Test auf (1-3)-8-D-Glukan in Serum
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VERWENDUNGSZWECK

Der Fungitell-Test ist ein kolorimetrischer Test auf Basis eines Proteasezymogens fiir

den qualitativen Nachweis von (1-=3)-f-D-Glukan im Serum von Patienten mit Symptomen
einer invasiven Pilzerkrankung bzw. einer medizinischen Erkrankung, die den Patienten fiir
eine invasive Pilzerkrankung anfillig macht. Die Serumkonzentration von (1-3)-3-D-Glukan,
einem Hauptbestandteil der Zellwand verschiedener medizinisch bedeutsamer Pilze, kann als
Hilfsmittel bei der Diagnose tiefsitzender Mykosen und Fungidmien herangezogen werden. Ein
positives Ergebnis zeigt nicht an, welche Klasse von Pilzen die Infektion verursachen konnte.

Der Test ist fiir die Verdachtsdiagnose einer Pilzinfektion indiziert. Er sollte in Verbindung
mit anderen diagnostischen Verfahren, wie beispielsweise mikrobiologischen Kulturen,
der histologischen Untersuchung von Biopsieproben und radiologischen Untersuchungen,
angewandt werden.

Wichtig — Es wird empfohlen, folgende Informationen an den anfordernden
Arzt weiterzugeben:

Der Fungitell-Test kann bestimmte Pilzarten wie beispielsweise die Gattung
Cryptococcus (9), die sehr wenig (1-3)-8-D-Glukan produziert, nicht erkennen. Nicht
erkannt werden ferner Zygomyzeten wie beispielsweise Absidia, Mucor und Rhizopus
(17), die bekanntlich kein (1-3)-6-D-Glukan produzieren. Dariiber hinaus produziert
auch die Hefephase von Blastomyces dermatitidis wenig (1-=3)-3-D-Glukan und wird
von dem Test gegebenenfalls nicht erkannt (18).

Diese Angaben sind den Tester des Gluk beizul

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Es ist eine Zunahme der Inzidenz von Pilzinfektionen durch primire und opportunistische
Pathogene festzustellen, vor allem bei immunkomprimierten Patienten (2,3 .4). Invasive
Pilzkrankheiten wie auch opportunistische Infektionen kommen héufig bei Patienten mit
Blutkrebs und AIDS vor und machen eine steigende Anzahl von Nosokomialinfektionen
aus, insbesondere bei Empfingern von Organtransplantaten und anderen Patienten, die immun-
supprimierende Behandlungen erhalten (1.4). Viele Pilzkrankheiten werden durch Einatmen
von Pilzsporen aus der Erde, aus Pflanzendetritus, Luftumwilzungssystemen und/oder
exponierten Oberflidchen erworben. Einige opportunistische Pilze sind in/auf der Haut

des Menschen, im Darmtrakt und auf den Schleimhéuten zu finden (7). Die Diagnose
invasiver Mykosen und Fungdmien beruht iiblicherweise auf unspezifischen diagnostischen
oder radiologischen Techniken.

Hiufige primire Pilzpathogene des Menschen sind Candida spp. und Aspergillus spp..
Opportunistische Pilzpathogene sind unter Anderem Fusarium spp., Trichosporon spp.,
Saccharomyces cerevisiae, Acr spp., Coccidioides immitis, Histoplasma capsul
Sporothrix schenckii und Pneumocystis carinii. Der Fungitell-Test dient dem Nachweis des von
diesen und anderen Organismen produzierten (1-3)-f3 -D-Glukans (4.5, 16).

VERFAHRENSPRINZIP

Der Fungitell-Test misst die Konzentration von (1->3)-p-D-Glukan. Der Test beruht auf einer
Modifikation des Limulus-Amobozyten-Lysat (LAL)-Wegs (8-11), Abbildung 1. Das Fungitell-
Reagenz ist modifiziert, um Faktor C zu eliminieren, und reagiert daher iiber die Faktor-G-
vermittelte Seite des Wegs nur mit (1-3)-p-D-Glukan.

