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Avsedd anvandning

MycAssay™ Aspergillus ar avsett att anvandas av kvalificerad laboratoriepersonal till kvalitativ bestamning av genomiskt
DNA fran Aspergillus-arter efter extrahering fran prover tagna fran de nedre luftvadgarna (t.ex. bronkialprover) som hjalp
vid diagnosticering av vuxna patienter med misstankt infektion eller allergi orsakad av Aspergillus.

MycAssay™ Aspergillus har utvarderats for anvandning med Applied Biosystems 7500 (med SDS-program version 1.4).

Sammanfattning och férklaring

Aspergillus-arter ar vanligt forekommande opportunistiska svampar som kan orsaka saval allergiska som invasiva
syndrom. Slaktet har ungefar 300 arter, av vilka 41 har kopplats till sjukdomar hos manniskan. Majoriteten av
infektionerna orsakas av A. fumigatus, A. flavus, A. terreus och A. niger; mindre ofta av A. nidulans. Andra, sallsyntare,
arter som A. sydowii, A. versicolor, A.lentulus och A. pseudofischeri har varit delaktiga1. De flesta infektioner och
allergier som orsakas av Aspergillus-arter paverkar luftvdgarna. Allergiska syndrom ar till exempel allergisk
bronkopulmonell aspergillosis (ABPA) och allergisk Aspergillus-sinuit, och ar vanligen orsakade av A. fumigatus. Kronisk
pulmonell aspergillos omfattar aspergillom, kronisk kavitar pulmonell aspergillosis och kronisk fibrotiserande aspergillos.
Invasiv aspergillos (IA) forekommer i riskpatientgrupper, inbegripet patienter behandlade med kortikosteroider eller
patienter med neutropeni eller fagocytdysfunktion (t.ex. kronisk granulomatés sjukdom och HIV-infektion). Ungefar 80 %
av fallen av invasiv aspergillos involverar Iungprnaz.

Rutindiagnos av invasiv pulmonell aspergillos kan omfatta datortomografiskanning (CT), bronkoskopi och bronkoalveolart
lavage (mikroskopi och odling), Aspergillus-antigentestning av blood eller histologisk undersékning av Kirurgiska
biopsprover. | detta scenario ar odlingarna ofta falskt negativa3. Bronkoalveolart lavage ar faktiskt positivt vid odling i
ungefar 40 % av fallen, dven nar diagnosen bekraftas pa andra satt*>®’, vilket visar bristen pa odlingens sensitivitet for
upptackt av invasiv aspergillos och kronisk pulmonell aspergillos. Men odlingar ar viktiga om de ar positiva, eftersom
manga diagnosiska tester antingen inte anger slakte eller art for den svamp som orsakar infektionen, eller inte anger
kanslighetsprofilen for det isolat som orsakar infektionen.

Allergisk bronkopulmonell aspergillos komplicerar astma och cystisk fibros® och kan i sallsynta fall férekomma utan
underliggande sjukdom. De flesta fallen ar kopplade till A. fumigatus, ibland tilsammans med andra svampar. Episodiska
luftvagshinder med tjocka sputumpluggar fulla av Aspergillus-hyfer, total-IgE i serum >1 000 IU/mL och detekterbara A.
fumigatus-specifika IgE- och IgG-antikroppar eller ett positivt Aspergillus-pricktest ar karakteristiskt for sjukdomen.
Sputumodlingar kan vara positiva for A. fumigatus och bronkiektasier kan synas pa brést-CT.

Aktuella metoder for diagnos av kronisk pulmonell aspergillos ar en blandning av radiologi (som inte ar specifik)9 och
serologi (Aspergillus-lgG-antikroppar eller precipitiner) som ar positiv vid de flesta former av aspergillos (och alltsa inte
specifik for npagon viss aspergillos)1. Odlingar ar positiva i bara 40—-65 % av de fall som bekraftats av radiologi och
serologim’”. Eftersom det finns manga differentialdiagnoser, exempelvis tuberkulos, atypisk mykobakterios, sarkoidos,

histoplasmos, coccidioidomykos, pneumokonios, reumatoid lunga och ankyloserade spondylit, ar det viktigt att

! Artdatabas pa www.aspergillus.org.uk
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dokumentera forekomst av Aspergillus-arter i prover fran luftvagarna for att undvika fordréjning av upptackt av
lungaspergillos och felbehandling.

MycAssay™ Aspergillus ar ett molekylart diagnos-kit fér pavisande av genom-DNA fran Aspergillus-arter med hjalp av
Molecular Beacon™ realtids-PCR. Hela testproceduren, inbegripet extrahering av DNA fran det kliniska provet, kan
genomféras inom 4 timmar, vilket kan jamféras med svampodling som kan ta flera dagar for att ge positivt resultat. Denna
analys har fordelar dver de for narvarande tillgangliga diagnosmetoderna fér akut invasiv och kronisk pulmonell
aspergillos. Sadana fordelar ar snabbare detektering av Aspergillus-arter och potentialen for o6kad sensitivitet for
Aspergillus-arter hos patienter med mycket nedsatt immunférsvar som misstanks ha invasiv pulmonell aspergillos.

