontrollprogramm gemaf den
Vorschriften der jeweiligen Einrichtung etablieren, um die Befdhigung zur
Durchfiihrung des Tests sicherzustellen.

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

11. Auswertung der Ergebnisse
NEGATIVES ERGEBNIS
(1—3)-B-D-Glukan-Werte < 60 pg/ml gelten als negatives Ergebnis.

Das den Test durchfiihrende Labor sollte den anfordernden Arzt dariiber in Kenntnis
setzen, dass nicht alle Pilzinfektionen zu erhohten Mengen an (1—3)-B-D-Glukan im
Serum fiihren. Manche Pilzarten, beispielsweise die Gattung Cryptococcus™,
produzieren sehr wenig (1—3)-B-D-Glukan. Mucorales wie Absidia, Mucor und
Rhizopus'* sind nicht bekannt dafiir, (1—3)-B-D-Glukan zu produzieren. GleichermaBen
produziert Blastomyces dermatitidis in der Hefephase wenig (1—3)--D-Glukan und bei
Blastomykose-Patienten liegen tiblicherweise Mengen an (1—3)-B-D-Glukan vor, die der
Fungitell®-Test nicht nachweisen kann>.

AMBIVALENTES ERGEBNIS

Werte von 60 bis 79 pg/ml gelten als unschliissig. Es empfiehlt sich die Entnahme und
die Testung weiterer Seren. Haufige Probennahme und Testung verbessern den Nutzen
fiir die Diagnosestellung.

POSITIVES ERGEBNIS

(1-3)-B-D-Glukan-Werte > 80 pg/ml gelten als positives Ergebnis. Ein positives
Ergebnis definiert nicht das Vorhandensein einer Krankheit und ist zur Diagnosestellung
nur in Verbindung mit anderen klinischen Befunden zu verwenden.

12. Grenzen des Tests

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

« Manche Personen weisen einen erhéhten Spiegel an (1—3)-p-D-Glukan auf, der
in den ambivalenten Bereich fillt. In solchen Fillen werden zusitzliche Tests
angeraten.

« Die Haufigkeit der Testung eines Patienten richtet sich nach dem relativen Risiko
einer Pilzinfektion. Bei Risikopatienten empfichlt sich eine Probennahme mit
einer Haufigkeit von mindestens zwei bis drei Mal pro Woche.

« Bei Hamodialysepatienten

192038 ynd Testpersonen, die mit bestimmten

fraktionierten Blutprodukten wie Serumalbumin und Immunglobulinen behandelt
worden sind>>?°, sowie bei Proben bzw. Testpersonen, die glukanhaltiger Gaze
und glukanhaltigen chirurgischen Schwammen ausgesetzt waren, erhielt man
positive Ergebnisse. Es dauert 3 bis 4 Tage, bis die Patienten wieder auf ihren
Basisspiegel an (1—3)-B-D-Glukan im Serum zuriickfallen, nachdem sie wahrend
einer Operation mit Schwédmmen und Gaze in Kontakt waren, die (1—3)-p-D-
Glukan enthalten® 2. Der Zeitpunkt der Probennahme bei Operationspatienten ist
entsprechend darauf abzustimmen.

« Proben, die mit der Fersen- oder Fingerpunktionsmethode genommen werden,

sind ungeeignet, da die zur Vorbereitung der Entnahmestelle verwendete
alkoholgetrankte Gaze (und moglicherweise auch die Blutansammlung auf der
Haut) die Proben nachweislich kontaminiert. In den bisherigen Studien wurden
keine Unterschiede zwischen iiber Venenkatheter und mittels Venenpunktion
entnommenen Proben beobachtet?*?.

«  Fiir einen umfassenden Uberblick iiber die Faktoren, die zu falsch positiven

(1—3)-B-D-Glukanen beitragen, siche Finkelman, MA, Journal of Fungi (2021)%.

« Die Testkonzentrationen wurden bei erwachsenen Testpersonen bestimmt.

Normal- und Grenzwertkonzentration fiir Sduglinge und padiatrische Patienten
sind Gegenstand der Forschung?$?’,

13. Leistungsmerkmale
13.1 Cut-off- und erwartete Werte

Eine prospektive multizentrische Studie®', die zur Bestimmung der diagnostischen
Sensitivitit und Spezifitit des Fungitell®-Tests (siche Vergleichstests unten)
durchgefiihrt wurde, hat gezeigt, dass die Beta-Glukan-Werte bei einer Vielzahl
von Pilzinfektionen erh6ht sind. Wenn bei einer Konzentration von 80 pg/ml oder
dariiber Anzeichen und Symptome vorhanden sind, liegt der pradiktive Wert der
Wahrscheinlichkeit, dass die Testperson positiv auf eine Pilzinfektion ist, bei

74,4 % bis 91,7 %. Bei Nichtvorhandensein von Anzeichen und Symptomen bei
unter 60 pg/ml liegt der negative pradiktive Wert bei 65,1 % bis 85,1 %.