(1-=3)-p-D-Glukan aktiviert den Faktor G, ein Serinproteasezymogen. Der aktivierte Faktor G
wandelt das inaktive Progerinnungsenzym zu dem aktiven Gerinnungsenzym um, welches
wiederum pNA von dem chromogenen Peptidsubstrat Boc-Leu-Gly-Arg-pNA abspaltet. Dabei
entsteht ein Chromophor, der Licht 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 mit Hilfe einer Standardkurve ausgewertet, um
Schitzwerte der (1-3)-3-D-Glukankonzentration in der Probe zu erhalten.
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MIT DEM FUNGITELL-KIT GELIEFERTES MATERIAL

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

1.

6.
7.

Fungitell® Reagenz, ein lyophilisiertes LAL, das fiir (1-3)-f D-Glukan spezifisch ist
(zwei Fldschchen)

. Pyrosol-Rekonstitutionspuffer, Tris HC1 0,2 M pH 7 4 (zwei Flidschchen)
. Glukanstandard, lyophiliertes Pachyman und inerte Fiillsubstanz mit auf dem Etikett

angegebener Konzentration von (1->3)-f -D-Glukan (zwei Fldschchen)

. Reinstgiite Wasser (RGW); (zwei Flaschen)
. Pyroplates: Unbeschichtete Flachbodenplatten mit 96 Kavititen mit Deckel, frei von

interferierenden Glukanen (zwei)
KCI 1,2 M (ein Réhrchen)
KOH 0,25 M (ein Rohrchen)

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

ERFORDERLICHES, JEDOCH NICHT MITGELIEFERTES MATERIAL

Alle Materialien miissen frei von interferierendem Glukan sein. Glasgegenstinde miissen bei
mindestens 235°C in trockener Hitze fiir 7 Stunden (oder mit einem gepriiften dquivalenten
Verfahren) entpyrogeniert sein, um fiir den Gebrauch infrage zu kommen.

1.

2.
3.

IS

7.

Pipettenspitzen® (250 L - Cat# PPT25, 1000 yL - Cat# PPT10)
Pipetten zur Abgabe von Volumina von 5-25 L und 100-1000 pL.
Stepper-Pipette mit Spritzenspitzen zur Abgabe von 100 yL

. Testrohrchen* zur Herstellung der Standardreihe und zur Kombination der Reagenzien zur

Serumbehandlung. (13 x 100 mm Borosilikatglas - Cat# TB013)

. Plattenphotometer mit Inkubatorfunktion (37°C), das bei zwei Wellenlingen bei 405 nm

und 490 nm messen kann und iiber einen dynamischen Bereich bis mindestens
2.0 Absorptionseinheiten verfiigt, gekoppelt mit einer geeigneten computerbasierten
Software fiir Kinetiktests.

. Sterile, glukanfreie Aufbewahrungsrohrchen mit Schraubdeckel zur Aliquotierung

der Proben (die meisten Rohrchen, die als RNAse- DNAse- und pyrogenfrei gepriift sind,
weisen keine interferierenden Mengen an (1-3)-f-D-Glukan auf).
Parafilm®

* Diese von Associates of Cape Cod, Inc. (ACC) stammenden Produkte sind frei von interferie-
renden Glukanen.

Vorsicht-Glaspipetten mit Baumwollstopfen sind eine potenzielle Quelle einer Kontaminierung
mit Glukan.

WARNUNGEN UND VORSICHTSHINWEISE
Dieses Produkt ist ein IN-VITRO-DIAGNOSTIKUM.

4. Reagenzien nach Ablauf ihres Verfalldatums nicht mehr verwenden.
5. Verfirbte oder triibe Proben, beispielsweise solche, die stark hamolysiert, lipamisch oder

stark bilirubinhaltig sind, konnen Interferenz verursachen. Werden solche Proben getestet, A
sind die Testergebnisse auf Hinweise einer optischen Interferenz und/oder einen

L - . B Stl | Stl Ukl | Uk4 | UK7 | UklO | Uk13| Ukl6 | Uk19
ungewdhnlichen kinetischen Verlauf untersucht werden.