Procedurens principer

Nar reagensen i MycAssay™ Aspergillus-kitet blandats med ett prov som innehaller mal-DNA-sekvensen for Aspergillus
(ett avsnitt av den ribosomala 18S-genen for Aspergillus), resulterar termocykling i DNA-amplifiering. Analysen innehaller
ocksa en Internal Amplification Control (IAC), ett DNA-fragment som inte finns i Aspergilli, andra svamp-, bakterie- eller
humana genom, fér att upptdcka PCR-hdmmande dmnen och bekrafta att analysreagensen fungerar.

De amplifiecrade DNA-malen detekteras med Molecular Beacon-teknik. Molecular Beacons ar enstrangiga
oligonukleotidhybridiseringssonder som bildar en stem-loop-struktur. Slingan innehaller en sondsekvens som ar
komplementar till en malsekvens, och stammen formas genom annealing av komplementara armsekvenser som finns pa
vardera sidan av sondesekvensen. En fluorofor, som fluorescerar nar den exciteras av ljus med ratt vaglangd, ar kovalent
bunden till en arms ande, och en utslackare (quencher) som undertrycker fluoroforens fluorescens nar de ar fysiskt nara
varandra ar kovalent bunden till den andra armens @nde. Molecular beacons fluorescerar inte nar de ar fria i I6sning. Nar
de daremot hybridiserar till en nukleinsyrastrang som innehaller en malsekvens, genomgar de en konformationsandring
som fysiskt separerar fluoroforen och utlackaren, sa att de kan fluorescera vid excitering. Manden fluorescens vid en
given cykel, eller efter cykling, beror av mangden specifika amplikoner vid det tillfallet. Realtids-PCR-systemet mater
samtidigt den fluorescens som emitteras av varje beacon.

Forsiktighetsmatt

= Kitet ar avsett att anvandas enbart av utbildad laboratoriepersonal. Procedurer behévs fér att hantera prover utan
aerosolbildning. Vid all provhantering ska normala forsiktighetsmatt och arbetsplatsens riktlinjer foljas. Ett
sakerhetsdatablad kan rekvireras fran Myconostica Ltd.

= Testet &r endast avsett for in vitro-diagnostik.

= Testet ska enbart anvandas med Applied Biosystems 7500 med SDS-programversion 1.4.

» Anvand inte reagens eller kontroller om skyddspasen ar 6ppnad eller skadad vid leveransen.

= Reagens och kontroller ar inte utbytbara mellan kit med olika lothnummer.

= SI3 aldrig samman reagens eller kontroller fran olika rér aven om de har samma lothummer.

= Anvand aldrig reagens eller kontroller efter deras utgangsdatum.

= Reagens och kontroller ska inte frysas om eller anvandas senare efter 6ppnandet.

* Anvand skyddsklader och engangshandskar nar kitreagens hanteras.

» Undvik att férorena reagens med mikrober eller deoxyribonukleas (DNAs) nar rérinnehallet delas upp.

» Vi rekommenderar anvandning av sterila, DNAs-fria filterspetsar med lag retention eller pipettspetsar med positiv
undantrangning.

= Anvand en ny spets till varje prov eller reagens.

» Kasta oanvant reagens och avfall enligt gallande regler.

= For att undvika fororening med Aspergillus eller IAC-amplikoner ska reaktionsroren inte 6ppnas efter ampliiering.

= Yitterligare kontroller kan testas enligt aktuella riktlinjer och regler.

= At, drick och rok inte i lokaler dar prover eller kitreagens hanteras.

» Lagkoncentrerat DNA kan vara instabilt om det inte forvaras ratt. DNA-extrakt fran kliniska prover bor forvaras vid —
80 °C for att inte forfaras. Undvik sé& langt méjligt att upprepat tina och frysa om.

= Kitet validerades med PCR-plattor med 96 0,2 mL kantade/upphdjda brunnar och forslutningsfilm av optisk kvalitet
(Star Lab kat.nr. E1403-8200 och Applied Biosystems kat.nr. 4311971). Anvandning av andra kallor/typer av plast kan
gora trésklarna och darmed uppgifterna i bruksanvisningen ogiltiga. Om en annan kalla anvands, rekommenderas att
en lokal validering utférs med de positiva och negativ kontrollreaktionerna.

2 Tyagi S, Kramer FR. (1996). Molecular beacons: Probes that fluoresce upon hybridization. Nature Biotechnology: 14: 303-308.
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Kitinnehall

Beskrivning

Kitet innehaller fem forseglade foliepasar med vardera tre fack. Pasarna kan tas upp och anvédndas separat. Varje pase
innehaller tillrackligt med reagens for 8 reaktioner.

