Analys for (1-3)-B-D-Glukan i serum
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AVSEDD ANVANDNING

Fungitell-analysen ar en proteas-zymogen-baserad kolorimetrisk analys for den kvalitativa
detektionen av (1->3)-B-D-Glukan i serum hos patienter med symtom pa, eller med medicinska
tillstdnd som predisponerar patienten for, invasiv svampinfektion. Serumkoncentrationen av
(1-3)-B-D-Glukan, en viktig cellviggskomponent hos olika medicinskt viktiga svampar (1),
kan anvindas som hjalpmedel for att diagnostisera djupliggande mykoser och fungemier (2).
Ett positivt resultat visar inte vilken klass av svampar (fungi) som kan orsaka infektionen.

Fungitell ska anvindas tillsammans med andra diagnostiska forfaranden, sdisom mikrobiologisk
odling, histologisk undersdkning av biopsiprover och rontgenundersokning.

Viktigt - Vi rekommenderar att denna information limnas till den remitterande likaren:

Fungitell-analysen kan inte detektera vissa svamparter sasom genus Cryptococcus
vilken producerar mycket sma nivéer av (1->3)-p-D-Glukan (3,4). Analysen detekterar
inte heller zygomyceter sdsom Absidia, Mucor och Rhizopus (1,4) vilka savitt kiant
inte producerar (1->3)-B-D-Glukan. Dessutom producerar jéstfasen av Blastomyces
dermatitidis foga (1->3)-B-D-Glukan och detekteras eventuellt inte av analysen (5).

Infoga detta uttalande nir du rapporterar resultaten av glukananalystestet.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Forekomsten av svampinfektioner med opportunistiska patogener 6kar, sirskilt hos patienter
med nedsatt immunforsvar (6,7,8). Invasiva svampsjukdomar, som opportunistiska infektioner,
ar vanliga bland patienter med hematologiska sjukdomar eller AIDS och star for ett vixande
antal nosokomiala infektioner, i synnerhet bland organmottagare och andra patienter som far
immunsuppressiva behandlingar (9,10). Manga svampsjukdomar forvérvas via inandning av
svampsporer som harror fran jord, véxtavfall, luftkonditioneringssystem och/eller exponerade
ytor (11,12). Vissa opportunistiska svampar forekommer i/p& ménniskans hud, tarmkanal och
slemhinnor. Diagnos pa invasiva mykoser och fungemier grundas vanligtvis pé icke-specifika
diagnostiska eller radiologiska metoder. Nyligen har biologiska markéorer av svampinfektioner
lagts till de tillgingliga diagnostiska metoderna (2).

Opportunistiska svamppatogener innefattar Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii och Pneumocystis jirovecii. (1-3)-B-D-Glukanet
som produceras av dessa organismer, och andra, kan detekteras med Fungitell-analysen (1,8,13).

PRINCIP FOR FORFARANDET

Fungitell-analysen méter nivaer av (1-3)-B-D-Glukan. Analysen baseras pa en modifiering
av banan for Limulus-amobocytlysat (LAL) (14,15,16,17), Figur 1. Fungitell-reagenset dr
modifierat for att eliminera faktor C och alltsa endast reagera pa (1->3)-B-D-Glukan via den
faktor G-medierade sidan av banan.

(1,3)-B-D-Glukan aktiverar faktor G, ett serinproteaszymogen. Den aktiverade faktor G
omvandlar det inaktiva forkoagulerande enzymet till det aktiva koagulerande enzymet, vilket

i sin tur avskiljer pNA fran det kromogena peptidsubstratet, Boc-Leu-Gly-Arg-pNA, och skapar
en kromofor som absorberar vid 405 nm. Fungitell kinetisk analys, beskriven nedan, dr baserad
pa bestdmningen 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.