6. Beim Umgang mit Patientenproben geeignete Schutzkleidung und ungepuderte C St2 St2 Ukl | Uk4 | Uk7 | Uk10 | Uk13| Uk16 | Uk19
Handschuhe tragen.

7. Das Serum von Hidmodialysepatienten kann hohe Mengen an (1-3)-3-D-Glukan D 53 | 83 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukl | Ukl4 | UkI7 | Uk20
enthalten, wenn bestimmte Cellulosedialysemembranen verwendet werden (13). E St4 | S UKk2 | UKS | UK8 | Ukll | Ukl4| Uk17 | Uk20
Eine Hidmodialyse mit Cellulosetriacetatmembranen oder
Polymethylmethacrylatmembranen scheint den Test nicht zu beeinflussen. F S5 | StS Uk3 | Uk6 | UK9 | UkI2 | UkIS | UkI8 | Uk21

8. Chirurgische Gaze und Schwimme kénnen hohe Mengen an (1->3)-p-D-Glukan absondern, G Blk | BIk UK3 | UKk6 | UK9 | Uk12 | Uk15| UK18 | Uk21
die zu einem kontaminationsbedingten, voriibergehend positiven Ergebnis im Fungitell-Test o

fiihren konnen, wie bei Patienten nach einer Operation beobachtet wurde (6).

9. Kits mit beschidigten Bestandteilen diirfen nicht verwendet werden.
.Materialien, die potenziell verunreinigten (pathogenhaltigen) Fliissigkeiten ausgesetzt i
wurden, sind nach den ortlichen Vorschriften zu entsorgen.

S

Hinweis: Bei der graphischen Darstellung der Standardkurve die Konzentration der
Standards mit dem Faktor 5 multiplizieren, so dass der Bereich zwischen 500 und
31 pg/mL liegt. Die Standards als 500, 250, 125, 62.5 und 31 pg/mL in die Software

Lagerung der Reagenzien eingeben.

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

Das Volumen des Standards im Test betrcigt 25 uL je Kavitit bzw. das Fiinffache des Volumens
der Serumprobe. Die Mikrotiterplatte mit den Standards (st), dem Leerwert (blk) und 21
unbekannten Proben (Uk), jeweils in Zweifachbestimmungen, wird folgenderweise vorbereitet:

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

1.

3.

Von dem Fungitell-Test nicht erkannte Arten. Bestimmte Pilzarten produzieren sehr
geringe Mengen an (1->3)-B-D-Glukan und werden daher im Fungitell-Test iiblicherweise
nicht erkannt. Dazu gehoren die Gattung Cryptococcus (14,16) sowie die Zygomyzeten
wie Absidia, Mucor und Rhizopus (16,17). Dariiber hinaus produziert Blastomyces
dermatitidis in der Hefephase wenig (1-3)-B-D-Glukan und wird daher im Fungitell-Test
iiblicherweise nicht erkannt (18).

. Nicht mit dem Mund pipettieren. In Bereichen, in denen mit Proben oder Kitreagenzien

gearbeitet wird, nicht Rauchen, Essen oder Trinken.

Zur Durchfiihrung des Tests muss eine saubere Umgebung geschaffen werden.
Materialien und Reagenzien verwenden, die gepriift und frei von interferierenden
Mengen an (1-3)-3-D-Glukan sind. Es ist zu beachten, dass Glukan und Kontaminierung
mit Pilzpartikeln aus dem menschlichen Korper, aus Kleidung, Behiltern, Wasser und
Staubpartikeln in der Luft eine Interferenz mit dem Fungitell-Test verursachen konnen.

Handhabung der Proben

1.