Ror 1
(Orange
propp)

Ror 2
(Gron
propp)

Ror 3
(Klar propp)

ROr 4
(Svart

propp)

Volym
dNTPs 66 pL
MgC|2
Buffrad 16sning av DNA-polymeraskomplex
<0,01 % primers 66 uL
<0,01 % Molecular Beacons
<0,0001 % Internal Amplification Control (IAC)

Internal Amplification Control ar en

rekombinant DNA-plasmid som innehaller en

icke infektids sekvens som inte ar relaterad till
malsekvensen (Aspergillus)

Tris-HCI-buffert

Negativ kontroll 25 uL
Vatten

Positiv kontroll 25 uL

<0,0001 % positiv kontroll-DNA
Den positiva kontrollmolelylen ar en
rekombinant plasmid som innehéller
Aspergillus-malsekvensen
Tris-HCI-buffert

Kitet innehaller aven foljande:
- MycAssay™ Aspergillus Myconostica Protocol CD-ROM
- Bruksanvisning
- Analyscertifikat

Forvaring

Kitet ska forvaras nedfryst (—15 till —25 °C) fram till dt utgangsdatum som anges pa kitlddans etikett. Efter detta datum ska
kitet kastas enligt gallande bestammelser.

Nar en pase 6ppnats, maste innehallet anvandas omedelbart. Det far inte frysas om eller anvandas vid ett senare tillalle.
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Utrustning och material som beh6vs men inte ingar

A. Utrustning som behovs

= Applied Biosystems realtids-PCR-system (inkl. anvandarhandbok, tillhérande dator och programmet SDS, version
1.4)

= Provplattor med 96 kantade/upphdjda brunnar och forslutningsfilm av optisk kvalitet (Star Lab kat.nr. E1403-8200
och Applied Biosystems kat.nr. 4311971)

= Stall fér 96-brunnarsplatta

» Centrifug med hallare fér 96-brunnarsplatta

B. Vanlig utrustning som behdvs

= Mikrocentrifug

= Vortexblandare

= Mikropipetter (volymer 7,5 yL — 20 uL)

» Sterila filterspetsar med lag retention

» Engangshandskar, puderfria

= Ldsning for DNA-dekontaminering (handelsvara)
= Permanent markpenna

= Kit for DNA-isolering (se nedan)

Provet

Provet fér analysen MycAssay™ Aspergillus ar totalt genomiskt DNA som extraherats fran klinisk bronkskoéljvatska och
andra prover fran de nedre luftvagarna. Nedanstaende kit for isolering samt utrustning rekommenderas till detta &ndamal
och anvandes under valideringen.

- MycXtra™ Fungal DNA Extraction kit (best.nr: 080-005 fran Myconostica)
- Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., New York, USA)
- Vortex adapterplatta (best.nr: 080-015 fran Myconostica)

Anmarkningar till proceduren

Las hela protokollet innan du boérjar.

Hela MycAssay™ Aspergillus-processen (undantaget DNA-extrahering) tar ungefar 2 timmar, beroende pa antalet
prover som testas.

Testet bor stallas upp pa en PCR-arbetsstation eller i ett pre-PCR-laboratorium. Om det inte finns nagon tillganglig
PCR-arbetsstation bor testet stallas upp i en speciell del av laboratoriet, avskiljd fran omraden som anvands vid
DNA-extraheringar, som regelbundet rengérs med DNA-dekontaminerande reagens.

Undvik daremot att anvanda DNA-dekontaminerande reagens nar realtids-PCR satts upp eftersom de kan stéra
analysen.

Anvand mikropipetter vid dverféring av vatskor. Sarskilda mikropipetter bér anvandas vid uppstallningen, och dessa
bor regelbundet dekontamineras.

Vi rekommenderar filterspetsar med Iag retention for att sakerstalla att inget DNA forloras under uppstallningen.

Var forsiktig vid hantering av ror 4. Det innehaller positivt DNA-kontrollmaterial och kontaminering kan leda
till falskt positiva testresultat.

Anvand alltid handskar.

Alla reagensror maste tillslutas efter anvandning och innan de kastas.

Notera noggrant provernas platser pa 96-brunnsplattan pa en plattkarta.

™ For example see Mifflin, T. E. (2003). Setting up a PCR Laboratory. In PCR Primer, 2nd Ed. (eds. Dieffenbach and Dveksler). Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold
Spring Harbour, NY. USA.
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Procedur for anvandningen:

1.
1.1
1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8
1.9

1.13

Uppstallning av realtids-PCR

Bdrja med att starta realtids-PCR-systemet (instrument och tillhdrande dator) och det aktuella programmet. Ange
anvandarnamn och lésenord, om det behdvs.

Kontrollera att arbetsomradet har rengjorts med DNA-dekontamineringsmedel och fatt torka fullstandigt. Anvand
inte sadana medel under uppstéllning av analysen, eftersom Overskott av rengéringslésning kan inhibera PCR-
reaktionerna.