FIGUR 1
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MATERIAL SOM MEDFOLJER FUNGITELL-SATSEN
Fungitell-satsen &r avsedd for diagnostisk in vitro-anvindning. Foljande material medfoljer
varje sats och ricker for att analysera 110 brunnar pa tva mikrotiterplattor (55 brunnar pa varje):
1. Fungitell” -reagens, en frystorkad (1-3)-f-D-Glukanspecifik LAL (tvd ampuller)
2. Pyrosol*-rekonstitutionsbuffert, Tris HC1 0,2 M pH 7,4 (tva ampuller). Ytterligare ampuller
pyrosol-rekonstitutionsbuffert (katalognr. BCO51) kan kdpas separat.
3. Glukanstandard, frystorkad pachyman och inert utfyllnad med (1-3)-B-D-Glukan-
innehallet angivet pa etiketten (tva ampuller)
4. Reagensvatten (RGW) (tva flaskor)
5. Pyroplattor: Flatbottnade, 96-brunnars, ¢j belagda mikroplattor, med lock, fria fran
interfererande glukaner (tvd)
6. KCI 1,2 M (en ampull)
7. KOH 0,25 M (en ampull)
Allt ovanstaende material, med undantag for standarden, ér fria fran interfererande nivéer av
(1-3)-B-D-Glukan.

MATERIAL SOM KRAVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

Allt material maste vara fritt frén interfererande glukan. Glaskarl méste steriliseras med torr
véarme vid minst 235°C i 7 timmar (eller en validerad motsvarighet) for att kunna betraktas som
lampligt for anvandning.

1. Pipettspetsar* (250 pl - art.nr PPT25, 1000 pl - art.nr PPT10)

2. Pipetter som klarar att tillféra volymer pa 5-25 pl och 100-1000 pl

3. Stepper-pipett, med sprutspetsar, som klarar att tillféra 100 pl

4. Provror* for preparering av standardserie och kombination av serumbehandlingsreagens.
(13 x 100 mm borosilikatglas - art.nr TB013)

5. Inkuberingsplattlisare (37°C) som klarar dubbel véglangdsmonitorering, vid 405 och
490 nm, med ett dynamiskt intervall upp till minst 2,0 absorbansenheter, ansluten till
lamplig datorbaserad programvara for kinetisk analys.

6. Sterila, glukanfria forvaringsror med skruvlock for alikvotering av prover (de flesta ror
som dr certifierade som RNAse, DNAse och icke-pyrogena ér fria frén interfererande
nivaer av (1-3)-p-D-Glukan).

7. Parafilm®

* Dessa produkter, vilka tillhandahalls av Associates of Cape Cod, Inc. (ACC), ar certifierat fria
frén interfererande glukaner.
Var forsiktig - glaspipetter med bomullsproppar ér en potentiell killa till glukankontamination.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSMATT
Denna produkt iir avsedd for DIAGNOSTISK IN VITRO-ANVANDNING.

Fungitell-analysen kraver rigorés noggrannhet avseende metod och testmiljo. For att
analysen ska vara effektiv krivs en grundlig utbildning av teknikern i analysmetod och
undvikande av kontamination.

1. Vissa svamparter producerar mycket ldga nivaer av (1-3)-B-D-Glukan och detekteras
vanligtvis inte av Fungitell-analysen. Dessa innefattar genus Cryptococcus (3,4) liksom
zygomyceter sdsom Absidia, Mucor och Rhizopus (1,4). Dessutom producerar Blastomyces
dermatididis, i dess jastform, laga nivéer av (1-3)-B-D-Glukan och detekteras darfor
oftast inte av Fungitell-analysen (5).

2. Undvik att pipettera ndgot material med munnen. Undvik att roka, ata eller dricka
i omraden dir prover eller satsreagens hanteras.

3. Etablera en ren milj6 i vilken analysen utfors. Anvind material och reagens som ar
certifierat fria fran interfererande nivéer av (1-3)-3-D-Glukan. Notera att glukan savil
som svampkontamination fran den ménskliga kroppen, kldder, behéllare, vatten och
luftburet damm kan stora Fungitell-analysen.

4. Anvind inte reagens med utgénget datum.

5. Missfirgade eller grumliga prover, t.ex. sidana som ér kraftigt hemolyserade, lipemiska
eller innehéller dverskott pa bilirubin, kan orsaka interferens. Om de testas ska
testresultaten undersokas avseende evidens pé optisk interferens och/eller onormala
kinetiska kurvmonster.