Probennahme: Serumproben in sterile Vakuumrshrchen (roter Deckel) oder
Serumtrennréhrchen entnehmen und koagulieren lassen. Anschliefend das Serum
vom Blutkuchen trennen und in einen geeigneten Behilter dekantieren, der frei
von interferierenden Mengen an (1-3)-B-D-Glukan ist.

. Probenlagerung: Serumproben konnen vor dem Test bei 2-8°C aufbewahrt oder bei

mindestens -20°C eingefroren werden.

. Probenkennzeichnung: Proben sind nach den anerkannten Vorgehensweisen der

Einrichtung deutlich zu kennzeichnen.

VERFAHREN

Hinweis: Die Einstellungen konnen je nach Gerit 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 der optischen Dichte sollte im Bereich von 15-30 Sekunden
liegen. Die Softwareeinstellungen der Wellenlidnge sollten 405 nm abziiglich des
Hintergrunds bei 490 nm betragen. Ist keine Messung bei zwei Wellenldngen moglich,
die Messung bei 405 nm durchfiihren. Die Inkubationstemperatur auf 37°C einstellen.
Die Platte sollte vor Beginn der Messung 5-10 Sekunden geschiittelt werden.

Die Kurvenanpassung auf , linear/linear* oder eine dquivalente Methode einstellen.

Die Messung ohne Verzogerungszeit beginnen.

. Zubereitung des im Kit gelieferten Glukanstandards.

®

Ein Fldschchen mit Glukanstandard in dem auf dem Fldschchen angegebenen Volumen

an RGW auflésen, um eine Losung mit 100 pg/mL herzustellen. Mindestens

30 Sekunden auf dem Vortex mischen, um die Losung zu resuspendieren (Losung 1).

Die Glukanlgsung ist bei 2-8°C zu lagern und innerhalb von drei Tagen zu verwenden.

Schritt b-e unten beschreiben ein Beispiel der Vorgehensweise zum Erhalt einer

Standardkurve.

. Durch Mischen von 500 #L RGW und 500 L Losung 1 in einem glukanfreien
Réhrchen einen Standard mit 50 pg/mL herstellen (Losung 2). Mindestens 10 Sekunden
lang auf dem Vortex mischen.

. Durch Mischen von 500 xL RGW und 500 pL Losung 2 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 25 pg/mL herstellen (Losung 3). Mindestens 10 Sekunden
lang auf dem Vortex mischen.

. Durch Mischen von 500 #L RGW und 500 yL Losung 3 in einem glukanfreien
Rohrchen einen Standard mit 12,5 pg/mL herstellen (Losung 4). Mindestens
10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.

. Durch Mischen von 500 #L. RGW und 500 L Losung 4 in einem glukanfreien

Rohrchen einen Standard mit 6,25 pg/mL herstellen (Losung 5). Mindestens

10 Sekunden lang auf dem Vortex mischen.
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. Zubereitung des Reagenz zur Vorbehandlung des Serums. Das alkalische Reagenz zur

Vorbehandlung des Serums wandelt Glukane mit Dreifachhelix zu einzelstringigen
Glukanen um (10,11), die im Test reaktiver sind. Der hohe pH-Wert inaktiviert aufierdem
die Serinproteasen und Serinproteaseinhibitoren im Serum, die ein falsch positives bzw.
ein falsch negatives Ergebnis verursachen konnten (20).
a. Das Reagenz zur Vorbehandlung des Serums herstellen, indem gleiche Volumen an
0,25 M KOH und 1,2 M KCI kombiniert und auf dem Vortex gut gemischt werden.
Je Reagenz werden bis zu 900 yL empfohlen, was fiir zwei Zubereitungen ausreicht.
Die Rohrchen zur Verwendung fiir die zweite Platte mit Parafilm abdecken.
Zur Abdeckung der Rohrchen die dem Schutzpapier zugewandte Seite
des Parafilms verwenden.