En pase innehaller ett vardera av réren 1 till 4. Det finns tilirdckligt med reagens i en pase for att kéra 8 reaktioner.
Minst en positiv och en negativ kontrollreaktion maste genomfdras per kérning med reagens frdn samma kitlot.
Med en pase kan man alltsd analysera 6 patientprover. Om fler an 6 prover ska testas, kan fler &n en pase
anvandas om pasarna ar fran samma kitlot. Hogst 38 patientprover kan testas med de fem pasarna i ett kit.
Berakna antalet reaktioner som behdvs med hjalp av tabellen nedan.

Antal pasar Hogsta antal patientprover
1 6
2 14
3 22
4 30
5 38

Ta ut ratt antal pasar fran frysen. Anvand inte nagon pase som inte langre ar forseglad. Om patientproverna frysts
efter extraheringen, ska aven de tas ut ur frysen.

Riv upp sa manga pasar som behdvs och ta ut roren. Om fler &n en pase anvands, men bara en uppséattning
positiva och negativa kontroller ska kéras, ar det bara nédvandigt att ta ut réren 3 och 4 fran en av pasarna. Var
forsiktig vid hantering av ror 4. Det innehaller positivt DNA-kontrollmaterial och kontaminering kan leda
till falskt positiva testresultat.

Lat réren tina i 5-10 minuter pa laboratoriebanken, sa att innehallet i alla ror ar helt tinat innan arbetet fortsatter.
Vortexblanda réren och patientproverna, foljt av en kort kdrning i mikrocentrifug sa att allt innehall samlas i rérens
botten fére anvandning.

Placera 96-brunnsplattan i ett stall. Var noga med att endast beréra plattans kant med handerna.

Satt alltid upp den negativa kontrollen forst, och sedan patientproverna. Den positiva kontrollen ska alltid sattas
upp sist.

Reagens- och DNA-volymer visas i tabellen nedan.

Reaktion
Reagens Negativ | Patientpr | Positiv
kontroll ov kontroll
Ror 1 (orange 7,5 UL 7,5 UL 7,5 L
propp)
Ror 2 (grén propp) 7,5 UL 7,5 UL 7,5 UL
Ror 3 (klar propp) 10 L - -
Patientprov - 10 yL -
For 4 (svart - - 10 L
propp)
Total volym 25 uL 25 uL 25 L

Tillsatt reagens i tabellens ordning: ror 1, sedan ror 2 och darefter mallen (negativ kontroll, patientprov eller positiv
kontroll). Var forsiktig vid uppdelning av rér 1. Vatskan ar klibbig och kan fastna pa rérets innerkant. | sa fall ska
roret centrifugeras igen, sa att allt innehall samlas i rérets botten innan de sista portionerna tas.

Anvand en ny pipett till varje offentliga av vatska. Forslut varje reagensror efter anvandningen och kasta det
omedelbart tillsammans med eventuellt aterstdende innehall i en behallare for kliniskt avfall som kan forslutas.
Oanvant reagens kan inte sparas till senare anvandning.

Var extra noga vid pipettering fran ror 4 (positivt kontroll-DNA) sa att det ine kontaminerar nagot annat rér. Sténg
locken pa Gvriga ror innan ror 4 éppnas for att minska risken for dverforing av material.
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1.14  Anteckna platsen pa plattan for varje prov pa en plattkarta. Forsegla plattan omsorgsfullt och fullstandigt med fil
av optisk kvalitet. Se till att kanterna sitter fast ordentligt. Centrifugera plattan vid 900 g i 1 minut. Kontrollera att
det inte finns nagra bubblor i brunnarnas botten. Centrifugera pa nytt om bubblor syns.

1.15 Fortsatt omedelbart till avsnitt 2. MycAss.ayT'vI Aspergillus-reaktioner ar stabila pa banken i upp till 60 minuter.

1.16  Kontrollera efter uppstallningen att arbetsomradet &r noggrant rengjort med DNA-dekontaminerande reagens.

2. Utféra kdrningen

2.1 Starta programmet AB 7500 SDS version 1.4 och ange anvandarnamn och l6senord.

2.2 Satt in CD-ROM-skivan MycAssay Aspergillus Myconostica Protocol.

2.3 Fran menyn Quick Startup valjer du det forsta alternativet, Create New Document...

2.4 Valj instéllningar som visat nedan. Valj mallen MycAssay Aspergillus v1_2.sdt frdn CD-ROM-skivan via
Browse...

2.5 Ge korningen ett namn som svarar mot plattan. Exempel:

New Document Wizard E‘
Define Document
Select the aszay, container, and template for the document, and enter the operator name and comments.
Assay: | Standard Curve [Absolute Quantitation) ~|
Container: ‘SE-WE” Clear j
Template: ‘MycAssay Aspergiluz v1_2.sdt j Browse...
Run Mode: ‘ J
Operator: ‘your.namel
Commeits:
Plate Mame: |Aspergillus_04JANT0_name
| | Firish | Cancel |

2.6 Klicka pa Finish. Ett nytt dokument 6ppnas med PCR-parametrar och detektorer automatiskt valda fér analysen. |
vyn Plate pa fliken Setup anvander du Well Inspector (valj en brunn och klicka pa Ctrl+1 eller hégerklicka med
musen) for att ge brunnarna namn som svarar mot provernas platseri 1.12.