6. Anvind lampliga skyddsklader och puderfria handskar nér du hanterar patientprover.

7. Serum fran hemodialyspatienter kan innehalla hoga nivéer av (1->3)-B-D-Glukan nér vissa
cellulosadialysmembran anvinds (18,19). Hemodialys med cellulosatriacetatmembran eller
polymetylmetakrylatmembran forefaller inte paverka analysen.

8. Kirurgiska gaskompresser och tamponger kan laka ur hoga nivéer av (1-3)-B-D-Glukan
vilket kan bidra till ett kontaminationsbaserat vergdende positivt resultat for Fungitell-
analysen vilket har observerats pa patienter efter operation (20,21).

9. Anvind inte satser med skadat innehall.

10. Material som utsatts for potentiellt kontaminerade (patogeninnehallande) vitskor maste
avyttras pa ett sitt som dverensstimmer med de lokala foreskrifterna.

Reagensforvaring

Forvara alla reagens morkt i leveransskicket vid 2-8°C. 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 géng och anvindas.

Provhantering

1. Provinsamling: Serumprover ska tappas i sterila vakuumrér (réd propp), eller
serumseparationsror (SST), och fé koagulera. Direfter skiljs serumet fran koaglet och
dekanteras till en lamplig behallare som ér fri fran interfererande nivaer av (1-3)-p-D-
Glukan.

2. Provforvaring: Serumprover kan forvaras vid 2-8°C fore analys, eller frysas vid -20°C
eller kallare. Testning skall utforas snarast for att undviken risken for nedbrytning av
provet.

3. Provmirkning: Prover ska markas tydligt enligt institutionens vedertagna praxis.

FORFARANDE

Obs! Instéllningar kan variera med olika instrument och programvaror. I allménhet

giller foljande: Stéll in programvaran for plattldsaren sa att data insamlas i Vmean-

laget. Kontrollera i handboken till programvaran att instillningarna 4r korrekta for att

garantera att det berdknade virdet ar medelfrekvensen for optisk densitetsfordandring for

samtliga insamlade datapunkter. Still in intervallet mellan instrumentavldsningar pa det
minsta vdrde som programvara och instrument tillater under testets 40 minuters period.

Programvarans véglangdsinstillningar ska vara 405 nm minus bakgrunden p4 490 nm. Om

dubbel vaglingdsavlasning inte ar tillgénglig, avlds vid 405 nm. Inkubationstemperaturen

ska stéllas in pa 37°C. Plattskakningen ska paga i 5-10 sekunder innan avldsningen inleds.

Kurvanpassningsinstillningen ska vara “linjar/linjar” eller motsvarande. Avldsning ska

péborjas utan nagon fordrojningstid.

1. Beredning av glukanstandard som medféljer satsen.

a. Los upp en ampull med glukanstandard med den volym reagensvatten (RGW) som
anges pa ampullen sa att du far en 100 pg/ml-16sning. Vortexblanda i minst 30 sekunder
for att resuspendera (16sning 1). Forvara glukanldsningen vid 2-8°C och anvénd den
inom tre dagar. Steg b—e nedan visar ett exempel pa ett schema for preparation av
standardkurva.

b. Bered en 50 pg/ml-standard genom att blanda 500 ul reagensvatten och 500 pl av
16sning 1 i ett glukanfritt ror (16sning 2). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

c. Gor en 25 pg/ml-standard genom att blanda 500 ul reagensvatten och 500 pl av 16sning
2 i ett glukanfritt ror (16sning 3). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

d. Gor en 12,5 pg/ml-standard genom att blanda 500 pl reagensvatten och 500 ul av
16sning 3 i ett glukanfritt ror (16sning 4). Vortexblanda i minst 10 sekunder.

e. Gor en 6,25 pg/ml-standard genom att blanda 500 pl reagensvatten och 500 ul av