Hinweis 1: Die duferen Kavititen konnen verwendet werden, sofern erwiesen ist, dass die
Reaktion der auBenliegend Kavititen mit der der innenliegend Kavitiiten vergleichbar ist.
Hinweis 2: Zur Vorbeugung vor versehentlicher Kontaminierung den Deckel nach Zugabe
von Proben und Reagenzien in die Kavititen wieder aufsetzen. Den Deckel abnehmen,
bevor die Platte in das Photometer gestellt wird, um eine optische Interferenz aufgrund
von Kondensation zu vermeiden.

. Zugabe von Serum und Vorbehandlungsreagenz.

a. Gefrorene Serumproben bei Raumtemperatur auftauen lassen. Alle Proben auf dem
Vortex gut mischen.

b. In jede dafiir bestimmte Kavitit (Uk) 5 yL der Serumprobe mindestens in zweifacher
Ausfiihrung iibertragen. Fiir jede Serumprobe wiederholen.

c. In jede Kavitit, in der sich Serum befindet, 20 L des Serumvorbehandlungsreagenz geben.

Hinweis: Schritt b und ¢ konnen je nach Priferenz des Anwenders in umgekehrter

Reihenfolge durchgefiihrt werden.

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

. Rekonstitution des Fungitell-Reagenz. Hinweis: Dieser Schritt kann bereits wihrend der

Vorbehandlungsinkubation durchgefiihrt werden.

a. Ein Fldschchen Fungitell-Reagenz durch die Zugabe von 2,8 mL RGW und

die anschlieBende Zugabe von 2.8 mL Pyrosol-Rekonstitutionspuffer mit Hilfe

des 1000-yL-Pipettors rekonstituieren. Das Rohrchen mit Parafilm abdecken, wobei
die dem Schutzpapier zugewandte Seite des Parafilms verwendet wird. Das R6hrchen
vorsichtig schwenken, um das Reagenz vollstindig zu 16sen — nicht vortexen.

. Zugabe von Negativkontrollen und Glukanstandards. Nach Beendigung der

Serumvorbehandlungsinkubation (Schritt 3) die Platte aus dem Photometer/Inkubator
nehmen und die Standards und Negativkontrollen in die Platte geben.

a. In die Kavititen G2 und G3 25 yL. RGW geben.

b. In die Kavititen F2 und F3 25 pL der Standardldsung 5 (6,25 pg/mL) geben.

c. In die Kavititen E2 und E3 25 yL der Standardlosung 4 (12,5 pg/mL) geben.

d. In die Kavititen D2 und D3 25 yL der Standardlosung 3 (25 pg/mL) geben.

e. In die Kavititen C2 und C3 25 yL der Standardlosung 2 (50 pg/mL) geben.

f. In die Kavititen B2 und B3 25 xL der Standardlésung 1 (100 pg/mL) geben.

. Zugabe des Fungitell-Reagenz und Platteninkubation.

a. In jede Kavitit (mit Negativkontrollen, Standards oder Proben) mit Hilfe
der Stepper-Pipette 100 L Fungitell-Reagenz geben.
. Die Platte mit aufgesetztem Deckel in das (auf 37°C dquilibrierte)
Mikroplattenphotometer stellen und 5-10 Sekunden schiitteln. Deckel abnehmen und
die Platte bei 405 nm minus 490 nm fiir 40 Minuten bei 37°C messen. Ist die Subtraktion
des Hintergrunds (bei 490 nm) nicht moglich, kann die Messung bei 405 nm durchge-
fiihrt werden. Wenn das Photometer nicht iiber eine Schiittelfunktion fiir
Mikrotiterplatten verfiigt, kann ein externer Mikrotiterplattenschiittler verwendet werden.
. Die erfassten Daten wie folgt analysieren: Die mittlere Rate der Veridnderung
der optischen Dichte (Milliabsorptionseinheiten je Minute) fiir alle Punkte zwischen
0 und 40 Minuten berechnen.
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AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse des Fungitell-Tests konnen als Hilfsmittel bei der Diagnose einer invasiven
Pilzinfektion herangezogen werden. 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 RGW und eine Wiederholung des Tests.