Exempel:

2.7 Nar alla brunnar fatt namn, sparar du kérningen och behaller Plate Name som filnamn.
2.8 Starta korningen fran fliken Instrument genom att klicka pa knappen Start.
2.9 En nedrakning bredvid Start-knappen visar hur lang tid kdrningen tar.
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3. Dataanalys och tolkning

3.1 Nar koérningen ar klar, uppdaterar du genom att klicka pa den gréna pilen pa den éversta menyraden.
3.2 Oppna vyn Amplification Plot pa fliken Result. P4 den hogra sidan anger du trosklar for varje kanal:

Asp MycAssay = 12000
IAC MycAssay = 4000

Manual Baseline bor hallas oférandrad vid 3—15 fér bada detektorerna.
3.3 Klicka pa knappen Analyze for att aktivera andringarna. Exempel:

3.4 Spara andringarna.

Dus [Datsnr Gyt =] gy [DetaRinvaCcie 7]
Detector: [Myeom ASF =] [utector [Hychosay BE =

L Cokr [Desector Cober v

Liea Colot [Dotocten G =]

Aripnt Seltrgy

ey

& Marusl 0
Thiethokd |1 204004
" Auto Baseine
% Marusl Danelve
Satkerekl [E
Endicycial |15

Arvdeoe

|

Andpin Srtings

A1
" Maud 01

Theeshokd [400+007

™ Ao Dsteline

= sl Baredne:

syt [F

Endicwt [15

Ansirte

el

3.5 Valj de brunnar som innehaller prov och exportera rapportfilen File>Export>Results... som visat nedan:

<] 7500 System DS Software - [RandRPro_031209_ADS.sds (Standard Curve)]
D LN View Took Fetrument Ansbesk Window  Help

- Open. .
i

—  Saweas..
A

[mport Samcle Setup
View Exported Resiks...

Prieg Sebup...
Prirk Fréiew
Pk

|

1 Randipro_0120_ADS. sds

2 Randi_Fronn_M1209_GIE s
IRandi_Pronn_M1209_GRE s
4 MAndHFTD U120 _AOS.ds

5 3000w _Rand®_Kate_dard.sds
B2V _Rand®_Kate_dar?.sds
7 2600vlrd_Rand®_Kate_darl. sds

2l

SRaARY_plate SAF 190N sds
n

Lot

Crriabl
by

]

ik

U MycAssay Aaprglus v1_1 ZENOVI_SAF, sds

[ T
Samgle Setup. ..
Calbrstion Dats...

Teaira..,
Corponert. ..
DekaRn...

[

Dissocistion .

E—

T

3.6 For att inte blanda samman data sparar du filen med samma namn som kdérningen. Kom ihag att spara filen till en

lamplig plats.

3.7 Vid uppmaningen aktiverar du Export only selected wells, och klickar pa OK.
3.8 Du kan 6ppna den sparade -csv-filen med Excel eller liknande kalkylarksprogram.

3.9 Analysera varje prov. Bérja med kontrollerna enligt flddesschemat nedan (mer information finns dven i tabellen

under schemat).
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[
H

Kontrollera den negativa
NEJ r kontrollen
Ar ASP MycAssay Ct=37,0 eller
Undetected?
v
Kontaminerad kérning NEJ

ATGARD: Kér om

Misslyckad kérning

ATGARD: Kér om

Kontrollera den negativa kontrollen

Ar IAC MycAssay Ct=27,7-31,9?

Misslyckad kérning

ATGARD: Kér om

[
H

NEJ

Positivt for Aspergillus-DNA

ATGARD: Rapportera resultat 2

JA

Negativt for Aspergillus DNA

ATGARD: Rapportera resultat 1

J

¥

Kontrollera den positiva kontrollen

Ar ASP MycAssay Ct=15,0-20,0?

[
H

Kontrollera patientprovet

Is the ASP MycAssay Ct <33.5?

Kontrollera patientprovet

Ar IAC MycAssay Ct=27,7-31,9?

