Para utilizag&o diagnéstica in vitro: MycXtra® myconOS',ca

MycXtra®
Conjunto de extraccao de ADN fungico

REF 080-005

Utilizagdo prevista

O Conjunto de extracgdo de ADN fungico MycXtra® € concebido para o isolamento e a purificagdo de DNA fungico
presente na lavagem broncoalveolar humana (BAL), no esputo e em outras amostras das vias respiratoérias inferiores.

Resumo e explicacao

O conjunto é concebido para isolar ADN de origem flungica em amostras das vias respiratorias inferiores de doentes
suspeitos de infecgéo fungica. A extracgdo do ADN fungico constitui um primeiro passo fundamental da analise de ADN
tipicamente fungico. Dado ser dificil decompor as paredes das células fungicas, € necessaria uma combinagado de
processos para optimizar o rendimento; forgas mecanicas directas em tampéo, seguidas de varios passos de purificagao
para remover as substancias inibidoras da PCR (reac¢cdo em cadeia da polimerase), componentes da parede celular e
da matriz humana, seguidos de eluigao em tampéao. A qualidade do ADN purificado é adequada para analise de PCR em
tempo real.

Principios do procedimento

Os esporos fungicos e as hifas presentes na amostra sdo concentrados por centrifugagéo e suspendidos de novo num
pequeno volume. Em seguida a amostra é transferida para um tubo de bead beating contendo esferas, solugéo lisante,
solucdo com esferas e solugdo para remogéao de inibidores. O principio consiste em lisar os microrganismos da amostra
com uma combinagédo de detergente e forga mecanica contra esferas especializadas. Os componentes celulares sédo
lisados por accdo mecanica num vortice. O ADN libertado das células lisadas € unido a um filtro de spin de silica. O filtro
¢é lavado e o ADN é recuperado numa solugéo tamponada e esta agora pronto para ulterior analise da PCR.

Contetdo
= Suficiente para 10 amostras de doentes

Descricéo Volume (mL)
Tubos de solugao de esferas 10 0,55

x2mL

Solugao S1 0,65
Solugao IRS 2,2

Solugao S2 2,75
Solugao S3 14,5
Solugao S4 3,3

Solugao S5 1,1

= 10 x unidades de filtros spin em tubos de 2 mL
= 40 x tubos para microcentrifuga (2 mL)
= |nstrugdes de utilizagao

Conservacao

O conjunto deve ser conservado a temperatura ambiente (15-30 °C) até ao prazo de validade indicado no rétulo da caixa
do conjunto, momento em que deve ser eliminado em conformidade com as regulamentagdes locais.

Adverténcias e Precaucdes

O conjunto destina-se a ser utilizado apenas por profissionais de laboratério. Sdo necessarias praticas e procedimentos
de Nivel 2 de biosseguranca, equipamento e instalacées de restricdo para manipulagcbes de amostras clinicas néo
produtoras de aerosséis.. Todas as actividades produtoras de aerossodis devem ser conduzidas numa camara de
seguranga bioldgica de Classe Il ou lll. As amostras clinicas podem incluir microrganismos patogénicos, incluindo, mas
ndo se limitando a, virus da hepatite ou virus da imunodeficiéncia humana. Devem seguir-se as precaugdes
padronizadas e as directrizes institucionais na manipulagdo de todos os artigos contaminados com sangue e outros
fluidos corporais. O conjunto contém pequenas quantidades de: etanol, dodecilfosfato de sdédio, hidrocloreto de

Portugués—Error! Reference source not found. 030-021 Versao 3.1 11MAR10



For in vitro Diagnostic Use MycXtra®

guanidina e isotiocianato de guanidina. A Myconostica Ltd. disponibiliza uma Ficha de dados de seguranca do material
(MSDS).

Equipamento necessario

Microcentrifuga (10,000 x g)

Centrifuga para fins gerais

Micropipetas com pontas de filtro estéreis (volumes necessarios 40 uL—1000 ulL),

Agitador de vortice Genie 2 (Scientific Industries mas disponivel nos fornecedores locais)

Placa de adaptagao (disponibilizada pela Myconostica REF 080-015) para ligar os tubos ao agitador de vortice.

Observacdes metodoldgicas

O processo demora 1,5 horas, aproximadamente. Se a amostra for esputo ou se a amostra de BAL parecer viscosa, &
necessario um pré-tratamento adicional, conforme descrito no ‘Procedimento para esputo ou outras amostras
respiratérias viscosas’ na secg¢ao seguinte.