16sning 4 i ett glukanfritt ror (16sning 5). Vortexblanda i minst 10 sekunder.
2. Beredning av serumforbehandlingsreagens. Det alkaliska serumforbehandlingsreagenset
omvandlar trippelspiralglukaner till enstringade glukaner (16,17) vilka &r mer reaktiva
i analysen. Det hoga pH-virdet inaktiverar dessutom serinproteaserna och serinproteas-
hiammarna i serum som kan ge ett falskt positivt respektive ett falskt negativt resultat (22).
a. Bered serumforbehandlingsreagenset genom att kombinera lika volymer av
0,25 M KOH och 1,2 M KCl, samt vortexblanda vil. Rekommenderade volymer &r upp
till 900 pl av varje reagens, vilket medger tvé beredningar. Tack ampuller med Parafilm
for anvindning med den andra plattan. Téck ampullen med Parafilm med anvindning av
den sida av Parafilmen som var riktad mot pappersbaksidan.

i. Obs! Nir standardkurvan ritas upp multiplicerar du koncentrationen for standarderna
med fem sé att intervallet &r fran 500 till 31 pg/ml. Skriv in standarderna i
programvaruinstéllningarna som 500, 250, 125, 62,5 respektive 31 pg/ml.

Standardvolymen i analysen dr 25 wl per brunn eller fem ganger serumprovets volym.
Mikrotiterplattan med standarder (St),negativa kontroller (Neg) och 21 okénda (Uk)
som vart och ett analyseras i duplikat stdlls upp pa foljande sditt:

A

B Stl Stl Ukl | Uk4 | Uk7 | Uk10| Uk13| Ukl6 | Uk19
C St2 | St2 Ukl | Uk4 | Uk7 | Ukl10| Uk13| Ukl6 | Uk19
D St3 St3 Uk2 | Uk5 | Uk8 | Ukll| Ukl4| Ukl17 | Uk20
E St4 | St4 Uk2 | UkS | Uk8 | Ukll | Ukl4| Ukl17 | Uk20
F St5 St5 Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2| Ukl5| Ukl18 | Uk21
G Neg | Neg Uk3 | Uk6 | Uk9 | Ukl2| Ukl5| Ukl18 | Uk21
H

Obs 1: De yttre brunnarna kan anvéndas, om det har pavisats att de yttre brunnarnas
prestanda ér jamforbar med prestandan for de inre brunnarna.

Obs 2: For att undvika oavsiktlig kontamination ska du sitta tillbaka locket dver
mikroplattan ndr du tillsatt prover och reagens i brunnarna. Ta av locket innan du sitter
plattan i ldsaren for att undvika optisk interferens fran kondensation.

3. Tillsats av serum och forbehandlingsreagens.

a. Tina frysta serumprover i rumstemperatur. Vortexblanda alla prover vél.

b. Overfor 5 ul av serumprovet till var och en av dess betecknade brunnar (Uk) i minst
duplikat. Upprepa for varje serumprov.

c. Tillsdtt 20 pl av serumforbehandlingsreagenset till varje brunn som innehéller serum.

Obs! Steg b och ¢ kan utforas i omvéind ordning enligt teknikerns preferens.

d. Skaka plattan i 5-10 sekunder for att blanda innehallet vil (avldsarens
plattskakningsfunktion kan anvéndas) och inkubera sedan i 10 minuter vid 37°C
i inkubationsplattldsaren.

4. Rekonstitution av Fungitell-reagens. Obs! Detta ér praktiskt att utfora medan
forbehandlingsinkubationen péagér.

. Rekonstituera en ampull med Fungitell-reagens genom att tillsétta 2,8 ml reagensvatten
och sedan tillsitta 2,8 ml pyrosol-rekonstitutionsbuffert med hjalp av 1000 ul-pipetten.
Tdck ampullen med Parafilm och anvind Parafilm-sidan som var riktad mot
pappersbaksidan. Virvla runt ampullens innehall forsiktigt for att 15sa upp det
helt — vortexblanda inte.

5. Tillsats av negativa kontroller och glukanstandarder. Nér serumforbehandlingsinkubationen
(steg 3d) ér klar tar du bort plattan fran inkubationsplattlisaren och tillsétter standarder och
negativa kontroller till plattan.