NEJ

IAC-fel

ATGARD: Kér om provet. Om
resultatet upprepas:

Rapportera resultat 3

Prov ASP IAC Tolkning Atgard
MycAssay Ct MycAssay Ct
Negativ 37,0 eller Inom 27,7-31,9 Acceptabel Patientresultat
kontroll Undetected negativ kontroll tillforlitliga
Negativ 37,0 eller <27,7 eller >31,9 | Fel for negativ Upprepa hela
kontroll Undetected kontroll kérningen
Negativ <37,0 Inom 27,7-31,9 Fororening Upprepa hela
kontroll koérningen
Positiv Inom 15,0- Ej tillampligt Acceptabel Patientresultat
kontroll 20,0 positiv kontroll tilliforlitliga
Positiv <15,0 eller Ej tillampligt Fel fér positiv Upprepa hela
kontroll >20,0 kontroll kérningen
Patient >33,5 Inom 27,7-31,9 Negativ for Rapportera
Aspergillus vid resultat:
cco* Resultat 1
Patient <33,5 Ej tillampligt Postiv for Rapportera
Aspergillus vid resultat:
cco* Resultat 2
Patient 37,0 eller <27,7 eller >31,9 | IAC-fel i provet Upprepa
Undetected provet:
Resultat 3

*CCO = klinisk troskel (clinical cut-off). Alla resultat vid eller under denna niva anses vara klinisk positiva. Andra prover
kan ge Ct-varden >33,5, men de avspeglar normala nivaer eller bakgrundsnivaer for Aspergillus-belastning i

luftvagsprovet.

Se Klinisk rapportering (Resultat 1, 2 eller 3)
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4. Felsdkning
4.1 Den negativa kontrollen har givit en positiv signal i FAM-kanalen:

>

Kontaminering under uppsattningen. Inget resultat fran kdrningen ar tillforlitligt.

Gor om hela kérningen och var extra noggrann vid tillsattning av mallarna, och speciellt fér den positiva kontrollen
(ror 4), sa att oonskad 6verféring av material undviks.

Se noga till att arbetsomradet och instrumenten ar ordentligt dekontaminerade fére och efter anvandning.
Den negativa kontrollen var felplacerad i instrumentet.

Var noga med att brunnarna ar ratt markerade i programmet.

Andra plattor an de rekommenderade har anvants.

Trosklarna galler endast vid anvandning av de rekomemnderade PCR-plattorna med 96 0,2 mL
kantade/upphdjda brunnar och férslutningsfilm av optisk kvalitet (Star Lab kat.nr. E1403-8200 och Applied
Biosystems kat.nr. 4311971). .

4.2 Ct-vardet for den negativa kontrollen IAC ligger inte inom tillatet omrade:

>

PCR har inhiberats

Kontrollera noga att arbetsomradet och instrumenten &r helt torra efter dekontamineringen fore PCR-
uppsattningen.

Kitet har inte forvarats som angivet i avsnittet Forvaring, eller utgangsdatum har passerats.

Kontrollera att kitet forvarats pa ratt satt. Kontrollera utgangsdatum for reagensen (finns pa ladan och pasens
etikett) och upprepa med icke utganget kit om det behdvs.

Reagens fran ror 1 eller rér 2 hade inte tillsats till PCR-reaktionen, eller dubbla mangden fran ror 2 tillsattes.

Gor om kérningen och var noga med uppsattningen. Sddana fel kan upptackas genom att man ser for héga eller
for laga vatskenivaer i en brunn jamfért med andra.
Andra plattor an de rekommenderade har anvants.
Trésklarna gaéller endast vid anvandning av de rekomemnderade PCR-plattorna med 96 0,2 mL

kantade/upphdjda brunnar och férslutningsfilm av optisk kvalitet (Star Lab kat.nr. E1403-8200 och Applied
Biosystems kat.nr. 4311971). .

4.3 Den positiva kontrollen ar negativ:

>

Kitet har inte forvarats som angivet i avsnittet Forvaring, eller utgangsdatum har passerats.

Kontrollera att kitet forvarats pa ratt satt. Kontrollera utgangsdatum for reagensen (finns pa ladan och pasens
etikett) och upprepa med icke utganget kit om det behovs.

Ett fel intraffade under steg 1.12 och den positiva kontrollens mall (rér 4) placerades i fel reaktionsror.

Upprepa koérningen och var mycket noggrann under uppsattningen. Sadana fel kan upptackas genom att man ser
en hogre vatskeniva i en reaktion och lagre i en annan, jamfért med normalt.

Reagens fran ror 1 eller 2 tillsattes inte till reaktionen.

GoOr om koérningen och var noga med uppséttningen. Sadana fel kan upptackas genom att man ser lagre
vatskenivaer i den reaktionen jamfoért med normalt

Den positiva kontrollen var felplacerad i instrumentet.
Var noga med att satta reaktionsréren pa ratt platser respektive att brunnarna ar ratt markerade i programmet.
Andra plattor an de rekommenderade har anvants.

Trosklarna galler endast vid anvandning av de rekomemnderade PCR-plattorna med 96 0,2 mL
kantade/upphdjda brunnar och forslutningsfilm av optisk kvalitet (Star Lab kat.nr. E1403-8200 och Applied
Biosystems kat.nr. 4311971).