Antes de comecar, leia todo o protocolo. Use sempre luvas. Todos os tubos devem estar tapados nos diferentes
passos de agitacdo no vortice. Utilize micropipetas para transferéncia de fluidos. Tenha o cuidado de identificar
devidamente os tubos quando processar amostras de varios doentes.

Procedimento para amostras de BAL, transparentes de fluéncia livre:
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24.

Nota: Se o ADN extraido for subsequentemente utilizado com um produto Myconostica MycAssayT'\’I recomenda-se
que comece com = 2 mL de BAL.

Centrifugue a amostra de BAL durante 20 min a 3000 x g. Decante o sobrenadante e conserve.

Devolva 800 yL do sobrenadante conservado ao sedimento, volte a suspender e transfira para o tubo da
microcentrifuga (fornecido).

Centrifugue durante 2 min a 10.000 x g, em seguida remova o sobrenadante. Volte a suspender o sedimento na
solucao restante no tubo e transfira toda a quantidade para um tubo de solugéo de esferas de 2 mL.

Inverta suavemente para misturar.

Verifique a solugéo S1. Se a solugao S1 tiver precipitado, aquega o tubo na méao e agite no vortice para dissolver.
Adicione 60 uL de solugédo S1 ao tubo da solugéo de esferas e inverta varias vezes ou agite por instantes no voértice.
Adicione 200 uL de solugéo IRS (Solugéo para Remogao de Inibidores) ao tubo da solugéo de esferas.

Fixe o(s) tubo(s) de solugdo de esferas na horizontal numa placa de adaptagao ao vértice adequada (disponibilizada
pela Myconostica REF 080-015). Agite no vortice a velocidade maxima durante 10 min.

Centrifugue o(s) tubo(s) de solugdo de esferas a 10.000 x g durante 30 s. ATENCAO: Certifique-se de que nao
ultrapassa 10.000 x g ou pode partir os tubos. Certifique-se de que os tubos de 2 mL rodam livremente na centrifuga
sem esfregarem.

Transfira 450 yL de sobrenadante para um tubo de microcentrifuga limpo (fornecido) tendo o cuidado de nao
perturbar as esferas. Elimine o tubo de solugdo de esferas.

Adicione 250 yL de solugdo S2 ao sobrenadante e agite no vortice durante 5 s. Incube a 4-8 °C durante 5 min.
Centrifugue os tubos durante 1 min a 10.000 x g.

Evitando o sedimento, transfira todo o volume do sobrenadante para um tubo de microcentrifuga limpo (fornecido).
Adicione 1,1 mL (2 x 550 yL) de solugdo S3 ao sobrenadante (€ necessario cuidado pois o tubo esta quase cheio).
Misture mediante inverséo.

Carregue aproximadamente 650 puL num filtro spin e centrifugue a 10.000 x g durante 30 s. Elimine o escoamento,
adicione mais 650 uL de sobrenadante ao filtro spin e centrifugue a 10.000 x g durante 30 s. Repita até todo o

sobrenadante ter passado pelo filtro spin. Nota: No total sdo necessarios trés carregamentos por cada amostra
processada. No spin final, centrifugue a 10.000 x g durante 1 min. Elimine o escoamento.

Adicione 300 pL de solugdo S4 ao filtro spin e centrifugue durante 30 s a 10.000 x g.
Elimine o escoamento.
Centrifugue de novo durante 1 min para remover os ultimos vestigios de S4 que inibem a reacgdo PCR.

Coloque cuidadosamente o filtro spin num tubo para microcentrifuga limpo e novo (fornecido). Evite a contaminagéo
da solugao S4 para o filtro spin.

Adicione cuidadosamente 40 uL de solugdo S5 ao centro da membrana do filtro spin branco. Deixe a temperatura
ambiente durante 2 min.

. Centrifugue durante 30 s a 10.000 x g.
22.

Elimine o filtro spin. O ADN do tubo esta agora pronto a utilizar numa aplicagdo PCR. Conserve a 2-8 °C até ao
maximo de 5 dias, de outro modo conserve o ADN congelado a -20 °C.

Podem ser processadas até 10 amostras de BAL. Se nao forem utilizados todos os componentes de uma vez,
devolva os componentes do conjunto a caixa original. Nao misture lotes diferentes.