Das den Test durchfiihrende Labor sollte den anfordernden Arzt dariiber in Kenntnis setzen, dass
der Fungitell-Test bestimmte Pilzarten wie beispielsweise die Gattung Cryptococcus (16,17),
die sehr wenig (1-3)-B-D-Glukan produziert, nicht nachweisen kann. Nicht erkannt von dem
Test werden ferner Zygomyzeten wie beispielsweise Absidia, Mucor und Rhizopus (16,17),

die kein (1->3)-B-D-Glukan produzieren. Auch Blastomyces dermatitidis produziert in der
Hefephase wenig (1->3)-p-D-Glukan und wird von dem Test iiblicherweise nicht erfasst (18).

NEGATIVES ERGEBNIS
(1-3)-p-D-Glukan-Werte < 60 pg/mL gelten als negatives Ergebnis.

POSITIVES ERGEBNIS

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

AMBIVALENTES ERGEBNIS

Werte im Bereich zwischen 60 und 79 pg/mL legen eine mogliche Pilzinfektion nahe.
Es empfiehlt sich die Entnahme weiterer Proben und die Testung der Seren. Hiufige
Probennahme und Testung verbessern den Nutzen fiir die Diagnosestellung.

QUALITATSKONTROLLE

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

* Die Leerwerte (25 pL RGW) sind die Negativkontrollen. Negativkontrollen sollten eine
gemessene optische Dichterate (Vmean) von weniger als 50% des niedrigsten Standards
aufweisen. Ist dies nicht der Fall, muss der Test unter Verwendung génzlich neuer
Reagenzien wiederholt werden.

* Handhabung problematischer Proben. Werden wolkige, verfirbte oder triibe Proben
beobachtet, wie beispielsweise solche, die stark hamolysiert, lipimisch oder bilirubinhaltig
sind, ist die Probe in RGW zu verdiinnen und der Test zu wiederholen. 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.

* Es konnen Kontrollproben mit Grenzwertkonzentrationen und hoch positiven
Konzentrationen gemessen werden, um zu iiberpriifen, dass Reagenzien und Test ordnungs-
gemil arbeiten. Jeder Anwender des Tests sollte ein Qualititskontrollprogramm einrichten,
um das Leistungsniveau des Tests sicherzustellen.

GRENZEN DES TESTS

1. Die Serumkonzentrationen des Analyten konnen vom Gewebeort der Pilzinfektion,
der Verkapselung und der Menge an produziertem (1->3)-p-D-Glukan beeinflusst werden.
Eine verminderte Fihigkeit, (1-3)-3-D-Glukan in den Blutkreislauf abzugeben, kann die
Fihigkeit zum Nachweis bestimmter Pilzinfektionen verringern. Cryptococcus spp. produ-
zieren aufgrund der Verkapselung der Zelle wenig (1->3)-p-D-Glukan (11). Zygomyzeten,
einschlieBlich Absidia, Mucor spp. und Rhizopus spp. (16,17), sind nicht bekannt dafiir,
(1-3)-p-D-Glukan herzustellen (16,17). Blastomyces dermatitidis produziert in seiner
Hefephase wenig (1—3)-f-D-Glukan, und Testergebnisse sind in der Regel negativ (18).

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

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

4. Bei Himodialysepatienten (12,13), Personen, die mit bestimmten fraktionierten
Blutprodukten wie beispielsweise Serumalbumin und Immunglobulinen behandelt worden
sind (19), und bei Proben bzw. Personen, die glukanhaltiger Gaze ausgesetzt waren, sind
positive Ergebnisse erhalten worden. Es dauert 3-4 Tage, bis die Patienten wieder auf ihren
Basisspiegel an (1-3)-p-D-Glukan im Serum zuriickfallen, nachdem sie wihrend einer
Operation mit Schwimmen und Gaze in Kontakt waren, die (1->3)-3-D-Glukan enthalten.
Der Zeitpunkt der Probennahme bei Operationspatienten ist entsprechend darauf
abzustimmen.