. Tillsétt 25 pl reagensvatten till brunn G2 och G3.

. Tillsétt 25 pl av 6,25 pg/ml-standardldsningen 5 till brunn F2 och F3.

. Tillsétt 25 pul av 12,5 pg/ml-standardldsningen 4 till brunn E2 och E3.

. Tillsdtt 25 pl av 25 pg/ml-standardldsningen 3 till brunn D2 och D3.

Tillsétt 25 pl av 50 pg/ml-standardlésningen 2 till brunn C2 och C3.

Tillsdtt 25 ul av 100 pg/ml-standardldsningen 1 till brunn B2 och B3.

6. Forfarande vid tillsats av Fungitell-reagens och plattinkubation.

Tillsétt 100 pl Fungitell-reagens till varje brunn (innehdllande negativa kontroller,

standarder, och prover) med hjilp av stepper-pipetten.

Sitt in plattan i mikroplattldsaren (utjamnad till 37°C) med locket pa och skaka

i 5-10 sekunder. Avlas plattan utan lock vid 405 nm minus 490 nm i 40 minuter vid

37°C. Om bakgrundssubtraktion (vid 490 nm) inte &r tillgénglig kan avldsning goras vid

405 nm. Om en plattskakningsfunktion inte ér tillgédnglig med mikroplattldsaren kan en

extern mikroplattskakare anvéndas.

. Samla in data och analysera pé foljande sitt: Undersok optiska densitetsfordndringar
i testerna och kontrollera for kinetiska sparmonster som inte visar en jamn okning
jamforbara med de hos standarderna. Invalidera foréandringar som indikerar
optisk interferens. Rékna ut medelfrekvensen for optisk densitetsfordndring
(milliabsorbansenheter per minut) for alla punkter mellan 0 och 40 minuter.
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TOLKNING AV RESULTAT

Fungitell-testresultaten ska anvindas som en hjélp att diagnostisera invasiv svampinfektion.
Resultaten uttrycks i pg/ml serum och omfattar icke-detekterbart (<31 pg/ml) till > 500 pg/ml
och skrivs ut av programvaran eller avldses fran standardkurvan. Korrekta virden 6ver

500 pg/ml kréver att provet spads i reagensvatten och omtestas.



Laboratoriet som utfor testet ska informera den remitterande ldkaren om att Fungitell-analysen
inte detekterar vissa svamparter sdsom genus Cryptococcus (3,4) vilken producerar mycket
sma nivaer av (1->3)-B-D-Glukan. Testet detekterar inte heller zygomyceter sasom Absidia,

Mucor och Rhizopus (1,4) vilka savitt kint inte producerar (1->3)-B-D-Glukan. P4 liknande sitt
producerar Blastomyces dermatitidis, i dess jéstfas, foga (1-3)-B-D-Glukan, och kan vanligtvis

inte detekteras (5).

NEGATIVT RESULTAT
(1-3)-B-D-Glukan-virden < 60 pg/ml tolkas som negativa resultat.

POSITIVT RESULTAT

Virden >80 pg/ml tolkas som positiva. Ett positivt resultat betyder att (1-3)-B-D-Glukan
detekterats. Ett positivt resultat definierar inte forekomsten av sjukdom och ska anvéndas
tillsammans med andra kliniska fynd for att faststilla en diagnos.

OSAKERT RESULTAT

Viirden fran 60 till 79 pg/ml tyder pa en mdjlig svampinfektion. Ytterligare provtagning och
testning av sera rekommenderas. Frekvent provtagning och testning forbittrar anvandbarheten
for diagnos.

KVALITETSKONTROLL

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

* Brunnarna med 25 ul reagensvatten dr de negativa kontrollerna. Negativa kontroller ska ha
virden for faktisk optisk densitetsfrekvens (Vmean) som édr mindre dn 50 % av den ldgsta
standarden. Om inte, sd maste analysen upprepas med alla nya reagens.