4.4 Patientprov ger resultatet Outcome 3 —"Invalid”:

9

Ett eller flera extraherade patientprover innehaller PCR-inhibitorer.
Vi rekommenderar att DNA fran kliniska prover extraheras med kitet MycXtra™ Fungal DNA Extraction kit.
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4.5 Det finns inga resultat f6r ndgon kanal med prover eller kontroller:
» Kitet har inte foérvarats som angivet i avsnittet Férvaring, eller utgangsdatum har passerats.

- Kontrollera att kitet forvarats pa ratt satt. Kontrollera utgangsdatum for reagensen (finns pa ladan och pasens
etikett) och upprepa med icke utganget kit om det behdvs.

» Utrustningen fungerar inte optimalt.

- Kontrollera att realtids-PCR-instrumentets servicehistorik ar uppdaterad och att det kalibrerats fullstandigt enligt
installations- och underhallshandbdckerna.

= Anincorrect protocol file was used during the software set up.

- Se avsnitt 2 och valj ratt protokollfil fér programmets typ och version fran CD-ROM-skivan Myconostica Protocol.
Endast ratt fil fér programmet kan lasas in. Upprepa kérningen med ratt protokollfil.

Kontakta Technical Support (mycotech@myconostica.co.uk) om du har fler fragor eller om du far problem.
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Egenskaper och begransningar

Analytiska prestandadata féor AB7500

Kitet validerades forst med Cepheid SmartCycIer®. Vissa ansprak betraffande analysens prestanda omvaliderades pa
plattformen AB7500, med anvandning av PCR-plattor med 96 0,2 mL kantade/upphdéjda brunnar och forslutningsfilm av
optisk kvalitet (Star Lab kat.nr. E1403-8200 och Applied Biosystems kat.nr. 4311971), och rapporteras nedan. Dar
skillnaderna mellan plattformarna inte forvantades paverka analysens prestanda eller anspraken, upprepades inte studien.
Dessa resultat, erhallna med SmartCycler®, anses 6verforbara till plattformen AB7500.

Analytisk sensitivitet

Med det ovan beskrivna potokollet for AB7500 och PCR-mallar skapade av Myconostica, bestamdes blankgransen (Limit
of Blank, LoB) fér MycAssay™ Aspergillus till Ct=37,0, medan detekteringsgransen (Limit of Detection, LoD) bestamdes
till <25 kopior av mal-DNA. Detta bestamdes med AF293-stammen av Aspergillus fumigatus.

Analytisk selektivitet

Genomiskt DNA extraherat fran Penicillium-arter gav positiva resultat. Detta beror pa att sekvenser av de molekylara
malen ar kraftigt bevarade mellan Aspergillus och Penicillium. Darfor maste beaktas att positiva resultat fran analysen kan
bero pa infektion med Penicillium, snarare an Aspergillus.

Analytisk selektivitet testades med DNA som extraherats fran olika svamparter och andra arter. Fdljande arter gav inte
positiva resultat:

Blastomyces capitatus, Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, Cladosporium spp., Cryptococcus
neoformans, Doratomyces microsporus, Fusarium solani, Rhizomucor pusillus, Rhodotonila rubra, Saccharomyces
cerevisiae, Scedosporium apiosperinu, S. prolificans, Sporothrix schenkii, Trichosporon capitatu. Féljande bakteriearter
gav inte positivt resultat: Bordetella pertussis, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Lactobacillus plantarum, Legionella pneumophila Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria meningitides,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, S. salivarius.

Humant genomiskt DNA ger inte positivt resultat i denna analys.

Foljande 3 svamparter testades inte pa AB7500-systemet, men hade testats p4 SmartCycler®: Pneumocystis jirovecii,
Histoplasma capsulatum och Alternaria alternata. Samtliga tre gav negativa resultat i analysen.

Reproducerbarhet och repeterbarhet

Reproducerbarhet och repeterbarhet testades av 4 olika operatérer med 7 olika mallar i triplikat, i totalt 168 analyser.
Experimenten utfordes med 1 tillverkningssats av MycAssayT'vI Aspergillus kit, pa 2 olika instrument pa 2 olika platser i
Storbritannien.

Resultaten analyserades med avseende pa blankgrans (LoB) och Klinisk tréskel (CCO). Vid koncentrationen 3 ganger
detekteringsgransen (LoD), dverensstamde resultaten fran 100 % av alla prover (positivt) avseende blankgransen (LoB),
och 83% av proverna dverensstdamde avseende CCO. Vid koncentrationer hégre an 3 x LoD &verensstamde resultaten
fran 100 % av alla prover for saval CCO som LoB. For negativa mallar var alla testade prover negativa vid CCO.

Overféring av den kliniska tréskeln (Clinical Cut-Off, CCO)

Den kliniska troskeln 36,0 hade bestéamts for SmartCycIer®. Denna troskel dverfordes analytiskt till AB7500-plattformen
med en mall med en Aspergillus-koncentration som visats ge =95 % positiva resultat vid CCO pa SmartCycIer®. Ct-vardet
33.5 bestamdes, vilket bekraftades med mallar med 3 olika koncentrationer.