Uma vez concluido o processamento, os componentes do conjunto utilizados devem ser eliminados em
conformidade com as regulamentacdes locais relativas a saide, seguranga e ambiente.
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Procedimento para esputo e outras amostras respiratorias viscosas

Recomenda-se a utilizagdo do conjunto de digestdo/descontaminacdo de amostras BD BBL™ MycoPrep™ para o
processamento de amostras micobacterianas (Ref. 240862) com o protocolo MycXtra® para preparagao de amostras de
esputo. ®O procedimento abaixo foi modificado para se adequar aos requisitos de introdugdo de amostras do conjunto
MycXtra™.

Precaucdes

O reagente NALC-NaOH presente no conjunto de digestao/descontaminagédo de amostras BD BBL™ MycoPrep™ para o
processamento de amostras micobacterianas contém bases fortes e pode provocar queimaduras graves. Retire
imediatamente toda a roupa contaminada. Deve usar luvas e protecgédo ocular/facial. NaOH ¢ irritante para os olhos e
pele. No caso de contacto com os olhos ou a pele, lave imediatamente com um sistema de lavagem ocular ou com agua
da torneira durante, no minimo, 15 min e consulte um médico. Em caso de ingestao, tome leite, clara de ovo ou agua em
abundancia e consulte um médico.

Atencdo: Quebre a ampola junto ao centro de uma vez. Nado manipule mais a ampola, pois o frasco de plastico pode
perfurar e ocorrer lesao.

Instrucdes de conservacdo: Apds a recepgao, conserve a 15-30 °C. Nao congelar. Ndo abra até estar pronto para
utilizar.

Deterioracdo do produto: N&o utilize reagentes se as ampolas estiverem quebradas ou se apresentarem evidéncias
visiveis de deterioragao. Nao utilize tampao fosfato se as embalagens estiverem rasgadas ou abertas.

Procedimento

1. Prepare a solugdo de tampéo fosfato BBL™ MycoPrep™. Verta o conteido de uma saqueta de tampao fosfato num
recipiente de vidro com tampa roscada e encha até a linha de 500 mL com agua de qualidade para biologia
molecular. Esterilize em autoclave com a tampa solta a 121 °C durante 15 min. Deixe arrefecer até a temperatura
ambiente e aperte a tampa.

2. Desaperte cuidadosamente a tampa roscada do frasco de reagente BBL™ MycoPrep™. Localize a ampola no
frasco, esprema o ar excessivo do frasco e aperte a tampa. Com o frasco na posigao vertical, esprema-o até quebrar
a ampola. Agite suavemente para dissolver o NALC. Evite a agitagdo excessiva. UMA VEZ A AMPOLA QUEBRADA,
UTILIZE O REAGENTE NO PRAZO DE 24 horas.

3. Numa camara de segurancga bioldgica (no minimo de Classe 2), utilizando um tubo de centrifuga graduado de 50 mL
com tampa roscada, adicione a amostra e duas vezes o montante de solugao activada de NALC-NaOH estimando o
volume do esputo. Por exemplo: adicione 4 mL de solugéo activada de NALC-NaOH até aproximadamente 2 mL de
amostra.

4. Tape o tubo de centrifuga e agite num agitador de vértice até solubilizar a amostra. No caso de uma amostra
particularmente viscosa, adicione mais solugdo de NALC-NaOH e repita a agitacao.

5. Deixe a mistura repousar a temperatura ambiente durante 15 min com suave agitagdo ocasional.

6. Adicione o tampao fosfato preparado até a marca de 35 mL do tubo de centrifuga e agite. Centrifugue durante
20 min a 3000 x g.

7. Decante cuidadosamente todo o fluido sobrenadante. Utilizando uma micropipeta, remova cuidadosamente todo o
sobrenadante restante que nao tenha sido decantado.

8. Adicione 800 pL de tampéo fosfato preparado e volte a suspender o sedimento. Transfira tudo para um tubo de
microcentrifuga.

9. Siga o procedimento BAL a partir do passo 3.
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Caracteristicas e limitacdes do desempenho

Selectividade analitica

Utilizando um conjunto MycXtra® foi extraido ADN de BAL clinica, esputo e outras amostras respiratérias em que foram
identificados, por cultura ou microscopia, os seguintes organismos: Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus Asperglllus
flavus, Penicillium spp. e Pneumocystis jirovecii. Foi detectado ADN utilizando o conjunto Myconostica FXG™ : conjunto
RESP (Asp +) para a detecgéo rapida em PCR em tempo real de ADN de Aspergillus e Pneumocystis em amostras
respiratérias clinicas.