* Hantering av problemprover. Om analytikerna observerar ovanlig optisk densitetskinetik
i mjolkiga, missfargade eller grumliga prover, t.ex. sédana som ér kraftigt hemolyserade,
lipemiska eller som innehéller Gverskott pa bilirubin, sd méste provet spadas med
reagensvatten och testas igen. Spadningen maste riiknas in i rapporteringen av resultat
genom att resultatet multipliceras med spadningsfaktorn. I typfallet skrivs spadningsfaktorn
in i programvaruinstéllningen for provet och korrigeringen gors dd automatiskt.

« Kontrollprover, vid brytvirde och kraftigt positiva nivaer, kan koras for att verifiera
att reagensen och analysen fungerar korrekt. Varje testanvindare ska etablera ett
kvalitetskontrollprogram for att forséikra sig om att testet utfors korrekt.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Vivnadsstéllen med svampinfektion (10), inkapsling, samt méangden av (1-3)-3-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
formagan att detektera vissa svampinfektioner. Cryptococcus spp. producerar laga
nivaer av (1-3)-B-D-Glukan (3,4). Zygomyceter, diribland Absidia spp., Mucor spp.
och Rhizopus spp. producerar inte, savitt kéant, (1-3)--D-Glukan (1,4). Blastomyces
dermatitidis, i dess jéstfas, producerar foga (1-3)-p-D-Glukan, och testresultat ar
vanligtvis negativa (5).

2. Vissa individer har forhdjda nivaer av (1-3)-p-D-Glukan som hamnar inom den
obestdmda zonen. I sidana fall rekommenderas ytterligare testning.

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

4. Positiva resultat har hittats hos hemodialyspatienter (18,19), patienter som behandlats med

vissa fraktionerade blodprodukter sasom serumalbumin och immunglobuliner (23) samt i

prover eller hos patienter som exponerats for glukaninnehallande gasviv. Patienter behover

3-4 dagar for att aterstélla baslinjenivaerna av (1-3)-p-D-Glukan i serum efter kirurgisk
exponering for tamponger och gasviv som innehaller (1->3)-B-D-Glukan (20,21). Ta
darfor med detta i berdkningen vid tidsanpassningen av provtagning pa postoperativa
patienter.

5. Prover som erhillits genom stick i hilen eller fingret dr oacceptabla eftersom den
alkoholindrinkta gassudd som anvénds for att preparera stickstillet (och, potentiellt,
blodansamling pa huden) har visat sig kontaminera proverna.

6. Testnivaer faststilldes pa vuxna patienter. Normala nivder for spadbarn och barn narmar
sig nivéerna for vuxna (24). Data for nyfodda och spadbarn under sex ménader saknas.

7. Analysens rapporteringsbara intervall dr 31 pg/ml till 500 pg/ml. Virden under 31 pg/ml

rapporteras som < 31 pg/ml. Virden >500 pg/ml ska rapporteras som > 500 pg/ml om inte

provet har spitts ut.

STORANDE SUBSTANSER
Foljande provforhdllanden kan stora ett korrekt resultat av Fungitell-analysen:
« Hemolys
« Grumlighet i provet orsakat av lipemi
« Forekomsten av synligt bilirubin
« Grumligt serum

FORVANTADE VARDEN

Betaglukanvirden ér forhojda vid flera olika svampinfektioner. Nér tecken och symtom
forekommer vid nivan 80 pg/ml eller hdgre, s& varierar det prediktiva virdet for att patienten &r
positiv for en svampinfektion fran 74,4 till 91,7 % (Tabell 2). I franvaro av tecken och symtom
vid mindre &n 60 pg/ml varierade det negativa prediktiva virdet fran 65,1 till 85,1 %.

PRESTANDAEGENSKAPER

Jamforelsetestning

En multicenter, prospektiv studie utfordes for att validera prestandaegenskaperna for Fungitell-
analysen (25). Testet jimfordes med andra standardmetoder for detektion, (dvs. blododling,
histopatologisk undersdkning av biopsiprov och radiologiska tecken) avseende mykoser och
fungemier.