13.2 Klinische Leistung

Es wurde eine prospektive mulnzenmsche Studie durchgefiihrt, um die
Leistungsmerkmale des Fungitell®-Tests zu validieren?'. Der Test wurde mit
anderen Standardnachweisverfahren fiir Mykosen und Fungémien verglichen
(d. h. Blutkultur, histopathologische Untersuchung von Biopsieproben und
radiologische Anzeichen).

Es wurden 359 Testpersonen getestet. Von jeder Testperson wurde eine Probe
erhalten. Die Testpersonen mit geringem Risiko bestanden aus augenscheinlich
gesunden Personen und Personen an den klinischen Testzentren, die nicht wegen
Pilzinfektionen ins Krankenhaus eingeliefert worden waren. Die Einschreibung
der Testpersonen fand in sechs klinischen Testzentren in den USA statt. Der Test
wurde von vier der klinischen Testzentren mit insgesamt 285 Proben
durchgefiihrt. ACC testete alle 359 Proben zweimal, verwendete aber nur die
zweite Ergebnisreihe, um die Testleistung zu bestimmen. Es gab keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Ergebnissen der ersten und der
zweiten Analysedatenreihe.

« Diagnostische Sensitivitit
Die Sensitivitét in der gesamten Population an Testpersonen (359)
einschlieBlich Kryptokokkose-Patienten betrug 65,0 % [60,1 %-70,0 %,
95-%-Konfidenzintervall (KI)] (Tabelle 1).

« Diagnostische Spezifitit
Die Spezifitit betrug 81,1 % (77,1 %-85,2 %-KI). Bei der Analyse der
170 Testpersonen, die auf Pilzinfektion negativ und scheinbar gesund waren,
betrug die Spezifitit des Tests 86,5 % (82,8 %-90,1 %-KI). Bei Testung der
zusitzlichen 26 Testpersonen, die negativ auf Pilzinfektion waren, aber an
anderen Krankheiten litten, wurde eine Spezifitit von 81,1 % erzielt
(77,1 %852 %-KI).

Tabelle 1 Testergebnisse von ACC bei Verwendung der Cutoffkonzentration von
60-80 pg/ml nach Priifstelle
Bestitigt/wahrscheinlich Spezifitit
Sensitivitit >= 80 pg/ml <60 pg/ml .
- = 0
s 3 |e52[E5) & |28z Ze
1 32/50 64,0 97,0 39/40 97,5 69,6 1 90
2 14/24 58,3 93,3 1720 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 58,3 80,8 30/39 76,9 69,8 6 75
6 0/1 0,0 k. A. 0/0 k. A. 0,0 0 1
Gesamt | 106/163| 65,0 80,9 |159/196] 81,1 76,8 21 359

Bei Vergleich der von ACC erhaltenen Ergebnisse (359 Proben) und der von den
klinischen Priifstellen erhaltenen Ergebnisse (285 Proben) mit der klinischen
Diagnose betrigt die Sensitivitit bei ACC 64,3% (58,8 %-69,9 % KI) und bei den

Priifstellen 61,5 % (55,9 %-67,2 % KI). Die Spezifitit bei ACC betrigt 86,6 %
(82,7 %-90,6 % KI) gegeniiber 79,6 % (74,9 %-84.3 % KI) bei den Priifstellen.
Candidose

In der prospektiven Studie gab es 107 Testpersonen, die positiv mit einer Candidose
diagnostiziert wurden, von denen 83 mit dem Fungitell®-Test als positiv
nachgewiesen wurden.

Es wurden 175 Proben aus einer Candidose-Bibliothek an Associates of Cape Cod, Inc.

geliefert, von denen sich 145 in dem Test als positiv erwiesen.

Aspergillose
Insgesamt 10 Testpersonen waren positiv auf Aspergillose. 8 von 10 waren im Assay
positiv.

Fusariose
Drei Testpersonen waren positiv auf Fusariose. Zwei der drei waren im Assay positiv.

Therapie mit Antimykotika

Ob eine Therapie mit Antimykotika durchgefiihrt bzw. nicht durchgefiihrt wurde,
hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Sensitivitét des Tests.