Remocao de substancias interferentes

Farmacos comuns utilizados no tratamento de doencgas respiratérias, por exemplo, tobramicina, sulfato de colistina,
dornase (DNAse), salmeterol e outros materiais, por exemplo, soro fisiolégico normal (0,9%), heparina e acido tanlco
podem inibir a analise de PCR em tempo real. Sdo completamente removidos pelo processo de extracg¢ao MycXtra Os
ensaios de avaliagdo do desempenho utilizando amostras clinicas indicaram que existem alguns inibidores da PCR nas
amostras respiratérias, de natureza pouco clara, que nao sao removidos durante o processo de extracg¢ao.

Limites de detecc¢ao e repetibilidade

Todos os dados: Concentragdo de esporos vs. valor Ct o] conjunto MycXtra® extraiu ADN
de amostras contendo apenas 10
esporos. Foram realizadas
45.00 extraccbes de esporos de
Aspergillus fumigatus em soro
[ . fisiolégico por 2 operadores no
35.00 - L - decurso de 5 dias. Foi detectado
Valor Ct ¢ ADN com o conjunto Myconostica
3000 * - FXG™ : conjunto RESP (Asp +),
que tem um limite de detecgdo de
" . aproximadamente 1 genoma A.
20.00 = fumigatus. Os resultados s&o
indicados na Figura 1. O
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 coeficiente de variagao geral foi
Nimero de esporos na extracgdo calculado em 2,4%. A eficiéncia
de extracgdo média foi
determinada como sendo de 8%.

Figura 1. Concentracdo de esporos de Aspergillus fumigatus versus valor Ct na PCR em tempo real
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Figura 2. Variacdo da extracgao inter e intralote

Avaliacdo do desempenho

Deteccao da espécie Aspergillus

Amostras respiratérios (BAL) colhidas em 2 hospltals extraidas com o conjunto MycXtra e conservadas foram utilizadas
para avaliar o desempenho do conjunto MycAssay Aspergillus em amostras clinicas. Foram feitas comparagdes com o
diagndstico clinico.

O valor de cut-off com um Ct de 36,0 foi estabelecido a seguir a analise de um conjunto de dados de amostras
provenientes de centros diferentes e de popula¢des de doentes diferentes. Os cut-offs diferentes foram avaliados
relativamente a probabilidade de diferenciamento entre estado patoldgico e estado nao patologico.

PCR vs Diagnéstico clinico

Positivo clinico | Negativo clinico
PCR positiva 31 1 0,97 PPV
PCR negativa 2 10 0,83 NPV
0,94 0,91

Sensibilidade Especificidade

Das amostras testadas, 0,8% continham inibidores da PCR, conforme indicado pelo IAC, a seguir a extrac¢gao com o
conjunto MycXtra®.
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Deteccdo de Pneumocystis jirovecii

Amostras clinicas colhidas por lavagem broncoalveolar (BAL) obtidas em 2 hospitais, extraidas com o conjunto MycXtra®
e conservadas foram utilizadas para avaliar o desempenho do conjunto MycAssayTM Pneumocystis. Foram feitas
comparagdes entre os resultados da PCR e a microscopia de imunofluorescéncia.

PCR vs Diagnéstico de microscopia

Microscopia positiva | Microscopia negativa
PCR positiva 45 8 0,85 PPV
PCR negativa 2 33 0,94 NPV
0,96 0,80
Sensibilidade Especificidade

A tabela 1 representa dados obtidos de doentes com HIV diagnosticada, doentes nao infectados com HIV e doentes com
estado de HIV indeterminado. Doentes com pneumonia por Pneumocystis possuem quantidades altamente variaveis de
organismos detectaveis; quando menor o valor Ct maior a possibilidade de doenga. Doentes com HIV e pneumonia por
Pneumocystis tendem a ter nimeros mais elevados de organismos detectaveis do que doentes que nao estejam
infectados com o virus, mas a sobreposicéo é consideravel. O grafico de disperséo na Figura 3 abaixo demonstra esta
sobreposigao. Para conclusdo, como o conjunto de dados da Tabela incluia doentes cujo estado de HIV era
desconhecido, o grafico de dispersao deste grupo esta incluido na Figura 3 (coluna 3):
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Figura 3: Gréfico de dispersao dos valores Ct obtidos a partir do DNA extraido de amostras respiratérias de doentes. Sao
descritos quatro grupos.

Myconostica Limited, South Court, Sharston Road, Sharston, Manchester, .
M22 4SN, Reino Unido. IVD
Telefone: +44 (0) 161 998 7239 Facsimile: +44 (0) 161 902 2496

E-mail: mycotech@myconostica.co.uk
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