5. Proben, die mit der Fersen- oder Fingerpunktionsmethode erhalten werden, sind
ungeeignet, da die zur Vorbereitung der Entnahmestelle verwendete alkoholgetrinkte Gaze
(und moglicherweise auch die Blutansammlung auf der Haut) die Proben nachweislich
kontaminiert.

6. Die Testkonzentrationen wurden bei erwachsenen Testpersonen bestimmt.

Der Normalspiegel bei Siuglingen und pédiatrischen Patienten ist dhnlich wie bei
Erwachsenen (21). Es liegen keine Daten zu Neugeborenen und Sduglingen unter
sechs Monaten vor.

7. Der Messbereich des Tests betriigt 31 pg/mL bis 500 pg/mL. Werte unter 31 pg/mL sind
als < 31 pg/mL, Werte iiber 500 pg/mL als > 500 pg/mL anzugeben.

INTERFERIERENDE SUBSTANZEN
Folgende Probenzustinde konnen mit einem akkuraten Fungitell-Testergebnis interferieren:
* Hiamolyse
* Probeneintriibung aufgrund einer Lipdmie
* Das Vorhandensein von makroskopisch sichtbarem Bilirubin
e Triibheit des Serums

ERWARTETE WERTE

Die Betaglukanwerte sind bei verschiedenen Pilzinfektionen erhoht. Wenn bei einer
Konzentration von 80 pg/mL oder dariiber Anzeichen und Symptome vorhanden sind, liegt der
pridiktive Wert der Wahrscheinlichkeit, dass die Testperson positiv auf eine Pilzinfektion ist,
bei 74 4 bis 91,7% (Tabelle 2). Bei Nichtvorhandensein von Anzeichen und Symptomen bei
unter 60 pg/mL liegt der negative pradiktive Wert bei 65,1% bis 85,1%.

LEISTUNGSMERKMALE

Vergleichstest

Es wurde eine prospektive multizentrische Studie durchgefiihrt, um die Leistungsmerkmale
des Fungitell-Tests zu priifen. Der Test wurde mit anderen Standardnachweisverfahren fiir
Mykosen und Fungimien 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 solchen, die nicht wegen Pilzinfektionen ins Krankenhaus eingeliefert worden waren.
Die Einschreibung der Testpersonen fand in sechs klinischen Priifzentren in den USA statt.
Der Test wurde von vier der klinischen Priifstellen 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.

Die Empfindlichkeit in der gesamten Population an Testpersonen (359) einschlieBlich

Cryptococcus, war 65.0% (60,1 — 70,0% Konfidenzintervall (KI).). Die Spezifitit betrug 81,1%
(77,1 = 85.2% KI) (Tabelle 1). Die Ergebnisse der vier Priifstellen ergaben eine Empfindlichkeit
im Bereich von 50,0% bis 66,7%. Die Spezifitit in Bezug auf die 285 getesteten Proben lag bei

70,0% bis 93,0% (Tabelle 2).

Tabelle 1 Testergebnisse von ACC bei Ver der Cutoffk ration
von 60-80 pg/mL nach Priifstelle
Bestitigt/wahrscheinlich Spezifitit
Empfindlichkeit >=80 pg/mL <60 pg/mL
. 3 50
Priifstelle é Z = 2 = 2o Gesamt
: E 2 < ] g2 2@
g = 2 = = 2.z A
= £ |E2.| ¢ 5 |82, 2%
'z 5 0 P 2 P25 =Y
< £ gz | 2 & |28z 28
1 32/50 64.0 97.0 39/40 97.5 69.6 1 90
2 14/24 58.3 933 17/20 85.0 70.8 5 44
3 14/19 737 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 30/39 769 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

*EinschlieBlich einer Probe von Priifstelle 6.