Trehundrafemtionio (359) patienter testades med analysen. Ett enstaka prov togs frén varje
patient. I gruppen med lagriskpatienter ingick till synes friska individer och sadana patienter

pé klinikerna som lagts in av andra orsaker dn svampinfektioner. Patientperiodiseringen utfordes
vid sex kliniker i USA. Fyra av klinikerna utférde analysen och testade totalt 285 prover. ACC
testade alla 359 prover tvd gdnger men anvinde endast den andra uppsittningen resultat for att
faststilla analysens prestanda. Resultaten fran den andra analysuppsittningen skilde sig inte
statistiskt frén den forsta.

Sensitiviteten for hela patientpopulationen (359) inklusive Cryptococcus var 65,0 %
(60,1-70,0 % konfidensintervall [C.1.]). Specificiteten var 81,1 % (77,1-85,2 % C.1.) (Tabell
1). Resultaten fran de fyra testklinikerna hade sensitivitetsintervallet 50,0 % till 66,7 %.
Specificiteten varierade fran 70,0 till 93,0 % for de 285 testade proverna (Tabell 2).

Tabell 1 ACC-testresultat vid brytnivin 60-80 pg/ml per Klinik
Bevisad/Trolig Specificitet
Sensitivitet >=80pg/ml <60 pg/ml
L 2 53
Klinik g < Z. < - Totalt
£ z = | 3 < E B
v £} Z = o = £ =g
¥ z 338 3 : |58 51
£ 4 |£ag| Z & |ZaE| £8
1 32/50 64.0 97.0 39/40 97.5 69.6 1 90
2 14/24 58.3 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 58.3 80.8 30/39 76.9 69.8 6 75
6 /1 0.0 Ej 0/0 £ 0.0 0 1
relevant relevant
Totalt* | 106/163 |  65.0 80.9 | 159/196 | 8l1.1 76.8 21 359

*Innefattar ett prov fran klinik 6.

Nir resultaten som erhéllits av ACC (359 prover) och av klinikerna (285 prover) jamfors med
klinisk diagnostisering ar sensitiviteten 64,3 % (58,8-69,9 % CI) for ACC och 61,5 % (55,9—
67,2 % CI) for klinikerna. Specificiteten ar 86,6 % (82,7-90,6 % CI) for ACC mot

CANDIDIASIS
Etthundrasju (107) patienter fick en positiv diagnos med candidiasis i den prospektiva studien.
Attiotre (83) av de 107 var positiva enligt Fungitell-analysen.

Etthundrasjuttiofem candidiasis library-prover levererades till Associates of Cape Cod. 145 av
de 175 var positiva enligt analysen.

ASPERGILLOS
Totalt 10 patienter var positiva for aspergillos. 8 av de 10 var positiva enligt analysen.

FUSARIOS
Tre patienter var positiva for fusarios. 2 av de 3 var positiva enligt analysen.

TERAPI MED ANTIMYKOTIKUM

Forekomsten eller franvaron av terapi med antimykotikum hade ingen statistiskt

signifikant effekt pa analysens sensitivitet. 118 patienter bevisades vara positiva for invasiv
svampinfektion och stod pa antimykotikum. 82 var positiva enligt analysen (sensitivitet, 69,5 %;
61,2-77,8 % CI). Dessutom bevisades tjugofyra (24) patienter vara positiva, men stod inte pé
nagot antimykotikum. 18 var positiva enligt analysen (sensitivitet, 75 %; 57,7-92,3 % CI).

SPECIFICITET

Totalt 170 patienter var negativa for svampinfektion och var uppenbart friska. Specificiteten var
86,5 % med analysen (82,8-90,1 % C.I.). Nér de ytterligare 26 patienterna som var negativa for
svampinfektion men hade andra sjukdomar inkluderades observerades en specificitet pa 81,1 %
(77,1-85,2 % C.1.).

TESTKORRELATIONER

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

PRECISION

1 precisionsstudierna testades tio (10) olika prover, vart och ett av tre testkliniker pa tre olika
dagar. Variationerna inom samma analys varierade fran 0,9 till 28,9 %. Variationerna mellan
olika analyser varierade fran 3,9 till 23,8 %. De fyra (4) negativa proverna uteslots fran bada
analyserna.
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