Foljande prestandaansprak fsatstalldes vid anvandning av Cepheid SmartCycler®

Stérande d&mnen (kontraindikationer mot anvéndning)

Fdljande substanser testades vid kliniskt relevanta koncentrationer och befanns inte inhibera analysen: acetylcystein,
amfotericin, beclometasondipropionat, budesonid, colistimetatnatrium, flutikasonpropionat, formoterolfumaratdihydrat,
ipratropiumbromid, lidokain, mannitol, salbutamolsulfat, salmeterol, natriumklorid, natriumkromoglikat, terbutalin,
tobramycin.
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Prestandautvéardering

Prover fran luftvagar (BAL) som insamlats fran 2 sjukhus, extraherats med kitet MycXtra™ och férvarats, anvandes for att
utvardera MycAss.ayT'VI Aspergillus kit med kliniska prover. Jamférelser gjordes med saval klinisk diagnos som odling.

Troskeln Ct=36,0 faststalldes efter genomgang av en uppsattning prover fran platser och olika patientpopulationer. Olika
trésklar utvarderades avseende sannolikheten for differentiering mellan sjukdom och icke sjukdom.

PCR jamfort med klinisk diagnos

Kliniskt Kliniskt
positiv negativ
PCR 31 1 0,97 PPV
positivt
PCR 2 10 0,83 NPV
negativt
0,94 0,91

Sensitivitet Specificitet

PCR jamfort med Aspergillus-odling

Odling positiv | Odling
negativ
PCR 29 3 0,91 PPV
positivt
PCR 2 10 0,83 NPV
negativt
0,94 0,77

Sensitivitet Specificitet
Av de testade proverna innehéll 0,8 % PCR-inhibitorer enligt IAC efter extrahering med kitet MycXtra™.

Klinisk rapportering
Kitet MycAssay™ Aspergillus ar avsett som en hjalp vid diagnoisticering. Resultaten maste bedémas tillsammans med
patientens kliniska tillstdnd och andra diagnostiska testresultat.

Foljande rapportering rekommenderas, beroende av tolkningen av resultaten:

Resultat 1
"Aspergillus-arter detekterades inte”

Resultat 2
"Aspergillus-arter detekterades; positivt resultat. Denna analys detekterar dven Penicillium-arter.”

Resultat 3
"Testet misslyckades. Inhibitorer eller andra okdnda @mnen narvarande.”
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Procedurens begransningar

» Procedurens principiella begransningar ar kopplade till primarprovets kvalitet.
- Om provet ar mycket litet eller inte tagits fran den paverkade delen av lungan, kommer testet att vara mindre
kansligt och kan bli falskt negativt.
- BAL-prover bor centrifugeras innan DNA extraheras.
- Data visade aven att en minskning av den supernatantvolym som erhéllits vid centrifugeringen och anvands vid
extraheringen minskar andelen inhibitorer som infors i systemet.

* Falskt positiva resultat kan bli féliden om infektionen orsakats av Penicillium-arter, som inte kan skiljas fran
Aspergillus-arter med detta kit.

= Trots att extraheringsproceduren MycXtra™ Fungal DNA ar konstruerad for att aviagsna PCR-inhibitorer har inte alla
lakemedel eller patientpopulationer utvarderats.

» Proceduren har inte utvarderats fult med sputum, och har inte utvarderats med saltskéljningar eller prover fran barn.

= Falskt positiva resultat kan uppkomma genom extern kontaminering av primarprovet eller testet. Sadan kontaminering
kan harréra fran Aspergillus-kontaminerad luft, daligt utforande betraffande den positiva kontrollen eller extern
kontaminering (sarskilt vid pipettering) med Aspergillus-DNA.

= Ett sant positivt resultat kan erhallas fran patienter som ar évergaende eller premanent koloniserdae med Aspergillus-
arter. Kliniskt omdéme kravs vid tolkning av testresultaten.

LICENSER

TopTaq™ Hot Start tillhandahalls av QIAGEN. QIAGEN® &r ett registrerat varumarke som tillhér Qiagen GmbH, Hilden,
Tyskland.

Den har produkten saljs under licens fran Public Health Research Institute, Newark, New Jersey, USA och far anvandas
under PHRI-patentrattigheter endast fér human in vitro-diagnostik.

SmartCycler® ar ett registrerat varumarke som tillhér Cepheid, 904 Caribbean Drive, Sunnyvale, CA, 94089, USA.

En del av denna produkt omfattas av en exklusiv licens for en patentanstkan fran Fred Hutchinson Cancer Centre,
Seattle, USA.

Applied BioSystems ar ett registrerat varumarke som tillhér Applera Corporation eller dess dotterbolag i USA och/eller
vissa andra lander.

@_

Myconostica Limited, South Court, Sharston Road, Sharston,
Manchester, M22 4SN, United Kingdom.
Telefon: +44 (0) 161 998 7239 Fax: +44 (0) 161 902 2496

e-post: mycotech@myconostica.co.uk
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