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 Empfindlichkeit bei ACC 64,3% (58.8% - 69.9% KI) und bei den Priifstellen 61,5%
(559% - 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 (Tabelle 2).

Tabelle 2 Priifstell | bei Ver der Cutoffkonzentration
von 60-80 pg/mL nach Priifstelle
Bestitigt/wahrscheinlich Spezifitit
Empfindlichkeit >=80 pg/mL <60 pg/mL
. 2 | g
Priifstelle & % : - 5 E S Gesamt
E g = s 2z =N
[ & ¥ & ZZ s
T | 3 | % |53 %V
£ = z & |ZEE2| <8
1 32/50 64.0 744 28/40 70.0 65.1 4 90
2 12/24 50.0 75.0 15/20 75.0 65.2 5 44
3 *
4 22/33 66.7 91.7 40/43 93.0 85.1 5 76
5 22/36 61.1 78.6 30/39 76.9 75.0 7 75
6 *
Gesamt,
. 88/143 61.5 79.3 113/142 | 79.6 739 21 285
Priifstellen
ACC 92/143 64.3 91.1 123/142 | 86.6 74.1 18 285

* Keine Priifstelle

CANDIDIASE
In der prospektiven Studie gab es 107 Testpersonen, die positiv mit einer Candidiase
diagnostiziert wurden. Dreiundachtzig (83) der 107 waren im Fungitell-Test positiv.

Es wurden 175 Proben aus einer Candidiase-Bibliothek an Associates of Cape Cod geliefert,
von denen sich 145 in dem Test als positiv erwiesen.

ASPERGILLOSE
Insgesamt 10 Testpersonen waren positiv auf Aspergillose. Acht der zehn waren im Test positiv.

FUSARIOSE
Drei Testpersonen waren positiv auf Fusariose. Zwei der drei waren im Test positiv.

THERAPIE MIT ANTIMYKOTIKA

Ob eine Therapie mit Antimykotika durchgefiihrt bzw. nicht durchgefiihrt wurde, hatte keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf die Sensitivitit des Tests. Einhundertachtzehn (118)
Testpersonen hatten eine bestitigte invasive Pilzinfektion und wurden mit Antimykotika
behandelt. Zweiundachtzig (82) waren in dem Test positiv (Empfindlichkeit: 69.5%;

61.2% - 77.8% KI). Dariiber hinaus waren vierundzwanzig (24) Personen bestitigt positiv,
wurden jedoch nicht mit Antimykotika behandelt. Achtzehn (18) waren in dem Test positiv
(Empfindlichkeit: 75%; 57.7% - 92,3% KI).

SPEZIFITAT

Insgesamt 170 Testpersonen waren negativ auf Pilzinfektionen und augenscheinlich gesund.
Die Spezifitit des Tests betrug 86.5% (82.8% - 90,1% KI). Bei Testung der zusitzlichen

26 Personen, die negativ auf Pilzinfektion waren, aber an anderen Krankheiten litten,
wurde eine Spezifitit von 81,1% erzielt (77,1 — 85,2 % KI).

TESTKORRELATIONEN

Vier der klinischen Priifstellen testeten insgesamt 285 Proben. Die Testergebnisse der
Priifstellen korrelierten quantitativ zu 96,4% mit den bei Associates of Cape Cod erzielten
Ergebnissen. Die Korrelation der bei Associates of Cape Cod erzielten Ergebnisse mit den
Ergebnissen anderer Priifstellen lag im Bereich von 90,6% bis 99,2%.

PRAZISION

In den Prizisionsstudien wurden zehn (10) verschiedene Proben jeweils von drei verschiedenen
Priifstellen an drei verschiedenen Tagen getestet. Die Intra-Assay-Variabilitit lag im Bereich
von 0,9 bis 28,.9%. Die Inter-Assay-Werte lagen im Bereich von 3,9% bis 23,8%. Die vier (4)
negativen Proben wurden aus beiden Analysen ausgeschlossen.
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