118 Testpersonen hatten eine bestitigte invasive Pilzinfektion und wurden mit
Antimykotika behandelt. 82 waren in dem Test positiv (Sensitivitit: 69,5 %;

61,2 %-77,8 %-KI). Dariiber hinaus waren vierundzwanzig (24) Testpersonen
bestétigt positiv, wurden jedoch nicht mit Antimykotika behandelt. 18 waren in dem
Test positiv (Sensitivitit: 75 %; 57,7 %-92,3 %-KI).

13.3 Testkorrelationen
Vier der klinischen Testzentren testeten insgesamt 285 Proben. Ihre Testergebnisse
korrelierten quantitativ zu 96,4 % mit den bei Associates of Cape Cod, Inc. erzielten
Ergebnissen. Die Korrelationen der bei Associates of Cape Cod, Inc. erzielten
Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Testzentren lagen im Bereich von 90,6 %
bis 99,2 %.

13.4 Prizision
Der Fungitell®-Test wurde auf Prizision (d. h. Wiederholbarkeit und
Reproduzierbarkeit) unter Verwendung von zehn (10) verschiedenen Proben
untersucht, die jeweils an drei verschiedenen Tagen von drei Testzentren getestet
wurden. Die Intra-Assay-Variabilitit lag im Bereich von 0,9 % bis 28,9 % und
diente als Maf fiir die Reproduzierbarkeit. Die Inter-Assay-Werte lagen im
Bereich von 3,9 % bis 23,8 % und dienten als MaB fiir die Reproduzierbarkeit.
Die vier (4) negativen Proben wurden aus beiden Analysen ausgeschlossen.

13.5 Messbereich und Messlinearitiit
Die Ergebnisse sind ausgedriickt in pg/ml Serum und liegen im Bereich zwischen
nicht nachweisbar (< 31 pg/ml) und > 500 pg/ml und werden von der Software
ausgedruckt oder von der Standardkurve abgelesen. Genaue Werte iiber
500 pg/ml erfordern eine Verdiinnung der Probe in LAL-Reagenzwasser und eine
Wiederholung des Tests. Wie im Abschnitt ,,Qualitéitskontrolle® angegeben, sollte
der Korrelationskoeffizient (r) der Standardkurve im Messbereich des Fungitell®-
Tests (linear vs. linear) > 0,980 sein und die Negativkontrollen sollten Ratenwerte
(z. B. Milliabsorptionseinheiten je Minute) von weniger als 50 % des kleinsten
Standards aufweisen. Ist dies nicht der Fall, muss der Test unter Verwendung
frischer Reagenzien wiederholt werden.

13.6 Interferierende Substanzen
Folgende Probenzustinde konnen mit einem akkuraten Fungitell®-Testergebnis
interferieren:

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

«  Ein erh6hter Inmunglobulin-G-Spiegel, wie er im Serum aufgrund multipler
Myelome vorkommen kann, kann nach der Zugabe von Fungitell® zum
vorbehandelten Serum zu einer Ausfillung in der Reaktionsmischung fiihren®.

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

14. Meta-Analysen

Zusitzlich wurden zahlreiche Peer-Review-Studien zum Thema Serum-(1—3)-8-D-
Glukan-basierte Unterstiitzung fiir die Diagnose invasiver Pilzerkrankungen
einschlieBlich Meta-Analysen zur diagnostischen Leistung verdffentlicht?333433:36.37,
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18. Revisionsverlauf

Rev. 0 bis 11: Dreifachbestimmung in Doppelbestimmung gedndert. Wasser in
Reagenzqualitdt durch LAL-Reagenzwasser ersetzt. Die Komponenten KC1 und KOH als
eine ,,alkalische Vorbehandlungslosung™ zusammengelegt. Die Mikrotiterplatte wurde
aus dem Kit entfernt und wird als erforderlicher aber nicht im Lieferumfang enthaltener
Artikel angeboten. Den EU-Bevollmidchtigten gedndert und australischen Sponsor
hinzugefiigt. Geringfiigige Klarstellungen, Formatierungen, Hinzufligung von Symbolen
und zusitzlichen Storsubstanzen.

Rev. 12: EU-Bevollmidchtigten Emergo Europe entfernt.

Rev. 13: Adresse im Vereinigten Konigreich aktualisiert und Deutschland entfernt.
MedEnvoy als EU-Importeur hinzugefiigt und ACC Europe GmbH aus

Abschnitt 17 entfernt. Geringfligige grammatikalische Fehler korrigiert. Aktualisierte
Symbole verwendet. Name und Adresse des EU-Bevollméchtigen, des Importeurs in
der Schweiz und des Bevollmédchtigen in der Schweiz hinzugefiigt.
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